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Досліджено целюлозолітичну активність гриба-антагоніста Chaetomium cochliodes 

3250. Показано, що C. cochliodes 3250 синтезує комплекс целюлаз — ферментів деградації 
клітинної стінки. Найвищі показники ендо-, екзоглюкозидазної та β-глюкозидазної активно-
сті гриб проявляє на 9-у добу культивування. Висока целюлазна активність обумовлює здат-
ність гриба проникати в рослинні тканини. C. cochliodes 3250, інтродукований в кореневу 
зону рослин гречки посівної, утворює плодові тіла на поверхні кореневих волосків та прони-
кає в клітини ризодерми. 
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Формування тісних симбіотичних зв’яз-

ків між мікроорганізмами та рослинами є 
складним екологічним процесом [1]. Гриби-
мікоризоутворювачі займають особливе міс-
це серед великої кількості ризосферних 
організмів. За деякими оцінками, близько 
250 тис. видів рослин, у т. ч. й культурних, 
здатні до утворення мікоризи. Характерними 
особливостями таких рослинно-мікробних 
взаємодій є формування специфічних струк-
тур, або ж проникнення гриба в тканини рос-
лин, або і те й інше одночасно. Наявність мі-
коризи є нормальним станом для більшості 
рослин за будь-яких умов та являє собою 
взаємовигідне та взаємозалежне партнерст-
во, утворене між коренями рослин і грибами 
[2]. Механізм утворення мікоризних симбіо-
зів та функціональна інтеграція симбіонтів 
продовжує звертати увагу багатьох дослід-
ників. 

Відомо, що деякі мікроміцети здатні 
проникати до рослин шляхом гідролізу клі-
тинної стінки. В інфекційних гіфах на ранніх 
стадіях симбіозу синтезуються ферменти де-
градації клітинної стінки (пектиназа, ендо-
полігалактуроназа, целюлаза), що є необхід-
ним для проникнення гриба в корінь [1]. При 
проникненні арбускулярно-везикулярних 
грибів у клітинну стінку рослин, безпосеред-

ньої участі таких ферментів, як целюлаза і 
ксилоглюканаза не відмічено, проте відомо, 
що активність цих гідролітичних ферментів 
зростає в мікоризованих коренях [3; 4]. Види 
роду Rhizoctonia, схожі з симбіонтами орхід-
них, утворюють целюлази і пектинази, що 
може супроводжувати колонізацію рослин-
них тканин [5]. Існують літературні дані що-
до здатності розкладати пектин, целюлозу, 
целобіозу та геміцелюлозу (основні структу-
рні компоненти рослинної клітинної стінки) і 
окисляти фенольні сполуки, грибом Rhizos-
cyphusericae, мікросимбіонтом ерікоїдної мі-
коризи [6]. Відомо, що більшість симбіонтів 
ектомікоризи мають обмежену здатність до 
використання лігніну і целюлози як субстра-
ту для росту, значно слабшу ніж у дерево-
руйнівних грибів [7]. Проте здатність до роз-
кладу целюлози та пектину може бути по-
в’язана з проникненням гриба в тканини ко-
реня, де утворення ферментів локалізовано і 
обумовлює пом’якшення клітинної стінки 
при формуванні сітки Гартіга [8]. Низка ви-
дів ектомікоризних грибів для утворення 
плодових тіл потребує асоціації з кореневою 
системою рослин [2]. 

В останні роки показано, що сапротроф-
ні ґрунтові гриби також здатні проникати в 
корені та викликати позитивні зміни в рос-

© А. С. Йовенко, 2016



19 

линах. Гриби родів Trichoderma, Fusarium, 
Acremonium, Penicillium здатні інфікувати 
рослини та утворювати ендофітні асоціації з 
коренями [9–11]. 

Відомі роботи, що вказують на здатність 
представників роду Chaetomium проявляти 
ендофітію щодо певних рослин. C. globosum 
проникає в тканини тропічних злакових і бо-
бових трав [12; 13]. Раніше було показано, 
що C. cochliodes 3250 утворює ендофітні асо-
ціації з рослинами пшениці ярої та сої [14; 
15]. 

Метою нашої роботи було дослідити ак-
тивність целюлозолітичного комплексу гри-
ба-антагоніста C. cochliodes 3250 і його здат-
ність проникати у тканини кореня гречки 
посівної. 

Матеріали та методи. Як об’єкт дос-
лідження використовували природний штам 
сумчастого гриба C. cochliodes Palliser 3250, 
депонований у Всесоюзному науково-дослід-
ному інституті сільськогосподарської мікро-
біології (нині — Державна наукова установа 
Всеросійський науково-дослідний інститут 
сільськогосподарської мікробіології Російсь-
кої академії наук). 

Попередню перевірку здатності С. coch-
liodes 3250 до синтезу целюлаз проводили 
якісним (чашковим) методом. Досліджува-
ний гриб вирощували в чашках Петрі впро-
довж 10 діб на середовищі Чапека, що місти-
ло натрієву сіль карбоксиметилцелюлози 
(Na-КМЦ, 0,5 %) [16] та целобіозу (0,2 %) 
[17] як джерела карбону і субстрату для фер-
ментів. Як індикатор целюлазного комплексу 
використовували конго червоний (0,5 %, 
вводили в агаризоване середовище). Целю-
лазну активність оцінювали за величиною 
відношення діаметра зон просвітлення (dзони) 
і діаметра колонії (dколонії). 

На другому етапі визначали загальну це-
люлозолітичну активність С. cochliodes 3250 
за активністю компонентів целюлазного 
комплексу. Для цього гриб поверхнево куль-
тивували впродовж 28 та 12 діб, відповідно, 
на модифікованому синтетичному середо-
вищі Чапека (г/л: (NH4)2HPO4 — 2,5; 
K2HPO4 — 1,0; MgSO4 — 0,5; KCl — 0,5; 
FeSO4 — 0,01). Як єдине джерело Карбону 
використовували смужку фільтрувального 
паперу (50 мг). Значення рН — 7,0. 

Висів проводили суспензією спор (Т = 
= 1·106 КУО), у кількості 5 % від об’єму жи-

вильного середовища. Посівний матеріал 
С. cochliodes 3250 отримували шляхом змиву 
конідій і фрагментів гіфів гриба зі скошеного 
сусло-агару. Титр визначали в камері Горяє-
ва. Культивували поверхнево в пробірках з 
5 мл поживного середовища за температури 
26 °С. 

Вимірювання загальної целюлозолітич-
ної активності проводили на 7, 14, 21, 28-у 
добу культивування. При подальшому ви-
значенні активності компонентів целюлозо-
літичного комплексу обліки здійснювали на 
3, 6, 9 та 12-у добу культивування. Як конт-
роль використовували живильне середовище 
Чапека без інокулюма гриба. По закінченню 
культивування біомасу відділяли фільтру-
ванням через фарфорове сито, фільтрат куль-
туральної рідини використовували для про-
ведення аналізів.  

Дослідження проводили в 3-разових біо-
логічних та 3-разових аналітичних повто-
реннях. 

За одиницю загальної целюлазної актив-
ності приймали таку кількість ферменту, яка 
за 60 хв. утворює 1 мг редукуючих цукрів. 
До ферментів целюлазного комплексу нале-
жать екзоглюканази (за одиницю екзоглюка-
назної активності приймали таку кількість 
ферменту, яка за 60 хв. утворює 1 мг реду-
куючих цукрів), ендоглюканаза та β-глюко-
зидаза (за одиницю ендоглюканазної та β-
глюкозидазної активності приймали таку 
кількість ферментів, які за 30 хв. дії утворю-
вали 1 мг редукуючих цукрів). Як субстрат 
використовували 50 мг авіцелу (мікрокрис-
талічна целюлоза), 1 мл 0,5 %-го розчину 
Na-КМЦ та 1 мл 0,025 %-го розчину цело-
біози в 0,05 М натрій-цитратному буфері від-
повідно. Кількість редукуючих цукрів визна-
чали методом Шомоді-Нельсона [18], при 
цьому досліджувану суміш інкубували при 
температурі 40 °С. Калібрувальну криву бу-
дували за стандартними розчинами глюкози. 

Здатність C. cochliodes 3250 утворювати 
асоціації з рослинами гречки посівної сорту 
Антарія перевіряли у вегетаційному досліді. 
Рослини вирощували на стерильному суб-
страті (вермикуліт) упродовж 30 діб. Вико-
ристовували пластикові посудини розміром 
10,5×15,5 см, ємністю 2,0 л. Насіння гречки 
сорту Антарія висівали на глибину 2,0 см, у 
кожній посудині вирощували 25 рослин з 
подальшим прорідженням до 20. Проводили 
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передпосівну обробку насіння біопрепаратом 
Хетомік, 1 грам якого містив 1,8·109 сумко-
спор C. cochliodes 3250, з розрахунку 40 тис. 
КУО на 1 насінину. Повторність досліду три-
разова. 

Фарбування зрізів коренів рослин про-
водили за методом Кобеля [18]. Тимчасові 
мікропрепарати досліджували під мікроско-
пом МС 200(Т) («Micros», Австрія), фотог-
рафували з використанням цифрової кольо-
рової камери DSC-S650 Sony. 

Розрахунки та статистичну обробку ре-
зультатів проводили за загальноприйнятими 
методами. Використовували параметричні 
критерії нормального розподілу, розрахову-
ючи середнє арифметичне і середнє квадра-
тичне відхилення за рівня значущості менше 
0,05. Аналіз проводили з використанням 
прикладних програм Microsoft Excel. 

Результати та їх обговорення. На пер-
шому етапі дослідження нами перевірено 
здатність C. cochliodes 3250 до синтезу фер-
ментів целюлозолітичного комплексу за фор-
муванням зон просвітлення навколо колоній 
на агаризованому мінеральному середовищі 
з використанням відповідних субстратів та 
барвника конго червоного (табл. 1). 

 
Таблиця 1. Зони гідролізу субстратів 

грибом C. cochliodes 3250 

Досліджува-
ний об’єкт 

dзони / dколонії 
(субстрат 
Nа-КМЦ) 

dзони / dколонії 
(субстрат 
целобіоза) 

C. cochliodes 
3250 0,92 ± 0,04 1,03 ± 0,03 

 
За результатами експрес методу виявле-

но, що C. cochliodes 3250 продукує целюло-
золітичні ферменти, що дифундують в агар і 
гідролізують досліджувані субстрати. При 
цьому зона просвітлення за вирощування 
гриба на живильному середовищі з викорис-
танням целобіози як субстрату значно пере-
вищує зону просвітлення за використання 
Nа-КМЦ. Отримані дані свідчать про синтез 
грибом ферментів різних за способом дії на 
целюлозу. 

Наступним етапом роботи було визна-
чення оптимального часу культивування 
гриба за загальною целюлозолітичною ак-
тивністю. Отримані дані представлено в таб-
лиці 2. 

Таблиця 2. Загальна целюлозолітична 
активність C. cochliodes 3250 

Доба культи-
вування Контроль C. cochliodes 

3250 
7 0,466 ± 0,003 0,320 ± 0,023 

14 0,420 ± 0,021 0,294 ± 0,021 
21 0,431 ± 0,024 0,409 ± 0,021 
28 0,342 ± 0,025 0,250 ± 0,017 

 
Найвищий показник загальної целюло-

золітичної активності відмічено на 7-у добу 
культивування — 0,42 ± 0,02 од./мл. При по-
дальшому культивуванні синтез гідролітич-
них ферментів грибом C. cochliodes 3250 по-
ступово зменшувався. При цьому контрольні 
зразки також містили редукуючі цукри, про-
те в меншій кількості, що можна пояснити 
гідролізом фільтрувального паперу в процесі 
зберігання та стерилізації. 

Різні види грибів, продуцентів целюлаз 
відрізняються за способом утворювати окре-
мі компоненти целюлозолітичних комплек-
сів. Деякі види можуть гідролізувати більш 
високо упорядковані форми, інші — лише 
водорозчинні похідні полімеру [19]. Серед 
бактерій та грибів виділяють особливий клас 
фітопатогенів, які реалізують свою целюлаз-
ну активність на перших етапах атаки рослин 
шляхом гідролізу клітинної стінки рослин. 

При гідролізі клітинної стінки до глюко-
зи активно синтезуються ендо- та екзоглюко-
зидази, які діють синергічно. Дані гідролі-
тичної активності компонентів целюлозолі-
тичної системи C. cochliodes 3250 представ-
лено на рис. 1. Екзоглюканазна активність 
у культуральній рідині гриба становила 
0,67 ± 0,03 од./мл на 9-у добу культивування. 
Наявність екзоглюкозидази в культуральній 
рідині гриба є свідченням того, що він здат-
ний деградувати кристалічну форму целюло-
зи [20]. Ендоглюканази забезпечують гідро-
ліз аморфної целюлози до целобіози. С. coch-
liodes 3250 продукує ендоглюканази у кіль-
кості 0,52 ± 0,02 од./мл. Найвищий показник 
ендоглюканазної активності відмічено на 
9-у добу. Фермент β-глюкозидаза, який за-
вершує розщеплення целюлози і забезпечує 
гідроліз целобіози до глюкози [20], також 
виявлено в культуральній рідині гриба. Про-
те найвищий показник зафіксовано на 12-у 
добу культивування — кількість β-глюкози- 
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Рис. 1. Динаміка активності компонентів целюлозолітичного комплексу гриба С. coch-
liodes 3250. 
 

дази в досліджуваній культуральній рідині 
складала 1,08 ± 0,03 од./мл. 

Відмічена наявність редукуючих цукрів 
у контрольному варіанті може бути пов’яза-
на з гідролізом фільтрувального паперу під 
час зберігання досліджуваних зразків. 

Відомо, що індукція і локалізація целю-
лаз відбувається у верхівкових клітинах, або 
поблизу апікального кінця гіфи [19]. Висока 
целюлазна активність гриба обумовлює його 
здатність проникати в рослинні тканини. У 
вегетаційному досліді з гречкою посівною 
нами показано, що гриб C. cochliodes 3250 

активно розвивається на коренях культури 
і утворює плодові тіла на кореневих волос-
ках. Також виявлено проникнення гіф гриба 
в корені та кореневі волоски рослин гречки 
(рис. 2). 

Таким чином, сапротрофний гриб C. coch-
liodes 3250 здатен до синтезу ферментів це-
люлазного комплексу (екзоглюканази, ендо-
глюканази, β-глюкозидази), що може забез-
печити його проникнення в корені рослин. 
Показано, що C. cochliodes 3250 утворює 
плодові тіла на поверхні кореневих волосків 
та проникає в клітини ризодерми. 

 

 

Рис. 2. А — плодове тіло C. cochliodes 3250 на поверхні кореня гречки посівної (×100, 
світлова мікроскопія); Б — проникнення гіфів C. cochliodes 3250 в кореневі волоски 
(×200, світлова мікроскопія). 
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ЦЕЛЛЮЛОЗОЛИТИЧЕСКАЯ 
АКТИВНОСТЬ ГРИБА-АНТАГОНИСТА 
CHAETOMIUM COCHLIODES, 
БИОАГЕНТА МИКРОБНОГО 
ПРЕПАРАТАХЕТОМИКА 

 
А. С. Йовенко 
Институт сельскохозяйственной микробиологии 
и агропромышленного производства НААН, 
г. Чернигов 

 
Изучена целлюлозолитическая актив-

ность гриба-антагониста Chaetomium coch-
liodes 3250. Показано, что C. cochliodes 3250 
синтезирует комплекс целлюлаз — фермен-
тов деградации клеточной стенки. Самые 
высокие показатели эндо-, экзоглюкозидаз-
ной и β-глюкозидазной активности гриб про-
являет на 9-е сутки культивирования. Высо-
кая целюлазная активность обусловливает 
способность гриба проникать в раститель-
ные ткани. C. cochliodes 3250, интродуциро-
ваный в корневую зону гречихи посевной, об-
разует плодовые тела на поверхности кор-
невых волосков и проникает в клетки ризо-
дермы. 

Ключевые слова: C. cochliodes 3250, цел-
люлаза, ендоглюканаза, екзоглюканаза, β-
глюкозидаза, растительно-микробная ассо-
циация, микориза. 

 

CELLULOLYTIC ACTIVITY 
OF ANTAGONIST MOULD 
CHAETOMIUM COCHLIODES, 
BIO-AGENT OF MICROBIAL 
PREPARATION HETOMIK 

 
A. S. Yovenko 
Institute of Agricultural Microbiology and 
Agroindustrial Manufacture, NAAS, Chernihiv 
 

 
Cellulolytic activity of antagonist mould 

Chaetomium cochliodes 3250 has been investi-
gated. It was shown that C. cochliodes 3250 
synthesizes complex of cellulases — degrada-
tion enzymes of cell wall. The highest parame-
ters of endo, exoglucosidase and β-glucosidase 
activity of mould are shown at Day 9 of cultiva-
tion. High cellulase activity causes the ability of 
mould to penetrate plant tissues. C. cochliodes 
3250, which was introduced in the root zone of 
buckwheat seeds, forms fruiting bodies on the 
surface of root fibrils and penetrates cells of 
rhizodermis. 

Key words: C. cochliodes 3250, cellulase, 
endoglucanase, exoglucanase, β-glucosidase, 
plant-microbial associations, mycorrhiza. 
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