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ИЗУЧЕНИЕ КОМПЛЕКСНОГО МНОГОСТУПЕНЧАТОГО
МУТАГЕНЕЗА У ГРИБОВ РОДА TRICHODERMA

Каманова С.Г.

Производство ферментных препаратов является одним из ведущих
направлений в развитии микробиологической промышленности. Спрос на
них постоянно растет, а сфера применения расширяется. Это связано с тем,
что ферменты являются высокоактивными, нетоксичными
биокатализаторами белкового происхождения.

Объект исследований – штаммы рабочей коллекции микроскопические
грибы рода Trichoderma: Z8; DS4; S7; SS7.

Целлюлозолитическая активность мутантных штаммов определялась на
7-е сутки культивирования по методу, приведенному. Для определения
эндоглюканазной активности использовалась Na-КМЦ (натрий-
кристалическая целлюлоза), для определения целлобиогидралазы – МКЦ
(микрокристаллическая целлюлоза),  FP (фильтровальная бумага).

Для усиления целлюлозолитической активности мутантных штаммов
была проведена серия опытов по комплексному поэтапному мутагенезу,
включающего химический мутагенез, УФ (ультрафиолет) и рентгеновское
облучение.

УФ-мутагенез микроорганизмов проведен по методике Hamad A. и
соавт. Химический мутагенез проведен по методу Morikava и соавт.  [3].
Облучение проводили на установке АРг-Ц-РП (ПроГраф-7000Т)
производства ЗАО «Рентгенпром» (Россия).

Отобранные мутантные штаммы переносились с агаризованной
питательной среды в жидкую среду и культивировались в течение 7 суток
при 28оС на качалке при 220 об/мин. В отделенной от мицелия
культуральной жидкости, определялась активность КМЦ-азы по методу
Шомоди-Нельсона.

Для повышения целлюлозалитической активности штаммы рабочей
коллекции были обработаны НММ (нитрозометилмочевиной) в
концентрациях  0,005 и 0,015%. Далее было отобрано 8 мутантных штаммов
с высокой целлюлозолитической активностью,  полученные после 2-ой
ступени химического мутагенеза. Штаммы  обрабатывались УФ –
облучением в течение 10 минут, с перерывом 5 мин и темновой фазой 12 ч.
Большинство штаммов мутантов обладали невысокой NaКМЦ-назной
активностью. Из полученных мутантных штаммов были отобраны мутанты:
DS4/2(0,015) /10(0,005) /УФ/Р; SS7/12(0,015)/4(0,005)/УФ/Р.



В результате дробного рентгеновского облучения при 3,6 и 3,8
микрозиверта у мутантных штаммов было отмечено значительное усиление
целлюлозолитической активности. К примеру, мутантный штамм
SS7/12(0,015)/4(0,005)/УФ/Р имеющий изначально NaКМЦ-ую активность –
10 мм,  проявил высокую целлюлозолитическую активность, зона деструкции
NaКМЦ увеличилась до 25 мм.

Следовательно, наиболее эффективным для получения мутантных
штаммов с высокой целлюлозолитической активностью является проведение
комплексного поэтапного воздействия: химического мутагенеза с
концентрацией нитрозометилмочевины 0,005 и 0,015%, 10 минутного УФ-
облучения с перерывом пять минут и темновой фазой 12ч и дробного
рентгеновского облучения дозой 3,6 и 3,8 микрозиверта.

В результате комплексного многоступенчатого мутагенеза получены
высокоактивные мутанты грибов рода Trichoderma, обладающие высокой
целлюлозолитической активностью: DS4/2(0,015)/10(0,005)/УФ/Р;
SS7/12(0,015)/4(0,005)/УФ/Р.
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