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ИЗУЧЕНИЕ НЕКОТОРЫХ ЦИТОХИМИЧЕСКИХ 
ОСОБЕННОСТЕЙ У ВИДОВ FUSARIUM ПРИ РАЗЛИЧНЫХ 

УСЛОВИЯХ КУЛЬТИВИРОВАНИЯ

С целью найти новые систематические критерии для внутриродовых 
подразделений в роде Fusarium нами изучался онтогенез некоторых ви
дов и форм этого рода с момента превращения конидии в вегетативную 

_ V клетку и до ооразования нового поколения конидии.
Была поставлена задача исследовать в процессе развития поведение 

волютиновых гранул у глубинного мицелия, имеющего различный темп 
развития. Для этого применялись методы прижизненного окрашивания.

Для изучения процесса развития или фаз роста были взяты следую
щие 2 штамма: Fusarium oxysporum Schlecht emend, Snyd. et Hans, и 
Fusarium javanicum Koord. var. chrysanthemi — leucanthemi S. Batikian.

Их моноспоровые культуры выращивались глубинным способом в 250-милли метро
вых колбах Эрленмейера при 24—26°С. Каждая в двух вариантах: на качалке с 135 
кол/мнн и в стационарной культуре.

В каждом варианте опыта использовались 2 среды минеральная среда Чапека и 
пивное сусло—(синтетическая и производственная). Колбы с 50 мл питательной среды 
засевались суспензией спор.

Микроскопический контроль при цитохимическом изучении глубинного мицелия 
Fusarium проводился следующим образом. Каждые 24 часа отбирались пробы культу
ральной жидкости с мицелием, капля которой помещалась на предметное стекло, <атем 
культуральная жидкость отсасывалась фильтровальной бумагой, и мицелий окрашивал
ся витальными красителями (метиленовой синей, нейтральной красной. Суданом II! ( 
после чего велись исследованья цитохимических особенностей.

Наблюдения за развитием мицелия проводились нами в основном над нефиксиро
ванными, окрашенными витальными красителями, клетками. Применение витальных 
красителей является очень удобным, т. к. уменьшает вероятность появления в клетках 
изменений (артефактов), вызываемых фиксацией. Одновременно готовились препара
ты для наблюдения в люминесцентный микроскоп с фиксацией и окраской по НС1— 
Гимза.

При прижизненном окрашивании микроорганизмы продолжительное время оста
ются живыми, это очень важно, ибо организм в данном случае т\чается в динамике, а 
при фиксации препарата и дальнейшем его окрашивании клеточные структуры изучались 
в статике.

При наблюдении морфологических изменений и фаз роста применялись красители 
основного характера. Так, 1 г нейтральной красной растворялся в 100 см3 стерильной 
дистиллированной воды. Из этого исходного раствора готовился рабочий водный раствор 
путем разведения 1:2000 (0.05% р—р) и 1:5000 (0,02% P -pl.

По данным Ромейса [5], при прижизненном окрашивании витальными красителями 
происходит подкраска пр еде у шествующих в клетках гранулярных включений, они могут 
увеличиваться в определенных условиях при воздействии красителей.



64 С. I Батикян

Четнленовую синь, также являющуюся красителем основного характера, использова
ли слевющнм образом: каплю культуральной жидкости с мицелием наносили на пред
метное стекло, татем отсасыьалн кхлыхральную жидкость и окрашивали метиленовой 
синью (водным раствором 1:50). Покровным стеклом препарат покрывали через 2— 
3 мин ДЯ

Для выявления капель жира препарат окрашивался Суданом III (насыщенным спир
товым раствором) с докраскоь метиленовой синыо.

Для выявления ядер мицелий фиксировали в течение 15 мин в жидкости Карнуа и 
окрашивали по методу НС1-Гимза.

Как указывает Дмитриева [3], «о характере развития грибного ми це
пня в глубинной культуре судят по скорости прохождения нм возрастных 
фаз».

В наших исследованиях каждая возрастая фаза имела свои опреде
ленные признаки, наблюдаемые при использовании прижизненной окрас
ки клетки основными анилиновыми красителями.

Однако стадии ра шптия мицелия у Fusarium были не так ясно выра
жены, как наблюдалось Беккер [I] у грибов -продуцентов антибиоти
ков. Fu>arium в отличие от Penicillium в качающейся культуре образует 
несколько поколений конидий (так же, как и Verticillium dahliae, по Бон- 
lapucBoii) [2]. Вследствие этого ни одна стадия, кроме исходной, не наб
людалась в чистом виде: в каждой фазе имелся также более молодой ми
целий предыдущей фазы развития. Штаммы двух выбранных нами ви- 
(01. при прохождении фаз роста резко не отличались друг от друга. Од
нако у Fus. oxysporum, F. gladioli наблюдались все 6 фаз развития, 
хотя и нс резко выраженные, а у Fus. javanlcnm var. chrysanthemi — 
• eucanthemi, только 5 фаз. При этом у Fus. oxysporum f. gladioli в 
III фазе развития наступает обильное образование жира в мицелии, 
что не так характерно для Fus. javanicum var. chrysanthemi - leu- 
canthemi.

Необходимо отметигь, что наиболее характерно развитие гриба про
ходит в настенной пленке на пивном сусле, в то время как в глубинной 

1 хлыхрс оно отстает з сроках. В настенной пленке у Риз. охуьрогипт 
наблюдались все 6 фаз । азвития. Это явление Бондарцева [2] для УегН- 
сИ1шт объясняет тем, что глубинная культура более богата органически
ми веществами по сравнению с настенной пленкой, где питательных ве
ществ задерживается меньше, по ее мнению, это и является причиной та
кого различия.

На минеральной среде Чапека, где гриб четко проходит 4 стадии 
развития, фазы роста выражены менее четко по сравнению с пивным 
суслом. Затем начинается набухание, утолщение гиф, образование хла
мидоспор.

Для Ризалит характерно при прохождении фаз роста образовании 
|а мп дос пор в отличие от РетсИ Ниш, что, несомненно, отражается на 

прохождении мицелием всех стадий развития, т. к. при обеднении среды 
питательными веществами гриб начинает образовывать хламидоспоры.

I ифы при окраске витальными красителями на разных этапах раз
вития обладают разной степенью базофилии. На первых стадиях разви-
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гня в гифах имеется малое количество РНК, а на 4—5 и 8 -9 сутки в ■г
вакуолях обнаруживаются гранулы крпнома. При окрашивании метиле
новой синью наблюдается образование темно-синих гранул. При даль
нейшем росте гифы содержат крупные или мелкие капли жира в зави
симости от степени развития. В старых культурах часто наблюдается жи
ровое перерождение; пли жировые гранулы находятся вместе с цитоплаз
матическими в цитоплазме, или же гифы полностью автолизируются. 
Много жира содержат споры. При окрашивании метиленовой синью ко
нидии становятся бледно-голубыми, синими или фиолетовыми с больши
ми золотистыми каплями жира.

Толстые, переродившиеся конидиеносцы при окраске нейтральной 
красной (НК) окрашиваются в ярко-розовый цвет, в их отростках часто 
обнаруживаются большие капли жира, которые в отростках, лишенных 
протоплазматического содержимого, приобретают форму глыбок, запол
няя весь т росток. Хламидоспоры образуются в результате утолщения и 
набухания гиф в форме цепочек, они окрашены часто в голубые или го- 
тубовато-фполетовые, лиловые тона, заполнены каплями жира вначале, 
но на последних этанах развития они целиком при окраске Судан 3 + мег. 
синь окрашиваются в золотисто-желтый цвет. Непереродившпеся кони
дией ос цы в чисто химическом отношении похожи на гифы.

При воздействии витальными красителями (НК и МС) последние 
окрашивают цитоплазму в слабо-розовый и в слабо-голубой цвета, далее 
краситель проникает в вакуоли через тонопласт, образуя ярко-синие и 
ярко-красные гранулы, которые почти исчезают в III фазе. В этой 
фазе МС и НК окрашивают цитоплазму, а затем в IV—V фазах гранулы 
вновь появляются, а в VI фазе МС и НК диффузно окрашивают мице
лий 15 светло-оранжейатый цвет. Ростковые грубки прорастающих кони
дий также окрашиваются диффузно, в них наблюдается базофилия, ва
куоли бывают мелкими. Таким образом, мелкие гранулы возникают уже 
во II фазе роста, в III фазе исчезают и снова возникают в IV возрастной 
фазе.

В наших исследованиях обильные анастамозы между клеточными 
структурами наблюдаются в основном, в начальной стадии развития.

Прорастающие конидии и их ростковые трубки анастамозируют друг 
с другом при помощи растворения оболочек в местах слияния. Но у 
Е. ]ауап1С1пп в культуре на качалке на 4-й день развития анастамозы 
наблюдались и между зрелыми гифами. Вондарцева [2] это явление 
объясняет тем, что на ранних этапах развития мицелия образуются гете
рокариотические гифы, после некоторого времени расщепляющиеся на 
ветви с ядрами одного типа. Эти гомокариотические ветви снова прояв
ляют способность к анастамозам.

В стационарной культуре гриб проходит те же стадии развития, что 
и па качалке, с тем отличием, что фазы роста наступают гораздо раньше. 
При этом культуры имеют, кроме исходной фазы, еще другие, особенно 
после трех дней развития. В отличие от качалки после 24 часов роста 
уже мало прорастающих конидий, в основном присутствуют гифы.
Биологический журнал .Армении, .XXIV, № 10 5
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Нами отмечены и некоторые морфолого-культуральные особенности 
изучаемых видов.

В глубинной культуре па качалке оба вида грибов на среде Чапека 
и пивном сусле образуют комочки, более крупные па среде Чапека, чем 
на пивном сусле. На стенках колбы, на границе вращения жидкости, на 
обеих средах образуется пленка, которая после девятых-десятых суток 
в основном состоит из хламидоспор и автолизированных гиф.

Пленка на стенках колбы на среде с пивным суслом более обильная 
и шире, чем в колбах со средой Чапека.

В стационарной культуре глубинный мицелий не развивается, там 
наблюдается обильный поверхностный его рост.

Для обоих изученных штаммов характерно то, что конидпепосцы на 
среде Чапека и пивном сусле наблюдаются уже после 24 часов роста, 
причем на среде Чапека они уже более характерные после первых суток, 
чем на пивном сусле, и разветвлены. Наиболее сильное ветвление их на
блюдается после трех дней развития на сусле, в основном на четвертые 
сутки. В первые дни ветвление их большей частью мопоподпальное, а 
после 3-го дня уже есть многократно разветвленные конидиеносцы.

Образование хламидоспор в глубинной культуре начинается на тре
тьи-четвертые сутки развития. Конидиеносцы и проросшие конидии, не 
способные к дальнейшему росту, начинают утолщаться, округляются, 
стенки их набухают, при окраске МС они приобретают лиловый цвет и 
позже постепенно превращаются в хламидоспоры. При наблюдении в 
микроскоп на 14-ый день видны только обильные хламидоспоры, авто
лизированные гифы, потерявшие свое цитоплазматическое содержимое 
и не перешедшие в хламидоспоры.

Конидии на всех средах типичные, многочисленные.
Кратко резюмируя изложенное, можно сказать, что развитие у обоих 

изученных видов Fusarium протекает в виде 6 фаз.
В табл. 1 приводится детальная характеристика фаз роста Fusarium.

Таблица I
Фазы

Сроки 
наблюде-

роста Fusarium oxysporum Schlecht emend. Snyd. el Hans, 
f. gladioli Massey (в культурах па качалке)

С о став сред ы

пия в
сутках Среда Чапека Пивное сусло

Прорастание и анастамозы конидий 
Появляются новые конидиеносцы. Ги
фы часто с мелкими вакуолями и гра
нулами кринома в них. Базофилия 
слабая, но встречаются и сильно окра
шенные, мелкогранулировапные кони
диеносцы. Прорастающие конидии

Прорастание и анастамозы кони
дий Образование пока еще слабо- 
разветвленных конидиеиосцев. Про
топлазма сине-голубая, мелко-грану
лированная. Встречаются ростки и ги
фы с мелкими вакуолями, внутри их 
- мелкие гранулы. При окраске- 
ПК протоплазма красноватая, мел-



I

Некоторые цитохимические особенности у видов Fusarium 67

анастамозируют друг с другом, 
за.

фа-
когранулированная. В глубинной 
культуре меньше прорастающих ко
нидий, чем в настенной пленке. I фа
за. Начало II.

В гифах наблюдаются гранулы, но 
некрупные. Вакуоли в гифах мелкие, 
иногда с гранулами крннома. Силь- 
новыраженная базофилия, обилие 
кони (иеносцев, прорастающих кони
дий. II фаза.

По сравнению с 1-м днем очень 
большое количество прорастающих 
конидий, анастамозирующих друг с 
другом. Появились конидиеносцы. 
Наблюдается вакуолизация гиф с 
гранулами крннома и без них. Базо
филия протоплазмы сильная. Появи
лись темно-синие или темно-красные 
гранулы волютина на светло-голубом 
или темно-синем фоне. Цитоплазма 
прерывистая, у концов гиф гомоген
ная. В отростках гиф рядом с синими 
гранулами встречаются мелкие вакуо
ли. При окраске НК мелкогранулиро- 
ванная цитоплазма. Встречаются ва
куоли с гранулами крннома. II фаза.

Цитоплазма прерывистая. базофиль
ная. Часто встречаются гифы с си
ними гранулами, а также вакуолизи
рованные гифы. Обилие желтых жи
ровых капель в мицелии. В головках 
конидий капли оранжевые. Il III фа
зы.

Встречаются уродливые конпдие- 
носцы. Реакция на жир сильнее, чем 
на сусле. Цитоплазма базофильная. 
Переродившиеся конидиеносцы окра
шиваются в ярко-розовый и лиловый 
инета. Ill фаза.

Большое обилие разветвленных ко- 
иидиеносцев, обильные мелкие жиро
вые включения. Усиленное образова
ние хламидоспор. Много гиф, окра
шенных в фиолетовый цвет. III IV 
фазы.

Цитоплазма прерывистая, базофиль
ная, окрашена в диффузно-розовый 
цвет. Встречаются гифы с крупными 
вакуолями, а также окрашенные в 
фиолетовый цвет, с гранулами. Обилие 
мелких жировых капель в гифах. При 
окраске МС гифы темно-голубые, 
мелкограиулированные. Иногда встре
чаются гифы с жировым перерожде
нием. В глубинной культуре реакция 
на жир более слабая. II —III фазы.

Цитоплазма прерывистая, местами 
гомогенная. В разветвленных кони- 
диеносцах и гифах на фиолетовом фо
не имеются темно-синие или темно
красные гранулы в вакуолях и между 
ними. Наблюдается образование хла
мидоспор. Реакция на жир намного 
слабее, чем на 3-ий день. III — IV' фа
зы.

Встречаются автолизированные ги
фы, наряду с ними разные другие. Па 
темно-синем фоне крупные вакуоли, 
часто с гранулами крннома. Появле
ние утолщенных гиф и образование 
хламидоспор. В головках прорастаю
щих конидий и их ростковых трубках 
жир выражен сильно (видимо, это
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1 ифы разнообразные. автолиз ми
целия. Много неравномерно окрашен
ных гиф с каплями и гранулами. Есть 
гифы, окрашенные в фиолетовый цвет, 
с гранулами. При окраске ПК встре
чаются темноокрашенные гифы, ко- 
нидиеносцы, много светлоокрашен
ных зеленовато-розоватых гиф. Жир 
выражен слабо, в основном в кони
диях.

Большое количество автоли зирован- 
ных гиф. Много гиф, окрашенных в 
светло- и темно-голубой цвет нерав
номерно. Обилие хламидоспор. Жир 
выражен слабо.

старые, не способные к дальнейшему 
росту конидии). При окраске НК — 
гифы очень слабо окрашены (желто* 
вато-розоватый цвет с зелеиовагымч 
каплями). Базофилия резко падает. 
Есть гифы, окрашенные в слабо-розо
вый цвет с концентрацией краски в 
середине. Встречаются молодые гифы 
мелкогран у.тированные. окрашенные в 
семно-синие или темно-розовые цвета 
(вторичный рост). Часто наблюдают
ся в гифах вакуоли с гран}ламп кри- 
нома. В утолщенных гифах—старых 
или образующих хламидоспоры, круп
ные золотистые капли жира. 11—IV 
фазы.

\втол!н гиф. Кроме светло-окра
шенных. при окраске МС встреча
ются мелкогран} лир.ованные гифы, 
темно-синие с фиолетовым оттенком. 
Прорастающие конидии и конидиенос֊ 
цы новые и старые, неспособные к 
дальнейшему рост}՜. Они не окрашены 
или окрашены в темно-синий или в 
темно-красный инета, с мелкими гра
нулами. Жир в основном в конидиях, 
их ростковых трубках, хламидоспо- 
рах. В глубинной культуре встречают
ся мелкогран}.тированные синие гифы, 
а также гифы с крупными гранулами 
на голубом и синем фойе. Жир содер
жится также в старых гифах. 1Н IV 
фазы.

Сильный автолиз гиф. Встречаются 
мелкогран}.тированные синие гифы 
(вторичный рост), а также гифы с 
кр} иными гран} ламп. Жир в старых 
гифах в виде желтых капель. Много 
его в хламидоспорах и конидиях. При 
окраске НК гифы неокрашенные или 
окрашенные в сплошной зеленовато
красный цвет с обильными каплями. 
Крупные, зеленоватые капли в утол
щенных старых гифах, образующих 
хламидоспоры. В глубинной культуре 
есть прорастающие конидии с грану
лами крпнома в вакуолях и между • • 
ними. Жир в старых гифах, в голов
ках конидий и хламидоспорах. П— 
IV фазы.
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.Автолиз мицелия. Много синеокра- 
шенпых гиф с вакуолями, окрашен
ными диффузно в синий и розовый 
цвет. Жир встречается в гифах, но в 
основном его много в конидиях и хла
мидоспорах V VI фазы. Есть гифы 
с гранулами в вакуолях и между ни
ми.

Обилие автолизированных гиф или 
светло-фиолетовых с голубоватыми 
каплями. Но наряду с ними очень 
много иовообразх ющихся, темноокра- 
шенных гиф с вакуолями и мелкими 
гранулами. Прорастающих конидий 
много (новых и старых, не способных 
к дальнейшем} росту). Жир в голов
ках конидий и в толстых мало окра
шенных гифах. При окраске НК 
кроме неокрашенных гиф много гиф 
окрашенных в интенсивно-розовый 
цвет с зеленоватыми каплями. В на
стенной н глубинной культурах уси
ленное образование хламидоспор. Ба
зофилия от сильной до почти отсут
ствующей II IV фазы.

Наряду с автолизированными гифа
ми мицелий нового поколения. Гифы 
с гранулами темно-красными и темно- 
синими в вакуолях и между ними, с 
мелкими каплями жира. Цитоплазма 
прерывистая, неравномерно-окрашен
ная, в копнах гиф гомогенная. Базо- 
фи 1ия от сильной до отсутствующей. 
Обилие хламидоспор во всех стади
ях развития. Иногда встречаются ги
фы с вакуолями, окрашенными в диф
фузно-розовый цвет. II—VI фазы

Вышеуказанные фазы роста бывают не резко разграничены во вре
мени, н поэтому в одном н том же препарате можно наблюдать одновре
менное существование нескольких фаз.

Заметной разницы в прохождении фаз у обоих изученных видов не 
наблюдалось.
Ереванский государственный университет, 

кафедра низших растений Поступило 8,VII 1471 г.

II. Հ. IHkSHiBILii

ՈՐՈՇ ՑԻՏՈՐԻՄԻԱԿԱՆ ԱՌԱՆՉՆԱՀԱՏԿՈԻԹՅՈհՆՆԵՐԻ 
ՈԻՍՈՒՍՆԱՍԻՐՈՒԹ:ՅՈԻՆ1! FUSARIUM-ի ՏԵՍԱԿՆԵՐԻ ՄՈՏ ’ւՈհ1.ՏՒ’1.ԱՏ111ԼՆ

ՏԱՐՐԵՐ ՊԱՅՄԱՆՆԵՐՈՒՄ

Ա U փ ո փ ււ ւ if

1 HSd 1 j(UH-// nrnl տեսակների ե ձևերի անհատական ղարդացման ուսում
նասիրության ժամանակ սկսած կոհիդիումների ծլելո, մոմենտից մինչև նոր 
սերնդի առաջացումը, կենսական ներկման և որոշ ցիտորիմի ական մեթոդների 
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կիրաոման պայմաններում, պարպվել Լ , որ ղարղացա մր ո ւ и ա մն ու и ի ր վ ա 3 տե
սակների մոտ րնթանամ է 6 փալերով։ Սրանր մեկր մյուսից տ ա ր րե ր վ ո ւ մ են 
մակրո- և մ իկրոկոնի ղիումների ծլմո։մր, խիլային խողովակների և հիֆերի 
ւսն ա и տ ո։ մ ո ղե ց մ ան աստիճանով, մ ե տ ա րր ո ւ)' ա տ ի կ գրանուլների առա շաղ- 
մանր, վակաոլիդաց։! ան >. ա ր պ տ կ տ լ մ ան աստիճսէնով, և, վերջապես, հիֆերի 
ավտոլիղով։ Աոանձին տարբերություն փալերի անցկացման միքև աոամնա- 
ս/ւրվաձ աեսակների մոտ լի նկատվեր
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