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Исследован элементный состав и определены соотношения элементов К/Са и P/S, которые, со-
гласно рабочей гипотезе, отражают особенности физиологического состояния покоящихся (“спо-
ры 0”) и прорастающих спор грибов (“споры П”). Объектами исследования были представители
мицелиальных грибов, различающихся скоростью выхода спор из состояния экзогенного покоя в
условиях отсутствия питательных веществ в среде реактивации. Уровень углерода в “спорах 0” кор-
релировал с содержанием клеточных липидов. Соотношение К/Са в “спорах 0” Aspergillus tamarii и
Cunninghamella echinulata оказалось ниже, чем в “спорах 0” Aspergillus sydowii и Umbelopsis ramanniana.
В покоящихся спорах аспергиллов отношение P/S было ниже, чем у зигомицетовых грибов, а в
быстро прорастающих спорах штаммов A. tamarii и C. echinulata этот показатель был в 1.5–1.75 раза
ниже, чем в медленно прорастающих спорах штаммов A. sydowii и U. ramanniana. Таким образом, на
основании низкого отношения К/Са и P/S в покоящихся спорах грибов можно прогнозировать их
более быстрый выход из состояния покоя, что особенно важно для мицелиальных грибов – синте-
тиков ряда соединений, используемых в биотехнологических процессах, а также для клинически
значимых штаммов.
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Состояние покоя у микроорганизмов является
стратегией выживания в условиях, неблагоприят-
ных для роста (Lennon, Jones, 2011). У мицелиаль-
ных грибов существует несколько типов покоя,
из которых в качестве основных рассматривают
два – конститутивный и экзогенный. Конститу-
тивный покой (эндогенный, глубокий) отличается
сложной многоступенчатой регуляцией процессов
прорастания (цитоплазматическая регуляция) и
только появления воды в среде недостаточно для
перехода спор в стадию биоза (Феофилова, 2003).
Второй тип покоя – экзогенный, отличается бо-
лее простой системой регуляции, и для начала
прорастания достаточно удалить из среды лими-
тирующий фактор, которым чаще всего является
отсутствие экзогенной воды. Этот тип покоя
свойствен вегетативным спорам грибов, напри-
мер, конидиям и спорангиоспорам. Способность
спор грибов к прорастанию и скорость этого про-
цесса определяются состоянием внутриклеточ-
ных компонентов и метаболических систем и зави-
сят от факторов внешней среды. Особый интерес
представляет изучение изменений содержания био-

генных элементов в спорах, характеризующихся
экзогенным типом покоя и помещенных для про-
растания в голодную среду. Проведенные ранее
исследования показали, что в этих условиях спо-
ры некоторых аскомицетовых и зигомицетовых
грибов способны к прорастанию (Мысякина и
соавт., 2016а).

Одним из методов, позволяющих анализиро-
вать состояние ионного гомеостаза в различных
биологических объектах, является метод рентге-
новского микроанализа (Stewart et al., 1980;
Pitryuk et al., 2002; Nagata, 2004). В частности, этим
методом были выявлены различия в содержании
отдельных биогенных элементов и их попарных
соотношений (S, P, Ca и K; Ca/K и P/S) в клетках
различных микроорганизмов (Bacillus cereus, Micro-
coccus luteus, Saccharomyces cerevisiae, Mucor hiemalis),
различающихся метаболической активностью и
пролиферативной способностью в ряду: вегета-
тивные клетки–жизнеспособные покоящиеся
формы–нежизнеспособные клетки (Мулюкин и
соавт., 2002), а также в ряду молодые–старые споры
(Mysyakina et al., 2014). Выявленные различия в
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содержании и соотношении биогенных элемен-
тов в покоящихся формах отражали изменения их
ионного гомеостаза и уровня метаболизма при
переходе клеток в анабиотическое состояние и
могут быть использованы для разработки крите-
риев диагностики физиологического состояния
микроорганизмов. С помощью метода рентгенов-
ского микроанализа можно определять соотно-
шения элементов в отдельных клетках (в т.ч. в
спорах), что позволяет получать статистически
достоверные показатели, характеризующие со-
стояние культуры в целом.

Цель настоящей работы – исследовать эле-
ментный состав, соотношения отдельных эле-
ментов и их изменения в процессе выхода спор
представителей аскомицетовых и зигомицетовых
грибов из состояния экзогенного покоя в услови-
ях отсутствия питательных веществ и солей в сре-
де (в дистиллированной воде).

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Микроорганизмы. В качестве объектов иссле-
дования были выбраны штаммы из коллекции
ВКМ РАН, характеризующиеся разной скоро-
стью роста на плотных средах (Мысякина и со-
авт., 2016а).

(1) ВКМ F-64 – Aspergillus tamarii (Kita 1913) ха-
рактеризуется достаточно высокой скоростью роста:
диаметр колоний на 7 сут роста при температуре
25°С достигает 70 мм.

(2) ВКМ F-441 – Aspergillus sydowii (Bainier et
R. Sartory 1913) Thom et Church 1926 является од-
ним из медленно растущих среди аспергиллов:
диаметр колоний на 7 сут роста при температуре
25°С не превышает 30 мм.

(3) ВКМ F-582 – Umbelopsis ramanniana (Moeller
1903) W. Gams 2003 (синонимы: Mucor raman-
nianus Moeller 1903; Mortierella ramanniana (Mo-
eller 1903) Linnemann 1941 var. ramanniana) имеет
невысокую для зигомицетовых грибов скорость
роста: диаметр колонии не превышает 40 мм че-
рез 5 сут культивирования на сусло-агаре при
25°С.

(4) ВКМ F-663 – Cunninghamella echinulata
(Thaxter 1891) Thaxter 1905 относится к быстро-
растущим штаммам, колонии которого достига-
ют диаметра 70 мм за 4 сут культивирования на
сусло-агаре при 25°С.

Получение спор. Культуры мицелиальных гри-
бов выращивали в стеклянных матрасах на поверх-
ности агаризованного сусла (7°Б) в течение 12 сут
при температуре 28°С. Споры смывали 150 мл сте-
рильной дистиллированной воды с поверхности
культур, фильтровали через капроновый фильтр
для удаления обрывков мицелия; суспензию спор
центрифугировали в течение 10 мин при 3500 об./мин.

Осажденные споры промывали 20 мл деиони-
зованной воды, центрифугировали; процедуру
повторяли дважды. Часть споровой суспензии
(“споры 0”) использовали для приготовления об-
разцов для дальнейшего исследования непосред-
ственно после отмывания, а другую часть (“споры П”)
после центрифугирования помещали в стериль-
ную дистиллированную воду, инкубировали при
28°С на качалке (130 об./мин) и наблюдали за
процессом прорастания. После того, как число
набухших и проросших (с появившейся ростовой
трубкой) спор приближалось к 100 и 60% соответ-
ственно, суспензию центрифугировали в течение
10 мин при 3500 об./мин. Промытые споры ресус-
пендировали в 20 мл деионизованной воды, 5 мкл
споровой суспензии наносили на медные сетки
(диаметр 3 мм) с карбонизированной формваро-
вой пленкой, препараты высушивали на воздухе в
течение 1 сут при комнатной температуре и напы-
ляли углеродом под углом 90°.

Электронно-микроскопическое исследование и
рентгеновский микроанализ препаратов проводили
на микроскопе JEM-1400 (“Jeol”, Япония), осна-
щенном микроанализатором (“Oxford Instru-
ments”, Великобритания), при ускоряющем на-
пряжении 80 кэВ; угол наклона образца – 15°.
Спектры анализировали с применением програм-
мы AZtec (“Oxford Instruments”, Великобритания).

Экстракцию липидов из сухой биомассы спор
проводили по методу Фолча (Folch et al., 1957), ко-
личество липидов определяли гравиметрически.

Экстракцию и определение относительного ко-
личества трегалозы в спорах методом ГЖХ осу-
ществляли, как описано ранее (Мысякина и со-
авт., 2016б).

Статистическую обработку проводили с ис-
пользованием пакета программ Microsoft® Office
Excel® 2007. Повторность опытов – 5–8.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Метод рентгеновского микроанализа позволя-

ет проводить быстрое определение элементного
состава микробных объектов, как отдельных кле-
ток, так и их скоплений, что дает возможность ха-
рактеризовать состояние споровой популяции в
целом. Поскольку исследуемые образцы пред-
ставляли собой споры на сетках для электронной
микроскопии с нанесенной формваровой плен-
кой, напыленной углеродом, для получения до-
стоверной информации по содержанию углерода
измерения элементного состава проводили как на
участках, содержащих споры, так и на участках,
свободных от клеток (фон); содержание углерода
для спор получали из разности этих значений
(пример на рис. 1).

На рис. 2 и 3 представлены отдельные примеры
изображений покоящихся и прорастающих кони-
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дий A. tamarii ВКМ F-64 и спорангиоспор C. echi-
nulata ВКМ F-663, клетки которых использовали
для изучения их элементного состава. Набухшие
и проросшие “споры П” быстро прорастающих
штаммов (C. echinulata ВКМ F-663 и A. tamarii
ВКМ F-64) использовали для приготовления об-
разцов через 5 ч их инкубации в стерильной ди-
стиллированной воде, а медленно прорастающих
(A. sydowii ВКМ F-441 и U. ramanniana ВКМ F-582) –
через 20 ч.

Наибольший интерес, c нашей точки зрения,
представляли следующие элементы: углерод как
главный биогенный элемент; кальций как вто-
ричный клеточный эффектор и стабилизатор
биомакромолекул и мембран; калий, участвую-
щий в создании трансмембранного потенциала,
водном обмене и поддержании осмотического
давления клетки; сера – компонент белков, и фос-
фор, входящий в состав нуклеотидов (АТФ и др.),
нуклеиновых кислот, фосфолипидов и энергети-

Рис. 1. Электронно-микроскопическое изображение препарата суспензии спор Aspergillus sydowii ВКМ F-441 (а) и со-
держание элементов на участках скопления спор (б – спектр 3) и фона (в – спектр 4).
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ческих эквивалентов. Соотношения К/Са и P/S,
согласно нашему предположению, должны отра-
жать особенности эндогенного элементного со-
става покоящихся и прорастающих спор у пред-

ставителей мицелиальных грибов, различающихся
по скорости выхода из состояния экзогенного по-
коя в условиях отсутствия питательных веществ в
среде инкубирования.

Рис. 2. Покоящиеся (а) и прорастающие (б) споры As-
pergillus tamarii BKM F-64.
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Рис. 3. Покоящиеся (а) и прорастающие (б) споры
Cunninghamella echinulata BKM F-663.
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В спорах исследуемых мицелиальных грибов
помимо вышеупомянутых элементов, которым
было уделено основное внимание (углерод, фос-
фор, сера, кальций и калий), были детектированы
также кислород (от 1.5 до 10.4%), магний (0.2–09%),
кремний (0.2–0.4%), хлор (0.2–0.5%), железо
(0.1–0.6%), мышьяк (0.1–1.0%) и ряд других ми-
норных элементов.

Содержание углерода, фосфора, серы, калия и
кальция в покоящихся и прорастающих спорах
аскомицетовых и зигомицетовых грибов пред-
ставлены в табл. 1.

Наиболее высокое относительное содержание
углерода отмечено в покоящихся спорах медлен-
но прорастающих грибов A. sydowii и U. ramanni-
ana, по сравнению со спорами быстро прораста-
ющих A. tamarii и C. echinulata (табл. 1). Очевидно,
что высокий уровень углерода в спорах может
коррелировать с уровнем основных резервных со-
единений, характерных для покоящихся клеток и
необходимых как источник энергии в процессе
выхода из состояния покоя, главным образом,
липидов. Удельное содержание липидов в сухой
массе спор было выше именно в спорах медленно
прорастающих штаммов: у A. sydowii и U. ramanniana
оно составляло 30–40% от веса сухой биомассы, а
у быстро прорастающих спор A. tamarii и
C. echinulata – 10–20%. Отметим, что содержание
основного углевода покоя – трегалозы, имеющей
функции химических шаперонов, было, напро-
тив, больше в быстро прорастающих спорах
A. tamarii и C. echinulata, где оно достигало 5.62 и
8.87% от веса сухой биомассы, а в медленно про-
растающих спорах A. sydowii и U. ramanniana – 2.47
и 0.34% соответственно (Мысякина и соавт.,
2016b). Таким образом, отмечена корреляция ко-

личества трегалозы со скоростью прорастания
покоящихся форм.

Ранее нами было показано, что процесс про-
растания спор сопровождался изменениями в со-
ставе резервных и мембранных липидов, а также
в составе жирных кислот (Мысякина и соавт.,
2018). В частности, отмечено, что у C. echinulata,
U. ramanniana и A. sydowii снижалось относитель-
ное содержание фосфатидилхолина (ФХ) – одно-
го из массивных фосфолипидов мембран. В лите-
ратуре есть сведения о взаимодействии различ-
ных ионов с мембранными структурами в живых
объектах и модельных системах (Hodgkin, Horo-
wicz, 1959; Träuble, Eibl, 1974; Song et al., 2014;
Friedman, 2018). Показано, что полярные голов-
ные группы липидных мембран могут напрямую
взаимодействовать с ионами, что, в свою очередь,
может влиять на свойства мембран, в частности,
на фазовые переходы липидов (Träuble, Eibl,
1974), мембранный потенциал (Hodgkin, Horo-
wicz, 1959) и динамику гидратационного слоя
(Song et al., 2014). Конкретные взаимодействия,
кроме того, зависят от липидного состава мем-
бран. Многие из липидов, которые обычно фор-
мируют биологические мембраны, являются
цвиттерионными (ФХ, ФЭА) или заряженными
(ФС, КЛ). Ионы Na+, K+, Cl– наиболее распро-
странены в биологически значимых электроли-
тах, а двухвалентные катионы – Са2+ и Mg2+, мо-
гут катализировать слияние мембран (Portis et al.,
1979; Wilschut et al., 1980) или модифицировать
структуру мембран вследствие связывания одно-
временно с несколькими анионными сайтами.

С нашей точки зрения, сравнение попарных
соотношений отдельных элементов могут быть
более показательными, чем сравнение их инди-

Таблица 1. Содержание углерода, фосфора, серы, калия и кальция в покоящихся (“споры 0”) и прорастающих
(“споры П”) спорах аскомицетовых и мукоровых грибов с различной скоростью выхода из состояния экзоген-
ного покоя

* Ниже предела детекции.

Микроорган
изм

“Споры 0” “Споры П”

Элементы, % от суммы

С P S К Са Mg С P S К Са Mg

A. sydowii 
ВКМ F-441

78.12 ± 
± 0.32

0.72 ± 
± 0.4

0.24 ± 
± 0.05

0.62 ± 
± 0.2

0.30 ± 
± 0.15

Сл.* 70.02 ± 
0.15

0.1 ± 
0.01

0.17 ± 
0.01

0.07 ± 
0.01

Сл.* Сл.*

A. tamarii 
ВКМ F-64

49.62 ± 
± 2.8

1.76 ± 
± 0.21

0.88 ± 
± 0.11

1.15 ± 
± 0.17

0.66 ± 
± 0.09

0.5 ± 
± 0.07

60.18 ± 
± 2.99

2.67 ± 
± 0.25

1.25 ± 
± 0.1

2.03 ± 
± 0.34

0.69 ± 
± 0.06

0.64 ± 
± 0.03

U. ramanni-
ana 
ВКМ F-582

52.64 ± 
± 10.09

6.01 ± 
± 1.83

0.67 ± 
± 0.16

2.19 ± 
± 0.52

0.89 ± 
± 0.31

0.58 ± 
± 0.19

40.19 ± 
± 8.01

3.64 ± 
± 1.7

0.85 ± 
± 0.18

1.09 ± 
± 0.44

0.57 ± 
± 0.24

0.33 ± 
± 0.15

C. echinulata 
ВКМ F-663

37.28 ± 
± 4.87

1.84 ± 
± 0.45

0.42 ± 
± 0.11

1.42 ± 
± 0.52

1.75 ± 
± 1.24

0.24 ± 
± 0.05

37.74 ± 
± 7.71

2.95 ± 
± 0.57

0.57 ± 
± 0.13

2.21 ± 
± 0.52

3.13 ± 
± 0.61

0.23 ± 
± 0.04
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видуальных уровней. В покоящихся спорах ас-
пергиллов отношение P/S было ниже, чем у зиго-
мицетовых грибов (табл. 2), но при этом в быстро
прорастающих спорах штаммов A. tamarii и
C. echinulata этот показатель был в 1.5–1.75 раза
ниже, чем в медленно прорастающих спорах
штаммов A. sydowii и U. ramanniana. Таким образом,
на основании сравнительно низкого отношения
P/S в покоящихся спорах можно прогнозировать
их более быстрый выход из состояния покоя.
Другой особенностью является то, что в дальней-
шем процессе выхода из состояния покоя соотно-
шение P/S у быстро прорастающих спор штаммов
A. tamarii и C. echinulata практически не изменя-
лось, а у медленно выходящих из состояния покоя
спор штаммов A. sydowii и U. ramanniana – снижа-
лось в 2 и 5 раз соответственно (табл. 2).

Соотношение К/Са в покоящихся “спорах 0”
A. tamarii и C. echinulata также оказалось ниже,
чем в “спорах 0” A. sydowii и U. ramanniana. Четкой
зависимости в изменениях соотношения К/Са в
процессе прорастания у конидий A. tamarii обна-
ружить не удалось, однако у медленно прорастаю-
щих спор представителей A. sydowii и U. ramanniana
наблюдалось снижение отношения К/Са в клет-
ках в процессе выхода из состояния покоя. По-
видимому, этот вопрос требует дальнейших ис-
следований. Известно, что кальций играет важ-
ную регуляторную роль в процессах передачи сиг-
нала, прорастания спор, роста и морфогенеза, он
может быть токсичен для клеток, и его концентра-
ция зависит от функционирования ряда транспор-
теров и экспрессии генов, регулирующих кальци-
евый гомеостаз (Warwar, Dickman, 1996; Prithviraj
et al., 1998; Osherov, May, 2001; Pittman, 2011; Di-
namarco et al., 2012).

Исследования элементного состава, а также
мембранно-ионных взаимодействий в прораста-
ющих спорах грибов важны для понимания влия-
ния на структуру мембранного бислоя и, тем са-
мым, на взаимодействие мембран с другими мо-
лекулами, включая белки, в том числе ферменты,
и другие соединения, синтез которых (в основ-
ном из эндогенных ресурсов) начинается в про-
цессе выхода спор из состояния экзогенного по-
коя.

Мицелиальные грибы являются одними из ос-
новных объектов, используемых для биологиче-
ского синтеза. В частности, к их числу относится
малоизученный представитель зигомицетов U. ra-
manniana, один из штаммов которого был исполь-
зован в настоящей работе. По мнению зарубежных
авторов, он представляется весьма перспектив-
ным с точки зрения биохимии и биотехнологии,
поскольку толерантен к фунгицидам беномиль-
ной группы и является олеогенным. Экспрессия
гена диацилглицерин О-ацилтрансферазы 2А (di-
acylglycerol O-acyltransferase 2A; DGAT2A) из
U. ramanniana в семенах сои увеличивала количе-
ство масла, не снижая при этом других важных
параметров. По некоторым оценкам это увеличение
продукции масла может дать дополнительную
прибыль более 1 млрд долл. США к ежегодной
продажной стоимости соевых культур (Lardizabal
et al., 2008; Grigoriev et al., 2014).

Полученные в настоящей работе данные, со-
вокупно с нашими ранними результатами (My-
syakina et al., 2014), свидетельствуют о значимости
исследований элементного состава, в частности
соотношения P/S, в покоящихся и прорастающих
спорах грибов для оценки их физиологического
состояния, а также как показателя потенциаль-
ной скорости выхода спор из состояния покоя,

Таблица 2. Соотношение элементов P/S и К/Са в покоящихся (“споры 0”) и прорастающих (“споры П”) спорах
аскомицетовых и мукоровых грибов с различной скоростью выхода из состояния экзогенного покоя

* Са – ниже предела детекции.

Микроорганизм

Соотношение элементов

P/S К/Са

“cпоры 0” “cпоры П” “cпоры 0” “cпоры П”

A. sydowii ВКМ F-441 3.06 0.59 2.08 – *

A. tamarii ВКМ F-64 2.0 2.14 1.74 2.94

U. ramanniana ВКМ F-582 8.97 4.28 2.46 1.91

C. echinulata ВКМ F-663 5.12 5.22 0.91 0.75
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что особенно важно для использования мицели-
альных грибов в биотехнологической практике.
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Abstract—For dormant (spores 0) and germinating fungal spores (spores G), elemental composition and the
К/Са and P/S ratios were determined. According to the working hypothesis, the latter reflected the specifics
of the spore physiological state. Mycelial fungi with different rates of spore transition from the exogenous dor-
mant state in the absence of nutrients in reactivation media were studied. Carbon content in spores 0 correlat-
ed with the level of cellular lipids. The K/Ca ration in spores 0 was lower for Aspergillus tamarii and Cunning-
hamella echinulata than for Aspergillus sydowii and Umbelopsis ramanniana. The P/S ratio in Aspergillus dor-
mant spores was lower than in zygomycete fungi, while in rapidly germinating spores of A. tamarii and C.
echinulata this ratio was 1.5–1.75 times lower than in slowly germinating spores of A. sydowii and U. raman-
niana strains. Thus, low К/Са and P/S ratios in dormant fungal spores may be used to predict their more rap-
id transition from the dormant state, which is important in the case of mycelial fungi producing compounds
used in biotechnology, as well as for the clinically significant strains.

Keywords: X-ray microanalysis, elemental composition, spores, dormancy, germination, Aspergillus tamarii,
Aspergillus sydowii, Umbelopsis ramanniana, Cunninghamella echinulata
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