Московская Гимназия на Юго-Западе №1543

Кафедра биологии

Рост плесневого гриба Penicillium verruculosum Peyronel
 в зависимости от содержания сахарозы в питательной среде
Отчет об учебно-исследовательской работе

Купреева М.

Научный руководитель:

Волкова П.А.

Москва

2011
Введение

Плесневый гриб вида Penicillium verruculosum Peyronel относится к Дейтеромицетам, или Несовершенным грибам (Deuteromycota, или Fungi Imperfecti). Это внесистематическая группа грибов, в которую объединены все грибы, у которых до настоящего момента не известен процесс полового размножения. Их тело состоит из расчлененных многоклеточных гиф. Известно бесполое размножение этих грибов, которое осуществляется спорами (конидиями). Большинство несовершенных грибов - сапрофиты, то есть питаются готовыми органическими веществами отмерших организмов, но есть несовершенные грибы, которые относятся к паразитам, вызывающим заболевания культурных растений, а также различные микозы (Билич и др., 2007; Агафонова, Сивоглазов, 2007)
Плесневые грибы широко культивируются и используются в лабораториях как объекты для проведения исследований и обучения биологии. Существует большое количество методов выращивания плесневых грибов, которые подробно описывает, например ГОСТ 9.048-89 "Изделия технические. Методы лабораторных испытаний на стойкость к возделыванию плесневых грибов". Одно из основных отличий одного метода от другого - это состав питательной среды, на которой растет плесневый гриб. Существует множество питательных сред с совершенно разными компонентами, однако важнейшими характеристиками питательной среды являются pH и концентрация углеводов (сахара). Значение водородного показателя (pH) для плесневых грибов довольно хорошо изучено. Оптимальным вариантом является рН = 3–5 (Березовская и др., 2006). Менее изучен такой фактор, как концентрация сахара в питательных средах. Конечно, существуют оптимальные варианты для различных питательных сред и определенные методики по выяснению влияния разных концентраций сахара на плесневые грибы, описанные в практикумах по микробиологии (Березовская и др., 2006), но я не нашла никаких конкретных данных, полученных на основе таких научных исследований. Изучение этого вопроса очень актуально в наше время, так как многие грибы имеют большое значение для человека: плесневые грибы используют в производстве ферментов, витаминов, органических кислот и антибиотиков, а также особых сортов сыра, и, следовательно, очень важно знать наиболее оптимальные условия для роста данных грибов. 

Я решила выяснить, как будет расти Penicillium verruculosum Peyronel на питательных средах с разной концентрацией сахара. Моя гипотеза заключается в следующем: 

при количестве сахарозы 5г (на 500мл воды в питательной среде) и 55г площадь мицелия гриба значительно меньше, чем при 30г.

Материалы и методы

Я выращивала плесневые грибы вида  Penicillium verruculosum Peyronel в чашках Петри одинакового размера на питательной среде Чапека-Докса, состав которой:

· MgSO4*7H2O - 0,25г
· KH2PO4 - 0,5г
· KCl - 0,25г
· NaNO3 - 0,6г
· сахароза – в зависимости от условий эксперимента
· агар - 9г
· H2O - 500мл (не дистиллированная)
Для измерения количества каждого компонента смеси я использовала электронные весы и измерительный цилиндр (мензурку). Взвешенные компоненты я смешала в сухом виде, после чего добавила воду. Смешивание компонентов я проводила на рабочей поверхности, обработанной спиртом. Иглы для пересадки спор грибов были прокалены и тоже обработаны спиртом. При смешивании компонентов на рабочем столе стояла газовая горелка, для того чтобы другие микроорганизмы не попадали на питательные среды и инструменты. После приготовления смеси её нужно простерилизовать в автоклаве, чтобы в дальнейшем на ней не выросли другие микроорганизмы, которые могли в неё попасть при приготовлении.
Эксперимент заключался в том, чтобы изменять содержание сахарозы в питательной среде. Контрольный опыт – выращивание грибов при концентрации сахарозы 30г/500мл воды. 
К исследованию предлагались варианты с содержанием сахарозы ниже нормы (5г) и выше нормы (55г). У меня было по 15 чашек Петри с грибами, выросшими на среде с 5г и 30г сахарозы, и 11 чашек Петри с грибами, выросшими при 55г сахарозы. Дата посева 06.10.10. Измерения были проведены 4 раза (01.11.10, 05.11.10, 08.11.10, 12.11.10), первое из которых было на 26-ой день после посева. В качестве показаний я учитывала площадь гриба (площадь «наземного» мицелия).
Мои действия по измерению площади грибов были следующими:
1. сфотографировать чашки Петри с грибами обязательно на одинаковом расстоянии между фотоаппаратом и чашкой;

2. распечатать фотографии на листах бумаги А4 (важно, чтобы бумага была одинаковой плотности);

3. вырезать сначала изображение чашки Петри (на дополнительно распечатанном листе с любой чашкой Петри из эксперимента), а затем изображения мицелиев грибов;

4. взвесить бумажные колонии и вырезанное изображение чашки Петри на весах. 

Площадь чашки Петри известна, так как она представляет собой окружность. Она равна 56,72 кв.см  с округлением до сотых долей.   

5. по пропорции найти площадь вырезанных грибов в масштабе фотографий;

6. затем опять же по пропорции найти реальную площадь мицелиев грибов.

Статистическую обработку данных проводили в статистической среде R (R Development Core Team, 2004), приняв пороговое значение статистической ошибки первого рода (p-value), равным 0,05.
Использовали тесты для непараметрических данных, так как для параметрических тестов нужно большее количество данных для каждой выборки. 
Результаты

Площади грибов, выросших на средах с разным количеством сахарозы, достоверно различаются (рис.1). Это было проверено тестом Краскел-Уоллиса  (p-value =3.8×10 -5 для значений, взятых 01.11.10; p-value =8.9×10 -8 для значений, взятых  12.11.10).  
Таблица 1. Площадь мицелия (среднее арифметическое ± стандартное отклонение) гриба Penicillium verruculosum Peyronel, выросшего на средах с разным содержанием сахарозы
	Дата\Среда
	5
	30
	55

	01.11.10
	11.4 ± 1.7
	17.6 ± 3.5
	23.2 ± 1.8

	12.11.10
	13.4 ± 1.8
	20.3 ± 3.4
	25.1 ± 2.7


Примечание: числа 5, 30 и 55 означают количество сахарозы в граммах на 500 мл воды. Площади мицелия указаны в см кв. с округлением до десятых долей.
На графике (рис.1) хорошо заметно, что наибольшую площадь мицелия имели грибы, выросшие при 55г сахарозы в питательной среде, и наименьшую площадь – выросшие при 5г. 

Рисунок 1. Площадь мицелия Penicillium verruculosum Peyronel, выросшего на средах с разным содержанием сахарозы, на первый день измерения (26-ой день после посева)
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На графиках изображается среднее арифметическое, максимальное и минимальное значение без учета выбросов, среднее квадратичное отклонение.
Рисунок 2. Изменение площади мицелия Penicillium verruculosum Peyronel, выросшего на среде с содержанием сахарозы 5г, в течение периода измерений
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Рисунок 3. Изменение площади мицелия Penicillium verruculosum Peyronel, выросшего на среде с содержанием сахарозы 30г, в течение периода измерений
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Рисунок 4. Изменение площади мицелия Penicillium verruculosum Peyronel, выросшего на среде с содержанием сахарозы 55г, в течение периода наблюдений
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Рисунок 5. Penicillium verruculosum Peyronel, выросший на среде с содержанием сахарозы 5, 30 и 55г, измерение 12.11.10 (37-ой день после посева)
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Обсуждение
                    В ходе эксперимента была выявлена прямая зависимость роста гриба Penicillium verruculosum Peyronel от количества сахарозы в питательной среде.

                    Из полученных данных следует, что наибольшую площадь мицелия имели грибы, выросшие на среде с содержанием сахарозы 55г, меньшую площадь – с содержанием 5г и среднюю –30г соответственно. Можно сказать, что моя гипотеза подтвердилась не полностью, так как предполагалось, что на среде с содержанием 30г сахарозы грибы будут расти лучше, чем на среде с содержанием 55г.
В ходе эксперимента был один выброс – мицелий, выросший на среде с содержанием 30 г сахарозы, имеющий наибольшую площадь по сравнению со всеми остальными мицелиями. Это может объясняться особенностями конкретного организма или наличием в его чашке Петри чужеродного организма, другого плесневого гриба. Была еще одна чашка Петри, в которую попали споры другого плесневого гриба, но мицелий гриба Penicillium verruculosum Peyronel был принят в расчет, так как в среднем его площадь не отличалась от остальных мицелиев, и другой плесневый гриб вскоре прекратил свой рост из-за того, что большую часть чашки Петри занимал нужный мне вид гриба.
В                  Результаты, полученные для грибов, выросших на среде с содержанием 5г сахарозы, можно объяснить тем, что сахароза в среде Чапека-Докса – единственный источник органических веществ, а значит, при уменьшении их количества, должно происходить замедление роста гриба.
                     Я предполагала, что на среде с содержанием 55г сахарозы рост гриба будет также замедлен по сравнению с 30г, то есть большее количество сахарозы будет иметь ингибирующее воздействие на рост гриба, несмотря на остальные компоненты смеси, – в результате чего и будет замедляться рост. Проведенное мною исследование показало, что это не так, и в дальнейшем можно будет провести исследование с еще большим увеличением концентрации сахарозы, чтобы подтвердить эту зависимость или найти максимально допустимую концентрацию данного компонента в питательной среде.
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