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Фенолоксидазная 
активность штаммов 
микромицетов, 
выделенных из ризосферы 
овощных бобовых культур
РЕЗЮМЕ
Актуальность. Микроскопические грибы проявляют наибольшую экзофермен-
тативную активность, а ксилотрофны способны обладают комплексом окси-
дазных и гидролазных ферментов для разрушения лигнина. 
Методы. Среди почвообитающих микромицетов, выделенных из ризосферы
однолетних бобовых культур, проведен поиск штаммов, перспективных с
точки зрения технологии эффективных микроорганизмов, для создания опти-
мальных условий повышения плодородия почвы и урожайности сельскохозяй-
ственных культур. Выявление общей фенолоксидазной активности осуществ-
ляли по методу Бавендамма, культивируя штаммы на микробиологическом
агаре с добавлением ароматического производного лигнина (0.06 % танина) и
вычисляли ростовой коэффициент. О целлюлазной активности штаммов
судили по степени гидролиза фильтровальной бумаги. Выявлено, что штаммы
Alternaria alternata, Bipolaris, Botrytis fabae, Cunninghamella echinulata,
Curvularia lunata, Macrophoma phaseolicola, Trichoderma koningii, Trichoderma
viride и Ulocladium botrytis способны расщеплять лигнин и целлюлозу. 
Результаты. При сравнении фенолоксидазной активности штаммов предло-
жено учитывать ростовой коэффициент, выражающийся отношением диамет-
ра колонии на субстрате с добавлением танина к диаметру колонии без тани-
на. Таким образом выделены перспективные по комплексной активности фер-
ментов штаммы T. koningii и U.botrytis. Штаммы C.lunata, A. alternata и B. аust-
raliensis проявили высокую целлюлазную активность. Штамм непатогенного
почвенного гриба C. echinulata обладает способностью к деструкции лигнина.
Ключевые слова: ферменты грибов, фенолоксидазная активность, грибы
ризосферы, овощные бобовые культуры, бобы, фасоль, арахис, вигна, болез-
ни растений.

Phenoloxidase activity of
micromycetes strains  isolated 
from the rhizosphere of 
vegetable leguminous crops
ABSTRACT
Relevance. Microscopic fungi exhibit the greatest exoenzymatic activity, and
xylotrophs are capable of possessing a complex of oxidase and hydrolase enzymes
to destroy lignin. 
Methods. Among the soil micromycetes isolated from the rhizosphere of annual
leguminous crops, a search was made for strains that are promising from the point
of view of effective microorganism technology, in order to create optimal condi-
tions for increasing soil fertility and crop yields. The detection of total phenol oxi-
dase activity was carried out according to the method of Bavendamm, cultivating
the strains on microbiological agar with the addition of an aromatic lignin deriva-
tive (0.06% tannin) and the growth factor was calculated. The cellulase activity of
the strains was judged by the degree of hydrolysis of the filter paper. Alternaria
alternata, Bipolaris, Botrytis fabae, Cunninghamella echinulata, Curvularia lunata,
Macrophoma phaseolicola, Trichoderma koningii, Trichoderma viride and
Ulocladium botrytis strains were found to cleave lignin and cellulose.
Results. When comparing the phenoloxidase activity of the strains, it was pro-
posed to take into account the growth factor, expressed as the ratio of the diame-
ter of the colony on the substrate with the addition of tannin to the diameter of the
colony without tannin. Thus, perspective strains of T. koningii and U. botrytis
strains with respect to the complex activity of enzymes were identified. The strains
C. lunata, A. alternata and B. australiensis showed high cellulase activity. The
strain of non-pathogenic soil fungus C. echinulata has the ability to degrade lignin
Keywords: enzymes of fungi, phenoloxidase activity, rhizosphere micromycetes,
vegetable beans, beans, peanuts, vigna, plant diseases. 
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Введение

Овощные бобовые культуры пользуются обосно-
ванным спросом во всем мире и не только входят

в состав продуктов питания высокой биологической
ценности (с высоким содержанием растительного
белка, витаминов и микроэлементов), но и являются
важным звеном в севооборотах (обогащая почву азо-
том). Кроме того, микофлора ризосферы бобовых куль-
тур может представлять интерес и с точки зрения тех-
нологии эффективных микроорганизмов, которая внед-
ряется для сохранения и воспроизводства почвенного
плодородия и нацелена на создание оптимальных усло-
вий для повышения урожайности возделываемых куль-
тур [1, 2]. Благодаря таким прогрессивным техноло-
гиям с использованием биологических агентов, лигно-
целлюлозные растительные отходы сельского хозяй-
ства могут быть переработаны в ценные целевые про-
дукты при снижении темпов загрязнения окружающей
среды. Так, известно, что микромицеты проявляют наи-
большую экзоферментативную активность и исполь-
зуют до 60% субстрата на построение своих клеток, но
только ксилотрофные грибы, обладая комплексом
оксидазных и гидролазных ферментов, способны пре-
одолеть лигнин, строение которого делает его трудно-
доступным для ферментных систем других микроорга-
низмов [3-7].

С другой стороны, сельскохозяйственные почвы
накапливают фитопатогенное начало. В литературе
проводятся данные о ферментативной активности
фитопатогенных грибов, например, Fusarium, Bipolaris,
Alternaria [8, 9]. При развитии инфекционного процесса
патоген проникает в растение, задействуя именно фер-
ментные комплексы. Поэтому среди многочисленных
ферментов грибов особый интерес представляют те,
которые необходимы для разрушения клеточной стенки
растений. Известно, что способность микроскопиче-
ских грибов синтезировать, например, целлюлазы,
свидетельствует о патогенности [9, 10]. 

Способность некоторых патогенных грибов выделять
различные ферменты исследована в ряде работ [9-11].
Однако число этих грибов невелико и патогены в дан-
ном аспекте исследованы недостаточно. В наших пре-
дыдущих исследованиях выявлены различия по видо-

вому составу и численности микромицетов между
образцами почв из-под разных бобовых [12], однако,
микофлора ризосферы часто возделываемых овощных
бобовых культур, как источников грибов-биодеструкто-
ров, требует более детальных исследований. В связи с
этим, целью данной работы явилось изучение фенолок-
сидазной способности микроскопических грибов,
выделенных из ризосферы популярных овощных бобо-
вых культур.

Материал и методы исследования
Исследованные грибы были выделены из ризосферы

овощных бобов (Vicia faba L.) и фасоли (Phaseolus
vulgaris L.), вигны (Vigna radiata L.) и арахиса (Arachis
hypogaea L.). В качестве материала для исследований
использовали почвенные образцы, отобранные в обла-
сти ризосферы (0-4 мм). За каждый образец корневой
почвы принимали не менее 10 растений одного вида
без симптомов поражения болезнями, отобранных в
период бутонизации – цветения с каждой опытной
делянки в ботаническом саду НИУ «БелГУ». Почва
исследованных участков – чернозем типичный, сред-
ний суглинок, мелкокомковатый по структурному
составу, рН водной вытяжки (активная кислотность) на
уровне 7,6; рН солевой вытяжки (обменная кислот-
ность) – 6,9. Выделение грибов в чистую культуру про-
водили согласно общепринятым методикам [13], так-
сономическую принадлежность грибов определяли по
совокупности культурально-морфологических призна-
ков с помощью специальных руководств [14, 15].

Выявление общей фенолоксидазной активности осу-
ществляли по методу Бавендамма, для чего исследуе-
мые штаммы культивировали на микробиологическом
(голодном) агаре с добавлением ароматического про-
изводного лигнина (0.06 % танина) и инкубации при
температуре 25…27°С в течение 10 суток. Штаммы с
наиболее выраженной активностью (интенсивное обра-
зование пигмента) отбирали для последующего изме-
рения диаметра колоний и вычисления ростового коэф-
фициента (отношение диаметра колонии на субстрате с
добавлением танина к диаметру колонии без танина)
[3]. О целлюлазной активности штаммов судили по сте-
пени гидролиза фильтровальной бумаги, визуально
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Рис.1. Диаметр колоний микромицетов на агаре с добавлением 0.06% танина (темный, левый столбец) и без добавления
танина (светлый, правый столбец), планки погрешностей приведены с использованием 5% значений
Fig. 1. The diameter of the colonies of micromycetes on agar with the addition of 0.06% tannin (dark, left column) and without the
addition of tannin (light, right column), error bars are given using 5% values
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отмечая ее разрушение по 5-балльной шкале на 14-е
сутки [7].

Результаты и их обсуждение
В лаборатории микологии из ризосферы овощных

бобовых культур выделены более 100 штаммов мирко-
мицетов. Для определения ферментативной активно-
сти отобраны штаммы 9-ти видов (Alternaria alternata
(Fr.) Keissl., Bipolaris australiensis (M.B. Ellis)
Tsuda&Ueyama, Botrytis fabae Sard., Cunninghamella
echinulata Thaxter, Curvularia lunata (Wakker) Boedijn,
Macrophoma phaseolicola L.A. Kantsch., Trichoderma
koningii Oudem, Trichoderma viride Pers., Ulocladium
botrytis Preuss), встречающихся в почвенных образцах
большинства исследуемых культур и/или известных
своими фитопатогенными свойствами [16-18].

Штаммы A. alternata, B. australiensis, M. phaseolicola,

T. koningii, T. viride, U. botrytis проявили реакцию
Бавендамма, однако их радиальная скорость роста и
ростовой коэффициент существенно различались (рис.
1, табл.).

Данные диаграммы свидетельствуют, что диаметр
колоний B. fabae, C. echinulata, C. lunata на контроль-
ной среде (без добавления танина) был достоверно
больше, чем на питательной среде с танином, однако
реакция Бавендамма отмечена и для этих видов.  У
остальных штаммов диаметр колоний, выросших на
среде с танином, был достоверно выше, чем в контро-
ле. Причем, визуальное проявление фенолоксидазной
активности было наиболее выражено у представите-
лей: T. koningii и U. botrytis (рис. 2).   

Однако выделить образцы с достоверно большей
среди изучаемых образцов грибов фенолоксидазной
активностью, используя лишь диаметр роста колоний,

Рис. 2. Проявление реакции Бавендамма в чашках с Trichoderma koningii и Ulocladium botrytis, культивируемых на агаре с
добавлением танина
Fig. 2. The manifestation of the reaction Bevendamm cups with Trichoderma koningii and Ulocladium botrytis, cultivated on agar
with the addition of tannin

Таблица. Значения ростового коэффициента проявление целлюлазной активности разных штаммов
Table. The values of growth coefficient manifestation of cellulase activity of different strains

Виды 
микромицетов

Патогенность 
штамма

Ростовой 
коэффициент при 

определении 
фенолоксидазной 

активности

Целлюлазная 
активность, 

балл

Alternaria alternata (Fr.) Keissl. ФП 1.2 1.8

Bipolaris australiensis (M.B. Ellis) Tsuda & Ueyama ФП 1.5 1.8

Botrytis fabae Sard. ФП 1 1

Cunninghamella echinulata Thaxter НП 1 0.5

Curvularia lunata (Wakker) Boedijn ФП 0.6 3.8

Macrophoma phaseolicola L.A. Kantsch. ФП 1.4 2

Trichoderma koningii Oudem НП 2.9 1.8

Trichoderma viride Pers. НП 1.1 3

Ulocladium botrytis Preuss ФП 2.3 4.7

Условные обозначения: ФП – фитопатогенный, НП – непатогенный.
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представляется затруднительным. Ростовой коэффи-
циент, средние значения которого представлены в таб-
лице, позволяет провести ранжирование штаммов. Так,
у штаммов T. koningii и U. botrytis ростовой коэффици-
ент наибольший по опыту (соответственно 2.9 и 2.3).

Штаммы T. koningii и U. botrytis, которые могут пред-
ставлять интерес для биотехнологии еще и высокой
целлюлазной активностью, что согласуется с литера-
турными данными [19]. Они могут быть использованы
для улучшения технологии деградации отходов древес-
ной промышленности. В сочетании с высокой целлю-
лазной активностью (4.8 баллов) грибы U. botrytis могут
проявлять фитопатогенные свойства, которые доказа-
ны для овощных форм бобов и фасоли [17, 18].

Вырабатывали большое количество целлюлаз, при-
водящих к деструкции фильтровальной бумаги, но при
невысокой фенолоксидазной активности (см. таблицу),
штаммы C. lunata (3.8 балла), A. alternata и B.
australiensis (по 1.8 балла), которые могут найти приме-
нение при подборе продуцентов целлюлаз. Однако,
штаммы с высокой активностью целлюзоразрушающих
ферментов, согласно нашим данным, согласующимися
с литературными [9, 10], могут представлять опасность
для здоровых растений и это необходимо учитывать в
разработке технологии защиты растений. С учетом
этого, перспективным может стать непатогенный
штамм C. echinulata, способный к деструкции лигнина,

но обладающий невысокой целлюлазной активностью и
может быть рассмотрен в разрезе использования в
составе препаратов – деструкторов стерни.

Способностью избирательно разрушать лигнин, не
затрагивая ценную целлюлозную составляющую древе-
сины (см. данные таблицы), обладали так называемые
биоделигнификаторы, штаммы C. echinulata, B. fabae,
M. phaseolicola.

Однако вопрос корреляции патогенности штаммов с
комплексной ферментативной активностью микроми-
цетов требует дальнейшего изучения.

Выводы
Таким образом, все изученные штаммы способны

расщеплять лигнин и целлюлозу. При сравнении фено-
локсидазной активности штаммов предложено учиты-
вать ростовой коэффициент, выражающийся отноше-
нием диаметра колонии на субстрате с добавлени-
ем0.06% танина (ароматическое производное лигнина)
к диаметру колонии без танина, позволяющий выде-
лить перспективные по комплексной активности фер-
ментов штаммы T. koningii и U. botrytis. Штаммы C.
lunata, A. alternata и B. australiensis проявили высокую
целлюлазную активность. Особый интерес может пред-
ставлять штамм непатогенного почвенного гриба C.
echinulata, обладающий способностью к деструкции
лигнина.
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