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ЗАГАЛЬНА ХАРАКТЕРИСТИКА РОБОТИ

АКТУАЛЬНІСТЬ ТЕМИ.Захист хвойних порід від гриба Hetero- 
baeldion annosum (Fr.) Bref. (коренева губка) є складовою 
частиною лісової екології. Рівень екологічного пізнання по­
пуляцій багатьох деревних рослин лісних біоценозів не 
відповідає рівню біологічних наук і потребам лісівництва 
(Мамаев, Сакніков, 1990). Ефективне управління природними 
лісовідновними процесами можливе тільки на основі фундамен­
тального вивчення їх особливостей в різних регіонах і типах 
лісу з позицій сучасної екології (Санніков, Парпан, 1990). 
Це повною мірою стосується і вивченості конкретних популяцій 
кореневої губки і хвойних рослин, які пошкоджені цим грибом. 
Вивчення взаємовідносин на основі Фізіолого-біохімічних по­
казників системи Pinus Sylvestris L- - Heterobasidion anno- 
sum має важливе теоретичне і практичне значення для лісного 
господарства. Стійкість рослин до хвороби і вірулентність 
збудника хвороби є взаїмозв'язаними динамічними процесами, 
які знаходяться під генетичним контролем цих організмів. Ре­
зультат взаємовідносин між ними визначається не стільки їх 
генами, скільки взаємовідношенням продуктів, які синтезують­
ся завдяки діяльності цих генів (Дьяков, 1977). Тому такі 
дослідження є корисними для розуміння таких загальнобіологі- 
чних явиш, як паразитизм, патогенез, генетичний поліморфізм, 
специфічність та ін. Поряд з цим пізнання природи стійкості 
хвойних рослин і вірулентності кореневої губки дає можли­
вість керувати цими процесами за допомогою селекційних, аг­
ротехнічних заходів та взаємовідносин між патогеном і грун­
товими організмами.

Коренева губка дуже розповсюджена і приносить велику 
шкоду лісному господарству України, Білорусі, Росії, Прибал­
тійських країн та інших держав світу (Негруцький, 1973, 
1986; Федоров, 1970, 1984; Алексеев, 1974; Василяускас,
1981, 1989; Полещук, 1991; Стороженко, 1994 та ін.).

Описані характерні особливості гнилі, яка зумовлюється 
цим грибом, у різних порід дерев, біологічні особливості по- 
тагену, але майже без врахування його штамового різноманіття
1 Фізіолого-біохімічних показників рослини-хазяїна конкрет­
них популяцій. Ше меншою мірою вивчено Формування і Фізіо- 
лого-біохімічні особливості системи хвойної POслини-кореневоІ 
губки, де важлива роль повинна відводитись пізнанню Фермен-
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тних систем, токсинів, Фітогормонів патогена і грунтовій мі­
крофлорі, грибам сапротрофам, які мають антагоністичну дію 
на кореневу губку.

Універсальних і ефективних засобів боротьби з кореневою 
губкою пока не існує. В цьому плані заслуговує уваги біоло­
гічний метод боротьби з патогеном. При розроблені 
цього методу необхідно враховувати не тільки екологічні особ­
ливості штамів антагоністів (Горленко, 1972, 1979), але і 
пггамове різноманіття кореневої губки. Без врахування цих 
особливостей застосування біопрепарату в інших екологічних 
умовах паразитування кореневої губки може не дати належного 
ефекту.

Поряд з цим важливу роль в біогеоценозах виконують сап- 
ротрофні гриби. Вони беруть участь не тільки у мінералізації 
рослинних, тваринних залишків, в утворенні гумусу, але і ви­
діляють в середовище мешкання біологічно активні речовини - 
ферменти, амінокислоти, органічні кислоти, антибіотики, ток­
сини та інші сполуки.У зв'язку з цим багато видів грибів мо­
жуть використовуватись для приготування біопрепаратів і пре­
паратів на основі їх екзометаболітів проти кореневої губки,а 
також в харчовій, медицичній, парфюмерній промисловостях і 
сільському господарстві. З цієї точки зору гриби є цінними 
біотехнологічними обєктами (Бухало, 1973, 1988; Дуд*» и др. 
1978, 1987; Соломко, Дудка, 1985; Даниляк, Семичаєвський, 
Дудченко, Трутнева, 1989; Горленко, Бондарцева, 1990; Белова, 
1994 та ін.), які вимагають розробки стратегії їх охорони 
(Дудка, Baccep, 1992).

МЕТА І ЗАВДАННЯ ДОСЛІДЖЕННЯ. Головною метою роботи було 
вивчення фізіолого-біохімічних основ взаємовідносин у систе­
мі Pinus syIvesetris L., Pinue pallasiana L. і Heterobasidi- 
оп annosum (Fr.) Bref, (коренева губка), мінливості Pinus 
syIvestrie за якістю насіння, міжпопуляційної і 
внутрішньопопуляційної мінливості кореневої губки, природи 
токсинів цього патогену і їх ролі в патогенезі сосни 
звичайної, антагон і стичних взаємовідносин між новими культу­
рами дереворуйнівних грибів і штамами кореневої губки, виз­
начення природи екзометаболітів дереворуйнівних грибів і мож­
ливості їх використання для боротьби з кореневою губкою і в 
харчовій промисловості.

У зв'язку з вищесказаним нами були поставлені такі зав­



дання
1. Порівняльне вивчення фізіолого-біохімічних показників 

проростків P. syIvestrle і P. pallasiana, які були інфікова­
ні штамами однієї популяції кореневої губки.

2. Вивчення мінливості Pinus syIvestris за якістю насін­
ня 1 визначення ступеня ураженості проростків, які були одер­
жані із насіння різного забарвлення, штамами кореневої губ­
ки.

3. Здійснити порівняльне дослідження культурально-морфо- 
логічних і фізіолого-біохімічних ознак моноспорових, гетеро- 
каріотичних культур і штамів однієї і різних популяцій Н. 
annosum.

4. Визначити природу токсичних речовин штамів однієї 
популяції кореневої губки і їх роль у патогенезі сосни 
звичайної.

5. Визначити природу екзометаболітів дереворуйнівних 
грибів Fomitopeie ріпісоїа, Coltricia perrenis і Hirschiopo- 
rus Iarlclnua - антагоністів кореневої губки і можливість їх 
використання для боротьби з цим патогеном.

6. З'ясування можливості використання позаклітинних біл­
ків з молокозгортаючою функцією продуцента Hlrechioporus 
Iaricinue у харчовій промисловості.

ТЕОРЕТИЧНЕ І ПРАКТИЧНЕ ЗНАЧЕННЯ РОБОТИ. Одержані нові 
експериментальні дані про формування і фізіолого-біохімічні 
особливості системи сосна звичайна - коренева губка. Вперше 
показана роль речовин вуглеводної природи - ксилози, арабі- 
нози, сахарози, целобіози, аміаку, сполуки, близької до при­
роди 5-н-бутілпіколінової кислоти, пероксидази, які виділяю­
ться штамами однієї популяції кореневої губки в субстрат, у 
патогенезі сосни звичайної. Установлена внутрішньопопуляцій- 
на мінливість за рядом ознак рослини-хазяїна, патогену і роль 
сапротрофних дереворуйнівних грибів у обмеженні розповсюджен­
ня кореневої губки стосовно до конкретних екологічних умов 
їх існування, що має теоретичне і практичне значення для лі­
сівництва та селекційної роботи. Ці дослідження допомогають 
глибше зрозуміти біологію системи і розробити на основі ан­
тагоністів або їх екзометаболітів більш ефективні біологічні 
засоби боротьби з цим патогеном.

Поряд з цим установлена хімічна природа екзометаболітів 
дереворуйнівних грибів - Fomitopeis ріпісоїа і Hlrechioporue
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laricinus - антагоністів кореневої губки і показана можли­
вість їх використання не тільки для боротьби з кореневою 
губкою, а також в інших галузях господарства.

Розроблена технологія культивування пггама М--81 Hirechio- 
рогиз Iaricinue - нового продуцента протеіназ
молокозгортаючої дії в біореакторі "Біор--0,1" і спосіб одер­
жання ферменту у кристалічному стані. Складений медико-біо- 
логічний висновок про можливість використання Ферментного 
препарата у сироварінні. Розроблені технічні умови і техніч­
на інструкція на ферментний препарат - ларицин.
ПОЛОЖЕННЯ, ЯКІ ВИНОСЯТЬСЯ НА ЗАХИСТ І СТУПІНЬ IX 
НОВИЗНИ.

1. Формування і Фізіолого-біохімічні особливості системи 
сосна звичайна - коренева губка, сосна кримська - коренева 
губка. Мінливість сосни звичайної за якістю насіння (масі, 
кольору, вмісту білка) та характеристика стійкості пророст­
ків, які були одержані із насіння різного забарвлення, до 
штамів кореневої губки.

Вперше показано, що у формуванні системи P. syIvestrie - 
Heterobasidion апповшп беруть участь ферментні системи, 
токсини та інші речовини патогена. Вперше установлено різну 
Фізіолого-біохімічну реакцію проростків p. Pinue на інфекцію 
штамів одниієї популяції кореневої губки і різний ступінь їх 
вірулентності до сосни. Показано, що в південно-східній час­
тині України переважають особини сосни, яка продукує насіння 
з чорним забарвленням. Проростки, які були одержані із насін­
ня з чорною оболонкою, показали підвищену стійкість до 
кореневої губки, ніж проростки із насіння бежевого кольору. 
Цю особливість насіння сосни звичайної необхідно використо­
вувати при відновленні соснових насаджень 1 в селекційній 
роботі.

2. Природа токсичних речовин кореневої губки та їх роль 
в патогенезі сосни звичайної.

Вперше обговорюється можлива роль у патогенезі сосни 
звичайної ксилози, арабінози, целобіози, сахарози та інших 
вуглеводів, аміаку, сполуки, близької за природою до 5-н-бу- 
тілпіколінової кислоти і пероксидази.

3. Фізіолого-біохімічні особливості пггамів однієї і різ­
них популяцій кореневої губки, характеристика взаємовідносин 
між штамами H- апповшп 1 грибами-антагоністами I Ix роль в
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обмеженні розвитку кореневої губки.

Вперше установлена відмінність Фізіолого-біохімічних по­
казників штамів однієї популяції кореневої губки, яку необ­
хідно враховувати при розробці біологічних засобів боротьби 
з даним патогеном у конкретних екологічних умовах. 
Взаємовідношення між кореневою губкою і грибами антагоніста­
ми відбувається через екзометаболіти (органічні кислоти, бі­
лки та ін.). Хімічна природа екзометаболітів визначає сту­
пінь антагонізму грибів.

4. Можливість використання екзометаболітів грибів-анта- 
гоністів в інших галузях господарства, зокрема, в харчовій. 
Технологія культивування Hirschioporue Iaricinus - нового 
активного продуцента протеіназ молокозгортаючої дії в біоре- 
акторі "Біор-0,1", одержання Фермента в кристалічному стані 
і можливість його використання у сироварінні.

Вперше показана можливість використання Hirschioporus 
Iaricinus - антагоніста кореневої губки в біотехнології для 
одержання протеіназ молокозгортаючої дії і їх застосування у 
сировиробництві.

АПРОБАЦІЯ РОБОТИ. Матеріали дисертації доповідалися (або 
представлялися) на республіканських, регіональних, всесоюз­
них, міжнародних конференціях, нарадах, симпозіумах Всесою­
зній конференції з використання хімічних та біологічних за­
собів у боротьбі з шкідниками лісу (Москва, 1976), YI з'їзді 
Українського ботанічного товариства (Київ, 1977), 1, 3 Все­
союзних конференціях з б іопошкодження (Москва, 1978, 
1987), Всесоюзній науково-практичній конференції з проблем 
охорони природи і захисту лісу (Брянськ, 1979), зональ­
ній науково-практичній конференції Білорусії і республік 
Прибалтики (Мінськ, 1981), 7 з'їзді Українського ботанічного 
товариства (Київ, 1982), Всесоюзному симпозіумі мікологів і 
ліхенологів "Екологія і біологія нижчих рослин (Мінськ,
1982), регіональній науково-виробничій конференції Білорусії 
і Прибалтійських республік (Мінськ, 1984), Всесоюзній нараді 
із захисту агролісомеліоративних насаджень і степових лісів 
від шкідників і хвороб (Волгоград,1986), науково-практичній 
нараді Прибалтійських республік і Білорусії "Інтегрований 
захист лісу від шкідників і хвороб"(Каунас-Гіріоніс, 1986), 
8 з'їзді Українського ботанічного товариства (Київ, 1987), 
9-му делегатському з'їзді Всесоюзного ботанічного товариства



(1987), Всесоюзній науковій конференції "Фізіолого-біохіміч­
ні основи імунітету до грибних хвороб рослин" (Уфа, 1988), 
Міжнародному симпозіумі "Лісова генетика, селекція і фізіо­
логія деревних рослин" (Москва, 1989), 1 Всесоюзній нараді 
"Хемотаксономічне визначення спорових рослин і грибів"(Київ,
1990), Всесоюзній конференції "Проблеми лісознавства і 
лісної екології"(Москва, 1990), 9-тій Всесосоюзній нараді з 
H a c l H H H i n 1B a  інт роду центів "Репродуктивна біологія I f i t p o  ду ко­
ваних рослин" (Умань, 1991), Міжнародній конференції "Проб­
леми лісної фітопатології та мікології" (Москва-Каунас,
1991), Другій Всесоюзній науково-технічній конференції "Ох­
рана лісних екосистем і раціональне використання лісних ре­
сурсів" (Москва, 1991), 9 з'їзді Українського ботанічного то­
вариства (Київ, 1992), 4-тій науково-технічній конференції 
"Захист лісів Українських Карпат від хвороб і шкідників" 
(Івано-Франківськ, 1992), Міжнародній науковій конференції 
"Промислова ботаніка” (Кривий Ріг, 1993), Міжнародній науко­
вій конференції "Проблеми лісної Фітопатології та мікології" 
(Москва, 1994).

ПУБЛІКАЦІЇ. Основний зміст дисертації опублікований у 60 
роботах, з них 1 патент України, 3 авторських свідоцтв.

СТРУКТУРА ДИСЕРТАЦІЇ. Дисертація складається із вступу,
11 розділів, висновків, списку літератури. Загальний об'єм 
дисертації складає 461 сторінку машинописного тексту. До 
списку літератури входить 561 робота вітчизняних та зарубіж­
них авторів. Робота містить 100 таблиць і 29 малюнків.

ЗМІСТ РОБОТИ 
Розділ 1. СТАН ВИВЧЕННЯ ПРОБЛЕМИ

На основі літературних джерел дано огляд сучасних уяв­
лень про формування та Фізіологічні основи взаємовідносин у 
системі рослина-хазяїн-паразит, розповсюдження кореневої губ­
ки та Фактори, які обмежують її патогенність і вивченість 
Фізіолого-біохімічних показників Н. апповшп.

Відповідно до теорії В. В. Вердеревського (1959, 1968) у 
рослин в умовах постійного тиску інфекційного Фону виникає 
неспецифічний (видовий), а потім — специфічний (сортовий) 
імунітет,. У процесі сумісної еволюції ро слини-хазяї на 1 па­
тогену на їх батьківщині з'явились форми рослин, які збері­
гають генетичний імунітет протягом довгого часу (Вавілов,
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-  а -
1919; Жуковський. 1959, 1973). Поряд з цим йде утворення 1 
більш вірулентних рас патогенів. При взаємодії цих генетич­
них систем у природі утворюються збалансовані відношення,
які перешкоджають виникненню епіфітотій серед диких рослин 
(Дьяков, 1973). Але при введені цих рослин у культуру
відбувається порушення цього балансу, шо спонукає виникнення 
різних захворювань. Слід відмітити, що ці теорії грунтуються 
на основі досліджень взаємовідносин сільськогосподарських 
рослин і їх патогенів.

Про механізми, які відповідають за формування системи 
хвойна рослина-коренева губка, на популяційному рівні майже 
нічого невідомо. Тим більше, шо Н. апповшп, як вид є гетеро­
генним і складається із інтерстерильних “Р“, "S" і ”F"груп,
які в основному паразитують на різних рослинах-хазяїнах - 
сосні, ялині і ялиці, відповідно (Korchonen, 1978; Mugnai, 
Capretti, 1989; Siepmann, 1989 та ін.). Повідомляється про 
різну стійкість 5 видів хвойних рослин до 8 ізолятів Н. ап- 
поcum і 4 дерев Teuga heterophylla до 5 штамів кореневої гу­
бки (Holeng, Edmonde, 1989) і неоднакову реакцію "Р" і "S" - 
груп шодо штамів гриба-антагоніста Peniophora gigantea (Нег- 
руцький, Запорожченко, Сухомомлін, 1989). Про паразитування 
різних клонів (штамів кореневої губки на невеликих площах 
хвойного лісу свідчать дані (Бойко, 1975,' Stenlid, 1985; Mo- 
крицький, 1994). Вона має широкий набір ферментних систем 
(Маттісон та ін., 1966; Федоров, Стайченко, 1969; Федоров, 
1971, 1984; Бойко, Негруцький, Божко, 1979; Hrib et аі., 
1988 та ін.), токсинів, із яких відомо тільки Фоманозин (Ba­
sset et аі., 1967; Hirotani et аі., 1977). Це дає можливість 
кореневій губці Формувати відповідні взаємовідносини з пев- 
ною рослиною-хазяїном, механізми яких в літературі не описа­
но.

У запобіганні розповсюдження Н. annosum у хвойних на­
садженнях важливу роль виконують сапротрофні гриби (Негруць­
кий, 1963, 1981, 1987; Василяускас, 1964, 1984; Федоров,
Єрмак, 1971', Федоров, 1984; Сичов, 1970; Бойко, 1975; Філь- 
чаков, 1984; Хансо, 1986; Яковенко, Якимов, 1986; Полещук, 
1991; Стороженко, 1994; Deiatour, 1990; Redfern, 1991 та
ін.). Слід відмітити, шо при розробці біологічних засобів 
боротби з цим патогеном, необхідно більш детально вивчати 
штамове різноманіття грибів-антагоністів, кореневої губки і



хвойних насаджень, які зростають в конкретних кліматичних 
умовах. Як відмічає І. 0. Дудка (1982), грибні угрупування 
неможливо виділити у самостійний ценоз, їх необхідно розгля­
дати як компоненти Фітоценозу, які мають консортивні зв'язки 
з іншими членами системи. Поряд з цим необхідно відмітити 
низький рівено вивченості екзометаболітів грибів-антагоніс- 
тів, котрі можуть використовуватись не тільки для боротьби Э 

кореневою губкою, а також в інших галузях господарства.

Розділ 2. ОБ'ЄКТИ TA МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕНЬ
Об'єктами досліджень були системи P. eylvestris - Hete- 

robasidion annoeum, P. pallasiana - Н. armosuro, які вирощу­
вали на агаризованому середовищі Чапека-Докса (Гродзинський, 
Гродзиноький, 1973), з виключенням високої концентрації са­
харози, в зв'язку з пригніченням проростання насіння.

Ступінь вірулентності штамів однієї популяції Н. annoeum 
визначали на 6-й, 9-й і 12-й день після Інокуляції пророс­
тків за кількістю загиблих рослин.

У процесі розвитку патологічного процесу у проростках 
визначали активність о- дифенолоксидази, а також загальної, 
розчинної і іонозв'язаної фракцій пероксидази за А. Н. Бояр- 
кіним (1961), В. Ф. Гавриленко та ін. (1975). Реєстрацію 
змін у синтезі ізоферментів пероксидази і о-диФенолоксидази 
під впливом інфекції здійснювали електрофоретичним методом в 
паралельних пластинках поліакриламідного геля (Сафонов, Са­
фонова, 1971; Маурер, 1971; Трувеллер, Нефедов, 1974).

Вміст білку в кожній фракції пероксидази визначали за 
Бредфордом (Bredford, 1976) у модифікації С. В. Шепілової 
(1985). В кожну комірку верхнього гелю вносили по 100 мкг 
білку.

Виділення чистих культур штамів кореневої губки й інших 
дереворуйнівних грибів проводили відповідно загальноприй­
нятими методиками (Ріпачек, 1967; Білай, 1973; Бухало,1882).

Культурально-формологічні показники штамів Н. annosum 
вивчали на вітальних препаратах відповідно до методики Н. М. 
Подопличко (1953); Є. 3. Коваль, Jl. Т. Горбик (1982). Індекс 
Форми конідій визначали за відношенням їх довжини до ширини 
(Пармасто, Пармасто, 1982).

Вплив температурного режиму на ріст штамів Н. annoeum 
проводили на глюкозо-картопляному середовищі при температурі
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-2. О, 2. 10, 15, 20-32 з Інтервалом 2"С і при 35“ С. При 
цьому реєстрували лінійний ріст (мм) кожної доби.

Визначення оптимальної величини pH для росту штамів гри­
ба проводили на рідкому живильному середовищі - пивне сусло 
розбавлене водою (1:4). Необхідне значення pH середовища 
одержували шляхом добавлення 10%-ного розчину HCI або 
10%-ного розчину NaOH (Білай, 1973) і реєстрували на рН-мет- 
рі 340. Ріст штамів відбувався протягом 15 діб при оптималь­
ній температурі 22-24“С та pH від 2,5 до 9,5. У кінці дослі­
ду реєстрували накопичення біомаси ваговим методом та зміну 
їЯ середовища на рН-метрі 340.

Множинні форми пероксидази, о-дифенолоксидази, каталази, 
оС- амілази, глутаматдегідрогенази, малатдегідрогенази та 
мал і к- ензиму в міцелії штамів однієї популяції Н. annosum 
визначали за допомогою електрофорезу в паралельних пластин­
ках поліакриламідного геля.

У магнітобіологічних дослідах використовували постійне 
матаітне поле (ПМП) двох видів - великої і малої напруги. 
НМЛ великої напруги досягали за допомогою рогоподібної 
магнітної системи. Напруга магнітного поля в експерименталь­
ному просторі складала 2300 е. ПМП малої напруги одержували 
за допомогою плоского магніту (60 е). Вплив постійного маг­
нітного поля на синтез водорозчинних білків та їх ізофермен­
тів пероксидази вивчали за допомогою електрофоретичного ме­
тоду.

Для виявлення токсичних речовин, які виділяються штамами 
кореневої губки у середовище, останні вирощували на мінера­
льному середовищі, де джерелом вуглецю був фільтрувальний 
папір (Білай, 1973). Фітотоксичні властивості культуральних 
фільтратів визначали за методикою О.А. Берестецького (1971, 
1972).

Якісний склад цукрів у культуральних фільтратах визнача­
ли за допомогою радіальної хроматографії на папері эа А. Н. 
Бояркіним (1955), Т. І. Білай (1982), а кількісний вміст їх 
на хроматограмах - за допомогою антройового реактиву (Туркі- 
на, Соколова, 1971). Сумарний вміст цукрів визначали за Xa- 
гедорном-Ієнсеном (Сіверс, 1973). Вплив цукрів культуральних 
Фільтратів на проростання насіння сосни звичайної проводили 
шляхом вирізання відповідних ділянок хромато грами і
екстракції їх теплою водою. Одержані розчини целобіози і
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ксилози + арабінози використовували для поливання насіння. 
Через 7 діб вимірювали довжину корінців (ГОСТ-14161-86).

Кількість аміаку в культуральних фільтратах визначали за 
допомогою реактиву Несслера (Кочетов, 1980), а білку за ме­
тодом Бредфорда.

Наявність токсичної сполуки, близької до природи 5-н-бу- 
тилпіколиновох кислоти, в культуральних фільтратах визначали 
методом хроматографії на папері. Розділені речовини на хро- 
матограмі продивлялись в УФ-світлі хроматоскопа, потім їх 
вирізали і використовували для біоавтографічного проявлення 
(Богомолова, 1969, 1982).

Моноконідіальні культури штамів кореневої губки одержу­
вали шляхом змиву конідій водою з поверхні міцелія, який 
зростав на агаризованому середовищі- Після цього підрахову­
вали кількість конідій в і Wi суспензії за допомогою камери 
Горяєва (Коваль, Горбик, 1982). Потім їх розбавляли водою до 
40 - 50 шт. в 1 мл. Одержавши необхідну концентрацію коні­
дій, за допомогою стерильної піпетки ка 1 мл, переносили їх 
на стерильне живильне середовище, яке містило обмежувач рос­
ту - жовч (Ванін, 1934). Після виникнення колоній у чашці 
Петрі, за допомогою мікробіологічної петлі, переносили їх на 
агаризоване стерильне середовище в пробірках. Одержані таким 
чином моноконідіальні культури використовували у наступних 
дослідах. Ступінь вірулентності моноконідіальних культур 
штамів КС-3277 і КВ-82166 визначали на місячних проростках 
сосни звачайної. Характеристикою ступеня вірулентності була 
кількість загиблих проростків на 10-у добу після їх іноку­
лювання.

Розділення хлорофілів а і б, каротину, віолаксантину та 
лютеїну в хворих і здорових проростках проводили методом 
хроматографії на папері, а їх кількісний вміст визначали на 
спектрофотометрі СФ-26 (Гавриленко та ін., 1975).

Вміст вільних амінокислот у проростках визначали за до­
помогою амінокислотного аналізатору фірми "Biotronik".

Визначення взаємовідносин між дереворуйнівними грибами і 
штамами кореневої губки проводили шляхом їх спільного виро­
щування на агаризованому глюкозо-картопляному середовищі в 
чашках Петрі. Після початку росту кожної доби проводили змі­
рювання лінійного росту колоній грибів за допомогою лінійки.

Визначення загальної кислотності і кількісний вміст
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лимонної 1 щавлевої кислот у культуральних фіьтратах прово­
дили методом хроматографії на папері (Єрмаков та ін., 1987). 
В інших культуральних Фільтратах грибів, в зв'язку з великим 
вмістом позаклітинного білку, визначено його кількість за 
Бредфордом, активність протеіназ молокозгортаючої дії за ме­
тодом Каваї і Мукаї (Kawai, Mukai, 1970), а розрахунок акти­
вності ферменту за Формулою,яка була запропонована Д. Я. Ти­
пограф, Т. А. Петіною (1966).

Вплив різних вуглеводів, як джерел вуглецю, на актив­
ність протеіназ молокозвертаючої дії та накопичення біомаси 
Coltricia реггепів і Hirechioporus Iaricinus проводили на 
глюкозо-пептонному середовиші поверхневим способом при опти 
мальній температурі (31-32”С) і pH середовища (4,4-4,5). Це 
середовище було контрольним. В інших середовищах глюкозу за­
міняли другими цукрами в еквівалентній кількості до вуглецю 
глюкози.

Вплив різних джерел азотного живлення на утворення моло- 
козвертаючого фермента проводили на глюкозо-пептонному сере­
довищі, де пептон заміняли різними сполуками, які містили 
азот. Культивування грибів-продуцентів здйснювали поверхне 
вим, глибинним способами і періодичним перемішуванням сере 
довища.

Оптимізацію живильного середовиша проводили за планом 
повного ФакторноI1O експерименту ПФЕ-2 (Максімов, Піменова, 
Гречушкіна, 1976).

Одержання Ферментного препарату сичужної дії із культу­
рального Фільтрату здійснювали шляхом осадження Фермента сір­
чанокислим амонієм при 55-80%-ному насичені (Броновицька, 
Горетов, 1967) і очищення від низькомолекулярних речовин і 
баластних білків методом діалізу проти холодної 
дистильованої води. Целофан використовували як нопівпроник 
ливу мембрану, оскільки він пропускає сполуки з молекулярною 
вагою до 7000 - 10000 (Кейл, 1966). Надосадкову рідину, яка 
містила фермент, висушували за допомогою ліофільної сушки 
"Иней-З-г".

Амінокислотний склад ферментного препарата - ларицина 
після його кислотного гідролізу визначали за допомогою 
хроматографії на папері (Зайцева, Тюленева, 1966; Андреева, 
1971; Закордонець, 1982) і амінокислотного аналізатора марки 
ААА-881.
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Одержаний цифровий матеріал обробляли за допомогою одно

- і двохфакторного дисперсійного аналізу для кількісних і 
якісних показників (Плохінський, 1970; Лакін, 1980). Порів­
няння середніх арифметичних величин здійснювали за допомогою 
t-критерія Стыодента, а також розрахованих допусків Тьюкі і 
Дункан (Негруцький, Фільчаков, 1984).

Розділ 3. ФІЗІОЛОГО-БІОХІМІЧНІ ОСОБЛИВОСТІ ПРОРОСТКІВ 
PINUS SYLVESTRIS I PINUS PALLASIANA, ІНФІКОВАНИХ ШТАМАМИ 
ОДНІЄЇ ПОПУЛЯЦІЇ HETEROBASIDION ANNOSUM

3.1. Вірулентність штамів Н. annosum до проростків Р. 
eylvestris і P. раііаеіапа

Одержані дані свідчать про те, що проростки сосни 
звичайної і сосни кримської неоднаково реагують на інфекцію 
штамів кореневої губки. Проростки сосни звичайної більш чут­
ливі до гриба, оскільки вірулентність штамів на 12-ту добу 
інфекції у більшості склала 100%. Проростки Р. раііаеіапа 
виявили більшу стійкість до штамів К-3, КС-3179, К-5 і особ­
ливо до штаму K-I. Тоді як до проростків P. eylvestris міні­
мальну ступінь вірулентності виявив тільки штам K-I. Цю осо­
бливість можно пояснити тим, що досліджувані штами були ви­
ділені у чисту культуру з плодових тіл Н. annosum, які пара­
зитували на сосні звичайній в Кременському лісгоспі 
Луганської області, звідки було одержане насіння для дослід­
ження і їх метаболізм більш ретельно '‘підігнаний'' до обміну 
речовин P. sulvestris, ніж Р. раііаеіапа (Бойко, Лятошин- 
ська, 1990). Поряд з цим дані літератури свідчать про різну 
стійкість 4 дерев Tsuga heterophylla до окремих ізолятів Н. 
annosum (Hsiang, Edmonds, 1989).

Таким чином, одержані нами дані і літературні матеріали 
дають основу для визнання існування Фізіологічної 
спеціалізації кореневої губки до хвойних порід як внутрі так
1 між видами.

3.2. Активність пероксидази проростків P. syIvestrie 1 
Р. раііаеіапа, інфікованих штамами Н. annosum

Пероксидазі приділяється значний науковий інтерес у 
зв'язку з тим, що вона бере участь у стійкості різних видів 
рослин до патогенних організмів (Рубін, Арциховська, 1968,'



Кравець, 1979;Гаврилюк, Шпильчак. 1981; Серова та ін. , 1982', 
Казимова. Мехтієв, 1988; Власова, 1993 та Ін. і у ксилолізі 
деревини (Решетнікова, 1994).

Одержані нами дані показують, що на початковому етапі 
зараження проростків сосни звичайної штамами однієї 
популяції кореневої губки спостерігається значне підвищення 
в коренях іонозв'язаної пероксидази під впливом дуже віруле­
нтних штамів (КВ-82179, КВ-82167, КВ-82166, KC 3277 та
КС-3179). У здорових проростках в процесі їх росту відмічено 
підвищення активності, як цитоплазматичної так і іоно­
зв'язаної фракцій пероксидази в коренях і зменшення - в 
стеблах.

У свою чергу в проростках сосни кримської 
спостерігається підвищення активності цитоплазматичної перо­
ксидази і зниження - іонозв'язаної в корнях у процесі розви­
тку хвороби. Такої чіткої закономірності в проростках P. Sy- 
Ivestris не знайдено, шо можливо зв'язано з більш тонкою Фі 
зіологічною спеціалізацією до них штамів гриба і різноякіс­
ністю насіння сосни звичайної, тому що для досліду було взя­
те насіння з різним забарвленням їх оболонки.

3.3. Ізоферментний спектр пероксидази інфікованих пророс­
тків P. eyIvestris і P. palIasiana

Стійкість рослин залежить від здібності тканин активува 
ти синтетичні й окисні процеси залежно від температурних 
умов ( Мусієнко, Присяжнюк, Костюк, 1995), підготовки рослин 
до перезимування (Ган, Лукашевич, 1992), ступеня забруднення 
навколишнього середовиша (Коршиков, Тарабрін, Бойко, 1987), 
дії патогенних організмів (Пастернак та ін., 1981 та ін.) Ці 
зміни на рівні білкових молекул в організмах можна 
зареєструвати за допомогою електрофорезу (Тверськсй, Булах, 
Шаповал, 1982; Созінов, 1985 та ін.).

Нами встановлено, що при зараженні проростків сосни 
звичайної і сосни кримської штамами кореневої губки відбува­
ються суттєві зміни у біосинтезі ізоферментів загальної, 
цитоплазматичної й іонозв'язаної пероксидази, які поляга­
ють у зникненні або з'яві нових форм Ферменту порівняно зі 
зі здоровими рослинами (Бойко, Негруцький, 1990). Ці зміни 
характерніші для більш вірулентних штамів Н. аппозшп. Поряд 
з цим електрофоретичні дослідження показали фізіологічну
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різноякісність проростків P. sylvestris і P. pallasiana. 
Так, корені здорових проростків P. syIveetris містять два, 
а кориі P. pallaeiana - шість Ізоферментів пероксидази. 
Різниця виявлена і у форм цитоплазматичної й іонозв'язаної 
пероксидази. He виключено, що ці відмінності е однією із ла­
нок всього комплексу причин, які зумовлюють більшу стійкість 
сосни кримської до деяких штамів Н. annosum.

3.4. Активність о-дифенолоксидази проростків P. sylves­
tris, P. pallasiana, інфікованих штамами Н. annosuia

Нами встановлено, гао більш вірулентні штами (КВ-82179, 
КВ-82166, КВ-82167, КС-3079, КС-3179, КС-3277 і К-5) вже на 
початку пошкодження проростків P. syIveatris викликають під­
вищення активності о-дифенолоксидази в стеблах. Це свідчить 
про те. шо в стеблах під впливом інфекції відбувається нако­
пичення фенольних сполук, які викликають збільшення активно­
сті Фермента. Слід відмітити, шо визначення активності о-ди­
фенолоксидази в стеблах P. syIveetris на початку патогенезу 
проростків можна використовувати цей фермент як тест для ви­
значення більш вірулентних штамів відповідної популяції 
кореневої губки (Бойко, 1986). Відзначена тенденція підвище­
ння активності фермента в стеблах P. pallasiana, але вона 
характерна як для стебел, пошкоджених середньовірулентним, 
так і для стебел, ушкоджених деякими високовірулентними шта­
мами. Під впливом інших високовірулентних штамів активність 
Фермента знаходиться на рівні здорових стебел. Під впливом 
слабовірулентного штаму активність фермента майже у 2 рази 
нижче, ніж у здорових.

3.5. Ізоферментний склад о-дифенолоксидази проростків 
P. sylvestris і P. pallasiana, інфікованих штамами 
Н. annosum

Під впливом інфекції штамів однієї популяції Н, annoaum 
в проростках P. sylvestris з'явились дві нові білкові зони з 
BEP 0,07 1 0,349 і виявили о-дифенолоксидазну активність. У 
здорових проростках знайдено 4 Ізоферменти з BEP на старті, 
0,047, 0,209 1 0,279. Слід відмітити, що ізоферменти хворих 
проростків відрізняються за інтенсивністю забарвлення від 
здорових. У здорових проростків усі ізоферменти мали інтен­
сивне забарвлення. Отже, кількість фермента в кожній зоні
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неоднакова і синтез ізоформ йде з різною швидкістю під впли­
вом інфекції, шо ше раз підтверджує Фізіологічну різноякіс­
ність системи Р. sylveetris - штами Н. annosum.

При зараженні проростків Р. раііавіапа більш вірулентними 
штамами з'являється один новий Ізофермент о-дифенолоксидази
з BEP 0,104, низьковірулентний штам таких змін не викликає.

Отже, встановлена різна рекція сосни звичайної і сосни 
кримської на інфекцію штамів кореневої губки. Враховуючи, то 
сосна звичайна продукує насіння з різною масою і забарвлен­
ням, ці показники, можливо, можуть бути зв'язані зі стійкіс­
тю рослин до кореневої губки.

Розділ 4. МІНЛИВІСТЬ PINUS SYLVESTRIS L. ЗА ЯКІСТЮ НАСІННЯ

4.1. Мінливість сосни звичайної за масою і забарвленням 
насіння

Нами встановлено, що насіння, яке було одержане із різ­
них лісництв України, являє собою суміш насінин з різним за­
барвленням. У більшості випадків (14 із 16) чорне і бежове 
насіння не відрізняється за масою. При розповкщженні сосни 
звичайної у південно-східну частину України збільшується кі­
лькість її біотопів, які продукують чорне і бежове насіння з 
більшою масою і більшим процентним вмістом особин, які утво­
рюють чорне насіння, ніж у півічній частині держави. Сосну 
яка утворює чорне насіння можна розділіти на три групи. Пер­
шу групу складають особини, які продукують легке, другу - 
середнє і третю - важке насіння. He виключено, що це насіння 
буде відрізнятись за рядом Фізіолого-біохімічних показників, 
що має значення в селекційній роботі, яка пов'язана Із стій­
кістю сосни звичайної. Літературні дані (Корепанов, 1990) 
свідчать про те, що потомство дерев сосни, яке було одаржане 
із важкого насіння, росте інтенсивніше, ніж нащадки - із лег­
кого.

4.2. Мінливість чорного 1 бежевого насіння сосни 
звичайної за вмістом білка

Стійкі до кореневої губки дерева можна виростити із на­
сіння з високими господарськоцінними спадковими ознаками. 
Дані В. А. Черепніна (1974) свідчать про значення у селекції 
сосни розміру насіння. Цінним показником виду є і кількісний



вміст білку в насінні (Бойко, Негруцький, 1991, 1992, 1993). 
Нами встановлено, шо вміст білка в насінні не залежить від 
забарвлення його оболонки. Відповідно ці дві ознаки спадкую- 
ться незалежно одна від одної. Утворення і накопичення білку 
в насінні сосни, яка зростає в Україні, більшою мірою зале­
жить від спадкових ознак материнського дерева, ніж від гео­
графічного фактору. Нами встановлено, шо крашу схожість має 
те насіння, яке містить більше білку (Бойко та ін., 1996).

Таким чином, для інтродукції і відтворення соснових на­
саджень необхідно використовувати насіння з підвищеним вмі­
стом білку, яке одержане від конкретних материнських дерев.

4.3. Ступінь ураження проростків P. sylvestris, які ви­
рощені із насіння різного забарвлення, кореневою 
губкою

Нами встановлено, шо у процесі розвитку хвороби, кіль­
кість уражених проростків залежить від ступеня вірулентності 
штамів, кольору насіння із яких були одержані проростки, 
сумарної дії цих Факторів і їх взаємодії. Проростки сосни, 
які вирощені із бежевого насіння, пошкоджуються, приблизно,у
2 рази більше, ніж проростки із чорного насіння (табл. 1).

Таблиця 1
Ступінь ураження проростків P. syiveetris штамами H.armonum
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Назва області, 
лісництва

Проростки, 
які виро­
щені із 
нас і ння

Штан
H - a r m o -

5Ш П

K і ль- 
Kl с-гь 
дослід 
них 
проро­
стків ,
U T  .

Ki ль- 
K  І  C T b  

пошкод 
жених 
проро- 
сткі в,
I lIT  .

*/
пошкод 
жених 
проро­
сти і в

на i-ту добу після інфекції
Луганська область
Кондрашевське чорного K-I 112 4 3,6

кольору КС-3179 130 8 6,2
КВ-82179 114 22 19,3

бежевого K-I 122 2 1 . 6

кольору KC-3179 130 8 6,2
КВ-82179 120 26 21 ,7
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закінчення таблиці 1

на J-ту добу після інфекції
Луганська область чорного K-I 74 18 24,3
Кондрашевське кольору КС-3179 94 28 29,8

КВ-82179 86 44 51,2
бежевого K-I 80 40 50,0
кольору КС-ЗІ79 92 54 59,7

КВ-82179 76 68 89,4
на 5-ту добу п сля і нфеїWiI

Донецька область
Янпольське чорного K-I 74 4 5,4

кольору КС-3179 77 7 9,0
КВ-82179 79 8 10,1

бежевого K-I 75 9 12,0
кольору КС-3179 83 11 13,3

КВ-82179 87 14 16,1
на ''-ту добу п сля і нфе*:ці ї

чорного K-I 94 22 23,4
кольору КС-3179 102 ЗО 29,4

КВ-82179 90 47 52,2
бежевого K-I 100 40 40,0
кольору КС-3179 96 52 54,2

КВ-82179 92 80 86,9

Це дає можливість припустити, що масове всихання сосни 
звичайної, яке виявляється у вигляді куртин, у природних 
умовах зумовлюється сумарною дією Факторів - високим ступе­
нем вірулентності штаму (штамів) кореневої губки і наявністю 
дерев, які виросли Із насіння бежевого кольору.

Таким чином, виявлену властивість чорного насіння з ура­
хуванням підвищеного вмісту білка в ньому слід використову­
вати при відтворенні соснових насаджень і у селекційній ро­
боті, яка пов'язана з підвищенням стійкості сосни до 
кореневої губки.

Розділ 5. КУЛЬТУРАЛЬНО-МОРФОЛОГІЧНІ ОСОБЛИВОСТІ
HETEROBASIDION ANNOSUM

5.1. Культурально-морфологічні особливості штамів однієї 
популяції Н. annosum 

У своїх працях С. Ф. Негруцький (1973, 1986), Н.І. Фе-



лоров (1974), М. I. Бойко (1975), А. П. Василяускас (1981,
1989), В. А. Мокрицький (1991) справедливо вказують на низь­
кий рівень вивчення внутрішньовидового складу Н. annosum. 
Слід відмітити, шо це питання необхідно вивчати на рівні 
взаємовідносин патогена і рослини-хазяіна у конкретних еко­
логічних умовах.

Нами встановлено, що найбільше варіює морфологічна озна­
ка - ширина конідій, найменше - ширина конідієносців і дов­
жина конідій. Індекс форми конідій для штамів популяції Н. 
annosum Кремінського лісгоспу Луганської області коливається 
від 1,16 до 1,38, а для штамів, які паразитують на ялині 
Мінської області, - складає 1,65.

Таким чином, конідії штамів кореневої губки Кремінського 
лісгоспу Луганської області мають більш округлу Форму, ні» 
конідії штаму популяції, яка паразитує на ялині в Мінській 
області. Вивчення морфологічних ознак штамів різних популя­
цій гриба поглиблює наші знання про біологію небезпечного 
патогену хвойних рослин, які необхідні для розробки науково 
обгрунтованих засобів боротьби з ним в конкретних екологіч­
них умовах.

5.2. Культурально-морфологічні особливості моноконідіа- 
льних культур штамів КВ-82166 і КС-3277

Одержані нами дані свідчать про те, що моноконідіальні 
культури штамів КВ-82166 і КС-3277 відрізняються за розміра­
ми морфологічних структур при порівнянні мі* собою і штамом 
від якого вони походять. Характерною особливістю для моноко- 
нідіальних культур є збільшення довжини конідій, що викликає 
зменшення їх округлості, яка, можливо, зв'язана з меншою кі­
лькістю генів, які взаємодіють між собою.

5.3. Культурально-морфологічні особливості монобазидіа- 
льних і гетерокаріотичних культур штама КС-3179

Вивчення морфологічних особливостей монобазидіальних і 
гетерокаріотичних культур має важливе значення для розуміння 
популяційної мінливості Н. annosum і Ix зв'язку з фізіоло- 
го-біохімічними показниками патогену, які зумовлюють його 
вірулентність до рослини-хазяїна.
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Виконані дослідження показують мінливість морфологічних 
ознак монобазидіальних 1 гетерокаріотичних культур, які були 
одержані від одного плодового тіла гриба. Це має значення 
для пристосування Н. апповшп до різних екологічних умов. У 
спадковості ширини морфологічних структур переважає аддитив- 
ний характер. Варіабельність базидіоспор одного плодового 
тіла дозволяє вважати, що вогнища кореневої губки навіть у 
межах одного кварталу однорідних за складом і віком насад­
жень відрізняються щодо Інтенсивності всихання дерев, швид­
кості розповсюдження гриба та інших показників, оскільки їх 
збудники не є ідентичними за фізіолого-біохімічними показни­
ками (Негруцький, Ветрова, Бойко, 1981).

Розділ 6. ФІЗІОЛОГО-БІОХІМІЧНІ ОСОБЛИВОСТІ ШТАМІВ РІЗНИХ 
ПОПУЛЯЦІЙ HETEROBASIDION ANN0SUM

6.1. Вплив температури і pH середовища на ріст штамів Н. 
апповшп

Результати наших досліджень свідчать про те, ростові 
процеси у більшості штамів розпочинались при температурі 
2*С. Штами відрізняються між собою і оптимальною температу­
рою, яка необхідна для їх розвитку. Так, оптимальна темпе­
ратура для росту штама 2-4Ж є 22“С, для штамів І, К-3 -
24*С, для ІБ, K-I знаходиться у межах 22 - 24°С, для 2-IX - 
22- 26*С, для яггамів CK-I і СК-2 - 20 -22°С і для штаму К-2
- у межах 2024°С. На основі даних можна умовно виділити три 
групи штамів - "теплолюбив!" (І 1 ІБ), "холодолюбиві” (2-ЇЖ, 
CK-I, СК-2 і К-2) і "проміжні" (2-4Х, K-I I К-3), приймаючи 
до уваги нижні температури, при яких розпочинається інтенси- 
вниий ріст грибниці. В зв'язку з цим можна допустити, що 
"холодолюбиві" штами можуть швидше проникати в корені росли- 
ни-хазяїна, ніж "теплолюбиві" і таким чином певною мірою 
уникати антагоністичної дії з боку грибів роду Trichoderma, 
Peniclllium, Aspergillus та Ін., для початкового росту яких 
необхідна температура дещо вища, ніж для штамів Н. annosum 
(табл.2).

Ростові процеси у штамів триходерми зареєстровані при 
температурі 15*С, але вони дещо слабкіші, ніж у штамів К-2 і 
К-3, які зростають у тих же природних умовах, що 1 штами 
триходерми.



Таблиця 2
Вплив температури на ріст штамів Trichoderma Viridae
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Штани 
T-viri dae

Температура, tC

2 15 22 24 26 ЗО

Швидкість ростд, ми/добу

SI там 12 
Штам Л -

6, 0£О ,3 
3іЗіО»5

15,7+0,4 
15,5*0,6

19,9+0,3 
18,1+0,4

24,3*0,4
23,7+0,6

26,6і0,2 
26,6+0,4

Таким чином, одержані дані підтверджують наші припущен­
ня про те, що штами кореневої губки можуть уникати антагоні­
стичного впливу Trichoderma viridae при низьких позитивних 
температурах грунту. Тому при використанні грибів роду Tric- 
hoderma як антагоністів штамів кореневої губки необхідно 
враховувати їх мінімальний температурний режим росту, який 
повинен прирівнюватись до температурного мінімуму росту шта­
мів Н. annoSW., що паразитують у конкретних екологічних 
умовах.

Ріст штамів може відбуватись у широкому діапазоні pH від 
2,5 до 9,5. Найбільше накопичення біомаси у штамів 
спостерігається у межах pH від 2,5 до 4,5 і зменшується при 
pH середовища від 5,5 до 9,5. Оптимальне значення pH для ро­
сту штамів 2-1Ж, 2-4Ж, CK-I, СК-2, K-I і K-3 складає 4.5 pH, 
для штаму К-2 - 3,5 і для штаму 1 - у  межах 4,5 - 7,5 pH.
Поряд з цим дані свідчать про високу лабільність обмінних 
процесів, які протікають в тілі штамів Н. annosum, залежно 
від реакції субстрату і це значною мірою зумовлює їх агреси­
вність і вірулентність щодо до росли ни-хазяїна.

6.2. Вплив магнітних полів на фізіолого-біохімічні показ­
ники штамів кореневої губки

Нами встановлено, що штам І найбільшу кількість біомаси 
утворив при омагніченні живильного середовища протягом 5 
хв., на 48,8% більше контрольного варіанту. Омагнічування 
міцелія протягом 5 і 10 хв. також викликало достовірне збі­
льшення біомаси. Штами ІБ і 2-IX характеризуються більшою



"стійкістю"до дії магнітного поля. Перший на 30-ти хвилинну 
експозицію магнітного поля реагував зменшенням, а другий - 
збільшенням накопичення біомаси. Штами СК-2 і 2-4Ж виявили 
найбільшу стійкість до цього фактора, тому шо не було відмі­
чено зміни в утворенні біомаси мі* контрольними і дослідними 
варіантами. При 5-ти хвилинному омагніченні штаму І відміче­
но достовірне збільшення ширини гіф, а ЗО хвилинна експози­
ція штаму ІБ такого ефекту не викликала. Поряд з цим слід 
відмітити, що штами 2-ЇЖ і 2-4Ж однієї популяції гриба 
по-різному реагували на дію магнітного поля, шо вказує на їх 
фізіолого-біохімічну різноякісність (Негруцький, Бойко, Ло- 
гашов, 1976), яку необхідно враховувати при розробці засобів 
боротьби з ними.

6.3. Вплив ПМП на активність ферментів Н. annosum

Нами встановлено, що постійне магнітне поле високої 
(2300 е) 1 низької (60 е) напруги викликає підвищення актив­
ності каталази і целюлозолітичних ферментів в міцелії штама 
І - більш чутливого до омагнічування.

Таким чином, літературні і наші дані свідчать про те, 
що результати магнітобіологічних досліджень Ферментативної 
активності залежать як від природи магнітного поля, його 
напруги, тривалості експозиції, так і від особливостей дос­
ліджуваного біологічного об'єкту.

6.4. Характер зміни синтезу водорозчинних білків у шта­
мів Н. annosum під впливом ПМП високої напруги

Виявлені істотні зміни у синтезі водорозчинних білків 
омагнічених штамів. Так, у штама 2-1Ж зменшилось на 4, а у 
штама СК-2 на 3 білкових зони, які мають повільну і середню 
рухливість і утворились de novo з швидкою рухливістю. Це мо­
же свідчити про те, що ПМП більшою мірою пригнічує синтез 
високомолекулярних форм білка, ніж низькомолекулярних. У 
штама І, більш чутливого до ПМП, спостергігалась незначна 
зміна електрофоретичної рухливості білків, а у штама ІБ, 
більш "стійкого", відбувалось зникнення деяких білків з се­
редньою рухливістю і з'ява - з повільною.
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6.5. Характер зміни спектра ізоферментів пероксидази у 

штамів Н. annosum під впливом ПМГІ високої напруги
Омагнічення штамів І, 2-IX, СК-2 і ІБ постійним магніт­

ним полем високої напруги викликає зміну електрофоретичної 
рухливості ізоферментів пероксидази порівняно з неомагні- 
ченим міцелієм, яка, можливо, зв'язана з переходом генів в 
інший стан. Ця властивість чіткіше виражена у штама І - 
більш чутливого до цього фактора.

Таким чином, одержані дані свідчать про те, що досліджу­
вані штами Н. annoeum виявляють різну реакцію на дію магніт­
ного поля високої напруги, яка виявляється у зміні певних 
метаболічних ланок, відповідальних за синтез білка. Поряд з 
цим дані показують біохімічну неоднорідність досліджуваних 
штамів різних популяцій Н. annosum.

6.6. Використання білків і ізоферментів у хемотакеономіч- 
ному вивченні грибів

У мікологічних дослідженнях при слабо виражених морфо­
логічних ознаках останнім часом використовують їх Фізіоло- 
го-біохімічні показники. Такими тестами є білки і ізофермен­
ти, які досліджуються за допомогою диск-електрофорезу 
(Судьїна, Мельничук, 1976,’ Судьїна, 1990,’ Baccep та ін., 
1 9 9 0 Дудченко та ін., 1990; Дьяков, Шнирьова, 1990; та
ін. ).

Нами встановлено, що при вивченні 10 видів грибів поряд­
ку AphyllophoraleB ізоферментний спектр перокидази у них 
різний, як за кількоетю ізоформ, так і за їх електрофоретич­
ною рухливістю. Між досліджуваними грибами спостерігалась 
100% різниця за електрофоретичною рухливістю ізоформ перок­
сидази. Коефіцієнт подібності за ізоферментами о-дифенолок- 
сидази складає 14-40%. При порівнянні ізоферментів перокси­
дази по іх рухливості у різних видів роду Phellinus Quel. 
подібності не виявлено. Ступінь подібності по ізоферментам 
о-дифенолоксидази у цих грибів складає 17-33% (Бойко, Herpy- 
цький, 1990).

Таким чином, електрофоретичний аналіз різних ізофермен­
тів може бути надійним біохімічним тестом у систематиці 
грибів. Поряд з цим електрофоретичний метод дозволяє 
реєструвати зміни в тілі грибів на молекулярному рівні. В 
зв'язку з цим він був використаний при вивченні
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внутрішньопопуляційної мінливості штамів кореневої губки.

Розділ 7. ВНУТРІШНЬОПОПУЛЯЦІЙНА МІНЛИВІСТЬ КОРЕНЕВОЇ ГУБКИ 
Вивчення популяцій кореневої губки, яка паразитує на 

хвойних породах, у конкретних екологічних умовах має важливе 
теоретичне і практичне значення. Тим більше, шо цей аспект 
проблеми майже невивчений. Наші дослідження показали, що бі­
лок міцелія штамів K-I, К-2, К-3, К-5, КС-3277, КС-3079 і
КС-3179 які паразитують на сосні звичайній у Кремінському 
лісгоспі Луганської області, електрофоретично розділився на
10, 15, 21, 21, 18, 17 і 16 зон відповідно. Ці штами відріз­
няються і числом ізоферментів пероксидази. Дві білкові зо­
ни з BEP 0,20 і 0,50 е загальними для усіх штамів і їх можна 
використовувати як біохімічний критерій даного виду гриба. 
Штами кореневої губки, які паразитують на сосні сусідніх 
кварталів Сіточного і Веригінського лісництв Кремінського 
лісгоспу, відрізняються ізоФерментним складом малатдегід- 
рогенази, глутаматдегідрогенази, малик-ензиму і супероксид- 
диемутази.

Таким чином, штами однієї популяції кореневої губки у 
конкретних екологічних умовах виявляють відповідну мінли­
вість на рівні білків і ізоферментів пероксидази, малатдегі- 
дрогенази, глутаматдегідрогенази, малик-ензиму і супероксид- 
дисмутази, шо, в свою чергу, сприяє виникненню нових Форм 
гриба,більш вірулентних до соснових насаджень. Цю особли­
вість штамів Н. annosum необхідно враховувати при розробці 
певних засобів боротьби з кореневою губкою, а також при 
створенні стійких хвойних культур.

7.1. Вплив pH середовища на біосинтез білків і Ферментів 
штамів Н. annosum 

Штамам Н. annosum необхідно пристосовуватись не тільки 
до pH клітинного соку коренів сосни, але і до pH грунтового 
розчину чистих і змішаних соснових насаджень, коли гриб 
існує за рахунок сапротроФного живлення. Суттєві зміни pH 
водного середовища і грунту спостерігаються при постійній 
дії промислових викідів, які негативно впливають на живі ор­
ганізми (Сіренко, Паршикова, 1993). В зв'язку з цим вивчення 
впливу середовища на біосинтез водорозчинних білків і 
множинних форм ферментів є необхідною умовою для пізнання



мінливості та пристосування штамів Н. annosum до умов сере­
довища.

7.2.-7.4. Електрофоретичний спектр водорозчинних білків
штамів Н. annosum, які зростали на середовищі з pH 3,57,
4,62 і 7,25
Нами встановлено, що під впливом pH середовища в 

міцелії штамів однієї популяції Н. annosum спостерігаються 
суттєві зміни в синтезі водорозчинних білків. Кількість біл­
кових зон в усіх штамах, крім штама K-I, які зростали на се­
редовищі з pH 4,62 більше, ніж на середовищах з pH 7,25 і 
3,57, а на середовищі з pH 7,25 більше, ні* на живильному 
середовищі з pH 3,57. Такий розподіл білкових зон свідчить 
про те, що оптимум для росту і біосинтезу водорозчинних біл­
ків у більшості штамів знаходиться у зоні 4,5 pH, а для шта­
ма K-I - значно ширший, від 4,5 до 7,5 pH, що узгоджується з 
даними, які були одержані раніше (Бойко, 1978). Слід відмі­
тити, що досить мінливою ділянкою електрофоре грам є місце, 
де -розміщуються білки з швидкою і частина білків з середньою 
рухливістю, що знаходяться поблизу межі швидких білків. Це 
білки, які мають низьку молекулярну масу. Можна припустити, 
що стресові білки у штамів кореневої губки з'являються у ві­
дповідь на зміну їй середовища і є низькомолекулярними. Син­
тез низькомолекулярних білків відбувається швидше, ніж висо- 
комолекулярних і, відповідно, не зволікається відповідь ор­
ганізму на не сприятливий фактор у часі, що має важливе зна­
чення для пристосування Н. annosum до зміни умов середовища.

7.5. Ізоферменти каталази, оС-амілази, о-дифенолоксидази 
і пероксидази штамів однієї популяції Н. annosum 

Катал аза
Усі штами, які зростали на живильних середовищах з різ­

ним значенням pH, показали подібність за ізоферментами ката­
лази. Однак, при культивуванні штамів на середовищі з pH 
4,65 каталазні зони були значно вужчі, приблизно у 2 рази, 
ніж при вирощуванні їх на середовищах з 3,57 і 7,25 pH. Це 
збігається з нашим припущенням про те, що pH живильного се­
редовища, яке виходить за межі оптимуму, викликає утворення 
стресових білків, можливо, виконуючих захисну функцію. Захи­
сна Функція цих білків, очевидно, спрямована на зменшення
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кількості іонів H+ і OH- у середовищі залежно від його pH.

Амілаза
У досліджуваних штамів Н. annoeum залежно від pH суб­

страту синтезуються різні с<-амілази, які відрізняються моле­
кулярною масою і, відповідно, рухливістю в електричному по­
лі. Більш кисле середовище викликає більшою мірою біосинтез 
ферментів з повільною і середньою рухливістю, а слабколужне
- з середньою та швидкою. На середовищі з оптимальним значе­
нням pH (4,65) в міцелії штамів виявлено одна (^-амілаза з 
повільною , а друга - з швидкою рухливістю.

О-диФенолоксидаза 
Нами встановлено, що кисла і слабколужна реакція сере­

довища викликає суттєві зміни в синтезі ізоферментів о-дифе- 
KOjюксилази штамів Н. annosum порівняно з їх ростом на суб­
страті з оптимальним значенням pH. Кисле і слабколужне сере­
довище викликає в основному утворення do novo ізоферментів з 
повільною та середньою рухливістю. Утворення нових форм 
о-дифенолоксидази штамами Н. annoeum свідчить про лабіль­
ність їх обмінних процесів, які пов'язані з пристосуванням 
до даних екологічних умов зростання.

Пероксидаза
Одержані дані свідчать про те, що кількість ізофермен­

тів пероксидази в міцелії штамів Н. annosum виявлено більше 
наживильних середовищах з pH 4,62 (від 3 до 5 залежно від 
штаму) і 7,25 (від 3 до 7), ніж на кислому (pH 3,57) суб­
страті (від 2 до 5). Цю особливість можна пояснити тим, що 
для існування системи P. eylvestris - штами Н. annosum опти­
мальним є слабкокисле і слабколужне значення субстрата. У 
цих умовах ізоферменти пероксидази, очевидно, виконують Фун­
кцію розкладання лігнінового комплексу клітин кореня і, та­
ким чином, беруть участь у патогенезі рослини-хазяїна.

7.6. Мінливість синтезу водорозчинних білків штамів Н. an­
nosum залежно від якості живильного середовища 

Для пізнання індивідуальної біохімічної мінливості шта­
мів кореневої губки проведено електрофоретичне дослідження 
їх водорозчиних білків залежно від якості живильного середо­
вища. Такі дослідження можуть показати спорідненість штамів, 
норму їх реакції на молекулярному рівні і у відповідній мірі 
відбивати адапативний характер до навколишнього середовища,
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шо має значення для пізнання їх механізмів вірулентності.

Аналіз одержаних даних показує, що досліджувані штами 
H- annosum виявляють різну норму реакції на зміну умов жив­
лення, яка проявляється у синтезі неоднакового числа нових 
молекулярних форм білку. У штама K-I виявлена незначна зміна 
у синтезі водорозчинних білків і, таким чином, володіє мен­
шою нормою реакції, що, можливо, зумовлює його слабкий сту­
пінь вірулентності. У інших штамів виявлені суттєві зміни в 
синтезі білків, що вказує на більш широку норму їх реакції і 
високий ступінь вірулентності.

7.7. Мінливість ізоферментних спектрів пероксидази шта­
мів Н. annosum залежно від умов живлення 

Одержані дані свідчать про те, що усі ізоферменти пе­
роксидази мають повільну і середню рухливість. Так, штам 
K-I має два ізоферменти з BEP 0,20 і 0,50, як при зростанні 
на розбавленному пивному суслі,так і на глюкозо-картопляно- 
му середовищі. У штама К-2 виявлено 3 Ізоферменти на пивно­
му' суслі і 5 - на глюкозо-картопляному субстраті. Штам К-3 
на двох середовищах синтезує 4 ізоформи, але вони відрізняю­
ться за електрофоретичною рухливістю. У штама К-5 виявлено
5, а на глюкозо-картопляному субстраті - 4 ізоформи перокси­
дази. На пивному суслі спостерігається поява нової зони з 
BEP 0,34 і зміна алельності у двох Форм. Штам КС-3277 на пи­
вному суслі утворює 7, а на глюкозо-картопляному середовищі
- З ізоферменти. У штама KC-ЗО79 виявлено 5, а у штама 
КС-3179 - 6 ізоформ фермента проти 2 і 4 відповідно на глю­
козо-картопляному субстраті.

Синтез ізоформ пероксидази у штамів Н. annosum, очевид­
но, зумовлюється двома локусами, які представлені декількома 
алелями. Алелі чітко проявляються при зміні якості живильно­
го середовища.

Розділ 8. ФІЗІОЛОГО-БІОХІМІЧНІ ОСОБЛИВОСТІ М0Н0СП0Р0ВИХ 
КУЛЬТУР Н. ANNOSUM

8.1. Характеристика швидкості росту моноконідіальних 
культур штамів Н. annosum 

Встановлено, що моноконідіальні культури штамів КС-3277, 
КС-3079 I КВ-82166 різняться швидкістю росту, яка, можли­
во, зумовлена кількістю 1 різноякісністю ядер, що знаходять­



ся в конідіях, із яких одержані чисті культури. Відомо, що 
гетерокаріотичний міцелій Н. annosum утворює як гетерокаріо- 
тичні. так і гомокаріотичні конідії (Hsiang et аі., 1989).

Таким чином, утворення конідій міцелієм Н. annosum у 
природних умовах е додатковим джерелом розповсюдження 
інфекції гриба з різним ступенем вірулентності.

8.2. Ізоферменти пероксидази моноконідіальних культур 
штама КВ-82166 

Для підтвердження існування фізіолого-біохімічних відмі­
нностей між моноконідіальними культурами одного штаму 
кореневої губки проведені електрофоретичні дослідження мно­
жинних молекулярних Форм пероксидази (табл. 3)

Таблиця З
Ізоферменти пероксидази штаму КВ-82166 і його моноконі­
діальних культур
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N ізо- 
Фериента

Штам

КВ-82166

Моноконідіальні кчльтчри

1 4 5 7 9 11 13 15

1 0,19 0,19 0,19 - 0,19 0,19 - - 0,19
2 0,21 0,21 0,21 0,21 - - 0,21 - 0,21
3 0,23 - - 0,23 0,23 - 0,23 - -
4 0,26 0,26 0,26 - - 0,26 - 0,26 -
5 0,38 - - - 0,38 - 0,38 - 0,38
6 0,45 - - - 0,45 0,45 - 0,45 0,45
7 0,48 - - - 0,48 - - 0,48 -

Всього 7 3 3 2 5 3 3 3 4

Нами встановлено, що моноконідіальні культури, які були 
одержані від одного штаму суттєво відрізняються між собою і 
материнською культурою за кількістю ізоферментів пероксида­
зи, що вказує на Ix фізіолого-біохімічну різноякісність.

В.З. Порівняльний ступінь вірулентності моноконідіальних 
культур Н. annosum до проростків Pinus syIvestrіз 

Нами встановлено, що 8 із 12 дочірніх моноконідіальних 
Ізолятів виявили більшу, одна нижчу ступінь вірулентності,
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ніж штам КС-3277. Три культури за цією властивістю не відрі­
знялись від материнської. Ступінь вірулентності дочірніх ку­
льтур штама КВ-82166 шодо до проростків сосни 
звичайної коливався від 21,1' до 100%.

Таким чином отримані дані свідчать про те, що моноконі- 
діальні культури виявляють різний ступінь вірулентності до 
проростків сосни звичайної, що, можливо, пов'язано з кількі­
стю і якістю ядер в конідіях, Із яких одержані культури. У 
природних умовах спори-конідії при попаданні в рани кореня 
або на поверхню пнів свіжозрублених дерев, проростають, роз­
виваються і утворюють нові штами Н. annosum. Це вказує на 
важливу роль конідій у розповсюдженні гриба у природі.

8.4. Кількісний вміст зелених піпяентів в проростках Р. 
sylvestris, інфікованих моноконідіальними культура­
ми штама КВ-82166 

Нами встановлено перевищення середньої величини відно­
шення хлорофілу а до хлорофілу б у здорових проростків, ніж 
у хворих. Виявлено два типи впливу хвороби на хід зміни від­
ношення хлорофілів а/6. Перший тип характеризується пара­
лельністю зміни цього відношення у проростків, які були за­
ражені моноспоровими культурами NN 1, 15, 7, 9 і штамом
КВ-82166 при порівнянні з контрольними. Другий - 
характеризується непаралельною зміною величини відношення 
хлорофілів а/6 (проростки заражені моноконідіальними культу­
рами NN 5, 11 і 10), про що свідчать вирахувані критерії не- 
паралельності рядів регресії ( F=8,03, F-13,07, F-26,38 при 
Fets 5,6). Різні типи зміни відношення хлорофілу а до хлоро­
філу б у хворих проростків пов'язані з Ix Фізіолого-біохімі- 
чною неоднорідністю. В проростках P. вуIveBtris під впливом 
інфекції моноконідіальних культур відбувається збільшення 
синтезу хлорофілу 6, яке веде до зміни Ix забарвлення.

8.5. Вміст жовтих пігментів у проростках P. sylvestris, ін­
фікованих моноконідіальними культурами штама КВ-82166 

Одержані дані показують, що при проникненні моноконі­
діальних культур у тіло проростків відбуваються суттєві змі­
ни в метаболізмі жовтих пігментів. На ранньому етапі зараже­
ння (на 5-ту добу) проростків у більшості випадків 
спостерігається збільшення вмісту каротину 1 зменшення - лю-



теіну. Але прямої або оберненої залежності між вмістом жов­
тих пігментів 1 ступенем вірулентності моноконідіальних ку­
льтур до проростків P. eylvestris не знайдено. Це, можливо, 
пов'язано з неоднорідністю насіння, із яких були одержані 
проростки і фізіолого-біохімічною різнояхістю моноконідіаль­
них культур штама КВ-82166.

8.6. Вміст вільних амінокислот у проростках Р.вуlvestris, 
інфікованих моноконідіальними культурами штама КВ-82166 

Нами встановлено, що у хворих рослин різко знижується 
вміст ізолейцину. У здорових проростках цієї амінокислоти 
знаходиться 750,2 нМ/г, а у хворих - від 67,19 до 313,2 нМ. 
Встановлено зменшення кількості тирозину в інфікованих про­
ростках. Простежується зв'язок між вмістом гліцину у хворих 
проростках і ступенем вірулентності моноконідіальних куль­
тур. Так, в проростках, які інфіковані більш вірулентними 
ізолятами, вміст гліцину значно зростає, ніж в здорових. В 
проростках, пошкоджених менш вірулентними культурами вміст 
гліцину залишається, приблизно, на рівні контрольного варіа­
нту. Це, можливо, пов'язано з захисною реакцією проростків 
на інфекцію, оскільки гліцин є первинною сполукою, яка бере 
участь у біосинтезі молекул хлорофілу. Слід відмітити, що 
сумарний вміст вільних амінокислот у проростках, інфікованих 
більш вірулентними ізолятами, перевищує його у здорових 1 
пошкоджених менш вірулентними культурами.

8.7. Швидкість росту 1 накопичення біомаси гомо- і гете­
ро ка р і етичними культурами штамів Н. annosum 

Дослідження монобазидіальних культур, які одержані із 
одного плодового тіла, є важливою умовою для пізнання штамо- 
вого різноманіття Н. annosum на рівні популяції.

Нами встановлено, що швидкість росту моноспорових куль­
тур штама КС-3179 коливається від 5,11 до 8,80 мм за добу. 
Середня швидкість лінійного росту гетерокаріотичних Ізолятів 
варіює від 7,20 до 9,73 мм за добу. Із 24 досліджених гете­
рокаріонів більшість за швидкістю росту не відрізняється від 
материнської культури. Виключення становлять гетерокаріони 
NN 5-8, 6-11, 6-8, 3-14, 1-5 1 6-12, які мають достовірно 
більшу швидкість росту. Це дає основу для припущення, що бі­
льша швидкість є домінантною ознакою у кореневої губки, ос­
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кільки у 19 гетерокаріотичних ізолятів успадкувалась швид­
кість росту ЕХ)Мокар1онів, які характеризувались більшою шви­
дкістю росту.

8.8. Ізоферменти пероксидази гомо- 1 гетерокаріотичних 
культур штама КС-3179 

Електрофоретичні дослідження ізоферментів пероксидази 
показали, що у монобазидіальних культурах штама КС-3179 вия­
влено від 3 до 7 ізоформ. Ізофермент з BEP 0,50 є загальним 
для усіх ізолятів, за винятком культури N 9. У гетерокаріо­
нів суттєво змінюється відносна електрофоретична рухливість 
пероксидази. Слід відмітити, що ізоформи з BEP 0,21-0,22 і 
0,50 е загальними для гетерокаріотичних культур 1 штаму, а 
ізофермент з BEP 0,50 - для гомо, гетерокаріотичних 1 штаму. 
Це вказує на те, що цей ізоензим знаходиться під строгим ге­
нетичним контролем. Виявлена властивість може бути викорис­
тана як біохімічний критерій у таксономії Н. annosum.

Фізіолого-біохімічна неоднорідність базидіоспор одного 
плодового тіла свідчить про те, що осередок Н. annosum на­
віть в мехах одного кварталу однорідних щодо складу і віку 
насаджень може відрізнятись за інтенсивністю усихання дерев, 
швидкістю розповсюдження патогена та іншими ознаками, оскі­
льки їх збудники не є ідентичними за біохімічними ознаками 
(Нег-руцький, Ветрова, Бойко, 1981).

8.9. Електрофоретичні дослідження водорозчинних білків 
міцелія монобазидіальних культур штамів різних популяцій 
Електрофоретичні дослідження монобазидіальних культур 

штамів, які паразитували на ялині в Мінській (пггам М-1.81), 
ялиці в Львівській (штам Т-1.82) 1 сосні в Донецькій (штам 
СК-1.80 і СК-1.81) областях, показали їх неоднорідність за 
спектром водорозчинних білків, що пов'язано з різним ступе­
нем вірулентності до проростків сосни звичайної (Вєтрова,
1983).

8.10. Ізоферменти пероксидази монобазидіальних культур 
штамів різних популяцій H- annosum 

Нами встановлено, що культури, які були одержані з окре­
мих базидіоспор плодових тіл штамів М-1.81, Т-1.82, СК-1.80
1 СК-1.81 відрізняються між собою за складом ізоферментів
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пероксидази, шо необхідно враховувати при розробці комплек­
сних біологічних засобів боротьби з даним патогеном у кон­
кретних екологічних умовах.

8.11. Водорозчинні білки культур з базидіоспор різних 
років зібраних із одного плодового тіла 

Матеріали свідчать про те, що культури одержані з бази­
діоспор одного плодового тіла у різні роки його життя харак­
теризуються значною лабільністю біосинтезу водорозчинних бі­
лків, що, можливо, пов'язано з зміною алельності генів, які 
відповідають за синтез відповідних білків у конкретних еко­
логічних умовах. Висока лабільність обмінних процесів у шта­
мів Н. annosum забезпечує їм виживання у відпоьвідних умовах 
середовища. Як відмічає Д. М. Гродзинський (1983), при Фізі­
ологічній адаптації немаловажне значення набуває здібність 
макромолекул виконувати свої функції у широкому інтервалі 
інтенсивностей різних Факторів така здібність
забезпечується гетерогенністю білкових молекул і молекуляр­
ним відбором їх Форм, які не втрачають активності у "крайніх 
умовах", до яких адаптується організм.

Таблиця 4
Ізоферменти пероксидази монобазидіальних культур плодо­
вого тіла штама CK-I
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Номер
ізо-

Монобазид і альиі 
культури 1980 року

Монобазидіальні культури 
1981 року

менту N 11 N 14 N 10 N 12 N 13 M 6 N 9

1 0,21 - 0,21 0,21 0,21 0,21 0,21
2 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25
3 0,29 - - 0,29 - - -
4 0,41 0,41 - 0,41 - - -
5 - - 0,45 - - - -
6 0,47 - - - - - -
7 - - - 0,48 - - -
8 - - - - - 0,50 -
9 - 0,60 - - - - -

Есьогіі 5 3 3 5 2 3 3
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8.12. Ізоферменти пероксидази монобазидіальних культур, 

одержаних із плодового тіла у різні роки його життя
Нами встановлено (табл.4), шо ізоляти одержані з бази- 

діоспор плодового тіла у різні роки його життя, виявляють 
біохімічну різноякісність, яка виражається в синтезі різних 
множинних молекулярних форм Ізоферментів пероксидази. Ця 
властивість, очевидно, відображає систему надійності (Грод- 
зинський, 1983) штамів Н. annosum, яка пов'язана з рівнем їх 
виживання і патогенності до рослини-хазяїна у конкретних 
умовах існування.

РОЗДІЛ 9. ТОКСИЧНІ РЕЧОВИНИ HETEROBASIDION ANNOSUM І ЇХ 
РОЛЬ У ПАТОГЕНЕЗІ PINUS SULVESTRIS

9.1. Вплив культуральних Фільтратів штамів однієї попу­
ляції Н. annosum на проростання насіння сосни звичайної

Визначення природи екзометаболітів кореневої губки, які 
беруть участь у патогенезі рослини-хазяїна має теоретичне 
1 практичне значення. Слід відмітити, шо це питання досить 
слабко вивчене. Б. А. Рубін і Е. В. Арциховська (1968) 
припускають, що токсична дія патогенних організмів зумовлена 
не однією речовиною, а одночасною дією декількох токсичних 
компонентів.

Нами встановлено, що штами K-I, К-2, К-3, К-5, КС-3079,
КС-3179, КС-3277, КВ-82166, КВ-82167, КВ-82179 (Луганська
обл.), MH і МНЦ (Мінська обл.) у процесі життєдіяльності ви­
діляють екзометаболіти, які виявляють інгібуючу дію на рос­
тові процеси корейців насіння сосни звичайної. Причому, ця 
властивість виявляється у досліджуваних штамів неодночасно. 
Це стосується і 10 штамів популяції Н. annosum Луганської, 
так 1 двох штамів популяції Мінської областей. Ti штами, які 
на ранньому етапі патогенезу виділяють метаболіти з токсич­
ними властивостями, є більш вірулентними щодо проростків Р. 
Bylvestrie (Бойко, Негруцький, Ляпічева, 1988). Визначення 
природи метаболітів, які зумовлюють токсичність штамів 
кореневої губки щодо рослини-хазяїна, дасть можливість пов­
ніше з'ясувати механізм вірулентності патогена.

9.2. Вміст цукрів у культуральних фільтратах штамів Н. 
annosum

Живильне середовище Петрі, де джерелом вуглецю був



фільтрувальний палір, служило моделлю для з'ясування утворе­
ння різних продуктів при гідролізі целюлози Ферментами шта­
мів Н. annosum та Ix ролі у патогенезі рослини-хазяїна.

Нами встановлено, шо протягом 20 діб росту штамів 
відбувається накопичення цукрів, а на 30-ту добу - їх змен­
шення, шо свідчить про їх використання грибом. Кількість цу­
крів у культуральних Фільтратах штамів двох- і трьохмісячно- 
го віку різко збільшується порівнянно з 30-ти добовим ві­
ком.

Таким чином, одержані дані показують, шо процес гідро­
лізу целюлози штамами однієї популяції Н. annosum 
відбувається з різною швидкістю, про що свідчить кількість 
цукрів у культуральних Фільтратах. He виключено, що метабо­
літи вуглеводної природи виконують відповідну роль у патоге­
незі сосни звичайної.

9.3. Якісний і кількісний аналіз цукрів культуральних 
фільтратів штамів однієї популяції Н. annosum

Нами встановлено, що процес гідролізу фільтровального 
паперу (целюлози) штамами Н. annosun йде шляхом утворення 
різної кількості арабінози, ксилози, глюкози, целобіози і, 
очевидно, трисахариду (неідентифікована речовина). Можна 
припустити, шо глюкоза, а також арабіноза і ксилоза викорис­
товуються для живлення штамів гриба. Целобіоза і неідентифі- 
кований цукор, можливо, піддаються поступовому ферментатив­
ному гідролізу до моноцукрів, які використовуються грибом. 
Але не виключено 1 те, що целобіоза, ксилоза, арабіноза і 
Х-речовина, утворившись у значній кількості в тканинах 
хворої рослини, виявляють токсичний вплив на її метаболізм. 
Елюати із хроматограми целобіози і ксилози+арабінози викли­
кали достовірний інгібуючий вплив на ріст коренців насіння 
сосни. Поряд з цим одержані результати показують, що штами 
однієї популяції Н. annosum відрізняються між собою ефектив- 
ністі використання глюкози 1 ксилози. Це може СВІДЧИТИ про 
те, що процес гідролізу целлюлози 1 лігніну ферментнимисис- 
темами штамів може йти більшою мірою в одних - шляхом утво­
рення глюкози, а в інших - ксилози.

9.4. Вплив цукрів на ріст коренів і фізіологічний стан 
проростків P. syIveetrlB

Насіння сосни звичайної змочували розчинами глюкози,
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ксилоэи. арабінози і сахарози в концентрації 5, 10, 20 і 80 
мг на 100 мл середовища Петрі. Низькі концентрації цукрів 
брали, приблизно, в еквівалентній кількості ло вуглеводів, 
які знайдені в культуральних фільтратах досліджуваних штамів 
кореневої губки.

Нами встановлено, шо глюкоза у концентраціях 5, 10 мг 1 
ксилоза 5 мг на 100 мл середовища, інгібірування росту коре­
йців не викликають. Концентрації 20 і 80 мг глюкози, 10, 20
і 80 мг ксилози викликали пригнічення росту корейців. Арабі- 
ноза і сахароза в усіх досліджуваних концентраціях пригнічу­
вали осові процеси коренців насіння сосни. Досліджувані вуг­
леводи в концентрації 100 і 80 мг на 100 мл уже через 3-5 
годин викликали зав'ядання проростків. Зменшенні тургорного 
тиску у проростків на середовищі з 20 мг цукрів спостеріга­
лось через 7-8 годин і на середовищі з 10 мг - через 9-10 
годин. При витримуванні проростків сосни на контрольному се­
редовищі і середовищі, яке містило 5 мг цукрів зав'ядання не 
відмічено.

Таким чином, одержані дані показують, що досліджувані 
цукри в концентрації від 0,1 до 1 мг/мл середовища виклика­
ють прив'ядання проростків сосни звичайної. Швидкість падін­
ня тургорного тиску у проростків залежить від концентрації 
цукрів 1 їх природи. Можливо, п ідв'ядання проростків 
пов'язане з порушенням роботи H+- помпи і білків переносчи- 
ків вуглеводів у тих місцях рослини, де спотерігаеться зміна 
тургорного тиску. У даному випадку цукри накопившись в одно­
му місці проростку, викликають відняття води у сусідніх клі­
тин і у них зменшується тиск, у результаті відбувається їх 
п і дв ' ядання.

9.5. Вміст аміаку в культуральних Фільтратах штамів Н. 
annosum

Нами встановлено, шо в культуральних Фільтратах штамів 
однієї популяції Н. annosum 10-ти, 20-ти і 30-ти добового 
віку аміаку не виявлено. Аміак знайдено і кількісно визначе­
но в культуральних фільтратах штамів 3-х і 4-х місячного ві­
ку. Різний вміст аміаку в середовищі штамів свідчить про рі­
зну швидкість протікання в їх тілі обмінних процесів, що і 
забезпечує їх фізіологічну і біохімічну різноякісність.

Одержані дані показують, що з віком штамів відбувається
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утворення аміаку, який виконує відповідну роль у патогенезі 
рослини-хазяїна.

9.6. Вміст білку в культуральних фільтратах штамів Н. 
annoeum

Одержані дані свідчать про те, шо вміст білку в культу­
ральних рідинах штамів Н. annoeum (Луганська обл.) у процесі 
Ix розвитку збільшується. Ue зв'язано з виділенням фермен­
тів, які гідролізують целюлозу, лігнін та інші сполуки до 
відповідних продуктів, котрі використовуються для живлення 
патогена. He виключено і те, що деякі білки беруть участь у 
розвитку хвороби рослини-хазяїна.

9.7. Ізоферменти пероксидази культуральних фільтратів 
штамів Н. annooum

Нами встановлено, що досліджувані штами, які зростали 
на мінеральному середовищі Петрі, де джерелом вуглецю був 
фільтрувальний папір, виділяють речовини білкової природи, 
які виявляють пероксидазну активність. Штами однієї 
популяції патогена відрізняються числом ізоформ пероксидази, 
які виділяються в середовище Ix зростання. Одержані резуль­
тати дають основу для припущення, що ізоферменти пероксидази 
виконують роль у ксилолізі деревини і сприяють розвитку хво­
роби. На користь цього припущення свідчать результати отри­
мані І. А. Решетніковою (1994), що пероксидаза із культура­
льного фільтрату Phellinue Ignlarlue гідролізувала лігнінову 
компоненту деревини берези на 80% у відсутності пероксиду 
водню в середовищі.

9.8. ВМІСТ токсичної речовини, близької до природи 
5-н-бутилпіколінової кислоти, в культуральних філь­
тратах штамів Н. annoeum

Нами встановлено, що в культуральних Фільтратах виявлено
4 сполуки з Rf 0,18, 0,40, 0,55 1 0,90. При розгляданні хро- 
матограми в УФ-світлі сполуки з Rf 0,18 і 0,40 мали світлоб- 
лакитне забарвлення, речовина з Rf 0,55 - темнофіолетове і 
сполука з Rf 0,90 - слабко червонокоричневе. Фузаріева кис­
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лота в УФ-світлі має червонокоричневе забарвлення 1 Rf 
0.870,88. БіоавтограФІчне дослідження показали, що сполука з 
Rf 0,90 викликала повне подавления росту Вас. eubtilie. Ky- 
льтуральні фільтрати штамів викликали підв'янення проростків 
сосни звичайної і сосни кримської. Більш чутливими до мета­
болітів були проростки сосни звичайної, ніж сосни кримської. 
Причому у одних випадках спостерігалось підв'янення стеблів 
у місці їх переходу до сім'ядольних листочків, в інших - пе­
рвинним було підв'янення кінців хвоїнок, а вторинним - стеб­
ла.

Розділ 10. ВИЗНАЧЕННЯ ХІМІЧНОЇ ПРИРОДИ ЕКЗОМЕТАБОЛІТІВ
ДЕРЕВОРУЙНІВНИХ ГРИБІВ, ЯКІ ВИЗНАЧАЮТЬ ЇХ 
АНТАГОНІСТИЧНІ ВЛАСТИВОСТІ ДО КОРЕНЕВОЇ ГУБКИ

10.1. Характер взаємодії деяких дереворуйнівних грибів з 
штамами кореневої губки

При сумісному зростанні Fomes fomentarlue, Polyporue ви- 
Ifureus і штамів Н. annosum спостерігалися однобічний, 
взаємний вплив досліджуваних грибів, а також нейтральні 
взаємовідносини між ними. Взаємовідносини між грибами відбу­
ваються задовго до зустрічі їх колоній. Відповідно, антаго­
ністичні взаємовідносини відбуваються через метаболіти, які 
виділяються грибами в субстрат. У міру накопичення їх в суб­
страті збільшується і антагонізм між культурами грибів. По­
ряд з цим чітко простежується фізіологічна різноякісність 
досліджуваних штамів кореневої губки шодо інших дереворуйні­
вних грибів (Негруцький, Бойко, Луганський, 1989), на яку 
недостатньо уваги звергають дослідники. Виявлену властивість 
необхідно використовувати при розробці біологічних засобів 
боротьби з цим патогеном з урахуванням його популяційного 
складу стосовно конкретних умов зростання рослини-хазяїна. 
Крім цього, слід проводити не тільки відбір активних штамів 
грибів-антагоністів до штамів конкретної популяції Н. anno­
sum, але і вивчати природу метаболітів, які виділяються цими 
грибами з метою одержання на їх основі препаратів проти 
кореневої губки.

10.2. Гриб Fomitopele ріпісоїа - антагоніст кореневої 
губки 1 продуцент щавлевої і лимонної кислот

Нами встановлено, що при сумісному зростанні штамів Н.
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annosum і Fomitopsis pinicola (штам К-82) на агаризованому 
пивному суслі відбувається сильне пригнічення росту штамів 
кореневої губки і зменшення в'язкості середовища. Вирощуван­
ня F. pinicola на рідкому глюкозо-пептонному середовищі по­
казало сильне його підкислення (1,96 - 2,00 pH). При цьому 
значенні pH середовища ріст штамів кореневої губки не спос­
терігався. Одержані дані (Бойко, Негруцький, Чесалов та 1н.,
1990) показують, що штам К-82 Fomitopsis pinicola виділяє в 
субстрат щавлеву і лимонну кислоти і це визначає його анта­
гоністичну активність шодо штамів Н. annosum. Відповідно, 
гриб F. pinicola може використовуватись для приготовления 
біопрепарату для боротьби з кореневою губкою. Оскільки Fomi- 
topsis pinicola може зрідка викликати захворювання дерев 
(Черемісінов,Негруцький, Лєшковцева, 1970; Трибун, 1991), то 
у цьому випадку слід використовувати культуральну рідину для 
оброблення пнів свіжозрубаних дерев, щоб запобігти Ix зара­
женню кореневою губкою або багаторазово обробляти цим Філь­
тратом пні уже інфіковані Н. annosum з метою подавления її 
росту. Наряду з цим гриб F. pinicola має значення як об'єкт 
біотехнології для одержання щавлевої і лимонної кислот, які 
можуть використовуватись в інших галузях господарства.

10.3. Характер взємовідносин Coltrlcia perrenis, Hir- 
schioporus Iariclnus зі штамами кореневої губки

Нами встановлено інший характер взаємовідносин С. perre­
nis, Н. Iaricinus зі штамами Н. annosum, ніж з F. pinicola. 
Колонії С. perrenis, Н. Iaricinus не зазнавали замітного ін­
гібуючого впливу з боку штамів кореневої губки. В свою чергу 
колонії грибниці С. perrenis не наростали на міцелій штамів
Н. annosum, а утворювалась стерильна зона, шириною 1 - 2  мм, 
між ними і ріст грибів зупинявся. Через це С. perrenis як 
антагоніст Н. annosum не має значення.

Поряд з цим газон міцелію слабовірулентних штамів Н. 
annosum поступово заростав грибницею Н. Iaricinus. Між коло­
ніями сильновірулентних штамів КС-3079, КС-3179, КВ-82166,
КВ-82179 і міцелієм Н. Iarlcinue утворювався валик із міце- 
лія і ріст грибів зупинявся. Одержані дані свідчать про те, 
що Н. Iaricinus може використовуватись для захисту пнів сос­
ни у тих випадках, коли популяція кореневої губки у даному 
ареалі соснових насаджень складається із слабовірулентних
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штамів. У зв'язку з тим. шо Н. Iaricinus при оптимальній те­
мпературі для росту штамів Н. annoeum виявляє достовірно бі­
льшу швидкість росту, ні* штами кореневої губки, то цей ан­
тагоніст можна використовувати як конкурент патогена за суб­
страт. У зв'язку з тим, шо ріст грибів С. perrenie, Н. Iari- 
Cinus не пригнічувався при сумісному зростанні з штамами Н. 
annoeum, було зроблено припущення про те, що ці гриби виді­
ляють в середовише речовини білкової природи, які 
взаємодіють з метаболітами кореневої губки і таким чином 
знешкоджують їх токсичну дію.

Вирощування С. perrenis I Н. Iaricinus на рідких живиль­
них середовищах супроводжувалось виділенням значної кількос­
ті речовин білкової природи. Виявлено, що серед цих білків 
наявні протеази молокозгортаючої дії. He виключено, що ці 
ферменти в природних умовах гідролізують гумінові сполуки 
грунту або залишкові білки мертвої деревини, які близькі до 
природи білка-казеїну молока.

Таким чином, одержані дані свідчать про те, що 
взаємодія між і'рибами-антагоністами і штамами Н. annosum 
відбувається через екзометаболіти, які мають різну хімічну 
природу - органічні кислоти, білки, ферменти й інші речови­
ни. У зв'язку з цим пошук грибів - антагоністів необхідно 
проводити серед різних груп грибів. Це дасть можливість ви­
користовувати ці організми і продукти їх обміну, які будуть 
одержані у процесі біотехнологічного культивування продуцен­
тів, не тільки для біологічного захисту рослин, але і в ін­
ших галузях господарства. Так, гриб гливу звичайну викорис­
товують не тільки в харчовій промисловості, але 1 рекоменду­
ють застосовувати як біологічний засіб боротьби з збудниками 
хвороб хвойних порід - опеньком звичайним і кореневою губкою 
(Бісько, Дудка, 1987 Сичов, Негруцький, Фільчаков, 1991 
Челишева, 1991). Позаклітинні протеази молокозгортаючої дії, 
які виділяються грибами Coltrlcla perrenis і Hirschioporus 
Iarlcinus, мають важливе господарське значення у зв'язку з 
дефіцитом сичужного ферменту 1 можуть знайти примінення у 
харчовій промисловості при виробництві сирів.
Розділ 11. МОЖЛИВІСТЬ ВИКОРИСТАННЯ ЕКЗОМЕТАБОЛІТІВ ГРИБIB- 

АНТАГОНІCTIВ У ХАРЧОВІЙ ПРОМИСЛОВОСТІ
11.1. Вплив Факторів середовища і способу культивування 
на молокозгортаючу активність і ріст Coltrlcla perrenis
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Нами встановлено, що температура 30-32'C і pH середовища 

у мехах від 4,58 до 5,73 е оптимальними для біосинтезу моло­
козгортаючого Ферменту С. perrenls. С. реггепів добре 
розвивається на ксилозі, глюкозі, арабінозі, лактозі 1 мані- 
ті. Молокозгортаюча активність (МЗА) гриба залежить від дже­
рела вуглецевого живлення 1 способу його культивування- Най­
більша (1,5-2 рази) МЗА культурального фільтрату спостеріга­
лась при глибинному культивуванні на ксилозі і глюкозі, ніж 
при поверхневому. Для одержання молокозгортаючого ферменту 
гриб необхідно вирощувати на середовищах з ксилозою і глюко­
зою. Оптимальний вік гриба для одержання ферменту - 8 - 10
діб у залежності від джерела вуглецю (Бойко, Негруцький, Ми­
рошниченко 1 Бондаренко, 1986).

11.2. Вплив фізико-хімічних Факторів на біосинтез проте­
іназ молокозгортаючої дії і ріст Hirechioporus Iaricinue

Вивчення впливу фізико-хімічних Факторів на ріст грибів 
викликає не тільки загальнобіологічний інтерес, але і 
допомагає у вирішенні проблем, які пов'язанні з використан­
ням чистих культур у біотехнології (Соломко, 1992 Еллан- 
ська 1 ін., 1992).

11.2.1. Вплив pH середовища на МЗА, споживання глюкози 1 
накопичення біомаси Н. Iaricinus

Нами встановлено, що компоненти живильного середовища - 
глюкоза, пептон та інші залежно від pH середовища використо­
вуються на різні потреби продуцента. При умові кислого сере­
довища глюкоза більшою мірою використовується на утворення 
Фермента, ніж біомаси, а на середовищі з pH, близьким до 
нейтрального, ці процеси мають обернену залежність. Більше 
накопичення біомаси грибом - нижче активність молокозгортаю­
чого ферменту. Для одержання молокозгортаючого фермента про­
дуцент Н. Iaricinus необхідно культивувати на середовищі з 
pH 4,40.

11.2.2. Вплив температури на МЗА 1 накопичення біомаси
Н. Iaricinus

Одержані дані свідчать про те, шо для росту Н. Iaricinus 
і виділення ним позаклітинного молокозгортаючого Ферменту
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температура у мехах 28-32°С є оптимальною.

11.2.3. Вплив різних джерел вуглецевого живлення на мо- 
локозгортаючу активність Н. Iarlclnus

Нами встановлено, шо підбір вуглеводів, як джерел вугле­
цю, необхідно проводити з урахуванням легко Індукованих ними 
ферментних систем Н. Iarlclnus, які розкладають даний суб­
страт. Такими субстратами-вуглеводами, у першу чергу, є кси­
лоза, фруктоза 1 глюкоза, а потім крохмаль і мальтоза. Саха­
роза і арабіноза погано використовуються продуцентом, про це 
свідчить відсутність синтезу молокозгортаючого ферменту.

11.2.4. Вплив різних джерел азотного живлення на МЗА і 
накопичення біомаси Н. Iaricinus

Нами встановлено, шо на живильних середовищах з хлорис­
тим амонієм, аспарагіновою кислотою виявлена низька актив­
ність ферменту (від 1038,5 до 1183,9 ум. од.) значно вища - 
на середовищі з азотнокислим амонієм (2070,2 ум. од.) і най­
вища - на середовищі з пептоном (8936,2 ум. од.).

Таким чином, кращим джерелом азотного живлення для Н. 
Iaricinus є пептон.

11.2.5. Вплив способу культивування на молокозгортаючу
активність, вміст білку і утворення біомаси Н. Iaricinue

Нами встановлено, шо при культивуванні Н. Iaricinus 
протягом 20 діб активність ферменту послідовно зростала при 
усіх способах його вирощування, але найбільша на 10-ту, 
15-ту і 20-ту добу була в зануреній культурі, ніж у гриба, 
який розвивався при періодичному перемішуванні середовища і 
поверхневому культивуванні. Глибинне культивування сприяє 
швидшому накопиченню біомаси Н. Iaricinue.

В умовах дефіциту молока відповідний практичний інтерес 
має визначення утворення ферменту не за його активністю, а 
за кількістю білку в культуральному фільтраті. Це припущення 
було провірено в експерименті. Одержані дані свідчать про 
те, що виділення в середовище речовин білкової природи, в 
тому числі молокозгортаючого Ферменту, продуцентом йде інтен­
сивніше при глибинному культивуванні. Одержані результати 
показали, що реєстрацію активності молокозгортаючого фермен-



ту в культуральному фільтраті можна проводити за кількістю 
білка в середовищі, який з'являється у процесі росту проду­
цента.

11.2.6. Оптимізація живильного середовища для культиву­
вання Н. Iarioinus - продуцента проте іназ 
молокозгортаючої дії

Оптимізацію вихідного глюкозо-пептонного середовища про­
водили за чотирьма Факторами глюкозою - х( , пептоном -х» 
MgSty7Н20 - X3, CaCl2 - X4 за планом повного факторного ек­
сперименту IWE-Zv (Максімов, Піменова, Гречушкіна, 1976).

Нами встановлено, оптимальним середовищем для культиву­
вання Н. Iaricinus з метою одержання фермента 
молокозгортаючої дії є середовище такого складу, г/л глюко­
за - 20, пептон - 10, MgS0,/7H20 - 1,1, CaCl4- 0,13, KH2POy -
0,6, KjHPO^- 0,4, ZnSOi/7Нг.О - 0,001, дистильована вода - до 
1 л. При вирощуванні продуцента на модифікованому середовищі 
вихід фермента збільшився у 3 рази і дорівнював 226 мг проти 
75 мг на вихідному середовищі у розрахунку на 1 л 
культуральної рідини. Це середовище використовується для ви­
рощування Н. Iaricinus у біореакторі "Біор-0,1" з метою оде­
ржання Фермента у кристалічному вигляді.

11.2.7. Спосіб одержання молокозгортаючого фермента із 
культурального Фільтрату Н. Iaricinus

Спосіб одержання молокозгортаючого ферментного препара­
ту (А.с. Ife 1395672, 1988) передбачає поверхневе культивуван­
ня продуцента Н. Iaricinus ВКЛМ F-263 на глюкозо-пептонному 
середовищі до досягнення максимальної активності, відділен­
ня міцелія фільтруванням, осадження фермента сірчанокислим 
амонієм і очищення, який відрізняється тим, шо з метою під­
вищення активності продукту і спрощення процесу Фільтрат 
охолоджують до 4-5“С, осадження проводять при 55-80%-ному 
насичені, а очищення спочатку діалізом проти охолодженої 
дистильованої води при 4—5*С, потім методом електрофорезе у 
паралельних пластинках пол і ак рилам і дно го геля.

11.2.8. Електрофоретичні дослідження молокозгортаючого 
ферментного препарату, білків культурального Фі­
льтрату і міцелія Н. Iarlclnus

Перша фракція фермента одержана при 55%-ному насиченні
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культурального фільтрату сірчанокислим амонієм. МЗА виділе­
ного білка склала 2 хв. і електрофоретично розділився на 4 
Фракції з BEP 0,304, 0,343, 0,392 і 0,559. Друга Фракція фе­
рмента одержана при 65%-ному насиченні. Ця фракція виявила 
високу МЗА (10 сек.) і електрофоретично розділилась на 9 ко­
мпонентів з BEP 0,103, 0,128, 0,231, 0,333, 0,423, 0,474,
0,538, 0,744 і 0,346. У культуральному фільтраті виявлено 11 
білкових зон, а МЗА його становила 4 хв. Білок міцелія роз­
ділився на 14 зон, а МЗА склала 8 хв.

Одержані дані свідчать про те, що у культуральному 
Фільтраті і міцелії продуцента, крім білків з молокозгортаю- 
чою функцією, містяться баластні білки, які необхідно вилу­
чати відповідними методами очистки.

11.2.9. Амінокислотний склад Ферментного препарату-ларицину 
Протеази відповідних штамів Mucor, Endothea I Aapergil- 

Ius успішно використовуються за рубежем для виготовлення си­
рів і у нинішній час задовольняють біля 10% потреби сичуга 
(Пріст, 1987). Проведені дослідження показали, що у Фермен­
тному препараті-ларицин, незалежно від складу середовища, 
найбільшою мірою містяться аспарагінова (20,36 і 14,28 мг%) 
і глутамінова (9,93 1 9,73 мг%) кислоти. У стандартному
м'ясному сичужному препараті вміст цих амінокислот становив 
16,30 і 14,85 мг% відповідно.

Таким чином Ферментний препарат, який виділяється у се­
редовище Н. Iaricinue, належить до кислих протеаз і може 
знайти примінення у сировиробництві.

11.2.10. Культивування Н. Iaricinue у біореакторі "Бі- 
ор-0,1" з метою одержання Ферментного препарату 
у кристасталі чному стані 

При культивуванні продуцента у біореакторі на модифіко­
ваному середовищі одержано у 3 рази більший вихід молокозгор­
таючого Ферменту, ніж на вихідному - глюкозо-пептонному. 
Ферментний препарат пройшов медико-біологічні дослідження у 
лабораторії гігієнічної оцінки харчових і кормових добавок у 
Науково-дослідному інституті гігієни харчування (г.Київ) і 
одержав висновок про можливість його використання у сирова­
рінні як замінник сичужного Ферменту. Розроблені технічні 
умови і технічна інструкція на молокозгортаючий ферментний 
препарат-ларицин.
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ВИСНОВКИ

1. У Формуванні системи Pinus sylvestris L.- Heteroba- 
sidon annosum приймають участь Ферментні системи - целюлоза 
і пероксидаза, які розкладають целюлозу і лігнин клітин ко­
реня рослини хазяїна. Запускаючим механізмом патогенезу сос­
ни звичайної, очевидно, є речовина, яка близька за природою 
до 5-н-6утілпіколінової кислоти, що виділяється кореневою 
губкою і порушує напівпроникливість мембран клітин росли- 
ни-хазяїна, а сполуки вуглеводної, білкової та іншої природи 
здійснюють підтримування цього процесу.

2. Проростки P. sylvestris і P. pallasiana виявлять різ­
ну реакцію на інфекцію штамів однієї популяції Н. annosum. 
Перші - більш чутливі до зараження, ніж другі. Це можна поя­
снити тим, що штами виділені із плодових тіл гриба Н. аппо- 
Biun, який паразитував на сосні звичайній в Кремінському ліс­
госпі Луганської області звідки одержане насіння для дослід­
ження і їх метаболізм більш ретельно "підігнаний" до обміну 
речовин P. sylvestris, ніж P. pallasiana. Це свідчить про 
Фізіологічну спеціалізацію кореневої губки до хвойних порід 
як усередині виду, так і між видами.

3. На початковому етапі зараження проростків сосни
звичайної спостерігається підвищення активності іо- 
нозв'язаної фракції пероксидази коренів під впливом сильно 
вірулентних штамів кореневої губки. В проростках сосни 
кримської відбувається підвищення активності
цитоплазматичної фракціїї пероксидази і зниження іо- 
нозв'язаної в коренях у процесі розвитку хвороби.

4. У хворих проростках сосни звичайної спостерігається 
значна зміна у біосинтезі ізоферментів цитоплазматичної пе­
роксидази, ніж іонозв'язаної, яка виражається зникненням або 
появою нових Форм Фермента порівняно зі здоровими. Порушення 
біосинтезу цитоплазматичної пероксидази у проростках сосни 
кримської незначне, інфекція викликає зміну алельності ге­
нів, які відповідають за синтез цих форм пероксидази.

5. Ізоферментний спектр пероксидази здорових проростків 
P. sylvestris і P. pallasiana свідчить про фізіологічну їх 
різноякісність. Корені проростків сосни звичайної містять 
два ізоферменти, а сосни кримської - шість форм 
цитоплазматичної пероксидази. В стеблах проростків P. sylve­
stris виявлено 4, а в стеблах P. pallasiana - 3 ізоформи пе-



роксидази, He виключено, шо ці відмінності є однією із при­
чин, які зумовлюють підвищену стійкість сосни кримської до 
штамів кореневої губки.

6. Більш вірулентні штами на ранньому етапі зараження 
проростків сосни звичайної викликають пілвишення активності 
о-дифенолохсидази в стеблах. Активність о-дифєнолоксидази у 
інфікованних стеблах мохна використовувати як тест для вияв­
лення більш вірулентних штамів конкретної популяції 
кореневої губки. Під впливом інфекції! в проростках сосни 
різних видів збільшується число ізоформ о-дифенолоксидази.

7. При розповсюдженні сосни звичайної у південно-східну 
частину України збільшується кількість популяцій, які проду­
кують чорне і бежове насіння з більшою масою, ніж у північ­
ній і процентний вміст особин, які утворюють насіння з чор­
ним забарвленням. Крашу схожість виявляє те насіння, яке мі­
стить більше білку. Проростки сосни одержані із чорного на­
сіння виявляють підвищену стійкість до штамів кореневої губ­
ки, ніж проростки із бежевого насіння. Цю властивість чорно­
го' насіння з врахуванням підвищенного вмісту білку слід ви­
користовувати для відтворення соснових насаджень і у селек­
ційній роботі, яка пов'язана з стійкістю сосни до кореневої 
губки.

8. Моноконідіальні культури конкретного штаму відріз­
няються розмірами морфологічних структур при порівнянні між 
собою і штамом, від якого вони походять. Монобазидіальні і 
гетерокаріотичні культури одного плодового тіла Н. annosum 
мають відмінність по ширині гіф, конідієносців і конідій.

9. Штами кореневої губки по-різному реагують на дію фак­
торів навколишнього середовища. Виявлені три групи штамів з 
урахуванням нижніх температур, при яких розпочинається ріст 
грибниці. "Холодолюбиві" штами можуть швидше проникати у ко­
рені рослини-хазяїна, ніж "теплолюбиві" і таким чином уника­
ти антагоністичної дії з боку грунтових грибів, для початко­
вого росту яких необхідна більш виша температура, ніж для 
штамів Н. annosum. Тому при використанні грибів для боротьби
з кореневою губкою необхідно враховувати їх мінімальний тем­
пературний режим росту, який повинен прирівнюватись до тем­
пературного мінімуму росту штамів конкретної популяції 
кореневої губки.

10. Штами однієї популяції! кореневої губки виявляють
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мінливість на рівні білків і ізоферментів пероксидази, ката- 
лази. с<-амілази. о-дифенолоксидази. малатдегідрогенази, глу 
таматдегідрогенази, малик-ензиму і супероксиддисмутази, що 
сприяє з'явленню нових Форм гриба. Цю властивість необхідно 
враховувати при виборі мір боротьби з ними, а також при 
створені стійких хвойних культур.

11. У проростках сосни звичайної, інфікованих моноконі- 
діальними культурами штамів Н. annosumm спостерігається змен­
шення відношення хлорофілу а до хлорофілу б, збільшення 
вмісту каротину і зменшення - лютеіну у порівнянні зі здоро­
вими. Більш вірулентні моноконідальні культури викликають 
збільшення синтезу гліцину у порівнянні зі здоровими пророс­
тками і проростками, які пошкодженні менш вірулентними штама­
ми. Це, очевидно, пов'язано з захисною реакцією проростків 
до інфекції, так як гліцин є первинною сполукою у біосинтезі 
молекул хлорофілу.

12. В культуральних Фільтратах штамів однієї популяції 
кореневої губки містяться целобіоза, сахароза, ксилоза, ара­
бі но за, аміак, білки, ізоферменти пероксидази і сполука, яка 
близька за природою до 5-н-бутілпіколінової кислоти. Очевид­
но, токсичні речовини 5-н-бутілпіколінова кислота і аміак 
порушують напівпрониклквість мембран клітин кореня росли­
ни-хазяїна вуглеводи взаємодіють з іншими речовинами прий­
мають участь у закупорці сосудів, а пероксидаза у деструкції 
клітинних стінок. В залежності від пггаму гриба і фізіологіч­
ного стану рослини-хазяїна хвороба може протікати з різною 
швидкістю, шо часто спостерігається у природних умовах.

13. Антагоністичні властивості дереворуйнівних грибів до 
штамів кореневої губки проявляються через екзометаболіти, 
які виділяються грибами в середовище. Такими метаболітами є 
органічні кислоти, білки, ферменти та інші речовини. Поряд з 
цим чітко простежується Фізіологічна різноякісність штамів 
кореневої губки шодо грибів-антагоністів, на котру недостат­
ньо приділяється уваги. Виявлену властивість необхідно вико­
ристовувати при розробці біологічних засобів боротьби з цим 
патогеном у конкретних умовах зростання рослини-хазяїна. 
Крім цього, необхідно проводити відбір активних штамів гри- 
6ів-антагоністів, вивчати природу Ix екзометаболітів з метою 
одержання препаратів проти кореневої губки 1 для застосуван­
ня в інших галузях господарства.
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14. Гриб Fomitopsis pinicola (штам К-82) виділяє щавле­
ву 1 лимонну кислоти і це визначає його антагоністичну ак­тивність щодо штамів Н. annosum. Крім цього цей продуцент 
може використовуватись у біотехнології для одержання 
щавлевої і лимонної кислот і використання в інших галузях 
господарства.

15. Гриб Hirshioporue Iaricinus є не тільки конкурентом 
кореневої губки за субстрат, але і активним продуцентом фер­
мента молокозгортаючої дії. Розроблена технологія його куль­
тивування в біореакторі "Біор-0,1" з метою одержання фермен­
та у кристалічному стані. Ферментний препарат пройшов меди- 
ко-біологічні дослідження і одержано висновок про можливість 
його використання у сороварінні. Розроблені технічні умови і 
технологічна інструкція на ферментний препарат-ларицин з ме­
тою одержання дослідного зразку сиру.ОСНОВНІ ПРАНІ, ОПУБЛІКОВАНІ ПО ТЕМІ 
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АННОТАЦИЯ
Бойко М. И. "Физиолого-биохимические особенности системы 

Pinus sylveetris L. - Heterobasidlon annoeum (Fr.) Bref и 
перспективы практического использования экзометаболитов не­которых дереворазрушающих грибов". Диссертация на соискание 
научной степени доктора биологических наук по специальностям
03.00.12 - физиология растений и 03.00.24 - микология, Киев­
ский университет имени Тараса Шевченко, Киев, 1996.

Получены новые экспериментальные данные о Формировании и 
физиолого-биохимическим особенностям системы Pinus sylves­
tris - Heterobasidion annosum. Впервые показана роль перок- 
сидазы, вещества, близкого к природе 5-н-бутилпиколиновой 
кислоты, а также ксилозы, арабиноэы, сахарозы, целлобиозы, выделяемых штаммами одной популяции Н. annosum в патогенезе 
P. sylvestris. Установлена внутрипопуляционная изменчивость 
по ряду признаков растения-хозяина, патогена и роль сапро- 
трофных дереворазрушающих грибов в ограничении распростране­
ния корневой губки. Установлена химическая природа экэомета- 
болитов грибов Fomitopsls pinicola и Hirschioporus Iariclnus
— антагонистов корневой губки и показана возможность их ис­
пользования не только для борьбы с корневой губкой, HO и в 
других отраслях хозяйства.

BRIEF INFORMATION
Boyko М.I. "PhyBiological and biochemical peculiarities 

of Pinus sylvestris L. - Heterobaeldlon annosum (Fr.) Bref 
system and the perspectives of the practical usage of exome- 
tabolites of some wood-destroying fungi”. Thesis for a doc­
tor of biological sciences on the specialities 03.00.12 -
Plant Physiology and 03.00.24 - Mycology, Taras Shevcheneo 
Kiev University, Kiev, 1996.

New experimental data about the formation and physiologi­
cal and biochemical peculiarities of Pinue sylvestris - He- 
terobasidion annosum system were received. For the first ti­
me the role of peroxidase was ehown. This Is the substance 
close to nature of 5-n-butilplcol asid, as well to xylose, 
arablnose, sucrose, cellobiase excreted by straines of one 
and the same population of H. annoeum into substratum, in 
pathogenesis P. sylvestris. Intropopulative changeability 
according to a number of signs of the host plant, pathogen 
and the role of saprophytic wood destroying fungi in the re­
striction of H. annosum spreading were established. The che­
mical nature of exometabolites of fungi Fomitopsie pinicola 
and Hirschioporue laricinus - which are the antagonist of H. 
annosum was determined. It was shown the possibility of the­
ir usage not only for the struggle with the H. annosum but 
in other branches of production as well.

КЛЮЧОВІ СЛОВА: сосна звичайна, фітопатогенний гриб - He- 
terobasidlon annosum, ферменти, білки, 5-н-бутілпіколінова 
кислота, вуглеводи, протеінази молокозгортаючої дії.
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