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Протеолитические ферменты широко применяются в пищевой, фармакологической, медицин-

ской и сельскохозяйственной промышленности. Основным источником их получения являются 

поджелудочная железа и слизистая желудка крупного рогатого скота и свиней. Данный ресурс яв-

ляется ограниченным и не дешевым, поэтому на современном этапе развития биотехнологических 

процессов остается востребованным поиск новых более дешевых источников протеиназ. 

Одной из перспективных групп продуцентов протеолитических ферментов являются бази-

диальные грибы. Многочисленные исследования свидетельствуют о том, что среди дереворазру-

шающих базидиомицетов имеются активные продуценты молокосвертывающих и прочих протеи-

наз [1, с.237]. Протеиназы обнаружены в мицелии и в культуральном фильтрате гриба вешенки 

обыкновенной (Pleurotus ostreatus). Род вешенка представлен 39 видами, 9 из которых являются 

объектами культивирования в различных странах Европы, Азии и Америки. Преимуществами ви-

дов рода Pleurotus перед другими культивируемыми грибами являются: высокая скорость роста 

мицелия и значительная конкурентоспособность по отношению к посторонней микрофлоре, спо-

собность утилизировать из разнообразных растительных отходов различные углеродсодержащие 

соединения, относительная простота технологии выращивания, устойчивость к бактериальным, 

грибным и вирусным болезням, высокие вкусовые и питательные свойства [2, с. 4]. 

Марганец – незаменимый микроэлемент, постоянно присутствующий в живых организмах и 

необходимый для их нормальной жизнедеятельности. Он входит в структуру или активирует ряд 

ферментов, участвующих в реакциях окисления-восстановления, декарбоксилирования и гидроли-

за. Например, Mn-зависимая пероксидаза – один из лигнолитических энзимов, синтезируемых 

Basidiomycetes [3, с. 64]. Значение марганца в реализации биохимических и физиологических про-

цессов изучается давно, однако механизм действия этих ионов еще не до конца изучен. 

Цель исследования – изучить особенности влияния ионов марганца на активность протеоли-

тических ферментов мицелия вешенки обыкновенной (P. ostreatus) и культуральной жидкости, 

полученных методом глубинного культивирования. 

Материалы и методы. Объектом исследования служили мицелий и культуральная жидкость 

двухнедельной глубинной культуры «дикого» штамма P. ostreatus, выделенного в 2014 г. из пло-

довых тел, растущих на тополе в г. Минске. Гриб культивировали на картофельно-сахарозной сре-

де с добавлением пяти концентраций MnCl2 (контроль – без Mn
2+

, 0,025 мг/л, 0,1 мг/л, 0,5 мг/л, 

2,5 мг/л и 10 мг/л) при средней температуре 27 °С в течение двух недель. Образцы мицелия и 

культуральной жидкости отбирали на льду. Мицелий гомогенизировали с добавлением бидистил-

лированной воды в течении 2 минут на льду и центрифугировали при 4 °С и 8000 об/мин в тече-

нии 10 минут. Протеолитическую активность супернатантов экстракта мицелия гриба вешенка 

обыкновенная и культуральной жидкости оценивали на двух белках-субстратах – гемоглобине 
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(Sigma, США) и желатине (Fluka, Германия) в тонком слое агар-агара [4, с. 143-144]. В качестве 

растворителя при приготовлении белок-агаровых пластин использовали раствор хлорида натрия 

0,15 М, рН 7,4. Концентрация гемоглобина или желатина составляла 10 г/л, агар-агара – 10 г/л. 

Пластины с нанесенными пробами (10 мкл) супернатантов экстракта мицелия или культуральной 

жидкости инкубировали при 37 °С в термостате в течение 20 часов. Зоны лизиса визуализировали 

обработкой белок-агаровых пластин 1 н хлорной кислотой. 

Все эксперименты выполнены четырехкратно. Полученные результаты обработаны статистиче-

ски с вычислением t-критерия Стьюдента. 

Результаты и их обсуждение. Супернатанты гомогенатов мицелия вешенки расщепляли оба 

белка-субстрата – гемоглобин и желатин (таблица). В контроле интенсивность расщепления жела-

тина на 78,3 % превосходила таковую у гемоглобина. 

При расщеплении гемоглобина протеолитическая активность гомогенатов мицелия вешенки, 

произраставшей с добавлением в питательную среду ионов Mn
2+

 концентраций 0,025 мг/л, 

0,1 мг/л, 0,5 мг/л и 2,5 мг/л, снижалась по отношению к контролю на 42,2 %, 14,1 %, 0,9 % и 

52,8 % соответственно, но увеличивалась по отношению к контролю на 10,6 % при добавлении 

ионов Mn
2+ 
в концентрации 10 мг/л. 

Протеолитическая активность при расщеплении желатина гомогенатами мицелия вешенки, 

произраставшей с добавлением в среду ионов Mn
2+ 
в концентрациях 0,025 мг/л; 2,5 мг/л; 10 мг/л 

по отношению к контролю снижалась на 4,5 %, 16,9 %, 26,3 % соответственно, но при концентра-

циях ионов марганца 0,1 мг/л и 0,5 мг/л увеличивалась на 12,7 % и 21,8 % соответственно. 

Культуральная жидкость расщепляла оба белка-субстрата – гемоглобин и желатин (таблица). 

Протеолитическая активность культуральной жидкости при расщеплении желатина в контроле на 

25,7 % выше по сравнению таковой с гемоглобином. 

Добавление ионов Mn
2+ 

 в исходную среду при культивировании вешенки в концентрациях 

0,025 мг/л, 0,1 мг/л, 0,5 мг/л и 10,0 мг/л приводило к снижению интенсивности протеолиза гемо-

глобина на 5,9 %, 6,1 %, 2,1 %, 0,3 % по сравнению с контролем соответственно. Добавление 

ионов Mn
2+ 

 в исходную среду в концентрации 2,5 мг/л, незначительно усиливало протеолиз гемо-

глобина по сравнению с контролем (на 5,7 %). 

 

Таблица - Расщепление белков-субстратов супернатантом гомогенатов мицелия и культураль-

ной жидкостью P. ostreatus в присутствии ионов Mn
2+

 in vivo 

 

Концентрация 

MnCl2, мг/л 

Площадь расщепления белков-

субстратов супернатантом гомогена-

тов мицелия вешенки, мм
2
 

Площадь расщепления белков-

субстратов культуральной жидко-

стью, мм
2
 

гемоглобина желатина гемоглобина желатина 

контроль  

(без добавок) 
45,3 ± 0,9 208,9 ± 8,7 57,6 ± 2,3 77,6 ± 4,5 

0,025 26,2 ± 2,9* 199,6 ± 9,1 54,2 ± 1,5 69,0 ± 1,8 

0,1 38,9 ± 2,4* 235,4 ± 5,8* 54,1 ± 0,9 104,9 ± 4,4* 

0,5 44,9 ± 3,9 254,4 ± 7,6* 56,4 ± 0,2 105,8 ± 1,2* 

2,5 21,4 ± 1,1* 173,6 ± 5,6* 60,9 ± 2,9 74,3 ± 6,1 

10,0 50,1 ± 2,9 154,0 ±19,4* 57,4 ± 3,0 83,6 ±4,5 
Примечание: * – изменения статистически достоверны при Р ≤ 0,05 

 

Добавление ионов Mn
2+ 

 в исходную среду при культивировании вешенки в концентрациях 

0,025 мг/л и 2,5 мг/л приводило к снижению интенсивности протеолиза желатина на 11 % и 4,1 % 

по сравнению с контролем соответственно. Добавление ионов Mn
2+

 в исходную среду в концен-

трациях 0,1 мг/л, 0,5 мг/л и 10,0 мг/л стимулировало протеолиз желатина по сравнению с контро-

лем на 35,4 %, 36,5 % и 7,9 % соответственно.  

Выводы. Добавление в культуральную среду различных концентраций ионов Mn
2+ 
при глу-

бинном культивировании P. ostreatus существенно влияет на интенсивность расщепления белков-

субстратов, как гемоглобина, так и желатина, культуральной жидкостью и супернатантами гомо-

генатов мицелия вешенки. Протеолиз гемоглобина активнее проявлялся при использовании куль-

туральной среды, а желатина – гомогенатов мицелия вешенки. Зависимость расщепления белков-

субстратов от концентрации марганца требует дальнейших исследований. 
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Растение в биогеоценозе не существует изолировано от своего окружения, оно взаимодействует 

как с факторами окружающей среды, так и с другими организмами. Биологическое взаимодей-

ствие, способствующее росту и выживанию обоих видов-партнеров, является одним из главных 

типов взаимодействия, т.е. симбиозом. Наиболее экологически важным примером симбиоза явля-

ется микориза [1].  

Роль микоризообразующих грибов в симбиозе разнообразна: грибы, имея разветвленный мице-

лий, увеличивают всасывающую поверхность корней растения, поставляют минеральные веще-

ства и воду; переводят труднодоступные соединения фосфора в растворимые и транспортируют их 

в корневую систему растения. Грибы же производят активные биологические вещества, являющи-

еся для растений необходимыми соединениями, которые способны повышать устойчивость расте-

ний к болезням, устранять патогенные организмы путем синтеза антибиотиков. Растения при этом 

обеспечивают грибы энергетическими веществами, а также витаминами, необходимыми для раз-

вития [2]. На бедных почвах хорошо растут растения семейства вересковых, чему способствует 

наличие микоризы на корнях растений. 

Цель исследования состояла в изучении микоризной инфекции на корнях аборигенных и инро-

дуцированных видов представителей семейства вересковых.  

Для исследования на микоризную инфекцию корни были исследованы в разных ценотических 

условиях: аборигенные виды черники из cосняка березово-черничного на возвышении микрорель-

ефа и в понижении микрорельефа, в 4,5 км к востоку от деревни Вулька Пинского района; из сос-

няка осиново-черничного этой же окрестности, в сосновом лесу в районе деревни Понятичи Пин-

ского района в 20,5 км от г. Пинска. При этом высота собранных растений колебалась от 30 до 60 

см вышеназванных сообществ. Корни голубики собирали с экспериментально-опытного участка 

биотехнологического факультета ПолесГУ в 5 км от города Пинска. Все растения выкапывали с 

корнем и проводили учет степени микоризации. 

 Определение частоты встречаемости и интенсивности микоризной инфекции дает представле-

ние как о равномерности или неравномерности распространения микоризного гриба в корневой 

системе, так и его обилии в тканях корня. Для определения частоты встречаемости микоризной 

инфекции и интенсивности микоризной инфекции растений, готовили препараты из образцов кор-

ней отобранных растений. У каждого растения исследовали 10 см корней, которые разрезали на 10 

фрагментов и последовательно раскладывали поперечные срезы на предметных стеклах.  Приго-

товленные препараты рассматривали под микроскопом Olympus CX41 с цифровой камерой SC30 

при помощи светопольной микроскопии. При микроскопировании учитывали общее число про-

смотренных полей зрения и число полей зрения, где обнаружена микориза. На каждом сантиметре 

длины корня брали по 5 полей зрения и на каждом из них определяли количество гриба по пяти-

балльной системе по методике И.А. Селиванова [3]. При микроскопировании на многих фрагмен-

тах корней были видны арбускулы и везикулы, типичные структуры характерные для арбускуляр-

ных микоризных грибов, которые являются зоной контакта между грибом и растением. Регистри-

ровали количество полей зрения с мицелием, арбускулами и везикулами (рисунок). На основании 
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