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Фитопатогенные грибы и оомицеты являются
возбудителями многих самых разрушительных
болезней растений, которые приводят каждый
год к очень значительным потерям урожая во
всем мире. В настоящее время описано примерно
100000 видов грибов и оомицетов, но только
очень малая часть из них является патогенной [1].
Тем не менее филогенетические исследования
показали, что болезнетворные патогены не обяза<
тельно тесно связаны друг с другом. На самом де<
ле они распространены во всех таксономических
группах грибов, часто показывая тесную эволю<
ционную связь с непатогенными видами [2].
Весьма вероятно, что фитопатогенность изменя<
лась много раз в течение эволюции грибов и
оомицетов [2]. В последние годы проводятся ин<
тенсивные исследования генов, ответственных за
патогенность микроорганизма и его внедрение в
растение [3], которые отсутствуют у сапрофитов.
Так, гены, которые необходимы для успешного
завершения жизненного цикла патогенов, но не<
обязательны для роста сапрофитов, рассматрива<
ются как патогенные факторы [3].

Было показано, что, несмотря на различное
происхождение и разные положения на филоге<
нетическом дереве истинных грибов и оомицетов
[4], они секретируют ряд белков, известных как
эффекторы, которые важны для инфицирования

растения<хозяина [2]. Эти белки могут блокиро<
вать защитную систему растения и повреждать
его клеточные стенки, обеспечивая вторжение
патогена. Они включают в себя ряд секретируе<
мых протеиназ, транскрипционные факторы и
компоненты каскада передачи сигналов. Экзо<
протеиназы, продуцируемые мицелием грибов,
могут осуществлять как снабжение патогена пи<
танием, так и играть специфическую роль в кле<
точном метаболизме. Гены, кодирующие протеи<
назы и пептидазы, обнаружены в геномах ряда
фитопатогенов. Они могут определять патоген<
ность или вирулентность микроорганизма [3]. 

Все известные протеиназы в соответствии с
природой функциональных групп в активном
центре распределены на шесть основных классов:
сериновые, цистеиновые, треониновые, аспартат<
ные, глутаматные и металлопептидазы. Экстрацел<
люлярные протеолитические ферменты грибов
представлены в основном сериновыми пептидаза<
ми, которые включают семейство химотрипсина
(S1) и субтилизина (S8) [5]. Семейство S1 включает
химотрипсины из подсемейства S1A, которые рас<
пространены в основном у животных и реже в гри<
бах, и трипсины, большинство из которых найдены
у грибов. В ряде исследований было показано, что
для патогенов растений характерна секреция трип<
синоподобных ферментов, в то время как сапро<
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Изучены сериновые протеиназы, продуцируемые тремя фитопатогенными микроорганизмами,
принадлежащими к различным семействам грибов и поражающими растения картофеля. Показано,
что оомицет Phytophthora infestans (Mont.) de Bary и грибы Rhizoctonia solani и Fusarium culmorum сек<
ретируют сериновые протеиназы. Анализ субстратной специфичности и чувствительности к дей<
ствию синтетических и белковых ингибиторов позволил отнести их к трипсино< и субтилизинопо<
добным ферментам. Соотношение трипсиноподобных и субтилизиноподобных протеиназ зависело
от состава культуральной среды, особенно от формы азотного питания. Филогенетический анализ
показал, что, в отличие от базидиомицета R. solani, аскомицет F. culmorum и оомицет P. infestans про<
дуцируют сходные по составу экзопротеиназы, несмотря на то что они являются более дальними
родственниками. Это указывает на то, что секреция сериновых протеиназ различными фитопато<
генными микроорганизмами зависит не только от условий окружающей среды, но и их филогене<
тического положения. Полученные данные позволяют предположить, что экзопротеиназы фитопа<
тогенных грибов играют различную роль в патогенезе. С одной стороны, они могут способствовать
адаптации гриба при увеличении диапазона растений<хозяев, а с другой – выполнять различные
функции при его выживании в экологических местах обитания вне растения<хозяина.
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фиты продуцируют преимущественно субтилизи<
ноподобные ферменты [6–8]. В последствии
только у фитопатогенных грибов были обнаруже<
ны гены, кодирующие трипсиноподобные проте<
иназы [9, 10].

Цель работы – сравнительный анализ серино<
вых протеиназ, продуцируемых мицелием трех
патогенных микроорганизмов, которые вызыва<
ют заболевания картофеля: Phytophthora infestans
(Mont.) de Bary, Rhizoctonia solani Kuhn и Fusarium
culmorum (W. G. Sm.) Sacc.

МЕТОДИКА

В работе использовали оомицет Phytophthora
infestans (Mont.) de Bary и грибы Rhizoctonia solani
Kuhn (AG�3) 153 и Fusarium culmorum (W. G. Sm.)
Sacc., которые были любезно предоставлены На<
циональным практическим центром по картофе<
леводству и овощеводству Национальной Акаде<
мии Наук Республики Беларусь. Культуры выра<
щивали на овсяно<агаровой среде с добавлением
термостабильных белков картофеля в течение 11–
14 сут при комнатной температуре (21°C). Среди
ряда культуральных сред были выбраны те, в кото<
рых наблюдался максимальный рост микроорга<
низмов, секретирующих протеолитические фер<
менты. Выбраны следующие среды: среда I содер<
жала на 100 мл KH2PO4 (0.15 г), MgS04 ⋅ 7H2O2

(0.025 г), FeSO4 ⋅ 7H2O2 (1 мг), тиамин (1 мг), ри<
бофлавин (1 мг) и термостабильные белки из
клубней картофеля; среда II представляла собой
среду I, в которую был добавлен дрожжевой экс<
тракт (1 г). 

Микроорганизмы выращивали в колбах Эрлен<
мейера (500 мл), в которые вносили по 150 мл куль<
туральной среды. В среду вводили 15 мл суспензии
каждой культуры. P. infestans было 2 × 105 зоос<
пор/мл, F. culmorum – 2 × 105 макроконидий/мл и R.
solani – 15 мл мицелия. После 12 сут роста мицелий
собирали на фильтровальную бумагу ватман № 41,
промывали небольшим количеством теплой ди<
стиллированной воды, нагревали в течение ночи в
духовом шкафу при температуре около 90°С, охла<
ждали в эксикаторе и взвешивали. После более
длительного периода сушки не наблюдали допол<
нительной потери веса. Фильтрат, полученный
после сбора мицелия, использовали для анализа
секретируемых ферментов.

Белки из фильтрата после 12 сут роста микро<
организмов осаждали (NH4)2SO4 (80% насыще<
ния). Осадок отделяли центрифугированием при
10000 g в течение 30 мин при 4°C, растворяли в
минимальном количестве дистиллированной
воды, обессоливали гель<хроматографией на Се<
фадексе G<25 и лиофильно высушивали. 

Протеолитическую активность ферментов опре<
деляли по методу Кунитца [11], используя в каче<

стве субстратов казеин (1%<ный раствор), гемо<
глобин (0.5%<ный раствор), а также азоказеин
(0.5%<ный раствор) [12]. Время гидролиза азоказе<
ина составляло 30 мин, а казеина и гемоглобина –
1 ч. Активность цистеиновых протеиназ оценивали
после инкубации в присутствии 25 мМ L<цистеина
и 1 мМ ЭДТА в течение 10 мин в соответствии с
модифицированным методом Куница. За одну
единицу протеолитической активности (Е) при<
нимали то количество фермента, которое приво<
дит к увеличению оптической плотности на 0.1
при 366 нм (для азоказеина) и 280 нм (для казеина
и гемоглобина) в течение 1 мин.

Амидазную активность ферментов определяли
по методу Эрлангера и соавт. [13] с использованием
синтетических n�нитроанилидов: Nα<бензоил<L<
аргинина (БАПА), N<сукцинил<глицил<глицил<L<
фенилаланина (СукГГФПА), N<карбобензокси<L<
аланил<L<аланил<L<лейцина (КбзААЛПА), лейци<
на (ЛПА) и ацетил<L<аланил<L<аланил<L<аланина
(АцАААПА). Концентрация субстрата составляла
0.5 мМ. За одну единицу амидазной активности
(АЕ) принимали количество фермента, которое
расщепляло 1 нмоль субстрата в 1 мин.

Для проведения ингибиторного анализа были
использованы следующие ингибиторы протеолити<
ческих ферментов: йодацетамид (ИAA, 1 мM), хлор<
метилкетон тозил<L<лизина (ХМКТЛ, 1 мМ), хлор<
метилкетон тозил<L<фенилаланина (ХМКТФ,
1мМ), диизопропилфторфосфат (ДИПФФ, 1 мМ);
ЭДТА (4.0 мМ), дитиотриэтол (ДТТ, 1 мМ), фенил<
аланинметансульфонилфторид (ПМСФ, 1 мМ),
п<хлормеркурийбензоат (ПХМБ, 0.2 мМ). 

Электрофорез в 20%<ном ПААГ в присутствии
ДДС<Na (ДДС4ПААГ) и β<меркаптоэтанола про<
водили по методу Лэммли [14]. Гели окрашивали
0.1%<ным раствором Кумасси R<250 в 20%<ном
этаноле, содержащем 5% формальдегида.

ДДС<ПААГ<электорофорез проводили также
в присутствии сополимеризованного субстрата
(0.1%<ная желатина) по методу Хеуссен и Даудл
[15)]. На дорожку наносили 0.010–0.015 мг бел<
ков, выделенных из культуральной жидкости.
После электрофоретического разделения белков
гель инкубировали в 2.5%<ном растворе тритона
Х<100 в течение 2 ч при интенсивном перемеши<
вании для удаления ДДС<Na и восстановления
активности ферментов. Реакцию гидролиза жела<
тины разделенными фракциями осуществляли,
инкубируя гель в 0.1 М глицин<HCl буфере, рН
8.3, в течение ночи при комнатной температуре.
Затем гель окрашивали 0.1%<ным раствором ами<
дочерного в течение 1 ч и избыток красителя от<
мывали смесью этанол–уксусная кислота–вода
(3 : 1 : 6). Компоненты, обладающие протеолити<
ческой активностью, выявлялись как бесцветные
зоны на голубом фоне окрашенной желатины.
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Содержание белка определяли по модифици<
рованному методу Брэдфорд, используя в каче<
стве стандарта БСА [16].

Все эксперименты и анализы проводились, по
крайней мере, в трех повторностях, и результаты
представлены в виде средних значений, получен<
ных с указанием стандартного отклонения.

В работе использовали казеин (НПО “Био<
лар”, Латвия), азоказеин, гемоглобин, синтетиче<
ские субстраты и ингибиторы (“Sigma Chemicals
Co”, США), сефадекс G<25 и набор низкомолеку<
лярных белков<маркеров (LMW Calibration Kit)
фирмы “Pharmacia” (Швеция). 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

В первой серии экспериментов было изучено
влияние нескольких факторов (рН среды, концен<
трация неорганического азота) на секрецию вне<
клеточных протеиназ фитопатогенами P. infestans
(Mont.) de Bary, R. solani, и F. culmorum, которые на
филогенетическом дереве, представленном на
рис. 1, I, занимают различные ветви. Так, истин<
ные грибы, относящиеся к семействам базидио<
мицетов (R. solani) и аскомицетов (F. culmorum),
филогенетически далеки от P. infestans, который
принадлежит к семейству оомицетов (Oomycota)
(рис. 1, I). Традиционно, в связи с нитевидными
особенностями роста оомицеты были классифи<
цированы в царстве грибов. Тем не менее совре<
менные молекулярные и биохимические анализы
показывают, что оомицеты таксономически ме<
нее сходны с нитчатыми грибами, но более тесно
связаны с бурыми водорослями (heterokonts), от<
носящимися к царству эукариот [17–19].

При росте на полусинтетической культураль<
ной среде, содержащей KH2PO4, MgSO4, FeSO4,
тиамин и рибофлавин, наблюдали низкую секре<
цию протеиназ всеми указанными микроорга<
низмами, хотя все они поддерживали довольно
хороший рост. 

Поскольку изучаемые микроорганизмы явля<
ются возбудителями самых разрушительных бо<
лезней картофеля, в культуральную среду были
добавлены термостабильные белки из клубней
картофеля. Это инициировало секрецию проте<
иназ грибами R. solani and F. culmorum (рис. 1, IIа
и IIIа, кривые 2). Однако в среде выращивания
P. infestans активность экзопротеиназ оставалась
на низком уровне и не изменялась практически в
течение всего роста культуры, хотя и наблюдался
значительный прирост биомассы (рис. 1, IVа,
кривые 1 и 2).

Оказалось, что значение рН культуральной
среды изменялось в процессе роста всех трех мик<
роорганизмов от слегка кислого до нейтрального.
Постоянное значение рН (7.2–7.4) достигалось по<
сле 12 сут инкубации (рис. 1, IIа–IVа, кривые 3).

Способность патогенных грибов поддерживать рН
не зависела от состава питательной среды. Следует
отметить, что зависимость синтеза и секреции эк<
зопротеиназ от рН среды также была обнаружена у
некоторых микроорганизмов [20]. Тем не менее
грибы обычно избегают естественной среды обита<
ния с неподходящим значением рН, возможно, из<
за метаболических затрат на его коррекцию и не
конкурируют с микроорганизмами, более адапти<
рованными к изменениям рН. Наконец, протеоли<
тическая активность фермента, как известно, силь<
но зависит от рН, поэтому для того чтобы эффек<
тивно расщеплять белки, оптимум рН протеиназ в
идеале должен соответствовать рН среды обитания
микроорганизма. Можно заметить, что значения
рН среды влияло на рост биомассы (рис. 1, IIа–
IVа, кривые 1).

Добавление в среду KNO3 приводило к значи<
тельному снижению активности экзопротеиназ,
что указывало на подавление их секреции и, воз<
можно, синтеза. Поскольку секреция экзофер<
ментов подавляется в присутствии нитратов, име<
ются основания полагать, что минеральный азот
регулирует адаптацию патогена к окружающей
среде по механизму, который можно отнести к ка<
таболической репрессии [21]. 

Для изучения влияния органического азота на
секрецию экзопротеиназ патогенов в питатель<
ную среду были дополнительно добавлены белки
из экстракта дрожжей. При этом для всех микро<
организмов наблюдали заметное увеличение сек<
реции экзопротеиназ, которое сопровождалось
ускорением роста их мицелия (рис. 1, IIб–IVб,
кривые 1 и 2). Можно предположить, что белки
дрожжевого экстракта, являясь дополнительным
источником пищевых субстратов для микроорга<
низмов, по<видимому, действуют также в каче<
стве индуктора [22]. Важно отметить, что оомицет
начинал эффективно продуцировать экзофер<
менты только в присутствии белков дрожжевого
экстракта (рис. 1, IVб, кривая 2). Таким образом,
можно заключить, что P. infestans более необходи<
мы белки для секреции ферментов, чем для роста.

Оказалось, что секреция протеиназ всеми ис<
следуемыми микроорганизмами зависит от темпе<
ратуры культивирования. Когда культуры росли
при 28°C, наблюдалось уменьшение секретируе<
мой протеолитической активности в культураль<
ной среде. При 21°C продукция экзопротеиназ бы<
ла максимальной. Это, очевидно, соответствовало
температурному режиму обитания микроорганиз<
мов в естественной среде. Можно предположить,
что температура 21°C оптимальна для исследуемых
возбудителей болезней картофеля. Их неспособ<
ность расти при более высоких температурах, воз<
можно, отражает распределение в естественной
среде обитания, защищающей от действия высо<
ких температур. Действительно, в работе [23] бы<

6*
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ло показано, что несколько штаммов Pythium at�
trantheridium, выделенных из мест повреждения
корнеплодов моркови, плодов яблок и саженцев
вишни, росли при 20–25°С. В то же время рост
гриба Pythium splendens, вызывающего болезнь
корней карамболы (южная Флорида), уменьшал<
ся при температуре выше 30°C [24]. 

Экзоферменты, секретируемые изучаемыми
микроорганизмами, проявляли активность при

нейтральных и слабо щелочных значениях рН.
Так, экзопротеиназы F. culmorum характеризова<
лись максимальной протеолитической активно<
стью при рН 8.0, а R. solani – при рН 8.5. Самый
высокий уровень активности экзопротеиназ P. in�
festans наблюдался при нейтральных значениях рН
и характеризовался максимумом при рН 7.0. Сле<
дует отметить, что активность ферментов P. in�
festans увеличивалась в слабо щелочной области
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Рис. 1. Филогенетическоe дерево грибов [4] (I) и динамика изменения активности экзопротеиназ (а) и влажной био<
массы (б) в процессе роста R. solani (II), F. culmorum (III) и P. infestans (IV) в культуральной среде без (1) и при добавле<
нии дрожжевого экстракта (2); изменение рН среды в течение роста микроорганизма (3).
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рН, что указывало на наличие, по крайней мере,
второй протеиназы с оптимумом рН действия в об<
ласти от 8.0 до 9.0. 

Экзопротеиназы всех трех микроорганизмов
проявляли низкую активность по отношению к
казеину и гемоглобину, в то же время активность
по отношению к азоказеину была на порядок вы<
ше. Это послужило основанием для использова<
ния азоказеина в качестве белкового субстрата
при изучении их свойств. Способность экзофер<
ментов, хотя и очень слабо, гидролизовать гемо<
глобин могла свидетельствовать о присутствии
среди них аспартильных протеиназ, характеризу<
ющихся оптимумом действия в области кислых
значений рН, и некоторых цистеиновых протеи<
наз, которые могли бы проявлять активность при
этих же значениях рН. Однако ни у одного из гри<
бов не наблюдали изменения протеолитической
активности экзопротеиназ по отношению к азо<
казеину при добавлении восстанавливающих
агентов (L<цистеин, ЭДТА). Это с большой степе<
нью вероятности указывало на отсутствие в их
культуральных жидкостях цистеиновых протеи<
наз, активность которых в присутствии восста<
навливающих агентов должна была бы увеличи<
ваться. 

В табл. 1 представлены результаты изучения
взаимодействия различных синтетических инги<
биторов с экзопротеиназами, секретируемыми
тремя микроорганизмами. ЭДТА, который подав<
ляет активность металлопротеиназ, действовал
только на экзоферменты оомицета. Таким обра<
зом, в составе экзоферментов, секретируемых ис<
тинными грибами, отсутствовали металлопротеи<
назы. При введении восстанавливающих агентов
(L<цистеин, ЭДТА) в случае определения протео<

литической активности экзопротеиназ P. infestans
наблюдали не увеличение, а почти двукратное ее
снижение. Это свидетельствовало не только об от<
сутствии цистеиновых протеиназ, но указывало
на присутствие в культуральной жидкости ооми<
цета металлопротеиназ, активность которых по<
давлялась ЭДТА (табл. 1). ПМСФ эффективно
подавлял активность экзоферментов все трех па<
тогенов. Это свидетельствует о том, что все они
секретируют в основном сериновые протеиназы.
Ферменты, принадлежащие к этому классу, зна<
чительно различаются по субстратной специфич<
ности. Результаты обработки хлорметилкетонами
указывают на то, что среди них присутствуют
трипсино<и субтилизиноподобные ферменты
(табл. 1). Таким образом, в составе белков, секре<
тируемых R. solani, присутствуют в основном
трипсиноподобные ферменты. Ферменты, сек<
ретируемые F. culmorum, представлены субтили<
зиноподобными протеиназами, в то время как в
культуральной жидкости оомицета дополни<
тельно обнаруживались металлопротеиназы. 

Результаты ДДС<ПААГ<электорофореза в
присутствии желатины показали, что все иссле<
дованные штаммы секретировали три или более
белков, обладающих протеолитической активно<
стью (рис. 2). Все штаммы содержали высокомо<
лекулярный белок, который оставался на старте
геля. Остальные белки имели молекулярную мас<
су в пределах от 12 до 65 кДа. Так, P. infestans сек<
ретировал протеиназы 17, 29 и 50 кДа, F. culmorum –
21, 29 и 50 кДa, а R. solani – 25 и 65 кДа. Наиболее
высокой желатинолитической активностью обла<
дали компоненты с молекулярной массой 29 и
50 кДа. 

Таблица 1. Влияние синтетических ингибиторов на активность внеклеточных протеиназ, секретируемых P. in�
festans, F. culmorum и R. solani (концентрация ДИПФФ – 0.2 мМ, ЭДТА – 4.0 мМ и остальных ингибиторов – 1.0 мМ

Ингибитор Активность протеиназ 
P. infestans, %

Активность 
протеиназ R. solani, %

Активность протеиназ
F. culmorum, %

Азоказеин, БАПА, Кбз<ААЛПА Азоказеин, БАПА Азоказеин, БАПА, Кбз<ААЛПА

Без реагента 100 100 100 100 100 100 100 100

ДИПФФ н.о.*  42.0 н.о. н.о. н.о. н.о. н.о. н.о.

ПМСФ 100 100 0 61.1 96.0 35.0 17.4 78.0

ХМТЛК н.о. 4.0 95.0 95.0 70.0 84.0 50.0 52.0

ХМТФК н.о. 52.0 91.0 82.0 84.0 80.0 46.0 100

ЭДТА 20.3 41.0 0 89.0 93.0 112.0 99.0 99.0

ПХМБ 95.1 69.0 100 76.0 95.0 61.0 100 100

ИАА 100 90.1 100 100 93.0 97.0 101.6 101.2

ДТТ 100 93.4 84.2 66.0 129.1 82.0 98.4 99.2

Сулема 65.4 57.2 27.4 79.0 95.0 53.0 34.0 55.2

* н.о. – не определяли
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Результаты определения амидазной активно<
сти экзоферментов, секретируемых P. infestans и
F. culmorum, при гидролизе п<нироанилидов ами<
нокислот и трипептидов представлены в табл. 2.
Существуют четкие различия между специфич<
ностью действия на синтетические субстраты
трипсинов и субтилизинов, которые позволяют
различать эти ферменты. Видно, что экзопротеи<
назы P. infestans наиболее эффективно гидролизо<
вали БАПА (субстрат для трипсиноподобных
протеиназ) и в меньшей степени Кбз<ААЛПА
(субстрат для субтилизиноподобных протеиназ).
В то же время они не действовали на субстраты
для химотрипсина и эластазаподобных протеиназ
(СукГГФПА и Ац<АААПА соответственно), а
также для аминопептидаз (ЛПА). Ферменты, сек<

ретируемые F. culmorum, эффективно расщепля<
ли Кбз<ААЛПА и в меньшей степени БАПА. Они
проявляли низкую активность по отношению к
субстратам для химотрипсина, эластазаподобных
протеиназ и аминопептидаз. Состав экзофермен<
тов P. infestans и F. culmorum не зависел от состава
культуральной среды.

Амидазная активность экзоферментов, секре<
тируемых R. solani, зависела от состава питатель<
ной среды (табл. 3). При культивировании гриба
на среде, не содержащей дрожжевого экстракта,
секретируемые им протеиназы гидролизовали
азоказеин и БАПА, но на Кбз<ААЛПА действова<
ли слабее. Эти ферменты не действовали на спе<
цифические субстраты для химотрипсина, эла<
стазаподобных протеиназ и аминопептидаз. До<
бавление в культуральную среду дрожжевого
экстракта приводило к изменению состава про<
теиназ, секретируемых R. solani. Из табл. 3 вид<
но, что экзопротеиназы начинали эффективнее
гидролизовать азоказеин и субстрат для субти<
лизина (Кбз<ААЛПА), а их активность по отно<
шению к БАПА была существенно ниже. Таким
образом, при добавлении дрожжевого экстракта
состав ферментов, секретируемых R. solani, изме<
нялся. Гриб начинал продуцировать в основном
субтилизиноподобные ферменты, при этом в
культуральной среде значительно уменьшалось
содержание трипсиноподобных протеиназ.

Было изучено взаимодействие экзопротеиназ,
секретируемых R. solani и F. culmorum, с природ<
ными белками, выделенными из клубней карто<
феля и семян бобовых растений, которые дей<
ствуют как ингибиторы сериновых протеиназ
(рис. 3). Активность экзопротеиназ R. solani эф<
фективно подавлялась специфическими ингиби<
торами трипсина из картофеля, сои (SKTI, Soy<
bean Kunitz Trypsin Inhibitor) и гледичии (рис. 3a,
кривые 1, 3 и 4), но картофельный ингибитор хи<
мотрипсина I ингибировал их значительно слабее
(рис. 3а, кривая 2). Это подтверждает высказан<
ное выше предположение о том, что трипсинопо<
добные экзопротеиназы секретируются R. solani
при культивировании без дрожжевого экстракта.
Белки SKTI и SBBI (Soybean Bowman<Birk Inhibi<
tor) менее эффективно подавляли активность эк<
зопротеиназ, секретируемых F. culmorum (рис. 3б,
кривые 3 и 6). Однако специфический ингибитор
субтилизина из клубней картофеля эффективно
действовал на них, подавляя их активность более
чем на 60% (рис. 3б, кривая 5). Это указывает на
то, что субтилизинподобные ферменты составля<
ют значительную часть протеиназ, секретируе<
мых F. culmorum. Аналогичные результаты были
получены при изучении действия белковых инги<
биторов на экзопротеиназы P. infestans. Получен<
ные данные подтверждают, что экзопротеиназы
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Рис. 2. Зимограмма, полученная при ДДС<Na<ПААГ<
электрофорезе в присутствии желатины, частично
очищенных культуральных сред после 12 сут роста
R. solani (полоса 1), P. infestans (полоса 2) и F. culmorum
(полоса 3). M – белки<маркеры молекулярных масс
(кДа): фосфорилаза b – 94, бычий сывороточный аль<
бумин – 67, яичный альбумин – 43, карбоангидраза –
30, соевый ингибитор трипсина Кунитца – 20.1 и лак<
тальбумин – 14.4. Около 50 мкг белка было нанесено
на полосы 1–3.

Таблица 2. Амидазная активность (АЕ) ферментов, сек<
ретируемых P. infestans и F. culmorum (концентрация суб<
стратов 0.5 мМ)

Субстрат Экзопротеиназы 
P. infestans

Экзопротеиназы 
F. culmorum

БАПНА 4.2 ± 0.17 1.9 ± 0.06

Кбз<ААЛПНА 2.1 ± 0.08 6.7 ± 0.23

СукГГФПНА 0 ± 0.00 0.5 ± 0.01

ЛПНА 0 ± 0.00 1.1 ± 0.03

АцАААПНА 0 ± 0.00 1.0 ± 0.02
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грибов и оомицета принадлежат к протеолитиче<
ским ферментам клана химотрипсина [5]. Следу<
ет отметить, что ингибитор субтилизина из клуб<
ней картофеля подавлял in vitro рост и развитие
макроконидий F. culmorum и зооспор P. infestans
[28]. Можно предположить, что экзопротеиназы,
секретируемые фитопатогенными микроорганиз<
мами, являются фактором их патогенности.

Таким образом, ингибиторный анализ основ<
ных экстрацеллюлярных ферментов патогенных
грибов R. solani и F. culmorum, также оомицета P. in�
festans, показал, что они принадлежат к группе се<
риновых протеиназ. На основании их субстратной
специфичности и чувствительности к синтетиче<
ским и природным ингибиторам можно сделать
заключение, что ферменты F. culmorum и P. in�
festans секретируют трипсино< и субтилизинопо<
добные протеиназы. Состав экзоферментов, секре<
тирумых R. solani, зависел от состава культуральной
среды, особенно от формы азотного питания. В
условиях избытка белкового питания гриб R. solani
секретировал преимущественно субтилизинопо<
добные ферменты и рос как сапрофит. При недо<
статке азотного питания гриб начинал секретиро<
вать трипсиноподобные протеиназы, которые спо<
собствовали инфицированию растительной ткани.
Несмотря на то, что гриб R. solani был выделен из
ткани картофеля, можно предположить, что он со<
хранял свойства сапрофита, который живет на рас<

тительных остатках. Весьма вероятно, что экзопро<
теиназы позволяют аскомицету R. solani расти на
большом разнообразии живых и неживых расти<
тельных субстратов. 

Полученные данные показывают, что различ<
ные источники питания для микроорганизмов
могут быть важны для дифференциальной про<
дукции ими сериновых протеиназ. Как секреция
субтилизинов, так и трипсинов индуцируется
сигналами окружающей среды [7, 29]. Субтили<
зины патогенных грибов могут играть разные ро<
ли в патогенезе. С одной стороны, они повышают
адаптацию микроорганизма к растению<хозяину,
а с другой – выполняют различные функции при

Таблица 3. Активность экзопротеиназ гриба R. solani,
выращенного на среде с добавлением дрожжевого экс<
тракта и без него

Субстрат

Удельная активность,
(Е)АЕ/мг белка 

С дрожжевым 
экстрактом, 1% 

Без дрожжево<
го экстракта

Azocasein, 
0.5%<ный раствор

83.3 ± 2.34 15.0 ± 0.56

БАПНА (0.5 мМ) 26.0 ± 0.88 10.0 ± 0.31

Кбз<ААЛПНА 
(0.5 мМ)

40.0 ± 1.38  1.8 ± 0.06
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Рис. 3. Влияние белков<ингибиторов протеиназ на амидазную активность (%) экзоферментов R. solani (а) и F. culmorum (б) 
1 – ингибитор трипсина из клубней картофеля [25], 2 – ингибитор химотрипсина I [26], 3 – SKTI, 4 – ингибитор трип<
сина из семян гледичии [27], 5 – ингибитор субтилизина из клубней картофеля [28], 6 – SBBI. В качестве субстратов
использовали БАПНА и Кбз<ААЛПНА.
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его выживании в разных экологических местах
обитания вне хозяина. Известно, что не все микро<
организмы, поражающие растения, секретируют
трипсины [30, 31]. Их секреция возрастает со сте<
пенью эволюционного “возраста” гриба. В связи с
этим высказывается предположение, что филоге<
нетическое распределение штаммов древних гри<
бов является более широким, чем современных
[30]. Такое распределение может являться отраже<
нием конвергентной эволюции, в результате кото<
рой филогенетически различные микроорганизмы
приобрели способность секретировать близкие по
свойствам протеолитические ферменты, действу<
ющие на одни и те же субстраты. 

Оказалось, что оомицет P. infestans и аскоми<
цет F. culmorum секретируют близкие по составу
экзопротеиназы, несмотря на то, что они более
удалены на филогенетическом дереве, чем аско<
мицет и базидиомицет R. solani (рис. 1, I). Таким
образом, существует несколько механизмов адап<
тации различных штаммов микроорганизмов, ко<
торые секретируют протеолитические ферменты
различных классов в зависимости как от их кон<
кретных потребностей, так и природы их кон<
кретных хозяев. Наши исследования также пока<
зали, что in vitro поведение исследуемых видов
микроорганизмов не связано напрямую с эколо<
гическими нишами, из которых они были выде<
лены. Различие состава протеиназ, секретируе<
мых микроорганизмами, поражающими расте<
ния, может отражать физиологические различия
сапрофитов и фитопатогенов [10].
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Abstract—Serine proteinases from three phytopathogenic microorganisms that belong to different fungal
families and cause diseases in potatoes were studied and characterized. The oomycete Phytophthora infestans
(Mont.) de Bary and the fungi Rhizoctonia solani and Fusarium culmorum were shown to secrete serine pro�
teinases. An analysis of the substrate specificity of these enzymes and their sensitivity to synthetic and protein
inhibitors allowed us to refer them to trypsin� and subtilisin�like proteinases. The correlation between the
trypsin� and subtilisin�like proteinases depended on the composition of the culture medium, particularly on
the form of the nitrogen source. A phylogenetic analysis was carried out. In contrast to basidiomycetes
R. solani, ascomycetes F. culmorum and oomycetes P. infestans produced a similar set of exoproteinases,
although they had more distant phylogenetic positions. This indicated that the secretion of serine proteinases
by various phytopathogenic microorganisms also depended on their phylogenetic position. These results
allowed us to suggest that exoproteinases from phytopathogenic fungi play a different role in pathogenesis.
They may promote the adaptation of fungi if the range of hosts is enlarged. On the other hand, they may play
an important role in the survival of microorganisms in hostile environements outside their hosts.
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