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ЦЕЛЮЛАЗНА АКТИВНІСТЬ ГРИБА 
ACREMONIUM  SP.  502, ВИДІЛЕНОГО З УРАЖЕНИХ 

РОСЛИН ОГІРКІВ

Метою роботи було дослідження целюлазної активності штаму гриба 
Acremonium sp. 502 в залежності від рН середовища, як одного із визначальних 
факторів проникнення його в рослини. Методи. Штам гриба Acremonium sp. 
502, виділений з хворих рослин огірків, культивували на середовищі сусловий 
агар. Швидкість росту визначали за розміром діаметру колонії. Для визначення 
целюлазної, екзоглюканазної, ендоглюканазної та глюкозидазної активності вико-
ристовували фільтрувальний папір, мікрокристалічну целюлозу, карбоксиметил-
целюлозу, целобіозу відповідно. Кількість редукуючих цукрів визначали методом 
Шомоді-Нельсона Результати. Досліджено динаміку целюлазної активності 
гриба Acremonium sp. 502, виділеного з уражених рослин огірків, за різних значень 
рН поживного середовища. Максимальні значення ферментативної активності 
були зафіксовані через 6 тижнів культивування гриба за рН середовища 8,5. 
При цьому загальна целюлазна активність складала 1,95 од/мл, екзоглюка-
назна – 3,23, ендоглюканазна – 2,85 і β-глюкозидазна – 2,39 од/мл. Висновки. 
Встановлено, що Acremonium sp. 502 здатний до синтезу ендо-, екзоглюканази 
та β-глюкозидази. Найвищу целюлозолітичну активність гриб виявляв через 6 
тижнів культивування з показником рН середовища – 8,5. Можна припустити, 
що утворення целюлазних ферментів грибом Acremonium sp. 502 необхідно для 
його проникнення в рослину з подальшим розвитком захворювання.

К л ю ч о в і  с л о в а :  загальна целюлазна, екзоглюканазна, ендоглюканазна і 
β-глюкозидазна активності, Acremonium sp.

Мікроорганізми-продуценти целюлазних ферментних комплексів відігра-
ють важливу роль в біодеструкції рослинних решток. Не менш важливою є 
роль целюлаз в патогенезі рослин. Відомо, що деякі бактерії та гриби, виділені 
з уражених рослин реалізують свою целюлазну активність на перших етапах 
інфікування рослин шляхом гідролізу клітинної стінки [10]. Для розщеплення 
кристалічної целюлози вони продукують низку целюлозолітичних ферментів 
(ендо-, екзоглюканази та β-глюкозидази). З фітопатогенних грибів ізольовані 
целюлазні ферменти які сприяють проникненню в тканини рослини-хазяїна 
і дозволяють грибам використовувати тканини рослин як джерело вуглецю 
[12]. Існує думка, що утворення целюлазних ферментів у Fusarium oxysporum 
Schltdl. відіграє певну роль в патогенезі захворювання [13].
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Для кожного мікроорганізму наявні оптимальні межі рН, які визначають 
ступінь активності ферменту. Так, у збудника захворювання квасолі Sclerotinia 
sclerotiorum (Lib.) deBary оптимум рН целюлазної активності становить 3,0 [15], 
а очищений препарат целюлази F. oxysporum Schltdl., який викликає в’янення 
томатів, характеризувався високим ступенем активності і вже через 20 годин 
викликав майже необоротне в’янення, при цьому целюлази гриба проявляють 
активність за рН від 2,0 до 9,0 з оптимумом 6,0 [14].

Представники роду Acremonium є сапротрофами, але за певних умов можуть 
змінювати тип живлення на біотрофний. Відомо, що Acremoniums clerotigenum 
Gams при підвищеному вмісті солей у ґрунті може рости в судинах рослин 
огірків. Гриби роду Acremonium були виділені з хворих рослин динь та кавунів 
в Іспанії [11], Італії [9] та США [7, 8]. Літературні дані щодо виділення пред-
ставників роду Acremonium з хворих рослин на території України відсутні.

Зважаючи на вищезазначене, метою нашої роботи було дослідження 
целюлазної активності штама гриба Acremonium sp. 502 в залежності від рН 
середовища, як одного із визначальних факторів проникнення його в рослини.

Матеріали і методи
В роботі був використаний штам гриба Acremonium sp. 502, виділений 

С.П. Надкерничним з хворих рослин огірків, які вирощувались в умовах за-
критого ґрунту. Опис культурально-морфологічних особливостей гриба наве-
дено нами раніше [5]. Культуру гриба підтримували на сусловому агарі (4–5% 
сухих речовин).

Ріст гриба визначали за розміром колонії. [1, 6]. Гриб культивували на 
середовищі сусловий агар (4–5% сухих речовин) у діапазоні pH 3,5–12,0 за 
температури 26 ± 2 °С без світла, в чашках Петрі. Діаметр колонії визначали в 
трьох напрямках щодобово, протягом 10 діб. На основі отриманих даних ви-
значали радіальну швидкість росту.

Для вивчення целюлазної активності Acremonium sp. 502 поверхнево 
культивували в пробірках з 5 мл синтетичного середовища Чапека (г/л: 
(NH4)2HPO4 – 2,5, K2HPO4 – 1,0, MgSO4 – 0,5, KCl – 0,5, FeSO4 – 0,01) зі 
значеннями рН – 5,5, 7,0 та 8,5, де єдиним джерелом карбону була смуж-
ка фільтрувального паперу (Фільтрак) масою 50 мг. Посівний матеріал 
Acremonium sp. 502 отримували шляхом змиву конідій і фрагментів гіфів 
гриба з середовища сусловий агар (4–5% сухих речовин). Для визначення 
титру приготовленої суспензії використовували камеру Горяєва і проводили 
висів на щільне поживне середовище сусловий агар (4–5% сухих речовин) 
за методом ґрунтових розведень Ваксмана. Висів проводили суспензією спор  
(Т = 1×106 КУО), в кількості 5% від об’єму поживного середовища. Термін 
культивування складав 56 діб за 26 ± 2 °С.

Целюлазну активність визначали згідно [1, 2] протягом 8 тижнів культи-[1, 2] протягом 8 тижнів культи- протягом 8 тижнів культи-
вування (строк дослідження обумовлений появою симптомів захворювання на 
рослинах). Культуральну рідину отримували шляхом фільтрування міцелію 
гриба через скляний фільтр. Повторність досліду триразова.
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Для визначення загальної целюлазної активності до 50 мг фільтрувального 
паперу (Фільтрак) додавали один мл культуральної рідини, один мл 0,05 М 
натрій-цитратного буфера та інкубували протягом однієї години за 40 °С. За 
одиницю загальної целюлазної активності приймали таку кількість фермента, 
яка за 60 хв утворює один мг редукуючих цукрів [1, 2].

Екзоглюканазну активність визначали на мікрокристалічній целюлозі 
(Авіцел “Евалар”). Для цього до 50 мг мікрокристалічної целюлози додавали 
один мл культуральної рідини, один мл 0,05 М натрій-цитратного буфера та 
інкубували протягом однієї години за 40 °С. За одиницю екзоглюканазної 
активності приймали таку кількість ферменту, яка за 60 хв утворює один мг 
редукуючих цукрів [1, 2].

Ендоглюканазну активність визначали дією ферментів на карбоксиметилце-
люлозу (КМЦ): один мл 0,5%-го розчину Na-КМЦ в 0,05 М натрій-цитратному 
буфері та один мл фільтрату культуральної рідини інкубували протягом 30 хв 
за 40 °С. За одиницю ендоглюканазної активності приймали таку кількість 
ферменту, яка за 30 хв дії утворює один мг редукуючих цукрів [1, 2].

Для визначення β-глюкозидазної (целобіазної) активності до одного мл 
0,025%-го розчину целобіози (“Merck”) в 0,05 М натрій-цитратному буфері 
додавали 1 мл фільтрату культуральної рідини та інкубували протягом 30 хв 
за 40 °С. За одиницю β-глюкозидазної активності приймали таку кількість 
ферменту, яка за 30 хв дії утворює один мг редукуючих цукрів [1].

Кількість редукуючих цукрів визначали методом Шомоді-Нельсона [1]. Для 
цього до 2 мл дослідного розчину додавали по 1 мл реактиву Шомоді та інкубу-
вали протягом 15 хв за 100 °С. Потім суміш швидко охолоджували на льодяній 
бані та додавали один мл реактиву Нельсона. Об’єм доводили дистильованою 
водою до 25 мл. Розчин ретельно перемішували. Контролем слугували зразки, 
де замість культуральної рідини додавали один мл поживного середовища.

Визначення редукуючих цукрів проводили на фотоелектроколориметрі за 
довжини хвилі 560 нм.

Розрахунки та статистичне опрацювання результатів проводили з викорис-
танням прикладних програм Microsoft Excel.

Результати та їх обговорення
Культуру гриба зберігали в пробірках на середовищі сусловий агар (4–5% 

сухих речовин) за температури 4–6 °С. Суттєвих змін морфолого-культуральних 
характеристик гриба при зберіганні не виявлено. При вивченні впливу рН 
середовища на ріст гриба було встановлено, що Acremonium sp. 502 на пожив-
ному середовищі сусловий агар розвивається в діапазоні рН від 3,5 до 12,0, 
оптимальна реакція середовища для росту гриба – слабко лужна (рН 8,5). Діа-
метр колонії на 10-ту добу при цьому становив 24,75 мм. Швидкість лінійного 
росту варіювала від 0,05 при рН – 3,5 до 0,10 мм/год при рН – 8,5. Втім, навіть 
нижній і верхній показники рН не були критичними для гриба, оскільки ріст 
міцелію не зупинявся [5].
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Залежність загальної целюлазної активності від рН середовища пред-
ставлена на рис. 1. Максимальна целюлазна активність була зафіксо-
вана через 6 тижнів культивування (за рН середовища 8,5) і становила  
1,95 ± 0,11 од/мл. При вирощуванні Acremonium sp. 502 на середовищах з 
рН 5,5 та 7,0 цей показник був значно нижчим. Необхідно зазначити, що у 
контрольних зразках, в яких замість культуральної рідини додавали один мл 
поживного середовища, також фіксували незначну целюлазну активність (0,43 
± 0,05 од/мл) внаслідок руйнації фільтрувального паперу під впливом реакції 
поживного середовища.

Рис. 1. Загальна целюлазна активність гриба Acremonium sp. 502 
за росту при різних значеннях рН

Fig. 1. General cellulase activity of Acremonium sp. 502 at different pH values

На початковому етапі гідролізу целюлози до глюкози беруть участь ендо- та 
екзоглюкозидази, які діють синергічно. Наявність екзоглюкозидази в культу-
ральній рідині гриба є свідченням того, що він здатний деградувати криста-
лічну форму целюлози. Більшість грибів екзоглюкозидазною активністю не 
володіють і здатні гідролізувати тільки аморфні форми целюлози [3]. Одержані 
нами дані свідчать, що найвища екзоглюканазна активність Acremonium sp. 
502 реєструвалась через 6 тижнів культивування і становила 3,23 ± 0,02 од/мл 
(рис. 2). При вирощуванні Acremonium sp. 502 на середовищах з рН 5,5 та 7,0 
цей показник був значно нижчим. 

Ендоглюканази забезпечують гідроліз аморфної целюлози до целобіози. 
Найвища кількість редукуючих цукрів була виявлена через 6 тижнів культиву-
вання, при цьому ендоглюканазна активність становила 2,85 ± 0,21 од/мл. При 
вирощуванні Acremonium sp. 502 на середовищах з рН 5,5 та 7,0 цей показник 
був значно нижчим (рис. 3). 
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Рис. 2. Екзоглюканазна активність гриба Acremonium sp. 502 
за росту при різних значеннях рН

Fig. 2. Exoglucanase activity of Acremonium sp. 502 at different pH values

Фермент β-глюкозидаза завершує розщеплення целюлози і забезпечує гід-
роліз целобіози до глюкози. Залежність β-глюкозидазної активності Acremonium 
sp. 502 від рН середовища представлена на рис. 4. Найвищий показник був за-
фіксований на середовищі з рН – 8,5 через 6 тижнів культивування і становив 
2,39 ± 0,10 од/мл. При вирощуванні Acremonium sp. 502 на середовищах з рН 
5,5 та 7,0 β-глюкозидазна активність була на рівні контролю. 

Рис. 3. Ендоглюканазна активність гриба Acremonium sp. 502 
за росту при різних значеннях рН

Fig. 3. Endoglucanase activity of Acremonium sp. 502 at different pH values
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Рис. 4. β-глюкозидазна активність гриба Acremonium sp. 502 
за росту при різних значеннях рН

Fig. 4. β-glucosidase activity of Acremonium sp. 502 at different pH values

Таким чином, встановлено, що Acremonium sp. 502 здатний до синтезу 
ендо-, екзоглюканази та β-глюкозидази. Найвищу целюлозолітичну активність 
гриб виявляв через 6 тижнів культивування з рН середовища – 8,5. При цьому 
загальна целюлозолітична активність складала 1,95 од/мл, екзоглюканазна ак-
тивність – 3,23, ендоглюканазна – 2,85 та β-глюкозидазна активність – 2,39 од/
мл. Слід відмітити, що крива синтезу целюлазних ферментів має хвилеподібний 
характер, що є свідченням використання грибом редукуючих цукрів як джерела 
вуглецю, тому незначне підвищення целюлазної активності фіксували також і 
через 3 тижні культивування.

Раніше нами було показано, що розвиток симптомів захворювання огірків 
спостерігається, починаючи з фази справжніх листків, тобто через 5–7 тижнів 
після появи сходів. Симптоми хвороби проявляються у пожовтінні прожилків 
та країв листової пластинки з подальшим побурінням, з’являються жовтуваті 
вкраплення на поверхні листка з подальшим їх відмиранням [4]. Зважаючи 
на вищевикладене, можна припустити, що утворення целюлазних ферментів 
грибом Acremonium sp. 502 необхідно для його проникнення в рослину що 
призводить до розвитку захворювання.
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ЦЕЛЛЮЛАЗНАЯ АКТИВНОСТЬ ГРИБА ACREMONIUM SP. 502, 
ВЫДЕЛЕННОГО ИЗ ПОРАЖЕННЫХ РАСТЕНИЙ ОГУРЦОВ

Реферат
Целью работы было изучить целлюлазную активность штамма гриба 
Acremonium sp. 502 в зависимости от рН среды, как одного из определяющих 
факторов его проникновения в растения. Методы. Штамм гриба Acremonium 
sp. 502, выделенный из больных растений огурцов, культивировали на среде 
сусловый агар. Скорость роста гриба определяли по диаметру колоний. Для 
определения целлюлазной и экзоглюканазной активности использовали филь-
тровальную бумагу, микроскопическую целлюлозу, карбоксиметилцеллюлозу, 
целобиозу соостветственно. Количество редуцирующих сахаров определяли 
методом Шомоди-Нельсона. Результаты. Исследована динамика целюлазной 
активности гриба Acremonium sp. 502, выделенного из пораженных растений 
огурцов, при различных значениях рН питательной среды. Максимальные 
значения ферментативной активности были зафиксированы через 6 недель 
культивирования гриба при рН среды 8,5. При этом общая целлюлазная актив-
ность составляла 1,95 ед/мл, екзоглюканазная – 3,23, ендоглюканазная – 2,85 и 
β-глюкозидазная – 2,39 ед/мл, что свидетельствует в пользу ферментативного 
механизма проникновения гриба внутрь тканей растений с последующим раз-
витием заболевания. Выводы. Установлено, что Acremonium sp. 502 способен к 
синтезу эндо-, екзоглюканазы и β-глюкозидазы. Наибольшую целлюлозолитиче-
скую активность гриб проявлял через 6 недель культивирования с показателем 
рН среды – 8,5. Можно предположить, что образование целлюлазних ферментов 
грибом Acremonium sp. 502 необходимо для его проникновения в растение с по-
следующим развитием заболевания.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  общая целлюлазная, екзоглюканазная, ендоглюканазная и 
β-глюкозидазная активности, Acremonium sp.

E.P. Kopylov, G.V. Tsehmister
Institute of Agricultural Microbiology and Agroindustrial Manufacture, NAAS, 

97, Shevchenko st., Chernihiv, Ukraine

CELLULOLYTIC ACTIVITY OF STRAIN OF THE FUNGUS 
ACREMONIUM SP. 502 PICKED UP FROM AFFECTED CUCUMBER 

PLANTS
Summary
The aim of the work was to study the cellulase activity of the strain Acremonium sp. 502 
depending on medium pH, as a determinant of its penetration into the plant. Methods. 
The strain Acremonium sp. 502 was cultivated on wort agar. The optimal pH was 
detected by growth diameter of the mold colony. We used filter paper, microcrystalline 
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cellulose, carboxymethyl cellulose and cellobiose to fix cellulase, exoglucanase, 
endoglucanase and β-glucosidase activity. The amount of reducing sugars was 
determined by Somogyi-Nelson method. Results. It was investigated the dynamics of 
cellulase activity at different pH values of culture medium of the mold Acremonium 
sp. 502 isolated from stroked cucumber plants. Maximal enzyme activity values were 
detected after 6 weeks of mold cultivating at pH 8.5. Herewith the general cellulase 
activity was 1.95 u/ml, exoglucanase – 3.23, endoglucanase – 2.85, and β-glucosidase – 
2.39 u/ml, which evidences in favor of the enzymatic mechanism of mold penetration 
into the plant tissues and the subsequent development of the disease. Conclusions. It 
was established that Acremonium sp. 502 is capable to synthesize exo-, endoglucanase 
and β-glucosidase. The most cellulolytic activity was detected after 6 weeks of mold 
cultivating at pH 8.5. It can be assumed that formation of cellulase enzymes with the 
mold is necessary for its penetrating in plant followed by the development of the disease.

K e y  w o rd s :  the main cellulase, exoglucanase, endoglucanase and β-glucosidase 
activity, Acremonium sp.
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