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Растения противостоят инфекциям и стрес�
совым воздействиям окружающей среды посред�
ством проявления комплекса физиолого�биохи�
мических реакций [1], важным  составляющим
которых является  подавление активности  гид�
ролитических ферментов [2,3].  Ткани растений
содержат  соединения, способные  ингибировать
активность гидролаз патогенных микроорганиз�
мов,  насекомых, млекопитающих. Наибольшее
число работ посвящено исследованию ингиби�
торов, подавляющих активность протеолитичес�
ких ферментов [4, 5]. Сведения об ингибиторах,
подавляющих активность других  гидролаз   пока
в литературе малочисленны [2].

Целлюлазы (КФ 3.2.1.4 и 3.2.1.74) и пекти�
назы ( КФ 3.1.1.11)  участвуют в гидролизе ма�
териала клеточных стенок растений,  уровень
активности этих ферментов является  важным
фактором агрессивности и патогенности мик�
роорганизмов и насекомых — фитофагов [6].
Соответственно,  уровень антицеллюлазной
активности  растительных тканей может слу�
жить одним  из важных показателей  их устой�
чивости к фитофагам. В связи с этим, исследо�
вание относительной активности ферментов и
их ингибиторов в системе   «растение – насеко�
мое»  представляется актуальным и имеет на�
учное и практическое значение.

В данной работе  определяли активность
ингибиторов из листьев, клубней  и проростков
картофеля  различных сортов, подавляющих
действие  ферментов   колорадского жука.
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сортообразцов (Невский, Луговской, Удача,
4292�149, 4281�7, 9513). Клубни картофеля  были
выращены  в ОПХ Башкирского НИИ сельс�
кого хозяйства  РАСХН (г. Бирск).

 Для получения растворов с ферментатив�
ной активностью, навеску имаго колорадско�
го жука (1г) гомогенизировали в ступке  и эк�
страгировали охлажденной дистиллирован�
ной водой (5 мл) в течение 1 ч. Центрифуги�
ровали в центрифуге  МРW�310 (Польша)
при  7000 об/ мин, 10 мин.   Для получения
растворов с ингибиторной активностью, 1г
растительной ткани  экстрагировали  в 5 мл
охлажденной дистиллированной воды, осадок
отделяли центрифугированием при 7000 об/
мин, 10 мин.

Способность экстрактов тканей картофеля
подавлять  активность целлюлаз определяли
по разнице значений активности фермента с
водой (контроль)  и фермента с ингибитором
(растительный экстракт). Активность ингиби�
торов  определяли в экстрактах без нагревания
и прогретых при 60°С в течение 10 мин.

Измерение   ферментативной и ингибитор�
ной активности  проводили  методом гелевых
пластин [7]. В качестве субстрата  для целлю�
лаз использовали 1% раствор карбоксиметил�
целлюлозы, для пектиназ � 1% раствор яблоч�
ного пектина.  За  1 миллиединицу активности
фермента  (мЕ) принимали такое  его количе�
ство, которое гидролизовало субстрат геля  раз�
мером 1 мм2. За 1  миллиингибиторную едини�
цу активности (мИЕ) � количество ингибито�
ра, необходимое для подавления 1 мЕ активно�
сти фермента в стандартных условиях (1ИЕ =
1000  мИЕ).
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Результаты и обсуждение
На рисунке 1 представлен ре�

зультат  измерения активности  цел�
люлолитических  ферментов, гидро�
лизующих  иммобилизованную в
агарозный гель  карбоксиметилцел�
люлозу.    Как видно, экстракты го�
могената колорадского жука   обла�
дают высокой целлюлолитической
активностью,  сопоставимой с актив�
ностью коммерческого препарата
целлюлазы   (Trichoderma reesei) в
концентрации 1 мг/мл.

  В листьях исследованных сортов  кар�
тофеля выявлена активность ингибиторов,
подавляющих действие целлюлолитических
и пектинолитических ферментов (табл.1).
Уровень ингибиторной активности в листьях
значительно различается в зависимости от
сорта. Так, экстракты листьев гибрида 4281�7
обладают наибольшей антицеллюлазной ак�
тивностью, причем практически в равной сте�
пени подавляют активность целлюлаз коло�
радского жука и Т. reesei.  В сортах  Невский,
Удача активность свободных ингибиторов
целлюлаз в листьях не выявляется.  Антицел�
люлазная активность у этих сортов выявля�
ется  лишь после прогревания экстрактов.  В
любом случае, прогревание экстрактов при�

водит либо к появлению, либо к повышению
активности целлюлитических ферментов. По�
видимому, определенная часть молекул инги�
биторов целлюлаз   в растительных тканях
находится в составе комплексов с  термола�
бильными  компонентами клетки.

Наши эксперименты показывают, что тка�
ни картофеля не обладали  целлюлолитичес�
кой активностью.  Ранее показано, что белко�
вые ингибиторы протеолитических ферментов
из растений обладают высокой термостабиль�
ностью, и могут быть выделены из комплекса  с
ферментом путем  селективной денатурацией
конформационно лабильных молекул фермен�
та при нагревании  экстрактов [4]. По нашим
данным,  растительные  ингибиторы целлюлаз

Рисунок 1.   Гидролиз субстрата  КМЦ, иммобилизованного
в агарозный гель,   ферментами колорадского жука и Trichoderma

reesei; 1,2 –колорадский жук;    3,4,5� Т. reesei
(коммерческий препарат, 1 мг/мл)
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Примечание:  1� экстракт без прогревания;   2�экстракт после прогревания  при 60° С, 10 мин.
В процентах выражена доля подавления активности фермента.
Активность  целлюлаз T. reesei  � 125,2 Е/мг; активность целлюлаз L. decemlineata �  117,9 Е/г активность пектиназ L.

decemlineata — 78,5 Е/г

Таблица 1. Активность ингибиторов целлюлаз и пектиназ (ИЕ/г сырой массы)
в листьях различных сортов картофеля

Фундаментальные проблемы изучения и сохранения биологического разнообразия
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и  пектиназ также термостабильны  и не теряют
активности  при  прогревании экстрактов.

Интересно отметить, что прогревание эк�
страктов листьев картофеля  не приводит к по�
вышению  активности ингибиторов пектиназ.
Этот факт свидетельствует о том, что в листьях
картофеля ингибиторы не  способны образовы�
вать комплексы с эндогенными пектиназами,
хотя   пектинолитическая активность в листьях
картофеля  присутствует.

Проростки и клубни  картофеля также об�
ладают антицеллюлазной активностью (табл.2).
Как видно, ингибиторы  в проростках находятся
в связанном состоянии и их активность опреде�
ляется только после прогревания  экстрактов.   В

Таблица  2. Активность ингибиторов целлюлаз (ИЕ/г сырой массы) колорадского жука
в клубнях и проростках картофеля
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1� экстракт без прогревания;   2�экстракт после прогревания  при 60 єС, 10 мин.
Активность целлюлаз L. decemlineata �  117,9 Е/г .
В процентах выражена доля подавления активности фермента

клубнях картофеля определяется  активность как
свободных, так и связанных ингибиторов.  Изу�
ченные образцы картофеля  характеризуются
значительными различиями  по показателям
активности  свободных и связанных ингибито�
ров целлюлаз в проростках и клубнях.

Таким образом, в тканях картофеля нами
выявлены водорастворимые соединения, спо�
собные подавлять активность целлюлолити�
ческих и пектинолитических ферментов
Leptinotarsa decemlineata и Trichoderma reesei. Изу�
ченные сорта и гибриды картофеля  имеют су�
щественные различия по уровню антицеллю�
лазной и антипектиназной активности  в клуб�
нях и листьях.
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