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Актуальність. 

Мутагенні властивості інфекцій-
них агентів є об’єктом посиленої уваги 
дослідників вже впродовж декількох 
десятиліть. Мутагенну дію відмічено 
у багатьох патогенних бактерій та їх-
ніх токсинів [1, 2, 3, 4]. Проте механіз-
ми такої активності патогенних бак-

терій часто залишають невідомими. 
Досить часто мутагенна активність 
грамнегативних бактерій асоціюється 
із їхніми ліпополісахаридами (ЛПС). 
Зокрема, дослідження останніх років 
дозволили встановити, що мутагенна 
активність інактивованих нагріванням 
патогенних та непатогенних штамів E. 
coli, які є причиною геномної неста-
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більності в клітинах кишківника, пе-
чінки та селезінки мишей, пов’язана із 
ЛПС цих бактерій [4]. Саме розчини 
ЛПС, а не бактеріальної ДНК, РНК чи 
білків, спричинювали зміни кількості 
фосфорильованих гістонів H2AX, що 
є маркерами дволанцюгових  розри-
вів ДНК, та білків, що беруть участь 
у проліферації (PCNA), метилуванні 
ДНК (MeCP2, DNMT1, DNMT3A і 3B) 
чи репарації ДНК (APE1 і KU70), у 
клітинах печінки та селезінки мишей 
[3]. ЛПС виявилися компонентами 
бактеріальних клітин, які відповіда-
ють за індукцію геномних змін у ха-
зяїні, впливають на проліферацію клі-
тин і механізми внутрішньоклітинної 
передачі сигналів [5]. Вважають, що 
ЛПС здатні індукувати пошкодження 
геному використовуючи в основному 
два механізми [3]:

1) ЛПС спричинює запальну ре-
акцію, наслідком якої є утворення 
активних форм кисню, що характе-
ризуються пошкоджуючою дією на 
ДНК. Було продемонстровано, що дія 
навіть малих доз ЛПС призводить до 
значного збільшення рівня АФК [6]. 

2) Оброблення клітин ЛПС при-
скорює їх проліферацію. Проліфера-
ція клітин може бути індукована ци-
токінами, утворення яких є імунною 
відповіддю клітини, яка індукована 
завдяки сигнальній функції ЛПС. Ві-
домо, що індуковані ЛПС цитокіни 
відіграють важливу роль у проліфе-
рації клітин спричинені запаленням 
при гіперплазії. 

Тобто, ЛПС індукують пошко-
дження ДНК через вільнорадикальний 
механізм або спричинюючи високий 
рівень проліферації. Залишається не 
з’ясованим питання щодо необхідно-
сті прямого фізичного контакту клітин 
хазяїна з молекулами ЛПС бактерій за-
для індукції пошкоджень ДНК, надмір-

ної проліферації чи генетичної неста-
більності. Можливо індуковані ЛПС 
ефекти опосередковані сигнальними 
молекулами, що утворюються на рівні 
слизової оболонки кишківника [3].

Відомо, що ін’єкція щурам ЛПС 
у дозі 5 мг/кг спричинює збільшення 
вмісту 8-гідроксидезоксигуанозину, 
який є маркером оксидативного по-
шкодження ДНК, у клітинах печінки в 
4 рази [7]. Дослідження інших вчених 
вказують на посилення синтезу актив-
них форм кисню у клітинах тварин і 
людини за участю ЛПС, одержаних із 
клітин бактерій різних видів [8]. На-
приклад, зростання частоти мутацій у 
культурі клітин RAW264.7, яку спосте-
рігали після оброблення препаратами 
ЛПС та γ-ІФН, автори пов’язують зі 
стимуляцією утворення оксиду азо-
ту [9]. Крім того, ЛПС може виявляти 
генотоксичну активність щодо клітин 
крові та кісткового мозку щурів [9].

Отже, накопичені значні експери-
ментальні дані, які підтверджують 
мутагенний вплив ліпополісахаридів 
патогенних мікроорганізмів на макро-
організм. Однак, ці дані стосуються 
переважно патогенних для ссавців 
бактерій. Разом із тим у попередніх 
наших дослідженнях було встановле-
но, що ліпополісахаридам двох шта-
мів збудника базального бактеріозу 
пшениці притаманна антимутагенна 
активність у бактеріальній тест-систе-
мі та мутагенна активність у рослин-
ній тест-системі [10, 11]. 

Зважаючи на велику кількість 
даних щодо мутагенної активності 
ЛПС патогенних для ссавців бактерій 
та неоднозначні дані отримані нами, 
щодо мутагенної дії ЛПС фітопато-
генних бактерій, метою роботи ста-
ло вивчення генотоксичної дії ЛПС 
Pseudomonas syringae pv. atrofaciens 
у Allium cepa-тесті.
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Матеріали та методи 
досліджень. 

Для здійснення роботи нами ви-
користано два штами Pseudomonas 
syringae pv. atrofaciens (McCulloch 
1920) Young, Dye & Wilkie 1978: 
УКМ В-1011 (PDDCC 4394) – 
неопатотиповий штам, ізольований 
із листка пшениці та 9780, який 
було ізольовано нами з ураженої 
базальним бактеріозом пшениці 
сорту Подолянка у Полтавській об-
ласті України. Штами зберігаються у 
колекції живих культур відділу фіто-
патогенних бактерій Інституту мікро-
біології і вірусології НАН України.

Фітопатогенні бактерії культиву-
вали в картопляному бульйоні (КБ). 
ЛПС отримували за екстрагування 
розчином хлориду натрію [12]. 

Для виділення ЛПС 10 г вологих 
бактеріальних клітин заливали 100 мл 
0,85 % розчину хлориду натрію та пере-
мішували протягом 4–5 год на магнітній 
мішалці за температури 4 С. Клітини 
осаджували центрифугуванням, надо-
садову рідину, яка мала слабку опалес-
ценцію, збирали та для позбавлення від 
низькомолекулярних речовин діалізу-
вали 24 год проти дистильованої води 
(періодично перемішуючи та змінюючи 
воду). Екстракти ліофільно висушува-
ли. Для очищення ЛПС готували їхні 
3 % водні розчини. ЛПС із таких роз-
чинів осаджували  ультрацентрифугу-
ванням за 30000 об/хв протягом трьох 
годин за температури 4 ºС. Процедуру 
осадження здійснювали двічі. Осади 
розчиняли в невеликій кількості дисти-
льованої води та ліофільно висушували.

У ЛПС визначали вміст основних 
компонентів: вуглеводів, жирних 
кислот; та вміст речовин, які є супут-
німи компонентами препаратів ЛПС: 
білків та нуклеїнових кислот [12].

Для вивчення фітотоксичності 
ЛПС насіння цибулі ріпчастої сор-
ту Халцедон пророщували у вологій 
камері з розчином ЛПС відповідної 
концентрації (у контролі використо-
вували стерильну дистильовану 
воду) 4 доби. Враховували кількість 
пророслого насіння та довжину ко-
рінців у проростків.

Генотоксичну дію ЛПС щодо 
Allium cepa L. (цибуля ріпчаста 
сорту Халцедон) тестували за ме-
тодикою J. Rank [13]. Насіння A. 
cepa пророщували у розчинах ЛПС 
продовж 48 год до появи корінців 
довжиною 0,5‒0,7 мм. Як контроль 
використовували корінці, які утво-
рилися у насінні, що пророщували 
в дистильованій воді. Фіксували 
корінці у суміші етанолу і оцтової 
кислоти у співвідношенні 3 : 1 впро-
довж протягом доби. Корінці відми-
вали від фіксатора у 80 % етанолі 
тричі по 2 год. Мацерацію здійсню-
вали у 1н розчині соляної кислоти 
30 хв. Забарвлювали корінці 2 год 
у 1 % розчині ацетоорсеїну. Відми-
вали корінці у 45 % розчині оцтової 
кислоти протягом 10 хв. Для цито-
генетичного аналізу готували тим-
часові давлені препарати апікальної 
меристеми корінців [12]. Мікроско-
піювання здійснювали за збільшен-
ня у 400 або 1000 разів за допомогою 
мікроскопу Sigeta MB-201.

Аналізували 10 корінців A. cepa 
та не менше 100 анафаз і телофаз у 
кожному варіанті досліду [12]. Для 
визначення мітотичної активності 
(МІ) підраховували кількість клітин 
у різних фазах мітозу у 10 випадково 
вибраних полях зору у кожному пре-
параті. Мітотичний індекс виражали 
як відношення кількості клітин у ста-
дії мітозу до загальної кількості об-
стежених клітин у відсотках.



Біотехнологія та біоінженерія

Vol. 10, № 3, 2019 47BIOLOGICAL SYSTEMS: THEORY AND INNOVATION

Визначали також кількість клітин 
із порушенням хромосомного апара-
ту за показником частота аберантних 
анафаз і телофаз (ЧААТ) [12]. ЧААТ 
виражали як відношення кількості 
клітин з абераціями в анафазі та тело-
фазі до загальної кількості клітин, які 
перебували в ана- та телофазі, у від-
сотках. Результати обчислення ЧААТ 
представляли як середнє ± стандартне 
відхилення. Для оцінки даних викори-
стали t-критерій Стьюдента для вияв-
лення статистично значущих відмін-
ностей між групами даних (р  0,05).

Результати дослідження 
та їх обговорення. 

На відміну від більшості грамне-
гативних бактерій P. syringae харак-
теризуються доволі слабким закрі-
пленням ЛПС у зовнішній мембрані. 
Тому вже тривалий час для отриман-
ня ЛПС бактерій цього виду вико-
ристовують метод екстрагування роз-
чином хлориду натрію (0,85%) [14]. 
Цей метод дозволяє отримувати пре-
парати ЛПС, які зберігають свою бі-
ологічну активність, що є важливим 
для подальшого вивчення власти-
востей ЛПС [14, 15]. Саме тому для 
здійснення досліджень ми отримува-
ли ЛПС методом екстрагування роз-
чином хлориду натрію (0,85 %). Пре-
парати мали типовий для ЛПС цього 
виду хімічний склад. ЛПС P. syringae 

pv. atrofaciens УКМ В-1011 містив 
31,8 % вуглеводів, 20,0 % білків, 
3,6 % нуклеїнових кислот та 1,5 % 
2-кето-3-дезоксиоктонової кислоти 
(КДО). ЛПС P. syringae pv. atrofaciens 
9780 містив 37,5 % вуглеводів, 23,4 % 
білків, 5,1 % нуклеїнових кислот та 
1,9 % КДО (табл. 1). Необхідно зазна-
чити, що схожий склад ЛПС спосте-
рігали за вивчення цих біополімерів у 
інших ізольованих із пшениці штамів 
P. syringae pv. atrofaciens (табл. 1).

У ЛПС P. syringae pv. atrofaciens 
містилася значна кількість вугле-
водів, що відрізняє фітопатогенні 
види бактерій роду Pseudomonas від 
інших досліджених представників 
роду, які часто характеризуються 
О-антигенними комплексами з низь-
ким вмістом вуглеводів.

У отриманих ЛПС P. syringae pv. 
atrofaciens міститься значна кількість 
білка. За даними літератури кількість 
білка у препаратах ЛПС залежить 
від способу їхнього виділення і може 
коливатись від 6,7 до 24,5 % [14]. 
Відомо, що молекули ЛПС у клітині 
знаходяться в комплексі одна з одною 
та з речовинами іншої хімічної при-
роди, наприклад, білками.

2-кето-3-дезоксиоктонова кислота 
(КДО) завжди присутня в ЛПС майже 
усіх грамнегативних бактерій. Вона 
зв’язує ліпід А з полісахаридною 
частиною молекули. Наявність КДО 
може бути своєрідним маркером, який 

1. Хімічний склад ЛПС P. syringae pv. atrofaciens 

№ ЛПС штаму
Середній вміст, %

вуглеводів білків нуклеїно-
вих кислот КДО

1 P. syringae pv. atrofaciens УКМ В-1011 31,8 20,0 3,6 1,5
2 P. syringae pv. atrofaciens 9780 30,7 27,7 2,3 1,7
3 P. syringae pv. atrofaciens 9417 [11] 37,5 23,4 5,1 1,9
4 P. syringae pv. atrofaciens 9400 [10] 30,7 27,7 2,3 1,7
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свідчить про ліпополісахаридну при-
роду виділеної речовини. В інших по-
лімерах клітин КДО не виявляється. 

Раніше нами встановлено здат-
ність впливати на частоту хромосом-
них аберацій у рослинній тест-системі 
ЛПС штамів P. syringae pv. atrofaciens 
9400 та авірулентного P. syringae 
pv. atrofaciens 9417 [10, 11], які було 
ізольовано нами із рослин пшени-
ці. Задля розширення уявлення про 
мутагенні властивості ЛПС збудни-
ка базального бактеріозу пшениці 
P. syringae нами вивчено цитотоксич-
ну дію та здатність індукувати пошко-
дження хромосом ЛПС P. syringae pv. 
atrofaciens 9780, який є вірулентним і 
належить, як і попередньо досліджу-
ваний штам P. syringae pv. atrofaciens 
9400, до серогрупи ІІ за схемою серо-
групування бактерій виду P. syringae, 
та неопатотипового штаму P. syringae 
pv. atrofaciens УКМ В-1011, який на-
лежить до серогрупи IV. Відомо, що 
ЛПС є важливим фактором патоген-
ності фітопатогенних грамнегативних 
бактерій [16, 17], а важливе значення 
для вияву багатьох біологічних актив-
ностей цього біополімеру (особли-
во тих, що пов’язані із впливом на 
макроорганізми) відіграють О-спе-
цифічні полісахариди (О-ПС). О-ПС 
ЛПС P. syringae є найбільш вивче-
ними серед фітопатогенних бакте-
рій. Вона корелює з серологічними 
властивостями штамів P. syringae і 
не має кореляції з приналежністю до 
патовару. Наприклад, різні штами P. 
syringae pv. atrofaciens мають різну 
будову О-ПС [17]. Тому для дослі-
дження нами було обрано представ-
ника тої самої серогрупи, що і рані-
ше досліджений ЛПС P. syringae pv. 
atrofaciens 9400, та іншої серогрупи, 
яка є найбільш поширеною в агрофі-
тоценозах України.

Встановлено, що ЛПС P. syrіngae 
pv. atrofacіens 9780 та ЛПС неопа-
титипового штаму P. syrіngae pv. 
atrofacіens УКМ В-1011 є фітотоксич-
ними для Allium cepa сорту Халцедон 
у концентрації 5 мг/мл та 10,0 мг/
мл (табл. 2). Так, ЛПС P. syrіngae 
pv. atrofacіens 9780, у концентрації 
10 мг/мл зменшує довжину корінців 
цибулі на 44 %, а у концентрації 5 мг/
мл – на 25 %. Водночас у концентра-
ції 2,5 мг/мл цей біополімер достовір-
но не впливає на ріст корінців цибулі. 
ЛПС P. syrіngae pv. atrofacіens 9780 
інгібує також схожість насіння цибу-
лі у концентраціях 10,0 та 5,0 мг/мл. 
Таку саму активність виявив і ЛПС 
неопатотипового штаму P. syrіngae 
pv. atrofacіens УКМ В-1011. У кон-
центрації 10,0 мг/мл він інгібує ріст 
корінців проростків цибулі на 39 %, 
а у концентрації 5,0 мг/мл на 20 % 
(табл. 2). Необхідно зазначити, що 
фітотоксичну активність ми відміча-
ли й у ЛПС інших штамів збудника 
базального бактеріозу пшениці [18].

Важливим показником впливу 
ЛПС на тест-об’єкт A. cepa сорту 
Халцедон є мітотичний індекс (МІ). 
ЛПС P. syrіngae pv. atrofacіens 9780 
у концентраціях 10,0 і 5,0 мг/мл ін-
гібував мітотичну активність клі-
тин апікальної меристеми корінців 
цибулі ріпчастої сорту Халцедон на 
65 і 42 % відповідно у порівнянні з 
контролем (рис. 1). ЛПС P. syrіngae 
pv. atrofacіens УКМ В-1011 виявив-
ся здатним інгібувати мітотичну 
активність у цих концентраціях на 
44 та 27 %. Порівнюючи отримані 
щодо інгібування мітотичної актив-
ності клітин апікальної меристе-
ми цибулі за дії ЛПС P. syrіngae pv. 
atrofacіens 9780 та P. syrіngae pv. 
atrofacіens УКМ В-1011 із раніше до-
сліджуваними нами ЛПС представ-
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ників цього патовару фітопатоген-
них бактерій виду P. syrіngae можна 
констатувати, що досліджувані ЛПС 
є менш токсичними для цибулі (рис. 
2). Однак, ми можемо стверджува-
ти, що цитотоксична дія стосовно A. 
cepa у концентраціях 10,0 і 5,0 мг/
мл є загальною властивістю ЛПС 

бактерій P. syrіngae pv. atrofacіens. У 
концентрації 2,5 мг/мл ЛПС збудни-
ка базального бактеріозу пшениці не 
виявляють цитотоксичного впливу на 
клітини апікальної меристеми корін-
ців A. cepa (рис. 1). 

У клітинах апікальної меристеми 
корінців цибулі за дії ЛПС P.syringae 

2. Вплив ЛПС P. syrіngae pv. atrofacіens на проростання насіння A. cepa 
сорту Халцедон

Досліджений 
ЛПС

Концен-
трація 

ЛПС, мг/
мл

Схожість 
насіння, 

%

Інгібування 
схожості насін-
ня за оброблен-
ня ЛПС, %*

Середня 
довжина 
корінця, 
мм

Інгібуван-
ня росту 
корінців, 

%*

P. syrіngae pv. 
atrofacіens 
9780

10,0 78 15 4,2 44
5,0 86 7 5,6 25
2,5 90 7,2

P. syrіngae pv. 
atrofacіens 
УКМ В-1011

10,0 69 25 4,6 39
5,0 83 10 6,0 20
2,5 93 6,9

Контроль 92 7,5

Примітка. * – статистично значущі відмінності (r < 0,05).

Рис. 1. Мітотична активність клітин апікальної меристеми корінців 
цибулі ріпчастої сорту Халцедон за дії ЛПС P.syringae pv. atrofaciens.
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pv. atrofaciens відмічали наявність 
клітин з такими типами пошкоджень 
хромосомного апарату як фрагменти 
хромосом, мости і іноді втрату хро-
мосом (рис. 2).

Аналіз мутагенного впливу 
ЛПС P. syrіngae pv. atrofacіens 9780 
та P. syrіngae pv. atrofacіens УКМ 
В-1011 здійснювали за вирощування 
проростків цибулі у розчинах ЛПС 
концентрацією 5,0 мг/мл.

Встановлено, що за дії ЛПС 
P. syrіngae pv. atrofacіens 9780 ЧААТ 
становила 11,1 ± 0,6 %, за дії ЛПС 

P. syrіngae pv. atrofacіens УКМ В-1011 
10,8 ± 0,5 % (рис. 3). У контролі цей 
показник становив 4,8 ± 0,2 %. Отже, 
нами встановлено, що ЛПС P. syrіngae 
pv. atrofacіens 9780 та P. syrіngae pv. 
atrofacіens УКМ В-1011 спричинюють 
збільшення кількості хромосомних 
аберацій в A. cepa-тесті.

Слід зауважити, що раніше про-
аналізовані нами ЛПС збудника ба-
зального бактеріозу пшениці [10, 11] 
у концентрації 5,0 мг/мл спричинюва-
ли підвищення ЧААТ у даному тесті. 
Таким чином, ЛПС фітопатогенних 

                                                                                               
Рис. 2. Клітини апікальної меристеми корінців цибулі, у яких виявили 

пошкодження хромосом за дії ЛПС P.syringae pv. atrofaciens 9780: 
А – міст, Б – фрагмент хромосоми, В – відстаюча хромосома.

 Рис. 3. Кількість клітин із пошкодженнями хромосомного апарату 
в апікальній меристемі за цибулі ріпчастої сорту Халцедон за дії 
ЛПС P.syringae pv. atrofaciens: * – наявність статистично значущих 

відмінностей від контрольних показників (р < 0,05)
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бактерій P. syrіngae pv. atrofacіens  
проявляють мутагенну активність в A. 
cepa-тесті у концентрації 5,0 мг/мл не-
залежно від вірулентних властивостей 
і серологічної приналежності штамів, 
із яких було виділено ЛПС. Подальші 
дослідження мають бути сконцентро-
вані на встановленні механізму мута-
генної активності ЛПС P. syrіngae pv. 
atrofacіens та виявленні мутагенної 
активності у представників інших па-
товарів цього виду бактерій.

Висновки та перспективи. 

Ліпополісахариди фітопатоген-
них бактерій патовару P. syringae pv. 
atrofaciens, які були ізольовані із агро-
фітоценозу пшениці, у концентраціях 
10,0 і 5,0 мг/мл характеризуються цито-
токсичною активністю стосовно клітин 
A. cepa зменшуючи мітотичний індекс в 
середньому на 60 – 40%. Встановлено, 
що ЛПС всіх досліджених штамів збуд-
ника базального бактеріозу пшениці 
виявляють генотоксичну дію в A. cepa-
тесті. За дії ЛПС у концентрації 5,0 мг/
мл в середньому у два рази збільшу-
ється частота хромосомних аберацій, 
серед аберацій спричинених дією ЛПС 
на клітини A. cepa відмічено відстаю-
чі хромосоми, фрагменти хромосом та 
мости. Деструктивна активність ЛПС у 
A. cepa-тесті не залежала від вірулент-
них властивостей і серологічної прина-
лежності штамів, із яких було виділено 
ЛПС. Подальші дослідження мають 
бути зфокусовані на встановленні ме-
ханізмів впливу ЛПС на хромосомний 
апарат рослинних клітин.. 
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AnnotaƟon. The genotoxic acƟvity of microorganisms and their biopolymers is closely monitored 

due to the correlaƟon between microorganism instability of macroorganisms and carcinogenesis. 
InformaƟon about the mutagenic acƟvity of phytopathogenic bacteria and their biopolymers is 
extremely limited, which makes the study of the genotoxic acƟon of lipopolysaccharides of the 
widespread species P. syringae pv. atrofaciens urgent task. DeterminaƟon of genotoxic acƟvity of 
lipopolysaccharides obtained by extracƟon with sodium chloride soluƟon of the causaƟve agent 
of basal bacteriosis of wheat P. syringae pv. atrofaciens were performed in Allium cepa-test. It has 



Біотехнологія та біоінженерія

Vol. 10, № 3, 2019 53BIOLOGICAL SYSTEMS: THEORY AND INNOVATION

been established that lipopolysaccharides of phytopathogenic bacteria of the species P. syringae pv. 
atrofaciens suppress mitoƟc acƟvity in the cells of the A. cepa apical meristem and, at a dose of 5.0 
mg / ml, exhibit a destrucƟve effect on the geneƟc apparatus of the test object.
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Аннотация. Генотоксическая активность микроорганизмов и их биополимеров яв-

ляется объектом пристально внимания в связи с корреляцией между нестабильностью 
геномов макроорганизмов, вызванной микроорганизмами, и канцерогенезом. Информа-
ция о мутагенной активности фитопатогенных бактерий и их биополимеров крайне 
ограничена, что делает исследование генотоксического действия липополисахаридов 
широко распространенного вида P. syringae pv. atrofaciens актуальной задачей. Опреде-
ление генотоксической активности полученных экстрагированием раствором хлорида 
натрия липополисахаридов возбудителя базального бактериоза пшеницы P. syringae 
pv. atrofaciens осуществляли в Allium cepa-тесте. Установлено, что липополисахариды 
фитопатогенных бактерий вида P. syringae pv. atrofaciens подавляют митотическую 
активность в клетках апикальной меристемы A. cepa и в дозе 5.0 мг/мл проявляют де-
структивное влияние на генетический аппарат тест-объекта.

Ключевые слова: фитопатогенные бактерии, липополисахарид, мутагенная 
активность, митотический индекс


