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При взаимодействии растительных клеток листового салата и базилика 
с Ps.aeruginosa ATCC B3994 при использовании электронного микроскопа были выявлены де-
формации клеточной стенки с нарушениями ее целостности, а также обнаружены увели-
ченного размера хлоропласты с ультраструктурными изменениями. Ps.fluorescens АТСС 948 
локализовались в цитоплазме и хлоропластах клеток без цитотоксического эффекта. Иден-
тификация выделенных из растений изолятов осуществлялась с помощью окраски по Граму, 
биохимических тестов и ПЦР. Контаминация зеленных культур, не подвергающихся тепло-
вой обработке вирулентным штаммом Ps. aeruginosa, представляет потенциальную угрозу 
для здоровья и жизни людей.
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Введение

Микробно-растительные ассоциации являются основой поддержания жиз-
ни на нашей планете. Известно, что растения имеют как субстратную, подземную, 
обильно заселенную ризосферными микроорганизмами, так и надземную части. По-
чвенные бактерии, грибы способны проникать в корни растений или колонизировать 
их поверхность. Эпифиты и некоторые бактериальные и грибные паразиты, в свою 
очередь, развиваются на поверхности листьев в филлосфере [7, 14].

Как правило, между микроорганизмами и макроорганизмами возникают вза-
имоотношения, носящие характер либо положительного симбиоза (то есть они обо-
юдно полезны и растениям, и микроорганизмам), либо деструктивного паразитиз-
ма, способного причинить вред не только организму-хозяину, но (при использова-
нии трофических цепей) и другим организмам. Пребывание патогенных организмов 
в растениях является частью цикла их циркуляции во внешней среде. Вероятнее все-
го, они используют растения как альтернативного хозяина и переносчика в организм 
человека или животного [6, 11, 14].
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Формирование любой микробно-растительной патологической системы опре-
деляется, главным образом, «совместимостью» генотипов хозяина и патогена: на-
личием или отсутствием механизмов устойчивости растений и факторов вирулент-
ности бактерий [20]. Внутренние процессы, защищающие организм растений, на-
ходятся под контролем системы гормональной регуляции [12], активация которой 
приводит к устранению проникшей угрозы внутри организма и способствует повы-
шению устойчивости макроорганизма [24]. В некоторых случаях микроорганизмы, 
используя систему гормональной регуляции в качестве мишени, тем самым способ-
ны манипулировать «поведением» хозяина, оказывая воздействие на его восприим-
чивость [30].

Наибольшее внимание ученых в последнее время привлекают взаимоотноше-
ния распространенных условно-патогенных и патогенных микроорганизмов с зелен-
ными культурами, не подвергающимися тепловой обработке и представляющими 
опасность для жизни и здоровья человека [18].

Известно, что в зависимости от вида культуры или условий выращивания ци-
клический морфогенез высших растений, обладающих сложным строением, проте-
кает по-разному. В настоящее время оценить взаимодействие некоторых штаммов 
микроорганизмов в связи с наличием факторов патогенности и высших растений 
не представляется возможным в естественных условиях. Анализ имеющихся экспе-
риментальных данных и сообщений в области культуры in vitro позволяет получать 
модели растительных организмов в строго контролируемых стерильных условиях [8].

Целью работы является изучение взаимодействия бактерий рода Pseudomonas 
(Ps.aeuginosa и Ps.fluorescens) с растениями листового салата (Lactuca sativa L.) и ба-
зилика красного (Ocimum basilicum L.) в условиях in vitro.

Ps.aeruginosa (синегнойная палочка) – грамотрицательные палочковидные 
возбудители гнойно-воспалительных заболеваний человека [4, 13]. Вызываемые ими 
инфекции обычно характеризуются длительностью и сложностью лечения, что на-
прямую связано с приобретенной устойчивостью инфекционного агента к различ-
ным антибиотикам или непосредственно с природой самого возбудителя [5]. Их 
сопротивляемость терапевтическим мерам связана с формированием устойчивых 
к факторам окружающей среды биопленок. Возможность некоторого «сообщения» 
и координации поведения при помощи выделения молекулярных сигналов (Quorum 
Sensing) имеет особое значение на различных этапах развития биопленки [33, 19]. 
Инфекции, вызываемые синегнойной палочкой, характеризуются достаточно высо-
ким уровнем летальности – до 40–50% [28, 13]. Установлено, например, что синег-
нойной инфекции подвержены онкобольные, беременные женщины, пожилые, дети, 
а также люди с ослабленным иммунитетом [3, 29].

Возможность поражения P. aeruginosa любого органа и ткани обусловлена зна-
чительным числом различных факторов патогенности (экзотоксин А, экзоэнзим S, 
цитотоксин), а также высвобождением эндотоксинов при гибели и распаде бакте-
риальной клетки. Кроме выделяемых токсинов, возбудитель синегнойной инфекции 
проявляет ферментативную активность, увеличивающую патогенные свойства ми-
кроорганизма, выделяя, например, протеазу и нейраминидазу, и др. [27].

Ps.fluorescens – широко распространенные непатогенные для человека и жи-
вотных сапротрофные бактерии, встречающиеся в различных средах обитания, в том 
числе на различных животных и растительных субстратах. Часто они обнаружива-
ются в ризосфере и филлосфере растений, являются естественными регуляторами 
фитопатогенных микроорганизмов, а также усиливают ростовые процессы у рас-
тений, повышают их продуктивность и устойчивость к неблагоприятным факторам 
окружающей среды [32].
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Материалы и методы исследования

В экспериментах были использованы штаммы Ps. aeruginosa ATCC В 3994™ 
и Ps.fluorescens АТСС 948™, полученные из коллекции ООО «ВЕЛЕС», а также зелен-
ные культуры: листовой салат (Lactuca sativa L.) и базилик красный (Ocimum basili-
cum L.), полученные в условиях in vitro.

Бактерий рода Pseudomonas культивировали на среде МПА при температуре 
28 0С в течение 3-х сут. Зеленные культуры листового салата (Lactuca sativa L.) и ба-
зилика красного (Ocimum basilicum) выращивали до стадии листообразования на сре-
де MS в стеклянных сосудах при влажности в течение 18 сут. [10, 15].

Заражение растений для ультраструктурных исследований проводили с помо-
щью шприца, вводя бактериальную суспензию под каждое растение в дозе 106 м.к/мл. 
В качестве контроля оставляли растения, под которые вводили по 1,0 мл изотониче-
ского раствора NaCl [15, 16].

Биохимические свойства и идентификацию изолятов из растительных тканей 
оценивали с помощью СИБ-тестов, метода окраски по Граму, ПЦР [16].

Для ПЦР-исследования изолятов псевдомонад использовали видоспецифич-
ные (PA-SS-F/PA-SS-R) для выявления Ps. aeruginosa и родоспецифичные праймеры 
(Ps-for/Ps-rev) (табл. 1).

Таблица 1
Праймеры, используемые в ПЦР-анализе для идентификации псевдомонад [9]

Выявляемый вид, 
последовательность Праймер Нуклеотидная последовательность Размер фрагмента, 

п.н.

Pseudomonas spp.
Ps-for 5’-GG TCTGAGAGGATGATCAGT

969
Ps-rev 5’-TTAGCTCCACCTCGCGGC

Ps. aeruginosa
PA-SS-F 5’-GGGGGATCTTCGGACCTCA

956
PA-SS-R 5’-TCCTTAGAGTGCCCACCCG

Отдельную колонию каждого штамма ресуспендировали в 500 мкл сверхчи-
стой воды, инкубировали в твердотельном термостате «Термит» (Россия) в течение 
10 мин при 95 0С и центрифугировали в течение 5 мин при 13 000 об/мин. Надосадоч-
ную жидкость использовали для ПЦР-исследований.

Протоколы амплификации соответствовали рекомендациям авторов, предло-
живших используемые праймеры. Температура отжига для праймеров составляла: 
65°С – 60 с; для PA-SS-F/PA-SS-R: 58°С – 20 c. Электрофоретическое разделение про-
дуктов реакции проводили в 1,2%-м агарозном геле в трис-боратном буфере при на-
пряжении электрического поля 6 В/см [1] (рис. 1).

Для изучения ультраструктуры клеток инфицированных растений отрез-
ки из срединной части до центральной жилки молодых листьев среднего раз-
мера фиксировали в течение 4 ч «на холоде» 2,5%-ным глутаровым альдегидом 
и 4%-ным раствором оксида осмия, контрастировали 2%-ным раствором урани-
лацетата и обезвоживали, а затем заливали смолой «Эпон-812» по методу Саба-
тини [2, 32].

С помощью ультрамикротома LKB3 (Швеция) получали ультратонкие срезы ли-
стьев растений, просмотр которых осуществляли при помощи электронного микроскопа 
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Libra-120 («Zeiss», Германия) при среднем увеличении от ×2500 до ×4000 с последую-
щей морфометрической обработкой.

Во всех экспериментах биологическая и аналитическая повторность измере-
ний была 3-кратной. При морфометрических исследованиях обработку полученных 
результатов проводили на основании данных, полученных на 100 хлоропластах каж-
дого варианта. Статистическая обработка проводилась в программе Microsoft Office 
Excel 2007. В таблицах и на графиках представлены средние значения и их стандарт-
ные ошибки. Критерий вероятности P <0,05 принимали достаточным для достовер-
ной разницы опытной и контрольной групп данных.

Рис. 1. Электрофорез амплифицированных фрагментов ДНК на 1,2%-ном агарозном геле 
(A – Pseudomonas spp. Б – Ps. aeruginosa: 1 – ДНК-маркер; 

2 – отрицательный контроль; 3 – положительный контроль (Ps.aeruginosa); 
4, 5 – ПЦР-продукты (изоляты Ps.aeruginosa из листового салата и базилика); 

6 – положительный контроль (Ps.fluorescens); 
7, 8 – ПЦР-продукты (изоляты Ps.fluorescens из листового салата и базилика)

Результаты исследования

В результате экспериментов обнаружено, что контрольные неинфицированные 
растения базилика обладали правильной овальной формой с ровной, немного изо-
гнутой клеточной стенкой. Внутри клеток находились цитоплазма, центральная ва-
куоль, многочисленные митохондрии и округлые плотные хлоропласты, содержащие 
1–4 крахмальных зерен, немного пластоглобул (рис. 2).

Рис. 2. Клетки столбчатой паренхимы листьев растений базилика 
без заражения (контроль): 

1 – хлоропласты; 2 – крахмальные зерна; 3 – митохондрии; 
4 – пластоглобулы; 5 – клеточная стенка
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Клетки столбчатой паренхимы незараженного листового салата (контроль) 
были по форме вытянутыми, с изгибами клеточной стенки. При исследовании боль-
шого числа снимков обнаружена более однообразная ультраструктура клеток, чем 
у базилика, был виден пристенный слой цитоплазмы и многочисленные хлоропласты 
группами по 4–5 шт. по краям клетки у клеточной стенки.

В клетках листового салата наблюдались овальной формы хлоропласты с плот-
ной стромой, многочисленными липидными каплями и без крахмальных зерен. Мито-
хондрии наблюдались в клетках весьма редко. Важно отметить, что на многочислен-
ных снимках срезов листового салата и базилика в контрольных вариантах ни изуча-
емых псевдомонад, ни других бактерий-контаминантов обнаружено не было (рис. 3).

Рис. 3. Клетки растений листового салата без заражения (контроль):
1 – хлоропласты; 2 – пластоглобулы; 3 – клеточная стенка

Бактерии Ps.aeruginosa мигрировали в клетки растений базилика через разры-
вы клеточной стенки, что, по-видимому, является следствием токсического воздей-
ствия условно-патогенных псевдомонад на клетки растений. Распространение ин-
фекции по растению происходило скорее всего через образовавшиеся повреждения 
в клеточной стенке, и таким образом синегнойная палочка получила возможность 
перемещения из клетки в клетку.

Установлено, что при сохранении клетками растений округлой формы хлоро-
пласты несколько видоизменялись – в основном это было увеличение их размеров 
по сравнению с контрольными вариантами. Получены снимки, на которых видны Ps. 
aeruginosа, которые при проникновении внутрь хлоропласта разрушали его изнутри. 
На некоторых снимках можно наблюдать лизис крахмальных зерен, поскольку бакте-
рии могли, видимо, использовать их как источник питания (рис. 4).

Проникновение сапротрофных псевдомонад в растительные клетки было так-
же подтверждено с помощью электронной микроскопии срезов листьев базилика, за-
раженного Ps.fluorescens. Сапротрофные псевдомонады были локализованы в клетке 
небольшими группами без видимых нарушений строения клеточной стенки. На мно-
гих снимках четко видны по сравнению с контролем ядро, аппарат Гольджи, много-
численные митохондрии, что свидетельствует об усилении энергетических процес-
сов в клетках базилика. Кроме того, были видны липидные капли, или пластоглобу-
лы, которые способствуют в растительных клетках образованию или разрушению 
тилакоидов хлоропластов (рис. 5).

На отдельных микроснимках зафиксировано проникновение бактерий в хлоро-
пласты без последующего цитопатогенного воздействия. Было отмечено, что крах-
мальные зерна в окружении флюоресцирующих псевдомонад не претерпевали 
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никаких морфологических изменений, но в результате взаимодействия с Ps.fluorescens 
была полностью утрачена оболочка хлоропласта (рис. 6).

При инфицировании Ps.aeruginosa листового салата наблюдалось проникно-
вение синегнойной палочки в клетки салата с последующим нарушением целостно-
сти клеточных стенок и деградативным воздействием на хлоропласты, как и в опыте 
с базиликом. Деструкция клеточных органелл с последующим увеличением количе-
ства пластоглобул (липидных капель) происходила, по-видимому, ввиду отрицатель-
ного воздействия синегнойной палочки. Также отмечена значительная деформация 
клеточных стенок салата и более вытянутых узких хлоропластов (рис. 7).

Рис. 4. Измененные хлоропласты клеток базилика при воздействии Ps. aeruginosa: 
1 – бактерии; 2 – крахмальные зерна

Рис. 5. Клетки растений базилика при взаимодействии с сапротрофом Ps.fluorescens: 
1 – бактерии Ps. fluorescens; 2 – ядро; 3 – митохондрии; 4 – аппарат Гольджи; 

5 – пластоглобулы; 6 – клеточная стенка

Гистологическое изучение взаимодействия Ps. fluorescens и листового салата 
обнаружило миграцию этих сапротрофов в клетки салата при сохранении целостно-
сти клеточной стенки. В растительных клетках наблюдались увеличение количества 
митохондрий и изменение формы хлоропластов на более вытянутую (рис. 8).

Изолированные из растений бактерии на всем протяжении опыта не меняли 
своих культуральных, морфологических и биохимических свойств. Для уточнения 
полученных результатов использовался метод ПЦР. Молекулярно-генетические ис-
следования изолятов бактерий с использованием родо- и видоспецифичных прайме-
ров подтвердили их принадлежность изучаемым бактериям.
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Рис. 6. Хлоропласты базилика, 
зараженного бактериями Ps. fluorescens: 

1 – бактерии Ps.fluorescens; 
2 – крахмальные зерна; 

3 – граны с тилакоидами; 
4 – пластоглобулы

Рис. 7. Клетки столбчатой паренхимы листьев 
растений листового салата после заражения 

Ps.aeruginosa: 
1 – бактерии Ps.aeruginosa; 2 – хлоропласты; 

3 – пластоглобулы; 4 – клеточная стенка

Рис. 8. Клетки столбчатой паренхимы листьев 
растений листового салата после заражения Ps.fluorescens: 

1 – бактерии Ps.fluorescens; 2 – хлоропласты; 3 – клеточная стенка; 
4 – митохондрии; 5 – ядро

Обсуждение

При анализе публикаций ряда авторов можно отметить, что поведение 
псевдомонад может иметь некоторые сходства и различия по сравнению с по-
ведением других возбудителей пищевых инфекций. Так, В.И. Пушкаревой с со-
авт. [17] были доказаны активное размножение и сохранение в концентрации 
107 КОЕ/г в течение месяца в филлосфере проростков пшеницы L. monocytogenes, 
куда они проникли через корневую систему. В работе M.T. Brandl и R. Amundson 
[16] по инфицированию листового салата штаммом E. coli серотипа О157: H7 
показано, что в первые сутки после заражения наблюдалось увеличение числен-
ности кишечной палочки в 100 раз, инфектант сохранялся на уровне 106–7 КОЕ/г 
в течение 7 дней.
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В других исследованиях M.T. Brandl [22] смоделировал эксперимент с участи-
ем энтеропатогенных кишечных палочек, которые использовал при инфицировании 
латука, нанося бактериальную культуру на листья растения. Несмотря на активацию 
синтеза фенольных соединений растений как защитной реакции, численность па-
тогенных бактерий увеличилась в 20 раз в первые часы после заражения. Автором 
установлено, что бактерии проникали в растения латука через устьица или повреж-
денные листья с последующим некрозом тканей латука.

В наших экспериментах [18] было доказано проникновение E. coli O157: H7 
через корневую систему в молодые проростки базилика, выращенного до стадии ли-
стообразования. Уже на вторые сутки количество этих бактерий возрастало логариф-
мически: до 7 суток сокультивирования для энтеропатогенного штамма, до 5 суток – 
для непатогенных кишечных палочек.

Для изучения взаимодействия возбудителей пищевых инфекций с зеленными 
культурами многие исследователи также пользовались электронным микроскопом, 
однако цели и характер таких экспериментов были несколько другими по сравне-
нию с нашими исследованиями. Так, M.T. Brandl и R.E. Mandrell [22] изучали стадии 
формирования биопленки S. enterica на модели растения кинзы с помощью КЛСМ 
(конфокальной лазерной сканирующей микроскопии). В работах Y. Dong и др. [26] 
для изучения способности энтеробактерий размножаться внутри тканей и на корне-
вых волосках растений также использовали электронный микроскоп. Исследования 
L. Dinu и S. Bach [25], изучавших взаимодействия листового салата и GFP-мутанта 
E. coli О157: H7 с помощью метода КЛСМ, обнаружили многочисленные морфо-
логически измененные некультивируемые клетки бактерий кутикуле и поверхности 
изучаемого растения.

В настоящее время возбудители пищевых инфекций находят новые резервуары 
в растительных организмах, паразитируя в их клетках, становясь угрозой для здоро-
вья и жизни людей. Решение данной проблемы требует объединенных усилий специ-
алистов разного профиля. Проведенные нами исследования позволяют приблизиться 
к расшифровке механизмов внутриклеточного паразитизма возбудителей пищевых 
инфекций, который до сих пор слабо изучен как в нашей стране, так и за рубежом.

Данные эксперименты более полно определяют характер и результат воздей-
ствия Ps.aeruginosa и Ps.fluorescens на растительные клетки, а именно:

– При взаимодействии Ps.aeruginosa с клетками базилика наблюдались разрывы 
клеточной стенки, увеличенные по размеру хлоропласты с большим содержанием крах-
мальных зерен; отмечена также полная деструкция хлоропластов при высокой концен-
трации Ps.aeruginosa. Заражение синегнойной палочкой листового салата приводило 
к сильной деформации клеточной стенки и хлоропластов, приобретающих вытянутую 
зауженную форму с последующим разрушением и формированием пластоглобул.

– При взаимодействии растений базилика и листового салата с бактериями 
Ps.fluorescens бактерии обнаруживались в цитоплазме и хлоропластах клеток без 
цитопатогенного эффекта, лишь с некоторыми изменениями формы хлоропластов; 
наблюдалось увеличение количества липидных капель, увеличение количества ми-
тохондрий, свидетельствующих об усилении интенсивности энергетических процес-
сов, происходящих в растительных клетках.
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HISTOLOGICAL STUDY OF LETTUCE AND BASIL BY INFECTION 
WITH PS. AERUGINOSA AND PS. FLUORESCENS IN VITRO
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Studies based on the use of an electronic microscope revealed ultrastructural changes 
in plant cells of lettuce and Basil in interaction with Ps.aeruginosa ATCC B3994, expressed 
in deformation and violation of the integrity of the cell wall, increasing the size of chloroplasts, 
sometimes full destruction accompanied by the increased number of plastoglobuli. Ps.fluorescens 
ATСC948 were localized in the cytoplasm and chloroplasts of cells without a cytotoxic action. 
Plant isolates were identified with gram staining, biochemical tests and PCR. Contamination 
of non-heat-treated leaf vegetables with virulent strain Ps. aeruginosa is a potential threat to hu-
man health and life.

Key words: Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas fluorescens, leaf vegetables, bacterial 
population dynamics, phenolic compounds, chloroplast ultrastructure.
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