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(Кафедра микробиологии)

Приведены результаты исследований лабораторной модели взаимодействия 
микоплазмы Acholeplasma laidlawii, широко распространенной в природе ульт- 
рамикроскопической бактерии, с растениями. На примере люцерны и томата 
впервые показано, что A. laidlawii вызывает различные реакции у растений. 
Установлено, что сорт томата Золотая капля индеферентен к микоплазмам в 
отличие от других сортов, проявляющих интенсификацию ростовых и метабо
лических процессов в присутствии микоплазмы. У растений, восприимчивых к 
инфекционному агенту, прослежены специфичные морфологические изменения, 
характерные для микоплазмозов, возникающих в природных условиях. Анализ 
электронограмм ультратонких срезов мезофилла листа люцерны позволил выя
вить в клетках глубокие дегенеративные изменения. Практическая значимость 
работы определяется необходимостью идентификации факторов, обуславлива
ющих невосприимчивость растений к микоплазмам, и поиска путей регулирова
ния данной экологической системы с целью снижения экономических потерь от 
микоплазменных заболеваний.

Микоплазмы — прокариоты, ли
шенные клеточной стенки, широко 
распространены в природе. Мельчай
шая величина этих микроорганизмов 
определяет ограниченность их биохи
мических возможностей и как след
ствие зависимость от других организ
мов. В процессе эволюции микоплаз
мы приспособились к сосуществованию 
с высшими эукариотами, они обнару
жены в тканях млекопитающих, реп
тилий, рыб, членистоногих и растений 
[8]. Перечень организмов-хозяев микоп
лазм постоянно пополняется, при этом 
растет и число описываемых видов 
микоплазм. Поскольку микоплазмы в 
тканях растений обычно находятся в 
тесной связи с мембраной клетки хо
зяина, их часто называют «мембран
ными паразитами». Присутствие ми

коплазм в клетках многих растений 
даже короткий период может приво
дить к патологическим процессам ин
фицированного организма, эффектив
но нарушая деятельность его иммун
ной системы [6, 9]. В то же время у 
некоторых растений симптомы не про
являются годами, даже если эти мик
роорганизмы в большом количестве 
находятся в их тканях. Возможно, они 
«обходят» эффекторные воздействия 
иммунной системы хозяина [1].

Микоплазмы наносят существенный 
ущерб с.-х. производству, вызывая 
массовые заболевания растений, та
кие как филлодия клевера, круглоли- 
стность и «ведьмины метлы» картофе
ля, столбур пасленовых и т.д. [2, 5]. 
Потери от микоплазмозов растений 
ежегодно возрастают, что, вероятно,
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связано с увеличением антропогенной 
нагрузки на экосистемы. Эффективные 
меры предотвращения и борьбы с ми- 
коплазменными заболеваниями расте
ний до сих пор не разработаны, что 
во многом связано с недостаточной 
изученностью биологических особенно
стей взаимодействия макро- и микро
организмов; с трудностями, стоящи
ми перед исследователями, обуслов
ленными тем, что это пограничная, 
многокомпонентная проблема, требу
ющая комплексного подхода специа
листов разных профилей.

Цель работы заключалась в изуче
нии особенности влияния Acholeplasma 
laidlawii на морфологию и ультра
структуру клеток растений Medicago 
sativa и Lycopersicum esculentum Mill.

В опытах использованы микоплаз
ма Acholeplasma laidlawii, штамм 1 (по
лучен из НИИЭМ им. Н.Ф. Гамалеи 
РАМН) и штамм 2 (предоставлен ла
бораторией молекулярных основ пато
генеза КИББ КНЦ РАН); люцерна по
севная Medicago sativa и томат Ly
copersicum esculentum Mill, сортов 
Морковный, Золотая Капля и Мани- 
мейкер.

Влияние A. laidlawii на морфоло
гические свойства, а также ультра
структуру клеток люцерны изучали в 
условиях краткосрочного (30 сут) сте
рильного модельного опыта. Семена 
люцерны стерилизовали по методу 
Натмана концентрированной серной 
кислотой в течение 4 мин, проращи
вали при комнатной температуре. Про
ростки помещали в стерильные сосу
ды с агаризованной питательной сре
дой на основе растительного экстракта 
(СО) [10], и выращивали в условиях 
асептики при 12-часовом световом 
дне, температуре 20°С и освещеннос
ти 4 тыс. лк. Через 2 недели в среду 
добавляли 1 мл суспензии микоплазм 
A. laidlawii, штамм 1, с титром клеток 
1,6 • 106. Культуру A. laidlawii наращи
вали в жидкой среде СО при темпера
туре 20°С в течение 5 сут. Контроль — 
растения, выращенные на питатель

ной среде без микоплазм. Повторность 
опыта 20-кратная. Присутствие микоп
лазм в инфицированных растениях 
подтверждено методами ДНК-гибри- 
дизации [3] и электронной микроско
пии.

Препараты для трансмиссионной 
электронной микроскопии готовили 
следующим образом. Фрагменты лис
товых пластин шириной 0,5-1мм и 
длиной 1~2 мм фиксировали в 2,5%-м 
растворе глутаральдегида на 0,1М 
фосфатном буфере (pH 7,2) с добав
лением сахарозы (15мг/мл) в течение 
4 ч при комнатной температуре. Пост
фиксацию материала проводили в 
1%-м растворе 0s04 на том же буфе
ре в течение 2 ч. Дегидратацию и за
ливку материала в эпоксидную смолу 
проводили по стандартной методике. 
Ультратонкие срезы (600-900А), по
лученные на микротоме LKB-5 (Шве
ция), последовательно контрастирова
ли 1%-м уранилацетатом (30 мин) и 
цитратом свинца по Рейнольдсу (10 
мин) и просматривали в электронном 
микроскопе Hitachi-500 (Япония) при 
ускоряющем напряжении 100 кВ и ра
бочем увеличении х10000.

Растения люцерны контрольного и 
опытного вариантов в первую неделю 
культивирования не имели различий. 
К 3-й неделе опыта у зараженных 
растений четко проявлялись внешние 
симптомы микоплазменной инфекции 
(табл. 1).

Так, средняя длина инфицированных 
растений превышала длину конт
рольных примерно в 2 раза. У заражен
ных микоплазмами растений по срав
нению с контрольными наблюдались 
более утолщенные стебли, а также 
различия в окраске: у контрольных — 
красно-коричневые, у зараженных — 
зеленые стебли в течение всего опы
та. Число листьев у инфицированных 
растений было в 1,5 раза больше, чем 
у контрольных (в среднем 8,5 шт. на 
растение), длина листовых пластин 
существенно не различалась, а ши
рина у зараженных растений незна
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Т а б л и ц а  1
Влияние Acholeplasma laidlawii на рост и развитие растений люцерны

чительно превышала таковую у конт
рольных (5,7 и 4,4 мм соответственно). 
У инфицированных растений отмече
но большее число междоузлий (7,9 и 
5,0 соответственно), кроме того, на
блюдалась устойчивая тенденция к 
увеличению их длины.

Таким образом, 30-дневные расте
ния люцерны, инфицированные A. laid
lawii, отличались от контрольных боль
шей высотой, мощностью, облиствен- 
ностью и площадью листовой поверх
ности. Увеличение ширины листа, т. е. 
формирование более округлой листо
вой пластины, удлинение междоузлий 
и повышенная облиственность — харак
терные внешние признаки проявления 
микоплазменной инфекции [2].

При анализе ультраструктуры кле
ток листа, в частности фотосинтези
рующих клеток мезофилла, у инфи
цированных растений выявлены серь
езные дегенеративные изменения. 
Клетки контрольных растений имели 
типичное строение и характерную 
структуру основных клеточных ком- 
партментов (рис. 16, в). В клетках фор
мирующейся флоэмы наблюдаются 
ядра, вакуоли, эндоплазматический 
ретикулум, митохондрии и крупные 
хлоропласты со сравнительно хорошо 
развитой тилакоидо-гранальной систе
мой и небольшим числом пластоглобул. 
В растениях, инфицированных микоп
лазмами, клетки сосудистых тканей 
выглядят «пустыми», что, скорее все
го, связано с изменением степени гид
ратации цитоплазмы и некрозом час
ти структур. Органеллы плохо разли
чимы и видоизменены (рис.1г, д).

Среди клеток сосудистых тканей 
встречаются клетки с отслоившимся 
протопластом, заполненные типичны
ми по морфологии и ультраструктуре 
клетками ахолеплазм — сферической 
или овальной формы с диаметром 0,20—
0,25 мкм невысокой электронной плот
ности и более мелкими, плотными 
структурами. Эти клетки не содержат 
пластид. Число митохондрий в расте
ниях, инфицированных микоплазмами, 
заметно больше, чем в контрольных ра
стениях, причем структура их в раз
ных клетках изменяется от нормальной 
до чрезвычайно плотной с пузыревид
ными кристами и признаками начина
ющейся деструкции. Встречается эндо
плазматический ретикулум везикуляр
ной формы. Клетки сосудистых тканей 
имеют видоизмененные плазмодесмы.

Таким образом, заражение микоп
лазмами растений люцерны в стериль
ной культуре приводит к существен
ным изменениям в ультраструктуре 
клеток мезофилла. Очевидно, при этом 
происходит нарушение пластидогене- 
за, что ведет к резкому сокращению 
числа хлоропластов. Клетки мезофил
ла постепенно утрачивают фотосинте- 
тическую функцию. Локализация ми
коплазм в сосудистой ткани приводит 
к закупорке проводящих элементов и 
нарушению их нормальной функции. 
Выявленные на ультраструктурном 
уровне изменения, очевидно, приво
дят впоследствии к развитию таких 
характерных для микоплазмоза симп
томов, как хлороз и увядание.

Влияние A. laidlawii, штамм 2, на 
морфологические особенности томата
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Рис. 1. Ультраструктура клеток микоплазм (Acholeplasma laidlawii) в жид
кой среде (а) и ультраструктурная организация клеток мезофилла листа лю
церны (Medicago sativa): б, в — контрольные растения; г, д — растения, зара
женные микоплазмой.

П — пластида; КС — клеточная стенка; В — вакуоль; МТ — митохондрия; 
Л — липид; ПД — плазмодесма, М — клетки микоплазм.

Масштабная линейка 0,5 мкм.
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изучали в условиях нестерильного мо
дельного опыта. 5-дневные проростки 
томата выдерживали в водной бактери
альной суспензии с исходным титром 10б 
КОЕ/мл в течение суток, а затем по
мещали по одному растению в стаканы 
со 100 г тепличного грунта (рНЙ2о 7,1). 
Опыт проводили в фитотроне при 18- 
часовом световом дне, температуре 22- 
24°С и освещённости 5 тыс. лк в 4-крат
ной повторности. Присутствие микоп
лазм в тканях растений устанавливали 
ПЦР анализом на 10, 14, 18, 22 и 
75-е сутки после инфицирования [4]. 
Контролем служили неинфицированные 
растения каждого сорта. Измеряли дли
ну эпикотиля и площадь листовой по
верхности растений с использованием 
фотопланиметра.

Результаты биометрических измере
ний растений в динамике показали, что 
длина эпикотиля и площадь листовой 
поверхности у инфицированных расте
ний томата сортов Морковный и Мани- 
мейкер больше, чем у контрольных. У

сорта Золотая Капля достоверных раз
личий между инфицированными и кон
трольными растениями по этим пока
зателям не выявлено (рис. 2, 3). Раз
личная реакция сортов томата обу
словлена продолжительностью перио
да пребывания микоплазм в тканях ра
стений. С помощью ПЦР A. laid
lawii была выявлена в растениях то
мата сорта Золотая Капля только в 
1-й срок отбора проб — на 10-й день 
после инфицирования проростков. В 
последующие сроки анализа микоплаз
мы не были выявлены, в то время как 
в растениях других сортов положи
тельный ответ регистрировали в тече
ние всего опыта (75 сут).

Длительная персистенция A. laid
lawii в вегетирующих растениях тома
та сортов Манимейкер и Морковный 
стимулировала их развитие: активи
зировала метаболические процессы и 
способствовала интенсивному росту 
растений, что, очевидно, связано с 
адаптационными реакциями организ

Рис. 2. Влияние A. laidlawii на длину эпикотиля растений томата
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Рис. 3. Влияние A. laidlawii на площадь листовой поверхности растений томата

ма-хозяина на инфекционный агент. В 
течение всего опыта у инфицирова- 
ных растений не обнаруживали ха
рактерных для микоплазмозов симп
томов, таких как пожелтение, увяда
ние, скручивание листьев, мелколист- 
ность, кроме более интенсивного рос
та растений.

Ключевую роль в процессах адап
тации в рассматриваемой системе ми
коплазма — растение может играть ре
организация геномов взаимодействую
щих организмов [7]. Известно, что 
микоплазменные инфекции индуциру
ют перестройку в хромосомах расти
тельных клеток. Установлено также, 
что в процессе взаимодействия про
исходит трансформация ахолеплазм в 
некультивируемые формы, сопровож
дающаяся перестройками в их геноме. 
Микоплазмы имеют очень высокий 
темп мутирования — до 10% в каж
дой генерации популяции оказывают
ся мутантными. В этой связи персис- 
тенция в растительных клетках микоп
лазм может обусловливать постоянный 
«всплеск» защитных реакций растения 
(окислительный взрыв и синтез физи

ологически высокоактивных соедине
ний), которые и лежат в основе на
блюдаемых морфофизиологических 
изменений.

Что касается сорта Золотая Кап
ля, то в данном случае представля
ется возможным констатировать подав
ление микроорганизма иммунной сис
темой растения. Отсутствие признаков 
инфекционного процесса у заражен
ных микоплазмами растений позволя
ет предположить, что существенное 
значение для реализации микоплазмо- 
за имеет генотип растений. В этой свя
зи особый интерес представляют гене
тически детерминированные факторы, 
определяющие невосприимчивость 
растений к микоплазменным инфекци
ям, которые еще предстоит иденти
фицировать.

Выводы
1. В модельных опытах с растения

ми Medicago sativa и Lycopersicum 
esculentum сортов Морковный и Мани
мейкер при заражении A. laidlawii про
слежены изменения морфогенеза, ха
рактерные для микоплазмозов растений
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в природных условиях, и процесс дег
радации ультраструктуры клеток лис
товой ткани. Выявлено, что инфициро
ванные растения растут и развиваются 
более интенсивно, что свидетельствует 
о включении механизмов защиты рас
тений и развитии адаптивных процес
сов в системе «микоплазма — растение».

2. Установлена сортовая устойчи
вость томата сорта Золотая Капля к 
A.laidlawii.

3. Разный характер поведения ми
коплазм в клетках растений, в кото
рых они обитают, можно рассматри
вать как один из уровней экологии вза
имодействия бактерий с окружающей 
средой — освоение ими своеобразной 
экологической ниши.
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SUMMARY
The results of a laboratory model investigation of mycoplasma Acholeplasma 

laidlawii, ultramicroscopic bacterium widespread in nature are adduced. It’s the first 
time Acholeplasma laidlawii has been found to cause various reactins in both alfalfa 
and tomato plants. It’s been found that Golden drop tomato variety does not react to 
mycoplasmas in contrast to other varieties which show intensification of both growth 
and metabolic processes in the presence of mycoplasma. In plants receptive to infectious 
agent some specific morphological changes that characterize mycoplasmoses occuring 
under natural conditions, have been traced.
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