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В работе приводятся результаты экспериментальных исследований, подтвер
ждающих возможность Acholeplasma laidlawii, одной из самых распространен
ных фитопатогенных микоплазм, внедряться в растение через неповрежденную 
корневую систему. Методами ДНК-ДНК гибридизации, электронной микроско
пии и ПЦР установлена способность микоплазмы проникать в растения люцер
ны и томата через корневую систему из различных сред, в том числе из почвы, 
а также мигрировать в надземные части растений и длительно персистировать. 
Возможность проникновения Acholeplasma laidlawii из почвы позволяет иначе 
взглянуть на пути циркуляции микоплазмы в природе, экологию этой бактерии 
и утверждать, что почва играет роль транзитной среды между зараженными и 
здоровыми растениями.

Введение

Микоплазмы — мельчайшие ли
шенные клеточной стенки бактерии 
относят к симбионтам (паразитам) по
звоночных животных, насекомых и 
растений [9], понимая под симбиозом 
[5] биологическое явление тесной и 
длительной ассоциации различных 
организмов и расценивая паразитизм 
как один из множества вариантов сим
биоза [8], при котором паразит физи
ологически зависит от своего хозяи
на, а его репродуктивный потенциал 
выше, чем у последнего. Одна из са
мых распространенных и известных 
микоплазм Acholeplasma laidlawii 
впервые была выделена из сточных 
вод и отнесена к сапротрофам. Однако 
в настоящее время известно, что мно
гие штаммы A. laidlawii являются воз
будителями заболеваний растений — 
микоплазмозов, широко распростра
ненных в районах интенсивного воз
делывания с.-х. культур и наносящих 
существенный экономический ущерб.

Источником биозагрязнения агроцено
зов служат чаще всего стоки живот
новодческих комплексов, которые по 
существующей в России технологии 
используются для орошения с.-х. уго
дий без предварительного обеззаражи
вания. Очевидно, что для обеспечения 
экологической безопасности продукции 
необходимо разработать эффективные 
методы контроля и меры по предотв
ращению данного вида загрязнения. 
Решение этих проблем невозможно 
без знания экологии и особенностей 
циркуляции возбудителя. Основную 
роль в распространении микоплазмо- 
зов растений традиционно отводят 
насекомым-переносчикам, как носите
лям и агентам инфицирования [1, 3]. В 
то же время в условиях in vitro экс
периментально подтверждена возмож
ность проникновения A. laidlawii в над
земную часть люцерны и гороха через 
неповрежденную корневую систему [4, 
7]. Этот факт позволяет иначе взгля
нуть на пути циркуляции A. laidlawii 
в природе, экологию этой бактерии,

129



предположить возможность проникно
вения микоплазм в растения непосред
ственно из почвы. Однако служит ли 
почва резервуаром возбудителя — сре
дой его активной деятельности или же 
играет роль консерватора — промежу
точной среды, где возбудитель лишь 
сохраняется в жизнеспособном состо
янии, иными словами является ли по
чва источником данного микроорганиз
ма или же фактором его передачи, 
носит гипотетический характер и тре
бует дальнейших исследований.

Цель настоящего исследования зак
лючалась в выяснении возможности 
внедрения A. laidlawii в растения че
рез неповрежденную корневую систе
му из различных сред — водной сус
пензии, агаризованной питательной 
среды и почвы, а также способности 
микоплазмы к миграции и персистен- 
ции в тканях растений.

Объекты и методы
В опытах использовали: микоплаз

му Acholeplasma laidlawii штамм 1 
(представлен НИИЭМ имени Н.Ф. Га
малеи РАМН) и штамм 2 (предостав
лен лабораторией молекулярных основ 
патогенеза КИББ КНЦ РАН); люцер
ну посевную Medicago sativa и томат 
Lycopersicon esculentum Mill, сортов 
Морковный, Золотая Капля и Мани- 
мейкер; почву — чернозём обыкновен
ный карбонатный (Воронежская обл., 
Таловский район).

Возможность проникновения A. lai- 
dlawii, штамм 1, в растения из пита
тельной среды изучали в стерильном 
модельном опыте с люцерной. Семена 
люцерны стерилизовали концентриро
ванной серной кислотой в течение
4 мин, проращивали при комнатной 
температуре. Проростки помещали в 
стерильные сосуды с агаризованной 
питательной средой на основе расти
тельного экстракта (СО) [10] и вы
ращивали в условиях асептики при 
12-часовом световом дне, температу
ре 20°С и освещенности 4 тыс. лк. Че
рез 2 недели культивирования расте

ний в питательную среду добавляли 
суспензию микоплазм A. laidlawii в ко
личестве 1,6x106 КОЕ/мл среды таким 
образом, чтобы растения контактиро
вали с микоплазмами только через 
корневую систему. Контроль — расте
ния, выращенные на питательной сре
де без микоплазм. Повторность опыта 
3-кратная.

Обнаружение микоплазм в тканях 
3-месячных растений проводили мето
дом ДНК-ДНК гибридизации с исполь
зованием специфичных ДНК-зондов 
[2] и электронной микроскопии [6]. 
Дот-гибридизацию тотального препа
рата ДНК, выделенного из листьев лю
церны, проводили со следующими 
ДНК-зондами: рА132, специфичным к 
A. laidlawii; pMgl6, специфичным ко 
всем представителям класса Mollicutes.

Проникновение A. laidlawii, штамм 2, 
в растения из водной бактериальной 
суспензии и из почвы изучали в мо
дельных опытах с растениями томата. 
В первом случае проросшие семена 
помещали на сутки в суспензию ми
коплазм в воде с титром 106 КОЕ/мл, 
а затем высаживали в почву. Повтор
ность 4-кратная. Во втором случае 
растения томата сорта Манимейкер 
выращивали в почве с предваритель
но интродуцированной популяцией 
микоплазм с титром 109 КОЕ/г почвы. 
Повторность 3-кратная.

Опыты с растениями томата прово
дили в фитотроне при 18-часовом све
товом дне, температуре 22~24°С и ос
вещенности 5 тыс. лк. Культуру A. lai- 
dlawii наращивали в жидкой питатель
ной среде Mycoplasma Broth Base 
(Becton Dickinson, USA) при темпера
туре 28'C в течение 4 сут. Для увели
чения титра клеток и удаления пита
тельной среды культуру центрифуги
ровали при 12000g 20 мин и t 4°С. 
Надосадочную жидкость сливали, оса
док осторожно ресуспендировали в 
небольшом количестве воды.

Детекцию A. laidlawii в растениях 
проводили ПЦР-анализом в корнях, 
стеблях и листьях. После тщательно
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го предварительного отмывания рас
тений из них выделяли ДНК. Для вы
явления A.laidlawii в качестве прай
меров использовали олигонуклеотиды, 
синтезированные в ЗАО «Синтол», — 
Ml-5'GAT GAA/ TG/T AGT AGC CGG 
TCG TAT CGG GA3', М2-5'СС/Т AGG 
GTA GGC ААТ ССТ G/AT TAG ATG 
GGA СТЗ', фланкирующие ампликон 
размером 533 п.о. Программа реакции 
амплификации: 95°С — 1 мин, 55°С — 
1 мин, 72°С — 2 мин 30 циклов; 72°С —
5 мин; хранение 10°С.

Результаты и их обсуждение

Способность A. laidlawii, штамм 1, 
проникать из питательной среды СО в 
растение люцерны была установлена 
с помощью дот-гибридизации тоталь
ного препарата ДНК листьев люцер
ны. С помощью метода ДНК-ДНК гиб
ридизации заражение растений микоп
лазмами может быть определено по 
гибридизуемости ДНК, выделенной из 
анализированных растений, с ДНК 
микоплазм или с рекомбинантными 
плазмидами, содержащими ДНК ми
коплазм. В вариантах совместного 
культивирования люцерны и микоп
лазм последние тестировали в тканях 
растений в концентрации не ниже 0,1-

1,0 клеток микоплазм на одну клетку 
растения. В контрольном варианте 
микоплазмы не обнаружены.

При электронномикроскопическом 
исследовании срезов листовых пластин 
в опытных вариантах в проводящих 
сосудах выявлены типичные по мор
фологии и ультраструктуре клетки 
микоплазм. В контрольном варианте 
такие структуры не обнаружены.

Результаты данного опыта свиде
тельствуют о способности микоплазм 
проникать в ткани растений через кор
невую систему, так как именно корни 
были единственным местом соприкос
новения микоплазм и растений, миг
рировать в надземные органы и дли
тельно в них сохраняться.

При изучении способности внедре
ния A. laidlawii, штамм 2, из водной 
суспензии в растения томата резуль
таты ПЦР-анализа показали присут
ствие A. laidlawii в 10-дневных про
ростках всех сортов (рис. 1). В после
дующие сроки отбора образцов по
ложительный ответ зарегистрирован в 
растениях сортов Морковный и Мани- 
мейкер. В растениях же сорта Золо
тая Капля присутствие A. laidlawii не 
установлено (табл. 1). С одной сторо
ны, это может быть связано с тем,

Рис. 1. Электрофореграмма продуктов амплификации образцов 3 сортов томата че
рез 10 дней после инфицирования:

1-4 — растения томата сорта Золотая Капля, инфицированные A. laidlawii (4 повтор
ности); 5 — неинфицированные растения томата сорта Золотая Капля (контроль); 6-9 — 
растения томата сорта Морковный, инфицированные A. laidlawii (4 повторности); 10 — 
неинфицированные растения томата сорта Морковный (контроль); 11-14 — растения то
мата сорта Манимейкер, инфицированные A. laidlawii (4 повторности); 15 — неинфициро- 
ванные растения томата сорта Манимейкер (контроль); 16 — чистая культура A. laidlawii 
(положительный контроль); 17 — маркер размеров ДНК.
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что ткани сорта Золотая Капля обла
дают устойчивостью к фитопатогену в 
результате действия механизмов им
мунной защиты растения, которые 
включаются в ответ на проникновение 
микроорганизма. С другой стороны, 
можно полагать, что в отношении это
го сорта растений формирование па
тогенных свойств у A. laidlawii нахо
дятся еще на стадии сапротрофии, как

эволюционной стадии предшественни
ков фитопатогенных бактерий.

Таким образом, с помощью ПЦР- 
анализа образцов надземной части ра
стений, выращенных из проростков, 
инфицированных путем замачивания 
в водной суспензии A. laidlawii, пока
зано, что микоплазмы проникают в 
растения, в процессе онтогенеза пе
ремещаются в надземные органы и 
длительно в них сохраняются.

Аналогично при изучении способно
сти A. laidlawii проникать из почвы в 
растения томата сорта Манимейкер с 
помощью ПЦР-анализа было установ
лено присутствие микоплазм в расте
ниях на 10, 14, 22, 30-е сут после ин
тродукции. A. laidlawii может проникать 
из почвы в растение томата и мигриро
вать в надземные части растения. Про
никновение микоплазм в этом случае 
происходит через корневую систему 
томата непосредственно из почвы, так 
как это единственное звено контакта 
микоплазм и растений. ДНК A. laidlawii 
обнаружена как в корнях, так и над
земной части томата (рис. 2).

Рис. 2. Электрофореграмма продуктов амплификации образцов томата сорта Мани- 
мейкер: .

1-3 — корни + надземная часть растений томата, 10 дней после инфицирования А. 
laidlawii; 4-6 — надземная часть растений, 14 дней после инфицирования A. laidlawii; 7 — 
корни, 14 дней после инфицирования A. laidlawii; 8-10 — надземная часть растений, 22 
дня после инфицирования A. laidlawii; 11 — корни, 22 дня после инфицирования A. laidlawii; 
12-14 — надземная часть растений, 30 дней после инфицирования A. laidlawii; 15 — кор
ни, 30 дней после инфицирования A. laidlawii; 16 — неинфицированные растения томата, 
отрицательный контроль; 17 — положительный контроль — A. laidlawii; 18 — маркер раз
меров ДНК.

Выводы

1. Однородность результатов, полу
ченных на растениях люцерны и тома
та, свидетельствуют о том, что корне
вая система растения как источник пи
тания и сфера обитания благоприятна

для A. laidlawii, что A. laidlawii способна 
внедряться в неповрежденную корневую 
систему растения, создавая особую эко
логическую систему, основными состав
ляющими которой становятся микроор
ганизм — фитопатогенная, а возможно, 
сапротрофная микоплазма, макроорга
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низм — растение и условия их взаимо
действия.

2. Установлена способность A. laidlawii 
проникать через корневую систему лю
церны и томата как из питательной сре
ды и водной бактериальной суспензии, 
так и непосредственно из почвы. Этот 
факт позволяет утверждать, что почва 
может играть роль транзитной среды 
между зараженными и здоровыми рас
тениями.

3. Методами ДНК-ДНК гибридизации, 
электронной микроскопии и ПЦР под
тверждено, что микоплазмы способны 
также к миграции от корней в надзем
ные части растений и длительной пер- 
систенции в растениях. Таким образом, 
можно полагать, что растение служит 
естественной экологической нишей для 
микоплазм.
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SUMMARY
Results of experimental research confirming possibility of Acholeplasma laidlawii, 

one of the most wide-spread phytopathobenic mycoplasmas, to penetrate into a plant 
through intact root system are evaluated in the article. The ability of mycoplasma to 
penetrate into alfalfa and tomato plants through root system from various media, also 
from soil, to migrate into above-ground plant part portions and to persist for a long 
time has been established by DNA-DNA hybridization, electronic microscopy and 
PCR methods. The possibility of Acholeplasma laidlawii penetration form soil makes it 
possible to consider this mycoplasma ways of circulation differently in nature, ecology 
of this bacterium and to assert that soil serves as thansit medium between infected 
and healthy plants.
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