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ВИВЧЕННЯ МУТАГЕННОЇ АКТИВНОСТІ 
ЛІПОПОЛІСАХАРИДУ PSEUDOMONAS SYRINGAE PV. 

ATROFACIENS 9400 У ALLIUM CEPA-ТЕСТІ 

Вивчено вплив ліпополісахариду (ЛПС) Pseudomonas syringae pv. atrofaciens 9400 на мітотичну 
активність та спонтанні хромосомні аберації у клітинах апікальної меристеми корінців Allium 
cepa. ЛПС у концентраціях 10,0; 5,0 та 2,5 мг/мл зменшував мітотичний індекс, що свідчить про 
його токсичність у цих концентраціях. ЛПС P. syringae pv. atrofaciens 9400 характеризувався мута­
генною активністю і збільшував кількість фрагментів хромосом у клітинах апікальної меристеми 
корінців A. cepa у концентраціях 5,0 та 2,5 мг/мл. Низькі концентрації ЛПС (1,0 та 0,1 мг/мл) не 
впливали на кількість хромосомних аберацій у тест-організму. 

Ліпополісахариди (ЛПС) - унікальні біополі-
мери, притаманні лише грамнегативним бак­
теріям і входять до складу зовнішньої мемб­
рани їхніх клітин. У більшості грамнегативних 
бактерій ці сполуки мають однотипну будову і 
складаються з трьох основних частин: ліпіду А, 
корового олігосахариду та О-специфічного полі­
сахариду. Молекулам ЛПС притаманні різно­
манітні біологічні властивості. Відомо, що вони 
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відіграють важливу роль у процесах інфікування 
та індукції захисних реакцій у рослин і тварин. 
ЛПС взаємодіють з клітинами макроорганізмів у 
складі клітин бактерій або у вільному стані [1]. 

Вплив ЛПС на клітини тварин вивчено до¬ 
статньо добре. Так, відомо, що ці біополімери 
індукують гуморальну відповідь - продукцію 
природних антитіл і активацію комплементу 
[2]. У тварин на перших етапах інфікування 
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відбувається взаємодія ЛПС з ЛПС-зв'я-
зувальним білком у плазмі крові або зі спе¬ 
ціальними рецепторами на поверхні клітин ха¬ 
зяїна. Наприклад, ЛПС Pseudomonas aeruginosa 
відповідає за зв'язування клітин бактерій з 
трансмембранним регулятором кістозного фіб¬ 
розу на поверхні епітеліальних клітин [3] і з 
толл-подібним рецептором TLR4 на поверхні 
макрофагів [4]. Зв'язування ЛПС з рецептора¬ 
ми на поверхні ендотеліальних клітин індукує 
експресію ряду генів та активує утворення низ¬ 
ки сигнальних молекул і активних форм кисню. 
Добре відомою є і здатність ЛПС спричинюва­
ти пошкодження ДНК у клітинах тварин [5]. 
Такий ефект може бути наслідком підвищення 
інтенсивності утворення кисневих радикалів. 
Зокрема Abd-Allah A. R. A. показав, що введен¬ 
ня щурам ЛПС у дозі 5 мг/кг призводило до 
підвищення вмісту 8-гідроксидезоксигуанози-
ну (маркера оксидативного пошкодження ДНК) 
у клітинах печінки у 4 рази [6]. 

На відміну від добре вивченого впливу ЛПС 
на клітини тварин, ефекти дії цієї макромолеку¬ 
ли на рослинні клітини вивчено ще недостатньо. 
Встановлено, що у культурі клітин сої не було 
виявлено індукування оксидативного стресу та 
активації ліпооксигенази за участю ЛПС [1]. 
Водночас ЛПС Ralstonia solanacearum активував 
розчинну пероксидазу у клітинах тютюну [1]. 
Аналогічні результати одержано і у дослідах з 
червоною водорістю Chondrus crispus, у якій за 
участю ЛПС Salmonella mortus-equi спостеріга¬ 
ли активацію двох ізоформ бромопероксидази 
[7]. Meyer A. та співавтори показали, що ЛПС 
Xanthomonas campestris pv. campestris може ін¬ 
дукувати оксидативний стрес у листі тютюну 
[8]. Однак здатність ЛПС спричинювати пошко¬ 
дження генетичного матеріалу у рослинних клі¬ 
тинах не досліджувалася. 

Метою нашої роботи було вивчення впливу 
ЛПС фітопатогену Pseudomonas syringae pv. 
atrofaciens 9400 на мітотичну активність та кіль¬ 
кість хромосомних аберацій у Allium cepa-тесті. 

Матеріали та методи дослідження 

Для досліджень використовували штам 9400 
P. syringae pv. atrofaciens (McCulloch 1920) Young 
et. al. 1978, який було ізольовано з ураженого 
листя пшениці ярої сорту Рання 93. 

ЛПС P. syringae pv. atrofaciens 9400 одержу¬ 
вали екстракцією 0,85 %-м розчином хлориду 
натрію [9]. Вміст білків в одержаному препараті 
визначали за методом Лоурі [10], вуглеводів -
фенольно-сірчаним методом [9], 2-кето-3-дезок-
си-D-манно-октонової кислоти (КДО) - у реакції 
з тіобарбітуровою кислотою [9], сумарний уміст 
нуклеїнових кислот - за методом Спіріна [11]. 

Як тест-систему на мутагенність використо­
вували загальновідомий Allium cepa-тест за мо¬ 
дифікацією [12]. У дослідженнях використано 
однорічне комерційне насіння A. cepa сорту Хал¬ 
цедон (ТОВ «Агромедсервіс»). 

Для вивчення фітотоксичності насіння цибулі 
пророщували у розчинах досліджуваних речо¬ 
вин протягом 96 годин [12]. Для аналізу вико¬ 
ристовували шість концентрацій ЛПС - 10,0; 
5,0; 1,0; 0,1; 0,01 та 0,001 мг/мл. У контрольному 
варіанті досліду насіння пророщували у дисти¬ 
льованій воді. Розчини та воду замінювали кож¬ 
ної доби на свіжі. Через 96 годин після початку 
пророщування вимірювали довжину кожного 
корінця пророщеного насіння та визначали за¬ 
лежність між концентрацією ЛПС та довжиною 
корінців, виражених у відсотках від контролю. 
Концентрацію, при якій спостерігається змен¬ 
шення довжини корінців на 50 % порівняно з 
контролем (ЕС50), визначали на графіку шляхом 
інтерполяції. 

Для проведення цитогенетичних досліджень 
використали п'ять концентрацій ЛПС - 10,0; 5,0; 
2,5; 1,0 та 0,1 мг/мл. Насіння A. cepa послідовно 
пророщували у дистильованій воді протягом 
48 годин та 24 годин у розчині ЛПС. Фіксували 
корінці у суміші етанол-оцтова кислота (3:1) 
протягом доби [13]. Корінці, відмиті від фіксато¬ 
ра у 80 %-му етанолі (тричі по 2 години), маце-
рували у 1н HCl протягом 30 хвилин і забарвлю­
вали 1 % оцетоорсеїном. Цитогенетичний аналіз 
проводили на тимчасових препаратах апікальної 
меристеми корінців. Визначали кількість ана-те-
лофаз з хромосомними абераціями (фрагмента¬ 
ми та мостами) та без пошкоджень хромосом. 
Аналізували 10 корінців A. cepa та не менше 
100 ана-телофаз у кожному варіанті досліду. Для 
визначення мітотичного індексу (МІ) підрахову¬ 
вали кількість клітин на різних фазах мітозу у 
10 випадково вибраних полях зору. Статистич¬ 
ний аналіз даних здійснювали за допомогою тес¬ 
ту ANOVA у програмі Statistica 5.0. 

Результати та їх обговорення 

Пшениця - важлива сільськогосподарська 
культура. Вивчення впливу фітопатогенних бак¬ 
терій на рослини пшениці є актуальним. Саме 
тому для досліджень нами було обрано патоген¬ 
ний штам для цього виду рослин. 

Препарат ЛПС P syringae pv. atrofadens 9400, 
одержаний екстракцією 0,85 %-им розчином 
хлориду натрію, містив 30,7 % вуглеводів та 
27,7 % білків (табл. 1). Високий уміст білків в 
одержаному препараті ЛПС обумовлений тим, 
що з клітин P. syringae екстракцією 0,85 %-им 
розчином хлориду натрію виділяється ЛПС-біл-
ковий комплекс зовнішньої мембрани. Також 
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препарат ЛПС містив 2,3 % нуклеїнових кислот 
та 1,7 % КДО. Відомо, що КДО - специфічна 
кислота, яка зустрічається виключно у складі 
ЛПС і, отже, є індикатором наявності цього біо-
полімеру у препаратах. 

Таблиця 1. Хімічний склад препарату ЛПС P. syringae 

pv. atrofaciens 9400 

Вміст окремих компонентів, 

% від сухої маси препарату ЛПС 

вуглеводи білок КДО нуклеїнові кислоти 

30,7 27,7 1,7 2,3 

Нами показано, що ЛПС P. syringae pv. 
atrofaciens 9400 є фітотоксичним для A. cepa ли­
ше у великих концентраціях. Так, у концентрації 
5 мг/мл ЛПС зменшував ріст корінців цибулі на 
26 %. У концентрації 1 мг/мл ЛПС не впливав на 
ріст корінців цибулі, в концентраціях 0,1; 0,01 та 
0,001 мг/мл стимулював їхній ріст на 20-30 %, 
тобто ЛПС P syringae pv. atrofacíens 9400 нале¬ 
жить до фізіологічно-активних речовин. Одер¬ 
жані нами результати щодо стимулюючого впли¬ 
ву ЛПС P syringae pv. atrofacíens 9400 у невели¬ 
ких концентраціях на ріст корінців A. cepa 
узгоджуються з даними літератури. Зокрема 
Яковлєва Л. М. та співавтори показали, що об¬ 
робка насіння томатів, огірків, капусти і пшени¬ 
ці 0,04 % розчинами ЛПС різних штамів 
P. syringae стимулювала проростання насіння 
[14]. Крім того, томати і огірки, які розвивалися 
з насіння, обробленого розчинами ЛПС 
P syringae pv. syringae та P. syringae pv. tomato, 
росли швидше та утворювали більше квіткових 
бруньок [14]. Отже, ЛПС різних штамів 
P. syringae у невеликих концентраціях можуть 
стимулювати ріст рослин. 

Показник ЕС50 для використаного в роботі 
ЛПС становив 10 мг/мл (рис. 1). Rank J. [12] ре¬ 
комендує для дослідження мутагенної актив¬ 
ності використовувати такі концентрації дослі¬ 
джуваних речовин: ЕС50, а також 50 %, 25 % та 
10 % від показника ЕС50. Нами для аналізу також 
було використано такі концентрації: 10,0; 5,0; 
2,5; 1,0 мг/мл, а також 0,1 мг/мл. 

Розчин ЛПС концентрацією 10 мг/мл був ви¬ 
сокотоксичним для насіння A. cepa. За цих умов 
пророщування мітотичний індекс у апікальній 
меристемі корінців цибулі становив 14,6 %% 
(табл. 2). Кількість анафаз та телофаз у корінцях 
цибулі, пророщених у розчині ЛПС концентра¬ 
цією 10 мг/мл, була менше 100, тому кількість 
хромосомних аберацій у цьому варіанті досліду 
не визначали. МІ у апікальній меристемі корін¬ 
ців цибулі за умов їх пророщування у розчинах 
ЛПС концентраціями 5,0 та 2,5 мг/мл був мен¬ 
шим за контрольний варіант (69,6 %) і становив 
29,4 % та 37,3 % відповідно. МІ у клітинах кін¬ 
чиків корінців цибулі, пророщених у розчині 
ЛПС концентрацією 1 мг/мл, був трохи вищим 
(74,7 %) за контрольний (69,6 % ) , а за умов 
пророщення насіння у розчині ЛПС концентра¬ 
цією 0,1 мг/мл був дещо нижчим (61,1 %) за 
контрольний, і вони не мали статистично значу¬ 
щих відмінностей від контрольного показника. 
Отже, ЛПС P. syringae pv. atrofaciens 9400 кон¬ 
центрацією більше 1 мг/мл виявляв токсичну 
дію на пророщені корінці A. cepa, про що зокре¬ 
ма свідчать результати досліджень впливу роз¬ 
чину ЛПС на довжину корінців та мітотичну 
активність у клітинах апікальної меристеми 
корінців A. cepa. 

Під час проведення аналізу впливу ЛПС на 
кількість хромосомних аберацій у A. cepa-тесті 
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Рис. 2. Хромосомні аберації у клітинах апікальної меристеми корінців A. cepa на стадії телофази: 1 - одинарний 

фрагмент, 2 - подвійний фрагмент, 3 - міст, 4 - міст та фрагмент 

Таблиця 2. Кількість аберантних ана-телофаз у апікальній меристемі A cepa при дії ЛПС P syringae pv. 

atrofaciens 9400 

Концентрація ЛПС, 

мг/мл 

Вивчено 

ана-телофаз 

Кількість аберантних 

ана-телофаз, % 

Кількість ана-телофаз з: 
МІ, %о 

Концентрація ЛПС, 

мг/мл 

Вивчено 

ана-телофаз 

Кількість аберантних 

ана-телофаз, % фрагментами, % мостами, % 
МІ, %о 

10,0 - - - - 14,6 ± 7,02 

5,0 430 16,4 ± 4,1 11,6 ± 1,17 2,8 ± 1,71 29,4 ± 3,55 

2,5 329 13,4 ± 1,3 9,0 ± 1,20 4,0 ± 1,99 37,3 ± 10,41 

1,0 520 5,2 ± 0,8 2,3 ± 0,67 4,5 ± 1,85 74,7 ± 3,01 

0,1 539 7,1 ± 1,4 3,2 ± 2,78 3,3 ± 0,88 61,1 ± 7,19 

Контроль 459 6,6 ± 1,9 3,5 ± 1,89 3,4 ± 1,43 69,6 ± 11,56 

підраховували клітини з двома видами абера¬ 
цій - фрагментами та мостами (рис. 2.). Проро¬ 
щування насіння цибулі у розчинах ЛПС 
P. syringae pv. atrofaciens 9400 концентраціями 
5,0 та 2,5 мг/мл підвищувало кількість аберант-
них ана-телофаз, яка становила 16,4 % та 13,4 % 
відповідно, тоді як у контролі цей показник ста¬ 
новив 6,6 % (табл. 2). У насіння, пророщеного в 
розчинах ЛПС концентраціями 1,0 та 0,1 мг/мл, 
було 5,2 % та 7,1 % аберантних ана-телофаз, що 
не мало статистично значущих відмінностей 
від аналогічного показника у контролі. Серед 
аберацій у клітинах корінців A. cepa, які вирос¬ 
ли у розчинах ЛПС концентрацією 5,0 та 
2,5 мг/мл, переважали фрагменти. Так, у цьому 
варіанті досліду кількість фрагментів станови¬ 
ла 11,6 % та 9,0 % відповідно, тоді як за умови 
дії двох найнижчих концентрацій ЛПС (1 і 
0,1 мг/мл) та у контрольному варіанті досліду 
цей показник коливався у межах 2-3 %. Кіль¬ 
кість мостів не мала статистично значущих від¬ 
мінностей від контрольного показника в усіх 
варіантах досліду, хоча за умов дії ЛПС у кон¬ 
центраціях 2,5 та 1 мг/мл цей показник був де¬ 
що вищий. 

Раніше нами було вивчено дію ЛПС різних 
штамів P syringae на кількість спонтанних мута­
цій у Salmonella typhimurium у тесті Еймса [15, 
16, 17]. Було встановлено, що ЛПС P. syringae 
pv. atrofaciens 9400, як і інших штамів P. syringae, 
не впливав на кількість мутацій у тест-штамів 
S. typhimurium ТА98 і S. typhimurium ТА 100. От¬ 
же, у бактеріальній тест-системі, на відміну від 
еукаріотичної, цей біополімер не виявляв мута¬ 
генної активності. 

Таким чином, ЛПС P syringae pv. atrofa-
ciens 9400 характеризувався мутагенною актив¬ 
ністю у A. cepa-тесті і збільшував кількість хро¬ 
мосомних аберацій у клітинах апікальної мери-
стеми корінців цибулі у концентраціях 5,0 та 
2,5 мг/мл у 2,5 та 2 рази відповідно. Низькі кон¬ 
центрації ЛПС (1,0 та 0,1 мг/мл) не впливали на 
кількість хромосомних аберацій у тест-організмі, 
високі (10 мг/мл) - були токсичними. Відкритим 
залишається питання щодо механізму мутагенно¬ 
го впливу ЛПС P syringae pv. atrofaciens 9400 на 
клітини корінців цибулі. Цілком імовірно, що цей 
ефект може бути опосередкований оксидативним 
стресом. Проте підтвердження чи спростування 
цього факту потребує подальших досліджень. 
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Y. Bogdan, L. Butsenko, L. Pasichnyk, R. Gvozdyak 

THE STUDY OF MUTAGENICITY OF PSEUDOMONAS SYRINGAE PV. 

ATROFACIENS 9400 LIPOPOLYSACCHARIDE IN ALLIUM CEPA-TEST 

The effect of Pseudomonas syringae pv. atrofaciens 9400 lipopolysaccharide (LPS) on the mitotic activ­
ity and spontaneous chromosome aberration in cells of Allium cepa root apical meristem was studied. LPS 
at concentrations 10,0; 5,0 and 2,5 mg/ml reduced mitotic index, that indicated its toxicity. P. syringae pv. 
atrofaciens 9400 LPS revealed mutagenicity and increased the number of fragments in cells of A. cepa root 
apical meristem at concentrations 5,0 and 2,5 mg/ml. The low concentrations of LPS (1,0 and 0,1 mg/ml) 
did not affect the number of chromosome aberration in test-organism. 


