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ВПЛИВ ТЕМПЕРАТУРИ КУЛЬТИВУВАННЯ НА СКЛАД 
ЛІПОПОЛІСАХАРИДІВ RALSTONIA SOLANACEARUM 

Залежно від температури культивування Ralstonia  solanacearum ICMP758 і ICMP749 в їхніх 
ліпополісахаридах (ЛПС) виявлено помітну відмінність хімічного складу. R.  solanacearum ICMP758 
раси 3, біовар 3, що походить із тропічного регіону, виявив помірні кількісні флуктуації компонентів 
ліпополісахариду в діапазоні досліджуваних температур. R. solanacearum ICMP749, що є представником 
адаптованої до помірного клімату раси 3, біовару 2, продемонстрував значні зміни в композиції 
ЛПС за температури 37 0C. Він характеризувався відсутністю рамнози, арабінози та ксилози, що є 
притаманними для О-специфічного полісахариду ЛПС більшості досліджених штамів R. solanacearum, 
а також втратою 3-гідрокситетрадеканової кислоти, але появою ряду інших жирних кислот. 
Одночасне зростання відносного вмісту типових корових моносахаридів (глюкози, манози, глюкозаміну), 
дає можливість припустити утворення R-форми ЛПС під впливом підвищення температури 
культивування. 

Ключові слова: Ralstonia solanacearum, температура вирощування, ліпополісахариди, склад. 

Один із найбільш небезпечних патогенів рослин – Ralstonia solanacearum характеризується 
широкими адаптивними властивостями. Частково це обумовлено складною структурою 
представників виду, який, згідно з фенотиповою класифікацію, утворений п’ятьма расами 
та п’ятьма біотипами. Однак представники раси 3 біотипу 2, що походять із передгірних 
районів Анд і характеризуються пристосуваннями до умов субтропічного клімату, змогли 
поширитись територією Європи, в природних умовах, на північ аж до скандинавських країн 
[10]. Подолання основної перешкоди на цьому шляху – температурного фактору, пов’язане із 
рядом модифікацій фізіолого-біохімічних властивостей патогену, ключові з яких спрямовані 
на забезпечення функціонального гомеостазу клітинних мембран.  

© Р.В. Грицай, О.С. Броварська, Л.Д. Варбанець, 2011



25ISSN 0201-8462. Мікробіол. журн., 2011, Т. 73, № 4

Специфічними макромолекулами грамнегативних бактерій, що беруть участь в реалізації 
бар’єрної, регуляторної та захисної функцій зовнішньої клітинної мембрани є ліпополіса-
хариди (ЛПС). Доведеною є залежність між хімічною структурою даних глікополімерів та 
стійкістю їхніх носіїв до катіонних антимікробних сполук [5]. Показана здатність очищених 
ЛПС викликати симптоми ураження при інокулюванні листків вразливих рослин та залеж-
ність інтенсивності реакції гіперчутливості від вуглеводного складу О-cпецифічного поліса-
хариду (ОПС), свідчать на користь участі ліпополісахаридів в процесі міжклітинної взаємодії 
патоген–хазяїн [14]. З іншого боку структура ЛПС підпорядковується участі в стабілізації 
структури зовнішньої клітинної мембрани, як основного її компоненту. Це реалізується через 
хімічні зв’язки із мембранними протеїнами (ліпополісахарид-білковий комплекс) та залучен-
ням жирних кислот ліпіду А у визначенні фізико-хімічного стану ліпідного бішару. 

Як було показано на прикладі представників родів Pseudomonas [12] та деяких інших, 
при зниженні температури середовища спостерігається подовження ланцюга ОПС, а верхні 
порогові температури можуть призводити до виникнення R-форм. В плані модифікацій жир-
нокислотного складу, поширеною серед мезофільних бактерій є збільшення частки гідрокси-
льованих ацильних залишків ліпіду А при зниженні температури культивування [13]. За тих 
же умов, для ентеробактерій характерною є заміна додеканової кислоти пальмітолеїновою 
(цис-9-гексадеценовою), що обумовлене експресією гену lpxP [19]. 

Вивчення впливу факторів зовнішнього середовища на хімічний склад ліпополісахаридів 
R. solanacearum, чому присвячена дана робота, раніше не проводилось.

Матеріали і методи. Об’єктом дослідження слугували штами Ralstonia solanacearum 749 
(біовар 2) та 758 (біовар 3), ізольовані з картоплі та томатів, відповідно. Культуру бактерій 
вирощували в колбах на качалках (240 об./хв.) протягом 48 год на синтетичному середовищі 
[18], за температури 28 0С та 37 0С.

Ліпополісахариди виділяли водно-фенольним методом Вестфаля і Янна  [2]. Очищення 
препаратів ЛПС проводили ультрацентрифугуванням (105 000 g, 4 год) та осадженням ТХУ. 
Визначення вмісту вуглеводів здійснювали методом Dubois [7], нуклеїнових кислот методом 
Спіріна [3], білку – методом Лоурі [15], 2-кето-3-дезоксиоктонової кислоти – тіобарбітуровим 
методом, глюкозаміну – з використанням оцтового ангідриду [1].

Ідентифікацію нейтральних моносахаридів проводили після гідролізу препаратів у 2 н 
розчині НСL протягом 5 год при 100 0С. Підготовку зразків до аналізу, яке полягало у пере-
ведення моносахаридів у форму ацетатів поліолів, здійснювали за методом Albersheim [4]. 
Аналізували на хромато-мас-спектрометричній системі Agilent 6890N/5973 inert, колонка 
DB-225 mS 30м × 0,25мм × 0,25мкм, газ носій – гелій, потік через колонку 1 мл/хв. Темпера-
тура випаровувача – 250 0С, інтерфейсу – 280 0С, термостата – 220 0С (режим ізотермічний). 
Пробу вводили з діленням потоку 1:100. Ідентифікацію моносахаридів проводили шляхом 
порівняння часу утримання ацетатів поліолів стандартних і досліджуваних зразків, а також 
з використанням комп’ютерної бази даних ChemStation. Кількісне співвідношення окремих 
моносахаридів визначали у відсотках від суми площ піків моноcахаридів. 

Для визначення жирнокислотного складу препарати гідролізували в 1,5 % розчині хло-
ристого ацетилу в метанолі (попередньо охолодженому)  при температурі 100 0 С в запая-
них ампулах протягом 4 год. Метилові ефіри жирних кислот екстрагували тричі гексаном (по 
3 мл). Фракцію н-гексану відбирали і висушували на вакуумному випаровувачі. Аналіз отри-
маних метилових ефірів жирних кислот проводили на хромато-мас-спектрометричній сис-
темі Аgilent 6890N/5973 inert. Колонка НР-5MS, довжина 30 м, внутрішній діаметр 0,25 мм, 
товщина фази 0,25 мкм. Температурний режим 150-250 0С, градієнт температури 4  0С/хв, 
газ-носій – гелій, швидкість потоку через колонку 1,2 мл/хв. Ділення потоку 1:100. Обробку 
результатів проводили з використанням комп’ютерної бази даних та стандартної суміші ме-
тилових ефірів жирних кислот (виробник Supelco, США). 

Результати та їх обговорення. Досліджувані бактерії відрізнялися виходом ЛПС, причо-
му R. solanacearum 749 характеризувався зменшенням вмісту препарату на порядок за тем-
ператури культивування 37 0C, тоді як для R. solanacearum 758 даний показник зменшувався 
майже в два рази. Загальною тенденцією було зменшення вмісту вуглеводів при підвищенні 
температури культивування (табл. 1). 
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Таблиця 1

Хімічна характеристика ЛПС R. solanacearum (% до сухої маси препарату)

ЛПС
Вихід препарату:

Вуглеводи, % Білок, %
Нуклеїнові 

к-ти, %мг %
749 (28 0С) 400 2,3 50 сл. 2,3
749 (37 0С) 14 0,23 40 сл. 3,0
758 (28 0С) 275 4,4 60 сл. 4,3
758 (37 0С) 187 2,3 34 сл. 4,3

	 Примітка: «сл.» – слідові кількості

В ЛПС R. solanacearum 749, вирощеного за оптимальних умов, домінуючим моносаха-
ридом була рамноза (табл. 2), що є притаманним для О-специфічних полісахаридів (ОПС) 
ЛПС більшості штамів цього виду. В той час як ЛПС, ізольований з культури, вирощеній за 
підвищеної температури 37 0C, характеризувався майже повною відсутністю рамнози (0,2 %), 
а домінуючим моносахаридом була глюкоза. Оскільки відомо, що при підвищенні температу-
ри росту в ЛПС скорочується кількість і довжина ОПС, то можна припустити, що при 37 0C 
синтезувався ЛПС, який знаходиться в R. solanacearum 749 в R-формі. Одночасне зростання 
відносного вмісту типових для олігосахаридів кору моносахаридів (глюкози, манози та глю-
козаміна) підтверджує це припущення. Це узгоджується із даними літератури стосовно інших 
грамнегативних бактерій [11, 12], однак для R. solanacearum, описується нами вперше. Не-
можливість виявити в складі ЛПС R. solanacearum 749 КДО тіобарбітуровим методом може 
вказувати на нетипову конфігурацію замісників біля даного моносахариду [6], як характерну 
особливість цього штаму. Загалом, вуглеводна частина ЛПС R. solanacearum 749 зазнає біль-
шої модифікації під впливом температури, ніж R. solanacearum 758, моносахаридний склад 
якого змінюється лише у кількісному відношенні. 

Таблиця 2

Моносахаридний склад ЛПС R.solanacearum

Моносахариди
749 758

+280С +370С +280С +370С
% до загальної суми площ піків

Рамноза 82,5 0,2 - 1,7
Арабіноза 1,8 0,6 - -
Ксилоза 1,2 - - -

X - - 53,6 14,5
Маноза - 0,7 21,8 40,6

Галактоза - - 6,3 8,5
Глюкоза 6,4 98,2 18,3 34,7
Гептоза 8,1 - - -

% до сухої маси препарату
КДО сл. сл. 3,4 2,3

Глюкозамін 0,8 1,2 1,0 3,0
	 Примітка: «-» не виявлено

Це ж саме стосується і композиції гідрофобної частини ЛПС дослідних об’єктів (табл. 3). 
Так, жирнокислотний склад ЛПС R. solanacearum 758 зазнає лише кількісних змін, в той 
час як в ЛПС R. solanacearum 749 при температурі вирощування 37 0C спостерігається по-
ява нових компонентів ліпіду А. Спільним для обох випадків є зміна в сторону зростання 
відносного вмісту жирних кислот із довгими та насиченими вуглеводними ланцюгами. Це 
узгоджується із загальною закономірністю температурно-залежної зміни ліпідного складу 
клітинних мембран, що спрямовані на підтримання їх фізико-хімічних властивостей.

На цьому фоні звертає на себе увагу втрата 3-гідрокситетрадеканової кислоти в складі 
ліпіду А ЛПС R. solanacearum 749 за температури 37 0C. Нещодавно було показано існуван-
ня гомолога та клонуванням підтверджено активність гену PagL у R. solanacearum штамів 
Molk2, біовар 1 та ІРО 1609, біовар 2 (PagL GenBank Gene ID: 6953433 та 6957738 відповід-
но), який раніше [8] був описаний для ентеробактерій. Кодований даним геном фермент зов-
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нішньої мембрани характеризується деацилазною активністю та має здатність відщеплювати 
3-гідрокситетрадеканову кислоту від глюкозаміну ліпіду А. Для ентеробактерій підтверджено 
залежність PagL від двокомпонентної мембранної регуляторної системи PhoP-PhoQ, що чут-
лива до концентрації іонів магнію, присутності катіонних пептидів та рН середовища [16]. 
Існування відповідної регуляторної системи для R. solanacearum не підтверджено, тож мож-
ливо, для цього виду, ген PagL піддається регуляції іншими факторами.

Таблиця 3

Жирнокислотний склад ліпіду А ЛПС R.solanacearum

Кислота
749 758

+280C +370C +280C +370C

% до загальної суми площ піків
С14:0 41,3 6,2 1,8 2,3
іС15:0 - 3,9 - -
аiС15:0 - 2,9 - -

3-ОН-С14:0 39,6 - 10,0 14,5
С16:1 - 8,6 - -
С16:0 5,5 62,7 31,5 25,6
С17:0 - 2,4 - -

2-ОН-С16:0 9,8 2,7 - -
3-ОН-С16:0 - - 7,0 14,5

cisС18:1 - 5,3 - -
tС18:1 - - 19,6 20,6
С18:0 - 5,3 10,0 6,8
С19:0 3,8 - 16,0 11,9
Х - - 4,1 3,8

	 Примітка: «-» не виявлено

Таким чином, нами виявлено помітну відмінність між дослідними штамами залежно від 
хімічного складу їхніх ЛПС від температури культивування. R. solanacearum 758, раси 3, біо-
вар 3, що походить із тропічного регіону, виявив помірні кількісні флуктуації компонентів 
ліпополісахариду в діапазоні досліджуваних температур. R. solanacearum 749, що є представ-
ником адаптованої до помірного клімату раси 3, біовару 2, продемонстрував значні зміни в 
композиції ЛПС за температури 37  0C. Втрата ним ОПС, означає зростання чутливості до 
антимікробних сполук, і як показано для інших штамів R. solanacearum [17], призводить та-
кож до позбавлення фітопатогенних властивостей. Відщеплення 3-гідрокситетрадеканової 
кислоти ліпіду А, через послаблення гідрофобної взаємодії між його ацильними замісниками, 
веде до інтенсифікації виходу ЛПС в середовище, наслідком чого стає послаблення бар’єрної 
функції зовнішньої клітинної мембрани [9]. Індукція підвищеною температурою вказаних 
змін поставить під питання можливість виживання бактерій у природних умовах. 
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ВЛИЯНИЕ ТЕМПЕРАТУРЫ КУЛЬТИВИРОВАНИЯ НА СОСТАВ 
ЛИПОПОЛИСАХАРИДОВ RALSTONIA SOLANACEARUM 

Резюме
В зависимости от температуры культивирования Ralstonia solanacearum ICMP758 и ICMP749 в их 

липополисахаридах (ЛПС) выявлено умеренные отличия химического состава. R. solanacearum ICMP758 
расы 3, биовар 3, который происходит из тропического региона, выявил умеренные количественные 
флуктуации компонентов липополисахарида в диапазоне исследованных температур. R.  solanacearum 
ICMP749, который является представителем адаптированной к умеренному климату расы 3, биовара 2, 
показал значительные изменения в композиции ЛПС при температуре 37 0C. Он характеризовался отсутс-
твием рамнозы, арабинозы и ксилозы, которые являются характерными для О-специфических полисаха-
ридов ЛПС большинства исследованных штаммов R. solanacearum, а также утратой 3-гидрокситетраде-
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кановой кислоты, но появлением ряда других жирных кислот. Одновременное увеличение относительно-
го содержания типичных коровых моносахаридов (глюкозы, маннозы, глюкозамина), дает возможность 
предположить образование R-формы ЛПС под влиянием повышения температуры культивирования.

Ключевые слова: липополисахариды, состав, температура выращивания, Ralstonia solanacearum.
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INFLUENCE OF CULTIVATION TEMPERATURE 
ON LIPOPOLYSACCHARIDE COMPOSITION OF RALSTONIA 

SOLANACEARUM

Summary
Depending on cultivation  temperature of R. solanacearum ICMP758 and ICMP749 moderate differences 

of lipopolysaccharide (LPS) chemical composition have been established. R.  solanacearum ICMP758 
race 3, biovar 3, which originates from tropical region, has revealed moderate quantitative fluctuations of 
lipopolysaccharide components in the investigated temperature range. R. solanacearum ICMP749, which is a 
representative of race 3, biovar 2, adapted to moderate climate exerted essential changes in LPS composition at 
37 0C. It was characterised by  the absence of rhamnose, arabinose and xylose, which are typical of О-specific 
polysaccharides of LPS of most investigated R. solanacearum strains, by the loss of 3-hydroxytetradecanoic acid 
but the  appearance of a number of other fatty acids. Simultaneous increase of relative content of typical core 
monosaccharides (glucose, mannose, glucosamine), gives a possibility to propose the formation of R-LPS under 
the increase of the cultivation temperature.

The paper is presented in Ukrainian.  
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СИНТЕЗ ФИТОГОРМОНОВ ШТАММАМИ BRADYRHIZOBIUM 
JAPONICUM РАЗЛИЧНОЙ СИМБИОТИЧЕСКОЙ 

ЭФФЕКТИВНОСТИ
Исследована гормонсинтезирующая способность ризобий сои и проведено сравнение этого показа-

теля с симбиотической эффективностью штаммов Bradyrhizobium japonicum в условиях вегетационно-
го и полевого опытов.

Синтез экзогенных цитокининов высокоэффективными штаммами ризобий сои значительно 
(в 3–11 раз) превышал их образование у малоэффективного и неэффективного штаммов. Обсуждается 
возможность использования в качестве характеристики симбиотической эффективности различных 
штаммов B. japonicum их способность продуцировать экзогенные фитогормоны цитокининовой при-
роды.

Ключевые слова: Bradyrhizobium japonicum, фитогормоны, цитокинины,  симбиотическая актив-
ность штамма, продуктивность.

Известно, что биологическая активность штаммов азотфиксирующих микроорганизмов 
является характеристикой, которая напрямую связана с продуктивностью растений [15]. В 
связи с этим оценка биологической активности диазотрофных микроорганизмов очень важна 
на этапе лабораторного скрининга наиболее эффективных штаммов, способствующих  по-
вышению продуктивности бобовых культур (сои, гороха, люцерны и т.п.) [1]. Традиционно 
для характеристики биологической активности штаммов клубеньковых бактерий, в част-
ности, рода Bradyrhizobium, используют такие показатели, как вирулентность штамма, его 
нодуляционная способность, симбиотическая эффективность (количество и масса клубень-
ков, нарастание надземной массы и корней растения, нитрогеназная активность клубеньков, 
урожайность и качество зерна) [6]. Однако эти показатели можно исследовать в условиях 
вегетационного или полевого опытов и, к тому же, они не достаточно объективно отражают 
активность определенных штаммов. Так, например, нет прямой корреляции между высокой 
вирулентностью некоторых штаммов рода Bradyrhizobium и зерновой продуктивностью бо-
бовых культур [5, 6, 11].
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