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Iзоляти фiтопатогенних бактерiй Рectobacterium carotovorum subsp. carotovorum Б1, Б3,
Б4, Б11, Б12, Б13, Б15, Б16, Б17, Б23, Б26, видiленi з бульб картоплi, вирощеної в рiз-
них регiонах України, з симптомами м’якої гнилi, здатнi продукувати велику кiлькiсть
високомолекулярних бактерiоцинiв (MCTV). Дослiджена їх кiлерна активнiсть вiднос-
но лабораторних штамiв P. carotovorum i Esherichia coli. Одержанi очищенi фракцiї
MCTV. Електронно-мiкроскопiчнi дослiдження показали, що вони мають вигляд хвос-
тових вiдросткiв бактерiофагiв рiзної довжини, а також сферичних часток рiзного дiа-
метра. Виявленi серологiчно спорiдненi бiлки у складi MCTV iзолятiв природних шта-
мiв P. carotovorum та бактерiофага ZF-40 за допомогою антисироваток, одержаних до
MCTV колекцiйного штаму P. carotovorum J2 NCPPB 1744 та бактерiофага ZF-40. Цей
факт може також свiдчити про фагову природу видiлених кiлерних часток.

Актуальним завданням сучасностi є пошук нових природних антибiотичних речовин. Част-
ки з антибактерiальними властивостями здатнi продукувати фiтопатогеннi бактерiї Рecto-
bacterium carotovorum subsp. carotovorum (ранiше Erwinia carotovora). Пiд дiєю на них пев-
них iндукторiв, наприклад налiдиксової кислоти, мiтомiцину С, УФ-випромiнювання та iн.,
бактерiї утворюють дефектнi продукти пiд час фагової збiрки — високомолекулярнi бакте-
рiоцини (MCTV) i низькомолекулярнi кiлернi частки (CTV) [1, 2]. При цьому повноцiннi
фаговi частки не утворюються. Наявнiсть бактерiоцинiв вiдображає дефектно-лiзогенний
стан бактерiй. Вiдомо, що клiтини одного й того ж штаму ервiнiй можуть нести декiлька
рiзних типiв фагових хвостових вiдросткiв i фагових головок [3]. Велика увага придiляєть-
ся вивченню їх кiлерної активностi вiдносно родини Enterobacteriaceae з метою з’ясування
можливостi використання їх властивостей у народному господарствi.

Для видiлення i вивчення властивостей бактерiоцинiв у дослiдженнi використовували
iзоляти штамiв пектолiтичних фiтопатогенних бактерiй з бульб Solanum tuberosum L., ви-
рощеної в рiзних областях України (табл. 1).

Таблиця 1. Штами бактерiй, використанi в дослiдженнi (автор штамiв Ф. I. Товкач)

Авторський номер штаму Рiк видiлення Мiсце видiлення

Б1 1998 [1] Черкаська обл.
Б3, Б4 2003 [2] Чернiгiвська обл.
Б13, Б15 2003 [2] Київська обл., Новосiлки
Б2, Б11, Б12, Б16, Б17, Б23 2003 [2] Київська обл., Василькiв
Б26 2003 [2] Вiнницька обл., Сокiльцi
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Рис. 1. Лiзуюча активнiсть MCTV, видiлених iз штамiв P. сarotovorum, iзольованих в рiзних областях
України

На основi одержаних бiологiчних, бiохiмiчних, електронно-мiкроскопiчних та електро-
форетичних даних нами було iдентифiковано iзоляти штамiв фiтопатогенних пектолiтичних
бактерiй Б1, Б2, Б3, Б4, Б11, Б12, Б13, Б15, Б16, Б17, Б23, Б26 з рiзних областей України
як Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum. Їх властивостi подiбнi до таких типового
штаму P. carotovorum J2 NCPPB 1744 [4]. Для вирощування бактерiй використовували рiдкi
та агаризованi поживнi середовища. Агаризованi поживнi середовища мiстили 1,4% агару.
Як джерело вуглецю використовували глюкозу i пектин. Мiнiмальне рiдке середовище (М 9)
мiстило: Na2HPO4 — 6 г/л, КН2РО4 — 3 г/л, NaCl — 0,5 г/л, NH4Cl — 1 г/л. Пiсля стери-
лiзацiї на 1 л середовища добавляли 1 мл 1 М розчину MgSO4 · 7H2O, 100 мкл 10% СаСl2
i глюкозу в кiнцевiй концентрацiї 0,2 % [1–4]. Пiдрощування бактерiй i iндукцiю бактерiоци-
нiв проводили як описано ранiше в [1, 2]. Сумiш бактерiоцинiв роздiляли центрифугуванням
у центрифузi Beckman при 30 000 об./хв протягом 4 год у сахарозному градiєнтi (5–20%),
з вмiстом 10–20% етилового спирту. Осади MCTV ресуспендували i дiалiзували в буферi
М 9 без глюкози. Як iндикаторнi штами для визначення лiзуючої активностi каротовори-
цинiв використовували P. carotovorum: Pса 18SS, Pca RC 5297, Pca 50R1, а також E. coli :
ECO BE, ECO K12.

На рис. 1 проiлюстровано лiзуючу активнiсть дослiджуваних штамiв бактерiй вiдносно
лабораторного штаму P. carotovorum: Pса 18SS.

З табл. 2 видно, що iзоляти штамiв P. carotovorum мiстять бактерiоцини, якi лiзують клi-
тини бактерiй-iндикаторiв по-рiзному. MCTV не можуть адсорбуватися на клiтинах, з яких
вони були видiленi. Також є вiдмiннiсть мiж чутливiстю дослiджуваних бактерiй, видiлених
у рiзних регiонах України, до бактерiоцинiв один одного. Це може свiдчити про те, що бак-
терiї вiдрiзняються за набором бактерiоцинiв або на поверхнi їх клiтин вiдсутнi вiдповiднi
прикрiплювальнi рецептори.

З метою дослiдження множинностi бактерiоцинiв очищенi препарати наносили на сi-
точки з нiтроцелюлозними пiдтримуючими плiвками i контрастували 2% уранiлацетатом.
Електронно-мiкроскопiчнi дослiдження проводили за допомогою мiкроскопа JEOL 1400 при
iнструментальному збiльшеннi 20 000–40 000. У складi природних штамiв P. carotovorum,
видiлених у рiзних областях України, виявленi частки у виглядi нескорочених стержнiв
(MCTV) завдовжки вiд 550 до 780 нм; дрiбнi сферичнi бактерiоцини дiаметром 15–20 нм,
MCTV у виглядi скорочених хвостових вiдросткiв завдовжки 120–170 нм, а також сферичнi
частки, якi нагадують фаговi головки рiзного дiаметра (50–120 нм) (рис. 2). Однак механiз-
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Рис. 2. Електронно-мiкроскопiчне дослiдження сумiшi MCTV з iзолятiв P. сarotovorum, одержаних в рiзних
областях України:
1 — частки у виглядi нескорочених жорстких стержнiв, завдовжки 550–780 нм (штами Б1, Б4); 2 — дрiбнi
сферичнi бактерiоцини дiаметром 15–20 нм (Б1, Б2, Б3, Б15); 3 — MCTV у виглядi скорочених хвостових
вiдросткiв завдовжки 120–170 нм (Б1, Б16); 4 — частки у виглядi фагових головок рiзного дiаметра (≈50–
120 нм) (всi штами)
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ми утворення множинностi профагiв у бактерiй P. carotovoum, їх взаємозв’язок i екологiчна
роль поки що мало дослiдженi.

Ранiше нами за допомогою антисироватки до каротоворицинiв типу фагових хвосто-
вих вiдросткiв Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum J2, а також антисироватки до
структурних бiлкiв бактерiофага ZF-40 методом перехресної реакцiї подвiйної iмунодифузiї
в агарозному гелi були одержанi смуги преципiтацiї, що свiдчило про наявнiсть серологiчно
спорiднених бiлкiв у бактерiоцинах P. carotovorum i в складi бактерiофага ZF-40. Бакте-
рiофаг ZF-40 видiляли методом злитого лiзису [5]. До бактерiофага ZF-40 i бактерiоцинiв
типового штаму J2 одержували антисироватку методом, описаним у [6].

Методом iмуноблотингу з використанням антисироватки, одержаної до MCTV, виявленi
серологiчно спорiдненi бiлки з молекулярними масами 78, 56, 39, 20 i 18 кД у бактерiоцинiв
та 72 i 39 кД у бактерiофага ZF-40 [7].

Iз застосуванням методу Ouchterlony [8] в дослiдженнi природних iзолятiв P. carotovo-
rum, видiлених у рiзних областях України, за допомогою антисироватки, одержаної до бак-
терiофага ZF-40 (рис. 3, у центрi), виявленi серологiчно спорiдненi, але неiдентичнi бiлковi
компоненти у складi бактерiофага ZF-40 та MCTV з рiзних штамiв P. сarotovorum. Про це
свiдчить наявнiсть “шпори” мiж смугами преципiтацiї антигенiв з антитiлами. Таким чином,
за допомогою антисироватки, одержаної до бактерiофага ZF-40, встановлено, що у складi
MCTV штамiв Б1, Б2, Б16, Б23 наявнi серологiчно спорiдненi та iдентичнi бiлки, а штами
Б3, Б4, Б12, Б13, Б15 видiляють бактерiоцини, якi мають у своєму складi серологiчно
спорiдненi, але неiдентичнi бiлковi компоненти з бiлками бактерiофага ZF-40.

За допомогою антисироватки до MCTV, видiлених з колекцiйного штаму P. сarotovorum
J2, у складi бактерiоцинiв, одержаних з “українських” iзолятiв, а також у складi бактерiофа-
га ZF-40 методом подвiйної дифузiї в агарозному гелi виявленi лише серологiчно спорiдненi
i iдентичнi бiлковi компоненти (рис. 4).

Отже, результати дослiдження показують, що iзоляти P. сarotovorum з рiзних регiо-
нiв України пiд дiєю налiдиксової кислоти видiляють велику кiлькiсть дефектних часток,
якi, iмовiрно, являють собою продукти збiрки дефектних помiрних фагiв при SOS-iндук-
цiї лiзогенних клiтин. Рectobacterium carotovorum subsp. carotovorum Б1, Б3, Б4, Б11, Б12,

Таблиця 2. Лiзуюча активнiсть MCTV вiдносно лабораторних штамiв i бактерiоциночутливiсть iзолятiв
штамiв P. сarotovorum з рiзних регiонiв України до MCTV один одного

MСTV
штамiв

бактерiй

Лiзуюча активнiсть MСTV
на iндикаторнi штами

Чутливiсть iзолятiв P. сarotovorum
до бактерiоцинiв один одного

Pca
18SS

Pca RC
5297

Pca
50R1

ECO
BE

ECO
K12 Б1 Б2 Б3 Б4 Б11 Б12 Б15 Б16 Б23

J2 + + + + + + + + + + + + + +
Б1 + + + + + – + + + + + + + +
Б2 + + – + + – – – – + + + + +
Б3 + + + – – – – – – + + + + +
Б4 – + + + + + – – – + + + + +
Б11 + – – + + + – – – – – – – –
Б12 + – – + + – – – – + – – – –
Б13 + – – + + + + + + + + – – +
Б15 + + – + + + + + + + + – – +
Б16 + + – + – + + + + + + + – +
Б23 + – – – – + – – – – – – – –
Б26 – + + – – – – – – – – + – –
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Рис. 3. Реакцiя iмунопреципiтацiї в агарозному гелi з використанням сироватки, одержаної до бiлкових
компонентiв бактерiофага ZF-40 (в центрi), з бiлками MCTV, видiлених з пектолiтичних бактерiй рiзних
регiонiв України та бактерiофага ZF-40:
а — серологiчно спорiдненi та iдентичнi бiлки;
б — серологiчно спорiдненi, але неiдентичнi бiлковi компоненти у складi бактерiофага ZF-40 та MCTV

Рис. 4. Реакцiя iмунопреципiтацiї в агарозному гелi з використанням сироватки, одержаної до бiлкових
компонентiв MCTV (в центрi), з бiлками MCTV, видiлених з пектолiтичних бактерiй рiзних регiонiв України
та бактерiофага ZF-40

Б13, Б15, Б16, Б17, Б23, Б26, крiм хвостових вiдросткiв рiзної довжини, продукують i такi
частки фагової природи, як сферичнi частки, що нагадують фаговi головки рiзного дiа-
метра. При цьому фагоподiбнi частки вiдрiзняються не тiльки за лiнiйними розмiрами, але
й за морфолого-структурною органiзацiєю. Виявленi серологiчно спорiдненi бiлки у скла-
дi MCTV iзолятiв природних штамiв P. carotovorum та бактерiофага ZF-40 за допомогою
антисироваток, одержаних до MCTV колекцiйного штаму J2 та бактерiофага ZF-40, також
свiдчать про фагову природу видiлених кiлерних часток.

Таким чином, наведенi результати ще раз пiдтверджують отриманi ранiше данi про те,
що рiзнi штами фiтопатогенних пектолiтичних бактерiй P. carotovorum персистують у при-
родi як дефектно-полiлiзогеннi системи, включаючи iзоляти, видiленi в рiзних областях
України. Дефектна лiзогенiя тiсно пов’язана з бактерiоциногеннiстю, носiями якої є макро-
молекулярнi бактерiоцини. MCTV, отриманi з лiзатiв нових iзолятiв бактерiй P. carotovo-
rum, продукуються у великiй кiлькостi, вiдрiзняються за розмiром i мають рiзнi морфоло-
го-структурнi показники.

Автори висловлюють подяку Ю.В. Файдюк за допомогу в роботi.
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Л.А. Максименко, С. И. Войчук

Множественность бактериоцинов, полученных из природных
изолятов пектолитических фитопатогенных бактерий Рectobacterium
carotovorum subsp. carotovorum, выделенных в разных областях
Украины

Изоляты фитопатогенных бактерий Рectobacterium carotovorum subsp. carotovorum Б1, Б3,
Б4, Б11, Б12, Б13, Б15, Б16, Б17, Б23, Б26, выделенные из клубней картофеля, выращенного
в разных регионах Украины, с симптомами мягкой гнили, способны продуцировать множе-
ство высокомолекулярных бактериоцинов (MCTV). Исследована их киллерная активность
относительно лабораторных штамов P. carotovorum и Esherichia coli. Получены очищенные
фракции MCTV. Электронно-микроскопические исследования показали, что они имеют вид
хвостовых отростков бактериофагов разной длины, а также сферических частиц разного
диаметра. Выявлены серологически родственные белки в составе MCTV изолятов природ-
ных штамов P. carotovorum и бактериофага ZF-40 с помощью антисывороток, полученных
к MCTV коллекционного штама P. carotovorum J2 NCPPB 1744 и бактериофага ZF-40. Этот
факт может также свидетельствовать о фаговой природе выделенных киллерных частиц.

L.A. Maksymenko, S. I. Voychuk

Multiplicity of bacteriocins obtained from natural strains of pectolytic
phytopathogenic bacteria Pectobacterium carotovorum subsp.
carotovorum isolated in various regions of Ukraine

Phytopathogenic bacteria Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum strains B1, B3, B4, B11,
B12, B15, B16, B17, B23, B26 isolated from potato tubers grown in various regions of Ukraine
with symptoms of soft rot disease are able to produce a variety of macromolecular bacteriocins
(MCTV). Their killing activity against laboratory strains of P. carotovorum and Escherichia coli
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is studied. Pure fractions of MCTV are obtained. Electron microscopic analysis showed them to
have shape of bacteriophage tails of various lengths, as well as phage capsids of various diameters.
Serologically related proteins within MCTV of natural P. carotovorum strains and bacteriophage
ZF-40 are detected, by using antiserum against MCTV of collection strain P. carotovorum J2
NCPPB 1744 and bacteriophage ZF-40. This fact can also be indicative of the phage nature of
obtained killing particles.
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