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ФÎÐÌУÂÀÍÍß Á²ÎПË²ÂÊÈ ÁÀÊÒÅÐ²ßÌÈ 
LACTOBACILLUS PLANTARUM ÍÀ ÊÎÐÅÍßÕ 

ÐÎСËÈÍ LEPIDIUM SATIVUM L.

Проведено досëідження формування біопëівки моëочнокисëими  
бактеріями на поверõні коренів тест�росëин крес�саëату Lepidiu� 
sativu� L. Встановëено, що за змодеëьованиõ умов кëітини 
бактеріоциноãенниõ �тамів Lactobacillus plantaru� мають здатність 
до адãезії та формування біопëівки на кореняõ тест�росëин, на відміну 
від бактерій Lactococcus lactis. Вивчення меõанізмів формування 
біопëівки бактеріями Lactobacillus plantaru� ONU 87 на кореняõ 
росëин показаëо, що вибіркова інактивація основниõ ãруп адãезинів 
по різному впëиває на цей процес. Iнактивація S��ару призводить до 
припинення адãезії бактерій, інактивація поверõневиõ поëіцукридів – 
до припинення формування мікрокоëоній, а видаëення тейõоєвиõ 
кисëот – до інãібування процесу дозрівання біопëівки.

К ë ю ч о в і  с ë о в а : Lactobacillus plantaru�, біопëівка, адãезини,  
Lepidiu� sativu� L.      

Використання синтети÷них ре÷овин таких як гербіöиди, пестиöиди, 
стиìулятори росту ÷асто призводить до порушення балансу взаєìовід-
носин ìіж рослинаìи та ìікроорганізìаìи ризосфери, що в свою ÷ергу 
надає перевагу фітопатогенниì ìікроорганізìаì і призводить до зна-
÷них втрат рослинної продукöії від інфекöійних хвороб. В зв’язку з öиì 
актуальниì є пошук підходів до біологі÷ного контролю за форìуванняì 
норìальної ìікробіоти ризосфери та захисту від фітопатогенних ìікро-
організìів, особливо в уìовах гідропоніки та інших уìовах шту÷ного 
вирощування рослин [2, 11].

Відоìо, що на коренях рослин в ґрунті форìується біоплівка, яка 
складається з представників різних видів ìікроорганізìів [3, 4]. Біоплівка 
виконує багато життєво важливих для рослин функöій, зокреìа забезпе-
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÷ує захист рослин від фітопатогенних ìікроорганізìів. Öей захист ìоже 
бути обуìовлений як продукуванняì широкого спектру біосурфактан-
тів, антибіотиків та бактеріоöинів, так і блокуванняì сайтів адгезії на 
коренях [1,7]. Порушення у форìуванні структури біоплівки відкриває 
ìожливість фітопатогенниì ìікроорганізìаì взаєìодіяти з тканинаìи 
рослини та викликати її захворювання. 

Пошук інструìентів біологі÷ного контролю фітопатогенних бактерій 
доöільно проводити серед ìікроорганізìів, які з одного боку здатні про-
дукувати антиìікробні ìетаболіти, а з іншого форìувати біоплівку на 
коренях та інтегруватися у природні біоплівки, підсилюю÷и їх захисні 
властивості. Однією з перспективних груп таких ìікроорганізìів є бактерії 
роду Lactobacillus, більшість з яких здатні продукувати бактеріоöини 
[9, 10]. Незважаю÷и на те, що у природних уìовах представників роду 
Lactobacillus знаходять на рослинах, ìеханізìи взаєìодії öих бактерій з 
рослинаìи, особливо з їх кореневою систеìою, вив÷ені недостатньо. 

Ìетою даної роботи було вив÷ення особливостей та ìеханізìів 
форìування біоплівки бактеріяìи Lactobacillus plantaru� на коренях 
рослин крес-салату.

Ìатеріали та методи
В роботі були використані штаìи ìоло÷нокислих бактерій 

Lactobacillus plantaru� ONU 87, Lactobacillus plantaru� ONU 12, для 
яких встановлено здатність продукувати бактеріоöини, штаì лактококів 
Lactococcus lactis ONU 505, які не притаìанні для ìікробіоти рослин, та 
штаì ґрунтової бактерії Pseudo�onas fluorescens ONU303. Lactobacil�
lus plantaru� ONU 87, Lactobacillus plantaru� ONU 12 та  Lactococcus 
lactis ONU 505 вирощували на середовищі MRS за теìператури 37 °Ñ, 
штаì Pseudo�onas fluorescens ONU 303 – на середовищі Гіса за 25 °Ñ.  

Для вив÷ення форìування біоплівки бактеріяìи  на коренях рослин 
використовували крес-салат Lepidiu� sativu� L..сорту «Àжур». Насін-
ня крес-салату стерилізували шляхоì занурення на 3 хв у 70% етанол 
та переносили на диски стерильного фільтрувального паперу у ÷ашки 
Петрі. Диски заливали стерильною водогінною водою та витриìували 
за кіìнатної теìператури впродовж 3 діб. Після проростання відбирали 
проростки з довжиною кореня 2–3 сì. Êонтроль стерильності насіння 
та проростків здійснювали шляхоì викладання на ÷ашки Петрі з ÌПÀ 
та інкубування при 37 °Ñ впродовж 24 год.

Отриìані проростки переносили до 48-лункового планшета по од-
ноìу до кожної лунки, що ìістили по 1 ìл суспензії клітин бактерій в 
конöентраöії 108 ÊÓО/ìл в середовищі MRS. Проростки з бактеріяìи в 
планшетах інкубували 24 год при 37 °Ñ. 

Після інкубаöії проростки проìивали від не прикріплених до кореня 
клітин шляхоì занурення у фізіологі÷ний роз÷ин. Ñфорìовану біоплівку 
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фіксували 96% етанолоì  впродовж 15 хв та забарвлювали 1% роз÷иноì 
акридинового поìаран÷евого впродовж 5 хв. Забарвлені проростки ре-
тельно висушували на предìетноìу склі, ìікроскопували з використанняì 
ìікроскопу Primo Star PC, Carl Zeiss при збільшені ½900 та фотографува-
ли з використанняì каìери Olympus DCM (3,0 M pixels). Ñфорìованість 
біоплівки оöінювали за систеìою ÷отирьох плюсів (табл. 1).

Òаблиöя 1

Êритерії оцінки сформованості біоплівки 
Table 1

The crіterіa of bіofіlm qualіty assessіng

Значення Êритерії  

– Àдгезія бактерій не спостерігається, біоплівка не форìується.

+
Біоплівка представлена адгезованиìи клітинаìи практи÷но без 
ìікроколоній.

++
Біоплівка представлена поодинокиìи повністю сфорìованиìи 
ìікроколоніяìи.

+++ Біоплівка середньої товщини з розриваìи у структурі.

++++
Біоплівка середньої або більше товщини без розривів у структурі, 
добре сфорìований ìатрикс.

Вив÷ення ìеханізìів адгезії бактерій L. plantaru� до поверхні 
коренів здійснювали шляхоì вибіркової інактиваöії основних груп 
адгезинів. Поверхневі поліöукриди інактивували шляхоì їх окиснення 
ìетаперіодатоì натрію [6]. Для öього суспензію бактеріальних клітин (108 
ÊÓО/ìл) інкубували 18 год при 4 °Ñ у 100 ìÌ роз÷ині ìетаперіодату 
натрію в 0,1 Ì CH3COONa з рН 5,5. Після інкубаöії суспензію клітин 
три÷і відìивали фізіологі÷ниì роз÷иноì та інкубували 1 год з 100 ìÌ 
NaBH4 при 4 °Ñ. Після інкубаöії та відìивання клітини ресуспендували у 
середовищі MRS. Òейхоєві кислоти вилу÷али з клітинної стінки шляхоì 
обробки суспензії клітин L. plantaru� 30% трихлороöтовою кислотою 
(ÒХО) при 37 °Ñ впродовж години [12]. Білки S-шару клітинної стінки 
вилу÷али за інкубаöії бактерій впродовж 15 хв 5 Ì LiCl у середовищі 
MRS на льоду [5]. Після öього бактерії три÷і відìивали фізіологі÷ниì 
роз÷иноì та ресуспендували у середовищі MRS.

Æиттєздатність клітин L. plantaru� після інактиваöії адгезинів 
підтверджували шляхоì висівів оброблених клітин на ÷ашки Петрі з 
твердиì середовищеì MRS.  

Ðезультати та їх обговорення
Вив÷ення особливостей форìування біоплівки бактеріоöиногенниìи 

штаìаìи Lactobacillus plantaru� показало, що обидва досліджувані шта-
ìи лактобаöил виявляють здатність взаєìодіяти з кореняìи тест-рослин. 
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Для порівняння форìування біоплівки  бактеріяìи штаìів L. plantaru� 
порівнювали з біоплівкаìи ґрунтової бактерії Pseudo�onas fluorescens 
ONU 303 та Lactococcus lactis ONU 505, що не зустрі÷ається на рос-
линах за природних уìов.

Отриìані результати (рис. 1) показали, що P. fluorescens ONU 303 
вже за 24 год інкубаöії форìує розвинену біоплівку середньої товщини, 
яка зайìає практи÷но усю поверхню кореня та складається з добре 
сфорìованих ìікроколоній та ìатриксу. Загалоì сфорìованість біоплівки 
P. fluorescens ONU 303 оöінінено як «++++» (табл. 2). 

Ðис. 1. Áіоплівка досліджуваних бактерій на поверхні коренів крес-салату 
1 – Pseudo�onas fluorescens ONU 303; 2* –  Lactococcus lactis ONU 505; 
3 – Lactobacillus plantaru� ONU 12; 4 – Lactobacillus plantaru� ONU 87.

Приìітка: * – інкубаöія 48 год

Fіg.1. Bіofіlm formatіon of bacterіa test-straіns on the roots of watercress lettuce
 1 – Pseudo�onas fluorescens ONU 303; 2* –  Lactococcus lactis ONU 505; 
3 – Lactobacillus plantaru� ONU 12; 4 –  Lactobacillus plantaru� ONU 87.

Note: * – 48 hours incubation

Ó порівнянні з P. fluorescens ONU 303, бактерії L. lactis ONU 505 
виявили набагато ìеншу здатність до форìування біоплівки на коренях 
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тест-рослин (рис. 1). Òак, після першої доби інкубаöії біоплівку öих 
бактерій на поверхні коренів не виявили, або спостерігали поодинокі 
адгезовані клітини. Òакиì ÷иноì, ступінь сфорìованості біоплівки бак-
теріяìи  L. lactis ONU 505 за 24 год оöінювали як «-» та «+». Через 48 
годин інкубаöії біоплівка L. lactis ONU 505 складалася з поодиноких, 
але повністю розвинутих ìікроколоній, з ÷исленниìи зонаìи розриву. Öі 
структури нерівноìірно покривали поверхню кореня та конöентрувалися 
переважно у зоні кореневих волосків. На більшості досліджених діля-
нок контакт ìіж ìікроколоніяìи був відсутніì і лише ìісöяìи виявлено 
структури, які були наближені до сфорìованої біоплівки. Загалоì на 
48 год інкубаöії сфорìованість біоплівки L. lactis ONU 505 на коренях 
крес-салату оöінено «++». 

 Òаблиöя 2

Îцінка сформованості біоплівки досліджуваних штамів мікроорганізмів
Table 2

Qualіty assessment of bіofіlm formatіon by used test-straіns

Штам 
Час інкубації,

год
Îцінка сформованості 

біоплівки

Pseudo�onas fluorescens ONU 303
24 
48 

++++
++++

Lactococcus lactis ONU 505
24 
48 

-/+
++

Lactobacillus plantaru� ONU 12
24 
48 

+++
+++

Lactobacillus plantaru� ONU 87
24
48 

++++
++++

О÷евидно, отриìані результати свід÷ать про те, що L. lactis в 
природних уìовах не взаєìодіє з рослинаìи і не входить до ìікробіоти 
філо- та ризосфери рослин. 

Дослідження бактеріоöиногенних штаìів L. plantaru�  щодо 
форìування біоплівки на коренях крес-салату (рис. 1.) показало здатність 
обох штаìів утворювати біоплівку за 24 год інкубаöії. Оöінювання 
сфорìованості біоплівок виявило деякі спеöифі÷ні штаìові особливості. 
Біоплівка L. plantaru� ONU12 була добре сфорìованої структури 
середньої товщини з розвинутиì ìатриксоì. Вона не була прикріпленою 
до кореня по всій своїй площі. Ділянки біоплівки, які були прикріплені 
до кореня ìали вигляд тяжів. 

Біоплівка L. plantaru� ONU 87 ìала зна÷ну товщину та рівноìірність 
по поверхні. В біоплівöі бактерій öього штаìу виявлено зони з різниì 
рівнеì розвитку ìатриксу. З віддаленняì від кореня біоплівка ставала 
ìенш щільною. В öілоìу сфорìованість біоплівки штаìів L. plantaru� 
ìожна якісно оöінити як «+++» для L. plantaru� ONU 12 та «++++» 
для L. plantaru� ONU 87.
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Для подальшого вив÷ення ìеханізìів адгезії лактобаöил до поверхні 
коріння проростків крес-салату використано штаì L. plantaru� ONU 
87, який більш здатний до форìування біоплівки. Ó зв’язку з тиì, що 
ìеханізìи адгезії бактерій роду Lactobacillus є добре вив÷ениìи [5], 
з’ясування ìеханізìів адгезії та форìування біоплівки здійснювали шля-
хоì інактиваöії поверхневих поліöукридів, тейхоєвих кислот та S-шару.

Отриìані результати (рис. 2) свід÷ать про те, що всі три основні гру-
пи адгезинів  тою ÷и іншою ìірою обуìовлюють адгезію та форìування 
біоплівки штаìу L. plantaru� ONU 87  на поверхні коренів тест-рослин. 
Òак, обробка клітин штаìу L. plantaru� ONU 87 ìетаперіодатоì на-
трію, що призводить до інактиваöії поверхневих поліöукридів (рис. 2.), не 
впливала на здатність клітин бактерій штаìу до адгезії, але порушувала 
форìування ìікроколоній. Оöінка сфорìованості біоплівки зìінювалася з 
«++++» у контролі до «+» (табл. 3). Отриìані результати уìожливлюють 
припущення, що поверхневі поліöукриди не впливають на адгезію клітин 
до поверхні кореня тест-рослин, але обуìовлюють агрегаöію клітин, тобто 
форìування ìікроколоній.

Ðис. 2. Áіоплівка бактерій L. plantarum ONU 87  на поверхні коренів крес-салату 
за інактивації окремих груп адгезинів

1 –  контроль; 2 – інактиваöія поверхневих поліöукридів;
3 – інактиваöія тейхоєвих кислот; 4 – інактиваöія S-шару

Fіg.2. L. plantarum ONU 87 bіofіlm formatіon on the surface of the roots of tested 
plants after dіfferent adhesіons groups іnactіvatіon
1–  сontrol; 2 – surface polysaccharide inactivation;

3 – teichoic acid inactivation; 4 – S-layer inactivation
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Вилу÷енняя тейхоєвих кислот (рис. 2) також призводить до пору-
шення структури біоплівки бактерій L. plantaru� ONU 87. Обробка 
бактерій  30% ÒХО не порушувала адгезію та форìування ìікроколоній, 
проте оброблені такиì ÷иноì клітини форìували біоплівку зі зна÷но 
порушеною архітектурою. Біоплівка ìала вигляд окреìих ìікроколоній 
практи÷но не зв’язаних ìіж собою. Ìожна припустити, що у систеìі вза-
єìодії бактерій L. plantaru� ONU 87 з кореняìи крес-салату, тейхоєві 
кислоти відіграють провідну роль у дозріванні біоплівки. Якісна оöінка 
форìування біоплівки зìінювалася з «++++» до «++» у порівнянні з 
контролеì (табл. 3).

Òаблиöя 3

Îцінка сформованості біоплівки бактерій L. plantarum ONU 87 
за вибіркової інактивації основних груп адгезинів

Table 3

Changes іn qualіty of L. plantarum ONU 87 bіofіlm after selectіve іnactіvatіon 
of the major adhesіons groups  

Iнактивовані адгезини 
Îцінка сформованості 

біоплівки

Êонтроль ++++

Поліöукриди +

Òейхоєві кислоти ++

Білки S-шару -

Iнактиваöія білків  S-шару клітин L. plantaru� ONU 87 5Ì роз÷иноì 
LiCl  призводила до повної втрати клітинаìи здатності до адгезії на коренях 
крес-салату (рис. 2). S-шар є складниì коìплексоì поверхневих білків, 
які знаходяться у кристалі÷ній форìі [8]. Öя структура розташована на 
поверхні клітин бактерій і виконує декілька важливих функöій, у тоìу 
÷ислі відповідає за адгезію. Отриìані результати дозволяють зробити 
висновок, що у зìодельованій систеìі взаєìодії ìіж L. plantaru� ONU 
87 та кореневою систеìою тест-рослини, клю÷овиì коìпонентоì, який 
відповідає за адгезію,  є саìе білки S-шару.

Òакиì ÷иноì, підсуìовую÷и отриìані результати ìожна зробити ви-
сновок, що досліджені бактеріоöиногенні штаìи L. plantaru� проявили 
досить добру здатність до форìування біоплівки на коренях тест-рослин. 
Ìеханізì адгезії бактерій L. plantaru� ONU 87 до коренів крес-салату 
переважно залежить від білків S-шару. Поліöукриди, що розташовані на 
поверхні клітинної стінки відповідають, о÷евидно, за форìування ìікро-
колоній, а тейхоєві кислоти – за проöес дозрівання біоплівки.

Виходя÷и з отриìаних результатів ìожна зробити висновок, що 
L. plantaru� ONU 87 у зв’язку зі здатністю до форìування біоплівки та 
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синтезу бактеріоöинів ìоже бути перспективниì для подальшого дослі-
дження як потенöійний коìпонент пробіоти÷ного препарату для захисту 
рослин від інфікування фітопатогенниìи бактеріяìи. 
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ФÎÐÌÈÐÎÂÀÍÈÅ ÁÈÎПËЁÍÊÈ ÁÀÊÒÅÐÈßÌÈ 
LACTOBACILLUS PLANTARUM ÍÀ ÊÎÐÍßÕ 

LEPIDIUM SATIVUM L.

Ðеферат

Проведено изу÷ение форìирования биоплёнки клеткаìи бактерио-
öиногенных штаììов Lactobacillus plantaru� на поверхности корней тест-
растений крес-салата Lepidiu� sativu�..Показано,.÷то оба исследованных 
штаììа обладают способностью к адгезии и форìированию биоплёнки 
в отли÷ие от ìоло÷нокислых бактерий Lactococcus lactis. Èсследование 
ìеханизìов образования биоплёнки бактерияìи штаììа Lactobacillus 
plantaru� ONU 87 на корневой систеìе растений показало, ÷то изби-
рательная инактиваöия основных групп адгезинов по-разноìу влияет на 
этот проöесс. Èнактиваöия S-слоя приводила к прекращению адгезии, 
инактиваöия поверхностных полисахаридов – к прекращению форìирова-
ния ìикроколоний, а инактиваöия тейхоевих кислот – к ингибированию 
проöесса созревания биоплёнки.

Ê лю ÷ е вы е  с л о в а : Lactobacillus plantaru�, биоплёнка, адгезины, 
Lepidiu� sativu� L. 
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BIOFILM FORMATION BY LACTOBACILLUS PLANTARUM 
BACTERIA ON LEPIDIUM SATIVUM L. ROOTS 

Summаry
Investigation of a biofilm formation ability of Lactobacillus plantaru� 

bacteriocinogenic strains on the plant roots shows that each used strain 
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has a good ability to adhesion and biofilm formation on the test-plant roots 
surface in contrast to Lactococcus lactis. Study of the mechanisms of biofilm 
formation by test strains on the root system of plants has shown that selec-
tive inactivation of the major groups of adhesions different by influences on 
this process. Since inactivation of S-layer led to the cessation of adhesion, 
inactivation of surface polysaccharides to the cessation of  microcolonies 
formation  and inactivation of teichoic acids to the inhibition of the biofilm 
maturation process. 

K e y  w o r d s : Lactobacillus plantaru�, biofilm, adhesions, Lepidiu� 
sativu� L..            


