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У�статті� наведені� дані� про� та�сономічний� стат�с� зб�дни�а�блідо-зеленої

�арли�овості�зернових�(ЗБЗКЗ).�Цей�зб�дни��раніше�б�в�визначений�я��фіто-

пато"енний�варіант�молі��та�Acholeplasma�laidlawii�та�названий��A.� laidlawii� var.

granulum.�ЗБЗКЗ,�о�рім�фітопато"енності,�має�та�і�ф�ндаментальні�відмінності

від�A.� laidlawii:�д�же�вели�ий�"еном�розміром�від�2200�тисяч�пар�н��леотидів

(т.п.н.)�до�2310�т.п.н.,�що�пра�тично�дорівнює�с�мі�"еномів�A.�laidlawii�(1600�т.п.н.)

і�фітоплазм�(710�т.п.н.);�дві�форми�ДНК-залежної�РНК-полімерази�(��A.� laidlawii

ф�н�ціон�є�одна�форма);�здатність��творювати�поза�літинн��фр��тозобісфос-

фатаз�� подібно� до� йо"о� "іпотетично"о�філо"енетично"о� попередни�а� ба�терії

Bacillus�subtilis;�наявність�ба"атьох�ферментативних�а�тивностей,�відс�тніх���ахо-

леплазм;�своєрідна�реа�ція�на�наявність���живильних�середовищах�стеринів�не

хара�терна� для� всіх� відомих� ахолеплазм;� надзвичайно� ба"атий� за� �іль�істю� і

я�істю�с�лад�анти"енів,�здатних�реа"�вати�майже�"омоло"ічно�з�антитілами�до

представни�ів�род��Acholeplasma�і�о�ремих�видів�род��Mycoplasma;�вели�а�подіб-

ність�(понад�88%)�си�венсів�16S�рРНК�ЗБЗКЗ�і�представни�ів�род��Phytoplasma

та�інші�властивості,�описані�в�статті.�Зроблено�висново�,�що�на�підставі�своїх

властивостей�ЗБЗКЗ�не�може�б�ти�віднесений�до�жодно"о�з�існ�ючих�родів��лас�

Mollicutes,� бо� за� всіма� озна�ами� цей�молі��т� представляє� перехідн��форм�

мі�роор"анізм�,�є�невідомим�до�теперішньо"о�час��ланцю"ом�між�цими�родами

молі��тів�і�спороносними�ба�теріями.�ЗБЗКЗ�є�віро"ідним�представни�ом�попе-

редни�а�молі��тів�з�"еномом�до�1600�т.п.н.�і,�в�перш��чер"�,�родів�Acholeplasma

та�Phytoplasma,�я�і�з’явилися�внаслідо��еволюційно"о�розщеплення�йо"о�"еном�.

На�підставі�цьо"о�ре�оменд�ється�для�ЗБЗКЗ�в��ласі�Mollicutes,�поряд���ІІІ

Acholeplasmatales,�родині�І�Acholeplasmataceae�засн�вати�новий�рід�ІІ�Pluraplasma

gen.�nov.�та�йо"о�перший�вид�Pluraplasma�granulum�sp.�nov.,�типовим�представ-

ни�ом�я�о"о�є�штам�118.
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Thedataarepresentedontaxonomicstatusoftheagentofcerealspale-green

dwarf(ACPGD)whichhasbeendefinedasthephytopathogenicvariantofthemollicute

Acholeplasma� laidlawii� and called A.� laidlawii� var.� granulum.� Phytopathogenicity of

ACPGDpossessseveralfundamentaldifferencesfromA.�laidlawii�as:largegenome

consistingof2,200thousandpairsofnucleotides(t.p.n.)to2,310t.p.n.thatpractically

equalsasumofgenomesof�A.�laidlawii�(1,600t.p.n.)andphytoplasmas(710t.p.n.);

twoformsofDNA-dependentRNA-polymerase(onlyformfunctionsinA.�laidlawii);

capacitytoformextracellularfructosobisphosphatasethatlookslikeitshypothetical

phylogeneticprecursoronbacteriaBacillus�subtilis;�availabilityofnumerousenzymatic

activitiesthatareabsentinacholeplasmas;peculiarrelationtosterolsavailabilityin

nutrient media that is not characteristic for the known acholeplasmas; extremely

rich,astoquantityandquality,compositionofantigenscapableofreactingalmost

homologously with antibodies against representatives of Acholeplasma� genus and

separatespeciesofMycoplasma�genus;greatsimilarity(above88%)ofsequences

of16SrRNAofACPGDandrepresentativesofPhytoplasma�genus;otherproperties.

Itisconcluded,thattakingintoaccountitscharacteristics,ACPGDcannotbereferred

toeitherofexistinggeneraoftheMollicutes�class,sinceaccordingtoitsfeatures,

thismollicuteisatransitionformofthemicroorganism.Itisthehithertoanunknown

chainbetweenthesegeneraofmollicutesandsporiferousbacteria.ACPGDcanbe

representativeofmollicuteprecursorwithgenomeofabout1,600t.p.n.andofgenera

Acholeplasma� and Phytoplasma� that arised as a result of evolutionary splitting of

their genome.

Thus, it is recommended to include ACPGD in the Mollicutes� class, order III

Acholeplasmatales,� family I Acholeplasmataceae as a new genus II Pluraplasma

gen.�nov.,�anditsfirstspeciesPluraplasma�granulum�sp.�nov.,�strain118,beingits

typical representative.

Key	words: taxonomic status, agent of cereals pale-green dwarf (ACPGD),

biological, genetic characteristics, sequence, 16S rRNA, class

Mollicutes,�familyAcholeplasmataceae,genusPluraplasma� gen.

nov.,�speciesPluraplasma�granulum�sp.�nov.,�typicalstrain118.
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Питання� про� та�сономічний� стат�с� зб�дни�а� блідо-зеленої� �арли�овості

зернових� (ЗБЗКЗ)� ��льт�р�постало�відраз��ж�після� то о,� я��він� ��1972�р.�б�в

виділений���чист��мі�робіоло ічн����льт�р��та�для�ньо о�б�ла�підтверджена�тріада

Коха�[3,7].�На�підставі�вивчення�фізіоло о-біохімічних�і�сероло ічних�властивостей

ЗБЗКЗ�[1–6]�він�визначений�я��фітопато енний�варіант�Acholeplasma� laidlawii,

спеціалізований�інфі��вати�в�основном��зернові���льт�ри.�Ос�іль�и�йо о�вперше

виділили�з�хворої�на�ЗБЗКЗ�пшениці,�то�йом��дали�назв��Acholeplasma�laidlawii

var.�granulum.

Більш�детальне�і� либо�е�вивчення�властивостей�ЗБЗКЗ�в�аз�вало,�що�йо о

не�можна�беззаперечно�вважати�фітопато енним�варіантом�A.�laidlawii�не�тіль�и

через�властиві�лише�йом��озна�и,�а�й�через�вели���сероло ічн��спорідненність

з�іншими�видами�род��Acholeplasma�і�навіть�з�о�ремими�представни�ами�род�

Mycoplasma�[1,�2,�15,�16].�При�подальшом��вивченні�моле��лярно-біоло ічних

[11,�21,�22],�біохімічних�[8,�14,�21,�22]�і,�особливо,� енетичних�[9,�20]�властивостей

б�ли�одержані�дані,�я�і�ви�ли�али�с�мніви���правильності�ідентифі�ації�ЗБЗКЗ�я�

A.�laidlawii�var.�granulum.

У�цій�роботі�ми�аналіз�ємо�одержані�раніше�дані�та�наводимо�рез�льтати

вивчення�си�венсів�16S�рибосомальних�РНК�чотирьох�штамів�ЗБЗКЗ�порівняно

з� си�венсами� 16S� рРНК� споріднених� видів� молі��тів.� У� рез�льтаті� та�о о

порівняння�та�пере ляд��ми�приходимо�до�виснов��,�що�ЗБЗКЗ�є�своєрідним�і

навіть�дивним�молі��том,�я�о о�не�можна�віднести�до�жодно о�з�існ�ючих�родів

�лас��Mollicutes,�бо�за�всіма�озна�ами�він�є�представни�ом�невідомої�на�сьо одні

проміжної�лан�и�між��лостридіальною� іл�ою�ба�терій�та�молі��тами.�Принаймні

на�це�в�аз�є�розмір� еном��ЗБЗКЗ,�я�ий�становить�залежно�від�штам��2200-

2310�т.п.н.,�що�дорівнює�близь�о�половини� еном��Bacillus� subtilis,�я�ий���цієї

ба�терії�має�розмір�4200�т.п.н.�[20].

За� енетичними,�сероло ічними�властивостями�і�ба атьма�біохімічними�оз-

на�ами�штами�ЗБЗКЗ�мож�ть� представляти,� на� наш�по ляд,� одно о� з� пред�ів

та�их�родів�молі��тів,�я��Acholeplasma�та�Phytoplasma.�Водночас�йо о�не�можна

ототожнювати�з�жодним�із�них.�ЗБЗКЗ�має�вели�ий� еном�–�2310�т.п.н.,�я�о о

досить�на��творення� еномів�ахолеплазм�(1600�т.п.н.)�і�фітоплазм�(710�т.п.н.),�та

дві�ДНК-залежні�РНК-полімерази.�Крім�цьо о,�він�здатний��творювати�поза�літинн�

фр��тозобісфосфатаз�.�Ми�вважаємо,�що�при�еволюційном��розщепленні�одна

із�форм�ДНК-залежної�РНК-полімерази�дісталася���спадо��ахолеплазмам,�а�др� �

форм��ДНК-залежної� РНК-полімерази� і� здатність� �творювати� поза�літинно

фр��тозобісфосфатаз�� �спад��вали�фітоплазми,� завдя�и� чом�� вони� здатні

ви�ли�ати�захворювання�рослин�на�„жовтяниці”.

На�підставі�ви�ладених�нижче�рез�льтатів�ми�пропон�ємо�в��ласі�Mollicutes,

поряд��� ІІІ� Acholeplasmatales,� родині� І� Acholeplasmataсeaе� засн�вати� рід� ІІ

Pluraplasma�gen.�nov.,�і�перший�вид,�я�ий�йо о�представляє�–�Pluraplasma�granulum

sp.�novа.�Підстави�для�цьо о�ми�наводимо�в�даній�статті.

МАТЕРІАЛИ
 І
 МЕТОДИ

Т�т�ми�не�наводимо�методів,�я�і�б�ли�описані�нами�в�попередніх�роботах�та

на�я�і�ми�робимо�посилання�в�цій�роботі.�Детально�опис�ємо�методи���ампліфі-

�ації�та�си�венс��16S�рРНК�типових�штамів�ЗБЗКЗ:�5,�84,�118�і�210.�Ці�штами�ми

вирощ�вали�на�за альноприйнятом��для���льтив�вання�молі��тів�рід�ом��пожив-

ном��середовищі�РРLО�в��мовах,�описаних�раніше�[18,�20].�Одержані�си�венси

16S�рРНК�штамів�ЗБЗКЗ�порівнювали� з� си�венсами�16S�рРНК�ахолеплазм� та
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інших�молі��тів,�одержаних�із�баз�даних�Gen�Bank,�EPRO�i�EMBL�y�РДП�(Ribosomal

Database�Progect)�(NAR,�1992,�v.20,�p.�2199–2200),�і�визначали�відсот�и��омоло�ії,

ви�ористов�ючи�філо�енетично�аналіз�юч��про�рам��Phylogenetic�Analysis�using

Parsimory�(PAUP),�версію�3.1.1.

Клітини�штамів�ЗБЗКЗ�одерж�вали�зі�100�мл�вирощеної�на�рід�ом��пожив-

ном��середовищі���льт�ри�молі��та�шляхом�її�центриф���вання�протя�ом�15�хв

при�14�000�g.�Осад��літин�відмивали�б�фером�[0,28�M�NaCl,�8,1�мМ�натрій�фос-

фат�,�рН�7,4]�і�знов��їх�осадж�вали�центриф���ванням�при�тих�самих��мовах�та

рес�спенд�вали�в�ліз�ючом��б�фері�[10�мМ�Тріс-HCl�(рН�8,3),�50�мМ�КCl,�2,5�мМ

MgCl
2
,�0,5%�Твін-20,�0,5%�Трітон�Х-100,�60�м��/мл�протеїнази�К]�і�с�міш�ін��б�вали

при�60оС�протя�ом�1��од,�потім�про�рівали�протя�ом�10�хв�на��иплячій�водяній

бані�для�іна�тивації�протеїнази�К�та�швид�о�охолодж�вали�на�льод�,�розливали

в�пробір�и�Ependorf�по�1�мл� і�збері�али�при�-20оС,�ви�ористов�ючи�за�необ-

хідності�я��джерело��еномної�ДНК�для�ампліфі�ації��енів�16S�рРНК.�Оптимізований

метод� ампліфі�ації� 16S� рРНК� розроблений� на� підставі� та�их� методів,� я�і

застосов�ються�в�молі��толо�ії,�але�не�завжди�прийнятні�до�о�ремих�її��р�п�[24–

28,�30–32].�Та�,�праймери�Р1/Р7,�я�і�широ�о�застосов�ють�для�ампліфі�ації��енів

16S�рРНК�фітоплазм,�не�проявили��ніверсальності,�бо�не�ампліфі��вали��енів

16S�рРНК�Escherichia�coli.

Гени�16S�рРНК�ЗБЗКЗ�ампліфі��вали�з��еномної�ДНК�за�допомо�ою�поліме-

разної� ланцю�ової� реа�ції� (ПЛР),� ви�ористов�ючи� �ніверсальні� (для� �сіх

про�аріотів)� праймери� f� D1� (сенсовий� ланцю�� н��леотидів� –�форвард)� і� rP1

(антисенсовий� ланцю�� н��леотидів� –� реверс),� �омплементарних� до� діляно�,

близь�их�до�5′�і�3′��інців��ена�відповідно.�Комбіноване�ви�ористання�цих�праймерів

дає�можливість�отрим�вати�фра�менти,�я�і�вміщ�ють�понад�1500�п.н.�[36–38].

Реа�тиви,� я�і� ви�ористов�вали� в� ПЛР,� �от�вали� �� ви�ляді� 10-�ратно

�онцентрованих� їх� розчинів:� сенсовий� і� антисенсовий� праймери� –� 100�м�М;

Таg�полімераза�–�5�од./м�л;�с�міш�чотирьох�дезо�син��леотид�трифосфатів�–

�ожно�о�по�100�мМ;�MgCl
2
�–�25�мМ;�ПЛР�б�фер�(без�MgCl

2
)�–�20-�ратний�розчин.

Останні�два�реа�тиви�зміш�вали�в�рівних�пропорціях.�З�цих�розчинів,�що�збе-

рі�алися�про�запас���морозильни���при�-20оС,��от�вали�250,0�м�л�премі�с��для

дослідів.�До�с�лад��премі�с��входили:�0,5�м�л�(2,5�0д)�Таg�полімерази;�50�м�л

Н
2
О;�50�м�л�с�міші�н��леотидів;�50�м�л�сенсово�о�праймера;�50�м�л�антисенсо-

во�о�праймера;�50�м�л�с�міші�ПЛР�б�фер��з�MgCl
2
,� �онцентрація�останньо�о

при�цьом��дорівнювала�12,5�мМ.

Ос�іль�и��ожна�ПЛР�відб�валася,�я��правило,�в�40�м�л�за�ально�о�об’єм�

реа��ючої�с�міші,�то�до�5�м�л�одержано�о,�я��описано�вище,�препарат��з��еномної

ДНК�додавали�15�м�л�Н
2
О�і�20�м�л�премі�с�.�ПЛР�проводили�в�центриф�жних

пробір�ах� Ependorf� (0,5�мл)� �� про�рамованом�� автоматичном�� термоци�лері

(Perkin�Elmer�DNA�Termal�Cycler)�в�35�ци�лів�з�та�ою�періодичностю�етапів:�2�хв

при�95оС�для�денат�рації�ДНК;�1�хв�при�58оС�для�оптимізації��мов�зв’яз�вання

праймерів�з� їхніми��омплементарними�послідовностями�на�матриці;�4� хв�при

72оС�для�власне�оптимальної�ампліфі�ації�ДНК�Таg�полімеразою;�10�хв�при�72оС

для�подовження�ланцю�ів.

Одержаний��енний�прод��т�б�в�розділений�внаслідо��еле�трофорез��в�1%

а�арозном���елі�з�етіді�м�бромідом,�віз�алізований,�аналізований�і��лонований

за�допомо�ою��лон�ючих�ве�торів�pCR=11�(Invitrogen)�та�pGEM-4�(Promeda)�та

очищений�на��олонці�Microcon�100�(Amicon).

ДНК-си�вен�вання�проводили�за�методом�Sanger�e.�a.� [29]�при�ви�орис-

танні�Applied�Biosystem�373A�(Perkin�Elmer�Cetus)�в�обох�напрямах,�застосов�ючи

�ніверсальні�праймери,�я��це�описано�раніше�[27,�28,�30–32,�36–38].
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РЕЗУЛЬТАТИ� ТА� ЇХНЄ� ОБГОВОРЕННЯ.
ВЛАСТИВОСТІ� СИКВЕНСІВ� 16S� рРНК� ЗБЗКЗ

Ампліфі�ація�16S�рРНК�та� їх�си�венси�по�азали,�що�си�венси�16S�рРНК

�сіх�4�штамів�ЗБЗКЗ,�я�і�вивчалися,�є�тотожними�і�с�ладаються�для�16S�рРНК

�ожно&о�зі�штамів�з�1613�н��леотидів,�тоді�я��16S�рРНК�типово&о�штам��Acho-

leplasma� laidlawii� PG8�має�1508�н��леотидів.�Подібність� (&омоло&ія)�між�цими

двома�16S�рРНК�ся&ає�86,9%�або�1310�н��леотидів.

Подібність�си�венсів�16S�рРНК�штамів�ЗБЗКЗ�з�си�венсами�16S�рРНК�інших

молі��тів�та�а:�A.� modiсum� (1473�н��леотиди)�–�92%;�A.� palmae� (1457�н��леоти-

дів)�–�91,35%;�з�фра&ментом�16S�рРНК�від�1�до�546�н��леотида�A.�axanthum�S-743�–

100%.�Цей�фра&мент�б�в�&омоло&ічний�ділянці�16S�рРНК�ЗБЗКЗ�від�327�до�872

н��леотида.�Подібність�си�венсів�16S�рРНК�ЗБЗКЗ�і�Mycoplasma�fermentans�–�81%.

Порівняльний�аналіз�си�венсів�16S�рРНК�штамів�ЗБЗКЗ�з�си�венсами�16S

рРНК� восьми�фітоплазм�дав� змо&�� виявити� &омоло&ію,� я�а� залежно� від� вид�

фітоплазми��оливалася�в�межах�від�80,0%�до�87,1%.�Гомоло&ія�си�венсів�16S

рРНК�штамів�ЗБЗКЗ�і�16S�рРНК�та�ої��ласичної�фітоплазми,�я��зб�дни��жовтяниці

айстр�(1487�н.),�становить�88,1%.

З&ідно�з�ре�омендаціями�Міжнародно&о�Комітет��з�Систематичної�Ба�теріо-

ло&ії,�процент�подібності�си�венсів�16S�рРНК�нововиділених�штамів�зі�си�венсами

16S�рРНК�найближчих�родичів�має�в�ладатися���межі�70–100%,�а�значення�вище

99%�вже�в�аз�є�на�ідентичність�видів�[27,�28,�36–38].�Проте�та�а��мова�не�завжди

відповідає�дійсності.�Та�,�си�венси�16S�рРНК�M.�pneumoniae�і�M.�genitalium�подібні

на�98%,�A.� frorum� і�A.� entomophilum� –� на�99,7%,� але�на�підставі�фенотипових

озна��ці�види�залишаються�дис�ретними�[38].�Є� і�ба&ато� інших�при�ладів.�Та�,

16S�рРНК�M.�gallisepticum�і�M.�imitans�відрізняються���своїх�си�венсах�лише�двома

н��леотидами,�але�всі�інші�фенотипові�хара�теристи�и�свідчать,�що�це�різні�види.

Те�ж�саме�стос�ється� і�підвидів�M.� mycoides� subsp.� capri� і�M.� mycoides� subsp.

mycoides,�си�венси�16S�рРНК�я�их�відрізняються�лише�трьома�н��леотидами�[27,

28,� 36,� 38].� Виходячи� з� пост�лат�,�що� мова� може� йти� про� два� різні� види

мі�роор&анізмів�лише�в�том��випад��,�я�що�їх�си�венси�16S�рРНК�ідентичні�менше

ніж�на�97%,�ми�приходимо�до�виснов��,�що�ЗБЗКЗ�є�дис�ретним�мі�роор&анізмом.

СЕРОЛОГІЧНІ� ВЛАСТИВОСТІ

Сероло&ічні�властивості�штамів�ЗБЗКЗ�б�ли�вивчені�з�застос�ванням�реа�ції

пасивної�&ема&лютинації�[1],�зв’яз�вання��омплемент��[2],�подвійної�диф�зії�в�&елі

за�О�хтерлоні�[15]�та�при&нічення�рост��[16].�Встановлено,�що�анти&енний�с�лад

штамів�ЗБЗКЗ�хара�териз�ється�значною��іль�істю�анти&енів�і�їх�різноманітністю,

що�проявляється�я����спільності,�та��і�в�&етеро&енності�сероло&ічних�властивостей

і�здатності�реа&�вати�майже�&омоло&ічно�з�сироват�ами�до�представни�ів�інших

видів�і�навіть�родин�і,�навпа�и,�сироват�и,�одержані�до�штамів�ЗБЗКЗ,�реа&�вали

та�им� самим� чином� з� анти&енами� типових� ��льт�р� ахолеплазм� і� мі�оплазм.

Зо�рема,� майже� &омоло&ічні� реа�ції� спостері&али� з� анти&енами� A.� laidlawii,

A.�axanthum,�A.�modiсum,�A.�oculi�і�навіть�з�Mycoplasma�fermentans,�M.�gallinarum,

M.�salivarium�та�іншими�видами�род��Mycoplasma�і�навпа�и�–�сироват�и�до�типових

штамів�цих�видів�майже�&омоло&ічно�реа&�вали�з�анти&енами�ЗБЗКЗ�[1,�2,�15,�16].

Отже,�на�підставі�досліджень�сероло&ічних�властивостей�штамів�ЗБЗКЗ�не

можна�однозначно�ствердж�вати,�що�вони�є�ідентичними,�принаймні�хоча�з�одним

із�перелічених�вище�видів�молі��тів.�Очевидно,�що�штами�ЗБЗКЗ�не�можна�ото-
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тожнювати
з
жодним
зі
з�аданих
видів
ахолеплазм,
я�
би
вони
не
б�ли
спорід-

нені
сероло�ічно,
бо
їм
властива
чіт�а
залежність
від
наявності
в
поживних
сере-

довищах
стеринів
або
Твін-80,
що
є
атиповим
для
ахолеплазм.
О�рім
то�о,
розмір

�енома
ЗБЗКЗ
майже
в
півтора
раза
більший
порівняно
з
розміром
�енома
�сіх

відомих
видів
род�
Acholeplasma
[20].

Проте
основні
властивості
ЗБЗКЗ
однозначно
свідчать,
що
він
є
все
ж
та�и

типовим
представни�ом
�лас�
Mollicutes
[35].

КУЛЬТУРАЛЬНІ� ТА� МОРФОЛОГІЧНІ� ВЛАСТИВОСТІ

Усі
штами
ЗБЗКЗ,
я�і
вивчалися,
задовільно
росли
при
оптимальній
темпера-

т�рі
(32оС)
на
рід�их,
напіврід�их
(0,3%
а�ар-а�ар�)
і
твердих
(1,2%
а�ар-а�ар�)
жи-

вильних
середовищах
[18,
20]
з
10%-ної
сироват�и
�рові
�оня
або
від
1,0
%
м��/мл

до
20
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 �творюючи
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на
3–5
доб�

типові
для
молі��тів
�олонії
діаметром
1,0–1,5
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за
морфоло�ією
подібні
до

„виливної
яєчні”
з
вростаючим
�
середовище
центром
і
поверхневою
периферією.

ЗБЗКЗ
–
фа��льтативний
анаероб
з
оптим�мом
рН
для
рост�
в
межах
7,0–7,5.

Ріст
спостері�али
в
межах
від
20оС
до
40оС
з
оптим�мом
при
32оС,
для
штам�

118
–
від
32оС
до
37оС.
Клітини
ЗБЗКЗ
не
мають
справжньої
�літинної
стін�и,
а

обмежені
лише
одинарною
тришаровою
мембраною
і
не
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до
ба�теріаль-

ної
�літини
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з
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[10]
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розмір�
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�різь
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з
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і
навіть
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нм,
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�іль�ість

�літин,
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з
останнім
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розміром
пор,
зменш�-

ються
�
5–6
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Клітини
ЗБЗКЗ
не
фільтр�ються
�різь
мембранні
фільтри
з

отворами
в
100
нм,
стій�і
до
ацетат�
талію
(0,125
�/л),
пеніцилін�
в
�онцентраціях

�
середовищі
від
1
000
до
10
000
м��/мл,
абсолютно
ч�тливі
до
тетраци�лінових

антибіоти�ів,
на
напіврід�их
середовищах
виживають
до
60
діб
при
4оС.
Штами

ЗБЗКЗ
здатні
синтез�вати
�аротиноїди
тип�
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в
�іль�остях,
я�і
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з
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в
політерпенових
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 і
 з
 трьома
пі�ами
 в
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 хвиль
 від
 416±5
до

465±5
 нм
 [12].
Ми
 вважаємо,
що
 здатність
 до
 �аротино�енез�,
 я�а
 �
 ЗБЗКЗ

переб�ває
�
зарод�овом�
стані,
повно�о
роз�віт�
дося�ла
�
A.
laidlawii.

БІОХІМІЧНІ� ВЛАСТИВОСТІ

Штами
ЗБЗКЗ
проявляють
а�тивний
хемота�сис
щодо
поживних
речовин
[17]:

а�тивно
�атаболіз�ють
�лю�оз�,
не
засвоюють
манози,
�ала�този,
рамнози,
сахарози,

фр��този,
мальтози,
 �ала�този,
 �силози,
арабінози,
ла�този,
цитр�лін�,
 серин�,

валін�,
L-треонін�,
тирозин�,
сечовини,
тел�ріт�,
�ідроліз�ють
ес��лін,
ред���ють

тетразолій.
Мінімальні
�онцентрації
антибіоти�ів,
я�і
при�ніч�ють
ріст
штамів
ЗБЗКЗ,

становлять:
 тетраци�лін�
–
1,0
м��/мл;
рондоміцин�
–
2,0
м��/мл;
 неоміцин�
–
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4,0�м��/мл;�наліді�сової��ислоти�–�50,0�м��/мл;�α-аманітин��2,0–5,0�м��/мл.�Штами

ЗБЗКЗ� �творюють� L-лейцинамінопептидаз�,� протеолітичні�ферменти,�РНК-ази

і�ДНК-ази,�не��творюють��аталази,�ар�ініндеамінaзи,�о�сидази�і�цитохромо�си-

дази,�не�ред���ють�метиленово�о��ол�бо�о�[14,�19].�У�штамів�ЗБЗКЗ�о�сиред��-

тази� ло�алізовані� в� мембрані,� там� же� ло�алізовані� NADH-де�ідро�еназа,

с��цинатде�ідро�еназа�і�л�жна�фосфатаза�[4,�5�,6].�Усі�вони�ло�алізовані���вн�т-

рішньом��шарі�цитоплазматичної�мембрани.�Кисла�фосфатаза�ло�алізована�в

цитоплазмi�[4].�За�вмістом�пальмітинової,�стеаринової��ислот�і�с�мою�ненаси-

чених�жирних��ислот�штами�ЗБЗКЗ�займають�проміжне�положення�між�штамами

A.�laidlawii�і�A.�axanthum�[8].�У�штамі�ЗБЗКЗ�ф�н�ціон�ють�дві�форми�ДНК-залежної

РНК-полімерази�[11],�вони�здатні�прод���вати�в�нав�олишнє�середовище�фр��-

тозо-1,6-бісфосфатаз�,�я�а,�на�д�м���авторів,�є�фа�тором�їх�пато�енності.�Завдя-

�и�ф�н�ціюванню�цьо�о�фермент��в�рослинах,���їх�хлоропластах�на�опич�ється

�рохмаль,� внаслідо�� чо�о� вони� р�йн�ються,� а� рослини� стають� хлоротичними,

„жовтяничними”�[19,�21,�22].�Штами�ЗБЗКЗ���с�ладі�в��леводів��лі�о�алі�с��мають

N-ацетилнейрамінов���ислот��я���інцевий�ц��ор�[19].

ВІДНОШЕННЯ
 ДО
 НАЯВНОСТІ
 СТЕРИНІВ
 У
 СЕРЕДОВИЩІ

Визначено,�що�штами�ЗБЗКЗ�своїм�відношенням�до�наявності�в�живильних

середовищах�стеринів� займають�проміжне�положення�між�справжніми�стерин-

залежними�і�стериннезалежними�молі��тами�[13],�б�д�чи�своєрідною�перехідною

формою�між�різними�родами�в��ласі�Mollicutes.�Вони�не�ч�тливі�до�дії�ді�ітонін��і

поліанетолс�льфонат�.�Ці�дані�перевірені�за�допомо�ою�застос�вання�стандарт-

но�о�метод��визначення�стеринзалежності�молі��тів�[33,�34]�і�встановлено�[20],�що

штами�ЗБЗКЗ,�на�відмін��від�A.�laidlawii,�д�же�неохоче�росли�на�середовищах�без

сироват�и�і�холестерин��і�жваво�реа��вали�на�внесення�в�б�льйон�PPLO�мінімаль-

них��іль�остей�холестерин��або�0,01%�Твін-80�(поліо�сиeтилен�сорбітан�)�та�росли

досить�а�тивно.�A.�laidlawii�майже�з�одна�овою�інтенсивністю�росла�я��на�середо-

вищах�зі�стеринами,��інсь�ою�сироват�ою�та�Твін-80,�та��і�без�цих��омпонентів.

Твін-80� не� підтрим�вав� рост�� типово�о� стеринзалежно�о� вид��молі��тів

Spiroplasma�citri�[20].

Те,�що���штамів�ЗБЗКЗ�на�середовищах�без�стеринів�все-та�и�спостері�а-

ється�незначний�ріст,�можна�пояснити�їх�здатністю�синтез�вати��аротиноїди,�я�і

ф�н�ціонально�замінюють�стерини�в�мембранах�цих�молі��тів.�Своїм�відношенням

до�стеринів�штами�ЗБЗКЗ�чіт�о�відрізняються�від��ласичних�ахолеплазм�і�займа-

ють�проміжне�положення�між�ними,�ентомоплазмами�і�мезоплазмами�[35].

ГЕНЕТИЧНІ
 ВЛАСТИВОСТІ

Розмір��енома�визначений�за�допомо�ою�п�льс-еле�трофорез�,���штамів

ЗБЗКЗ�переб�ває�в�межах�від�2200�т.п.н.�(штам�84)�до�2310�т.п.н.�(штам�118)

[20].�Вміст�основ���анін�+цитозин��в��еномі�ЗБЗКЗ,�визначений�за�допомо�ою

висо�оефе�тивної�рідинної�хромато�рафії,�становить�28,1�моль%.

ПАТОГЕННІ
 ВЛАСТИВОСТІ

Пато�енні�властивості�зб�дни�а�блідо-зеленої��арли�овості�зернових�б�ли�до-

ведені�трьома�способами:�1)�подрібнення�інфі�ованих�природно��омах-переносни�ів
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з�подальшою�естрацією�їх��емолімфи�й�інфі�вання�нею�(�олом)�неінфіованих
осіб�циадо�та�наст�пне�їх�живлення�на�здорових�рослинах�пшениці�[3];�2)�шт�чне
інфі�вання� чистою� �льт�рою� ЗБЗКЗ� неінфіованих� омах-переносниів� і
наст�пне�їх�живлення�на�здорових�рослинах�пшениці;�3)�пряме�с�бепідермальне
введення�чистої��льт�ри�ЗБЗКЗ���здорові�рослини�пшениці�[7].�У�всіх�випадах
на�інфіованих�рослинах�б�ли�відтворені�ознаи�хвороби,�типові�для�блідо-зеленої
арлиовості� зернових,� влючаючи�хлороз,� арлиовість,� надмірне� �щ�вання
та�виродження�олосів.�При�цьом����омах-переносниів�цієї�хвороби�циадо
Psammotettix� striatus� L.� i� Macrostelles� laеvis� Rib.,�шт�чно� інфіованих� чистою
�льт�рою�ЗБЗКЗ,�спостері�али�„ефет�процвітання”:�вони�довше�жили�порівняно
з�онтрольними�неінфіованими�омахами,�а�їх�плодючість�(ільість�відладених
яєць)�збільш�валась���ільа�разів.

ЗБЗКЗ�фітопато�енний�щодо�зернових�(Graminearum)��льт�р.�Особливо
ч�тливі�до�цьо�о�захворювання�представнии�род��Triticum,�помірно�стійими�є
представнии�род��Triticale�і�стійими�–�род��Secale.

УМОВИ� ПРОЖИВАННЯ

Поширення�і�переб�вання���природі�зб�дниа�блідо-зеленої�арлиовості
зернових�специфічно�пов’язане�з�циадами�Psammotettix�striatus�L.�i�Macrostelles

laеvis�Rib.�та�злаовими�б�р’янами,�на�яих�вони�живляться.�З�б�р’янів�ці�омахи
переносять�ЗБЗКЗ� на� �льт�рні� рослини� родини�Graminearum.� Коло� рослин,
в�яих�може�існ�вати�ЗБЗКЗ,�визначається.�Ймовірно,�ті�їх�види,�на�яих�жив-
ляться�циади,�щодо�рослин�є�поліфа�ами.

ТАКСОНОМІЧНЕ� ЗАКЛЮЧЕННЯ

Вище�ми�навели�специфічні�властивості�штамів�ЗБЗКЗ,�одержані�при�вио-
нанні�вимо��Підомітет��з�тасономії�молі�тів�Міжнародно�о�Комітет��з�Систе-
матичної�Батеріоло�ії�(IJSB.�1995.�V.45.�№�3.�Р.605–612)�відносно�описів�нових
тасономічних�одиниць�лас��Mollicutes.�На�підставі�властивостей�ЗБЗКЗ,�опи-
саних�т�т�і�в�інших�джерелах�[1–22]:�відс�тність�літинної�стіни�та�нездатність
літин�реверт�вати���справжню�батеріальн��літин��з�ри�ідною�літинною�стіною
при�рості�на�середовищах�без�антибіотиів�і�їх�здатність�проходити�різь�мемб-
ранні�фільтри�з�отворами�від�220�до�450�нм,�стійість�до�пеніцилін�� і�ріст�на
твердих�середовищах���ви�ляді�олоній�тип��„виливної�яєчні”�з�вростаючим��
шар�середовища�центром�і�поверхневою�периферією�–�дає�можливість�віднести
цей�міроор�анізм�до�лас��Mollicutes.�Здатність�штамів�ЗБЗКЗ��творювати�аро-
тиноїди,�рости�за�відс�тності�в�живильних�середовищах�холестерин��або�сиро-
вати�рові�тварин,�відс�тність�стро�о�о�анаеробіоз��та�спіралевидності�в�літинах
ваз�є�на�те,�що�вони�мож�ть�б�ти�віднесені�до�поряд��ІІІ�Acholeplasmatales,
родини�І�Acholeplasmataceae�[35].�На�це�ваз�є�лоалізація�в�мембрані�NADH-
де�ідро�енази� та�велиа�сероло�ічна�спорідненість� з� таими�представниами
єдино�о�для�цієї�родини�род��І�Acholeplasma,�я�A.�laidlawii,�A.�axanthum,�A.�modi-

cum� і�A.� oculi,�що�може�свідчити�про�вели��різноманітність� ��штамів�ЗБЗКЗ
поверхневих�анти�енів,�їх�варіабельністю�і�пластичністю,�що�забезпеч�ється�(ящо
врах�вати� розмір� �еном�� і� своєрідність� системи� йо�о� трансрипції)� ба�атьма
ре��ляторними�механізмами,�фазовими�варіаціями�в�еспресії�та�поверхневою
презентацією� або�мас�ванням� епітопів.�При� цьом�� треба�мати� на� �вазі,�що
домін�ючими� анти�енами�молі�тів� є�мембранні� ліпопротеїни,� яим� властиві
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значна�варіабельність�і�висо�ий�темп�мінливості.�Проте�та�і�властивості,�я��розмір

�еном�,� наявність� двох�ДНК-залежних� РНК-полімераз,� здатність� �творювати

поза�літинн��фр��тозо-1,6-бісфосфатаз�,�з�чіт�о�вираженою�фітопато�енністю

та�висо�ою��енетичною�спорідненістю�з�представни�ами�род��Phytoplasma�за

си�венсами�16S�рРНК,�–�ще�не�дають�підстави�відносити�штами�ЗБЗКЗ�до�цьо�о

єдино�о�род��Acholeplasma�родини�Acholeplasmataceae.

Те,�що�штами�ЗБЗКЗ�мають�вели����енетичн��подібність�і�спорідненість�із

видами�родів�Acholeplasma�і�Phytoplasma,�а�та�ож�мають�о�ремі�елементи�фізіо-

ло�ічної�подібності�з�представни�ами�родів�Entomoplasma�і�Mesoplasma�і�навіть

род��Mycoplasma�(напр.,�сероло�ічна�спорідненість�з�M.�fermentans�та�ін.)�свідчить

про� те,�що�штами�ЗБЗКЗ� є� представни�ами� ново�о� род�,� я�ий� є� ймовірним

еволюційним�попередни�ом�перелічених�родів�(принаймні�родів�Acholeplasma�і

Phytoplasma)�і�перехідною�формою,�своєрідною�лан�ою,�мі�роор�анізм��від��ло-

стридіальної��іл�и�ба�терій�до�молі��тів,�чим�підтвердж�ється�здо�ад�Lim�i�Sears

[26]�про�те,�що�анаероплазми,�ахолеплазми�і�фітоплазми,�ймовірно,�мають�спіль-

не�походження,�бо�д�же�філо�енетично�споріднені.

А�том��ми�вважаємо,�що�для��спішної��ласифі�ації�штамів�ЗБЗКЗ,�зважаючи

на�множинність�їх�властивостей,�слід�запровадити�принаймні�новий�рід�ІІ�Plura-

plasma� gen.� nov.���межах�родини�Acholeplasmataceae,�представни�ом�я�о�о�є

по�и�що�єдиний�новий�вид�Pluraplasma�granulum�sp.�nov.,�названий�та����зв’яз��

з�тим,�що�він�серед�зла�ових���льт�р�найбільше�спеціалізований�до�зернових�і

вперше�ізольований�із�цих�рослин.

З�часом,�можливо,�для�род��Pluraplasma�б�де�запроваджено�нов��родин�,

бо�за�своїми�ф�ндаментальними�фенотиповими�і��енетичними�озна�ами�він�з

вели�ими�застереженнями�впис�ється�в�родин��Acholeplasmataceae.

Та�сономічний�опис,�наведений�нижче,�підс�мов�є�властивості�род��Plura-

plasma�gen.�nov.�і�йо�о�представни�а�Pluraplasma�granulum�sp.�nov.

ОПИС� РОДУ� PLURAPLASMA� GRANULUM� SP.NOV.

За��літинною�морфоло�ією�та�розміром�штами�5,�84,�118�і�210�ново�о�род�

Pluraplasma�–� це,� я�� правило,� представлені� не� спіральними� �літинами,� не

р�хливими,�плеоморфними,��о�оїдними�або�овальної�форми�розміром�від�300

до�1000�нм���діаметрі,�серед�я�их�трапляються��орот�і�ланцю�и�та�нит�оподібні

�творення.�Клітини�обмежені�одинарною�тришаровою�мембраною� і�не�мають

жодних�елементів��літинної�стін�и,�проходять��різь�мембранні�фільтри�з�середнім

розміром�отворів���них�від�220�до�450�нм�і�не�проходять��різь�фільтри�з�отворами

100�нм.�Фа��льтативний�анаероб,�здатний�рости�на��либині�3–5�мм�від�поверхні

напіврід�о�о� (0,3%� а�ар-а�ар�)� поживно�о� середовища.� Колонії� на� твердом�

поживном��середовищі,�я�е�містило�1,3%�а�ар-а�ар�,�мають�форм��„виливної

яєчні”.�Мі�роор�анізм� задовільно� росте� на� ба�атих� поживними� речовинами

середовищах.�Та�им�є�середовище�СМ�ІМВ-72,�на�я�е�він�вперше�і�б�в�виділений

����льт�р��[18].�Ор�анізм�–�чіт�о�виражений�хемоор�анотроф,�йо�о�ріст�певною

мірою�залежить�від�наявності�в�середовищах�стеринів,�але�здатний�рости�і�без

цих� речовин,� �творюючи� �аротиноїди.� На� середовищах� без� стеринів� ріст

незначний,�але�при�внесенні�в�ньо�о�0,1%�Твін-80�(поліо�силтилен�сорбітан�)

стає�та�им�же�інтенсивним,�я��і�на�середовищах�зі�стеринами�чи�сироват�ою

�рові�тварин�[20].

Оптимальна�температ�ра�для�рост��32оС,�а�ріст�спостері�ають���межах�від

10оС�до�40оС.
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Залежно	 від	 штам�	 розмір	 �енома	 �оливаєтьтся	 від	 2200	 до	 2310	 т.п.н.

з	вмістом	основ	��анін�	і	цитозин�	близь�о	28,1	моль%	при	визначенні	за	допомо�ою

висо�оефе�тивної	 рідинної	 хромато�рафії	 (HPLC).	 У	 сероло�ічном�	 відношенні

пра�тично	не	відрізняється	від	�сіх	відомих	стеринзалежних	видів	молі��тів.	Має	з

ними	вели��	подібність	�	си�венсах	16S	рРНК,	але	не	ідентичний	з	ними	за	цим

по�азни�ом.	Оптимальне	рН	для	рост�	переб�ває	в	межах	7,2–7,5.	Утворює	�ислот�

з	�лю�ози,	але	не	з	манози;	�ідроліз�є	ес��лін,	але	не	ар�інін;	ред���є	тетразолій;

має	L-лейцин	амінопептидаз�;	л�жн�	і	�исл�	фосфaтази,	проявляє	протеолітичн�

а�тивність;	неч�тливий	до	ді�ітонін�	і	до	поліанетолс�льфат�.

ОПИС� PLURAPLASMA� GRANULUM� SP.� NOV.

Pluraplasma�granulum�має	всі	властивості	сво�о	род�,	описані	вище.	Пато-

�енний	щодо	родини	Gramineae,	ви�ли�аючи	�	них	захворювання	на	„жовтяницю”,

я��	названо	блідо-зеленою	�арли�овістю	зернових,	переб�ває	�	симбіотичних

зв’яз�ах	зі	спеціалізованими	до	ньо�о	ци�ад�ами-переносни�ами	Psammotettix

striatus�L.	і	Macrosteles�laevis�Rib.	NADH-де�ідро�еназа,	с��цинатде�ідро�еназа,

л�жна	 фосфатаза,	 о�сиред��тази	 ло�алізовані	 в	 мембрані.	 Проявляє	 протео-

літичн�	а�тивність,	�творює	L-лейцинпептидаз�,	синтез�є	�аротиноїди,	�атаболі-

з�є	�лю�оз�,	але	не	маноз�,	�ідроліз�є	ес��лін,	ред���є	тетразолій,	але	не	метиле-

новий	�ол�бий.	Кисла	фосфатаза	ло�алізована	в	цитоплазмі,	а	л�жна	–	в	мемб-

рані.	 Має	 дві	 форми	 ДНК-залежної	 РНК-полімерази,	 я�і	 відрізняються	 за

хромато�рафічними	властивостями,	поліпептидним	с�ладом,	�мовами	ре��ляції.

Я�	і	йо�о	віро�ідний	філо�енетичний	предо�,	ба�терія	Bacillus�subtilis	поза�літинно

прод���є	фр��тозо-1,6-бісфосфатаз�	я�а,	можливо,	є	одним	з	основних	фа�торів

пато�енності	фітоплазм.	Завдя�и	ф�н�ціюванню	молі��тної	фр��тозобісфосфа-

тази	в	�літинах	рослин	пор�ш�ється	ре��ляція	процесів	фотосинтез�,	в	хлоро-

пластах	на�опич�ється	надмірна	�іль�ість	�рохмалю,	що	призводить	до	їх	р�йн�-

вання	і	пожовтіння	лист�ів.	Рослини	наб�вають	типових	озна�	„жовтяниці”.

Основи	Г+Ц	в	ДНК	становлять	28,1	моль%.	Геном	має	розмір	від	2200	до

2310	т.п.н.	Типовий	штам	118.
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