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Одеcа – 2020

АНОТАЦІЯ
Проведено дослідження бактеріальних штамів Pantoea agglomerans, Cedecea davisae, Dickeya dadantii ізольованих з пухлин та лози культурного винограду, на наявність біологічно активних речовин та плазмід. За допомогою методу титрування визначали природу біологічно активних речовин враховуючи здатність до титрування бактеріоцинів. Наявність плазмід встановлювали двома класичними методами: методом Кадо і Ліо та методом Дженсена.
Для штамів P. agglomerans була характерна наявність двох типів плазмід, розмір яких знаходився в межах 50 т.п.н., та плазміди з розміром більше 100 т.п.н. Для штамів виділенних з пухлин виноградної лози спостерігався характерний прояв біологічної активності. Титрування отриманих фаголізатов продемонструвало, наявність в отриманих зразках бактеріофагів. Для штамів C. davisae, D. dadantii характерна лише наявність плазмід, розмір яких менше 100 т.п.н.
Дипломну роботу викладено на 66 сторінках, вона містить 2 таблиці та 5 рисунків. Наведено посилання на 60 джерел літератури (3 кирилицею та 57 латиницею).
Ключові слова: Pantoea agglomerans, Cedecea davisae, Dickeya dadantii, виноград, пухлини винограду, плазміди, бактеріофаги.
Bacterial strains of Pantoea agglomerans, Cedecea davisae, Dickeya dadantii isolated from tumors and vines of cultivated grapes were examined for the presence of plasmids and biological-killer activity. The nature of biological activity was noted by the titration method due to the lack of ability to titrate bacteriocins. The presence of plasmids was studied using two classical methods of Kado and Liu, the method of Jensen.
Strains of P. agglomerans are characterized by the presence of a large number of plasmids, the size of which was within 50 kbp. Plasmids larger than 100 kbp were allocated in smaller quantities. Tumor strains are characterized by the manifestation of biological activity in the form of zones of growth retardation on a sensitive lawn. Titration of lysates indicated that the obtained samples contain bacteriophages, not bacteriocins. For strains of C. davisae, D. dadantii presence of plasmids smaller than 100 kbp is typical.
Diploma thesis is expounded on 66 pages, it contains 2 tables and 5 figures. It provides links to 60 references (3 cyrillic and 25 latinic).
Key words: Pantoea agglomerans, Cedecea davisae, Dickeya dadantii, grapes, grape tumors, plasmids, bacteriophages
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ПРИЙНЯТІ СКОРОЧЕННЯ ТА АБРЕВІАТУРИ
Kb – kilobase (тисяча пар нуклеотидів)
LB – Лурія-Бертані
Na2ЕДТА – динатріева сіль етилендиамінтетраоцтової кислоти
ORF – open reading frame (відкрита рамка зчитування)
SDS – sodium dodecylsulfate (додецилсульфат натрію)
Tris – трис (гідроксиметил) амінометан
ДНК – дезоксирибонуклеїнова кислота
РНК – рибонуклеїнова кислота
ЕДТА - етилендиамінтетраоцтова кислота
МПА – м’ясо пептоний агар
МПБ – м’ясо пептонний бульйон 
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ВСТУП
На сьогоднішній день виноград є однією з найважливіших плодових культур у всьому світі. На цей вид значний вплив має велика кількість патогенних мікроорганізмів, які викликають захворювання в різні періоди росту та розвитку рослини [Brader et all., 2012]. Що в свою чергу впливає на подальше виробництво, переробку та експорт, а також на якість грон винограду та отриманної сировини. Діагностика захворювань є трудомістким завданням, особливо щодо виявлення конкретного патогенну і вибору найкращої стратегії контролю запобігання або зменшення економічних втрат. Однак, щодо боротьби з хворобами виноградної лози деякі доступні стратегії дуже дорогі або не допускаються імпортуючими ринками, в основному через їх потенційно негативний вплив на навколишнє середовище [Brader et all., 2012].
Серед ефективних методів хімічний контроль є однією з найбільш часто використовуваних стратегій. Обробка виноградної лози хімічними препаратами має велику кількість недоліків. Наприклад, деякі хімічні сполуки токсичні для різних організмів, що вступають в контакт з рослиною, наприклад, рослиноїдних тварин [Berg, 2009]. Так само цей спосіб профілактики не дозволяє запобігти повторному зараженню виноградної лози, та може призвести до розвитку резистентних видів бактерії та грибків [Wees et all., 2008].
Однією з набираючих популярність галузей профілактики і лікування захворювань виноградної лози є використання біологічних препаратів на основі бактеріофагів [Adriaenssens et all., 2011]. Такі препарати не шкідливі для рослин, не впливають на якість врожаю та на плодючість землі. Для розробки біологічних методів лікування необхідно детально досліджувати мікробіологічний склад виноградної лози, вивчати взаємодію між різними бактеріальними видами, що населяють одну екологічну нішу [Berg, 2009]. Це також дозволить більш детально ознайомитися з особливостями епіфітних та ендофітних мікроорганізмів, та знайти механізми, які приводять у подальшому до виникнення серйозних захворювань, саме це дасть можливість розробити нові шляхи для профілактики та лікування.
Метою даної роботи було охарактеризувати мобільні генетичні елементи ендофітних бактерії видів P. agglomerans, C. davisae, D. dadantii, ізольовані з пухлин та лози культурного винограду.
Для досягнення поставленої мети були поставлені наступні завдання:
Провести виділення плазмід за допомогою методу Кадо і Ліо.
Екстрагувати плазміди, використовуючи метод Дженсена.
Дослідити наявність біологічної активності за допомогою лізогенної індукції.
З’ясувати природу біологічної активності за допомогою титрування фаголізатів пухлинних штамів.
Об’єктом дослідження була наявність мобільних генетичних елементів у ендофітних бактерій виноградної лози.
Предметом дослідження була наявність плазмід та біологічної активності ендофітних бактерій, ізольованих з винограду.
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УЗАГАЛЬНЕННЯ
Під час дослідження було проведено ознайомлення з сучасними даними літератури для встановлення проблемних моментів та невідомих даних, для того, щоб зробити дослідження більш доцільним. Були вперше порівняні плазмідні профілі штамів, виділених з пухлин винограду.
Була досліджена наявність плазмід, розміром менше за 100 kb. Літературні дані різняться стосовно наявності та прояву маленьких плазмід у бактеріального роду Pantoea. Нами було відзначено, що саме кількість маленьких плазмід найвища у даних штамів. Вони були знайдені у штамів P. agglomerans ОНУ9, ОНУ10, ОНУ6, ОНУ32, ОНУ36, ОНУ41, ОНУ41а та ОНУg150 Біл, виділених з винограду. Можливо, саме криптичні плазміди, що зазвичай мають маленький розмір, кодують гени, що змінюють звичайну поведінку бактерій досліджуваного роду. Також, можливо, що знайдені плазміди відповідають за синтез антимікробних речовин. Для типового виду відомі такі речовини, що називаються пантоцинами та здатні впливати не тільки на бактерії роду Pantoea, але й на близькі роди, які також колонізують рослини [Smits et all., 2019].
Дослідження рослинних штамів роду Cedecea майже не проводилося у світі. Це пов’язано з тим, що більшість ізолятів цього роду були клінічними, тому увагу приділяли можливій ролі штамів в якості патогенів. Дослідження в цій галузі відіграє важливу роль у розумінні особливостей рослинних штамів та вплив їх на життєдіяльність рослин. Отримані нами результати показують, що штами C. davisae несуть в собі плазміди, розмір яких не перевищує 100 kb. Вони були знайдені у штамів ОНУ12, ОНУ13, ОНУ24. Вивчення всіх особливостей даного роду дозволить дізнатися властивості не фітопатогенних штамів у пухлинах. Ми маємо можливість зробити припущення, що типовий вид роду Cedecea може кодувати бактеріоцини або біологічно активні речовини, що впливають на стан здорової рослини та на поведінку інших бактеріальних видів, які знаходяться в одній екологічній ніші з досліджуваним видом. 
За даними літератури відомо, що вид D. dadantii може бути фітопатогенним. Він має багато патогенних чинників, наприклад, пектінази, що руйнують пектини у рослинних тканин. Не відомо, чи можуть штами даного роду призводити до утворення пухлин, але, можливо припустити, що наявність бактерій даного виду у рослини може спричиняти початок хвороби, полегшуючи доступ до тканин та клітин іншим патогенним родам. Стосовно плазмід у видів Dickeya на цей час література відсутня. Отримані результати зазначили наявність плазмід в двох штамах, а саме ОНУ5, ОНУ16.
Згідно з аналізом літератури, кожен вид P. agglomerans має плазміди, що відносяться до родини LPP – 1 [Maayer et all., 2012]. Ці плазміди кодують велику кількість важливих кофакторів, білків та забезпечують резистентність до антибіотиків та тяжких металів. Деякі з знайдених плазмід мали менший розмір за той, що характерний для групи LPP – 1, а саме ОНУI, ОНУ558, ОНУ36, ОНУ41. Також слід зазначити, що згідно даним літератури, відсутність таких плазмід повинна була вплинути на морфологічні та культуральні властивості виду, але під час проведення дослідження не було помічено відмінностей з типовими морфологічними і культуральними ознаками. В штамах P. agglomerans ОНУ1, ОНУ557, ОНУ15, ОНУ41а задетектовані плазміди, великого розміру. Відсутність плазмід в інших штамах може бути пов’язана з їх нестабільністю. Отримані нами дані спонукають для подальшої роботи та більш детальної характеристики отриманих плазмід.
Виділити плазміди методом Дженсена, з розміром понад 100 kb для штамів C. davisae та D. dadantii не вдалося.
Було проведено аналіз наявності кілерної активності пухлинних штамів по відношенню до чутливих штамів, які були ізольовані з лози винограду, з використанням лізогенної індукції. Мітоміцин С, який призводить до синтезу хвостових відростків бактеріофагів, показав наявність біологічної активності у пухлинних штамах P. agglomerans ОНУ35, ОНУ36, ОНУ41, ОНУ41а. Всі штами, крім P. agglomerans ОНУ41а, володіли високою біологічною активністю, що проявлялася у вигляді великих прозорих зонах затримки росту. 
За даними літератури відомо, що для представників типового виду P. agglomerans відомі бактеріофаги ряду Caudovirales. Представники даного ряду характеризуються наявністю хвостового відростка. Відомі випадки дефектної лізогенії для бактеріофагів родини Myoviridae та Siphoviridae, коли після індукції профаг починає синтезувати бактеріоцини типу хвостових відростків. Такі дані дають підставу для припущення, що прояв кілерної активності характерний для бактеріофагу який відноситься до ряду Caudovirales. 
Індукція кілерної активності у штамів C. davisae та D. dadantii не принесла результатів, хоча з літератури відома інформація про наявність двох бактеріофагів виду D. dadantii, які відносяться до родини Myoviridae та Siphoviridae [Soleimani-Delfan et all., 2015].
Щоб з’ясувати природу біологічної активності проводили титрування фаголізатів. Відомо, що бактеріоцини при титруванні втрачають біологічну активність, на відміну від бактеріофагів. Отримані результати відзначають здатність проявляти кілерну активність у штамів ОНУ35, ОНУ36, ОНУ41, ОНУ41а при титруванні. Найбільшим працюючим розведенням було 10-4.
[bookmark: _Toc25]З’ясувати остаточну роль бактеріального роду Pantoea у рослинах до нині не виявилося можливим. Відомо багато випадків, колі штами типового виду знаходилися в інфікованому рослинному матеріалі, але невідомо, чи саме вони викликають захворювання, або виступають у ролі синергістів для відомих фітопатогенних видів інших родів. Остаточне встановлення наявності патогенних чинників штамів P. agglomerans може допомогти у вирішені питання про конструювання векторів та препаратів для захисту рослин.
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ВИСНОВКИ
Виділення плазмід методом Кадо і Ліо виявило наявність плазмід, розміром менше 100 kb, у штамів P. agglomerans, що ізольовані з пухлин винограду, ОНУ6, ОНУ32, ОНУ36, ОНУ41, ОНУ41а та у штамів P. agglomerans ОНУ9, ОНУ10, виділених з лози винограду.  Плазміди подібного розміру також детектувалися у штамів C. davisae ОНУ12, ОНУ13, ОНУ24 і у штамів D. dadantii ОНУ5, ОНУ16.
Екстракція плазмід методом Дженсена засвідчила наявність плазмід, розміром більше 100 kb, у штамів P. agglomerans ОНУІ, ОНУ1, ОНУ557, ОНУ15, ОНУ558, виділених з лози винограду, та у штамів ОНУ36, ОНУ41, ОНУ41а, ізольованих з пухлин винограду. Мегаплазміди у штамів C. davisae і D. dadantii не були виявлені.
Біологічна активность з використанням мітоміцину С була виявлена для пухлинних штамів P. agglomerans ОНУ35, ОНУ36, ОНУ41, ОНУ41а по відношуенню до штамів P. agglomerans, ізольованих з лози винограду. Наявність біологічної активності у штамів C. davisae і D. dadantii не була встановлена. 
Завдяки методу титрування було встановлено, що біологічна активність пухлинних штамів P. agglomerans зумовлена наявністю бактеріофагу, який перебуває в лізогенному стані.
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