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АНОТАЦІЯ

Проведено дослідження бактерій роду Agrobacterium, як колекційних штамів, так і диких штамів, виділених з виноградників. Адгезивна активність бактерій досліджених штамів становила від (8,7 ± 1,9) × 106 КУО/мл до      (2,4 ± 0,2) × 108 КУО/мл. Обробка ферментом протеїназою К зменшувала кількість прикріплених клітин штаму A. tumefaciens pJZ на поверхні картоплі та моркви, що свідчить про участь в прикріпленні адгезинів білкової природи. Виявлено, що деякі рослини, які ростуть поряд з виноградом, можуть слугувати резервуаром інфекції – до їх коренів можуть прикріплюватися патогенні агробактерії, що було з’ясовано методом флуоресцентної мікроскопії. До коренів Torilis arvensis агробактеріїї не прикріплялися. 
Дипломну роботу викладено на 59 сторінках, вона містить 17 рисунків. Наведено посилання на 68 джерел літератури (4 кирилицею 64 латиницею).
Ключові слова: Agrobacterium, адгезивні властивості, здатність до прикріплення, GFP-мітка.

Investigation of bacteria of the genus Agrobacterium, both collection strains and wild strains, isolated from vineyards, was conducted. Adhesive activity of bacteria of the tested strains varied from (8,7 ± 1,9) × 106 CFU/ml to (2,4 ± 0,2) ×  108 CFU/ml. Treatment with proteinase K enzyme reduced the number of attached cells on the potato and on the carrot, that indicated the involvement of proteinaceous adhesions in attachment. It was found out that some plants which growing near the grapevine could be reservoirs of infection – pathogenic agrobacteria could attach to their roots which was revealed by the method of fluorescent microscopy. Agrobacteria did not attach to Torilis arvensis roots.
Diploma work is expounded on 59 pages, it contains 17 figures. It provides links to 68 references (4 Cyrillic and 64 Latinic).

Key words: Agrobacterium, adhesive properties, ability to attach, GFP-label.

ПРИЙНЯТІ СКОРОЧЕННЯ ТА АБРЕВІАТУРИ

GFP – green fluorescent protein (англ.) – зелений флуоресцентний білок
LB – Luria-Bertani (англ.) – Лурія-Бертані
Ti – tumorinducing (англ.)– пухлинотвірний
Тra – T-cellreceptoralpha (англ.) – Т-клітинний рецептор альфа-субодиниці.

АЗП – аглютинін зародка пшениці 

БННЦ – Біотехнологічний науково-навчальний центр
ЛПС – ліпополісахарид 
МС – середовище Мурасіге-Скуга 

МХБ – метил-акцепторний хемотаксисний білок

ОПП – однополярний полісахарид 

УДФглюкоза – урідіндіфосфатглюкоза

ЦиклодіГМФ – циклодігуанозинмонофосфат
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ВСТУП

Agrobacterium tumefaciens (Rhizobium radiobacter) викликає важке захворювання рослин – бактеріальний рак, або корончатий гал. Захворювання є дуже небезпечним, особливо для комерційних розплідників більшості держав, де займаються виноградарством. Більш 75% рослин на молодих виноградниках з чутливими сортами гинуть через те, що пухлини, які є наслідком патогенності бактерії, оточують стовбур рослини та перешкоджають нормальному шляху води та поживних речовин. У дорослої рослини пухлини інтенсивно впливають на її ріст та знижують її опірність несприятливим навколишнім умовам. Усе це призводить до величезних втрат виноградарства, грошей, ресурсів, часу та ін. Це примушує вчене суспільство розшукувати ефективні засоби захисту від цього патогенну рослин та способи  лікування та профілактики цієї хвороби.

Патоген індукує бактеріальний рак на представниках 93 родин дводольних рослин. Виноград та кісточкові фрукти страждають більш за всіх [Burr et al., 1999].

Збудники бактеріального раку виживають у ксилемі виноградної лози та переносяться при вегетаційному розмноженні. Інфіковані рослини можуть залишатися без симптомів довгий час, тоді вони можуть бути помилково використані в якості садивного матеріалу, що призведе до поширення патогену та інфікування рослин винограду. Звісно, далі це призводить до втрати більшості врожаю. 

A. tumefaciens широко використовується в генній інженерії, для генетичної трансформації клітин рослин завдяки наявності у бактерії особливої плазміди, але ця важлива роль A. tumefaciens не скасовує її шкодочинну діяльність для сільського господарства [Christie et al., 2015].

Однією зі стадій патогенезу бактеріального раку є прикріплення бактерії до рослинної поверхні [Matthysse et al., 2014]. Розуміння процесів, що призводять до об’єднання бактеріальних клітин та їх прикріплення, є достатньо обмеженим. Також важливим є те, що багато агробактерій присутні у ґрунті як авірулентні асоційовані з рослинами коменсали. Процес адгезії є залученим до об’єднання з рослиною та ранніх стадій захворювання, але існує мало інформації про ретельне вивчення її механізму, її видів, регуляції цих видів на молекулярному та генному рівні [Brisset et al., 1991; Wadhams et al., 2004].
Дослідження агробактерій у перспективі забезпечить розробки препаратів та методів боротьби з бактеріальним раком. На сьогодення, більшість методів боротьби з бактеріальним раком та його поширенням зосередженні на видаленні або зниженні активності вже прикріплених до поверхні рослини бактерій. Розуміння саме адгезивних властивостей агробактерій може збільшити та вдосконалити методи превентивної боротьби з цим патогеном.
Метою роботи було дослідити адгезивні властивості штамів Agrobacterium spp. і Agrobacterium tumefaciens, виділених з виноградників Одеської області та музейних.

Для досягнення мети дослідження були поставлені наступні завдання:

1. Дослідити адгезивні властивості агробактерій щодо тканин картоплі (Solanum tuberosum L.) і моркви (Daucus carota L.).
2. Порівняти здатність до прикріплення у музейних штамів та ізолятів з винограднику.
3. Дослідити вплив інактивації білкових структур на прикріплення агробактерій штаму A. tumefaciens pJZ до класичних тест-рослин.

4. Дослідити здатність прикріплення музейного штаму A. tumefaciens pJZ до рослин бур’янів, що ростуть на виноградниках півдня України                   (Vitis vinifera L. «Cabernet Sauvignon»).

5. Виявити бур’яни, які можуть бути резервуаром агробактеріальної інфекції на винограднику.


Об’єкт дослідження – здатність фітопатогенних бактерій до адгезії.

Предмет дослідження – прикріплення агробактерій до тканин тест-рослин моркви та картоплі. Адгезивні властивості музейних штамів та штамів, виділених з рослин, участь білкових структур в адгезії агробактерій. 
Щиро вдячний за допомогу при роботі з флуоресцентним мікроскопом кандидату біологічних наук, доценту Миколі Борисовичу Галкіну. Щиро вдячний доктору Clay Fuqua (США) та доктору Ігорю Романовичу Головлеву (Швеція) за люб’язно наданий штам A. tumefaciens pJZ (лабораторія клінічної мікробіології, Університет Умео, Умео), та Ірині Іванівні Мариновій, аспірантці кафедри мікробіології, вірусології та біотехнології ОНУ           імені І. І. Мечнікова – за транспортування штаму. Щиро вдячний за надання штаму     A. tumefaciens C58 Інституту мікробіології та вірусології імені Д.К. Заболотного НАН України, Київ.
ВИСНОВКИ

1. Кількість бактеріальних клітин, які прикріпилися до тканин картоплі, становила від (8,7 ± 1,9) × 106 КУО/мл до (2,2 ± 0,3) × 108 КУО/мл., до тканин моркви у кількості від (1,1 ± 0,04) × 108 КУО/мл до (2,4 ± 0,2) × 108 КУО/мл. 

2. Кількість адгезованих бактерій штамів Agrobacterium sp., виділених з виноградників, на тканинах картоплі перевищувала таку у колекційного штама A. tumefaciens C58 від 7 до 23,5 разів, а у музейного штама                    A. tumefaciens pJZ – на 72,2 – 86,4 %; на тканинах моркви більшість свіжовиділених ізолятів демонстрували адгезивні властивості менші, ніж у колекційного штама  A. tumefaciens pJZ. 

3. Інактивація білкових поверхневих структур A. tumefaciens pJZ призводила до зменшення прикріплених клітин на поверхні картоплі та моркви, що свідчить про їх значну роль в адгезії бактерій даного штаму. 

4. Бактерії штаму A. tumefaciens pJZ не проявляли адгезивної активності відносно коренів T. аrvensis Huds., натомість були здатними активно прикріплюватися до тканин представників порядку Бобовоцвітні –  буркуна білого (M. Albus Medik.) та Пасльоноцвітних – берізки польової                      (C. arvensis L.).

5. До коренів бур’янів родин Айстрові (Asteraceae) –                     Гіркуша синяковидна (H. echioides L.), Амброзія полинолиста                        (A. artemisiifolia L.), Нетреба східна (X. orientale L.), Полин лавандолистний (A. lavandulifolia DC.) та Арамантові (Amaranthaceae) – Лобода мурова         (C. murale L.), Щириця загнута (A. retroflexus L.) – патогенні агробактерії прикріплювалися у меншій мірі, але тим не менш, ці рослини також можуть бути резервуаром інфекції на винограднику так само, як і Буркун білий       (M. albus Medik.) і Берізка польова (C. arvensis L.).
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