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Анотація
У роботі було проаналізовано ізолят 6*, виділений із ураженої бактеріальним опіком груші. Встановлено, що ізолят 6* характеризувався гетерогенністю, яка проявлялась наявністю негативних колоній 2х типів і присутністю часток різної електрофоретичної рухливості. 
Вивільнення мінорної частини фагів проводилось за рахунок видалення КЕY-подібних фагів і отриманням стійких до них бактеріальних R-мутантів. 
Було отримано 40 мутантних варіантів P. agglomerans 9/7-2. Серед цих мутантів було отримано як жовто-пігментовані, так і депігментовані колонії. 
Використовуючи такий підхід було отримано 2 нових бактеріофага FANI і FANII, які присутні в ізоляті в незначних мінорних кількостях. Нові фаги відрізнялись за морфологією негативних колоній та характеризувались літичною природою.
Отримані результати можуть бути суттєвими для таких напрямів прикладної вірусології як фаготерапія, нанобіотехнологія і біоконтроль патогенів, а також для такої галузі як агропромислове виробництво.
Роботу викладено на 58 сторінках друкованого тексту, робота ілюстрована 12 рисунками та 5 таблицями. Наведено посилання на 59 літературних джерел (14 – крилицею, 45 – латиницею). 

Ключові слова: ізолят, бактеріальний опік, гетерогенність, ефективність висіву, R-мутанти.

The isolate 6* isolated from pear affected by blight disease has been researched. Was shown that this isolate is characterized by heterogeneous, which detected by the presence of negative colonies of 2 types as well as the presence of particles of different electrophoretic mobility. This analysis was shown the multicomponent of test phage isolate. Releasing the minor part of phages was carried by removing KEY-like phages and obtaining bacterial R-mutants resistant to them.
40 mutant variants of P. agglomerans 9/7-2 were obtained. Among these mutants, both yellow-pigmented and depigmented colonies were appeared.
Using this approach, two new FANI and FANII bacteriophages, which are present in isolate in small minor quantities, were isolated. The new phages differed in the morphology of negative colonies and were characterized by lithic nature.
The results can be significant for such areas of applied virology as phage therapy, nanobiotechnology and biocontrol of pathogens, as well as for such industry as agro-industrial production.
The graduate work is expounded on 58 pages, it contains 12 figures and 5 tables. It provides links to 59 references (14 cyrillic and 45 latinic).
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Перелік термінів, умовних позначень та скорочень

ФВК –- фосфорно-вольфрамова кислота
LPLC – low pressure liquid chromatography
DEAE –diethylaminoethyl cellulose
UV – ultra violet
Pag – Pantoea agglomerans 
Eam – Erwinia amylovora
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ВСТУП
Усі відомі на сьогодні групи прокаріотичних організмів мають віруси. Це бактеріофаги і віруси архей, які здатні специфічно інфікувати бактеріальні клітини. Вірусна інфекція призводить до значних змін в різних аспектах життя мікроорганізмів, включаючи екологічну та популяційну динаміку мікроорганізмів [55]. Бактеріофаги є регулятором бактеріальної чисельності в природі, їх внутрішньо і міжвидової різноманітності. Ці організми діють як селективний бактеріальний агент, що має здатність до перерозподілення ресурсів між різноманітними бактеріальними популяціями. Фаговий лізис впливає також на просторове розподілення клітин, наприклад через вплив на властивості і сидементацію бактеріальних агрегатів [5]. Інфекція, спричинена бактеріофагами також діє як селективний фактор природнього відбору, підтримуючи досить високу різноманітність як поверхневих структур, так і внутрішньоклітинних противірусних систем бактерій і архей. Бактеріофаги безпосередньо впливають на еволюцію геномів своїх хазяїв. Наприклад, помірні фаги здатні інтегруватися в геном хазяїна та безпосередньо переносити генетичну інформацію [5].  
Незважаючи на успіх сучасних досліджень, таких як прогрес геноміки та метагеноміки вірусів бактерій, більша частина фундаментальних питань бактеріофагії ще залишається невирішеною. Невідома природа та походження бактеріофагів, механізми виникнення фагів в конкурентному середовищі. Нез’ясованою залишається формування їх популяції і наскільки вони гетерогенні, а також невідомим залишається їх вклад у обмін генетичною інформацією між бактеріями-хазяями.  
Бактеріальний опік, спричинений бактерією Erwinia amylovora є одним з найбільш шкідливих захворювань плодових культур. Більшість сортів яблуні, груші, айви сприйнятливі до цієї хвороби [3]. У зв’язку з цим виникла необхідність розробки методів боротьби з бактеріальним опіком і методів, що запобігають його подальшому розповсюдженню. Основною стратегією боротьби з бактеріальним опіком на сьогоднішній день є пригнічення росту клітин мікроорганізмів. Нажаль, використання антибіотиків призводить до виникнення стійких штамів фітопатогена, а біологічні препарати на основі антагоністів достатньо не ефективні. Використання бактеріофагів для захисту рослин проти бактеріозів – напрям фітопатології, що зараз бурхливо розвивається [3]. 
Бактеріофаги являють собою найбільш багаточисельну і різноманітну групу серед усіх організмів. Так як фаги є автономними генетичними елементами, поряд із плазмідами та транспозонами, вони активно впливають на бактеріальні популяції і відіграють значну роль у регуляції мікробного балансу у кожній екосистемі [15]. Вірусам бактерій властива велика морфологічна і генетична різноманітність. На сьогоднішній день не викликає сумніву необхідність та значущість вивчення цілісних популяцій цих унікальних організмів живої природи [15]. 
Виявлення нових вірусів дозволить більш повно описати їх різноманіття і присутність у відповідних ізолятах.
Вивчення природних первинних фагових ізолятів показує, що вони, як правило, гетерогенні. Такі гетерогенні ізоляти містять суміш популяцій, яка представлена превалюючими та додатковими (мінорними) бактеріофагами [13].  
Гетерогенність популяції – досить нова ідея, цікавість до якої зросла у кінці 90х – на початку 2000 років. Повідомлення про неоднорідність властивостей вірусів надходили із різних областей дослідження, але розглядались переважно в рамках аналізу регуляції метаболізму і впливу на нього умов середовища і випадкових процесів. При цьому значення гетерогенності як універсальної системної якості будь-якої популяції вірусів не підкреслювалось [16]. Явище гетерогенності фагових популяцій привертає увагу дослідників у контексті вивчення механізмів адаптації мікроорганізмів до стресових факторів середовища [21]. 
Метою даної роботи було вивчення явища гетерогенності первинної фагової популяції, розділення суміші бактеріофагів та аналіз кожного із компонентів.
Для досягнення мети досліджень вирішували наступні завдання:
1. Проаналізувати гетерогенність ізоляту 6* за допомогою методу електрофоретичного розділення фагових часток.
1. Розділити популяцію 6* методом LPLC - хроматографії на DEAE – целюлозі.
1. Отримати мутантні варіанти Pantoea agglomerans 9/7-2 зі стабільною стійкістю до превалюючих фагів.
1. Дослідити морфологію отриманих бактеріофагів мінорної частини популяції: FAN І, FAN ІІ і SB.
Об’єкт дослідження: поліморфізм та гетерогенність фагової популяції.
Предмет дослідження: LPLC-хроматографія, електрофоретичний аналіз нативних фагових часток, морфологія та забарвлення колоній R-мутантів бактеріального штаму P. agglomerans 9/7-2, електронна мікроскопія FAN фагів.
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1. Протягом дослідження був встановлений гетерогенний характер ізоляту 6*, який проявлявся наявністю негативних колоній 2х типів і присутністю часток різної електрофоретичної рухливості.
1. Встановлено, що хроматограми ізоляту 6* містили декілька піків і два основних з них виходили при елюції 0,02 та 0,5М NaCl. 
1. Отримано мутантні варіанти P. agglomerans 9/7-2, які виявились стійкими до превалюючих бактеріофагів та характеризувались як жовтопігментованими, так і де пігментованими (білими) колоніями. 
1. Показано, що нові бактеріофаги FAN І і FAN ІІ характеризуються мутними колоніями з прозорим краєм, а колонії фага SB є прозорими з мутним ореолом навколо. Після проведення електронної мікроскопії ці фаги були віднесені до родини Siphoviridae.
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