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АНОТАЦІЯ
Вивчено процес спонтанної індукції та досліджено вплив поживного середовища з додавання різних овочів на процес спонтанної індукції у бактерії  Pectobacterium  carotovorum. У якості речовин, що містять пектин, було обрано три сорти картоплі: «Чорний принц», «Королева Анна» та «Слов’янка», морква сорту «Каротель» і буряк сорту «Червоний шар».  Встановлено, що з додаванням до поживного середовища речовин, які містять пектин, спостерігається підвищення продукування бактеріоцинів штамом P. carotovorum ZM-1. В роботі встановлено, що виживання клітин з додаванням сорту картоплі «Чорний принц» та буряку «Червоний шар» складає 31% та 36% відповідно. Було запропоновано біотехнологічну схему для отримання біопрепарату для захисту рослин на основі бактеріоцинів P. carotovorum. 
Роботу викладено на 49 сторінках, вона містить 5 таблиць та 4 рисунки. Наведено посилання на 60 джерел літератури (16 – кирилицею, 44 – латиницею).
Ключові слова: P. carotovorum, бактеріоцини, спонтанна індукція, кілерна активність.

             The process of spontaneous induction was studied and the influence of nutrient medium from the addition of various vegetables on the process of spontaneous induction in the bacterium Pectobacterium carotovorum was studied. Three varieties of potatoes were selected as pectin-containing substances: "Black Prince" and "Queen Anna" and "Slovyanka", carrots of the "Karotel" variety and "Red Layer" beets. It was found that with the addition of pectin-containing substances to the nutrient medium, there is a positive effect on the production of bacteriocins by the strain P. carotovorum ZM-1. As a result of titration, it was found that the survival of cells with the addition of potato variety "Black Prince" and beet "Red Layer" is 31% and 36%, respectively. A biotechnological scheme has been proposed to obtain a biological product for plant protection based on bacteriocins of P. carotovorum.
Diploma thesis is expounded on 49 pages, it contains 5 figures and 4 tables. It provides links to 49 references (16 cyrillic and 44 – latinic).
Key words: P. carotovorum, bacteriocins, spontaneous induction, titration
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ВСТУП

За останні роки все більше поширюється захворювання на м’яку гниль багатьох сільськогосподарських культур таких як морква, картопля, томати, салат, гарбузові, цибуля, перець та інші, викликаючи хворобу майже у всіх тканинах враженої рослини, Такі захворювання можуть завдавати значних економічних збитків країні. Зараз гостро стоїть вирішення питання, щодо розробки нових антимікробних препаратів з мінімальною токсичною дією на  людину та екологію [56].
Через те, що збільшується проблема антибіотикорезистентності збудників гнійно-запальних захворювань, важливим є пошук екологічнобезпечних препаратів задля контролю за поширенням фітопатогенних бактерій. За основу може бути покладено пошук та використання нових речовин з антимікробною активністю.
До речовин з антимікробною активністю відносять бактеріоцини. Бактеріоцини-це антибіотики, що продукуються штамами певних видів мікроорганізмів, які активні проти інших штамів того ж або споріднених видів. Дослідниками підраховано, що 99% бактеріальних штамів продукують як мінімум один бактеріоцин [2].
Pectobacterium carotovorum - це грамнегативний фітопатоген, що викликає м'яку гниль, чорну ніжку або стеблову гниль у різних комерційно важливих рослин. Відомо, що P. carotovorum здатна продукувати безліч бактеріоцинів або кілерних частинок, при впливі на неї певними індукторами (мітоміцін С, налідиксова кислота, УФ-випромінювання). Такі частинки можуть гальмувати ріст клітини не тільки близькоспоріднених фітопатогенних бактерій, але й інших представників родини Enterobacteriaceae [8].
Окрім цього, фітопатогенні бактерії P. carotovorum subsp. при лізогенній індукції здатні виділяти високо- та низькомолекулярні бактеріоцини (каротоворицини або кароцини). 
Пектини – це велика група природних вуглеводів (гетерополісахаридів), які у рослинних тканинах, клітинних мембранах можуть знаходитися у розчинному вигляді у складі вакуолей, в якості проміжних фрагментів, що переміщуються в протоплазмі клітки в процесі біосинтезу, та у вигляді нерозчинних протопектинів – надмолекулярного утворення [4].
За даними літератури та проведеними раніше дослідженнями, встановлено, що окремі низькомолекулярні бактеріоцини P. carotovorum характеризуються вузьким спектром активності. Виявлена особливість є нетиповою для зазначених бактеріоцинів і потребує подальшого вивчення [8].
Метою даної роботи було дослідження впливу складу поживного середовища на продукцію бактеріоцинів Pectobacterium carotovorum, отримання бактеріоцинів із біомаси бактерій P. carotovorum та вивчення їх морфології за допомогою електронної мікроскопії.
Для досягнення мети досліджень вирішували наступні завдання:
1. Вивчити процес спонтанної індукції бактеріоцинів Pectobacterium carotovorum ZM-1.
1. Дослідити вплив поживного середовища на індукцію бактеріоцинів з додаванням трьох різних сортів картоплі.
1. Дослідити вплив поживного середовища на індукцію бактеріоцинів з додаванням моркви та буряку.
1. Вивчити загальну морфологію отрманих бактеріоцинів за допомогою електронної мікроскопії.
Об’єкт дослідження : продукція бактеріоцинів P. carotovorum.
Предмет дослідження: встановлення параметрів індукції, встановлення кількості клітин в результаті титрування.








УЗАГАЛЬНЕННЯ

Бактеріоцини, які можна визначити, як синтезовані рибосомами антимікробні пептиди, традиційно використовувались в якості харчових консервантів. Поглиблене дослідження бактеріоцинів відкрило нові області досліджень і розширило застосування цих антимікробних пептидів. Можливість застосування бактеріоцинів як антибіотиків наступного покоління, супроводжується швидким розвитком генетики, біотехнології та нанотехнологій, відкриває можливості більш поширеного застосування, у якості молекул-носіїв (системи доставки) та лікування раку.
[bookmark: _Hlk42794213]Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum є грамнегативним фітопатогеном, що викликає м'яку гниль, чорну ніжку або стеблову гниль у різних комерційно важливих рослин, особливо у картоплі та моркви. Бактеріальна м'яка гниль дуже розповсюджена у багатьох країнах та викликає серйозну втрату врожайності в полі, в дорозі та при зберіганні. 
Патогенез P. carotovorum subsp. carotovorum залежить від продукції ферментів, що руйнують клітинну стінку рослини, які активно секретуються бактерією. Різні аспекти епідеміології захворювання, викликаного цим фітопатогенами, відносно добре вивчені, але немає ефективного методу для боротьби із захворюванням.
Окрім застосування бактеріоцинів у якості консервантів для харчових продуктів та лікуванні раку, бактеріоцини можна використовувати у якості біопрепаратів для захисту рослин. Як було вказано раніше, P. carotovorum є фітопатогеном, що наносить значні врожайні та фінансові збитки. На сьогоднішній день, відомі тільки хімічні методи боротьби з цим фітопатогеном, що можуть становити загрозу навколишньому середовищу або здоров’ю людини. Таким чином, вивчення та пошук бактеріоцинів P. carotovorum є перспективним напрямом та дозволяє широко ці сполуки не тількі в харчовій промисловості, медицині, а й в сільскому господарстві [7].
Бактерії P. carotovorum здатні синтезувати бактеріоцини та інгібувати ріст не тільки близькоспоріднених штамів, а й інших представників родини Enterobacteriacea [59].
У роботі використовували штам P. carotovorum ZM-1, який було виділено в Україні, з клубнів картоплі з симптомами м’якої гнилі.
Для встановлення кількості клітин у плямах лізису в даній роботі було використано метод титрування.  В результаті титрування, еред використаних в якості індикаторів штамів P. carotovorum G2, №18, № 10, №46, №51, та №55, було встановлено, що на індикаторному штамі P. carotovorum №  46 інтенсивність (кілерна активність) та розмір плям лізису із зразків з додаванням до середовищ різних овочів, є більшим. 
Використавши різні поживні середовища, було встановлено, що на зразках, до складу поживного середовища яких входили картопля сорту «Чорний принц» та буряк сорту «Червоний шар»  спостерігається більша кілерна активність бактеріоцинів, що свідчить про позитивний вплив речовин, що містять пектин, на продукцію бактеріоцинів
[bookmark: _Hlk42820559]











[bookmark: _GoBack]ВИСНОВКИ

1. Вивчено процес спонтанної індукції бактеріоцинів Pectobacterium carotovorum. В роботі встановлено, що при культивуванні P. carotovorum ZM-1 протягом 12 годин у різних поживних середовищах з аерацією відбувається спонтанна індукція бактеріоцинів.
 2. Встановлено, що поживне середовище з додаванням картоплі сорту «Чорний принц», має більший  вплив на продукцію бактеріоцинів. Виживання клітин в плямах лізису, складало близько 31%, що свідчить про найбільшу кілерну активність бактеріоцинів. З додаванням до поживного середовища картоплі сортів «Слов’янка» і «Королева Анна», середній відсоток виживання клітин був  більшим і складав 36% і 51% відповідно. 
3. Досліджено вплив поживного середовища з додаванням буряку сорту «Червоний шар» та моркви сорту «Каротель» на продукцію бактеріоцинів Pectobacterium carotovorum. Встановлено, що додавання до поживного середовища буряку має більший вплив на продукцію бактеріоцинів. Середній відсоток клітин, що вижили складав 36%. Середня кількість клітин, що вижили, у зразках з додаванням моркви дорівнювала 53%, що свідчить про меншу кілерну активність бактеріоцинів у цих зразках.
4. Вивчено загальну морфологію отрманих каратоворіоцинів за допомогою електронної мікроскопії. Встановлено, що виділені бактеріоцини відносяться до високомолекулярних бактеріоцинів і є фаговими хвостовими відростками. Середня довжина бактеріоцинів становила 140,1 нм, а середня ширина – 15,7 нм.
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