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Одеса – 2018 
АНОТАЦІЯ
       	Досліджено антагоністичні властивості лактобацил щодо збудника бактеріального раку у штамів Lactobacillus plantarum, виділених з ферментованих рослинних продуктів України і Франції. Антагоністична активність була обумовлена дією низького рН. In vitro більша частка штамів L. plantarum спричиняла пригнічення росту збудника бактеріального раку. Не було виявлено вираженої різниці у властивостях між штамами, виділеними в Україні і Франції. На тест-рослинах  пригнічення інфекції бактеріального раку під впливом окремих штамів лактобацил становило від 32,0% до 100%, і вплив консорціумів на каланхое і моркві виявився менш ефективним - від 26,6 до 37,5%, натомість на томатах повне пригнічення пухлиноутворення (100%) спричиняли як окремі штами лактобацил, так і їх консорціуми. Використання штама Rhizobium radiobacter pJZ з плазмідою GFP, що несе ген, який кодує білок GFP ("green fluorescent protein" - англ.), дозволило оцінити рівень проникнення фітопатогена у рослинні тканини. На томатах, оброблених лактобацилами, на 30% місцях внесення збудник міг виживати, не спричиняючи захворювання, а на каланхое, якщо збудник не проникав у рослинні судини, на поверхні рослини він не виживав. 
      	Роботу викладено на 57 сторінках, вона містить 3 таблиці та 17 рисунків. Наведено посилання на 60 джерел літератури (21 кирилицею та 39 латиницею).
	
	Ключові слова: R. radiobacter, L. plantarum, антагоністичні властивості бактеріальний рак.

            Antagonistic properties of lactobacilli against causative agent of bacterial plant cancer were investigated, using Lactobacillus plantarum strains isolated from fermented plant products from Ukraine and France. The antagonistic activity was due to low pH effect. The significant part of L. plantarum strains caused growth inhibition of the causative agent of bacterial cancer in vitro. The clear difference in properties between strains, isolated both from Ukraine and France, wasn’t detected. Using test-plants, the bacterial cancer inhibition was from 32.0 % to 100 % under influence of certain lactobacilli strains, and bacterial consortium influence on kalanchoe and carrot was from 26.6 % to 37.5 % that was less effective, but the total inhibition of tumor formation (100 %) in tomatoes was caused by both single lactobacilli strains and their consortia. Phytopathogen Rhizobium radiobacter pJZ with plasmid GFP, which carries gene that encodes green fluorescent protein (GFP), was used to estimate the penetration level of this phytopathogen into the plant tissues. The causative agent could survive on 30 % of inoculated areas in tomatoes treated with lactobacilli, without causing infection, but it couldn’t survive on the plant surface of kalanchoe in the case that phytopathogen wouldn’t penetrate the plant vessels.
Diploma thesis is expounded on 57 pages, it contains 3 tables and 17 figures. It provides links to 60 references (21 Cyrillic and 39 Latin).

        Key words: R. radiobacter, L. plantarum, antagonistic properties, crown gall. 
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ВСТУП
    	Збудником захворювання бактеріального раку  є бактерія Rhizobium  radiobacter, яка завдає істотного економічного збитку сільському господарству, викликаючи утворення корончатогаллових пухлин, і, як наслідок, пригніченість росту і загибель більшості сільськогосподарських культур, серед яких квіткові, овочеві, плодові рослини. 
	Бактеріальний рак розвивається на  рослині в місцях поранень (механічних, морозобоїни). Захворювання є системним і може поширюватися з посадковим матеріалом (живці, саджанці), зовні на вигляд рослина може мати вигляд здорової. Небезпека бактеріального раку полягає і в тому, що бактерія заражає грунт, що в подальшому може викликати зараження коренів у новопосаджених саджанців [9].
    	Пошкоджена клітина виділяє атрактанти, які залучають  R.  radiobacter до клітини. Бактерія передає частину коду Т- ДНК в ДНК клітини рослини. T-ДНК активізує клітину  виробляти величезну кількість гормонів росту (ауксинів і цитокінінів), які призводять до некерованого поділу і росту заражених клітин рослини, з яких утворюється ракоподібний наріст. Традіаційні методи захисту рослин від даних збудників не є ефективними, оскільки бактерії населяють ксилему. Окремі  роботи вказують на доцільність використання бактеріоцинів [22]. 
    	Лактобацили тривалий час привертають увагу вчених - біохіміків, мікробіологів, медиків,  зважаючи на їх значення для профілактики і лікування багатьох  захворювань різної етіології.  Бактерії роду Lactobacillus володіють вираженою антагоністичною активністю щодо патогенних і умовно-патогенних мікроорганізмів, а також відносно інших видів і навіть родинних штамів лактобацил [4]. 
    	Лактобацили є широко відомими  завдяки їх антагоністичним властивостям, які основані на конкуренції за поживні речовини та сайти прикріплення, на продукції перекису водню і органічних кислот, головним чином молочної і оцтової, і бактеріоцинів, які специфічно діють на грампозитивні бактерії [2]. 
	Метою даної роботи було вивчення впливу штамів L. plantarum з різних географічних зон на збудників бактеріального раку дводольних рослин. 
	До завдань дослідження входило: 
1.	 Виділити представників роду Lactobacillus з зразків продуктів рослинного походження та провести видову ідентифікацію за допомогою полімеразної ланцюгової реакції.
2.	 Дослідити антагоністичну активність виділених L. plantarum та деяких їх консорціумів по відношенню до фітопатогена R. radiobacter in vitro.
3.	 Вивчити природу антагоністичних речовин, які продукуються ізолятами L. plantarum.
4.	 Дослідити вплив лактобацил на розвиток інфекції бактеріального раку на тест-рослинах.
5.    За допомогою штама фітопатогена R. radiobacter pJZ, міченого плазмідою GFP, виявити наявність клітин фітопатогена у тканинах тест-рослин, оброблених лактобацилами.
           Об'єкт дослідження – біологічні властивості ізолятів лактобацил, виділених з продуктів рослинного походження.
	Предмет дослідження – морфологічні властивості досліджених штамів, наявність гена plnN у L. plantarum, антагоністична активність ізолятів L. plantarum проти фітопатогенів R. radiobacter C58 та R. radiobacter pJZ, виживання клітин фітопатогена у тканинах тест-рослин, оброблених лактобацилами-антагоністами. 









ВИСНОВКИ
1. З продуктів рослинного походження було виділено 15 штамів лактобацил, які було віднесено до виду L. plantarum за наявністю у геномі специфічної послідовності гена plnN.
2. In vitro більша частка штамів L. plantarum та їх консорціуми спричиняла пригнічення росту збудників бактеріального раку R. radiobacter C58 та R. radiobacter pJZ у значній та середній мірі (87%), і не було  виявлено вираженої різниці у властивостях між штамами, виділеними в Україні і Франції.
3. Антагоністичні властивості досліджених штамів L. plantarum були обумовлені дією низького рН культуральної рідини. 
4. На експлантах моркви пригнічення інфекції бактеріального раку під впливом окремих штамів лактобацил становило від 32,0% до 100%, на рослинах каланхое - від 86,7% до 100%, і вплив консорціумів виявився менш ефективним - від 26,6 - 37,5%, натомість на томатах повне пригнічення пухлиноутворення (100%) спричиняли як окремі штами лактобацил, так і їх консорціуми. 
5. Використання штама R. radiobacter pJZ з плазмідою GFP дозволило виявити, що на томатах, оброблених лактобацилами, на 30% місцях внесення збудник міг виживати, не спричиняючи захворювання, а на каланхое, якщо збудник не проникав у рослинні судини, на поверхні рослини він не виживав. 
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