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Анотація


Проведено дослідження генотипової стабільності штамів колекції ОНУ імені І. І. Мечникова при зберіганні протягом одного, двох і трьох років за такими параметрами як: радіальна швидкість росту, морфологія вегетативного міцелію, експресія множинних молекулярних форм карбоксилестераз. Також були встановлені філогенетичні зв’язки між досліджуваними штамами за допомогою референсних послідовностей ДНК, які кодують 18S і 25S рРНК.
В результаті було встановлено, що швидкість росту і морфологія колоній ‑ генотипово стабільні параметри, а ізоформи карбоксилестераз штамів різного віку характеризуються певною варіабельністю. Топологія побудованих філогенетичних дерев частково подібна.
Роботу викладено на 64 сторінках, вона містить 7 таблиць і 6 рисунків. Наведено посилання на 74 джерела літератури (27 кирилицею та 47 латиницею).
Ключові слова: генотипова стабільність, базидіоміцети, ростовий коефіцієнт, ізоформи карбоксилестераз, філогенетика.

Summary

The research of the genotype stability of the strains of the ONU named after I. I. Mechnikov has been conducted during one, two and three years under parameters such as: radial growth rate, morphology of vegetative mycelium, expression of multiple molecular forms of carboxyletherases. Phylogenetic bonds between the strains studied were also established using reference DNA sequences encoding 18S and 25S rRNA.
As a result, it was found that the rate of growth and morphology of the colonies are genotypically stable parameters, and the isoforms of carboxyloleterases of strains of different ages are characterized by a certain variability. The topology of phylogenetic trees is partly similar.
Diploma thesis is expounded on 64 pages, it contains 7 tables and 6 figures. It provides links to 74 references (27 cyrillic and 47 latinic).
Key words: genotype stability, basidiomycetes, growth factor, isoforms of carboxyletherases, phylogenetics.
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Фонди культур організмів, які підтримуються в колекціях світу, а саме, їх обсяг і якість, становлять найважливіший ресурс, що забезпечує розвиток науки, біоекономіки та освіти. Актуальність збільшення обсягу фондів біологічних колекцій та підвищення їх якості зумовлені як унікальністю і різноманітністю біоресурсів, які підлягають вивченню і збереженню ex-situ, так і необхідністю вирішення завдань, пов'язаних з інноваційним напрямком розвитку країн світу. Під збереженням і підвищенням якості в даному випадку в першу чергу розуміють підтримання чистоти колекційних зразків, їх життєздатності, генетичної стабільності і біологічної активності [Бордок, Охлопкова и др., 2015; Псурцева, 2003].
Якість фондів біологічних колекцій визначається кількістю і різноманітністю одиниць зберігання, наявністю умов, що забезпечують надійність збереження біоматеріалів в незмінному вигляді, адекватну характеристику і адекватний інформаційний супровід зразків у сучасних базах даних. Збільшення темпів вивчення організмів і їх властивостей, в тому числі, перспективних для практичного використання, супроводжується зростаючою потребою дослідників у своєчасному отриманні необхідних зразків з конкретних колекцій, а також швидкому доступі до інформації про культури, які зберігаються у них [Аніщенко, Гурінович та ін., 2010].
Інформація, необхідна дослідникам, носить різноплановий характер і включає відомості про стан організмів у сучасній системі класифікації, дані про потенційні штами-продуценти, методи їх культивування та довгострокового зберігання, ступені небезпеки при роботі з тими чи іншими групами мікроорганізмів (патогенними / умовно-патогенними для людини, тварин і рослин), методи ідентифікації та ін. [Озерская, 2012].
У зв’язку з вищесказаним, основновною метою дипломної роботи стало дослідження генотипової стабільності штамів лікарських макроміцетів колекції ОНУ імені І. І. Мечникова.  
У завдання роботи входило: 
1. Дослідити вплив часу зберігання штамів у колекції на їх швидкість росту та морфологію.
1. Дослідити експресію множинних молекулярних форм карбоксилестераз із вегетативного міцелію штамів колекції різного віку. 
1. Дослідити філогенетичні зв’язки між досліджуваними видами за допомогою аналізу послідовностей ДНК, що кодують 18S і 25S рРНК.

Об’єкт дослідження – генотипова стабільність штамів базидіоміцетів колекції ОНУ імені І. І. Мечникова.
Предмет дослідження – швидкість росту та морфоролічні ознаки, мінливість електрофоретичних спектрів карбоксилестераз штамів колекції різного віку; філогенетичні зв’язки між досліджуваними видами.
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Колекції грибів ex-situ на сьогодні – важливий ресурс для розв’язання наукових та практичних проблем. Лікарські макроміцети можуть слугувати матеріалом для розробки нових біотехнологій, отримання медичних препаратів тощо [Белова, Псурцева и др., 2005]. Тому важливо з найбільш високим рівнем якості підтримувати і ідентифікувати штами грибів.
Незважаючи на те, що у літературі є багато праць, присвячених методам ідентифікації штамів грибів методами молекулярної біології, досі метод ізозимного аналізу для визначення грибів не набув широкого поширення за відсутності значної кількості інформації щодо механізмів детермінування ізоферментів грибів. Ускладнює ситуацію значний рівень їх модифікаційної мінливості в залежності від умов культивування штамів грибів [Мірось, Дьяченко та ін., 2011; Мірось, Бобрешова та ін., 2014]. Водночас, методи ідентифікації штамів грибів за допомогою опису їх макро- та мікроморфології набувають поширення у поєднанні з визначенням швидкості росту [Buchalo, Mykchaylova et all., 2009]. 
Генотипова стабільність штамів колекції лікарських макроміцетів ОНУ імені І. І. Мечникова найже не досліджена, тому метою даної роботи було за допомогою наявних інструментів дослідження проаналізувати її для штамів наявного віку. Власне, дослідили швидкість росту колоній грибів різного віку, морфологію колоній, електрофоретичні спектри карбоксилестераз і філогенетичні відносини даних грибів з метою подальшого їх використання для ідентифікації цих штамів і роботи з ними.
В результаті проведення експериментів було встановлено, що швидкість росту і морфологія колоній – генотипово стабільні показники. Водночас з цим, експресія ізозимів карбоксилестераз виявилась мінливою. Але, треба відмітити, що ізозими з Rf  0,55 детектуються в усіх штамах трирічного віку, а з Rf 0,21 – у штамах F101, F201, F302 і F303. Також в усіх зразках F101a спостерігали наявність ізозимів з Rf 0,43; в усіх зразках F303  ‑ ізозимів з Rf 0,55, а в усіх зразках F302 ‑ ізозимів з Rf 0,87. Найбільша кількість смуг (8), які відповідають однаковим молекулярним формам ферменту, спостерігалася для ферментів з Rf 0,43 і 0,55. У результаті аналізу побудованих філогенетичних дерев було з’ясовано, що нуклеотидні послідовності ДНК, які кодують 18S і 25 S рРНК, можуть бути використані для ідентифікації окремих видів грибів, але у поєднанні з іншими критеріями для ідентифікації.
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1. Швидкість росту та морфологія досліджуваних штамів колекції не змінилася протягом трьохрічного зберігання. 
1. З часом зберігання для більшості ізоформ карбоксилестераз змінювався їх спектр, константними залишалися тільки ізозими з Rf 0,43 в зразках F101a; ізозими з Rf 0,55 в зразках F303 та ізозими з Rf 0,87 в зразках F302.
1. Послідовності ДНК, які кодують 18S рРНК, є більш консервативними, ніж 25S рРНК, при порівнянні довжини гілок отриманих філограм. 
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