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DEVELOPMENT OF THE RECOMBINANT 
POSITIVE CONTROLS OF BOVINE VIRAL 

DIARRHEA VIRUS 1 AND 2 FOR PCR ASSAY

Aim. The method of amplifying and cloning the Erns gene of Bovine Viral 
Diarrhea Virus was developed to obtain the positive controls for polymerase 
chain reaction.
Methods. The strains used in this study were BVDV-1b (Ossloss) and 
BVDV-2 (Kosice). Viral RNA was extracted by the silica-based extraction 
method. Using the specific primers, a part of Erns gene was amplificated. 
The PCR product was inserted into the cloning vector pTZ57R/T. Further-
more, E. coli DH10B bacteria were transformed to amplify the recombinant 
plasmid. Recombinant clones were identified by antibiotic selection on agar 
plate and confirmed by PCR. Moreover, insert of Erns gene was verified by 
restriction enzyme digestion assay using EcoRI and HindIII.
Results. It was shown that we had constructed the recombinant plasmids 
with insertion Erns gene fragment (826 base pair) of BVDV-1 and BVDV-2. 
Conclusion. The obtaibed recombinant plasmids can be used as a positive 
control for PCR.

K e y  w o r d s: Bovine Viral Diarrhea Virus, PCR, cloning, pTZ57R/T, 
restriction enzyme digestion analysis.

Bovine Viral Diarrhea Virus (BVDV) is a member of the genus Pestivirus 
within the family Flaviviridae [8]. BVDV comprises two species, type 1 
(BVDV-1) and type 2 (BVDV-2) [12]. Other representives of this genus 
are classical swine fever virus and border disease virus of sheep. All four 
Pestivirus species are closely genetically and antigenically related. Whereas 
cattle are naturally infected with BVDV-1 and BVDV-2, sheep can be infected 
by both bovine viruses in addition to BDV, and swine can be infected with 
all four Pestivirus species. [2].

The pestiviral genome consists of a single-stranded positive-sense RNA 
of about 12.3 kb that contains one open reading frame (ORF) coding for a 

©  I.V. Goraichuk, A.P. Gerilovych, O.S. Solodiankin, V.I. Bolotin, 2013
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polyprotein of about 4000 amino acids [3]. The ORF is at both ends flanked 
by untranslated regions (UTR) [10]. The nucleocapsid protein C and the 
glycoproteins Erns, E1, and E2 are structural components of the virion [9]. 
Both Erns and E2 regions are found on virions [14], induce neutralizing 
antibodies [7], and elicit protective immunity in their natural host [13]. The 
considerable amount of Erns is also secreted from the infected culture cells.

BVDV has a significant economic impact on the cattle industry due to 
abortions, production of weak calves, congenital deformities, respiratory 
infections, thrombocytopenia, persistent infections, and mucosal disease 
[5]. The strains of BVDV-1 usually cause only mild diarrhea in cattle that 
were immunized, whereas some strains of BVDV-2 are highly virulent and 
cause severe thrombocytopenia and hemorrhage or mucosal inflamation 
illness [6].

Due to the increase of using cellular biotechnology, the risk of viral 
contamination of their products rises [1]. For today the control methods for 
sterility, in particular, eliminate viral contamination of animal origin raw 
materials and ready preparations are important.

In the study of animal origin raw material for the screening of 
pestiviruses contamination preferable to use the methods in which there 
are not used the culture of the viruses as a positive control. The aim of this 
work was to construct a recombinant plasmid vector including insertion of 
region Erns gene of BVDV type 1 and 2 for further work on the production of 
recombinant positive control used in the polymerase chain reaction (PCR) 
diagnostic of BVDV.

Materіals and methods
The samples of dried blood on filter papers contained BVDV-1b (strain 

Ossloss) and BVDV-2 (strain Kosice) was kindly provided by Prof. Stefan 
Vilcek (The University of veterinary medicine and pharmacy in Kosice, 
Slovak republic).

Extraction of RNA from dried blood on filter papers was performed using 
silica-based extraction method [4]. The second strand cDNA synthesis and 
amplification was applied using «GenePak RT-PCR Corе» and «GenePak 
PCR Corе» (Ltd. Lab. Isogene, Russian Federation) accordingly.

The primer sets P1: 5’-AACAAACATGGTTGGTGCAACTGGT-3’ (for-
ward primer) and P2: 5’-CTTACACAGACATATTTGCCTAGGTTCCA-3’ 
(reverse primer) designed by D. Sullivan and R. Akkina et al. [11] were used 
for PCR amplification of Erns gene. The PCR-amplification was performed 
with temperature program consisting of initial denaturation (94 °C, 2 min) 
and 35 cycles of denaturation (94 °C, 1 min), primer annealing (55 °C, 
1  min) and primer extension (72 °C, 1 min) in an automatic thermalcycler 
Biometra T3000. A final step of extension at 72 °C for 10 min. 25 μL of 
the PCR products were evaluated by gel electrophoresis in 1% agarose gel 
with ethidium bromide (0.1%).
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DNA products were purified from gel using «Silica Bead DNA Gel Ex-
traction Kit» (Fermentas, Lithuania). Eluted DNA products were ligated 
into the plasmid vector pTZ57R/T as recommended by the supplier («In-
sTAclone PCR Cloning Kit», Fermentas, Lithuania). 10 μL of DNA eluted 
from one PCR reaction mixture was ligated to 3 μL of TA vector at 4 °C 
overnight with 1μL T4 ligase.

DH10B E. coli cells were used as the host for cloning experiments with 
pTZ57R/T vector. Stock culture was maintained at -70 °C in 25% glycerol. 
All culture was grown in LB broth at 37 °C in shaker incubator. In order 
to insert recombinant vector into the component cells, «InsTAclone PCR 
Cloning Kit» (Fermentas, Lithuania) was used. Transformed E. coli of 
DH10B strain were grown in LB-Ampicillin agar plates at 37 °C.

Transformed bacterial colonies were screened directly for presence of 
recombinant plasmids by PCR using primers P1/P2 and M13/pUC_F/R. 
Plasmids DNA were purification from recombinant E. coli culture using 
«Plasmid Miniprep Kit» (GeneJET, Lithuania). cDNA inserts in plasmids 
were further characterized by restriction endonuclease digestion with 
restriction endonucleases EcoRI  and HindIII in reaction buffer B2 (Jena 
Bioscience, Germany). For confirming 2 μL 10x buffer B2, 14 μL dH20, 2 
μL product and 2 μL of restriction enzymes were mixed and incubated at 
37 °C for 16 h. Further the inactivation was conducted by incubating at 
65 °C for 20 min. The results were checked by electrophoresis in a 1.5% 
agarose gel.

Results and dіscussіon
As the first step of our study the viral RNA from 2 samples of dried 

blood on filter papers was used as a template for cDNA synthesis using 
reverse transcription followed by specific amplification by the polymerase 
chain reaction. The PCR product was checked by agarose gel electrophoresis 
followed extraction from gel (fig. 1). In gel electrophoresis the specific bands 
were observed at the position corresponding of Erns gene 826 bp in length.

Fіg. 1. Electrophoregram of PCR amplіfіed product usіng the prіmers P1/P2:  
M – the DNA marker (100 bp DNA Ladder, Ltd. Lab. Isogene, Russian Federation);  

1 – BVDV 1; 2 – BVDV 2; 3 – negative control.

 

Fig. 1. Electrophoregram of PCR amplified product using the primers P1/P2:  

M – the DNA marker (100 bp DNA Ladder, Ltd. Lab. Isogene, Russian Federation);  

1 – BVDV 1; 2 – BVDV 2; 3 – negative control. 

 

826 bp 
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The resulting PCR product was inserted into the corresponding site 
of cloning vector pTZ57R/T. The constructed plasmids pTZ57R/T-VD1 
and pTZ57R/T-VD2 (fig. 2) had fragment of insert Erns gene and providing 
resistance to ampicillin beta-lactamase gene (bla(ApR)), nucleotide 
complementary to primer M13/pUC sequence provided the selection of 
bacterial cells containing recombinant plasmids.

Two recombinant plasmids were transformed into the cells of E. coli 
DH10B. Screening of plasmids containing E. coli clones was performed 
in selective medium with adding of ampicillin. For eliminating the artifact 
DNA structures there were conducted PCR screening of all colonies with 
acquired resistance to ampicillin.

Fіg. 2. Restrіctіon sіte map of the pTZ57R/T clonіng vector [15]  
wіth іnsertіon of Erns

Therefore during amplification of a target gene using the primers P1/
P2 and M13/pUC_F/R there were obtained the clones of E. coli containing 
plasmids with predetermined insert (fig. 3).

The presence of target gene in four recombinant clones were further 
confirmed by restriction enzyme digestion assay using restriction 
endonuclease enzymes EcoRI and HindIII cut plasmids in relative restriction 
sites. According to the results of electrophoregram there were observed the 
presence of two fragments of expected length – 2814 and 901 bp (fig. 4).
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Fіg. 3. Electrophoregram of PCR amplіfіed product of target gen  
usіng the prіmers P1/P2 and M13/pUC_F/R:  

1–4, 10–13 – recombinant colonies with insertion of Erns gene from BVDV-1;  
5–8, 14–17 – recombinant colonies with insertion of Erns gene from BVDV-2;  

9, 18 – negative control; M – the DNA marker  
(100 bp DNA Ladder, Ltd. Lab, Isogene, Russian Federation).

The culture of E. coli cells including the recombinant plasmids with 
insertion fragment of the Erns gene was obtained. The plasmids can be used 
as the positive controls for BVDV detection by PCR method.

Fіg. 4. Electrophoregram of the plasmіds pTZ57R/T-VD  
after restrіctіon enzyme dіgests:  

1–2 – recombinant colonies with insertion of Erns gene from BVDV-1; 
 3–4 – recombinant colonies with insertion of Erns gene from BVDV-2;  

M – the DNA marker (FastRuler High Range DNA Ladder, Fermentas, Lithuania).
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ветеринарної ìедиöини»,  вул. Пушкінська, 83, Харків, 61023, Óкраїна,
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ÐÎЗÐÎÁÊÀ ÐÅÊÎÌÁIÍÀÍÒÍÎÃÎ ПÎЗÈÒÈÂÍÎÃÎ ÊÎÍÒÐÎËЮ 
ÂIÐУСУ ÄIÀÐÅЇ ÂÅËÈÊÎЇ ÐÎÃÀÒÎЇ ÕУÄÎÁÈ I ÒÀ II ÒÈПУ ÄËß 

ÂÈÊÎÐÈСÒÀÍÍß Â ПËÐ

Ðеферат
Мета. Ðозробка ìетоду аìпліфікаöії та клонування гену Erns вірусу 

діареї великої рогатої худоби з ìетою отриìання позитивного контролю 
для поліìеразної ланöюгової реакöії. Методи. Ó роботі були використані 
віруси діареї (ВÄ) ВÐХ I типу штаì Ossloss та II типу штаì Kosice. Вірус-Ossloss та II типу штаì Kosice. Вірус- та II типу штаì Kosice. Вірус-Kosice. Вірус-. Вірус-
ну ÐНÊ екстрагували за допоìогою ìетоду афінної сорбöії. Àìпліфікаöію 
ділянки гену Erns здійснювали з використанняì спеöифі÷них прайìерів. 
ПËÐ-продукт був інтегрований до вектору для клонування pTZ57R/T. Äля 
напраöювання рекоìбінантних плазìід проводили трансфорìаöію клітин 
бактерії E. coli DH10B. Плазìідвìісні клони виявляли за допоìогою се-
лективного поживного середовища, вставку – ìетодоì ПËÐ. Наявність 
вставки гена Erns підтверджували за допоìогою рестрикöійного аналізу 
з використанняì рестриктаз EcoRI та HindIII. Результати. В ході про-
ведених досліджень були сконструйовані рекоìбінантні плазìіди, які 
несуть вставку фрагìенту гену Erns (826 пар нуклеотидів) збудників ВÄ 
ВÐХ I та II типів. Висновки. Отриìані рекоìбінантні плазìіди ìожуть 
використані як позитивний контроль для ПËÐ.

Ê л ю ÷ о в і  с л о в а : вірусна діарея великої рогатої худоби, ПËÐ, 
клонування, pTZ57R/T, рестрикöійний аналіз.

È.Â. Ãорайчук, À.П. Ãерилович, À.С. Солодянкин, Â.È. Áолотин

Наöиональный нау÷ный öентр «Èнститут экспериìентальной и клини÷еской ветеринарной 
ìедиöины», ул. Пушкинская, 83,  Харьков, 61023, Óкраина,

тел.: +38 (057) 707 20 31, e-mail: goraichuk@ukr.net

ÐÀЗÐÀÁÎÒÊÀ ÐÅÊÎÌÁÈÍÀÍÒÍÎÃÎ ПÎËÎЖÈÒÅËЬÍÎÃÎ 
ÊÎÍÒÐÎËß ÂÈÐУСÀ ÄÈÀÐÅÈ ÊÐУПÍÎÃÎ ÐÎÃÀÒÎÃÎ СÊÎÒÀ  

I È II ÒÈПÀ ÄËß ÈСПÎËЬЗÎÂÀÍÈß Â ПÖÐ

Ðеферат
Öель. Ðазработка ìетода аìплификаöии и клонирования гена Erns 

вируса диареи крупного рогатого скота с öелью полу÷ения положитель-
ного контроля для полиìеразной öепной реакöии. Ìетоды. В работе 
использованы вирусы диареи (ВÄ) ÊÐÑ I типа штаìì Ossloss и II типа 
штаìì Kosice. Вирусную ÐНÊ экстрагировали с поìощью ìетода аффин-Kosice. Вирусную ÐНÊ экстрагировали с поìощью ìетода аффин-. Вирусную ÐНÊ экстрагировали с поìощью ìетода аффин-
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ной сорбöии. Àìплификаöию у÷астка гена Erns осуществляли с исполь-
зованиеì спеöифи÷еских прайìеров. ПÖÐ-продукт был интегрирован в 
вектор для клонирования pTZ57R/T. Äля накопления рекоìбинантных 
плазìид проводили трансфорìаöию клеток бактерии E. coli DH10B. Плаз-
ìидсодержащие клоны выявляли с поìощью селективной питательной 
среды, нали÷ие вставки – ìетодоì ПÖÐ. Присутствие вставки гена Erns 
подтверждали с использованиеì рестрикöионного анализа с поìощью 
рестриктаз EcoRI и HindIII. Ðезультаты. В ходе проведенных исследова-
ний сконструированы рекоìбинантные плазìиды, содержащие вставки 
фрагìента гена Erns (826 пар нуклеотидов) возбудителей ВÄ ÊÐÑ I и 
II типов. Âыводы. Полу÷енные рекоìбинантные плазìиды ìогут быть 
использованы в ка÷естве положительного контроля для ПÖÐ.

Ê л ю ÷ е в ы е  с л о в а: вирусная диарея крупного рогатого скота, 
ПÖÐ, клонирование, pTZ57R/T, рестрикöионный анализ.
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ÊÎÍСÒÐУЮÂÀÍÍß ШÒÀÌIÂ – ÍÀÄПÐÎÄУÖÅÍÒIÂ 
ФÎÐÌÀËЬÄÅÃIÄÐÅÄУÊÒÀЗÈ ÒÅÐÌÎÒÎËÅÐÀÍÒÍÈÕ 

ÌÅÒÈËÎÒÐÎФÍÈÕ ÄÐIЖÄЖIÂ HANSENULA 
РOLYMORPHA

Метою даної роботи буëо отримати рекомбінантні штами тер-
мотоëерантниõ метиëотрофниõ дріжджів Hansenula polymorpha 
надпродуцентів формаëьдеãідредуктази (ФР), які можуть мати 
біоанаëітичне використання. Методи. Дріжджі вирощуваëи на синте-
тичному середовищі Беркãоëьдера (СБ) з наступним скëадом (у  ã/ë): 
КН2РО4 – 1; (NH4)2SO4 – 3,5; MgSO4½7H2O – 0,5; CaCl2 –  0,1; зі стан-
дартною кіëькістю мікроеëементів та 0,05% (в/о) дріжджовоãо 
екстракту. Джереëом вуãëецю сëуãуваëи 1% ãëюкоза (в/о) або 1% 
метаноë (по об’єму). Заãаëьні активності ферментів у безкëітинниõ 
екстрактаõ визначаëи спектрофотометрично (Shimadzu-UV-1650) при 
340 нм за швидкістю утворення NADH – дëя аëкоãоëьдеãідроãенази 
(АДГ) чи утиëізації NADH – дëя ФР, при кімнатній (20–25 °С) 
температурі. Питому активність (ПА) дëя кожноãо ферменту 
(в  мкмоëь·õв–1·мã–1 біëка) розраõовуваëи за формуëою: ПА = 
ПА+субстрат – ПА–субстрат, яка враõовує неспецифічні фонові реакції. Ре-
зультати. Сконструйовано пëазміду експресії р21Sc21, що містить 
ãен ADH1 Saccharomyces cerevisiae, під контроëем сиëьноãо консти-ADH1 Saccharomyces cerevisiae, під контроëем сиëьноãо консти-1 Saccharomyces cerevisiae, під контроëем сиëьноãо консти-
тутивноãо промотора ãена ãëіцераëьдеãід-3-фосфатдеãідроãенази 
(GAP1) H. рolymorpha. Дріжджові кëітини H. polymorpha NCYC 495 
(leu1-1) трансформуваëи методом еëектропорації. Відбір інтеãрантів 
проводиëи за резистентністю до зеоцину. Наявність у ãеномі 
трансформантів рекомбінатної пëазміди, що містить ãен ADH1 
S. cerevisiae, перевіряëи за допомоãою поëімеразної ëанцюãової реакції 
(ПЛР). Висновки. Рекомбінантні штами õарактеризуваëись в 4–6 
разів вищою активністю АДГ та в 2–3 рази вищою активністю ФР 
в безкëітинниõ екстрактаõ порівняно з виõідним штамом. Стабіëьні 
трансформанти виявиëись резистентними до підвищениõ концентрацій 
формаëьдеãіду (до 10 мÌ) у ростовому метаноëьному середовищі. 

К ë ю ч о в і  с ë о в а : формаëьдеãідредуктаза, метиëотрофні дріжджі 
Hansenula polymorpha, формаëьдеãід, ãенно-інженерне конструювання.

© C.Я. Парижак, 2013
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Форìальдегід (ФÀ) є універсальниì природниì ìетаболітоì живих 
організìів і водно÷ас дуже токси÷ною сполукою, у зв’язку з ÷иì вив÷ення 
шляхів підтриìання конöентраöії ФÀ в клітинах на безпе÷ноìу рівні та 
детоксикаöії екзогенного ФÀ ìає важливе прикладне зна÷ення [7, 10]. 

 Ìетилотрофні дріжджі ìожуть служити зру÷ною ìоделлю для ви-
в÷ення ìеханізìів утилізаöії ФÀ, оскільки здатність до ìетаболізìу одно-
вуглеöевих сполук є унікальною рисою öих ниж÷их евкаріотних організìів 
[11, 12]. Ó детоксикаöії ФÀ у дріжджів беруть у÷асть певні ізоферìенти 
алкогольдегідрогенази (ÀÄГ). Ó пекарских дріжджів Saccharomyces 
cerevisiae відоìо 7 структурних генів даного ферìенту: ADH1–ADH7 
[3, 6]. Продукт Adh1p – öитозольний ізоферìент ÀÄГ, який каталізує 
НÀÄН-залежне відновлення аöетальдегіду до етанолу і ФÀ до ìетанолу 
без у÷асті глутатіону: CH2O + NADH(H+) → CH3OH + NAD+ [5]. Öю 
реакöiю, зворотню до дегiдрогеназної, називають у випадку ФÀ, як суб-
страту, форìальдегiдредуктазною. Iзоферìент ÀÄГ Adh1p у S. cerevisiae 
гоìологі÷ний форìальдегідредуктазі (ФÐ) ìетилотрофних дріжджів [2]. 

Ìетою роботи було сконструювати та охарактеризувати продуöенти 
форìальдегідредуктази на основі терìотолерантних ìетилотрофних дріж-
джів Hansenula polymorpha.

Ìатеріали і методи
Ó роботі використовували штаì NCYC 495 (leu1-1) терìотолерантних 

ìетилотрофних дріжджів H. рolymorpha з колекöії Iнституту біології 
клітини НÀН Óкраїни; штаì S. cerevisiae BY4742 (ÌATαleu2-Δ0lys2-
Δ0ura3-Δ0his3-Δ1) люб’язно наданий д-роì Ä. Бекоì (ун-т ì. Балтіìор, 
ÑШÀ); Escherichia coli DH5α (штаì для конструювання та селекöії 
рекоìбінантних плазìід φ80d lacZΔM15, recA1, endA1, gyrA96, thi-1, 
hsdR17(rK

-, mK
+), supE44, relA1, deoR, Δ(lacZYA-argF)U169). 

Плазìіди, використані в роботі: pBluescriptIIKS+ (2,9 т.п.н.) вектор за-
гального призна÷ення E. coli (ori ColE1, ApR, lacZ’); p21 (7,9 т.п.н.) вектор 
експресії у H. рolymorpha з GAP проìотороì та ZeoR, який забезпе÷ує 
селекöію у дріжджах, сконструйований співробітниöею Iнституту біології 
клітини НÀН Óкраїни О. Iщук; pBlSc6 (4 т.п.н.) похідна pBluescriptIIKS+ 
з клонованиì геноì ADH1 S. cerevisiae; р21Sc21 (9,1 т.п.н.) похідна р21 
з клонованиì геноì ADH1 S. cerevisiae. Äві останні (pBlSc6 та р21Sc21) 
було отриìано в ході роботи. 

Äріжджі вирощували на синтети÷ноìу середовищі Беркгольдера (ÑБ) 
з наступниì ìінеральниì складоì (у г/л): ÊН2ÐО4 – 1; (NH4)2SO4 – 3,5; 
MgSO4½7H2O – 0,5; CaCl2 – 0,1. Залізо вносили у середовище у вигляді 
солі Ìора в конöентраöії 0,2 ìг/л, зі стандартною кількістю ìікроеле-
ìентів та 0,05% (в/о) дріжджового екстракту [2]. Äжерелоì вуглеöю 
слугували 1% глюкоза (в/о) або 1% ìетанол (по об’єìу). Äо середовища 
при необхідності додавали лейöин – до конöентраöії 40 ìг/л. Àгаризовані 
середовища ìістили 2% агару. Êультури дріжджів вирощували у терìо-
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статах на ÷ашках Петрі при теìпературі 30 °Ñ. Êультивування дріжджів 
в рідких середовищах здійснювали у пробірках або колбах об’єìоì 250  ìл 
на круговоìу шейкері (200 об/хв) за теìператури 30 °Ñ (за 37 °Ñ для 
терìотолерантних штаìів H. рolymorpha). Опти÷ну густину дріжджо-
вих культур виìірювали турбідиìетри÷но на фотоелектроколориìетрі 
ÊФÊ-2ÌП, і, використовую÷и калібрувальну криву, визна÷али їх суху 
біоìасу в 1 ìл середовища.

Безклітинні екстракти для визна÷ення активності ферìентів отриìува-
ли як описано в роботі [1]. Êонöентраöію білка в безклітинних екстрактах 
визна÷али ìетодоì Ëоурі. Загальні активності ферìентів у свіжих безклі-
тинних екстрактах визна÷али спектрофотоìетри÷но (Shimadzu-UV-1650) 
при 340 нì за швидкістю утворення НÀÄН – для ÀÄГ ÷и утилізаöії 
НÀÄН – для ФÐ [2]. Питоìу активність (ПÀ) для кожного ферìенту  
(в ìкìоль·хв–1·ìг–1 білка) розраховували за форìулою: ПÀ = ПÀ+субстрат – 
ПÀ–субстрат, яка враховує неспеöифі÷ні фонові реакöії. 

Ìетоди культивування бактерій E. сoli та ìолекулярно-генети÷ні ìето-
ди описані в [9]. Виділення суìарної ÄНÊ з клітин дріжджів H. polymorpha 
та S. cerevisiae проводили за допоìогою набору Wizard® Genomic DNA 
Purification Kit (Promega, Madison, WI, USA). Åндонуклеази рестрикöії 
та лігазу використовували згідно з інструкöією виробника (Fermentas, 
Vilnius, Lithuania). Поліìеразну ланöюгову реакöію (ПËÐ) здійснювали на 
аìпліфікаторі Gene Amp© PCR System 9700 (Applied Biosystems, Foster 
City, CA, USA), з використанняì Platinum® Taq DNA Polymerase High 
Fidelity (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) відповідно до інструкöії виробника. 
Òрансфорìаöію дріжджових клітин проводили ìетодоì електропораöії [4].

Ðезультати та їх обговорення
Äля підвищення виходу ФÐ із клітин ìетилотрофних дріжджів, було 

вирішено провести генно-інженерне конструювання штаìу, здатного до 
надекспресії гена ADH1, який кодує ФÐ. Відоìо, що продукт гена ADH1 
S. сerevisiae кріì дегідрогеназних властивостей, володіє редуктазниìи, 
тоìу наìи було вирішено клонувати даний ген для надекспресії у геноìі 
дріжджів H. polymorpha. З ìетою конструювання плазìіди експресії, що 
ìістить ген ADH1, за допоìогою ПËÐ, використовую÷и сконструйовані 
прайìери (ScFor5’- (ATCATATGTCTATCCCAGAAACTCAA-3’)/ScRev(5’-
AGCGGCCGCATG

CCG GTAGAGGTGT-3’) і хроìосоìну ÄНÊ S. cerevisiae BY 4742 
як ìатриöю ìи аìпліфікували відкриту раìку з÷итування гена ADH1 
S. cerevisiae. Äля полегшення ПËÐ, хроìосоìну ÄНÊ розщеплювали 
ферìентоì XbaI. Отриìаний фрагìент вели÷иною 1,2 т.п.н. клонували 
в плазìіду pBluescriptIIKS+ за допоìогою T/A клонування. Як резуль-
тат, отриìано плазìіду pBlSc6. На наступноìу етапі роботи ген ADH1 
S.  cerevisiae, фланкований сайтаìи рестрикöії NdeI і NotI, субклонували 
у плазìіду інтегративного типу р21 під сильний конститутивний проìо-
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тор гена гліöеральдегід-3-фосфатдегідрогенази (GAP1) H. рolymorpha. 
Плазìіда р21 ìістить доìінантний ìаркер стійкості до зеоöину ZeoR, який 
забезпе÷ує селекöію у дріжджах та ген LEU2 S. сerevisiae як додатковий 
селективний ìаркер для ауксотрофного за лейöиноì штаìу H. рolymorpha 
NCYC 495 (leu1-1). Одержану плазìіду було названо р21ADH1Sc (рис. 1) 
[8]. Ðестрикöійний аналіз її підтвердив, що наìи субклоновано фрагìент, 
який ìістить ген ADH1 S. cerevisiae. 

Äля конструювання та аìпліфікаöії плазìід на всіх етапах роботи 
було використано штаì E. coli DH5α.

Ðис. 1. Ëінійна схема плазміди р21Sc21 (9,1 т.п.н.).  
Фрагìент ÄНÊ S. сerevisiae, що несе ген LEU2, позна÷ено товстою сірою стрілкою; 
GAP1 проìотор H. polymorpha позна÷ено незабарвлениì відрізкоì; терìінатор AOX 

H. рolymorpha позна÷ено товстиì ÷орниì відрізкоì; ген ADH1 S. сerevisiae – товстою 
сìугастою лінією; ген резистентності до зеоöину – товстою пунктирною лінією; loxP 

послідовності – товстиìи світло-сіриìи відрізкаìи. Ñайти рестрикöії: PstI, EcoRI, 
KpnI, SalI, XbaI, BamHI, NdeI, NotI, SacI.

Fіg. 1. Lіnear scheme of plasmіd р21Sc21 (9.1 kb).  
S. сerevisiae DNA fragment containing gene LEU2 is marked as a thick grey arrow; 
promotor GAP1 H. polymorpha gene is marked as a white segment; terminator AOX 

H. рolymorpha as a thick black line segment; gene ADH1 S. сerevisiae as a thick striped 
line; gene of resistance to zeocine as a thick dotted line; loxP sequences as thick light 
grey lines. Restriction sites: PstI, EcoRI, KpnI, SalI, XbaI, BamHI, NdeI, NotI, SacI.

Ñконструйовану плазìіду експресії р21ADH1Sc лінеаризували ре-
стриктазою BamHI та трансфорìували за допоìогою електропораöії у 
штаì H. polymorpha NCYC 495 (leu1-1). Відбір трансфорìантів/інтегрантів 
проводили за резистентністю до зеоöину (за конöентраöії 150 ìкг/ ìл) та 
відновленняì лейöинової прототрофності. Ñередня ефективність транс-
форìаöії становила 1,5½103 (÷исло ZeoR-трансфорìантів/ìкг ÄНÊ).

Відібрані штаìи стабілізували шляхоì культивування в неселективних 
уìовах протягоì восьìи-десяти генераöій з подальшиì перенесенняì на 
середовище з зеоöиноì. Наявність у геноìі трансфорìантів рекоìбінатної 
плазìіди, що ìістить ген ADH1 S. cerevisiae, тестували за допоìогою 
ПËÐ. За використання прайìерів ScFor/ScRev і хроìосоìної ÄНÊ стабіль-ScFor/ScRev і хроìосоìної ÄНÊ стабіль-/ScRev і хроìосоìної ÄНÊ стабіль-ScRev і хроìосоìної ÄНÊ стабіль- і хроìосоìної ÄНÊ стабіль-
них трансфорìантів як ìатриöі, отриìано фрагìент о÷ікуваної вели÷ини  
(~1,2 т.п.н.) (рис. 2). 
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Ðис. 2. Åлектрофореграми ПËÐ-аналізу трансформантів штаму  
H. рolymorpha leu1-1 плазмідою р21Sc21. 

Äоріжки: 1 – ÄНÊ фага λ розщеплена рестриктазою PstI (λ/PstI) 
(розìір фрагìента подано в т.п.н.), 2–7 – трансфорìанти,  

8 – позитивний контроль (хроìосоìна ÄНÊ S. cerevisiae BY4742).

Fіg. 2. Electrophoresіs of the PCR assay of  
H. рolymorpha leu1-1 transformants wіth the plasmіd р21Sc21. 

Lines: 1 – DNA of phage λ digested with PstI (λ/PstI) 
(the fragment value is expressed in  kb), 2–7 are transformants, 8 – positive control 

(chromosomal DNA of S. cerevisiae BY4742).

 
Iнтегранти, що ìістили öю рекоìбінантну конструкöію, вив÷али на 

резистентність до ФÀ. Äослідили ріст вихідного штаìу H. polymorpha 
leu1-1 та його трансфорìантів у ростовоìу ìетанольноìу середовищі з 
конöентраöіяìи ФÀ 5, 8 та 10 ìÌ. Виявилось, що при інкубаöії дріжджів 
у присутності ФÀ протягоì 3 діб ростова біоìаса трансфорìантів була в 
2 рази більшою, ніж вихідного штаìу. Найбільша різниöя в біоìасі спо-
стерігалась при 8 ìÌ і 10 ìÌ ФÀ.

Щоб переконатися, що підвищена резистентність до ФÀ зуìовлена 
активністю ФÐ, отриìані трансфорìанти і вихідний штаì вирощували на 
середовищі з 1% глюкозою (Glc) та ФÀ. Ó присутності Glc синтез НÀÄ+ 
і глутатіон-залежної форìальдегіддегідрогенази, якій належить основна 
роль у дисиìіляöії і детоксикаöії ФÀ у дріжджів, є репресований, тоìу 
детоксикаöія ФÀ здійснюється за іншиì ìеханізìоì. Éìовірно, саìе за 
у÷астю ФÐ, яка каталізує відновлення ФÀ до ìенш токси÷ного ìетанолу. 
Як видно з рис. 3, отриìані трансфорìанти за таких уìов вирощування 
виявилися більш резистентниìи до ФÀ. 

Ðис. 3. Ðезистентність вихідного штаму H. polymorpha leu1-1 і трансформантів 
(Tf 8 та Tf 8-2) до ФÀ при рості на середовищі з 1% Glc 

(наносили по 4 ìкл суспензії з À540 0,27).

Fіg. 3. Resіstance of parental straіn H. polymorpha leu1-1 and transformants 
(Tf 8 and Tf 8-2) growіng іn the medіum wіth 1% Glc 

(add 4 μl of suspension with À540 0.27) to FA.
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Відібрані рекоìбінантні штаìи характеризувались в 4–6 разів вищою 
активністю ÀÄГ та в 2–3 рази вищою активністю ФÐ в безклітинних 
екстрактах порівняно з реöипієнтниì штаìоì H. polymorpha leu 1-1. 
Àктивності ÀÄГ та ФÐ у інтегрантів зростали синхронно, але не в одна-
ковій ìірі (рис. 4).

Ðис. 4. Питомі активності ÀÄÃ і ФÐ в безклітинних екстрактах штамів 
H. polymorpha leu1-1 та його трансформантів Tf 8, Tf 8-2, вирощених на 

середовищі з 1% Glc.

Fіg. 4. Actіvіtіes of ADH and FR іn the cell-free extracts of H. polymorpha leu1-1 
and іts transformants Tf 8, Tf 8-2 straіns, grown іn the medіum wіth 1% Glc.

Ó результаті виконання роботи отриìано рекоìбінантні штаìи терìо-
толерантних ìетилотрофних дріжджів H. polymorpha з підвищеною про-
дукöією форìальдегідредуктази. Показано, що одержані трансфорìанти, 
резистентні до підвищених конöентраöій форìальдегіду – до 10 ìÌ. 
Ñконструйовані штаìи є перспективниìи організìаìи для біореìедіаöії, 
для використання в öілях аналіти÷ної біотехнології, а також ìожуть слу-
жити джерелоì виділення та о÷истки ФÐ та ÀÄГ. 

Автор висëовëює подяку канд. біоë. наук Ю.В. Ребцю за допомо-
ãу у проведенні експериментаëьної частини роботи, а також проф. 
Ì.В.  Гончару за забезпечення фінансової підтримки даної роботи.
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ÊÎÍСÒÐУÈÐÎÂÀÍÈÅ ШÒÀÌÌÎÂ – СÂÅÐÕПÐÎÄУÖÅÍÒÎÂ 
ФÎÐÌÀËЬÄÅÃÈÄÐÅÄУÊÒÀЗЫ ÒÅÐÌÎÒÎËÅÐÀÍÒÍЫÕ 

ÌÅÒÈËÎÒÐÎФÍЫÕ ÄÐÎЖЖÅÉ HANSENULA РOLYMORPHA

Ðеферат 
Öелью данной работы было полу÷ить рекоìбинантные штаììы 

терìотолерантных ìетилотрофних дрожжей Hansenula polymorpha 
сверхпродуöентов форìальдегидредуктазы (ФÐ), которые ìогут иìеть 
биоаналити÷еское использование. Ìетоды. Äрожжи выращивали на син-
тети÷еской среде Беркхольдера следующего состава (г/л): ÊН2ÐО4 –  1; 
(NH4)2SO4 – 3,5; MgSO4½7H2O – 0,5; CaCl2 – 0,1; со стандартныì 
содержаниеì ìикроэлеìентов и 0,05% (в/о) дрожжевого экстракта. 
Èсто÷никоì углерода служили 1% (в/о) глюкоза или 1% ìетанол (по 
объеìу). Àктивности ферìентов в бесклето÷ных экстрактах определяли 
спектрофотоìетри÷ески (Shimadzu-UV-1650) при 340 нì по скорости 
образования НÀÄН – для алкогольдегидрогеназы (ÀÄГ) – или его по-
требления для форìальдегидредуктазы (ФÐ), при коìнатной (20–25 °Ñ) 
теìпературе. Àктивность (À) для каждого ферìента (в ìкìоль∙ìин–1∙ìг–1 
белка) вы÷исляли по форìуле: À = À+субстрат – À–субстрат, у÷итывающей 
неспеöифи÷еские фоновые реакöии. Ðезультаты. Ñконструирована 
плазìида экспрессии р21Sc21, содержащая ген ADH1 Saccharomyces 
cerevisiae, под контролеì сильного конститутивного проìотора гена 
глиöеральдегид-3-фосфатдегидрогеназы (GAP1) H. рolymorpha. 
Äрожжевые клетки H. polymorpha NCYC 495 (leu1-1) трансфорìировали 
ìетодоì электропораöии. Отбор интегрантов осуществляли по устой-
÷ивости к зеоöину. Нали÷ие в геноìе трансфорìантов рекоìбинантной 
плазìиды, содержащей ген ADH1 S. cerevisiae, проверяли с поìощью 
полиìеразной öепной реакöии (ПÖÐ). Âыводы. Ðекоìбинантные штаììы 
характеризовались в 4–6 раз высшей активностью алкогольдегидрогеназы 
(ÀÄГ) и в 2–3 раза высшей активностью форìальдегидредуктазы в 
бесклето÷ных экстрактах по сравнению с исходныì штаììоì. Ñтабильные 
трансфорìанты оказались резистентныìи к повышенныì конöентраöияì 
форìальдегида (до 10 ìÌ) в ростовой ìетанольной среде. 

Ê л ю ÷ е в ы е  с л о в а : форìальдегидредуктаза, ìетилотрофные 
дрожжи Hansenula polymorpha, форìальдегид, генно-инженерное кон-
струирование. 
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CONSTRUCTION OF METHYLOTROPHIC YEAST 
HANSENULA POLYMORPHA STRAINS OVERPRODUCING 

FORMALDEHYDE REDUCTASE

Summary
The aіm of the presented work was to obtain recombinant strains of 

methylotrophic yeast Hansenula polymorpha overproducing formaldehyde 
reductase (FR) which could be used bioanalyticaly. Methods. The yeast 
cells were grown in a synthetic Burkholder medium containing the follow-
ing (g/l): ÊН2ÐО4 – 1; (NH4)2SO4 – 3.5; MgSO4½7H2O – 0.5; CaCl2 – 0.1; 
with the standard content of trace elements and 0.05% (wt/vol) yeast ex-
tract. 1% (wt/vol) glucose or 1% methanol (vol/vol) served as the sources 
of carbon. Enzyme activities in the cell-free extracts were determined by 
spectrophotometry (Shimadzu-UV-1650) at 340 nm by the rates of NADH 
formation for alcohol dehydrogenase (ADH), or NADH uptake for formalde-
hyde reductase (FR) at room temperature (20–25 °C). The activity (A) for 
each enzyme (in μmol∙min–1∙mg–1 protein) was calculated by the formula: 
A = A+substrate – A–substrate, taking into account the nonspecific background 
reactions. Results. We constructed the expression plasmid р21ADH1Sc 
contained ADH1 Saccharomyces cerevisiae gene under the strong constitu-
tive promotеr of the H. polymorpha glyceraldehyde 3-phosphate dehydro-
genase gene (GAP1). H. polymorpha NCYC 495 (leu1-1) yeast cells were 
transformed by electroporation. Selection of the integrants was carried out 
in accordance with their resistance to zeocine. Presence of the recombinant 
plasmid, containing the ADH1 S. cerevisiae gene, in genome of transform-
ants was checked using polymerase chain reaction (PCR). Conclusіons. 
Recombinant strains were characterized by 4–6 times higher activity of 
alcohol dehydrogenase (ADH) and 2–3 times higher activity of FR in cell-
free extracts, compared to the parental strain. Stable transformants have 
elevated resistance to formaldehyde (up to 10  mM) in methanol containing 
medium. 

K e y  wo r d s : formaldehyde reductase, methylotrophic yeast Hansenula 
polymorpha, formaldehyde, gene-based construction. 
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NITROGEN SOURCE EFFECT ON COPPER 
SPECIATION WITHIN ECTOMYCORRHIZAL 

FUNGUS RHIZOPOGON RUBESCENS 

Aim. The aim of this work was to study the effects of nitrogen source on the 
speciation of copper accumulated by fungi and ectomycorrhizas grown in 
the presence of copper phosphate. Materials and Methods. Ectomycorrhizal 
fungus Rhizopogon rubescens and its symbiotic ectomycorrhizal association 
with Scots Pine were grown in the presence of copper phosphate at different 
nitrogen sources: either ammonium or nitrate. The coordination of copper 
released from copper phosphate and bioaccumulated by fungus and ecto-
mycorrhiza was determined by using synchrotron-based X-ray absorption 
spectroscopy (XAS). Results. XAS data showed that the change of nitrogen 
source from ammonium to nitrate was shifting copper coordination by mixed 
oxygen ligands towards oxalate coordination of copper. Conclusions. It 
was found that the conditions of growth of fungi and mycorrhizas may 
change the nature of ligands available for sequestering toxic metals and 
coordination of copper within ectomycorrhizal fungus R. rubescens and its 
symbiotic association with pine roots depended on nitrogen source.
K e y  w o r d s :  fungi, ectomycorrhiza, copper phosphate, nitrogen, metal 
speciation, bioaccumulation, X-ray absorption spectroscopy. 

The ability of fungi to create mutualistic symbiotic associations with 
plant roots (mycorrhizas) has major consequences for the biogeochemical 
cycling of elements [7, 11, 13]. Mycorrhizal fungi solubilize phosphate and 
essential metals for the host plant in the course of so called “heterotrophic 
leaching” as a result of protonation, chelation and metal accumulation by 
the biomass [1, 5, 13]. It has been previously shown that mycorrhizal fungi 
were able to solubilize various toxic metal phosphate minerals resulted in 
releasing mobile toxic metals into environment and their bioaccumulation 
by fungi and mycorrhizas [2, 4].

Copper is one of the most common pollutants of the terrestrial environ-
ments. It has been reported that soluble fraction of copper in sludge-amended 

soils found almost exclusively in low molecular weight complexes with 
amino acids, small peptides or polycarboxylic acids is a major contributor 

to copper mobility and bioavailability threatening lower trophic levels of the 
food chain. Fungi can play a significant role in copper transformations and 

© M.O. Fomina, 2013
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many soil fungi were able to withstand copper toxicity in heavily contami-
nated soils (500–11.500 mg Cu/kg soil) [3–5]. Nearly 60–70% of tested 
mycorrhizal fungal cultures tolerated copper phosphate and cuprite with 
more than half of them being able to solubilize copper phosphate and over 
40% of them solubilizing cuprite [4].

Because of the amorphous state or poor crystallinity of metal complexes 
within biomass and relatively low metal concentrations, the determination 
of metal speciation in biological systems remains a challenging problem 
with only a few studies on fungal biomass that mainly clarify the nature 
of adsorption sites on cell walls [6]. However, synchrotron-based X-ray 
absorption spectroscopy (XAS) provides the means for studying element 
complexation in environmental samples varying from biological to min-
eralogical in nature and is increasingly used to study biological systems 
giving information about the oxidation state of the target element and its 
coordination environment, including the number and identity of neighbour-
ing atoms  [9, 12]. 

The aim of this study was to elucidate the effect of nitrogen source 
on copper speciation by fungal and ectomycorrhizal biomass using X-ray 
absorption spectroscopy. 

Materіals and methods
Biomass used in present work was ectomycorrhizal fungus Rhizopogon 

rubescens B32ö in axenic culture and its ectomycorrhizal associations with 
Scots pine (Pinus sylvestris). Fungus and ectomycorrhiza were exposed 
to copper phosphate [Cu3(PO4)2½2H2O] at a final metal concentration 
equivalent to 15mM. Axenic culture of fungus was grown at 23–25 °C in 
sterile Petri-dish microcosms on top of cellophane membranes on modified 
Melin-Norkrans medium for mycorrhizal fungi (MMN) [4] and harvested 
after 2 months. 

Formation of ectomycorrhiza was carried out under sterile conditions 
using a test tube technique in autoclaved (120 °Ñ, 60 min) glass tubes 
filled with 30 ml vermiculite and peat mixture 5:1 and 10 ml of Ingestad 
medium [13]. 

After successful colonization, uniform pine seedlings were carefully 
taken out from the tubes, washed with sterile water and transferred into 
sterile square Petri dishes mesocosms. Square Petri dishes were filled with 
Ingestad agar amended with copper phosphate to a final metal concentra-
tion equivalent to 15mM. The roots of mycorrhizal seedlings were placed 
over sterile cellophane membrane on top of the agar medium. The upper 
cellophane membrane and an autoclaved piece of foam, soaked in sterile 
water, were placed on top of the roots to prevent them from desiccation 
and to fix the position of the root system. The shoot was kept outside by 
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means of a hole in the side of the plastic dish and sealed around the stem 
with sterile lanolin. 

Mesocosms were incubated for at least 3 months in the growth chamber 
with 200 μmol½m-2½s-1 PAR, at least 60% relative air humidity and at day/
night regime of 18/6 h and a temperature of 23/15 °Ñ. In the experiments 
with axenic fungal cultures and the R. rubescens/P. sylvestris associations 
we also used a nitrate-only version of MMN and Ingestad media substituting 
KNO3 (0.8 g·l-l and 17.34 mg·l-l) for (NH4)2HPO4 and NH4NO3, respectively. 

Freshly harvested biomass, enclosed in cellotape and quenched in liquid 
nitrogen, was used for X-ray absorption spectrometry. 

XAS investigates atomic local structure and electronic states by measur-
ing absorption of the electromagnetic radiation by electrons as a function 
of energy, and is usually performed at synchrotron radiation sources (SRS), 
provided intense and tunable X-ray beams. 

X-ray absorption spectra at Cu K-edges were collected on Station 7.1 
at the CCLRC Daresbury SRS operating at 2 GeV with average current of 
140  mA, using a vertically collimating plane mirror and a sagitally bent 
focussing Si(111) double crystal monochromator detuned to 80% transmis-
sion to minimize harmonic contamination.  Sample data were collected with 
the station operating in fluorescence mode using a 9-element solid state Ge 
diode detector with high count-rate XPRESS processing electronics. The 
monochromator was calibrated using a 5 mm Cu foil. The experiments were 
performed using a liquid nitrogen cooled cryostat. Single scans were col-
lected for the model compounds, and 3–4 scans were collected and summed 
for each sample. Background-subtracted EXAFS spectra (Extended X-ray 
Absorption Fine Structure) were analysed in EXCURV98 using full curved 
wave theory.  Fourier transformation of EXAFS spectra were used to obtain 
an approximate radial distribution function around the central metal (Cu – 
the absorber atom): the peaks of Fourier transformations can be related to 
the “shells” of surrounding back scattering atoms characterised by atom 
type, number of atoms in the shell, the absorber-scatterer distance, and the 
Debye-Waller factor (2s2).  The data were fitted for each sample by defining 
the theoretical model and comparing the calculated EXAFS spectrum with 
the experimental data. The shells of backscatterers were added around the 
absorber and by refining an energy correction Ef (the Fermi energy), the 
absorber-scatterer distance, and Debye-Waller factor for each shell, a least 
squares residual (the R-factor was minimised). Where appropriate, multiple 
scattering effects were included in the fits.

Results and dіscussіon
In the present study, all tested samples of fungal and ectomycorrhizal 

biomass grown in the presence of copper phosphate showed Cu coordi-
nation with oxygen ligands (tab. 1). The effect of nitrogen source on the 
coordination of accumulated copper was examined for both ectomycorrhizal 
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fungus R. rubescens in axenic culture and in its mycorrhizal association 
with Scots pine (tab. 1, fig. 1). The nitrogen source is a factor that can 
affect organic acid production by fungi with nitrate considerably increas-
ing oxalate excretion [10, 14]. Biomass of both axenic R. rubescens and its 
ectomycorrhizal association grown on nitrate and copper phosphate gave 
the best fit to the inner shell with a coordination shell of 4 oxygens bound 
to the copper at a distance of 1.96 Å and two oxygens bound at 2.31 Å. This 
is a typical distortion from perfect octahedral symmetry for a six-coordinate 
copper (II) centre, and is known as a Jahn-Teller distortion [8]. The EXAFS 
contributing to two further peaks in the Fourier transform were best fitted 
with 4 carbons at 2.72 Å and 2 coppers at 3.82 Å, showing carboxylate 
coordination close to oxalate (tab. 1, fig. 1 d, h). 

If ammonium was used as a nitrogen source, the best fit to the inner 
shell was with a Jahn-Teller distorted coordination shell of 4 oxygens at 
1.94 Å and two oxygens at 2.42 Å. There was a small outer shell best fitted 
with two coppers at 3.79 Å. However, attempts to fit phosphorus atoms at 
3.1 Å (phosphate) or carbon atoms at 2.7 Å (oxalate/carboxylic acid) did 
not improve the fit (tab. 1, fig. 1). For other samples of biomass grown 
on ammonium-containing medium, the fit with carbons was slightly bet-
ter and more consistent with oxalate coordination than with phosphate, 
but was not conclusive probably indicating mixed carboxylate/phosphate 
coordination of copper.  

Table 1. Cu K-edge EXAFS parameters*.  

Sample Scatterers r / Å 2σ2 / Å2 Resіdual

Bіomass of axenіc R. rubescens exposed to copper phosphate:

Grown on nitrate MMN agar medium

4 ½ O
2 ½ O
4 ½ C
2 ½ Cu

1.96
2.31
2.72
3.82

0.012
0.022
0.019
0.039

29.8

Grown on ammonium MMN 
agar medium

4 ½ O
2 ½ O

1.94
2.37

0.013
0.037

27.1

Bіomass of R. rubescens/P. sylvestris ectomycorrhіzas 
exposed to copper phosphate:

Grown on nitrate Ingestad agar 
medium

4 ½ O
2 ½ O
4 ½ C
2 ½ Cu

1.99
2.39
2.78
3.79

0.021
0.028
0.006
0.028

27.2

Grown on ammonium Ingestad agar 
medium

4 ½ O
2 ½ O
2 ½ Cu

1.94
2.42
3.79

0.012
0.054
0.034

33.7

* r is the copper–scatterer distance in Angstroms (±0.02 Å inner shells, ±0.05 Å 
outer shells). 2σ2 is the Debye–Waller type factor (±15% inner shells, ±30% outer 
shells). Residual is a least squares residual from fitting the spectrum of the model to 
the experimental data
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Fіg. 1. Copper coordіnatіon wіthіn fungal bіomass:  
Fourier transforms of Cu K-edge XANES, EXAFS (solid lines) and fits (broken lines) for 
standard compounds (a) Cu(acetate), (b) Cu(gluconate), (c) Cu(malate), (d) Cu(oxalate), 

(e) Cu(phosphate), and (f) Cu(I)oxide. Samples are R. rubescens exposed to copper 
phosphate grown on MMN agar medium with (g) ammonium or (h) nitrate.  

Insert: model of Cu oxalate coordination within biomass of R. rubescens grown on media 
containing nitrate. 

Thus, the conditions of growth in both in vitro and ex vitro may 
change the nature of ligands provided by fungal and mycorrhizal biomass. 
The change of nitrogen source from ammonium to nitrate may increase 
the proportion of oxalate excretion and subsequently shift towards oxalate 
coordination of toxic metal (copper) within fungal and mycorrhizal biomass.

The author would like to acknowledge the funding of CCLRC Dares-
bury SRS user grants 40107, 43079, and personally Prof Geoffrey M. Gadd 
(University of Dundee, UK) for the opportunity to do this work, Prof 
Hеkan Wallander (Lund University, Sweden) for providing the fungal 
strain and Dr John Charnock (University of Manchester, UK) for his 
valuable help with EXAFS spectra analysis.
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ÂПËÈÂ ÄЖÅÐÅËÀ Í²ÒÐÎÃÅÍУ ÍÀ ÕIÌIЧÍÅ ЗÂ’ßЗУÂÀÍÍß 
ÊУПÐУÌУ ÅÊÒÎÌIÊÎÐÈЗÍÈÌ ÃÐÈÁÎÌ RHIZOPOGON 

RUBESCENS

Ðеферат
Ìета. Ìетою öієї роботи було вив÷ення дії джерела нітрогену на 

зв’язування купруìу, бiоакуìульованого грибаìи та ектоìікоризою, що 
були вирощені у присутності фосфату купруìу. Ìатеріали і методи. 
Åктоìікоризний гриб Rhizopogon rubescens та його сиìбіоти÷на ектоìіко-
ризна асоöіаöія з сосною зви÷айною були вирощені у присутності фосфату 
купруìу на різних джерелах нітрогену: аìонію або нітраті. Êоординаöія 
купруìу, звільненого з фосфату купруìу та біоакуìульованого грибоì 
та ектоìікоризою, визна÷алась з використанняì синхротронної рентгено-
абсорбöiйної спектроскопiї (XAS). Ðезультати. Äані XAS показали, що 
переìіна джерела нітрогену з аìонiю на нiтрат зìінювала координаöію 
купруìу неоднорідниìи оксиген-вìiсниìи лiгандаìи на оксалатну. Âи-
сновок. Встановлено, що уìови зростання гриба та ìікоризи ìожуть 
зìінювати природу лігандів, наявних для зв’язування токси÷них ìеталів. 
Êоординаöія купруìу в ектоìікоризноìу грибі R. rubescens та в його 
сиìбіоти÷ній асоöіаöії з кореняìи сосни залежала від джерела нітрогену. 

Ê л ю ÷ о в i  с л о в а : гриби, ектоìiкориза, фосфат купруìу, нітро-i  с л о в а : гриби, ектоìiкориза, фосфат купруìу, нітро- с л о в а : гриби, ектоìiкориза, фосфат купруìу, нітро-iкориза, фосфат купруìу, нітро-кориза, фосфат купруìу, нітро-
ген, хiìi÷не зв’язування ìеталу, бiоакуìуляöiя, рентгено-абсорбöiйна 
спектроскопiя.
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ÂËÈßÍÈÅ ÈСÒÎЧÍÈÊÀ ÀЗÎÒÀ ÍÀ ÕÈÌÈЧÅСÊÎÅ СÂßЗЫÂÀÍÈÅ 
ÌÅÄÈ ЭÊÒÎÌÈÊÎÐÈЗÍЫÌ ÃÐÈÁÎÌ RHIZOPOGON 

RUBESCENS

Ðеферат
Öель. Öелью данной работы было изу÷ение действия исто÷ника азо-

та на связывание ìеди, биоакуìулированной грибаìи и эктоìикоризой, 
которые были выращены в присутствии фосфата ìеди. Ìатериалы и 
методы. Эктоìикоризный гриб Rhizopogon rubescens и его сиìбиоти÷ес-
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кая эктоìикоризная ассоöиаöия с сосной обыкновенной выращивались 
в присутствии фосфата ìеди на разли÷ных исто÷никах азота: аììонии 
или нитрате. Êоординаöия ìеди, освобождённой из фосфата ìеди и 
биоаккуìулированной грибоì и эктоìикоризой, определялась с исполь-
зованиеì синхротронной рентгено-абсорбöионной спектроскопии (XAS). 
Ðезультаты. Äанные XAS показали, ÷то переìена исто÷ника азота с аì-
ìония на нитрат изìеняла координаöию ìеди сìешанныìи кислородосо-
держащиìи лигандаìи на оксалатную. Âывод. Óстановлено, ÷то условия 
роста гриба и ìикоризы ìогут изìенять природу лигандов, доступных для 
связывания токси÷ных ìеталлов. Êоординаöия ìеди в эктоìикоризноì 
грибе R. rubescens и его сиìбиоти÷еской ассоöиаöии с корняìи сосны 
зависела от исто÷ника азота. 

Ê л ю ÷ е в ы е  с л о в а : грибы, эктоìикориза, фосфат ìеди, азот, хи-
ìи÷еское связывание ìеталла, биоаккуìуляöия, рентгено-абсорбöионная 
спектроскопия.
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LACTOBACILLUS PLANTARUM FROM BERRIES 
OF GRAPE CULTIVATED IN THE SOUTH 

OF  UKRAINE

 The aim of the investigation was the isolation of Lactobacillus plantarum 
from berries of grape and the study of their genetic diversity. Materials 
and Methods. Lactic acid bacteria were isolated from berries of 14 grape 
cultivars grown in the south of Ukraine. PCR-assay and RAPD-PCR were 
used for L. plantaruт identification and the study of their diversity. The 
reconstruction of phylogenetic tree of the studied strains was carried out 
with Matlab 7.0 program. Results. Lactobacilli have been isolated from 7 
samples of must among 14 of the tested grape cultivars. 80% of the stud-
ied strains belonged to L. plantarum species. Groups of genetic similarity 
between L. plantarum strains have been revealed. In the phylogenetic tree 
four clusters of the strains grouped by their similarity were formed. The 
mentioned results allowed to conclude that L. plantarum strains from must 
of grape of different cultivars and territories of grape cultivation could 
show the genetic similarity. Opposite, some L. plantarum strains from one 
source of origin could demonstrate the genetic diversity. 

K e y  w o r d s : lactic acid bacteria, grape must, RAPD-PCR.

Lactic acid bacteria of Lactobacillus genus inhabit various biotopes, 
including plant surfaces, where they survive as the representatives of epi-
phytic microbiota and can be characterized by the genetic diversity [3; 9; 
13; 15]. Insects fed on flowering grape are the important source of berry 
colonization  [6]. Bacteria of Lactococcus, Leuconostoc and Lactobacillus 
genera have been revealed in gut of bees and wasps [11]. L. plantarum and 
Oenococcus oeni from the surfaces of grape berries cause malolactic fermen-from the surfaces of grape berries cause malolactic fermen-
tation in wine and in cases of uncontrolled fermentation they are responsible 
for “grape diseases”. Usually malolactic fermentation begins in two-four 
weeks after the end of alcohol fermentation [2]. One of the consequences 
of this process is less acidity that occurs as a result of decarboxylation of 
malic acid to lactic acid. The controlled process of malolactic fermentation 
is desirable in wine-making, especially for acid wines, because it gives them 
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more soft taste. For controlled malolactic fermentation, bacteria Oenococ-
cus oeni are used as starter cultures. In case of using lactobacilli, there 
is a risk of their rapid growth resulting in non-desirable taste of wine [7].

The aim of the investigation was the isolation of Lactobacillus planta-
rum from grape must and the study of their genetic diversity.

Materіals and Methods 
Must from berries of 14 grape cultivars grown in the south of Ukraine 

in 2011-2012 (Pinot noir, Chardonnay, Riesling, Cardinal, Kishmish, Mol-, Riesling, Cardinal, Kishmish, Mol- Riesling, Cardinal, Kishmish, Mol-, Cardinal, Kishmish, Mol- Cardinal, Kishmish, Mol-, Kishmish, Mol- Kishmish, Mol-, Mol- Mol-
dova, Dnistrovskyi rozhevyi, Kesha, Vostorg, Odesa souvenir, Lidia, Isa-, Dnistrovskyi rozhevyi, Kesha, Vostorg, Odesa souvenir, Lidia, Isa- Dnistrovskyi rozhevyi, Kesha, Vostorg, Odesa souvenir, Lidia, Isa-, Vostorg, Odesa souvenir, Lidia, Isa- Vostorg, Odesa souvenir, Lidia, Isa-, Odesa souvenir, Lidia, Isa- Odesa souvenir, Lidia, Isa- souvenir, Lidia, Isa-souvenir, Lidia, Isa-, Lidia, Isa- Lidia, Isa-
bella, Cabernet Sauvignon and Muscat Hamburg) was incubated under the 
room temperature (18–20 °Ñ) for the natural fermentation process. The 
isolation of lactobacilli from grape must was carried out on 2–28th days of 
fermentation. The quantity of lactobacilli (CFU/ml) in must was evaluated 
by inoculating MRS agar with serial dilutions of must, incubation at 30 єÑ 
and counting the grown colonies [8]. All the inoculations have been carried 
out in 5 repeats. 

The colonies with the typical for lactic acid bacteria morphology have 
been selected for the standard tests revealing their belonging to Lactobacil-
lus genus. The next identification of Lactobacillus plantarum was carried 
out by the polymerase chain reaction (PCR) [5]. DNA was isolated by the 
heat lysis method in modification of Szegedi and Bottka (2002) [14]. PCR 
mixture contained 0.8 μl of Mg++ (50 mM, AmpliSens, Russia), 2,0 μl of 
dNTP (4 mM each, SibEnzyme, Russia), 1.0 μl of each primer (10 pmol), 
and 0.4 μl of Taq-polymerase (5 U/μl) (Primetech, Belorussia) in a standard 
PCR buffer (10x) (Taq-polymerase buffer, SibEnzyme, Russia). 

The genus specific primers LbLMA-1/R-161 to the sequence of 16s rRNA: 
5′-CTC AAA ACT AAA CAA AGT TTC-3′ and 5′-CTT GTA CAC ACC GCC 
CGT TCA-3′ were used [5]. For identification of Lactobacillus plantarum 
species the specific primers to gene recA of L. plantarum – planF (5′-CCG 
TTT ATG CGG AAC ACC TA-3′) and pREV (5′-TCG GGA TTA CCA AAC 
ATC AC-3′) were used [15]. The parameters of amplification were the next: 
94 °Ñ – 3 min for the initial denaturation, after 30 cycles at 94 °Ñ – 30 s, 
55 °Ñ – 10 s, 72 °Ñ – 30 s, and final elongation at 72°Ñ for 5 min [5]. PCR 
products were analyzed by electrophoresis in 1.5% agarose gel using TBE 
buffer with ethidium bromide (AmpliSens, Russia). Markers of molecular 
weight – pUC19 DNA/MspI 110, 147, 190, 242, 331, 404, 489, 501 b.p.; 
Lambda DNA/EcoRI+HindIII 564, 831, 947, 1375, 1584, 1904, 2027, 3530, 
4268, 4973, 5148, 21226 b.p. (Fermentas, Lithuania) were used. 

The control strains L. plantarum UCM В-2709 and L. plantarum UCM 
В-2694 from the Collection of Microorganisms of Zabolotny Institute of Mi-from the Collection of Microorganisms of Zabolotny Institute of Mi-
crobiology and Virology were kindly provided by Professor Kovalenko N.K. 

RAPD-PCR were carried out with L. plantarum strains isolated from 
must and from the control reference strains L. plantarum UCM В-2709 
and L. plantarum UCM В-2694.
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The mixture for RAPD-PCR contained the next components: 1.0 μl 
of a primer Ì13 (10 pmol), 0.8 μl of Mg++ (50 mM, AmpliSens, Russia), 
2.0 μl of dNTP (4 mM of each, SibEnzyme, Russia), and 0.4 μl of Taq-
polymerase (5 U/μl) (Primetech, Belorussia) in a standart PCR-buffer (10x) 
(Taq-polymerase buffer, SibEnzyme, Russia). Amplification was carried by 
the parameters described in Ben Omar et al. (2008). PCR-products were 
analyzed in 1% agarose gel using TAE buffer (40 V, 4 hours). Gels were 
photographed with GelDoc system (BioRad, USA).

The reconstruction of phylogenetic tree of the studied strains was car-
ried out with Matlab 7.0 program. Cluster analysis based on Spearman’s 
correlation coefficient for measuring the distance between the objects and 
the method of Ward for constructing a hierarchical tree of binary clusters 
were used. 

Results and Dіscussіon
Lactobacilli were isolated from 7 samples of must among 14 tested 

grape cultivars. The quantity of lactobacilli increased at the end of the 4th 
week of fermentation (Table 1). 

Table 1

Concentratіon of bacterіa from Lactobacillus genus іn grape must

Grape cultіvar

Y
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r 
of
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ve
st

іg
at

іo
n

Place of grapevіne 
cultіvatіon

D
ay

 o
f 
m

u
st

 
fe

rm
en

ta
tі
on

Concentratіon of lactoba-
cіllі, CFU/ml

Chardonnay 2011 Odesa

2 (4,3 ± 2,8) х 103

3 (4,5 ± 1,4) х 103

28 (2,3 ± 1,6) х 104

Lidia
2011 Odesa

2 (2,3 ± 1,8) х 103

3 (4,3 ± 1,7) х 104

2012 Odesa 4 (1,2 ± 0,5) х 105

Pinot noir 2011 Odesa

2 (2,4 ± 1,6) х 104

3 (4,2 ± 2,6) х 104

28 (4,3 ± 1,6) х 104

Isabella 2011 Odesa 3 (4,8 ± 2,6) х 104

Moldova 2011 Odesa 3 (4,3 ± 2,3) х 102

Dnistrovskyi 
rozhevyi

2012
Kiliya district, 
Odesa region

12 (3,7 ± 3,6) х 105

Cardinal 2012 Odesa 12 (4,1 ± 1,2) х 105
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As it is known from the literature, after some period of time individual 
for every certain wine material, cells survived after ethanol fermentation, 
start to multiply. Non desirable multiplication of such microorganisms could 
happen in vines with pH higher than 3.5 [2]. Under the conditions of low 
pH, lactic acid bacteria die rapidly, but when pH is higher than 3.5, they 
can continue to multiply and in concentrations 106–108 cause the spoilage 
of wines [2, 4]. In our experiment, fermentation of wine was uncontrolled 
and carried out under the conditions that favor the proliferation of lactic 
acid bacteria in must (temperature 18–20 °Ñ, absence of anaerobic condi-
tions necessary for ethanol fermentation).

The isolated strains of lactobacilli were first identified by morphological 
and biochemical properties. After, PCR-assay with bacterial DNA was carried 
out. Amplification product of 250 b.p. size was synthesized in the samples 
of DNA from all the tested strains, and this result revealed presence of 16S 
rRNA fragment specific for the bacteria of Lactobacillus genus. PCR with 
primers planF/pREV [15] resulted in amplicons 318 b.p. in size in case of 
80% of the tested Lactobacillus strains that confirmed their belonging to 
the species L. plantarum.

It is known that in the beginning of ethanol fermentation in grape 
must L. plantarum and L. casei are mostly occurred [16]. Besides, the 
representatives of such species as L. brevis, L. hilgardii, L. curvatus and 
L. buchneri can also be revealed in must [13]. 

Totally 23 strains of lactic acid bacteria have been isolated from grape 
must during the investigations; they were identified and studied. In 2011, 
strains L. plantarum ОNU 12, 311, 312 and 313 were isolated from must of 
Pinot noir cultivated in Odesa. In 2012, strains L. plantarum ОNU 341–350 
were isolated from grape of Lidia cultivar grown in Odesa. From berries of 
Cardinal cultivar (Odesa) strains L. plantarum ОNU 332–336 and ОNU 
339, 340 were isolated, and must of Dnistrovskyi rozhevyi cultivated in 
Kiliya district of Odesa region was the source of the strains L. plantarum 
ОNU 337, 338.

The results of RAPD-PCR showed presence of groups of genetic simi-
larity and diversity between the strains of L. plantarum. As it could be 
seen from the electrophoretic analysis, amplification products with DNA 
of the strains isolated from one source (grapevine of Lidia cultivar) were 
very similar (fig. 1).

The results of cluster analysis based on Spearman’s correlation coef- results of cluster analysis based on Spearman’s correlation coef-results of cluster analysis based on Spearman’s correlation coef- of cluster analysis based on Spearman’s correlation coef-of cluster analysis based on Spearman’s correlation coef- cluster analysis based on Spearman’s correlation coef-cluster analysis based on Spearman’s correlation coef- analysis based on Spearman’s correlation coef-analysis based on Spearman’s correlation coef- based on Spearman’s correlation coef-based on Spearman’s correlation coef- on Spearman’s correlation coef-on Spearman’s correlation coef- Spearman’s correlation coef-Spearman’s correlation coef-’s correlation coef-s correlation coef- correlation coef-correlation coef- coef-coef-
ficient and the method of Ward used for evaluation the similarity between 
the studied lactic acid are presented in fig. 2.

As it could be seen from the presented data, all the strains formed 4 
basic clusters grouped by the level of their similarity. 

Basing on the obtained data, it can be said that the maximal similarity 
showed the strains L. plantarum ONU 338 and L. plantarum ONU 340 
forming cluster G3 (the percentage of similarity between the strains – 
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65.0%) although these strains were isolated from different sources. Strain 
L. plantarum ONU 338 was isolated from grape of Dnistrovskyi rozhevyi 
cultivar grown in Kiliya district of Odesa region, and strain L. plantarum 
ONU 340 – from grape of Cardinal cultivar from Odesa. This allowed us 
to conclude that the genetic similarity of the strains not always coincided 
with the territory of grape origin. 

Fіg. 1. The electrophoretіc analysіs of amplіcons resulted from RAPD-PCR
1–8,10 – amplicons of RAPD-PCR with DNA from L. plantarum ОNU 341, 342, 
343, 344, 345, 346, 347, 348, 349 and 350, respectively; 11, 12 – the markers of 

molecular weight.
Cluster G1 was formed by the strains from wine material of one cul-

tivar and place of cultivation (Lidia, Odesa) (fig. 2). These are the strains 
L. plantarum ONU 341, 344, 345, 343, 342, 346 and 350. Three more strains 
from the same origin were arranged to other clusters. Strains L. plantarum 
ONU 347 and 348 together with the strains L. plantarum ONU 335 and 
ONU 334 isolated from wine material of Cardinal cultivar (Odesa) formed 
the separate cluster G4 with the similarity between the strains from 48.0 
to 52.0%. 

Strain L. plantarum ONU 349 also isolated from must of Lidia cultivar 
(Odesa) showed the similarity to the strains forming subcluster G2.4 in 
a cluster G2. Thus, among the strains L. plantarum from must of Lidia 
cultivar grown in Odesa three groups of genetic diversity were revealed. 

Cluster G2 joined the biggest amount of the studied strains with dif-joined the biggest amount of the studied strains with dif-
ferent levels of similarity forming subclusters G2.1, G2.2, G2.3 and G2.4 
(fig. 2). Thus, to subcluster G2.1 strains L. plantarum ONU 313 and 312 
from wine material of Pinot noir (Odesa) and strains L. plantarum ONU 
332 and 339 from Cardinal cultivar (Odesa) were arranged. Percentage of 
similarity among the strains in this subcluster was relatively high (from 
49.0 to 52.0%). Strains L. plantarum ONU 333 and 336 also isolated from 
must of Cardinal cultivar (Odesa) formed subcluster G2.2 with the percent-2.2 with the percent-with the percent-
age of similarity between the strains 50.0%. Subcluster G2.4 joined the 
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strains L. plantarum ONU 12 and 311 (Pinot noir, Odesa), L. plantarum 
ONU 349 (Lidia, Odesa) and L. plantarum ONU 337 (Dnistrovskyi rozhevyi, 
Kiliya district, Odesa region). Similarity between the strains in this case 
was evaluated as 36.0%.

Such grouping of the strains one more confirmed that the genetic 
similarity of the strains was not always related to the territorial origin. The 
control strains L. plantarum UCM В-2694 and L. plantarum UCM В-2709 
were ranged to the same cluster G2 (subcluster G2.3), and the level of 
similarity between them was established as 49.0% (fig. 2).

Fіg. 2. The results of RAPD-PCR analysіs wіth the prіmer M13 presented as the 
phylogenetіc reconstructіon and grouped by cluster analysіs based on Spearman’s 

correlatіon coeffіcіent and method of Ward (Matlab 7.0). 
Cultivars of grapevine are marked in colors:
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Besides this, it is needed to be mentioned that the year of isolation of 
lactobacilli didn’t influence the topology of cluster formation. For instance, 
strains L. plantarum ONU 313 and 311were isolated from wine material of 
Pinot noir (Odesa) in 2011, but according to their genetic properties they 
were ranged into different subclusters of the cluster G2 (fig. 2).

Genetic diversity of the strains is a common feature of L. plantarum 
[9]. Thus, it is known that the strains inside the species L. plantarum can 
differ in presence of various genes responsible for bacteriocin productions 
and in their variations [10]. Besides, the strains of L. plantarum can also be 
characterized by the spectrum of antimicrobial activity [1]. The investigators 
have shown the presence of 7 genetic groups and 18 subgroups in oeno-
logical L. plantarum strains from one geographical territory (Spain) [12]. 

In our case the results of RAPD-PCR with the primer M13 have demon-
strated the preferential genetic similarity among the strains of L. plantarum 
isolated from the certain sample of grape must, but the strains from grape 
collected in distant territories could also be similar. At the same time, 
some L. plantarum strains from one source of origin could demonstrate 
the genetic diversity.
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 LACTOBACILLUS PLANTARUM ²З ßÃ²Ä ÂÈÍÎÃÐÀÄУ, 
ßÊÈÉ  ÊУËЬÒÈÂУЄÒЬСß ÍÀ ПIÂÄÍI УÊÐÀЇÍÈ

Ðеферат

Ìетою дослідження було виділення бактерій Lactobacillus plantarum 
із ягід винограду та вив÷ення їх генети÷ної різноìанітності. Ìатеріали і 
методи. Ìоло÷нокислі бактерії були виділені з ягід 14 сортів винограду, 
який культивувався на півдні Óкраїни. Äля ідентифікаöії L. plantarum та 
вив÷ення різноìанітності штаìів застосовували класи÷ний ìетод ПËÐ 
та RAPD-ПËÐ. Äля реконструкöії філогенети÷ного дерева досліджених 
штаìів було використано програìу Matlab 7.0. Ðезультати. Бактерії роду 
Lactobacillus були виділені з 7 проб виноградного сусла серед 14 протес-
тованих сортів винограду. 80% досліджених штаìів лактобаöил належали 
до виду L. plantarum. Виявлено групи генети÷ної схожості ìіж штаìаìи 
L. plantarum. На філогенети÷ноìу дереві штаìи форìували ÷отири клас-
тери, згруповані за ступенеì їх подібності. Вказані результати дозволили 
зробити висновок про те, що генети÷но подібниìи ìогли бути штаìи 
L. plantarum, виділені з виноградного сусла різних сортів та ìісöевостей 
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культивування винограду. Ó той же ÷ас штаìи L. plantarum з однакового 
джерела походження ìогли виявляти генети÷ну різноìанітність. 

 Ê лю÷ о в і  с л о в а :  ìоло÷нокислі бактерії, Lactobacillus plantarum, 
виноградне сусло, RAPD-ПËÐ.
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LACTOBACILLUS PLANTARUM ÈЗ ßÃÎÄ ÂÈÍÎÃÐÀÄÀ, 
ÊУËЬÒÈÂÈÐУÅÌÎÃÎ ÍÀ ЮÃÅ УÊÐÀÈÍЫ 

Ðеферат

Öелью исследования было выделение Lactobacillus plantarum из 
ягод винограда и изу÷ение их генети÷еского разнообразия. Ìатериалы и 
методы. Ìоло÷нокислые бактерии были выделены из ягод 14 сортов ви-
нограда, вырощенного на юге Óкраины. Äля идентификаöии L. plantaruт 
и изу÷ения их разнообразия была использована полиìеразная öепная 
реакöия и RAPD-ПÖÐ. Ðеконструкöия филогенети÷еского дерева была 
проведена при поìощи програììы Matlab 7.0. Ðезультаты. Ëактобаöиллы 
были выделены в 7 пробах сусла из 14 протестированных сортов виногра-
да. 80% изу÷енных штаììов принадлежали к виду L. plantarum. Были 
выявлены группы генети÷еского сходства ìежду штаììаìи L.  plantarum. 
На филогенети÷ескоì дереве штаììы образовывали ÷етыре кластера, 
сгруппированных в соответствии с их подобиеì. Óказанные результаты 
позволили сделать вывод о тоì, ÷то штаììы L. plantarum из сусла 
винограда разли÷ных сортов и территорий культивирования винограда 
ìогли проявлять генети÷еское сходство. Напротив, некоторые штаììы 
L. plantarum из одного исто÷ника происхождения ìогли деìонстрировать 
генети÷еское разнообразие. 

Ê лю ÷ е вы е  с л о в а :  ìоло÷нокислые бактерии, виноградное сусло, 
RAPD-PCR.
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СÐÀÂÍÈÒÅËЬÍÀß ÕÀÐÀÊÒÅÐÈСÒÈÊÀ ÊÎÌПËÅÊСÀ 
ÒÐÈÕÎÒÅÖÅÍÎÂЫÕ ÌÈÊÎÒÎÊСÈÍÎÂ ШÒÀÌÌÎÂ 
FUSARIUM POAE (PECK) WOLLENW. ÐÀЗÍЫÕ 

ÒÐÎФÈЧÅСÊÈÕ ÃÐУПП

Целью иссëедования быëо сравнитеëьное изучение способности к син-
тезу токсинов триõотеценовой природы у 15 штаммов Fusarium poae 
разëичныõ трофическиõ ãрупп: 5 почвенныõ, 5 фитопатоãенныõ и 5 
эндофитныõ штаммов. Методы. В работе испоëьзованы стандартные 
методы выдеëения и идентификации микотоксинов, тонкосëойная 
õроматоãрафия. Результаты. Т-2 токсин выявëен у 4 почвенныõ, 3 
фитопатоãенныõ и 2 эндофитныõ штаммов F. poae. Установëено, 
что в цеëом еãо содержание максимаëьно у почвенныõ штаммов и до-
стиãает 188,8±32,2 мкã/ë, ниже – у фитопатоãенныõ и еще ниже – у 
эндофитныõ штаммов. Содержание НТ-2 токсина и Т-2 тетраоëа 
выше у почвенныõ, чем у фитопатоãенныõ и эндофитныõ штаммов, а 
Т-2 триоëа – выше у фитопатоãенов, чем у почвенныõ штаммов. Т-2 
триоë выявëен ëишь у одноãо из эндофитныõ штаммов. Неосоëяниоë 
продуцируют 3 почвенныõ и 2 фитопатоãенныõ штамма, однако не 
синтезируют эндофитные штаммы. Выводы. Таким образом, показано, 
что эндофиты F. poae продуцируют значитеëьно меньше триõотеце-
новыõ микотоксинов, чем штаммы этоãо вида из друãиõ трофическиõ 
ãрупп. Эта физиоëоãическая особенность, по-видимому, позвоëяет им 
мутуаëистически сосуществовать с растениями.

К ë ю ч е в ы е  с ë о в а :  Fusarium poae, Т-2 токсин, НТ-2 токсин, Т-2 
тетраоë, Т-2 триоë, неосоëяниоë.

Вид Fusarium poae (Peck) Wollenw. обы÷но распространен в регионах 
с уìеренныì клиìатоì. Он является возбудителеì корневых и стебле-
вых гнилей разных культур, а также входит в коìплекс фитопатогенов, 
вызывающих фузариозы зерновых [4, 5, 9].

Èзвестно, ÷то грибы рода Fusarium продуöируют ряд биологи÷ески 
активных веществ, в тоì ÷исле и ìикотоксинов преиìущественно три-
хотеöеновой природы [4, 5, 7]. Òрихотеöеновые ìикотоксины – широко 
распространенная и изу÷енная группа ìетаболитов грибов, с которой 
связано и проявление фитопатогенных свойств этого гриба [9]. Наи-

© È.Н. Êур÷енко, Å.Ñ. Öыганенко, 2013
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более характерныìи для F. poae являются неосоляниол, ниваленол, 
диаöетоксисöирпенол, ìоноаöетилсöирпенол, сöирпенол, фузаренон-Х, 
Ò-2, НÒ-2 и аöетил Ò-2 токсины, фузарин Ñ, бутенолид, аурофузарин 
[4, 7, 9]. Вниìание исследователей было сосредото÷ено в основноì на 
изу÷ении спектра токсинов фитопатогенных видов рода Fusarium, кото-
рые поражали зерно, а его употребление в ка÷естве корìа приводило 
к тяжелыì токсикозаì животных и ÷еловека, а также видов, которые 
сохранялись в по÷ве как потенöиальные исто÷ники инфекöии растений 
[4, 5, 9]. Ñравнительное изу÷ение способности к образованию токсинов 
штаììаìи F. poae, выделенныìи из разных трофи÷еских групп, до на-
стоящего вреìени не проводилось. Ìикотоксины являются одниì из 
факторов патогенности ìикроскопи÷еских грибов, поэтоìу важное зна-
÷ение иìеет определение роли этих веществ в сосуществовании растений 
и ìикроскопи÷еских грибов.

Öелью данной работы было сравнительное изу÷ение способности к 
образованию ряда токсинов трихотеöеновой природы у по÷венных, фи-
топатогенных и эндофитных штаììов F. poae.

Ìатериалы и методы 
Объектаìи исследования были выделенные из разных ìестообита-

ний 15 штаììов F. poae, которые поддерживаются в коллекöии культур 
ìикроскопи÷еских грибов отдела физиологии и систеìатики ìикроìиöе-
тов Èнститута ìикробиологии и вирусологии иì. Ä.Ê. Заболотного НÀН 
Óкраины. По÷венные штаììы F. poae были выделены из лесной по÷вы 
в Êиевской обл.: 50660, 50699 из по÷вы под липой, 50700, 50702 из по-
÷вы под ивой, 50705 из по÷вы под орешникоì. Фитопатогенные штаììы 
были изолированы также в Êиевской обл.: 50674, 50673, 50675 из зерна 
пшениöы, 50697 из сеìян эхинаöеи, 50701 из стеблей льна. Эндофиты 
выделяли из разных органов болотных растений: 50685 из корней клюквы, 
Æитоìирская обл., 50686 из листьев сабельника, Ðовенская обл., 50688 
из листьев клюквы, Æитоìирская обл., 50689 из стеблей сабельника, 
Ðовенская обл., 50692 из корней тростника, Ðовенская обл.

Посевныì ìатериалоì служила стандартизованная (1½106 конидий/ ìл) 
суспензия 10-дневной культуры каждого из штаììов F. poae, которую 
вносили в коли÷естве 10% к объеìу среды культивирования. Грибы вы-
ращивали в колбах Эрленìейера объеìоì 0,75 л, которые содержали 0,1 л 
стандартной среды Чапека. Êультивирование осуществляли в стаöионарных 
условиях при теìпературе 27 ± 1 °Ñ в те÷ение 21 суток [1]. Биоìассу 
грибов с культуральной жидкостью фильтровали ÷ерез буìажные фильтры 
(«синяя лента») с последующиì пропусканиеì ÷ерез ìеìбранные фильтры 
«Millipore» (Герìания) с диаìетроì пор 0,4 ìкì [1, 3].

Êультуральные фильтраты трижды в те÷ение 15 ìин экстрагировали 
хлорофорìоì в соотношении 1 : 5 для полу÷ения препаратов ìикоток-
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синов. Полу÷енные экстракты объединяли и упаривали под сниженныì 
давлениеì с использованиеì роторного испарителя «Rotadest» (Венгрия) 
при теìпературе 45 °Ñ. Полу÷енный ìаслянистый осадок предварительно 
о÷ищали от неполярных липидных (трехкратная экстракöия н-гексаноì), 
белковых (осаждение 10%-ныì раствороì уксуснокислого свинöа) и 
пигìентных приìесей (на колонке «БÀÓ-1» с активированныì углеì и 
подвижной фазой – ìетанолоì) [3]. Äля устранения остато÷ной влаги 
фильтрат пропускали ÷ерез колонку с безводныì сульфатоì натрия и 
упаривали на роторноì испарителе. Ñухой остаток растворяли в 1 ìл 
аöетона и полу÷енный раствор ìикотоксинов разделяли ìетодоì хроìа-
тографирования.

На пластину «Silufol» (Чехия) разìероì 15½15 сì наносили разли÷-
ные коли÷ества стандартных растворов Ò-2 токсина, НÒ-2 токсина, Ò-2 
триола, Ò-2 тетраола и неосоляниола (1,0; 2,5; 5,0 и 10,0 ìкг) и раствор 
сìеси ìикотоксинов в объеìах 5 и 10 ìл. Ðазгонку осуществляли в 
хроìатографи÷еской каìере, используя систеìу растворителей хлоро-
форì : ìетанол (97 : 3) [3]. После разгонки пластины просушивали в 
токе воздуха и поìещали на 30 ìин в сушильный шкаф при теìпературе 
120 °Ñ. Визуализаöию пятен ìикотоксинов осуществляли с поìощью 
3%-ного раствора 4-(p-нитробензил)пиридина в аöетоне [10] с последую-
щиì опрыскиваниеì конöентрированныì раствороì аììиака.

Êоли÷ественную оöенку содержания отдельных ìикотоксинов про-
водили путеì сравнения интенсивности окраски пятен опытного и стан-
дартного образöов [3, 10, 12].

Полу÷енные результаты были обработаны статисти÷ески (средние 
зна÷ения, ошибки средних, средние квадрати÷ные отклонения для n=9 
при уровне зна÷иìости Ð≥0,95), проанализированы с приìенениеì паке-
та STATISTICA 6.0 и Microsoft Excel. Äля определения разли÷ий ìежду 
средниìи зна÷енияìи был использован критерий Ñтьюдента для n=9 
t0,95=2,262.

Ðезультаты и обсуждение
В предварительных исследованиях при поìощи хроìатографи÷еского 

анализа показано, ÷то спектр определяеìых ìикотоксинов изу÷енных 
штаììов F. poae представлен Ò-2, НÒ-2 токсинаìи, Ò-2 триолоì, Ò-2 
тетраолоì и неосоляниолоì. При этоì установлены разли÷ия как на 
уровне отдельных штаììов, так и в пределах разных трофи÷еских групп.

В дальнейших исследованиях установлено, ÷то в öелоì содержание 
базового Ò-2 токсина было ìаксиìальныì у по÷венных штаììов и до-
стигало 188,8±32,2 ìкг/л (табл.). Штаìì F. poae 50660 образовывал 
следовые коли÷ества этого токсина, а штаìì 50700 – достоверно ìеньшие 
коли÷ества 84,9±11,4 ìкг/л (зна÷ения критерия Ñтьюдента составили 
t0,95 = 3,19 и t0,95 = 3,04, ÷то было больше табли÷ного зна÷ения t0,95 = 
2,262). Ñодержание НÒ-2 токсина у штаììов из по÷вы варьировало от 
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28,3±3,9 до 186,6±22,1 ìкг/л. Ìаксиìальное содержание НÒ-2 токсина 
у штаììа 50660 достоверно отли÷алось от таковых штаììов 50699, 
50700, 50702, 50705 этой группы (t0,95 = 6,27; 5,8; 7,05 и 4,76 соответ-
ственно). Ò-2 триол обнаружен у трех штаììов, его содержание у штаì-
ìа 50699 (24,8±6,2  ìкг/л) было достоверно выше, ÷еì у 50700 и 50705  
(t0,95 = 3,59; 2,84).

Ìаксиìальное содержание Ò-2 тетраола отìе÷ено у по÷венного 
штаììа 50660 – 204,5±14,9 ìкг/л, ÷то достоверно выше, ÷еì у штаììов 
50699, 50700, 50702, 50705 (t0,95 = 2,47; 2,52; 10,57 и 11,98), у штаììов 
50699 и 50700 – в 1,4–1,6 раза ниже (t0,95 = 5,6; 6,37; 3,97 и 4,49) и в 
6,9 и 10,5 раз ниже у штаììов 50702 и 50705 соответственно.

Нали÷ие неосоляниола установлено у трех из пяти по÷венных штаì-
ìов. Ðазли÷ия в его содержании ìежду штаììаìи было не достоверныì.

Ò-2 токсин выявлен у трех из пяти изу÷енных фитопатогенных 
штаììов F. poae, его содержание зна÷ительно ниже, ÷еì у штаììов, 
выделенных из по÷вы (табл.). Ñодержание НÒ-2 токсина зна÷ительно 
больше у штаììа 50674 (142,7±13,4 ìкг/л), ÷еì у штаììов 50673 и 
50675, несìотря на то, ÷то все они выделены из зерна пшениöы (t0,95 
= 9,52 и 9,27). Оно также выше, ÷еì у штаììов 50697 и 50701, выде-
ленных из сеìян эхинаöеи и стебля льна соответственно (t0,95 = 4,46 и 
6,14). Ñледует отìетить, ÷то эти штаììы также достоверно разли÷ались 
по содержанию НÒ-2 токсина (t0,95 = 5,83; 8,47; 5,47 и 8,16). Êак и по-
÷венные штаììы, Ò-2 триол образовывали три фитопатогенных штаììа, 
а его содержание у штаììа 50673, изолированного из зерна пшениöы, 
составляло 39,6±9,1 ìкг/л, ÷то в 2,2–2,8 раза выше, ÷еì у двух других 
(t0,95 = 2,28 и 2,59).

Ñодержание Ò-2 тетраола у фитопатогенных штаììов F. poae, как и 
в слу÷ае по÷венных, зна÷ительно варьировало. Òак, ìаксиìальный уро-
вень этого токсина, как и НÒ-2 токсина, характерен для штаììа 50674 
(191,8±16,2 ìкг/л). Åго содержание ниже у штаììа 50675, а также зна-
÷ительно (в 11,5 раза) ниже у штаììа 50673 (t0,95 = 10,7) и в 2,3 раза 
ниже – у штаììа 50697 (t0,95 = 4,7). Нали÷ие неосоляниола отìе÷ено лишь 
у двух фитопатогенных штаììов. Ñодержание этого токсина достоверно 
выше в 2,4 раза (t0,95 = 6,39) у штаììа 50673, ÷еì у 50697 (табл.).

Нали÷ие Ò-2 токсина отìе÷ено у 2 из 5 эндофитных штаììов F. poae 
(табл.). Ñледует под÷еркнуть, ÷то его содержание у эндофитов практи÷е-
ски такое же, как у фитопатогенов и зна÷ительно ниже, ÷еì у по÷венных 
штаììов. Все изу÷енные штаììы эндофитов образовывали НÒ-2 токсин. 
Ìаксиìальное его содержание характерно для штаììа 50686 – эндофита 
из листа сабельника (100,6±11,1 ìкг/л), несколько ниже – у штаììов 
50685 (корень клюквы) и 50689 (лист сабельника). Ó эндофитного штаììа 
50688, выделенного из листа клюквы (t0,95 = 3,45), и штаììа 50692 – 
из корня тростника (t0,95 = 7,37), содержание НÒ-2 токсина достоверно 
ниже (табл.).
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Òаблиöа

Содержание микотоксинов (мкг/л) в культуральных фильтратах штаммов 
Fusarium poae

Table

Mycotoxіn content (μg/l) іn the culture fіltrates of Fusarium poae straіns 

Штамм
F. poae

Ò-2 токсин ÍÒ-2 токсин Ò-2 триол Ò-2 тетраол Íеосоляниол

Почвенные

50660 следы 186,6 ± 22,1 – 204,5 ± 14,9 –

50699 112,4 ± 19,6 42,6 ± 6,3 24,8 ± 6,2 144,4 ± 19,2 43,9 ± 12,9

50700 84,9 ± 11,4 40,0 ± 12,3 8,6 ± 0,8 131,8 ± 24,7 28,2 ± 4,4

50702 157,3 ± 19,6 28,3 ± 3,9 – 29,6 ± 7,2 40,1 ± 6,2

50705 188,8 ± 32,2 66,1 ± 12,3 6,9 ± 1,1 19,4 ± 4,1 –

Фитопатогены

50674 следы 142,7 ± 13,4 – 191,8 ± 16,2 –

50673 36,6 ± 8,4 12,8 ± 2,6 39,6 ± 9,1 16,7 ± 2,3 29,8 ± 2,3

50675 29,6 ± 9,9 17,3 ± 1,8 – 145,8 ± 23,6 –

50697 следы 69,7 ± 9,4 18,3 ± 2,1 83,4 ± 16,4 12,6 ± 1,4

50701 14,4 ± 7,7 56,1 ± 4,4 14,2 ± 3,7 – –

Эндофиты

50685 следы 81,3 ± 5,8 – 188,7 ± 17,3 –

50686 следы 100,6 ± 11,1 – 119,3 ± 23,4 –

50688 16,4 ± 1,7 54,2 ± 7,6 – 93,2 ± 19,7 –

50689 следы 79,5 ± 6,9 19,2 ± 2,4 110,2 ± 27,2 –

50692 28,7 ± 7,2 16,9 ± 2,4 – 32,7 ± 3,1 –

Примечание: «–» – токсин не обнаружен; «следы» – следовые коли÷ества Ò-2 токсина 
обнаруживаются после нанесения на пластину не ìенее 20 ìкл анализируеìой сìеси. 

Èзу÷енные эндофитные штаììы не синтезировали неосоляниол, 
а нали÷ие Ò-2 триола зафиксировано лишь у одного из штаììов, при-
÷еì его содержание ниже, ÷еì у по÷венных штаììов и фитопатогенов 
(табл.). Ñодержание Ò-2 тетраола ìаксиìально у штаììа-эндофита 50685 
и достигало 188,7±17,3 ìкг/л, ÷то превышало в 1,6–2 раза показатели 
штаììов 50686, 50688 и 50689 (t0,95 = 2,38; 3,64 и 2,44, соответственно) 
и в 5,8 раза – для 50692 (t0,95 = 8,88). При÷еì штаìì 50692 образовывал 
достоверно ìеньше этого токсина по сравнению с другиìи изу÷енныìи 
эндофитаìи (табл.).
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Èзвестно, ÷то штаììы F. poae иìеют низкий токсигенный потенöи-
ал, образуя 80 ìкг/л диаöетоксисöирпенола и 240 ìкг/л Ò-2 токсина [4]. 
Äля изу÷енных штаììов F. poae характерно незна÷ительное содержание 
трихотеöенов по сравнению с другиìи видаìи рода Fusarium. Òак, для 
штаììа F. solani Ì-1-1 установлено, ÷то ìаксиìуì образования иì Ò-2 
токсина и неосоляниола в условиях глубинного культивирования наблю-
дается на 5-е сутки и достигает 20 и 7 ìг/л, соответственно [11]. При 
этоì содержание этих токсинов увели÷ивается с возрастаниеì конöен-
траöии глюкозы в среде. Òак, при конöентраöии глюкозы 1% в среде 
оно составляет 13,5 ìг/л Ò-2 токсина и 2,25 ìг/л неосоляниола, а при 
конöентраöии глюкозы 5% содержание токсинов увели÷ивается до 35 и 
7,5 ìг/л, соответственно. Òакие уровни образования Ò-2 токсина штаììоì 
F. solani на один – три порядка превышают полу÷енные наìи вели÷ины 
для F. poae, а в слу÷ае неосоляниола его незна÷ительное содержание 
обнаружено у 5 из 15 изу÷енных наìи штаììов, а эндофиты вообще не 
синтезировали этот ìикотоксин.

Èнтересно проследить динаìику содержания Ò-2 токсина и других 
его ìетаболитов у представителей разных трофи÷еских групп. Обращает 
на себя вниìание низкое, а иногда и следовое содержание Ò-2 токсина 
у отдельных штаììов: по÷венного 50660 и фитопатогенов 50674, 50675. 
Эта законоìерность в большей степени выражена у эндофитов (за ис-
клю÷ениеì штаììа 50692). Êак правило, следовые коли÷ества этого 
токсина коррелируют с высокиì содержаниеì НÒ-2 токсина и Ò-2 те-
траола – основных ìетаболитов базового ìикотоксина [7, 12], ÷то пока-
зано и наìи. Этот факт ìожет свидетельствовать о высокой активности 
ферìентов, ìетаболизирующих Ò-2 токсин в ìенее токси÷ные вещества 
и ìожет рассìатриваться как защитный ìеханизì штаììов-продуöентов 
от собственных токси÷ных веществ. Некоторые исследователи объясняют 
этиì способность грибов к образованию близких по структуре сеìейств 
втори÷ных ìетаболитов, существенно разли÷ающихся по биологи÷еской 
активности [6].

Ñодержание Ò-2 триола выше у фитопатогенных штаììов, а среди 
эндофитов этот токсин обнаруживался лишь у одного штаììа. Неосо-
ляниол, который не так ÷асто обнаруживается у штаììов F. poae [5,  9], 
в наших исследованиях выявлен у 3 из 5 по÷венных штаììов, 2 из 5 – 
фитопатогенных и вовсе не выявлен у эндофитных.

Наìи установлено, ÷то содержание исследованных трихотеöеновых 
токсинов, за исклю÷ениеì Ò-2 триола, выше у исследованных по÷венных 
штаììов, ÷еì у фитопатогенов и эндофитов. Этот факт ìожно объяснить 
биологи÷ескиìи особенностяìи грибов рода Fusarium, которые не явля-
ются облигатныìи биотрофаìи, а ÷аще обитают в по÷ве как сапрофиты 
или являются факультативныìи паразитаìи [5, 6, 9]. В ÷астности вид 
F. poae выделяется из разных типов по÷в и входит в состав коìплекса 
видов, вызывающих фузариоз колоса. Поэтоìу, по-видиìоìу, для слабых 
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патогенов биологи÷ески öелесообразныì является не «убить» растение-
хозяин сразу с поìощью высоко активных ферìентов и токсинов, а обе-
спе÷ить себе длительное существование в живоì растении, используя, 
к приìеру, ìеханизì трансфорìаöии более токси÷ного Ò-2 токсина в его 
ìенее токси÷ные производные. По÷венные изоляты выполняют функöию 
редуöентов и разлагают растительные и другие остатки, однако в данноì 
слу÷ае возрастает конкуренöия за исто÷ники питания с другиìи ìикро-
сапротрофаìи, ÷то в коне÷ноì итоге ìожет приводить к образованию 
грибоì спектра токси÷ных ìетаболитов [2]. Ñ этиì экологи÷ескиì фактоì 
согласуются полу÷енные наìи данные, подтверждающие более высокую 
токси÷ность по÷венных штаììов F. poae. Ê сожалению, отсутствуют 
данные относительно образования эндофитныìи штаììаìи F. poae 
ìикотоксинов трихотеöеновой природы. Наши данные свидетельствуют 
о тоì, ÷то потенöиально эндофитные штаììы F. poae ìогут синтезиро-
вать трихотеöеновые ìикотоксины, характерные для рода Fusarium в 
öелоì. Однако их содержание и ка÷ественный состав у этой трофи÷еской 
группы ìеньше, ÷еì у фитопатогенных и по÷венных штаììов. Òакая 
физиологи÷еская особенность ìожет обеспе÷ивать ìутуалисти÷еское со-
существование эндофитов с растенияìи. Ñледует иìеть в виду, ÷то при 
нарушении этого сбалансированного взаиìодействия вследствие действия 
биоти÷еских или абиоти÷еских факторов ìожет усиливаться негативное 
влияние эндофитов на растение [8].

В результате сравнительного изу÷ения способности к образованию 
ряда токсинов трихотеöеновой природы у по÷венных, фитопатогенных 
и эндофитных штаììов F. poae Ò-2 токсин выявлен у 4 по÷венных, 3 
фитопатогенных и 2 эндофитных штаììов F. poae. В öелоì его содержа-
ние ìаксиìально у по÷венных штаììов и достигает 188,8 ± 32,2 ìкг/л 
(табл.), ниже – у фитопатогенных и еще ниже – у эндофитных штаììов. 
Ñодержание Ò-2 токсина, НÒ-2 токсина и Ò-2 тетраола было выше у по-
÷венных, ÷еì у фитопатогенных и эндофитных штаììов. Ñодержание Ò-2 
триола выше у фитопатогенов, ÷еì у по÷венных штаììов. Ó эндофитов 
этот токсин был отìе÷ен лишь у одного штаììа. Неосоляниол обнаружен 
у трех по÷венных и двух фитопатогенных штаììов и не синтезировался 
эндофитаìи. Эндофиты F. poae синтезируют зна÷ительно ìеньше трихо-
теöеновых ìикотоксинов, ÷еì штаììы этого вида из других трофи÷еских 
групп, ÷то позволяет иì ìутуалисти÷ески сосуществовать с растенияìи.
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ПÎÐIÂÍßËЬÍÀ ÕÀÐÀÊÒÅÐÈСÒÈÊÀ ÊÎÌПËÅÊСУ 
ÒÐÈÕÎÒÅÖÅÍÎÂÈÕ Ì²ÊÎÒÎÊСÈÍIÂ ШÒÀÌIÂ FUSARIUM 

POAE (PECK) WOLLENW. ÐIЗÍÈÕ ÒÐÎФIЧÍÈÕ ÃÐУП

Ðеферат

Ìетою досліджень було порівняльне вив÷ення здатності до син-
тезу токсинів трихотеöенової природи у 15 штаìів Fusarium poae 
різних трофі÷них груп: 5 ґрунтових, 5 фітопатогенних та 5 ендофітних 
штаìів. Ìетоди. В роботі використані стандартні ìетоди виділення та 
ідентифікаöії ìікотоксинів, тонкошарова хроìатографія. Ðезультати. 
Ò-2 токсин виявлено у 4 ґрунтових, 3 фітопатогенних та 2 ендофітних 
штаìів F. poae. Встановлено, що в öілоìу його вìіст ìаксиìальний у 
ґрунтових штаìів і досягає 188,8±32,2 ìкг/л, ниж÷е – у фітопатогенних 
і ще ниж÷е – у ендофітних штаìів. Вìіст НÒ-2 токсину і Ò-2 тетраолу 
вище у ґрунтових, ніж у фітопатогенних і ендофітних штаìів, а Ò-2 
тріолу – вищиì у фітопатогенів, ніж у ґрунтових штаìів. Ò-2 тріол ви-
явлено лише у одного з ендофітів. Неосоляніол продукують 3 ґрунтових 
і 2 фітопатогенних штаìи, і не синтезують ендофітні. Âисновки. Òакиì 
÷иноì, показано, що ендофіти F. poae продукують зна÷но ìенше три-
хотеöенових ìікотоксинів, ніж штаìи öього виду з інших трофі÷них 
груп. Öя фізіологі÷на особливість, ìожливо, дозволяє їì ìутуалісти÷но 
співіснувати з рослинаìи.

Ê л ю ÷ о в і  с л о в а :  Fusarium poae, Ò-2 токсин, НÒ-2 токсин, Ò-2 
тетраол, Ò-2 тріол, неосоляніол.
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COMPARATIVE CHARACTERISTIC OF TRICHOTHECENE 
MYCOTOXIN COMPLEX OF FUSARIUM POAE (PECK) 

WOLLENW. THE STRAINS FROM DIFFERENT TROPHIC 
GROUPS

Summary

Aіm. The main goal of our investigation was a comparative study of 
the ability to synthesize trichothecene toxins by 15 strains of Fusarium 
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poae from different trophic groups: 5 soil strains, 5 plant pathogenic and 
5 endophytic strains. Methods. The standard methods of isolation and 
identification of mycotoxins were used. Results. It was established that T-2 
toxin was detected for 4 soil strains, 3 plant pathogenic and 2 endophytic 
strains. It was shown that its content was maximal for soil strains and 
reached 188.8±32.2 μg/l, was lower for plant pathogenic ones and the 
lowest for endophytic strains. The content of HT-2 toxin and T-2 tetraol was 
higher for soil strains than plant pathogenic and endophytic ones, and T-2 
triol – higher for plant pathogens than soil strains. T-2 triol was observed 
only for one endophytic strain. Neosolaniol is produced by 3 soil and 2 
plant pathogenic strains, but not synthesized by endophytes. Conclusіons. 
Thus, it was established that endophytes F. poae produce significantly less 
trichothecene mycotoxins than the strains of this species from other trophic 
groups. This physiological peculiarity allows them apparently to be in a 
mutualism with the plants.

K e y  w o r d s :  Fusarium poae, T-2 toxin, HT-2 toxin, T-2 tetraol, T-2 
triol, neosolaniol.
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DISSIMILATORY SULFATE REDUCTION BY 
VARIOUS DESULFOVIBRIO SP. STRAINS OF THE 

HUMAN INTESTINE

The aim of this research was to study the dissimilatory sulfate reduction 
process by various Desulfovibrio sp. strains of the human intestine, such 
as bacterial growth, sulfate- and lactate usage, production of sulfide and 
acetate by the strains, and carry out cluster and correlation analyses of this 
process. Methods. Microbiology methods of the study for bacterial strains 
cultivation and photometric methods for determination of bacterial biomass 
and hydrogen sulfide concentration were used, sulfate ions concentration 
was determined by turbidymetric method, lactate concentration was carried 
out by lactate dehydrogenase. Acetate ions accumulation by the strains 
was determined by titration. Using the experimental data, the methods of 
statistical analysis have been also used. Results. The various Desulfovibrio 
sp. strains accumulated different biomass for ten days of cultivation 
in modified Kravtsov-Sorokin’s medium. The highest biomass (up to 
3.89  g/l) was accumulated by Desulfovibrio sp. strain Vib-7 on the sixth 
day of cultivation. Clustering of bacterial growth parameters has showed 
the greatest similarity between strains Desulfovibrio sp. strain Vib-7 and 
Desulfovibrio sp. strain Vib-9. After using all of the sulfate and lactate from 
the medium, the bacteria stopped growing and the stationary growth phase 
began. Clustering of the parameters of sulfate usage has showed that strains 
Desulfovibrio sp. Vib-1 and Desulfovibrio sp. Vib-2 were combined in one 
cluster, and the strains Desulfovibrio sp. Vib-7 and Desulfovibrio sp. Vib-9 
were in another cluster. The strong correlation between all parameters of 
dissimilatory sulfate reduction (growth, reduction of sulfate, accumulation of 
sulfide, use of lactate and accumulation of acetate) by the Desulfovibrio sp. 
strains has been determined. Thus, the obtained results may be promising for 
further study, in particular for creating ulcerative colitis models, prediction 
and prevention of human inflammatory bowel disease.

K e y  w o r d s :  sulfate-reducing bacteria, Desulfovibrio, intestinal 
microbiocenosis, inflammatory bowel diseases.

Sulfate-reducing bacteria (SRB) of the intestine use different nutrient 
substances that a human consumes. Human intestinal microbiocenosis is 
formed by the hundreds of bacterial species and subspecies [2, 4, 5, 9, 17]. 

© Ivan V. Kushkevych, 2013
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It is thought that SRB combined with other infections can cause a variety 
of diseases including cholecystitis, brain abscesses and abdominal cavity, 
ulcerative enterocolitis, etc. [5, 10; 13]. The species of Desulfovibrio genus 
are often isolated among all SRB during illness. Bacteria of Desulfovibrio 
genus are also isolated during both mono- and polymicrobial infections of 
the gastrointestinal tract [6, 7, 14, 15].

It is of vital importance to obtain new strains of SRB from different 
people while studying the growth of the bacterial strains and the process 
of dissimilatory sulfate reduction by SRB. The hydrogen sulfide and acetate 
production by the bacterial strains should also be studied in order to clarify 
the etiological role of these bacteria in the development of various diseases. 
The data on the concentration of hydrogen sulfide and acetate produced by 
the strains, are supposed to help in establishing and assessing a toxicity 
effect of hydrogen sulfide and acetate on the epithelial cells of the human 
intestine. Such studies might help in predicting the possibility of appearance 
of the diseases. It is very important for clinical diagnosis of bowel diseases 
to get more details on their etiology.

The aim of this research was to study the dissimilatory sulfate reduction 
process by various Desulfovibrio sp. strains of the human intestine, such 
as bacterial growth, sulfate- and lactate usage, production of sulfide and 
acetate by the strains, and carry out the cluster and correlation analyses 
of this process.

Materіal and methods 
The object of the study was sulfate-reducing bacteria of various 

Desulfovibrio sp. strains (SRB Vib-1, SRB Vib-2, SRB Vib-3, SRB Vib-4, 
SRB Vib-5, SRB Vib-6, SRB Vib-7, SRB Vib-8, SRB Vib-9, SRB Vib-10) 
obtained from the human large intestine [11].

The bacterial strains were grown in modified Kravtsov-Sorokin’s liquid 
nutrition medium of such composition (g/l): Na2SO4 – 0.5; KH2PO4 – 
0.3; K2HPO4 – 0.5; (NH4)2SO4 – 0.2; NH4Cl – 1.0; CaCl2×6H2O – 0.06; 
MgSO4×7H2O – 0.1; C3H5O3Na – 2.0; yeast extract – 1.0; FeSO4×7H2O – 
0.004; sodium citrate×2H2O – 0.3. Before bacteria seeding in the medium, 
0.05 ml/l of sterile solution of Na2S×9H2O (1%) was added. To provide pH 
7.2 of medium, sterile 10N solution of NaOH (0.9 ml/l) was used. The 
medium was heated in boiling water for 30 min in order to obtain an oxygen-
free medium, and cooled to 25 °C. The bacteria were grown for 10 days at 
35 °C under anaerobic conditions. The tube was brim-filled with medium 
and closed by a rubber plug to provide anaerobic conditions. 

Accumulation of biomass by various strains of sulfate-reducing bacteria 
in liquid medium (the medium was without Mohr’s salt) was determined 
by the turbidity of a dilute suspension of cells by the photometric method. 
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The sulfate ion concentration in the medium was determined by the 
turbidymetric method after it had been precipitated by barium chloride. To 
stabilize the suspension, glycerol was used [8].

Hydrogen sulfide in the culture medium was photometrically determined 
using a spectrophotometer (λ=665 nm, cuvette with optical path 30 mm). 
The reaction mixture had the following composition: zinc citrate (27.3 mM) – 
10 ml; distilled water – 1.98 ml; p-aminodimethylaniline solution (5.5 mM) – 
4 ml, and 20 μl of test solution. After 5 min, 1 ml of ferric chloride (0.125 M) 
was added and methylene blue formation was observed. The concentration 
of hydrogen sulfide was established by a calibration curve. 

Determination of lactate concentration was carried out through a 
dehydrogenation reaction of lactate by lactate dehydrogenase in the presence 
of NAD+, with formation of pyruvate and NADH. For determination of 
lactate content the following reagents were used: hydrazine-glycine buffer 
pH  9.0 (glycine – 0.1 M solution containing 0.1 M hydrazine); NAD+ – 
0.03 M solution, pH 6.0; lactate dehydrogenase solution (protein content 
was about 2 mg/ml). The samples of glycine and hydrazine were dissolved 
in a small amount of distilled water, pH of 9.0 was maintained by 2 N 
NaOH solution, then the mixture was diluted by distilled water to 100 
ml. Solutions of NAD+ and lactate dehydrogenase were kept on ice. The 
content of the tubes was thoroughly mixed and placed inside a thermostat 
at +25°C for 60 min. After incubation, the samples were cooled and then 
the optical density of the samples was measured at 340 nm. The quantity 
of the lactic acid was subsequently calculated [19].

Accumulation of acetate ions by the bacteria cultures during their 
growth in the medium was determined by titration [1].

The main result of correlation is called Pearson’s correlation coefficient 
(r) [3] was calculated using Excel program.

Using the experimental data, the basic statistical parameters (M – mean, 
m – standard error, M±m) have been calculated. For the estimation of the 
reliability between the statistical characteristics, the Student’s t-test was 
used. The difference was reliable when p>0.95 [12]. The statistical processing 
of the results was performed using packet Excel and Origin computer 
programs. The cluster analysis of parameters of the sulfate reduction was 
performed using Statistica 6.0 program (Complete Linkage).

Results and Dіscussіon 
The results of this research show that all isolated strains were growing 

actively using sulfate as an electron acceptor and accumulating hydrogen 
sulfide in the medium. These bacterial strains used lactate as the electron 
donor; the lactate was actively incompletely oxidized by the bacteria to 
acetate. The strains of SRB have been accumulating different biomass for 
ten days of cultivation. The different growth rates of the various strains of 
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SRB in the modified Kravtsov-Sorokin’s medium have been studied. The 
studied SRB with varying intensity used sulfate and lactate, and produced 
hydrogen sulfide and acetate. The intense growth of these bacteria depended 
on the use of sulfate and lactate, and the accumulation of hydrogen sulfide 
and acetate. 

Having used all the sulfate and lactate in the medium, the bacteria 
stopped growing and the stationary growth phase began. Among all of the 
isolated bacteria the highest biomass (up to 3.89 g/l) was accumulated 
by Desulfovibrio sp. strain Vib-7 on the sixth day of cultivation. The 
lowest biomass (up to 3.41 g/l) among vibrios strains was accumulated by 
Desulfovibrio sp. strain Vib-10 on the eighth day of cultivation (fig. 1A).

Fіg. 1. Growth of the varіous Desulfovibrio sp. straіns of the human іntestіne (A) 
and dendrogram showіng the result of the clusterіng parameters (B)
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As a result of the clustering of the growth parameters there were formed 
three independent clusters. The dendrogram shows the greatest similarity 
between strains Desulfovibrio sp. strain Vib-7 and Desulfovibrio sp. strain 
Vib-9 by the tested parameter (fig. 1B). The strains Desulfovibrio sp. 
Vib-1 and Desulfovibrio sp. Vib-2 as well as Desulfovibrio sp. Vib-5 and 
Desulfovibrio sp. Vib-6 are the most varied by tested parameter compared 
with strains Desulfovibrio sp. Vib-7 and Desulfovibrio sp. Vib-9, and they 
form two separate isolated clusters. 

The studied bacterial strains of Desulfovibrio sp. actively reduced 
the sulfate ions and the bacteria used these ions as an electron acceptor. 
The intensity and the time of sulfate reduction was different in each of 
the strains. All of the studied strains fully used sulfate on the sixth day of 
cultivation (fig. 2A).

The parameters of intensity of utilization sulfate by the studied 
strains are the most similar to each other, allowing combining them in 
the clusters.

Fіg. 2. Sulfate usage by varіous Desulfovibrio sp. straіns of the human іntestіne 
(A) and the dendrogram showіng the result of the clusterіng parameters (B)
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In this case, there is also the formation of three clusters, combining of 
strains Desulfovibrio sp. Vib-1 and Desulfovibrio sp. Vib-2 in one cluster, 
and the strains Desulfovibrio sp. Vib-7 and Desulfovibrio sp. Vib-9 in 
another cluster (fig. 2B). However, if in this series of the experiments 
strains Desulfovibrio sp. Vib-1 and Desulfovibrio sp. Vib-2 still formed 
stable isolated cluster then the strain Desulfovibrio sp. Vib-5 was more 
similar to the strain Desulfovibrio sp. Vib-8, which was not observed in 
the previous series of experiments.

The highest concentration of hydrogen sulfide (up to 3.23 mM) among 
the studied strains was produced by bacterial Desulfovibrio sp. strain 
Vib-7 on the eighth day of cultivation; while the bacteria used about 98% 
of sulfate in the medium, compared to the initial concentration of sulfate. 
Desulfovibrio sp. strain Vib-8 produced hydrogen sulfide in the lowest 
concentration (up to 2.67 mM) on the sixth day of cultivation compared to 
all of the studied strains. Under these conditions about 97% of sulfate ions 
were used in the medium compared to its initial concentration (fig. 3A).

Fіg. 3. Productіon of hydrogen sulfіde by the varіous Desulfovibrio sp. straіns of 
the human іntestіne (A) and the dendrogram showіng the result of the clusterіng 

parameters (B)
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The results clustering of quantitative formation of hydrogen sulfide have 
shown that Desulfovibrio sp. strain Vib-9 with Desulfovibrio sp. strain 
Vib-3, and Desulfovibrio sp. strain Vib-7 form one cluster, and the strains 
Desulfovibrio sp. Vib-5 with Desulfovibrio sp. Vib-10, and Desulfovibrio 
sp. Vib-4 form the second cluster, as well as Desulfovibrio sp. strain Vib-
6 and Desulfovibrio sp. Vib-8 form the third cluster. Desulfovibrio sp. 
strain Vib-1 and Desulfovibrio sp. strain Vib-2 were formed into one stable 
cluster as in the previous series of the experiments. 

An important indicator of the bacterial growth was the presence of 
organic compounds in the medium. These compounds may simultaneously 
be a carbon source and an electron donor in the process of dissimilatory 
sulfate reduction [2, 9, 10]. 

The results of the studies have showed that the presence of lactate and 
sulfate in the medium stimulates growth of the studied sulfate-reducing 
bacteria Desulfovibrio sp. various strains. Lactate is an electron donor 
during dissimilatory sulfate reduction. All studied strains used lactate fully 
on the sixth day of cultivation, while there were used about 99% of lactate 
for the dissimilation of sulfate (fig. 4A).

Fіg. 4. Lactate usage by the varіous Desulfovibrio sp. straіns of the human іntestіne 
(A) and the dendrogram showіng the result of the clusterіng parameters (B)
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The clustering of the parameters of lactate usage by the studied strains 
has showed that the strains Desulfovibrio sp. Vib-1 with Desulfovibrio 
sp. Vib-9 and Desulfovibrio sp. Vib-10, as well as Desulfovibrio sp. Vib-4 
with Desulfovibrio sp. Vib-9 form cluster. Moreover, the Desulfovibrio 
sp. strain Vib-3 with Desulfovibrio sp. strain Vib-6 and Desulfovibrio sp. 
strain Vib-7 with Desulfovibrio sp. strain Vib-5 as well as Desulfovibrio 
sp. strain Vib-8 form another cluster. In this case, there are formed a clear 
division into two isolated cluster on the dendrogram (fig. 4B).

Among all of the studied strains, Desulfovibrio sp. strain Vib-7 
produced the highest concentration of acetate ions (up to 15.87 mM) on the 
fifth day of cultivation; while the bacteria used about 97% of lactate in the 
medium, compared to its initial concentration of lactate. The Desulfovibrio 
sp. strain Vib-5 produced the lowest concentration (up to 14.36 mM) of 
acetate ions on the eighth day of cultivation, compared with the vibrio-
shaped strains. Under these conditions, the strain used about 98% of lactate 
in the medium, compared to its initial concentration (fig. 5A). 

Fіg. 5. Acetate productіon by the varіous Desulfovibrio sp. straіns of the 
human іntestіne (A) and the dendrogram showіng the result of the clusterіng 

parameters  (B)
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The results of the cluster analysis of the parameters of the acetate 
production by the strains have showed the formation of two separate clusters 
on the dendrogram (fig. 5B). Bacterial strains Desulfovibrio sp. Vib-2 with 
Desulfovibrio sp. Vib-4, Desulfovibrio sp. strain Vib-6 with Desulfovibrio 
sp. strain Vib-5 and Desulfovibrio sp. Vib-3 as well as Desulfovibrio sp. 
Vib-1 form one cluster. The Desulfovibrio sp. strain Vib-7 and Desulfovibrio 
sp. strain Vib-8 as well as Desulfovibrio sp. strain Vib-9 with Desulfovibrio 
sp. strain Vib-10 form another cluster on the dendrogram by this parameters.

Thus, the results of the studies established that the various studied 
isolated bacterial Desulfovibrio sp. strains performed dissimilatory sulfate 
reduction intensively. The increased level of sulfates in the intestine 
can lead to intensive development of Desulfovibrio sp. strains and the 
increase in sulfide and acetate concentrations. Hydrogen sulfide is the 
main product of metabolism of these strains and can be accumulated 
in significant quantities in the intestine. Increased sulfide and acetate 
concentrations can lead to the inhibition of digestive processes in the 
human intestine. Hydrogen sulfide can also cause cytotoxic and potential 
carcinogenic effects and the development of intestinal diseases [4, 9, 
10, 16, 18]. It is known that hydrogen sulfide affects butyrate oxidation 
processes and, consequently, can cause damage to the integrity of the 
epithelial barrier cells and inflammation of the colon epithelium [13, 14, 
15]. It is known from the literature that Desulfovibrio sp. bacteria cause 
bloody diarrhea, weight loss and anorexia in animals and human. Under 
these conditions, epithelial hyperplasia, abscesses and inflammatory 
infiltrates can occur [10, 14, 18].

The correlation coefficients (r) between the parameters of dissimilatory 
sulfate reduction by the Desulfovibrio sp. strains were defined (Table). 
Between biomass and sulfate (r = -0.975); biomass and lactate (r = -0.974); 
sulfate and sulfide (r = -0.97); sulfate and acetate (r = -0.844); lactate and 
acetate (r = -0.97); and lactate and sulfide (r = -0.976) a strong inversely 
negative correlation has been estimated.

Between biomass and sulfide (r = +0.969); biomass and acetate (r = 
+0.85); lactate and sulfate (r = +0.982); acetate and sulfide (r = +0.894) 
a strong positive correlation has been estimated. 

The correlation coefficient ranges from -1.0 to +1.0. The closer r is to +1 
or -1, more closely the two variables are related. If r is close to 0, it means 
there is no relationship between the variables. If r is positive, it means that 
as one variable gets larger the other gets larger. If r is negative it means 
that as one gets larger, the other gets smaller (often called an «inverse» 
correlation). While the correlation coefficients are normally reported as r = 
(a value between -1 and +1), squaring them makes then easier to understand. 
The values between 0.7 and 1.0 (-0.7 and -1.0) indicate a strong positive 
(negative) linear relationship via a firm linear rule [3]. 
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Table

Correlatіon coeffіcіents (r) between dіssіmіlatory sulfate reductіon parameters  
by the varіous Desulfovibrio sp. straіns
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Taking into consideration all of the obtained results: the studies of 
bacterial Desulfovibrio sp. strains growth in the medium, their sulfate and 
lactate usage, the production of hydrogen sulfide and acetate by the strains, 
and cluster and correlation analyses of the parameters of the growth by the 
various Desulfovibrio sp. strains, the isolated bacteria may cause various 
human intestinal diseases and inflammatory bowel processes. Therefore 
these bacteria are quite interesting and promising for further studies.

Thus, the intense growth of various Desulfovibrio sp. strains perhaps 
depends on the use of sulfate and lactate and the accumulation of hydrogen 
sulfide and acetate. Having used all of the sulfate and lactate in the medium, 
the bacteria stopped growing and the stationary growth phase began. 
Among all of the isolated bacterial strains the highest biomass (up to 3.89 
g/l) was accumulated by the Desulfovibrio sp. strain Vib-7. Clustering of 
bacterial growth parameters has showed the greatest similarity between 
strains Desulfovibrio sp. strain Vib-7 and Desulfovibrio sp. strain Vib-9 
by the tested parameter. 

The studied bacterial strains of Desulfovibrio genus actively reduce 
sulfate ions and use these ions as an electron acceptor. The strains used 
sulfate fully on the sixth day of cultivation. Clustering of the parameters 
of sulfate usage has showed that the strains Desulfovibrio sp. Vib-1 and 
Desulfovibrio sp. Vib-2 were combined in one cluster, and the strains 
Desulfovibrio sp. Vib-7 and Desulfovibrio sp. Vib-9 were in another 
cluster. The highest concentrations of hydrogen sulfide (up to 3.23 mM) 
and acetate ions (up to 15.87 mM) among all the studied strains were 
produced by the bacteria Desulfovibrio sp. strain Vib-7. The strong 
correlation between parameters of dissimilatory sulfate reduction by the 
Desulfovibrio sp. various strains has been estimated.
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Ðеферат

Ìетою даного дослідження було вив÷ити проöес дисиìіляöійного 
відновлення сульфату різниìи штаìаìи Desulfovibrio sp. кише÷ника 
людини, зокреìа ріст бактерій, використання ниìи сульфату і лактату, 
утворення гідроген сульфіду і аöетату, а також виконати кластерний 
та кореляöійний аналіз öього проöесу. Ìетоди. Ìікробіологі÷ні ìетоди 
досліджень використані під ÷ас культивування штаìів бактерій, 
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фотоìетри÷ні для визна÷ення бактеріальної біоìаси та конöентраöії гідроген 
сульфіду; конöентраöію іонів сульфату визна÷ено турбідоìетри÷ниì 
ìетодоì, а кількість лактату встановлено за лактатдегідрогеназою. 
Продукування штаìаìи аöетат іонів визна÷ено ìетодоì титрування. На 
основі експериìентальних даних також проведено статисти÷ний аналіз 
отриìаних результатів. Ðезультати. Ðізні штаìи Desulfovibrio  sp. 
накопи÷ували різну біоìасу упродовж 10 днів культивування у 
ìодифікованоìу середовищі Êравöова-Ñорокіна. Найбільшу біоìасу (до 
3,89 г/л) накопи÷ували бактерії Desulfovibrio sp. штаì Vib-7 на шостий 
день культивування. Êластеризаöія параìетрів бактеріального росту 
показала найбільшу подібність ìіж штаìаìи Desulfovibrio sp. штаì 
Vib-7 і Desulfovibrio sp. штаì Vib-9. Використавши сульфат і лактат 
середовища, бактерії переставали рости і виходили на стаöіонарну фазу 
росту. Êластеризаöія параìетрів використання сульфату показала, що 
штаìи Desulfovibrio sp. Vib-1 і Desulfovibrio sp. Vib-2 були об’єднані в 
один кластер, а штаìи Desulfovibrio sp. Vib-7 і Desulfovibrio sp. Vib-9 
були віднесені до іншого кластеру. Встановлено високий ступінь кореляöії 
ìіж параìетраìи дисиìіляöійного відновлення сульфатів (ростоì, 
відновленняì сульфату, нагроìадженняì сірководню, використанняì 
лактату і утворенняì аöетату) штаìаìи Desulfovibrio sp. Отже, отриìані 
результати ìожуть бути перспективниìи для подальших досліджень, 
зокреìа для створення ìоделей виразкових колітів, прогнозування і 
попередження запальних захворювань кише÷ника людини.

Ê л ю ÷ о в і  с л о в а :  сульфатвідновлювальні бактерії, Desulfovibrio, 
ìікробіоöеноз кише÷ника, запальні захворювання кише÷ника.
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ÊÈШÅЧÍÈÊÀ ЧÅËÎÂÅÊÀ

Ðеферат

Öелью данного исследования было изу÷ить проöесс диссиìи-
ляöионного восстановления сульфата разныìи штаììаìи Desulfovibrio  sp. 
кише÷ника ÷еловека, в ÷астности рост бактерий, использование иìи 
сульфата и лактата, накопление гидроген сульфида и аöетата, а 
также провести кластерный и корреляöионный анализ этого проöесса. 
Ìетоды. Ìикробиологи÷еские ìетоды исследований использованы 
при культивировании штаììов бактерий, фотоìетри÷еские для 
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определения бактериальной биоìассы и конöентраöии гидроген сульфида; 
конöентраöию ионов сульфата определено турбидоìетри÷ескиì ìетодоì, а 
коли÷ество лактата установлено по лактатдегидрогеназе. Продуöирование 
штаììаìи аöетат ионов определено ìетодоì титрования. На основе 
экспериìентальных данных также проведен статисти÷еский анализ 
полу÷енных результатов. Ðезультаты. Ðазли÷ные штаììы Desulfovibrio 
sp. накапливали разли÷ную биоìассу в те÷ение 10 дней культивирования 
в ìодифиöированной среде Êравöова-Ñорокина. Наибольшую биоìассу 
(до 3,89 г/л) накапливали бактерии Desulfovibrio sp. штаìì Vib-7 на 
шестой день культивирования. Êластеризаöия параìетров бактериального 
роста показала наибольшее сходство ìежду штаììаìи Desulfovibrio 
sp. штаìì Vib-7 и Desulfovibrio sp. штаìì Vib-9. Èспользовав 
сульфат и лактат со среды, бактерии прекращали расти и выходили на 
стаöионарную фазу роста. Êластеризаöия параìетров использования 
сульфата показала, ÷то штаììы Desulfovibrio sp. Vib-1 и Desulfovibrio 
sp. Vib-2 были объединены в один кластер, а штаììы Desulfovibrio 
sp. Vib-7 и Desulfovibrio sp. Vib-9 были отнесены к другоìу кластеру. 
Óстановлена высокая корреляöионная зависиìость ìежду параìетраìи 
диссиìиляöионного восстановления сульфатов (ростоì, восстановлениеì 
сульфата, накоплениеì сероводорода, использованиеì лактата и 
образованиеì аöетата) штаììаìи Desulfovibrio sp. Òакиì образоì, 
полу÷енные результаты ìогут быть перспективныìи для дальнейших 
исследований, в ÷астности для создания ìоделей язвенных колитов, 
прогнозирования и предупреждения воспалительных заболеваний 
кише÷ника ÷еловека.

Ê л ю ÷ е в ы е  с л о в а :  сульфат-восстановительные бактерии, 
Desulfovibrio, ìикробиоöеноз кише÷ника, воспалительные заболевания 
кише÷ника.
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ÍÀÃÐÎÌÀÄЖÅÍÍß ÁIËÊÀ У ÊËIÒÈÍÀÕ 
CHLOROBIUM LIMICOLА IÌÂ Ê-8 ЗÀ ÐIЗÍÈÕ УÌÎÂ 

ÌIÍÅÐÀËЬÍÎÃÎ ÒÀ ÎÐÃÀÍIЧÍÎÃÎ ЖÈÂËÅÍÍß

Мета досëіджень – встановити особëивості наãромадження біëка у 
кëітинаõ C. limicolа IÌВ К-8 заëежно від мінераëьноãо та орãанічноãо 
типу живëення мікроорãанізмів. Методи. В роботі використані 
заãаëьноприйняті мікробіоëоãічні методи досëіджень, стандартний 
метод визначення концентрації біëка за методом Лоурі, біоõімічний 
метод визначення концентрації ãëюкози за допомоãою анаëітичноãо 
набору “Діаãëюк-2”, проведена статистична обробка даниõ. Резуль-
тати. Встановëено, що стимуëюючий ефект на процеси наãромад-
ження біëковиõ моëекуë в кëітинаõ C. limicolа IÌВ К-8 виявëяє вне-
сення L-ãëутаміну, L-ãëутамату, L-аспартату та α-кетоãëутарату. 
Досëідженно, що ãоëодування по катіонаõ Fe 2+ за умов відсутності 
катіонів амонію в середовищі куëьтивування призводить до приãнічення 
процесів наãромадження біомаси та біëка у кëітинаõ досëіджуваноãо 
штаму. Встановëено, що в анаеробниõ умоваõ зеëені сіркові бактерії 
C. limicolа IÌВ К-8 ефективно здійснюють азотфіксацію, як за умов 
темряви так і при освітëенні.

К ë ю ч о в і  с ë о в а :  C. limicolа IÌВ К-8, L-ãëутамін, L-ãëутамат, 
L-аспартат, ãëюкоза, ãëікоãен.

Фотосинтезувальні зелені сіркові бактерії родини Chlorobiaceae є 
облігатниìи анаеробаìи які використовують діоксид карбону як основне 
джерело вуглеöю. Представники Chlorobiaceaeє суттєво відрізняються за 
здатністю ìетаболізувати різні джерела нітрогену. Зелені сіркові бактерії 
C. limicolа IÌВ Ê-8 ефективно нагроìаджують біоìасу збага÷ену вуглеводаìи 
[1, 2] та іншиìи поліìерниìи ìолекулаìи на дешевих ìінеральних субстра-
тах [7, 8]. Перетворення аìінного нітрогену в клітинах зелених сіркобактерій 
C. limicolа IÌВ Ê-8 та ìеханізìи його регуляöії досліджені недостатньо. 
Ðаніше наìи було встановлено, що за уìов культивування зелені сірко-
бактерії ìожуть нагроìаджувати зна÷ні кількості органі÷ного карбону 
[1, 2], що ìоже бути використано у біотехнологі÷них öілях.

Натоìість ìетою öієї роботи було дослідити особливості нагроìа-
дження білка у клітинах C. limicolа IÌВ Ê-8 за різних уìов ìінерального 
та органі÷ного живлення.

© Ì.Б. Горішний, Ñ.П. Гудзь, 2013
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Ìатеріали і методи
Äослідження були проведені з використанняì культури зелених фото-

синтезувальних сіркових бактерій C. limicola IÌВ Ê-8 [2]. Бактерії куль-
тивували у рідкоìу середовищі GSB протягоì 8–10 діб при теìпературі  
27–29 °Ñ. Біоìасу бактерій визна÷али фотоелектроколориìетри÷но [1, 2]. 
Вìіст глюкози у неклітинних екстрактах визна÷али ферìентативно за 
допоìогою аналіти÷ного набору “Äіаглюк-2” [2]. Êонöентраöію глікогену 
розраховували за глюкозою після проведення кислотного гідролізу [5]. 
Êонöентраöію білка визна÷али ìетодоì Ëоурі [5]. Ñтатисти÷не опра-
öювання отриìаних результатів проводили з використанняì програìи 
“Оrigin  6.0”. Вибір тактики статисти÷ного опраöювання і підготовку 
даних для аналізу здійснювали, базую÷ись на загальноприйнятих ìетодах 
[4] за рівня достовірності Ð < 0,05.

Ðезультати та їх обговорення
Згідно отриìаних результатів [2] штаì зелених сіркових бактерій 

C. limicolа IÌВ Ê-8 використовує для нагроìадження біоìаси лише пев-
ний спектр аìінокислот: L-глутаìат, L-аспартат, L-пролін, L-триптофан, 
L-глутаìіну і L-аспарагін (в конöентраöії 0,1%). Iнші аìінокислоти не 
стиìулюють ріст штаìу, або інколи навіть його пригні÷ують. 

Проведено визна÷ення впливу вищевказаних аìінокислот на проöеси 
нагроìадження білка в клітинах досліджуваного штаìу (рис. 1). Ñлід за-
зна÷ити, що стиìулюю÷ий ефект спри÷иняло внесення таких аìінокислот: 
L-глутаìіну, L-глутаìату та L-аспартату, проте найвищий рівень білка 
спостерігали у паралелі, що ìістила одно÷асно L-глутаìін, L-глутаìат і 
L-аспартат (250 ìг/г.с.в., що на 25% вище ніж у контролі).

Ðис. 1. Âплив органічних екзогенних 
субстратів на біосинтез білка у 
клітинах C. limicolа IÌÂ Ê-8.

À – біоìаса, В – білок: 1 – (кон-
троль – к), 2–(к + L-глутаìат),  

3 – ( к +L-аспартат), 4 – (к 
+ L-глютаìін + L-глутаìат + 

L-аспартат), 5 – (к + L-пролін), 
6 – (к + L-триптофан), 7 – (к + 

L-глутаìін), 8 – (к + L-аспарагін).

Fіg. 1. Effect of exogenous organіc 
substrates upon proteіn bіosynthesіs 
іn the cells of C. limicola IÌÂ Ê-8.
A – biomass, B – protein 1 – (con-– biomass, B – protein 1 – (con- biomass, B – protein 1 – (con-, B – protein 1 – (con-B – protein 1 – (con-– protein 1 – (con- protein 1 – (con- 1 – (con- – (con-– (con- (con-(con-con-
trol – с), 2 – (с + L-glutamate), 3 – 
(с + L-aspartate), 4 – (с + L-gluta- + L-aspartate), 4 – (с + L-gluta-+ L-aspartate), 4 – (с + L-gluta- L-aspartate), 4 – (с + L-gluta--aspartate), 4 – (с + L-gluta-aspartate), 4 – (с + L-gluta-), 4 – (с + L-gluta- – (с + L-gluta-– (с + L-gluta- (с + L-gluta-(с + L-gluta- + L-gluta-+ L-gluta-L-gluta--gluta-gluta-
mine + L-glutamate + L-aspartate), 

5 – (с + L-proline), 6 – (с + L-
tryptophane), 7 – (с + L-glutamine), 

8 – (с +  L-asparagine).
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Òакож наìи була перевірена ìожливість вирощування досліджува-
ного штаìу на різних органі÷них джерелах карбону, які стиìулювали 
нагроìадження біоìаси [2] з подальшиì визна÷енняì білка в клітинах 
зелених сіркових бактерій (рис. 2).

Ðис. 2. Âплив органічних екзогенних 
субстратів на біосинтез білка у 
клітинах C. limicolа IÌÂ Ê-8.

À – біоìаса, В – білок: 1 – (кон-
троль – к), 2 – (к + аöетат), 3 –  

(к + піруват), 4 – (к + оксалоаöетат), 
5 – (к + α–кетоглутарат), 6 – (к + 

öитрат), 7 – (к + L–сукöинат),  
8 – (к + фуìарат).

Fіg. 2. Effect of exogenous organіc 
substrates upon proteіn bіosynthesіs іn 

the cells of C. limicola IÌÂ Ê-8.
A – biomass, B – protein: 1–(control – 

с), 2 – (c + acetate), 3 – (c + pyru- – (c + acetate), 3 – (c + pyru-– (c + acetate), 3 – (c + pyru- (c + acetate), 3 – (c + pyru-(c + acetate), 3 – (c + pyru-c + acetate), 3 – (c + pyru-+ acetate), 3 – (c + pyru- acetate), 3 – (c + pyru-), 3 – (c + pyru- – (c + pyru-– (c + pyru- (c + pyru-(c + pyru-c + pyru-+ pyru-pyru-
vate), 4 – (c + oxaloacetate), 5 –  

(c + α–ketoglutarate),  6 – (c + ci-ketoglutarate),  6 – (c + ci-),  6 – (c + ci- 6 – (c + ci-– (c + ci- (c + ci-(c + ci-c + ci-+ ci- ci-
trate), 7 – (c + L–succinate),  

8 – (c + fumarate).

В результаті проведеної роботи встановлено, що найвищий стиìулю-
ю÷ий ефект на проöеси нагроìадження білка виявляв α-кетоглутарат. 
Ñлід зазна÷ити, що за öих уìов культивування спостерігалося зростання 
кількості білка до 270 ìг/г.с.в., що на 30–35% більше порівняно з ìіне-
ральниì середовищеì GSB (контроль).

Äля встановлення співвідношення у нагроìадженні відìитиìи клі-
тинаìи C. limicolа IÌВ Ê-8 ендогенних вуглеводів та білка, клітини 
одно÷асно вирощували за уìов зростання кількості ендогенних вуглево-
дів, на ìодифікованоìу середовищі GSB: аöетат 0,1% + піруват 0,1% 
+ ізоöитрат 0,05% + α-кетоглутарат 0,05% + 50% нітрогенне + 50% 
фосфорне голодування + 50% ìінеральне голодування + 80% CO2 без 
внесення NO3

- [1, 2] з подальшиì визна÷енняì конöентраöії ендогенних 
вуглеводів та білка (рис. 3).

Ñлід зазна÷ити, що за оптиìальних уìов органі÷ного та неоргані÷ного 
живлення C. limicolа IÌВ Ê-8, наì вдалось нагроìадити біоìасу у якій 
конöентраöія глікогену становила 240–250 ìг/г.с.в. при одно÷асноìу 
зниженні конöентраöії білка до 80–100 ìг/г.с.в. Отриìані результати 
ìожуть бути корисниìи при біотехнологі÷ноìу використанні öього 
штаìу.

1 2 3 4 5 6 7 8
0

1

2

3

4 876532

  A
  B

1

 

К
он

ц.
 б

іл
ка

 м
г/

г.с
.в

.

Бі
ом

ас
а 

мг
/м

л

0

50

100

150

200

250

300

350

 
 



67

НÀГÐОÌÀÄÆÅННЯ БIËÊÀ Ó ÊËIÒÈНÀХ CHLOROBIUM LIMICOLА IÌВ Ê-8 ...

ISSN 2076–0558. Ìікробіоëоãія і біотеõноëоãія. 2013. № 3. С. 64–71

Ðис. 3. Íагромадження білкових молекул, глюкози та глікогену  
у клітинах C. limicolа IÌÂ Ê-8.

À – дослідний зразок (конöентраöія білка), B – дослідний зразок (конöентраöія 
глікогену). C – нагроìадженя глікогену за уìов контролю (ìінеральне GSB),  

D – конöентраöія білка за уìов контролю (ìінеральне GSB).

Fіg. 3. Accumulatіon of proteіn molecules, glucose and glycogen  
іn the cells of C. limicola IÌÂ Ê-8.

A – prototype (protein concentration), B – prototype (the concentration  
of glycogen), C – acumulated glycogen in control (mineral GSB),  

D – protein concentration in control (mineral GSB).

Òакож було проведено досліджень із відìитиìи клітинаìи C. limicolа 
IÌВ Ê-8 за уìов внесення інгібітора глюконеогенезу ìонойод аöетату в 
інкубаöійну суìіш та наявності в різних паралелях проìіжних ìетаболітів 
öиклу Àрнона (фуìарату, ìалату, сукöинату, öитрату та α-кетоглутарату). 
Через 48 годин інкубаöії встановили кількісні зìіни білка в кітинах 
C. limicolа IÌВ Ê-8 (рис. 4).

Ñлід зазна÷ити що внесення ìонойод аöетату в інкубаöійну суìіш 
C. limicolа IÌВ Ê-8 (рис. 4 паралель ноìер 6) призводило до зростання 
конöентраöії білка на 50% порівняно з контролеì. Iнші органі÷ні джерела 
карбону стиìулювали нагроìадження білка за öих уìов у ìенших кіль-
костях. Ñтиìулюю÷ий ефект ìонойод аöетату на проöеси нагроìадження 
білка ìожна, о÷евидно, пояснити інгібуванняì глюконеогенезу. 

Згідно з літературниìи даниìи [4, 5, 6] переважна більшість про-
каріотних нітрогеназ належить до трьох основних типів, у яких кофер-
ìентна ÷астина вклю÷ає таку коìбінаöію ìінеральних елеìентів – феруì-
ìолібден перший тип, феруì-ванадій другий тип і феруì-феруì третій 
тип [5, 6]. Äля штаìу C. limicolа IÌВ Ê-8 було проведено дослідження 
законоìірностей нагроìадження біоìаси та білкових ìолекул на ìіне-
ральноìу середовищі GSB, без внесення джерела нітрогену NН4

+ та 
одно÷асної відсутності Fe2+, V і Mo у різних паралелях.
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Ðис. 4. Âплив монойод ацетату на процеси нагромадження білка  
C. limicolа IÌÂ Ê-8.

À – біоìаса, В – білок: 1 – (контроль – к), 2 – (к + L-глутаìін + L-глутаìат + 
L-аспартат – 3L), 3 – (контроль + 3L + ìонойод аöетат), 4 – (к + 3L + ìонойод 
аöетат + оксалоаöетат), 5 – (к + 3L + ìонойод аöетат + сукöинат), 6 – (к + 3L 
+ ìонойод аöетат + α–кетоглутарат), 7 – (к + 3L + ìонойод аöетат + öитрат).

Fіg . 4. Effect of monoіodіne acetate on the processes of accumulatіon  
of proteіn іn the cells C. limicola IÌÂ Ê-8.

A – biomass, B – protein: 1 – (control – с), 2 – (control + L-glutamine + L-
glutamate + L-aspartate – 3L), 3 – (c + 3L +monoiodine acetate), 4 – (c + 3L + 

oxaloacetate + monoiodine acetate), 5 – (c + 3L + monoiodine acetate + succinate), 
6 – (c + 3L + monoiodine acetate + а–ketoglutarate ), 7 – (c + 3L + monoiodine 

acetate citrate).

 Ñлід зазна÷ити, що за öих уìов культивування використовували ви-
клю÷но воду першого класу для приготування середовища GSB (рис. 5) .

Встановлено, що за уìов внесення Fe2+ спостерігається ріст культури 
та нагроìадження білка, навіть за відсутності джерела нітрогену NН4

+ в 
середовищі культивування. Ñлід зазна÷ити, що іденти÷ні показники біо-
ìаси спостерігалися і за відсутності, навіть одно÷асної Ìо і V. Натоìість 
одно÷асна відсутність катіонів Fe2+ та NН4

+ в середовищі культивування 
призводила до загибелі ìікроорганізìів. Отриìані результати дають 
ìожливість припустити, що, о÷евидно, у клітинах C. limicolа IÌВ Ê-8 
доìінувальниì є третій тип нітрогеназного коìплексу – феруì-феруì 
залежна форìа, інгібую÷ий ефект на яку спри÷иняє, і/або внесення NH4

+, 
і/або відсутність Fe2+ в середовищі культивування. 

Äослідженняìи [3, 5] встановлено, що не усі штаìи зелених сіркових 
бактерій здатні до анаеробної азотфіксаöії як при освітлені так і у теìря-
ві. Äля перевірки öих властивостей проведено такі дослідження. Відìиті 
клітини C. limicolа IÌВ Ê-8 з логарифìі÷ної фази були поìіщені в інку-
баöійну суìіш яка не ìістила джерела нітрогену, як за уìов освітлення 
так і в теìряві. Після 48 годин інкубаöії було проведено визна÷ення біо-
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ìаси та конöентраöії білка (рис. 6). Встановлено, що конöентраöія білка 
знаходилася практи÷но на одноìу рівні, як за уìов освітлення так і за 
уìов теìряви. Проте за уìов теìряви біоìаса знизилася на 30% (рис. 6)

Ðис. 6. Âплив освітлення та темряви на процеси нагромадження білка у клітинах 
C. limicolа IÌÂ Ê-8. À – біомаса, Â – білок.

Fіg. 6. Effect of lіght and darkness on the processes of accumulatіon of proteіn іn 
the cells C. limicola IÌÂ Ê-8. A – bіomass, Â – proteіn.

Ðис. 5. Âплив різного типу мінерального живлення на утворення біомаси зеленими 
сірковими бактеріями та нагромадження білка.

À – біоìаса, В – білок: 1 – (контроль – ìінеральне GSB), 2 – (контроль – 
NН4

+ – Fe2+), 3 – (контроль – NН4
+ – Mo + Fe2+), 4 – (контроль – NН4

+ – V + 
Fe2+), 5 – (контроль – NН4

+ – V – Mo + Fe2+), 
6 – (контроль – NН4

+ + V + Mo + Fe2+)

Fіg. 5. Effect of dіfferent types of mіneral nutrіtіon on the formatіon of bіomass by 
green sulfur bacterіa and  accumulatіon of proteіns.

A – biomass, B – protein: 1 – (control – mineral GSB), 2 – (control – NH4
+ 

–Fe2+), 3 – (control – NH4
+ – Mo + Fe2 +) 4 – (control – NH4

+ – V + Fe2+), 5 – 
(control – NH4

+ – V – Mo + Fe2+), 6 – (control – NH4
+ + V + Mo + Fe2+).

1 2 3 4 5 6 7
0

1

2

3

4

5

6
Бі

ом
ас

а 
мг

/м
л

  A
 B

0
50
100
150
200
250
300
350
400

К
он

ц.
 б

іл
ка

 м
г/

г.с
.в

.

 
 

1 2 3
0

1

2

3

4

Бі
ом

ас
а 

мг
/м

л

GS
B 

- (
N)

 +
 

те
мр

яв
а

GS
B 

- (
N)

 
+ 

св
ітл

о 

Ко
нт

ро
ль

  A
  B

 

0

50

100

150

200

250

300

К
он

ц.
 б

іл
ка

 м
г/

г.с
.в

.

 
 



Ì.Á. Ãорішний, С.П. Ãудзь

70 ISSN 2076–0558. Ìікробіоëоãія і біотеõноëоãія. 2013. № 3. С. 64–71

Òакиì ÷иноì, в результаті проведеної роботи встановлено, що зелені 
сіркові бактерії C. limicolа IÌВ Ê-8 ефективно здійснюють азотфіксаöію в 
анаеробних уìовах, як за уìов теìряви так і при освітленні. Äосліджено, 
що, о÷евидно, доìінувальною форìою нітрогеназного коìплексу у клітинах  
C. limicola IÌВ Ê-8 є феруì-феруì залежна форìа. Òакож встановлено, 
що стиìулюю÷ий ефект на проöеси нагроìадження білка у клітинах 
зелених сіркобактерій виявляє одно÷асне внесення низькоìолекулярних 
інтерìедіатів L-глутаìату, L-глутаìіну, L-аспартату та a-кетоглутарату 
в інкубаöійну суìіш за уìов наявності інгібітора глюконеогенезу ìоно-
йод аöетату.

M.B. Gorіshnyі, S.P. Gudz 

Ivan Franko National University of Lviv, 4, Grushevskoho str., Lviv, 79005, Ukraine, 

tel.: +38067492 76 81, e-mail: m_gorishniy@ukr.net 

ACCUMULATION OF PROTEIN IN CHLOROBIUM 
LIMICOLA IÌÂ Ê-8 CELLS

Summary

The purpose of research – to investigate certain features of protein 
accumulation in C. limicola IÌВ K-8 cells, depending on the type of 
mineral and organic nutrition. Methods. The paper used conventional 
microbiological methods of research, the standard method for determining 
the protein concentration by the method of Lowry, biochemical method 
for determining glucose concentration using analytical set “Diagluk-2”, 
statistical analysis of data is performed. Results. Stimulating effect on the 
processes of accumulation of protein molecules in C. limicola IÌВ Ê-8 cells 
has L-glutamine, L-glutamate, L-aspartate and α-ketoglutarate. Fasting on 
Fe2+ions in the absence of ammonium ions in the culture medium caused 
inhibition of the processes of biomass and protein accumulation in the cells 
of the test strain. It is shown that green sulfur bacteria C. limicola IÌВ 
K-8 efficiently perform nitrogen fixation under anaerobic conditions, both 
in the terms of darkness and light.

K e y  w o r d s :  C. limicola IÌВ K-8, L-glutamine, L-glutamate, 
L-aspartate, glucose, glycogen.
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ÍÀÊÎПËÅÍÈÅ ÁÅËÊÀ Â ÊËÅÒÊÀÕ  
CHLOROBIUM LIMICOLA IÌÂ Ê-8

 Ðеферат

Öель исследований – изу÷ить особенности накопления белка в 
клетках C. limicolа IÌВ Ê-8 в зависиìости от ìинерального и органи-
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÷еского типа питания ìикроорганизìов. Ìетоды. В работе использованы 
общепринятые ìикробиологи÷еские ìетоды исследований, стандартный 
ìетод определения конöентраöии белка по ìетоду Ëоури, биохиìи÷еский 
ìетод определения конöентраöии глюкозы с поìощью аналити÷еского на-
бора “Äиаглюк-2», проведена статисти÷еская обработка данных. Ðезуль-
тати. Óстановлено, ÷то стиìулирующее влияние на проöесы накопления 
белковых ìолекул в клетках C. limicola IÌВ Ê-8 оказывает L-глутаìин, 
L-глутаìат, L-аспартат и а-кетоглутарат. Èсследования голодания по 
катионаì Fe2+ в отсутствие катионов аììония в культуральной среде 
вызывает ингибирование проöесов накопления биоìасы и белка в клет-
ках исследуеìого штаììа. Óстановлено, ÷то зеленые серные бактерии 
C. limicola IÌВ Ê-8 эффективно выполняют фиксаöию азота в анаэробных 
условиях, как при освещении так и в теìноте.

Ê лю ÷ е вы е  с л о в а :  C. limicolа IÌВ Ê-8, L-глутаìин, L-глутаìат, 
L-аспартат, глюкоза, гликоген.
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ÂÌIСÒ ÌÅËÀÍIÍIÂ У ÁÀЗÈÄIÀËЬÍÈÕ ÃÐÈÁIÂ 
ПÎÐßÄÊIÂ POLYPORALES ÒÀ AGARICALES

Метою роботи буëо вивчення заãаëьноãо вмісту меëанінів у карпофо-
раõ, міцеëії і куëьтураëьному фіëьтраті деякиõ видів базидіоміцетів. 
Методи. Екстракцію меëанінів з мікоëоãічноãо матеріаëу проводиëи 
шëяõом йоãо ëужноãо ãідроëізу 2 N розчином NaOH у співвідношенні 
1:10 з подаëьшим осадженням концентрованою HCl. Осад, що утво-
рився пісëя додавання соëяної кисëоти розчиняëи в 5 мë 2 N розчину 
NaOH. Заãаëьний вміст піãменту визначаëи спектрофотометричним 
методом та розраõовуваëи за допомоãою каëібруваëьної кривої (за 
пірокатеõіном). Вміст меëаніну в куëьтураëьному фіëьтраті визнача-
ëи прямим фотокоëориметруванням. Результати. Визначено заãаëьний 
вміст меëанінів у карпофораõ 50 видів базидіоміцетів, з якиõ 27 на-
ëежать до порядку Polyporales та 23 – порядку Agaricales. Найвищий 
вміст меëанінів виявëено в карпофораõ видів Ganoderma applanatum, 
Fomitopsis pinicola, Inonotus obliquus та Lentinus edodes. Видіëено в 
міцеëіаëьну куëьтуру 30 штамів 10 видів базидіаëьниõ ãрибів, дëя 
якиõ визначена динаміка росту та накопичення меëанінів в міцеëії та 
куëьтураëьному фіëьтраті при куëьтивуванні на ãëюкозо-пептонному 
середовищі. Висновок. Серед 50 видів базидіоміцетів найбіëьший вміст 
меëанінів виявëено у представників поëіпораëьниõ видів – Ganoderma 
applanatum, Fomitopsis pinicola та Inonotus obliquus і аãарикаëьниõ 
видів – Fistulina hepatica та Lentinus edodes. Встановëено, що найбіëьш 
активні види Fomes fomentarius та Lentinus edodes – перспективні 
дëя подаëьшиõ досëіджень з метою оптимізації умов куëьтивування 
дëя отримання меëанінів міцеëіаëьноãо поõодження.

К ëю ч о в і  с ë о в а : базидіоміцети, карпофори, меëаніни, міцеëій, куëь-
тураëьний фіëьтрат

Одниì з універсальних проöесів, що протікає в клітині є перекисне 
окиснення ліпідів (ПОË) – ланöюгове окиснення ненаси÷ених жирних 
кислот за у÷астю ìолекулярного кисню, що забезпе÷ує розширене утво-
рення вільних радикалів [1, 6]. Відоìо, що активаöія öих проöесів у від-
повідь на дію різноìанітних факторів є одниì з адаптаöійних ìеханізìів і 
спряìована на збільшення проникності клітинної ìеìбрани, полегшення 
роботи ìеìбранних білків. Однак, виходя÷и за певні ìежі, öі зрушення 

© À.Ê. Велигодська, О.В. Федотов, 2013



73

ВÌIÑÒ ÌÅËÀНIНIВ Ó БÀЗÈÄIÀËÜНÈХ ГÐÈБIВ ПОÐЯÄÊIВ POLYPORALES ÒÀ AGARICALES

ISSN 2076–0558. Ìікробіоëоãія і біотеõноëоãія. 2013. № 3. С. 72–83

набувають саìостійного патогенети÷ного зна÷ення. Ðівень протікання 
проöесів ПОË контролюється антиоксидантною систеìою організìу, до 
якої відносяться ìеланіни [1, 8]. Öе група високоìолекулярних органі÷них 
пігìентів, що утворюються при окисній поліìеризаöії фенолів і широко 
розповсюджені в живій природі [4, 5]. Ìеланіни проявляють радіо- і 
фотопротекторну, антиканöерогенну та іншу дії [8]. Отже, вони відігра-
ють істотну роль у форìуванні стресостійкості та адаптаöії організìів 
до факторів середовища [2, 11]. Встановлено, що порівняно з шту÷но 
синтезованиìи, природні пігìенти ìенш токси÷ні та більш ефективні при 
застосуванні [11, 14]. Як наслідок, висока затребуваність та вартість ìе-
ланінів зуìовлює пошук потенöійних джерел їх отриìання, у тоìу ÷ислі, 
серед грибів [8, 11]. 

Êоìплексне вив÷ення здатності до синтезу ìеланінів ìікологі÷них 
об’єктів по÷алося наприкінöі ХХ ст. і торкається, переважно, ниж÷их 
грибів родів Aspergillus, Daldinia, Saccharomyces та Phycomyces [8]. 
Äосліджено вìіст ìеланінів в плодових тілах вищих базидіальних грибів 
видів Lentinula edodes, Inonotus obliquus, Phellinus robustus, Ganoderma 
applanatum, Fomes fomentarius і ін. [3, 11, 14]. Однак, наявні дані да-
ють недостатньо сфорìоване уявлення про кількісний вìіст ìеланінів в 
плодових тілах, ìіöелії та культуральноìу фільтраті базидіоìіöетів, що 
обуìовлює необхідність подальших скринінгових робіт у öьоìу напряìку. 

Виходя÷и з вищезазна÷еного, ìетою роботи було вив÷ення загального 
вìісту ìеланінів у карпофорах, ìіöелії і культуральноìу фільтраті деяких 
видів базидіоìіöетів.

Ìатеріали і методи
Ìатеріалоì дослідження були карпофори 50 видів ìакроìіöетів, з 

яких 27 належать до порядку Polyporales та 23 – порядку Agaricales, 
а також ìіöелій та культуральний фільтрат 30 штаìів 10 видів відді-
лу Basidiomycetes (табл. 1). В роботі використовували штаìи Fomes 
fomentarius (L. ex Fr.) Gill. (T-10, Ff-09, Ff-1201); Laetiporus sulphureus 
(Bull.) Murrill. (Ls-08, Ls-09, Ls-0912); Fistulina hepatica Schff. ex Fr.  
(Fh-08, Fh-18); Flammulina velutipes (Curt.: Fr.) Sing.  (F-03, F-06, F-1, 
F-202); Pleurotus ostreatus (Jacq.: Fr.) P. Kumm.  (Hk-35, P-004, P-01, 
P-039, P-107, P-192, P-208); Sсhizophyllum commune Fr.:Fr. (Sc-10, Sc-
1101, Sc-1102); Trametes hirsuta (Wulf.:Fr.) Pil.  (Th-11), Trichaptum 
biforme (Fr.) Ryv.  (Tb-11), Ganoderma lucidum (Curtis) P. Karst.  (Gl-1, 
Gl-2, Gl-11) та Lentinus edodes (Berk.) Pegler (Le-2, Le-4, Le-10) [10]. Öі 
штаìи були виділені в ÷исту культуру з дикорослих плодових тіл (ПÒ) 
базидіоìіöетів, зібраних в різних ìісöевостях Äонеöької області. Ñис-
теìати÷не положення досліджених базидіоìіöетів встановлено згідно 
визна÷ника [13]. 

З ìетою вив÷ення вìісту ìеланінів, зібрані карпофори проìивали, 
висушували та подрібнювали до розìіру ÷асток 0,1±0,01 ìì. Äослідні 
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штаìи культивували в 50 ìл глюкозо-пептонного середовища (г/ л): 
глюкоза – 10,0; пептон – 3,0; ÊН2ÐО4 – 0,6; Ê2НÐО4 – 0,4; MgSO4 ½ 
7H2O – 0,5; CaCl2 – 0,05; ZnSO4 ½ 7H2O – 0,001 [13] (pH 6,5) поверх-pH 6,5) поверх- 6,5) поверх-
нево в колбах Åрленìейєра єìністю 250 ìл впродовж 6, 9 та 12 діб за 
теìператури 27,5 °Ñ [3, 7]. Iнокулюìоì слугували 10-ти добові ìіöеліальні 
культури штаìів, вирощені на сусло-агарі. Після закін÷ення терìіну куль-
тивування, отриìували культуральний фільтрат (ÊФ) і ìіöелій шляхоì 
фільтрування культуральної рідини при 5±1 °Ñ. Ìіöелій висушували на 
фільтрувальноìу папері до постійної ваги і охолоджували до 1±0,5 °Ñ. 
Підготовлений ìіöелій гоìогенізували шляхоì розтирання в охолодженій 
ступöі. В  подальших дослідженнях використовували подрібнені карпо-
фори (ПÊ), гоìогенізований ìіöелій (ÌГ) та ÊФ. Біоìасу ПÊ та ìіöелію 
визна÷али ваговиì ìетодоì після висушування до постійної ваги [7]. 

Ìеланіни екстрагували шляхоì його лужного гідролізу 2 N роз÷иноì 
NaOH у співвідношенні 1:10 з подальшиì осадженняì конöентрованою 
HCl. Осад, що утворився після додавання соляної кислоти роз÷иняли в 
5 ìл 2 N роз÷ину NaOH. Загальний вìіст пігìенту визна÷али спектро- N роз÷ину NaOH. Загальний вìіст пігìенту визна÷али спектро- роз÷ину NaOH. Загальний вìіст пігìенту визна÷али спектро-
фотоìетри÷ниì ìетодоì та розраховували за допоìогою калібрувальної 
кривої (за пірокатехіноì) [5]. Вìіст ìеланіну в культуральноìу фільтраті 
визна÷али пряìиì фотоколориìетруванняì ÊФ [5]. 

Ìеланінові пігìенти ідентифікували за допоìогою якісних реакöій з 
ÊÌnО4; роз÷ини пігìентів – в 0,1 N NaOH у присутності 10% Н2О2 [5].

Äослідження проводили у трикратній повторності. Ñтатисти÷не опра-
öювання проводили з використанняì програì Microsoft Excel та пакету 
програì [9] для проведення статисти÷ної обробки результатів біологі÷них 
експериìентів з визна÷енняì параìетри÷них критеріїв, однорідності та 
зна÷ущості. З ìетою визна÷ення рівня кореляöії ìіж вìістоì ìеланінів 
у ìіöелії та ÊФ одновікових культур визна÷али лінійний коефіöієнт ко-
реляöії. Ðезультати представлені як середнє зна÷ення з поправкою на 
стандартну похибку (M±m). Äостовірність даних та різниöі ìіж ниìи 
оöінювали за критерієì Ñтьюдента за рівнеì зна÷ущості р ≤ 0,05 [9].

Ðезультати та обговорення
Äослідження проводили в два етапи, на першоìу з яких визна÷али 

загальний вìіст ìеланінів у 225 карпофорах 27 видів поліпоральних та 
у 220 карпофорах 23 видів агарикальних базидіоìіöетів. Óзагальнені 
результати öього дослідження представлені в табл. 1, 2. 

Як видно з табл. 1, 2 загальний вìіст ìеланінів у зразках карпофорів 
коливається як у грибів одного виду (наприклад, дикорослих та культиво-
ваних базидіоìіöетів F. velutipes та P. ostreatus), так і різних видів грибів, 
що підтверджує отриìані дані для інших видів базидіоìіöетів [8, 12].

За вìістоì ìеланінів в карпофорах поліпоральні базидіоìіöети ìожна 
розподілити на три групи (табл. 1). 
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Òаблиöя 1

Âміст меланінів у карпофорах базидіоміцетів порядку Polyporales 
Table 1

Total content of melanіns іn basіdіocarps of Polyporales

Âид Êількість карпофорів Âміст меланінів, мг/г 

Amyloporia lenis  9 0

Auricularia auricula-judae 12 0,55 ± 0,03

Chaetoporus ambiquus 3 0,62 ± 0,02

Daedalea quercina  6 0

Fibuloporia mollusca 9 0,20 ± 0,00

Fomes fomentarius 9 44,21 ± 1,17 

Fomitopsis pinicola  12 63,24 ± 2,04

Ganoderma applanatum  9 53,47 ± 1,03

Ganoderma lucidum  9 4,74 ± 0,12

Heterobasidion annosum 12 0

Hydnum ochraceum  3 1,15 ± 0,05

Inonotus obliquus  15 83,77 ± 0,22

Irpex lacteus 6 0,20 ± 0,01

Laeticorticium roseum  12 1,38 ± 0,10

Laetiporus sulphureus  9 6,28 ± 0,12

Phellinus igniarius  12 14,24 ± 1,51

Phellinus pomaceus  9 2,16 ± 0,04

Piptoporus betulinus  6 1,47 ± 0,01

Polyporus squamosus  12 2,92 ± 0,01

Sparassis crispa 6 0,45 ± 0,05

Trametes campestris  6 1,84 ± 0,02

Trametes squalens  3 1,61 ± 0,01

Trametes versicolor  6 9,45 ± 0,15

Trametes zonatus 15 8,43 ± 0,04

Tyromyces lacteus 6 0,26 ± 0,01

Tyromyces revolutus 9 0,93 ± 0,01

Tyromyces undosus  3 1,46 ± 0,01

Приìітка: досліджено карпофори дикорослих грибів. 
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Òаблиöя 2

Âміст меланінів у карпофорах базидіоміцетів порядку Agaricales 
Table 2

Total content of melanіns іn basіdіocarps of Agaricales

Âид Êількість карпофорів Âміст меланінів, мг/г

Agaricus arvensis * 5 1,73 ± 0,05

Agaricus bisporus ** 9 1,86 ± 0,08

Agaricus campestris * 5 1,00 ± 0,01

Agrocybe cylindracea  ** 9 1,42 ± 0,01

Coprinus comatus * 15 3,20 ± 0,01

Coprinus micaceus * 15 3,00 ± 0,01

Fistulina hepatica * 9 9,34 ± 0,17

Flammulina velutipes * 27 6,51 ± 0,13

Flammulina velutipes ** 3 0,95 ± 0,01

Kuehneromyces mutabilis * 9 2,16 ± 0,09

Lentinus edodes ** 9 24,67 ± 0,21

Lyophyllum connatum * 3 0,90 ± 0,02

Lyophyllum loricatum * 3 1,88 ± 0,16

Marasmius oreades * 3 0,91 ± 0,03

Pholiota aurivella * 21 0

Pholiota squarrosa * 3 0

Pleurotus citrinopileatus ** 3 0

Pleurotus eryngii ** 6 0,45 ± 0,01

Pleurotus ostreatus * 34 2,78 ± 0,09

Pleurotus ostreatus ** 3 0,93 ± 0,02

Pleurotus ostreatus var.Florida ** 3 0,30 ± 0,00

Stropharia aeruginosa * 6 1,67 ± 0,03

Stropharia rugosoannulata ** 5 1,15 ± 0,02

Sсhizophyllum commune * 5 1,71 ± 0,12

Tricholoma flavovirens * 5 3,60 ± 1,19

Tricholoma sejunctum * 5 0,90 ± 0,01

Приìітка: “ * ” – дикорослі гриби, “ ** ” – коìерöійні гриби.
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Ó першу групу входять 23% досліджених базидіоìіöетів, що ìають 
незна÷ний вìіст ìеланінів в карпофорах, рівень якого знаходиться в ìеж-
ах від 0,20 ìг/г у I. lacteus до 0,93 ìг/г у T. revolutus. Äо другої групи 
відноситься 50% видів з вìістоì ìеланінів від 1,15 ìг/г у H. ochraceum 
до 9,45  ìг/г у T. versicolor. Найбільший вìіст ìеланінів виявлено в кар-
пофорах G. applanatum, F. pinicola та I. obliquus, що складає 53,47; 63,24 
та 83,77 ìг/г, відповідно. Ó карпофорах трьох видів поліпорових базидіоìі-
öетів, а саìе – D. quercina, H. annosum та A. lenis ìеланіни не виявлено.

Більшість агарикальних грибів порівняно з поліпоровиìи ìають 
зна÷но ниж÷ий загальний вìіст ìеланінів (табл. 2). Òак, 30% грибів до-
сліджених видів ìає вìіст ìеланінів в ìежах від 0,30 ìг/г у P. ostreatus 
var. Florida до 0,95 ìг/г у F. velutipes. Äо групи з поìірниì вìістоì 
ìеланінів від 1,0  ìг/г у A. campestris до 6,51 ìг/г у F. velutipes ìож-
на віднести 14 видів. Найвищий загальний вìіст ìеланінів від 9,34 до 
24,67 ìг/г, зафіксовано в карпофорах F. hepatica та L. edodes, відпо-
відно. Однак, ìаксиìальний рівень вìісту ìеланінів у агарикоìіöету 
L. edodes у 3,4 разу ниж÷ий за вìіст öих ре÷овин у карпофорах труто-
вика I. obliquus. Äля порівняння зазна÷иìо, що середній вìіст ìеланінів 
у біоìасі Saccharomyces neoformans var. nighcans, запропонованого для 
отриìання öього пігìенту, складає 20–31 ìг/г біоìаси [8].

Отже, найвищий вìіст ìеланінів виявлено в  карпофорах базидіо-
ìіöетів поліпоральних видів  G. applanatum, F. pinicola,  I. obliquus і 
агарикальних видів  F. hepatica та L. edodes. 

Встановлено, що за культивування на ГПÑ всі досліджувані штаìи 
досягають ìаксиìуìу накопи÷ення біоìаси на 12-ту добу росту (табл.  3). 
Найпродуктивнішиìи є штаìи S. commune Sc-1101 і Sc-10 та штаì 
F. velutipes F-202. Найниж÷і зна÷ення накопи÷ення біоìаси зафіксовані 
для штаìів P. ostreatus P-192 та F. fomentarius Ff-09. 

Встановлено, що більшість штаìів (96%) здатні до поступового на-
копи÷ення ìеланінів в ìіöелії та близько 50% штаìів – в культуральній 
рідині. Вìіст ìеланінів в ÊФ зна÷но ниж÷ий ніж в ìіöелії. Öе ìожна пояс-
нити роллю ìеланінів у клітині та особливостяìи осìотрофного живлення 
грибних організìів, оскільки вони беруть у÷асть в адаптогенних реакöіях 
на зìіни уìов середовища та нейтралізаöії вільних радикалів [1, 8, 14]. 
Отже, виконую÷и спеöифі÷ні функöії в грибноìу організìі, öі сполуки 
синтезуються та накопи÷уються в ìісöях локалізаöії зазна÷ених проöесів.  

Äля всіх штаìів порядку Polyporales характерниì є найбільше накопи-
÷ення ìеланінів в ìіöелії на 12 добу росту. Ìаксиìальний вìіст ìеланінів 
в ìіöелії зафіксовано для виду штаìу F. fomentarius Ò-19 – 3,02 ìг/г. 
Щодо вìісту ìеланінів у ÊФ, то для більшості штаìів ìаксиìальний вìіст 
öих ре÷овин зафіксовано на 12-ту, а для штаìу F. fomentarius T-10 – на 
9-ту добу культивування. Найбільше  ìеланінів у ÊФ накопи÷ує штаì 
F. fomentarius Ff-1201 (0,21 ìг/ìл). Ìеланін не виявлено в ÊФ протягоì 
всього терìіну культивування штаìів T. hirsuta Th-11 та T. biforme Tb-11.
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Òаблиöя 3

 Äинаміка накопичення біомаси (г/л) штамами базидіоміцетів 
Table 3

 Dynamіc of accumulatіon of absolute dry bіomass (g/l) of the straіns of 
Basіdіomycetes 

Штам 6 діб 9 діб 12 діб

Порядок Polyporales

G. lucidum Gl-1 0,69 ±0,07 1,65 ± 0,01 2,34 ± 0,04

G. lucidum Gl-2 0,71 ± 0,01 1,91 ± 0,08 2,74 ± 0,19

G. lucidum Gl-11 0,58 ± 0,04 1,34 ± 0,05 2,01 ± 0,21

F. fomentarius Ff-09 0,21 ± 0,01 0,56 ± 0,06 1,46 ± 0,10

F. fomentarius T-10 0,32 ± 0,02 0,77 ± 0,02 2,07 ± 0,06

F. fomentarius Ff-1201 1,14 ± 0,05 2,33 ± 0,08 3,21 ± 0,03

L. sulphureus Ls-08 0,34 ± 0,09 0,97 ± 0,03 1,56 ± 0,12

L. sulphureus Ls-09 0,24 ± 0,02 0,65 ± 0,04 1,24 ± 0,08

L. sulphureus Ls-0912 0,56 ± 0,05 1,13 ± 0,03 1,98 ± 0,03

T. hirsuta Th-11 1,77 ± 0,04 2,89 ± 0,14 3,77 ± 0,15

T. biforme Tb-11 1,28 ± 0,01 1,72 ± 0,06 3,44 ± 0,11

Порядок Agaricales

F. hepatica Fh-08 0,72 ± 0,04 1,23 ± 0,02 3,45 ± 0,24

F. hepatica Fh-09 0,85 ± 0,06 1,41 ± 0,10 3,14 ± 0,16

S. commune Sc-10 3,18 ± 0,07 5,62 ± 0,04 6,48 ± 0,42

S. commune Sc-1101 3,56 ± 0,03 5,46 ± 0,02 7,1 ± 0,28

S. commune Sc-1102 2,88 ± 0,02 4,3 ± 0,03 4,52 ± 0,18

F. velutipes F-1 0,67 ± 0,05 2,56 ± 0,03 3,71 ± 0,06

F. velutipes F-06 0,42 ± 0,02 2,76 ± 0,06 3,88 ± 0,04

F. velutipes F-03 1,06 ± 0,06 2,91 ± 0,03 5,56 ± 0,07

F. velutipes F-202 0,95 ± 0,03 2,43 ± 0,02 6,12 ± 0,35

P. ostreatus P-004 1,13 ± 0,01 3,12 ± 0,18 5,55 ± 0,26

P. ostreatus P-107 0,87 ± 0,04 1,99 ± 0,06 4,66 ± 0, 31

P. ostreatus P-105 0,53 ± 0,07 1,02 ± 0,07 1,13 ± 0,08

P. ostreatus Hk-35 0,45 ± 0,02 2,35 ± 0,04 3,67 ± 0,14

P. ostreatus P-01 0,55 ± 0,05 2,12 ± 0,07 4,06 ± 0,17

P. ostreatus P-208 0,96 ±0,02 2,68 ± 0,03 5,13 ± 0,50

P. ostreatus P-039 0,34 ± 0,01 1,98 ± 0,07 3,54 ± 0,10

P. ostreatus P-192 0,28 ± 0,03 0,67 ± 0,11 1,22 ± 0,18

L. edodes Le-10 0,44 ± 0,02 1,03 ± 0,13 2,14 ± 0,13

L. edodes Le-2 0,59 ± 0,03 0,95 ± 0,16 1,73 ± 0,14

L. edodes Le-4 0,61 ± 0,02 1,11 ± 0,03 1,91 ± 0,05
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Загальний вìіст ìеланінів у ìіöелії та ÊФ деяких штаìів базидіоìі-
öетів представлено у табл. 4, 5. 

Òаблиöя 4

Âміст меланінів в міцелії (мг/г) та культуральному фільтраті (мг/мл) штамів 
базидіоміцетів порядку Polyporales

Table 4

Dynamіc of melanіns accumulatіon of mycelіum (mg/g) and culture fіltrate  
(mg/ml) of Polyporales straіns 

Штам
Ìіцелій Êультуральний фільтрат

6 діб 9 діб 12 діб 6 діб 9 діб 12 діб

G. lucidum Gl-1
0,22 ± 
0,03

0,96 ± 
0,06

1,55± 
0,07

0,06 ± 
0,01

0,09 ± 
0,01

0,09 ± 
0,02

G. lucidum Gl-2
0,19 ± 
0,05

1,11 ± 
0,01

1,41 ± 
0,03

0 0
0,12 ± 
0,01

G. lucidum Gl-11
0,25 ± 
0,04

1,08 ± 
0,02

1,49 ± 
0,04

0
0,05 ± 
0,01

0,07 ± 
0,02

F. fomentarius Ff-09
0,78 ± 
0,07

1,63 ± 
0,12

2,18 ± 
0,03

0,03 ± 
0,01

0,07 ± 
0,01

0,09 ± 
0,02

F. fomentarius Ff-1201
1,09 ± 
0,52

1,86 ± 
0,23

2,98 ± 
0,34

0,04 ± 
0,01

0,06 ± 
0,01

0,21 ± 
0,04

F. fomentarius T-10
1,15 ± 
0,14

1,45 ± 
0,10

3,02 ± 
0,25

0,06 ± 
0,01

0,12 ± 
0,03

0,18 ± 
0,02

L. sulphureus Ls-08
0,26 ± 
0,03

0,47 ± 
0,07

0,63 ± 
0,03

0
0,03 ± 
0,01

0,04 ± 
0,01

L. sulphureus Ls-09
0,13 ± 
0,01

0,28 ± 
0,09

0,41 ± 
0,04

0 0
0,03 ± 
0,01

L. sulphureus Ls-0912
0,22 ± 
0,05

0,27 ± 
0,01

0,66 ± 
0,08

0 0
0,04 ± 
0,01

T. hirsuta Th-11
0,04 ± 
0,01

0,08 ± 
0,01

0,14 ± 
0,02

0 0 0

T. biforme Tb-11
0,08 ± 
0,01

0,09 ± 
0,02

0,12 ± 
0,04

0 0 0

Àналіз даних загального вìісту ìеланінів у культурах агарикальних 
грибів показав, що для більшості штаìів (95%) найвищий вìіст öих 
ре÷овин в ìіöелії припадає на 12-ту добу культивування. Виняткоì є 
штаì F. hepatica Fh-18, де такий ìаксиìуì спостерігається вже на 9-ту 
добу росту. Ñеред досліджених штаìів найбільший вìіст ìеланінів за-
фіксовано для штаìів L. edodes Le-2 і Le-10, який коливається в ìежах 
від 4,66 до 4,88 ìг/г і в 1,5 рази більше öього показника для штаìу 
F. fomentarius T-10. Ìеланіни в ÊФ не виявлено для 47% досліджених 
штаìів агарикальних грибів. Ñеред штаìів, що накопи÷ують ìеланіни 
в ÊФ, слід відìітити L. edodes Le-4 з найвищиì вìістоì öих ре÷овин у 
0,37 ìг/ìл на 12-ту добу культивування. Ó попередніх дослідженнях для 
переважної більшості досліджених штаìів базидіоìіöетів  також показано 
підвищений вìіст антиокисних оксиредуктаз [5, 12].
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Òаблиöя 5

Âміст меланінів в міцелії (мг/г) та культуральному фільтраті (мг/мл) штамів 
базидіоміцетів порядку Agaricales

Table 5

Dynamіc of melanіns accumulatіon of mycelіum (mg/g) and culture fіltrate  
(mg/ml) of Agaricales straіns 

Штам
Ìіцелій Êультуральний фільтрат

6 діб 9 діб 12 діб 6 діб 9 діб 12 діб

F. hepatica Fh-08
0,14 ± 
0,02

0,29 ± 
0,02

0,33 ± 
0,09

0 0
0,08 ± 
0,03

F. hepatica Fh-18
0,11 ± 
0,02

0,24 ± 
0,05

0,18 ± 
0,10

0,06 ± 
0,01

0,08 ± 
0,03

0,12 ± 
0,03

F. velutipes F-03
0,11 ± 
0,02

0,15 ± 
0,01

0,22 ± 
0,02

0 0 0,14±0,03

F. velutipes F-06
0,34 ± 
0,02

0,41 ± 
0,09

0,56 ± 
0,11

0 0,06±0,03 0,12±0,07

F. velutipes F-1
0,19 ± 
0,04

0,25 ± 
0,01

0,35 ± 
0,05

0 0 0

F. velutipes F-202
0,56 ± 
0,14

0,65 ± 
0,09

0,98 ± 
0,11

0 0,07±0,01 0,13±0,01

P. ostreatus Hk-35
0,09 ± 
0,02

0,14 ± 
0,01

0,19 ± 
0,02

0 0
0,08 ± 
0,03

P. ostreatus P-01
0,14 ± 
0,01

0,18 ± 
0,02

0,23 ± 
0,01

0 0 0

P. ostreatus P-039
0,11 ± 
0,02

0,14 ± 
0,01

0,20 ± 
0,01

0 0 0

P. ostreatus P-105
0,08 ± 
0,02

0,12 ± 
0,01

0,15 ± 
0,04

0 0 0

P. ostreatus P-107
0,13 ± 
0,03

0,19 ± 
0,02

0,25 ± 
0,06

0 0
0,07 ± 
0,03

P. ostreatus P-192
0,06 ± 
0,03

0,15 ± 
0,01

0,19 ± 
0,02

0 0 0

P. ostreatus P-208
0,15 ± 
0,01

0,22 ± 
0,06

0,31 ± 
0,12

0
0,08± 
0,01

0,11± 
0,04

P. ostreatus P-004
0,08 ± 
0,01

0,15 ± 
0,03

0,22 ± 
0,12

0 0 0

S. commune Sc-10
0,11 ± 
0,02

0,14 ± 
0,01

0,25 ± 
0,01

0 0 0

S. commune Sc-1101
0,09 ± 
0,02

0,10 ± 
0,01

0,15 ± 
0,01

0 0 0

S. commune Sc-1102
0,06 ± 
0,01

0,08 ± 
0,02

0,13 ± 
0,01

0 0 0

L. edodes Le-2
1,31 ± 
0,13

2,65 ± 
0,11

4,88 ± 
0,05

0,18 ± 
0,02

0,22 ± 
0,01

0,29 ± 
0,04

L. edodes Le-4
0,86 ± 
0,03

1,22 ± 
0,14

3,16 ± 
0,25

0
0,21 ± 
0,07

0,37 ± 
0,09

L. edodes Le-10
1,55 ± 
0,03

2,06 ± 
0,08

4,66 ± 
0,34

0,21 ± 
0,01

0,19 ± 
0,01

0,22 ± 
0,01



81

ВÌIÑÒ ÌÅËÀНIНIВ Ó БÀЗÈÄIÀËÜНÈХ ГÐÈБIВ ПОÐЯÄÊIВ POLYPORALES ÒÀ AGARICALES

ISSN 2076–0558. Ìікробіоëоãія і біотеõноëоãія. 2013. № 3. С. 72–83

Òакиì ÷иноì, встановлено, що більшість досліджених штаìів здатні 
до накопи÷ення öих ре÷овин в ìіöелії та близько половини – в ÊФ, де 
вìіст ìеланінів зна÷но ниж÷ий за такий в ìіöелії. Ñеред 50 видів бази-
діоìіöетів найбільший вìіст ìеланінів виявлено у представників поліпо-
ральних видів – Ganoderma applanatum, Fomitopsis pinicola та Inonotus 
obliquus і агарикальних видів – Fistulina hepatica та Lentinus edodes. 
Äля подальших досліджень з оптиìізаöії уìов культивування і отриìання  
ìеланінів ìіöеліального походження відібрано штаìи F. fomentarius T-10 
та L. edodes Le-2 і Le-10.

À.Ê. Âелигодская, Î.Â. Федотов

Äонеöкий наöиональный университет,
ул. Óниверситетская, 24, Äонеöк, 83000, Óкраина, 
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СÎÄÅÐЖÀÍÈÅ ÌÅËÀÍÈÍÎÂ Â ÁÀЗÈÄÈÀËЬÍЫÕ ÃÐÈÁÀÕ 
ПÎÐßÄÊÎÂ POLYPORALES È AGARICALES

Ðеферат

Öелью работы было изу÷ение общего содержания ìеланинов в 
карпофорах, ìиöелии и культуральноì фильтрате некоторых видов ба-
зидиоìиöетов. Ìетоды. Экстракöию ìеланинов из ìикологи÷еского ìа-
териала проводили путеì его щело÷ного гидролиза 2 N раствороì NaOH 
в соотношении 1:10 с последующиì осаждениеì конöентрированной 
HCl. Осадок после добавления соляной кислоты растворяли в 5 ìл 2 N 
раствора NaOH. Общее содержание пигìентов определяли спектрофото-
ìетри÷ескиì ìетодоì и расс÷итывали с поìощью калиброво÷ной кривой 
(по пирокатехину). Ñодержание ìеланина в культуральноì фильтрате 
определяли пряìыì фотоколориìетрированиеì. Ðезультаты. Определено 
общее содержание ìеланина в карпофорах 50 видов базидиоìиöетов, из 
которых 27 относятся к порядку Polyporales и 23 – к порядку Agaricales. 
Проведено сравнительный анализ полу÷енных данных на основе ÷его 
выделены карпофоры видов Ganoderma applanatum, Fomitopsis pinicola, 
Inonotus obliquus и Lentinus edodes, которые иìеют высокое общее 
содержание ìеланинов. Выделено в ìиöелиальную культуру 30 штаì-
ìов 10 видов базидиальных грибов, для которых определена динаìика 
роста и накопления ìеланинов в ìиöелии и культуральноì фильтрате 
при культивировании на глюкозо-пептонной среде. Âывод. Èз 50 видов 
базидиоìиöетов наибольшее содержание ìеланинов выявлено у пред-
ставителей полипоральных видов – Ganoderma applanatum, Fomitopsis 
pinicola и Inonotus obliquus и агарикальных видов – Fistulina hepatica и 
Lentinus edodes. Отобраны штаììы видов Fomes fomentarius и Lentinus 
edodes – перспективные для дальнейших исследований с öелью оптиìи-
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заöии условий культивирования для полу÷ения ìеланинов ìиöелиального 
происхождения.

Ê л ю ÷ е в ы е  с л о в а : ìеланины, базидиоìиöеты, карпофоры, ìиöе-
лий, культуральный фильтрат.
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THE TOTAL MELANINS CONTENT OF BASIDIOMYCETES 
ORDERS POLYPORALES AND AGARICALES

Summary

The aіm of the study was to investigate the total content of melanin 
in carpophorus, mycelia and culture filtrate species of Basidiomycetes. 
Methods. Extraction of melanin mycological material carried by its alkali 
hydrolysis 2 N NaOH solution in the ratio of 1:10, followed by precipitation 
with concentrated HCl. The precipitate after the addition of hydrochloric 
acid dissolved in 5 ml of 2 N solution of NaOH. The total pigment content 
was determined by spectrophotometric method and were calculated using 
a calibration curve (by pyrocatechol). The melanin content in the culture 
filtrate was determined by the direct colorimetry CF. Results. The total 
melanin content in fruiting bodies of 50 species of Basidiomycetes, 27 of 
which are belonging to order Polyporales and 23 to order Agaricales was 
investigated. The comparative analysis on the basis of the obtained data 
showed the highest total melanin content in Ganoderma applanatum, Fis-
tulina hepatica and Laetiporus sulfureus сarpophorus. Dynamics of growth 
and carotenoid synthesis in mycelium and cultural filtrate of 30 strains of 10 
basidiomycetes species isolated in mycelial culture was studied on glucose-
peptone medium. Conclusіon. Selected strains of Fomes fomentarius and 
Lentinus edodes are promising for further studies to optimize the culture 
conditions for mycelial melanin origin.

K e y  w o r d s :  melanins, basidiomycetes, carpophores, mycelium, 
cultural filtrate.
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ФIÒÎСÒÈÌУËЮÂÀËЬÍÀ ÀÊÒÈÂÍIСÒЬ 
ÅÊЗÎÌÅÒÀÁÎËIÒIÂ ШÒÀÌÀ-ÀÍÒÀÃÎÍIСÒÀ 

BACILLUS AMYLOLIQUEFACIENS IÌÂ Â-7404

Мета. Виявëення спектру екзометабоëітів фітоãормонаëьної при-
роди штама-антаãоніста Bacillus amyloliquefaciens IÌВ В-7404, 
що визначають йоãо фітостимуëюваëьну активність. Методи. 
Вміст фітоãормонів визначаëи методами спектроденситометричної 
тонкошарової õроматоãрафії та ãазової õроматоãрафії. Результати. 
Встановëено, що фітостимуëюваëьна активність екзометабоëітів 
B. amyloliquefaciens IÌВ В-7404 зумовëена присутністю в їõ скëаді 
трьоõ кëасів ãормонів-стимуëяторів (ауксинів, цитокінінів, 
ãібереëінів). Показана здатність штаму синтезувати фітоãормони-
інãібітори: абсцизову кисëоту і етиëен. Висновки. Рівень і спектр 
фітоãормонів, що синтезуються штамом B. amyloliquefaciens IÌВ 
В-7404,  відповідає особëивостям йоãо біоëоãії, а саме – сапробіонтному 
способу існування. Синтез індоëіë-3-оцтової кисëоти відіãрає важëиву 
фізіоëоãічну роëь у формуванні асоціативниõ взаємовідношень штаму 
з росëинами у ризосфері.

К ë ю ч о в і  с ë о в а: B. amyloliquefaciens, екзометабоëіти, фітоãормони, 
фізіоëоãічна роëь, фітостимуëюваëьна активність.

Відоìо, що більшість природних ризосферних ìікроорганізìів здатні 
до синтезу фітогорìональних сполук для форìування взаєìовідношень 
з рослиною [14]. Ñтворення ефективних біопрепаратів для рослинниöтва 
на основі живих культур ìікроорганізìів передба÷ає вив÷ення асоöіа-
тивних зв’язків ìіж бактеріяìи та рослиною. Òакий тип взаєìодії опо-
середковується екзоìетаболітаìи ìікроорганізìів з фітостиìулювальною 
активністю. Àеробні спороутворювальні бактерії роду Bacillus є типовиìи 
представникаìи ґрунтової ìікробіоти, серед яких є як ендофітні, так і 
вільноісную÷і види. Баöили вважаються перспективниìи агентаìи біо-
контролю, оскільки здатні до високого антагонізìу щодо багатьох гриб-
них і бактеріальних фітопатогенів за рахунок синтезу широкого спектру 
вторинних ìетаболітів з виражениìи бактериöидниìи та фунгіöидниìи 

© I.В. Äраговоз, Н.О. Ëеонова, Ä.À. Æукова, Ë.В. Àвдєєва, 2013
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властивостяìи [15]. Ñеред вторинних ìетаболітів бактерій роду Bacillus 
слід відзна÷ити не лише антибактеріальні та антифунгальні ре÷овини, а 
й сполуки, що характеризуються фітостиìулювальною активністю. Öе, в 
свою ÷ергу, зуìовлює доöільність використання штаìів баöил у створенні 
високоефективних біопрепаратів широкого спектру дії для рослинниöтва. 
Ðаніше наìи було показано ìожливість та доöільність використання шта-
ìу B. amyloliquefaciens ÓÊÌ В-7404 у складі коìпозиöії біопрепарату 
для зернових культур з ìетою пригні÷ення хвороб, збудникаìи яких є 
Fusarium graminearum і Cochliobolus sativus (неопубліковані дані).

В зв’язку з öиì, ìетою нашої роботи було дослідити виявлення 
спектру екзоìетаболітів фітогорìональної природи штаìа-антагоніста 
B. amyloliquefaciens IÌВ В-7404, що визна÷ають його фітостиìулювальну 
активність.

Ìатеріали і методи
Об’єктоì дослідження був штаì B. amyloliquefaciens IÌВ В-7404 

з колекöії відділу антибіотиків Iнституту ìікробіології і вірусології іì. 
Ä.Ê. Заболотного НÀН Óкраїни. Êультивування проводили в періоди÷них 
уìовах в колбах єìністю 750 ìл при 200 об/хв та 37 °Ñ впродовж 18–24 
год на рідкоìу поживноìу синтети÷ноìу середовищі [1]. Ñередовище за-
сівали 18-годинною культурою баöил в експоненöійній фазі росту. Ðідку 
культуру штаìу B. amyloliquefaciens IÌВ В-7404 öентрифугували 30 хв 
при 15000g і теìпературі 4 °Ñ. Êультуральну рідину використовували 
для аналізу на загальну фітостиìулювальну активність екзоìетаболітів, 
для спеöифі÷ного біотестування та для якісного і кількісного визна÷ення 
фітогорìонів фізико-хіìі÷ниìи ìетодаìи.

Äля рулонного ìетоду використовували насіння озиìої пшениöі сор-
ту Àльбатрос одеський. З öією ìетою на поліетиленові сìуги розìіроì 
35х15 сì розкладали по 33 насінин, відступаю÷и від верхнього краю 
5 сì. Зверху на насіння накладали сìужку зволоженого фільтрувального 
паперу шириною 10–12 сì. Ñкру÷ували в рулон і ставили в склянки з 
відстояною водопровідною водою та двоìа розведенняìи культуральної 
рідини B. amyloliquefaciens IÌВ В-7404 (1:65 та 1:100), підібраниìи екс-
периìентальниì шляхоì. Ìорфоìетри÷ні виìіри проростків проводили 
на 7-ìу добу. Ðезультати враховували за наростанняì надзеìної та ко-
реневої ìаси та виражали у відсотках відносно контролю. Повторність 
дослідів трикратна.

Äля дослідження індукöії ризогенезу використовували двотижневі 
живöі квасолі сорту Ëопата. Варіантаìи досліду були експериìентально 
підібрані розведення культуральної рідини штаìу B. amyloliquefaciens 
IÌВ В-7404 1:50, 1:75, 1:100. За контроль слугували відстояна водо-
провідна вода та препарат-еталон – індоліл-3-оöтова кислота (IОÊ) у 
конöентраöії 10-5 Ì [5]. Основні показники фізіологі÷ної активності дослі-
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джуваних роз÷инів: кількість коренів, ìаса коренів та довжина ділянки, 
що утворювала корені.

Позаклітинні фітогорìони виділяли з культуральної рідини штаìу 
B. amyloliquefaciens IÌВ В-7404 ìетодоì перерозподілу фітогорìонів 
у двох фазах роз÷инників, що не зìішуються ìіж собою [2]. Отриìані 
екстракти (випарені та перероз÷инені в етанолі) використовували для 
спеöифі÷ного біотестування (ауксинова, öитокінінова та гіберелова ак-
тивності) і подальшого хроìатографі÷ного аналізу фітогорìонів.

Äля визна÷ення ауксинової активності застосовували відрізки колеоп-
тилів озиìої пшениöі сорту Àльбатрос одеський. Варіантаìи досліду були  
розведення екстрактів культуральної рідини B. amyloliquefaciens IÌВ 
В-7100 1:200, 1:300 та 1:400. За контроль слугували препарат-еталон – 
IОÊ (10-5 Ì) та відстояна водопровідна вода.

Визна÷ення öитокінінової активності проводили на етиольованих сеìи-
добових сіì’ядольних листках огірка сорту Фенікс. Використовували такі 
розведення етанольного екстракту – 1:200, 1:300 1:400, 1:500 та 1:600. 
Êонтролі – препарат-еталон бензилаìінопурин (БÀП) у конöентраöіях 
10-4 Ì та 10-5 Ì та відстояна водопровідна вода.

Äля визна÷ення гіберелової активності використовували гіпокотилі 
огірка сорту Фенікс за ìетодикою Браєна і Ëеììінга в ìодифікаöії Àг-
ністикової [3]. Äосліджували розведення гіберелового етанольного екс-
тракту культуральної рідини, а саìе 1:200, 1:300 1:400, 1:500 та 1:600. 
Êонтролі – препарат-еталон – гіберелова кислота (ГÊ3) в конöентраöії 
10-5 Ì та відстояна водопровідна вода.

Отриìані етанольні екстракти культуральної рідини B. amyloliquefaciens 
IÌВ В-7404 використовували для проведення якісного і кількісного ана-
лізу фітогорìональних сполук ìетодоì тонкошарової хроìатографії [4]. 
Êількісне визна÷ення ауксинів, öитокінінів та абсöизової кислоти (ÀБÊ) 
проводили за допоìогою сканувального спектроденситоìетра «Ñорбфіл» 
(Ðосія). Êількість синтезованих позаклітинних фітогорìонів розрахову-
вали у ìікрограìах на 1 г абсолютно сухої біоìаси (ÀÑБ) продуöента.

Ñинтез етилену визна÷али ìетодоì газової хроìатографії [10]. 
Газову суìіш аналізували на газовоìу хроìатографі «Хроì-5» (Че-
хія) з полуì’яно-іонізаöійниì детектороì (тверда фаза – β-β’оксидо-
пропіонітрил). Êількість етилену розраховували за калібрувальниì 
графікоì, побудованиì згідно розведень етилену і виражали у ìолях за 
годину на 1 г ÀÑБ продуöента. Åкспериìенти проводили у 5-ти кратній 
аналіти÷ній повторності.

Äля оöінки достовірності експериìентальних даних, представлених в 
роботі, використовували параìетри÷ні критерії норìального розподілу, 
розраховую÷и середнє арифìети÷не (Xср.) і середнє квадрати÷не відхилен-
ня (SXср.) за рівня зна÷ущості <0,05. Àналіз проводили із застосуванняì 
пакета коìп’ютерних програì STATISTICA 6.0 і Microsoft Excel.
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Ðезультати і обговорення
З ìетою визна÷ення природи ростової активності штаìу 

B. amyloliquefaciens IÌВ В-7404 досліджено загальний рівень активності 
його екзоìетаболітів. При öьоìу за допоìогою рулонного ìетоду у всіх 
варіантах досліду було виявлено стиìуляöію наростання біоìаси як ко-
ренів, так і пагонів озиìої пшениöі сорту Àльбатрос одеський (табл. 1).

Òаблиöя 1

Загальна рістстимулювальна активність екзометаболітів 
B. amyloliquefaciens IÌÂ Â-7404

Table 1

General growth stіmulated actіvіty of B. amyloliquefaciens IMV Â-7404
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(вода)

0,037±0,006 100 0,076±0,01 100 0,113±0,02 100

Êультураль-
на рідина, 
1:65

0,060±0,01 162 0,092±0,01 121 0,152±0,01 135

Êультураль-
на рідина, 
1:100

0,052±0,01 140 0,100±0,02 131 0,152±0,02 135

Найбільший фітостиìулювальний ефект відìі÷ено для розведення 
культуральної рідини 1:65. Ìаса коренів збільшувалася на 62% по-
рівняно з контролеì, а ìаса паростків – на 21%. Êорені пшениöі були 
÷утливішиìи до дії екзоìетаболітів штаìу, що є öілкоì законоìірниì. 
Проте загальний приріст біоìаси паростків не показав залежності від 
конöентраöії культуральної рідини, так як ìаса паростків пшениöі збіль-
шувалася на 34,5% порівняно з контролеì в обох варіантах розведень. 

Приріст сирої біоìаси коренів і паростків свід÷ить про наявність 
фітостиìулювальних сполук у кільтуральній рідині. Відоìо, що існує 3 
класи фітогорìонів-стиìуляторів, але використання рулонного ìетоду не 
дає ìожливості визна÷ити природу фітогорìональної активності (аукси-
нову, öитокінінову, гіберелову). Òоìу, подальше дослідження фітостиìу-
лювальної активності екзоìетаболітів штаìу B. amyloliquefaciens IÌВ 
В-7404 проводилося за допоìогою спеöифі÷них біотестів.
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Отриìані результати показали стиìулювальний вплив екзоìета-
болітів штаìу B. amyloliquefaciens IÌВ В-7404 на ризогенез квасолі 
сорту Ëопата (рис. 1). Препарат-еталон (IОÊ, 10-5 Ì) підвищував як 
середню кількість коренів – на 95%, так і на 41,7% приріст біоìаси 
коренів відносно контролю. Àналогі÷на тенденöія стиìуляöії ризогенезу 
спостерігалася при дослідженні розведення культуральної рідини 1:50 – 
відбувалося збільшення кількості коренів і приріст їх біоìаси на 13% і 
133%, відповідно, тоді як застосування більших розведень (1:75 та 1:100) 
призводило до зìеншення кількості утворених коренів, проте їх біоìаса 
зростала порівняно з контролеì на 37% (1:100). 
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Ðис. 1. Âплив культуральної рідини B. amyloliquefaciens IÌÂ Â-7404 на ризогенез 
живців квасолі сорту Ëопата

1 – IОÊ у конöентраöії 10-5 Ì; 2 – розведення 1:50; 3 – розведення 1:75; 
4 – розведення 1:100

Fіg. 1. Influence of cultural lіquіd B. amyloliquefaciens IÌV Â-7404 rhіzogenesіs 
on bean cultіvar “Lopata”

1 – IAA, 10-5 M; 2 – 1:50 dilution; 3 – 1:75 dilution; 4 – 1:100 dilution

Отриìані результати свід÷ать про наявність фітостиìулювальних 
ре÷овин ауксинової природи серед екзоìетаболітів штаìу B. amyloliq-. amyloliq-amyloliq-
uefaciens IÌВ В-7404. Öе дозволяє зробити припущення щодо наявності 
інших регуляторів негорìональної природи у культуральній рідині дослі-
джуваного штаìу, зокреìа, вітаìіну Ê, синтез якого є характерниì для 
сапробіонтів роду Bacillus [13].

Ñпеöифі÷ну біологі÷ну активність екзоìетаболітів штаìу 
B. amyloliquefaciens IÌВ В-7404 (ауксинової, öитокінінової та гібе-
релової) визна÷али за допоìогою біотестування, що дозволяє оöінити 
присутність певних класів фітогорìональних сполук за їх фізіологі÷ною 
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дією. Біотестування проводили з використанняì відповідних етанольних 
екстрактів, отриìаних з культуральної рідини досліджуваного штаìу. 

При вив÷енні ауксинової активності було показано приріст довжини 
колеоптилів озиìої пшениöі сорту Àльбатрос одеський з вираженою 
конöентраöійною залежністю (рис. 2), що свід÷ить про наявність у куль-
туральній рідині штаìу B. amyloliquefaciens IÌВ В-7404 порівняно висо-
кої кількості горìональних сполук ауксинової природи. Òак, зафіксовано 
приріст колеоптилів на 9–15,8% залежно від розведення етанольного 
екстракту, тоді як препарат-еталон (IОÊ, 10-5Ì) стиìулював приріст на 
32,4% щодо контролю (вода).
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Ðис. 2. Äобовий приріст довжини відрізків колеоптилів озимої пшениці сорту 
Àльбатрос одеський за дії екстрактів культуральної рідини B. amyloliguefaciens 

IÌÂ Â-7404

Fіg. 2. Daіly growth of wіnter wheat coleoptels (cultіvar Albatros odesskіy) under 
the extract іnfluence of cultural lіquіd B. amyloliguefaciens IÌV Â-7404 

Äослідження спеöифі÷ної öитокінінової активності показало, що 
екзоìетаболіти не проявляли вираженого фітостиìулювального ефекту, 
опосередкованого наявністю öитокінінів. Ó гібереловоìу тесті встанов- Ó гібереловоìу тесті встанов-
лено аналогі÷ну до ауксинової активності конöентраöійну залежність 
розведень екстракту культуральної рідини.

Òакиì ÷иноì, ìетодаìи спеöифі÷ного біотестування показано присут-
ність серед екзоìетаболітів штаìу B. amyloliguefaciens IÌВ В-7404 усіх 
класів горìонів-стиìуляторів. Отриìані результати підтверджують дані 
літератури щодо синтезу відоìих класів горìонів-стиìуляторів ґрунтови--стиìуляторів ґрунтови-стиìуляторів ґрунтови-ґрунтови-рунтови-
ìи ìікроорганізìаìи, здатниìи до асоöіативних зв’язків з рослинаìи [8].
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Наступниì етапоì роботи було проведення фізико-хіìі÷ного аналізу 
фітогорìональних сполук. Встановлено, що штаìу B. amyloliquefaciens 
IÌВ В-7404 притаìанний середній рівень синтезу ауксинів, зокреìа, 
фізіологі÷но-активної форìи – IОÊ – 122,51 ìкг/г ÀÑБ, тоді як рівень 
синтезу öитокінінів виявився досить низькиì – 11,05 ìкг/г ÀÑБ (табл. 2). 
Окріì горìонів-стиìуляторів, серед екзоìетаболітів штаìу були виявлені 
горìональні сполуки інгібувальної дії: ÀБÊ (2,43 ìкг/г ÀÑБ) та етилен 
(10,4 нìоль/год • г ÀÑБ).

Òаблиöя 2

Âміст фітогормонів у культуральній рідині B. amyloliquefaciens IÌÂ Â-7404
Table 2

Ðhytohormones content іn cultural lіquіd B. amyloliquefaciens IÌV Â-740

Фітогормони мкг/г абсолютно сухої біомаси

Àуксини
Iндоліл-3-карбоксальдегід 10,28

∑ 132,79
Iндоліл-3-оöтова кислота 122,51

Öитокініни
Зеатин 9,22

∑ 11,05
Iзопентеніл-аденін 1,83

Àбсöизова кислота 2,43

Åтилен, нìоль/год • г ÀÑБ 10,4

Відоìо, що синтез фітогорìональних ре÷овин розглядають як 
важливий ÷инник взаєìодії PGPR-бактерій (plant growth promoting rhi-
zobacteria) з рослиною, що позитивно впливає на її ріст і розвиток [11]. 
Зокреìа, встановлено, що синтез фізіологі÷но активних форì ауксинів 
притаìанний більшості ґрунтових ìікроорганізìів, що ìають асоöіативні 
зв’язки з рослиною. Ìолекули ауксинів виступають в ролі сигнальних 
ìолекул під ÷ас ìікробно-рослинної взаєìодії [7]. Ñаìе рівень синтезу 
ауксинів сапробіонтаìи використовують як селективний ìаркер для 
PGPR-бактерій [9]. З іншого боку показано, що навіть низький рівень 
синтезу IОÊ асоöіативниìи бактеріяìи здатен стиìулювати систеìну 
стійкість рослини за рахунок прискорення проходження рослинаìи 
÷утливих до інфекöії фаз розвитку [8].

Штаì B. amyloliquefaciens IÌВ В-7404 є вільноісную÷иì ризосферниì 
ґрунтовиì ìікроорганізìоì і низький рівень синтезу öитокінінів 
відповідає способу існування даного штаìу, оскільки відоìо, що саìе 
синтез öитокінінів пов’язаний з ендофітниì або сиìбіоти÷ниì способоì 
існування, а їх рівень пряìо корелює з ефективністю сиìбіозу ìіж 
бактеріяìи і рослиною [6, 14].
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Окріì горìонів-стиìуляторів для даного штаìу є характерниì 
синтез двох класів фітогорìонів з інгібувальною дією – ÀБÊ та етилену. 
Наявність серед екзоìетаболітів ÀБÊ ìожна розглядати як додатковий 
фактор форìування асоöіативних зв’язків штаìу з рослиною, оскільки 
ÀБÊ ризосферних ìікроорганізìів відіграє роль ìедіатора ìікробно-
рослинної взаєìодії [6]. З іншого боку, екзогенна ÀБÊ діє на рослину як 
хіìі÷ний індуктор резистентності до збудників хвороб, зокреìа до Phyto-
phthora та Magnaporthe grisea, а також виступає в ролі горìонального 
регулятора стійкості до абіоти÷них стресів, зокреìа, до холоду та 
посухи [12]. Вважається, що етилен також опосередковує форìування 
асоöіативних зв’язків ìіж рослиною та ìікроорганізìаìи [6]. Òак, етилен 
відоìий як фітогорìон-інгібітор, проте за ìалих конöентраöій він здатен і 
до стиìуляöії росту рослини. Окріì того, етилен розглядається як горìон 
стресу і його потрапляння в рослину при взаєìодії з асоöіативниìи 
бактеріяìи, йìовірно, ìоже впливати на підвищення стійкості рослини 
до абіоти÷них ÷инників [8].

Òакиì ÷иноì, кількісно та якісно визна÷ено спектр екзоìетаболітів 
штаìу B. amyloliquefaciens IÌВ В-7404, що зуìовлюють його фіто-
стиìулювальну активність. Показано, що штаì здатен до синтезу трьох 
класів горìонів-стиìуляторів (ауксинів, öитокінінів, гіберелінів) та 
двох класів фітогорìонів з інгібувальною дією, а саìе ÀБÊ та етилену. 
Останні, йìовірно,  ìожуть відігравати роль ìедіаторних ìолекул при 
взаєìодії ìікроорганізìів з рослиною та додаткових ÷инників стійкості до 
абіоти÷них ÷инників довкілля.  Ñеред горìонів-стиìуляторів відзна÷ено 
відносно високий рівень синтезу ауксинів, зокреìа, IОÊ, що свід÷ить про 
її важливу фізіологі÷ну роль у форìуванні асоöіативних взаєìовідношень 
штаìу з рослиною в ризосфері.
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Èнститут ìикробиологии и вирусологии иì. Ä.Ê. Заболотного НÀН Óкраины,
ул. Заболотного, 154, Êиев, 03680, Óкраина,

тел.: +38 (044) 526 24 09, e-mail: igordragovoz@ukr.net

ФÈÒÎСÒÈÌУËÈÐУЮЩÀß ÀÊÒÈÂÍÎСÒЬ  
ЭÊЗÎÌÅÒÀÁÎËÈÒÎÂ ШÒÀÌÀ-ÀÍÒÀÃÎÍÈСÒÀ  

BACILLUS AMYLOLIQUEFACIENS ÈÌÂ Â-7404

Ðеферат

Öель. Выявление спектра экзоìетаболитов фитогорìональной 
природы штаììа-антагониста Bacillus amyloliquefaciens ÈÌВ В-7404, 
определяющих его фитостиìулирующую активность. Ìетоды. Ñодер-
жание фитогорìонов определяли ìетодаìи спектроденситоìетри÷еской 
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тонкослойной хроìатографии и газовой хроìатографии. Ðезультаты. 
Óстановлено, ÷то фитостиìулирующая активность экзоìетаболитов 
B. amyloliquefaciens ÈÌВ В- 7404 обусловлена присутствиеì в их со-
ставе трех классов горìонов-стиìуляторов (ауксинов, öитокининов, гиб-
береллинов). Показана способность штаììа синтезировать фитогорìоны-
ингибиторы: абсöизовую кислоту и этилен. Âыводы. Óровень и спектр 
фитогорìонов, синтезируеìых штаììоì B. amyloliquefaciens ÈÌВ 
В-7404, соответствует особенностяì его биологии, а иìенно – сапроби-
онтноìу способу существования. Ñинтез индолил-3-уксусной кислоты 
играет важную физиологи÷ескую роль в форìировании ассоöиативных 
взаиìоотношений штаììа с растенияìи в ризосфере.

Ê л ю ÷ е в ы е  с л о в а : B. amyloliquefaciens, экзоìетаболиты, 
фитогорìоны, физиологи÷еская роль, фитостиìулирующая активность

I.V. Dragovoz, N.O. Leonova, D.A. Zhukova, L.V. Àvdeeva

Zabolotny Institute of Microbiology and Virology, NASU,
154, Zabolotny St., Kyiv, Ukraine, MSP 03680, e-mail: igordragovoz@ukr.net 

EXOMETABOLITES PHYTOSTIMULATION ACTIVITY 
OF ANTAGONISTIC ACTIVE STRAIN BACILLUS 

AMYLOLIQUEFACIENS IMV Â-7404

Summary

Aіm. The research of phytohormonal natural exometabolites by strain-
antagonist Bacillus amyloliquefaciens IMV B-7404, which determines its 
phytostimulating activity. Methods. General growth activity, induction of 
rhizogenesis, specific biological testing, spectrum densitometric thin layer 
chromatography, high performance liquid chromatography, gas chroma-
tography. Results. Exometabolites phytostimulating activity of B. amylo-
liquefaciens IMV B-7404 is occurred due presence in its content of three 
classes of plant hormones-stimulators: auxins, cytokinins and gibberellins. 
The ability of the strain to synthesize phytohormones-inhibitors such as 
abscisic acid and ethylene has been shown. Conclusіons. The level and 
range of phytohormons synthesized by strain B. amyloliquefaciens IMV 
B-7404 support the peculiarities of it’s biology, namely saprobiontic mode 
of existence. Synthesis of indolyl-3-acetic acid plays an important physi-
ological role in the formation of associative relationships between strains 
in the plants rhizosphere.

K e y  w o r d s : B. amyloliquefaciens, exometabolites, phytohormones, 
physiological role, phytostimulation activity.
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ÀÍÒÈФÀÃÎÂÀ ÀÊÒÈÂÍIСÒЬ ÀСÈÌÅÒÐÈЧÍÎ-
ЗÀÌIЩÅÍÈÕ ПIÐÈÄÈËПÎÐФIÐÈÍIÂ

Мета. Вивчення антивірусниõ вëастивостей новиõ синтетичниõ 
асиметрично-заміщениõ порфіринів з використанням бактеріофаãів  як 
модеëьниõ вірусів. Матерiали та методи. У роботі вивчено здатність 
віëьної основи 5,10,15-три(N-метиë-4-піридиë)-20-(н-ноніë)порфірина 
та її компëексу з цинком інãібувати активність стафіëококовоãо 
фаãа, фаãа Т4 та фаãа Т7. Бактеріофаãи інкубуваëи у присутності 
досëіджуваниõ споëук у темновиõ умоваõ та при опроміненні види-
мим світëом, пісëя чоãо їõ титруваëи за методом подвійниõ аãаровиõ 
шарів. Кінцеві концентрації порфіринів скëадаëи 0,1; 1 та 10 мкÌ. 
Спектри поãëинання порфіринів записуваëи пісëя інкубації з фаãовою 
суспензію за допомоãою спектрофотометра «Spekol-10» та оциф-
ровуваëи. Результати. Показано, що найчутëивішим до дії споëук 
є стафіëококовий бактеріофаã, активність якоãо приãнічуваëася 
віëьною основою порфірину на 68% у темновиõ умоваõ, та на 80% при 
фотоактивації. Цинковий компëекс порфірину повністю інактивував 
цей фаã, як у темновиõ умоваõ так і при опроміненні. Бактеріофаã Т4 
був чутëивішим до дії досëіджуваниõ споëук за темновиõ умов. Так, 
за темновиõ умов зниження активності фаãа у присутності віëьної 
основи порфірину досяãаëо 68%, а цинковоãо компëексу – 88%, в 
той час за  фотоактивації – 24% та 35%, відповідно. Бактеріофаã 
Т7 навпаки був чутëивішим до дії фотоактивованиõ порфіринів. 
Зниження йоãо активності у темновиõ умоваõ віëьною основою 
порфірину досяãаëо 21%, а цинковим компëексом – 16%, тоді як за 
опромінення – 28% та 53%, відповідно. Спектроскопічні досëідження 
показаëи, що досëіджувані порфірини зв’язуються з фаãами. Висновки. 
Синтетичні асиметрично-заміщені порфірини приãнічують активність 
досëіджуваниõ бактеріофаãів завдяки формуванню компëексів з фа-
ãовими частками.

К ë ю ч о в і  с ë о в а : антифаãова активність, асиметрично-заміщені 
порфірини, бактеріофаãи.

Êонтроль над вірусниìи інфекöіяìи є однією з найважливіших проб-
леì су÷асної науки. На сьогоднішній день переважна більшість вірусних 
інфекöій по суті не ìає засобів етіотропної терапії. Залишається не ви-
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рішениì також питання хіìіотерапії вірусних хвороб рослин та тварин. 
Ó пошуку нових препаратів для застосування у сільскоìу господарстві 
особливу роль відіграє їх екологі÷на безпе÷ність. Äо того ж усі вироб-
ниöтва, що засновані на великоìасштабних бактеріальних ферìентаöіях 
зазнають шкоди від вірусів бактерій – бактеріофагів, боротьба з якиìи 
є однією з актуальних зада÷ су÷асної біотехнології [7]. 

Використовувати порфірини як антивірусні агенти було запропоно-
вано, перш за все, для стерилізаöії крові та її коìпонентів. Фотосенси-
білізаöія з допоìогою порфіринів виявилася ефективною проти вільних 
вірусів, внутрішньоклітинних вірусів, вірустрансфорìованих клітин та 
вірусних контаìінантів у крові [8]. Äеякі похідні порфіринів здатні інак-
тивувати спеöифі÷ні вірусні ìішені, у тоìу ÷ислі ретровірусну зворотню 
транскриптазу і протеазу ВIË-1 [9, 10]. На прикладі бактеріофага Ò7 як 
ìодельного вірусу без суперкапсиду була показана ìожливість викорис-
тання катіонних порфіринів для усунення вірусів з рідкого середовища [5].

Взагалі, бактеріофаги ÷асто використовують як ìоделі патогенних ві-
русів, оскільки вони не шкідливі та не потребують спеöіальних дослідниöь-
ких уìов, а результати досліджень з бактеріофагаìи доступні вже ÷ерез 
декілька годин після зараження. Їх з успіхоì використовували як ìоделі 
вірусів при оöінюванні ефективності бар’єрних ìатеріалів, для перевірки 
ефективності о÷ищення питної води, для оöінювання віруліöидних сполук, 
для визна÷ення ÷утливості вірусів до дезінфектантів [2, 3, 6]. 

 З огляду на зазна÷ене вище ìетою даної роботи було вив÷ення 
антивірусних властивостей нових синтети÷них асиìетри÷но-заìіщених 
порфіринів з використанняì бактеріофагів як ìодельних вірусів.

Ìатеріали та методи
Вив÷алась антифагова активність вільної основи 5,10,15-три(N-ìетил-

4-піридил)-20-(н-ноніл)порфірина та її коìплексу з öинкоì, синтезованих 
у ПНÄË-5 ОНÓ іìені I.I. Ìе÷никова.

Àнтифагова дія досліджуваних сполук перевірялася на ìодельних 
систеìах S. aureus – полівалентний стафілококовий бактеріофаг, E. coli – 
бактеріофаги Ò4 та Ò7. 

Штаì бактерії Staphylococcus aureus ATCC 2592 отриìаний з ìузею 
кафедри ìікробіології, вірусології та біотехнології ОНÓ іìені I.I. Ìе÷-
никова. Штаì бактерії E. coli В та бактеріофаг Ò4 люб’язно надані за-
відува÷еì кафедри вірусології Êиївського наöіонального університету 
іìені Ò.Г. Шев÷нко, д.б.н. Поліщукоì В.П.; бактеріофаг Ò7 – завідува÷еì 
відділу ìолекулярної біології бактеріофагів IÌВ НÀНÓ, д.б.н. Òовка-
÷еì Ф.I. Êультивування бактерій S. aureus проводили на ÌПБ, бактерії 
E. coli – на середовищі LB. Щільні середовища ìістили 1,4% агар-агару, 
напіврідкі – 0,7% агар-арагу. Зберігали культури ìікроорганізìів та 
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бактеріофаги за теìператури 4 °Ñ. Êонöентрування фагів проводили за 
ìетодоì Яìоìото [11]. 

Äля визна÷ення теìнового впливу порфірину на бактеріофаг фагову 
суспензію розливали у стерильні пробірки по 1 ìл з розведення, при якоìу 
бактеріофаг утворював на бактеріальноìу газоні 50–70 негативних коло-
ній. Äо фагової суспензії додавали порфірини такиì ÷иноì, щоб кінöева 
конöентраöія сполук у пробірках складала 0,1; 1 та 10 ìкÌ. Вибір саìе 
öих конöентраöій базується на попередніх даних про відсутність анти-
бактеріальної дії досліджуваних сполук за конöентраöії 10 ìкÌ і ниж÷е. 
За контроль правили фагові суспензіі без додавання досліджуваних ре-
÷овин. Після öього пробірки інкубували у холодильнику за теìператури 
4 °Ñ протягоì 24 год. Після закін÷ення терìіну інкубаöії бактеріофаги 
титрували за ìетодоì подвійних агарових шарів [1]. 

Äля визна÷ення фотоіндукованого впливу порфіринів на бактеріофаг 
фагову суìіш одразу ж після додавання сполук піддавали опроìіненню 
лаìпою розжарювання денного світла потужністю 500 Вт протягоì 20  хв. 
Iнтенсивність опроìінення складала 40 J/cì2 [10]. За контроль правила 
фагова суспензія без додавання досліджуваних ре÷овин. Одразу ж після 
опроìінення проводили титрування бактеріофага за ìетодоì подвійних 
агарових шарів. Облік результатів проводили ÷ерез 24 год, підрахову-
ю÷и кількість негативних колоній на бактеріальноìу газоні у досліді та 
контролі.

Äля спектроскопі÷них досліджень використовували 10 ìкÌ роз÷ини 
порфіринів. Ó дослідні пробірки вносили відповідні бактеріофаги до кін-
öевої конöентраöії 5½105 БÓО/ìл, а у пробірки, що слугували контролеì, 
додавали відповідний об’єì фізіологі÷ного роз÷ину. Пробірки витриìували 
30 хв у теìноìу ìісöі. Ñпектри поглинання записували за допоìогою 
спектрофотоìетра «Spekol-10». Отриìанні дані були оöифровані за до-
поìогою програì Grafula та Origin Pro 8. 

Ðезультати дослідження та їх обговорення
Ðезультати дослідження показали, що високу теìнову активність 

вільної основи досліджуваного порфірину щодо стафілококового фага та 
фага Ò4. За найвищої конöентраöії порфірину зниження активності фагів 
досягало 68%. Найìенша його конöентраöія пригні÷увала інфекöійність 
стафілококового фага на 35% та фага Ò4 – на 15%. По відношенню до 
öих фагів ìає ìісöе ÷ітка залежність активності сполуки від її конöентра-
öії. Щодо фага Ò7 такої залежності не виявлено. Ìаксиìальне зниження 
його активності (на 21%) відбувалося за конöентраöії 1 ìкÌ.

Òенденöія впливу öинкового коìплексу досліджуваного порфіри-
ну на фаги була однаковою. Найактивнішою виявилася конöентраöія 
10  ìкÌ, за якої активність стафілококового фага пригні÷увалася по-
вністю, активність фага Ò4 знижувалася на 88%, а фага Ò7 – на 16%. 
Найìеньш ефективною була конöентраöія 1 ìкÌ, за якої активність 
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стафілококового фага знижувалася на 47%, а фага Ò4 та Ò7 – на 22% 
та 7%, відповідно (рис. 1).

Ðис. 1. Âплив вільної основи асиметрично-заміщеного піридилпорфірину (а) та її 
комплексу з цинком (б) на інфекційну активність бактеріофагів за темнових умов. 

Приìітка: Ê – контроль, * – різниöя достовірна у порівнянні з контролеì

Fіg. 1. Influence upon asymmetrіcally substіtuted pyrіdylporphyrіn free base (а) 
and zіnc complex (b) bacterіophage actіvіty under the dark condіtіons. 

Note: K – control, * – significantly different from control

Òакиì ÷иноì, за ступенеì ÷утливості до теìнової дії асиìетри÷но-
заìіщених порфіринів фаги ìожна розташувати у такоìу порядку: ста-
філококовий фаг > фаг Ò4 > фаг Ò7. Вищу активність у теìнових уìовах 
встановлено для ìеталокоìплексу порфірину. 

За фотоактиваöії вільної основи досліджуваного порфірину пригні÷ен-
ня активності стафілококового фага пряìо залежало від ії конöентраöії 
і становило 31–80%. Àналогі÷ні результати отриìано і при визна÷енні 
фотодинаìі÷ної інактиваöії вірусів в присутності катіонних порфіринів. 
Вважається, що пропорöійно до зростання конöентраöії фотосенсибілі-
заторів підвищується утворення синглетного кисню, який пошкоджує 
структурні коìпоненти вірусів [12]. При опроìіненні за присутності 
öього порфірину зниження активності фага Ò4 не перевищувало 24%. 
Фотоінактиваöія фага Ò7 під дією вільної основи була у ìежах 16–28%. 
Фотоактивований öинковий коìплекс досліджуваного порфірину повністю 
пригні÷ував активність стафілококового фага за конöентраöії 10 ìкÌ. 
Зниження активності öього фагу складало за конöентраöії 0,1 ìкÌ 41%,  
а  за конöентраöії 1 ìкÌ – 19% (рис. 2).

При опроìіненні фагів Ò4 та Ò7 у присутності 10 ìкÌ даного ìетало-
коìпексу їх інфекöійність знижувалася на 35% та 53%, а за найìеншої 
конöентраöії –  на 12% та 8%, відповідно. Отже, фаг Ò4 є більш ÷утли-
виì до теìнової дії сполук. 
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Ðис. 2. Âплив вільної основи асиметрично-заміщеного піридилпорфірину (a) 
та її комплексу з цинком (б) на інфекційну активність бактеріофагів за умов 

фотоактивації. 
Приìітка: Ê – контроль, * – різниöя достовірна порівняно з контролеì

Fіg. 2. Influence upon asymmetrіcally substіtuted pyrіdylporphyrіn free base (a) 
and zіnc complex (b) on bacterіophage actіvіty after photoactіvatіon. 

Note: K – control,  * – significantly different from control

Відоìо, що порфірини здатні форìувати різноìанітні коìплекси з 
ÄНÊ. Ðезультати досліджень [4] показують, що вони зв’язуються з ÄНÊ 
незалежно від того ÷и є полінуклеотид ÷астиною нуклеопротеїнового коìп-
лексу ÷и ні. Використовую÷и спектроскопі÷ні ìетоди дослідження ìожна 
визна÷ити наявність та характер зв’язування порфіринів з нуклеїновою 
кислотою або нуклеопротеїновиì коìплексоì, якиì є фагова ÷астка. 
Äля порфіринів у складі коìплексів найбільш характерниìи зìінаìи є 
зрушення сìуги Ñоре до більших довжин хвиль, яка супроводжується 
гіпохроìниì або гіперхроìниì ефектоì (тобто зìеншення або збільшення 
екстинкöії) [14].

Встановлено, що за взаєìодії фагів із досліджуваниìи порфіринаìи 
відбуваються певні зìіни їх спектральних характеристик. Ìаксиìуì сìуги 
Ñоре вільної основи у присутності фагів зрушувався на 0,7 нì, та в усіх 
випадках спостерігався гіпохроìний ефект: 3,3 % для стафілококового 
фага, 7% – для фага Ò4 та 10,7% – для фага Ò7 (рис. 3). 

Зна÷ний зсув у ÷ервоний бік спектру сìуги Ñоре öинкового коìплек-
су – на 12 нì – спостерігався у присутності стафілококового фага та фага 
Ò4, при÷оìу інтенсивність поглинання світла порфіриноì за присутності 
першого фага не зìінювалася, а за присутності другого знижувалася на 
2,3%. Найбільший гипохроìізì – 11,4% – спостерігався за взаєìодії 
сполуки з фагоì Ò7, але при öьоìу відбувався незна÷ний (на 1,5 нì) зсув 
сìуги Ñоре порфірина. 
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Ðис. 3. Спектри поглинання вільної основи асиметрично-заміщеного 
піридилпорфірину (À) та її комплексу з цинком (Á) у присутності бактеріофагів.

Fіg. 3. Asymmetrіcally substіtuted pyrіdylporphyrіn free base (À) and  zіnc 
complex (Á)  absorptіon spectra іn presence of bacterіophages.

Òакиì ÷иноì, результати спектроскопі÷них досліджень свід÷ать 
про зв’язування порфіринів з фагаìи. За даниìи літератури відоìо, що 
форìи зв’язування, а саìе інтеркаляöія та зовнішнє неінтеркалятивне 
зв’язування, як з ізольованою ÄНÊ, так і з ÄНÊ всередині фагового кап-
сида, схожі [14]. Встановлено, що в ізольованій ÄНÊ і фагових ÷астках 
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розподіл та співвідношення форì зв’язування аналогі÷ні, але доступність 
сайтів зв’язування залежить від структури ÄНÊ.

Ñтруктура протеїнового коìплексу також відіграє важливу роль 
у взаєìодії порфіринів з нуклеопротеїноì, навіть якщо неìа пряìого 
зв’язування порфірину з білкаìи [13]. Öиì ìожна пояснити різниöю у 
÷утливості фагів до дії сполук, оскільки усі досліджувані фаги належать 
до різних родин та ìають різну ìорфологі÷ну будову. Однак зв’язування 
з порфіриноì не завжди впливає на структуру капсиду або на взаєìодію 
ÄНÊ з білкоì у фаговій ÷астöі [4]. 

На відìіну від теìнових ефектів порфіринів за фотоактиваöії öих 
сполук суттєво зìінюється структура білків нуклеопротеїнового коìп-
лексу. Ñлід зазна÷ити, що зв’язування порфірину з фаговою ÷асткою не 
є необхідною уìовою ефективної фотосенсибілізую÷ої дії. Öе ìожна по-
яснити тиì, що ìолекули вільних порфіринів більш активно утворюють 
синглетний кисень [12].

Òакиì ÷иноì, проведені дослідження показали, що найбільш ÷утливиì 
до теìнового та фотоіндукованого впливу порфіринів є стафілококовий 
бактеріофаг, в той ÷ас як фаг Ò7 виявляє високу стійкість до дії öих 
сполук. Зв’язування вільної основи 5,10,15-три(N-ìетил-4-піридил)-20-(н-
ноніл)порфірину з досліджуваниìи фагаìи супроводжується гіпохроìниì 
ефектоì, який для öинкового коìплексу виявлено лише за присутності 
фага Ò7. Äля стафілококового та Ò4 фагів виявлено батохроìний ефект – 
зсув сìуги Ñоре ìеталокоìплексу у ÷ервоний бік спектру. 
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ÀÍÒÈФÀÃÎÂÀß ÀÊÒÈÂÍÎСÒЬ ÀСÈÌÌÅÒÐÈЧÍÎ-ЗÀÌÅЩÅÍÍЫÕ 
ПÈÐÈÄÈËПÎÐФÈÐÈÍÎÂ

Ðеферат

Öель. Èзу÷ение антивирусных свойств новых синтети÷еских 
асиììетри÷но-заìещенных порфиринов с использованиеì бактериофагов 
в ка÷естве ìодельных вирусов. Ìатериалы и методы. В работе изу÷алась 
способность свободного основания 5,10,15-три(N-ìетил-4-пиридил)-20-
(н-нонил)порфирина и его коìплекса с öинкоì ингибировать активность 
стафилококкового фага, фага Ò4 и фага Ò7. Бактериофаги инкубировали в 
присутствии исследуеìых соединений в теìновых условиях и при облу÷е-
нии видиìыì светоì, после ÷его их титровали ìетодоì двойных агаровых 
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слоев. Êоне÷ные конöентраöии порфиринов составляли 0,1 ìкÌ, 1 ìкÌ 
и 10 ìкÌ. Ñпектры поглощения порфиринов записывали после инкуба-
öии с фаговой суспензией с поìощью спектрофотоìетра «Spekol-10» и 
оöифровывали. Ðезультаты. Показано, ÷то наиболее ÷увствительныì к 
действию соединений оказался стафилококковый бактериофаг активность 
которого подавлялась свободныì основаниеì исследуеìого порфирина 
на 68% в теìновых условиях, и на 80% при фотоактиваöии. Öинковый 
коìплекс порфирина полностью инактивировал этот фаг, как в теìновых 
условиях так и при облу÷ении. Бактериофаг Ò4 был более ÷увствительныì 
к действию соединений при теìновых условиях. Òак, в теìновых усло-
виях снижение активности фага в присутствии свободного основания 
порфирина достигало 68%, а öинкового коìплекса – 88%, тогда как при 
фотоактиваöии – 24% и 35%, соответственно. Бактериофаг Ò7 наоборот 
был более ÷увствительныì к действию фотоактивированных соединений. 
Ñнижение его активности в теìновых условиях свободныì основаниеì 
исследуеìого порфирина достигало 21%, а öинковыì коìплексоì – 16%, 
тогда как при облу÷ении – 28% и 53%, соответственно. Ñпектроскопи÷ес-
кие исследования показали, ÷то исследуеìые порфирины связываются с 
фагаìи.  Âыводы. Ñинтети÷еские асиììетри÷но-заìещенные порфирины 
угнетают активность исследуеìых бактериофагов благодаря форìирова-
нию коìплексов с фаговыìи ÷астиöаìи.  

Ê л ю ÷ е в ы е  с л о в а : антифаговая активность, асиììетри÷но-
заìещенные порфирины, бактериофаги.
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ANTIPHAGE ACTIVITY OF ASYMMETRICALLY-
SUBSTITUTED PYRIDYLPORPHYRINS 

Summary 

Aіm. Study of the new synthetic asymmetrically-substituted porphy-Study of the new synthetic asymmetrically-substituted porphy-
rins antiviral properties with the use of bacteriophages as model viruses. 
Materіals and methods. In this work the ability of 5,10,15-tri(N-methyl-
4-pyridyl)-20-(n-nonyl) porphyrin free base and its zinc complex to inhibit 
staphylococcal phage, phage T4 and T7 activity had been studied. Bacte- had been studied. Bacte-had been studied. Bacte-
riophages were incubated in presence of studied porphyrins in the dark 
and during irradiation, and then plated using the standard double-layer 
method. Final porphyrin concentrations were 0,1 ฀Ì, 1 ฀Ì and 10 ฀Ì. 
Porphyrin absorption spectra were recorded after incubation with phage 
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suspension with spectrophotometer “Spekol-10” and then were digitized. 
Results. It was shown, that staphylococcal phage is more sensible to the 
porphyrin action. Porphyrin free base suppress its activity on 68% in the 
dark and 80% after photoactivation. Phage inactivation with porphyrin 
zinc complex reached up to 100% in the dark and after irradiation. Phage 
Ò4 is more sensible to the porphyrins action in the dark. Decrease of the 
phage activity in the dark reached up to 68% in presence of porphyrin 
free base, and 88% in presence of porphyrin zinc complex, and 24% and 
35%, respectively, after photoactivation. Inversely, phage Ò7 is more sen-Ò7 is more sen-is more sen-
sible to the photoactivated compounds action. Decrease of its activity in 
the dark reached up 21% in presence of porphyrin free base, and 16% in 
presence of porphyrin zinc complex, and 28% and 53%, respectively, after 
irradiation. Spectroscopic studies show that studied porphyrins bind to the 
phage nucleoproteins. Conclusіon. Synthetic asymmetrically-substituted 
porphyrins affect the studied bacteriophage activity due to complex forma-
tion with phage particles. 

Ê e y  w o r d s : antiphage activity, asymmetrically-substituted porphy-e y  w o r d s : antiphage activity, asymmetrically-substituted porphy- w o r d s : antiphage activity, asymmetrically-substituted porphy-w o r d s : antiphage activity, asymmetrically-substituted porphy-: antiphage activity, asymmetrically-substituted porphy- antiphage activity, asymmetrically-substituted porphy-
rins, bacteriophages.
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IÍФÎÐÌÀÖIÉÍÅ ПÎÂIÄÎÌËÅÍÍß ÄËß ÀÂÒÎÐIÂ

Науковий журнаë «Ìікробіоëоãія і біотеõноëоãія» запрошує Вас 
до співпраці з питань висвітëення резуëьтатів науковиõ досëіджень 
у ãаëузі мікробіоëоãії і біотеõноëоãії. 

Програмні цілі видання: висвітлення результатів наукових дослі-
джень у галузі ìікробіології та біотехнології, об’єктаìи яких є прокаріотні 
(бактерії, архебактерії) та еукаріотні (ìікроскопі÷ні гриби, ìікроскопі÷ні 
водорості, найпростіші) ìікроорганізìи, віруси.

Òематична спрямованість: ìікробіологія, вірусологія, іìунологія, 
ìолекулярна біотехнологія, створення та селекöія нових штаìів ìікро-
організìів, ìікробні препарати, антиìікробні засоби, біосенсори, діагнос-
тикуìи, ìікробні технології в сільськоìу господарстві, ìікробні технології 
у хар÷овій проìисловості; захист та оздоровлення навколишнього серед-
овища; отриìання енергоносіїв та нових ìатеріалів тощо.

Ìова (мови) видання: українська, російська, англійська.
Ðубрики журналу: «Оглядові та теорети÷ні статті», «Åкспериìентальні 

праöі», «Äискусії», «Êороткі повідоìлення», «Хроніка наукового життя», 
«Ñторінки історії», «Ювілеї і дати», «Ðеöензії», «Êнижкова полиöя».

Äо статті додається рекоìендаöія установ, організаöій, у яких ви-
конувалася робота, за підписоì керівника та письìова згода керівників 
установ, організаöій, де праöюють співавтори.

Âимоги до оформлення статей, які подаються до редакції журналу:
Ñтаття ìає відповідати теìати÷ноìу спряìуванню журналу і, відповід-

но до п. 3 Постанови ВÀÊ Óкраїни від 15.01.2003 р. ¹7-05/1, вклю÷ати 
такі структурні елеìенти: постановка проблеìи у загальноìу вигляді та 
її зв’язок із важливиìи науковиìи ÷и практи÷ниìи завданняìи; аналіз 
останніх досліджень і публікаöій, в яких запо÷атковано вирішення даної 
проблеìи і на які опирається автор; виокреìлення раніше не вирішених 
÷астин загальної проблеìи, котриì присвя÷ується стаття; форìулюван-
ня öілей статті (постановка завдання); виклад основного ìатеріалу до-
слідження з повниì обґрунтуванняì наукових результатів; висновки з 
даного дослідження і перспективи подальших пошуків у даноìу напряìі.

Äо друку прийìаються статті (2 приìірники) обсягоì не більше 8 
сторінок (з урахуванняì рисунків, таблиöь і підписів до них, анотаöії, 
реферату, списку літератури), огляди – до 15 стор., реöензії – до 3 стор., 
короткі повідоìлення – до 2 стор.

Äо рукопису додається електронний варіант статті на дискові (шрифт 
Times New Roman, кегль 14, інтервал автоìати÷ний, не більше 30 рядків 
на сторінöі, поля по 2 сì).

  При написанні статті необхідно дотримуватися такого плану:
– індекс ÓÄÊ у лівоìу верхньоìу кутку першого аркуша;
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– прізвища та ініöіали автора (авторів) ìовою оригіналу, ìісöе ро-
боти кожного автора; повна поштова адреса установи (за ìіжнародниìи 
стандартаìи); телефон, електронна адреса (e-mail). Прізвища авторів та 
назви установ, де вони праöюють, позна÷ають одниì і тиì саìиì öиф-
ровиì індексоì (вгорі);

– назва статті великиìи літераìи;
– анотаöія із зазна÷енняì новизни дослідження (200–250 слів);
– клю÷ові слова (не більше п’яти);
Òекст статті має включати такі складові:
вступ; ìатеріали і ìетоди; результати та їх обговорення; висновки; 

література.
Äо кожного приìірника статті додається анотаöія ìовою оригіналу 

та реферати українською / російською (в залежності від ìови оригіналу 
статті), та англійською ìоваìи (кожен реферат на окреìоìу аркуші). 
Особ ливу увагу слід приділяти написанню резюìе статті англійською 
ìовою. Äля öього доöільно користуватися послугаìи кваліфікованих 
спеöіалістів-лінгвістів з подальшиì науковиì редагуванняì тексту 
автороì(-аìи). Перед словоì «реферат» необхідно написати прізвища та 
ініöіали авторів, назви установ, повну назву статті відповідною ìовою. 
Ðеферат обсягоì 200—250 слів ìає бути структурованиì: ìета (÷ітко 
сфорìульована), ìетоди дослідження, результати дослідження (стисло), 
узагальнення або висновки. Після тексту реферату з абзаöу розìіщу-
ються клю÷ові слова. 

Ó кінöі тексту статті указати прізвища, іìена та по батькові усіх 
авторів, поштову адресу, телефон, факс, e-mail (для кореспонденöії).

Ñтаття ìає бути підписана автороì (усіìа автораìи) з зазна÷енняì 
дати на останній сторінöі.

Àвтори несуть повну відповідальність за бездоганне ìовне офорìлен-
ня тексту, особливо за правильну наукову терìінологію (її слід звіряти 
за фаховиìи терìінологі÷ниìи словникаìи). 

Ëатинські біологі÷ні назви видів, родів подаються курсивоì латини-
öею. 

Якщо ÷асто повторювані у тексті словосполу÷ення автор вважає за 
потрібне скоротити, то абревіатури за першого вживання обуìовлюють 
у дужках. Наприклад: поліìеразна ланöюгова реакöія (ПËÐ).

Посилання на літературу подаються у тексті статті, öифраìи у ква-
дратних дужках, згідно з порядковиì ноìероì у списку літератури.

Òаблиöі ìають бути коìпактниìи, ìати порядковий ноìер; графи, 
колонки ìають бути то÷но визна÷ениìи логі÷но і графі÷но. Ìатеріал та-
блиöь (як і рисунків) ìає бути зрозуìілиì і не дублювати текст статті. 
Öифровий ìатеріал таблиöь слід опраöювати статисти÷но. 

Ðисунки виконуються у вигляді ÷ітких креслень (за допоìогою 
коìп’ютерного графі÷ного редактора у форìаті Word, TIF, JPG). Осі 
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координат на графіках ìають бути позна÷ені. Ðисунки розìіщуються у 
тексті статті та дублюються окреìиì файлоì на CD.

Ðозділ «Ðезультати досліджень та їх обговорення» ìає бути написаний 
коротко: необхідно ÷ітко викласти виявлені ефекти, показати при÷инно-
результативні зв’язки ìіж ниìи, порівняти отриìану інфорìаöію з даниìи 
літератури, дати відповідь на питання, поставлені у вступі.

Ñписок літератури складається за алфавітно-хронологі÷ниì порядкоì 
(спо÷атку кирилиöя, потіì латиниöя) і розìіщується в кінöі статті. Якщо 
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