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Введение

В наш век глобальных экономических изменений перед

человечеством остро стоит вопрос увеличения продуктивности

аграрного сектора сельского хозяйства[10]. Распространение

множественной лекарственной резистентности уопасныхпатогенов

толкаетчеловечествоискатьдругие,болееэффективныеибезопасные



средства,обладающие антибактериальной активностью и набором

характеристик,препятствующихразвитию резистентности к ним со

стороныпатогенов.

Цель:Изучитьвлияниеантибактериальныхпептидовмолочнокислых

бактерийнаростиразвитиекультурныхрастений.

Задачи:

Проанализировать научную литературу по выбранной теме

исследования;

Культивировать молочнокислые бактерии и изготовить растворы,

содржащиепептиды;

Провестипрактическоеисследование;

Провести анализполученныхданныхи сделать выводы на основе

даннойработы.

Гипотеза: предполагается, что антибактериальные пептиды

молочнокислых бактерий оказывают антибактериальный и

фунгицидный эффект на различные заболевания растений и

положительно влияютна показатели роста и развития культурных

растений.

1Теоретическаячасть.

1.1Антибактериальныепептиды

Пептиды –семействовеществ,молекулы которыхпостроены из

двухиболееостатковаминокислот[9].СредиНихвыделяютособую

группу антибактериальных пептидов.Для них характерно высокое

содержание основных и неполярных гидрофобных аминокислот.

Антибактериальные пептиды выгодно отличаются оттрадиционных

антибиотиков и фунгицидов,т.к.они нацелены на конкретные



клеточные мишени и активны против резистентныхштаммов,а их

токсичностьдляклетокмлекопитающихнизкаилиотсутствует [1].

1.3Механизмдействияантибактериальныхпептидов

Пептиды работаютчрезвычайно быстро:пептид,в отличии от

традиционныхсредствразрушаетбактериальную клеткувсчитаные

секунды. Этим обусловлен один из факторов непоявления

резистентностиупатогенов[1].

Механизм действия можно разделить на 2 большие группы:

Воздействия на клеточную мембрану,и Воздействиена внутренние

структуры клетки. .В механизме работы первого типа,

антибактериальные пептиды благодаря положительному заряду и

чередованию гидрофобных и гидрофильных участков

взаимодействуютсмембранойпатогена,встраиваявнеёгидрофобные

участки[2].Этоприводитксозданию внейпор,изкоторыхвытекает

внутриклеточноесодержимоебактерии(лизис).Внекоторыхслучаях

мембранаразрываетсянакуски,аклеткаразваливается[1].Механизм

работы второйгруппы пептидовбазируетсянавыборемишенивнутри

клетки.ТакимимишенямиявляютсяферментыбиосинтезаРНК,белков

клеточнойстенки,белковтепловогошока,ферментырепарацииДНК[2].

1.4Методывыделенияиочисткипептидов

Первымиоднимизсамыхраспространённыхметодоввыделения

пептидов из микроорганизмов является химическая экстракция.

Принцип экстракции заключается в разрушении карбоновыми

кислотамимембранныхструктурклетки[12].

Следующим способом выделения пептидов является

механическая экстракция, осуществляемая с помощью

центрифугирования. Суть метода заключается в помещении

бактериальнойклеткивцентрифугу.Гдеподдействиемцентробежной



силыонаразбиваетсянакомпонентыиоседаетсогласноихплотности

имассе[14].

2Практическаячасть

ДаннаяработапроводиласьнабазеГАУ ДО Брянскойобласти

«Детскоготехнопарка«Кванториум»,подруководствомАнтоненкоЮ.А.

Первым этапом практической работы было получение чистой

культуры лактобактерий.Дляэтогобылиприобретены высушенные

штаммы:Lactococcus lactis,Streptococcus thermоphilus,Lactobacillus

acidophilus,Lactobacillushelveticus.

Для культивации была приготовлена селективная капустная

питательнаясредаКвасникова[11].

На питательную среду в стерильных условиях были высеяли

штаммы лактобактерий.Выращиваниепроисходиловтермостатепри

27ос. Были изготовлены несколько проб со штаммами

микроорганизмов,наслучайгибелиобразцаиконтрольныйобразец.

Дляподтверждениярезультатовбылисделаны несколькоокрасокпо

Грамму.

В работе был рассмотрен механический способ выделение

пептидов с помощью центрифугирования при скорости 9.5 тысяч

оборотов [14]. После экстракции эссенция фильтровалась через

обеззоленныйфильтр.

Также по данным исследований,лактобактерии продуцируют

часть антибактериальных пептидов в окружающую среду, были

изготовлены пробы, содержащие эти пептиды[3]. Их получение

проводилосьспомощьюметодафильтрации.

2.1Подтверждениефунгициднойактивностиисследуемыхпептидов



Первым исследованием, проведённым в работе, было

подтверждениефунгицидной активности исследуемыхпептидов на

поражённых фузариозом[13] растительных организмах тюльпана

садового(HortusTulipa).

ДляпроведенияисследованиябыливзятылукавицыHortustulipa

с равной площадью поражения фузариозом. Вся выборка

растительногоматериала быларазделенанадверавныечасти,полив

одной из них производился раствором, содержащим

антибактериальные пептиды,а вторая часть являлась контрольной

пробой.Далеепроводилосьизмерениеплощадипоражения.

Таблица1.Подтверждениефунгицидной активности исследуемых

пептидов

3день
Пептиды(центрифугирования) Контроль

1см2 2,6см2

7день
Пептиды(центрифугирования) Контроль

1см2 3см2

11день
Пептиды(центрифугирования) Контроль

1,2см2 3,5см2

15день
Пептиды(центрифугирования) Контроль

1,2см2 3,7см2

В результате исследования фунгицидной активности

исследуемых пептидов выявлено, что они уменьшают площадь

поражения грибковым патогеном в 3 раза, по сравнению с

контрольнымобразцом.Такимобразомпрослеживаетсяэффективное

проявление фунгицидной активности исследуемыхпептидов против

фузариоза.

2.2Подтверждениеантибактериальнойактивностиисследуемых

пептидов



Следующим исследованием, проведённым в работе, было

подтверждениеантибактериальнойактивности исследуемыхпептидов

назаражённыхбактериальнойпятнистостьюрастительныхорганизмах

крассулыатропурпуреа(CrassulaAtropurpurea).

Для проведения исследования были взяты листовые черенки

Crassula Atropurpurea с равной площадью листовой пластины,

пожажённойбактериальнойпятнистостью.Всявыборкарастительного

материала быларазделенанадверавныечасти,поливоднойизних

производилсяраствором,содержащимантибактериальныепептиды,а

вторая часть являлась контрольной пробой. Далее проводилось

измерение средней площади поражения листовой пластины и

процентныйподсчётплощадипоражениярастительногоорганизма.

Таблица 1. Подтверждение антибактериальной активности

исследуемыхпептидов

3день
Контроль Пептиды(центрифугирование)

средняяплощадьпоражениялистовой
пластины

0,63см2 0,52см2

Общийпроцентпоражения 25% 21%
5день

Контроль Пептиды(центрифугирования)
средняяплощадьпоражениялистовой

пластины
1,1см2 0,66см2

Общийпроцентпоражения 44% 26%

7день
Контроль Пептиды(центрифугирования)

средняяплощадьпоражениялистовой
пластины

1,52см2 0,72см2

Общийпроцентпоражения 61% 29%
9день

Контроль Пептиды(центрифугирования)
средняяплощадьпоражениялистовой

пластины
1,78см2 0,81см2

Общийпроцентпоражения 72% 32%

В результате подтверждения антибактериальной активности

исследуемых пептидов, выявлено, что они уменьшают площадь

поражениялистовойпластины бактериальнымпатогеномв2,5раза,а



площадьпораженияорганизмана40%.Такимобразомпрослеживается

эффективное проявление фунгицидной активности исследуемых

пептидовпротивбактериальнойпятнистости.

2.3Выявлениевлиянияантибактериальныхпептидовнарости

развитиенеподверженныхзаболеваниямрастений.

В качестве исследуемых культурных растений были взяты

следующие представители:Рожь (Secale cereale),Ячмень (Hordéum

vulgáre),Рапс(Brássicanápus).Дляпроведенияисследованиявкаждую

пробубыли отобраны по 10 семян каждого вида и помещались в

стерилизованныестеклянныечашкиПетринафильтровальнуюбумагу.

Всего в работе было заложено по три пробы каждого вида

растений: Контрольная проба; Проба, поливаемая раствором,

содержащим пептиды,полученнымиврезультатецентрифугирования;

Проба,поливаемаяраствором,содержащим пептиды,продуцируемые

лактобактериямивокружающуюсреду.

Таблица2.Влияниеантибактериальныхпептидовнаростиразвитие

испытуемыхрастений.

Образец

День3

Количество
растений

Дина
корня

см

Длина
побега

см

Рапс(Brássica
nápus)

Контроль 7 0,16 0

Пептиды(окруж.среда) 7 0,22 0

Пептиды(центрифугирование) 8 0,7 0,47

Рожь(Secale
cereale)

Контроль 8 1,37 0
Пептиды(окруж.среда) 9 3,6 0,6

Пептиды(центрифугирования) 9 4,1 1,2

Ячмень(Hordéum
vulgáre)

Контроль 5 0,65 0
Пептиды(окруж.среда) 4 1,65 0

Пептиды(центрифугирования) 4 4,6 1,4
День6

Рапс(Brássica
nápus)

Контроль 7 1,9 1,6

Пептиды(окруж.среда) 7 2,55 1,87

Пептиды(центрифугирования) 8 6,7 4,1



Рожь(Secale
cereale)

Контроль 8 9,5 8,6
Пептиды(окруж.среда) 9 10,1 9,15

Пептиды(центрифугирования) 9 14 13,1

Ячмень(Hordéum
vulgáre)

Контроль 5 12,5 8,5
Пептиды(окруж.среда) 4 13,2 11,6

Пептиды(центрифугирования) 4 14 12,5
День9

Рапс(Brássica
nápus)

Контроль 7 5,5 5,1
Пептиды(окруж.среда) 7 6,5 6,5

Пептиды(центрифугирования) 8 10,5 7,6

Рожь(Secale
cereale)

Контроль 8 13,2 10,2
Пептиды(окруж.среда) 9 16,8 14

Пептиды(центрифугирования) 9 18,2 15,2

Ячмень(Hordéum
vulgáre)

Контроль 5 15,6 13,1
Пептиды(окруж.среда) 4 18,4 14,6

Пептиды(центрифугирования) 4 19,5 16,7

По результатам выявление влияния антибактериальных

пептидовнаростиразвитиенеподверженныхзаболеваниямрастений,

не выявлено угнетающего воздействия на здоровые растения,

напротив, показатели роста образца, поливаемого раствором,

содержащим антибактериальные пептиды,в 2,5 раза превышают

показателиконтрольногообразца.

2.4Проверкавлиянияантибактериальныхпептидовнапоказатели

всхожестисемянипоказателиэнергиипроростания.

Для этого был проведён стандартный анализ всхожести

предполагающийпроцентныйанализкачествапосевногоматериалапо

количествувзошедшихсемянна100тестируемых.

ДляэтоговчашкуПетри,нафильтровальную бумагу,необходимо

поместить 100 семян исследуемого растения,и через 4-7 дней

произвести подсчётпроросшихсемян,послепроизведя подсчётпо

формуле[6]:a/b*100Где:а-количествопроросшихсемян/количество

семянсхорошосформированнойкорневойсистемойипобегом;b-

общееколичествосемян.

Таблица 3. Проверка влияния антибактериальных пептидов на

показателивсхожестисемянипоказателиэнергиипроростания.



Рожь(Secalecereale)

Пептиды(механ.экстракция) Контроль

Плохо

развитые

%

Невзошли% Хорошо

развитые%

Плохо

развитые%
Невзошли% Хорошо

развитые%

9 7 84 30 6 64

Ячмень(Hordéum vulgáre)

Пептиды(механ.экстракция) Контроль

Плохо

развитые

Невзошли Хорошо

развитые

Плохо

развитые

Невзошли Хорошо

развитые

5 25 70 13 25 62

Рапс(Brássicanápus)

Пептиды(механ.экстракция) Контроль

Плохо

развитые

Невзошли Хорошо

развитые

Плохо

развитые

Невзошли Хорошо

развитые

10 21 69 25 21 54

По данным исследования выявлено,что антибактериальные

пептиды не влияют на всхожесть семян,но позитивно влияет на

энергию прорастания, увеличивая процент растений с хорошо

сформированнойкорневойсистемойипобегом.

Заключение

По результатам данного исследования выявлено, что

антибактериальные пептиды лактобактерий имеют большие

перспективы для использования в аграрном секторе сельского

хозяйствавкачествеальтернативы традиционным антибиотикам так

какони,благодарясвоим бактерицидным ифунгицидным свойствам,

положительно влияют на поражённые заболеваниями растения,

замедляя рост патогенных организмов.Так же хорошо заметна

положительная динамика влияния антибактериальлых пептидов на

непоражённыезаболеваниямирастения.Показателиростаихкорняи

побега в среднем в 2,5 раза превышает показатели контрольного

образца.Такжеантибактериальныепептиды практическиневлияют

на всхожесть семян, но очень позитивно влияет на энергию

прорастания.
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