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ВПЛИВ АКТИНОБАКТЕРІЙ НА АДАПТАЦІЮ 
ДО УМОВ EX VITRO ТА РІСТ МІКРОКЛОНОВАНИХ 

РОСЛИН RUBUS FRUTICOSUS L.

Мікроклонування є ефективним методом репродукції рослин, що активно 
розвивається в Україні для оздоровлення та масового розмноження таких 
цінних рослин, як Ожина звичайна. Проте, на стадії адаптації мікроклоно-
ваних рослин до умов ex vitro часто виникає проблема втрати великої кілько-
сті мікроклонів. Інокуляція ризосфери таких рослин потенційно корисними 
мікроорганізмами може позитивно вплинути на приживлюваність та зов-
нішні характеристики адаптованих саджанців. Метою даного досліджен-
ня було визначити вплив ізолятів морських актинобактерій на мікроклоно-
вані рослини Ожини звичайної під час адаптації до умов ex vitro та встано-
вити ріст-стимулювальний і захисний потенціал даних бактерій для рослин. 
Методи. У дослідженні використовували міцеліальні актинобактерії, ізо-
льовані із зразків обростань природного черепашнику і бетонних поверхонь, 
зібраних в Одеській затоці Чорного моря та Куяльницькому лимані. Визна-
чення антагоністичної активності дослідних мікроорганізмів проводили ме-
тодом агарових блоків, і здійснювали інокуляцію коренів мікроклонів Ожини 
звичайної суспензіями бактерій перед висадкою у ґрунт. Результати. Вста-
новлено наявність антагоністичних властивостей дослідних бактерій до 
фітопатогенних грибів P. expansum, P. variotii, A. niger, C. cladosporioides, 
F. oxysporum, A. alternata, R. cerealis та A. tenuissima. Виявлено позитивний 
вплив бактерій на мікроклоновані рослини ожини під час адаптації до умов 
ex vitro: підвищення приживлюваності мікроклонів у ґрунті до 34,8%, серед-
ньої висоти новоутворених пагонів дослідних рослин – до 2,0 см, кількості 
вузлів – до 3,4 вузлів, площі листа – до 0,4 см2. Висновок. Ізоляти міцеліаль-
них актинобактерій Lim4, Myt7ch, Conc32, Conc4 є перспективними для іно-
куляції мікроклонованих рослин на етапі адаптації до умов ex vitro і можуть 
бути рекомендовані для подальших досліджень з метою встановлення кон-
кретних механізмів взаємодії даних бактерій та рослин.

Ключові  слова:  Rubus fruticosus, мікроклональне розмноження, адапта-
ція ex vitro, морські актинобактерії, антагоністичні властивості
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Ожина звичайна (Rubus fruticosus L.) – традиційна плодово-ягідна куль-
тура, що в останні роки стає все популярнішою для вирощування на території 
України. Це харчова, кормова, медоносна, танідоносна, лікарська,  декоратив-
на рослина і природний барвник [14]. Насадження ожини перешкоджають 
процесам ерозії ґрунту, а плоди використовуються у різноманітних сферах 
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виробництва: медичній, харчовій, косметичній промисловості. Ягоди ожини 
є джерелом цінних нутрієнтів, у тому числі, природних антиоксидантів. Фла-
воноїди та фенольні сполуки, виділені з ягід, мають антиканцерогенний та 
протизапальний ефект [36].

Популярними є безшипні сорти, культивування яких забезпечує зруч-
ність збору врожаю із відмінною якістю плодів. Традиційно ожину розмно-
жують верхівковими відводами, корінними і зеленими черенками, відприска-
ми, розділенням куща [7]. Але успішне застосування вегетативного способу 
розмноження обмежене потребою великих площ для саджанців, додаткових 
зусиль для боротьби з бур’янами та інфекційними хворобами рослин [5]. 

Для подолання зазначених обмежень, доцільно використовувати метод 
мікроклонального розмноження – швидкий та зручний спосіб репродукції 
рослин, що дозволяє отримувати велику кількість садивного матеріалу за 
короткий час. Розмножуючи рослини даним способом, можливо оздоровити 
саджанці від вірусних та бактеріальних інфекцій та, за потреби, налагодити 
цілорічне виробництво цільового рослинного матеріалу. Мікроклонування 
широко застосовується для масового розмноження багатьох цінних плодо-
во-декоративних видів рослин та, зокрема, різних сортів Ожини звичайної 
[34].

 Проте, у даного методу є особливості, що можуть значно обмежити його 
успішне використання. У першу чергу, це стосується постасептичної адап-
тації мікроклонів. У процесі адаптації зазвичай втрачається велика кількість 
рослинного матеріалу через знижену стійкість рослин до інфекцій та деякі 
фізіологічні особливості (недорозвинена кутикула, надмірна інтенсивність 
транспірації, недостатній рівень фотосинтезу і т.д.) та загальну недостатню 
стресостійкість порівняно до звичайних рослин [31]. Зменшення адаптацій-
ного стресу для мікроклонованих рослин є сьогодні однією з пріоритетних 
задач біотехнології рослин.

Враховуючи той факт, що мікроклони культивуються в асептичних умо-
вах та не мають повноцінно сформованої мікробіоти, і знаючи про важливість 
взаємодії мікроорганізмів та рослин у природі, ми можемо припустити, що їх 
інокуляція корисними бактеріями на етапі адаптації до умов оточуючого се-
редовища може підвищити приживлюваність саджанців у ґрунті та позитивно 
вплинути на зовнішні характеристики садивного матеріалу [2].

Як потенційно корисні мікроорганізми можуть бути актинобактерії – 
представники таксономічної групи мікроорганізмів, що сьогодні широко до-
сліджується як можливий стимулятор росту та агент захисту рослин. Вели-
ке різноманіття актинобактерій населяють ризосферу рослин та тісно з нею 
взаємодіють, що дає можливість характеризувати їх як бактерії-стимулятори 
росту рослин. При цьому, вони мають як прямі, так і опосередковані механіз-
мами впливу на рослини. Серед відомих на сьогодні механізмів дії актино-
бактерій можна виділити: синтез антибіотичних речовин (у тому числі, лет-
ких) та ферментів, що викликають гідроліз клітинної стінки фітопатогенних 
грибів; синтез фітогормонів, 1-аміноциклопропан-1-карбоксилат дезамінази, 
сидерофорів; фіксацію азоту та солюбілізацію фосфатів у ґрунті, гіперпарази-
тизм, сприяння симбіозу рослин з іншими корисними мікроорганізмами [18, 
26, 30, 13, 21].
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Пошук та ідентифікація потенційно корисних для рослин бактерій є 
дуже актуальним напрямом досліджень, спрямованим на підтримку прин-
ципів сталого сільськогосподарського виробництва [8]. З використанням 
ріст-стимулювальних та захисних мікроорганізмів для культурних рослин 
стає можливим зменшення використання хімічних добрив, токсичних для 
тварин засобів захисту рослин, та підвищення врожайності важливих агро-
культур. У тому числі, актинобактерії із зазначеними властивостями можуть 
бути використані також для мікроклонального розмноження, а саме під час 
адаптації рослин до умов ex vitro для підвищення рівня приживлюваності, 
захисту від патогенів та пом’якшення стресових умов вирощування у відкри-
тому ґрунті [2]. 

Відомо, що більшість корисних для рослин актинобактерій виділяють 
зазвичай із ґрунту або із самих рослин, але пошук стимуляторів росту та анта-
гоністів фітопатогенів у незвичних середовищах є перспективним напрямком 
досліджень, що тільки починає розвиватися по всьому світу. Екстремофільні 
актинобактерії, а також бактерії із незвичайних екологічних ніш (наприклад, 
морські мікроорганізми роду Streptomyces) зазвичай мають специфічні адап-
тації до екстремальних умов існування, що виявляється у продукуванні уні-
кальних біологічних речовин [16]. Таким мікроорганізмам властива висока 
екологічна та фізіологічна пластичність, що дозволяє їм виживати у широко-
му діапазоні умов. Проте, доцільність використання таких мікроорганізмів 
для аграрного сектору чи біотехнології рослин ще недостатньо вивчена та 
потребує додаткових досліджень. Але результати певних небагаточисленних 
експериментів щодо скринінгу морських актинобактерій на ріст-стимулю-
вальні властивості відкривають великий потенціал їх застосування для покра-
щення росту та розвитку рослин як у звичайних, так і стресових умовах [27].

Таким чином, метою даного дослідження було визначити вплив ізолятів 
морських актинобактерій на мікроклоновані рослини Ожини звичайної під 
час адаптації до умов ex vitro та встановити ріст-стимулювальний і захисний 
потенціал даних бактерій для рослин. 

Матеріали та методи
Рослинний матеріал. Для введення в культуру in vitro проводили від-

бір молодих однорічних нездерев’янілих пагонів Ожини звичайної (Rubus 
fruticosus L. сорту Thornfree). Донорні рослини вирощувалися у відкритому 
ґрунті. Як ініціальні експланти виступали вузлові сегменти рослин із верхів-
ковими або пазуховими бруньками. При цьому залишали частину стебла дов-
жиною 0,3–0,5 см з обох боків від бруньки.

Відібрані пагони поверхнево стерилізували, розрізали та культивували 
вузлові сегменти на середовищі Мурасіге та Скуга (МС) [22] з 25 г/л цукрози. 
На етапі введення в культуру in vitro у середовище додавали фітогормон цито-
кінінового ряду 6-бензиламінопурин (6-БАП) в концентрації 1 мг/л. На стадії 
саме клонального мікророзмноження рослин застосовували фітогормональне 
середовище з таким складом: 1,5 мг/л 6-БАП та 0,5 мг/л нафтилоцтової кис-
лоти. Культивування введених у культуру експлантів здійснювалося в умовах 
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культуральної кімнати за температури 25 оС, відносній вологості 55–70%, ін-
тенсивності освітлювання 2500 лк, фотоперіоді 16/8 годин.

Для передадаптаційного періоду мікроклони пересаджували на середо-
вище МС без гормонів. Для експериментів з адаптації мікроклонованих рос-
лин до умов ex vitro відбирали мікроклони з розвиненою кореневою системою 
та висотою надземної частини в діапазоні 3,0–3,5 см.

Мікроорганізми та умови культивування. У дослідженні використо-
вували ізоляти міцеліальних актинобактерій Conc2, Conc17, Conc11, Conc5, 
Conc18, Myt7b, Myt5, Myt4b, Myt7ch, Conc4, Conc32, Conc42, Myt8, Conc24, 
Lim4, Lim6.1, Conc10, Conc1, Conc8, Ku7, Ku8, Sea2, Conc9 [1]. Вони ізольо-
вані із зразків біологічного обростання природного черепашнику і бетонних 
поверхонь, зібраних на глибині 0,2–1,0 м, а також із мушлі мідій, зібраних на 
глибині 5,0–6,0 м, у червні – липні 2020 р. в Одеській затоці Чорного моря та 
Куяльницького лиману. Бактерії культивували на середовищах Гаузе 1, Гаузе 
2, вівсяному агарі або у рідкому середовищі Беннета впродовж 7–10 діб.

Як тест-штами для визначення антагоністичної активності використано 
штами міцеліальних грибів, отримані з колекції Інституту мікробіології і ві-
русології ім. Д.К. Заболотного НАН України: Aspergillus niger УКМ F-16706, 
Paecilomyces variotii УКМ F-424, Cladosporium cladosporioides УКМ F-2235, 
Penicillium expansum УКМ F-575, Alternaria alternata УКМ F-16866, Fusarium 
oxysporum УКМ F-54201, а також штами Rhizoctonia cerealis ОНУ F-30, 
Alternaria tenuissima ОНУ F-24 – з колекції кафедри мікробіології, вірусології 
та біотехнології Одеського національного університету імені І.І. Мечникова. 
Представники вибраних видів грибів можуть спричиняти захворювання рос-
лин у природних умовах, а також є частими контамінантами культур рослин 
in vitro [25, 19, 35]. Гриби вирощували на картопляно-глюкозному агарі (КГА) 
у термостаті за температури 28 °С.

Визначення антагоніcтичної активності актинобакрерій до фітопа-
тогенних грибів. Антагоністичну активність ізолятів актинобактерій до мі-
целіальних грибів визначали методом агарових блоків, культивуючи бактерії 
на трьох варіантах середовищ. Бактерії вирощували суцільним газоном на 
середовищах Гаузе 1, Гаузе 2 та вівсяному агарі за температури 28 °С впро-
довж 7–10 діб. Після чого вирізаний з агарової пластинки блок з бактеріями 
поміщали в чашку Петрі на середовище КГА, щойно засіяне спорами гриба. 
Для отримання посівного матеріалу гриби A. niger УКМ F-16706, P. expansum 
УКМ F-575 та F.  oxysporum УКМ F-54201 культивували впродовж 2 діб до 
стадії спороношення, P. variotii УКМ F-424, C. cladosporioides УКМ F-2235, 
R. cerealis ОНУ F-30 – 3 доби, а A. alternata УКМ F-16866 та A.  tenuissima 
ОНУ F-24 – 5 діб. Суспензії спор грибів готували у стерильному фізіологічно-
му розчині та засівали на середовище КГА, як описано [32]. Після нанесення 
блоків гриби культивували у термостаті впродовж 5 діб при 28 °С та вимірю-
вали діаметр зони затримки росту. 

Адаптація мікроклонованих рослин до умов ex vitro. Згідно із результа-
тами попередніх скринінгових досліджень, було відібрано 5 ізолятів (Conc11, 
Myt7ch, Conc4, Conc32 та Lim4) міцеліальних актинобактерій, якими іноку-
лювали мікроклоновані рослини під час адаптації до умов ex vitro. Актино-
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бактерії вирощували в рідкому середовищі Беннета протягом 7 діб [12] в ін-
кубаторі-шейкері при 30  °C та 180 об/хв, після чого центрифугували 30 хв 
при 10000 g, відмивали двічі у стерильній воді та готували суспензії біомаси 
концентрацією 107 КУО/мл, які використовували для інокуляції. 

Адаптацію проводили у два етапи. Передадаптаційний етап мікрокло-
нів проводили в умовах стерильного культурального боксу і він становив 5 
діб, під час яких відкривали отвори у кришках ємностей з мікроклонами для 
встановлення газообміну із атмосферою (у перші три дні діаметр отвору скла-
дав 0,5  см, у наступні два дні – 1  см). Це сприяло налагодженню процесів 
транспірації у більш сухому повітрі порівняно до високої вологості в культурі 
in vitro [15]. Після 5 діб, рослини обережно виймали з середовища, а його 
залишки відмивали стерильною водою. Мікроклони розподіляли на 6 груп 
по 20 рослин у кожній. Корені мікроклонів інокулювали актинобактеріями, 
шляхом занурення їх на годину у суспензію мікроорганізмів. Корені рослин 
контрольної групи експонували годину у дистильованій воді. Потім рослини 
висаджували у простерилізований гарячим паром ґрунт «Універсальний» з 
додаванням агроперліту і культивували в умовах адаптаційного боксу за тем-
ператури 22–24  °C, інтенсивності освітлення 2500 лк, відносній вологості 
56–70% та фотоперіоді 16 год -день, 8 год – ніч.

Полив здійснювали стерильною водою з водогону 2 рази на тиждень 
впродовж перших двох тижнів, а потім – не стерильною водогінною водою. 
Спостереження після висадки проводили протягом 30 діб. На 7-му, 14-ту та 
30-ту добу культивування вимірювали показники росту та розвитку досліджу-
ваних рослин: приживлюваність, середню висоту надземної частини, серед-
ню кількість вузлів та площу листа.

Показник приживлюваності оцінювали у відсотках як долю життєз-
датних рослин від усіх висаджених у експериментальній групі. Середню ви-
соту надземної частини та кількість вузлів вимірювали вручну. Для визна-
чення середньої площі листа використовували програму ImageJ, як описано 
Cosmolescu та ін. [9].

Статистичне опрацювання результатів. Експерименти проведено у 
трьох повторах, дані представлено як середні значення плюс-мінус стандарт-
ні відхилення. Рослинний матеріал розподіляли шляхом випадкового відбо-
ру. Статистичне опрацювання результатів виконували шляхом дисперсійного 
аналізу з проведенням багатодіапазонного тесту Дункана (DMRT) у програм-
ному забезпеченні IBM SPSS Statistics Grad Pack 29.0. Виявлену різницю се-
редніх значень дослідних груп між собою вважали достовірною при p ≤ 0,05.

Результати досліджень та їх обговорення
Антагоніcтична активність до фітопатогенних грибів. Для відбору 

антагоністично активних ізолятів актинобактерій було вивчено ступінь анта-
гоністичної активності їх проти міцеліальних грибів, які в першу чергу при-
зводять до загибелі мікроклінів у процесі адаптації до умов відкритого ґрунту. 
У результаті проведених експериментів встановлено, що досліджувані ізоля-
ти актинобактерій виявили антагоністичні властивості до усіх тест-штамів 
міцеліальних грибів (рис. 1).
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Рис. 1. Антагоністична активність ізолятів морських актинобактерій

Fig. 1. Antagonistic activity of the marine actinobacteria isolates

Активність різних ізолятів актинобактерій відрізнялася залежно від се-
редовища, на якому вирощували актинобактерії (табл. 1 і табл. 2).

На усіх трьох випробуваних середовищах антагонізм до A.  tenuissima 
показали ізоляти Сonc2, Conc11, Myt4b, Conc 10, Conc 1, на двох середовищах 
– Conc18, Myt7ch, Conc4, Conc32, Conc42, Sea2, на одному – Myt7b, Myt8, 
Conc24, Lim4, Ku8, Conc9. Актинобактерії інших ізолятів не виявили антаго-
ністичної активності проти даного гриба на жодному із середовищ.

Антагоністичні властивості до R. cerealis на Гаузе 1, Гаузе 2 та вівся-
ному агарі продемонстрували ізоляти Conc11, Myt7ch, Conc32, Lim4, Lim6.1, 
Conc10, на двох середовищах – Conc2, Conc42, Myt8, Conc24, Conc9, на одно-
му Conc5, Conc18, Myt7b, Myt5, Myt4b, Conc4, Conc8. Інші ізоляти не показа-
ли антагонізму.

До F. oxysporum антагоністичну активність на усіх дослідних середови-
щах виявили актинобактерії Conc32 та Myt8, на двох – Conc2, Conc11, Myt5, 
Myt4b, Myt7ch, Conc4, Conc24, Lim4, Conc10, на одному – Conc5, Conc42, 
Lim6.1, Conc1, Conc9. Інші ізоляти не показали активності.

Антагоністичні властивості до C. cladosporioides на трьох середовищах 
мали ізоляти Conc18, Myt7b, Myt5, Myt7ch, Conc4, Conc32, Conc24, Lim 4, 
на двох – Conc11, Myt4b, на одному – Conc2, Conc42, Myt8. Антагонізму до 
C. cladosporioides у інших актинобактерій не виявлено.

Антагоністичну активність до P. variotii на середовищах Гаузе 1, Гаузе 
2 та вівсяному агарі виявили актинобактерії Conc2, Conc11, Conc5, Conc18, 
Myt7b, Myt5, Conc4, Conc32, Conc24, Lim4, Conc10, Conc9. На двох із випро-
буваних живильних середовищ антагонізм було відмічено у ізолятів Myt4b, 
Myt7ch, Sea2. На одному – Conc42, Myt8, Conc 1. Інші ізоляти не демонстру-
вали активність.

До P. expansum антагоністичні властивості були виявлені у актинобак-
терій Conc2, Myt7ch, Conc4, Conc42, Lim4 на усіх середовищах в експеримен-
тах, Conc11, Myt5, Myt4b, Myt8, Conc24 – на двох середовищах із трьох, та у 
Conc10 – тільки на одному середовищі.

Антагонізм до A.  alternata показали ізоляти Conc4, Conc32, Conc42, 
Conc24, Lim4 на усіх випробуваних середовищах, на двох середовищах – 
Conc2, Conc11, Conc18, Myt7b, Myt5, Myt4b, Myt7ch, а на одному – Myt8, 
Conc10, Conc1. Антагонізму у інших актинобактерій до цього гриба не вияв-
лено.

ВПЛИВ АКТИНОБАКТЕРІЙ НА АДАПТАЦІЮ ДО УМОВ EX VITRO ...
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Антагоністичну активність до A. niger виявили актинобактерії Conc4, 
Conc32, Lim4, Conc10 на трьох середовищах, а Conc2, Myt7ch, Conc9 – на 
двох. Ізоляти Conc17, Conc11, Conc5, Myt7b, Myt5, Conc42, Ku7, Ku8 показали 
антагонізм на одному середовищі. Актинобактерії інших ізолятів не виявили 
антагоністичних властивостей проти даного гриба на жодному із середовищ.

Таким чином, найкращими антагоністами у рамках нашого експеримен-
ту були ізоляти Conc32, Conc10, Myt7ch, Conc4 та Lim4, що виявили здатність 
до антагонізму на максимальному різноманітті дослідних живильних середо-
вищ та найбільші діаметри зон затримки росту міцеліальних грибів

В результаті, бактерії Conc32, Conc4, Myt7ch, Lim4 були відібрані для 
визначення їх дії на мікроклоновані рослини під час адаптації до умов ex vitro. 
Також, серед актинобактерій, що показали потенціал як стимулятори росту 
рослин в попередніх дослідженнях було обрано ізолят Conc11 для подальших 
експериментів.

Адаптація мікроклонів Ожини звичайної до умов ex vitro за інокуляції 
актинобактеріями. На етапі адаптації мікроклонованих рослин до несте-
рильних умов середовища відібрані ізоляти при інокуляції показали позитив-
ний вплив на морфометричні показники саджанців, а також на рівень їх при-
живлюваності у ґрунті порівняно з контролем.

Приживлюваність. Результати обчислень приживлюваності показали, 
що, в середньому, для Ожини звичайної на 30-ту добу найбільшу кількість 
життєздатних рослин спостерігали у групі, в якій мікроклони інокулювали 
бактеріями Lim4 – 85,0 ± 1,7%, що дозволило підвищити приживлюваність на 
34,8% порівняно з контролем. У групі мікроклонів, що експонували з Conc11, 
Myt7ch, Conc4, Conc32, приживлюваність збільшилася на 3,7%, 19,2%, 20,9%, 
27,0% відповідно на останню добу спостережень (табл. 3).

Під час досліджень також відмічали різницю впливу на рослини різних 
ізолятів. При адаптації мікроклонів виявлено, що на 7-му добу спостережень 
бактерії Conc11 та Myt7ch впливали однаково, як і ізоляти Conc4, Conc32. На 
14-ту добу – тільки Conc32 та Conc4 мали однаковий рівень впливу, а на 30-ту 
добу – актинобактерії Myt7ch та Conc4. Протягом усіх днів спостережень за 
приживлюваністю мікроклонів ожини ефект від інокуляції з Lim4 був кращим 
не тільки за контроль, але і за всі інші ізоляти в експерименті.

Таким чином, дослідні актинобактерії за інокуляції підвищили прижив-
люваність мікроклонів Ожини звичайної порівняно з контролем. 

Середня висота надземної частини рослин. Встановлено, що досліджу-
вані ізоляти актинобактерій впливали на ростові процеси у мікроклонів. На 
рис. 2 відображено динаміку збільшення середньої висоти рослин ожини від 
дня висадки у ґрунт до 30-ї доби адаптації.

Висота рослин ожини закономірно зростала у часі, але найбільші зна-
чення показали мікроклони, інфіковані бактеріями Myt7ch – їх висота була, в 
середньому, на 2,0 см більша за таку у контрольних рослин на 30-ту добу. 

Вже з 7-ї і до останньої доби спостережень бактерії Myt7ch демонстру-
вали відмінність у впливі на середню висоту рослин як від контролю, так і від 
інших актинобактерій. Також високі показники середньої висоти реєструва-
ли у рослин, інокульованих бактеріями Conc32. Інші ізоляти також показали 
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Таблиця 3
Приживлюваність мікроклонованих рослин Ожини звичайної у ґрунті після 

інокуляції актинобактеріями
Table 3

The survival rate of Rubus fruticosus microclones in the soil after the inoculation with 
actinobacteria

Час культивування, 
доба Ізолят Приживлюваність, %

7 

Conc11 86,7 ± 1,7b

Myt7ch 86,1 ± 1,9b

Conc4 91,7 ± 1,7c

Conc32 92,8 ± 1,0c

Lim4 100,0 ± 0,0d

контроль 81,1 ± 1,0a

14 

Conc11 79,4 ± 1,9b

Myt7ch 84,4 ± 2,5c

Conc4 88,33 ± 1,7d

Conc32 77,2 ± 1,7d

Lim4 96,7 ± 1,7e

контроль 71,7 ± 1,7a

30 

Conc11 53,9 ± 2,5b

Myt7ch 69,4 ± 1,0c

Conc4 71,1 ± 1,0c

Conc32 77,2 ± 1,0d

Lim4 85,0 ± 1,7e

контроль 50,2 ± 2,0a

Примітка – * дані, позначені спільною літерою, статистично не відрізняються між собою 
згідно DMRT при p < 0,05.
Note – * means followed by a common letter are not significantly different by the DMRT at p 
< 0.05.

вплив, але значно менший. Conc11 виявив певний вплив на 14-ту добу адапта-
ції, але вже на 30-ту висота цих рослин зрівнялася з контролем.

Середня кількість вузлів у рослин. На рис. 3 показано середню кількість 
вузлів у рослин ожини з дня висадки до 30-ї доби спостережень.

З одержаних результатів видно, що кількість вузлів співвідносилася з 
висотою рослин, і також планомірно зростала у часі. Різниця інокульованих 
рослин та контролю також ставала більшою протягом 30 днів спостереження. 
Врешті, на останню добу експерименту відмічали вплив усіх дослідних ізоля-

ВПЛИВ АКТИНОБАКТЕРІЙ НА АДАПТАЦІЮ ДО УМОВ EX VITRO ...

ISSN 2076–0558. Мікробіологія і біотехнологія. 2023. № 1. С 18–41



30

Рис. 2. Середня висота надземної частини рослин Ожини звичайної за інокуляції 
актинобактеріями 

 (дані, позначені спільною літерою, статистично не відрізняються між собою згідно 
із DMRT при p < 0,05)

Fig. 2. The average length of the Rubus fruticosus microclones after inoculation with 
actinobacteria  

(means followed by a common letter are not significantly different by the DMRT at p < 0.05)

Рис. 3. Середня кількість вузлів у рослин Ожини звичайної за інокуляції 
актинобактеріями 

(дані, позначені спільною літерою, статистично не відрізняються між собою згідно 
із багатодіапазонним тестом Дункана при p < 0,05)

Fig. 3. The average node number of the Rubus fruticosus microclones after inoculation 
with actinobacteria  

(means followed by a common letter are not significantly different by the DMRT at p < 0.05)
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тів на середню кількість вузлів у ожини, що відрізнялися за ступенем впливу 
не лише від контролю, але і між собою. Найбільшу кількість вузлів пагону на 
цей період мали мікроклони, інокульовані Myt7ch – 10,6 ± 0,6 вузлів.

Середня площа листа. Різниця між експериментальними та контроль-
ними рослинами була помітна також і за середнім розміром листа ожини 
(рис. 4).

Рис. 4. Мікроклони Ожини звичайної на 30-ту добу адаптації за інокуляції ізолятом 
Conc4: 1–2 – інокульовані рослини; 3–5 – контрольні рослини

Fig. 4. Rubus fruticosus microclones on the 30th day of acclimatization after 
the inoculation with the Conc4 isolate: 1–2 – inoculated plants; 3–5 – control plants

Заміри середньої площі листа у рослин Ожини звичайної протягом 
адаптаційного експерименту показали певні відмінності від контролю. При 
цьому, більшість дослідних актинобактерій на останню добу спостережень 
демонстрували позитивний вплив (рис. 5). 

На 7-му добу адаптації статистично достовірну різницю з контролем у 
середній площі листа ожини спостерігали у груп мікроклонів, адаптованих за 
інокуляції Lim4, Myt7ch, Conc32. Для ізоляту Conc11 було відмічено невелику 
затримку розвитку листкової поверхні, що відображено у показнику серед-
ньої площі листа ожини.

На 14-ту добу, усі дослідні групи демонстрували відмінність від контро-
лю та між собою за значеннями площі листа. На останню добу спостережень, 
для рослин, інокульованих Conc11, середній показник залишався меншим за 
контроль. Площа листа у мікроклонів, експонованих з Myt7ch, зрівнялася з 
контрольними значеннями. Для Conc32 та Lim4 вона була на одному рівні 
та більшою за контроль, а найбільшу площу листа показали рослини ожини, 
інокульовані Conc4 – 2,6 ± 0,1 см2. 

Отже, актинобактерії дослідних ізолятів при інокуляції мікроклонів 
Ожини звичайної позитивно впливали на показники приживлюваності рос-
лин у ґрунті, середньої висоти пагону, кількості вузлів та площі листа у по-
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Рис. 5. Середня площа листа у рослин Ожини звичайної за інокуляції 
актинобактеріями 

(дані, позначені спільною літерою, статистично не відрізняються між собою згідно із 
багатодіапазонним тестом Дункана при p < 0,05)

Fig. 5. The average leaf area of the Rubus fruticosus microclones after inoculation with 
actinobacteria

(means followed by a common letter are not significantly different by the DMRT at p < 0.05)

рівнянні з контролем. Але особливості впливу на різні показники у бактерій 
відрізнялися.

Так, наприклад, актинобактерії ізоляту Conc11 показали невелике під-
вищення приживлюваності (на 2,7%) та кількості вузлів (на 1,9 вузли), але 
не вплинули на висоту мікроклонів і продемонстрували зниження показника 
середньої площі листа адаптованих рослин на 0,3 см2 на 30-ту добу адаптації 
в порівнянні з контролем.

Використання бактерій ізоляту Myt7ch сприяло покращенню прижив-
люваності адаптованих мікроклонів, що зросла на 19,2%. У цьому варіанті 
було найбільше серед усіх у досліді збільшення висоти та кількості вузлів 
мікроклонів ожини – на 2,0 см та 3,4 вузли, відповідно, хоча площа листа на 
останній день спостережень не відрізнялася від контролю.

Інокуляція актинобактеріями Conc32 покращила приживлюваність мі-
кроклонів на 27,0%, висоту пагону – на 1,6 см, кількість вузлів – на 2,2 вузли, 
та площу листа – на 0,1 см2.

У свою чергу, рослини, інокульовані бактеріями ізоляту Conc4, показали 
підвищення приживлюваності на 20,9%, висоти пагонів – на 0,3 см, кількості 
вузлів – на 1,0 вузла, а також найбільшу середню площу листа в експерименті 
– на 0,4 см2 перевищує контроль. 

Інокуляція актинобактеріями Lim4 забезпечила найвищий рівень при-
живлюваності мікроклонів (на 34,8% вище за контроль), але мінімально впли-
нула на інші показники: висота підвищилась на 0,2 см у порівнянні з контро-
лем, кількість вузлів – на 0,7 вузли, а площа листа – на 0,1 см2.
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З огляду та аналізу отриманих результатів, оптимальними для інокуля-
ції мікроклонів ожини є актинобактерії ізолятів Lim4, Myt7ch, Conc32, Conc4. 
Перспективною є ідея створення консорціуму із цих бактерій для досягнення 
максимального позитивного ефекту на приживлюваність у ґрунті та біоме-
тричні показники мікроклонованих саджанців ожини.

Отже, у даному дослідженні було встановлено потенційну можливість 
використання ізолятів морських актинобактерій як агентів, що сприяють 
адаптації, та стимуляторів росту рослин. Показано антагоністичну актив-
ність досліджуваних бактерій до міцеліальних грибів: A. niger, F. oxysporum, 
C.  cladosporioides, A.  alternata, A.  tenuissima, R.  cerealis, P.  variotii та 
P. expansum. Дані результати співвідносяться з іншими роботами по виявлен-
ню антагоністичних властивостей актинобактерій проти фітопатогенних гри-
бів [23, 3, 6, 4]. У тому числі, вже відомі також і експерименти зі встановлення 
антагоністичної активності саме морських актинобактерій проти фітопатоге-
нів, де дослідні мікроорганізми показали високий рівень антагонізму проти 
Penicillium digitatum, Aspergillus niger, Rhizopus stolonifer та Fusarium solani 
[33]. 

Також, інші дослідники відмічали, що актинобактерії здатні захищати 
рослини не тільки шляхом прямого пригнічення фітопатогенів, але і через 
стимуляцію Індукованої системної резистентності, тобто активацію власних 
захисних механізмів у рослин [10]. Дані особливості збільшують потенціал 
використання актинобактерій як агентів біоконтролю у ґрунті.

Окрім того, у цьому дослідженні показано, що актинобактерії дослід-
них ізолятів Lim4, Myt7ch, Conc32, Conc4 мали ріст-стимулювальні властиво-
сті для мікроклонів рослин Ожини звичайної при адаптації з умов in vitro до 
умов відкритого ґрунту. Виявлено, що за інокуляції коренів зростали середні 
показники приживлюваності, висоти пагонів, кількості вузлів, площі листа 
у адаптованих саджанців протягом 30 діб спостережень порівняно з контро-
лем. У подібних експериментах із мікроклонами Маніоку їстівного (Manihot 
esculenta Crantz), інокуляція рослин на етапі адаптації сумішшю із мікориз-
них грибів та стрептоміцетів позитивно впливала на азотне живлення рослин, 
та дозволила знизити використання мінеральних добрив для вирощування – 
проте, впливу на біометричні показники виявлено не було [20]. А в експери-
ментах in vivo із пророщування насіння пшениці та кукурудзи, інокульованих 
актинобактеріями у концентраціях 107–108 КУО/мл, інокульовані паростки 
обох видів рослин показали більшу довжину коренів, пагонів, більші свіжу та 
суху вагу [17]. Схожий ефект спостерігали Retnowati та ін. [29] за інокуляції 
проростків рослин рису актинобактеріями, виділеними із морських губок – це 
призводило до підвищення біометричних показників на 9,9–13,9% порівняно 
з контролем.

Також варто відмітити, що один з ізолятів не проявив ефекту у дослідах 
з адаптації мікроклонованих рослин у ґрунті. Бактерії цього ізоляту показали 
невелике пригнічення росту середньої площі листа адаптованих мікроклонів 
під час спостережень. Дані результати потребують подальших досліджень, 
але подібні ефекти вже відомі для деяких бактерій, що за певних умов можуть 
стимулювати ріст рослин, а за інших – пригнічувати його [24]. Механізми 
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впливу при цьому дуже різноманітні: синтез летких фітотоксичних речовин, 
надлишкова продукція фітогормонів, пригнічення формування мікоризи, кон-
куренція за поживні речовини із рослиною і т.д. Також, важливий у цьому 
випадку і видовий чинник – саме для мікроклонів ожини, можливо, актино-
бактерії ізоляту Conc11 могли виявити пригнічувальний ефект.

Таким чином, різні дослідження демонструють, що діапазон впливу ак-
тинобактерій на рослини є широким, та здебільшого залежить як від умов 
культивування, особливостей конкретних бактерій-інокулянтів, так і від самої 
рослини. 

Наші результати доповнюють і розширюють досвід використання ак-
тинобактерій, виділених із «екстремальних» екологічних ніш, для стимуляції 
росту та захисту рослин. З відомих на сьогодні наукових робіт у цьому напря-
мі можна виділити дослідження Retnowati та ін. [28], де було встановлено, 
що асоційованим із морськими губками актинобактеріям властиві широкий 
спектр корисних для рослин властивостей: синтез фітогормонів, здатність до 
солюбілізації фосфатів, фіксації азоту, пригнічення росту певних фітопатоге-
нів. А у експериментах Rangseekaew et al. [27], глибоководні морські бактерії 
позитивно впливали на ріст саджанців томатів та помʼякшували стрес у рос-
лин за вирощування в умовах підвищеної солоності ґрунту. 

Загалом, у нашій роботі показано вплив виділених із морського середо-
вища актинобактерій на мікроклони ожини на етапі адаптації до умов ex vitro. 
Було виявлено 4 перспективні ізоляти Lim4, Myt7ch, Conc32, Conc4, що бу-
дуть у подальшому досліджуватися детальніше для встановлення конкретних 
механізмів взаємодії цих бактерій та рослин.

Таким чином, для актинобактерій 23 дослідних ізолятів актинобактерій 
визначено наявність антагоністичної активності проти фітопатогенних грибів 
A. alternata, A. tenuissima, C. cladosporioides, A. niger, F. oxysporum, R. cerealis, 
P. expansum та P. variotii.

Інокуляція ізолятами актинобактерій Lim4, Myt7ch, Conc32, Conc4 ви-
явилася ефективною для успішної адаптації мікроклонів Ожини звичайної. 
Встановлено позитивний вплив визначених ізолятів на мікроклоновані рос-
лини Rubus fruticosus L. у процесі адаптації до умов ex vitro: підвищення при-
живлюваності мікроклонів у ґрунті на 19,2–34,8%, середньої висоти рослин 
на 0,3–2,0 см, кількості вузлів – на 1,0–3,4 вузли, площі листа – на 0,1–0,4 см2 
на 30-ту добу постасептичної адаптації.

Враховуючи результати експериментів та аналізу різноманіття можли-
вих механізмів впливу на рослинні тканини, встановлено, що ізоляти Lim4, 
Myt7ch, Conc32, Conc4 можуть бути рекомендовані для подальших дослі-
джень та є перспективними для інокуляції мікроклонованих рослин ожини на 
етапі адаптації до умов ex vitro.
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IMPACT OF ACTINOBACTERIA ON THE GROWTH 
AND ACCLIMATIZATION OF MICROPROPAGATED 

RUBUS FRUTICOSUS L. PLANTS TO EX VITRO 
CONDITIONS

Summary
Microcloning is an effective method of plant reproduction that is actively develop-
ing in Ukraine for the mass propagation of valuable food crops such as blackber-
ries. However, the problem of losing a large number of microclones often arises 
during the ex vitro acclimatization stage. Inoculation of the rhizosphere with po-
tentially useful microorganisms could have a positive impact on the survival rate 
and biometric characteristics of acclimatized seedlings. The aim of this study was 
to establish the impact of 23 actinobacteria isolates on blackberry microclones 
(Rubus fruticosus L.) during acclimatization to ex vitro conditions, and to deter-
mine the protective potential and plant growth-promoting effects of these bacteria. 
Methods. The antagonistic properties of the experimental microorganisms were 
determined using the agar block method. Bacteria were inoculated into the rhi-
zosphere of blackberry microclones before planting in the soil. Results. The an-
tagonistic activity of actinobacteria against phytopathogenic fungi P. expansum, 
P. variotii, A. niger, C. cladosporioides, F. oxysporum, A. alternata, R. cerealis, 
and A. tenuissima was established. The positive effect of bacteria on microprop-
agated blackberry plants during acclimatization to ex vitro conditions resulted in 
an increase in the survival rate of microclones in the soil by 34.8%, average height 
of experimental plants by 2.0 cm, node number by 3.4 nodes, and leaf area by 0.4 
cm2. Conclusion. It was established that isolates of mycelial actinobacteria Lim4, 
Myt7ch, Conc32, Conc4 were promising inoculants for ex vitro acclimatization of 
micropropagated plants and could be recommended for the subsequent research 
in order to establish the interaction mechanisms between these microorganisms 
and plants.

Key words:  Rubus fruticosus, clonal micropropagation, ex vitro acclimatiza-
tion, marine actinobacteria, antagonistic properties
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