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АНОТАЦІЯ 

Лобода М.І. Біосинтез антибіотичних і рістрегулювальних метаболітів 

Streptomyces netropsis IMВ Ac-5025 за дії екзогенних сполук. – 

Кваліфікаційна наукова праця на правах рукопису. 

Дисертація на здобуття наукового ступеня доктора філософії за 

спеціальністю 091 «Біологія» (09 – Біологія). – Інститут мікробіології і 

вірусології ім. Д.К. Заболотного НАН України, Київ, 2021 р. 

Важливою складовою мікробіоценозу ґрунту є актинобактерії, зокрема, 

представники роду Strepromyces – продуценти широкого спектру біологічно 

активних речовин (БАР), які покращують фітосанітарний стану ґрунту і 

забезпечують праймінг-ефект щодо рослин. Серед вторинних метаболітів 

стрептоміцетів важливо досліджувати полієнові антибіотики з ряду причин. 

По-перше, багато аспектів щодо їх структури і біосинтезу є нез’ясованими, 

по-друге, вони не впливають на референтні штами, а у мікроорганізмів-

мішеней рідко формується стійкість. На сьогодні не досліджено вплив 

біологічно активних речовин на біосинтез полієнових антибіотиків. Отримані 

знання будуть корисними в розумінні складних метаболічних взаємозв’язків 

в клітині стрептоміцетів і розробці ефективних мікробних біотехнологій, де 

за одного процесу можна регулювати накопичення практично корисних 

метаболітів. 

Наукова новизна. Досліджено раніше нез’ясовані аспекти 

біосинтетичної здатності Streptomyces netropsis IMВ Ac-5025. Вперше 

виявлено кореляційні взаємозв’язки в біосинтезі стрептоміцетом полієнових 

антибіотиків з іншими БАР – ауксинами, цитокінінами, абсцизовою 

кислотою, стеролами. Доведено можливість використання факторного 

аналізу як методу теоретичного прогнозування для підбору оптимальних 

умов культивування стрептоміцета і накопичення корисних метаболітів за 

рахунок внесення екзогенних сполук. Встановлено переваги використання 

органічного поживного середовища для накопичення полієнових 
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антибіотиків, фітогормонів і стеролів за глибинного культивування 

продуцента. Вперше показано можливість застосування метаболітів 

ґрунтових стрептоміцетів для отримання в умовах in vitro рослин-

регенерантів томату з пролонгованою стійкістю до фітонематод і 

фітопатогенів, з’ясовано їх роль в праймінг-ефекті у рослин. 

S. netropsis ІМВ Ас-5025 накопичує найбільшу кількість полієнових 

антибіотиків в біомасі в стаціонарну фазу (на 7-му добу) за глибинного 

культивування, а саме: 0,387 мг/г АСБ в синтетичному і 2,318 мг/г АСБ в 

органічному поживних середовищах. Вперше виявлено, що полієнові 

антибіотики накопичуються вже на 1 добу культивування, що свідчить про їх 

структурну роль в метаболізмі стрептоміцетів. Тому для з'ясування впливу 

екзогенних речовин на біосинтез полієнових антибіотиків і інших БАР 

штамом доцільно вносити ці речовини в стаціонарну фазу.  

Факторний аналіз показав, що біосинтез полієнових антибіотиків 

S. netropsis ІМВ Ас-5025 має найбільший відсоток кореляції із біосинтезом 

цитокініну – ізопентеніладенозином, ауксину – індол-3-карбінолом і 

стерольною сполукою – β-ситостеролом. На підставі отриманих даних було 

сформульовано гіпотезу про можливе регулювання біосинтезу полієнових 

антибіотиків стрептоміцетом за рахунок внесення екзогенних БАР. 

Екзогенний ізопентеніладенозин пригнічував накопичення полієнових 

антибіотиків в біомасі В синтетичному поживному середовищі в біомасі 

S. netropsis IМВ Ас-5025: за дії 100нг/мл цитокініни їх сума зменшилась в 

11,3 рази, в органічному – величина коливалась і мала тенденцію до 

зниження. Вміст внутрішньоклітинних цитокінінів зменшувався в 9,4 і 5,5 

разів відповідно до середовища за впливу 500 нг/мл екзогенного IPAR. 

Ймовірно, це відбувається за рахунок метаболічного конкурування за 

алкілувальні агенти  і аміногрупи на етапі біосинтезу ізопентеніладенозину. 

Тобто екзогенне внесення речовини інгібує біосинтез функціональних груп, 

внаслідок чого пригнічується і біосинтез полієнових макролідів. 500 нг/мл 

екзогенного IPAR збільшував накопичення біомаси в 1,4 рази в 
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синтетичному середовищі Отже, IPAR в досліджуваних концентраціях можна 

використовувати лише для накопичення біомаси, а не підвищення рівня 

біосинтезу полієнових антибіотиків і цитокінінів. 

Екзогенний індол-3-карбінол збільшував накопичення полієнових 

антибіотиків продуцентом. Виявлено його оптимальні концентрації, а саме 

5 мкг/мл в синтетичному і 25 мкг/мл – в органічному поживних середовищах, 

при цьому сума антибіотиків збільшилась в 1,9 і 3,2 рази відповідно. 

Накопичення біомаси збільшилось в 1,4 і в 1,5 разів відповідно до 

середовища. За впливу 25 мкг/мл екзогенного IC сума внутрішньоклітинних 

ауксинів збільшилась в 2,0 і 3,9 разів, цитокінінів – в 2,8 і 5,6 разів відповідно 

до середовища. Вірогідно, екзогенне додавання ауксину призводить до 

збільшення пулу індольних кілець, які використовуються і в біосинтезі 

ауксинів, і в зшиванні α-карбонових ланцюгів молекул полієнових 

антибіотиків. Збільшення накопичення цитокінінів в біомасі стрептоміцета 

підтверджує загальновідому роль ауксинів в регуляції їх біосинтезу.  

Внаслідок додавання екзогенного β-ситостеролу відбувався надсинтез 

полієнових антибіотиків S. netropsis IМВ Ас-5025 і їх виведення з клітини. За 

впливу 10 мкг/мл β-ситостеролу сума полієнових антибіотиків зросла у 4,5 

разів в біомасі і у 2,5 разів культуральній рідині. За різних концентрацій β-

ситостеролу збільшувався і пул інших БАР: сума ауксинів – в 8 разів, АБК – 

в 2,5 рази. 

З'ясовано комплексний вплив екзогенних IC і β-ситостеролу на 

накопичення полієнових антибіотиків, фітогормонів і стеролів в біомасі 

S. netropsis IMВ Ac-5025. В підборі концентрацій екзогенних речовин 

враховували їх оптимальні значення в градієнті, які за умови монодії 

збільшували накопичення антибіотиків, а також їх кількості, які містяться в 

клітинах стрептоміцета за звичайних умов. Для виявлення закономірностей 

накопичення сполук, синтезованих de novo, аналіз проводили в синтетичному 

поживному середовищі. Екзогенні 12,5 мкг/мл індол-3-карбінолу і 5 мкг/мл 

β-ситостеролу збільшували біосинтез полієнових антибіотиків у 2,4 рази. За 



5 
 

різних комбінацій концентрацій екзогенних БАР, змінювалось і 

співвідношення фракцій полієнових антибіотиків як в культуральній рідині, 

так і в біомасі, які є характерними для штаму. Це свідчить про вплив 

екзогенних речовин на формування спряжених зв’язків в молекулах полієнів. 

Чим більше подвійних зв’язків в молекулі полієну – тим вища його 

біологічна активність. За впливу 0,5 мкг/мл індол-3-карбінолу і 10 мкг/мл β-

ситостеролу накопичення біомаси збільшилось в 2,4 рази, сума ауксинів – в 

5,3 рази. Сума цитокінінів збільшилась в 11,6 разів за впливу 50 мкг/мл 

індол-3-карбінолу, АБК – в 3,6 разів – за впливу 0,5 мкг/мл індол-3-карбінолу 

і 10 мкг/мл β-ситостеролу. З'ясовано, що за концентрації 50 мкг/мл 

екзогенного індол-3-карбінолувідбувається зміна направленості 

метаболічних реакцій: блокування біосинтезу пігменту, характерного для 

штаму і пригнічення накопичення полієнових антибіотиків, що свідчить про 

їх взаємозв’язок. В біомасі S. netropsis IMB Ac-5025 накопичувались стероли: 

сквален, ергостерол, холестерол, стигмастерол, β-ситостерол і 24-

епібрасинолід, які є структурними одиницями функціональних мікродоменів 

мембран і відіграють роль у праймінгу рослин. Кількість стеролів коливалась 

від 2,880 до 4,579 мг/г АСБ і збільшилась у 1,6 разів за концентрації 

екзогенних сполук, за якої спостерігався максимальний вихід антибіотиків. 

Отримані результати доповнюють знання щодо складних взаємозв’язків в 

біосинтезі речовин в клітинах стрептоміцетів і дають основи для біохімічного 

регулювання накопичення цінних метаболітів продуцентом в одному 

біотехнологічному процесі. Для захисту від фітопатогенів – актуально 

збільшувати вміст полієнових антибіотиків, для праймінг-ефекту – 

регулювати кількість ауксинів і цитокінінів, для збільшення стійкості рослин 

до нематод – регулювати кількість стеролів, для покращення резистентності 

до абіотичних стресів – змінювати накопичення АБК. 

Результати дослідження розширюють спектр застосування 

метаболічного біопрепарату Фітовіт (продуцент – S. netropsis IMВ Ac-5025), 

розробленого у відділі загальної і ґрунтової мікробіології, Інституту 
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мікробіології і вірусології ім. Д .К. Заболотного НАНУ. Застосування 

Фітовіту у рослинництві включає механізми адаптивних можливостей рослин 

на молекулярному, клітинному і організменному рівнях. Вперше показано 

ефективність метаболітів S. netropsis ІМВ Ас-5025 для отримання в умовах in 

vitro рослин-регенерантів  Lycopersicon esculentum Mill. сорту Лагідний, 

стійких до нематодних інвазій і уражень фітопатогенами з пролонгованим 

ефектом. У ризосферному ґрунті таких рослин підвищується чисельність 

агрономічно корисних мікроорганізмів, які беруть участь у трансформації 

сполук азоту, фосфору і вуглецю, що сприяє формуванню продуктивних 

мікробно-рослинних систем і підвищує супресивність ґрунту до 

фітопатогенів. Показано переваги застосування біопрепарату в польових 

умовах для підвищення урожайності соняшнику гібриду НК Конді і 

кукурудзі гібриду ДКС-4082 в період засухи.  

Практичне значення отриманих результатів. З'ясовано кореляційні 

взаємозв’язки біосинтезу полієнових антибіотиків, фітогормонів і стеролів 

S. netropsis IMВ Ac-5025, що дає можливість використовувати факторний 

аналіз як метод теоретичного прогнозування накопичення метаболітів. 

Показано переваги використання органічного поживного середовища для 

накопичення полієнових антибіотиків стрептоміцетом і можливість 

біохмімічного регулювання накопичення цінних метаболітів в одному 

біотехнологічному процесі. Доведено ефективність застосування метаболітів 

ґрунтових стрептоміцетів для отримання в умовах in vitro рослин-

регенерантів, стійких до фітопаразитичних нематод і фітопатогенів і з 

покращеною урожайністю за рахунок праймінг-ефекту з пролонгованою 

дією. Запропоновано схеми вирощування агрокультур з використанням 

Фітовіту, за яких отримано 13 % приросту урожаю по соняшнику гібриду НК 

Конді і 23,4 % по кукурудзі гібриду ДКС-4082 за посушливого сезону.  

Ключові слова: Streptomyces netropsis, біологічно активні речовини, 

полієнові антибіотики, фітогормони, стероли, рослини-регенеранти, 

праймінг-ефект, нематоди, біопрепарат.  
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ANNOTATION 

Loboda M.I. Biosynthesis of antibiotics and growthregulasting metabolites 

by Streptomyces netropsis IMV Ac-5025 under the action of exogenous 

substances. – Qualifying scientific work on the rights of the manuscript. 

The dissertation is submitted for the obtaining of a scientific degree PhD – 

the doctor of philosophy on a specialty 091 «Biology» (09 – Biology). 

D.K. Zabolotny Institute of microbiology and virology, National academy of 

sciences of Ukraine, Kyiv, 2021.  

Representatives of Actinobacteria, in particular, bacteria of Streptomyces 

genus, are important components of the soil microbiocenosis. They produce a wide 

range of biologically active substances (BAS), that improve the soil phytosanitary 

conditions and provide a priming effect on plants. Polyene antibiotics as the 

secondary metabolites of streptomycetes are important to research because of 

many reasons. Firstly, many aspects of their structure and biosynthesis haven’t 

been studied. Secondly, they do not affect the reference strains, and the target 

microorganisms are rarely became resistant. To date, the effect of BAS on the 

polyene antibiotics biosynthesis has not been studied. The gained knowledge may 

be useful in understanding of the complex metabolic relationships in the 

streptomycete cell and in the development of effective microbial biotechnologies, 

where the accumulation of practically useful metabolites could be regulated in one 

process. 

Scientific novelty and practical significance. Previously unexplained 

aspects of the biosynthetic capacity of S. netropsis IMV Ac-5025 have been 

studied. Correlations dependence in the biosynthesis of polyene antibiotics with 

other BAS - auxins, cytokinins, abscisic acid, sterols streptomycetes were found 

for the first time. The possibility of factor analysis using as a method of theoretical 

prediction for the selection of optimal conditions for the cultivation of producer 

and the accumulation of the useful metabolite due to the introduction of exogenous 

compounds was proved. The advantages of using an organic nutrient medium for 

the accumulation of polyene antibiotics, phytohormones, and sterols of the 
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producer in biotechnology were showed. The effectiveness of the use of soil 

streptomycete metabolites for in vitro production of tomato regenerating plants 

with prolonged resistance to parasitic phytonematodes and phytopathogens has 

been demonstrated for the first time. The efficiency of Phytovit bioformulation in 

the priming effect in plants was elucidated. 

S. netropsis IMV Ac-5025 accumulated the largest amount of polyene 

antibiotics in biomass in the stationary growth phase (on the 7th day) during the 

cultivation under the submerged conditions, namely: 386.5 μg/g ADB in synthetic 

and 2318.2 μg/g ASB in organic nutrient media. It was found that polyene 

antibiotics accumulate for 1 day of cultivation that indicates their structural role in 

the metabolism of streptomycetes for the first time. Therefore, the addition of these 

substances in the stationary growth phase is advisable to determine the effect of 

exogenous substances on the biosynthesis of polyene antibiotics and other BAS by 

the strain.  

Factor analysis showed that the biosynthesis of polyene antibiotics by 

S. netropsis IMV Ac-5025 is mostly correlated with the biosynthesis of cytokinin - 

isopentinyladenosine, auxin - indole-3-carbinol and sterol compound - β-sitosterol. 

The hypothesis about the possible regulation of the biosynthesis of polyene 

antibiotics by streptomycete due to the introduction of exogenous BAS was 

formulated based on the obtained data. 

Exogenous isopentinyladenosine inhibited the accumulation of polyene 

antibiotics by S. netropsis IMV Ac-5025: under the action of cytokinin 100 ng/mL 

their amount in a biomass was decreased 11.3-fold in synthetic and 1.3-fold under 

the action of 25 ng/mL isopentinyladenosine in an organic nutrient medium. The 

amount of intracellular cytokinins was decreased 9.4 and 5.5-fold under the action 

of exogenous isopentinyladenosine 500 ng/mL. This is probably due to metabolic 

competition for the alkylating agents and amino groups at the stage of 

isopentinyladenosine biosynthesis. 500 ng/mL of exogenous compound increased 

the biomass accumulation 1.4-fold in a synthetic nutrient medium Therefore; this 
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substance could be used only for biomass accumulation and not for the polyene 

antibiotics and cytokinins biosynthesis increase. 

Exogenous indole-3-carbinol increased the accumulation of polyene 

antibiotics by the producer. Its optimal concentrations were revealed, namely, 5 

mg/L in synthetic and 25 mg/L in organic, while the amount of antibiotics 

increased 1.9 and 3.2-fold, respectively. Biomass accumulation was increased 1.4-

fold in synthetic and 1.5-in organic. Under the action of exogenous IC 25 mg/L, 

the amount of intracellular auxins was increased 2.0 and 3.9-fold, cytokinins - 2.8 

and 5.6 -fold, respectively. Probably, the exogenous addition of auxin caused an 

increase of indole rings pool that are used both in the biosynthesis of auxins and in 

the crosslinking of α-carbon chains of polyene antibiotic molecules. The increase 

of the cytokinins biosynthesis in streptomycete biomass confirms the well-known 

role of auxins in the regulation of their biosynthesis. 

Exogenous β-sitosterol caused super synthesis of polyene antibiotics by 

S. netropsis IMV Ac-5025 and their excretion from the cells. Under the action of 

10 μg/mL of β-sitosterol, the sum of polyene antibiotics was increased 4.5-fold in 

biomass and 2.5-fold in culture liquid. Under the action of different concentrations 

of β-sitosterol, the pool of other BAS was increased: the sumt of auxins – 8-fold, 

ABA - 2.5-fold. 

The complex effect of exogenous IC and β-sitosterol on the accumulation of 

polyene antibiotics, phytohormones, and sterols in the biomass of S. netropsis IMB 

Ac-5025 was studied. To choose the concentrations of exogenous substances we 

took into account their optimal values in the gradient, which increased the 

accumulation of antibiotics separately, as well as their amount in streptomycete 

cells under normal conditions. To identify patterns of compounds accumulation, 

that were synthesized de novo, the analysis was performed in a synthetic nutrient 

medium. Exogenous 12.5μg/mL of indole-3-carbinol and 5 μg/mL of β-sitosterol 

increased the biosynthesis of polyene antibiotics 2.4-fold. Under the action of 

different combinations of concentrations of exogenous BAS, the ratio of fractions 

of polyene antibiotics (Candidin and tetraene compound) in both the culture liquid 
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and the biomass also changed. This indicates the influence of exogenous 

substances on the formation of conjugated bonds in polyene molecules. Under the 

influence of 0.5 μg/ml of indole-3-carbinol and 10 μg/mL of β-sitosterol the 

biomass accumulation increased 2.4-fold, the sum of auxins - 5.3-fold. The sum of 

cytokinins was increased 11.6-fold under the action of 50 μg/mL of indole-3-

carbinol, ABA - 3.6-fold - under the action of 0.5 μg/mL of indole-3-carbinol and 

10 μg/mL of β-sitosterol. 50 μg/mL of exogenous indole-3-carbinol, caused the 

redirection of pathways: blocking the biosynthesis of the pigment brown of the 

strain and inhibiting the accumulation of polyene antibiotics, that indicates a 

correlation between them. Squalene, ergosterol, cholesterol, stigmasterol, β-

sitosterol, and 24-epibrasinolide were accumulated in the biomass of S. netropsis 

IMV. They are structural units of functional microdomains of cell membranes and 

important in plant priming effect. The sum of sterols ranged from 2,880 to 

4,579 mg/g ADB and was increased 1.6-fold at the same concentration 

ofexogenous compounds, where the maximum yield of antibiotics was observed. 

These results are important for understanding the complex relationships of 

metabolic pathways in streptomycetes and provide an opportunity to create in one 

biotechnological process bioproducts with specified properties. For the protection 

against phytopathogens, it is advisable to increase the polyene antibiotics content, 

for the priming effect - to regulate the content of auxins and cytokinins, for the 

increase plant resistance against nematodes - to regulate the content of sterols, for 

the improved resistance against abiotic stress - to change the accumulation of 

ABA. 

Preliminary studies on the range of properties and possibilities of application 

of metabolic biological products Phytovit (producer - S. netropsis IMV Ac-5025), 

developed at the Department of General and Soil Microbiology,  Zabolotny 

Institute of Microbiology and Virology, the National Academy of Sciences of 

Ukraine. It induces multilevel mechanisms of adaptive capacity of plants at the 

molecular, cellular, and organismal levels, that allows revealing it biological 

potential inherent in selection methods. The efficacy of soil streptomycete 
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metabolites for in vitro obtaining tomato plant regeneration (L. esculentum Mill) 

was shown for the first time. These plants have a higher resistance against parasitic 

nematode invasions and phytopathogens with a prolonged effect. In the 

rhizosphere of such plants, the increases the amount of agronomically useful 

microorganisms involved in the transformation of nitrogen, phosphorus, and 

carbon compounds, that promotes the formation of productive microbial plant 

systems and increases soil suppression to phytopathogens is occusr. Technologies 

for growing crops using Phytovit was proposed, thhat resulted in a 13% increase in 

yield for sunflower hybrid NK Condy and 23.4% for corn hybrid DKS-4082 

during the dry season, while costs were reduced by 3 thousand UAH per 1 ha. 

The practical significance of the results. The correlations dependence 

between the biosynthesis of polyene antibiotics and phytohormones and sterols by 

S. netropsis IMV Ac-5025 were clarified and confirmed experimentally, which 

makes it possible to use factor analysis as a method of theoretical prediction of 

metabolic accumulation. The advantages of using an organic nutrient medium for 

the accumulation of polyene antibiotics be the producer and the possibility of 

biochemical regulation of the accumulation of valuable metabolites in one 

biotechnological process are shown. The efficiency of application of soil 

streptomycete metabolites for getting in vitro of regenerating plants resistant 

tagainsto phytoparasitic nematodes and phytopathogens with improved yield due to 

the priming effect with prolonged action was proved. The schemes of cultivation of 

crops with the use of Fytovit are offered, according to which 13% increase in yield 

was obtained for sunflower hybrid NK Kondi and 23.4% for corn hybrid DKS-

4082 during the dry season, while costs were reduced by UAH 3,000 per 1 ha. 

Key words: Streptomyces netropsis, biologically active substances, polyene 

antibiotics, phytohormones, sterols, regenerating plants, priming effect, nematodes, 

bioformulation. 
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Перелік умовних позначень 

БАР – біологічно активні речовини  

ТШХ – тонкошарова хроматографія  

ГХ – газова хроматографія  

ІОК –індол-3-оцтова кислота 

MVA- pathway – мевалонатний шлях біосинтезу цитокінінів 

MEP/DOXP- pathway – метилеритритолфосфатний (2-C-метил-D-еритритол-

4-фосфатний) шлях біосинтезу цитокінінів 

DMAPP – диметилалілпірофосфат 

IPARR – ізопентеніладенозин (N6-(delta2-Isopentenyl)adenosine) 

IC – індол-3-карбінол 

АБК – абсцизова кислота 

КАА – крохмало-аміачний агар  

ФС – ферментаційне соєве середовище 

МС – маточне поживне середовище (рідке для стрептоміцетів) 

КУО – колонієутворююча одиниця 

АСБ – абсолютно суха біомаса 

АСГ – абсолютно сухий ґрунт 

si/mi RNA – малі інтерферуючі РНК 

……………………………………….…… 
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ВСТУП 

Актуальність теми. Важливою складовою мікробіоценозу ґрунту є 

представники роду Strepromyces – продуценти широкого спектру біологічно 

активних речовин (БАР) [1]. Серед вторинних метаболітів, які вони синтезують, 

особливу уваги привертають антибіотики, завдяки яким відбувається покращення 

фітосанітарних характеристик ґрунту. Антибіотичні речовини відрізняються за 

хімічною будовою (макроциклічні лактони, хінони, ароматичні сполуки, 

аміноглікозиди, пептиди тощо) і механізмом дії (пригнічення біосинтезу 

складових клітинних стінок, порушення функцій клітинних мембран, інгібування 

біосинтезу білків, пуринів, піримідинів, нуклеїнових кислот, вплив на 

функціонування енергетичного метаболізму, зокрема, окислювальне 

фосфорилювання та ін.). Біосинтез більшості антибіотиків є штамовою 

характеристикою і залежить від умов культивування продуцента, в тому числі і 

від доступності макро-, мікроелементів чи наявності речовин-попередників  

біосинтезу тощо [2, 3].  

Вивчення полієнових антибіотиків є важливим оскільки багато аспектів щодо 

біосинтезу і структури різних до кінця не з’ясовані, також вони не впливають на 

референтні штами, а у цільових об’єктів вкрай рідко формується стійкість [4, 5]. 

Взаємозв’язок шляхів біосинтезу полієнових антибіотиків з іншими класами БАР 

у ґрунтових стрептоміцетів на сьогодні не з’ясовано, тому тема дослідження є 

актуальною. Отримані знання будуть корисними в розробці ефективних 

мікробних біотехнологій, де за одного ферментаційного процесу можна 

регулювати накопичення практично корисних метаболітів з різними 

властивостями [6].  

В біомасі ґрунтових стрептоміцетів накопичуються і інші класи БАР, 

зокрема, фітогормони – ауксини, цитокініни, гібереліни, абсцизова кислота, а 

також вітаміни, ліпіди тощо. Як важлива складова мікробіоценозу ґрунту, вони 

взаємодіють з рослинами і, крім безпосередньої антагоністичної дії, їх метаболіти 

позитивно впливають на мікробіоту ризосфери, індукують фітоімунітет (системну 

стійкість рослин), сприяють росту і розвитку рослин (праймінг-ефект) [7-9]. 
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Зв'язок роботи з науковими програмами, планами, темами. Дисертаційне 

дослідження виконано в рамках в науково-дослідних тем Інституту мікробіології і 

вірусології ім. Д. К. Заболотного НАН України, відділу загальної і ґрунтової 

мікробіології: «Функціональна активність та перспективи використання у 

біотехнології ґрунтових мікроорганізмів природних, техногенних і 

агроекосистем», 2016-2019 рр. № держреєстрації 0116U006319 і «Функціональний 

потенціал ґрунтового мікробіому агроценозів і техногенних екотопів», 2020-

2024 рр., № держреєстрації 0120U000220. 

Мета і завдання досліджень. Мета роботи: з'ясування окремих аспектів 

біосинтетичної здатності S. netropsis IMВ Ac-5025 за дії екзогенних сполук 

цитокінінової, ауксинової і стероїдної природи, виявлення взаємозв’язку їх 

біосинтезу і впливу на праймінг-ефект у рослин.  

Для реалізації мети дослідження були поставлені наступні завдання: 

1. Визначити оптимальні параметри культивування S. netropsis ІМВ Ac-

5025 для накопичення полієнових антибіотиків в умовах глибинного 

культивування продуцента. 

2. З'ясувати кореляційні взаємозв’язки між біосинтезом полієнових 

антибіотиків з іншими БАР S. netropsis IMВ Ac-5025 з використанням 

факторного аналізу. 

3. Дослідити вплив екзогенного ізопентеніладенозину на накопичення 

полієнових антибіотиків, цитокінінів і біомаси S. netropsis IMВ Ac-

5025. 

4. Встановити ефект екзогенного індол-3-карбінолу на накопичення 

полієнових антибіотиків, ауксинів, цитокінінів і біомаси продуцентом. 

5. Проаналізувати накопичення полієнових антибіотиків, фітогормонів, 

стеролів і біомаси стрептоміцетом за дїі екзогенного β-ситостеролу . 

6. Дослідити дію комплексу індол-3-карбінолу і β-ситостеролу на 

біосинтез полієнових антибіотиків і рістрегулювальних речовин 

S. netropsis IMВ Ac-5025. Визначити можливі шляхи метаболічного 

регулювання біосинтезу практично корисних метаболітів.  



22 
 

7. Вивчити раніше нез’ясовані аспекти застосування метаболітів 

ґрунтових стрептоміцетів в праймінг-ефекті щодо рослин  

Об’єкт дослідження – регуляція біосинтетичної здатності S. netropsis ІМВ 

Ac-5025 та його метаболіти у праймінгу рослин. 

Предмет дослідження − здатність S. netropsis ІМВ Ac-5025 продукувати 

полієнові антибіотики за впливу екзогенних БАР фітогормональної і стерольної 

природи, антагоністична та рістрегулювальна активність комплексу метаболітів 

продуцента.  

Методи дослідження. Робота базується на застосуванні мікробіологічних 

(визначення параметрів культивування штаму і його біологічних властивостей), 

фізіолого-біохімічних (визначення спектру і кількості біоситезу БАР в 

супернатанті культуральної рідини і біомасі продуцента) і статистичних 

(факторний аналіз для виявлення взаємозв’язку біосинтезу полієнових 

антибіотиків з іншими БАР штаму, дисперсійний аналіз) методів.  

Наукова новизна одержаних результатів. Досліджено раніше нез’ясовані 

аспекти біосинтетичної здатності S. netropsis IMВ Ac-5025. Вперше виявлено 

кореляційні взаємозв’язки в біосинтезі стрептоміцетом полієнових антибіотиків з 

іншими БАР – ауксинами, цитокінінами, абсцизовою кислотою, стеролами. 

Доведено можливість використання факторного аналізу як методу теоретичного 

прогнозування для підбору оптимальних умов культивування стрептоміцета і 

накопичення корисних метаболітів за рахунок внесення екзогенних сполук. 

Встановлено переваги використання органічного поживного середовища для 

накопичення полієнових антибіотиків, фітогормонів і стеролів за глибинного 

культивування продуцента. Вперше показано можливість застосування 

метаболітів ґрунтових стрептоміцетів для отримання в умовах in vitro рослин-

регенерантів томату з пролонгованою стійкістю до фітонематод і фітопатогенів, 

з’ясовано їх роль в праймінг-ефекті у рослин. 

Результати. Виявлено, що полієнові антибіотики синтезуються в біомасі 

продуцента вже на 1 добу культивування, що свідчить про їх роль у метаболізмі 

стрептоміцетів. Найбільша їх кількість накопичується у стаціонарну фазу росту 

javascript:void(0)
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(7-ма доба). Проведено факторний аналіз і виявлено, що серед широкого спектру 

біологічно активних речовин, які синтезує S. netropsis IMВ Ac-5025, біосинтез 

антибіотиків має найвищий відсоток кореляції з біосинтезом цитокініну – 

ізопентеніладенозину (80%), ауксину – індол-3-карбінолу (80%) і стерольною 

сполукою – β-ситостеролом (79%). Визначено їх вплив на накопичення 

полієнових антибіотиків, біомаси, рістрегуглювальних метаболітів і стеролів 

S. netropsis ІIMВ Ac-5025. Оскільки саме індол-3-карбінол і β-ситостерол 

збільшували біосинтез полієнових антибіотиків штамом, було з’ясовано ефект їх 

комплексу на біосинтетичну здатність продуцента. Виявлено концентрацію 

екзогенного ауксину (50 мкг/мл), за якої відбувається зміна направленості 

метаболічних реакцій: блокування біосинтезу характерного пігменту і 

пригнічення накопичення полієнових антибіотиків. Це створює основи для 

розуміння взаємозв’язку біосинтезу різних класів вторинних метаболітів і надає 

можливість створювати в одному біотехнологічному процесі біопродукти із 

заданими властивостями. Для захисту від фітопатогенів – актуально збільшувати 

вміст антибіотиків, для праймінг-ефекту – регулювати кількість ауксинів і 

цитокінінів, для збільшення стійкості рослин до нематод – регулювати кількість 

стеролів, для покращення резистентності до абіотичних стресів – змінювати 

накопичення АБК. Визначено нез’ясовані аспекти застосування розробленого 

раніше біопрепарату Фітовіт для створення в умовах in vitro ліній рослин томату, 

стійких до нематодного ураження. Запропоновано схему використання вище 

зазначеного біопрепарату для підвищення урожаю агрокультур і зменшення 

витрат на технології вирощування.  

Практичне значення отриманих результатів. З'ясовано кореляційні 

взяємозв'язки біосинтезу полієнових антибіотиків, фітогормонів і стеролів 

S. netropsis IMВ Ac-5025, що дає можливість використовувати факторний аналіз 

як метод теоретичного прогнозування накопичення метаболітів. Показано 

переваги використання органічного поживного середовища для накопичення 

полієнових антибіотиків продуцентом і можливість біохмімічного регулювання 

накопичення цінних метаболітів в одному біотехнологічному процесі. Доведено 
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ефективність застосування метаболітів ґрунтових стрептоміцетів для отримання в 

умовах in vitro рослин-регенерантів, стійких до фітопаразитичних нематод і 

фітопатогенів і з покращеною урожайністю за рахунок праймінг-ефекту з 

пролонгованою дією. Запропоновано схеми вирощування агрокультур з 

використанням Фітовіту, за яких отримано 13 % приросту урожайності по 

соняшнику гібриду НК Конді і 23,4 % по кукурудзі гібриду ДКС-4082 за 

посушливого сезону, при цьому витрати скоротились на 3 тис грн у розрахунку на 

1 га.  

Особистий внесок здобувача. Усі теоретичні та практичні результати 

досліджень, що виносяться на захист, отримані автором самостійно. Пошук та 

аналіз джерел літератури для розкриття теми дисертаційного дослідження, 

виконані дисертантом і відображені в публікаціях та в дисертації. Матеріали, 

опубліковані у співавторстві, мають пропорційний внесок здобувача. Права 

співавторів не порушено. У друкованих працях, опублікованих у співавторстві, 

автору дисертації належать – три статті; одна методична рекомендація, один 

патент на винахід і один патент на корисну модель. 

Планування основних напрямків роботи, концепції, обговорення результатів і 

структури дисертаційної роботи здійснено із науковим керівником – доктором 

біологічних наук Білявською Л.О., за що автор висловлює щиру вдячність. 

Апробація результатів дисертації. Основні теоретичні положення та 

практичні результати досліджень були обговорені на вітчизняних: «Актуальні 

питання сільськогосподарської мікробіології» (Київ, 2019), «ХIІ Український 

біохімічний конгрес. Медична та клінічна хімія» (Тернопіль, 2019) і міжнародних 

наукових конференціях: «Microbiology and Immunology. The Development Outlook 

inthe 21st century» (Kyiv, 2018), «Органічне виробництво і продовольча безпека» 

(Житомир, 2018), «The 4rd International Scientific Conference on Microbial 

Biotechnology» (Chisinau, 2018), «The 6 th Ukrainian Congress for Cell Biology with 

international representation» (Yaremche, 2019), «The 3rd International Conference on 

Life, Environmental Sciences and STEM Education Smart Bio» (Lithuania, 2019), 

«Органічне виробництво і продовольча безпека» (Житомир, 2019), Состояние и 



25 
 

перспективы разработки, использования биологически активных соединений в 

научной и практической деятельности» (Брест, 2018), Молодь та сучасні 

проблеми мікробіології і вірусології» (Київ, 2018), «Youth and modern problems of 

microbiology and virology» (Kyiv, 2019), «Youth and modern problems of 

microbiology and virology» (Kyiv, 2020), «Modern biotechnologies – solutions to the 

challenges of the contemporary world» (Chisinau, 2021). 

Публікації. Результати дисертаційних досліджень опубліковані у 20 

публікаціях. Серед них – 3 статті, що індексуються міжнародною базою даних 

SCOPUS: 2 статті у вітчизняних фахових виданнях, і 1 у міжнародному виданні, 

збірки матеріалів і тези доповідей: 4 – у вітчизняних і 13 – у міжнародних. 

Структура та обсяг дисертації. Дисертаційна робота складається зі вступу, 

огляду літератури, матеріалів і методів досліджень, результатів 

експериментальних досліджень, аналізу та узагальнення отриманих результатів, 

висновків і додатків. До кожного розділу оформлено список використаних 

джерел, загальна кількість яких налічує 179 найменувань. Зміст дисертації 

викладено на 162 сторінках друкованого тексту. Вона містить 23 рисунки, 11 

таблиць і 6 додатків.  
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РОЗДІЛ 1 ОГЛЯД ЛІТЕРАТУРИ 

МЕТАБОЛІТИ ҐРУНТОВИХ СТРЕПТОМІЦЕТІВ ТА ЇХ РОЛЬ В 

БІОРЕГУЛЯЦІЇ РОСЛИН 

1.1 Актинобактерії роду Streptomyces як агенти біоконтролю 

фітопатогенів  

Актинобактерії –сапротрофні грампозитивні бактерії, широко поширені в 

ґрунті. Класифікація роду Streptomyces базується на поєднанні генотипових і 

фенотипових властивостей. Враховуються також особливості хемотипу, 

пептидогліканового типу (наявність L-L-диамінопімелінової кислоти і гліцину, 

який зумовлює гідрофобність), складу клітинних цукрів, жирнокислотного і 

фосфоліпідного профілей [1]. ДНК стрептоміцетів багата на GC-пари, які 

становлять до 70% геному, (для порівняння, у Escherichia coli вміст GC-пар – 

50 %), що надає стійкості їх генетичному матеріалу. Вони є одними з 

найчисленніших і найуніверсальніших ґрунтових мікроорганізмів завдяки їх 

здатності продукувати велику кількість біологічно активних речовин (БАР), 

участь в процесах біотрансформації, зокрема, деструкції біологічних полімерів – 

целюлози і хітину [2].  

Представники роду Streptomyces продукують: антибіотики різної хімічної 

будови (лактони, хінони, ароматичні сполуки, аміноглікозиди тощо) і спектру дії, 

а також, амінокислоти, ферменти, вітаміни, ліпіди – фосфоліпіди, стероли, 

ненасичені жирні кислоти тощо. Вони є антагоністами фітопатогенних бактерій і 

грибів, покращують фітосанітарний стан ґрунту, регулюють ріст і розвиток 

рослин, індукують їх системну стійкість (забезпечують праймінг-ефект). Деякі 

стрептоміцети синтезують речовини з противірусними і протипухлинними 

властивостями (нетропсин, доксорубіцин) [2]. У взаємодії з рослинами важливу 

роль відігрює здатність стрептоміцетів синтезувати сидерофори, які хелатують 

іони заліза, в результаті чого збільшується біодоступність металів, а також 

лектини (вуглевод-зв'язуючі сполуки), фітогормони (ауксини, цитокініни, 

абсцизову кислоту, гібереліни тощо) та ін. [3].  

https://uk.wikipedia.org/wiki/%D0%A5%D0%B5%D0%BB%D0%B0%D1%82
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1.1.1 Антибіотичні речовини, що продукують стрептоміцети  

Антибіотики –вторинні метаболіти, які відрізняються за хімічною природою, 

спектром і мішенями дії. Так, антибіотики здатні інгібувати біосинтез білків, 

реплікацію ДНК і синтез РНК, порушувати проникність мембран, перешкоджати 

біосинтезу і збірці компонентів клітинної стінки [4]. Роль антибіотиків для 

мікробної клітини залежить від того, чи накопичуються вони всередині клітини 

чи виділяються в позаклітинний простір. В першому випадку вони виконують 

структурну роль (наприклад, потовщення клітинних стінок за рахунок 

компартментів, в яких знаходиться антибіотик), впливають на спороутворення, 

транспорт іонів, протікання ензиматичних реакціяй (так, наприклад, 

ферментативне розщеплення деяких антибіотиків до амінокислот сприяє 

біосинтезу пептидів). Деякі антибіотики виникли як сигнальні молекули і здатні 

викликати зміни в експресії генів, не пов'язаних зі стресовою реакцією. 

Антибіотики, що виділяються в позаклітинний простір, відіграють захисну роль у 

взаємодії з іншими мікроорганізмами [2]. На сьогодні близько 80 % антибіотиків є 

продуктами метаболізму представників роду Streptomyces, приклади яких 

наведено в табл.1.1 [5]. Антибіотики антибактеріальної дії синтезують S. rimosus– 

тетрациклін, S. clavuligerus – цефаміцин, S. kanamyceticus – канаміцин, 

S. venezuelae – хлорамфенікол, S. ghanaensis – моеноміцин. До протигрибних 

сполук належать: ністатин, який продукує S. noursei, амфотерицин – S. nodosus та 

інші. Протипухлинні агенти продукують такі штами: S. peucetius – доксорубіцин, 

S. nogalater – ногаламіцин, S. globisporus – ландоміцин; імуносупресори 

накопичує: S. hygroscopicus –рапаміцин (такі антибіотики в більшості випадків 

мають червоний, помаранчевий або жовтий колір). Дещо пізніше були відкриті 

антипаразитарні антибіотики. Вперше було описано аміноглікозид, виділений з 

S. hygroscopicus, який in vitro та in vivo викликав загибель нематод та цестод. 

S. hygroscopicus MA-5285 продукує макроциклічний антибіотик з високою 

антигельмінтною, інсектицидною та антикокцидною активністю. S. hygroscopicuss 

subsp. aureolakrimosus B-41-146 синтезує мільбеміцин, який є комплексом 16-ти 
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членних макроциклічних лактонів і проявляє антипаразитарну і інсектицидну дію [6-

8]. 

Таблиця1.1 

Основні продуценти антибіотиків серед стрептоміцетів 

Продуцент Антибіотик Продуцент Антибіотик 

S.orchidaccus Циклосерин S. erithraeus Еритроміцин 

S. oriantalis Ванкоміцин S. vensuella Хлорамфенікол 

S. fradiae Неоміцин, 

Актиноміцин, 

Фосфоміцин, 

Декаміцин 

S. aureofaciens Хлортетрациклін, 

Диметилхлор 

Тетрациклін 

S. nodosus Амфотерицин В S. ambofaciens Спіраміцин 

S. noursei Ністатин S. avermitilis Авермектин 

S. mediterranei Рифампін S. alboniger Пуроміцин 

S. knanamyceticus Канаміцин S. niveus Новобіцин 

S. tenebrarius Тобраміцин S. platensis Платенміцин 

S. spectabillis Спектиноміцин S. roseosporus Даптоміцин 

S. viridifaciens Тетрациклін S. ribosidificus Рибостаміцин 

S. lincolensis Лінкоміцин, 

Кліндаміцин 

S. garyphalus Циклосерин 

S. rimosus Окситетрациклін S. vinaceus Віоміцин 

S. noursei Ністатин S. clavuligerus Цефалоспорин 

 

Біологічна активність полієнових антибіотиків. Полієнові антибіотики є 

протигрибними сполуками широкого спектру впливу. Вони не діють на 

Schizomycetes і проявляють різний ступінь антибіотичної активності щодо 

багатьох патогенних дріжджів та диморфних мікроміцетів (таких як Candida, 

Cryptococcus, Histoplasma, Blastomyces, і Coccidiodes), дерматофітів (Trichophyton, 

Microsporum, Epidermophyton) і гіфальних грибів (Aspergillus, Penicillium). Однак 
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деякі полієни, такі як резистафілін та протицин, і, меншою мірою, криптоцидин та 

дермостатин, виявляють значну активність щодо бактерій. Багато полієнів 

пригнічують Protozoa клінічного значення – трихомонад Entamoeba histolytica, 

трипаносом та лейшманії, а також патогенних представників Mycoplasmatale [9].  

Біологічна активність полієнів зростає із збільшенням кількості кон'югованих 

подвійних зв'язків. Показано, що тетраєни та пентаєни (євроцидин) мають 

приблизно одну чверть активності гексаєну (медіоцидину) та гептаєнів щодо 

C. albicans. Гептаєни, що містять ароматичне ядро в молекулі (наприклад, 

кандицидин), є більш активними, ніж ті, що його не містять (наприклад, 

амфотерицин В) [10].  

Застосування полієнових антибіотиків. На сьогодні серед полієнових 

антибіотиків лише ністатин і амфотерицин В застосовуються в медицині у зв’язку 

з їх токсичністю. [11]. Амфотерицин В є найменш токсичним  серед полієнових 

антибіотиків і може вводитись внутрішньовенно. Його застосовують для 

лікування глибинних системних мікозів [12].  

Сучасне сільське господарство орієнтоване на використання наукоємних 

технологій і біотехнологічних продуктів, до яких належать технології з 

використанням БАР мікробного походження. Серед ґрунтових актинобактерій, 

перспективними є представники роду Streptomyces, які продукують широкий 

спектр антибіотиків, що можуть використовуватись для біоконтролю чисельності 

фітопатогенних мікроміцетів, бактерій, паразитів. Так, наприклад полієнові 

антибіотики штаму Streptomyces netropsis ІМВ Ас-5025 пригнічують 

фітопатогенні гриби родів Alternaria, Fusarium, Cladosporium. В складі 

полієнового антибіотичного комплексу продуцента ідентифіковано дві фракціі: 

гептаєновий кандидин (молекулярна формула – С47Н71NO17 і нова тетраєнова 

сполука нез’ясованої структури [13, 14].  
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1.1.2 Біологічно активні речовини, які продукують стрептоміцети  

Фітогормони – фізіологічно активні сполуки, які регулюють ріст і розвиток 

рослин (перехід в період спокою та проростання насіння, утворення коренів, 

цвітіння, галуження, кущіння та дозрівання плодів тощо). Вони підвищують 

стійкість рослин до несприятливих біотичних і абіотичних факторів, індукують 

або пригнічують експресію генів, що відповідають за біосинтез різних класів 

метаболітів (ферментів, пігментів тощо). Відповідно до загальноприйнятої 

класифікації, їх поділяють на п’ять груп: ауксини, цитокініни, гібереліни, етилен 

та абсцизова кислота [15]. 

Здатність мікроорганізмів синтезувати фітогормони розглядається і як 

фактор патогенності, оскільки багато фітопатогенів продукують регулятори росту 

у кількостях, що перевищують необхідні для рослин рівні. Наприклад, 

Burkholderia  solanacearum у сто разів збільшує вміст індол-3-оцтової кислоти 

(IОК) у інфікованих рослинах. Надсинтез фітогормонів порушує 

фітогормональний баланс рослин, спричиняючи гіпертрофію тканин і 

розростання. Здатність до біосинтезу фітогормонів характерна і для непатогенних 

бактерій: епіфітів, симбіотичних і вільноіснуючих штамів. Ці речовини 

виступають в ролі сигнальних молекул для встановлення асоціації мікроорганізм-

рослина. На сьогодні практично відсутні комплексні дослідження щодо ролі 

фітогормонів в метаболізмі мікробної клітини [16]. 

У ґрунтових стрептоміцетів виявлена здатність синтезувати різні класи 

фітогормонів: ауксини, цитокініни, гібереліни, абсцизову кислоту (АБК), які 

накопичуються в біомасі і впливають на метаболізм продуцента, утворення спор, 

розвиток повітряного міцелію, поділ клітин і диференціацію [13].  

Ауксини – фітогормони, що за хімічною будовою є похідними індолу. У 

рослин вони відповідають за поділ, розширення та диференціювання клітин, 

стимулюють проростання насіння, утворення коренів; контролюють процеси 

вегетативного росту, тропізму, цвітіння та плодоношення; а також впливають на 

фотосинтез, біосинтез пігментів і ряду метаболітів. Найбільшу активність 
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проявляє індол-3-оцтова кислота (ІОК), хоча відомо, що рослини продукують і 

інші ауксини, попередники або продукти трансформації IОК [17-19]. 

Серед бактерій здатність синтезувати IОК виявлена у: Azospirillum sp., 

Agrobacterium sp., Azotobacter sp., Alcaligenes sp., Enterobacter sp., Erwinia sp., 

Acetobacter sp., Rhizobium sp. та Herbaspirillum sp, а також у представників родів 

Pseudomonas, Bacillus і Xanthomonas, і стрептоміцетів. Археї і представники 

вільноживучих і симбіотичних ціанобактерій родів Nostoc, Chlorogloeopsis, 

Calothrix, Plectonema також здатні накопичувати цей клас сполук. Ауксини є 

сигнальними молекулами, які сприяють встановленню мікробно-рослинної 

взаємодії, ефективній колонізації ризосфери вільноживучими і асоціативними 

бактеріями, регулюють ріст і розвиток рослин, підвищують стійкість до біотичних 

і абіотичних стресів [20].  

Є дослідження, які показують, що ауксини стимулюють ріст і розвиток 

бактерій родів Rhizobium, Azotobacter, Azospirillum та Bacillus, деяких 

ціанобактерій (Nostoc та Anabaena) та мікроміцетів (Saccharomyces, Fusarium, 

Aspergillus, Pleurotus, Caloglosa, Bostrychia) [21]. Виявлено, що IОК підвищує 

рівень біосинтезу деяких ферментів та стимулює фіксацію азоту ціанобактеріями 

Anabaena doliolum та N. punctiforme і стійкість до несприятливих факторів [22]. 

Роль ауксинів в метаболізмі стрептоміцетів не з’ясована і потребує подальших 

досліджень. 

Біосинтез ІОК у бактерій включає процес видалення аміно- та карбоксильних 

груп з α-вуглецю триптофану через проміжні продукти – індолпіруват, 

індолацетамід, або індолацетонітрил; з виділенням кінцевого окисленого 

продукту ІОК. Використання проміжних продуктів в біосинтезі ауксинів є одним 

із механізмів їх детоксикації. Ферменти біосинтетичних шляхів ауксинів часто 

катаболізують широкий спектр субстратів, включаючи ароматичні амінокислоти, 

а в деяких випадках, амінокислоти з розгалуженим ланцюгом. Експресія деяких 

генів, що кодують ключові ферменти біосинтезу IОК, індукується трьома 

ароматичними амінокислотами – фенілаланіном, триптофаном і тирозином. 
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Широка субстратна специфічність ферментів свідчить про роль цих шляхів 

біосинтезу поза взаємодією рослин і мікроорганізмів [22, 23]. 

Відомо три основні шляхи біосинтезу ІОК у бактерій: індол-3-ацетамідний, 

індол-3-піруватний, індолацетонітриловий. Багато бактерій здатні синтезувати 

ауксини, використовуючи декілька шляхів, що сприяє утворенню асоціацій з 

рослинами. Перший спосіб – індол-3-ацетамідний – двоетапне перетворення 

триптофану, характерний в основному для фітопатогенних бактерій. На першому 

етапі фермент L-триптофан-2-монооксигеназа каталізує окисне 

декарбоксилюванняння L-триптофану з утворенням індол-3-ацетаміду, який 

зазнає окисного дезамінування за участі індол-3-ацетамідної гідролази з 

утворенням ІОК та аміаку. Цей шлях біосинтезу ІОК характерний для умовно-

фітопатогенних бактеріїй Agrobacterium tumefaciens, Pseudomonas syringae, і 

Pantoea agglomerans; а також Pseudomonas putida і P. fluorescens; метилобактерії 

Methylobacterium mesophilicum і Aminobacter aminovoran; деяких стрептоміцетів і 

фітопатогенних грибів роду Colletotrichum (C. gloeosporioides і C. acutatum). Гени, 

які контролюють біосинтез цим способом зустрічаються в симбіотичних бактерій 

Rhizobium sp., Bradyrhizobium sp., і Azospirillum sp., і в ґрунтових стрептоміцетів 

[24, 25]. 

Другий спосіб біосинтезу ІОК у бактерій – індол-3-піруватний, який 

відбувається через проміжний продукт – індол-3-піруват. На перешому етапі 

амінотрансфераза переносить аміногрупи з триптофану на  -кетоглутарат з 

утворенням індол-3-пірувату та L-глутамату. Цю реакцію здійснюють загальні 

або триптофан-специфічні амінотрансферази, які переносять аміногрупу з  -

вуглецю триптофану на  -кетоглутарат. На другому етапі відбувається безокисне 

декарбоксилювання індол-3-пірувату до індол-3-ацетальдегіду за допомогою 

ферменту індолепіруватдекарбоксилази. Декарбоксилювання відбувається 

внаслідок зв'язування тіаміну дифосфату з кето-карбонільною групою 

індолепірувату, і після протонування активованого проміжного продукту 

виділяється індолеацетальдегід. Завершальним етапом є окиснення 

індолацетальдегіду до ІОК. Про бактеріальні оксидази, що каталізують цю 
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реакцію, майже нічого не відомо. Реакцію може каталізувати 

індолацетальдегідроксидаза з акцептором електрона – киснем і утворенням ІОК та 

оксиду водню, як це відбувається в деяких рослин. Цей спосіб характерний для 

Pantoea agglomerans, сапротрофних бактерій родів Agrobacterium і Pseudomonas; 

деяких предстаників Bradyrhizobium, Azospirillum, Rhizobium, Klebsiella, and 

Enterobacter; мікроміцетів родів Fusarium, Rhizoctonia, і Colletotrichum а також 

непатогенних симбіотичної азотфіксуючої ціанобактерії Nostoc sp.; дріжджів 

Saccharomyces uvarum [16, 26, 27]. 

Індолацетонітриловий шлях утворення ауксинів мало вивчений у 

бактерій, хоча відомі деякі ферменти. Так, перетворення триптофану до IОК 

протікає через проміжні сполуки: індол-3-ацетальдоксим та індол-3-ацетонітрил 

[28, 23].  

Цитокініни – ізопреноїдні сполуки, які за функціональним значенням (у 

рослин) поділяють на активні вільні основи (зеатин і ізопентеніладенін), які 

зв’язуються з рецептором і викликають фізіологічну відповідь і кон’юговані 

форми (рибозиди або глюкозиди) з мінімальною біологічною активністю, які 

перетворюються в активні за потреби. Додавання молекул вуглеводів до молекули 

фітогормону регулює концентрацію активних цитокінінів в клітині. Залежно від 

хімічної будови їх молекул (тобто від природи та положення замісників у 

пуриновому кільці) цитокініни впливають на: активацію клітинної РНК та синтезу 

білка, поділ клітин рослин, сприяють галуженню, завершенню періоду спокою 

бруньок та активують проростання насіння, регулюють утворення хлоропластів, 

здійснюють стабілізацію фотосинтетичного апарату в умовах водного стресу та 

підвищують стійкість клітин до різноманітних несприятливих факторів 

навколишнього середовища. Цитокініни здатні посилювати активність РНК-

полімераз та матричного хроматину, і тим самим впливають на біосинтез білків 

[29]. 

Мікроорганізми проявляють різноманітні реакції на введення цитокініну в 

поживне середовище. Деякі дослідження показали, що кінетин, який не впливав 

на морфологію, швидкість росту та активність нітрогенази у діазотрофних 
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бактерій (Azospirillum lipoferum та A. brasilense) – сприяв розвитку 

грампозитивних та грамнегативних бактерій родів Clostridium, Staphyllococcus, 

Streptomyces, Micromonospora, Bacillus, Rhizobium, Pseudomonas, Mycobacterium та 

Erwinia. Також він стимулював ріст, утворення пігментів та фіксацію 

атмосферного азоту ниткоподібною гетероцистоутворюючою ціанобактерією 

Anabaena doliolum. Кінетин прискорював ріст і поділ клітин дріжджів 

Saccharomyces cerevisiae. Незначною мірою він впливав на ріст 

Schizosaccharomyces acidodevoratus, але процеси дихання, катаболізму та 

споживання цукру та органічних кислот були посилені. У мікромолярному 

діапазоні цей цитокінінін збільшував утворення гаплоїдних аскоспор у 

Saccharomyces cerevisiae, тоді як ізопентеніладенін пригнічував утворення асків, 

що спостерігалось навіть за менших концентрацій. До кінця не з'ясовано, яку 

регуляторну роль і фізіологічні зміни проявляють цитокініни в клітинах 

стрептоміцетів [16, 30]. Таким чином, доцільним було дослідити вплив 

екзогенного ізопентеніладенозину на біосинтез біологічно активних речовин у 

ґрунтових стрептоміцетів, в тому числі на накопичення антибіотиків.  

Біосинтез цитокінінів може здійснюватись через мевалонатний і 

немевалонатний або метилеритритолфосфатний (mevalonate-independent pathway і 

2-C-methyl-D-erythritol 4-phosphate/1-deoxy-D-xylulose 5-phosphate (MEP/DOXP) 

pathway) шляхи. [31, 16]. У бактерій цитокініни можуть утворюватись внаслідок 

деградації тРНК, однак у більшості випадків утворюються неактивні цис-ізомери 

зеатину, тоді як активні транс-ізомери утворюються шляхом біосинтезу de novo. 

Транспортні РНК, з антикодоном, які починаються з уридину і мають 

пренільовані аденозини поряд з антикодоном, вивільняють під час деградації 

аденозини у формі цитокінінів. Реакція протікає за участі тРНК-

ізопентенилтрансферази [32].  

Метилеритритолфосфатний шлях – пластидний шлях біосинтезу ізопреноїдних 

сполук (MEP-pathway – названий за першою молекулою ланки – 2-C-метил-D-

еритритол-4-фосфат), виявлений у еубактерій, зелених водоростей та вищих 

рослин, тоді як мевалонатний шлях біосинтезу (MVA-pathway) зустрічається у 
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тварин, рослин, грибів та архей. Рослини унікальні тим, що вони мають обидва 

MEP, так і MVA з компартментною сегрегацією між ними [33]. Так, у рослин 

ізопентенілпірофосфат утворюється із гліцеральдегід-3-фосфату та пірувату для 

біосинтезу ізопренів, монотерпенів, дитерпенів, каротиноїдів, пластохінонів та 

кон’югатів фітолу, таких як хлорофіли та токофероли [34]. 

Біосинтез цитокінінів через мевалонатний шлях починається з конденсації 

трьох молекул ацетил-КоА з подальшим відновленням до мевалонату. Потім 

мевалонат двічі фосфорилюється, утворюючи мевалонат-5-дифосфат, а інше 

фосфорилювання з подальшим декарбоксилюванням призводить до утворення 

ізопентенилдіфосфату, який може бути ізомерований до диметилалілпірофосфату 

(DMAPP) – попередника цитокінінів. Фермент ізопентенил-пірофосфат-ізомераза 

каталізує ізомеризацію між DMAPP та ізопентиніладенозином (IPAR). Подальші 

метаболічні перетворення DMAPP призводять до утворення ізопентиладеніну, 

зеатину та зеатин-рибозиду [35]. В мевалонат-незалежному шляху аденозинфосфат-

ізопентенілтрансфераза каталізує першу реакцію в біосинтезі цитокінінів.У якості 

субстратів фермент використовує АТФ, АДФ або АМФ, а в якості донорів пренілу 

– DMAPP або гідроксиметилбутенілпірофосфат (HMBPP) [36].  

Абсцизова кислота (АБК) – ізопреноїдний фітогормон, сесквітерпен, який 

виробляється у рослин у відповідь на стрес – засуху і засолення ґрунту, 

екстремальні температури тощо. АБК індукує закриття продихів і зменшення 

транспірації, забезпечує збереження тургору, впливає на утворення та 

проростання насіння, є інгібітором ауксинів, цитокінінів і гіберелінів. Відомо, що 

маніпуляції з біосинтезом або сигналінгом AБК можуть забезпечити адаптацію до 

стресу у трансгенних рослин. АБК запускає в рослинах каскад антиоксидантних 

реакцій у відповідь на стрес, активує COR-гени, продукти діяльності яких 

безпосередньо беруть участь в формуванні резистентності до дії низьких 

температур. Стимулювання бактеріями синтезу АБК у рослин може бути 

ефективною стратегію для створення біопрепаратів для збільшення стійкості 

рослин до абіотичних стресів [37]. АБК синтезують ризосферні і ендофітні 

бактерії (Achromobacter, Bacillus та Pseudomonas), а також вільноживучі види, 
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зокрема Streptomyces [38]. На сьогоднішній день переважна більшість досліджень 

щодо фізіологічної ролі АБК зосереджені на її функціональному значенню у 

рослин, проте невідомо яку роль вона відіграє у стрептоміцетів. Є дослідження, 

які виявили здатність морських стрептоміцетів, не пов’язаних з рослинами чи 

ґрунтом, синтезувати АБК [39]. Хоча деякі аспекти передачі сигналів 

зберігаються в представників організмів різних царств, але існує щонайменше два 

шляхи біосинтезу АБК: гриби синтезують цей фітогормон безпосередньо з 

фарнезилпірофосфату, тоді як рослини синтезують його через молекули–

попередники каротиноїдів, які утворюються в пластиднму біосинтетичному 

шляху (МЕР-pathway) [34]. В даний час жоден шлях біосинтезу АБК не описаний 

у бактерій, але відомо, що представники родів Achromobacter, Bacillus та 

Pseudomonas продукують каротиноїди, тому, ймовірно, що ці бактерії також 

використовують каротиноїд-залежний шлях біосинтезу АБК. Деякі патогени, такі 

як P. syringae, опосередковано використовують АБК як ефекторну молекулу, 

модулюючи ендогенний біосинтез АБК в рослині [37].  

Гібереліни – фітогормони, які за хімічною будовою є дитерпеновими 

поліциклічними карбоновими кислотами. У рослин вони стимулюють ріст і 

розвиток, сприяють проростанню насіння. У бактерій, асоційованих з бобовими 

рослинами, сприяють встановленню асоціацій. За біологічним ефектом, вони є 

антагоністами ауксинів, етилену і АБК у рослин. Попередниками гіберелінів у 

рослин можуть виступати ізопентенілдифосфат (IPP) ідиметилалілдифосфат 

(DMAPP), які у творюються в мевалонатному шляху (MVA-pathway), і 

метилеритритолфосфат (MEP- pathway) [40].  

Гени бактерій, які відповідають за біосинтез гіберелінів мало описані. Серед 

них здатність синтезувати гібереліни була вперше виявлена у PGPR-бактерій, 

таких як Rhizobium phaseoli, Azospirillum lipoferum, Acetobacter diazotrophicus, 

Herbaspirillum seropedicae, Bacillus licheniforilus та Bacillus. Вони можуть не лише 

продукувати ці фітогормони самостійно, а й активувати відповідні ферменти в 

коренях рослин шляхом 3b-гідроксилювання [41]. Досліджено оперон 

B. japonicum, що складається з генів, які кодують феродоксин, коротколанцюгову 
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алкогольдегідрогеназу, три цитохроми Р450, GGPP-синтазу та дві (ди) терпен-

синтази і охарактеризовано два дитерпенові ферменти, які є окремими ент-

копаліл-дифосфат та ент-каурену синтазами. Такий оперон виявлено і у деяких 

інших представників родини Rhizobiaceae [42]. 

1.1.3 Біосинтез стеролів стрептоміцетами 

Стероли є кінцевим продуктом біосинтезу ізопреноїдів, в якому 

різноманітність циклічних та ациклічних сполук створюється універсальним C5-

будівельним блоком – ізопентенілдифосфатом (IPP або IDP), з якого утворюється 

окислений C30 ізопреноїд – оксидосквален. IPP може утворюватись двома 

шляхами, від чого буде залежати його ізотопна форма. У класичному шляху 

Блоха-Лінена IPP утворюється з трьох молекул ацетил-КоА через мевалонат. 

Через мевалонат-незалежний MEP-шлях IPP синтезується з пірувату та 

гліцеральдегіду, з утворенням 1-дезоксиксилулози-5-фосфату (DOXP) шляхом 

внутрішньомолекулярної перебудови та відновлення до 2-C-метилеритритол-4-

фосфату (MEP) [43].  

Здатність синтезувати стероли виявлена у невеликої кількості бактерій. 

Здатність синтезувати стероли виявлена у ґрунтової бактерії Nannocystis exedens, 

Mycobacterium smegmatis, дяких представників родів Rhodococcus і Bacillus, 

Cellulomonas dehydrogenans і представників роду Streptomyces. Вони відсутні у 

фотосинтезуючих бактерій Rhodopseudomonas та Chromatium, що свідчить про 

відсутність функціонального зв'язку між біосинтезом стеролів і фотосинтезом. 

Стероли не виявлені і у E. coli. У метилотрофа Methylococcus capsulatus виявлений 

ланостерин – попередник 14-деметил-D8 (14) - стеролів.  [44]. Ґрунтові 

стрептоміцети S. avermitilis ІМВ Ас-5015, S. netropsis ІМВ Ас-5025, S. violaceus 

ІМВ Ас-5027 накопичують стероли в біомасі, і в меншій кількості – в 

культуральній рідині. Біосинтез відбувається різними незалежними способами. 

Ймовірно, сквален окислюється до 2,3-оксидосквалену з наступним утворенням 

циклічного ланостеролу, з якого синтезуються ситостерол та стигмастерол (через 

ізофукостерол), брасиностероїд 24-епібрасинолід (через кампастрол) та 



39 
 

ергостерол S. avermitilis ІМВ Ас-5015 не утворює попередника стигмастеролу – 

ситостеролу. В біомасі і позаклітинному просторі S. netropsis ІМВ Ас-5025 та 

S. violaceus ІМВ Ас-5027 ідентифіковані ситостерол та стигмастерол, найбільше 

накопичується ергостеролу (який у грибів, регулює зміни конформації мембран). 

Загальна кількість ситостеролу та стигмастеролу, синтезованих цими двома 

стрептоміцетами є вищою порівняно з 24-епібрассінолідом, що вказує на 

конкурентне пригнічення паралельного шляху синтезу останнього з циклічного 

ланостеролу [45].  

Стероли є важливими компонентами клітинних мембран, але здатність 

мікроорганізмів синтезувати їх вивчена недостатньо. У бактерій виявлено стероли 

групи гопаноїдів (підклас тритерпеноїдів з таким же вуглеводневим скелетом, що 

і сполука гопан), які впливають на проникність і пластичність мембран, беруть 

участь в адаптаційних реакціях. У бактерій роду Streptomyces стероли 

утворюються в повітряних гіфах та спорах, вони сприяють зменшенню втрат води 

через мембрану, але детальні механізми цих адаптацій у стрептоміцетів 

залишаються нез’ясованими, а деякі шляхи біосинтезу мембранних ліпідів - не 

описаними. Молекули ліпідів виконують багато функцій у клітинних процесах та 

обміні речовин стрептоміцетів. Нейтральний ліпід триацилгліцерол може 

депонуватися у стрептоміцетів як джерело енергії. Полярні ліпіди є ключовими 

компонентами клітинної оболонки, необхідними для створення структури та 

функціонування біологічних мембран. На сьогодні біосинтез і обмін ліпідів, що 

входять до складу мембран бактерій роду Streptomyces, досліджуються менш 

детально порівняно з їх генетичним матеріалом та здатністю продукувати 

антибіотики. Останні дослідження виявили основні ліпіди цитоплазматичної 

мембрани, проте показана і значна мінливість їх складу. Склад ліпідів мембрани 

стрептоміцетів пов’язаний з різноманітними клітинними процесами, такими як 

сигналізація, реакція на стрес та адаптація, морфогенез, він задіяний в 

перехресних зв'язках між первинним та вторинним метаболізмом. Поки що не 

з’ясовано, як інші абіотичні стреси, такі як осмотичний стрес, зміна температури 

або рН, впливають на властивості та склад мембран у стрептоміцетів. Наявність 
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поживних речовин також може спричинити зміну мембранного складу ліпідів, 

прямо чи опосередковано, шляхом синтезу та накопичення триацилгліцеролів. 

Хімічні взаємодії з іншими мікроорганізмами, які є в ґрунті, також можуть бути 

цікавими мішенями для аналізу ремоделювання мембран, оскільки, як відомо, 

стрептоміцети вибірково адаптують свій метаболізм до взаємодії з іншими 

актинобактерями [46].  

 

1.2 Біосинтез полієнових антибіотиків стрептоміцетами  

Клас полієнових антибіотиків є підгрупою макролідних сполук, які 

синтезуються багатьма стрептоміцетами, так наприклад, Streptomyces nodosum 

продукує амфотерицин В, Actinomyces levoris– леворин, Streptoverticillium 

mycoheptinicum – мікогептін, Streptomyces noursei – ністатин тощо. Наявність 

спряжених подвійних зв'язків пояснює біологічні відмінності між полієнами та 

макролідом еритроміцином. За своєю структурою, вони є полігідроксильованими 

макроциклічними лактонами, що складаються з 20–40 атомів вуглецю з трьома-

вісьма кон'югованими подвійними зв’язками. Макролактон містить шестичленне 

гемікетальне кільце з карбоксильною групою, що утворюється з метильної гілки 

шляхом окислення. Іншою структурною характеристикою цього класу антибіотиків 

є наявність дезоксиамінового цукрового залишку, що з’єднаний з макролактонним 

ядром глікозидним зв’язком. Інтегруючись в клітинній мембрані мішені, 

полікетидні частинки порушують її цілісність, що призводить до витоку K
+
i Mg

+
 і 

загибелі клітини-мішені. Стійкість у організмів-мішеней до цих сполук невідома 

[47].  

Особливістю, яка дозволяє швидко класифікувати полієнові антибіотики, 

навіть у неочищеному стані у фракціях супернатантів культуральної рідини, є 

здатність поглинати УФ-хвилі певного спектру завдяки наявності спряжених 

зв’язків етиленового типу. Повністю насичені органічні сполуки містять лише 

тісно пов'язані електрони і, таким чином, поглинають УФ-світло лише дуже 

коротких довжин хвиль. Наявність подвійного зв’язку в молекулі і слабо 
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зв’язаних електронів, спричинює поглинання УФ-хвиль більшої довжини. 

Кількість подвійних зв’язків різниться у різних класах полієнових антибіотиків, 

чим визначається їх властивості і назва. Триєнові (три спряжених зв’язків в 

молекулі) сполуки зазвичай є безбарвними або блідо-жовтими; тетраєни (містять 

чотири подвійних зв’язків в молекулі) – блідо-жовті; пентаєни (філіпін, містять 

п’ять спряжених зв’язків в молекулі) – жовті; а гептаєни (містять сім подвійних 

зв’язків в молекулі) – помаранчеві [48].  

 

1.2.1 Хімічна структура і класифікація полієнових антибіотиків 

Біосинтез полієнів здійснюється шляхом нарощування карбонового ланцюга з 

приєднанням полікетидних цукрів і конденсації мевалонатних і алкільних груп. 

Реакції починаються з приєднання α-арбоксильованого попередника, як правило, 

ацетату на білок-носій ацилу (АСР), який згодом переноситься на активний сайт 

кетосинтази (КС) і багаторазово подовжується з використанням малоніл-КoA в 

якості розширювального елементу для формування полі-β-кето ланцюга. Далі 

кеторедуктази (KR) та ароматази (AROs) разом з оксигеназами та в деяких 

випадках трансферазами перетворюють полі-β- кето-ланцюг в ароматичне ядро 

полікетиду. Після цього полієнові антибіотики зазнають пост-структурних 

модифікаці1 (окислювально-відновні реакції, перенесення функціональних груп, 

гідроліз тощо), що надає антибіотику функціональні властивості [49]. 

Біосинтез полікетидів II типу здійснюють полікетид-синтази ІІ типу (II 

PKSs). На відміну від PKS типу I, які включають величезні багатофункціональні 

білки, що мають безліч модулів, і здійснюють ферментативну реакцію 

неітераційним способом, II PKSs є монофункціональними поліпептидами та 

ітеративно працюють для утворення ароматичного полікетиду. Обидва ферменти 

містять білок-носій ацилу (acyl carrier protein АСР), який виконує функцію якоря 

для початку біосинтезу полікетидного ланцюга. АСР полікетидсинтаз II типу 

також складаються з двох одиниць кетосинтаз (KSα та KSβ), які спільно 

функціонують для отримання полі-β-кето-ланцюга. Блок KSα каталізує 
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конденсацію попередників; з іншого боку, роль KSβ у ПКС типу II є фактором, 

що визначає довжину ланцюга. Три основні системи (ACP, KSα та KSβ) 

називаються «мінімальними полікетидсинтазами», які ітеративно функціонують 

для отримання ароматичного полікетиду. Інші ферменти, такі як кеторедуктази, 

циклази та ароматази, необхідні для перетворення полі-β-кето-ланцюга в 

ядроароматичноїсполуки. Процес зшивання молекули здійснюється за допомогою 

оксигеназ, глікозилу та метилтрансфераз [50].  

1.2.2 Тетраєнові і гептанові антибіотики 

Тетраєнові антибіотики – група полієнових антибіотиків, що мають в 

структурі молекули чотири спряжених зв’язки. Серед них клінічне застосування 

знайшли ністатин, амфотерицин В і леворин. Тетраєни класифікують за наявністю 

в молекулі аміноцукру – мікозаміну. Мікозамін-вмісну групу містить ареноміцин 

В, амфотерицин А, ністатин, піраміцин, тераміцин. Поряд з мікозамінною групою, 

в молекулі можуть міститись нейтральні цукри, наприклад, в поліфунгіну В. Але 

ця характеристика не є універсальною, оскільки вуглеводна частина молекул 

досліджена у відносно малого числа тетраєнових антибіотиків. Більшість 

тетраєнів розчинні в диметилфтораміді, пропіленгліколі, оцтовій кислоті, нижчих 

спиртах, нерозчинні в воді та багатьох органічних розчинниках [51, 47, 52].  

Гептаєнові антибіотики класифікують залежно від наявності аміноцукрів і 

ароматичних амінів: неароматичні гептаєни (містять один атом азоту, що входить 

до складу мікозаміну), ароматичні гептаєни (містять два атоми азоту – в 

мікозаміні і в n-аміноацетофеноні), ароматичні гептаєни (також містять два атоми 

азоту, один – в складі аміноцукру, інший –-метил-n-аміноацетофенону). Серед 

неароматичних гептанів, повністю встановлена хімічна структура для кандидину, 

амфотерицину В і мікогептину [53]. 

Кандидин – представник гептаєнових антибіотиків, що містить сім 

спряжених зв’язків (рис.1.1). За даними літератури, продуцентом сполуки є: 

S. viridiflavus і деякі інші стрептоміцети, антибіотик має антифунгальну 

http://pharmazeutische-bioinformatik.de/streptomedb2/search_organisms/?search_term=Streptomyces%20viridiflavus
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активність щодо Candida albicans, Blastomyces dermatitidіs та деяких інших 

дерматоміцетів [54, 55].  

 

Рис.1.1 Структурна формула кандидину 

Антибіотик складається із аглікону кандидиноліду і аміноцукору мікозаміну. 

За хімічною структурою подібний до амфотерицину В і ністатину А1. Кандидин 

має золотисто-жовті голчасті кристали, які розкладються за температури 180°. 

УФ-спектр характеризується максимумами за довжини хвилі 360,3 нм 83 нм, 

405 нм. Добре розчиняється в льодяній оцтовій кислоті, піридині, 

диметилфлораміді, помірно – в водних розчинах нижчих спиртів, ацетоні, не 

розчиняється у воді і багатьох органічних розчинниках. [53]. 

1.3 Регуляція біосинтезу полієнових антибіотиків 

1.3.1 Вплив умов культивування на біосинтез полієнових антибіотиків 

стрептоміцетами 

Накопичення антибіотиків у стрептоміцетів, як правило, індукуються 

змінами навколишнього середовища, наприклад, складом поживного середовища, 

наявністю речовин –попередників, елементів живлення для побудови скелетів 

біомолекул, впливом біотичних (взаємодія з іншими мікроорганізмами) та 

абіотичних чинників ( дефіцитом поживних речовин тощо). Це спричиняє 

сповільнення росту, зміни в експресії генів, накопичення антибіотиків. В 

біотехнологічних процесах біосинтез антибіотиків залежить від фізико-хімічних 

умов ферментації, де, з одного боку, необхідним є баланс між, забезпеченням 

поживними речовинами для росту та попередниками антибіотиків, а з іншого 

боку, репресивними ефектами таких елементів як вуглець, азот, фосфати. Велика 

кількість металів, такі як цинк, залізо та марганець, що необхідні для росту 
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бактерій, впливають і на утворення антибіотиків. Окрім дії поживних речовин, 

важливими є рівень pH, кількість розчиненого кисню, спосіб аерації, швидкість 

перемішування рідкого поживного середовища з біомасою, подача поживних 

субстратів і відтік біомаси (для безперервного культивування). Оптимізація 

промислового ферментування є надзвичайно специфічною для конкретних 

продуктів та продуцента, тому це необхідно з’ясовувати [56].  

Вибір способу культивування (глибинного чи поверхневого) і складу 

поживного середовища для стрептоміцетів-продуцентів полієнових антибіотиків 

визначає накопичення біомаси та кількість цільових метаболітів в ній. Поживне 

середовище може бути органічним (містить компоненти рослинного або 

тваринного походження) і синтетичним (компоненти поживного середовища 

синтезовані хімічним способом). Вони повинні містити джерела азоту, карбону, 

фосфору у відповідній формі і кількісному співвідношенні, від чого буде залежати 

ріст і розвиток продуцента, накопичення ним БАР різних класів [57]. 

Джерела азотного живлення необхідні для формування амінних (-NH2-) та 

імінних зв’язків (-NH-) в молекулах амінокислот, нуклеотидів, гетероциклічних 

основ тощо, які входять до складу клітини. Органічними джерелами азоту можуть 

виступати пептиди і амінокислоти рослинного або тваринного походження, 

неорганічними – амонійні солі і нітрати. Як джерела органічного азоту в поживне 

середовище додають дріжджовий, солодовий, кукурудзяний і м'ясний екстракти, 

соєве, горохове чи кукурудзяне борошно, білково-вітамінні концентрати тощо. 

Виявлено, що найбільшу кількість полієнових антибіотиків стрептоміцети 

синтезують в таких поживних середовищах, що одночасно присутні джерела 

органічного і мінерального азоту. Із джерел мінерального азоту продуцентами 

полієнів найкраще засвоюється його амонійна форма, ніж нітратна. За наявності 

NaNO3 в продуцента розеофунгіну – Streptomyces roseoflavus var. roseofungini 

збільшується накопичення біомаси і антибіотику. Можна поєднувати декілька 

джерел органічного азоту в складі поживного середовища, їх модифікації 

актуальні у випадку метаболітів, які знайшли практичне застосування.  
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Джерела карбону необхідні для отримання енергії і побудови скелету карбон-

вмісних біополімерів (пептидів, нуклеїнових кислот, ліпідів тощо). Їх 

засвоюваність і поживна цінність залежить від ферментативної активності 

продуцента. Стрептоміцети можуть утилізувати вуглеводи, органічні кислоти, 

спирти, крохмаль, декстрини, ліпіди. Але оптимальне накопичення антибіотиків 

спостерігається в поживних середовищах з певною кількість карбону. Джерелом 

вуглецю для побудови скелету антибіотику можуть використовуватись глюкоза, 

крохмаль, рідше – лактоза, гліцерин, сахароза, мальтоза, рідко – деякі ліпіди. 

Джерелами карбону для продуцентів можуть бути жирні кислоти, так, наприклад, 

олеїнова кислота стимулює накопичення фунгіхроміну, пальмітинова – філіпіну, 

олеїнова і стеаринова – трихоміцину. Екзогенне внесення ліпідів у поживне 

середовище підвищує пул ацетил-КоА, який використовується в подальших 

біосинтетичних процесах, і опосередковано впливає на регуляторні механізми 

через зміну проникності і активності транспортних систем. Проте, деякі жирні 

кислоти пригнічують накопичення відповідних полієнів, тому їх дію необхідно 

з'ясовувати для конкретного штаму і цільового продукту.  

Фосфор є ще одним важливим елементом живлення стрептоміцетів, він 

необхідний для енергетичного і конструктивного метаболізму (біосинтезу 

нуклеїнових кислот і АТФ, регуляції активності ферментів тощо). Однак його 

споживання залежить від вмісту в поживних середовищах інших компонентів. 

Так, оптимальна концентрація неорганічного фосфору для S. mycoheplinicum в 

синтетичному середовищі складає 11%, а в середовищі з соєвим борошном – 5%. 

При збільшенні цієї кількості – біосинтез антибіотика пригнічується. 

Для накопичення полієнових антибіотиків і протікання інших метаболічних 

процесів стрептоміцети не потребують іони заліза, магнію, марганцю, міді, сірки, 

кобальту, молібдену та ін, солі, що їх містять, додають в мікрокількостях. Так, 

наприклад, іони кальцію і магнію стимулюють біосинтез тетраєну, іони 

марганцю, нікелю, цинку, кобальту – амфотерицину В. Сумарний склад 

поживного середовища впливає не лише на загальну кількість антибіотиків, а й на 

співвідношення фракцій антибіотичного комплексу. Оптимальною концентрацією 
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іонів водню для накопичення полієнових антибіотиків стрептоміцетами є 

значення pH, близьке до нейтрального. Залуження поживного середовища 

призводить до утворення продуктів деградації антибіотику і накопичення його 

неактивних похідних [53].  

1.3.2 Генетична і метаболічна регуляція біосинтезу полієнових 

антибіотиків у стрептоміцетів  

Гени, які детермінують біосинтез антибіотиків та стійкість до них, 

об’єднуються в кластери, регуляція роботи якого здійснюється скоординовано: 

одночасно з активізацією генів біосинтезу активізуються і гени стійкості. 

Розробка регуляторних механізмів біосинтезу біоактивних вторинних метаболітів, 

є підходом, метою якого є збільшення накопичення цінних продуктів ферментації. 

У представників роду Streptomyces відомо два типи регуляторних механізмів. 

Перший тип – пірамідні каскади, які зазвичай включають бутиролактон та його 

рецепторний білок, що ініціюють утворення пов'язаних із шляхами регуляторних 

білків (SARP), другий тип – глобальні регулятори, які трансдурують відповідні 

сигнали фосфорилювання білка у відповідь на фактори стресу. Для отримання 

штамів-суперпродуцентів використовують різні генетичні стратегії (отримання 

форегульованих мутантів, дерегульованих фосфатами, шляхом зміни активності 

phoP-системи, ампліфікація та / або надмірна експресія позитивних регуляторів, 

пов'язаних із біосинтетичних шляхом, модифікація білків рецептора 

бутиролактону) [58].  

Позаклітинні сигнали, такі як γ-бутиролактони, продукують більшість 

стрептоміцетів. Так, наприклад, найбільш відомий γ-бутиролактон синтезує 

Streptomyces griseus – це А-фактор (2-ізокаприлоїл-3-гідроксиметил-g-

бутиролактон), необхідний як для утворення стрептоміцину, так і для 

морфологічної диференціації. Зв'язування А-фактора цитоплазматичним білком 

ArpA звільняє останній від промотору adpA, дозволяючи його транскрипцію. 

AdpA необхідний для активації транскрипції strR, специфічного для шляху 
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регуляторного гена для біосинтезу та для експресії інших членів регулона adpA, 

деякі з яких необхідні для морфологічної диференціації [59].  

У стрептоміцетів виявлено родину регуляторних SARP-пептидів – 

активаторів транскрипції, які розпізнають гептамерні повтори в промоторних 

областях регульованих генів. Вони пов'язані з вторинними кластерами генів, які 

кодують ароматичні полікетиди (наприклад, рибосомально та нерибосомально 

синтезовані пептиди, полікетиди I типу, b-лактами та азокси- сполуки). У той час 

як гени, що кодують філогенетично різноманітні класи регуляторних білків 

бактерій, зустрічаються у багатьох вторинних метаболічних генних кластерах. 

Родина SARP-білків виявлена лише в актинобактерій, і більшість з них є в 

стрептоміцетів [59, 60].  

Біохімічна регуляція біосинтезу полієнових антибіотиків у стрептоміцетів 

дає можливість контролювати накопичення практично корисних метаболітів 

мікробною клітиною шляхом впливу іншими БАР, які синтезуються продуцентом 

або вносяться екзогенно. На сьогодні відсутні такі комплексні дослідження, крім 

того, шляхи регулювання біосинтезу антибіотиків необхідно вивчати для кожного 

штаму окремо. Інноваційним підходом є комплексне дослідження впливу певної 

сполуки на накопиченняне не лише цільової сполуки, а й інших БАР, 

синтезованих штамом-продуцентом. Існують різні стратегії впливу на процес 

біосинтезу:  

1. Спосіб екзогенного додавання речовин-попередників біосинтезу. Для 

полієнових антибіотиків такими попередниками є ароматичні 

амінокислоти, або метаболіти, шляхи біосинтезу яких перетинаються.  

2. Негативна біохімічна регуляція мікробного синтезу шляхм 

конкурентного інгібування шляхів біосинтезу метаболітів.  

В літературі є неповні дані щодо регуляції біосинтезу полієнових 

антибіотиків у стрептоміцетів. Виявлено, що біосинтез полієнового антибіотику 

філіпіну, який продукує S. filipinensis і в складі якого є аліфатичний ланцюг, 

зростає за умов екзогенного додавання в середовище культивування жирних 
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кислот. Найбільш ефективними були довголанцюгові жирні кислоти, такі як 

пальмітинова, олеїнова та їх ефіри. Жирні кислоти з більш коротким ланцюгом і 

стеаринова кислота були неефективними або мали токсичний ефект [61]. Також 

були повідомлення, що мевалонат стимулює накопичення антимікоіну А та 

периміцину S. lividans [62]. Виявлено, що ароматичні компоненти кандицидину та 

периміцину у S. griseus утворюються безпосередньо з глюкози через шикімат та р-

амінобензоат. Показано, що біосинтез поліфунгіну нагадує біосинтез жирних 

кислот і може залежати від них, оскільки фермент метилмалоніл-КоА-

карбокситрансфераза А та фосфоенолпіруват-карбоксилаза взаємодіють для 

полімеризації двох та трьох вуглецевих одиниць [63].  

1.4 Використання метаболітів стрептоміцетів в праймінг-ефекті  

На сьогодні актуальним є не лише захист рослин від фітопатогенів, а й пошук 

механізмів підвищення власних захисних можливостей рослин. Сигнальні 

молекули, які запускають такі реакції називають еліситорами, а явище – праймінг-

ефектом. Такими еліситорами виступають вторинні метаболіти ґрунтових 

стрептоміцетів і деяких інших мікроорганізмів (бактерії роду Bacillus, 

мікроміцети роду Fusarium, симбіотрофні гриби-ендофіти). Вони запускають 

формування системної набутої стійкості (systemic acquired resistance, SAR) і 

індукованої системної стійкості (induced systemic resistance, ISR) рослин [64].  

Еліситори – високомолекулярні сполуки (білки, глікопротеїди або ліпіди), які 

у малих концентраціях індукують неспецифічні захисні реакції (неспецифічний 

адаптаційний синдром) у рослин. Вони відіграють певну функціональну роль і у 

фітопатогена чи паразита, але рослина в процесі коеволюції набувала здатності 

розпізнавати їх і реагувати системою захисних реакцій. Для активації генів, які 

беруть участь у біосинтезі еліситорів, необхідна трансдукція сигналу від 

рецептора на поверхні клітини до ядра, де ініціюється транскрипція відповідних 

генів. Окрім генів стійкості і генів, які кодують білки трансдукції сигналу, 

рослини містять захисні гени, які кодують PR-білки (pathogenesis related), 

ферменти, що беруть участь в, біосинтезі фітоалексинів, ферментів лігніфікації і 
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тканинної репарації, тощо, а також такі, що захищають клітини від 

окиснювального стресу [65, 66]. 

 

1.4.1 Метаболіти ґрунтових стрептоміцетів у формуванні системної 

стійкості рослин  

У рослин функціонує складна каскадна система захисних механізмів, яку 

важливо вивчати з метою пошуку можливостей мобілізації їх і побудови системи 

захисту рослин, базуючись на біотехнологіях з мінімізацією і поступовим 

відходом від застосування пестицидів. У зв'язку з цим актуальним є пошук БАР, 

здатних в малих концентраціях стимулювати механізми імунної відповіді рослин і 

запускати сигнали для швидкого некрозу пошкоджених патогеном клітин і 

біосинтезу антистресових білків. Такими БАР, які індукують системну стійкість 

рослин у відповідь на дію патогена, можуть виступати фенольні сполуки, 

стероїдні глікозиди, полісахариди (наприклад, хітозан) і майже всі антибіотики, 

що синтезуються стрептоміцетами (наприклад, стрептоміцин, ристоміцин, 

поліміксин і хлорамфенікол). Представники роду Streptomyces синтезують ряд 

жирних кислот з еліситорними властивостями: лінолеву, ліноленову, арахідонову 

жирні кислоти тощо. Перспективним підходом до контролю над фітопатогенами є 

підвищення резистентності рослин на ранніх стадіях онтогенезу, що дозволяє 

індукувати в рослинах досить високий рівень неспецифічної стійкості з 

пролонгованим ефектом [67].  

Представники роду Streptomyces індукують два види стійкості у рослин – 

системну набуту стійкість та індуковану системну стійкість, які розрізняються за 

природою задіяних елісіторів і регуляторних шляхів, але призводять до 

аналогічних фенотипових відповідей. Системна набута стійкість пов’язана з 

саліциловою кислотою і активується після локальної індукції патогеном або його 

молекулами PR-білками (pathogenesis-related proteins): PR-1, PR-2-білки, хітинази 

та деякі пероксидази. Ці білки можуть спричиняти лізис інфікованих клітин, зміни 

в клітинних мембранах для протидії інфекціям, локалізований апоптоз. Цей вид 
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стійкості може активуватись у результаті впливу вірулетних, авірулентних та 

непатогенних мікроорганізмів або штучно за допомогою таких хімічних агентів, 

як саліцилова кислота, 2,6-дихлороізонікотинова кислота (INA) або S-метиловий 

ефір бензо (1,2,3) тиадиазол-7-карботіонової кислоти (BNH). Серед сигналів, що 

сприяють SAR виділяють саліцилову кислоту (SA) і кілька компонентів 

саліцилатного біосинтетичного шляху, включаючи етильовані похідні SA (метил 

SA). Крім того, на основі отриманих експериментальних даних як SAR-сигнали 

було запропоновано цілий ряд хімічних сполук: дитерпеноїдний дегідроабіетин, 

дев'яти вуглецева (C9) дикарбонова азелаїнова кислота, похідні сполуки 

піпеколінової кислоти, ауксини, гліцерін- 3-фосфат, активні форми кисню та 

азоту, галактоліпи, білки-переносники ліпідів (lipid transfer proteins, LTP). 

Індукована системна стійкість опосередкована дією саліцилової чи жасмонової 

кислот в результаті взаємодії з непатогенними мікроорганізмами (PGPR-бактерії, 

стрептоміцети, гриби мікоризи тощо) і не пов’язана з накопиченням PR-білків 

[68]. Ґрунтові стрептоміцети не є патогенними для рослин, а значить не індукують 

біосинтез цих білків, але запускають збільшення пулу пероксидази, фенілаланіну, 

фітоалексинів, поліфенолоксидази або халькон-синтази і індукують у рослині 

підвищення чутливості до впливу чужорідних сполук, яка характеризується 

швидшою aктивацією клітинних захисних механізмів у pослини і формування 

пролонгованої стійкості у рослин [69, 70, 71, 72].  

Існує два основні шляхи запуску індукованої стійкості: саліцилатний (SA) і 

жасмонатний (JA). Саліцилатний шлях еволюційно сформувався дуже давно і є 

відповіддю на дію біотрофних паразитів та флоемних шкідників через утворення 

саліциової кислоти. Жасмонатний шлях є відповіддю на дію некротрофних 

паразитів та жуйних шкідників, опосередкований через жасминову і 

метилжасмонову кислоти – продукти окиснення лінолевої кислоти [73, 74]. 

Поліпептид системін є першою сигнальною молекулою, що утворюється в 

пошкодженій клітині рослини, який індукує окиснення лінолевої кислоти з 

наступним утворенням жасмонатів і експресією JA-залежних генів для активації 

захисних реакцій. Запуск каскаду захисних реакцій жасмонатного чи 
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саліцилатного шляхів відбувається за участі ключових ферментів – фенілаланін-

аміак-ліази, ліпооксигенази, тощо [ 75, 76]. 

1.4.2 Біологічна активність комплексних біопрепаратів на основі 

стрептоміцетів 

Активне застосування хімічних засобів захисту рослин впродовж тривалого 

періодо спричинило ряд негативних наслідків для ґрунтів: зменшення родючості, 

порушення різноманітності мікробіоценозу, виникнення домінуючих 

фітопатогенів, стійких до традиційних хімічних засобів, забруднення 

навколишнього середовища і рослинної продукції хімічними полютантами і 

продуктами їх деградації. Тому в прогресивному сільському господарстві зростає 

інтерес до отримання продукції із застосуванням екологічно збалансованих 

агротехнологій, в яких важливе місце посідають мікробні препарати і відмова від 

традиційних пестицидів [77, 78].  

Важливу роль у покращенні фітосанітарного стану ґрунту та підвищенні 

резистентності рослин до фітопатогенів відіграють представники роду 

Streptomyces. Препарати, створені на основі стрептоміцетів, є перспективною 

ланкою інтегрованої системи захисту сільськогосподарських культур. Ґрунтові 

стрептоміцети, мажорна частка мікроорганізмів ризосфери, взаємодіють із 

рослинами і відіграють важливу роль у підтриманні їх нормальної 

життєдіяльності. Їх широке використання в агроекосистемах, а також 

метаболічних препаратів на їх основі, зумовлено їх здатністю продукувати 

комплекс біологічно активних речовин різнонаправленої дії – фітозахисної, 

рістрегулюючої, антибіотичної, антипаразитарної [79]. Антибіотики регулюють 

фітопатогенний фон і забезпечують покращення фітосанітарних показників 

ґрунту, фітогормони регулюють ріст і розвиток рослин, покращують їх 

продуктивність і стійкість до стресів, метаболіти сигнальної природи регулюють 

процеси життєдіяльності рослин. Стрептоміцети продукують сидерофори і 

сприяють засвоєнню важкодоступних елементів з ґрунту, покращують мінеральне 

живлення рослин. Екзоферменти – целюлази, хітинази, глюканази, протеази тощо 
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забезпечують деструкцію біополімерів. Біогеохімічна діяльність ґрунтових 

стрептоміцетів підвищує родючість ґрунту, продуктивність агроекосистем і якість 

рослинної продукції. Стрептоміцети забезпечують імунітет рослин шляхом 

запуску каскаду реакцій для розпізнавання зниження пошкоджуючого ефекту від 

фітопатогенів, шкідників і впливу і абіотичних стресів за участі si/mi RNA [80, 

81].  

В складі метаболічних біопрепаратів на основі стрептоміцетів (S. netropsis 

ІМВ Ас-5025 – Фітовіт, S. avermitilis ІМВ Ас-5015 – Аверком і Аверком нова, 

S. violaceus ІМВ Аc-5027 – Віолар містить комплекс біологічно активних речовин: 

фітогормони (ауксини, гібериліни, цитокініни, брасиностероїди), амінокислоти, 

вітаміни групи В, ліпіди, антибіотики (полієнові, макролідні, антрациклінові). 

Стероли, які є у складі цих комплексів, здатні оптимізувати їх баланс у рослині і 

підвищувати опірність рослин до інфекцій і інвазій [45]. Це підтверджено в 

польових експериментах на пшениці, томатах, китайській капусті та ін., де було 

виявлено зростання стійкості рослин до широкого спектру інфекцій (кореневих 

гнилей, фузаріозів, фітофторозів, і інвазій (нематодозів), збільшення врожаю і 

якості рослинної продукції. З огляду на те, що нагальною потребою сучасного 

рослинництва є розробка комплексного підходу біологічного захисту рослин від 

змішаних інфекцій (бактеріальної, грибної і нематодоної природи), розробка 

поліфункціональних мікробних біопрепаратів на основі метаболітів ґрунтових 

стрептоміцетів і пошук нових перспективних штамів є на часі. Досліжені 

поліфункціональні метаболічні біопрепарати на основі комплексу БАР з 

ґрунтових стрептоміцетів, з додаванням еліситорів (саліцилової кислоти або 

хітозану), збільшували чисельність основних еколого-функціональних груп 

мікроорганізмів в ризосфері, а в клітинах рослин зростала активність ФАЛ. 

Відповідно, зменшувалось і інфікування рослин пшениці ярої патогенами та 

інвазія паразитами (фітонематодами), зростав урожай до 32,5% порівняно з 

контролем, покращувалась якість зерна [82].  

РНК-інтерференція. Новим напрямком боротьби з патогенами та 

шкідниками рослин є підвищення їх стійкості з використанням методів генної 
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інженерії, серед яких перспективною себе зарекомендувала технологія РНК- 

інтерференції (RNAi) або посттрансляційний сайлесинг, де головну роль 

відіграють малі регуляторні інтерферуючі РНК (si/miRNA). Ендогенні si/miРНК 

(small interfering RNA – siRNA і microRNA - miRNA) – короткі некодуючі РНК-

молекули, довжиною близько 20– 24 нп, що утворюються з подовжених pre-

miРНК та дволанцюгових dsРНК (double stranded RNA) попередників – 

транскриптів з різних геномних локусів шляхом ендонуклеазного розщеплення і є 

визначальними субодиницями, які забезпечують резистентність рослин до 

шкодочинних агентів [83, 84]. Так, ці фрагменти спільно з екзо-, і ендонуклеазами 

RISC –сайлесингового комплексу (RNA-induced silencing complex) і протеїнами 

AGO блокують трансляцію мРНК фітопатогенів і паразитів або здійснюють їх 

фрагментування і деградацію. З цією метою, для сайлесингу обирають гени, 

найбільш важливі для патогена: гени реплікації ДНК, транскрипції і процесингу 

РНК, утворення тРНК, трансляції білків, гени контролю функціонування рибосом, 

білків, мітохондрій, гени, що контролюють клітинний цикл, передачу сигналів, 

транспорт іонів тощо. Для боротьби з паразитичними нематодами створюються 

також генетичні конструкції, що несуть вектори експресії si/miRNA для 

сайлесингу генів рослин-хазяїнів, які в ході інфікування рослини зазнають 

гіперекспресії і тим самим сприють проникненню в корені і розмноженню 

паразитичних нематод [85].  

Виявлено, що БАР ґрунтових стрептоміцетів, в тому числі фітогормони, 

індукують синтез в клітинах рослин si/mi РНК, які і регулюють експресію генів, 

відповідальних за імунний захист рослин на транскрипційному (наприклад, 

метилювання ДНК), і пост-транскрипційному рівнях (шляхом сайленсингу 

трансляції мРНК). Так, за дії S. avermitilis УКМ Ас-2179, який продукує 

антибіотик авермектин і комплекс біологічно активних сполук, серед яких 

амінокислоти, ліпіди (включно вільні жирні кислоти), фітогормони в клітинах 

уражених рослин ріпака відбувалось підвищення біосинтезу регуляторних 

si/miРНК, кількості яких в рослинах часто недостатньо для опору інфекціям і 

інвазіям. Таким чином, створення резистентних до фітопатогенів рослин шляхом 
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індукції РНК-інтерференції (підвищення синтезу ендогенних si/miRNA) як до 

генів рослин, так і до генів фітопатогенів опосередковано через дію БАР 

мікробного походження є перспективним [86].  
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ЕКСПЕРИМЕНТАЛЬНА ЧАСТИНА 

РОЗДІЛ 2 МАТЕРІАЛИ І МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕНЬ 

2.1 Мікроорганізми, використані у роботі  

 

Мікроорганізми, використані у роботі: 

- штам Streptomyces netropsis ІМВ Ас-5025, виділений співробітниками 

відділу загальної і ґрунтової мікробіології Інституту мікробіології і вірусології 

НАН України із каштанових ґрунтів Півдня (мис Каліакр). Він синтезує 

антибіотичний комплекс, в якому ідентифіковано дві полієнові антибіотичні 

сполуки з антагоністичними властивостями щодо ряду фітопатогенних 

мікроміцетів (Alternaria, Fusarium, Cladosporium). Інші антибіотики, що утворює 

штам, пригнічують фітопатогенні бактерії родів Pseudomonas, Xanthomonas, 

Clavibacter. Також штам продукує широкий спектр інших біологічно активних 

речовин, які чинять рістстимулюючу, адаптогенну дію щодо рослин [1]. Серед 

полієнових антибіотиків ідентифіковано гептаєновий кандидин і тетраєнову 

сполуку нез’ясованої структури, інформація про яку відсутні у базі даних NCBI 

про антибіотики [2].  

2.2 Мікробні біопрепарати, хімічні речовини і препарати, рослини 

Біопрепарати.  

Фітовіт. В роботі використано комплексний метаболічний біопрепарат, 

Фітовіт, отриманий шляхом екстракції біомаси S. netropsis ІМВ Ас-5025 після 7-

добового культивування і є супернатаномт культуральної рідини в комплексі з 

етанольним екстрактом біомаси (4:1). Він містить полієновий антибіотичний 

комплекс, в складі якого ідентифіковано дві фракції гептаєновий кандидин і нову 

тетраєнову сполуку, а також фітогормони:– ауксини, цитокініни, абсцизову кислоту, 

гібереліни; ліпіди: фосфоліпіди, моно- і дигліцериди, тригліцериди, стероли, ефіри 

стеролів, вільні жирні кислоти. Серед стеролів виявлено сквален, холестерол, 

ергостерол, ситостерол, стигмастерол, 24-епібрасинолід. Біопрепарат розроблено у 
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відділі загальної та ґрунтової мікробіології Інституту мікробіології і вірусології 

ім. Д.К. Заболотного НАН України (далі ІМВ НАНУ) [3, 4].  

Аверком – комплексний препарат, отриманий шляхом екстракції біомаси 

S. avermitilis УКМ Ас-2179 після 7-добового глибинного культивування, розроблений 

у вище згаданому відділі ІМВ НАНУ. В дослідженні використаний як позитивний 

контроль. В його складі міститься авермектин – антибіотик з антипаразитарними 

властивостями і комплекс БАР: фітогормони – ауксини, цитокініни, гібереліни, 

амінокислоти, вітаміни групи В та ліпіди. В амінокислотному складі 

ідентифіковано 21 амінокислоту. В жирнокислотному складі біопрепарату 

визначено ряд ненасичених кислот, серед яких значна частка належить олеїновій, 

лінолевій, лінолевій арахідоновій жирним кислотам [5]  

Хімічно синтезовані речовини. 

Ауксини: індол-3-оцтова кислота, гідрозид індол-3-оцтової кислоти, індол-3-

карбінол, індол-3-масляна кислота, індол-3-карбоксальдегід, індол-3-карбонова 

кислота і абсцизова кислота («Sigma-Aldrich», Німеччина), цитокініни: зеатин, 

зеатинрибозид, ізопентеніладенин, ізопентеніладенозин («Sigma-Aldrich», 

Німеччина), стероли: (сквален, кампастерол, ергостерол, β-ситостерол, 

стигмастерол, 24-епібрасинолід, холестерол, ергостерол, («Sigma-Aldrich», 

Німеччина). 

Як контролі полієнових антибіотиків використовували попередньо виділені і 

очищені фракціі тетраєну і гептаєну, синтезованих S. netropsis IMВ Ас-5025. 

 

Рослини. 

- рослини томату Lycopersicum esculentum Mill., сорт Лагідний; 

- рослин-регенеранти томату (Lycopersicon esculentum Mill.) сорту Лагідний, 

отримані в результаті вирощування калюсу на поживному середовищі із 

додаванням метаболічних біопрепаратів. Рослини надані старшим науковим 

співробітником Інституту харчових біотехнологій і геноміки НАН України 

Шишою Оленою Миколаївною,  
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-с/г культури для проведення польових досліджень:рослини соняшнику 

Helianthus annuus L., гібрид НК Конді, рослини кукурудзи Zea mays L., гібриду 

ДКС-4082. 

2.3 Умови вирощування мікроорганізмів 

2.3.1 Поживні середовища для вирощування і зберігання мікроорганізмів 

Поживні середовища для зберігання і вирощування стрептоміцетів  

1. КГА – картопляно-глюкозний- агар (для поверхневого вирощування штаму 

за температури +28
о
С). Склад (г/л): очищена картопля 200; MgSO4·7 Н2О – 

0,2, глюкоза – 20; СаСО3 – 0,2; агар 15–20; вода водогінна або дистильована 

1л; рН 6,8-7,0. 

2.  ISP-3 – вівсяний агар (для зберігання штаму за температури +4
о
С). Склад 

(г/л): пластівці вівсяні 20; розчин мікроелементів (ZnSO4·7H2O – 0,1 

FeSO4·7H2O – 0,1; MnCl2·4H2O – 0,1; в 100 см
3
 води дистильованої) 1 мл; агар 

15-20; вода дистильована 1 л; рН 7,2. Вівсяні пластівці залити гарячою водою 

для настоювання на 10 год, довести до кипіння, відфільтрувати через 

марлевий фільтр, з’єднати з розплавленим на водяній бані агаром і довести 

об’єм до 1 л [6, 7]  

3. КАА – крохмалево-аміачний агар. Склад (г/л): крохмаль розчинний – 10; 

MgSO4· 7H2O – 1; NaCl – 1; (NH4)2SO4 – 1; K2HPO4 – 1; CaCO3 – 3; агар 15-20; 

pH 6,8-7,0. Використовується в якості синтетичного середовища для 

культивування стрептоміцетів [8].  

4. МС – маточне середовище для отримання посівного матеріалу. Склад (г/л): 

соєве борошно – 15; дріжджовий екстракт – 5; глюкоза – 20; водогінна вода 

до 1 л, рН 7,0. Стерилізація за 0,75 атм., 20 хв [5].  

5. ФС2 – ферментаційне (органічне) поживне середовище для накопичення 

полієнових антибіотиків і інших БАР. Склад (г/л): соєве борошно – 12,0; 

дріжджовий екстракт – 3,0; кукурудзяний екстракт – 3,0 мл; глюкоза – 70,0; 

СаСО3 – 4,5; К2НРО4 – 0,3; водогінна вода до 1л, стерилізація за 0,75 атм. 20 

хв, рН 7,0 (доводиться КОН)
 
[8].  
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Поживні середовище для визначення чисельності агрономічно корисних 

мікроорганізмів ґрунту  

1. МПА: поживне середовище, використане в роботі для підрахунку 

амоніфікуючих мікроорганізмів. Містить в складі водний м’ясний екстракт 

1л; пептон – 10 г; NaCl - 0,5 г; агар 15-20 г; рН 7,2. [8].  

2. Ґрунтовий агар: використане для аналізу чисельності педотрофних 

мікроорганізмів ґрунту. Склад (г/л): ґрунтовий естракт 250 мл (0,5 кг грунту 

нагрівають у 2,5 л води на водяній бані впродовж 12 год; далі відстоюють і 

фільтрують, отриману рідину стерилізують за 1 атм; рН 7,0); агар – 15-20; 

стерилізують за тих же умов [9].  

3. КАА – крохмалево-аміачний агар (склад поживного середовища зазначено 

вище). 

4. ФМА – поживне середовище Муромцевої з фенолфталеїнфосфатом натрію. 

Склад (г/л): сольова основа: NaNO3 –2, KCl – 0,5, вода водогінна, агар 15-20. 

Окремо готується розчин: 10% MgSO4, 50% розчин глюкози. Поживне 

середовище стерилізують за 0,5 атм., pH нейтральний. Перед посівом в 

сольову основу додають на 100 мл: 10% MgSO4 – 0,5мл, 50 % розчин глюкози 

-1 мл, 10% фенолфталеїн фосфат натрію (ФФФNa) – 0,5 мл або 20% K2HPO4 -

1 мл. Окремо готують 0,1 н аміачну буферну суміш. На 5 добу культивування 

додають на верхню кришку чашки Петрі 0,1 мл аміачної суміші і враховують 

КУО, які здатні мобілізувати фосфати, вони набувають яскраво-малинового 

забарвлення.  

5. Ешбі – поживне середовище для визначення олігоазотрофних 

мікроорганізмів і представників роду Azotobacter. Склад (г/л): сахароза 20 

(або маніт 20), K2HPO4 – 0,2, MgSO4 – 0,2 , NаCl – 0,2, K2SO4 – 0,1, CaCO3 –5, 

агар 15-20. Поживне середовище стерилізують за 1 атм., pH 6,8-7,4. 

6. Голодний агар – для виділення оліготрофних бактерій. Склад (г/л): агар 15-

20, вода дистильована. Поживне середовище стерилізують за 1 атм., рН 7,0.  
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7. Сусло-агар – для визначенняя мікроміцетів ґрунту. До 1 л 7% - пивного сусла 

(замість води) додають 20 г агару, розчиняють при нагріванні і стерилізують, 

pH 4,5-5,5. 

8. Середовище Чапека-Докса. Склад (г/л): глюкоза – 30, агар – 14, KNO3 – 2, 

KH2PO4 – 1, NaCl – 0,5, MgSO₄ – 0,5, FeSO4 –0,01, pH 4,5-5,5 і стерилізують за 

0,75 атм. Значення pH доводять лактатом. [9]  

2.3.2 Глибинне культивування  і визначення накопичення біомаси 

S. netropsis ІМВ Ас-5025 

Для отримання посівного матеріалу S. netropsis ІМВ Ас-5025 з агаризованого 

поживного середовища вносили в колби з МС та інкубували на роторній качалці 

до настання фази логарифмічного росту (2 доби) за температури +28±1 °С і 

швидкості обертів 240 за хвилину. Посівним матеріалом (інокулянтом) засівали 

поживне середовище (ФС2 або КАА) у кількості 5% від об’єму та культивували 

до настання стаціонарної фази росту (7-10 діб) за таких же умов [10].  

Накопичення біомаси вимірювали гравіметричним методом і виражали в 

грамах абсолютно сухої біомаси (АСБ) в перерахунку на 1 л поживного 

середовища. Для цього визначений об’єм культуральної рідини фільтрували через 

попередньо висушений і зважений паперовий фільтр. Фільтр з вологою біомасою 

стрептоміцета висушували за температури +105 
о
С. Перед зважуванням фільтри з 

біомасою витримували у ексикаторі з Na2SO4 для зберігання постійної маси і 

запобігання обводненню [3]. 

2.3.3 Методи визначення споживання глюкози і зміни pH середовища 

культивування 

Споживання глюкози вимірювали глюкозо-оксидазним методом за 

допомогою тест-системи Finetest Auto-cording
TM 

Premium, рН визначали 

іонометричним методом за допомогою приладу И-160МИ, Україна. Метод 

ґрунтується на вимірюванні мілівольтметром-іонометром гальванічного ланцюга, 

що включає спеціальний скляний електрод, потенціал якого залежить від 

концентрації іонів H+ в розчині [10].  
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2.4 Методи визначення компонентного складу та кількості полієнових 

антибіотиків 

Виділення антибіотиків здійснювали шляхом етанольної екстракції вологої 

біомаси продуцента та аналізу культуральної рідини. Визначення кількісного і 

якісного складу антибіотиків проводили методом тонкошарової 

спектроденситометричної хроматографії [11].  

Отримання та очищення антибіотичних комплексів. Екстракцію 

антибіотиків з вологої біомаси продуцента здійснювали 96° етанолом впродовж 24 

год. Етанольні екстракти наносили на хроматографічні пластини TCL Силікагель 60 

F254 («Merck», Німеччина). Хроматографію екстрактів проводили в системі 

розчинників - бутанол: оцтова кислота: вода (3: 1: 1). Плями, що утворилися на 

хроматографічних пластинах, порівнювали з контролем. Дослідження наявності 

полієнових антибіотиків в культуральній рідині проводили шляхом нанесення 

відповідної її кількості на хроматографічні пластини з проведенням подальшого 

аналізу. Як контролі полієнів були використані попередньо очищені гептаєнова 

фракція (кандидин) і тетраєнова сполука, синтезовані дослідженим стрептоміцетом. 

Очищення цих сполук проводили шляхом хроматографічного розділення на 

хроматографічних пластинах TCL Silicagel 60 F254 («Merck», Німеччина) в системі 

розчинників для полієнових антибіотиків. Після розділення речовин у 

хроматографічній камері, здійснювали екстракцію полієнових антибіотиків 60 об% 

етанолом із сорбента, витримували добу, центрифугували і отримані екстракти 

використовували як контролі [11].  

Кількісне та якісне визначення вмісту полієнових антибіотиків в 

культуральній рідині та екстракті біомаси. Плями, що утворилися на відповідній 

висоті хроматографічної пластини, аналізували на спектроденситометрі «Sorbfill» в 

УФ-фільтрі з довжиною хвилі 365 нм за допомогою програмного забезпечення 

«Sorbfill» та визначали компонентний склад полієнів за площею і висотою піків 

порівняно з контролем. Загальну кількість полієнових антибіотиків визначили 

сумуванням кількості двох полієнових фракцій (кандидину і тетраєну). Антибіотики 

перераховували на 1 г абсолютно сухої біомаси (АСБ) [2, 11]  
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2.5. Методи визначення фітогормонів 

Визначення ауксинів і АБК  

Вміст фітогормонів визначали в етанольних екстрактах біомаси S. netropsis 

IMВ Ac-5025. Для цього проводили очищення сполук в три етапи в суміші 

послідовно використовуваних розчинників: хлороформ (перший етап), 12,5 % аміак 

(другий етап) і етилацетат: оцтова кислота (20:1) (третій етап) на пластинах з 

силікагелем «Sorbfil UV254» («Chemapol», Чехія). На третьому етапі очищення на 

хроматографічну пластинку кількісно наносили контролі ауксинів (індол-3-оцтову 

кислоту, («Sigma-Aldrich», Німеччина) і АБК («Sigma-Aldrich», Німеччина) для 

подальшого розділення фітогормонів. Після цього шар силікагелю кожного зразка 

розділяли по висоті, на яку розігнались відповідні класи фітогормонів і переносили 

в епіндорфи. Екстракцію ауксинів і АБК здійснювали етилацетатом. Зразки 

поміщали в холодильник на 1 день при + 4°С. На другу добу зразки гомогенізували 

і центрифугували. Отриманий супернатант переносили в епіндорфи меншого 

об'єму і залишали на 1 добу в термостаті (+ 28°С) для випаровування і 

концентрування фітогормонів. На третій день фітогормони змивали зі стінок 

епдіндорфів відповідними розчинниками і наносили на хроматографічні пластинки 

для кількісного аналізу. Очищені екстракти індольних сполук і АБК розділяли на 

силікагелевих пластинах («Merck», Німеччина). Хроматографію ауксинів і АБК 

проводили в суміші розчинників хлороформ: етилацетат: оцтова кислота (100: 100: 

1).  

Кількісне виявлення фітогормонів проводили за допомогою 

спектроденситометра «Sorbfill». Як контролі ауксинів використовували хімічно 

чисті індол-3-оцтову кислоту, індол-3-оцтової кислоти гідрозид, індол-3-карбінол, 

індол-3-масляну кислоту, індол-3-карбоксальдегід, індол-3-карбонову кислоту, а 

ткож АБК («Sigma-Aldrich», Німеччина) [11, 12] .  

Визначення цитокінінів 

Вміст цитокінінів визначали в в етанольних екстрактах біомаси S. netropsis 

IMВ Ac-5025. Для цього проводили очищення сполук в три етапи, як описано 

вище (2.5.1 Визначення ауксинів і АБК). На третьому етапі очищення на 
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хроматографічну пластинку кількісно наносили контроль цитокінінів – зеатин 

(«Sigma-Aldrich», Німеччина). Екстракцію цитокінінів здійснювали 96 ° етанолом. 

Очищені екстракти цитокінінів розділяли на алюміній-оксидних 

хроматографічних пластинках. Хроматографію проводили в суміші розчинників 

для цитокінінів – хлороформ: оцтова кислота (19:1). Як контролі використовували 

хімічно чисті зеатин, зеатинрибозид, ізопентиладенін та ізопентеніладенозин 

(«Sigma-Aldrich», Німеччина) [11, 12]  

2.6 Методи визначення стеролів  

Вміст стеролів в сухій біомасі стрептоміцета визначали за протоколом 

методом газової хроматографії. Для цього попереднього проводили 

пробопідготовку зразків з додаванням метанолу і 60 %- розчину КОН з 

подальшим нагріванням на водяній бані за 80°. Після охолодження до суміші 

додавали відповідний об’єм дистильованої води і дихлорметан для розділення 

гідрофільної і гідрофобної фаз. Далі вміст проб гомогенізували, осаджували і 

відбирали нижній шар ліпідів для подальшого аналізу кількісного і якісного 

складу [13]. Дериватизацію проводили шляхом додавання до висушених проб 100 

мкл піридину (для розчинення) та 100 мкл реакційної суміші – N,O-bis 

(trimethylsilyl) trifluoroacetamide/ trimethylchlorosilane (5/1, v/v), витримували 

впродовж 30 хв при 70°С [14]. 

Дослідження виділених фракції стеролів в пробах проводили на газовому 

хроматографі НР 6890 фірми HEWLETT PACKARD з автоматичним інжектором з 

діленням потоку (split), оснащеному термостатом колонки з програмуванням 

температури, полум’яно-іонізаційним детектором і комп’ютерною системою зі 

спеціальним програмним забезпеченням для автоматичного інтеґрування та 

ідентифікації піків Chemstation Ver.A.06.03. 

Для газохроматографічного розділення використано наступні умови: 

Програма термостата колонки: 250
0
С (0хв), 15

0
С/хв280

0
С (1хв), 

15
0
С/хв340

0
С (4хв), 0

0
С/хв350

0
С (1хв)  
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Інжекційна система з діленням потоку (split): температура – 340°С; тиск – 

20,75 psi; коефіцієнт ділення потоку (split ratio) – 20:1; потік ділення – 49,9 мл/хв; 

загальний потік – 55,3 мл/хв.  

Газ-носій – гелій; потік газу-носія – 2,5 мл/хв. 

Капілярна колонка Vf-5 ms з нерухомою неполярною фазою – (5%-феніл)-

диметилполісилоксаном: довжина 30 м, діаметр 0,32 мм, товщина плівки 

0,25 мкм, високотемпературна (максимальна температура – 350°С). 

Детектор полум’яно-іонізаційний (ПІД): температура – 350°С; потік водню – 

30 мл/хв; потік повітря – 300 мл/хв; допоміжний потік – 20 мл/хв; допоміжний 

газ-носій – азот. 

Об’єм введеної проби – 1,0 мкл. 

Концентрація зразка – 1,0 мг/мл. 

Загальний час аналізу – 11,0 хв. 

Фракції стеролів було ідентифіковано за часом утримання відповідно до часу 

утримання стандартної (еталонної) стеринової суміші у складі: сквален, 

ергостерол, холестерол, стигмастерол, β-ситостерол, 24-епібрасинолід 

виробництва «Sigma-Aldrich», Німеччина.  

2.7 Методи підвищеня біосинтетичного потенціалу S. netropsis ІМВ Ас-

5025 за впливу фітогормонів ауксинової і цитокінінової природи 

Методи вивчення впливу ауксинів на накопичення полієнових антибіотиків 

стрептоміцетом 

Для визначення впливу екзогенних ауксинів на біосинтез стрептоміцетом 

полієнового антибіотичного комплексу, в поживне середовище вносили хімічно 

чистий індол-3-карбінол, виробництва «Sigma-Aldrich» Німеччина в наступних 

концентраціях: 0,1 мкг/мл, 0,5 мкг/мл, 2,5 мкг/мл, 5 мкг/мл, 25 мкг/мл і 

контрольний варіант без додавання ауксину. Після 7 діб глибинного культивування 

на роторних качалках (+28±1 °С, n=240 об/хв.) порівняювали біосинтетичну 

здатність продуцента, а саме приріст біомаси, накопичення кандидину, тетраєну, 

ендогенних ауксинів і цитокінінів у відповідних поживних середовищах. 
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Методи вивчення впливу цитокінінів на накопичення полієнових 

антибіотиків стрептоміцетом 

Для визначення впливу екзогенних цитокінінів на біосинтез стрептоміцетом 

полієнового антибіотичного комплексу, в поживне середовище вносили хімічно 

чистий ізопентеніладенозин, виробництва «Sigma-Aldrich» Німеччина в таких 

концентраціях: 25 нг/мл, 50 нг/мл, 100 нг/мл, 200 нг/мл, 500 нг/мл і контроль без 

додавання цитокінінів. Після 7 діб глибинного культивування на роторних 

качалках (+28±1 °С, n=240 об/хв.) аналізували біосинтетичну здатність 

продуцента, а саме приріст біомаси, накопичення кандидину, тетраєну, 

ендогенних цитокінінів у відповідних поживних середовищах. 

2.8 Умови визначення впливу стеролів, а також комплексного впливу 

стеролів і ауксинів на накопичення полієнових антибіотиків 

стрептоміцетом  

Для визначення впливу екзогенних стеролів на біосинтез стрептоміцетом 

полієнового антибіотичного комплексу, в поживне середовище вносили хімічно 

чистий β-ситостерол, виробництва «Sigma-Aldrich» Німеччина в таких 

концентраціях: 0,1 мкг / мл; 0,25 мкг / мл; 2,5 мкг / мл; 5 мкг / мл; 10 мкг / мл. Після 

7 діб глибинного культивування на роторних качалках (+28±1 °С, n=240 об/хв.) 

аналізували біосинтетичну здатність продуцента, а саме приріст біомаси, 

накопичення кандидину, тетраєну, ендогенних ауксинів, цитокінінів, АБК, 

стерольних сполук у відповідних поживних середовищах. 

Для вивчення накопичення полієнових антибіотиків стрептоміцетом за 

комплексного впливу ендогенних ауксинів і стеролів здійснювали вибір 

екзогенних речовин, який базувався на результатах факторного аналізу і аналізу 

оптимальних концентрацій речовин за монодії. Враховували дані літературні щодо 

кількості накопичення цих сполук клітиною в звичайних умовах. Оскільки 

екзогенний ізопентеніладенозин зменшував накопичення полієнових антибіотиків, 

були підібрані оптимальні для даного підходу коцентрації екзогенних індол-3- 

карбінолу і β-ситостеролу:  
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1. Контроль без додавання екзогенних БАР, 

2. Індол-3- карбінол 25 мкг/мл, 

3. β-ситостерол 10 мкг/мл, 

4. Індол-3- карбінол 50 мкг/мл, 

5. β-ситостерол 20 мкг/мл, 

6. Індол-3- карбінол 12,5 мкг/мл + β-ситостерол 5 мкг/мл, 

7. Індол-3- карбінол 5 мкг/мл + β-ситостерол 2 мкг/мл, 

8. Індол-3- карбінол 0,5 мкг/мл + β-ситостерол 10 мкг/мл. 

2.9 Методи визначення стійкості рослин-регенерантів томату 

Lycopersicon esculentum Mill. до паразитичних нематод 

2.9.1 Умови проведення дослідження  

Дослідження проводили на рослинах-регенерантах томату Lycopersicon 

esculentum Mill. сорту Лагідний, отриманих in vitro на поживному середовищі 

МСІТІ, в яке вносили біопрепарати у відповідних концентраціях і контрольний 

варіант – без додавання біопрепаратів. Калусні культури висаджували у відкритий 

ґрунт –  чорнозем звичайний умовах вегетаційного будинку для подальших 

досліджень отриманих рослин-регенерантів. В ході вегетаційного періоду 

визначали кількість і видове різноманіття нематод в коренях і в ризосфері 

дослідних рослин, аналізували склад агрономічно корисних мікроорганізмів в 

ризосфері, визначали морфометричні показники і урожай.  

2.9.2 Нематологічний аналіз ґрунту і коренів рослин 

Зразки ґрунту для проведення нематологічного дослідження відбирали 

ручним буром, використовуючи загальноприйняті методи [19]. Виділення 

нематод з ґрунту здійснювали лійковим методом [20]. Визначення видового 

складу нематод ґрунту проводили класичними методами [21, 22]. Чисельність 

паразитичних, сапрофітних нематод і мікогельмінтів виявляли у зразках 

ґрунту у середині і наприкінці вегетаційного періоду за описаною методикою 

[23].  
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2.9.3 Мікробіологічний аналіз ґрунту  

Вплив біопрепаратів на чисельність мікроорганізмів основних еколого-

функціональних груп у ґрунті аналізували з використанням загальноприйнятих 

методів ґрунтової мікробіології. Чисельність мікроорганізмів у ризосфері 

визначали шляхом приготуваннях ґрунтових суспензій і відповідних розведень з 

наступним висівом на агаризовані селективні поживні середовища. Вологість 

ґрунту визначали гравіметричним методом, підраховували коефіцієнт вологості 

ґрунту. Чисельність мікроорганізмів виражали в кількості КУО (колоніє 

утворювальних одиниць)/ 1 г абсолютно сухого ґрунту [10].  

Поживні середовища: ґрунтовий агар – для визначення загальної кількості 

педотрофів, МПА (м’ясо-пептонний агар) – для визначення амоніфікаторів, 

здатних засвоювати органічний азот, КАА– для визначення амілолітичних 

мікроорганізмів, здатних засвоювати мінеральний азот, ФМА (середовище 

Муромцевої з фенолфталеїнфосфатом натрію) – для визначення мікроорганізмів, 

здатних мобілізувати фосфор, голодний агар – для визначення оліготрофів, 

здатних розвиватись за малої кількості поживних речовин в ґрунті і агар 

Гетчинсона – для визначення загальної кількості целюлозоруйнівних 

мікроорганізмів [10]. Для визначення спрямованості мікробіологічних процесів в 

ґрунті визначали коефіцієнти: індекс педотрофності Нікітіна (співвідношення 

кількості мікроорганізмів, що виросли на ґрунтовому агарі до кількості на МПА), 

індекс оліготрофності Арістовської (голодний агар/КАА), індекс мінералізації і 

іммобілізації Мішустіна (КАА/МПА) [24.] 

 

2.9.4 Вивчення морфометричних показників і урожайності рослин-

регенерантів томату L. esculentum Mill.  

Дослідження морфо-фізіологічних показників стійкості рослин-регенерантів 

томату Lycopersicon esculentum Mill., отриманих in vitro до паразитичних нематод 

здійснювали в вегетаційних умовах вегетаційного будинку ІМВ НАНУ. Рослини 

вирощували на природному інфекційному фоні за присутності популяцій 



76 
 

нематод: Heterodera schachtii, Ditylenchus dipsaci, Tylenchorhynchus dubius, 

Pratylenchus pratensis, Paratylenchus nanus, Helicotylenchus dihystera, Meloidogyne 

sp.за наступною схемою:  

1. Контроль 1 - рослини, вирощені в умовах теплиці з насіння без 

застосування біопрепаратів. 

2. Контроль 2 - рослини-регенеранти, отримані в умовах in vitro без 

застосування біопрепаратів, які вирощувались в умовах теплиці. 

3. Рослини-регенеранти, отримані в умовах in vitro із застосування 

біопрепарату Фітовіт в концентраціях 50 мкл/л і 75 мкл/л, які 

вирощувались в умовах теплиці. 

4. Рослини-регенеранти, отримані в умовах in vitro із застосування 

біопрепарату Аверком в концентраціях 25 мкл/л, 75 мкл/л, 100 мкл/л, 

які вирощувались в умовах теплиці. 

Вимірювання морфометричних показників дослідних рослин, а саме висоти 

рослин проводили на 30-у добу. Впродовж періоду плодоношення враховували 

показники урожайності (кількість і масу плодів), визначали їх ураженість. 

Ефективність застосування мікробних біопрепаратів для підвищення стійкості 

рослин-регенерантів до нематодних інвазій томату обраховували за відсотком 

зниження кількості нематод у коренях рослин-регенерантів, отриманих на 

середовищах із застосуванням біопрепаратів порівняно з цим же показником у 

коренях рослин-регенерантів, отриманих на середовищах без застосуванням 

біопрепаратів Фітовіт і Аверком. Паралельно здійснювали мікробіологічний 

аналіз ризосферного ґрунту. 

Висловлюємо щиру вдячність співробітникам Інституту харчових 

біотехнологій і геноміки НАН України, к. б. н. Шиші О. М. за надані рослини-

регенеранти та Інституту захисту рослин НААН, к.б.н. Галаган Т. О. за 

проведення нематологічного аналізу зразків. 
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2.10 Методи вивчення ефективності застосування біоагентів на основі 

S. netropsis ІМВ Ас-5025 в польових умовах 

Ефективність застосування новітніх біопрепаратів на основі метаболітів 

ґрунтових стрептоміцетів у поєднанні із засобами захисту рослин визначали при 

вирощуванні соняшника гібриду НК Конді за посушливих умов 2018 р. в 

с. Валява, Городищенського р-ну, Черкаської обл. Тип ґрунту – чорнозем 

звичайний. Вміcт гумуcу в oрнoму шaрі ґрунту cтaнoвить 4,4%, рН – 6,8-7,3. 

Розмір ділянки – 20 м
2
, повторність дослідів – 3-х разова. Досліди закладали 

методом рендомізованих повторень. Схема досліду наведена в таблиц.2.1 
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Таблиця 2.1 

Схема застосування новітніх біопрепаратів на основі метаболітів ґрунтових 

стрептоміцетів у поєднанні із засобами захисту рослин при вирощуванні 

соняшника гібриду НК Конді 

Період використання Контроль- 

за схемою у господарстві 

Запропонована схема 

застосування 

Восени аміачна вода – 300 кг/га, 

NPK – 120 кг/га – під оранку 

БіоСтимікс Нива + 

Активатор, по 1 л/га 

Передпосівна 

обробка насіння 

Насіння протруєне 

виробником 

Насіння протруєне 

виробником 

Весною перед 

посівом 

NPK – 80-100 кг Карбамід 50 кг/га, 

Нітроамофоска 50 кг/га 

Гербіцид до сходів ПрімЕкстр.ТZ 4,5 л/га ПрімЕкстр.ТZ 4,5 л/га 

По вегетації: 

фаза 4-5 листків 

Аканто 0,6 л/га 

Квантум Бор актив 2 л/га 

Аверком 20 мл/га, 

Фітовіт 50 мл/га, 

Вітазим 0,7 л/га, 

Карбамід 10 кг/га 

По вегетації: 

фаза 8-10 листків 

Квантум аміно Мах 0,8 л/га, 

Нурел 1,8 л/га 

Фітовіт 50 мл/га, 

Споразин 2 л/га, 

БіоСтимікс 0,8 л/га, 

Карбамід 6 кг/га 

Вартість препаратів 

на 1 га 

≈ 8 000 грн. ≈ 5 000 грн. 

 

Ефективність застосування новітніх біопрепаратів на основі метаболітів 

ґрунтових стрептоміцетів у поєднанні із пестицидами визначали при вирощуванні 

кукурудзи гібриду ДКС-4082 у посушливих умовах 2018 року в с.Валява, 

Городищенського р-ну, Черкаської обл. Тип ґрунту – чорнозем звичайний. Схема 

досліду наведена в табл.2.2 
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Таблиця 2.2 

Схема застосування новітніх біопрепаратів на основі метаболітів ґрунтових 

стрептоміцетів при вирощуванні кукурудзи гібриду ДКС-4082 

Період використання Контроль-  

за схемою у господарстві  

Запропонована схема 

застосування 

Восени аміачна вода – 600 л/га,  

NPK – 100 кг/га  

БіоСтимікс Нива + 

Активатор, по 1 л/га  

Передпосівна 

обробка насіння 

ТМТД- 1,5 л/т + інше в 

залежності від виробника  

ТМТД- 1,5 л/т + інше в 

залежності від виробника  

 Весною перед чи 

при посіві  

NPK – 80 кг, 

 Регент – 3 кг/га аплікатор, 

Підживлення: 

Аміачна вода 100 кг,га 

Карбамід 100 кг/га,  

Нітроамофоска 30 кг/га 

Гербіцид до сходів  ПрімЕкстр.ТZ 4,5 л/га  ПрімЕкстр.ТZ 4,5 л/га  

По вегетації:  

у фазу 4-5 листків 

Майстер 62 WG 0,15 кг/га, 

БіоПауер 1,25 л/га 

Аверком 20 мл/га ,  

Фітовіт 50 мл/га ,  

Вітазим 0,7 л/га, 

Карбамід 10 кг/га  

По вегетації:  

фаза 5-6 листків 

Мілагро 1,25 л/га,  

Пік 16 гр/га 

Аверком 20 мл/т, 

Мілагро 1,25 л/га,  

Пік 16 гр/га 

По вегетації:  

фаза 8-10 листків 

Квантум хелат Z 3 л/га + 

Квантум аміно Мах- 1 л/га + 

Трихограма 

Фітовіт 50 мл/га, 

Споразин 2 л/га, 

Біостимікс 0,8 л/га, 

Карбамід 6 кг/га  

Вартість ЗЗР на 1 га  ≈ 12000 грн.  ≈ 9 000 грн. 
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2.11. Статистичні методи 

Статистичний аналіз експериментальних даних здійснювали методами 

дисперсійного (за критерієм Стьюдента зі ступенем достовірності 95%) та 

кореляційно-регресійного аналізу із використанням комп’ютерних програм 

Statistica 6.0. Повторність експериментів 3-5 разова. Для оцінки достовірності 

відмінностей між варіантами дослідів вираховували найменшу істотну різницю 

(НІР05). [17]. Кореляційний аналіз проводили з використанням програми 

Mathlab v. 6.0 методом головних компонент. Оцінювали кількість факторів і 

величину факторного навантаження для кожного з досліджуваних показників 

[15].  

Факторний аналіз 

Визначення коефіцієнтів регресії і дисперсійний аналіз проводили із 

застосуванням пакету програм Statistica v.10.0 (StatSoft. Inc., USA) і Mathlab v. 

6.0. Отримані коефіцієнти вважалися статистично значущими при р ≤ 0,05. 

Кластерний аналіз проводили за допомогою методу Уорда із використанням 

евклідової відстані як ступеня відмінності (у %) між оцінюваними перемінними 

[15, 16]. Зв’язок між біосинтезом антибіотичних сполук та інших біологічно 

активних речовин виявляли за допомогою факторного аналізу методом головних 

компонент (за алгоритмом «спільноти дорівнюють множинній R2»). Перш за все, 

оцінювали кількість факторів, по-друге, оцінювали величину факторного 

навантаження для кожного з досліджених показників (власне, це величина 

кореляції між дослідженою перемінною із відповідним фактором). В 

математичному сенсі фактор – це рівняння лінійної регресії, яке якнайкраще 

апроксимує оцінювані дані. В біологічному сенсі фактор – це чинник невідомої 

природи, зміни якого впливають на величину оцінюваних перемінних. Факторні 

навантаження вважали вагомими при величині понад 70% (тобто виявлений 

фактор здатен описати понад 70% дисперсії оцінюваної перемінної) [17, 18].  
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Результати експериментальних досліджень 

РОЗДІЛ 3 КОРЕЛЯЦІЙНИЙ ВЗАЄМОЗВ’ЯЗОК БІОСИНТЕЗУ 

ПОЛІЄНОВИХ АНТИБІОТИКІВ З ІНШИМИ БІОЛОГІЧНО 

АКТИВНИМИ РЕЧОВИНАМИ S.NETROPSIS ІМВ AC-5025 

3.1 Кластеризація даних за кількісними величинами методом Уорда 

S.netropsis ІМВ Ac-5025, який є активним антагоністом ряду фітопатогенів, 

характеризується рістрегулювальною дією та є біоагентом у праймінг-ефекті 

щодо рослин завдяки біосинтезу ним широкого спектру БАР (ауксинів, 

цитокінінів, гіберелінів, АБК, ліпідів, зокрема фосфоліпідів, жирних кислот, 

стеролів) [1-2]. Враховуючи викладене вище, доцільним є з'ясувати кореляційну 

залежність між біосинтезом полієнових антибіотиків і іншими БАР штаму. 

Для визначення тенденції щодо накопичення полієнових антибіотиків в 

біомасі чи супернатанті культуральної рідини S. netropsis ІМВ Ас-5025 або 

відповідно до типу поживного середовища, визначено евклідову відстань для 

кластеризації даних методом Уорда. Аналіз даних за всіма визначеними 

елементами характеризує особливості біосинтезу тих чи інших речовин (в даному 

випадку – полієнових антибіотиків) у дослідженого штаму. Кількісні величини 

речовин (дані не увійшли в дисертацію) визначаються «джерелом» їх виділення, 

чи то з біомаси клітин, чи то із супернатанту культуральної рідини, а тому 

формують окремі кластери. Впливає також і тип поживного середовища, в якому 

культивують продуцента. 

До першого кластеру увійшли екстракти, отримані з біомаси чи супернатанту 

культуральної рідини за культивування штаму в органічному і синтетичному 

поживних середовищах, до другого кластеру увійшов супернатант культуральної 

рідини за культивування штаму в синтетичному поживному середовищі (рис.3.1.). 

Але основним фактором який визначатиме більше кількісне накопичення 

полієнових антибіотиків будуть екстракти біомаси, отримані за культивування 

S. netropsis ІМВ Ас-5025 в органічному поживному середовищі, що увійшли до 

першого кластеру (рис.3.2) [4]. 
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1 – Органічне поживне середовище, біомаса; 2- органічне 

поживне середовище, супернатант культуральної рідини; 3- 

синтетичне поживне середовище, біомаса; 4 – синтетичне 

поживне середовище, супернатант культуральної рідини 

Рис.3.1 Кластеризація даних відповідно до кількісних величин (мкг/г АСБ) 

визначених субстанцій S. netropsis ІМВ Ас 5025 за джерелом (А), з якого виділені 

сполуки (з біомаси чи культуральної рідини) і в меншій мірі відповідно до типу 

поживного середовища (органічне чи синтетичне) (Б).  

3.2 Кореляційний взаємозв'язок біосинтезу полієнових антибіотиків з 

іншими біологічно активними речовинами S. netropsis IMВ Ac-5025 

Аналіз даних методом кластерного аналізу показав, що біоинтез 

досліджуваних антибіотичних сполук S. netropsis ІМВ Ас-5025 може бути 

опосередкований активністю двох невідомих чинників (Фактор 1 і Фактор 2). Ці ж 

самі чинники одночасно виявили досить високі показники факторного 
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навантаження із низкою інших досліджуваних перемінних. Загалом, досліджені 

показники біосинтезу антибіотичних сполук умовно діляться на чотири кластери 

групив залежності від величини навантаження з боку факторів 1 і 2 (рис. 3.2). До 

першого кластеру відносяться показники, які мають високе навантаження з боку 

фактору 1 (понад 60 %), до другого кластеру – із відносно однаковою величиною 

навантаження з боку обох факторів (від 40 % до 70 %), до третього кластеру – із 

високим показником навантаження з боку фактору 2 (понад 60 %), і в четвертий 

кластер потрапили лише два з досліджуваних показниківи з високим негативним 

навантаження з боку фактору 1 (понад -70 %). S. netropsis IMВ Ac-5025 синтезує 

шість антибіотичних сполук (С1-С6). В роботі вичали особливості біосинтезу 

сполуки 5 – тетраєнового антибіотику нез’ясованої структури і сполуки 4 

гептаєнового кандидину.Досліджувані сполуки №№2-5 знаходяться у першому 

кластері. Сполука №1 знаходиться у третьому кластері, а сполука №6 у другому 

кластері. Сполуки № 1-5, в тому числі тетраєнові і гептаєнові антибіотики 

відносяться до першого кластеру.  

 

Рис. 3.2 Зв'язок біосинтезу антибіотичних речовин (С-сполуки 1-6) з іншими 

біологічно активними S. netropsis IMВ Ac-5025  
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Факторний аналіз отриманих нами даних дозволив виявити, що біосинтез 

антибіотичних речовин S. netropsis ІМВ Ас-5025 пов’язаний спільними 

біосинтетичними шляхами, проте із різними їх ланками. Так, наприклад, 

утворення сполуки № 1 корелює із синтезом фосфоліпідів, моно- і дигліцеридів, 

фракцією неідентифікованих ліпідів, а також вільними жирними кислотами, в той 

час як сполуки №№2-5 пов’язані лише із біосинтезом стеринів та їх ефірів, а 

також тригліцеридів. Сполука №1 пов’язана із біосинтезом ліноленової і лінолевої 

жирних кислот, натомість інші сполуки, виявляють зв'язок із біосинтезом 

ізопальмітинової, гептадеценової, стеаринової, олеїнової і арахінової жирних 

кислот. Дані сполуки мають тісні кореляційні зв’язки із біосинтезом стеролів, 

однак сполука №1 зв'язана із скваленом, холестеролом, ергостеролом і 24-

брасинолідом, в той час як інші сполуки, в тому числі полієнові антибіотики, 

лише із β-ситостеролом. Ауксини не мають кореляційної залежності із 

накопиченням сполуки №1, проте вміст індол-3-карбінолу і індол-3-карбоксилової 

кислоти тісно пов'язаний із вмістом сполук № 2-5, зокрема полієнових 

антибіотиків. Сполука №1 пов'язана із біосинтезом цитокінінів через 

зеатинрибозид, в той час як інші сполуки мають зв'язок із цитокінінами через 

ізопентиніладенозин. Сполука №1 пов'язана з біосинтезом абсцизової кислоти, а 

інші сполуки – з гіберелінами. 

Біосинтез сполуки №6 займає проміжне положення щодо залежності 

біосинтезу від інших метаболітів, адже виявляє майже однакову залежність як із 

шляхами біосинтезу сполуки №1 (60%), так і з шляхами синтезу сполук №2-5 

(52%). Синтез жодної зі сполук не знаходить прямого зв’язку із вмістом 

амінокислот. Окрім того, жодна сполука, так само як і їх загальний вміст, не 

виявляють зв’язку із сумарними показниками, такими як сума амінокислот, 

ліпідів, насичених жирних кислот тощо, що вказує на вузьку специфічність 

синтезу цих сполук, тобто таку, що залежить не від шляху в цілому, а лише від 

синтезу окремих його компонентів.  

Імовірно, що на біосинтез сполук №№1-6, в тому числі полієнових 

антибіотиків, впливають одні й ті ж метаболічні шляхи, однак різні їх ланки, які 
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між собою перетинаються лише стосовно синтезу сполуки №6, а для інших 

сполук є незалежними. З цього випливає, що можна підібрати умови для 

контрольованого біосинтезу цих сполук за рахунок блокування шляхів біосинтезу 

жирних кислот та/бо стеролів, на різних їх ланках. При цьому, залежно від того, 

на якій ланці відбулося блокування, ефект виявлятиметься лише на одних 

сполуках і не матиме впливу на інші. Проте утворення сполуки №6 буде 

пригнічуватися майже в усіх випадках. 

Виявлено взаємозв'язок біосинтезу полієнових антибіотиків з іншими БАР. 

Продукування S. netropsis ІМВ Ас-5025 С4 - кандидину і С5 - тетраєну корелює із 

біосинтезом фітогормонів (ізопентиніладенозином, індол-3-карбінолом, індол-3-

карбоксиловою кислотою) та стеролів, зокрема, β-ситостеролом (рис. 3.3). Їх 

біосинтез також залежить від синтезу тригліцеридів, стеринів та їх ефірів, а також 

ізопальмітинової, гептадеценової, стеаринової, олеїнової і арахінової жирних 

кислот тощо, але в меншій мірі. Використання екзогенних фітогормонів і 

стероїдних сполук мікробного походження може регулювати їх співвідношення в 

рослині та сприяти підвищенню їхньої стійкості до фітопатогенів. Тому 

доцільним було проаналізувати вплив саме фітогормонів і стеролів на біосинтез 

полієнових антибіотиків грунтовим стрептоміцетом S. netropsis ІМВ Ас-5025 за 

умов їх екзогенного внесення в середовище культивування в ході експерименту. 

 

Ситостерол

Індол-3-карбокси-

лова кислота

Індол-3-карбінол

Ізопентеніладенозин

А 
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Ситостерол

Індол-3-карбокси-

лова кислота

Індол-3-карбінол

Ізопентеніладенозин

Б 

Рис. 3.3 Вплив досліджених факторів на біосинтез полієнових антибіотиків 

S. netropsis ІМВ Ас-5025: тетраєну №4 (А) і кандидину №5 (Діаграма Парето). 

 

За результатами дисперсійного аналізу кількість синтезованої сполуки №4 

достовірно залежить від вмісту β-ситостеролу (р ≤ 0,05), тоді як на біосинтез 

сполуки №5 впливає ще й ізопентеніладенозин, індол-3-карбінол та індол-3-

карбоксилова кислота (рис. 3.3). При цьому, β-ситостерол виявляє позитивну 

залежність із вмістом обох сполук і вочевидь виступає найбільш вагомим 

чинником, який визначає кінцеві концентрації сполук як тетраєну, так і 

кандидину. Тобто зі збільшенням вмісту ситостеролу буде зростати і кількість 

полієнових антибіотиків в біомасі стрептоміцета [3-5].  

Вивчення залежності між біосинтезом антибіотиків, фітогормонів і 

стероїдних сполук S. netropsis ІМВ Ас-5025 надає нові можливості для розуміння 

складних взаємозв'язків, пов'язаних з оптимізацією біосинтезу промислово 

важливих метаболітів. Це також допоможе розширити знання умов їх утворення, 

шляхів біосинтезу і функціонального значення для мікробних клітин.  

У зв’язку з вище сказаним, доцільним було перевірити вплив екзогенних 

фітогормонів (ізопентеніладенозину, індол-3-карбінол) і β-ситостеролу на 

накопичення полієнових антибіотиків в біомасі і культуральній рідині штаму-

продуцента S. netropsis ІМВ Ас-5025. 
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РОЗДІЛ 4 БІОСИНТЕЗ ПОЛІЄНОВИХ АНТИБІОТИКІВ, 

ФІТОГОРМОНІВ І СТЕРОЛІВ S. NETROPSIS ІМВ AC-5025 ЗА 

ВПЛИВУ ЕКЗОГЕННИХ СПОЛУК  

4.1 Біосинтез S. netropsis ІМВ Ac-5025 полієнових антибіотиків в умовах 

глибинного культивування  

Ґрунтові стрептоміцети є найбагатшим джерелом різноманітних за хімічною 

будовою і спектром дії антибіотичних речовин, завдяки яким проявляють 

бактерицидні, фунгіцидні, нематоцидні, інсектицидні, акарицидні та інші 

специфічні властивості [1,2]. Співробітниками відділу загальної і ґрунтової 

мікробіології Інституту мікробіології і вірусології НАН України було виділено і 

ідентифіковано штам S. netropsis ІМВ Ас-5025, який проявляє пряму 

антагоністичну активність до фітопатогенних грибів, бактерій, фітонематод, так і 

опосередковану стійкість рослин до абіотичних стресів за рахунок праймінг-

ефекту. Виявлено, що штам-продуцент проявляє антифунгальну активність 

завдяки накопиченню в біомасі полієнових антибіотиків, а праймінг-ефект – 

опосередковано за дії біологічно активних речовин [3]. У зв’язку з наведеним 

вище, необхідно було виявити оптимальні умови культивування штаму-

продуцента для накопичення полієнових антибіотиків та можливості регулювання 

їх біосинтезу за рахунок внесення екзогенних метаболітів. 

Відомо, біосинтез антибіотиків залежить від умов культивування продуцента, 

а саме від складу поживного середовища, температури, рН, тощо, при чому ці умови 

необхідно з’ясовувати експериментально для кожного штаму окремо. Для 

дослідження біосинтетичної здатності S. netropsis ІМВ Ac-5025 вирощували у 

двох різних за складом поживних середовищах: синтетичному (крохмало-

аміачному, КАА) і органічному (ферментаційне соєве, ФС2). Перше поживне 

середовище містить хімічно синтезовані складові з точно визначеним кількісним 

компонентним складом, його використовують для визначення сполук,  

синтезованих de novo. Органічне поживне середовище містить органічні джерела 

мікро- і макроелементів (кукурудзяний екстракт, дріжджовий екстракт, соєвий 
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відвар), його використовують в біотехнологічному процесі, оскільки воно дає 

змогу забезпечити накопичення більшої кількості біомаси і корисних метаболітів, 

а більшість його компонентів є відходами інших галузей виробництва. 

З літератури відомо, що бактеріальна популяція в процесі росту в умовах 

глибинного культивування проходить дві фази росту: трофофазу (фаза 

збалансованого росту, коли відбувається утворення первинних метаболітів) і 

ідіофазу (фаза сповільнення росту, для якої характерним є накопичення 

вторинних метаболітів) [4-6]. Нами було визначено параметри глибинного 

культивування S. netropsis ІМВ Ac-5025 в синтетичному (КАА) і органічному 

(ФС2) поживних середовищах і показано, що ріст стрептоміцета має двохфазний 

характер. Трофофаза припадала на період з першої до початку шостої доби і 

характеризувалась швидким накопиченням біомаси від 1,49 до 3,8 г/л в 

синтетичному і від 1,5 до 13,2 г/л в органічному поживних середовищах. Це 

пов’язано з інтенсивним споживанням основних компонентів живлення (джерел 

вуглецю, азоту, фосфору та ін.). На 6-7 добу починалась ідіофаза – накопичення 

біомаси сповільнювалось, зростало накопичення полієнових антибіотиків та 

деяких інших БАР. У бактерій вторинні метаболіти, в тому числі антибіотики, 

починають синтезуватись в ідіофазу, тоді як нами вперше показано, що в біомасі 

S. netropsis ІМВ Ас-5025 полієнові антибіотики накопичуються вже на 1 добу, що 

свідчить про їх роль у метаболізмі стрептоміцетів. В обох поживних середовищах 

зростало накопичення біомаси, що корелювало зі збільшенням біосинтезу 

полієнових антибіотиків у перерахунку на 1 г абсолютно сухої біомаси (АСБ). В 

синтетичному поживному середовищі на 7 добу культивування кількість 

полієнових антибіотиків була на 74 % більшою, ніж на першу, при цьому вміст 

кандидину зростав в 10 разів, а тетраєнової фракції – в 4 рази, біомаси – в 2 рази 

порівняно з 1 добою. В органічному поживному середовищі зберігалась така ж 

тенденція: на 7-8 добу кількість кандидину зросла в 3,7 рази, а тетраєну –в 4 рази, 

загальна кількість полієнів збільшилась майже на 90 %, кількість біомаси зросла в 

4 рази порівняно з початком культивування (рис. 4.1).  
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Рис 4.1 Динаміка біосинтезу полієнових антибіотиків і накопичення біомаси 

S. netropsis IMВ Ac-5025 за глибинного культивування в синтетичному (а) і 

органічному (б) поживних середовищах 

 

З настанням ідіофази культуральне середовище збагачувалось продуктами 

обміну речовин і автолізу клітин, рН середовища зміщувалось в лужну сторону 

(до значення 8 в обох поживних середовищах). В синтетичному поживному 

середовищі джерелом карбону слугував крохмаль, який розщеплюється до 

глюкози – основного джерела карбону. Найбільш інтенсивно вона 

метаболізувалась в період трофофази на 1-3 добу – її кількість зменшилась на 

28 % порівняно з початковим значенням. В цей період в бактеріальній популяції 

інтенсивно відбувався ріст, поділ клітин, біосинтез первинних метаболітів 

досліджуваного ґрунтового стрептоміцета. Починаючи з 7-ої доби, з настанням 

ідіофази, глюкоза була повністю утилізована. В органічному поживному 

середовищі глюкозу додавали в поживне середовище в кількості 50 г/л і вже на 2 

добу її вміст зменшився на 40 %, а на 5 добу – була майже повністю використана, 

що є характерним для трофофази. При зменшенні концентрації глюкози 
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спостерігали сповільнення утворення біомаси і підвищення накопичення 

антибіотика. Значення рН на початку культивування в синтетичному поживному 

середовищі становив 6,8, в органічному – 7,2. На 3 добу pH поживних середовищ 

(період трофофази) становило 6,6 в синтетичному і 7,4 – в органічному. Далі 

спостерігалась тенденція зміщення рН в лужну сторону і до 10 доби pH досягав 

значень 8 в обох поживних середовищах. Найбільш показово змінювався рН в 

синтетичному середовищі, що пов’язано з визначеним кількісним складом 

компонентів синтетичного поживного середовища (рис.4.2) [7].  

. 

А

Б 

Рис. 4.2 Динаміка споживання глюкози та зміна pH поживних середовищ у 

синтетичному (А) і органічному (Б) поживних середовищах в умовах глибинного 

культивування S. netropsis IMВ Ac-5025 

 

6 

6,5 

7 

7,5 

8 

8,5 

0 

0,1 

0,2 

0,3 

0,4 

0,5 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

p
H

 

Г
л

ю
к

о
за

, 
г
/л

 

Доба культивування 

Глюкоза pH 

6 

6,5 

7 

7,5 

8 

8,5 

9 

0 

10 

20 

30 

40 

50 

60 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 

p
H

 

Г
л

ю
к

о
за

, 
г
/л

 

Доба культивування 



95 
 

4.2 Біосинтез полієнових антибіотиків і рістрегулювальних речовин за дії 

екзогенних біологічно активних речовин S.netropsis ІМВ Ac-5025  

4.2.1 Вплив екзогенного ізопентеніладенозину на накопичення 

полієнових антибіотиків і фітогормонів S. netropsis ІМВ Ac-5025  

У зв’язку з тим, що кореляційний аналіз показав високий відсоток кореляції 

між біосинтезом полієнових антибіотиків і цитокінінів S. netropsis IMB Aс-5025, а 

також з огляду на функціональну роль цитокінінів в бактеріальних клітинах, 

важливо було перевірити вплив екзогенного ізопентеніладенозину (IPAR) на їх 

накопичення в стаціонарну фазу росту стрептоміцета (7-ма доба), коли полієнових 

антибіотиків накопичується найбільше [8, 9].  

Визначення накопичення полієнових антибіотиків проводили у синтетичному і 

органічному поживних середовищах. Загальна кількість полієнових антибіотиків 

без додавання IPAR становила 899,6 мкг/г АСБ, а за дії екзогенної речовини 

зменшувалась і варіювала від 79,3 до 535,5 мкг/г АСБ залежно від концентрацій 

екзогенної сполуки. Найменша кількість полієнових антибіотиків виявлена за 

впливу 100 нг/мл екзогенного IPAR. У синтетичному поживному середовищі в 

контрольному варіанті накопичення кандидину в біомасі стрептоміцета становило 

186,9 мкг/г АСБ, за додавання IPAR в поживне середовище – зменшувалось і 

коливалось від 21,9 до 90,2 мкг/г АСБ (рис.4.3 а). Кількість тетраєну в 

контрольному варіанті становила 712,6 мкг/г АСБ і за додавання IPAR 

зменшувалась і коливалась від 57,6 мкг/г АСБ до 497,3 мкг/г АСБ. Накопичення 

біомаси за 500 нг/мл IPAR збільшувалось в 1,4 рази порівняно з контролем. Це 

свідчить про те, що екзогенний IPAR стимулює поділ клітин стрептоміцета, що 

призвело до збільшення накопичення біомаси в синтетичному середовищі до 40 %.  

У органічному поживному середовищі в біомасі S. netropsis IMB Aс-5025 сума 

полієнових антибіотиків варіювала від 1906,7 до 2752,7 мкг/г АСБ і знижувалась зі 

збільшенням концентрації екзогенного IPAR. В контрольному варіанті вміст 

кандидину становив 687,9 мкг/г АСБ, за додавання цитокініну його кількість 

коливалась від 125,1 до 905,5 мкг/г АСБ. Вміст тетраєну у контрольному варіанті 
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становив 1747,0 мкг/г АСБ і за додавання IPAR зменшувався і коливався від 1187,8 

до 1502,9 мкг/г АСБ (рис.3.6 б). 

 

Рис. 4.3 Біосинтез полієнових антибіотиків і накопичення біомаси S. netropsis 

ІМВ Ac-5025 за впливу екзогенного ізопентеніладенозину в синтетичному (а) і 

органічному (б) поживних середовищах  

 

В біомасі S. netropsis IMВ Ac-5025 накопичуються цитокініни, які впливають 

на ріст і розвиток ґрунтових стрептоміцетів. Ці сполуки є похідними від аденіну, 

близькі за структурою, але мають різну біологічну активність. Оскільки вони є 

внутрішньоклітинними метаболітами досліджуваного стрептоміцета і не 

виявляються в культуральній рідині, важливо було перевірити вплив екзогенного 

IPAR на пул внутрішньоклітинних цитокінінів S. netropsis IMB Aс-5025. У 

синтетичному поживному середовищі кількість зеатину, зеатин-рибозиду, 

ізопентиладеніну і ізопентеніладенозину змінювалась по різному за дії екзогенної 

речовини, але зберігалась загальна тенденція інгібування біосинтезу . За 

концентрації 100 нг/мл екзогенного IPAR кількість внутрішньоклітинних 

ізопентеніладенозину і зеатину, який з нього утворюється, була найменшою: 0,282 і 

0,319 мкг/г АСБ відповідно, що становить 13% і 61,3% від контролю. За дії 

500 нг/мл екзогенного IPAR, найменше накопичувалось зеатин-рибозиду і 

ізопентиладеніну ‒ 0,375 і 0,857 мкг/г АСБ, 2,2 % і 22,8 % від контролю відповідно. 
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За цієї ж концентрації спостерігалась найменша кількість загального вмісту 

цитокінінів в біомасі продуцента: 2,54 мкг/г АСБ, 10,7 % від контролю. (рис. 4.4 а). 

В органічному поживному середовищі за дії 200 нг/мл екзогенного IPAR в 

біомасі S. netropsis IMB AC-5025 було виявлено найменшу кількість зеатину 

(0,347 мкг/г АСБ) і зеатин-рибозиду (4,189 мкг/г АСБ), що становить 5,7 % і 

12,3 % відповідно від контролю. Найменша кількість ізопентиладеніну була 

виявлена в біомасі продуцента за впливу 500 нг/мл екзогенного IPAR – 1,11 мкг/г 

АСБ, що становить 25 % від контролю. Найменше ендогенного IPAR 

накопичувалось за концентрації 100 нг/мл екзогенної речовини – 0,376 мкг/г АСБ, 

42,1 % від контролю. З огляду на те, що зеатин і зеатинрибозид становлять 

мажорну частину цитокінінів в біомасі стрептоміцета, то за умов зменшення 

синтезу цих сполук зменшилась і сума ендогенних цитокінінів (рис. 4.4 б) [7]. 

Ймовірно, за дії екзогенного IPAR інгібувався шлях біосинтезу 

внутрішньоклітинних цитокінінів, оскільки бактеріальна клітина має тонкий 

механізм регуляції фізіологічних процесів і надлишок фітогормонів в клітині 

може негативно впливати на метаболізм стрептоміцетів, внаслідок чого не 

синтезувались алкілуючі агенти, які утворюються на етапі біосинтезу клітиною 

ізопентеніладенозину в мевалонатному шляху і також використовуються у 

формуванні молекули полієнових макролідів. 
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Рис. 4.4 Біосинтез цитокінінів за дії екзогенного ізопентеніладенозину 

S. netropsis IMВ Ac-5025 в синтетичному (а) і органічному (б) поживних 

середовищах (на осі ординат відображена сума цитокінінів) 

 

4.2.2 Біосинтез полієнових антибіотиків і фітогормонів S. netropsis ІМВ 

Ac-5025 за дії екзогенного індол-3-карбінолу 

 

Серед фітогормонів важлива регуляторна роль в процесах росту і розвитку як 

рослин, так і мікроорганізмів належить ауксинам, які за хімічною природою є 

похідними індолу. Вони впливають на різні ланки метаболізму: біосинтез 

нуклеїнових кислот, білків, вуглеводний і ліпідний обмін, утворення вторинних 

метаболітів тощо, а у бактерій впливають і на біосинтез цитокінінів [9]. Ці сполуки 

необхідні ґрунтовим мікроорганізмам для встановлення зв’язків з рослинами та 

іншою мікробіотою. На сьогодні практично не досліджено роль ауксинів в 

метаболізмі стрептоміцетів. В ході факторного аналізу встановлено позитивний 

вплив індол-3-карбінолу на накопичення полієнових антибіотиків. Таким чином, 

актуальним було з’ясувати вплив індол-3-карбінолу (IC) на біосинтез полієнових 

антибіотиків S. netropsis IMВ Ac-5025 в умовах глибинного культивування.  

Кількісно і якісно визначено накопичення полієнового антибіотичного 

комплексу і рістрегулювальних речовин в біомасі продуцента за додавання у 
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середовище культивування екзогенного IC. В синтетичному поживному 

середовищі сума полієнових антибіотиків коливалась від 481 до 1373 мкг/г АСБ, і 

була найбільшою за впливу 5 мкг/мл IC, що вище від контролю у 3,2 рази. При 

цьому зростав вміст як тетраєну (895,5 мкг/г АСБ, що у 3,2 рази вище від 

контролю), так і кандидину (487 мкг/г АСБ, що у 2,4 рази вище від контролю). За 

впливу екзогенної речовини зростало і накопичення біомаси, кількість якої 

коливалась від 1,32 до 3,22 г/л і була найвищою за дії 2,5 мкг/мл ауксину, що вище 

від контролю у 2,8 разів (рис. 4.5 а). 

В органічному поживному середовищі сума полієнових антибіотиків 

коливалась від 4,083 мг/г АСБ до 7,888 мг/г АСБ і була найвищою за концентрації 

25 мкг/мл IC, що в 1,9 разів вище від контролю. Зростало накопичення як 

тетраєнової сполуки (5,9386 мкг/г АСБ, що у 1,93 разів вище від контролю), так і 

кандидину (1,950 мг/г АСБ, що у 1,91 разів вище від контролю). Під впливом 

екзогенної речовини зростало і на накопичення біомаси, кількість якої коливалась 

від 6,6 до 10,4 г/л і була найвищою за дії 0,5 мкг/мл ауксину, що вище від контролю 

у 1,6 разів (рис. 4.5 б). 
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Рис. 4.5 Накопичення полієнових антибіотиків і накопичення біомаси 

S. netropsis IMВ Ac-5025 за впливу екзогенного індол-3-карбінолу в синтетичному 

(а) і органічному (б) поживних середовищах 

 

Оскільки факторний аналіз показав тісні кореляційні взаємозв'язки між 

шляхами біосинтезу полієнових антибіотиків і ауксинів, важливо було перевірити 

вплив екзогенного IC на накопичення внутрішньоклітинних ауксинів 

стрептоміцетом. В умовах глибинного культивування в обох поживних 

середовищах в біомасі S. netropsis IMВ Ac-5025 накопичувались індол-3-оцтова 

кислота (ІОК), IC, індол-3-масляна кислота, що утворюється на шляху біосинтезу 

ІОК, та індол-3-оцтової кислоти гідразид, індол-3-карбоксальдегід, індол-3-

карбоксилова кислота, які є продуктами трансформації ІОК. Виявлено, що зі 
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збільшенням концентрації екзогенного IC зростало накопичення ауксинів в біомасі 

продуцента в обох середовищах.  

У синтетичному поживному середовищі кількість ауксинів коливалась від 20,4 

до 40,7 мкг/г АСБ і була найвищою за концентрації 5 мкг/мл IC (рис. 4.6). В 

більшій мірі зростало накопичення активних форм ауксинів: індол-3-оцтової 

кислоти гідразиду і індол-3-масляної кислоти (остання є більш стабільною 

сполукою ніж ІОК, може бути запасною формою). У органічному поживному 

середовищі штам продукував від 92,1 до 358,8 мкг/г АСБ ауксинів, що майже в 9 

разів більше, ніж у синтетичному. За концентрації 25 мкг/мл екзогенного IC в обох 

середовищах, виявлено найбільшу кількість індол-3-оцтової кислоти гідразиду та 

індол-3-масляної кислоти, а також індол-3-карбонової кислоти – продукту розпаду 

IC. В той же час, IC, індол-3-карбоксальдегід та індол-3-карбонова кислота є 

неактивними формами ауксинів, які утворюються у результаті деградації ІОК.  

 

Рис. 4.6 Біосинтез аукс инів S. netropsis IMВ Ac-5025 за впливу екзогенного 

індол-3-карбінолу в синтетичному (а) і органічному (б) поживних середовищах 

б 

а 
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Практично таку ж тенденцію спостерігали і щодо впливу різних концентрацій 

екзогенного IC на біосинтез цитокінінів штамом-продуцентом. В етанольних 

екстрактах біомаси визначено активні форми цитокінінів: зеатин і ізопентиладенін, 

а також кон’югати зеатин-рибозид (основна транспортна форма цитокінінів у 

рослин) і ізопентеніладенозин, які проявляють дещо нижчу фізіологічну 

активність, але можуть швидко перетворюватися в активну форму. Додавання IC в 

середовище культивування збільшували пул внутрішньоклітинних цитокінінів в 

клітинах S. netropsis IMВ-Ac-5025 (рис. 4.7).  

В синтетичному поживному середовищі сума цитокінінів коливалась від 8,7 

до 35,7 мкг/г АСБ і була найвищою за дії 25 мкг/мл IC, що у 2,8 разів вище від 

контролю. Найбільше зростала кількість зеатин-рибозиду (19,97 мкг/г АСБ, у 4,8 

разів вище від контролю) і зеатину (7,87 мкг/г АСБ, що у 4,2 рази вище від 

контролю). Зеатин –цитокінін, який зустрічається у вигляді цис- і транс-ізомерів і 

кон’югатів. Збільшення кількості вище згаданих цитокінінів є важливим у зв’язку з 

їх використанням у праймінг-ефекті рослин. Так, зеатин стимулює зав’язування 

плодів, ініціює ріст і цвітіння бокових пагонів, використовується для стимулює 

простання насіння і ріст розсади. Крім цього, зеатин і його похідні форми сприяють 

збільшенню стійкості рослин до фітопатогенних бактерій [11]. В органічному 

поживному середовищі сума цитокінінів коливалась від 14,1 до 78,56 і також була 

найвищою за дії 25 мкг/мл індол-3-карбінолу, що у 5,6 разів вище від контролю. 

Також найбільше зростала кількість зеатин-рибозиду (41,4 мкг/г АСБ, що у 

8,2 разів вище від контролю) і IPAR (22 мкг/г АСБ, що у 5,3 рази вище від 

контролю). Збільшення кількості цитокінінів в метаболічному біопропродукті на 

основі метаболітів S. netropsis IMВ Ac-5025 є важливим з метою його використання 

для рістрегулювальних процесів і індукції стійкості рослин. 
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Рис. 4.7 Накопичення цитокінінів S. netropsis IMВ Ac-5025 за впливу 

екзогенного індол-3-карбінолу в синтетичному (а) і органічному (б) поживних 

середовищах 

 

Показано переваги застосування органічного поживного середовища в умовах 

глибинного культивування S.netropsis ІМВ Ac-5025 за дії екзогенного IC для 

накопичення полієнових антибіотиків і рістрегулювальних речовин: За 

вирощування стрептоміцета в органічному поживному середовищі спостерігали 

збільшення накопичення полієнових антибіотиків накопичено у 6 разів, ауксинів – 

в 9 разів, цитокінінів – у 2,2 рази порівняно із синтетичним. Збільшення кількості 

ауксинів може бути пов’язаним з наявністю в складі органічного середовища 

триптофану, який бере участь в біосинтезі ауксинів як метаболіт-попередник у 

бактерій [10, 11, 12 ].  

4.2.3 Дія екзогенного β-ситостеролу на біоситез полієнових антибіотиків, 

фітогормонів і стеролів S.netropsis ІМВ Ac-5025  

Стероли є важливими компонентами клітинних мембран, але, здатність 

мікроорганізмів синтезувати їх вивчена недостатньо. У ґрунтових стрептоміцетів 

стероли синтезуються в повітряних гіфах і спорах і запобігають втратам води 
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через мембрану, а також виконують структурну і сигнальну функцію. Це кінцеві 

продукти біосинтезу ізопреноїдів, в яких різноманітність циклічних та ациклічних 

сполук створюється ізопентенілдифосфатом [13]. На сьогодні не досліджено 

взаємозв'язок біосинтезу полієнових антибіотиків і стеролів у ґрунтових 

стрептоміцетів. 

Вперше виявлено, що додавання стероїдної сполуки β-ситостеролу в 

поживне середовища призводить до їх надсинтезу і виведення з клітини. Оскільки 

одним із захисних механізмів мікробної клітини від власних антибіотиків є їх 

виведення з клітини, можна припустити, що в результаті вище згаданого 

механізму, антибіотики виділялись в культуральну рідину. Сума полієнових 

антибіотиків в культуральній рідині S .netropsis ІМВ Ac-5025 коливалась від 3 

мкг/г АСБ до 13,38 мкг/г АСБ в синтетичному і від 108 мкг/г АСБ до 145 мкг/г 

АСБ в органічному поживних середовищах і була найбільшою за дії 10 мкг/мл β-

ситостеролу, що в 4,5 і 1,3 разів вище від контрою відповідно до середовища (рис. 

4.8). Зростало накопичення як кандидину, так і тетраєнової фракції. 

Рис. 4.8 Полієнові антибіотики в культуральній рідині S. netropsis IMВ Ac-5025 за 

впливу екзогенного β-ситостеролу в синтетичному (а) і органічному (б) поживних 

середовищах 
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В біомасі S. netropsis IMВ Ac-5025 накопичення полієнових антибіотиків 

коливалось від 1,929 мг/г АСБ до 4,919 мг/г АСБ в синтетичному і від 9,210 мг/г 

АСБ до 20,800 мг/г АСБ в органічному поживних середовищах. Аналіз впливу 

екзогенного β-ситостеролу на вміст полієнових антибіотиків показав збільшення 

накопичення кожної полієнової фракції за дії 10 мкг/мл екзогенної стерольної 

сполуки в обох середовищах. В синтетичному поживному середовищі кількість 

тетраєну зросла у 2,3 рази, кандидину – у 3,2 рази, сума полієнів – у 2,5 разів, в 

органічному – кількість тетраєну зросла 1,9 разів, кандидину – в 3,1 рази, сума 

полієнів – у 2,3 рази (рис. 4.9) 

 

 Рис. 4.9 Біосинтез полієнових антибіотиків в біомасі S. netropsis IMВ Ac-

5025 за впливу екзогенного β-ситостеролу в синтетичному (а) і органічному (б) 

поживних середовищах 
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Проаналізовано вплив β-ситостеролу на накопичення рістрегулювальних 

речовин – ауксинів в синтетичному поживному середовищі. Сума ауксинів 

ауксинів в біомасі S. netropsis IMВ Ac-5025 в синтетичному поживному 

середовищі коливалась від 56,14 мкг/г АСБ до 458,4 мкг/г АСБ і була найбільшою 

за дії 5 мкг/мл β-ситостеролу, що у 8 разів вище, ніж у контролі (рис.4.10 а). 

Виявлено здатність штаму синтезувати ІОК, індол-3-оцтової кислоти гідразид, IC, 

індол-3-масляну кислоту, індол-3-карбоксальдегід і індол-3-карбоксилову кислоту 

за дії екзогенного β-ситостеролу. Найбільше зростало накопичення IC і індол-3-

масляної кислоти. IC – фітогормон, який стимулює ріст пагонів і плодів, апікальне 

домінування шляхом впливу на клітини рослин в фазу розтягування і 

диференціювання [14]. Індол-3-масляна кислота є запасною формою ауксинів у 

рослин і може перетворюватись в ІОК за потреби в ході реакції, близької до β-

окиснення жирних кислот. Її отримують лише синтетичним шляхом, тому 

мікробні біотехнології її отримання, як і інших ауксинів, є перспективним 

напрямом у зв’язку з їх застосуванням в ході мікроклонального розмноження 

рослин для ініціювання ризогенезу, індукції їх системної стійкості.  

У зв’язку з тим, що біосинтез стеролів пов'язаний з адаптаційними 

можливостями стрептоміцетів і стійкістю рослин до фітопатогенів і інших 

стресових факторів, доцільно було проаналізувати накопичення продуцентом 

антистресового гормону – абсцизової кислоти. АБК запускає в рослинах каскад 

антиоксидантних реакцій у відповідь на стрес, покращує надходження поживних 

елементів та продуктивність за несприятливих умов, але її роль для 

функціонування мікробної клітини залишається нез’ясованою [15]. Накопичення 

АБК клітинами продуцента коливалось від 3,21 мкг/г АСБ в контролі до 8,1 мкг/г 

АСБ і було найвищим за дії 0,25 мкг/мл β-ситостеролу, що в 2,5 рази вище від 

контролю (рис. 4.10). 
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Рис. 4.10 Біосинтез фітогормонів в біомасі S. netropsis IMВ Ac-5025 за впливу 

екзогенного β-ситостеролу в синтетичному поживному середовищі 

 

Стероли – природні органічні сполуки, похідні стероїдів, які містять 

гідроксильну групу в третьому положенні. В основі структури стеролів лежить 

стеран – насичений тетрациклічний вуглеводень. Один кінець молекули є 

гідрофобним, а інший – гідрофільний. Завдяки такій будові, стероли виступають 

невід'ємним компонентом клітинних мембран і виконують дві основні біологічні 

функції: структурну, (виступають в ролі компонентів клітинних мембран і 

змінюють її плинність) і сигнальну. Здатність бактерій синтезувати стероли 

пов’язана з виживанням в екстремальних умовах, таких як високі температури, 

значення pH, засоленість тощо [16]. Цікавою концепцією організації клітинних 

мембран є концепція ліпідних рафтів у еукаріот. Це мікродомени, які 

відрізняються від основної частини мембрани більш високим вмістом стеролів, 

сфінголіпідів і фосфоліпідів, а також насичених жирних кислот. Нещодавно було 

виявлено, що у бактерій процеси передачі сигналів, секреція білків і транспортних 

процесів також відбуваються в мікродоменах, які еквівалентні ліпідним рафтам 

еукаріотичних клітин і можуть містити поряд із сфінгостеролами холестерол, 
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ситостерол, стигмастерол і 24-метилхолестерол. Тому, зміни вмісту стеролів і їх 

похідних можуть змінювати властивості і кількість ліпідних рафтів, а також їх 

функціональну активність. В цілому, відкриття ліпідних рафтів у бактерій показує 

новий рівень складності в передачі сигналу і організації їх мембран [17]. 

Виявлено здатність S. netropsis IMВ Ac-5025 синтезувати внутрішньоклітинні 

стероли за впливу екзогенного β-ситостеролу в синтетичному поживному 

середовищі, а саме: сквален, ергостерол, холестерол, стигмастерол, β-ситостерол і 

24-епібрасинолід (рис. 4.11). Сума стеролів коливалась від 1,753 до 4,750 мг/г 

АСБ і була найвищою за дії 0,25 мкг/мл екзогенної сполуки, що в 2,7 разів вище 

від контрольного варіанту. Сквален – тритерпен, метаболічний проміжний 

продукт на шляху біосинтезу стеролів, який має антиоксидантні властивості і 

здатен поглинати вільні радикали. Його кількість коливалась від 0,102 до 

0,501 мг/г АСБ, і була найвищою за пливу 10 мкг/мл β-ситостеролу [18]. Кількість 

стигмастеролу була найвищою і становила від 0,907 до 2,736 мг/г АСБ і 

збільшилась в три рази за дії 0,25 мкг/мл екзогенного стеролу.  

Холестерин відсутній в складі мембран більшості бактерій, винятком є 

Borrelia burgdorferi, Helicobacter pylori, Mycoplasma spp., Ehrlichia chaffeensis і 

Anaplasma phagocytophilum. Здатність штаму накопичувати холестерол вказує на 

його участь у впорядкуванні ліпідів в мембрані стрептоміцета в функціональні 

мікродомени. Його кількість коливалась від 0,034 до 0,234 мг/г АСБ і збільшилась 

в 6,9 разів за дії 10 мкг/мл екзогенного β-ситостеролу. Крім структурної функції, 

β-ситостерол має ще й антибактеріальні властивості щодо S. aureus i E. coli [19]. 

Так, в біомасі S. netropsis IMВ Ac-5025 він накопичувався в кількості від 0,510 до 

1,120 мг/г АСБ, що в 2,2 рази більше, ніж в контролі. За впливу 0,25 мкг/мл 

екзогенної сполуки. 24-Епібрасинолід є різновидом брасиностероїдів, 

фітогормону рослин. Здатність штаму синтезувати його є вкрай важливим у 

праймінгу рослин, оскільки він лише регулює ріст і розвиток рослин, а й бере 

участь у формуванні стійкості рослин до абіотичних стресів, в тому числі 

покращує фотосинтез, захищаючи ультраструктуру хлоропластів, що відіграє 

вирішальну роль у регуляції іонного гомеостазу за несприятливих умов, збільшує 
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накопичення проліну та фітогормонів при сольовому стресі. Його кількість в 

біомасі коливалась від 0,149 до 0,562 мг/г АСБ, і збільшилась у 3,8 разів за впливу 

0,25 мкг/мл β-ситостеролу [20, 21]. 

 

Рис. 4.11 Cтероли в біомасі S. netropsis IMВ Ac-5025 за впливу екзогенного β-

ситостеролу в синтетичному поживному середовищі 

 

4.2.4. Накопичення полієнових антибіотиків S.netropsis ІМВ Ac-5025 за 

комплексного впливу екзогенних індол-3-карбінолу і β-ситостеролу 

Після визначення монодії досліджених БАР (ізопентеніладенозину, індол-3-

карбінолу і β-ситостеролу), які впливають на накопичення полієнових 

антибіотиків S. netropsis IMВ Ac-5025, нами були відібрані оптимальні 

концентрації екзогенних речовин та їх комбінації в градієнті, які підвищують 

біосинтез цільових сполук в умовах глибинного культивування штаму в рідких 

поживних середовищах. Також враховували кількість IC і β-ситостеролу, які 

містяться в клітинах ґрунтових стрептоміцетів за звичайних умов згідно даним 

літератури [7, 8, 10].  

Аналіз накопичення полієнових антибіотиків проводили у синтетичному 

поживному середовищі в біомасі продуцента і культуральній рідині 
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S. netropsis IMВ Ac-5025. В культуральній їх сума коливалась від 30,295 мкг/мл до 

170,56 мкг/мл і була найвищою за дії IC 12,5 мкг/мл + β-ситостеролу 5 мкг/мл, що 

становить 151% від контролю. Найменша кількість полієнів накопичувалась за 

впливу 50 мкг/мл IC, що становить 26,8 % від контролю. Також змінилося і 

співвідношення фракцій антибіотиків: кількість тетраєну була меншою, ніж 

кількість кандидину: 7,095 мкг/мл і 23,2 мкг/мл відповідно до фракції (рис.4.12).  

 

Рис. 4.12 Накопичення полієнових антибіотиків в культуральній рідині 

S. netropsis IMВ Ac-5025 за впливу екзогенного індол-3-карбінолу і β-ситостеролу 

в синтетичному поживному середовищі. 1-контроль без додавання екзогенних 

БАР, 2- IC 25 мкг/мл; 3-β-ситостерол 10 мкг/мл;4- IC 50 мкг/мл; 5- β-ситостерол 

20 мкг/мл; 6- IC 12,5 мкг/мл + β-ситостерол 5 мкг/мл; 7 - IC 5 мкг/мл + β-

ситостерол 2 мкг/мл; 8-індол-3- карбінол 0,5 мкг/мл + β-ситостерол 10 мкг/мл 

 

В біомасі S. netropsis IMВ Ac-5025 сума полієнових антибіотиків коливалась 

від 0,518 мг/г АСБ до 5,859 мг/г АСБ і була найвищою за пливу IC 12,5 мкг/мл + 

β-ситостеролу 5 мкг/мл, що на 140 % більше від контролю. При цьому, кількість 

тетраєну становила 2,623 мг/г АСБ, а кандидину – 3236,54 мкг/г АСБ. Найменша 

кількість полієнів накопичувалась за впливу 5  мкг/мл IC, (як і в культуральній 

рідині), що становить 21,2 % від контролю. Кількість тетраєну становила 

0,453 мг/г АСБ (21,8 % від контрою), кандидину – 0,065 мг/г АСБ (17,8 % від 

контрою). Важливо, що за експериментальних концентрацій екзогенного ауксину 
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і стерольної сполуки (6 – IC 12,5 мкг/мл + β-ситостерол 5 мкг/мл; 7 – IC 5 мкг/мл 

+ β-ситостерол 2 мкг/мл; 8 – IC 0,5 мкг/мл + β-ситостерол 10 мкг/мл) змінювалось 

кількісне співвідношення між фракціями тетраєну і кандидину, які продукуються 

досліджуваним штамом. Це свідчить про їх вплив не лише на біосинтез 

антибіотиків, а й на формування молекул полієнів з відповідною кількістю 

спряжених зв’язків. Чим більше подвійних зв’язків в молекулі полієну – тим вища 

його біологічна активність. Виявлено концентрацію екзогенного IC – 50 мкг/мл, 

за впливу якої біосинтез полієнів інгібується значною мірою. 

Накопичення біомаси S. netropsis IMВ Ac-5025 коливалось від 4,858 г/л до 

5,813 г/л, але екзогенні сполуки не мали значного впливу на цей показник. 

Важливо, що за впливу 50 мкг/мл IC не синтезувався коричневий пігмент, 

характерний для штаму і біомаса набувала білого кольору. Вірогідно, утворення 

пігменту і антибіотика пов’язано з біосинтезом полієнових антибіотиків і високі 

концентрації екзогенного ауксину здатні змінювати направленість біосинтетичних 

шляхів у дослідженого стрептоміцета (рис 4.13). 

 

  

Рис. 4.13 Накопичення полієнових антибіотиків в біомасі S. netropsis IMВ Ac-

5025 за впливу екзогенного індол-3-карбінолу і β-ситостеролу в синтетичному 
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поживному середовищі; 1-контроль без додавання екзогенних БАР, 2- IC 25 

мкг/мл; 3-β-ситостерол 10 мкг/мл;4- IC 50 мкг/мл; 5- β-ситостерол 20 мкг/мл; 6- IC 

12,5 мкг/мл + β-ситостерол 5 мкг/мл; 7 - IC 5 мкг/мл + β-ситостерол 2 мкг/мл; 8-IC 

0,5 мкг/мл + β-ситостерол 10 мкг/мл 

 

4.2.5 Біосинтез фітогормонів і стеролів S.netropsis ІМВ Ac-5025 за 

комплексного впливу екзогенних індол-3-карбінолу і β-ситостеролу 

Біосинтез ауксинів 

В біомасі S. netropsis IMВ Ac-5025 за впливу комплексу екзогенних IC і β-

ситостеролу в синтетичному поживному середовищі були виявлені ІОК, індол-3-

оцтової кислоти гідразид, індол-3-масляна кислота, IC, індол-3-карбоксальдегід і 

індол-3-карбоксилова кислота. Сума ауксинів в біомасі стрептоміцета коливалась 

від 20,17 мкг/г АСБ (контрольний варіант) до 107,64 мкг/г АСБ і була найвищою 

за впливу IC 0,5 мкг/мл + β-ситостеролу 10 мкг/мл (збільшилась у 5,3 рази) та за 

монодії 50 мкг/мл IC (96,8 мкг/г АСБ, збільшилась у 4,8 разів) (рис. 4.14).  

Гетероауксин ІОК володіє найвищою фізіологічною активністю і найчастіше 

застосовується в рослинництві. Накопичення ІОК в біомасі коливалось від 

1,729 мкг/г АСБ в контрольному варіанті до 11,79 мкг/г АСБ і було найвищим за 

дії IC 0,5 мкг/мл + β-ситостеролу 10 мкг/мл, що становить 681,9% від контролю 

(біосинтез збільшився у 6,8 разів). Значне збільшення біосинтезу ІОК (9,533 мкг/г 

АСБ) було виявлено за впливу 50 мкг/мл індол-3-карбінолу, за впливу якого 

найбільше пригнічувався біосинтез полієнових антибіотиків. За концентрації IC 

0,5 мкг/мл + β-ситостеролу 10 мкг/мл найбільше накопичувалось індол-3-оцтової 

кислоти гідразиду (у 15,3 рази), індол-3-масляної кислоти (у 7,7 разів), IC (у 4,5 

рази), індол-3-карбоксилової кислоти (у 2,6 разів) порівняно з контролем. 

Високий вміст ауксинів був характерний і за монодії 50 мкг/мл IC, при цьому 

спостерігали і найвищий рівень біосинтезу ароматичного гетероциклу – індол-3-

карбоксальдегіду до 13,017 мкг/г АСБ, що в 13,4 рази вище від контролю. 

Остання сполука є важливою, оскільки як і індол-3-оцтової кислоти гідразид, 
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пригнічує фітопатогенні мікроорганізми. Виявлені в біомасі продуцента IC, індол-

3-карбоксальдегід та індол-3-карбонова кислота є неактивними формами ауксинів, 

які утворюються в результаті деградації ІОК. Індол-3-масляна кислота є запасною 

формою ІОК і є фізіологічно активною (рис.4.14).  

 

 

Рис. 4.14 Накопичення ауксинів в біомасі S. netropsis IMВ Ac-5025 за впливу 

екзогенного індол-3-карбінолу і β-ситостеролу в синтетичному поживному 

середовищі; 1-контроль без додавання екзогенних БАР, 2- IC 25 мкг/мл; 3-β-

ситостерол 10 мкг/мл;4- IC 50 мкг/мл; 5- β-ситостерол 20 мкг/мл; 6- IC 12,5 мкг/мл 

+ β-ситостерол 5 мкг/мл; 7 - IC 5 мкг/мл + β-ситостерол 2 мкг/мл; 8-IC 0,5 мкг/мл 

+ β-ситостерол 10 мкг/мл. 

 

Біосинтез цитокінів 

В біомасі S. netropsis IMВ Ac-5025 за впливу комплексу екзогенних IC і β-

ситостеролу в синтетичному поживному середовищі були виявлені зеатин, 

зеатин-рибозид, ізопентиладенін, IPAR. Сума цитокінінів коливалась від 3,15 

мкг/г АСБ до 107,1 мкг/г АСБ і була найвищою за дії 50 мкг/мл IC, що у 11,6 разів 

вище від контролю. Кількість зеатину коливалась від 0,45 мкг/г АСБ до 15,3 мкг/г 

АСБ, зеатин-рибозиду – від 0,45 мкг/г АСБ до 15,3 мкг/г АСБ, ізопентиладеніну – 
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від 0,9 мкг/г АСБ до 30,6 мкг/г АСБ, IPAR – від 1,35 мкг/г АСБ до 45,9 мкг/г АСБ. 

Найбільше кожної з цих сполук накопичувалось за впливу 50 мкг/мл IC, за 

концентрації якої значною мірою збільшився і біосинтез ауксинів, проте 

інгібувалось утворення полієнових антибіотиків і меланоїдного пігменту 

S. netropsis IMВ Ac-5025 (рис 4.15). 

 

Рис. 4.15 Накопичення цитокінінів в біомасі S. netropsis IMВ Ac-5025 за 

впливу екзогенного індол-3-карбінолу і β-ситостеролу в синтетичному поживному 

середовищі; 1-контроль без додавання екзогенних БАР, 2- IC 25 мкг/мл; 3-β-

ситостерол 10 мкг/мл;4- IC 50 мкг/мл; 5- β-ситостерол 20 мкг/мл; 6- IC 12,5 мкг/мл 

+ β-ситостерол 5 мкг/мл; 7 - IC 5 мкг/мл + β-ситостерол 2 мкг/мл; 8-IC 0,5 мкг/мл 

+ β-ситостерол 10 мкг/мл 

 

Біосинтез АБК 

Виявлено здатність S. netropsis IMВ Ac-5025 накопичувати АБК за дії 

екзогенного IC і β-ситостеролу в синтетичному поживному середовищі, кількість 

якої коливалась від 0,242 мкг/г АСБ до 0,865 мкг/г АСБ. Накопичення 

фітогормону було найвищим за дії IC 0,5 мкг/мл + β-ситостеролу 10 мкг/мл, що у 

3,6 разів вище контролю. Вірогідно, підвищення рівня біосинтезу антистресового 

фітогормону, за аналогією у рослин, може бути відповіддю стрептоміцетів на 
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стресовий фактор. Крім цього застосування АБК в рослинництві збільшує 

адаптивний потенціал до несприятливих чинників довкілля у останніх, що є 

корисним у праймінг-ефекті рослин (рис. 4.16). 

 

Рис.4.16 Накопичення абсцизової кислоти в біомасі S. netropsis IMВ Ac-5025 

за впливу екзогенного індол-3-карбінолу і β-ситостеролу в синтетичному 

поживному середовищі; 1-контроль без додавання екзогенних БАР, 2- IC 25 

мкг/мл; 3-β-ситостерол 10 мкг/мл;4- IC 50 мкг/мл; 5- β-ситостерол 20 мкг/мл; 6- IC 

12,5 мкг/мл + β-ситостерол 5 мкг/мл; 7 - IC 5 мкг/мл + β-ситостерол 2 мкг/мл; 8-IC 

0,5 мкг/мл + β-ситостерол 10 мкг/мл 

 

Біосинтез стеролів 

За комплексного впливу екзогенних БАР виявлено накопичення сквалену, 

холестеролу, холестеролу, ергостеролу, стигмастеролу, β-ситостеролу, 24-

епібрасиноліду (рис. 4.17). За впливу IC 12,5 мкг/мл + β-ситостерол 5 мкг/мл сума 

стеролів в клітинах стеролів зросла в 1,6 разів. Більшою мірою зростало 

накопичення сквалену – попередника біосинтезу інших стеролів (в 1,8 разів), а 

також стигмастеролу (в 1,3 рази), який також, бере участь в формуванні ліпідних 

рафтів – функціональних мікродоменів в клтинній мембрані бактерій. 

Накопичення 24- епібрасиноліду коливалось від 0,012 до 0,070 мг/г АСБ. 

Наявність в біомасі цієї речовини є важливим з огляду на її роль в індукції 

стійкості рослин до абіотичних стресів [20,17 ]. 
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Рис.4.17 Пул стеролів в біомасі S. netropsis IMВ Ac-5025 за комплексного 

впливу екзогенних IC і β-ситостеролу 

 

Нами показано вперше, що полієнові антибіотики накопичуються в біомасі 

S. netropsis ІМВ Ас-5025 вже на першу добу культивування, що свідчить про їх в 

метаболізмі стрептоміцета. Найбільше полєнових антибіотиків накопичується на 

7 добу культивування в стаціонарну фазу росту. Тому в подальшому для 

з'ясування впливу екзогенних речовин на їх біосинтез – доцільно проводити 

аналіз в стаціонарну фазу росту продуцента. 

Факторний аналіз показав, що накопичення S. netropsis ІМВ Ас-5025 

полієнових антибіотиків має найвищий відсоток кореляції із біосинтезом 

цитокініни – ізопентеніладенозином, ауксином – індол-3-карбінолом і стероїдною 

сполукою – β-ситостеролом.  

Екзогенний ізопентеніладенозин зменшував накопичення полієнових 

антибіотиків і внутріщньоклітинних цитокінінів в обох поживних середовищах. З 

іншого боку, кількість біомаси зростала, що свідчить про позитивну роль 

цитокінінів в в поділі клітин стрептоміцетів. Тому IPAR в досліджуваних 
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концентраціях можна використовувати лише для накопичення біомаси, а не 

підвищення рівня біосинтезу полієнових антибіотиків чи цитокінінів. Екзогенний 

індол-3-карбінол збільшував накопичення полієнових антибіотиків в біомасі 

S. netropsis IMВ Ac-5025 в обох поживних середовищах. Їх сума збільшилась в 2,9 

разів в синтетичному і в 1,9 разів – в органічному поживних середовищах за 

оптимальних концентрацій речовини. Виявлено збільшення накопичення пулу 

внутрішньоклітинних ауксинів в 2 і 3,9 разів за оптимальних концентрацій у 

відповідному поживному середовищі Ймовірно, екзогенне додавання речовини 

спричиняє збільшення пулу індольних кілець, які використовуються для побудови 

молекули полієнового антибіотику і біосинтезу ауксинів, тому накопичення обох 

класів сполук зростало. Збільшилось і накопичення цитокінінів в клітинах 

стрептоміцета у 2,8 і 5,6 разів відповідно, що підтверджує участь ауксинів в 

регуляції  біосинтезу цитокінінів. Збільшення накопичення рістрегулювальних 

речовин в біомасі продуцента є важливим прикладним аспектом у зв’язку з їх 

властивістю регулювати ріст і розвиток рослин і участі в праймінг-ефекті.  

Додавання β-ситостеролу в середовище культивування викликає надсинтез 

полієнових антибіотиків і їх виведення з клітин, що показано вперше для 

S .netropsis ІМВ Ac-5025. В біомасі стрептоміцета виявлено сквален, ергостерол, 

холестерол, стигмастерол, β-ситостерол і 24-епібрасинолід. Сума стеролів 

збільшилась в 2,8 разів за дії оптимальної концентрації екзогенної речовини. 

Виявлено концентрації екзогенних індол-3-карбінолу і β-ситостеролу, які в 

умовах комплексної дії збільшують накопичення полієнових антибіотиків за 

культивування штаму в синтетичному поживному середовищі. За різних 

комбінацій концентрацій екзогенних БАР змінювалось і співвідношення фракцій 

полієнових антибіотиків як в культуральній рідині, так і в біомасі, які характерні 

для штаму продуцента, що свідчить про їх вплив на формування спряжених 

зв’язків в молекулах полієнів і, відповідно, їх біологічну активність. З'ясовано 

концентрацію екзогенного індол-3-карбінолу– 50 мкг/мл, за якої відбувається 

зміна направленості метаболічних реакцій: блокування біосинтезу пігменту, 
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характерного для штаму і пригнічення накопичення полієнових антибіотиків.За 

цієї ж концентрації зростав біосинтез внутрішньоклітинних ауксинів і цитокінінів.  

Отримані результати підтверджують результати факторного аналізу, що 

дозволяє використовувати його як метод теоретичного прогнозування. Ці знання є 

важливи для розуміння складних взаємозв’язків біосинтезу різних класів 

вторинних метаболітів стрептоміцетів і надає можливість створювати в одному 

біотехнологічному процесі біопродукти із заданими властивостями. Для захисту 

від фітопатогенів – вадливо збільшувати вміст антибіотиків в біопродукті, для 

стимуляції росту і розвитку рослин – регулювати кількість ауксинів і цитокінінів, 

для збільшення стійкості до абіотичних стресів – регулювати біосинтез стеролів і 

АБК.  

Основні положення розділу викладено у наукових працях розділу 3 [7 ,8, 10].   
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РОЗДІЛ 5 КОМПЛЕКСНІ БІОПРЕПАРАТИ НА ОСНОВІ 

МЕТАБОЛІТІВ ҐРУНТОВИХ СТРЕПТОМІЦЕТІВ В ПРАЙМІНГ-

ЕФЕКТІ РОСЛИН 

 

Розвиток біологічного захисту рослин як в Україні, так і за кордоном, – 

важлива наукова і виробнича проблема, від успішного вирішення якої багато у 

чому залежить рівень конкурентоспроможності агропродукції на світовому, 

європейському та внутрішньому ринках і збереження довкілля. Аналіз сучасного 

стану досліджень біосинтетичної здатності мікроорганізмів свідчить про 

актуальність використання синтезованого S. netropsis IMВ Ac-5025 комплексу 

біологічно активних речовин в праймінгу рослин для забезпечення сталого 

розвитку агроекосистем. Ґрунтові стрептоміцети, які становлять мажорну ланку 

мікробіоценозу, відіграють важливу роль у підтриманні біогеохімічного циклу. 

Колонізація ризосфери стрептоміцетами визначається складом рослинних 

ексудатів і наявності в них спеціальних сигнальних молекул [1]. 

Широке використання метаболітів стрептоміцетів в агроекосистемах 

зумовлено їх здатністю пригнічувати розвиток фітопатогенів і фітопаразитів, 

забезпечувати стійкість рослин до абіотичних стресів, зменшують фітопатогенне 

навантаження на рослину, сприяють покращенню фітосанітарних показників 

ґрунту. Фітогормони регулюють ріст і розвиток рослин, сприяють покращенню їх 

продуктивності захищають від стресу. Стрептоміцети запускають реакції 

системної стійкості рослин до фітопатогенів і абіотичних факторів довкілля 

(праймінг-ефект). Застосування метаболічних біопрепаратів, розроблених на 

основі ґрунтових стрептоміцетів, є перспективним для підвищення стійкості 

рослин до фітопатогенів та абіотичних стресів, включаючи зменшення 

негативного впливу пестицидів [2]. 

Співробітники Інституту мікробіології і вірусології ім. Д. К. Заболотного 

НАН України розробили інноваційні біопрепарати Аверком і Фітовіт на основі 

метаболітів грунтових стрептоміцетів з фітостимулювальною, 

рістрегулювальною, антистресовою та адаптогенною дією. Аверком - біопрепарат 
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на основі метаболітів S. avermitilis ІМВ Ас-5015, взятий в експеримент для 

порівняння як позитивний контроль. Фітовіт – створено на основі метаболітів 

S. netropsis ІМВ Ас-5025. Зазначені інноваційні мікробні біопрепарати призначені 

для сучасних передових технологій вирощування органічної продукції і мають 

ряд переваг, таких як специфічність дії, висока активність до фітопатогенів і 

шкідників за низьких концентрацій. В їх основі лежить механізм індукція 

природньої стійкості рослин. В результаті застосування інноваційних мікробних 

біотехнологій в агротехнологіях розвивається системна пролонгована 

резистентність рослин. Крім того, за рахунок включення власних захисних 

механізмів малоймовірною є адаптація фітопатогенів до імунізованих рослин [3]. 

Вище зазначені метаболічні біопрепарати впливають на системну стійкість 

рослин, в тому числі на молекулярно-генетичному рівні. Формування захисних 

реакцій рослин починається із включення різних сигнальних систем, які 

передають еліситорні месенджери на геном [4]/  

 

5.1 Ефективність застосування комплексних біопрепаратів на основі 

метаболітів ґрунтових стрептоміцетів для отримання рослин-

регенерантів томату Lycopersicon esculentum Mill. сорту Лагідний, 

стійких до нематод 

5.1.1 Стійкість  рослин-регенерантів томату L. esculentum Mill. сорту 

Лагідний 1-го покоління, отриманих in vitro до нематодноії інвазії, 

урожайність і чисельність мікроорганізмів в їх ризосфері  

Томати є комерційно корисною сільськогосподарською рослиною. В 

отриманні високих та якісних урожаїв перешкодою є їх низька толерантність до 

фітопатогенних бактерій, грибів і паразитів. Одним із розповсюджених 

шкодочинних факторів, які спричиняють втрати урожаю і розвиток змішаних 

інфекцій: міконематодозів, бактеріо-міко-нематодозів, є паразитичні нематоди. 

Ознаками ураження є множинні деформації; інгібування цвітіння і плодоношення; 

зменшення стійкості до патогенів; загибель молодих рослин. Тому ефективним є 
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комплексний підхід, який включатиме ефективні агротехнічні прийоми, в тому 

числі ті, що сприятимуть збільшенню стійкості рослин до ураження 

фітогельмінтами [5, 6]. У зв’язку з вище зазначеним, перспективним є вирощених 

в умовах in vitro калусних культур томатів на живильному середовищі з 

додаванням біологічно активних речовин, синтезованих ґрунтовими 

стрептоміцетами для отримання рослин-регенерантів, стійких до нематодного 

ураження і фітопатогенів. 

Стійкість рослин-регенерантів до нематодної інвазії 

Досліджено вплив метаболічного біопрепарату Фітовіт на чисельність 

паразитичних фітонематод в коренях рослин-регенерантів томату сорту Лагідний 

L. esculentum Mill. у вегетаційних умовах. Аверком взято як позитивний контроль, 

оскільки він характеризується високою нематоцидною активністю. Дослідні 

рослини вирощували на високому нематодному фоні. Так, щільність популяцій 

Ditylenchus dipsaci становила 336 -978 особин на 100 см
3
 ґрунту, Paratylenchus 

nanus – 23-63, Tylenchorhynchus dubius – 68- 195, Helicotylenchus dihystera – 12-

261, Meloidogyne sp. – 5-14, Pratylenchus pratensis – 174 - 326, Heterodera schachtii 

– 1-8.  

Нематологічний аналіз показав зменшення нематодної інвазії рослин 

порівняно з позакореневою зоною, що вказує на підвищення стійкості рослин-

регенерантів, вирощених in vitro з додаванням біопрепаратів. У варіантах, 

отриманих на поживних середовищах з додаванням 25 мкл/л і 75 мкл/л Аверкому, 

і 50 мкл/л Фітовіту кількість паразитичних нематод у коренях не перевищувала 

10% порівняно з позакореневою зоною. У коренях контрольних рослин-

регенерантів щільність популяції паразитичних фітонематод була значно вищою і 

складала 28 % порівняно з показником у позакореневій зоні. Найвищу 

резистентність до нематодної інвазії виявлено у варіантів, отриманих на 

поживному середовищі з додаванням 75 мкл/л і 100 мкл/л Аверкому, ефективність 

застосування яких складала 95,8 %, 98,9 % і 50 мкл/л Фітовіту – з 25,5 % 

ефективності. Щільність популяцій мікогельмінтів і сапробіонтних фітонематод 
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на коренях, які не завдають шкоди рослинам коливалась від 1 до 15 особин/10 г 

коренів. (табл. 5.1).  

Таблиця 5.1.  

Чисельність паразитичних фітонематод у коренях рослин-регенерантів 

томату L. esculentum Mill. сорту Лагідний, отриманих in vitro із застосуванням 

біопрепаратів на основі метаболітів ґрунтових стрептоміцетів та вирощених в 

умовах теплиці на природному інвазійному фоні 

Варіанти 

Чисельність фітонематод у коренях дослідних рослин 

Фітогельмінти 

Мікогельмінти, 

особини/10 г 

коренів 

Сапробіонти, 

особини/10 г 

коренів 

Чисельність 

відносно 

позакореневої 

зони, % 

Ефективність 

застосування 

біопрепаратів, % 

Контроль 1* 27,9 Без застосування  20±1,5 45±2,2 

Контроль 2** 28,0 Без застосування 15±1,3 49±2,3 

Аверком, (25 

мкл/л)*** 

8,0 89,4 1±0,3 2±0,5 

Аверком, (75 

мкл/л)*** 

10,0 95,8 4±0,7 20±1,5 

Аверком, (100 

мкл/л)*** 

20,0 98,9 1±0,30,3 3±0,6 

Фітовіт, (50 

мкл/л)*** 

7,2 25,5 1±0,3 30±1,8 

Фітовіт (75 

мкл/л)*** 

15,6 21,0 12±1,2 18±1,4 

*Примітка: Контроль 1* – рослини, вирощені з насіння в вегетаційних 

умовах, Контроль 2** – рослини-регенеранти, отримані in vitro без застосування 

мікробних біопрепаратів; *** – рослини-регенеранти отримані з застосуванням 

мікробних біопрепаратів. 



126 
 

У рослин-регенерантів томату, отриманих в умовах in vitro з додаванням 

біопрепаратів Фітовіту і Аверкому і вирощених в умовах теплиці на природному 

інвазійному фоні, спостерігали збільшення довжини стебла до 40 %  порівняно з 

аналогічними показниками рослин томату, вирощених з насіння (контроль 1), та 

до 30 % відповідно, порівняно з аналогічними показниками рослин-регенерантів 

томату, отриманих in vitro без додаванням біопрепаратів (контроль 2). Висота 

стебла варіювала від 46 до 63 см і була найвищою за впливу 75 мкл/л Фітовіту, що 

становить 140 % і 129 % від відповідних контролів, що свідчить про 

рістстимулювальну дію біопрепарату. Серед дослідних концентрацій Аверкому, 

найбільшу довжину стебла спостерігали за впливу 100 мкл/л, що становить 122 % 

і 114 % відповідно до контролей (табл.5.2).  

Аналіз урожайності показав, що загальна кількість плодів з рослини 

варіювала від 29 до 40 і була найбільшою за дії, 75 мкл/л Фітовіту, що становить 

138 % і 200 % від відповідних контролей. Маса плодів з рослини змінювалась від 

678,8 г до 2481,0 г, і була найвищою за пливу 75 мкл/л Фітовіту, що становить 

365,6 % і 332,8 % від контролей. За дії 100 мкл/л Аверкому спостерігалось 

збільшення загальної кількості плодів на 90 % і 130 %, маса плодів з рослини 

збільшилась і становила 176 % і 160 % від контролей. Підвищення урожайності за 

дії біопрепаратівсвідчить про праймінг-ефект (табл.5.2). 
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Таблиця 5.2  

Морфометричні параметри і урожайність рослин-регенерантів томату 

L. esculentum Mill. сорту Лагідний, отриманих in vitro на поживному 

середовищі з додаванням метаболічних біопрепаратів та вирощених у 

вегетаційних умовах на природному інвазійному фоні 

Варіант 

досліду 

Висота 

рослин, см 

Висота 

рослин, % 

від 

контролю 

1* 

Висота 

рослин ,% 

від 

контролю 

2** 

Загальна 

кількість 

плодів, шт  

Маса 

плодів з 

рослини, г 

Контроль 1* 46±2,2 100 94 19±1,5 496,,8±7,4 

Контроль 2** 49±2,3 106 100 20±1,5 745,7±9,1 

Аверком, 25 

мкл/л*** 

46±2,2 100 96 14±1,2 522,7±7,6 

Аверком,75 

мкл/л*** 

50±2,4 109 102 23±1,6 1222,8±11,7 

Аверком,100 

мкл/л*** 

56±2,5 122 114 26±1,7 1194,0±11,5 

Фітовіт,50 

мкл/л*** 

54±2,4 117 110 20±1,5 1114,2±11,1 

Фітовіт,75 

мкл/л*** 

63±2,6 140 129 40±2,1 2481,9±16,6 

*Примітка: Контроль 1* – рослини, вирощені з насіння в вегетаційних 

умовах, Контроль 2** – рослини-регенеранти, отримані in vitro без застосування 

мікробних біопрепаратів; *** – рослини-регенеранти отримані з застосуванням 

мікробних біопрепаратів. 
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5.1.2 Стійкість рослин-регенерантів томату L. esculentum Mill. сорту 

Лагідний 2-го покоління, отриманих in vitro до нематодноії інвазії, їх 

урожайність і чисельність мікроорганізмів їх ризосфері  

Стійкість рослин-регенерантів нематодної інвазії 

Нематологічний аналіз ризосфери рослин-регенерантів томату сорту 

Лагідний L. esculentum Mill на природному інвазивному фоні показав наявність в 

ґрунті фітогельмінтів, таких як: Ditylenchus dipsaci, Pratylenchus pratensis, 

Tylenchorhynchus dubius, Helicotylenchus dihystera, Paratylenchus nanus, Longidorus 

elongates і сапробіонтів. Загальна кількість фітогельмінтів у прикореневому ґрунті 

рослин-регенерантів коливалсь від 38 до 240 особин/100 см
3
. За дії 100 мкг/мл 

Аверкому цей показник становив 15,8 % порівняно з рослинами-регенантами, 

отриманих in vitro без додавання біопрепаратів, за дії Фітовіту нематод не 

ураження також знизилося і становило 62 % і 45% в концентраціях 50 і 75 мкг/мл.  

Роль нематод в комплексі «рослина-хазяїн- патоген - нематода» двояка. З 

одного боку нематоди виступають переносниками і інокуляторами патогенної 

мікробіоти, яку вони здатні переносити на своєму тілі і в кишечнику від рослини 

до рослини, з іншого боку – нематоди різних екологічних груп використовують 

мікроміцетів в якості джерела живлення, що є одним із напрямків біологічного 

методу боротьби з мікозами рослин. Так, наприклад, взаємодія мікогельмінтів і 

мікроміцетів може бути антагоністичною або трофічною, в результаті чого 

знижується чисельність патогенних мікроміцетів [10]. Чисельність мікогельмінтів 

в ризосфері рослин була найвищою за дії 75 мкл/л Фітовіту, що у 2,2 і 2,1 разів 

вище відповідно до контролей. Це створює передумови для покращення 

фітосанітарного стану ґрунту. 

В ризосфері рослин також містяться сапробіонти – організми, що живляться 

органічною речовиною, сприяють її мінералізації і не завдають шкоди рослинам. 

Біопрепарати не знижували чисельність сапробіонтів в ризосфері дослідних 

рослин (табл.5.3). 
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Таблиця 5.3 

Щільність популяцій нематод у ризосфері рослин-регенерантів томату 

L  esculentum Mill. сорту Лагідний 2-го покоління, отриманих in vitro з 

використанням біопрепаратів та вирощених в вегетаційних умовах на природному 

інвазійному фоні 

Групи та види 

нематод 

  

Кількість нематод в 100 см
3 
ґрунту у варіантах досліду 

Контроль 

1* 

Контроль 

2** 

Аверком, 

100 

мкг/мл*** 

Фітовіт, 50 

мкл/л*** 

Фітовіт, 75 

мкл/л*** 

Фітогельмінти, 153±4,1 240±5,2 38±2,1 149±4,1 

 

108±3,4 

Ditylenchus 

dipsaci 14±1,2 12±1,2 - - 

 

18±1,4 

Pratylenchus 

pratensis 14±1,2 84±3,1 13±1,2 27±1,7 

 

36±2 

Tylenchorhynchus 

dubius 83±3 120±3,7 25±1,7 95±3,2 

 

36±2 

Helicotylenchus 

dihystera 14±1,2 12±1,2 - 27±1,7 

 

18±1,4 

Paratylenchus 

nanus 14±1,2 12±1,2 - - 

 

- 

Longidorus 

elongatus 14±1,2 - - - 

 

- 

Мікогельмінти 167±4,2 168±4,3 189±4,6 190±4,6 

 

360±6,3 

Сапробіонти 264±5,4 444±7 680±8,7 1238±11,7 

 

648±8,5 

*Примітка: Контроль 1* – рослини, вирощені з насіння в вегетаційних 

умовах, Контроль 2** – рослини-регенеранти, отримані in vitro без застосування 

мікробних біопрепаратів; *** – рослини-регенеранти отримані з застосуванням 

мікробних біопрепаратів. 
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Біопрепарати Аверком і Фітовіт 50 і 75 мкл/л показали високу біологічну 

ефективність до фітогельмінтів (в тому числі до Ditylenchus dipsaci, Pratylenchus 

pratensis, Helicotylenchus dihystera, Paratylenchus nanus) рослин-регенерантів 

84,92 %, 40,87 % і 57,14 %. Ефективність біопрепаратів в досліджуваних 

концентраціях щодо Paratylenchus nanus становила 100%. Це показує можливість 

їх застосування для отримання стійких ліній рослин до фітонематод з 

пролонгованим ефектом (табл.5.4). 

Таблиця 5.4 

Біологічна ефективність використання метаболічних біопрепаратів для 

отримання в умовах in vitro рослин-регенерантів томату L. esculentum Mill. сорту 

Лагідний 2-го покоління до фітонематод і вирощених у вегетаційних умовах  

Групи та види 

нематод 

Біологічна ефективність варіантів, % 

Контроль 

калус 

Контроль 

насіння 

Аверком, 

100 мкл/л 

Фітовіт, 

50 мкл/л 

Фітовіт, 

75 мкл/л 

Фітогельмінти, 39,29 4,76 84,92 40,87 57,14 

в т.ч. Ditylenchus 

dipsaci 

Не 

виявлено 
7,69 100 100 

Не 

виявлено 

Pratylenchus 

pratensis 
90,41 42,47 91,10 81,51 75,34 

Helicotylenchus 

dihystera 
65,00 70,00 100 32,50 55,00 

Paratylenchus 

nanus 
65,00 70,00 100 100 100 

 

Урожайність і ураженість плодів. 

Аналіз результатів урожайності рослин-регенерантів томату сорту Лагідний в 

вегетаційних умовах показав, що ефективність біопрепаратів Фітовіт і Аверком 

зберігається в часі. Так, найбільша урожайність томатів зберігалась за дії 75мкл/л 

Фітовіту, що у 5,1 разів вище від контрольних рослин, вирощених з насіння і у 1,8 

вище від рослин-регенерантів, отриманих in vitro без застосування біопрепаратів. 



131 
 

За цієї ж концентрації біопрепарату були відсутні плоди, уражені бактеріозами чи 

мікозами, коли у контрольних варіантах їх кількість становила 4 і 3 відповідно. 

Таким чином, метаболічні біопрепарати запускають в рослині прологовану 

стійкість. Середня вага плодів була найвищою за дії 75 мкл/л Фітовіту, що у 1,5 і 

1,3 разів вище від контрольних варіантів відповідно (табл.5.5) [8,9]. 

Таблиця 5.5 

Урожайність рослин-регенерантів томату 2-го покління L. esculentum Mill. 

сорту Лагідний, отриманих in vitro з використанням метаболічних 

біопрепаратів та вирощених в вегетаційних умовах  

Варант/показник 

Кількість 

плодів, 

шт 

Кількість 

плодів, % 

від 

контролей 

1 і 2 

Кількість 

уражених 

плодів, 

шт 

Кількість 

уражених 

плодів, % 

від 

контролей 

1 і 2 

Середня 

вага 

плодів, г 

Середня 

вага 

плодів, % 

від 

контролей 

1 і 2 

Контроль 1 * 7±0,9 100 4±0,7 100 
23,36 

±1,7 
100 

Контроль 2** 20±1,5 100 3±0,6 100 26,36±1,8 100 

Аверком,100 

мкг/мл*** 
28±1,8 

400* і 

140** 
1±0,3 

25* і 

33,3** 
28,53±1,5 

122* і 

108** 

Фітовіт, 50 

мкл/л*** 
33±1,9 

471* і 

165** 
0 0 33,28±1,9 

142* і 

126** 

Фітовіт, 75 

мкл/л*** 
36±2 

514* і 

180** 
0 0 35,03±1,9 

150* і 

133** 

*Примітка: Контроль 1* – рослини, вирощені з насіння в вегетаційних 

умовах, Контроль 2** – рослини-регенеранти, отримані in vitro без застосування 

мікробних біопрепаратів; *** – рослини-регенеранти отримані з застосуванням 

мікробних біопрепаратів. 
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Використання біотехнологій є екологічно безпечною альтернативою 

хімічним пестицидам, які є токсичними і забруднюють навколишнє середовище 

небезпечними продуктами розпаду. Отримані нами дані щодо біосинтезу 

широкого спектру БАР S. netropsis ІМВ Ас-5025, в тому числі полієнових 

антибіотиків, створюють наукове підґрунтя для розробки стратегії створення 

комплексних метаболічних біопродуктів, де за одного біотехнологічного процесу 

продукту можливо накопичити різні класи метаболітів, які забезпечують 

фітозахисну, рістстимулювальну і адаптогенну дію. Крім того, вони покращують 

фітосанітарний стан агробіоценозу, оптимізують біогеохімічні цикли, сприяють 

деструкції токсичних сполук, що в результаті призводить до збереження, 

підтримання, покращення родючості ґрунту і його біоремедіації. Метаболічні 

біопрепарати впливають на чисельність і склад мікробних асоціацій ризосфери 

рослин: покращують їх біохімічну активність, ініціюють біосинтез ними БАР, 

підвищують здатність мікробіоти продукувати антибіотичні речовини проти 

фітопатогенів, посилюють резистентність мікробних угруповань до стресових 

факторів. [1,3]. 

В ході дослідження проаналізовано вплив біопрепаратів Фітовіт і Аверком на 

основі метаболітів ґрунтових стрептоміцетів на чисельність і співвідношення 

основних еколого-трофічних груп мікроорганізмів в ризосфері рослин-

регенерантів томату L. esculentum Mill сорту Лагідний і рослин, вирощених з 

насіння в вегетаційних умовах на природному інфекційному наприкінці 

вегетаційного періоду. Для аналізу були взяті концентраціі Фітовіту і Аверкому, 

за яких урожайність досліджуваних рослин була найвищою: 75 мкл/л і 50 мкл/л 

відповідно.  

У складі мікробних угруповань у значних кількостях представлені 

мікроорганізми, що беруть активну участь у трансформації сполук вуглецю 

(педотрофи, органотрофи, амілолітики, целюлозолітики), азоту (азотфіксатори), 

фосфору (фосфатмобілізатори), а також целюлозоруйнівні мікроорганізми, які в 

біоценозах здійснють декструкцію біополімерів – целюлози, геміцелюлози тощо 

(табл.5.6).  
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Азотфіксувальні мікроорганізми більш активно розвивались у ризосфері 

рослин-регенерантів, отриманих на поживних середовищах, які містили 75 мкл/л 

Аверкому і 75 мкл/л Фітовіт. За дії Фітовіту кількість азотфіксувальних 

мікроорганізмів була найвищою і становила 57,3·10
6
 КУО, що перевищувало 

значення у контрольних варіантах у 2,9 і 2,3 рази відповідно. За дії Аверкому їх 

чисельність становила 46,2·10
6
 КУО і була у 2,3 рази вищою за контрольний 

варіант рослин, вирощених з насіння і у 1,9 разів вищою за контрольний варіант 

рослин-регенерантів, отриманих в умовах in vitro.  

У ризосфері рослин-регенерантів, отриманих на поживних середовищах, які 

містили метаболіти ґрунтових стрептоміцетів, відбулась активація розвитку 

фосфатмобілізувальних мікроорганізмів, чисельність яких за дії Фітовіту була у 

10,3 і 9,5 разів вищою за аналогічний показник у контрольних рослин, за дії 

Аверкому була більшою у 7 і 6,5 разів відповідно.  

Розкладання целюлози, яка є домінуючим компонентом ґрунтової органічної 

речовини, рослинних залишків і добрив, є одним із основних ланок в ланцюгу 

перетворень органічних речовин ґрунту. Крім цього, з процесом деструкції 

целюлозних компонентів прямо пов’язано утворення гумусових речовин ґрунту і 

формування його структури. Чисельність целюлозоруйнівних мікроорганізмів 

варіювала незначною мірою і була найвищою за дії Фітовіту. 

 На етапі побудови алгоритму проведення оцінки стану ґрунту, передусім 

визначають еколого-фізіологічні індекси, які показують переважання тих чи 

інших мікробіологічних процесів, дозволяють прослідкувати за особливістю 

взаємодії окремих фізіологічних груп мікроорганізмів, які беруть участь в 

загальному процесі розкладання органічної речовини ґрунту.  

Індекс педотрофності Нікітіна показує ступінь розвитку автохтонних 

мікроорганізмів, а також тих, які беруть участь в новоутворенні гумусових 

сполук, спорідненість неспецифічної органічної речовини ґрунту до вихідної 

речовини ґрунту – гумусу. Значення індексу більше одиниці характеризує 

відновлення гумусу і наближення властивостей ґрунту до цілинних земель. 

Найвище значення показника було характерним для рослин-регенерантів томату 
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сорту Лагідний, вирощених на поживному середовищі з додаванням 75 мкл/л 

Фітовіту, проте у варіанті з 75 мкл/л Аверкому він також був вище 1 (табл.5.7). У 

ризосфері контрольного варіанту рослин, вирощених з насіння, він становив 0,55, 

а у рослин регенератів без додавання біопрепаратів – 0,59. Це свідчить про 

позитивну роль метаболічних біопрепаратів в збагаченні ґрунту доступними для 

рослин органічними речовинами. 

Величина індексу оліготрофності Арістовської більше одиниці свідчить про 

несприятливі деградаційні процеси в грунті і показує активність оліготрофної 

частини мікробіоценозу ґрунту. За впливу Фітовіту і Аверкому він знижувався, і 

становив 0,33 і 0,45, тоді як у контрольних варіантах індекс становив 0,67 і 0,56 

відповідно.  

Індекс мінералізації і іммобілізації визначається відношенням чисельності 

мікроорганізмів, що мінералізують азот, до чисельності мікроорганізмів, що 

розкладають органічні азотисті речовини з виділенням аміаку. Значення 

коефіцієнту більше 1 свідчать про підсилення процесів мінералізації органічних 

речовин, а менше 1 – про послаблення. У контрольних варіантах ця величина 

становила 0,52 і 0,61 відповідно, і була нижчою за впливу біопрепаратів: 0,24 у 

варіанті із застосуванням Фітовіту і 0,18 – Аверкому, що свідчить про достатню 

кількість органічної речовини в грунті і є характерним для завершення 

вегетаційного періоду, коли велика кількість рослинної біомаси надходить в 

грунт. 
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Таблиця 5.6 

Чисельність мікроорганімів у ризосфері рослин-регенерантів томату і рослин, 

вирощених з насіння L. esculentum Mill. сорту Лагідний та у вегетаційних на 

природному інвазійному фоні 

Фізіологічна група 

мікроорганізмів, КУО/1 

г АСҐ 

Контроль* Контроль** 
Аверком, 75 

мкл/л*** 

Фітовіт, 75 

мкл/л*** 

Амоніфікатори, млн 16,4±1,45 10,4±1,1 163,0±4,3 303±5,8 

Педотрофи, млн 9,1±1 6,1±0,8 184,1±4,5 460±7,1 

Амілолітичні, млн 8,6±1 6,4±0,8 40,4±2,1 86±3,1 

Фосфатмобілізатори 12,3±1,2 13,3±1,2 86±3,1 126,8±3,8 

Азотфіксатори, млн 19,9±1,5 24,4±1,6 46,2±2,3 57,3±2,5 

Оліготрофи, млн 5,8±0,8 3,6±0,6 18,1±1,4 28,6±1,8 

Целюлозолітики, тис 243,6±21,8 221,8±18,2 253±5,3 262±5,4 

*Примітка: Контроль 1* – рослини, вирощені з насіння, Контроль 2** – 

рослини-регенеранти, отримані in vitro на поживному середовищі без 

застосування метаболічних біопрепаратів; *** – рослини-регенеранти отримані in 

vitro на живильному середовищі із додаванням метаболічних біопрепаратів. КУО 

– колонієутворююча одиниця, АСҐ – абсолютно сухий ґрунт. 
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Таблиця 5.7 

Еколого-трофічні коефіцієнти ґрунту у ризосфері рослин-регенерантів 

томату і рослин, вирощених з насіння (L. esculentumMill.) сорту Лагідний у 

вегетаційних умовах на природному інвазійному фоні 

Досліджуваний варіант 

Індекс 

педотрофності 

Нікітіна 

 

Індекс 

оліготрофності 

Арістовської 

 

Індекс 

мінералізації і 

іммобілізації 

Мішустіна 

Контроль* 0,55 0,52 0,52 

Контроль** 0,59 0,61 0,61 

Аверком, 50 мкл/л*** 1,13 0,24 0,24 

Фітовіт, 75 мкл/л*** 1,52 0,18 0,18 

*Примітка: Контроль 1* – рослини, вирощені з насіння, Контроль 2** – 

рослини-регенеранти, отримані in vitro на живильному середовищі без 

застосування метаболічних біопрепаратів; *** – рослини-регенеранти отримані in 

vitro на живильному середовищі із додаванням метаболічних біопрепаратів. КУО 

– колонієутворююча одиниця, АСҐ – абсолютно сухий ґрунт. 

 

5.2 Комплексні рішення щодо застосування новітніх біопрепаратів в 

агробіоценозах  

Розвиток біологічного захисту рослин в Україні в умовах техногенного 

навантаження – важлива наукова і виробнича проблема, яка визначає збереження 

довкілля і рівень конкурентоспроможності агропродукції на світовому та 

внутрішньому ринках. В Україні зростає попит на використання мікробних 

біопрепаратів для рослинництва у зв’язку з тим, що вони екологічно безпечні, не 

забруднюють довкілля та мають багатовекторний позитивний ефект на рослини. 

Застосування спектру екологічних біопрепаратів комплексної дії дає можливість 

покращити якість рослинної продукції, стабілізувати функціонування 

мікробіоценозу та агроекосистем [7].  
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Сумісне застосування біопрепаратів з хімічними засобами в інтегрованих 

схемах захисту рослин підсилювало захисний ефект від патогенів, сприяло 

підвищенню врожаю і зменшувало негативний ефект агрохімікатів на нецільові 

об’єкти (корисну мікробіоту ґрунту). Так, за наведеною на рис. 5.1 схемою 

застосування новітніх біопрепаратів у поєднанні із засобами захисту рослин при 

вирощуванні соняшника гібриду НК Конді у Черкаській обл. за посушливих умов 

2018 р. урожайність соняшника була 35 ц/га, що на 13 % більше, ніж за загально 

прийнятою технологією вирощування.  

 

Рис. 5.1 Вирощування соняшника гібриду НК Конді із застосування новітніх 

біопрепаратів із пестицидами у посушливих умовах (Черкаська обл.) 

 

За схемою застосування новітніх біопрепаратів, відображеної на рис. 5.2, 

комплексно із пестицидами за вирощування кукурудзи гібриду ДКС-4082 

(Черкаська обл.) за посушливих умов 2018 р. урожайність зрідженої на 20 % 

кукурудзи була 100 ц/га, що на 23,4 % більше ніж за використання загально 

прийнятої агротехнології.  
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Рис. 5.2 Вирощування кукурудзи гібриду ДКС-4082 за застосування новітніх 

біопрепаратів із пестицидами у посушливих умовах 2018 року (Черкаська обл.) 

За запропонованими схемами вирощуванні приріст урожаю по соняшнику 

становив 13 %, по кукурудзі – 23,4%, при цьому витрати скоротились на 3 тис грн 

у розрахунку на 1 га (табл.5.8) [5]. 

Таблиця 5.8 

Економічна ефективність застосування метаболічних біопрепаратів за 

запропонованою схемою в польови умовах 

Показник 
Соняшник (гібрид 

НК Конді) 

Кукурудзи (гібрид 

ДКС-4082) 

Урожайність в контролі (схема 

господарства), ц/га 
31±1,9 81±3 

Урожайність в досліді (запропонована 

схема), ц/га 
35±2 100±3,3 

Приріст урожаю в досліді ,% 13±1,2 23,4±1,6 

Вартість агроприйомів на 1/га в 

контролі, грн 
8000±29,8 12000±36,5 

Вартість агроприйомів на 1/га в 

досліді, грн 
5000±23,6 9000±31,6 
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Біопрепарати на основі метаболітів ґрунтових стрептоміцетів Фітовіт і 

Аверком зменшують щільність популяцій нематод в коренях рослин-регенерантів 

томату L. esculentum Mill. сорту Лагідний в вегетаційних умовах, що є новим 

напрямком для отримання стійких до паразитичних нематод рослин. За їх впливу 

покращуються морфомотеричні параметри (висота стебла) рослин-регенерантів, 

урожайність (загальна кількість і середня вага плодів і зменшується їх ураження). 

Це пов’язано з індукцією системної стійкості рослин, яку індукують речовини-

еліситори і ріст регулювальною дією фітогормонів ґрунтових стрептоміцетів. 

Така стійкість є пролонгованою, що підтверджено нематологічнми дослідження 

ґрунту і коренів рослин регенерантів томату сорту Лагідний 2 покоління. 

Біопрепарати Аверком і Фітовіт в оптимальних концентраціях показали високу 

біологічну ефективність по відношенню до таких фітогельмінтів: Ditylenchus 

dipsaci, Pratylenchus pratensis, Helicotylenchus dihystera, Paratylenchus nanus. 

Внесення метаболічних біопрепаратів в поживне середовища, на якому 

вирощують рослини регенеранти томату росту Лагідний в умовах in vitro, 

покращує спрямованість мікробіологічних процесів в ґрунті. Так, відбувається 

збільшення чисельності агрономічно корисних мікроорганізмів: азотфікувальних, 

фосфатмобілізувальних тощо в ризосфері дослідних рослин.  

Комплексне застосування інноваційних мікробних біопрепаратів на основі 

метаболічних комплексів стрептоміцетів має комбіновану багатовекторну 

біологічну активність, зумовлену як прямою діє на інфекційні агенти завдяки 

різним класам антибіотиків, так і опосередкованим впливом метаболітів з 

еліситорними властивостями. Комплексне застосування Фітовіту і Аверкому за 

попоказали підвищення урожайності і зменшення собівартості за вирощування 

кукурудзи гібриду ДКС-4082 і соняшника гібриду НК Конді в польових умовах. 

За запропонованими схемами вирощування приріст урожайності по соняшнику 

становив 13 %, по кукурудзі – 23,4% порівняно зі схемою господарства 

.  
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Узагальнення результатів дослідження 

Впродовж останніх років актуальним є вивчення біосинтетичної здатності 

стрептоміцетів, які синтезують широкий спектр біологічно активних речовин 

(БАР) і проявлять фунгіцидну, бактерицидну, нематоцидну дію, чинять 

фітозахисний і рістстимулювальний ефект щодо рослин. Вивчення кореляційної 

залежності між шляхами біосинтезу антибіотиків і інших класів БАР ґрунтовими 

стрептоміцетами на сьогодні є мало вивченим питанням. Нові експериментальні 

дані дають змогу розширити фундаментальні знання щодо взаємозв’язку 

біосинтетичних шляхів різних класів метаболітів, ланки яких не перетинаються 

[1]. Актуальним є пошук механізмів підвищення і можливостей регулювання 

біосинтетичних процесів в біотехнологіях. Аналіз літературних данихпоказує, що 

навіть для накопичення одного класу метаболітів необхідно враховувати ряд 

чинників, таких як умови культивування, вплив речовин-попередників біосинтезу 

і екзогенних регуляторних сполук. Тому успіхи, досягнуті в галузі біосинтезу 

різних класів антибіотиків тісно пов’язані з розвитком фізіолого-біохімічних 

знань, які дають можливість виявити і реалізувати всі потенційні можливості 

продуцента, закладені в геномі [2-4].  

На сьогодні мало дослідженим залишається питання впливу метаболітів, які 

впливають на продукцію полієнових антибіотиків ґрунтовими стрептоміцетами. В 

літературі є дані щодо ролі речовин-попередників (наприклад, амінокислот) і 

умов культивування (підбір оптимального складу поживного середовища і 

технічних умов – способу культивування, аерації, температурного режиму) на 

напрямок біосинтезу [5, 6]. Відсутні комплексні біохімічні дослідження, щодо 

впливу БАР, зокрема, фітогормонів на фізіологічні процеси у стрептоміцетів. 

Щодо фітогормонів, увага дослідників в основному спрямована на вивчення їх 

сигнальної ролі для встановлення мікробно-рослинної взаємодії. В молекулярно-

генетичних дослідженнях увага зосереджена на вивченні регуляторних генів і 

генних кластерів [7, 8]. Відсутні узагальнення щодо впливу широкого спектру 

біологічно активних метаболітів, таких як фітогормони, стероли, жирні кислоти, 

фосфоліпіди тощо на біосинтез антибіотиків. Нами показано вперше кореляційну 
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залежність в біосинтезі полієнових антибіотиків S. netropsis IМВ Ас-5025 з 

іншими метаболітами штаму. Це сприяло глибшому розумінню взаємозв’язків 

біосинтетичних шляхів різних класів метаболітів в клітинах стрептоміцетів і 

відкрило нові можливості для регулювання біотехнологічного процесу за умов 

екзогенного внесення речовин в поживне середовище . 

Визначено, що максимальне накопичення полієнових антибіотиків 

відбувається на 7-му добу культивування продуцента, в стаціонарну фазу росту, 

що характерно для вторинних метаболітів, також накопичується і найбільше 

біомаси [9, 10]. Вперше виявлено нами, що їх біосинтез S. netropsis IМВ Ас-5025 

починається вже на 1 добу, що, ймовірно, свідчить про структурну роль 

полієнових макролідів в метаболізмі стрептоміцетів. Факторний аналіз щодо 

біосинтезу штамом комплексу БАР показує, що накопичення полієнових 

антибіотиків знаходиться в підпорядкуванні однакових метаболічних шляхів, але 

різних їх ланок, які є незалежними. Це дає підстави підібрати умови для їх 

контрольованого біосинтезу шляхом внесення екзогенних сполук в середовище 

культивування.  

Відомо, що біосинтез вторинних метаболітів інтенсивно відбувається у 

бактерій, які досягли стаціонарної фази росту. Первинний метаболізм значною 

мірою впливає на вторинний, метаболіти якого є будівельними блоками для 

побудови інших речовин, які утворюються з центрального вуглецевого обміну. 

Вивчення накопичення вторинних метаболітів є важливим з ряду причин. По-

перше, метаболізм мікробної популяції у фазі стаціонарного росту є важливим 

фундаментальним аспектом для дослідження. По-друге, оптимізація накопичення 

полієнових антибіотиків і індукторів системної стійкості рослин є корисним з 

метою можливостей їх практичного застосування. По-третє, кооперативні зв’язки 

рослини і мікроорганізмів за участю речовин-еліситорів мікробного походження 

потребують наукових обґрунтувань [11, 12]. На сьогодні відсутні узагальнюючі 

теоретичні уявлення щодо умов накопичення вторинних метаболітів, шляхів їх 

біосинтезу і функціонального значення для мікробних клітин.  
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Нами досліджено вплив екзогенних БАР, а саме ізопентеніладенозину, індол-

3-карбінолу, β-ситостеролу на накопичення полієнових антибіотиків, фітогормонів 

(ауксинів, цитокінінів, АБК) і внутрішньоклітинний пул стеролів в умовах 

глибинного культивування S. netropsis IМВ Ас-5025. Зі збільшенням концентрації 

екзогенного IPAR зменшувався біосинтез полієнових антибіотиків і ендогенних 

цитокінінів в біомасі продуцента. Це підтверджує теоретичні дані, отримані 

шляхом кореляційного аналізу. Ймовірно, внесення в середовище культивування 

IPAR опосередковано зменшує накопичення полієнових антибіотиків і цитокінінів 

за рахунок метаболічного конкурування за алкілуючі агенти (α-метил, 2-етил-, 3-

метокси, 4-гідрокси-) і аміногрупи, які використовуються як в біосинтезі 

полієнових макролідів, так і ізопреноїдів. У біосинтезі цитокінінів вони 

використовуються для модифікації молекул, а в біосинтезі полієнів – для зшивання 

α-вуглецевих ланцюгів полікетидів, тому в цьому місці також може відбуватися 

метаболічна конкуренція [13-15]. З іншого боку, накопичення біомаси зростало, що 

свідчить про роль цитокінінів в регуляції поділу клітин бактерій [16]. Тобто IPAR в 

досліджуваних концентраціях можна використовувати лише для накопичення 

біомаси, а не підвищення рівня біосинтезу полієнових антибіотиків чи цитокінінів.  

Екзогенний індол-3-карбінол, а також β-ситостерол збільшували 

накопичення біомаси, полієнових антибіотиків, ауксинів і цитокінінів S. netropsis 

IMВ Ac-5025 за оптимальних коцентрацій. Вперше показано, що додавання β-

ситостеролу в середовище культивування стрептоміцета призводило до 

надсинтезу полієнових антибіотиків і виведення з клітини, в результаті чого було 

виявлено їх фракції в культуральній рідині. Зростало накопичення як тетраєну, 

так і кандидину, а також ендогенних ауксинів. Виявлено здатність штаму 

накопичувати внутрішньоклітинні холестерол, сквален, стигмастерол, β-

ситостерол, ергостерол, 24-епібрасинолід, які відіграють важливу роль як у 

функціонування біологічних мембран стрептоміцетів (формування 

функціональних мікродоменів мембрани, структурна і сигнальна функції) , так і в 

праймінгу рослин. Тому важливо було перевірити ефект екзогенних сполук 

(індол-3-карбінолуі β-ситостеролу) за комплексної дії в синтетичному поживному 
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середовищі, де синтез метаболітів відбувається de novo. Виявлено оптимальні 

концентрації речовин, які в умовах синергічного впливу збільшували 

накопичення полієнових антибіотиків і ріст регулювальних фітогормонів. 

Важливо, що за різних комбінацій концентрацій екзогенних речовин змінювалось 

і співвідношення фракцій полієнових антибіотиків (кандидину і тетраєнової 

сполуки) як в культуральній рідині, так і в біомасі, які характерні для штаму 

продуцента за завичайних умов. Це свідчить про вплив екзогенних БАР на 

формування спряжених зв’язків в молекулах полієнів. Чим більше подвійних 

зв’язків в молекулі полієну – тим вища його біологічна активність. З'ясовано 

концентрацію екзогенного індол-3-карбінолу – 50 мкг/мл , за якої відбувається 

зміна направленості метаболічних реакцій: блокування біосинтезу пігменту, 

характерного для S. netropsis IMВ Ac-5025 і пригнічення накопичення полієнових 

антибіотиків.  

Аналізуючи шляхи біосинтезу вторинних метаболітів у стрептоміцетів, можна 

припустити ймовірні ланки їх взаємозв’язку [17]. Так, полієнові антибіотики 

утворюються в результаті конденсації вуглецевого ланцюга з додаванням 

полікетидних цукрів, мевалонатних та алкільних груп [18]. Біосинтез ізопреноїдів 

може здійснюватись в мевалонатному шляху, який починається з конденсації трьох 

молекул ацетил-КоА і подальшого відновлення до мевалонату. Потім мевалонат 

двічі фосфорилюється з утворенням ізопентенілдифосфату, який ізомеризується до 

диметилаллілпірофосфату (DMAPP), попередника цитокінінів. Алкільні групи, 

зазначені вище, беруть участь як у біосинтезі цитокінінів, так і в зшиванні α-

вуглецевих ланцюгів полієнів, таким чином тут можуть перетинатись їх шляхи 

біосинтезу в S. netropsis IMV Ac-5025 [19]. Показано, екзогенний індол-3-карбінол 

впливає на накопичення цитокінінів у S. netropsis ІМВ Ас-5025, що узгоджується з 

дослідженнями авторів щодо інших груп бактерій [20]. Результати факторного 

аналізу підтверджені експериментальними даними, що показує можливість його 

використання як методу метаболічного прогнозування біосинтезу.  

Ми припускаємо можливі ланки взаємозв’язку біосинтетичних шляхів 

полієнових антибіотиків з ауксинами через шикіматний шлях – спеціалізований 
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шлях біосинтезу бензоїдних ароматичних сполук, в якому збираються основні 

будівельні блоки, необхідні для побудови ароматичних амінокислот (фенілаланіну, 

тирозину та триптофану) у бактерій. Він функціонально пов'язаний із 

ацетатмалонатом, який бере участь як в побудові бензольних ядер полікетидів, 

необхідних для замикання (зіп-складання) ароматичних ядер, так і побудові 

молекул ауксинів. Ймовірно, екзогенний індол-3-карбінол, впливає на цей 

метаболічний шлях і збільшення пулу індольних кілець посилює біосинтез обох 

класів сполук. Таким чином, ми вперше показали взаємозв'язок між біосинтезом 

ауксинів і полієнових антибіотиків у ґрунтових стрептоміцетів. [21]. Ми 

припускаємо опосередкований взаємозв’язок між шляхами біосинтезу полієнових 

антибіотиків і стерольних сполук.  

Виявлено, що за внесення в середовище культивування екзогенних сполук 

змінюється накопичення різних класів внутрішньоклітинних метаболітів. В 

залежності від того, на якій ланці відбувається вплив екзогенних речовин, по 

різному змінюватиметься напрямок біосинтезу – ефект виявлятиметься на одних 

сполуках, і не впливатиме (чи впливатиме незначною мірою) на інші. Теоретично 

встановлена залежність між біосинтезом антибіотиків, фітогормонів і стероїдних 

сполук S. netropsis IМВ Ас-5025 підтверджена експериментально, що свідчить про 

можливість використання факторного аналізу як методу теоретичного 

прогнозування. Отримані результати дають можливість створювати біопродукти 

із заданими властивостями в одному біотехнологічному процесі. Для захисту від 

фітопатогенів – актуально збільшувати вміст антибіотиків, для стимуляції росту і 

розвитку рослин – регулювати кількість ауксинів і цитокінінів, для збільшення 

стійкості до абіотичних стресів – регулювати біосинтез АБК.  

Метаболіти ґрунтових стрептоміцетів є перспективними для застосування у 

рослинництві, оскільки вони можуть як прямо впливати на фітопатогени і 

паразитичні нематоди, так і опосередковано індукувати системну стійкість рослин 

– праймінг-ефект. Вони є екологічно безпечною альтернативою хімічним 

пестицидам, не впливають на референтні штами і мають пролонгований фект на 

рослин. Розвиток біологічного захисту рослин як в Україні, так і за кордоном, – 
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важлива наукова і виробнича проблема, від успішного вирішення якої багато у 

чому залежить рівень конкурентоспроможності агропродукції на світовому, 

європейському та внутрішньому ринках і збереження довкілля [22]. Одним із 

розповсюджених шкодочинних факторів, який викликає втрати урожаю, є 

паразитичні нематоди, які уражають більшість видів овочевих культур, зокрема, 

томати, та спричиняють розвиток змішаних інфекцій: міконематодозів, бактеріо-

міко-нематодозів [23].  

Нами запропоновано вперше можливість отримання в умовах in vitro рослин-

регенерантів томату сорту Лагідний, стійких до ураження інфекціями і інвазіями, 

з покращеними морофометричними параметрами і урожайністю за рахунок 

біопрепаратів, що додаються в поживне середовище для вирощування калусів в 

умовах in vitro. В роботі досліджували дію раніше розробленого біопрепарату 

Фітовіт на основі метаболітів S. netropsis ІМВ Ас-5025 (у відділі загальної і 

ґрунтової мікробіології, Інституту мікробіології і вірусології ім. Д. К. Заболотного 

НАН України), зорзширено спектр його застосування і вперше показано його 

здатність пригнічувати розвиток нематод в ризосфері і коренях рослин-

регенерантів. Це відбувається завдяки праймінг-ефекту, оскільки досліджений 

стрептоміцет не синтезує антибіотиків із нематоцидними властивостями. 

Біопрепарат на основі метаболітів ґрунтових стрептоміцетів в досліджених 

концентраціях збільшував довжину стебла, кількість і середню вагу плодів, 

зменшував ураження плодів фітопатогенами, а в ризосфері дослідних рослин 

зростала чисельність агрономічно корисних мікроорганізмів. Важливо, що 

бопрепарат показав високу біологічну ефективність по відношенню до 

фітогельмінтів в коренях і ризосфері рослин томату 2-го покоління, що показує 

перспективи його застосування для отримання стійких ліній рослин-регенантів з 

пролонгованим ефектом.  

В основі формування стійкості рослин-регенерантів лежать молекулярно-

генетичні і фізіолого-біохімічні процеси. Останні пов’язані з індукцією системної 

стійкості рослин за участі речовин-еліситорів, функцію яких виконують 

метаболіти стрептоміцетів, в тому числі фітогормони, що є у складі біопрепаратів 
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і сприяють формуванню прологованої стійкості, яка передається наступному 

поколінню. В основі молекулярно-генетичних механізмів формування стійкості 

рослин лежить явище РНК-інференції. БАР ґрунтових стрептоміцетів індукують 

синтез в клітинах рослин si/mi РНК, які регулюють експресію генів, 

відповідальних за імунний захист рослин на транскрипційному і пост-

транскрипційному рівнях Так, ці короткі некодуючі РНК-молекули разом з екзо-, і 

ендонуклеазами RISC–сайлесингового комплексу протеїнами AGO блокують 

трансляцію мРНК фітопатогенів і паразитів або здійснюють їх фрагментування і 

деградацію [24, 25]. Ефективність застосування біопрепаратів Аверком і Фітовіт 

за запропонованою схемою в польових умовах за посушливого сезону дав 13 % 

приросту урожаюі по соняшнику гібриду НК Конді і 23,4% по кукурудзі гібриду 

ДКС-4082 – при цьому витрати скоротились на 3 тис грн у розрахунку на 1 га. 

Таким чином, ми показали, що біопрепарати, на основі метаболітів ґрунтових 

стрептоміцетів включають багаторівневі механізми адаптивних можливостей 

рослин на молекулярному, клітинному і організменному рівнях, що дозволяє 

розкрити їх біологічний потенціал, закладений селекційними методами.  
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ВИСНОВКИ 

 

У дисертаційній роботі встановлено вплив екзогенних біологічно активних 

речовин цитокінінової, ауксинової і стероїдної природи на окремі аспекти 

біосинтетичної здатності S. netropsis IMВ Ас-5025, доведено існування 

взаємозв’язків в їх біосинтезі, визначено роль метаболітів дослідженого 

стрептоміцета у формуванні праймінг-ефекту у рослин. 

1. В умовах глибинного культивування S. netropsis ІМВ Ас-5025 

накопичує найбільшу кількість полієнових антибіотиків у біомасі у стаціонарній 

фазі росту: 386,5 мкг/г АСБ в синтетичному і 2318,2 мкг/г АСБ в органічному 

поживних середовищах. Вперше виявлено, що вони накопичуються вже на 1-у 

добу культивування, що свідчить про їх структурну роль в метаболізмі 

стрептоміцета. 

2. За результатами факторного аналізу виявлено, що біосинтез 

стрептоміцетом полієнових антибіотиків має найбільший відсоток кореляції з 

накопиченням в біомасі цитокініну – ізопентеніладенозину, ауксину – індол-3-

карбінолу і стероїдної сполуки – β-ситостеролу. Вперше встановлено вплив різних 

класів біологічно активних речовин (БАР) на біосинтез полієнових антибіотиків і 

інших метаболітів S. netropsis ІМВ Ас-5025, а також показано можливість 

використання факторного аналізу як методу теоретичного прогнозування.  

3. Екзогенний ізопентеніладенозин пригнічував накопичення полієнових 

антибіотиків в біомасі S. netropsis IМВ Ас-5025: їх сума зменшилась у 11,3 рази в 

синтетичному поживному середовищі, а в органічному – коливалась і мала 

тенденцію до зниження. Внутрішньоклітинний пул цитокінінів зменшувався у 9,4 

і 5,5 разів відповідно до середовища. Це може бути пов’язано з метаболічним 

конкуруванням за алкілуючі групи і аміногрупи, які використовуються в 

біосинтезі як полієнових макролідів, так і ізопреноїдів. Екзогенний цитокінін 

збільшував накопичення біомаси в 1,4 рази в синтетичному середовищі. 

4. Екзогенний індол-3-карбінол збільшував накопичення полієнових 

антибіотиків і внутрішньоклітинних БАР. За оптимальних концентрацій в біомасі 



153 
 

стрептоміцета сума полієнових антибіотиків збільшилась у 1,9 і 3,2 рази, ауксинів 

– у 2,0 і 3,9 рази, цитокінінів – у 2,8 і 5,6 рази відповідно до середовища. 

5. Додавання β-ситостеролу в середовище культивування S. netropsis IMВ 

Ac-5025 викликає надсинтез полієнових антибіотиків і їх виділення в 

культуральну рідину. За впливу10 мкг/мл речовини сума полієнових антибіотиків 

в біомасі зросла у 4,5 рази і в культуральній рідині – у 2,5 рази. За різних 

концентрацій β-ситостеролу змінювалось накопичення в клітинах інших БАР: 

сума ауксинів зросла у 8 разів, АБК – у 2,5 рази, пул стеролів – у 2,7 разів. 

6. Визначено концентрації комплексного впливу екзогенних індол-3-

карбінолу і β-ситостеролу на накопичення полієнових антибіотиків і інших БАР. 

Отримані дані доповнюють розуміння складних взаємозв’язків в біосинтезі різних 

класів біологічно активних речовин S. netropsis ІМВ Ас-5025 і дають можливість 

регулювати їх накопичення для отримання біопродукту із заданими 

властивостями: із збільшеним вмістом полієнових антибіотиків    для захисту від 

патогенів, з підвищеною кількістю ауксинів і цитокінінів    для праймінг-ефекту 

рослин, стеролів – для підвищення стійкості рослин до нематод, АБК    для 

покращення резистентності рослин до абіотичних стресів.  

7. Розширено сферу застосування біопрепарату Фітовіт на основі 

метаболітів S. netropsis IMВ Ac-5025 для отримання в умовах in vitro рослин-

регенерантів L. esculentum Mill. сорту Лагідний, стійких до нематодних інвазій і 

уражень фітопатогенами. У ризосферному ґрунті рослин-регенерантів 

підвищується чисельність мікроорганізмів, які беруть участь у трансформації 

сполук азоту, фосфору і вуглецю.  
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