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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  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
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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 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

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 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. –
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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  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

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  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  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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