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УДОСКОНАЛЕННЯ МЕТОДІВ АДАПТАЦІЇ 
МІКРОКЛОНІВ PAULOWNIA TOMENTOSA ДО УМОВ 
IN VIVO З ВИКОРИСТАННЯМ БАКТЕРІЙ BACILLUS 

MEGATERIUM ONU 500

Мета роботи: удосконалення процесів адаптації мікроклонів Павловнії 
повстяної (Paulownia tomentosa), вирощеної у культурі in vitro, до умов in 
vivo з використанням штаму Bacillus megaterium ONU500. Матеріали і ме-
тоди. У роботі використовували методи введення ініціальних експлантів в 
культуру in vitro і мікроклонального розмноження. Корені, підготовлених до 
адаптації мікроклонів Павловнії повстяної (Paulownia tomentosa), за 30 хв 
перед висадкою у грунт інокулювали суспензією бактерій у концентрації 
4,6 х 107 кл/мл, у  другій групі – 2,3 х 107  кл/мл, а третя зі стерильною ди-
стильованою водою слугувала контролем. Після цього рослини висаджува-
ли в окремі ємності з підготовленим ґрунтом. На 14-ту, 30-ту та 100-ту 
добу адаптації вимірювали параметри росту та розвитку досліджуваних 
рослин. Результати. Встановлено, що найбільше життєздатних рослин 
на 100-ту добу адаптації залишалося у групі мікроклонів з використанням 
суспензії B. megaterium ONU500 у концентрації 2,3 х 107  кл/мл. Інокуляція 
коренів мікроклонів Павловнії повстяної перед висадкою у ґрунт  бактерія-
ми B. megaterium ONU500 у концентрації 2,30 х 107  кл/мл прискорює процеси 
росту, підвищує середній приріст пагонів адаптованих рослин на 10,5 см на 
100-ту добу адаптації та на 4,0 збільшує утворення кількості вузлів на одну 
рослину. Висновок. Застосування бактерій B. megaterium ONU500 з концен-
трацією 2,3 х 107  кл/мл підвищує життєздатність, висоту рослин та утво-
рення вузлів мікроклонів Павловнії повстяної.

Ключові  слова:  Paulownia tomentosa, культура in vitro, адаптація, мікро-
клональне розмноження, Bacillus megaterium.

Павловнія повстяна (Paulownia tomentosa) відноситься до одних з самих 
швидкорослих дерев і володіє значним економічним потенціалом (цінна  де-
ревина, високий темп вироблення біомаси, підвищена стійкість до стресів та 
ін.) [6]. Павловнія повстяна добре очищає землі [5]. Це є дуже важливим чин-
ником для вирощування її на території України. Основним джерелом забруд-
нення ґрунтів є відходи промислових підприємств, автотранспорт є головним 
джерелом надходження до ґрунту свинцю, цинку, а також погано працюючі 
системи санітарної очистки. Забруднені землі потребують відновлювальних 
робіт. Вирощування Павловнії повстяної рекомендоване для очищення ґрун-
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тів і відновлення їх властивостей шляхом інтенсивного землеробства. Зви-
чайні методи розмноження насінням ненадійні через хвороби і шкідників, по-
ганого проростання, а також повільного росту, ніж живці [12]. Застосування 
методів мікроклонального розмноження для агролісомеліорації має важливе 
значення. Цей метод пропонує швидкий спосіб виробництва клонованого 
фонду та сприяє наповненню екологічним  високоякісним матеріалом, котрий 
є генетично однорідним, без хвороб і вірусів [8]. Основним недоліком цьо-
го методу є низька життєздатність мікроклонів під час адаптації їх до умов 
in  vivo, що часто призводить до втрати 90–100% мікроклонів.  

Актуальним та важливим є пошук універсальних, раціональних варіан-
тів технологічного процесу вирощування Павловнії повстяної при масовому 
розмножені та удосконалення окремих етапів мікроклонального розмноження 
з використанням бактерій. Один із найскладніших етапів є адаптація рослин  
з умов in vitro до in vivo. Першою серйозною перепоною для адаптації стає 
контакт порівняно слабо розвиненої і повністю стерильної кореневої систе-
ми мікроклона із  мікробіотою ґрунту. Якщо у природі процеси формуван-
ня ризосфери проходять поступово, то при адаптації рослин з умов in vitro 
коренева система є абсолютно беззахисною проти патогенних мікроорганіз-
мів відкритого ґрунту. Тому саме на цьому етапі є доцільним використання 
корисних бактерій, вплив яких потенційно може підвищити кінцевий вихід 
мікроклонів. 

У практиці аграрного виробництва накопичено значний матеріал, який 
підтверджує ефективність використання різних мікроорганізмів, зокрема, 
ризосферних азотфіксувальних та фосфатмобілізувальних бактерій, для сти-
му-ляції росту та розвитку рослин [2]. Із аналізу літературних джерел відо-
мо, що бактерії Bacillus spp. позитивно впливають  на урожайність, тому що 
формують біоплівки на коренях рослин та займають екологічні ніші фітопа-
тогенів [7]. Рід Bacillus – це один з найбільш різноманітних і комерційно ко-
рисних груп бактерій, які синтезують антимікробні речовини проти фітопа-
тогенів: циклічний ліпопептид, сурфактин, ітурін, макролактин та фунгіцин. 
Ці речовини успішно використовуються у сільському господарстві [9, 10, 11]. 
Завдяки антагоністичним властивостям по відношенню до інших видів бак-
терій бацили використовують у виробництві антибіотиків [4]. В лабораторії 
кафедри мікробіології, вірусології та біотехнології Одеського національного 
університету імені І.І. Мечникова вивчено штам B. megaterium ONU500, який 
характеризується високою антагоністичною активністю до фітопатогенних 
мікроорганізмів та значно стимулює ріст дводольних та однодольних рослин. 
Цей штам запатентовано як штам-антагоніст проти збудників хвороб сіль-
ськогосподарських рослин [14]. Метою роботи було удосконалення процесів 
адаптації мікроклонів Павловнії повстяної (Paulownia tomentosa), вирощеної 
у культурі in vitro, до умов in vivo з використанням бактерій штаму Bacillus 
megaterium ONU500.

Матеріали і методи
Матеріалом для дослідження слугували мікроклони Павловнії повстяної 

(Paulownia tomentosa), а також бактерії штаму Bacillus megaterium ONU500. 
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Цей штам характеризується високою антагоністичною активністю до фітопа-
тогенних мікроорганізмів, значно стимулює ріст дводольних та однодольних 
рослин [14].

Для мікроклонального розмноження Павловнії повстяної in vitro засто-
совували тверде середовище МС (середовище Мурасіге і Скуга) з модифіка-
ціями, яке є  зручним для посадки експлантів різних розмірів і розмноження 
мікроклонів павловнії. В роботі  використовували агар-агар у концентрації 
8  г/л, фітогормон групи цитокінінів – 6-БАП (6-бензиламінопурин) – 1,2 мг/л 
та фітогормон групи ауксинів – індолілоцтова кислота (ІОК) – 0,5мг/л [1]. 
Культивування введених у культуру експлантів здійснювалося в умовах куль-
турального боксу за температури 25 °С, інтенсивності освітлення 2500 лк, 
відносній вологості 56–70%  та  фотоперіоді 16 год.  Рослини, що сформували 
6–7 вузлів, вилучали з пробірок і повторно живцювали. Початок формування 
коренів спостерігався  через 6–8 днів. На цьому етапі здійснювали підготовку 
культур мікроорганізмів до експерименту.

Бактерії штаму B. megaterium ONU500 вирощували у рідкому середо-
вищі LB (Lysogeny broth) стандартного складу, pH – 7,9 у термостаті-шейкері 
за 180 об/хв до загальної концентрації 9,2 х 107 кл/мл, яку вони досягали на 
другу добу культивування[13]. 

Для адаптації рослин до умов in vivo відбирали мікроклони Павловнії 
повстяної з розвиненою кореневою системою. Рослини мали 5–6 вузлів та 
були за висотою 5–8 см (Рис. 1). 

Рис. 1. Культивування мікроклонів Павловнії повстяної на живильному середовищі 
МС в умовах in vitro (A, B):

А –  коренеутворення у мікроклонів Павловнії повстяної при розмноженні в культурі 
in vitro; В – мікроклони Павловнії повстяної висотою 5–6 см

Fig. 1. Cultivation of microclones of Pavlowniya tomentosa on nutrient medium MS 
in vitro (A, B):

A – root formation in Pavlowniya tomentosa microclones at reproduction in culture in vitro; 
B – Pavlowniya tomentosa microclones with height of 5–6 sm

А В
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Величина обсягу вибірки для однієї повторності експерименту станови-
ла 30 мікроклонів. На 10-ти мікроклонах тестували дію 4,6 х 107 кл/мл бакте-
рій, на наступних 10-ти мікроклонах – дію 2,3 х 107 кл/мл бактерій, а інші 10 
рослин були контрольними зразками. 

Адаптацію проводили за розробленою нами методикою у дві стадії.  
Перша – підготовка фізіологічного стану мікроклонів: розвиток та нормалі-
зація функціонування продихів, активізація процесів фотосинтезу та дихання 
мікроклонів, нарощування коренів. З цією метою рослинам поступово від-
кривали доступ до звичайного повітря протягом семи діб в умовах стерильно-
го культурального боксу (рис. 2). 

Рис. 2. Мікроклони Павловнії повстяної  на першому етапі адаптації до умов in vivo

Fig. 2. Microclones of Pavlowniya tomentosa of the first stage of adaptation for in vivo 
conditions 

Потім проводили висадку рослин у підготовлений субстрат, яким слу-
гувала суміш простерилізованих гарячим паром під тиском одної атм ґрунту 
«Поліський» універсальний (виробник – ТзОВ «Richland», Україна) та корис-
ної домішки «Агроперліт» (виробник – ТзОВ «Richland», Україна). 

Після підготовчого етапу адаптації мікроклони розділяли на три гру-
пи. Корені рослин першої групи 30 хв перед висадкою витримували у 
4,6 х 107 кл/ мл бактерій, другої групи – у 2,3 х 107 кл/мл, а третя слугувала 
контролем зі стерильною дистильованою водою. Після цього рослини висад-
жували у персональні ємності із підготовленим ґрунтом. Полив здійснювали 
автоклавованим дистилятом протягом перших двох тижнів, а потім – звичай-
ною водогінною водою за необхідності.

Спостереження за рослинами після висадки проводили протягом 100 
діб. На 14-й, 30-й та 100-й дні адаптації, як найбільш показові для етапів та 
темпу росту мікроклонів Павлонії повстяної, проводили вимірювання пара-
метрів росту та розвитку досліджуваних рослин. Результати опрацьовували 
за методом дисперсійного аналізу [3] із використанням комп'ютерних статис-
тичних програм Excel. Дисперсійний аналіз проводили окремо за кожним до-
сліджуваним показником. 

Результати дослідження та їх обговорення
Приживлюваність і життєздатність рослин. В зв`язку з тим, що до-
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слідження з адаптації мікроклонів Павловнії  повстяної проводили в осін-
ньо-зимовий період, результати з приживлюваності за всіма дослідним варі-
антами були досить низькими, але при цьому зберігалися достовірні  законо-
мірності (табл.). Було виявлено, що в середньому найбільше життєздатних 
рослин на 100-ту добу адаптації залишалося у групі мікроклонів з додаванням 
2,3  х 107 кл/мл бактерій B. megaterium ONU500, а саме 51,7 ± 0,1%. Для кон-
центрації 4,6 х 107 кл/мл цей показник був нижчим і складав 23,6 ± 0,2%, а у 
контрольної групи на 100-ту добу залишалося лише 8,3 ± 0,4% життєздатних 
рослин.

Таблиця 
Приживлюваність адаптованих мікроклонів Павловнії повстяної після 

інокуляції бактеріями  B. megaterium ONU500
Table

Survival of the adapted microclones of Pavlowniya tomentosa after inoculation 
with bacteria of B. megaterium ONU500 

Доба Концентрація бактерій           
B. megaterium, кл/мл

Приживлюваність 
мікроклонів*, %

14
4,6 х 107 29,2 ± 0,4
2,3 х 107 66,1 ± 0,5
контроль 40,2 ± 0,4

30
4,6 х 107 29,2 ± 0,1
2,3 х 107 66,1 ± 1,1
контроль 20,8 ± 0,4

100
4,6 х 107 23,6 ± 0,2
2,3 х 107 51,8 ± 0,1
контроль 8,3 ± 0,4

Примітка – *середнє значення з дослідних повторностей
Note –* average value of experimental repetitions

Показники приживлюваності були відповідно на 43,4% та 15,3% біль-
шими за контрольні, що свідчить про значний позитивний вплив бактерій 
B. megaterium ONU500 на приживлюваність рослин у процесі адаптації. 

Висота та приріст рослин. Протягом усього часу спостереження за 
рослинами найвищі показники приросту надземної частини реєстрували 
у групи мікроклонів, які інокулювали бактеріями B. megaterium ONU500 у 
концентрації 2,3 х 107 кл/мл. Трохи нижчими були рослини з використанням 
4,6 х 107  кл/ мл, і найменшу висоту мали рослини у контролі (рис. 3).

На 30-ту добу спостереження контрольні рослини у середньому мали 
приріст висоти 6,8 ± 0,3 см, рослини інокульовані бактеріями в концен-
трації 4,6 х 107 кл/мл – висотою 7,1 ± 0,5 см, а ті, що оброблені суспензією 
2,3  х 107  кл/мл  –  8,3 ± 0,9 см.

Через 100 діб різниця за висотою приросту пагонів між групами скла-
дала 6,0 ± 0,02 см, рослини з 4,6 х 107 кл/мл бактерій B. megaterium ONU500 
– 13,2 ± 0,02 см, з 2,3 х 107 кл/мл бактерій  – 16,5±1,6 см.
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Таким чином, завдяки інокуляції коренів мікроклонів Павловнії пов-
стяної перед висадкою в ґрунт суспензією бактерій B. megaterium ONU500 
в концентрації 2,3 х 107 клм/л, на 100-ту добу адаптації вдалося прискори-
ти процеси росту рослин та підвищити середню висоту приросту пагонів на 
7,2 см порівняно із обробкою 4,6 х 107 кл/мл бактерій та на 10,5 см порівняно 
із контрольними рослинами. 

 Найвищі показники за кількістю новоутворених вузлів у рослин протя-
гом 100 діб спостережень мали рослини Павловнії повстяної, корені яких іно-
кулювали  бактеріями B. megaterium ONU500 у концентрації 2,3 х 107 кл/ мл 
(рис. 4).

Рис. 3. Приріст рослин Павловнії повтсяної під час адаптації після інокуляції 
бактеріями  B. megaterium ONU500

Fig. 3. Increase of height of Pavlowniya tomentosa plants during adaptation after 
inoculation with bacteria of the B. megaterium ONU500 strain

Рис. 4. Кількість новоутворених вузлів у рослин Павловнії повстяної під час 
адаптації після інокуляції бактеріями B. megaterium ONU500

Fig. 4. Number of new formed knots of Pavlovniya tomentosa plants during adaptation 
after inoculation with  bacteria of the B. megaterium ONU500 strain
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На 30-ту добу експерименту контрольні рослини у середньому мали 
3,8 ± 0,3 новоутворених вузлів, рослини з 4,6 х 107 кл/мл  бактерій  B. megaterium 
ONU500 – 4,5 ± 0,4 новоутворених вузлів, а група тих, що інокулювали з бак-
теріями в концентрації 2,3 х 107 кл/мл, мали в середньому 5,6 ± 0,2 новоутво-
рених вузлів.

Через 100 діб після інокуляції кількість новоутворених вузлів у  кон-
трольному варіанті складала по 4,3 ± 0,01 вузлів, у варіанті із використанням 
4,6 х 107 кл/мл бактерій B. megaterium ONU500 – 6,7 ± 0,3 вузлів, а у рослини 
в досліді з 2,3 х 107 кл/мл отримано в середньому по 8,3 ± 0,3 вузлів. 

Таким чином, застосування методу інокуляції кореневої системи мікро-
клонів суспензією B. megaterium ONU500 з концентрацією 2,3 х 107 кл/мл доз-
волило підвищити утворення кількості вузлів на 4,0 шт. у рослин павловнії 
порівняно з контролем на 100-ту добу адаптації. 

Результати досліджень з адаптації Павловнії повстяної підтвердили,  
що бактерії штаму B. megaterium ONU500 позитивно впливають на жит-
тєздатність лабораторних мікроклонів. Виявлено, що суспензії бактерій 
B. megaterium ONU500 позитивно впливають на параметри росту та розвитку 
рослин Павловнії повстяної під час адаптації до умов in vivo. 

Встановлено, що найбільш ефективними для удосконалення проце-
сів адаптації Павловнії повстяної є використання суспензії  B. megaterium 
ONU500 з концентрацією 2,3 х 107 кл/мл. Застосування такого прийому доз-
воляє підвищити життєздатність, приріст рослин та кількість новоутворених  
вузлів.

N.I. Tesliuk, I. Avramovych
Odesa National I. I. Mechnykov University,
2, Dvorianska str., Odesa, 65082, Ukraine,
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IMPROVING OFADAPTATION METHODS OF 
PAVLOWNIYA TOMENTOSA MICROCLONES TO 

CONDITIONS IN VIVO WITH USE OF BACTERIA OF 
BACILLUS MEGATERIUM ONU50

Summary
Aim. Improvement of the processes of adaptation of pavlowniya microclones of 
the felt (Paulownia tomentosa) which is grown up in the culture in vitro to in 
vivo conditions with use of a strain of Bacillus megaterium ONU500. Materials 
and methods. The roots of Pavlovnia tomentosa microclones were inoculated with 
4,60 х 107 cells/ml bacteria suspension for in 30 minutes before planting, in the 
second group with 2,30 х 107 cells per ml, and the third one was the control group 
with sterile distilled water. The plants were then planted in separate  containers 
with the prepared soil. After planting, the plants were observed for 100 days. On 
the 14th, 30th and 100th adaptation days, the measurements by growth and de-
velopment parameters of under studying plants were made.Results. More viable 
plants on the 100th day of adaptation remained in the microclone group with the 
suspension of B. megaterium ONU500, with the concentration of 2,30 х 107 cells 
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per ml. Due to inoculating the roots of Pavlovnia felt microclones, 2,30 х 107 cells/
ml of B. megaterium bacteria ONU500 there were given the opportunity to ac-
celerate growth processes and increase the average height of adapted plants by 
7.30 cm on the 100th day of adaptation. Also, the use of B. megaterium ONU500 
bacteria with a cell number of 2,30 х 107 in ml allowed to increase the formation of 
the number of nodes per 4.04 pcs in Pavlovnia felt plants comparing to the control 
group on the 100th day of adaptation. Conclusion. The usage of B. megaterium 
ONU500 bacterium with the concentration of 2,30 х 107 cells per ml increases 
the viability, plant height and number of nodes by 43.45%, 10,5 cm and 4.04 pcs, 
respectively, comparing to the control group on the 100th day of adaptation.

Key words: in vitro culture, adaptation, clonal micropropagation, Bacillus mega-
terium ONU500, pavlownia. 
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УСОВЕРШЕНСТВОВАНИЕ МЕТОДОВ АДАПТАЦИИ 
МИКРОКЛОНОВ PAULOWNIA TOMENTOSA 

К УСЛОВИЯМ IN VIVO С ИСПОЛЬЗОВАНИЕМ 
ШТАММА BACILLUS MEGATERIUM ONU 500

Реферат
Цель работы: усовершенствование процессов адаптации микроклонов Пав-
ловнии войлочной (Paulownia tomentosa), выращенной в культуре in vitro, к 
условиям in vivo с использованием штамма Bacillus megaterium ONU500. 
Материалы и методы. Использовали методы введения инициальных экс-
плантов в культуру in vitro и микроклонального размножения. Корни  под-
готовленных к адаптации микроклонов Павловнии войлочной (Paulownia 
tomentosa) за 30 мин., перед высадкой инокулировали суспензией бактерий в 
концентрации 4,60 х 107 клеток/мл, во второй группе –  с количеством кле-
ток 2,30 х 107 в мл, а третья служила контролем со стерильной дистилли-
рованной водой. После этого растения высаживали в отдельные емкости 
с подготовленным грунтом.  На 14-й, 30-й и 100-й дни адаптации прово-
дились измерения параметров роста и развития исследуемых растений. 
Результаты. Больше жизнеспособных растений на 100-е сутки адапта-
ции оставалось в группе микроклонов с суспензией B. megaterium ONU500  
2,30 х 107  клеток в мл. Благодаря инокулированию корней микроклонов Пав-
ловнии войлочной перед высадкой в   грунт 2,30 х 107 клеток в мл B. megaterium 
ONU500  удалось ускорить процессы роста и повысить среднюю высоту 
прироста адаптированных растений на 7,30 см на 100-е сутки адапта-
ции. Также использование бактерий B. megaterium ONU500 с количеством 
клеток 2,30 х 107 в мл  позволило повысить образование количества узлов 
на 4,04 шт. у растений Павловнии войлочной по сравнению с контролем 
на 100- е сутки адаптации. Вывод. Применение бактерий B. megaterium 
ONU500 с концентрацией 2,30 х 107 клеток в мл повышает жизнеспособ-
ность, прирост растений и количество узлов на 43,45%, 10,5 см и 4,04 шт. 
соответственно по сравнению с контролем на 100-е сутки адаптации.
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Ключевые слова:  культура in vitro, адаптация, микроклональное размно-
жение, Bacillus megaterium ONU500, павловния.
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