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УДОСКОНАЛЕННЯ ПРОЦЕСІВ 
МІКРОКЛОНАЛЬНОГО РОЗМНОЖЕННЯ 
CHRYSANTHEMUM × KOREANUM HORT. З 

ВИКОРИСТАННЯМ BACILLUS MEGATERIUM ONU500

Метою роботи було удосконалення процесів мікроклонального розмно-
ження хризантеми в культурі in vitro з використанням бактерій штаму 
B.  megaterium ONU500 під час постасептичної адаптації. Матеріали і 
методи. На первинних етапах мікроклонального розмноження було про-
тестовано дві схеми поверхневої стерилізації експлантів хризантеми з ви-
користанням фунгіцидних препаратів. Визначали вплив концентрації ага-
ру у середовищі на розвиток та ріст експлантів. На етапі адаптації до 
умов ex vitro здійснювали інокуляцію коренів мікроклонів бактеріями шта-
му B. megaterium ONU500. Результати. Встановлено найбільш ефективну 
схему поверхневого знезараження рослинного матеріалу з використанням 
розчину фунгіциду Хінозол. Визначено, що використання живильного сере-
довища Мурасіге та Скуга (МС) з 0,4% агару на етапі введення ініціальних 
експлантів хризантеми в культуру in vitro підвищувало приживлюваність на 
9,3% та прискорювало проліферацію на 1 добу. Виявлено, що інокуляція ри-
зосфери мікроклонів хризантеми позитивно впливала на ріст адаптованих 
мікросаджанців, підвищуючи їх приживлюваність у ґрунті на 20,4–22,2%, 
висоту надемної частини – на 1,8–1,9 см, середню кількість вузлів – на 
2,0–2,2 вузли. Висновок. Було визначено дієвість використання фунгіцидів 
для обробки рослинного матеріалу хризантеми під час введення в культуру 
in vitro, та вплив консистенції живильного середовища на розвиток експлан-
тів, що є новим та  актуальним для підвищення ефективності мікрокло-
нального розмноження цієї рослини. Також, вперше були здійснені експери-
менти з інокуляції мікроклонів хризантеми на етапі адаптації ex vitro, та 
показана позитивна дія такої інокуляції на морфометричні характеристики 
саджанців та їх приживлюваність. Надано рекомендації використовувати 
фунгіцид Хінозол для поверхневої стерилізації ініціальних експлантів хризан-
теми та проводити культивування на напіврідкому живильному середовищі 
МС із 0,4% агару. На етапі постасептичної адаптації мікроклонів доцільно 
проводити інокуляцію коренів бактеріями штаму B. megaterium ONU500 у 
концентраціях 108–109 КУО/мл.

Ключові  слова:  мікроклональне розмноження, експлант, інокуляція, 
Bacillus, адаптація.
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Розмноження декоративних рослин на сьогодні є однією з перспективних 
та прибукових ґалузей сільського господарства. Найбільшими виробниками 
квітково-декоративних культур на сьогодні є Нідерланди, Польща, США, Іта-
лія, Німеччина, Бельгія, Японія та Канада [13]. У світі постійно зростає попит 
на нові рослини для використання у внутрішньому і зовнішньому озелененні. 
Тому актуальною стає проблема масового розмноження однорічних і багато-
річних декоративно-квіткових культур. Декоративні хризантеми є одними з 
перших по популярності вирощування квіткових культур на світовому ринку 
[15]. В даний час тільки в Японії налічується понад 15 000 сортів хризантем 
[11]. Традиційні способи розмноження хризантем не задовольняють потреби 
ринку. Біотехнологічні методи широко застосовуються при розмноженні хри-
зантем в культурі in vitro, про що свідчать багаточисленні публікації [12, 16, 
17]. Мікроклонування дозволяє налагодити процес цілорічного отримання ве-
ликої кількості генетично однорідних, оздоровлених від інфекцій саджанців 
навіть за наявності невеликих потужностей виробництва, у той час як траді-
ційне вегетативне чи статеве розмноження не мають даних переваг [15].

Хризантема корейська Chrysanthemum × Koreanum Hort. (надалі – хри-
зантема) відноситься до групи багаторічних дрібноквіткових сортів хризанте-
ми садової гібридного походження. Цей вид відрізняється стійкістю до низь-
кої температури повітря, через що широко культивується у відкритому ґрунті 
на території України [5].

Біотехнологічні методи клонального мікророзмноження хризантем ак-
тивно розвиваються, але багато етапів цього процесу потребують суттєвих  
оптимізацій. Так, актуальною проблемою є  скорочення термінів вирощуван-
ня хризантем в культурі in vitro до стандарту продукції ex vitro. Важливим 
аспектом є також здешевлення виробництва садивного матеріалу без зміни 
його якості. Тому, для успішного використання методів мікроклонального 
розмноження хризантем у комерційній сфері питання підбору ефективних та 
недорогих речовин та живильних середовищ потребують суттєвої корекції та 
удосконалених підходів. 

Дуже перспективним є використання мікробних препаратів як допоміж-
них засобів у біотехнології рослин. Особливо це стосується адаптації рослин 
до нестерильних умов середовища після мікроклонування, оскільки у цей пе-
ріод спостерігаються значні втрати садивного матеріалу.

Бацили є одними з найбільш широко вивчених рістстимулювальних 
бактерій для рослин, проте на ринку біопрепаратів постійно з’являються нові 
штами з іншими особливостями та вираженістю дії, тому дана тема залиша-
ється актуальною вже довгий час. Біопрепарати на основі бацил дозволяють 
знизити рівень використання пестицидів та хімічних добрив, оскільки явля-
ють собою їх екологічну та економічно вигіднішу заміну. Завдяки численним 
прямим та непрямим механізмам впливу на рослини, бактерії роду Bacillus 
стимулюють їх ріст, захищають від фітопатогенів та сприяють отриманню 
більших обʼємів врожаю високої якості [8, 10]. Можливо, штучна інокуляція 
корисними мікроорганізмами на етапі адаптації здатна покращити прижив-
люваність мікроклонів та зовнішні характеристики рослин, але даній темі 
присвячена обмежена кількість наукових публікацій. 
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Метою даного дослідження було удосконалення процесів мікрокло-
нального розмноження хризантеми в культурі in vitro з використанням бакте-
рій штаму B. megaterium ONU500 під час постасептичної адаптації.

Матеріали та методи
Матеріалом для дослідження слугували молоді пагони та мікроклони 

хризантеми корейскої Chrysanthemum × Koreanum Hort., а також бактерії 
штаму B. megaterium ONU500, який задепоновано у колекції мікроорганізмів 
кафедри мікробіології, вірусології та біотехнології Одеського національного 
університету [4, 6].

Донорні рослини хризантеми вирощувалися у відкритому ґрунті. Як 
ініціальні експланти використовували одновузлові відрізки пагонів рослин із 
пазуховими або верхівковими бруньками. Їх поміщали у скляну ємність для 
стерилізації та накривали двома-трьома шарами стерильної марлі. Перша екс-
периментальна схема стерилізації включала такі етапи:

1.	 Промивання мильним розчином (10 хвилин);
2.	 Обробка розчином фунгіциду Хінозол 2 г/л (15 хвилин);
3.	 Експозиція у 3,5% розчині гіпохлориту натрію (8 хвилин); 
4.	 Витримування у 70% етанолі (20 секунд) [3].

Друга схема стерилізації була наступною:
1.	 Промивання мильним розчином (10 хвилин);
2.	 Обробка розчином фунгіциду Хорус 1,4 г/л. (15 хвилин);
3.	 Експозиція у 3,5% розчині гіпохлориту натрію (8 хвилин)
4.	 Витримування у 70% етанолі (20 секунд) [3].

Експланти після стерилізації переносили у ламінар-бокс, де і проводили 
введення хризантеми в культуру in vitro. Для цього у одновузлових стериль-
них експлантів оновлювали зрізи і висаджували їх на середовищі Мурасіге та 
Скуга (МС) [14] із 1 мг/л 6-бензиламінопурину (6-БАП). 

У наступному експерименті, середовище МС для введення готували на-
піврідким (0,4% агару) або твердим (0,8% агару). На твердому середовищі 
експлант знаходився на поверхні, а на напіврідкому – перебував у напівзану-
реному стані.

Життєздатні експланти дорощували до формування 5–6 вузлів та жив-
цювали з метою отримання великої кількості ідентичних мікроклонів. На дру-
гому етапі мікроклонального розмноження хризантеми як регулятор росту ви-
користовували 1,5 мг/л 6-БАП та 0,5 мг/л індолілоцтової кислоти.

Культивування мікроклонів хризантеми здійснювали у культуральному 
боксі при температурі 22–24°C, освітлення 1800–2000 лк, відносній вологості 
повітря 70%, та 16 год фотоперіоді.

Для вивчення процесів адаптації рослин до умов ex vitro було випробу-
вано суспензії бактерій штаму B. megaterium ONU500 у концентраціях 108 та 
109 КУО/мл. Суспензії отримували шляхом культивування бактерій протягом 
24 год у рідкому середовищі LB (від англ. Lysogeny broth), після чого центри-
фугували при 3000 g, двічі відмивали у стерильному дистиляті та готували 
інокулят.
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Для етапу адаптації  відбирали мікроклони хризантеми з розвиненою 
кореневою системою та висотою пагону приблизно 3 см. Величина вибірки 
для однієї повторності експерименту становила 30 мікроклонів, на 10 шт. з 
яких тестували 109 КУО/мл бактерій, на інших 10 мікроклонах – 108 КУО/мл 
бактерій, а останні 10 рослин були контрольними. 

Адаптацію починали із передадаптаційного етапу, коли мікроклонам 
поступово відкривали доступ до повітря протягом 7 діб, розширюючи отвори 
у кришках лабораторних ємностей із культивованими рослинами [3].

Після даного етапу мікроклони було розділено на три групи, у двох з 
яких ризосферу інокулювали бактеріями B. megaterium ONU500 у концентра-
ціях 108 КУО/мл та 109 КУО/мл протягом 30 хвилин, а третя група експону-
валася той самий час із стерильною дистильованою водою. Потім проводили 
висадку рослин у підготовлений субстрат – простерилізований гарячою па-
рою під тиском 0,5 атм ґрунт «Універсальний» та агроперліт у співідношенні 
10:1.

Полив здійснювали 2 рази на тиждень стерильною дистильованою во-
дою протягом перших 14 діб, а після – звичайною водопровідною водою.

За рослинами після висадки спостерігали протягом 30 діб. На 14-ту та 
30-ту доби культивування вираховували приживлюваність – її оцінювали як 
відношення кількості життєздатних саджанців до усіх висаджених рослин. 
На 7-му, 14-ту та 30-ту добу вимірювали морфометричні показники росту та 
розвитку мікроклонів – висоту пагонів та кількість утворених вузлів.

Досліди здійснювали у трьох повторностях. Cтатистичне опрацювання 
даних проводили шляхом дисперсійного аналізу із застосуванням апостері-
орного тесту найменшої значимої різниці (за наявності більше, ніж двох по-
рівнюваних середніх). Значення, що достовірно відрізняються від контролю, 
у таблицях та рисунках позначені зірочкою «*». У випадку, якщо значення 
показника достовірно відрізняються не тільки від контролю, а і між собою, 
то кількість знаків «*» у позначеннях відрізняється. Розрахунки проводили за 
допомогою програм Microsoft Excel та IBM SPSS Statistics. Виявлена різниця 
між середніми значеннями вважалася достовірною при p<0,05.

Результати досліджень та їх обговорення
Успішне введення ініціальних експлантів хризантеми залежало від та-

ких чинників, як ефективність поверхневої стерилізації рослинного матері-
алу, дотримання асептичних умов роботи, а також від підбору оптимальної 
концентрації желювального компоненту у живильному середовищі (рис. 1). 

Під час введення хризантеми в культуру in vitro було протестовано дві 
різні схеми стерилізації рослинного матеріалу з метою виявлення найбільш 
ефективної для даного виду рослин. Перша схема включала обробку розчи-
ном фунгіцидного препарату Хінозол. Друга схема містила обробку розчином 
фунгіциду Хорус.

Найвищі значення показника приживлюваності було відмічено за про-
ведення стерилізації із використанням препарату Хінозол  (табл. 1). 

За однакових умов приживлюваність експлантів через два тижні куль-
тивування у схемі із використанням препарату Хорус була на 14,7% меншою 
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Рис. 1. Введення ініціальних експлантів хризантеми в культуру in vitro

Fig. 1. In vitro culture establishment of chrysanthemum initial explants

Таблиця 1
Приживлюваність ініціальних експлантів хризантеми на середовищі МС 

за використання різних схем поверхневої стерилізації 
Table 1

The survival rate of the Chrysanthemum × Koreanum initial explants on the MS 
medium under different surface sterilization conditions 

Тип стерилізації

Приживлюваність, %

3 доби 
від початку

культивування

7 діб 
від початку

культивування

14 діб 
від початку

культивування

Схема стерилізації I 65,4±3,2* 62,2±3,3* 60,4±3,7*

Cхема стерилізації II (контроль) 55,5±3,6 52,1±4,1 45,7±4,8

Примітка – *різниця з контролем є статистично достовірною при p<0,05
Note – *the difference with the control is statistically significant at p<0,05

порівняно до схеми із розчином Хінозолу. Візуальні спостереження показали, 
що при використанні препарату Хінозол ініціальні експланти були зеленого 
кольору, без ознак некрозу.

Також, нами було встановлено, що для культивування експлантів хри-
зантеми на первинних етапах ефективнішим було напіврідке середовище МС. 
У цьому випадку, експланти зависали у товщі середовища, що допомогало 
створювати більшу площу живлення – а це, у свою чергу, покращувало при-
живлюваність та проліферацію бруньок (табл. 2).

Використання напіврідкого середовища (0,4% агару) забезпечило під-
вищення приживлюваності на 9,3%, та прискорення проліферації пазухової 
бруньки на 1,0 доби. Завдяки даному удосконаленню вдалося зробити процес 
мікроклонального розмноження хризантеми більш економічно ефективним, 
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Таблиця 2
Введення хризантеми в культуру in vitro на середовищах МС 

різної консистенції
Table 2

In vitro culture establishment of Chrysanthemum × Koreanum on the MS 
medium of different consistency

Концентрація агару Приживлюваність, 
%

Проліферація бруньки, доба 
від початку культивування**

0,4% (напіврідке середовище) 65,0±3,7* 6,2±0,4*

0,8% (тверде середовище - 
контроль) 55,7±4,3 7,2±0,3

Примітка – *  різниця з контролем є статистично достовірною при p<0,05
                    ** кращими вважали менші значення показника
Note –         *  the difference with the control is statistically significant at p<0,05
	      ** the smaller values were considered as better

оскільки краща приживлюваність забезпечувала в подальшому отримання 
більшої кількості садивного матеріалу, а прискорена проліферація пазухових 
бруньок  дозволяла економити матеріальні та часові витрати під час виро-
щування мікроклонів у культуральній кімнаті за рахунок скорочення строків 
культивування. Запропоноване удосконалення є ресурсозберігаючим, що на 
сьогодні є особливо актуальним.

З метою оцінювання потенціалу використання бактерій штаму 
B.  megaterium ONU500 для адаптації мікроклонів хризантеми, на 14-ту та 
30-ту доби від моменту висадки вираховували приживлюваність. 

На 14-ту добу приживлюваність мікроклонів під час адаптації до умов 
ex vitro, що були інокульовані 109 КУО/мл та 108 КУО/мл бактерій, була ви-
щою на 12,4% та 11,1%, відповідно (табл. 3). 

На 30-ту добу адаптації приживлюваність рослин, інокульованих 
109 КУО/мл та 108 КУО/мл бактерій, відмічали на 20,4% та 22,2% більшою, 
ніж у контрольній групі мікроклонів. У контрольному варіанті часто спосте-
рігали ознаки грибкового зараження мікросаджанців. 

Також, протягом спостережень за процесом адаптації було встановлено, 
що інокуляція мікроклонів хризантеми бактеріями B. megaterium ONU500 по-
зитивно впливала на морфометричні характеристики саджанців: висоту паго-
ну та кількість вузлів.

На рис. 2 показано ріст мікроклонів хризантеми від першої до тридцятої 
доби адаптації.

Було встановлено, що обробка B. megaterium ONU500 в обох дослідних 
концентраціях показала позитивний, стимулювальний вплив на показники 
висоти пагону у порівнянні з контролем. Даний ефект суттєво збільшувався 
із часом: якщо на 14-ту добу адаптації інокульовані рослини були вищими за 
контрольні, в середньому, на 0,6 см, то на останню добу проведення досліду 
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 Таблиця 3
Середня приживлюваність хризантеми при експозиції  

з B. megaterium ONU500
Table 3

The average survival rate of chrysanthemum after the exposition with 
B. megaterium ONU500

Час культивування, доба Концентрація суспензії 
бактерій, КУО/мл

Приживлюваність 
мікроклонів, %

14

109 85,7±2,6*

108 83,4±3,3*

Контроль 63,3±6,2

30

109 78,6±4,3*

108 80,0±5,1*

Контроль 58,2±8,3

Примітка – *різниця з контролем є статистично достовірною при p<0,05
Note – *the difference with the control is statistically significant at p<0,05

Рис. 2. Висота надземної частини рослин хризантеми за інокуляції B. megaterium 
ONU500

Fig. 2. Shoot height of the chrysanthemum microclones after inoculation with 
B. megaterium ONU500
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різниця у висоті складала вже 1,8–1,9 см. Варто відзначити, що вплив обох до-
слідних концентрацій знаходився приблизно на одному рівні протягом усього 
періоду спостережень.

Значення показника кількості вузлів, як і ступінь прояву різниці між іно-
кульованими та неінокульованими рослинами, поступово зростали із плином 
часу (рис. 3).

Рис. 3. Кількість вузлів у рослин хризантеми за інокуляції B. megaterium ONU500

Fig. 3. The average node number of the chrysanthemum microclones after inoculation 
with B. megaterium ONU500

Інокуляція дослідними концентраціями B.  megaterium ONU500 забез-
печувала статистично однаковий ефект на формування вузлів мікроклонами 
хризантеми: на 7-му добу різниця із контролем складала 0,6 вузла, на 14-ту 
– 0,9–1,0 вузла, а на останню добу оброблені бактеріями рослини мали від 2,0 
до 2,2 вузлів більше у порівнянні з неінокульованими.

Відповідно, за місяць постасептичної адаптації інокульовані рослини 
демонстрували більшу швидкість росту та розвитку, ніж контрольні (рис. 4).

Щільність інокуляції не показала суттєвого впливу на приживлюваність 
та морфометричні показники саджанців хризантеми – обидві концентрації 
108 КУО/мл та 109 КУО/мл позитивно впливали на мікроклоновані рослини з 
однаковим ступенем інтенсивності. Можливо, що і менші концентрації іноку-
ляту матимуть схожий ефект, але дане припущення буде предметом наступ-
них досліджень. 

Наявні результати підтвердили та доповнили вже відомі дані про ріст-
стимулювальний потенціал бактерій штаму B. megaterium ONU500. У попе-
редніх роботах було показано здатність цих мікроорганізмів до утворення бі-
оплівок на коренях модельних рослин та стимулювання росту рослин томатів 
і соняшника [1, 7, 9]. Також, було показано їх можливість синтезувати сидеро-
фори та встановлено антагоністичний потенціал проти деяких фітопатогенів, 
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Рис. 4. Мікроклони хризантеми на 30-ту добу адаптації  
з B. megaterium ONU500: 

ліворуч – інокульовані 109 КУО/мл бактерій, посередині – інокульовані 108 КУО/мл 
бактерій, праворуч – неінокульований контроль

Fig. 4. Chrysanthemum microclones on the 30th day of adaptation with B. megaterium 
ONU500: 

on the left – inoculated with 109 CFU/ml of bacteria, in the center – inoculated with 108 CFU/
ml of bacteria, on the right – uninoculated control

що може бути важливим елементом підвищення приживлюваності мікрокло-
нів у ґрунті під час адаптаційного стресу [2]. Проте, можуть існувати також і 
інші механізми взаємодії рослин із даними бактеріями, що потребує окремих 
поглиблених досліджень.

Встановлено, що стерилізація рослинного матеріалу хризантеми для 
введення у культуру in vitro з використанням розчину препарату Хінозол під-
вищувала приживлюваність експлантів на 14,7%. Культивування експлантів 
на напіврідкому середовищі МС з 1 мг/л 6-БАП забезпечувало підвищення 
приживлюваності на 9,3% та прискорення проліферації на 1,0 доби у по-
рівнянні з твердим середовищем. Встановлено, що бактерії B.  megaterium 
ONU500 у концентраціях 108 КУО/мл та 109 КУО/мл позитивно впливали на 
мікроклоновані рослини хризантеми під час адаптації до умов ex vitro, під-
вищуючи приживлюваність у ґрунті на 20,4–22,2%, середню висоту – на 1,8–
1,9  см, кількість вузлів – на 2,0–2,2 вузли у порівнянні з контролем протягом 
місяця постасептичної адаптації.

Для наукових та комерційних біотехнологічних лабораторій та центрів 
рекомендовано під час введення рослинного матеріалу хризантеми в культуру 
in vitro рекомендовано використовувати розчини фунгіциду Хінозол для по-
верхневої стерилізації, та проводити культивування ініціальних екплантів на 
напіврідкому живильному середовищі із 0,4% агару. На етапі ex vitro адаптації 
рекомендовано проводити інокуляцію коренів мікроклонів бактеріями штаму 
B. megaterium ONU500 у концентраціях 108–109 КУО/мл.
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IMPROVEMENT OF THE CHRYSANTHEMUM × 
KOREANUM HORT. CLONAL MICROPROPAGATION 

PROCESSES USING BACILLUS MEGATERIUM ONU500

Summary
The aim of this study was to improve the Chrysanthemum × Koreanum microprop-
agation processes using Bacillus megaterium ONU500 at the post-aseptic adapta-
tion stage. Methods. At the initial stages of clonal micropropagation, two surface 
sterilization protocols with different fungicidal preparations were tested. The in-
fluence of the agar concentration in the medium on the development of explants 
was determined. At the ex vitro adaptation stage, the roots of the microclones were 
inoculated with bacteria of the strain B. megaterium ONU500. Results. The most 
effective protocol for plant material surface disinfection, which included quinozol 
and ethanol, was established. It was determined that the use of Murashige and 
Skoog (MS) nutrient medium supplemented with 0.4% agar at the stage of in vitro 
culture establishment increased the survival of chrysanthemum initial explants by 
9.3% and accelerated proliferation by 1 day. It was found that inoculation of the 
chrysanthemum microclone rhizosphere with bacteria had a positive effect on the 
growth of adapted plantlets, increasing their survival rate by 20.4–22.2%, shoot 
height by 1.8–1.9 cm, and average number of nodes by 2.0–2.2 nodes. Conclusion. 
The effectiveness of the use of fungicides for the treatment of chrysanthemum plant 
material during in vitro culture establishment and the influence of the consistency 
of the nutrient medium on the development of explants were determined, which is 
new and relevant for increasing the efficiency of clonal micropropagation of this 
plant. Also, experiments on the inoculation of chrysanthemum microclones at the 
stage of ex vitro adaptation were carried out for the first time, and the positive ef-
fect of such inoculation on the morphometric characteristics of seedlings and their 
survival rate was shown. When establishing chrysanthemum explants in vitro, it 
is recommended to use the fungicide quinozol for surface sterilization, and carry 
out cultivation in a semi-liquid nutrient medium with 0.4% agar. At the postaseptic 
adaptation stage of microclones, it is advisable to inoculate the roots with bacteria 
of the strain B. megaterium ONU500 at concentrations of 108–109 CFU/ml.

Key words:  clonal micropropagation, explant, inoculation, Bacillus, adapta-
tion.
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