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Взаємодія бактерій роду Azospirillum з рослинами шовковиці в системі: діазотроф–багаторічна рослина. — 
Ю. О. Гончар, І. В. Волкова, О. В. Надкернична. — Показана здатність бактерій роду Azospirillum викликати де-
формації кореневих волосків проростків шовковиці, що свідчить про властивість даних бактерій забезпечувати 
зворотну реакцію рослин шовковиці на інокуляцію. Вперше розроблено модифіковану схему імунізації кролів кліти-
нами азоспірил, що дозволило отримати штамоспецифічну антисироватку до штаму A. brasilense 54. Виявлена 
здатність азоспірил проникати у внутрішні тканини коренів дорослих рослин шовковиці. 
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Interaction Azospirillum with plants of mulberry in system: diazotrop – perennial plant. — Y. A. Gonchar, I. V. Volkova, 
E. V. Nadkernichnaja. — For studying interaction of bacteria sort Azospirillum with plants of mulberry antiwhey with a 
credit 1:32 and a sufficient degree strains specific has been received. It is established, that strain Azospіrіllum brasіlense 54 
it is capable to penetrate into internal fabrics of roots of plants a mulberry and to occupy paranodules, formed on roots of 
the given culture under influence 2,4–D. 
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Вступ

Фіксація молекулярного азоту є важливим біологі-
чним процесом, який поряд з фотосинтезом забез-
печує існування життя на нашій планеті. Незапе-
речну роль в цьому процесі відіграють азотфіксу-
ючі мікроорганізми, взаємовідносини яких з рос-
линами настільки різноманітні, що продовжують 
залишатися пріоритетним напрямком досліджень 
сучасної мікробіології, генетики, біохімії і фізіоло-
гії рослин [10, 14, 18]. 

На сьогодні не існує єдиної думки відносно 
просторової локалізації діазотрофів в кореневій 
зоні рослин [3, 13]. Найбільш перспективним, на 
наш погляд, є застосування для інокуляції рослин 
діазотрофів, що здатні до ендофітії. Така асоціація 
забезпечує більш тісну, а тому, і більш ефективну 
взаємодію бактерій з рослиною та більшу стійкість 
щодо несприятливих умов навколишнього середо-
вища. Відомо, що бактерії родів Azospirillum [11, 
12, 17], Bacillus [15], Clostridium [9], Azotobacter 
[20], Pseudomonas [16] здатні проникати в зону гі-
стосфери, розмножуватись там і фіксувати атмос-
ферний азот. 

Мета нашої роботи – вивчити здатність бакте-
рій роду Azospіrіllum викликати зворотну реакцію 
рослин шовковиці на інокуляцію та з’ясувати мо-
жливість проникнення даних бактерій у внутрішні 
тканини коренів шовковиці. 

Матеріали та методики 

Початкові етапи взаємодії штамів азоспірил з рос-
линами шовковиці вивчали в умовах лабораторних 
дослідів. Простерилізоване насіння інокулювали 
бактеріальною суспензією A. brasіlense 54, з тит-
ром 200 тис. клітин на одну насінину. Через 5–10 
діб після інокуляції коріння проростків довжиною 
1 см мікроскопіювали і підраховували кількість 
морфологічно змінених кореневих волосків [4].  

Визначали здатність бактерій проникати у вну-
трішні тканини коренів шовковиці, використовую-
чи метод генетичного маркуваня популяцій [2]. 
Антибіотикостійкі мутанты отримували за мето-
дом Зибальського [6], використовуючи градієнт 
концентрації стрептоміцину в агарі.  

Дослідження взаємодії діазотрофів з рослинами 
шовковиці проводили також за допомогою імуно-
логічних методів [5, 7, 19]. Тварин імунізували 
відмитою фізіологічним розчином бактеріальною 
суспензією з оптичною густиною Д660нм=1,3, що 
відповідає концентрації 3х1010 кл/мл. Як адьювант 
використовували мантанід ISA 25. Нами запропо-
нована модифікована схема імунізації, за якою бу-
ла отримана штамоспецифічна антисироватка з ти-
тром 1:32 в реакції преципітації і 4х105 в реакції 
твердофазного імуноферментного аналіза. 
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Результати та їх обговорення 

Характер взаємодії Azospіrіllum brasіlense з росли-
нами шовковиці при утворенні ефективних асоціа-
цій вивчали з перших етапів розвитку мікробно–
рослинних взаємовідносин. 

Вивчення зміни морфології кореневих волосків 
під впливом інокуляції проростків шовковиці 
штамами азоспірил показало, що дані бактерії зда-
тні викликати деформації кореневих волосків. Ми 
спостерігали деформовані кореневі волоски: скру-
чені у вигляді спіралі, гачковидно зігнуті та була-
вовидні кореневі волоски в результаті інокуляції 
проростків азоспірилами, що свідчить про здат-
ність бактерій викликати зворотну реакцію рослин 
шовковиці [1, 8]. 

Визначали вплив інокуляції азоспірилами на-
сіння шовковиці на кількість деформацій корене-
вих волосків проростків даної культури. Штами 
A. brasіlense 53, A. brasіlense 54 и A. brasіlense 61 
забезпечили достовірне підвищення кількості 
морфологічних змін кореневих волосків в порів-
нянні з контролем в 6,6 – 7,8 разів (рис. 1).  

З метою визначення здатності азоспірил про-
никати у внутрішні тканини кореня шовковиці бу-
ло отримано стрептоміцинстійкий штам 
A. brasіlense 54, який не відрізнявся від вихідного 
штаму по культурально–морфологічним і фізіоло-
гічним ознакам і належав до S–типу. Не змінилась 
також нітрогеназна активність мутантної культури 
та її здатність позитивно впливати на продуктив-
ність сіянців шовковиці. 
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Рис. 1. Вплив інокуляції проростків шовковиці бактеріа-
льними суспензіями азоспірил на кількість деформова-
них кореневих волосків; 1 – контроль, 2 – A. brasіlense 
53, 3 – A. brasіlense 54, 4 – A. brasіlense 61. 

Fig. 1. Influence of processing of sprouts of a mulberry by 
bacterial suspensions Azospirillum on quantity of the de-
formed root hair; 1 – the control, 2 –  A. brasіlense 53, 3 –  
A. brasіlense 54, 4 – A. brasіlense 61. 

Через 60 діб після інокуляції з поверхнево сте-
рилізованого коріння були виділені реізоляти 

стрептоміцинстійких мутантів, що доводить здат-
ність азоспірил проникати у внутрішні тканини 
рослин шовковиці. 

Для підтвердження здатності досліджуваного 
штаму проникати в тканини коренів рослин шов-
ковиці паралельно з методом генетичного марку-
вання ми використовували імунологічні методи. 
Застосовуючи модифіковану нами схему імунізації 
кролів, була отримана штамоспецифічна антиси-
роватка з титром 1:32 в реакції преципітації і 4х105 
в реакції твердофазного імуноферментного аналі-
зу, що дозволило використати її для дослідження 
можливості проникнення штаму Azospіrіllum 
brasіlense 54 у внутрішні тканини коренів шовко-
виці. З поверхнево стерилізованих коренів через 
16 місяців після інокуляції були виділені ізоляти 
№1, 2, 3, 4, 5, з коренів рослин шовковиці через 4 
місяці після інокуляції – ізоляти №6, 7, 8. Ізоляти 
№1, 2, 6 утворювали смуги преципітації зі штамо-
специфічною антисироваткою. 

Твердофазний імуноферментний аналіз (ТІФА) 
проводили на полістиролових планшетах в непря-
мому варианті. (табл. 1). Аналіз представлених да-
них дозволяє зробити висновок, що ізоляти №1, 2, 
6 відповідають штаму A. brasіlense 54. 

Таким чином, результати ТІФА свідчать про те, 
що азоспірили здатні проникати в корені рослин 
шовковиці та зберігати життєздатність протягом 
16 місяців після інтродукції бактерій в кореневу 
зону цієї культури. 
 
 

Таблиця 1. Результати імуноферментного аналізу ізоля-
тів бактерій, виділених з коренів дерев шовковиці. 

Table 1. Results of the enzyme–linked immunosorbent assay 
of the bacteria allocated from roots of trees of a mulberry. 
 

ТІФА Зразки 
ОГ, 492 
нм 

ОГзраз-
ка/ОГ(–)* 

Позитивний контроль 
(A.brasilense 54) 

2,984 4,76 

Негативний контроль 
(A.brasilense Sp7) 

0,627 1,0 

Іолят №1 2,859 4,56 
Ізолят №2 2,947 4,70 
Ізолят №3 0,622 0,99 
Ізолят №4 0,531 0,85 
Ізолят №5 0,645 1,03 
Ізолят №6 2,937 4,68 
Ізолят №7 0,492 0,78 
Ізолят №8 0,528 0,84 
Ізолят №9 0,486 0,78 

*– Співвідношення ОГ досліджуваного зразка до ОГ не-
гативного контролю. 

____________________ 
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