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Вступ 

Біологічна фіксація молекулярного азоту, яка 
здійснюється ґрунтовими мікроорганізмами, 
протягом багатьох років є однією з 
найважливіших проблем біології. Здатність 
відновлювати N2 до NH4

+ виявлена у 
представників усіх основних груп прокаріот 
(еубактерій, ціанобактерій, актиноміцетів, 
архебактерій), на відміну від еукаріотичних 
організмів (грибів, рослин, тварин), які 
неспроможні засвоювати азот атмосфери. 

Вищі рослини в ході еволюції пристосувалися 
до співіснування з бактеріями-діазотрофами, щоб 
отримувати відновлені сполуки азоту. Таке 
співіснування рослин з мікроорганізмами 
варіюється від слабких асоціацій (колонізація 
діазотрофами ризосфери рослин) до тісних 
симбіотичних відносин, коли мікроорганізм 
проникає всередину тканин рослини (симбіоз 
бобових і бульбочкових бактерій). Втім і асоціації 
і симбіози діазотрофів з рослинами для обох 
партнерів є факультативними: мікроорганізми 

можуть існувати в ґрунті поза рослиною як 
сапрофіти, рослини також можуть нормально 
розвиватися, використовуючи мінеральні і 
органічні сполуки азоту. Але вступаючи в тісні 
взаємодії з мікроорганізмами-азотфіксаторами 
рослини розширюють свої екологічні можливості 
і набувають нових метаболічних функцій [10]. 

Чисельні літературні дані свідчать, що 
бактеріальна ендофітія досить поширене 
природне явище. Описано багато видів 
мікроорганізмів, які проникають у рослинні 
тканини, не викликаючи в них патологічних змін 
[12]. 

Ендофіти-діазотрофи викликають інтерес у 
зв'язку з їхньою екологічною роллю та можливим 
практичним використанням. Локалізація 
діазотрофів у тканинах кореня рослин сприятлива 
для процесу азотфіксації, оскільки в мікрозонах 
їхнього розташування забезпечується низький 
парціальний тиск кисню, що необхідно для 
активного функціонування бактеріальної 
нітрогенази, і доступний енергетичний матеріал 
для цього процесу. Крім того, відбувається тісна 



 

Sci. Bull. Uzhgorod Univ. (Ser. Biol.), 2009, Vol. 25  Наук. Вісник Ужгород. ун–ту. (Сер. Біол.), 2009, Вип. 25 
 

14 

взаємодія мікро- і макропартнера, що робить 
можливим обмін сигнальними молекулами та 
метаболітами. Так, від діазотрофів у рослину 
безпосередньо надходять фіксований азот і 
фітогормони [11, 16]. 

Серед ендофітів-діазотрофів найбільшою 
нітрогеназною активністю і здатністю позитивно 
впливати на ріст і розвиток рослин відрізняються 
азоспірили. Показано, що бактерії роду 
Azospirillum також продукують біологічно активні 
речовини, під впливом яких активізується 
хлоропластогенез [3], поліпшується ріст і 
розвиток рослин [1, 8], підвищується стійкість 
рослин до несприятливих чинників 
навколишнього середовища[2], збудників хвороб 
рослин [9]. Методи світлової й електронної 
мікроскопії з використанням флуоресцентних 
антитіл, а також застосування олігонуклеотидних 
зондів та скануючої лазерної мікроскопії 
дозволили показати, що азоспірили здатні не 
тільки проникати в муцигель на поверхні коренів 
деяких тропічних рослин, а також колонізувати 
кореневі волоски [13], міжклітинний простір 
ксилеми, кори і стели [15, 18, 21]. Азоспірили 
виявлялись також всередині клітин кори і судин 
ксилеми [14, 17, 20,]. 

Пошук нових штамів діазотрофів-ендофітів та 
створення на їхній основі біопрепаратів для 
ефективного використання біологічного азоту 
відкриває широку перспективу підвищенню 
урожайності сільськогосподарських культур. 

З ризосферного ґрунту пшениці ярої сорту 
Рання нами були виділено чисту культуру 
бактерій роду Azospirillum, яка характеризувалася 
високою нітрогеназною активністю. 
Ідентифікація бактерії за фенотипними ознаками і 
з використанням сіквенс-аналізу генів 16S рРНК 
дозволила віднести виділений штам до роду 
Azospirillum, виду A. brasilense. [6]. 

Метою нашої роботи було дослідити здатність 
Azospirillum brasilense 102 колонізувати кореневу 
систему пшениці ярої, проникати всередину 
клітин та вступати в ендофітні асоціації з 
рослинами культури. 

Матеріал і методика досліджень 

Вивчення здатності азоспірил колонізувати 
різні сфери кореневої системи пшениці ярої 
здійснювали за допомогою резистентного методу 
з попереднім одержанням генетично маркованого 
штаму по ознаці стійкості до високих доз 
стрептоміцину [7]. З цією метою було одержано 
мутант штаму A. brasilense 102 (стійкий до 
стрептоміцину в дозі 1000 мкг/мл). 

Вивчення здатності стрептоміцинстійкого 
мутанту азоспірил приживатися в різних сферах 
кореневої системи пшениці ярої сорту Рання 93 
здійснювали за умов вегетаційного досліду. 
Вегетаційний дослід проводили у вегетаційному 
будиночку на дерново-середньопідзолистому 

пилуватосупіщаному ґрунті, який 
характеризувався наступними агрохімічними 
показниками: вміст гумусу становив 1,02%; азоту 
(за Корнфільдом) - 54,9 мг/кг; рухомих форм 
фосфору (за Кірсановим) - 280-300 мг P2O5, 
обмінного калію (за Кірсановим) - 140-148 мг K2O 
на 1 кг ґрунту; pHсол. - 5,2; Ca - 5,8, Mg - 0,61 
мг·екв на 100 г ґрунту. Вологість ґрунту 
підтримували на рівні 60% від повної 
вологоємності. В досліді використовували 
гончарні вазони розміром 1215 см, місткість 
вазонів становила 2,0 кг. Насіння пшениці ярої 
сорту Рання 93 висівали на глибину 2,0 см, 
кількість рослин в кожній посудині складала 20 
штук. Повторність досліду 10-разова. 

Інокуляцію насіння пшениці ярої здійснювали 
трьохдобовою культурою A. brasilense 102str, яку 
вирощували на картопляному агарі з малатом із 
розрахунку 200 тис. бактеріальних клітин на одну 
насінину. Тривалість вегетаційного досліду - 42 
доби після посіву. З періодичністю в 7 діб робили 
посіви відібраних зразків ризосферного ґрунту, 
відмитих коренів і гістосфери рослин на поживні 
середовища: напіврідке Доберейнер і агаризоване 
Касереса з метою визначення чисельності 
інтродукованого штаму. 

Для електронно-мікроскопічних досліджень 
використовували корені 24-добових рослин 
пшениці ярої, яку вирощували в лабораторному 
досліді за стерильних умов. Для цього насіння 
культури стерилізували 0,1% розчином AgNO3 
протягом 3-х хвилин і поміщали в колби 
Ерленмейера місткістю 500 мл, в яких містився 
річковий пісок в кількості 200 г. Пісок спочатку 
промивали водою, висушували за температури 50-
60° С. Висушений пісок промивали 
концентрованою соляною кислотою, потім водою 
і знову висушували. Промитий сухий пісок 
поміщали в колби Ерленмейера, зволожували 
поживним розчином Кнопа (60% від повної 
вологоємкості піску) і стерилізували за режиму - 1 
атм, 20 хв. Як джерело азоту використовували 
янтарно кислий натрій. 

Фіксацію коренів проводили 5% розчином 
глютаральдегіда, який виготовляли на 
фосфатному буфері (рН 7,4) і OsO4. Зневоднення - 
50, 70, 76 і 100% спиртами. Заливку здійснювали 
сумішшю смол Епон-812, DDSA, MNA, ДМР-30. 
Ультратонкі зрізи отримували на ультрамікротомі 
В5 490 А "Tesla" і переглядали на електронному 
мікроскопі В5 540 А "Tesla". 

Нітрогеназну активність чистих культур 
діазотрофів A. brasilensе 102 і A. brasilensе 102str, 
що вирощувались на безазотному напіврідкому 
середовищі Доберейнер, визначали ацетиленовим 
методом на газовому хроматографі "Chrom-4" з 
полум'яноіонізаційним детектором. Колонка 
довжиною 370 см заповнена хромосорбом з β-β-
оксидіпропіонітрилом, Температура термостату 
50° С, газ-носій - азот, витрата газів ( в 
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мл/хвилину): водню - 30, азоту - 100, повітря - 
500. 

Нітрогеназну активність азоспірил в асоціації з 
рослинами пшениці ярої, що вирощувалась у 
вегетаційному досліді на дерново-
середньопідзолистому пилуватосупіщаному 
ґрунті і на річковому піску за стерильних умов, 
визначали ацетиленовим методом. З цією метою 
корені рослин багаторазово відмивали 
водопровідною і п'ятикратно стерильною водою 
при співвідношенні коренів і води 1:20 та 
поміщали у флакони, місткістю 40 см3. Флакони 
герметизували, вводили ацетилен (10% від об'єму 
газової фази у флаконі) та інкубували протягом 1 

години за температури 28° С. Після закінчення 
строку інкубації зразки аналізували на газовому 
хроматографі. 

Результати досліджень та їх обговорення 

Отриманий стрептоміцинстійкий мутант A. 
brasilensе 102str не відрізнявся від вихідного 
штаму за морфолого-культуральними і 
фізіологічними ознаками. Нітрогеназну 
активність вихідного штаму і одержаного мутанта 
в чистій культурі і в асоціації з рослинами 
наведено в табл. 1. 

 
Таблиця 1 Нітрогеназна активність азоспірил в чистій культурі і в асоціації з рослинами пшениці ярої 
(вегетаційний дослід) 
Table 1. Nitrogenaze activity in Azospirillum clean culture and in association with spring wheat plants (vegetative 
experiment) 

Варіант досліду 
Азотфіксувальна активність, 
нмоль С2Н2 /1 мл 
живильного середовища за добу 

Активність азотфіксування, 
нмоль С2Н2 /рослину за годину 

A. brasilensе 102 1350±53,7 48,6±3,3 
A. brasilensе 102str 1400±62,4 46,4±3,7 
 

Динаміку чисельності мутанта, 
інтродукованого у кореневу зону пшениці ярої, 
вивчали у ризосферному ґрунті, на відмитих 
коренях і в гістосфері рослин за умов 
вегетаційного досліду (табл.2). 

Як свідчать одержані результати, інтродуко-
вані азоспірили здатні приживатися у ризосфер-
ному ґрунті, на поверхні коренів, а також 
проникати у внутрішні тканини рослин пшениці 
ярої. У ризосферному ґрунті спостерігалося 
незначне зниження і подальша стабілізація 
чисельності внесеного мутанта на рівні 1,6-
4,0Ч105 бактеріальних клітин в 1 г ґрунту. Більш 
активно азоспірили приживалися на поверхні 
коренів рослин, досягаючи чисельності на 
порядок вище, ніж у ризосфері. Чисельність 
мутанта у внутрішніх тканинах культури була 
значно меншою і складала 1,0-2,5Ч102 
бактеріальних клітин в 1 г коренів, але така 
локалізація дає їм певні переваги у порівнянні з 
ризосферними мікроорганізмами відносно 
доступу до поживних речовин і відсутності 
конкуренції з аборигенною мікрофлорою. 

Електронно-мікроскопічні дослідження 
ультратонких зрізів коренів рослин пшениці ярої, 
що вирощувалась за стерильних умов, дозволили 
простежити за процесом колонізації 
інтродукованим штамом A. brasilensе 102 
кореневої системи культури. Так, встановлено, що 
клітини азоспірил покривають поверхню 

кореневих волосків (рис. 1), проникають 
всередину клітин паренхіми кореня (рис. 2) та в 
міжклітинний простір кореневої тканини (рис. 3). 

Клітини азоспірил, що заселяють рослинні 
тканини, характеризуються певними 
структурними особливостями у порівнянні з 
азоспірилами, культивованими на поживних 
середовищах. В рослинних клітинах та 
міжклітинному просторі вони оточені 
осміофільною оболонкою, під якою розташовано 
осміофобний простір. Така цистоподібна форма 
характерна для симбіосом, які є типовими 
структурами бобово-ризобіального симбіозу. 

Цистоподібні форми азоспірил, які нагадували 
симбіосоми були виявлені в міжклітинниках і в 
живих рослинних клітинах коренів картоплі, яку 
культивували in vitro і інокулювали різними 
штамами азоспірил: A.lipoferum 4014, A.lipoferum 
ЛС-3 та A. brasilensе 410 [5]. Втім, незважаючи на 
те, що асоціаціям азоспірил з рослинами 
притаманна висока активність азотфіксування, на 
коренях картоплі, яку культивували in vitro і 
інокулювали різними штамами азоспірил, 
нітрогеназну активність не виявили. Дослідники 
пояснюють цей факт тим, що в середовищі 
Мурасиго-Скуге, яке використовували для 
культивування картоплі, містився надлишок 
азоту, який, можливо, і був інгібітором 
нітрогеназного ферментного комплексу азоспірил 
[5]. 

.
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Таблиця 2. Колонізація A. brasilense 102str різних кореневих сфер пшениці ярої (вегетаційний дослід) 
Table 2. Colonization of different spring wheat spheres with A. brasilense 102str (vegetative experiment) 

Кількість бактеріальних клітин, один./г сухих коренів (ґрунту) 
Доба після інтродукції Варіант досліду 
7 14 21 28 35 42 

Ризосферний 
ґрунт 

Інокуляція A. 
brasilense 102str 

3,1 ± 
0,28Ч106 

1,0 
±0,08Ч105 

3,2 ± 
0,36Ч105 

1,6 ± 
0,06Ч105 

2,5 ± 
0,26Ч105 

4,0 ± 
0,38Ч105 

Відмиті 
корені 

Інокуляція A. 
brasilense 102str 

3,1 ± 
0,40Ч107 

6,3 ± 
0,59Ч106 

2,5 ± 
0,31Ч106 

1,0 ± 
0,1Ч107 

6,3 ± 
0,58Ч106 

1,6 ± 
0,9Ч107 

Гістосфера Інокуляція A. 
brasilense 102str 

0,12 ± 
0,01Ч102 

0,32 ± 
0,04Ч102 

1,26 ± 
0,08Ч102 

2,51 ± 
0,30Ч102 

1,0 ± 
0,08Ч102 

2,0 ± 
0,03Ч102 

 

 
Рис. 1. Клітини азоспірил в муцигелі на поверхні кореневого волоску пшениці ярої (ультратонкий зріз, електронна 
мікроскопія, Ч4000) 
Fig. 1. Azospirillum cells in mucigel on the spring wheat root hair surface (ultra thin cut in, electronic microscopy, Ч4000) 
1 - клітини азоспірил (A. brasilense 102), 2 - кореневий волосок пшениці ярої, 3 – муцигель 
 

 
Рис. 2. A. brasilense 102 всередині рослинної клітини тканини кореня пшениці ярої (ультратонкий зріз, електронна 
мікроскопія, Ч15000) 
Fig. 2. A. brasilense 102 inside of plant cell in spring wheat root tissue (ultra thin cut in, electronic microscopy, Ч15000) 
1 - міжклітинний простір, 2 - цитоплазма клітини, 3 - осміофільна оболонка A. brasilense 102, 4 - осміофобний 
простір A. brasilense 102 

1 

2 

3 

1 

2 

3 
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Рис. 3. A. brasilense 102 в міжклітинному просторі тканини кореня пшениці ярої (ультратонкий зріз, електронна 
мікроскопія, Ч15000) 
Fig. 3. A. brasilense 102 in the intercellular space of spring wheat root tissues (ultra thin cut in, electronic microscopy, 
Ч15000) 
1 - осміофільна оболонка A. brasilense 102, 2 - осміофобний простір A. brasilense 102, 3 - осміофільні гранули 
міжклітинного простору 
 

В наших дослідах нітрогеназна активність на 
відмитих коренях пшениці ярої, інокульованої A. 
brasilensе 102 і вирощеної за стерильних умов, 
була досить значною: 26,3±2,4 нмоль С2Н2 
/рослину за годину. Це є свідченням того, що 
зазначений штам азоспірил, інтродукований в 
кореневу зону пшениці, здатний утворювати 
ефективну асоціативну систему з рослинами. 

Отже, нами показано, що виділений із 
ризосферного ґрунту пшениці ярої штам A. 
brasilensе 102 утворює ендофітну асоціацію з 
рослинами цієї культури, яка характеризується 
високою активністю фіксації атмосферного азоту. 

Існує думка про те, що здатність азоспірил 
виступати ендофітами рослин є штамовою 
особливістю. Так, штам Sp.7 (типовий для виду 
Azospirillum brasilense) вважається ризосферним 
мікроорганізмом на відміну від штаму 
Azospirillum brasilense Sp.245, який інфікує корені 
пшениці [19, 20]. Зазначені штами є зручною 
моделлю для вивчення особливостей мікробно-
рослинної взаємодії і використовуються в 

багатьох лабораторіях світу. Крім суто наукового 
значення, пошук і використання нових штамів 
діазотрофних мікроорганізмів, здатних до 
ендофітії з рослинами, має незаперечну 
практичну цінність. Інтродукція діазотрофів-
ендофітів у кореневу зону рослин дозволяє 
забезпечити сільськогосподарські культури 
атмосферним азотом і при цьому уникнути втрат 
азоту через процеси денітрифікації. Адже весь 
азот, що фіксується діазотрофами-ендофітами, 
повністю залучається до складу рослин [4]. 

Таким чином, за допомогою резистентного 
методу і електронно-мікроскопічних досліджень 
показано, що отриманий нами новий штам A. 
brasilensе 102 при інтродукції в кореневу зону 
пшениці ярої здатний активно колонізувати 
ризосферу, поверхню коренів, а також проникати 
у внутрішні тканини рослин, утворюючи 
ефективну ендофітну асоціацію з рослинами 
культури, яка характеризується високою 
нітрогеназною активністю. 
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