
92

УДК 631.461.5:633.11:57.083.12/.13:581.43

СКРИНІНГ ДІАЗОТРОФІВ, ЩО ЗДАТНІ 
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РОСЛИНАМИ ПШЕНИЦІ
Гончар Ю.О.
Інститут сільськогосподарської мікробіології УААН, 
вул. Шевченка, 97, м. Чернігів, 14027, Україна

Проведено скринінг діазотрофів, виділених з ризосфери та 
ризоплани рослин пшениці 13 сортів. Показано, що найвищою нітро-
геназною активністю характеризувався штам Azospirillum �������� sp. 77, 
виділений з ризоплани ярої пшениці сорту Варяг. Інокуляція 
зазначеним штамом насіння пшениці сприяла підвищенню його 
схожості на 22,3 % та сухої маси паростків на 18,2 % у порівнянні з 
контролем, що свідчить про здатність Azospirillum sp. 77 виділяти 
біологічно активні речовини. Досліджуваний штам індукує 
деформації кореневих волосків, що підтверджує властивість 
Azospirillum sp. 77 викликати реакцію рослин пшениці сорту Варяг 
на інокуляцію. За даними попереднього скринінгу відібрано штам, 
здатний утворювати ефективні асоціації з рослинами пшениці.

Ключові слова: діазотрофи, рослини пшениці, нітрогеназна 
активність, схожість насіння

Асоціативні мікроорганізми мають комплекс корисних влас-
тивостей, що сприяють підвищенню врожайності сільськогоспо-
дарських культур [1]. Так, бактерії родів Azospirillum, Azotobacter, 
Pseudomonas, Agrobacterium, Bacillus та ін. характеризуються наяв-
ністю ферментного комплексу нітрогенази, яка забезпечує унікаль-
ну здатність до фіксації молекулярного азоту атмосфери [2–7]. В 
результаті інокуляції рослин діазотрофами підвищується продук-
тивність асоціативної азотфіксації, що сприяє додатковому наход-
женню азоту, збільшенню врожайності й підвищенню вмісту азоту 
в зерні та фітомасі рослин. Крім того, майже всі діазотрофи ефек-
тивно впливають на рослини, стимулюючи їх ріст і фотосинтетичну 
активність [6]. Це відбувається внаслідок виділення діазотрофами 
біологічно активних речовин: вітамінів і фітогормонів [6, 8]. 

Однак, поряд з даними про позитивний вплив інокуляції на 
розвиток рослин, в літературних джерелах є повідомлення і про 
його відсутність [9], що може бути результатом несприятливої дії 
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факторів навколишнього середовища або неспецифічності бактерій 
до рослини. 

Проблема пошуку і селекції високоактивних штамів 
азотфіксувальних бактерій для інокуляції небобових рослин – одна 
з найбільш важливих і разом з тим складних. Такі мікроорганізми 
повинні відповідати багатьом вимогам, і в тому числі, володіти 
здатністю колонізувати поверхню коренів рослин та протистояти 
конкуренції з боку природних угруповань мікроорганізмів [10]. 

Скринінг діазотрофів, що утворюють стійкі ефективні асоціа-
ції з рослинами, включає вивчення нітрогеназної активності бактерій 
у чистій культурі, біотести на здатність виділяти біологічно активні 
речовини, а також дослідження здатності бактерій приживатися в 
кореневій зоні рослин та аналіз впливу інокуляції діазотрофами 
на продуктивність рослин. Одним з достатньо швидких тестів 
виявлення реакції рослин на інокуляцію діазотрофами є аналіз 
деформацій кореневих волосків за допомогою світлової мікроскопії. 
Морфологічні зміни коренів під впливом ґрунтових мікроорганізмів 
відомі давно і ретельно досліджені у бобово-ризобіальному 
симбіозі [11]. Показано також, що за інокуляції злакових рослин 
ефективними штамами Azospirillum відбувається підвищення 
кількості кореневих волосків, їх розгалуження, потовщення та 
скручування [12–15]. Підрахунок кількості деформованих кореневих 
волосків паростків є кількісним показником здатності рослин 
реагувати на інокуляцію досліджуваним штамом [16]. За даними 
С.А. Коннової та І.В. Єгоренкової [17, 18] деформації кореневих 
волосків рослин ініціюються позаклітинними поліцукридвмісними 
комплексами бактерій. Авторами показано штамову селективність 
азоспірил за здатністю індукувати морфологічні зміни кореневих 
волосків паростків пшениці. Ефект деформації кореневих волосків 
демонструє реакцію рослин у відповідь на присутність активних 
діазотрофів або їх метаболітів. Цей показник використовується 
при попередньому скринінгу бактерій, що утворюють ефективні 
асоціації і симбіози з рослинами.

Мета нашої роботи – виділити з кореневої зони ярої пшениці 
азотфіксувальні бактерії, що здатні утворювати ефективні асоціації 
з рослинами пшениці. 

Матеріали й методи. Виділення азотофіксувальних бактерій 
проводили з використанням методик, що описані в оригінальних 
роботах. Флуоресцентні псевдомонади виявляли на середовищі 
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Іізука-Комогата з гліцерином (0,1 %), лактатом аммонію (0,025 %) 
та глутаматом натрію (0,05 %) [19], азотобактер – на напіврідкому 
середовищі Ешбі, бактерії роду Azospirillum – на середовищі 
Доберейнер модифікованого складу [20] та на агаризованому 
середовищі з конго червоним [21]. Виділення діазотрофів, вивчення 
їх морфологічних та фізіолого-біохімічних властивостей проводили 
загальноприйнятими у ґрунтовій мікробіології методами [22, 23]. 

Нітрогеназну активність бактерій у чистій культурі (на 
напіврідких середовищах) визначали ацетиленовим методом 
на газовому хроматографі Chrom-4 з полум’яно-іонізаційним 
детектором на колонці з β–β′-оксидіпропіонітрилом [24]. 

У лабораторних дослідах вивчали вплив діазотрофів на 
схожість насіння і масу паростків пшениці [25].

Початкові етапи взаємодії штамів азоспірил з рослинами 
пшениці вивчали в умовах лабораторних дослідів. Поверхнево 
стерилізоване насіння інокулювали суспензією бактерій з титром 
200 тис. клітин на одну насінину. Через 18-24 годин після інокуляції 
коріння паростків довжиною 1 см мікроскопіювали і підраховували 
кількість морфологічно змінених кореневих волосків [17].

Математичну обробку одержаних даних проводили за 
В.А. Доспєховим [26].

Результати та їх обговорення. З кореневої зони ярої 
пшениці було виділено 79 чистих культур азотфіксувальних 
бактерій. Їх здатність засвоювати молекулярний азот у чистій 
культурі коливалась від 0,06 до 9,07 мкг азоту на 1 мл живильного 
середовища за добу. 24 ізоляти бактерій, які характеризувалися 
високим рівнем нітрогеназної активності, були ідентифіковані 
до роду. Всі виділені бактерії являли собою рухомі палички. 
Переважали неспороутворюючі ізоляти. Високу нітрогеназну 
активність проявили 7 штамів бактерій, що характеризувались 
утворенням великих опуклих слизистих світло-коричневих та 
темно-коричневих колоній зі складчастою поверхнею на середовищі 
Ешбі та середовищі Федорова. Для цих ізолятів характерним 
було утворення цист при старінні культури. За культурально-
морфологічними та фізіолого-біохімічними властивостями дані 
штами були віднесені до роду Azotobacter. 

В окрему групу були виділені ізоляти, які утворювали на 
картопляному агарі світло- та темно-рожеві колонії з специфічним 
металевим блиском, червоні блискучі колонії на середовищі Касераса 
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Таблиця 2. Вплив інокуляції пшениці сорту Варяг 
бактеріями Azospirillum sp. 77 на схожість насіння  
та масу сухих паростків 

Варіанти досліду Схожість 
насіння, %

Маса сухих 
паростків, мг

Контроль 56,0 31,68
Інокуляція Azospirillum ������ sp.���  ��77 68,5 37,43
НІР05 9,52 5,06

Досліджували здатність Azospirillum ������ sp. 77 викликати 
деформації кореневих волосків пшениці сорту Варяг. Показано, що 
в результаті інокуляції утворюються потовщення на кінці кореневих 
волосків (рис. 1) та біля їх основи (рис. 2). Спостерігали також 
зигзагоподібні (рис. 3) та гачкоподібні (рис. 4) кореневі волоски на 
коренях пшениці у результаті інокуляції Azospirillum sp. 77.

та характеризувалися ростом у вигляді плівки на напіврідкому 
середовищі Доберейнер з підлужуванням. Дані бактерії, вирощені на 
рідких або напіврідких середовищах, здійснювали гвинтоподібний 
рух, характерний для представників роду Azospirillum. 

Рухомі грамнегативні бактерії, що утворювали на селектив-
ному середовищі з гліцерином та глутаматом флуоресцентний 
пігмент, були віднесені до роду Pseudomonas. 

Азотфіксувальні бактерії виявлено серед ізолятів – 
представників родів Azotobacter, Azospirillum, Pseudomonas (табл. 1). 
Найефективніше фіксували азот у чистій культурі бактерії з родів 
Azospirillum та Azotobacter. Найвищою нітрогеназною активністю 
серед досліджуваних ізолятів (9,07 мкг азоту/мл середовища за 
добу) характеризувався штам Azospirillum sp. 77, виділений з 
ризоплани пшениці сорту Варяг.

Досліджували вплив інокуляції даними бактеріями насіння 
пшениці на показники його схожості та сухої маси паростків 
(табл. 2). У досліді використовували насіння ярої пшениці сорту 
Варяг. Інокуляція пшениці Azospirillum sp. 77 сприяла підвищенню 
схожості насіння на 22,3 %, сухої маси паростків пшениці – на 
18,2 % у порівнянні з контролем, що свідчить про здатність даних 
бактерій продукувати біологічно активні речовини. 



96 Таблиця 1. Нітрогеназна активність чистих культур діазотрофів,  
виділених з корневої зони ярої пшениці 

Штами Джерело виділення
Живильне 
напіврідке 

середовище

Нітрогеназна активність, 
мкг азоту/мл середовища 

за добу
1 2 3 4

Azotobacter sp. P�1 ризоплана пшениці сорту Варяг Ешбі 8,06
Azotobacter sp. F2 ризосфера пшениці сорту Рання 93 4,65
Azotobacter sp. P6 ризоплана пшениці сорту Етюд 5,71
Azotobacter sp. F8 ризосфера пшениці сорту Мелянопус 69 3,92
Azotobacter sp. P10 ризоплана пшениці сорту Харківська 39 4,70
Azotobacter sp. F10 ризосфера пшениці сорту Харківська 39 4,98
Azotobacter sp. F13 ризосфера пшениці сорту Спадщина 5,71
Azospirillum sp.���  ��77 ризоплана пшениці сорту Варяг Доберейнер 9,07
Azospirillum sp.���  ��F1 ризосфера а пшениці сорту Варяг 7,00
Azospirillum sp. P2 ризоплана пшениці сорту Рання 93 6,10
Azospirillum sp. P3 ризоплана пшениці сорту Скороспілка 99 6,72
Azospirillum sp.���  ��P4 ризоплана пшениці сорту Героїня 3,42
Azospirillum sp. F5 ризосфера пшениці сорту Харківська 26 3,92
Azospirillum sp. P6 ризоплана пшениці сорту Етюд 6,27
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1 2 3 4
Azospirillum sp. P�7 ризоплана пшениці сорту ������Sunnan Доберейнер 4,42
Azospirillum sp. P9 ризоплана пшениці сорту Харківська 27 5,77
Azospirillum sp. F9 ризосфера пшениці сорту Харківська 27 4,20
Azospirillum sp. P10 ризоплана пшениці сорту Харківська 39 7,78
Azospirillum sp. P11 ризоплана пшениці сорту Харківська 41 7,00
Azospirillum sp. P12 ризосфера пшениці сорту Чадо 6,61
Azospirillum sp. P13 ризоплана пшениці сорту Спадщина 3,75
Azospirillum sp. F13 ризосфера пшениці сорту Спадщина 5,21
Pseudomonas sp. P2 ризоплана пшениці сорту Рання 93 Іізука-

Комогата
0,45

Pseudomonas sp.����  ���F12 ризосфера пшениці сорту Чадо 0,67
НСР05 – 4,01

Продовження таблиці 1
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Рис. 5. Вплив інокуляції Azospirillum sp. 77 на кількість 
деформованих кореневих волосків пшениці 

        

Рис. 1. Потовщення на кінці 
кореневих волосків пшениці

Рис. 2. Потовщення біля основи 
кореневих волосків пшениці

          

Рис. 3. Зигзагоподібні деформації 
кореневих волосків пшениці

Рис. 4. Гачкоподібні деформації 
кореневих волосків пшениці

0

5

10

15

20

25

30

Azospirillum sp. 77

 1
 



99

Інокуляція насіння пшениці бактеріями Azospirillum sp. 77 
сприяла зростанню кількості морфологічно змінених кореневих 
волосків в порівнянні з контролем у 8 разів (рис. 5), що свідчить 
про здатність досліджуваного штаму азоспірил викликати реакцію 
пшениці на інокуляцію.

Таким чином, з кореневої зони ярої пшениці виділено 15 
ізолятів бактерій, що були віднесені до роду Azospirillum. Найвищою 
нітрогеназною активністю в чистій культурі (9,07 мкг азоту/мл 
середовища за добу) характеризувався штам Azospirillum sp. 77, 
ізольований з ризоплани пшениці сорту Варяг. Інокуляція даними 
бактеріями насіння пшениці сприяла підвищенню його схожості 
на 22,3 % та маси сухих паростків – на 18,2 % у порівнянні з 
контролем, що свідчить про здатність Azospirillum sp. 77 виділяти 
біологічно активні речовини. Досліджуваний штам викликає 
деформації кореневих волосків пшениці, що підтверджує 
властивість Azospirillum sp. 77 викликати реакцію рослин пшениці 
сорту Варяг на інокуляцію. Встановлено, що досліджуваний штам 
здатний утворювати ефективні асоціації з рослинами пшениці.
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СКРИНИНГ ДИАЗОТРОФОВ, СПОСОБНЫХ 
ОБРАЗОВЫВАТЬ ЭФФЕКТИВНЫЕ АССОЦИАЦИЙ  
С РАСТЕНИЯМИ ПШЕНИЦЫ
Гончар Ю.А.
Институт сельскохозяйственной микробиологии УААН, г. Чернигов

Проведен скрининг диазотрофов, выделенных из ризосфе-
ры и ризопланы растений пшеницы 13 сортов. Показано, что на-
ибольшей нитрогеназной активностью характеризовался штамм 
Azospirillum sp. 77, выделенный из ризопланы яровой пшеницы сор-
та Варяг. Инокуляция указанным штаммом семян пшеницы спо-
собствовала увеличению всхожести на 22,3 % и сухой массы про-
ростков на 18,2 %. в сравнении с контролем, что свидетельствует 
о способности Azospirillum sp. 77 выделять биологически актив-
ные вещества. Исследуемый штамм индуцирует деформации кор-
невых волосков, что подтверждает способность Azospirillum sp. 
77 вызывать реакцию растений пшеницы сорта Варяг на иноку-
ляцию. По данным предварительного скрининга отобран  штамм, 
способный образовывать эффективные ассоциации с растениями 
пшеницы.

Ключевые слова: диазотрофы, растения пшеницы, нитроге-
назная активность, всхожесть семян. 
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SCREENING OF DIASOTROPHS, CAPABLE TO FORM 
EFFECTIVE ASSOCIATIONS WITH WHEAT PLANTS
Gonchar Yu.A.
Institute of Agricultural Microbiology, UААS, Chernihiv

It is carried out a screening of diazotrophs, allocated from 
rhizosphere and rhizoplane of wheat plants of 13 sorts. It is shown, that 
strain Azospirillum sp. 77, allocated from rhizoplane of  a spring wheat 
of sort Varyag, was characterized by the greatest nitrogenase activity. 
Inoculation of wheat seeds by specified strain promoted the increase of its 
germination on 22,3 % and dry weight of sprouts increase on 18,2 % in 
comparison with the control, that testifies the ability of Azospirillum sp. 
77 to produce biologically active substances. The researched strain 
causes deformations of root fuzz that confirms the ability of Azospirillum 
sp. 77 to cause reaction on inoculation of wheat plants sorts Varyag. 
According to preliminary screening it is selected the strain, which 
capable to form effective associations with wheat plants.

Key words: diasotrophs, wheat plants, nitrogenase activity, 
germination of seeds.




