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Современная хозяйственная деятель-
ность человека приводит к загрязнению 
атмосферы, почвы и водоемов, истощению 
природных ресурсов, что в свою очередь 
обусловливает разрушение сложившихся 
биоценозов. Вот почему общество измени-
ло отношение к экологии и выдвинуло на 
первый план биологические науки, направ-
ленные на рациональное использование 
природных ресурсов и биобезопасность, в 
частности сельскохозяйственного произ-
водства [1]. Также и сбалансированность 
развития стран мира определяется уров- 
нем их перехода от традиционной модели 
экономического роста к «зеленой эконо-
мике» — общемировому тренду, поскольку 
прогресс по его внедрению является основ-
ным и единственно верным путем развития 
в настоящее время [2].

Цикл азота и его этапы (азотфиксация, 
аммонификация, нитрификация, денитри-
фикация) полностью зависят от деятель-
ности бактерий. Их продукция определяет-
ся наличием резервуара доступного азота, 
который пополняется только в процессе 
азотфиксации, а уменьшается за счет де-
нитрификации и экспорта продукции, ко-
торая выводится из цикла [3].

С другой стороны, многообразие поч-
венных микроорганизмов позволяет ото-
брать из высокопроизводительных при-
родных экосистем и агрофитоценозов 
штаммы диазотрофов с несколькими агро-
номически ценными признаками, которые 
не требовательны к условиям существо-
вания, имеют высокую скорость роста, за 
счет чего являются конкурентоспособ- 
ными при взаимодействии с другими пред-
ставителями почвенного микробного со-
общества [4].

Цель работы — мониторинг диазотро- 
фов в различных почвенно-климатиче-
ских зонах Украины и скрининг высоко-
активных штаммов диазотрофов как по-
тенциальных биоагентов препаратов для 
применения в экологически безопасных 
агротехнологиях, что является одним из 
приоритетных задач современной сельско-
хозяйственной микробиологии и агроэко-
логии.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 
ИССЛЕДОВАНИЙ

Образцы ризосферы растений для вы-
деления диазотрофов отбирали из при-
родных целинных фитоценозов различных  
почвенно-климатических зон, руковод-
ствуясь рекомендациями, приведенными 
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в пособии [5]. Высокоактивные по фикса-
ции молекулярного азота штаммы выделя-
ли в чистую культуру из изолированных 
с корневой зоны растений консорциумов 
микроорганизмов, отличающихся высо-
ким уровнем нитрогеназной активности, 
которую определяли методом ацетиленре-
дукции [6].

Способность новых штаммов ассими-
лировать молекулярный азот в ассоциации 
с пшеницей озимой определяли в пробир-
ной культуре. Выращивали инокулирован-
ные и не инокулированные (контрольные) 
растения в 50 мл минеральной среды Ви-
ноградского без азота и углеводов. Пов-
торность опыта — 10-кратная. Время ин-
кубации — 20 дней. Анализ суммарного 
накопления общего азота в среде и фито-
массе проводили методом Кьельдаля с по-
мощью прибора Кьельтек по разнице на-
копления азота микробно-растительными 
ассоциациями в опытных и контрольных 
вариантах [7].

Модельные опыты проводили соответ-
ственно на нейтральном безазотном суб-
страте, применяя гидрофильный вспучен- 
ный вермикулит (фракции 2 мм), пропи-
танный безазотной минеральной средой. 
Выращивали по 2 растения пшеницы ози-
мой в сосуде емкостью 200 мл. Инокуля-
ционная нагрузка — 104 бактериальных 
клеток на одно семя. Повторность — 8-крат- 
ная. Суммарное накопление общего азота 
в субстрате и фитомассе определяли через 
30 суток выращивания растений. Эталоном 
служил препарат ассоциативных диазотро-
фов Диазофит, применяемый в практике 
сельского хозяйства для предпосевной об-
работки семян пшеницы озимой.

Математический анализ полученных 
результатов проводили с помощью стан-
дартных компьютерных программ «Ста-
тистика».

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Диазотрофы проявляют четко выра-
женный ризосферный эффект, образуют 
тесные взаимосвязи с растением и в зна-
чительно большем количестве находятся 
в корневой зоне растений, чем в почве 

без растений [8]. Поэтому консорциумы 
микроорганизмов, способные к активной 
ассимиляции молекулярного азота атмо-
сферы в ассоциации с растениями, выделя-
ли из ризопланы и ризосферы растений.

В результате экспедиционных выездов 
нами было отобрано 140 образцов корней с 
ризосферной почвой дикорастущих злако-
вых растений из высокопроизводительных 
природных экосистем различных почвен-
но-климатических зон Украины. Корни 
отбирали из растений с лучшими феноти-
пическими показателями.

Методом скрининга было получено бо-
лее 500 консорциумов, которым была при-
суща способность к накоплению микроб- 
ной массы на безазотной среде Виноград-
ского. Большинство изолятов оказались 
олигонитрофилами, то есть К-стратегами 
по экологической классификации и, со-
ответственно, отличались медленным на-
коплением слизистой биомассы с высоким 
содержанием углерода и низким — азота, 
что является характерным для этой функ-
циональной группы микроорганизмов [1]. 
Лишь у 39 изолятов методом ацетиленре-
дукции установили наличие нитрогеназно-
го комплекса с разным уровнем активности 
ассимиляции молекулярного азота. Из них 
выделены в чистую культуру 16 штаммов 
с высокой азотфиксирующей активностью, 
которая в безазотной питательной среде 
варьировала в пределах 0,52–1,26 нмоль 
этилена/мл/час (табл. 1).

Наибольшее количество высокоактив-
ных диазотрофов было обнаружено в кор- 
невой зоне дикорастущих не бобовых рас-
тений, произрастающих на серой лесной 
почве в южной части зоны Полесья. Данная 
ситуация объясняется тем, что азотфикси-
рующие бактерии не являются конкурен-
тоспособными в среде с достаточным ко-
личеством доступного азота. В результате 
растения на малоплодородных почвах фор-
мируют соответствующий микробиоценоз, 
в котором азотфиксирующие виды бакте-
рий получают приоритетное развитие [9]. 
Но самые активные диазотрофы — штаммы 
005 и 083 с нитрогеназной активностью 
1,26 нмоля этилена/мл/час — были вы-
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делены из корневой зоны злаковых расте-
ний, произрастающих на черноземных по-
чвах зоны Лесостепи и южной части зоны  
Степи.

Известно, что способность к ассими-
ляции молекулярного азота еще не свиде-
тельствует о возможности активного функ-
ционирования бактерий в корневой зоне 
растений. Критерием ассоциативности 
служит суммарный прирост общего азота  
в фитомассе инокулированных проростков 
и субстрате [10]. Поэтому свойство выде-
ленных штаммов диазотрофов усваивать 
молекулярный азот в ассоциации с расте-
ниями пшеницы озимой устанавливали в 
условиях лабораторного стерильного опы-
та с выращиванием пробирных инокулиро-
ванных и не инокулированных диазотро-
фами растений на безазотном субстрате.

В результате только штаммы 083 и 472, 
используя корневые экссудаты в качестве 
источника углерода и энергии, проявили 
способность к ассоциативному взаимодей-
ствию с растениями пшеницы озимой. Они 
за 20 суток роста инокулированных про-
ростков в пробирной культуре на безазот-
ном субстрате способствовали накоплению 
общего азота больше на 0,23 и 0,11 мг соот-
ветственно, по сравнению с контролем без 
инокуляции (табл. 2).

Диазотрофы — штаммы 005 и 198, ко-
торые в чистой культуре на питательной 
безазотистой среде активно фиксировали 
молекулярный азот (табл. 1), не выявили 
данной способности во взаимодействии с 
растением, и прибавка азота в пробе была 
незначительной. Также инокуляция рас-
тений пшеницы озимой остальными изо-
лятами азотфиксирующих штаммов бак-
терий не способствовала существенному 
накоплению азота в биомассе растений по 
сравнению с контрольным вариантом.
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Таблица 1
Диазотрофы с высокой нитрогеназной  

активностью из разных почвенно- 
климатических зон Украины

№ штамма Нитрогеназная активность,  
нмоль этилена/мл/час

Чернозем обыкновенный  
(Северная часть зоны Степи) 

5 1,26±0,07
13 0,52±0,07
19 0,61±0,03
40 0,71±0,09

Чернозем типичный (Лесостепь)

83 1,26±0,00

Дерново-подзолистые почвы (Полесье)

93 0,71±0,09
102 0,78±0,00

Серая лесная почва  
(Южная часть зоны Полесья)

111 0,82±0,07
120 0,74±0,08
180 0,89±0,00
198 0,94±0,09
201 0,71±0,09
307 0,71±0,04
426 0,67±0,01

Чернозем оподзоленный (Лесостепь) 

472 0,82±0,07
484 0,74±0,04

Таблица 2
Влияние инокуляции семян штаммами диазотрофов на содержание общего азота  

в биомассе растений пшеницы озимой

Обработка семян Содержание азота  
в фитомассе, мг

Прибавка азота  
в фитомассе, мг

Контроль (обработка водой) 0,24±0,002 0
Инокуляция культурой штамма 083 0,47±0,004 0,23
Инокуляция культурой штамма 472 0,35±0,003 0,11
Инокуляция культурой штамма 005 0,29±0,005 0,04
Инокуляция культурой штамма 198 0,28±0,003 0,03
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Это объясняется тем, что на селектив-
ных безазотистых средах растут азотфик-
сирующие микроорганизмы, которые усва-
ивают азот атмосферы, получая углерод 
и энергию из почвенных ресурсов, но не 
способны устанавливать тесные ассоциа-
тивные связи с растениями. Вторая при-
чина заключается в том, что обогащенная 
корневыми экссудатами почва ризосферы, 
благодаря наличию небольшого количества 
азотных соединений, не всегда является 
элективной средой для азотфиксаторов.  
Третья причина состоит в том, что энер-
гетические вещества почвенного проис-
хождения также содержат в своем составе 
азотные соединения, что способствуют 
развитию микроорганизмов-олигонитро-
филов. Следовательно, далеко не все вы-
сокоактивные по нитрогеназе диазотрофы 
способны к ассоциативному взаимодейст-
вию с растениями [11].

В модельном опыте проверили способ-
ность новых штаммов к фиксации азота в ас-
социации с растениями пшеницы озимой.

Результаты проведенных исследований 
показали, что два штамма выделенных диа-
зотрофов колонизировали корневую систе-
му пшеницы озимой, активно усваивали 
молекулярный азот и, трансформируя его 
в доступную форму, передавали растениям, 
получая от них взамен продукты фотосин-
теза в виде корневых выделений.

Доказательством является то, что в био-
массе инокулированных растений содер-
жание азота было выше такового в расте-
ниях эталонного и контрольного варианта  
(табл. 3).

ВЫВОДЫ

Диазотрофы не являются конкуренто-
способными в среде с достаточным коли-
чеством доступного азота, вследствие чего 
растения формируют соответствующий 
ризосферный микробиоценоз на мало-
плодородных почвах, в котором активно 
функционируют азотфиксаторы. Именно 
поэтому наибольшее количество штаммов 
активных диазотрофов было обнаружено 
в корневой зоне дикорастущих злаковых 
растений, произрастающих на серой лес-
ной почве. 

Однако два наиболее активных диазо-
трофа — штаммы 005 и 083 с нитрогеназ-
ной активностью 1,26 нмоля этилена/мл/
час — были выделены из корневой зоны 
злаковых растений на черноземных почвах 
Лесостепи и южной части Степи. 

Штаммы диазотрофов 083 и 472 яв-
ляются перспективными в практическом 
плане, т.к. способны к образованию ассо-
циативной азотфиксирующей системы с 
растениями пшеницы озимой, которая спо-
собствует активизации развития растений 
и накоплению азота в фитомассе.

Таблица 3
Накопление азота в фитомасе штаммами диазотрофов  

в ассоциации с растениями пшеницы озимой, мг/г

Варианты 
опыта

Содержание азота 
в зеленой массе 
растений, мг/г

Прибавка
к контролю, 

мг/г 

Содержание 
азота в корнях, 

мг/г

Прибавка
к контролю, 

мг/г

Суммарная 
прибавка азота  

в фитомассе, мг/г

Контроль 13,2±0,1 0 5,2±0,1 0 0
Диазофит 15,5±0,5 2,3 5,9±0,2 0,7 3,0
Штамм 083 16,7±0,4 3,5 5,8±0,4 0,6 4,1
Штамм 472 16,3±0,7 3,1 5,5±0,2 0,3 3,4
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