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В условиях вегетационного опыта в песчаной культуре изучали физиолого-био-
химические показатели растений люцерны (Medicago sativa L.) при инокуляции
моно- и бинарными композициями азотфиксирующих микроорганизмов. Пока-
зано, что применение консорциума микроорганизмов Sinorhizobium meliloti T17 +
+ Nostoc PTV более эффективно по сравнению с моноинокуляцией клубенько-
выми бактериями, обеспечивает интенсификацию процессов азотфиксации, фо-
тосинтеза, роста надземной массы и ризогенеза, что повышает продуктивность
люцерны, способствует увеличению содержания белка в листьях, улучшению его
качества.
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В связи с усиливающейся антропогенной нагрузкой на окружающую
среду, применением в сельском хозяйстве различных химических препа-
ратов — минеральных удобрений, гербицидов, средств защиты растений,
регуляторов роста и др., актуальным становится поиск путей альтерна-
тивного ведения аграрного производства, базирующихся на биологичес-
кой основе. Важная роль в этом плане отводится максимальному ис-
пользованию деятельности почвенной микрофлоры.

Сегодня в мире для повышения продуктивности сельскохозяй-
ственных растений исследуют и все чаще применяют на практике
композиции, состоящие как из симбиотических, так и несимбиотиче-
ских азотфиксирующих микроорганизмов. Среди широкого спектра
диазотрофных микроорганизмов наиболее перспективными считаются
синезеленые водоросли (Cyanophyta, цианобактерии), поскольку в от-
личие от гетеротрофных азотфиксаторов они не требуют для усвоения
молекулярного азота наличия в почве уже готового органического ве-
щества.

В настоящее время хорошо известна экологическая роль циано-
бактерий в почве в качестве азотфиксаторов, накопителей органическо-
го вещества, центров микрокосмов как автотрофных организмов с ши-
роким спектром способностей к симбиотрофным взаимоотношениям
[10, 22]. Последнее свойство цианобактерий особенно важно в связи с
использованием в биотехнологии не монокультур микроорганизмов, а их
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консорциумов [6]. В природе синезеленые водоросли никогда не встре-
чаются в виде популяций клеток одного вида. Они находятся в тесных
взаимоотношениях с микрофлорой, содержащейся в окружающей их
клетки слизи.

Исследования показали, что состав видов микроорганизмов, со-
путствующих синезеленым водорослям, очень лабилен и зависит от из-
менения условий местообитания. Аксеничные культуры синезеленых во-
дорослей существуют только в лабораторных условиях. В природе они
находятся в сообществах и, являясь эдификаторами этих микросооб-
ществ, могут изменять их состав [7]. Изучение природных ассоциаций
позволяет конструировать искусственные микроконсорциумы, в первую
очередь на основе микрофлоры, уже применяющейся на данный момент
для изготовления биопрепаратов.

Способность к азотфиксации таких композиций почвенных диазо-
трофов может стать эффективным путем дополнительного обеспечения
сельскохозяйственных растений экологически безопасным биологичес-
ким азотом. Новое направление требует глубокого изучения взаимоотно-
шений между бактериями, синезелеными водорослями и растениями,
совместимости микроорганизмов-партнеров в созданных искусственных
ассоциациях, скрининга наиболее подходящих штаммов микроорганиз-
мов. Для создания условий эффективного функционирования симбио-
тических консорциумов необходимо подобрать оптимальные видовые и
количественные соотношения микроорганизмов, способы их внесения в
почву.

Целью данной работы было изучение возможности формирования
искусственного микробного консорциума на основе Тn5-мутанта клу-
беньковых бактерий Sinorhizobium meliloti Т17 и азотфиксирующей циа-
нобактерии Nostoc PTV, а также влияния инокуляции этим консорциу-
мом на физиолого-биохимические показатели и продуктивность
люцерны.

Методика

В экспериментах использовали растения люцерны Medicago sativa (L.)
сорта Ярославна селекции Института земледелия НААН Украины. Для
инокуляции семян люцерны применяли штамм клубеньковых бактерий
Sinorhizobium meliloti T17 [1, 8] из коллекции азотфиксирующих микро-
организмов Института физиологии растений и генетики НАН Украины
[17]. Штамм Т17 S. meliloti получен в результате межродовой конъюга-
ции Escherichia coli S17-1(pSUP2021::Tn5) и S. meliloti 425а на агаризован-
ной среде ТY [11] по методике [13], он имеет улучшенные симбиотиче-
ские свойства. Клубеньковые бактерии выращивали при температуре
+28 °С в течение 3 сут на агаризованной среде [18] с добавлением кана-
мицина (200 мкг/мл) в качестве селективного агента.

Для создания бинарных композиций азотфиксирующих микроор-
ганизмов использовали культуру синезеленой водоросли Nostoc puncti-
forme из коллекции Института гидробиологии НАН Украины. Молеку-
лярное типирование данного штамма Nostoc было проведено д-ром биол.
наук О.А. Кокшаровой (МГУ им. М.В. Ломоносова). После типирования
штамм получил название Nostoc РТV. Цианобактерии культивировали на
среде Фитцджеральда [15] в колбах Эрленмейера при 22±2 °С и освеще-
нии 4,5—5,0 клк до стационарной фазы роста. Концентрацию хлорофил-

121

ПРОДУКЦИОННЫЙ ПРОЦЕСС ЛЮЦЕРНЫ ПРИ ИНОКУЛЯЦИИ 

ISSN 2308-7099. Физиология растений и генетика. 2016. Т. 48. № 2



ла (Схл) в суспензии клеток определяли методом дифференциальной
флюорометрии [3, 12]. Параллельно оценивали степень жизнеспособно-
сти клеток синезеленых водорослей по разнице интенсивности флуорес-
ценции (F) до и после внесения симазина — ингибитора транспорта
электронов в хлоропластах [14].

Бинарную композицию микроорганизмов получали путем смеши-
вания бактериальных суспензий, состоящих из клубеньковых бактерий
(109 кл/мл) и цианобактерий (Схл = 1506,6±13,4 мкг/л, F = 0,088) в
соотношении 1 : 1.

Исследования проводили в условиях вегетационных опытов на
площадке Института физиологии растений и генетики НАН Украины.
Люцерну выращивали в сосудах на 10 кг субстрата (по 12 растений в
сосуде) при естественном освещении и влажности субстрата 60 % пол-
ной влагоемкости. Сосуды предварительно стерилизовали 20 %-м рас-
твором Н2О2. В качестве субстрата использовали промытый речной пе-
сок с добавлением минеральной питательной смеси Гельригеля [4],
содержащей «стартовое» количество азота — 0,25 нормы (1 норма соот-
ветствует 708 мг Са(NO3)2 · 4H2O на 1 кг песка). Перед посевом семена
стерилизовали концентрированной серной кислотой в течение 5 мин и
промывали проточной водой в течение 1 ч. Продолжительность бактери-
зации семян суспензиями микроорганизмов S. meliloti T17, N. PTV и их
бинарной композицией составляла 60 мин. Абсолютный контроль — се-
мена люцерны, смоченные водопроводной водой. Повторность опытов
семикратная. Растения для анализа отбирали в фазу стеблевания (32-е
сутки после появления всходов), бутонизации (40-е сутки) и цветения
(50-е сутки).

Азотфиксирующую (нитрогеназную) активность (АФА) определяли
ацетиленовым методом по уровню ацетиленвосстанавливающей активно-
сти корневых клубеньков и выражали в микромолях этилена, образуемо-
го клубеньками одного растения за 1 ч [19]. Корни с клубеньками помеща-
ли в герметически закрывающиеся стеклянные флаконы объемом 75 см3,
куда через резиновую мембрану вводили шприцом 10 % ацетилена от об-
щего объема флакона, предварительно удалив такой же объем воздуха.
Продолжительность инкубации одного образца составляла 1 ч. Газовую
смесь анализировали на газовом хроматографе Agilent Technologies 6855
Network GC System (USA). Повторность опытов пятикратная.

Содержание фотосинтетических пигментов определяли в фазу бу-
тонизации по методике [23]. Отбирали листья среднего яруса пяти рен-
домизированных растений одного варианта. Измерения проводили в
трехкратной повторности. Интенсивность фотосинтеза определяли в
контролируемых условиях с помощью установки, смонтированной на
базе оптико-акустического инфракрасного газоанализатора ГИАМ-5М.
Сосуд с растениями помещали в герметическую камеру из оргстекла
объемом 50 л, через которую продували атмосферный воздух со скоро-
стью 15 л/мин. На выходе из камеры отбирали 1 л/мин в газоанализа-
тор, остальной воздух сбрасывался в атмосферу. Камеру освещали лам-
пой накаливания КГ-2000 через водяной фильтр. Освещенность на
уровне субстрата составляла 250 Вт/м2 ФАР, температура — 25±2 °С. По-
сле адаптации растений к условиям измерения (30—40 мин после герме-
тизации камеры) регистрировали скорость поглощения СО2 целыми рас-
тениями (видимый фотосинтез), затем камеру открывали, растения
срезали, камеру снова закрывали и определяли интенсивность дыхания
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почвы с корнями для внесения соответствующей поправки в интенсив-
ность поглощения СО2 надземной частью растений. Параметры газооб-
мена рассчитывали по общепринятой методике [16].

Содержание белка в листьях люцерны определяли по методу Лоу-
ри [21] в фазу бутонизации; количественный и качественный составы
аминокислот — методом ионообменной жидкостно-колончатой хрома-
тографии с использованием автоматического анализатора [9].

Статистическую обработку экспериментальных данных осуществ-
ляли по общепринятым методикам [5] с привлечением пакета программ
Microsoft Excel. Достоверность различий между вариантами оценивали
по критерию Стьюдента при уровне значимости р  0,05.

Результаты и обсуждение

Ранее при лабораторном исследовании чистых культур N. PTV и S. meli-
loti нами выявлена зона стимуляции роста клеток клубеньковых бакте-
рий вокруг колоний синезеленой водоросли N. PTV на поверхности ага-
ризированной среды 79 [2, 14]. Полученные результаты согласовывались
с литературными данными. Известно, что цианобактерии являются про-
дуцентами широкого спектра биологически активных веществ, среди ко-
торых есть группа ростстимулирующих — аналогов фитогормонов [7].
При изучении проблемы создания высокоэффективных ассоциаций
азотфиксирующих микроорганизмов в прикорневой зоне люцерны нами
установлено, что наиболее совместимыми партнерами для цианобакте-
рий Nostoc PTV являются некоторые Тn5-мутанты клубеньковых бакте-
рий S. meliloti, поскольку их использование в оптимальных соотношениях
в инокуляционных смесях свидетельствовало об отсутствии антагонизма
между микроорганизмами.

В вегетационных опытах выяснилось, что инокуляция люцерны
бинарной смесью S. meliloti Т17 + N. PTV стимулирует рост вегетативной
массы растений (табл. 1). Надземная масса растений люцерны при при-
менении консорциума S. meliloti Т17 + N. PTV в фазу стеблевания была
на 15,4 % больше по сравнению с моноинокуляцией Т17 и на 21 % боль-
ше по сравнению с моноинокуляцией N. PTV; в фазу бутонизации —
соответственно на 13,8 и 10,4 %; в фазу бутонизации—начала цвете-
ния — на 5 и 13 %. Известно, что за счет выделения клетками азотфик-
сирующих синезеленых водорослей полипептидов, аминокислот, поли-
сахаридов и витаминов в слизистом окружении этих клеток создается
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ТАБЛИЦА 1. Динамика накопления сырого вещества растениями люцерны,
инокулированной моно- и бинарной суспензиями микроорганизмов (г/растение)

Фаза развития растений

Стеблевание Бутонизация Бутонизация—начало
цветенияВариант

Надзем-
ная часть

Корни Надзем-
ная часть

Корни Надзем-
ная часть

Корни

Без инокуляции 0,42±0,02 0,12±0,01 1,17±0,06 1,12±0,1 1,25±0,02 2,25±0,16

N. PTV 0,62±0,02 0,18±0,01 1,64±0,09 1,79±0,09 1,70±0,07 2,11±0,15

S. meliloti T17 0,65±0,04 0,15±0,01 1,59±0,13 1,22±0,11 1,83±0,04 2,59±0,24

S. meliloti T17 +
+ N. PTV

0,75±0,08 0,22±0,01 1,81±0,18 1,82±0,10 1,92±0,03 2,95±0,29



благоприятная среда для
роста и размножения дру-
гих микроорганизмов.
Возможно, это способст-
вовало более активному
размножению клеток клу-
беньковых бактерий, ас-
социированных с водо-
рослями, в корневой зоне
люцерны и образованию
эффективного бобово-ри-
зобиального симбиоза. У
растений, семена которых
были обработаны суспен-
зиями микроорганизмов,
усиливался также ризоге-
нез (см. табл. 1). Наи-
больший прирост массы
корней зафиксирован в
варианте с применением
бинарной инокуляции (S.
meliloti Т17 + N. PTV).
Так, в фазу стеблевания
масса корней по сравне-

нию с растениями с моноинокуляцией S. meliloti Т17 и Nostoc PTV увели-
чилась соответственно на 46,6 и 22,2 %, в фазу бутонизации — на 49,2 и
13 %, в фазу начала цветения — на 13,9 и 39,8 %.

Эффективное взаимодействие между всеми партнерами симбиоза
обеспечивает активизацию ряда метаболических процессов, прежде все-
го фиксацию атмосферного азота. В результате этого улучшается пита-
ние растений, повышаются их урожайность и качество растительной
продукции. Нами изучены особенности формирования и функциони-
рования симбиотического аппарата люцерны, образовавшегося в усло-
виях применения бинарной инокуляции (S. meliloti Т17 + N. PTV). В
начале вегетации, когда активность процесса азотфиксации еще невы-
сокая, разница по АФА между вариантами моно- и бинарной иноку-
ляции была несущественной (рис. 1). Однако в фазы бутонизации и
бутонизации—начала цветения отмечена более интенсивная азотфик-
сация корневых клубеньков у растений, инокулированных смесью S. meli-
loti Т17 + N. PTV. Эти результаты еще раз подтвердили положительную
регуляторную роль N. PTV. У растений варианта с бинарной инокуляци-
ей количество и масса образовавшихся клубеньков были существенно
выше, чем в варианте с моноинокуляцией S. meliloti Т17 (табл. 2).

Итак, применение консорциума S. meliloti Т17 + N. PTV обеспечи-
ло повышение азотфиксирующей активности симбиотического аппарата
люцерны в фазу бутонизации и сохранение ее относительно высокого
уровня в фазу бутонизации—начала цветения, а также количества и мас-
сы клубеньков на растении. Из этого следует, что N. PTV стимулирует
функционирование клубеньковых бактерий, в частности S. meliloti Т17.

Известно, что применение активных штаммов клубеньковых бак-
терий, а также их ассоциаций с другими микроорганизмами влияет на
формирование и функционирование фотосинтетического аппарата через
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Рис. 1. Динамика азотфиксирующей активности лю-
церны, инокулированной моно- и бинарной суспен-
зиями микроорганизмов, в фазы стеблевания (1), бу-
тонизации (2), бутонизации—начала цветения (3)



азотный обмен растения-хозяина. Именно наличие доступного растени-
ям азота определяет мощность развития фотосинтетического аппарата
вследствие необходимости этого элемента для синтеза различных струк-
турных и ферментных белков хлоропластов [20].

В наших опытах с применением моно- и бинарной суспензий ми-
кроорганизмов для инокуляции семян отмечено их положительное вли-
яние на накопление фотосинтетических пигментов в листьях люцерны
по сравнению с абсолютным контролем (рис. 2). Наибольший эффект
наблюдался у растений, семена которых были инокулированы консор-
циумом азотфиксирующих микроорганизмов S. meliloti Т17 + N. PTV
(содержание хлорофиллов а и b увеличилось соответственно на 115 и 83 %
по сравнению с вариантом моноинокуляции штаммом Т17). Несомнен-
но, что такое увеличение содержания хлорофилла в листьях произошло
вследствие повышения функциональной активности ризобий, которая
напрямую сопряжена с интенсивностью азотфиксации, благодаря по-
ложительному влиянию
N. PTV. 

Доступные формы
азота как минеральная,
так и симбиотрофная, по-
ложительно влияют не
только на формирование,
но и на функционирова-
ние фотосинтетического
аппарата растений [20].
Об эффективности при-
менения бинарной ком-
позиции S. meliloti Т17 +
+ N. PTV свидетельствуют
также результаты опреде-
ления интенсивности фо-
тосинтеза. В частности, в
фазу бутонизации у рас-
тений этого варианта ин-
тенсивность поглощения
СО2 надземной частью
превышала соответствую-
щий показатель при ис-
пользовании моноиноку-
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ТАБЛИЦА 2. Количество (шт/растение) и масса (г/растение) клубеньков на корнях
люцерны, инокулированной моно- и бинарной суспензиями микроорганизмов

Фаза развития растений

Стеблевание Бутонизация Бутонизация—начало
цветенияВариант

Количество Масса Количество Масса Количество Масса

Без инокуляции 0 — 0 — 0 —

N. PTV 0 — 0 — 0 —

S. meliloti T17 12,0±1,0 0,010±0,001 30,0±8,5 0,115±0,002 45,0±0,5 0,135±0,015

S. meliloti T17 +
+ N. PTV

14,0±0,6 0,017±0,004 57,0±8,0 0,130±0,001 70,0±7,5 0,160±0,015

Рис. 2. Содержание хлорофилла при моно- и бинар-
ной инокуляции клубеньковыми бактериями S. meliloti
Т17 и цианобактерией N. PTV:

1 — контроль (без инокуляции); 2 — инокуляция N. PTV; 3 —
инокуляция S. meliloti Т17; 4 — инокуляция консорциумом
S. meliloti Т17 + N. PTV



ляции штаммом Т17 на
12,7 %, а в фазу начала
цветения — на 43,7 %
(рис. 3).

Интенсивность фо-
тосинтеза листьев расте-
ний, как правило, тесно
коррелирует с содержани-
ем в них азота, поскольку
этот элемент в основном
входит в состав амино-
кислот и белков, а более
половины растворимого
белка фотосинтезирую-
щей клетки представлена
главным ферментом асси-
миляции СО2 — РБФК/О
[20]. Очевидно, интенси-

фикация азотфиксации в бинарной композиции была главной причиной
повышения интенсивности фотосинтеза растений. Вместе с тем не ис-
ключено, что более активный симбиотический аппарат, который форми-
руется на корнях растений при бинарной инокуляции, усиливает «за-
прос» на ассимиляты со стороны корневой системы, стимулируя тем
самым фотосинтетическую активность листьев. Физиологической осно-
вой такого «запроса» является интенсивная разгрузка окончаний эле-
ментов флоэмы в клубеньках, что создает концентрационный градиент
транспортных форм углерода, прежде всего сахарозы, в проводящей си-
стеме и ускоряет их отток из листьев. В свою очередь, это снимает огра-
ничения на фотосинтез, налагаемые его продуктами по принципу обрат-
ной связи, и дополнительно ускоряет фотосинтетическую ассимиляцию
углерода.

Итак, эффективная работа симбиотического аппарата у инокули-
рованных растений стимулирует накопление фотосинтетических пиг-
ментов и повышает интенсивность фотосинтеза. Накопление органиче-
ских веществ способствует активному формированию биомассы
растений, поскольку основой биологической продуктивности раститель-
ного организма, в том числе и способного к симбиотической азотфик-
сации, является фотосинтетическая ассимиляция углерода [8].

Вследствие бактеризации семян люцерны консорциумом азотфик-
сирующих микроорганизмов S. meliloti Т17 + N. PTV сбор зеленой мас-
сы растений по сравнению с моноинокуляцией штаммом Т17 увеличил-
ся на 17,9 %, а содержание белка в листьях — на 12 % (табл. 3).

Аминокислотный состав является одним из главных критериев био-
логической ценности растительной продукции. Суммарное содержа-
ние в листьях аминокислот, по которым проводился анализ, при ис-
пользовании бинарной инокуляции увеличилось на 25,1 % по сравнению
с вариантом моноинокуляции штаммом Т17 (в частности, на 33,9 % воз-
росло количество незаменимых и на 17,7 % — заменимых аминокислот)
(рис. 4). При этом отмечено повышение уровней метионина, гистидина,
аргинина и тирозина, содержащихся в небольших количествах в листьях
растений и выступающих одним из факторов, ограничивающих скорость
биосинтеза белка, особенно в генеративных органах. Повышалось также
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Рис. 3. Интенсивность фотосинтеза люцерны при
моно- и бинарной инокуляции клубеньковыми бак-
териями S. meliloti Т17 и цианобактерией N. PTV



содержание наиболее дефицитной из незаменимых для человека и жи-
вотных аминокислот — лизина. Это свидетельствует о положительном
влиянии цианобактериальной инокуляции на качество сельскохозяйст-
венной продукции.

Таким образом, инокуляция семян люцерны консорциумом азот-
фиксирующих микроорганизмов S. meliloti Т17 + N. PTV оптимизирует
ее продукционный процесс благодаря увеличению нитрогеназной актив-
ности корневых клубеньков, усилению интенсивности фотосинтеза, что
стимулирует нарастание вегетативной массы, повышает содержание в
ней белка, улучшает его качество.
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ТАБЛИЦА 3. Продуктивность и содержание белка в листьях люцерны, инокулированной
моно- и бинарной смесями микроорганизмов

Масса сырого вещества надземной части,
г/сосуд

Вариант
I укос II укос Суммарная

масса

Содержание
белка в листьях,

% сухого
вещества

Контроль 17,7±0,5 19,7±0,6 37,4 13,2

N. PTV 21,4±0,5 24,2±0,7 45,6 14,6

S. meliloti T17 21,8±0,4 25,2±0,3 47,0 18,3

S. meliloti T17 + N. PTV 26,3±0,3 29,2±0,1 55,5 20,5

Рис. 4. Суммарное содержание незаменимых и заменимых аминокислот в листьях люцер-
ны при моно- и бинарной инокуляции
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ПРОДУКЦІЙНИЙ ПРОЦЕС ЛЮЦЕРНИ ЗА ІНОКУЛЯЦІЇ БІНАРНОЮ
КОМПОЗИЦІЄЮ SINORHIZOBIUM MELILOTI—NOSTOC 

С.Я. Коць1, Н.А. Воробей1, Д.А. Кірізій1, О.В. Караушу2

1Інститут фізіології рослин і генетики Національної академії наук України, Київ
2Навчально-науковий центр «Інститут біології» Київського національного університету
імені Тараса Шевченка

В умовах вегетаційного досліду в піщаній культурі вивчали фізіолого-біохімічні показники
рослин люцерни (Medicago sativa L.) за інокуляції моно- і бінарними композиціями
азотфіксувальних мікроорганізмів. Показано, що застосування консорціуму мікроор-
ганізмів Sinorhizobium meliloti T17 + Nostoc PTV ефективніше порівняно з моноінокуляцією
бульбочковими бактеріями, забезпечує інтенсифікацію процесів азотфіксації, фотосинтезу,
росту надземної маси і ризогенезу, що підвищує продуктивність люцерни, сприяє
збільшенню вмісту білка в листках, поліпшенню його якості.
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PRODUCTIVITY OF ALFALFA UNDER INOCULATION WITH BINARY
COMPOSITION SINORHIZOBIUM MELILOTI—NOSTOC 

S.Ya. Kots1, N.A. Vorobey1, D.A. Kiriziy1, O.V. Karaushu2

1Institute of Plant Physiology and Genetics, National Academy of Sciences of Ukraine
31/17 Vasylkivska St., Kyiv, 03022, Ukraine
2Institute of Biology, Taras Shevchenko Kyiv National University
64 Volodymyrska St., Kyiv, 01601, Ukraine

Physiological and biochemical parameters of alfalfa plants (Medicago sativa L.) that were inocu-
lated with mono- and binary compositions of nitrogen-fixing microorganisms were studied in the
pot experiment. It is shown that the use of microbial consortium Sinorhizobium meliloti T17 toge-
ther with Nostoc PTV was more efficient than use of the single rhizobium strain inoculation. This
treatment provided an intensification of the processes of nitrogen fixation, photosynthesis and
stimulated growth of aboveground plant mass and rhizogenesis, that increased productivity of alfal-
fa, promoted enlargement of protein content in leaves and improvement of its quality.

Key words: Medicago sativa L., Sinorhizobium meliloti, Nostoc PTV, alfalfa, nitrogen fixation,
photosynthesis, productivity.
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