
УДК 579.262

© 2010

О.В. Мошинець, С. П. Шпильова, Е. Д. Спайрс,

I. В. Косакiвська

Фiтосфера Brasica napus L. як екологiчна нiша

для Pseudomonas fluorescens SBW25

(Представлено членом-кореспондентом НАН України В. А. Кордюмом)

Дослiджено характер зв’язку мiж ризо-, фiло- та ендосферами, як компонентами фi-
тосфери рапсу Brasica napus L., за допомогою модельної бактерiї Pseudomonas fluorescens
SBW25. Були застосованi методи сканувальної конфокальної та електронної мiкроско-
пiї та метод квазiсубстрату. Вивлено вiдмiнностi у динамiцi та просторовiй архiтек-
турi колонiзацiї ризоплану в стерильних та нестерильних умовах. Вперше, завдяки ви-
користанню нового методичного пiдходу “квазiсубстрат, ” встановлено, що P. fluorescens
SBW25 проявляє високу конкурентну здатнiсть при колонiзацiї ризоплану та ближнiх
дiлянок ризосфери. Показано, що в стерильних умовах P. fluorescens SBW25, якi перебу-
вають у епiфiтнiй i ендофiтнiй зонах, не пригнiчують рiст та розвиток рапсу. Про-
цеси колонiзацiї псевдомонадами ризосфери та ендосфери взаємопов’язанi, а фiтосфера
B. napus L. розглядається як екологiчна нiша для P. fluorescens. Дослiдження характеру
процесiв колонiзацiї поглиблює знання, важливi для розумiння бiологiї взаємодiї рослин
та мiкроорганiзмiв.

Спiвiснування рослин та мiкроорганiзмiв вiдбувається впродовж усього життєвого циклу
в трьох взаємопов’язаних просторах, а саме: надземнiй поверхнi — фiлосферi, тканинах
рослини — ендосферi, та ризосферi — зонi субстрату, що безпосередньо прилягає до по-
верхнi коренiв та на яку дiють кореневi ексудати. Рослинно-мiкробнi взаємовiдносини роз-
дiляють на нейтральнi, шкiдливi та такi, що сприяють розвитку рослини [1]. З моменту
формулювання Л. Хiлтнером у 1904 р. поняття ризосфери [2] багатьма дослiдженнями бу-
ло доведено, що фiтосфера, або сукупнiсть усiх екологiчних нiш, на якi впливає росли-
на, є унiкальним за своїм рiзноманiттям, щiльнiстю та фiзiологiчною активнiстю мiкро-
бних популяцiй утворенням [1]. Найбiльш дослiдженим компонентом фiтосфери є ризосфе-
ра [3].

Бактерiї, якi колонiзують ризоплан (поверхню коренiв) та ризосферу i характеризуються
корисними для рослин властивостями, визначають як групу PGPR (вiд англ. Plant Growth-
Promoting Rhizobacteria, тобто ризобактерiї, що стимулюють рiст рослин) [4, 5]. Вважають,
що, представники групи PGPR є потенцiйними ендофiтами, здатними подолати ендодер-
мальний бар’єр. Вони потрапляють у рослину переважно через кореневий кортекс, iнфi-
кують судинну систему та утворюють ендофiтнi популяцiї в коренi, стеблах, листках та
iнших органах [6]. До цiєї групи належать бактерiї роду Pseudomonas. Вони є типовими
колонiзаторами ризосферної зони, а окремi штами псевдомонад розглядаються як перспек-
тивнi фiтопротектори [7]. Встановлено, що псевдомонади колонiзують ендосферу моркви
та картоплi [8, 9].
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Наша мета — дослiдити взаємозв’язок мiж компонентами фiтосфери, динамiку та
просторову архiтектуру колонiзацiї псевдомонадами ризосфери, фiлосфери та ендосфе-
ри рапсу в стерильних та нестерильних умовах. Ми розглядаємо фiтосферу Brasica
napus L. як екологiчну нiшу для Pseudomonas fluorescens SBW25 та вважаємо, що проце-
си колонiзацiї псевдомонадами ризосфери та ендосфери взаємопов’язанi. Беручи до ува-
ги те, що рапс Brasica napus L. — важлива технiчна агрокультура в Українi, пiдви-
щення стiйкостi цих рослин до дiї несприятливих бiотичних чинникiв є актуальним зав-
данням.

Динамiка та просторова архiтектура колонiзацiї фiтосфери рапсу B. napus L. штамом
SBW25 вивчалась нами iз застосуванням методiв сканувальної конфокальної та електронної
мiкроскопiї та методичного пiдходу “квазiсубстрат” (МПК) [10]. Використання хiмiчно та
бiологiчно iнертного носiя МПК, поверхня якого набуває властивостей мiкроеконiшi, в якiй
вiн перебуває, забезпечила можливiсть дослiдити мiкроценоз in situ.

У першiй серiї експериментiв рослини культивували в стерильнiй камерi на сте-
рильному цеолiтi при вiдноснiй вологостi 100%. Штам SBW25 маркували зеленим лю-
мiнесцентним бiлком за методом [11]. Насiння рапсу стерилiзували в сумiшi 6%-го пе-
роксиду водню та 70%-го етилового спирту (1 : 3), пiсля чого проводили iнокуля-
цiю суспензiєю нiчної культури бактерiй та вносили до цеолiту. У результатi встанов-
лено, що через три доби, тобто на першому етапi колонiзацiї ризосфери, вiдбулося
прикрiплення окремих бактерiальних клiтин до поверхнi кореня та утворення волок-
ноподiбних колонiй (рис. 1, а). На сьому добу культивування спостерiгалася колонiза-
цiя усiєї поверхнi окремих ризодермальних клiтин з утворенням бактерiальної бiоплiвки
(див. рис. 1, б ). Подiбнi результати, також на стерильному субстратi, були отриманi при
дослiдженнi колонiзацiї ризоплану винограду бактерiєю Burkholderia phytofirmans [5]. Вi-
рогiдно, що швидкiй та ефективнiй колонiзацiї ризосфери рапсу сприяли здатнiсть псев-
домонад до розмноження в спермосферi — мiкробiологiчно динамiчному регiонi грунту,
що оточує проростаюче насiння [4], та вiдсутнiсть у стерильнiй камерi бактерiй-конку-
рентiв.

У другiй серiї експериментiв дослiджували колонiзацiю ризосфери рапсу штамом SBW25
в умовах нестерильного грунту (МПК), для якого характерно значне рiзноманiття автохтон-
ної ризосферної мiкрофлори (див. рис. 1, в). Встановлено, що штам SBW25 активно коло-
нiзує переважно зону ризоплану, утворюючи велику кiлькiсть мiкроколонiй, а в окремих
випадках бiоплiвку (див. рис. 1, г). У ризосфернiй зонi клiтини SBW25 виявленi в меншiй
кiлькостi та переважно на дiлянках поблизу кореня.

Як вiдзначалося вище, ризо-, ендо- та фiлосфери перебувають у постiйному взаємо-
зв’язку та взаємодiї в рамках єдиного простору — фiтосфери. Це спонукало нас дослi-
дити, чи присутнi бактерiї SBW25 у фiлосферi та ендосферi рапсу в стерильних та не-
стерильних умовах. У стерильних умовах при 100% вологостi атмосфери спостерiгалася
значна колонiзацiя поверхнi листкiв бактерiями, якi не пригнiчували рiст та розвиток ро-
слини. Така колонiзацiя носила дисперсний характер, мiж окремими зонами листка не
виявлено iстотних вiдмiнностей (рис. 2, а, б ). У нестерильних умовах колонiзацiя фiло-
сфери була набагато меншою та вiдзначалася великим скупченням бактерiй у зонi про-
дихiв та вздовж прожилок листка. Ми вважаємо, що це явище обумовлено низькою вiд-
носною вологiстю повiтря (близько 30%), яка не сприяє колонiзацiї листкової поверхнi та
провокує утворення епiфiтних агрегатiв бактерiй за участю екзополiсахаридiв саме в зо-
нах прожилок [11]. Крiм цього, скупчення бактерiй бiля продихiв забезпечує їх вологою,
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яка видiляється пiд час транспiрацiї. Присутнiсть ризосферних конкурентiв, якi змагаю-
ться з клiтинами SBW25 за колонiзацiю фiтосфери рапсу, також може iстотно знижува-
ти кiлькiсть модельних псевдомонад у ендо- та фiлосферах у нестерильних умовах. Са-
ме цим можна пояснити формування мiкроколонiй псевдомонад у мiжклiтинниках парен-
хiми листкiв у стерильних умовах, тодi як у нестерильних умовах такi колонiї вiдсутнi
(рис. 3).

Таким чином, дослiджено взаємозв’язок мiж компонентами фiтосфери, проаналiзовано
та виявлено вiдмiнностi в динамiцi та просторовiй архiтектурi колонiзацiї псевдомонадами
ризосфери, фiлосфери та ендосфери рапсу в стерильних та нестерильних умовах. Вперше,
завдяки використанню нового МПК, встановлено, що P. fluorescens SBW25 проявляє високу
конкурентну здатнiсть при колонiзацiї ризоплану та ближнiх дiлянок ризосфери. Виявле-
но, що в стерильних умовах P. fluorescens SBW25, якi перебувають у епiфiтнiй i ендофiтнiй
зонах, не пригнiчують рiст та розвиток рапсу. Процеси колонiзацiї псевдомонадами ризо-
сфери та ендосфери взаємопов’язанi, а фiтосфера B. napus L. розглядається як екологiчна
нiша для P. fluorescens SBW25.
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The phytosphere of Brassica napus L. as a niche for Pseudomonas

fluorescens SBW25

A link between rhizo-, phyllo-, and endospheres, the different components of the phytosphere of
Brassica napus L. (rapeseed), has been studied with the model bacterium Pseudomonas fluorescens
SBW25, under both sterile and non-sterile soil conditions, using both direct CLSM of plant tissues
and the quasisubstratum approach. This methodology has provided us with a way to study the
dynamics and the spatial architecture of the colonization of the rapeseed rhizoplane for the first time.
It has been observed that P. fluorescens SBW25 showed a high competitiveness when colonizing the
rhizoplane of the plant and the near-root part of the rhizosphere. It was shown that P. fluorescens
SBW25 is able to colonize both the phyllo- and endospheres of rapeseed plants without damaging
a plant organism. The analysis of the colonization process provides the basis for a more in-depth
analysis of the interaction between microbes and plants in the future.
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