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Останнім часом в Україні прослідкову-
ється тенденція до збільшення посівів сої, 
а разом з розвитком та поширенням біо-
логізації сільського господарства — підви-
щення попиту на біопрепарати. Інокулянти 
на основі агрономічно-корисних штамів 
мікроорганізмів, які використовують мо-
лекулярний азот як джерело живлення та 
перетворюють його у доступну для рослин 
форму, сприяють підвищенню врожайнос-
ті рослин [1]. Застосування інокулянтів є 
невід’ємною частиною агротехнології ви-
рощування сої та інших бобових культур 
у більшості господарств світу (Китай, Ар-
гентина, Бразилія, Індія та США). Відо-
мо, що за сприятливих умов бобова куль-
тура може накопичувати у ґрунті близько 
320 кг/га азоту [2].

Наразі технологія вирощування сої 
передбачає передпосівну обробку насіння 
мікробними препаратами, основою яких 
є високоефективні штами бульбочкових 
бактерій. Продуктивність симбіозу з азот-
фіксувальними бактеріями визначається 
активністю та конкурентоспроможністю 
штаму в конкретних ґрунтово-кліматич-
них умовах, його комплементарністю до 
певного сорту рослин, а також генетични-
ми особливостями макросимбіонта. Тому 
створення високоефективних азотфіксу-

вальних систем Bradyrhizobium japonicum — 
Glycine max має велике теоретичне значен-
ня та практичну цінність.

Керуючись загальними стереотипами, 
українські аграрії надають перевагу пре-
паратам закордонних марок. Проте сучасні 
дослідження підтверджують ефективність 
та доцільність використання українських 
біопрепаратів, оскільки вони не поступа-
ються якістю зарубіжним аналогам та мають 
низку переваг (доступність, аргументова-
на ціна-якість), а головне — адаптованість 
основного біологічного агента до погодних 
та ґрунтових умов території України.

Відбувається постійний пошук абори-
генних бактерій роду Bradyrhizobium та мо -
дифікування їх методами генетичної інже-
нерії для створення симбіотичних харак-
теристик, таких як вірулентність, специ-
фічність, комплементарність, активність, 
ефективність, конкурентоспроможність та 
технологічність [3].

Тому метою дослідження є пошук но-
вих, конкурентоспроможних, високоефек-
тивних ізолятів бульбочкових бактерій 
сої як потенційних складових мікробних 
біологічних препаратів, що надзвичайно 
важливо у наш час.

МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕНЬ

Пошук і добір ефективних штамів ризо-
бій сої здійснювали загальноприйнятими 
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методами аналітичної селекції на ділянці 
перелогу, що впродовж 30 років не вико-
ристовувався під вирощування сільсько-
господарських культур [4].

Бульбочки на рослинах сої відбирали у 
фазу цвітіння. Їх стерилізацію та подаль-
шу обробку проводили із застосовуван-
ням етилового спирту та засобу Мікробак 
(BODE Cheimie GmbH, Німеччина) [5].

Розтерту масу поверхнево стерилізо-
ваних бульбочок сої висівали на манітно-
дріжджовий агар (МДА), що має такий 
склад (г/л): маніт — 8,0; дріжджовий екс-
тракт — 2,0; глюкоза — 2,0; (NH4)2SO4 — 0,5; 
K2HPO4 — 0,35; KH2PO4 — 0,35; MgSO4 — 
0,2; агар-агар — 20,0; pH 7,2.

Визначення основних культурально-
морфологічних та фізіолого-біохімічних 
властивостей ізолятів здійснювали за до-
помогою експрес-систем для ідентифікації 
бактерій API® (bioMérieux, США) та за 
ідентифікаційними ознаками визначника 
Берджі [6, 7]. Морфологію клітин ізолятів 
вивчали за допомогою світлового мікро-
скопа фірми OPTIKA SRL Microscopes-B-
383PLi (Італія). Технологічні параметри 
росту культур бактерій сої визначали за 
Г.А. Нікітіним [8].

Нітрогеназну активність бульбочок сої 
визначали за допомогою хроматографа 
Chrom-4 ацетилен-редуктазним методом 

і виражали у кількості мікромолей C2H4, 
що утворилася з C2H2 на 1 рослину за 
1 год. Перерахунок здійснювали за калі-
брувальним графіком, побудованим згідно 
з розведенням еталону етилену [9].

Статистичний аналіз одержаних ре-
зультатів проводили за допомогою стан-
дартних комп’ютерних програм Statistica 
10.0, Мicrosoft Excel 16.

РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ

Для пошуку нових корисних в агроно-
мічному сенсі ізолятів бульбочкових бак-
терій упродовж вегетаційного періоду було 
виділено 34 бактеріальні ізоляти. Прове-
дення морфологічних досліджень колоній 
та клітин мікроорганізмів, їх забарвлення 
за Грамом дало змогу поділити бактерії 
на кілька груп (табл. 1). Серед отриманих 
ізолятів виявили епіфітні мікроорганізми, 
швидкорослі та повільнорослі бактерії.

За результатами досліджень 10 ізолятів 
умовно позначили як SF (12–21). Вони 
були грамнегативними аеробними палич-
ками, що не формували спор; у 3-добовій 
культурі визначали рухливі бактерії розмі-
ром 2,3–2,5 × 0,4–0,5 мкм. Мікроорганізми 
на твердих поживних середовищах МДА та 
м’ясо-пептонного агару (МПА) утворюва-
ли кремово-білі колонії від 1,0 мм до 7 мм у 
діаметрі, які з часом зливались між собою. 
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Таблиця 1
Морфолого-культуральна характеристика виділених ізолятів

№ Група бактерій Присвоєна 
назва

Фарбування 
за Грамом

Морфологія 
колоній, доба появи

Розміри, 
мкм Спори Рухли-

вість

1 Rhizobium
(повільнорослі

ризобії)

LG 1–11 Грам (–) Біло-кремові, 
круглі, 1,0–2,0 мм 

колонії, рівний 
край 7–10 доба

0,5–0,9 ×
1,2–3,0

– +

2 Rhizobium
(швидкорослі 

ризобії)

SF 12–21 Грам (–) Біло-прозорі, 
круглі, 1,0–7,0 мм 

колонії, рівний 
край, 3–4 доба

2,3–2,5 ×
0,4–0,5

– +

3 Bacillus
(епіфітні 
бактерії)

BP 22–34 Грам (+) Кремово-рожеві, 
зморшкуваті, 3,0–
20,0 мм, нерівний 

край, 2 доба

2,0–5,0 ×
0,6–0,8

+ +
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На основі отриманих даних нами було від-
несено їх до роду Ensifer (Ensifer (Ensifer Sinorhizobium).

Інші 13 ізолятів, що умовно були по-
значені нами як PP (22–34), було класи-
фіковано як епіфітні бактерії, адже вони 
є грампозитивними аеробними бактерія-
ми паличкоподібної форми та утворюють 
ендоспору. Це дало можливість зробити 
вис новок про належність вказаних ізоля-
тів до роду Bacillus. Ізоляти SF 12–21 та 
PP 22–34 ми не використовували у подаль-
ших дослідженнях.

Для подальших досліджень нами обра-
но 11 ізолятів, які за попередньою оцінкою 
було віднесено до роду Rhizobium. Ці ізо-
ляти були грамнегативними, облігатними 
аеробними паличками та не утворювали 
спор. У 3-до бовій культурі мали рухливі 
палички розміром 0,5–0,9 × 1,2–3,0 мкм, 
на твердому МДА утворювали колонії 
2-х типів: біло-кремові — округлі, опуклі, 
близько 1 мм у діаметрі та білі — слизові, 
круглі, до 2 мм у діаметрі, що не росли на 
середо вищі МПА.

Під час подальшого вивчення морфо-
логічних ознак ізолятів було зафіксовано, 
що більша їх частина за наступного пере-
сівання на скошений МДА мала більший 
розмір, інший колір та з часом набувала 
здатності зливатися, що не характерно для 
роду Bradyrhizobium. Такі ізоляти були ви-
бракувані та не підлягали наступним біо-
хімічним дослідженням.

Періодичне культивування ізолятів у 
рідкому МДА засвідчило, що початок екс-
поненційної фази росту культур у 
ізолятів LG 2 та LG 3 наставав на 
66-у год, а LG 5 — на 72-у. Аналіз 
росту дос ліджуваних ізолятів дає 
підстави стверджувати, що опти-
мумом культивування вказаних 
бульбочкових бактерій є 90–
96-а год, коли спостерігається 
максимальна чисельність клітин 
у культуральній рідині (рис.).

Вивчаючи здатність мікроор-
ганізмів метаболізувати вуглецеві 
сполуки, нами було здійснено по-
рівняння виділених ізолятів з ета-
лоном Bradyrhizobium japonicum 

eko/001. Ми дійшли висновку, що ізоляти 
LG 2, LG 3, LG 5 мали здатність викорис-
товувати як субстрат арабінозу, галактозу, 
глюкозу, рамнозу, сахарозу та маніт, нато-
мість зовсім не використовували сорбіт та 
інозитол, що є характерним для еталонного 
штаму. Виділені бактеріальні ізоляти не 
мали здатності продукувати желатиназу та 
характеризувалися негативною реакцією 
Фогес-Проскауера, що є класичною озна-
кою ризобій [10]. Також було доведено, що 
ці ізоляти не мали здатності до виділення 
сірководню та синтезу індолу, а також не 
утилізували цитрат.

Отже, за результатами аналізу отри-
маних даних біохімічних тестів та оцінки 
морфолого-культуральних характеристик 
три ізоляти (LG 2, LG 3 та LG 5) було від-
несено до роду Bradyrhizobium.

За інокуляції стерилізованого насіння 
сої ізолятами утворювали бульбочки на 
коренях рослин, тому їх умовно віднесли 
до B. japonicum.

Оскільки тестування на ефективність 
нових ізолятів є обов’язковою умовою пе-
ред використанням їх як складової бакте-
ріальних препаратів, нами було закладено 
вегетаційній дослід. Отримані дані свід-
чать, що ізоляти можуть формувати симбі-
отичний апарат і покращувати біометричні 
показники бактеризованих рослин сої у 
всіх варіантах досліду (табл. 2).

За дії ізоляту LG 5 утворилася найбіль-
ша кількість бульбочок, що перевищило 
відповідний показник еталонного штаму 

Динаміка росту виділених ізолятів
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на 72%, а щодо маси — на 55%. Розвиток 
рослин у цьому варіанті є оптимальним, 
адже довжина та маса кореня збільшували-
ся на 29 та 34% порівняно з контрольним 
варіантом (без бактеризації); на 6 та на 4%, 
ніж у варіанті з виробничим штамом B. ja-
ponicum eko/001, відповідно.

Кількість бульбочок та їх маса за зас-
тосування ізоляту LG 2 також у 1,4 раза 
перевищувала еталонний штам B. japoni-
cum eko/001.

Азотфіксувальну активність бульбочок 
визначали за нітрогеназною активністю. 
Було встановлено, що два виділених ізо-
ляти, попередньо віднесені до роду Bra-
dyrhizobium, характеризувалися високою 
нітрогеназною активністю, яка навіть дещо 
перевищувала відповідний показник ета-
лонного штаму — B. japonicum eko/001 
(табл. 3).

Лише ізолят LG 3 продемонстрував 
нітрогеназну активність на рівні еталону 
та становив 1,92 мкмоль C2H4/рослину/
год.

Аналізуючи отримані дані зауважимо, 
що високий азотфіксувальний потенціал 
мають ізоляти LG 2, LG 3, LG 5 — 1,92–2,18 
мкмоль C2H4/рослину/год. Своєю чер-
гою, нітрогеназна активність ізоляту LG 
5 була найвищою — перевищувала відпо-
відний показник виробничого штаму Bra-
dyrhizobium japonicum eko/001 на 14,3%. 
Активність симбіотичного апарату сої ізо-
ляту LG 2 становила 2,07 мкмоль C2H4/
рослину/год, що на 8,6% більше за еталон. 
На нашу думку, необхідним є подальші 
випробування ізоляту LG 3, незважаю-
чи на те, що нітрогеназна активність у цьо-
му варіанті перебуває на рівні контролю. 
Інші ізоляти у ході досліджень мали нижчу 
нітрогеназну активність.

ВИСНОВКИ

Скринінг бульбочкових бактерій сої 
та їх властивостей надав змогу виділити 
три нові активні, корисні в агрономічно-
му аспекті ізоляти бульбочкових бактерій 
(LG 2, LG 3 та LG 5), які після проведення 
морфолого-культуральних та фізіолого-
біохімічних тестів було віднесено до роду 
Bradyrhizobium. Характеризуючи отримані 
дані, можна зробити висновок, що виділені 
ізоляти LG 2, LG 3 та LG 5 мають високий 
азотфіксувальний потенціал і покращують 
біометричні параметри рослин сої.

Таблиця 2
Вплив ізолятів B. japonicum на формування симбіотичного апарату 

та розвиток рослин сої сорту Моравія

Варіант Висота 
стебла, см

Маса 
стебла, г

Довжина 
кореня, см

Маса 
кореня, г

Кількість бульбо-
чок, од./рослину

Маса бульбо-
чок, г/рослину

Контроль 15,7±0,36 1,83±0,06 6,5±0,61 0,42±0,03 – –

Еталон (B. japo-
nicum eko/001)

17,8±0,47 2,02±0,01 8,2±0,56 0,59±0,02 22,5±0,5 0,44±0,05

Ізолят LG 2 18,1±0,23 2,08±0,08 7,7±0,44 0,47±0,01 31,5±0,5 0,62±0,03

Ізолят LG 3 18,3±0,81 2,06±0,04 8,1±0,25 0,56±0,02 20,7±0,4 0,46±0,02

Ізолят LG 5 17,4±0,98 2,11±0,11 8,7±0,53 0,54±0,02 38,6±0,5 0,68±0,02

Таблиця 3
Нітрогеназна активність бульбочок сої

Варіант

Нітрогеназна активність

мкмоль С2Н4/ 
рослину/год %

Еталон (B. japo-
nicum eko/001)

1,91±0,04 –

Ізолят LG 2 2,07±0,18 8,6

Ізолят LG 3 1,92±0,31 0,5

Ізолят LG 5 2,18±0,14 14,3

І.І. ГУМЕНЮК, C.Ю. ГРУЗІНСЬКИЙ, І.С. БРОВКО, Я.В. ЧАБАНЮК
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