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В литературе известны многочисленные успешные попытки созда­
ния азотфиксирующих ассоциаций культур тканей бобовых и небобэ- 
вых растений с симбиотическими и несимбиэти”ескими диазотрофа.мн. 
Однако сообщения об ассоциациях, спо.ооных к д. ։..е. ьн.м су к :ь 
тивированию при сохранении жизнег пособности обоих партнеров, еди 
ничны: в каллюсах сахарного тростника клеток Az>> >. < si и * 
(’). м рковн Azolobscter vinela.idi: (-), габ.ка Ambiena v ria bills (°) 
« ведений же о культивировании пер внваемых боиово-ризсбка. ь ы.х 
ассоцидци и vitro в лшерау >е мы не встречали.

С целью стабилизации симбиотических взаимоотношений культу­
ры тканей люцерны и khizobinrn meiilotl, взаимной адаптации бак­
териальных и растительных клеток в условиях смешанной культуры 
нами была предпринята попытка создать жизнеспособные перманент­
ные ассоциации in vitro, перевиваемые в течение многократных пас­
сажей. В качестве микросимбионта ассоциации использовали клубень­
ковые бактерии люцерны шт. 21/67 (коллекционная культура Инсти­
тута микробиологии АН Армянской ССР), макросимбионта—культура 
ткани люцерны сорта «Апаранская-40», изолированная нами и поддзо- 
живаемая в течение длительного субкультивирования. Культура тка­
ни люцерны и ее ассоциация с Rh. meliloli поддерживалась на модифи­
цированной среде Гамборга В-5—МВ-5 (’). Пересадки ассоциаций 
осуществляли через каждые 3—4 недели. Оптимальное соотношение 
клеток микро- и макросимбионтов было I07—108 бактериальных кле­
ток на I г растительной ткани.

В этих постоянных ассоциациях in vitro изучали жизнеспособность 
обоих симбионтов, учитывали их ростовые показатели, определяли ак­
тивность нитрогеназы клубеньковых бактерий в течение пассажей, прэ- 
водили цитоморфологические наблюдения. Нитрогеназную активность 
определяли газохроматографическим методом по восстановлению аце­
тилена в этилен на хроматографе марки «Цвет—НО», по методике, 
подробно описанной ранее (5). Жизнеспособность макро- и микросим­
бионтов устанавливали по приросту биомассы и наличию жизнеспособ­
ных клубеньковых бактерий, количественно определяемых по числу 
образовавшихся колоний на бобовом агаре. Сравнительные цитомор­
фологические наблюдения макро- и микросимбионтов проводили как 
в условиях ассоциации, так и при культивировании на питательных 
средах МВ-5 и бобовом агаре. Бактериальные клетки микроскопиро- 
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пали как прижизненно, так и после их фиксации (по Буэну) и окра­
шивания (кристаллическим фиолетовым). Микроскопирование и мик­
рофотографирование бактериальных и растительных обьекюв прово­
дили с помощью микроскопа марки МБИ ֊6 Микрофотографии полу­
чены на фотопленке «Микрат—200».

Каллюс люцерны, культивируемый в период всего жизненного 
цикла совместно с клетками R!։. шеШоБ, в условиях ассоциации со­
хранял жизнеспособность в течение 17 н пассажей. На рис. I пзобра-

Рис. 1. Внешний вид перевиваемой ассоциации к плю­
сов люцерны с клубеньковыми бактериями

Рис. 2. Палочковидные формы клубеньк >вых бактерии 
в ассоциации с каллюсом люцерны. Окраска по I ут- 
штейну. Вшву нн/юн фрагмент растительной клетки.

X 2500
жен каллюс люцерны, инфицированный клубеньковыми бактериями, ՛•՝ 
концу субкультивирования. Внешние морфологические различия меж- 
ду каллюсами ассоциаций и контрольных, неинокулнрованных бакте­
риями вариантов нс выявлены в течение всех пассажей. В ассоциациях 
и неинокулнрованных вариантах каллюсы люцерны имели одинаковую 
рыхлую консистенцию и светло-желтый цвет. В обоих елхчаях ле нт 
блюдалось признаков преждевременного некроза, побурения ткань 
Наличие бактериальных клеток в ткани визуально не обнаруживается 
в течение субкультивироваиия ассоциаций. Голько после длительно։ о 



хранения без пересадки (билес двух месяцев) каллюсы, перманентно 
носящие в себе клубеньковые бактерии, приобретают более бурый от­
тенок, чем контрольные—неннокулированные, и вокруг них наблюда­
ется бактериальный рост. В ассоциативной ткани незначительно по­
вышается содержание сухих веществ по отношению к контролю (5,0— 
5,2 против 4,5—4,7).

В течение субкультивнрования контролировалось количество клу­
беньковых бактерии в ассоциативной ткани—оно составляло 10й—10** 
клеток на I г каллюса. Угнетение растительной ткани отмечалось, ког­
да в 1 г каллюса количество бактерий превышало 109. Результаты уче­
та ростовых показателей растительных тканей, определения нитроге­
назной активности в течение субкультивнрования ассоциаций обобще­
ны в таблице.

Показа гели роста и нитрогеназная активность (нМ этилена па ) г сухого вещества 
г. течение 24 ч| в течение субкультивнрования перевиваемых ассоциации клеток клу­

беньковых бактерий и каллюсов люцерны

м Прирост биомассы, г Индекс 1.оста Нитрогеназная
активность,

пассажа нМ С։Н< г
ассоциатин контроль ассипития контроль сухого вещества

1 3.29 2.70 8,2 68 29
11 3.30 3.83 8,3 9,6 61
V 5.83 5,63 14.6 14.1
VI 7,87 7.86 19.7 19,7 55
VII 9.07 8.30 22,7 20.8 ——
VIII 8,79 8.43 22,0 21.1
IX 3.98 4 >35 10,0 10.9 ■
X 6.22 7.96 15.6 19.9 53
XIV 4.08 4,35 10.5 11.9 71
ХУЛ 4.18 4.57 10.5 11.4 35

Приведенные данные свидетельствуют, что постоянное присутствие 
клубеньковых бактерий в культуре ткани люцерны в течение 17-и пас­
сажей не угнетало роста растительного компонента ассоциации. Индекс 
роста (отношение конечного веса к исходному) и прирост биомассы 
ассоциативных и неинокулированных тканей в большинстве случаев 
сохранялись приблизительно на одинаковом уровне. Значительные 
расхождения по росту тканей отмечаются между различными пасса­
жами. Минимальное увеличение роста как ассоциативных, так и не­
инокулированных тканей наблюдается во время первых пассажей, а 
максимальное—7-го и 8-го. Индекс роста ассоциативной ткани дости­
гает максимума (22,7) к концу 7-го пассажа, а каллюсов без бактерий 
(21,1)—8-го. '

Нитрогеназная активность клубеньковых бактерии шт. 21/67 в ас­
социации с клетками люцерны в период субкультивнрования обнару­
живается не всегда и не связана с темпами роста ассоциации. Уро­
вень активности нитрогеназы незначителен. •

Цнто.морфологическими исследованиями установлено, что клубень­
ковые бактерии в растительной ткани при длительном пассировании 
мало отличаются от клеток, культивируемых на традиционных пита- 
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ТёлЬных средах. Они имеют характерную для КЫгоЫит палочковид­
ную форму (рис. 2). Однако эти клетки по форме и размерам отли­
чаются от бактероидов, находящихся в клубеньковой ткани растения- 
хозяина. Атипичные формы клубеньковых бактерий, часто встречаю­
щиеся на средах для культивирования растительных клеток, при их 
совмес!ном росте с тканью нс обнаруживаются.

Рис. 3. Растительные клетки в ассоциации с клубень­
ковыми бактериями: а—меристематические, б—парен­

химные клетки. X 200

Как для ассоциаций, так и каллюсов без бактерий характерны 
два основных типа растительных клеток—меристематические и парен­
химные (рис. 3, а. б). Соотношение их меняется по мере старения тка­
ни.

Итак, между партнерами ассоциации не наблюдается антагониз­
ма, однако уровень симбиотической азотфиксации незначителен. Ве­
роятно, при длительном культивировании постоянных ассоциаций И!т. 
теШоН шт. 21/67 и культуры ткани люцерны вместо типичных мутуа­
листических бобово-ризобиальных взаимоотношений устанавливаются 
комменсальные.

Менее успешной оказалась попытка создания перевиваемой ассо­
циации, в которой в качестве микросимбнонта использовали клубень­
ковые бактерии люцерны шт. 441а (из коллекции культур микроорга­
низмов ВНИИ сельскохозяйственной микробиологии). Эта комбинация 
партнеров в ассоциации сохранила жизнеспособность только в течение 
трех пассажей. Количество бактериальных клеток на 1 г каллюса в 



течение субкультнвирования постепенно увеличивалось от 107 до 109 и 
более К концу третьего пассажа, когда в I г каллюса количество клу­
беньковых бактерий превышало 10\ наблюдалось сильное угнетение 
макросимбионта, и рост ассоциации прекращался.
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