
Известия ТСХА, выпуск 4, 1988 год

УДК 631.461.52:633.11
РОЛЬ ГЕНОТИПА ПШЕНИЦЫ В ФОРМИРОВАНИИ 
АЗОТФИКСИРУЮЩЕЙ АССОЦИАЦИИ БАКТЕРИЙ 

В ПРИКОРНЕВОЙ ЗОНЕ
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Исследовали активность ассоциативной азотфиксации (ацетиленредукции) 
у 9 видов пшеницы рода Triticum, различающихся по уровню плоидности и со
ставу генома. Выявлен полигенный характер наследования nis-признака у гекса- 
плоидных пшениц (геном ABD).

Исследование азотфиксирующих ассоциаций бактерий с небобовы- 
выми растениями в основном проводили на микробном компоненте. Роль 
растения-хозяина в формировании и контроле ассоциации остается прак
тически неизученной. Первые работы в этом направлении появились 
немногим более десяти лет назад [15, 17, 18, 21]. С тех пор накоплено 
относительно мало информации по данной проблеме. Если обратиться 
к симбиозу между Rhizobium и бобовыми растениями как к наиболее 
близкому и хорошо изученному аналогу ассоциации, то можно заметить, 
что он контролируется генетически обоими «партнерами», причем роль 
растения-хозяина в формировании симбиоза является ведущей [5]. 
В последние годы доказано, что небобовые растения благодаря корне
вым выделениям и корневому опаду поддерживают в ризосфере и ри- 
зоплане популяцию бактерий [9, 10]. Однако неизвестно, контролирует
ся ли этот процесс генетически со стороны растения-хозяина. В ряде 
работ показана родовая, видовая и сортовая вариабельность ассоциа
тивной азотфиксации у различных злаков [3, 19]. Были предприняты 
попытки вести селекцию на способность растений кукурузы и проса 
поддерживать ассоциативную азотфиксацию (nis-признак) [13, 14, 16], 
Исследования в данном направлении, безусловно, интересны и в прак
тическом плане, поскольку за счет ассоциативной азотфиксации расте
ние может удовлетворять 1/3—2/3 потребности в азоте [11, 12]. В пред
лагаемой статье рассматривается распространение nis-признака у ви
дов, групп сортов, линий из рода Triticum L.

Методика

Активность ассоциативной азотфиксации 
исследовали у 30 образцов из мировой 
коллекции ВИР, принадлежащих к роду 
Triticum L. Моносомные линии пшеницы 
сорта Саратовская 46 получены из НПО 
«Элита Поволжья». Зерна для проращива-

ния раскладывали в чашки Петри на 
1,2 % агар. После проклевывания их пере
носили в сосуды (h=150 мм, d = 15 мм) 
с агаризованной средой (5 мл) [25] сле
дующего состава (г/л): КН2РО4 — 0,4,
К2НРО4 — 0,4, NaCl — 0,1, MgSO4 — 0,2,
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MnSQ4 — 0,001, FeSО4•7H2О — 0,01, 
CaCl2 — 0,02, дрожжевой экстракт «Диф- 
ко» — 0,02, агар — 3,0.

Проростки инокулировали почвенной 
суспензией на 3—6-й день, предварительно 
выбраковывая пораженные грибной и бак
териальной инфекцией. Для их инокуляции 
использовали каштановую почву, взятую 
с поля Ершовской опытной станции оро
шаемого земледелия (Саратовская об
ласть), на котором в течение трех лет воз
делывали пшеницу. Водную суспензию поч
вы (почва : вода = 1 : 2) обрабатывали на 
гомогенизаторе MPW-302 (ПНР) при
5 тыс. об/мин в течение 5 мин для десорб
ции микроорганизмов с поверхности поч
венных частиц. Доза инокуляции 0,5 мл на 
одно растение. Использовали почву одного 
и того же образца (фракции диаметром 
1,5; 1,0; 0,4; 0,2; 0,1 мм в одинаковых про
порциях). В одном опыте испытывали от
6 до 28 растений одного сорта. В качестве 
репера использовали сорт Саратовская 29.

Растения выращивали в сосудах под ват
ными пробками в климатокамере ВКШ-1 
при продолжительности светового дня 16 ч.

Дневная температура 25—30 °С, ночная 
15—20 °С.

Активность азотфиксации определяли у 
2-недельных проростков методом ацетилен- 
редукции на хроматографе ЛХМ-8 МД. Ко
личество ацетилена составляло 5—10 % к 
объему газовой фазы, инкубация растений 
продолжалась 24—72 ч. Активность азот
фиксации рассчитывали по формуле

где A f  — количество этилена, нг в 1 мл га
зовой фазы; υ  — объем газовой фазы со
суда, мл; т  — масса корня, мг; Т  — про
должительность, сут. Было два контроля — 
без растения и растение без инокуляции.

При статистической обработке результа
тов проводили сравнение средних арифме
тических значений по критерию Стьюдента 
и выборок по критерию Фишера. Данные 
обрабатывали на мини-ЭВМ «Электрони
ка ДЗ-28» по программе «Биометрик», раз
работанной в ИБФРМ АН СССР А. Д. 
Иосипенко и А. Г. Мельниковым.

Результаты

Растения поглощают минеральный азот из почвы и азот, фиксиро
ванный биологическим путем. Поглощение последнего обусловлено не
достатком минерального азота в почве.

Можно предположить, что изменения, которые произошли в про
цессе эволюции пшеницы, не могли не затронуть такого важного для 
жизни растения фактора, как обеспеченность его биологическим азотом.

Т а б л и ц а  1
Активность ассоциативной азотфиксации у пшениц, 

различавшихся по уровню плоидности (Ig нг С2Н4/г корней •сут―1)

Диплоиды (ге
ном А) — конт
роль
Тетраплоиды 
(геном АВ)

6

9

90

223

2n

4n

1,75

2,25

0,91

0,66

52,16

29,08

5,30

2,62 1,91 99,46 4,14 99,99
Тетраплоиды 
(геном AG) 2 22 4n 2,55 0,67 26,44 5,64 1,83 94,25 4,70 99,99
Г ексаплоиды 
(геном ABD) 8 66 6n 2,77 0,79 28,37 3,49 1,34 89,72 7,66 100,00
Октоплоиды 
геном AAGG) 1 8 8n 2,42 0,50 20,65 7,30 3,33 95,22 3,33 99,88

Нами исследовался на nis-активность ряд сортов различных уровней 
полиплоидии: диплоидный (2n=14), тетраплоидный (2n = 28), гекса- 
плоидный (2n=42), октоплоидный (2n = 56). Если принять за единицу 
nis-активность на диплоидном уровне организации Triticum, то при пе
реходе на тетраплоидный уровень она возрастает в среднем на 37 % 
(среднее из показателей двух групп тетраплоидов с геномами АВ и 
AG). У проверенных на nis-признак сортов с гексаплоидным набором 
хромосом активность ассоциативной азотфиксации была на 59 % выше, 
чем у группы сортов с диплоидным набором хромосом, разность досто
верна при Р<0,05. У сорта с октоплоидным набором хромосом актив
ность ацетиленредукции на 38 % превысила контроль (табл. 1).
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Таким образом, при увеличении кратности набора хромосом у пше
ниц возрастает nis-активность в полиплоидном ряду.

До настоящего времени селекция пшеницы на повышение способ
ности использовать биологический азот не проводилась. Поэтому отбор 
и закрепление способности к ассоциативной азотфиксации, возможно, 
осуществляли в связи с другими хозяйственно полезными признаками, 
например качеством зерна и урожайностью. В работе [1] отмечается, 
что продуктивность зерна у дикорастущих и возделываемых форм пше
ницы независимо от уровня плоидности на богатых агрофонах практи
чески одинаковая. Этим, вероятно, объясняются относительно неболь
шие различия по nis-признаку в полиплоидном ряду. Виды пшеницы до
стоверно отличаются по nis-лризнаку от Т. monococcum (табл. 2). Наи-

Т а б л и ц а  2
Активность ассоциативной азотфиксации у различных видов пшеницы 

( l g  н г  QH4/r корней•сут―1)

Вид пшеницы

| К
ол

ич
е

ст
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 с
ор


то

в

К
ол
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е

ст
во

 о
б

ра
зц

ов X S W, % Р ,  % F QF, % td Ptd. %

Т. monococcum (ге
ном А) — контроль 
Т. durum (геном АВ)

6
1

93
6

1,74
2,47

0,89
0,18

53,12
7,08

51,23
2,89 2,58 99,92   6,24 100,00

Т. dicoccum (геном 
АВ) 5 51 2,28 0,60 26,33 3,69 2,19 99,86   4,25 99,99
Т. dicoccoides (геном 
АВ) 4 64 2,13 0,63 29,38 3,67 2,09 99,84 3,13 99,79

Т. militinae (геном А) 1 7 2,79 0,52 18,71 7,07 Не определяли
Т. timopheevii (ге
ном А) 2 15 2,44 0,72 29,71 7,67 1,51 80,61 3,31 99,61
Т. vavilovii (геном 
ABD) 5 23 2,56 0,50 19,54 4,08 3,17 99,84 5,49
Т. aestivum (геном 
ABD) 5 31 3,10 0,92 29,54 5,31 1,06 59,57    7,23 100,00
Т. timonovum (ге
ном AAGG) 1 8 2,29 0,25 10,94 3,87 12,56 99,92   4,30 99,99

большая активность ассоциативной азотфиксации характерна для 
Т. aestivum (геном ABD), широко распространенного в практическом 
земледелии, что позволяет надеяться на поиск сортов в пределах ука
занного вида, которые сочетали бы nis-признак с рядом ценных свойств. 
Необходимо отметить, что часть сортов вида Т. aestivum была представ
лена сортами старой селекции (Русак, Полтавка), у которых nis-актив
ность весьма высокая. По-видимому, именно сорта старой селекции мо
гут послужить донорами высокой ассоциативной азотфиксации. В то 
же время у сортов современной селекции на высоких азотных фонах 
может значительно снижаться nis-активность [23, 24]. Из этого следует, 
что для характеристики nis-признака у вида, который давно использу
ется в селекции, необходимо исследовать сорта старой и новой селекции.

У видов пшениц, возникших эволюционно позже однозернянок (кро
ме Т. dicoccoides, Т. timopheevii), по нашим данным, активность ассо
циативной азотфиксации достоверно выше (табл. 2). Отмечены значи
тельные внутрисортовые различия по nis-признаку у пшеницы (табл. 3). 
Особенно большие коэффициенты вариации были у сортов, относящих
ся к виду Т. monococcum (табл. 2); следовательно, этот вид наиболее 
подвижен по признаку ассоциативной азотфиксации. На большую из
менчивость nis-признака в пределах одного сорта как у бобовых расте
ний, так и у пшеницы указывают многие исследователи [2, 4, 12]. 
Сравнение сортов в пределах одного вида по критерию Фишера показа
ло, что достоверность различий выборок между сортами гораздо ниже, 
чем между видами (табл. 2 и 3). Результаты оценки показателя точно
сти опыта (Р) в связи со значительными значениями коэффициента
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Т а б л и ц а  3
Активность ассоциативной азотфиксации (адетиленредукции) 

коллекционных образцов пшеницы (lg нг С2Н4/г корней•сут―1)

№ образца 
по каталогу 

ВИР

Количе
ство

образцов
X S w, % Р .  %

Сравнение по критерию Фишера

F QF, % td ptd- %

Т. monococcum (геном А)
23032* 14 1,32 0,59 44,34 11,85
20744 20 1,36 0,81 59,29 13,26 1,90 92,66 0,16 10,80
25968 9 1,24 0,63 50,42 16,81 1,14 52,82 0,38 23,11
20589 28 1,79 1,03 57,85 10,93 3,10 98,70 1,80 92,09
21308 12 2,35 0,20 8,37 2,42 8,92 99,98 5,91 100,00
18105 10 2,71 0,24 8,93 2,82 5,87 99,64 7,61 100,00

Т. dicoccoides (геном АВ)
5196* 15 2, 2 0,63 31,04 8,02
5201 17 1,89 0,65 34,09 8,27 1,06 54,23 0,54 38,45

20403 16 2,15 0,31 14,46 3,62 4,07 99,46 0,70 50,98
41965 17 2,47 0,71 28,75 6,97 1,29 67,87 1,92 89,78

Т. timopheevii (геном AG)
27802* 2,59 0,20
29537 2,42 0,23 Не определяли
29558 2,30 2,58

Т. dicoccum (геном АВ)
859* 12 2,04 0,57 27,90 8,05

6249 8 1,90 0,25 13,18 4,66 5,14 98,75 0,69 49,90
6392 17 2,39 0,31 13,05 3,17 3,32 98,53 1,90 92,88
6387 8 2,05 0,29 14,37 5,08 3,74 97,09 0,04 3,36
5154 6 3,31 0,79 26,74 10,92 2,33 95,90 2,21 98,98

Т. militinae (геном AG)
46007 2,78 0,52 Не определяли

Т. durum (геном АВ)
22636 2,47 0,18 Не определяли

Т. vavilovii (геном ABD)
30085* 7 2,66 0,34 Не опр. 4,78
33770 7 2,47 0,12 4,97 1,88 7,50 98,65 1,30 78,22
51760 10 2,52 0,71 28,33 8,96 4,49 95,93 0,53 39,34

Т. aestivum (геном ABD)
11370* 10 2,17 0,15 7,04 2,23

1906 10 3,30 0,97 29,24 9,25 40,32 100,00 3,51 99,75
43920 7 3,02 0,93 30,93 11,69 Не определяли
46004 8 2,60 0,76 29,35 10,38 25,26 99,99 1,52 85,29
46006 6 3,49 0,91 26,17 10,68 35,96 100,00 3,30 99,47

Т. timonovum (геном AAGG)
43065 8 2,29 0,25 Не определяли

* За контроль принята активность ААФ данного образца в пределах данного вида 
пшеницы при сравнении выборок по критерию Фишера.

вариации nis-признака у многих сортов превышали 5 % (табл. 3). Пока
затель точности опыта можно несколько уменьшить при более четкой 
стандартизации условий. Основная же причина большой вариабельно
сти ассоциативной азотфиксации, на наш взгляд, заключается в приро
де самого явления. Образование азотфиксирующей ассоциации между 
небобовыми растениями и диазотрофами осуществляется в несколько 
этапов: продуцирование растением питательных субстратов для бакте
рий и веществ-активаторов, хемотаксис бактерий к корню, адсорбция
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(адгезия) бактерий на корнях, инфекция, обмен метаболитами, сигнала
ми и т. д. Ассоциация может нарушаться на любом из перечисленных 
этапов. Влияет на этот процесс даже незначительное изменение темпе
ратуры [20]. К сожалению, природа взаимодействия небобовых расте
ний и азотфиксирующих бактерий в ассоциации не изучена, поэтому 
причины большой изменчивости nis-признака до сих пор неясны.

Следует обратить внимание на наличие в пределах одного сорта 
пшеницы растений, обладающих нулевой nis-активностью, что отмеча
лось и другими исследователями [20], но подобный факт пока не полу
чил объяснения. Поскольку вносимая популяция почвенных бактерий во 
всех случаях в нашем опыте была стандартной, то очевидно, что суще
ствование ассоциаций «растение — бактерии» с нулевой активностью 
азотфиксации определяется генотипом растения-хозяина.

Исследованные выборки, состоящие из озимых и яровых сортов, по 
активности азотфиксации (ацетиленредукции) достоверно не различа
лись (табл. 4).

Анализ nis-признака у 20 моносомных линий сорта Саратовская 46 
(геном ABD) указывает, что данный признак контролируется несколь-

Т а б л и ц а  4
Активность ассоциативной азотфиксации у озимых и яровых сортов 

пшеницы (lg нг С2Н4/г корней•сут―1)

* За контроль принята группа озимых сортов при сравнении выборок по критерию 
Фишера.

кими генами. В среднем большие нарушения ассоциативной азотфикса
ции наблюдаются у линий 1А—7А. Исходя из этого можно судить о ве
дущей роли генома А в nis-активности у гексаплоидных пшениц. По 
влиянию геномов на nis-признак моносомные линии можно располо
жить в следующий ряд: A > D > B .  Линия 3D не была исследована из- 
за поражения всех проростков грибной инфекцией. Абсолютное значе
ние ААФ было самым низким у линии 6Д.

Распределение nis-признака у пшениц с различным уровнем плоид- 
ности близко к нормальному, за исключением октоплоидов (распреде
ление Максвелла). Видовое распределение nis-признака у пшениц сле
дующее: у 4 видов — Т. monococcum, Т. dicoccum, Т. dicoccoides, Т. ti- 
mopheevii — нормальное, у Т. militinae — сходно с распределением 
Максвелла, у остальных 4 видов — близко к теоретическому распределе
нию Парето (табл. 2). Нормальное распределение nis-активности свой
ственно большинству исследованных сортов, что свидетельствует о гете
рогенности популяций пшеницы по этому признаку. Популяционный по
лиморфизм по признаку азотфиксации характерен и симбиотическим 
системам [2, 6—8], что позволяет вести направленную селекцию на дан
ный признак.

Заключение

Увеличение плоидности до гексаплоидного уровня сопровождается 
достоверным повышением у пшениц nis-активности. Наследование nis- 
признака у гексаплоидных пшениц носит полигенный характер. Его рас
пределение в пределах одного сорта приближается к нормальному. На
блюдается значительная гетерогенность сортовых популяций по призна-
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ку ассоциативной азотфиксации. Достоверных различий по активности 
ассоциативной азотфиксации между яровыми и озимыми не обнаруже
но. Максимальный уровень nis-признака зарегистрирован у вида 
Т. aestivum.
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SUMMARY

Associative nitrogen fixation (acetylene reduction) activity in 9 wheat) species of 
T r i t i c u m  genus differing in ploidy rate and genome composition was studies. Poly
genic mode of. nis-character inheritance in hexaploid wheats (ABD genom) has been 
discovered.
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