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Установлено можливість формування симбіозів Bradyrhizobium japonicum із 
рослинами сої у нафтозабрудненому ґрунті. Визначено інтенсивність фіксації азоту 
атмосфери сформованими бобово-ризобіальними симбіозами за умов забруднення 
ґрунту нафтою. 
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Забруднення ґрунту нафтою є прикладом багатокомпонентної та різнобічної нега-
тивної атаки на всю ґрунтову екосистему. Насамперед, наявні у нафті метанові й арома-
тичні вуглеводні (легкі фракції нафти) чинять пряму токсичну дію [1]. Такі  компоненти 
нафти, як смоли й асфальтени (важкі фракції), закупорюють пори ґрунту і цим перешко-
джають проникненню у ґрунт кисню та води [20]. Нестача кисню негативно позначається 
на функціонуванні ґрунтової мікробіоти, а також на кількості аеробних мікроорганізмів 
у ґрунті [1]. Дефіцит вологи стає причиною порушення природних шляхів руху води, що 
зумовлює зменшення доступності мінеральних елементів живлення для рослин. Крім цьо- Крім цьо-
го, результатом нафтовидобтку є надходження у ґрунт високомінералізованих вод (здебіль-
шого з вмістом хлоридів, а також сульфатів та ін.), що є причиною супутнього засолення 
ґрунтів [22]. Засоленість ґрунту, як відомо, призводить до змін поглинання мінеральних 
елементів (особливо іонів К+ та Са2+), спричинює акумуляцію токсичних іонів (особливо 
Na+), викликає осмотичний і оксидативний стреси у рослинних організмів тощо.

Природне очищення забруднених нафтою продуктів відбувається упродовж дуже 
тривалого часу. Якщо легкі фракції нафти, навіть попри те, що вони всмоктуються у ґрунт 
на глибину до 1 метра, можуть випаровуватися, то важкі фракції, хоча і проникають у 
ґрунт не глибше 12 см, деградують дуже повільно [21]. Крім цього, внаслідок склеювання 
часток ґрунту асфальтенами інгібується дифузія уже розкладених фракцій. Це обмежує 
доступність їх як джерела живлення для мікроорганізмів [28], що у підсумку сповільнює 
сумарну біодеградацію нафти у ґрунті.

Для очищення та відновлення нафтозабруднених ґрунтів залежно від умов регіону, 
характеру та рівня забруднення застосовують певні методи: механічні, фізико-хімічні,  
біологічні та комплексні. Механічні методи полягають у зборі нафти з поверхні ґрунту 
за допомогою механічних засобів. Фізико-хімічні методи базуються на використанні 
фізико-хімічних властивостей речовин, завдяки яким здійснюють екстракцію або 
сорбцію забруднювачів. Прикладами фізико-хімічних методів є реагентна нейтралізація 
нафтозабруднених ґрунтів; екстракція забруднення паром; промивання забрудненого 
ґрунту; очищення твердих поверхонь за допомогою гідрофобного органомінерального 
нафтового сорбента, ініційованого гумінового сорбента, твердих сорбентів і сорбентів на 
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основі жирних кислот тощо) [10, 23, 16]. Суть існуючих біологічних методів очищення 
ґрунтів від нафти полягає в інтенсифікації процесів самоочищення ґрунту шляхом внесення 
спеціальних біологічних препаратів. До складу таких препаратів входять відповідні, 
адаптовані до забруднювача, активні штами мікроорганізмів-деструкторів, а також 
певні мінеральні компоненти, сорбенти тощо [6]. Використовуються також поверхнево-
активні речовини мікробного походження (біоПАР, біосурфактанти) – продукти синтезу 
нафтоокиснювальних бактерій [31], механізм дії яких полягає в десорбції та солюбілізації 
вуглеводнів, а також – у стимуляції активності деструкторів нафти. Цей метод, очевидно, 
можна віднести як до фізико-хімічних, так і до біологічних. Комплексні методи являють 
собою сукупність засобів для поліпшення стану ґрунтів і усунення нафтового забруднення, 
що реалізуються шляхом застосування механічних, фізико-хімічних і біологічних методів 
очищення в комплексі з агротехнічними і (фіто)меліоративними роботами. 

Принцип відновлення ґрунтів за допомогою вищих рослин полягає, здебільшого, в 
тому, що рослинні організми покращують фізико-хімічні властивості забрудненого ґрунту 
і таким чином сприяють деструкції нафти відповідними мікроорганізмами [5, 8].

У роботі вивчали перспективи поєднання методів фіто- та біоремедіації з метою 
очищення ґрунту від забруднення нафтою. Рослинами, які використовували для досліджень, 
були рослини сої щетинистої з родини бобових. Результатами наших попередніх досліджень 
встановлено толерантність рослин сої, а також люцерни, до умов ґрунту, забрудненого 
нафтою [4, 3, 2, 26]. Використано культуру бульбочкової бактерії Bradyrhizobium japonicum, 
оскільки відомо про взаємодію сої з цим мікропартнером [14]. Досліджували можливість 
формування бобово-ризобіальних систем сої у нафтозабрудненому ґрунті, а також – їхню 
азотфіксувальну здатність.

Привабливість застосування рослин сої та культури B. japonicum для очищення 
ґрунту від забруднення нафтою вбачається у тому, що, по-перше, рослини сої, адаптуючись 
до умов нафтозабрудненого ґрунту, формують потужні кореневі системи з численними 
бічними коренями, що сприяє розпушенню забрудненого ґрунту. Можливість фіксації 
азоту атмосфери бобово-ризобіальними симбіозами сої є передумовою нагромадження 
(після мінералізації тканин коренів із бульбочками) у нафтозабрудненому ґрунті 
біологічного азоту. Це, з одного боку, слугуватиме чинником стимулювання росту рослин 
у забрудненому ґрунті, а з іншого – дасть змогу підвищити біохімічну активність ґрунту, 
адже відомо, що збагачення ґрунту азотом допомагає інтенсифікувати дихання, збільшити 
коефіцієнт мінералізації, підвищити активність ґрунтових ферментів тощо [9]. У свою 
чергу, зростання біохімічної активності ґрунту сприятиме деструкційній діяльності 
мікроорганізмів, тобто відбуватиметься інтенсифікація процесів самоочищення ґрунту. 
Також є підстави вважати, що кількість нафти у ґрунті буде зменшуватися за рахунок 
функціонування у ньому B. japonicum, оскільки є відомості, що вуглеводні слугують 
джерелом живлення для бульбочкових бактерій [27].

Матеріали та методи
Знезаражене 70% спиртом і відмите водопровідною водою насіння сої щетинистої 

(Glicine hispida Maxim) витримували упродовж 3-х діб у чашках Петрі на зволоженому 
фільтрувальному папері за температури 25±0,1°С до моменту його накльовування, після 
чого інокулювали культурою бульбочкової бактерії Bradyrhizobium japonicum. Симбіонт сої 
B. japonicum отримали із колекції Rhizobium Інституту фізіології рослин і генетики НАН 
України. Інокуляцію здійснювали упродовж 1 год перед посівом у ґрунт згідно з роботою 
С. Я. Коця зі співавторами [14]. Інокульоване насіння висівали у ґрунт, вміщений у пласт-
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масові ящики. Грунт не піддавали стерилізації. У кожному ящику містилося по 6 кг ґрунту. 
Варіанти забруднення ґрунту нафтою становили або 5, або 8%, що умовно прирівнюється 
до середнього та високого рівня забруднення за впливом на ріст рослин. Контролем вважа-
ли ґрунт без нафти. Щільність висіяного у кожен ящик насіння становила 1,0–1,2 г/см3. Для 
аналізу нодуляційної здатності з ґрунту через кожних 3 доби відбирали по 5 рослин, об-
числюючи кількість і визначаючи масу утворених бульбочок. Повторюваність аналізів була 
трикратною. Активність азотфіксації бобово-ризобіальних симбіозів визначали, викорис-
товуючи корені з бульбочками 30-добових рослин сої. Для аналізу відбирали по 5 рослин. 
Інтенсивність фіксації азоту визначали ацетиленовим способом [25] у відділі симбіотичної 
азотфіксації Інституту фізіології рослин і генетики НАН України. 

Результати і їхнє обговорення
У результаті проведених досліджень було встановлено, що схожість насіння сої у 

нафтозабрудненому ґрунті за дії 5% нафти становила 46% від контролю. Зі зростанням 
концентрації нафти у ґрунті рівень інгібування проростання насіння сої зростав (табл. 1). 

Таблиця 1
Схожість насіння сої за умов забруднення ґрунту нафтою

Умови пророщування Кількість пророслого насіння, %
Контроль, ґрунт без нафти 48,0±3,7

5% нафти у ґрунті 21,7±2,2
8% нафти у ґрунті 13,3±3,0

Ґрунт без нафти + B. japonicum 45,0±3,4
5% нафти у ґрунті + B. japonicum 37,0±5,1
8% нафти у ґрунті + B. japonicum 15,0±2,1

Із даних літератури відомо, що у більшості випадків пригнічення процесу пророс-
тання насіння та подальшого росту рослин починається, коли кількість нафтових вугле-
воднів у ґрунті стає вищою 2%. Наприклад, за концентрації нафти 6 і 8% узагалі не про-
ростало насіння пшениці [12]. Проте такі концентрації нафти, хоча й були інгібуючими, 
але не мали критичного значення для проростання насіння люцерни [4, 11]. Летальною 
щодо проростання насіння й росту проростків люцерни була концентрація полютанта, яка 
дорівнювала 10% і більше [11]. Дослідження дії 20% нафти у ґрунті на проростання насін-[11]. Дослідження дії 20% нафти у ґрунті на проростання насін-11]. Дослідження дії 20% нафти у ґрунті на проростання насін-]. Дослідження дії 20% нафти у ґрунті на проростання насін-. Дослідження дії 20% нафти у ґрунті на проростання насін-
ня таких стійких до антропогенних впливів і, зокрема, до нафтового забруднення ґрунту, 
рослин-бур’янів, як мокриця, пирій повзучий, куряче просо та ін., показали, що за  такої 
концентрації нафти їхнє насіння взагалі не проростало [13].

Аналіз нодуляційної здатності сої у нафтозабрудненому ґрунті показав, що форму-
вання кореневих бульбочок розпочиналося на 21–26-ту добу росту рослин. Встановлено, 
що забруднення нафтою, у кількості як 8%, так і 5%, повністю інгібувало процеси фор-
мування симбіотичних систем між клітинами коренів сої й аборигенними бульбочковими 
бактеріями (табл. 2). Відомо, що симбіотичне партнерство між ризобіями та бобовими рос-
линами формується шляхом серії скоординованих етапів: хемотаксис; індукція експресії 
бактерійних nod-генів і виділення Nod-факторів; закручування кореневих волосків; утво-
рення інфекційної нитки; поділ клітин кори; морфогенез бульбочки; проникнення бактерії 
у клітини рослини з подальшим їх розселенням і перетворенням у бактероїди [14]. Пору-
шення бодай котрогось із перелічених етапів інгібує формування симбіозу бобових рослин 
із ризобіями. У літературі знайдено багато відомостей про пригнічення процесу форму-
вання бобово-ризобіальних симбіозів під дією екстремальних умов середовища. Зокрема 
показано, що на процеси формування симбіотичного азотфіксувального апарату негативну 
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дію чинять умови посухи [17], засолення [30], кислої реакції ґрунту [17], наявність у ґрунті 
токсичних елементів і сполук [24], гербіцидів, інсектицидів [19, 29] тощо. У випадку ж за-
бруднення нафтою ґрунт одночасно є гідрофобним, засоленим, погано аерованим і містить 
токсичні елементи. Проте можливість утворення бульбочок на коренях сої за даних умов 
спостерігали, якщо у нафтозабруднений ґрунт вносили насіння сої, попередньо інокульо-
ване культурою B. japonicum (табл. 2). 

Таблиця 2
Формування бобово-ризобіального симбіозу 26-добовими рослинами сої з B. japonicum 

у ґрунті, забрудненому нафтою

Умови вирощування Кількість бульбочок,
штук / рослину

Маса 10 штук бульбочок,
мг

Контроль, ґрунт без нафти 4,0±1,3 35,7±2,1
5% нафти у ґрунті – –
8% нафти у ґрунті – –

Ґрунт без нафти + B. japonicum 8,0±1,4 96,4±7,5
5% нафти у ґрунті + B. japonicum 4,0±1,1 53,2±7,1
8% нафти у ґрунті + B. japonicum 1,0±0,1 10,5±11,2 

Таким чином, отримані результати засвідчили, що бактеризація насіння сої культурою 
B. japonicum забезпечувала формування симбіотичних систем у нафтозабрудненому ґрунті. 
Проте навіть за умови інокуляції рослин сої культурою B. japonicum наявність 8% нафти у 
ґрунті призводила до того, що бульбочок утворювалося мало і вони були дрібними.

Аналіз функціональної здатності сформованих симбіозів у нафтозабрудненому 
ґрунті продемонстрував наявність їхньої азотфіксувальної активності (табл. 3).

Таблиця 3
Активність фіксації азоту симбіозом сої з B. japonicum у ґрунті, забрудненому нафтою

Варіант досліду Кількість бульбочок Активність азотфіксації,
мкмоль С2Н4 /рослину·год

Контроль, ґрунт без нафти 3,3±1,2 0,62±0,04
5% нафти у ґрунті 3,0±1,0 1,82±0,3
8% нафти у ґрунті 1,0±0,1 0,3±0,05
Інтенсивність азотфіксації симбіозом сої з B. japonicum за наявності 5% нафти у 

ґрунті була вищою, ніж у ґрунті без нафти. Випадок високої азотфіксувальної активності 
симбіотичного апарату за впливу 5% нафти можна пояснити, зокрема, доступністю на-
фти для B. japonicum як додаткового джерела живлення, оскільки відомо, що вуглеводні 
можуть використовуватися бульбочковими бактеріями як поживні елементи [27]. Про-
те у попередніх дослідженнях показано, що за такого рівня забруднення спостерігалося 
пригнічення росту рослин сої, зменшувався вміст фотосинтетичних пігментів у тканинах 
листків, знижувалася інтенсивність фотосинтезу та ін. [26]. Однією з причин інгібування 
ростових процесів рослин сої є дефіцит вологи у нафтозабрудненому ґрунті. Встановле-
но, що забруднений ґрунт (5% нафти) здатний утримувати капілярної вологи у кількості 
34,94 г/100 г абсолютно сухого ґрунту [2]. Проте для формування кореневих бульбочок 
такий рівень ґрунтової вологи, хоча й є далеким від оптимального (оптимальний перебуває 
у межах 60–70% від повної вологоємності ПВ), але не є критичним, оскільки мінімальна 
вологість, за якої ще можливе утворення симбіотичних систем, становить близько 16% від 
ПВ [17]. Крім цього, адаптація рослин сої до дефіциту вологи у забрудненому ґрунті від-
бувалася за рахунок утворення значної кількості тонких бічних коренів, здатних у пошуку 
вологи сягати глибоких ґрунтових горизонтів. Саме на бічних коренях, що лежали у гли-
боких шарах ґрунту, утворювалися кореневі бульбочки, особливо якщо ґрунт було забруд-
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нено нафтою у кількості 8%. Таким чином, отримані результати дають підстави зробити 
висновок, що формуванню симбіотичних систем бульбочкових бактерій із рослинами сої в 
нафтозабрудненому ґрунті сприяли адаптивні перебудови кореневої системи.

Пригнічення як формування, так і азотфіксувальної діяльності бобово-ризобіального 
симбіозу сої з B. japonicum у випадку забруднення ґрунту нафтою в кількості 8% свідчить 
про потужний токсичний вплив компонентів нафти, а також про значну негативну дію 
низького рівня аерованості забрудненого ґрунту, зумовленого як наявністю сформованої у 
результаті забруднення ґрунту нафтою щільної бітумної кірки на поверхні, так і розподілом 
бульбочок у глибоких шарах ґрунту.

Експериментально встановлено, що соя зі сформованим симбіотичним апаратом з 
B. japonicum у нафтозабрудненому ґрунті проходить усі стадії онтогенезу аж до формуван-
ня плодів. Після завершення вегетації соя залишає у забрудненому ґрунті добре розвинуту 
кореневу систему з бульбочками, що, хоча й через певний час (потрібний на мінералізацію 
цих коренів і бульбочок, а також – надземної частини рослин і їхнього насіння), є переду-
мовою гарантованого та стабільного накопичення у забрудненому ґрунті азоту. Відомо, що 
внаслідок мінералізації рослинних решток бобових (без насіння) у 1 га ґрунту відбувається 
нагромадження близько 60–80 кг азоту.

Можливість акумуляції азоту в нафтозабрудненому ґрунті є важливим чинником 
його відновлення, оскільки відомо про погіршення азотного режиму ґрунту внаслідок 
забруднення нафтою. Вивчення кількості у ґрунті мікроорганізмів-азотфіксаторів під 
впливом нафтового забруднення показало, що їхня чисельність практично не змінюється. 
Це може бути наслідком погіршеного доступу кисню в ґрунт і результатом інтенсивного 
споживання кисню збільшеною кількістю аеробних нафтоокиснювальних бактерій [7]. 
Встановлено, що у результаті забруднення ґрунту нафтою змінюється співвідношення 
чисельності мікроорганізмів, які беруть участь в окисно-відновній трансформації азоту 
[18]. Чисельність найменш стійких до вуглеводневого забруднення ґрунту мікроорганізмів 
зменшується уже за присутності 2 л/м2  нафти. Такими є, наприклад, бактерії, що засвоюють 
азот органічних сполук. Кількості ж тих, що мають ширшу зону стійкості, а зокрема 
бактерій, що утилізують мінеральний азот, а також мікроскопічних грибів, збільшуються 
навіть за наявності нафти у кількості 20 і 40 л/м2 відповідно [15]. У іншій роботі показано 
зростання кількості сапрофітних мікроорганізмів, які використовують органічні форми 
азоту, в тому числі амоніфікаторів, якщо рівень забруднення ґрунту нафтою становив 100 
г/кг сухого ґрунту [7]. Інтенсивне зростання чисельності цих мікроорганізмів остаточно 
збіднюватиме ґрунт сполуками азоту й фосфору.

Вирощування рослин сої з функціональним бобово-ризобіальним симбіозом у 
нафтозабрудненому ґрунті дає змогу прогнозувати можливість збагачення забрудненого 
ґрунту азотом. При цьому збагачення азотом здійснюється біологічним шляхом, без 
внесення мінеральних добрив, що допомагає уникнути потрапляння у ґрунт будь-
яких сторонніх баластних речовин, які вносяться разом із мінеральними добривами. 
Можливість оптимізації азотного режиму забрудненого ґрунту, у свою чергу, означає 
отримати перспективи інтенсифікації його біохімічної активності – передумови активації 
мікробіологічної деструкції вуглеводнів нафти у ґрунті. 

Отож, отримані результати показали можливість формування симбіотичного 
партнерства рослин сої з ризобіями у нафтозабрудненому ґрунті, проте лише за умови 
інокуляції насіння культурою B. japonicum. Визначено азотфіксувальну здатність 
симбіотичного апарату сої з B. japonicum у нафтозабрудненому ґрунті.
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EFFECTIVENESS OF SYMBIOTIC SYSTEM BRADYRHISOBIUM 
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It was set the p�ssibility �f f�rmati�� �f symbi�sis Bradyrhizobium japonicum with 
s�y pla�ts i� �il p�lluted s�ils. I�vestigated i�te�sity �f �itr�ge� fixati�� ge�erated pulses-
rhys�bium symbi�sis u�der c��diti�� �f s�il c��tami�ati��.
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ЭФФЕКТИВНОСТЬ ФУНКЦИОНИРОВАНИЯ 
СИМБИОТИЧЕСКОЙ СИСТЕМЫ BRADYRHISOBIUM JAPONICUM – 

РАСТЕНИЯ СОИ В НЕФТЕЗАГРЯЗНЕННОЙ ПОЧВЕ
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Установлена возможность формирования симбиозов Bradyrhizobium japoni-
cum с растениями сои в нефтезагрязненной почве. Определена интенсивность 
азотфиксации сформированных симбиозов в условиях загрязнения почвы нефтью.

Ключевые слова: нефтезагрязненная почва, Glicine hispida Maxim, Bradyrhizo-
bium japonicum, азотфиксация. 


