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За последние 20 лет получено значительное количество данных, свидетельствующих о 

взаимодействии эндофитов с растениями. Однако, цито- и физиолого-экологические 

особенности микробно-растительных взаимоотношений в эндосфере, непосредственное 

взаимодействие микроорганизмов с тканями растений и пространственная архитектура таких 

взаимодействий остаются малоизученными. С целью исследования растительно-микробных 

взаимоотношений и определения микроорганизмов эндосферы бамбука Phyllostachys 

аtrovaginata нами был адаптирован и применѐн модифицированный метод  стѐкол обрастаний 

Холодного. В результате выявлены in situ эндофитные микробные сообщества бамбука. На 

конфокальном микроскопе проведен их цитохимический анализ. Применение метода 

электронной сканирующей микроскопии позволило выявить в тканях побегов бамбуков 

колонии эндофитов. 

Ключевые слова: Phyllostachys atrovaginata, эндофитные микробные сообщества, микробно-

растительные взаимодействия, цитоэкология 

1 Сосуществование растений и ассоции-

рованных с ними микроорганизмов характери-

зуется комплексом разнообразных взаимодей-

ствий. Эндофитные микроорганизмы, наряду с 

ризосферной и филосферной микрофлорой, яв-

ляются постоянными спутниками растений в их 

естественной среде обитания (Compant et al., 

2005; Compant et al., 2009; Мошинець, Ко-

саківська, 2010). К эндофитам относят непато-

генные микроорганизмы, колонизирующие 

внутренние ткани растения (Schulz, Boyle, 

2006). Основным источником эндофлоры явля-
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ется ризосфера, хотя некоторые эндофиты мо-

гут находиться в семенах и при прорастании 

колонизировать растение (Weyens et al., 2009). 

В отличие от микроорганизмов ризосферы и 

филосферы, эндофитные микроорганизмы бо-

лее тесно взаимодействуют с растением-

хозяином. При этом растение предоставляет 

среду обитания, а эндофиты прямо и косвенно 

стимулируют рост и развитие растения 

(Mastretta et al, 2009).  

В последнее десятилетие появились рабо-

ты, указывающие на возможность и перспекти-

ву применения эндофитов в аграрных и фито-

ремедиационных технологиях (Siciliano et al., 

2001; Van Aken et al., 2004; Moore et al, 2006). 

Установлено, что бамбук хорошо растет в 
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условиях умеренного климата (Potters at al., 

2009; Potters at al., 2010) и способен активно 

поглощать тяжелые металлы из почв, превос-

ходя такие популярные в фиторемедиационных 

мероприятиях растения, как тополь и ива 

(Vervaeke at al., 2003; Laureysens et al., 2005; 

Potters at al., 2009). В то же время эндофиты 

бамбука мало изучены, а об их функциональ-

ной активности в тканях растения практически 

ничего не известно (Han et al., 2009).  

Установлено, что функциональная актив-

ность эндофитов внутри микробного сообще-

ства определяется как многообразием клеточ-

ных взаимодействий (Dworkin, 1991), так и ге-

терогенностью архитектуры сообщества на 

структурном и химическом уровнях (Caldwell et 

al., 1992; Costerton et al., 1994; Massol-Deya, 

1995). Классические методические подходы, 

такие как культивирование и метагеномный 

анализ (анализ нуклеотидного состава пула 

участков генов 16S рРНК), являются разруши-

тельными, поэтому не дают информации о про-

странственном расположении микроорганиз-

мов. Лабораторное культивирование не позво-

ляет определить численный состав популяции 

(Ward et al., 1992; 1993; 1994). Изучение мор-

фологических, физиологических и биохимиче-

ских характеристик микроорганизмов методом 

культивирования в лабораторных условиях 

также не даѐт достоверных результатов (Deretic 

et al., 1994; Caldwell et al., 1997). Метагеномный 

анализ позволяет определить только те микро-

организмы, ближайшие родственные штаммы 

которых культивированы ранее, а нуклеотид-

ные последовательности их рРНК изучены и 

внесены в базу данных (Овчаренко, Козировсь-

ка, 2008). Кроме того, выделение всего пула 

ДНК имеет ряд методических трудностей и не 

является исчерпывающим, а значит, часть ДНК 

будет недоступна для анализа (Steffan et al., 

1988; Leff et al., 1995).  

Для изучения эколого-цитологических 

аспектов сосуществования эндофитов и бамбу-

ка Phyllostachys аtrovaginata был применѐн мо-

дифицированный нами метод стѐкол обраста-

ний Холодного (Кордюм и др., 2008). Метод 

основан на применении химически чистых стѐ-

кол, которые помещают в природный субстрат 

на время, в течение которого микроорганизмы 

субстрата нарастают на стекло, формируя мик-

робный пейзаж. В дальнейшем он изучается с 

помощью различных микроскопических техник 

(Cholodny, 1934).  

Целью нашей работы было оценить воз-

можность применения модифицированного ме-

тода стѐкол обрастаний Холодного для выявле-

ния эндофитных микробных сообществ взрос-

лых растений бамбука P. аtrovaginata в услови-

ях in situ.  

МЕТОДИКА  

Исследования проводились с 6-

месячными растениями бамбука P. 

аtrovaginata, полученными методом микрораз-

множения и произрастающими в субстрате для 

выращивания растений (Bamboo Select ® 

(http://eng.bambooselect.com/), Бельгия).  

Для морфологического и цитохимическо-

го анализа эндофитных сообществ бамбука ис-

пользовался модифицированный метод «стѐкол 

обрастаний Холодного» (Кордюм и др., 2008). 

Аналогом стекла в данной модификации явля-

лись плѐнки из полиэтилентетрафталата тол-

щиной 40 мкм, шириной до 5 мм, длиной 3 см. 

В плѐнке делались множественные отверстия, 

диаметр которых в среднем составлял 0,5 мм, 

расстояние между отверстиями – до 1 мм. 

Пленки стерилизовались в 70% этиловом спир-

те в течение 5 мин. Поверхность бамбука также 

стерилизовалась 70% этиловым спиртом. Каж-

дая пленка помещалась в щель ствола, проде-

ланную стерильным скальпелем, после чего 

ствол в области щели дополнительно стерили-

зовался 70% этиловым спиртом и стягивался 

стерильным бандажом из нескольких слоев. На 

один ствол приходилось до трех пленок, в зави-

симости от толщины ствола. Экспозиция пле-

нок в бамбуке продолжалась 4 месяца и прово-

дилась в лаборатории в условиях естественного 

солнечного освещения. По окончании экспери-

мента стволы бамбука с плѐнками срезались 

(рис. 1а). Срезанные кусочки бамбука с плен-

ками внутри хранились при температуре −70°С.  

Для последующего анализа плѐнки вы-

нимались из бамбука таким образом, чтобы не 

повредить их поверхность. Пленки фиксирова-

лись в парах 37% формалина в течение 30 мин. 

Для цитохимического анализа – визуализации 

молекул нуклеиновых кислот – использовались 

красители: этидиум бромид (ЭБ), водный рас-

твор 2 мкг/мл, окрашивание 2-5 мин при ком-

натной температуре (возбуждение – 488 нм, 

люминесценция – 560 нм); платиновый сайбр 

грин (СГ), водный раствор с концентрацией 0,5 

мкг/мл, окрашивание 2-5 минут при комнатной 

температуре (возбуждение – 497 нм, люминес-

ценция – 520 нм); тиазин ред R (ТРR) исполь-

http://eng.bambooselect.com/
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зовался как специфическая окраска для пеп-

тидной связи, водный раствор с концентрацией 

0,5 мкг/мл, окрашивание в течение 2-5 мин 

(возбуждение – 510 нм, люминесценция – 580 

нм). Для полицитохимической окраски препа-

рат окрашивали последовательно соответству-

ющими красителями. Красители для комбини-

рования подбирались таким образом, чтобы 

спектры возбуждения и эмиссии можно было 

разделять и достоверно анализировать. Акри-

диновый оранжевый (АО), обладающий огра-

ниченной специфичностью, использовался для 

получения общей морфологической картины, 

водный раствор с концентрацией 5 мкг/мл, 

окрашивание в течение 5 мин (возбуждение – 

488, люминесценция – 560 нм). Предупрежде-

ние выгорания препарата обеспечивалось ан-

тибликовым реагентом – фенилендиамин тет-

раацетатом, раствор готовился на PBS с рН 7-8 

в соотношении 1 мг реактива на 100 мл буфера 

с добавлением в раствор глицерина (Johnson et 

al., 1982).  

Морфологический анализ срезов ствола 

бамбука проводили методом электронной мик-

роскопии для чего ткани фиксировались в па-

рах 37% формалина, высушивались, на образцы 

напылялось золото.  

Для структурного и цитохимического 

анализа эндофитных микробных сообществ ис-

пользовали конфокальный лазерный сканиру-

ющий микроскоп (КЛСМ) ZEISS AXIOSCOPE-

2 Plus с программным обеспечением LSM 5 

PASCAL. Предварительно эффективность 

окраски препаратов проверялась на люминес-

центном микроскопе ЛМ-2 (ЛОМО, Россия). 

Сканирующая электронная микроскопия (СЭМ) 

плѐнок обрастания и тканей растений проводи-

лась на микроскопах Jeol JSM 35C и Jeol JSM 

6060LA.  

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ  

Объектом исследований служили взрос-

лые растения бамбука Phyllostachys 

atrovaginata и их эндофитная микрофлора. В 

данной работе под термином «эндофитная мик-

рофлора» мы подразумеваем эндогенную мик-

рофлору фенотипически здоровых растений. В 

параллельных экспериментах с молодыми рас-

тениями нескольких видов подсемейства 

Bambusoideae нами были идентифицированы 

эндофитные бактерии, как культивируемые, так 

и некультивируемые на применяемых нами пи-

тательных средах. Но для цитоэкологического 

анализа пространственных структурных взаи-

модействий клеток эндофитов с клетками тка-

ней растения видового состава эндофитных 

микроорганизмов недостаточно (O’Donnel et 

al., 2007; Compant et al., 2009). С целью получе-

ния новых данных о характере взаимоотноше-

ний между клетками растения и его эндофита-

ми и осуществления цитологического анализа 

структурных взаимодействий эндофитов и бам-

бука P. atrovaginata нами был адаптирован для 

растительных тканей и применѐн модифициро-

ванный метод стекол обрастания Холодного. 

Этот метод уже был нами успешно применѐн 

для изучения архитектуры микробных сооб-

ществ почвы и ризосферы (Кордюм и др., 2008; 

Мошинець та ін., 2010). Для исследования эн-

дофитов растений использовались плѐнки, 

имеющие отверстия для газообмена и обмена 

жидкостями между разделенными тканями. Эти 

отверстия в ходе экспозиции обрастали эндо-

фитными микроорганизмами, что свидетель-

ствовало об эффективном функционировании 

такой системы (рис. 1б).  

В данной работе исследовалась принци-

пиальная возможность применения модифици-

рованного метода Холодного для  изучения как 

архитектуры микробных ценозов, сформиро-

ванных на поверхностях плѐнок после четы-

рехмесячной экспозиции внутри стволов взрос-

лых растений, так и микробных ценозов, обра-

зовавшихся в тканях бамбука.  

Для изучения архитектуры микробных 

ценозов применяли методы конфокальной ла-

зерной сканирующей и электронной сканиру-

ющей микроскопии. Использование одного или 

двух красителей одновременно позволило ана-

лизировать архитектуру бактериальных груп-

пирований и их пространственное расположе-

ние в микроэконише, а также провести цитохи-

мический анализ in situ (Assmus et al., 1995; 

Ghiorse et al., 1996; Moller et al., 1996; Lawrence 

et al., 1998).  

Для анализа эндофитов плѐнки заклады-

вали в трѐх местах: в нижней части растения – 

на уровне второго узла, между вторым и треть-

им узлом и в верхней части – между пятым и 

шестым узлами. При сравнении архитектуры 

микробных пейзажей разных участков растения 

наблюдали большее количество микроорганиз-

мов в зоне второго и третьего узла по сравне-

нию с верхней частью побега. Характерными 

чертами микробных обрастаний в целом было 

отсутствие слизистых чехлов, подобных тем, 

которые часто встречаются в микробных цено-

зах почв (Кордюм, 2009). Тем не менее, от-
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дельные участки обрастаний были покрыты 

слизью, богатой ДНК, о чем свидетельствовала 

цитохимическая реакция при применении СГ и 

ЭБ – специфических реагентов для выявления 

ДНК (рис. 2а).  

Микроценозы нижней части побега были 

представлены преимущественно гифами грибов 

в ассоциации с бактериями, хотя встречались и 

отдельные гифы. В нижней части побегов 

наблюдались три морфотипа гифов. На рис. 2а 

представлен пример первого морфотипа – тон-

кие гифы, до 2 мкм шириной, формирующие 

толстые сосредоточения. Благодаря цитохими-

ческому окрашиванию СГ видно, что эти со-

средоточения покрыты слизью, содержащей 

сравнительно небольшое количество ДНК. Та-

кие гифы, как правило, не были ассоциированы 

с бактериями. Второй морфотип, наблюдаю-

щийся в нижней части побегов, представлен 

толстыми, до 7 мкм шириной гифами, находя-

щимися в ассоциации с бактериями (рис. 2б). 

Сопутствующие бактерии – мелкие, размером 

до 1 мкм, имели кокковидную форму. Бактерии 

располагались вдоль гифов, что объясняется 

высокой влажностью в месте экспозиции дан-

ного участка плѐнки. Третий морфотип пред-

ставлен толстыми септированными гифами, 

находящимися в тесной ассоциации с палочко-

видными бактериями (рис. 2в).  

  
а                                                                          б  

Рис. 1. Плѐнка в стволе бамбука.  

а – плѐнка в щели ствола; б – отверстие в плѐнке, обросшее гифами. Cканирующая электронная 

микроскопия, масштаб – 10 мкм.  

 

   
а                                                  б                                                  в  

Рис. 2. Эндофитные микроорганизмы нижней части ствола бамбука.  

а, б – окраска СГ; в – окраска АО. Конфокальная микроскопия.  
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В отличие от микрофлоры нижней части 

побега, в верхней части рост микроорганизмов 

наблюдался редко. Преимущественно выявле-

ны гифы по морфологии близкие к вышеопи-

санному третьему морфотипу, а также колонии 

мелких бактерий, размером от 0,5 мкм и мень-

ше. Такие колонии часто находились в ассоци-

ации с гифами и не имели слизистых чехлов. 

Отдельные микроорганизмы характеризовались 

высокой метаболической активностью, о чѐм 

свидетельствовала интенсивная окраска ТРR, 

обусловленная высокой концентрацией белка в 

клетках (рис. 3а-в). Отсутствие окраски ЭБ 

свидетельствует о малом количестве нуклеино-

вых кислот в клетках, что сопровождается сни-

жением уровня метаболизма (рис. 3г-е). Исходя 

из этого, наблюдаемые микроорганизмы можно 

отнести к экологической форме бактерий LNA 

(от low nucleic acid, низкий уровень нуклеино-

вых кислот). Такая форма альтернативна эколо-

гической форме с обычным количеством ДНК – 

HNA (от high nucleic acid, высокий уровень 

нуклеиновых кислот). Установлено, что LNA 

форма жизнеспособна и может быть культиви-

руемой (Servais et al., 2003; Longnecker et al., 

2005).  

При изучении тканей ствола бамбука в 

местах разрезов и экспозиции плѐнок в месте 

разреза побега были обнаружены гифы грибов, 

расположенные на поверхности нескольких со-

судов. В паренхимных клетках ствола выявле-

ны споры грибов, тогда как количество гиф бы-

ло сравнительно невысоким (рис. 4). Количе-

   
а                                                  б                                                  в 

   
г                                                  д                                                  е  

Рис. 3. Эндофитные микроорганизмы верхней части ствола бамбука.  

а, б – окраска ЕБ+ТРR; в, г – окраска ЕБ; д, е – окраска ТРR. Конфокальная микроскопия.  

 

 
Рис. 4. Споры эндофитных грибов в тканях 

ствола бамбука.  

Сканирующая электронная микроскопия, масш-

таб – 10 мкм.  
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ство спор в клетках бамбука коррелировало с 

количеством гиф на плѐнке. Другие участки 

плѐнки, экспонировавшейся в стволе бамбуке, 

содержали меньшее число гиф. На самой же 

плѐнке спор обнаружено мало.  

В тканях бамбука эндофитные бактерии 

встречались реже, чем споры грибов. Бактерии 

имели бациллярную форму, располагались ко-

лониями в межклетных пространствах (рис. 5) 

и сосудах (рис. 6) тканей стволов бамбука.  

В результате применения модифициро-

ванного метода Холодного в тканях побегов 

бамбука P. аtrovaginata выявлены ассоциации, 

образованные гифами грибов и колониями бак-

терий. Микрофлора нижней части побегов ока-

залась довольно многочисленной и разнообраз-

ной, тогда как микрофлора верхней части была 

значительно беднее. В микрофлоре верхней ча-

сти побегов обнаружены бактерии, относящие-

ся к LNA-формам. Колонии эндофитных бакте-

рий выявлены в межклеточных пространствах и 

в сосудах тканей побегов. Гифов грибов в тка-

нях побега обнаружено сравнительно немного, 

в то время как споры грибов, расположенные в 

паренхимных клетках, встречались значительно 

чаще. Таким образом, модифицированный на-

ми метод стѐкол обрастаний Холодного был 

успешно применѐн для наблюдения и анализа 

архитектуры микроценозов эндофитов в усло-

  
а                                                                        б  

Рис. 5. Эндофитные бактерии в тканях ствола бамбука.  

Сканирующая электронная микроскопия, масштаб – 10 мкм.  

 

  
а                                                                       б  

Рис. 6. Эндофитные бактерии в тканях ствола бамбука.  

Сканирующая электронная микроскопия, масштаб – слева – 10 мкм, справа – 1 мкм.  
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виях in situ и может быть рекомендован для 

изучения цитоэкологических аспектов сосуще-

ствования эндофитных микроорганизмов и 

тканей растений. В перспективе модифициро-

ванный метод Холодного может быть комби-

нирован с современными молекулярно-

генетическими методами, что существенно ра-

сширит информативность такого подхода в 

изучении растительно-микробных взаимоот-

ношений. 
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During the last twenty years, a lot of knowledge on plant-endopytic interactions has been unveiled. 

Despite this renewed interest on the subject, there is still a lack of detailed information on 

cytoecological and physiological features of plant-microbial interactions in the endosphere. More 

specifically, there is a need for knowledge on the interactions between microbial cells and plant 
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tissues in terms of their spatial architecture. In order to study plant-microbial interactions and detect 

endospheric microorganisms of bamboo plants, Cholodny’s method of using glass pieces has been 

adapted. Using this methodology, endophytic microbial communities of bamboo Phyllostachys 

atrovaginata have been detected in situ, and were analysed by cytochemical means. Endophytes 

were also detected in bamboo stem tissues via SEM. 

Key words: Phyllostachys atrovaginata, endophytic microbial communities, plant-microbial 

interactions, cytoecology 

ЗАСТОСУВАННЯ МОДИФІКОВАНОГО МЕТОДУ ХОЛОДНОГО  

ДЛЯ ВИВЧЕННЯ ЕНДОФІТНИХ СПІЛЬНОТ БАМБУКА IN SITU 
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За останні 20 років отримано значну кількість даних про взаємодію ендофітів з рослинами. 

Але, цито- та фізіолого-екологічні особливості мікробно-рослинних взаємодій в ендосфері, 

безпосередня взаємодія мікроорганізмів з тканинами рослин і просторова архітектура цих 

взаємодій залишаються недостатньо вивченими. З метою дослідження рослинно-мікробних 

взаємовідносин та визначення мікроорганізмів ендосфери бамбука Phyllostachys atrovaginata 

нами було адаптовано та застосовано метод скелець обростання Холодного. В результаті ви-

явлені in situ ендофітні мікробні спільноти бамбука. На конфокальному мікроскопі проведено 

їхній цитохімічний аналіз. Шляхом застосування методу скануючої електронної мікроскопії в 

тканинах пагонів бамбуків було знайдено колонії ендофітів. 

Ключові слова: Phyllostachys atrovaginata, ендофітіні мікробні спільноти, мікробно-рослинні 

взаємодії, цитоекологія 


