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Вплив iнокуляцiї Bradyrhizobium japonicum УКМ

В-6035 на фотосинтетичний апарат сої

Дослiджували архiтектонiку мiкробного ценозу кореневої зони iнокульованої бульбочко-

вими бактерiями трансгенної сої, вирощеної в польових умовах, iз паралельним монi-

торингом морфофункцiонального стану фотосинтетичного апарату рослин методами

електронної мiкроскопiї та дистанцiйної спектрофотометрiї. Визначено збiльшення

кiлькостi бактерiй на поверхнi головного кореня i в ризосферi iнокульованої сої в порiв-

няннi з рослинами без бактеризацiї. Морфометричнi дослiдження палiсадного мезофi-

лу iнокульованих рослин виявили статистично значуще збiльшення ширини мезофiлу,

площi клiтин мезофiлу, коефiцiєнта палiсадностi, коефiцiєнта пластичностi, частки

хлоропластiв вiд загальної площi мезофiлу порiвняно з неiнокульованими. Морфологiчнi

змiни розвитку фотомембран пiдтвердженi спектрометричними вимiрюваннями го-

ловних пiгментiв пластинки листка.

Фiксацiя молекулярного азоту бульбочковими бактерiями тiсно пов’язана iз фiксацiєю дi-
оксиду вуглецю в процесi фотосинтезу [1–4]. При вiдновленнi молекулярного азоту мiкро-
органiзми-азотфiксатори використовують енергiю макроергiчних зв’язкiв АТФ, джерелом
яких є фотоасимiляти, синтезованi в листках рослини-живителя.

В умовах спонтанного симбiозу бобових рослин [5, 6] збiльшується асимiляцiйна поверх-
ня фотосинтетичного апарату, розмiри клiтин мезофiлу та полiморфiзм хлоропластiв.

Вiдомо, що за iнокуляцiї бульбочковими бактерiями у бобових рослин зростає вмiст
хлорофiлiв а i b [1], а також сумарний вмiст хлорофiлiв (а+b) [7]. Пiдтверджено позитивний
вплив iнокуляцiї на площу фотосинтетичної поверхнi листкiв, накопичення бiомаси i врожай
рослин, але морфолого-анатомiчнi та ультраструктурнi змiни фотосинтетичного апарату
iнокульованих рослин на сьогоднi майже не вивченi.

Тому ми ставили за мету дослiдити архiтектонiку мiкробiоценозу кореневої зони та мор-
фофункцiональнi показники фотосинтетичного апарату сої, iнокульованої Bradyrhizobium

japonicum УКМ В-6035.
Матерiали i методи. Дослiдження проводили протягом двох рокiв (2010–2011 рр.) на

рослинному матерiалi сої лiнiї 40–3–2, який був вiдiбраний з популяцiї трансгенної сої, що
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характеризувалась ознакою толерантностi до глiфосату. Польовий експеримент виконували
в умовах мiкростацiонарного дослiду на базi Бiлоцеркiвської дослiдно-селекцiйної станцiї —
пiдроздiлу Iнституту бiоенергетичних культур i цукрового буряка НААН України.

Для дослiдження архiтектонiки мiкробного ценозу рослин сої, iнокульованої Bradyrhi-

zobium japonicum УКМ В-6035, використовували стерилiзовану в етиловому спиртi плiвку
обростання iз полiетилентерефталату — бiосумiсного полiмеру. Ця плiвка є сучасною моди-
фiкацiєю скелець Холодного. Її розташовували вздовж головного кореня сої i дослiджували
на дiлянках: поверхня кореня, а також прикоренева зона та в ризосферi на вiдстанi 1 i 5 мм
вiд кореня вiдповiдно. Пiсля експозицiї плiвки в кореневiй зонi протягом 22 дiб на її по-
верхнi формувалась бiоплiвка обростання. Для мiкроскопiчних дослiджень плiвку обереж-
но виймали з грунту i обробляли галактозоспецифiчним лектином, мiченим пероксидазою
згiдно з методикою виробника (кафедра зоологiї i ембрiологiї Львiвського нацiонального
медичного унiверситету) [8]. Бiоплiвку фотографували у свiтлових мiкроскопах (NU-2 та
MT 5300H, Японiя). Iдентифiкацiя бактерiальної компоненти мiкробiоценозу проводилася
завдяки зв’язуваню на поверхнi бактерiй гранул мiчених пероксидазою лектинiв сої. При
цьому бактерiї набували темно-бурого вiдтiнку, що вiдрiзняло їх з-помiж iнших механiчних
i рослинних компонентiв грунту.

Ультраструктурну будову рослинних клiтин вивчали на 10 непошкоджених, повнiстю
розтягнутих зрiлих листках 4-го ярусу з 5 рослин для кожного варiанта; висiчки (2–3 мм)
брали з середньої частини листкiв справа вiд центральної жилки.

Попередню фiксацiю зразкiв здiйснювали за умов вакуумної iнфiльтрацiї в розчинi 2,5%
глутарового альдегiду на 0,1 М фосфатному буферi (pH 7,0) при кiмнатнiй температурi про-
тягом 4 год. Зразки промивали в 0,1 М фосфатному буферi (двi змiни по 10 хв) i фiксували
в розчинi 1% OsO4 на 0,1 М фосфатному буферi протягом 6 год. Фiксований матерiал про-
мивали в тому ж буферi та зневоднювали в серiї розчинiв етанолу та ацетонi висхiдної
концентрацiї, просочували та заливали в сумiш смол (епон/аралдит) за загальноприйня-
тою в електроннiй мiкроскопiї методикою. Ультратонкi зрiзи (300 нм) пластинки листкiв
отримували на ультрамiкротомi, фарбували цитратом свинцю i дослiджували в трансмiсiй-
ному електронному мiкроскопi JEM 1200 фiрми ЕХ (Японiя). Зрiзи фотографували та їх
зображення сканували для кiлькiсної обробки цифрових зображень.

Лiнiйнi розмiри та площi мезофiлу вимiрювали з мiкрофотографiй, використовуючи
програму UTHSCSA ImageTool 3.0. Визначали такi показники: ширина мезофiлу, площа
клiтин мезофiлу, коефiцiєнт палiсадностi (спiввiдношення ширини шару стовпчастого ме-
зофiлу до ширини губчастого шару), частка хлоропластiв вiд загальної площi мезофiлу,
коефiцiєнт пластичностi (КП) [9].

Статистичну обробку даних виконували за допомогою програм Microsoft Office, Excel
i Statistica 6.0. Середнi морфолого-анатомiчнi значення порiвнювали, використовуючи тест
Student-Newman-Keuls [5].

Cпектрометрiя головних пiгментiв фотосинтезу проведена за спектрами вiдбиття з вико-
ристанням лабораторного спектрометра Asp (Iнституту космiчних дослiджень НАН Украї-
ни i ДКА України) за методикою, описаною в статтях [4, 10].

Результати i обговорення. На рис. 1 подано мiкрофотографiї плiвки обростання,
розташованої в кореневiй зонi рослин, а також її збiльшенi фрагменти: 1 — прикоренева
зона, 2 — поверхня кореня, 3 — ризосфера.

Результати пiдрахунку чисельностi мiкроорганiзмiв по окремих частинах кореневої зо-
ни наведенi в табл. 1. Виявлено статистично достовiрне збiльшення кiлькостi бактерiй на
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Рис. 1. Плiвка обростання з фрагментом кореня сої, iнокульованої B. japonicum УКМ B-6035. Стрiлками
вказанi бактерiї, виявленi за реакцiєю зв’язування мiчених пероксидазою лектинiв сої

поверхнi головного кореня у 2,2 раза i в ризосферi в 1,7 раза в iнокульованої сої порiвняно
з вiдповiдними варiантами без iнокуляцiї.

Вiдомо, що мiкробiота є одним iз головних чинникiв формування ефективних мiкроб-
но-рослинних систем [11], а передпосiвна iнокуляцiя насiння бактерiальними препаратами
є важливим фактором, що впливає на розвиток фотосинтетичного апарату рослини [4, 5, 9].

Проведений нами аналiз поперечних зрiзiв листкової пластинки сої показує типову ор-
ганiзацiю мезофiлу, характерну для листкiв середньої формацiї дводольних рослин: 2–3
шари паралельно видовжених клiтин стовпчастого або палiсадного мезофiлу, де перева-
жно вiдбувається процес фотосинтезу, i губчастий або запасаючий мезофiл iз розвиненим
мiжклiтинним простором (рис. 2).

Iнокуляцiя сприяла достовiрному зростанню таких показникiв морфологiї мезофiлу: ши-
рини мезофiлу — на 34,8%, площi клiтин мезофiлу — на 39,1%, коефiцiєнта палiсадностi —
на 17%. Майже на третину зростала частка хлоропластiв вiд загальної площi мезофiлу, що
свiдчить про бiльший розвиток фотосинтетичного апарату в iнокульованих рослин (табл. 2).

Таблиця 1. Вплив iнокуляцiї B. japonicum УКМ B-6035 на чисельнiсть бактерiй мiкроценозу кореневої зони
сої, кл./ 100 мкм2 плiвки обростання

Варiант дослiду

Поверхня
головного кореня

Прикоренева
зона Ризосфера

M s M s M s

Iнокуляцiя B. japonicum УКМ B-6035 12,48 1,65 9,86 0,73 7,22 0,58
Без iнокуляцiї 5,67 0,21 7,62 0,33 4,26 0,12

Пр и м i т ка . M — середнє арифметичне, s — середньоквадратичне вiдхилення.
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Рис. 2. Поперечний зрiз пластинки листка сої.
СМз — стовпчастий мезофiл, ГМз — губчастий мезофiл

Iнокульованi рослини сої характеризувалися високими показниками коефiцiєнта пластич-
ностi (бiльше 0,5) за такими морфологiчними ознаками, як: ширина мезофiлу, площа клiтин
мезофiлу i коефiцiєнт палiсадностi, що вказує на бiльшу адаптацiйну здатнiсть фотосинте-
тичного апарату цих рослин.

Наступним етапом дослiдження було проведення порiвняльного аналiзу ультраструк-
турної органiзацiї хлоропластiв стовпчастого мезофiлу листкiв iнокульованих рослин сої.

Як видно з електронограм (рис. 3), хлоропласти iнокульованих i неiнокульованих рос-
лин розташовувалися в периферiйних шарах цитоплазми сильно вакуолiзованих клiтин па-
лiсадного мезофiлу вздовж клiтинної оболонки в контактах iз мiтохондрiями. Хлоропласти
iнокульованих рослин мiстили бiльш розвинену систему фотомембран, яка складалася з
тилакоїдiв гран i об’єднуючих їх тилакоїдiв строми.

Порiвняльний ультраструктурний аналiз хлоропластiв палiсадного мезофiлу (табл. 3)
показав, що за умов iнокуляцiї парцiальний об’єм як тилакоїдiв гран, так i тилакоїдiв

Таблиця 2. Характеристики морфолого-анатомiчної органiзацiї листкiв 4-го ярусу рослин сої

Варiант дослiду
Ширина
мезофiлу

Площа
клiтин

мезофiлу

Коефiцiєнт
палiсадностi

Частка хлоропластiв
вiд загальної площi

мезофiлу

мкм КП∗ мкм2 КП Од. КП % КП

Iнокуляцiя B. japonicum 356± 11 0,68 1287 ± 33 0,87 2,29 0,52 60,57 ± 2,27 0,35
УКМ B-6035
Без iнокуляцiї 264± 13 0,26 925± 21 0,74 1,96 0,42 42,81 ± 2,78 0,30

∗КП — коефiцiєнт пластичностi визначається як вiдношення рiзницi мiж максимальним i мiнiмальним до
середнього значення.

Таблиця 3. Спiввiдношення парцiальних об’ємiв компонентiв хлоропластiв палiсадного мезофiлу рослин сої

Параметр
Iнокуляцiя B. japonicum

УКМ B-6035 Без iнокуляцiї

Тилакоїди гран, % 22,73 ± 1,05
∗

15,70 ± 0,50

Тилакоїди строми, % 12,55 ± 0,06
∗

10,90 ± 0,09

Крохмаль, % 20,16 ± 1,43 20,94 ± 1,81

Пластоглобули, % 0,74± 0,34 1,50± 1,03
∗

Строма, % 43,45 ± 1,89 50,96 ± 1,63

∗

P 6 0,05, достовiрнi вiдмiнностi у порiвняннi з варiантом без iнокуляцiї.
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Рис. 3. Ультраструктура хлоропластiв клiтин мезофiлу сої: КО — клiтинна оболонка, В — вакуоль, М —
мiтохондрiя, ТГ — тилакоїди гран, ТС — тилакоїди строми, КЗ — крохмальне зерно, стрiлками вказанi
пластоглобули

строми достовiрно збiльшився, що передбачає збiльшення складових елементiв цих фото-
мембран.

Вiдповiдно до уявлень, розвинених у 80-х роках минулого сторiччя [12], в тилакоїдах
строми локалiзованi головним чином комплекси фотосистеми I (ФСI), тодi як в тилакої-
дах гран — пiгмент-бiлковi комплекси фотосистеми II (ФСII) i головного свiтлозбирального
комплексу [12]. Базуючись на електростатичнiй теорiї Барбера, зазначимо, що в мембранах
гран розташовуються пiгмент-бiлковi комплекси ФСII i свiтлозбиральний комплекс хлоро-
фiлiв a/b, а також пов’язаний iз ФСII комплекс видiлення кисню. В тилакоїдах строми
мiстяться пiгмент-бiлковi комплекси ФСI i не пiгментованi супрамолекулярнi мембраннi
комплекси: АТФазний i цит b/f бiлковi комплекси, а також ряд бiлкiв, що входять до
електронно-транспортного ланцюга, i пов’язанi iз функцiонуванням ФСI.

Виходячи з цих положень, можна сказати, що виявлене нами збiльшення парцiальних
об’ємiв тилакоїдiв гран i тилакоїдiв строми передусiм може бути наслiдком збiльшення
за експериментальних умов бiосинтезу полiфункцiональних компонентiв фотомембран, що
залучаються в систему перебудов фотосинтетичного апарату, пов’язаних iз енергетичними
взаємовiдносинами макро- i мiкросимбiонта, якi регулюються на рiвнi генної експресiї [2, 12],
фiтогормональної регуляцiї [2, 11] та обмiну вторинних метаболiтiв [2].

Зiставлення ультраструктурних характеристик фотомембран хлоропластiв iз спектро-
метричними вимiрюваннями головних пiгментiв листка дає можливiсть отримати факти-
чний матерiал i розширити нашi уявлення про розподiл головних пiгмент-бiлкових ком-
плексiв по рiзних дiлянках тилакоїдiв [12]. У роботi [5] показано, що надлишок синтезу
пiгмент-бiлкових комплексiв акумулюється в пластоглобулах хлоропластiв. За нашими да-
ними (див. табл. 3), об’єм пластоглобул рослин без iнокуляцiї збiльшувався порiвняно з
таким iнокульованих рослин, що є ознакою старiння хлоропластiв [5].

Характеристики фотосинтетичних пiгментiв визначали за оптичними властивостями
листка, використовуючи методики аналiзу спектрiв вiдбиття–поглинання [4, 10], що дає
можливiсть реєструвати на рiзних довжинах хвиль вiдбиття пiгментiв спектрiв хлорофiлiв.
У варiантi iнокульованої сої зареєстровано зростання кривої спектра i збiльшення показника
хлорофiлу a на 18,5%, а хлорофiлу b — на 14,2% (рис. 4).
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Рис. 4. Спектри вiдбиття поверхнi листкової пластинки рослин сої. 1 — iнокуляцiя B. japonicum штам УМК
В-6035, 2 — без iнокуляцiї. Стрiлками показано пiки проявлення хлорофiлiв

Таким чином, нами встановлено зростання чисельностi мiкрофлори на поверхнi коре-
ня i в ризосферi сої, iнокульованої B. japonicum УКМ B-6035. Морфологiчна пластичнiсть
мезофiлу листкiв iнокульованих рослин виявлялася у збiльшеннi таких показникiв, як: ши-
рина мезофiлу, площа клiтин мезофiлу, коефiцiєнт палiсадностi, частка хлоропластiв вiд
загальної площi мезофiлу та об’єму фотомембран, що пiдтверджувалося пiдвищенням пiкiв
хлорофiлiв у спектрограмах поглинання–вiдбиття.

1. Антипчук А.Ф., Канцелярук Р.М., Рангелова В. М и др. Связь между фотоассимиляционной актив-
ностью бобовых растений и их симбиотической азотфиксацией // Микробиол. журн. – 1990. – 52,
№ 6. – С. 49–53.

2. Коць С.Я., Малiченко С.М., Кругова О.Д. та iн. Фiзiолого-бiохiмiчнi особливостi живлення рослин
бiологiчним азотом. – Київ: Логос, 2001. – 271 с.

3. Коць С.Я., Береговенко С.К., Кириченко Н.В., Мельникова Н.Н. Особенности взаимодействия ра-
стений и азотфиксирующих микроорганизмов. – Киев: Наук. думка, 2007. – 314 с.

4. Zang H., Prithiviraj B., Souleimanov A. et al. The effect of temperature and genestein concentration on
lipo-chitooligosaccharide (LCO) production by wild-type and mutant straines of Bradyrhizobium japoni-

cum // Soil Biol. and Biochem. – 2002. – 34. – P. 1175–1180.

5. Khan W.M., Prithviraj B., Smith D. L. Photosynthetic responses of corn and soybean to foliar application
of salicylates // J. Plant Phys. – 2003. – 160. – P. 485–492.

6. Rawsthorne Е. S., Minchin F. R., Summerfield R. J. Carbon and nitrogen metabolism in legume root
nodules // Phytochemistry. – 1980. – 19. – P. 341–355.

7. Береговенко С.К. Iнтенсивнiсть фотосинтетичних процесiв рiзних сортiв сої залежно вiд iнокуляцiї
ефективними штамами Bradyrhizobium japonicum // Наук. зап. Тернопiл. пед. ун-ту iм. Володимира
Гнатюка. Сер. Бiологiя. – 2003. – 2, № 21. – С. 19–23.

8. Луцик А.Д., Дедюк Е.С., Луцик М.Д. Лектины в гистoхимии. – Львов: Выща шк., 1989. – 144 с.

9. Begna S. H., Dwyer D., Cloutier L. et al. Decoupling of light intensity effects on the growth (biomass
increase) and development of C3 and C4 weed // J. Exp. Bot. – 2002. – 53. – P. 1935–1940.

10. Smith K. L., Steven M.D., Colls J. J. Use of hyperspectral derivative ratios in the red-edge regi-
on to identify plant stress responses to gas leaks // Remote Sens. Environ. – 2004. – 92. –
P. 207–217.

11. Иутинская Г.А., Пономаренко С.П., Андреюк Е.И. и др. Биорегуляция микробно-раститель-
ных систем / Под общей ред. Г.А. Иутинской, С. П. Пономаренко. – Киев: Ничлава, 2010. –
464 с.

12. Кочубей С.М. Организация фотосинтетического аппарата высших растений. – Киев: Альтерпрес,
2001. – 204 с.

Надiйшло до редакцiї 16.08.2013Iнститут мiкробiологiї i вiрусологiї

iм. Д.К. Заболотного НАН України, Київ

Iнститут космiчних дослiджень НАН України

та Державного космiчного агентства України, Київ

ISSN 1025-6415 Доповiдi Нацiональної академiї наук України, 2014, №3 145
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член-корреспондент НАН Украины Г. А. Иутинская

Влияние инокуляции Bradyrhizobium japonicum УКМ В-6035

на фотосинтетический аппарат сои

Исследовали архитектонику микробного ценоза корневой зоны инокулированной клубенько-

выми бактериями трансгенной сои, выращенной в полевых условиях при параллельном мо-

ниторинге морфофункционального состояния фотосинтетического аппарата растений ме-

тодами электронной микроскопии и дистанционной спектрофотометрии. Выявлено увели-

чение количества бактерий на поверхности главного корня и в ризосфере инокулированной

сои по сравнению с растениями без бактеризации. Морфометрические исследования палиса-

дного мезофилла инокулированных растений выявили статистически значимое увеличение

ширины мезофилла, площади клеток мезофилла, коэффициента палисадности, коэффици-

ента пластичности, доли хлоропластов от общей площади мезофилла сравнительно с не-

инокулированными. Морфологические изменения развития фотомембран подтвердждались

спектрометрическими измерениями главных пигментов пластинки листа.

N. I. Adamchuk-Chala, V.A. Yacenko,

Corresponding Member of the NAS of Ukraine G.O. Iutynska

Influence of Bradyrhizobium japonicum UКМ В-6035 inoculation on

the soybean photosynthetic apparatus

The architectonics of microcenosis of field-grown transgenic soybean plants inoculated by nodule

bacteria with parallel monitoring of the morphology and the functional organization of a plant

photosynthetic apparatus by methods of electron microscopy and remote spectrophotometry is inves-

tigated. The increase of the bacteria number on the surface of main root and rhizosphere is determi-

ned in inoculated soybean plants. The palisade mesophyll morphometric investigation has confirmed

the statistically essential increase of the mesophyll width the area of mesophyll cells, coefficient of

palisade, coefficient of plasticity, and a part of cloroplasts in the summary mesophyll are in compari-

son with those of uninoculated plants. Morphological changes in photomembrane development are

confirmed in spectrophotometrical estimations of main pigments in a leaf blade.
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