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ВПЛИВ ІНОКУЛЯЦІЇ BRADYRHIZOBIUM JAPONICUM УКМ В-6035
НА МІКРОСТРУКТУРУ РИЗОСФЕРНОГО ЦЕНОЗУ 

І ФОТОСИНТЕТИЧНИЙ АПАРАТ СОЇ
Досліджено розвиток популяції Bradyrhizobium japonicum УКМ В-6035 в суспензійній культурі, сте-

рильному ґрунті і ризосфері сої за інокуляції бульбочковими бактеріями. Встановлено збільшення кіль-
кості бактерій на поверхні головного кореня і в ризосфері інокульованої сої. Фотосинтетичний апарат 
інокульованих рослин збільшувався за такими морфологічними показниками: площі пластинки листка і 
загальної товщини мезофілу за рахунок зростання розвитку палісадного і губчатого шарів. Морфологіч-
ні зміни розвитку фотосинтетичного апарату сої підтверджуються спектрометричними вимірюван-
нями головних пігментів пластинки листка.  

Ключові слова:  Bradyrhizobium japonicum УКМ В-6035,    трансгенна соя, листок, коефіцієнт 
відбиття, хлорофіли,  каротиноїди.          

Зв`язування молекулярного азоту бульбочковими бактеріями тісно пов`язано із фіксацією 
диоксиду вуглецю у процесі фотосинтезу [1, 5,  6, 15]. При відновленні молекулярного азоту в 
клітині мікроорганізми-азотфіксатори використовують енергію макроергічних зв`язків АТФ, 
джерелом яких є фотоасиміляти, синтезовані в листках рослини-живителя. 

В умовах симбіозу у бобових рослин збільшуються асиміляційна поверхня фотосинтетич-
ного апарату і розміри клітин мезофілу та зростає поліморфізм хлоропластів [12, 13].

Відомо, що за інокуляції бульбочковими бактеріями у бобових рослин зростає вміст хло-
рофілів а [1] і б [1, 2], а також сумарний вміст хлорофілів (а+б) [2]. Досліджено позитивний 
вплив інокуляції на площу фотосинтетичної поверхні листків, накопичення біомаси і врожай 
рослин, але морфолого-анатомічні  та ультраструктурні зміни фотосинтетичного апарату іно-
кульованих рослин на сьогодні майже не досліджені. Крім того, недостатньо вивчено просто-
рове заселення кореневої зони сої ґрунтовими мікроорганізмами.

Тому  метою нашої роботи було дослідити мікроструктуру ризосферного ценозу коре-
невої зони та морфо-функціональні показники фотосинтетичного апарату сої, інокульованої 
Bradyrhizobium japonicum УКМ В-6035.  

Матеріали і методи. Об`єктом дослідження були бульбочкові бактерії B. japonicum УКМ 
В-6035 – високоефективний симбіонт сої з колекції  відділу загальної та ґрунтової мікробіо-
логії  Інституту мікробіології і вірусології ім. Д.К. Заболотного НАН.

Для дослідження морфології клітин у суспензійній культурі штам вирощували на рідкому 
манітно-дріжджевому середовищі наступного складу (г/л): маніт – 10,0; дріжджовий екстракт 
– 2,0; глюканат кальцію – 1,5; K2HPO4 – 0,5; MgSO4·7H2O – 0,2; NaCl – 0,1; FeCl3·6H2O – 0,01; 
pH 7,2 на качалках 220 об./хв., за температури 26-28 оС протягом 96 год.

Морфологію клітин у рідкій культурі вивчали методом електронної трансмісійної 
мікроскопії. Для цього нанесену на сіточки з формваровою підложкою клітини суспензії про-
тягом доби витримували в епіндорфах в парах 25% глютаральдегіду, півдоби − в парах 4 % 
тетроксиду осмію  і три доби в бюксах з кубиками силікогелю для їх повітряної дегідратації.

Для дослідження морфології клітин B. japonicum УКМ В-6035, що існують у ґрунті вико-
ристовували легкосуглинистий чорноземний ґрунт, який стерилізували за методикою [4]. У 
стерильний ґрунт вносили суспензії клітин B. japonicum УКМ В-6035, яку вирощували у рід-
кому середовищі протягом 96 год. Культура знаходилась  у кінці експоненційної стадії росту.

Суспензійну культуру вносили за титром 108 на 1г ґрунту. Вологість ґрунту становила 
50 % відносної вологоємності, яку підтримували на цьому рівні протягом 10-ти діб.  Для 
дослідження бактеріальних клітин B. japonicum УКМ В-6035 у стерильному ґрунті за мето-
дикою [8] в ґрунт вміщували стерилізовану в етиловому спирті плівку обростання із поліети-
лентерефталату розміром 1см х 5 см – біосумісного гідрофобного прозорого полімеру, який 
впродовж 10 діб інкубувався в ґрунті. Обережно витягнуті із ґрунту плівки обробляли в парах 
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фіксаторів [8] та полімеризували в суміші епоксидних смол, як описано в розділі 4 моно-
графії [4]. Тонкі зрізи (300-500 нм) виготовляли на мікротомі (LKB, Швеція) і аналізували в 
трансмісійному електронному мікроскопі JEOL JSM-1400. 

Досліджували мікроструктуру мікробного угруповання ризосфери сої лінії 40-3-2, який 
був відібраний із популяції трансгенної сої, що характеризувалась ознакою толерантності до 
гліфосату. Дрібноділянковий  експеримент закладався в умовах мікростаціонарного досліду 
на базі Білоцерківської дослідно-селекційної станції − підрозділу Інституту біоенергетичних 
культур і цукрового буряка НААН України. Дослідження проводили протягом двох років 
(2010-2011 рр.).

Для дослідження мікробного ценозу рослин інокульованої B. japonicum УКМ В-6035 
сої використовували стерилізовану в етиловому спирті плівку обростання, її розташовували 
вздовж головного кореня сої. Впродовж росту рослин і кореневої системи корені щільно при-
кріплювались до плівки. Після 20-ти діб експозиції плівку, що обростала корінцями, виймали, 
препарували за методикою [8], нарізали  смужками  0,5 х 1 см, на різній відстані вздовж зони 
всмоктування кореня і досліджували на ділянках: поверхня кореня (ризоплана), прикоренева 
зона (від 0,1 мм до 2 мм) та у ризосфері (2-3 мм від поверхні головного кореня), як зазначе-
но в роботі [11]. Плівку, оброблену галактозоспецифічним лектином, міченим пероксидазою 
(кафедра зоології і ембріології Львівського національного медичного університету), фотогра-
фували у світлових мікроскопах (NU-2 та MT 5300H, Японія). Ідентифікація бактеріальної 
компоненти мікробоценозу проводилася завдяки зв`язуванню на поверхні бактерій часток 
лектинів сої, мічених пероксидазою [9]. При цьому бактерії набували темно-бурий відтінок 
(рис. 2) за схемою (рис. 3).

Для дослідження неспецифічного зв`язування лектину у трансмісійному електронному 
мікроскопі за методикою [4] препарати клітин B. japonicum УКМ В-6035 на сіточках оброб-
ляли соєвим лектином, отриманим із Інституту біохімії і фізіології рослин і мікроорганізмів 
РАН (Саратов), у розведенні (1:32).

Для виявлення локалізації гранул волютину використовували барвник за методикою Рас-
кіної: фуксин Ціля – 4 мл, насичений спиртовий розчин метиленового синього – 4 мл, оцтова 
кислота льодяна – 5 мл, 95 % етиловий спирт – 95 мл, дистильована вода – до 200 мл.

Ультраструктурну будову клітин вивчали на 10 непошкоджених, повністю розтягнутих 
зрілих листках 4-го ярусу з 5 рослин для кожного варіанта.

Дослідження фотосинтетичного апарату сої проводили за допомогою автоматизованого 
комплексу аналізу листових пластин SIAMS MesoPlant TM «МАКРО» (ООО «СИАМС», Ка-
федра фізіології рослин УРГУ, Російська Федерація).

Статистичну обробку даних виконували за допомогою програм Microsoft Offi ce Excel і 
Statistica 6.0. Середні морфолого-анатомічні значення порівнювали, використовуючи тест 
Student-Newman-Keuls.

Спектрометрія головних пігментів фотосинтезу проведена за спектрами відбиття з вико-
ристанням спектрометру Asp S/N 1304 P16 (Інститут космічних досліджень НАНУ і ДКАУ) 
за методикою, описаною в статті [14].

Результати та їх обговорення. Вивчення морфології суспензійних культур дослідженого 
штаму показало, що ознаки клітин повільно рослих бульбочкових бактерій B. japonicum УКМ 
В-6035 (рис. 1а) відповідали наведеним у паспорті культури для 5–7-добової культури штаму, 
культивованого на агаризованому поживному середовищі. Представлене в табл. 1 варіювання 
розмірів бактерій обчислювали за 10-ма електронограмами по 50 клітин в полі зору. Біль-
шість популяції складали бактерії середньої величини. Клітини бактерій суспензійної культу-
ри B. japonicum УКМ В-6035 як і в паспорті культури клітин B. japonicum УКМ В-6035 були  
монотрихами (рис. 1б).  Мічені лектини  рівномірно з`язувались у міжклітинному просторі 
щільністю 45-60 одиниць на 1 μм2 і на поверхні полі цукрової капсули бактерій (рис. 1б). В 
клітинах бактерій накопичувалися осміофільні ліпопротеїнові краплі.

Бактеріальні клітини  B. japonicum УКМ В-6035, що розвивалися в стерильному ґрунті  на 
полімерній плівці обростання, мали трохи видовжену еліптичну форму (рис. 1в). В популяції 
переважали великі клітини довжиною понад 2 мкм (табл. 1).  У міжклітинному просторі вияв-
лялися мікроскопічні частки ґрунту і мічені лектини щільністю 5-12 одиниць на 1 μм2. Мічені 
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лектини виявлялися на поверхні клітин бактерій (рис. 1в). Бактеріальні клітини були оточені 
тонким 10-20 нм електроннопрозорим шаром слизу (рис. 1г і його фрагмент). Зовнішній шар 
цитозолю був обмежений цитоплазматичною мембраною (рис. 1г і його фрагмент). В цито-
золі середньої електронної щільності бактеріальних клітин розташовувалось 3-5 осміофіль-
них гранул діаметром 5-70 нм (рис. 1в), які у паличкоподібних бактерій є місцем накопичення 
жирових включень і волютину. До складу волютинових або метахроматинових глобул також 
входять поліфосфати, макроергічні зв`язки яких виступають енергетичними депо бактеріаль-
них клітин, що сприяє виживанню бактерій у ґрунті.
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Рис. 1. Електронограми клітин культури B. japonicum УКМ B-6035: а, б – в суспензії, 
в, г −  в стерильному ґрунті, б, в – з обробкою лектинами, стрілками вказані мітки лектинів: 
М – монотрих, К – капсула, Ас – аеросома, ОК – осміофільні краплі, МГ – метахроматичні 
(поліфосфатні) гранули, ЦП – цитоплазматична мембрана, ШС – шар слизу, ЧГ – частки 

ґрунту. 
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Таблиця  1

Співвідношення бактерій B. japonicum УКМ  В-6035 за розмірами 
залежно від умов вирощування

Середовище існування

Відносний вміст, % від загальної кількості дослідних клітин 
бактерій різних розмірів у популяції

Мілкі
ширина до 0,3 μм
довжина до 1,5 μм

Середні
ширина 0,3- 0,8 μм
довжина1,5- 2 μм

Великі
ширина понад 0,8 μм
довжина понад  2 μм

Суспензія клітин у рідкому 
поживному середовищі 

18,58 65,06 16,35

У стерильному ґрунті 9,15 36,73 54,12

Щільність заселення мікроорганізмами кореневої зони сої була визначена їх чисельністю 
на фрагментах плівки обростання, розташованої у певних зонах кореня. На рис. 2 представ-
лені збільшені фрагменти фото: 1 – поверхні кореня, 2 − прикореневої зони і 3 – ризосфери. За 
умови взаємодії з лектинами бактерії набували темно-бурого кольору, що вирізняло їх з поміж 
інших механічних і рослинних компонентів ґрунту. 
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Рис. 2. Схема відображення та розташування мікроорганізмів мікробіологічного ценозу 
ризосфери сої, інокульованої  B.  japonicum УКМ B-6035 в умовах поля, ПК  – поверхня 
кореня. Білими стрілками вказані бактерії, де відбулася реакція утворення бурих 

відкладень продукту полімеризації диамінобензидину.

Відомо, що галактоза є компонентом клітинної стінки [5, 6]. Цей цукор також входить 
до складу екзометаболітів бактерій – полісахаридів і ліпополісахаридів [9, 15]. Локалізацію 
бактерій у середовищі можна визначати за специфічною реакцією зв`язування галактозо спе-
цифічних лектинів з відповідним вуглеводом, що входить до складу клітинної стінки або ек-
заметаболітів (рис. 3) за схемою, наведеною в роботі [9].
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Рис. 3. Реакція зв`язування галактозо специфічних лектинів, мічених пероксидазою.

Результати підрахунку чисельності мікроорганізмів по окремих частинах кореневої зони 
наведені в табл. 2. Виявлено статистично достовірне збільшення кількості бактерій на по-
верхні головного кореня у 2,2 рази і в ризосфері у 1,7 рази у інокульованої сої, порівняно з 
відповідними варіантами без інокуляції.

Таблиця  2

Вплив інокуляції B. japonicum УКМ B-6035 на чисельність бактерій мікроценозу 
кореневої зони сої,  (кл./ 100 μм2 плівки обростання)

Варіант 
досліду

Поверхня головного кореня Прикоренева зона Ризосфера
М s М s М s

Без інокуляції 5, 67   0, 21 7, 62 0, 33 4, 26 0, 12
Інокуляція 
B. japonicum
УКМ B-6035

12,48 1, 65 9, 86 0, 73 7, 22 0, 58

 М – середнє арифметичне, s – середньоквадратичне відхилення.

Відомо, що мікробіота є одним із головних чинників формування ефективних мікробно-
рослинних систем [3], а передпосівна інокуляція насіння бактеріальними препаратами є важ-
ливим фактором, що впливає на розвиток фотосинтетичного апарату рослини [10, 12, 15]. 

Проведений нами аналіз поперечних зрізів листкової пластинки сої показує типову ор-
ганізацію мезофілу, характерну для листків середньої формації дводольних рослин. 

Інокуляція приводила до достовірного зростання таких показників морфології фотосин-
тетичного апарату сої: площі пластинки листка – на 38 %, ширини мезофілу – на 25,5 %, палі-
садного шару мезофілу на 18 %, губчатого – на 37 %, що забезпечувало більшу асиміляційну 
площу і глибину поглинання квантів сонячного світла [7]. 

Таблиця  3

Характеристики морфолого-анатомічної організації листків 4-го ярусу рослин сої

Варіант досліду
Площа 

пластинки 
лиска, см2

Ширина мезофілу, μм

палісадного губчатого загальна
Інокуляція B.japonicum

УКМ B-6035 92, 53±3, 18* 208±14* 148±13* 356±11*

Без інокуляції 57, 62±3, 32 171±13 93±8 264±13

 р≤0, 05

Оптичні властивості листка визначали за методиками вимірювання спектрів відбиття-
поглинання [14] і реєстрували на різних довжинах хвиль, що відповідають ефектам відбиття 
пігментів спектрів каротиноїди-хлорофіли.

У варіанті інокульованої сої зареєстровано сплеск спектру поглинання хлорофілів (рис. 4). 
При цьому у рослин без інокуляції відбите світло складало 2,9 % хлорофілу а і 3,7 % хлоро-
філу б, а у інокульованих рослин відбивалось лише 1,8 % хлорофілу а і 2,4 % хлорофілу б, 
тобто в умовах інокуляції пластинки листка сої поглинали більше світла, ніж рослини без 
бактеризації. 
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Рис. 4. Спектри відбиття-поглинання поверхні листкової пластинки рослин сої. По осі 
ординат вказано коефіцієнт поглинання. Стрілками показано піки виявлення хлорофілів.

У рослин без інокуляції виявлялося зниження кривої в діапазоні 430-490 нм, що свідчить 
про інгібування синтезу каротиноїдів, які в захисних клітинних механізмах рослин відіграють 
роль теплових фільтрів і сприяють нівелюванню стресового впливу високих температур.

Таким чином нами виявлено морфологічні відмінності бульбочкових бактерій B. japonicum 
УКМ В-6035 у суспензійній культурі і стерильному ґрунті. У популяції суспензійної культури 
переважали бактерії середніх розмірів, монотрихи, а в цитоплазмі містили мілкі аеросоми і 
осміофільні ліпідні краплі. Щільність зв`язування лектинів в суспензійній культурі була вища, 
ніж у клітин, що існували в стерильному ґрунті. В популяції бактерій у стерильному ґрунті 
переважали великі бактерії аеросом, що утворювали шар слизу і накопичували в цитоплазмі 
гранули ПОМ і метахроматинові глобули.   

У проведених нами польових дослідженнях встановлено зростання чисельності мікро-
флори в кореневій зоні сої, інокульованої B. japonicum УКМ B-6035. Інокуляція сої стимулю-
вала розвиток фотосинтетичного апарату рослин за такими показниками як: площа пластинки 
листка, ширина мезофілу, його палісадного і губчатого шарів, що підтверджувалося підви-
щенням піків хлорофілів у спектрограмах поглинання.
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ВЛИЯНИЕ ИНОКУЛЯЦИИ BRADYRHIZOBIUM  JAPONICUM УКМ  В-6035
НА МИКРОСТРУКТУРУ РИЗОСФЕРНОГО ЦЕНОЗА 

И ФОТОСИНТЕТИЧЕСКИЙ АППАРАТ СОИ

Р е з ю м е
Исследовано развитие бактериальных клеток Bradyrhizobium japonicum УКМ В-6035 в суспензи-

онной культуре, в стерильной почве и в ризосфере сои, инокулированной клубеньковыми бактериями. 
Определено увеличение количества бактерий на поверхности главного корня и в ризосфере инокулиро-
ванной сои. Увеличивались такие показатели фотосинтетического аппарата инокулированных растений: 
площадь пластинки листа и  общей толщины мезофилла за счет возрастания палисадного и губчатого его 
слоёв. Морфологические изменения развития пластинки листа подтверждались спектрометрическими 
измерениями главных пигментов пластинки листа.  

Ключевые слова:  Bradyrhizobium japonicum УКМ В-6035,    трансгенная соя, листок, коэффици-
ент отражения, хлорофиллы,  каротиноиды.          
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CENOSIS AND PHOTOSYNTHETIC APPARATUS 

S u m m a r y
Development of Bradyrhizobium japonicum УКМ В-6035 bacterial cells in suspension culture, aseptic soil 

and rhizosphere of soybean plants inoculated by nodulate bacteria were investigated. The increase of bacteria 
number on the surface of main root and rhizosphere was determined in nodulated soybean plants. Photosynthetic 
apparatus of inoculated plants increased due to morphological characteristics: the leaf blade area and width of 
mezophyll palisade and spongy layers. Morphological changes in the leaf blade development were confi rmed by 
spectrophotometric measurements of main pigments on the leaf blade.  
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