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ВИКОРИСТАННЯ ІНДУКЦІЇ ФЛУОРЕСЦЕНЦІЇ ХЛОРОФІЛУ ДЛЯ ОЦІНКИ ФУНКЦІО-

НУВАННЯ ФОТОСИНТЕТИЧНОГО АПАРАТУ РОСЛИН GENTIANA LUTEA L. ЗА РІЗНИХ 

УМОВ КУЛЬТИВУВАННЯ IN VITRO 

 

Мета. Вивчити особливості функціону-

вання фотосинтетичного апарату рослин in vitro 

Gentiana lutea L. за різних умов освітлення та 

джерела карбону у складі живильного середовища 

за допомогою методу індукції флуоресценції 

хлорофілу (ІФХ). Методи. Флуоресценцію хло-

рофілу визначали у світлоадаптованих листках 

культивованих in vitro рослин G. lutea за допомо-

гою PAM флуориметра MultispeQ. Оцінювали 

зміну параметрів функціонування фотосинтетич-

ного апарату культивованих in vitro рослин за-

лежно від умов світлового режиму (1 варіант – 

85 Вт/м2, спектральний склад за співвідношення 

хвиль синього діапазону (Ес) : хвиль зеленого 

діапазону (Ез) : хвиль червоного діапазону 

(Еч) = 33% : 42% : 25%; 2 варіант –100 Вт/м2, 

спектральний склад: Ес : Ез : Еч = 25% : 27% : 

48%) та джерела карбону (10 г/л сахарози або 3 

г/л маніту) у складі живильного середовища 

МС/2 (середовище MС з половинним вмістом 

макро- та мікросолей), доповненого 0,1 мг/л кі-

нетину. Результати. Встановлено, що у рослин 

in vitro G. lutea, що протягом 90 діб культивува-

лися за світлових умов 2 варіанту, квантовий 

вихід ФС ІІ підвищується на 8,3 % порівняно із 

особинами G. lutea, які вирощували за умов 1 

варіанту освітлення. Показник життєздатності у 

рослин із 2 варіанту підвищується на 23 %. За-

міна джерела карбону у складі живильного се-

редовища із сахарози (10 г/л) на маніт (3 г/л) не 

лише підвищує ефективність функціонування 

фотосинтетичного апарату у культивованих in 

vitro рослин G. lutea, але й активізує у них ме-

ханізми стійкості до водного дефіциту. Виснов-

ки. Застосування методу ІФХ показало, що фу-

нкціонування фотосинтетичного апарату in vitro 

рослин G. lutea залежить як від умов освітлення, 

так й джерела карбону у складі живильного се-

редовища. 

Ключові слова: індукція флюоресценції 

хлорофілу а, рослини in vitro, Gentiana lutea L. 

 

До загальноприйнятих індикаторів стану 

рослин належить зміна ефективності первинних 

процесів фотосинтезу. Значення цього показника 

визначається як важливістю фотосинтетичної 

функції у житті рослини, так і високою чутливіс-

тю асиміляційного апарату до ушкоджуючих 

впливів. Порушення в первинних процесах фото-

синтезу позначаються на зміні флуоресценції 

хлорофілу а і з’являються задовго до видимих 

погіршень фізіологічного стану рослин. Це пояс-

нюється тим, що поглинута світлова енергія, яка 

використовується для фотосинтезу, розсіюється 

через виділення тепла і ре-емісію малих, але діа-

гностично важливих доз поглинутого випромі-

нювання у вигляді світлових хвиль червоного та 

інфрачервоного діапазонів. Таку ре-емісію світ-

ла, яку називають індукцією флуоресценції хло-

рофілу (ІФХ), широко використовують у сучас-

них дослідженнях фотосинтетичних процесів, 

оскільки вона є дієвим методом визначення фун-

кціонального стану рослинних об'єктів [1].  

В останнє десятиліття цей метод почали 

застосовувати й для рослин, що культивуються 

в умовах in vitro, оскільки ІФХ дозволяє оцінити 

ступінь залежності фотосинтетичних процесів 

від наявності/відсутності речовин-осмолітів у 

складі живильного середовища, їх концентрації, 

вмісту макро- та мікроелементів, інтенсивності 

світлового потоку в області фотосинтетично 

активної радіації (ФАР) тощо [2]. Крім того, цей 

метод часто пропонують використовувати для 

оцінки швидкості акліматизації отриманого біо-

технологічними методами рослинного посадко-

вого матеріалу до умов ex vitro [3]. Виходячи із 

вище зазначеного, мета роботи полягала у вивче-

ні особливостей функціонування фотосинтетич-

ного апарату in vitro рослин Gentiana lutea L. за 

різних умов освітлення та джерела карбону у 

складі живильного середовища за допомогою ме-

тоду ІФХ. 

Флуоресценцію хлорофілу визначали у сві-

тлоадаптованих листках культивованих in vitro 

рослин G. lutea за допомогою PAM флуориметра 

MultispeQ, що поєднує в собі портативний флуо-

риметр і хлорофілометр, інтегрований у платфор-

му PhotosynQ [4]. Для експерименту було відіб-
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рано по 10 вихідних, отриманих шляхом про-

рощування in vitro насіння рослин G. lutea з 

двох популяцій (г. Пожижевська, хр. Чорногора, 

Надвірнянський р-н, Івано-Франківська обл., 

1427 м н.р.м), г.г. Шешул–Павлик (хр. Чорного-

ра, Рахівський р-н, Закарпатська обл., 1627 м 

н.р.м). Рослини мікроклонально розмножували 

для отримання потрібної для дослідження кіль-

кості рослинного матеріалу. 

Для з’ясування впливу інтенсивності осві-

тлення та спектрів випромінювання на функціо-

нування фотосинтетичного апарату культивова-

них in vitro рослин було проаналізовано 2 варіа-

нти корекції світлового режиму (СК) культура-

льної кімнати: за використання люмінесцентних 

ламп Lumilux 36W 840 холодного білого світла 

(ЛХБ) (спектральний склад в області ФАР: 

12,80 % – 400–450 нм, 20,1 % – 450–500 нм, 

12,3 % – 500–550 нм, 29,7 % – 550–600 нм, 

20,2 % – 600–650 нм, 4,9 % – 650–700 нм) та фі-

толамп Fluora L 36W/77 G13 (ФЛ) зі спектраль-

ним складом: 15,50 % – 400–450 нм, 3,7 % – 

450–500 нм, 7,4 % – 500–550 нм, 9,6 % – 550–

600 нм, 59,9 % – 600–650 нм, 3,9 % – 650–700 

нм фірми «Osram» (Німіччина), а саме: 

1 варіант – лампи ЛХБ, інтенсивність світлово-

го потоку в області ФАР 85 Вт/м2, сумарний 

спектральний склад: хвилі синього діапазону 

(Ес) : хвилі зеленого діапазону (Ез) : хвилі чер-

воного діапазону (Еч) = 33% : 42% : 25%; 2 ва-

ріант – лампи ЛХБ і ФЛ у співвідношенні 1 : 1, 

інтенсивність світлового потоку в області ФАР 

100 Вт/м2, спектральний склад: Ес : Ез : 

Еч = 25% : 27% : 48%. 

У кожному із 2 варіантів СК використову-

вали по 40 рослин – по 20 з кожної із двох по-

пуляцій. Інтенсивність світлового потоку в об-

ласті ФАР розраховували згідно із «Нормами 

технологічного проектування теплиць і теплич-

них комбінатів для вирощування овочів та роз-

сади НТП10-95», за формулою:  

Wл

SW
N , 

де N – кількість ламп, шт; S – площа при-

міщення, м2; W – питома потужність освітлено-

сті, Вт/м2; Wл – питома потужність лампи в об-

ласті ФАР, Вт [5]. 

Поряд із корекцією світлового режиму, 

оцінювали вплив на функціонування асиміля-

ційного апарату джерела карбону (10 г/л сахаро-

зи або 3 г/л маніту) у складі живильного середо-

вища МС/2 (середовище MС [6] з половинним 

вмістом макро- та мікросолей), доповнених 0,1 

мг/л кінетину.  

Визначали такі параметри ІФХ: Fо' – міні-

мальний рівень флуоресценції адаптованих до 

світла листків; Fm' – максимальний рівень флуо-

ресценції адаптованих до світла листків; ФPSI – 

ефективний квантовий вихід фотосистеми ІІ (ФС 

ІІ); Fv'/Fm' – ефективність «відкритих» реакційних 

центрів (РЦ) на світлі; NPQt – рівень нефотохімі-

чного гасіння; Fs – стаціонарний рівень флуорес-

ценції; qL – частка РЦ ФС II, що знаходяться у 

«відкритому стані»; ϕNO – частка світла, що 

отримується рослиною, котра втрачається через 

нерегульовані процеси, побічні продукти яких 

інгібують фотосинтез або є шкідливими; ϕNPQ – 

частка світла, що отримується рослиною, але роз-

сіюється у вигляді тепла через нефотохімічне га-

сіння; LEF – лінійний електронний транспорт у 

межах світлозбирального комплексу (ССК) ФС ІІ; 

qP – фотохімічне гасіння хлорофілу; Rfd – індекс 

життєздатності. При цьому, було прийнято поло-

ження, що сума квантових виходів трьох основ-

них процесів, що беруть участь у реалізації енергії 

квантів світла – ФPSII, ϕNPQ і ϕNO, дорівнює 

одиниці [1]. Параметри ІФХ однієї рослини ви-

значали як середньоарифметичне із 5 визначень, а 

за вибіркою – вказували усереднені дані 10 рос-

линам та наводили стандартні відхилення. 

Аналіз результатів впливу світлових режи-

мів культивування на функціонування фотосинте-

тичного апарату in vitro рослин G. lutea показав, 

що ефективність роботи ФС ІІ в умовах освітлен-

ня є вищою (табл.). За таких світлових умов ниж-

чими на 16 % були втрати світла на теплову диси-

пацію (ϕNPQ) та на 6,5 % – на нерегульовані 

процеси (ϕNO), що підвищувало й ефективність 

флуоресценції «відкритих» реакційних центрів на 

світлі (Fv'/Fm') та ефективність квантового виходу 

ФС ІІ (на 8,3 %) порівняно з рослинами, що виро-

щувалися за світлового режиму 1 варіанту СК. 

Проте, показники відносного хлорофілу були, на-

впаки, вищими у 1,6 раза у рослин, які культиву-

вали за 1 варіанту СК. Існуючу, на перший погляд, 

невідповідність між високим вмістом хлорофілів у 

рослин 1 варіанту СК і нижчою ефективністю ро-

ботою їхньої ФС ІІ і, навпаки, нижчий вміст хло-

рофілів і вищі показники ефективності квантового 

виходу ФС ІІ у рослин, що культивували за 2 варі-

анту СК, ймовірно, можна пояснити таким чином: 
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– вміст хлорофілів впливає на спектральні 

властивості листка, особливо, в ділянці погли-

нання червоних хвиль діапазону ФАР [4]. 

G. lutea є високогірним таксоном, природні по-

пуляції якого зростають у «холодній зоні» суба-

льпійського поясу Українських Карпат [7], Пі-

реней та Малої Азії [8]. В Українських Карпатах 

протягом вегетаційного періоду кількість днів із 

середньодобовою температурою +15 ºС не пере-

вищує 60–70, внесок прямої радіації у сумарну є 

меншим 40% (1234 МДж/м²) і навіть влітку че-

рез значну хмарність не досягає середнього рів-

ня, характерного для інших територій [9]. За 

таких умов освітлення у спектрі випромінюван-

ня збільшується частка синьо-фіолетових хвиль. 

Тому, це дозволяє припустити, що зниження 

концентрації хлорофілів у рослин in vitro тирли-

чу жовтого за культивування в умовах 2 варіан-

ту освітлення є компенсаторним механізмом, 

що дозволяє адаптуватися особинам до росту в 

умовах високої кількості у спектрі хвиль Еч діа-

пазону ФАР. На користь цього припущення сві-

дчить зафіксоване нами почервоніння листків у 

деяких рослин G. lutea через підвищення вмісту 

каротиноїдів та зниження, порівняно з 1 варіан-

том освітлення, у 1,3 раза лінійного транспорту 

електронів в межах ССК;  

–  висока інтенсивність світла та більша 

частка хвиль синього діапазону, порівняно із Еч 

у спектральному складі 1 варіанту СК, зумов-

лює підвищення загального вмісту пігментів, 

зокрема, хлорофілів [10]. Саме цим, ймовірно, 

можна пояснити вищий вміст хлорофілів у рос-

линах, які культивували за світлових умов 1 ва-

ріанту досліду. Нижчі же показники ефективно-

сті роботи ФСІІ за такого режиму культивуван-

ня, порівняно із 2 варіантом, можна пояснити 

внутрішньою конверсією в молекулі хлорофілу 

a при поглинанні хвиль синього діапазону, зок-

рема: при поглинанні фотона сонячного світла 

ділянки ФАР (430 нм, 2,88 еВ) молекула хлоро-

філу а переходить у збуджений стан (S2), який 

швидко релаксує у найнижчий збуджений стан 

(S1), що відповідає енергії фотона червоної ді-

лянки ФАР (660 нм, 1,88 еВ). Процес релаксації 

енергії електронного збудження з вищих енер-

гетичних рівнів на найнижчий однієї мультип-

летності називають внутрішньою конверсією. У 

випадку хлорофілу а у результаті внутрішньої 

конверсії збудженого стану S2 (2,88 еВ) до S1-

стану (1,88 еВ) відбувається втрата в тепло 

~35 % енергії поглинутого фотона [11]. Внутрі-

шня конверсія у тепло поглинутої у синьому 

діапазоні енергії й пояснює вищий рівень пока-

зників нефотохічного гасіння у рослин 1 варіан-

ту порівняно з 2 варіантом досліду.  

Крім того, рівень ефективності флуорес-

ценції «відкритих» реакційних центрів на світлі 

у обох варіантах (Fv'/Fm') не перевищує 84 % 

від загальноприйнятого оптимального значення, 

яке ≥ 0,8 [12]. Однак, показники фотохімічного 

гасіння хлорофілу (qР) є вищими у рослин 2 ва-

ріанту СК. Як результат, вищим є й показник 

індексу життєздатності (Rfd), який наближається 

до оптимального (> 2) для рослин значення. 

Як показують результати наших дослі-

джень, на ефективність функціонування фото-

синтетичного апарату впливає й джерело карбо-

ну у складі живильного середовища МС/2 – са-

хароза або маніт. З’ясовано, що заміна у складу 

живильного середовища МС/2 сахарози на маніт 

(табл.) підвищує ефективність квантового вихо-

ду ФС ІІ на 13% (у випадку 1 варіанту СК) і на 

8% (у випадку 2 варіанту СК) та зменшує на 

40% і 33% відповідно кількість поглинутого сві-

тла, що витрачається на теплову дисипацію. Як 

результат – зростає більш, ніж на 8 %, рівень 

ефективності флуоресценції «відкритих» реак-

ційних центрів на світлі (Fv'/Fm') за обох варіан-

тів світлової корекції і становить вже 91,3% від 

оптимального значення, як і у рослин G. lutea з 

природи (не опубліковані дані). Рівень життє-

стійкості (Rfd) рослин теж зростає на 32 % і 

26 %, відповідно. Нижча ефективність функціо-

нування фотосинтетичного апарату рослин 

G. lutea, які культивують на живильних середо-

вищах, доповнених сахарозою, пов’язана, ймо-

вірно, із зміною активності апопластної інверта-

зи в умовах in vitro. Тому вона здатна швидше 

каталізувати гідроліз цукрів, які надходять по 

апопласту з живильного середовища [13]. При-

сутність сахарози у складі живильного середо-

вища змінює й експресію генів, які відповідають 

за рухові реакції хлоропластів у випадку зміни 

інтенсивності освітлення. Як результат – знижу-

ється інтенсивність протікання фотосинтетич-

них реакцій [14, 15]. Згідно досліджень А. Бана-

са із співавторами (2007), маніт не впливає на 

рухи хлоропластів у клітинах мезофілу 

Arabidopsis thaliana (L.) навіть за низької інтен-

сивності освітлення, а за інтенсивного освітлен-

ня – вже через дві доби культивування на сере-

довищі, доповненому манітом у концентрації  

3 % реакція хлоропластів на світло підвищуєть-

ся. 
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Необхідно також відзначити, що у рос-

лин, які культивують на живильних середови-

щах з манітом, зростають на 6 % (1 варіант) і 

17 % (2 варіант) показники ϕNO, які свідчать 

про збільшення втрат світла на ряд нерегульо-

ваних процесів, побічні продукти яких інгібу-

ють фотосинтез або є шкідливими у рослин. 

Вважається, що підвищення показника ϕNO є 

ознакою перебування рослин в умовах водного 

дефіциту [16]. Фотохімічні реакції, пов’язані з 

фoтосистемою ІІ, чутливі до посухи і зумовлені 

деструктивними процесами, зокрема втратою 

або зниженням вмісту білків D1 та D2 — най-

важливіших компонентів фотосистеми ІІ [17]. 

Тому, за водного стресу порушується електрон-

ному транспорті, що спричинює надмірне утво-

рення супероксидних радикалів (О2–) завдяки 

відновленню молекулярного кисню НАДФ на 

акцепторній ділянці фотосистеми І [18]. Це до-

зволяє припустити, що додавання до складу жи-

вильних середовищ маніту не лише підвищує 

ефективність функціонування фотосинтетично-

го апарату у культивованих in vitro рослин 

G. lutea, але й активізує у них механізми стійко-

сті до водного дефіциту. 

 

Висновки 

Застосування методу ІФХ показало, що на 

функціонування фотосинтетичного апарату in 

vitro рослин G. lutea впливають як умови освіт-

лення, так й джерело карбону у складі живиль-

ного середовища. Встановлено, що за інтенсив-

ності світлового потоку в області ФАР 100 

Вт/м2 та спектрального складу: Ес : Ез : 

Еч = 25% : 27% : 48% ефективний квантовий 

вихід ФС ІІ у рослин підвищується на 8,3 % по-

рівняно із особинами G. lutea, які культивували 

за інтенсивності світлового потоку 85 Вт/м2 та 

спектрального складу: Ес : Ез : Еч = 33% : 42% : 

25%; показник життєздатності – на 23 %. Заміна 

джерела карбону у складі живильного середо-

вища із сахарози (10 г/л) на маніт (3 г/л) не ли-

ше підвищує ефективність функціонування фо-

тосинтетичного апарату у культивованих in vitro 

рослин G. lutea, але й активізує у них механізми 

стійкості до водного дефіциту. 
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INDUCTION OF CHLOROPHYLL FLUORESCENCE USE FOR ASSESSMENT OF FUNCTIONING OF 

GENTIANA LUTEA L. PLANTS PHOTOSYNTHETIC APPARATUS IN DIFFERENT CONDITIONS OF 

CULTURING IN VITRO 

Aim. To study the peculiarities of functioning of photosynthetic apparatus of Gentiana lutea L. plants in vitro under 

different light qualities and source of carbon in the composition of nutrient medium by using the induction of chloro-

phyll fluorescence (ICF) method. Methods. Chlorophyll fluorescence was determined in light-adapted leaves of culti-

vated in vitro G. lutea plants by use of PAM fluorometry MultispeQ. The parameters change of photosynthetic appara-

tus functioning of cultivated in vitro plants was assessed with regard to light qualities (Variant 1: light intensity – 

85 W/m2, when different spectra combinations of blue-wave band (Еb) and green-wave band (Еg) and red-wave band 

(Еr) was 33% : 42% : 25%; Variant 2: light intensity – 100 W/m2, with wave bands of spectra – Еb : Еg : Еr = 25% : 

27% : 48%) and the source of carbon (10 g/l of sucrose or 3 g/l of mannite) in the composition of nutrient medium 

МS/2 (MS medium with half amount of macro- and microsalts), supplemented with 0.1mg/l of kinetin. Results. It was 

established that G. lutea plants cultivated in vitro for 90 days in light conditions of Variant 2 had a quantum yield pho-

tochemical of PS ІІ 8.3 % higher in comparison to G. lutea specimens cultured in light conditions of Variant 1. The 

vitality value of Variant 2 plants was 23 % higher. Change of carbon source in the composition of nutrient medium 

from sucrose (10 g/l) to mannite (3 g/l) was both increasing the efficiency of functioning of photosynthetic apparatus of 

Gentiana lutea L. plants in vitro and activating their resistance mechanisms to water deficit. Conclusions. The ICF 

method use shows that functioning of photosynthetic apparatus of G. lutea plants in vitro depends different qualities 

light and source of carbon in the composition of nutrient medium. 

Key words: induction of chlorophyll a fluorescence, plants in vitro, Gentiana lutea L. 
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