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Мета. Дослідити застосування інокуляції 
насіння сої бульбочковими бактерями, отрима-
ними шляхом транспозонового мутагенезу, для 
забезпечення ефективного формування і функ-
ціонування симбіотичних систем за рахунок 
регуляції прооксидантно - антиоксидантних 
процесів та зменшення негативної дії посухи на 
зернову продуктивність рослин. Методи. Мік-
робіологічні, фізіологічні, біохімічні методи, 
газова хроматографія та спектрофотометрія. 
Результати. Досліджено, що за рахунок акти-
вації захисних антиоксидантних ферментів ка-
талази, аскорбат- і гваяколпероксидази у коре-
нях та кореневих бульбочках сої відбуваються 
адаптаційні перебудови метаболізму рослин 
спрямовані на стабілізацію вмісту прооксидан-
ту, пероксиду водню, за умов посухи. При цьо-
му питома азотфіксувальна активність корене-
вих бульбочок сої зазнає незначних змін та сві-
дчить про збереження ефективного функціону-
вання симбіотичного апарату, що є результатом 
активації захисних антиоксидантних процесів та 
адаптації симбіотичної системи сої за участю 
Тn-5 мутанту Bradyrhizobium japonicum В1-20 
до умов зневоднення. Висновки. Застосування 
інокуляції насіння сої Тn-5 мутантом 
Bradyrhizobium japonicum В1-20 призводить до 
регуляції прооксидантно-антиоксидантних за-
хисних процесів у рослинах, що сприяє підви-
щенню реалізації їх азотфіксувального потенці-
алу та збереженню продуктивності за тривалої 
дії посухи. 

Ключові слова: соя (Glycine max (L.) 
Merr.), пероксид водню, каталаза, аскорбатперо-
ксидаза, гваяколпероксидаза, посуха. 

 
Ефективність роботи симбіотичних сис-

тем, утворених за участю бобових рослин та 
бульбочкових бактерій за умов стресу залежить 
від здатності макро- і мікросимбіонтів у симбіо-

зі індукувати захисні механізми та реалізувати 
свої симбіотичні властивості. Посуха є одним із 
найбільш розповсюджених стресових факторів, 
який призводить до порушення нормального 
функціонування рослинного організму [1]. Це, з 
одного боку, може негативно відзначитись на 
формуванні та функціонуванні симбіозу, а з 
іншого – стимулювати включення захисних 
механізмів, які сприятимуть перебудові метабо-
лізму та розвитку адаптації до дії стресу [2]. 
Тому розкриття особливостей формування захи-
сних реакцій у симбіозі бобових рослин із буль-
бочковими бактеріями є важливим для пошуку 
ефективних симбіотичних систем, які здатні 
реалізувати свій адаптаційний потенціал за дії 
стресових факторів, зокрема і посухи. 

Розширення спектру мінливості ризобій 
забезпечує метод транспозонового мутагенезу, 
який ґрунтується на здатності рухомих генетич-
них елементів – транспозантів (Тn5) – вбудову-
ватись у ген-мішень, інактивувати його та міти-
ти маркером стійкості до антибіотиків, викли-
каючи поодинокі генетичні зміни [3]. За біохі-
мічною характеристкою таких мутантів можна 
виявити подібні до батьківських форм і відмінні 
від них детермінанти, які визначають пул мета-
болітів у ризобіальній клітині [3]. У зв’язку з 
цим, особливий інтерес представляють наукові 
дослідження щодо вивчення ефективності сим-
біотичних систем, утворених за участю Тn-5 
мутанту Bradyrhizobium japonicum. 

У літературі широко обговорюється зна-
чення біохімічних систем захисту в адаптації 
рослин до дії стресових факторів, зокрема і по-
сухи, серед яких важлива роль належить антио-
ксидантним системам [4]. Ключовими фермен-
тами антиоксидантного захисту рослини за дії 
несприятливих чинників довкілля є супероксид-
дисмутаза, родина пероксидаз, каталаза [5]. До-
ведено можливість регуляції прооксидантно-
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антиоксидантних процесів у тканинах шляхом 
впливу на ендогенну антиоксидантну систему 
рослин екзогенними чинниками синтетичного 
та природного походження, підвищуючи стре-
состійкість рослин [6, 7].  

Метою нашої роботи було дослідити за-
стосування інокуляції насіння сої бульбочкови-
ми бактерями, отриманими методом транспозо-
нового мутагенезу, для забезпечення ефектив-
ного формування і функціонування симбіотич-
них систем за рахунок регуляції прооксидантно-
антиоксидантних процесів та зменшення нега-
тивної дії посухи на зернову продуктивність 
рослин. 

 
Матеріали і методи 
Об’єктами дослідження обрано симбіоти-

чні системи, які утворені за участю рослин сої 
(Glycine max (L.) Merr.) сорту Алмаз та активно-
го, вірулентного Тn5-мутанту B. japonicum В1-
20 (В-7538), отриманого в Iнституті фізіології 
рослин і генетики НАН України методом транс-
позонового мутагенезу з використанням плазмі-
ди pSUP2021.  

Передпосівну інокуляцію насіння сої 
здійснювали протягом години бактеріальною 
суспензією (титр 108 кл. / мл), виготовленою на 
основі Тn5-мутанту B. japonicum В1-20. Культу-
ру повільнорослих бульбочкових бактерій ви-
рощували на манітно-дріжджовому середовищі 
протягом 7 діб при 26−28°С.  

Рослини вирощували на відкритому веге-
таційному майданчику в піщаній культурі на 
живильному середовищі Гельригеля з 0,25 нор-
ми азоту та мікроелементами із застосуванням 
контрольованого поливу. Вологість субстрату 
підтримували на рівні 60 % від повної вологоє-
мкості (ПВ) – оптимальне водозабезпечення, 
застосовуючи контрольований полив рослин. У 
фазу трьох справжніх листків вологість суб-
страту знижували до 40 % ПВ – помірна посуха, 
а у фазу бутонізації до 30 % ПВ – жорстка посу-
ха. Тривалість посухи підтримували упродовж 
12 діб. Після чого полив в усіх варіантах відно-
влювали до оптимального рівня (60 % ПВ) у 
фазу масового цвітіння впродовж 5-ти діб. Кон-
тролем слугували неінокульовані та інокульова-
ні ризобіями рослини сої, які вирощували за 
оптимального поливу (60 % ПВ). Для проведен-
ня досліджень відбирали корені та кореневі бу-
льбочки сої у фази трьох справжніх листків, 
бутонізації та масового цвітіння.  

Азотфіксувальну активність вимірювали 
ацетиленовим методом на газовому хроматог-
рафі «Agilent GC system 6850» (США) з полу-
менево-іонізаційним детектором [8]. Активність 
каталази (КФ 1.11.1.6.) визначали за розвитком 
кольорової реакції з молібдатом амонію при 
довжині хвилі 410 нм згідно модифікованої ме-
тодики Доліби зі спів. [9]. Активність аскорбат-
пероксидази (КФ 1.11.1.11) – за зменшенням 
оптичної густини при довжині хвилі 290 нм 
протягом 2 хв у результаті окиснення аскорбату 
(ε = 2,8 мМ-1см-1) [10]. Активність гваяколперо-
ксидази (КФ 1.11.1.7) – за збільшенням оптич-
ної густини при 470 нм протягом хвилини у 
результаті окиснення гваяколу (коефіцієнт екс-
тинції ε = 26,6 мМ-1см-1) [11]. Вміст пероксиду 
водню визначали феротіоціанітним методом 
Сагісакі [12].  

Результати статистично аналізували у па-
кеті програм Statistica 6.0 (Stat Soft Inc., США). 
У таблицях і на рисунках наведено середні ари-
фметичні значення та їх стандартні похибки (х ± 
SE). Достовірність відмінностей між вибірками 
оцінювали методом однофакторного дисперсій-
ного аналізу (ANOVA). Відмінності вважали 
достовірними при P < 0,05.  

 
Результати та обговорення 
Встановлено, що у коренях неінокульова-

ної ризобіями сої вміст пероксиду водню зрос-
тав за тривалої дії посухи на 44,1 % та знижува-
вся на 27,6 % після відновлення поливу. Це вка-
зує на значний розвиток окиснювальних проце-
сів у цих рослин (рис. 1).  

За інокуляції насіння сої Тn5-мутантом B. 
japonicum В1-20 спостерігалось підвищення 
вмісту пероксиду водню у коренях на 34,5 % за 
тривалої дії посухи у фазу бутонізації та набли-
ження його рівня до оптимального у післястре-
совий період. Такі зміни вмісту прооксиданту 
свідчать про перебудови метаболізму рослин сої 
за інокуляції бульбочковими бактеріями B1-20, 
що супроводжувались активацією захисної ан-
тиоксидантної системи.  

Виявлено нестабільний прояв активності 
каталази у коренях неінокульованої сої – під-
вищення на 287,8 % за помірної посухи та різке 
зниження на 75,0 % за тривалого дефіциту воло-
ги, а також часткове відновлення рівня її актив-
ності у післястресовий період (рис. 1). Це свід-
чить про низьку адаптаційну здатність неіноку-
льованих рослин. 
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Рис. 1. Вплив інокуляції насіння сої Тn5-мутантом B. japonicum В1-20 на вміст пероксиду водню (А) та 
активність каталази (Б) у коренях за дії посухи: І, ІІ – відповідно 7-ма й 12-та доба зневоднення у фази трьох 
справжніх листків і бутонізації, ІІІ – 5-та доба відновлення поливу у фазу масового цвітіння.  

 
Показано, що активність каталази у коре-

нях сої, інокульованої Тn5-мутантом 
B. japonicum В1-20 зростала на 137,5 % на поча-
ткових етапах зневоднення та знижувалась на 
24,0 % за тривалого дефіциту вологи. У післяст-
ресовий період активність ферменту відновлю-
валась до рівня рослин, які зростали за оптима-
льних умов водозабезпечення. Такі зміни актив-
ності каталази у коренях сої, інокульованої ри-
зобіями Тn5-мутанту В1-20, свідчать про участь 
антиоксидантних ферментних систем у адапта-
ції рослин сої у симбіозі з бульбочковими бак-
терями до дії посухи. 

З'ясовано, що у коренях неінокульованих 
рослин сої активність аскорбатпероксидази була 
на високу рівні впродовж дії посухи – підвищу-
валась на 287,8 і 248,1 % відповідно у фази 
трьох справжніх листків та бутонізації (рис. 2). 
У той же час активність гваяколпероксидази в 
коренях збільшувалася лише на 6,8 % за помір-
ного дефіциту вологи та різко знижувалась на 
74,8 % за тривалого зневоднення. 

У післястресовий період активність аско-
рбатпероксидази у коренях залишалась на висо-
кому рівні – на 242,6 % вище за рівень рослин, 
що зростали за оптимального поливу, тоді як 
активність гваяколпероксидази підвищувалась 
на 29,6 %. Інтенсифікація активності аскорбат-
пероксидази та різке інгібування активності 
гваяколпероксидази у коренях неінокульованої 

сої може бути наслідком розбалансовності про-
оксидантно-актиоксидантних систем рослин за 
значного розвитку окиснювального стресу та їх 
неспроможністю активізувати власні захисні 
системи за відповідних умов вирощування. 

За інокуляції насіння сої Тn5-мутантом 
B. japonicum В1-20 активність аскорбатперокси-
дази у коренях зростала на 267,7 і 15,8 % відпо-
відно за помірної та тривалої дії посухи (див. 
рис. 2). За таких умов активність гваяколперок-
сидази у коренях зростала впродовж дії посухи 
на 19,6 і 31,7 % відповідно. Після відновлення 
поливу активність аскорбатпероксидази підви-
щувалась на 79,0 %, а гваяколпероксидази на 
92,5 %, у порівнянні з рослинами за оптималь-
ного поливу.  

Отримані результати свідчать про стабі-
льну роботу антиоксидантних ферментів із ро-
дини пероксидаз (аскорбатпероксидази і гвая-
колпероксидази) у коренях сої, інокульованої 
бактеріальною суспензією на основі Тn5-
мутантом B. japonicum В1-20 за дії посухи. Це 
обумовлено швидким включенням у роботу 
захисних систем вже за помірного зневоднення, 
як доказ – активація антиоксидантних фермен-
тів каталази та аскорбатпероксидази, що сприя-
ло адаптаційним перебудовам метаболізму 
спрямованих на регуляцію вмісту прооксиданту 
(пероксиду водню) та ефективне функціонуван-
ня рослин у симбіозі за дії посухи.  
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Рис. 2. Вплив інокуляції насіння сої Тn5-мутантом B. japonicum В1-20 на активність аскорбат- (В) і гвая-

колпероксидази (Г) у коренях за дії посухи: І, ІІ – відповідно 7-ма й 12-та доба зневоднення у фази трьох спра-
вжніх листків і бутонізації, ІІІ – 5-та доба відновлення поливу у фазу масового цвітіння. 
 

Показано, що у кореневих бульбочках 
сої, утворених за участю Тn5-мутанту 
B. japonicum В1-20, вміст пероксиду водню зро-
став на 26,9 % за помірного дефіциту вологи у 
фазу трьох справжніх листків, тоді як за трива-
лого зневоднення у фазу бутонізації на 16,2 % 
(табл. 1). У післястресовий період вміст проок-
сиданту відновлювався до рівня рослин з опти-
мальним поливом. 

Такі зміни вмісту прооксиданту супрово-
джувались включенням у роботу захисних ан-
тиоксидантних ферментів. Так, за помірного 
дефіциту вологи активність каталази у бульбоч-
ках інокульованої сої знижувалась на 50,7 %, 
що очевидно обумовлено виснаженням пулу 
ферменту на утилізацію надмірного вмісту пе-
роксиду водню. Однак, на початкових етапах 
зневоднення у кореневих бульбочках сої інтен-
сифікувалась активність ферментів родини пе-
роксидаз – гваяколпероксидази (на 301,9 %) та 
аскорбатпероксидази (на 189,2 %). За тривалого 
зневоднення зростала активність усіх досліджу-
ваних антиоксидантних ферментів – каталази 
(на 112,1 %), гваяколпероксидази (на 107,7 %), 
аскорбатпероксидази (на 330,7 %) у кореневих 
бульбочках сої, інокульованої Тn5-мутантом B. 
japonicum В1-20. Включення у роботу захисних 
антиоксидантних ферментів сприяло регуляції 
вмісту пероксиду водню у кореневих бульбоч-
ках за дії посухи, а також супроводжувалось 

збереженням ефективності функціонування 
симбіотичного апарату.  

З'ясовано, що питома азотфіксувальна ак-
тивність кореневих бульбочок зростала за помі-
рної дії посухи у фазу трьох справжніх листків 
та частково знижувалась за тривалого зневод-
нення у фазу бутонізації (табл. 2). Після віднов-
лення поливу різниця між показниками питомої 
азотфіксувальної активності у варіантах сої із 
оптимальним і недостатнім водозабезпеченням 
рослин мала тенденцію до зменшення. Оскільки 
питома азотфіксувальна активність кореневих 
бульбочок страждала не значно, це вказує на 
збереження та активне відновлення функціону-
вання симбіотичного апарату, що є очевидним 
наслідком включення захисних систем та адап-
тації симбіотичної системи сої за участю Тn5-
мутанту B. japonicum В1-20 до умов зневоднен-
ня. 

За оптимальних умов вирощування зерно-
ва продуктивність сої, інокульованої бульбоч-
ковими бактеріями Тn5-мутанту B. japonicum 
В1-20, була на 47,6  % вищою, у порівнянні із 
неінокульованою соєю (табл. 3). У інокульова-
них Тn5-мутантом B. japonicum В1-20 рослин 
сої, які зазнали дії посухи, врожай зерна був на 
57,4  % вище від неінокульованих рослин, які 
зростали за недостатнього водозабезпечення та 
навіть на 5 % вище від неінокульованих рослин 
із оптимальним поливом.  
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Таблиця 1. Вплив інокуляції насіння сої Тn5-мутантом B. japonicum В1-20 на вміст пероксиду 
водню та активність антиоксидантних ферментів у кореневих бульбочках сої за дії посухи 

 
Варіант 

Фаза онтогенезу
трьох справжніх лист-

ків бутонізації масового цвітіння 

п о с у х а відновлення поливу
Пероксид водню, нмоль / г сухої маси

Тn5-мутант В1-20, 60  % ПВ 104,4 ± 6,3 148,1 ± 8,8 151,0 ± 9,0
Тn5-мутант В1-20, 30  % ПВ 132,5 ± 8,0 172,1 ± 10,3 142,6 ± 8,6

Каталаза, од. акт. / мг білка
Тn5-мутант В1-20, 60  % ПВ 0,071 ± 0,006 0,082 ± 0,005 0,040 ± 0,004
Тn5-мутант В1-20, 30  % ПВ 0,035 ± 0,003 0,174 ± 0,01 0,066 ± 0,004

Гваяколпероксидаза, мкмоль гваяколу / мг білка ·хв
Тn5-мутант В1-20, 60  % ПВ 0,37 ± 0,12 0,26 ± 0,06 0,17 ± 0,04
Тn5-мутант В1-20, 30  % ПВ 1,07 ± 0,16 1,12 ± 0,17 0,47 ± 0,12

Аскорбатпероксидаза, мкмоль аскорбату / мг білка · хв
Тn5-мутант В1-20, 60  % ПВ 0,051 ± 0,031 0,065 ± 0,011 0,058 ± 0,008
Тn5-мутант В1-20, 30  % ПВ 0,205 ± 0,013 0,135 ± 0,013 0,050 ± 0,014

 
Таблиця 2. Вплив інокуляції насіння сої штамом B. japonicum B-7538 на питому азотфіксуваль-

ну активність кореневих бульбочок сої за дії посухи, мкмоль С2Н4 / (г бульбочок · год) 

 
Варіант 

Фаза онтогенезу
трьох справжніх 

листків бутонізації масового цвітіння 

п о с у х а відновлення поливу
Тn5-мутант В1-20, 60  % ПВ 13,59 ± 0,81 20,83 ± 1,22 16,31 ± 1,04
Тn5-мутант В1-20, 30  % ПВ 17,50 ± 1,53 13,87 ± 0,82 13,63 ± 0,74

 
Таблиця 3. Вплив інокуляції насіння сої Тn5-мутантом B. japonicum В1-20 на зернову продук-

тивність рослин 

Варіант Кількість бобів, 
шт. / рослину 

% від кон-
тролю 

Маса зерна,  
г / рослину 

 % від 
контролю 

Неінокульовані рослини,  
60  % ПВ 5,8 ± 0,3 100 2,1 ± 0,12 100 

Неінокульовані рослини,  
30  % ПВ  3,2 ± 0,2 55,1 1,0 ± 0,06 47,6 

Тn5-мутант В1-20, 60  % ПВ 6,2 ± 0,4 106,8 3,1 ± 0,16 147,6
Тn5-мутант В1-20, 30  % ПВ 4,5 ± 0,2 77,6 2,2 ± 0,12 105,0

 
Отримані результати свідчать, що іноку-

ляція насіння сої Тn5-мутантом B. japonicum В1-
20 призводила не лише до підвищення зернової 
продуктивності за оптимальних умов вирощу-
вання рослин, а ще й сприяла суттєвому збере-
женню урожаю зерна за тривалої дії посухи. 

Висновки 
Застосування інокуляції насіння сої Тn-5 

мутантом B. japonicum В1-20 призводить до 
регуляції прооксидантно – антиоксидантних 
захисних процесів у рослинах, що сприяє під-
вищенню реалізації їх азотфіксувального потен-
ціалу та збереженню урожаю зерна за тривалої 
дії посухи. 
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THE USE OF Tn5-MUTANTS BRADYRHYZOBIUM JAPONICUM FOR REGULATION OF PROOXIDANT-
ANTIOXIDANT PROCESSES IN SOYBEAN PLANTS UNDER DROUGHT CONDITION 
Aim. To investigate the use of soybean seed inoculation by nodule bacteria obtained by transposon mutagenesis to en-
sure the effective formation and functioning of symbiotic systems by regulating prooxidant - antioxidant processes and 
reducing the negative effects of drought on crop productivity. Methods. Microbiological, physiological, biochemical 
methods, gas chromatography and spectrophotometry. Results. It has been proved that due to the activation of protec-
tive antioxidant enzymes of catalase, ascorbate and guaiacol peroxidase in soybean roots and root nodules, adaptive 
rearrangements of plant metabolism occur aimed at stabilizing the content of prooxidants, hydrogen peroxide, in 
drought conditions. At the same time, the specific nitrogen-fixation activity of soybean root nodules undergoes no sig-
nificant changes and indicates the preservation of the effective functioning of the symbiotic apparatus, is the result of 
activation of protective antioxidant processes and adaptation of the soybean symbiotic system with the participation of 
Tn-5 mutant Bradyrhizobium japonicum B1-20 to dehydration conditions. Conclusions. The use of inoculation of soy-
bean seeds with the Tn-5 mutant Bradyrhizobium japonicum B1-20 leads to regulation of prooxidant - antioxidant pro-
tective processes in plants, helps to increase their nitrogen-fixation potential and maintain grain yield under prolonged 
exposure to drought. 
Keywords: soybean (Glycine max (L.) Merr.), hydrogen peroxide, catalase, ascorbate peroxidase, guaiacol peroxidase, 
drought.  


