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Актуальність. Бобовим культурам належить провідна роль у розв’язанні проблеми дефіциту білка та підвищенні родючості ґрунту. Тому, актуальність роботи зумовлена необхідністю  фундаментальних й прикладних досліджень різних аспектів біологічної фіксації азоту, спрямованих на з’ясування механізмів цього процесу, деталізацію перебігу окремих фізіолого-біохімічних реакцій, що його супроводжують, пошук шляхів мобілізації внутрішніх резервів азотофіксаторів для досягнення максимальної інтенсифікації даного процесу, створення сортів бобових культур з підвищеними продуктивністю та вмістом білка.

 Незважаючи на те, що у дослідженнях порушеної проблеми досягнуто значних успіхів, ефективність цього процесу в умовах сільськогосподарського виробництва залишається значно нижчою від рівня, який спостерігається в дослідних контрольованих умовах, тобто біологічний потенціал азотофіксаторів реалізовано ще далеко не повністю.

Метою досліджень даної проблеми є комплексне фундаментально-прикладне дослідження бобово-ризобіальних систем в розрізі мікробіологічних, біохімічних, молекулярно-біологічних, фізіологічних і біотехнологічних особливостей формування та функціонування симбіотичних систем «бобові рослини–мікроорганізми» в умовах аграрного виробництва, розробок заходів із активізації процесу біологічного зв’язування молекулярного азоту в мікробіології та селекції рослин, вивчення і раціонального використання біологічного азоту як природного феномену, шляхів використання сучасних досягнень у даній галузі в адаптивних сортових технологіях для підвищення продуктивності посівів, покращання якості рослинної продукції та екологічного стану довкілля.
До циклу наукових праць включено результати багаторічних досліджень (1991-2011 рр.) Інституту кормів та сільського господарства Поділля НААН, ННЦ «Інститут землеробства НААН», Інституту фізіології рослин і генетики НАН України, Національного університету біоресурсів і природокористування України Кабінету Міністрів України, Відкритого міжнародного університету розвитку людини «Україна», на основі яких створені ефективні бобово-ризобіальні системи та сорти бобових культур, впровадження яких у виробництво забезпечує покращення азотного балансу ґрунту, підвищення урожайності та збільшення виробництва рослинного білка, що позитивно впливає на продовольчу безпеку країни та експортний потенціал. 
Наукова новизна.  Вперше в Україні розроблений та застосований системний метод вивчення бобово-ризобіальних симбіозів з наступних ключових напрямків даних досліджень:   
1. На фізіологічному та біохімічному рівнях вивчені процеси, що мають місце при симбіотичній взаємодії бобових рослин і бульбочкових бактерій на різних етапах формування і функціонування симбіозу;

2. Досліджені генетичні ресурси і структура мікробного комплексу ґрунту, біорізноманіття, якісного складу та впливу окремих структурно-функціональних груп мікробіоти на формування та функціонування бобово-ризобіальних систем, а також у процесі аграрного використання земель;

3. Виявлені основні механізми і обґрунтована симбіотична взаємодія бобових рослин і бульбочкових бактерій при створенні нових сортів із підвищеними азотофіксувальною здатністю та показниками вмісту білка; 

4. Розроблені нові елементи біотехнології виробництва бактеріальних препаратів на основі бульбочкових бактерій для передпосівної обробки насіння бобових культур з метою підвищення їх продуктивності.

При вирішенні цих питань значну увагу було приділено опису біологічних властивостей мікросимбіонта – його видових і штамових особливостей, специфічності, вірулентності, конкурентоздатності і азотфіксувальної активності, вивченню ролі природних і синтетичних біологічно активних речовин у процесі формування бобово-ризобіальних азотфіксувальних систем. У процесі виділення ризобій в різних ґрунтово-кліматичних зонах отримано ряд штамів, які не тільки проявляють високі симбіотичні властивості, а й відрізняються стійкістю до посухи, хлоридно-сульфатного засолення і дії важких металів, що посилює екологічну роль бобово-ризобіального симбіозу в оздоровленні довкілля. 
Встановлено вплив ексудатів коренів і проростаючого насіння бобових рослин на фізіологічну активність бульбочкових бактерій із різними симбіотичними характеристиками, вміст білків і поверхневих вуглеводів цих мікроорганізмів, а також дію  біологічно активних речовин ризобій на ранніх етапах формування симбіотичних азотфіксуючих систем. 
Дослідженнями хемотоксичної здатності повільнорослих бульбочкових бактерій люпину, що відрізняються за основними симбіотичними властивостями − азотфіксувальною активністю і конкурентоспроможністю, а також ризобій сої та гороху, які відмінні від ризобій люпину за специфічністю до рослини-господаря, встановлено, що хемотаксис бульбочкових бактерій стосовно амінокислот, органічних кислот,   цукрів, які ідентифіковані в окремих виділеннях люпину, залежить від конкурентоспроможності штаму, меншою мірою – від специфічності до певної рослини і не залежить від азотфіксувальної активності бактерій. Крім того, в ексудатах насіння окремих сортів бобових рослин, крім цукрів і амінокислот, присутні речовини, що справляють на ризобії бактеріостатичну дію. Це стримує можливість утворення ефективного симбіозу і є причиною вважати такі сорти слабо- або нечутливими до інокуляції, що вимагає відповідної адаптивної селекції зернобобових культур  і ризобій до виявлених агентів.

У процесі становлення симбіотичних взаємовідносин між бобовими рослинами і бульбочковими бактеріями особливе місце належить взаємодії біохімічних компонентів контактуючих поверхонь симбіонтів. З одного боку – це ризобіальні полісахариди, а з іншого – це лектини коренів бобових. З’ясовано, що лектини можуть «розпізнавати» одночасно декілька моносахаридів, а їх відмінності проявляються в ступені спорідненості цих білків до того чи іншого вуглеводу. Вперше з насіння і проростків люпину виділено аглютинувальні білки та встановлено, що вони є галактозоспецифічними лектинами, містять вуглеводи, а за імунохімічною специфічністю, молекулярною масою, фракційним складом поліпептидів, складом амінокислот аналогічні між собою і подібні до лектину сої. Вони є акцепторами екзополісахаридів і ліпополісахаридів повільнорослих бульбочкових бактерій, що визначає «розпізнавання» ризобіями рослину-хазяїна на етапі доінвазійної взаємодії партнерів симбіозу. Вперше встановлено, що лектини бобових є не лише рецепторами комплементарного зв’язування бульбочкових бактерій із корінням рослини-хазяїна, але й безпосередніми учасниками процесу формування та функціонування симбіозу. Доведено, що ці білки опосередковано, через ризобіальні клітини інокулюма, позитивно впливають на азотфіксацію та продуктивність рослини-господаря, підвищуючи її врожайність на 15−23%. Вперше виявлена пряма залежність між лектиновою та азотфіксувальною активностями бульбочок люпину і сої, що вказує на безпосередню участь лектинів у функціонуванні азотфіксувального апарату. Вивчення ефективності комплексної обробки посівного матеріалу бобових культур лектином і культурою бульбочкових батерій є основою для створення та розробки нових елементів технологій інтенсивного їх вирощування. 

При взаємодії екзополісахаридів (ЕПС) різних за симбіотичними властивостями штамів бульбочкових бактерій люпину, сої та гороху з лектинами рослини-господаря була доведена рецепторна роль глікополімерів, а в перехресних дослідах з різними за активністю штамами було з’ясовано, що бульбочкоутворююча активність ЕПС корелює з вірулентністю і конкурентною здатністю штамів-продуцентів. У той же час було відмічено, що ліпополісахариди (ЛПС) високо вірулентних штамів ризобій здатні підсилювати цю ознаку у менш ефективних штамів. У результаті дослідження дії глюкану S. meliloti СХМ1-188 на симбіоз люцерни і S. meliloti 441 показано значимість напряму дії полісахариду на партнерів симбіозу. Обробка проростків люцерни глюканом із наступною бактеризацією ризобіями істотно не змінювала нодуляційні характеристики симбіозу (кількість бульбочок та їх азотфіксувальну активність), але стимулювала наростання надземної і кореневої маси рослин люцерни. У разі його дії безпосередньо на клітини ризобій істотно знижувались нодуляційний потенціал ризобій і нітрогеназна активність бульбочок. Відзначено, що обробка проростків люцерни 0,06%-ним розчином ризобіального глюкану з подальшою інокуляцією бульбочковими бактеріями індукує утворення потужного азотфіксувального апарату з високою активністю, внаслідок чого інтенсифікуються наростання надземної маси рослин як за оптимального, так і недостатнього вологозабезпечення. Таким чином, отримані дані свідчать про те, що глікополімери ризобій відіграють важливу роль не тільки на ранніх стадіях інфекційного процесу, а і в реалізації симбіотичного потенціалу ризобій.

Доведено, що одним із важливих фізіологічних параметрів при вивченні ефективності бобово-ризобіального симбіозу є дослідження фізіологічного стану рослини-господаря, зокрема, активності окисно-відновних ферментів. Встановлено, що у рослин сої, інокульованої окремими штамами ризобій, активність ферментів пероксидази й каталази у листках, коренях та бульбочках безпосередньо залежить від ефективності симбіотичних взаємовідносин між обома симбіопартнерами.
 Вперше встановлено, що фізіологічною особливістю симбіотичних азотфіксувальних систем, утворених за участю стійких до мінерального азоту штамів бульбочкових бактерій, є висока нітратредуктазна активність рослини-господаря. Виявлено зміни білкового складу коренів і бульбочок бобових рослин на різних етапах їхнього розвитку при інокуляції неоднаковими за ефективністю і генетичним походженням штамами бульбочкових бактерій, а також за їх дії на симбіоз біологічно активних речовин. Ідентифіковано протеїни, що беруть участь у формуванні симбіотичних взаємозв’язків між бобовими рослинами і бульбочковими бактеріями. 
Слід зазначити, що сорти зернобобових культур за рівнем сприйняття  до інокуляції активними штамами бульбочкових бактерій різняться, внаслідок чого їх кореневу систему заселяють спонтанні малоактивні штами. Тому симбіоз потрібно розглядати не тільки в розрізі культура - азотфіксуючі бактерії, але й сорт і штам азофіксуючих бактерій. Результати досліджень показали, що в ризосфері сої, не дивлячись на присутність сильних конкурентноздатних штамів бульбочкових бактерій, домінував конкурентослабкий штам, так як його генотип відповідав рослині-господаря. У цьому випадку проявилась сортова специфічність макросимбіонта. Застосування високоефективних в симбіозі з сучасними сортами зернобобових культур штамів бульбочкових бактерій підвищує їх продуктивність на 10 - 30% і збільшує вміст білка в зерні на 2 - 6%, навіть, за наявності в ґрунті популяцій аборигенних або раніше інтродукційних бульбочкових бактерій. 

      На  даний час  виявлені дві групи генів (nif і fix), які впливають на взаємодію рослин сої з різними штамами бульбочкових бактерій. Одні з них беруть участь у синтезі структурних білків, інші в комплектуванні Fe-білкової структури і в формуванні субодиниць Мо-Fe-білок. При цьому до симбіозу залучаються nod-гени, які контролюють початкові фази росту бульбочок і подальше їх функціонування, а nif-гени бактерій безпосередньо забезпечують інформацією, що контролює процес азотфіксації. Проведені дослідження свідчать, що при зв’язуванні азоту  з повітря, крім домінантних генів, бере участь значна кількість генетичних факторів з адитивним ефектом.
Оскільки у вихідному матеріалі колекції і селекційних зразках на початку роботи не було форм, які б характеризувалися комплексом господарсько цінних  ознак і властивостей, основна увага приділялася виявленню джерел та донорів з окремими ознаками і, за можливістю, більшим їх поєднанням в одному зразку. Авторським колективом щорічно вивчалася й вивчається значна колекція сортозразків, з якої відбираються форми за цими ознаками і використовуються у схрещуваннях згідно програм. 

Серед них найбільша увага приділена ознакам продуктивності, тривалості періоду вегетації, стійкості проти найбільш поширених хвороб та вилягання, високому вмісту білка і жиру, стійкості проти понижених температур у період сходів та формування генеративних органів, посухостійкості, нейтральності до тривалості дня, високій азотфіксуючій здатності.

Встановлені сортові відмінності за інтенсивністю біологічної фіксації азоту на їх основі з використанням сучасних методів біотехнології, генетики і селекції авторами створено більше 70 сортів бобових культур, в тому числі 44 сорти сої, нового покоління, які занесені до Реєстру сортів рослин придатних для поширення в Україні і характеризуються підвищеною інтенсивністю біологічної фіксації азоту в основних землеробських регіонах. При цьому селекція зернобобових культур і сої була спрямована на підвищення частки рослин, які здатні повноцінно розвиватись завдяки симбіотрофному живленню азотом при взаємодії з бактеріальним штамом.  

Доведена актуальність селекції активних штамів ризобій, яким були одночасно притаманні екологічна пластичність, задовільна конкурентоспроможність, висока вірулентність і азотфіксувальна активність. Науково обґрунтовано роль симбіотичної азотфіксації в підвищенні продуктивності багаторічних бобових трав за рахунок фіксації азоту атмосфери і експериментально доведено доцільність застосування нових ефективних штамів бульбочкових бактерій для інтенсифікації формування генеративних органів люцерни. Методами аналітичної селекції отримано високоактивні конкурентоспроможні штами бульбочкових бактерій сої Bradyrhizobium japonicum УКМ В-6035, люпину Rhizobium lupine 387a, гороху Rhizobium leguminosarum 263б, Rhizobium leguminosarum УКМ В-6064, козлятнику східного Rhizobium sp. (Galega) 159, бульбочкових бактерій люцерни Rhizobium meliloti УКМ В-6076, ряд з яких характеризується меншою чутливістю до дії несприятливих факторів довкілля – знижених температур і дефіциту вологи, а також надлишку азоту в ґрунті. Методом міжродової кон’югації отримано високоефективні штами бульбочкових бактерій − люцерни Rhizobium meliloti M4, стійкий до підвищених концентрацій азоту в ґрунті, і M12, а також конюшини Rhizobium leguminosarum bv. trifolii BN9. За допомогою транспозонового мутагенезу у бульбочкових бактерій гороху, конюшини, люцерни і сої з використанням плазміди pSUP2021 із вбудованим у неї транспозоном Tn5 отримано і відібрано колекцію Tn5-мутантів зі зміненими симбіотичними властивостями, на основі яких створено високоактивні конкурентоспроможні штами бульбочкових бактерій.
У процесі створення і отримання дослідних партій препаратів на основі мікроорганізмів-азотфіксаторів запропоновано способи удосконалення біотехнології вирощування штамів інокулянтів за рахунок внесення в середовище невеликих доз рослинних лектинів, РРР або високодисперсних матеріалів. Розроблено та апробовано спосіб удосконалення технології інтенсивного вирощування бобових за рахунок обробки посівного матеріалу одночасно розчином лектину і препарату штама-інокулянта.

Встановлено, що процес утворення симбіотичних структур відбувається під одночасним контролем бактеріальної та рослинної систем, які функціонують та працюють як єдине ціле. Така система контролює роботу надорганізмових ознак (адаптацій), якими не володіли ні мікроорганізми, ні рослини до взаємодії. Показано, що домінуюча частина мікробних угруповань у ґрунті представлена складним комплексом різних морфотипів та фізіологічних груп, що свідчить про важливість вивчення компонентів природних угруповань, включаючи рослини та агроприйоми, що застосовують на даний  час. На новому рівні науково-обґрунтовано та оцінено бактеріальне різноманіття в ґрунтах, виявлено нові генотипи ґрунтової мікробіоти, що не культивуються або слабо культивуються на селективних поживних середовищах загальноприйнятими мікробіологічними методами (науці відомо не більше 10% усіх ґрунтових мікроорганізмів). 

При порівнянні структури домінантних генотипів прокаріот у ґрунті, що сформувався в умовах тривалого пару, беззмінної культури бобових й сівозміни за допомогою методу клонування тотальної ДНК ґрунтових мікроорганізмів встановлено, що в ґрунті виявлено в тисячі разів більше філотипів ніж загальноприйнятими мікробіологічними методами з частотою наявності  від 5 до 23%, при цьому склад домінантних генотипів за умов формування в різних бобово-ризобіальних системах ґрунту не повторюється, а кількість виявлених домінуючих генотипів, що не культивуються на поживних селективних середовищах та взагалі невідомі науці, досягала понад 50%.

При молекулярно-генетичному аналізі мікробних угруповань ґрунту виявлено значне біологічне різноманіття прокаріотних форм за допомогою сучасних методів і підходів, таких як ПЛР, ПЛР у реальному часі, поліморфізм довжин рестрикційних фрагментів tRFLP (terminal restrictions fragment light polymorphism), які відображають таксономічну структуру й генетичне різноманіття ґрунтової мікрофлори. Виявлена філогенетична структура прокаріотного комплексу ґрунту, що сформувався в умовах агроландшафтів при беззмінній культурі бобових у сівозміні. 
Вперше показано, що в умовах різних агроценозів (беззмінна культура бобових, сівозміна, чистий пар) формується різний за генетичною структурою комплекс мікроорганізмів, що має суттєве значення для вирішення прикладних завдань, таких як: раціональна побудова сівозмін із бобовими культурами, профілактика «ґрунтовтомлення», підвищення ефективності добрив і продуктивності бобових культур. Виявлено, що за умов чистого пару й беззмінної культури бобових спостерігається зниження порівняно з сівозміною генетичного різноманіття прокаріот, відбувається збіднення генетичних ресурсів мікрофлори у ґрунті. При цьому, структура мікробних угруповань ґрунту зазнає значних змін не лише в ході сезонної сукцесії або в залежності від погодних факторів, але і в ґрунтах з різними видами та ступенем антропогенного впливу (окультурення, внесення мінеральних добрив, забруднення ксенобіотиками тощо).

Проведена біоенергетична оцінка мікробіологічного стану і мікробіологічної різноманітності ґрунтів під посівами сої. Енергетичний коефіцієнт отримання господарсько-цінної частини урожаю при застосуванні біопрепарату на основі Bradyrhizobium japonicum при вирощуванні сої збільшується на 14-16 % у порівняні з варіантом без інокуляції.

Застосування біологічних препаратів на основі високоефективних конкурентоспроможних технологічних штамів бульбочкових бактерій є необхідним агротехнічним заходом, який дає змогу збільшити врожайність бобових рослин на 12–20 % і одержати екологічно чисту продукцію високої якості, за можливості економити від 40–60 до 90 кг/га мінерального азоту та забезпечує прибуток від 1500 до 2 100 грн./га в залежності від культури.   При цьому активізується синтез білка в рослинах і збільшується вміст незамінних і замінних амінокислот у зерні та надземній масі. Залежно від ґрунтово-кліматичних умов вирощування культури застосування бактеріальних препаратів, створених на основі нових високоефективних штамів ризобій, для передпосівної інокуляції насіння підвищує вміст білка в зерні зернобобових культур та зеленій масі бобових трав на 2−6 % і 1,5−3 % відповідно, при цьому суттєво − на 150–500 кг/га − зростає валовий збір білка.

У результаті розрахунку економічної ефективності вирощування сої встановлено, що за умов використання біопрепарату на основі Bradyrhizobium japonicum для передпосівної обробки насіння собівартість продукції у порівнянні з контрольним варіантом знизилась на 10,7 грн.,  розмір прибутку з розрахунку на 1 га посіву збільшився на 383 грн., рівень рентабельності виробництва продукції зріс із 38 % до 55 % і більше.

У 2011 році по Україні посівні площі сої під сортами авторського колективу складали 327 745 га. Гарантована прибавка урожаю зерна порівняно до кращих вітчизняних і зарубіжних сортів дорівнювала в середньому 2,2 центнера з кожного гектара, що забезпечило економічний ефект на рівні 270,3 млн грн. Відповідні прибавки врожаю насіння сої забезпечили додаткове отримання 30 тис. т рослинного білка за рахунок впровадження сортів авторського колективу. А передпосівна інокуляція насіння на 330 тис. га додатково забезпечила прибуток понад 125 млн грн.

Крім того, починаючи з 2003 по 2011 рік за рахунок експорту сої в кількості 1 млн т збільшено валютні надходження в Україну на 501 млн дол. США. 
Цикл робіт включає 18 монографії, 135 статей, в т.ч. 25 міжнародних, 82 авторських свідоцтв і патентів, в т.ч. 9 міжнародних.  
 Кількість реферованих публікацій у міжнародних журналах, що містяться в базі даних SCOPUS, складає 29. Загальний ідентифікатор SJR = 0,43. Сумарний h-індекс = 9. У ході виконання досліджень захищено 15 докторських дисертацій.
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