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Багаторічні бобові трави є важливими кор�
мовими культурами, які в симбіозі з бульбоч�
ковими бактеріями здатні забезпечити свої
потреби в азоті за рахунок біологічної
азотфіксації [1–3]. Вони відіграють вирішаль�
ну роль у скороченні дефіциту рослинного про�
теїну, а також виконують основну функцію
в біологізації землеробства, справляючи
вплив на родючість ґрунту і стан довкілля [4].

Конюшина — культура з високим симбіо�
тичним потенціалом [5, 6]. Оскільки в Ук�
раїні вона вирощується досить давно, у ґрун�
тах присутні дикі «агресивні» популяції
бульбочкових бактерій Rhizobium legumi$
nosarum bv. trifolii, які зазвичай мають низь�
кий рівень азотфіксувальної активності [7].
Оптимізувати азотне живлення конюшини
можна бактеризацією її насіння високоак�
тивними штамами бульбочкових бактерій.

Тривалий час генетичною базою для се�
лекції активних штамів слугували бактерії,
виділені з природних біоценозів [8–10] або
одержані за дії фізичних і хімічних мута�
генів [11, 12]. Використання методів моле�
кулярної генетики та генної інженерії, зок�

рема гібридизації й транспозонового мутаге�
незу, дало змогу значно розширити спектр
спадкової мінливості ризобій [13, 14]. Згідно
з даними літератури застосування транспо�
зонового мутагенезу до бульбочкових бак�
терій спричинює появу широкого спектра
клітин із поодинокими мутаціями [15–21].
Зміни, що відбуваються у геномі мікросим�
біонта, призводять як до редукції симбіо�
тичного потенціалу, так і до поліпшення
господарсько�цінних властивостей бульбоч�
кових бактерій.

Метою роботи було отримати транспозо�
нові мутанти бульбочкових бактерій коню�
шини з підвищеною вірулентністю,
азотфіксувальною активністю і створити на
їх основі високоефективні симбіотичні сис�
теми конюшина — Rhizobium legumi$
nosarum bv. trifolii.

Матеріали і методи

В експериментах використано штами
бульбочкових бактерій конюшини Rhizo$
bium leguminosarum bv. trifolii B1(1000)NN,
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За допомогою плазмідного вектора pSUP2021::Tn5 було проведено мутагенез штаму 348а
Rhizobium leguminosarum bv. trifolii. Частота виникнення KmR�мутантів за перенесення цього векто�
ра з Escherichia coli в Rhizobium становила 1,9·10–7. Інсерційну природу отриманих мутантів доведе�
но з використанням полімеразної ланцюгової реакції. За симбіотичними показниками та Eff++�фено�
типом рослин конюшини в умовах мікровегетаційного та вегетаційного дослідів здійснено скринінг
Tn5�мутантів та відібрано ризобії з підвищеним синтезом нітрогенази і господарсько�цінними влас�
тивостями. Tn5�мутанти Т2к, Т28к, Т72к суттєво перевершували інші ризобії за нодуляційною ак�
тивністю. Під час фази цвітіння конюшини на коренях рослин за їх участю утворилося в 1,4–1,7 ра�
за більше бульбочок, які домінували за масою. З посиленням ризогенезу надземна маса рослин
збільшилась на 29,6–41,8%. Інтенсифікація фізіологічних процесів у конюшини забезпечувалася
збільшенням нітрогеназної активності симбіотичного апарату, яка у фазі початку цвітіння переви�
щувала в середньому в 2,5 раза показники рослин, інокульованих вихідним (батьківським) штамом
348а. Отримані дані свідчать про можливість створення високоефективних симбіотичних систем ко�
нюшина — Tn5�мутанти Rhizobium leguminosarum bv. trifolii. 
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B1(100)E,   B1(�10)E, С10, 8St, 500, 348а, 346
та штам S17�1(pSUP2021::Tn5) Escherichia
coli з колекції азотфіксувальних мікроор�
ганізмів Інституту фізіології рослин і гене�
тики НАН України. Плазмідний вектор
pSUP2021 створено на основі мультикопій�
ної немобілізуючої плазміди pBR325 E. coli
з обмеженим спектром хазяїв, не здатної до
реплікації у клітинах бульбочкових бакте�
рій [22]. Плазміда має фактори стійкості до
антибіотиків, у тому числі й до канаміцину
(Km) у концентрації 200 мкг/мл, цю стій�
кість кодує транспозон Tn5. Характеристи�
ку штаму наведено в табл. 1. Антибіотики
стрептоміцин (Str), канаміцин (Km) нале�
жать до класу аміноглікозидів, добре роз�
чинні у воді й погано — у ліпідах [23].

Бульбочкові бактерії вирощували на ага�
ризованому середовищі 79 (г/л дист. води):
K2HPO4 · H2O — 0,5; MgSO4 · 7H2O — 0,2;
NaCl — 0,1; CaCO3 — сліди; дріжджовий
екстракт — 2; казамінові кислоти або лакталь�
бумін — 0,5; маніт — 10; pH середовища —
7,2–7,4, стерилізація за 0,8 — 1 атм протя�
гом 30 хв, три доби за 28 °С, E. coli S17�1 —
на середовищі LB [24] за 37 °С одну добу.

Транспозоновий мутагенез. Спектр
штамів�реципієнтів обмежений особливостя�
ми векторної плазміди pSUP2021::Tn5, яка
входить до складу геному E. coli S17�1. Ком�
петентні штами�реципієнти мають бути чут�
ливі до 25–50 мкг/мл Km у середовищі виро�
щування і резистентні до 800–1000 мкг/мл
Str. Уведення транспозона Tn5 до клітин ри�
зобій здійснено з використанням E. coli S17�1
за методикою, описаною в літературі [19, 24,
25] у нашій модифікації. Бактеріальні куль�
тури донора та реципієнта змішували
у співвідношенні 1 : 5 в 0,5 мл стерильної во�
ди. Суміш клітин переносили на агаризова�
не середовище TY [24] в чашки Петрі та
інкубували при +28 °С протягом 6 год (зва�
жаючи на те, що подвоєння клітин швидко�
рослих ризобій відбувається за 4–6 год).
Після цього бактерії змивали з поверхні се�
редовища стерильною водою (5 мл) і суспен�
дували. Готували послідовні 10�, 100�кратні
і т. д. розведення кон’югаційної суміші
клітин та висівали на селективні середови�

ща по 0,2 мл. Для відбору Tn5�мутантів се�
лективним середовищем слугувало TY + 200
Km + 500 Str (мкг/мл). Контрселекцію клі�
тин (селекцію проти штаму�донора E. coli) про�
водили на середовищі TY + 800 мкг/мл Str. 

Частоту транспозиції (V) обчислювали за
співвідношенням:

Кількість клітин в 0�розведенні, 
вирощених на TY + Km + Str V= ——————————————————

Кількість клітин в х�розведенні, 
вирощених на TY + Str.

Виділення геномної ДНК. У роботі ви�
користано реактиви та ензими: трис (Tris
[hydromethyl] — aminomethane), агарозу
фірм Sigma та Serva, етилендіамінотетраоц�
тову кислоту (ЕДТА) та цетилтриетил�
амонійбромід (ЦТАБ), протеїназу К та рибо�
нуклеазу А фірми Sigma, додецилсульфат
натрію (ДДС) фірми BDH, бромистий етидій
фірми Calbiochem, солі NaCl, MgCl2, оцтово�
кислий Na та борну кислоту — вітчизняного
виробництва марок хч та осч, Taq�полімера�
зу та реактиви для ПЛР — фірми Fermentas.

Клітини бульбочкових бактерій відмива�
ли від полісахаридів і двічі промивали буфе�
ром ТE (10 mM Tris�Cl, pH 8,0 1mM EDTA за
допомогою центрифугування на мікроцент�
рифузі Eppendorf при 6 000 об/хв). Відми�
тий осад культури суспендували для лізису
клітин в 0,547 мл буфера TE, додавали
30–50 мкл 10% додецилсульфату Na (ДДС)
та протеїназу К до кінцевої концентрації
50 мкг/мл. Лізис проводили за температури
37 °С упродовж 60 хв. Для додаткового лізи�
су та подальшого очищення нуклеїнових
кислот до лізату додавали 100 мкл 5М NaCl
і 80 мкл 10% ЦТАБ в 0,7 М NaCl та інкубу�
вали його 15–20 хв при 60 °С. Нуклеїнові
кислоти депротеїнізували рівним об’ємом
суміші хлороформ−ізоаміловий спирт
у співвідношенні 24 : 1, центрифугували
при 12 000 об/хв протягом 10 хв для осад�
ження денатурованих протеїнів та полісаха�
ридів. Водну фазу з нуклеїновими кислота�
ми відбирали і повторно депротеїнізували
таким самим розчином хлороформ−ізо�
аміловий спирт, як і раніше. У водний роз�
чин нуклеїнових кислот додавали РНК�азу
для гідролізу РНК до концентрації 50 мкг/мл
й інкубували за кімнатної температури
20–30 хв. ДНК із водної фази осаджували
рівним об’ємом 100%�го ізопропанолу або
2,5 об’ємами 96%�го етанолу за 12 000 об/хв
впродовж 10 хв, потім відмивали 70%�м ета�
нолом і розчиняли в 50 мкл буфера ТЕ. Для

Таблиця 1. Характеристика Escherichia coli
S17_1

Штам, плазміда Характеристика  

E. coli S17�1 Мобілізуючий штам, донор
SUP�векторів

Плазміда
pSUP2021

(pBR325�MobRP4)::Tn5, ApR,
CmR, KmR



55

Tag�полімеразної реакції використовували
1 мкл розчину ДНК.

ПЛР�ампліфікацію проводили на
ампліфікаторі Proteus (Великобританія) в
об’ємі 30 мкл у ПЛР�буфері фірми Fermen�
tas, що містив 2 mМ MgCl2 і 0,2 mМ кожного
dNTP. Умови проведення реакції: початкова
денатурація 2–3 хв за 95 °С, наступні 25
циклів денатурації, гібридизації та синтезу
виконували відповідно за 95 °С — 30 с, за
58 °С — 30 с та 72 °С — 45 с. Останній синтез
проводили за 72 °С 5 хв. На один зразок ви�
користовували 50 нг ДНК, 0,25 мкмоль/л
кожного праймера та 1U Tag�полімерази.

Праймери для ПЛР сконструювали за до�
помогою програми Primer�3 на структурну
послідовність гена неоміцинфосфотрансфе�
рази Tn5 завдовжки 517 нуклеотидних пар: 

5′ _ CTGAATGAACTGCAGGACGAG — 3′
прямий праймер

5′ _ CAATATCACGGGTAGCCAACG — 3′
зворотний праймер.

Продукти ПЛР�реакції аналізували за
допомогою електрофорезу в 0,7%�му агароз�
ному гелі [26, 27] з бромистим етидієм.

Первинний скринінг Tn5�мутантів R.
leguminosarum bv. trifolii за симбіотичними
властивостями і Eff++�фенотипом рослин
здійснювали в умовах стерильного мікрове�
гетаційного досліду [28] при 20–25 °С, 16�го�
динному фотоперіоді й додатковому
освітленні 40 000 лк (рис. 1, А, 1, Б). 

Експерименти проведено з рослинами
конюшини червоної Trifolium pratense L.
(сорт Дарунок селекції Інституту землероб�
ства НААН України). В умовах вегетаційного
досліду рослини вирощували у 10�кілогра�
мових посудинах Вагнера,  простерилізова�
них 20%�м розчином Н2О2. Як субстрат ви�
користовували промитий річковий пісок,
збагачений мінеральною сумішшю Гельріге�
ля [29] з 0,25 н азоту (1 норма відповідає 708
мг Са(NO3)2 · 4Н2О на 1 кг піску). Перед по�
сівом насіння конюшини стерилізували
70%�м етанолом протягом 15 хв, промивали
проточною водою 30 хв та відповідно до схе�
ми досліду інокулювали водними суспензія�
ми бульбочкових бактерій (109 клітин/мл)
упродовж 60 хв. У посудині вирощували по
8 рослин в умовах 60%�ї вологості субстрату
від повної вологоємності й за природного освіт�
лення. Повторюваність у варіантах досліду
семиразова. Контролем слугували рослини,
інокульовані бульбочковими бактеріями
вихідного (батьківського) штаму 348а.

Ефективність симбіозу конюшини і Tn5�
мутантів R. leguminosarum bv. trifolii оціню�
вали за кількістю, масою кореневих бульбо�

чок, їхньою азотфіксувальною активністю,
а також показниками надземної маси і маси
коренів рослин, накопиченням сухої речо�
вини. Рослини для аналізу відбирали у фазі
кущіння, бутонізації та цвітіння. Нітроге�
назну активність (азотфіксацію) визначали
за рівнем ацетиленвідновлювальної актив�
ності бульбочок ацетиленовим методом
Харді [30, 31] і виражали в мікромолях (або
наномолях) етилену, який утворився буль�
бочками однієї рослини за 1 год (або 24 год).
Газову суміш аналізували на газовому хро�
матографі Agilent Technologies 6855 Net�
work GC System (визначення проводили
у п’ятикратній повторюваності).

Статистичну обробку експерименталь�
них даних виконували за Доспєховим [32] із
застосуванням програми Microsoft Excel
2003. Для показника урожайності було ви�
користано показник НІР (найменша істотна
різниця). У таблицях і на рисунках наведено
середні арифметичні та їх стандартні по�
хибки. 

Рис. 1. Первинний скринінг Tn5_мутантів 
R. leguminosarum bv. trifolii за симбіотичними

властивостями і Eff++_фенотипом рослин:
А — рослини конюшини в умовах стерильного
лабораторного досліду; Б — визначення азот�
фіксувальної активності бульбочок конюшини
(інкубація рослин у середовищі зі вмістом ацети�
лену 10% від об’єму газової суміші)

А

Б
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Результати та обговорення

У результаті проведених експериментів
з’ясовано, що штами бульбочкових бактерій
R. leguminosarum bv. trifolii B1(1000)NN,
B1(100)E, B1(�10)E, 348а, 346, С10, 8St і 500
відрізняються за чутливістю до стрептомі�
цину і канаміцину (табл. 2). Найбільш
придатними реципієнтами плазміди
pSUP2021::Tn5 були бактерії штамів 348а
і 8St, чутливі до 25 мкг/мл канаміцину і ре�
зистентні до 300 мг/мл стрептоміцину. Ме�
ханізм стійкості бактерій полягає в ензима�
тичній інактивації антибіотика внаслідок
аденілювання або фосфорилювання гідро�
ксильної групи в положенні 3�метилглюко�
заміну і визначається трансмісивним R�фак�
тором. Зокрема, стрептоміцин пригнічує
синтез протеїну в клітині, у результаті пору�
шується функціонування 30S�субчастин ри�
босом, індукується включення помилкових
амінокислот до синтезованого  поліпептид�
ного ланцюга [23]. Концентрацію антибіоти�
ка в середовищі вирощування, за якої кіль�
кість бактеріальних колоній зменшувалась
на 50% порівняно з їх кількістю на середо�
вищі без антибіотиків, вважали мінімальною
пригнічувальною (МПК). За бактеріостатич�
ної дії стрептоміцин безповоротно з’єднуєть�
ся з рибосомами та інактивує їх, тому кліти�
на перестає ділитись і розмножуватись [23].
Для штамів R. leguminosarum bv. trifolii
B1(1000)NN, 348а і 346 концентрація ка�
наміцину 25 мкг/мл була МПК, а 50 — бак�
терицидною лише для штамів 348а і 8St.
У бактеріальній популяції присутні окремі
клітини, які внаслідок випадкових мутацій
відрізняються за властивостями від батьків�
ських клітин. Відмінності можуть виявля�
тись на біохімічному, морфологічному і куль�

туральному рівнях. Зазвичай бактеріальна
популяція має клітини�мутанти, резистентні
до менших концентрацій антибіотика, ніж
МПК, але чутливі до більших. У результаті
ступеневого відбору клітин ризобій, резисте�
нтних до більшої концентрації Str порівняно з
основною популяцією, у штамів 348а і 8St
відібрали компетентні клітини, резистентні
до 800 мкг/мл Str, які потім використали як
реципієнти плазміди pSUP2021::Tn5. 

У результаті кон’югації між E. coli S17�1
(pSUP2021::Tn5) і штамом R. leguminosarum
bv. trifolii 348а отримано 103 інсерційні му�
танти, резистентні до 200 мкг/мл канаміци�
ну. У штаму 8St Tn5�мутантів одержати не
вдалося. Частота виникнення KmR�клітин
дорівнювала 1,9·10–7 (табл. 3).

В умовах мікровегетаційного досліду
симбіотичний фенотип кожного мутанта ви�
являли інокуляцією насіння конюшини
транспозоновим мутантом і спостереженням
за ростом рослин та відновленням ацетилену
(рис. 1, А, Б). Цілеспрямовано зі 103 проа�
налізованих відібрано 11 Tn5�мутантів
R. leguminosarum bv. trifolii, які зумовлюва�
ли позитивну реакцію (понад 10% від фено�
типу вихідного штаму 348а) стосовно як рос�
ту рослин, так і відновлення ацетилену.

За інокуляції конюшини мутантами кіль�
кість бульбочок збільшилась на 12,7–118,2%,
азотфіксувальна активність — на 13,7–85,8%,
надземна маса рослин — на 20,6–40,3%
порівняно з показниками рослин, інокульо�
ваних штамом�стандартом 348а (табл. 4). 
Одночасне збільшення показників нодуляції,
азотфіксувальної активності і ефективності
відзначено тільки в окремих варіантах
досліду. Нерідко рослини з активно фіксую�
чими атмосферний азот бульбочками посту�

Таблиця 2. Інтенсивність росту бульбочкових бактерій Rhizobium leguminosarum bv. trifolii
на мінеральному синтетичному середовищі 79, збагаченому антибіотиками

Штам Середови_
ще  79 б/а 

Вміст антибіотика у мінеральному живильному середовищі 79, мкг/мл

Km Str    

10 25 50 75 100 50 100 300 500 750 1000  

В1(1000)NN ++++ ++++ ++ ++ – – ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ 

B1(�10)E ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ +++ +++ – – – 

C�10 ++++ ++++ ++++ +++ – – +++ +++ +++ – – – 

348а ++++ ++++ ++ + – – ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++ 

346 ++++ ++++ ++++ ++ – – +++ +++ +++ – – – 

8St ++++ ++++ ++ – – – ++++ +++ +++ – – – 

24GR ++++ ++++ ++++ ++++ ++ + ++++ ++++ ++++ +++ +++ ++

500 ++++ ++++ ++++ ++++ +++ + ++ – – – – – 

Примітка. Інтенсивність росту бульбочкових бактерій: «++++» — на рівні контролю; «+++» — дещо слабший;
«++» — дуже слабкий; «+» — ледве помітний; «–» — відсутній.
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палися за надземною масою рослинам із мен�
шою інтенсивністю азотфіксації. Збільшення
кількості та маси кореневих бульбочок іноді
не супроводжувалося адекватним зростан�
ням загальної азотфіксувальної активності.
Відомо, що внаслідок застосування мутагене�
зу і гібридизації до бульбочкових бактерій,
клітини (штами) з одночасним посиленням
азотфіксувальної активності й ефективності
виникають рідко, проте їх можна отримати
шляхом ступеневого відбору [28].

В умовах вегетаційного досліду продов�
жували вивчати властивості 5 Tn5�мутантів
(із 11 відібраних): Т2к, Т28к, Т29к, Т40к,
Т72к R. leguminosarum bv. trifolii, що домі�
нували над вихідним штамом 348а за
симбіотичним фенотипом в умовах мікрове�
гетаційного досліду (рис. 2). Симбіотичні по�
казники макросистеми досліджували в ди�
наміці у період основних фаз розвитку
конюшини. Встановлено, що вже під час фази
кущіння формується симбіотичний апарат,
який істотно відрізняється за інтенсивністю 

фіксації азоту залежно від генотипу бульбоч�
кових бактерій. Три мікросимбіонти — 348а,
Т28к і Т72к − виявились однаковою мірою
вірулентними і суттєво домінували над реш�
тою мутантів за кількістю ініційованих
бульбочок на коренях рослин (рис. 3, А)
упродовж фаз кущіння та бутонізації коню�
шини. Однак, вже у фазі цвітіння у рослин,
інокульованих Tn5�мутантами Т2к, Т28к
і Т72к, кількість симбіотичних органів збіль�
шилась в 1,4–1,7 раза (рис. 3, А) й істотно
домінувала за масою порівняно із симбіотич�
ним фенотипом штаму 348а (рис. 3, Б).

Активні Tn5�мутанти R. leguminosarum
bv. trifolii впливали на перебіг асиміляційних
процесів у симбіотичних системах конюши�
ни і тією чи іншою мірою змінювали їхню
інтенсивність. Tn5�мутанти Т2к і Т28к пере�
вищували за азотфіксувальною активністю
контроль в 1,5 раза у фазі бутонізації і в 2,3
і 2,8 раза відповідно під час початкового
цвітіння конюшини (табл. 4). Нітрогеназна
активність кореневих бульбочок за участю

Таблиця 3. Tn5_мутагенгез бульбочкових бактерій R. leguminosarum bv. trifolii
з використанням штаму_донора

Штам_
реципієнт

Штам_
донор

Чут_
ливість
до Km,
мкг/мл

Стійкість до Str,
мкг/мл t,

год

А В

V

Кіль_
кість
KmR_
му_

тантів

Розведення       

природна набута  вихідне, 0 х, 7

R. leguminosarum
bv. trifolii 348а

E. coli S17�1
(pSUP2021::Tn5) 30 300 800 6 60,5±2,5 31,7±1,6 1,89·10–7 103

R. leguminosarum
bv.  trifolii 8St  

E. coli S17�1
(pSUP2021::Tn5) 30 300 800 6 0 16,5±1,0 0 0 

Примітка. t — час експозиції зі штамом�донором, год; А — кількість KmR клітин на МДА+Km+Str; В —
кількість клітин на МДА+Str (загальна кількість ризобій); V — частота транспозиції (появи KmR�мутантів).

Таблиця 4. Симбіотичні властивості Tn5_мутантів 
штаму Rhizobium leguminosarum bv. trifolii 348а (мікровегетаційний дослід) 

Варіант
Кількість бульбочок Азотфіксувальна активність Надземна маса рослини

шт./ рослині %  нмоль С2Н4
/(рослину·24год) %  мг %  

R. leguminosarum
bv. trifolii 348a 5,5±0,3 100,0 165,42±12,40 100,0 38,83±1,62 100,0  

Т1к 6,2±0,4 112,7 188,03±20,15 113,7 50,50±5,40 130,0  

Т2к 7,9±0,3 143,6 291,80±17,20 176,4 52,00±2,95 133,9  

Т25 5,6±0,2 101,2 200,41±16,00 121,2 46,83±2,65 120,6  

Т28к 9,0±0,6 163,4 307,43±23,61 185,8 54,50±2,27 140,3  

Т29к 7,0±0,2 127,3 242,17±16,20 146,4 38,66±1,92 99,6  

Т38к 5,5±0,4 100,0 136,64±11,23 82,6 47,83±2,83 123,2  

Т40к 6,3±0,5 114,5 189,20±12,35 114,4 48,00±5,20 123,6  

Т42к 7,4±0,3 134,5 173,15±10,36 104,7 47,66±3,52 122,7  

Т53к 9,0±8,5 163,6 148,15±15,32 99,6 35,50±3,64 91,4  

Т86к 11,2±0,3 203,6 174,12±17,82 105,3 40,83±2,65 105,2  

Т72к 12,0±0,4 218,2 278,75±20,10 168,5 52,33±2,76 134,8  
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мутанта Т72к була більшою в 1,6 раза в
ранній період функціонування симбіотичної
системи — у фазі кущіння і в 2,4 раза — у
фазі початку цвітіння конюшини порівняно
з бульбочками, утвореними вихідним шта�
мом 348а. Упродовж усього періоду веге�
тації рослин найбільшою інтенсивністю
відновлення N2 характеризувалися симбіо�
тичні системи конюшини, утворені за учас�
тю Tn5�мутантів R. leguminosarum bv. trifolii
Т28к та Т72к (табл. 5).

В умовах вегетаційного досліду перед�
посівна інокуляція насіння конюшини трьо�
ма мутантами — Т2к, Т28к і Т72к — забез�
печувала збільшення зеленої маси на

29,6–41,8% (рис. 3, В), а маси коренів —
в 1,4 і 1,7 раза (рис. 3, Д) порівняно з конт�
рольними рослинами. Результати проведе�
них експериментів дають змогу зробити вис�
новок про перевагу бактеризації конюшини
Tn5�мутантами Т28к і Т72к порівняно з ін�
шими залученими для інокуляції ри�
зобіями, а також вихідним штамом 348а.

За даними літератури, в період бутоніза�
ції−початку цвітіння у зеленій масі бобових
трав, зокрема конюшини, синтезується знач�
ний вміст сухої речовини та нагромаджується
максимальна кількість протеїну. Очевидно,
в цей період за оптимальних умов симбіозу
досягають максимуму показники кількості та

Рис. 2. Вплив інокуляції бульбочковими бактеріями на формування і функціонування симбіотичного
апарату та ріст вегетативної маси (А, Б) рослин конюшини (вегетаційний дослід)

А Б

Рис. 3. Динаміка наростання кількості (А), маси бульбочок (Б), надземної маси (В) і маси коренів (Д) 
конюшини, інокульованої Tn5_мутантами  R. leguminosarum bv. trifolii 348а (вегетаційний дослід)
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маси бульбочок, а також азотфіксувальної ак�
тивності, що сприяє оптимальному синтезу
протеїну. Беручи це до уваги, ми провели два
укоси зеленої маси конюшини: перший —
у фазі початку цвітіння, другий — у цій самій
фазі після відновлення вегетативного росту
надземних органів після скошування. Резуль�
тати обліку надземної маси свідчать, що після
першого скошування відростання вегетатив�
них органів відбувається значно повільніше,
а отже й меншим є урожай другого укосу ко�
нюшини. У підсумку з рослин, інокульованих
мутантами Т2к, Т28к і Т72к, за два укоси
зібрали відповідно на 12,3, 12,8 та 18,2%
більше врожаю повітряно�сухої надземної ма�
си порівняно з рослинами, інокульованими
штамом 348а (табл. 5), що вказує на ефек�
тивність функціонування симбіотичної систе�
ми конюшина — Tn5�мутанти R. legumi$
nosarum bv. trifolii.

У зв’язку з тим, що нові активні Tn5�му�
танти є цінним селекційно�генетичним ма�
теріалом, постала необхідність молекуляр�
ного аналізу їхнього геному на наявність
транспозона. Для дослідження мутантів ри�
зобій конюшини застосували метод поліме�
разної ланцюгової реакції (ПЛР). Як маркер
відбору Tn5�мутантів за транспозонового
мутагенезу бульбочкових бактерій конюши�
ни використовували ген стійкості до ка�
наміцину. Для контролю було взято штами
E. coli S17�1(pSUP2021::Tn5) — позитивний
контроль та R. leguminosarum bv. trifolii
348а — негативний контроль.

Результати ПЛР свідчать, що вихідний
штам�реципієнт R. leguminosarum bv. trifolii
348а не містить у геномі фрагмента ДНК ге�
на стійкості до канаміцину транспозона Tn5
(рис. 4). 

Водночас аналіз ПЛР показав наявність
цього фрагмента транспозона завдовжки

517 нуклеотидних пар у Tn5�мутантів буль�
бочкових бактерій конюшини Т2к і Т72к.
Це свідчить про інтеграцію в їхній геном нук�
леотидної послідовності гена неоміцинфосфо�
трансферази, що зумовлює стійкість до кана�
міцину, тобто вони дійсно є Tn5�мутантами.

Отже, унаслідок транспозонового мута�
генезу штаму 348а та цілеспрямованого се�
лективного відбору за підвищеними
симбіотичними показниками отримано ви�
сокоактивні Tn5�мутанти R. leguminosarum
bv. trifolii Т2к, Т28к і Т72к, які є перспек�
тивними за комплексом господарсько�цінних
властивостей. У результаті інокуляції коню�
шини цими Tn5�мутантами утворюється
більша маса кореневих бульбочок, підви�
щується інтенсивність азотфіксації, поси�
люється вегетативний ріст, збільшується
урожайність надземної маси рослин та син�
тезується більше сухої речовини порівняно з
інокуляцією рослин виробничим штамом
348а R. leguminosarum bv. trifolii.

Таблиця 5. Азотфіксувальна активність і врожай сухої надземної маси конюшини, 
інокульованої Tn5_мутантами R. leguminosarum bv. trifolii

Варіант
Азотфіксувальна активність, мкмоль С2Н4 / (рослину · год) Урожай, г/посудину

кущіння бутонізація початок цвітіння І укіс ІІ укіс сумарний %  

Штам 348а 0,44±0,03 1,42±0,06 1,82±0,12 12,7 10,9 23,6 100  

Tn5�мутанти штаму Rhizobium leguminosarum bv. trifolii 348а

Т2к 0,24±0,03 2,19±0,19 4,20±0,34 14,3 12,2  26,6* 112,7  

Т28к 0,40±0,04 2,22±0,62 5,13±0,68 14,7 11,9  26,6* 112,7  

Т29к 0,08±0,01 0,85±0,06 2,53±0,18 11,7 10,9 22,5   95,2  

Т40к 0,17±0,01 1,62±0,17 2,96±0,27 12,8 10,8 23,6  99,6  

Т72к 0,70±0,10 1,82±0,15 4,42±0,41 14,3 13,7  27,9* 118,2  

НІР0,05 1,4 1,0 

Примітка. * — Різниця достовірна порівняно з інокуляцією конюшини штамом Rhizobium leguminosarum bv.
trifolii 348а.

Рис. 4. Електрофорез в 0,7%_му агарозному гелі
продуктів ПЛР_ампліфікації ДНК бульбочкових

бактерій конюшини (1–3) та E. coli S17_1 (К) 
з використанням праймерів до гена 

неоміцинфосфотрансферази Tn5:
1 — вихідний штам 348а,  Tn5�мутанти штаму
348а: 2 — Т2к; 3 — Т72к; М — маркер молеку�
лярної маси

М            1               2             3               К
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ЭФФЕКТИВНЫХ TN5_МУТАНТОВ 

КЛУБЕНЬКОВЫХ БАКТЕРИЙ КЛЕВЕРА
Rhizobium leguminosarum bv. trifolii
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С помощью плазмидного вектора
pSUP2021::Tn5 осуществлен мутагенез штам�
ма 348а Rhizobium leguminosarum bv. trifolii.
Частота образования KmR�мутантов при пере�
несении этого вектора из Escherichia coli в
Rhizobium составляла 1,9·10–7. Инсерционная
природа полученных мутантов установлена
при использовании полимеразной цепной ре�
акции. За симбиотическими показателями и
Eff++�фенотипом растений клевера в условиях
микровегетационного и вегетационного опы�
тов проведен скрининг Tn5�мутантов и отобра�
ны ризобии с повышенным синтезом нитроге�
назы и хозяйственно�ценными свойствами.
Tn5�мутанты Т2к, Т28к, Т72к существенно
превосходили остальные ризобии за нодуляци�
онной активностью. В фазе цветения клевера
на корнях растений при их участии образова�
лось в 1,4–1,7 раза больше клубеньков, доми�
нирующих за массой. При усилении ризогене�
за надземная масса растений увеличилась на
29,6–41,8%. Интенсификация физиологичес�
ких процессов у клевера обеспечивалась уве�
личением нитрогеназной активности симбио�
тического аппарата, которая в фазе цветения
превосходила в среднем в 2,5 раза показатели
растений, инокулированных исходным (роди�
тельським) штаммом 348а. Полученные дан�
ные указывают на возможность создания вы�
сокоэффективных симбиотических систем
клевер — Tn5�мутанты Rhizobium legumi$
nosarum bv. trifolii

Ключевые слова: транспозоновый мутагенез,
Tn5�мутанты, полимеразная цепная реакция,
клевер, симбиоз, азотфиксирующая актив�
ность, эффективность.

BIOTECHNOLOGY OF EFFECTIVE 
TN5_MUTANTS CREATION OF CLOVER

NODULE BACTERIA 
Rhizobium leguminosarum bv. trifolii
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Plazmid vector pSUP2021::Tn5 for transpo�
son mutagenesis in Rhizobium leguminosarum
bv. trifolii strain 348a was used. The frequency
of KmR�mutants formation after transfer this
vector from Escherichia coli to Rhizobium was
1.9 • 10–7. The presence of Tn5 in mutants DNA
was verified using polymerase chain reaction. By
the symbiotic traits and Eff++�phenotype of
clover plants the Tn5�mutants strains were
screened in vegetative and field conditions and
rhizobia with increased synthesis of nitrogenase
and economical valuable properties were select�
ed. Tn5�mutants T2k, T28k, T72k were signifi�
cantly higher than other rhizobia by the nodula�
tion activity.  In the phase of clover flowering  on
roots of plants through their involvement it was
formed 1.4–1.7 times as much nodules which
dominated by mass. Aboveground plant weight
increased by 29,6–41,8% at strengthening ryzo�
henezis. Intensification of physiological process�
es in clover ensured by increase of nitrogenase
activity of symbiotic system which in the early
flowering phase exceeded at an average of 2.5
times the results of plants inoculated by the orig�
inal (parent) strain 348a. Obtained data indicate
the possibility of creating highly efficient symbi�
otic systems clover — Tn5�mutants Rhizobium
leguminosarum bv. trifolii.

Key words: transposone mutagenesis, Tn5�
mutants, polymerase chain reaction, clover,
symbiosis, nitrogen�fixing activity, efficiency.




