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Методом транспозонового мутагенезу з активного штаму Rhizobium leguminosarum bv. viciae 
263б отримані Tn5 мутанти, які за симбіотичними показниками перевищували вихідний штам. 
Встановлено, що у польових умовах серед досліджених штамів лише транспозант – М1 
бульбочкових бактерій гороху достовірно підвищував урожай зерна районованих сортів 
гороху порівняно із вихідним 263б і виробничим 245а штамами. Tn5 мутант бульбочкових 
бактерій М1 є високоактивним симбіонтом гороху, який можна рекомендувати для 
виробництва бактеріальних добрив. 
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1Підвищення зернової продуктивності 
гороху пов’язане із сукупністю генетичних, 
екологічних, економічних і агрономічних фак-
торів. Сучасні технології вирощування гороху 
передбачають обробку насіння препаратами, 
які містять активні виробничі штами бульбоч-
кових бактерій. На жаль, горох у багатьох ви-
падках слабо відгукується на інокуляцію біоп-
репаратами, виготовленими на основі проми-
слових штамів. Це пов’язано з багатьма причи-
нами, однією з яких є наявність у ґрунті великої 
кількості спонтанних, здебільшого надзвичайно 
агресивних рас бульбочкових бактерій, які 
створюють конкуренцію виробничим штамам.  

Для виробництва бактеріальних добрив 
під горох, як і під інші бобові культури, вико-
ристовують штами бульбочкових бактерій, 
одержані методами аналітичної селекції [3, 10]. 
Завдяки бурхливому розвитку генетики мікро-
організмів і бульбочкових бактерій, зокрема, 
з’явилася можливість цілеспрямованого конс-
труювання активних конкурентоспроможних 
штамів ризобій. У багатьох лабораторіях світу 
використовують нові генно-інженерні методи 
одержання штамів ризобій [9, 11, 12]. Одним із 
                                                           
1 Адреса для кореспонденції: Мандровська Наталія Ми-
хайлівна, Інститут фізіології рослин і генетики НАН Укра-
їни, вул. Васильківська, 31/17, Київ, 03022, Україна 

таких методів є транспозоновий мутагенез [1, 8, 
14]. 

Метою нашої роботи було вивчення ефе-
ктивності симбіозу нових штамів Rhizobium 
leguminosarum bv. viciae 263б, отриманих мето-
дом транспозонового мутагенезу, з рослинами 
гороху. 

МЕТОДИКА  

У роботі використовували нові штами 
бульбочкових бактерій гороху селекції Інститу-
ту фізіології рослин і генетики НАН України, 
отримані протягом 2002–2004 рр. за допомогою 
транспозонового мутагенезу з активного штаму 
Rhizobium leguminosarum bv. viciae 263б з вико-
ристанням вектора від E. coli pSUP2021:Tn5. 
Відбір Tn5 мутантів із підвищеною симбіотич-
ною ефективністю проводили у мікровегета-
ційних дослідах в умовах піщаної культури з 
внесенням 0,25 н азоту за Гельрігелем. Для 
проведення дослідів використовували насіння 
гороху сорт Мінгір, інокульоване транспозан-
тами бульбочкових бактерій. Контролем був 
варіант з інокуляцією штамом-реципієнтом 
263б. Повторність досліду 5-ти разова. На 30-й 
день після появи сходів визначали ефективність 
симбіозу за приростом надземної маси, азотфі-
ксувальною активністю кореневих бульбочок 
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[13], їх кількістю та характером розташування 
на корені.  

Польові випробування транспозантів бу-
льбочкових бактерій гороху проводили у 2004–
2006 рр. у дослідному господарстві Інституту 
фізіології рослин і генетики НАН України (смт. 
Глеваха Васильківського району Київської об-
ласті) на світло-сірих опідзолених, легко-
суглинистих грунтах, pH – 6,0 – 6,7; вміст гу-
мусу 1,6–1,7 %, азоту- 13,6 мг/кг, P2O5 – 36,6 
мг/кг, K2O – 134 мг/кг. Контрольні та дослідні 
ділянки розміщували у чотирьох рендомізова-
них повтореннях. Площа облікових ділянок – 5 
м2. Азотні добрива не вносили. Насіння гороху 
районованих сортів Дамір 2 та Камелот перед 
посівом інокулювали транспозантами бульбоч-
кових бактерій, відібраними у мікровегетацій-
них дослідах за ознакою підвищеної ефектив-
ності симбіозу. Культури бульбочкових бакте-
рій вирощували у рідкому середовищі – бобо-
вому відварі протягом трьох діб при темпера-
турі 28оС. Інокуляційний титр бактеріальних 
суспензій становив 109 клітин/мл.  

Схема польових дослідів включала варіа-
нти з інокуляцією штамом-реципієнтом 263б, 
промисловим штамом 245а, окремими Tn5 му-
тантами. Контролем був варіант без інокуляції 
– насіння, замочене у стерильній воді. У польо-
вих дослідах у фази цвітіння і зелених бобів ви-
значали приріст надземної маси, кількість бу-
льбочок на рослину, їх азотфіксувальну актив-
ність. Після закінчення вегетації з облікової 
площі підраховували кількість бобів, їх масу і 
масу зерна. Дані оброблені статистично [4]. 

РЕЗУЛЬТАТИ  ТА  ОБГОВОРЕННЯ  

Методом транспозонового мутагенезу із 
Rhizobium leguminosarum bv. viciae 263б колек-
ції інституту [3] нами отримані мутанти швид-
корослих бульбочкових бактерій гороху, стій-
ких до двох антибіотиків: стрептоміцину – 600 
мкг/мл і канаміцину 200 мкг/мл. Симбіотичні 
властивості транспозантів вивчали в умовах мі-
кровегетаційних дослідів. 

У табл. 1 представлені дані, що відобра-
жають ефективність симбіозу деяких із дослі-
джуваних транспозантів із різним рівнем азо-
тфіксувальної активності. Штам М68 перевищу-
вав за азотфіксувальною активністю вихідний 
штам 263б на 37%, М56 – на 24%, а М1 – 67%. 
Транспозанти М93 і М84 мали низьку азотфіксу-
вальну активність. Мутант М84, який утворював 
найбільшу кількість бульбочок і за цим показ-
ником майже у 1,9 раза перевищував контроль, 

азотфіксуальну активність мав у 4 рази нижчу 
порівняно з вихідним штамом. Важливим пока-
зником при оцінці транспозантів бульбочкових 
бактерій є характер розташування бульбочок на 
коренях рослин. Як видно з даних табл. 1, у 
транспозантів М68 і М56 бульбочки були дріб-
ними, гроноподібними, блідо-рожевого або бі-
луватого кольору. У транспозанта М1 утвори-
лися великі рожеві бульбочки, розміщені 
вздовж кореня, як у вихідного штаму 263б. У 
транспозанта М84, який відрізнявся від контро-
лю підвищеною здатністю до утворення коре-
невих бульбочок, вони були дрібними, діамет-
ром 1–2 мм, зеленуватими і розміщеними 
вздовж кореня.  

Критеріями оцінки активності нових 
штамів бульбочкових бактерій гороху є не тіль-
ки рівень ацетиленвідновлюваної активності 
кореневих бульбочок, а й показники наростан-
ня біомаси рослин [2]. Під впливом інокуляції 
транспозантами посилювалося наростання над-
земної маси рослин гороху. За даними табл. 2, 
на 30 день після появи сходів (фаза 7–8 листків) 
у варіанті з інокуляцією транспозантами М56 і 
М1 суха маса рослин була на 38–45% вищою 
ніж у контролі.  

У варіанті з інокуляцією транспозантом 
М84, який мав знижену азотфіксувальну актив-
ність, суха маса рослин гороху перевищувала 
контрольний варіант лише на 15%. Отримані 
дані свідчать, що транспозанти, які мали більш 
високий рівень азотфіксувальної активності, 
поліпшували азотне живлення рослин та сприя-
ли збільшенню їх надземної маси. 

Встановлено, що транспозанти в умовах 
мікровегетаційного досліду за показниками су-
хої маси коренів перевищували вихідний штам 
263б. Так, суха маса  коренів у варіантах з іно-
куляцією транспозантами була у 1,5–2 рази ви-
щою ніж у контрольному варіанті. Найбільший 
приріст маси коренів спостерігався за інокуля-
ції мутантами М1 і М56 (табл. 2). Можливо, що 
ефект від інокуляції пов’язаний із впливом 
транспозантів на процес ризогенезу гороху. Та-
ким чином, за азотфіксувальною активністю та 
показниками надземної маси і маси  коренів 
були відбрані транспозанти, які перевищували 
вихідний штам 263б. До таких мутантів нале-
жать М1, М56 та М93. Штами ризобій, отримані 
генно-інженерними методами, зокрема методом 
транспозонового мутагенезу, повинні характе-
ризуватися здатністю конкурувати із абориген-
ними расами того самого виду бульбочкових 
бактерій, мати підвищену життєздатність у ґру-
нті [6, 7]. У зв’язку з цим виникла необхідність 
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Таблиця 1 
Симбіотичні властивості транспозантів Rhizobium leguminosarum bv. viciae шт. 263б 

Азотфіксувальна 
активність Варіант 

Кількість 
бульбочок  

на 1 рослину, 
шт. 

мкмоль С2Н4/  
(росл. • год). 

% до 
контролю

Характер і розташування бульбочок 

Контроль шт. 
263б 14,0 ± 1,0 2,48 ± 0,11 100 Великі рожевого кольору бульбочки 

розміщені вздовж кореня 
Транспозант 
М1 

18,0 ± 1,5 4,15 ± 0,14 + 67 Бульбочки великі, рожевого кольору, 
поодиноко розміщені вздовж кореня 

М68 12,0 ± 1,0 3,41 ± 0,12 + 37 Бульбочки гроноподібні, дрібні, блідо-
рожеві 

М56 10,0 ± 0,8 3,09 ± 0,11 + 24 Бульбочки зібрані по 3–4 у грони, блідо-
рожевого кольору 

М93 9,8 ± 0.9 1,66 ± 0,08 - 66 Дрібні білуваті бульбочки, розміщені 
вздовж кореня 

М84 25,0 ± 2,1 0,57 ± 0,05 - 23 Бульбочки дрібні, зеленуватого кольору, 
розміщені на усьому корені 

Таблиця 2
Вплив транспозантів бульбочкових бактерій гороху  

на наростання надземної маси і маси  коренів (г/рослину) 
Надземна маса Маса коренів Варіант сира суха сира суха 

Контроль-штам 
263б 1,5 ± 0,02 0,71 ± 0,03 1,4 ± 0,09 0,21 ± 0,01 

Транспозант     
М1 2,1 ± 0,01 0,98 ± 0,02 1,7 ± 0,02 0,53 ± 0,02 
М68 2,1 ± 0,02 0,72 ± 0,03 1,6 ± 0,01 0,32 ± 0,01 
М56 2,3 ± 0,03 1,03 ± 0,02 1,4 ± 0,01 0,48 ±0,04 
М93 1,8 ± 0,03 0,92 ± 0,04 1,6 ± 0,03 0,45 ± 0,03 
М84 2,2 ± 0,01 0,85 ± 0,03 1,3 ±0,02 0,46 ± 0,01 
 

Таблиця 3 
Вплив транспозантів Rhizobium leguminosarum bv. viciae 263б  
на ефективність симбіозу із рослинами гороху сорту Дамір 2  

у польових умовах (фаза бутонізації – початку цвітіння, 2005 р.) 
Надземна маса 

Варіант 

Азотфіксувальна 
активність бульбочок, 

мкмоль С2Н4/ 
(росл.• год) 

г/рослину % до 
контролю 

% до шт. 
245а 

% до шт. 
263б 

Контроль без 
інокуляції 0,81 ± 0,04 16,1 ± 0,2    

Штам:      
Шт. 245а 1,84 ± 0,09 18,2 ± 0,1 +13,0   
Шт. 263б 2,11 ± 0,12 19,3 ± 0,3 +19,8   
М1 4,10 ± 0,16 21,3 ± 0,5 +32,2 +17,0 +10,3 
М68 3,30 ± 0,09 20,7 ± 0,2 +22,3 +8,2 +2,0 
М93 1,10 ± 0,05 17,3 ± 0,4 +7,4 -9,5 -8,9 

 

перевірити отримані Tn5 мутанти гороху у 
польових умовах і порівняти їх ефективність не 
тільки із ефективністю вихідного, а й промис-
лового штамів. Тому наступний етап роботи 
був пов’язаний з випробуванням відібраних 
Tn5 мутантів в умовах польових дослідів із різ-
ними районованими сортами гороху.  

Як відомо, ефективність бобово-
ризобіального симбіозу пов’язана із багатьма 
факторами і, перш за все, із активністю штамів 
бульбочкових бактерій [5]. 

У польовому досліді 2005 р. із сортом го-
роху Дамір 2 вплив інокуляції активними 
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Таблиця 4 
Урожай зерна гороху сорту Дамір 2 при інокуляції новими транспозантами 

бульбочкових бактерій (польовий дослід, 2005 р.)  
Прибавка до 
контролю 

Прибавка до 
штаму 245 а 

Прибавка до штаму 
263 б Варіант 

Середній 
урожай, 
ц/га ц/га % ц/га % ц/га % 

Контроль без 
інокуляції 34,9       

Штам:        
шт. 245а 42,6 7,7 22,0     
шт. 263б 47,6 12,7 36,0     
М1 51,3 16,4 46,9 8,7 20,4 3,7 7,8 
М68 48,2 13,3 38,1 5,6 13,1 0,6 1,2 
М93 40,1 5,2 14,8 -2,5 -9,4 -7,5 -8,4 
НІР 05 2,4       

 
Таблиця 5 

Вплив інокуляції новими штамами бульбочкових бактерій  
на урожай зерна гороху сорту Камелот (польовий дослід, 2006 р.) 

Прибавка  
до котролю 

Прибавка  
до штаму 245а 

Прибавка  
до штаму 263б Варіант 

Середній 
урожай, 
ц/га ц/га % ц/га % ц/га % 

Контроль 27,6       
Штам:        
Шт. 245 а 33,9 6,3 22,8     
Шт. 263 б 34,6 7,0 25,3     
М1 39,8 12,2 44,3 5,9 17,4 5,2 15,0 
М68 36,4 8,8 31,8 2,5 7,4 1,8 5,2 
НІР 05 2,2       

 

штамами і Tn5 мутантами на ефективність сим-
біозу особливо чітко виявився у фази бутоніза-
ції – початку цвітіння рослин. 

Надземна маса рослин у варіантах із іно-
куляцією транспозантами була більшою від ма-
си рослин контрольного варіанта на 7,4 – 32,2% 
(табл. 3). Якщо ці показники порівняти з дани-
ми інокуляції промисловим 245а або вихідним 
263б штамами, то найбільший приріст надзем-
ної маси рослин гороху був притаманний тіль-
ки рослинам, інокульованим транспозантами 
М68 і М1, що відповідно становив 8,2 – 17,4% і 
2,0 – 10,3%. Транспозант М93 посилював при-
ріст надземної маси тільки за відношенням до 
контролю, тоді як за відношенням до промис-
лового 245а і вихідного 263б штамів цей показ-
ник був набагато нижчим. Що стосується азо-
тфіксувальної активності бульбочок, утворених 
Tn5 мутантами, то вона перевищувала контро-
льний варіант у 1,3–4,8 раза, промисловий 
штам 245а – у 1,7–2,2 раза і вихідний штам 
263б – у 1,5–1,9 раза. Бульбочки, які утворили-
ся при інокуляції транспозантом М93, за азотфі-
ксувальною активністю перевищували тільки 
контрольний варіант. 

Відомо, що інтегральним показником 
ефективності симбіозу бульбочкових бактерій і 
бобових рослин у польових умовах є урожай 
зерна [6]. За нашими даними, у польовому до-
сліді передпосівна обробка насіння гороху ак-
тивними штамами бульбочкових бактерій і Tn5 
мутантами сприяла підвищенню продуктивнос-
ті гороху. Як видно із даних табл. 4, інокуляція 
промисловим штамом 245а на 22% підвищува-
ла масу зерна, а вихідним штамом 263б – на 
36% порівняно із контрольним варіантом без 
інокуляції. Маса зерна при обробці насіння го-
роху сорту Дамір 2 транспозантами М1 та М68 
достовірно перевищувала цей показник за від-
ношенням до контролю, штаму-еталону і вихі-
дного штаму. У відсотках це становило 46,4%, 
20,0% і 7,8% відповідно. Що стосується транс-
позанта М93, то достовірний ефект від інокуля-
ції спостерігали лише на фоні контролю, при-
бавка урожаю до штамів 245а і 263б була недо-
стовірною. 

Доведено, що ефективність симбіозу за-
лежить не тільки від активності штаму бульбо-
чкових бактерій, а й від генетичного потенціалу 
мікро- та макросимбіонтів і їх комплементар-
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EFFICACY OF SYMBIOSIS BETWEEN PEA PLANTS AND THE TRANSPOSANTS 
OF RHIZOBIUM LEGUMINOSARUM BV VICIAE 263Б 

N. M. Mandrovska, O. D. Krugova, S. Ya. Kots 

Institute of Plant Physiology and Genetics  
of National Academy of Sciences of Ukraine  

(Kyiv, Ukraine) 

The Tn5 mutants of active strain of Rhizobium leguminosarum bv. viciae 263б obtained by means of 
transposon mutagenesis had more high levels of symbiotic features with comparison to parenteral 
strain. It was determined that in the field conditions only the transposant M1 of pea nodule bacteria 
increased significant M1 of pea nodule bacteria increased significantly seed yield of different pea va-
rieties compare with parentiral strains 263б or industrial strain 245а. The Tn5 mutant М1 of pea 
nodule bacteria is high active pea symbiont which are recommended to produce bacterial fertilizers. 

Key words: Pisum sativum L., transposantes, symbiosis, nitrogen fixation 

ЭФФЕКТИВНОСТЬ СИМБИОЗА РАСТЕНИЙ ГОРОХА  
С ТРАНСПОЗАНТАМИ RHIZOBIUM LEGUMINOSARUM BV. VICIAE 263Б 

Н. М. Мандровская, Е. Д. Кругова, С. Я. Коць 

Институт физиологии растений и генетики  
Национальной академии наук Украины  

(Киев, Украина) 

Методом транспозонового мутагенеза из активного штамма Rhizobium leguminosarum bv. vi-
ciae 263б получены Tn5 мутанты, которые по симбиотическим показателям превосходят ис-
ходный штам. Установлено, что в полевых условиях среди полученных штаммов только 
транспозант клубеньковых бактерий гороха М1 достоверно повышал урожай зерна райониро-
ванных сортов гороха Дамир 2 и Камелот по сравнению с исходным 263б и производствен-
ными 245а штаммами. Tn5 мутант клубеньковых бактерий М1 является высокоактивным 
симбионтом гороха, который может быть рекомендован для производства бактериальных 
удобрений. 

Ключевые слова: Pisum sativum L., транспозанты, симбиоз, азотфиксация 
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