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Подано загальну характеристику генетичних та біотехнологічних підходів, які 
використовуються при селекції ризобій. На основі аналізу літературних даних і результатів 
власних досліджень показано переваги транспозонового мутагенезу над іншими методами при 
селекції нових штамів бульбочкових бактерій, його значення та перспективи використання у 
роботі із бульбочковими бактеріями. 
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1 Інтенсифікація біологічної фіксації мо-
лекулярного азоту бобовими рослинами за ра-
хунок мікроорганізмів-азотфіксаторів є особли-
во актуальною у сучасних умовах розвитку 
сільськогосподарського виробництва, оскільки 
передбачає зниження енергетичних витрат і 
зменшення негативного впливу мінеральних 
добрив на навколишнє середовище. Проте, вза-
ємодія партнерів симбіозу не завжди характе-
ризується високою активністю фіксації азоту 
атмосфери. Відомо, що рівень ефективності бо-
бово-ризобіальних систем визначається гено-
типами обох партнерів – бульбочкових бакте-
рій і рослини-хазяїна. Тому поряд із спрямова-
ною селекцією сортів бобових рослин (Тихоно-
вич, Проворов, 1998), потрібно постійно вести 
добір нових комплементарних їм перспектив-
них штамів ризобій із покращеними симбіотич-
ними властивостями (Антипчук, 1994; Коць и 
др., 2007; Патика та ін., 2003; Фізіолого-
біохімічні…, 2001).  

Генетичні дослідження представників ро-
дини Rhizobiaceae почалися ще в 50-х роках 
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минулого століття і охоплювали експерименти 
з трансформації бактерій – передачі генетичної 
інформації від клітин-донора до клітин-
реципієнта за допомогою очищених препаратів 
ДНК. Пізніше у цих мікроорганізмів була вияв-
лена здатність до кон’югації, тобто до перене-
сення ДНК між бактеріями при їх безпосеред-
ньому контакті. Тоді ж були виділені різні типи 
ризобіальних мутантів. У 70–80-х роках ХХ 
століття роботи з вивчення генетики ризобій 
активувалися. Було розроблено ряд методів мо-
лекулярної генетики й генної інженерії, вико-
ристання яких дозволило виявити основні риси 
структурно-функціональної організації симбіо-
тичних ризобіальних генів і розпочати аналіз 
механізмів їхньої експресії в процесі взаємодії 
бактерій з рослиною-хазяїном (Rhizobiaceae, 
2002). Незважаючи на те, що подальше вивчен-
ня ризобій було спрямоване, в основному, на 
дослідження механізмів симбіотичної азотфік-
сації, воно привело до багатьох важливих від-
криттів, що стосувалися природи бактеріально-
го геному, і до створення ряду генетичних під-
ходів і методик.  

Нині традиційно виділяють три основних 
методи перенесення генів між бактеріями: тра-
нсформацію, трансдукцію і кон’югацію. Вияв-
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лено, що деякі штами бульбочкових бактерій 
компетентні до трансформації – стабільного 
включення в бактеріальну клітину поглинутої 
ДНК, кількість якої зазвичай не перевищує 5 % 
геному штаму-донора (Прозоров, 1999). Саме 
завдяки використанню цього методу були оде-
ржані перші відомості про зчеплення ризобіа-
льних генів і здійснене перше перенесення спа-
дкових факторів, що контролюють симбіотичні 
ознаки. Використовуючи очищені препарати 
ДНК, Балаша (Balassa, 1963) за допомогою тра-
нсформації вперше продемонструвала можли-
вість передачі від штаму-донора штамам-
реципієнтам різних властивостей, а саме: стій-
кості до антибіотиків, здатності до синтезу клі-
тинних метаболітів, а також окремих симбіоти-
чних властивостей, зокрема, господарської спе-
цифічності та ін. 

Зарецька (Зарецкая, 1976) показала мож-
ливість використання трансформації для під-
вищення активності бульбочкових бактерій 
Sinorhizobium meliloti. Пасирування трансфор-
мованих ризобій через рослини люцерни дозво-
лило відібрати ті з них, які характеризувалися 
високою азотфіксуючою активністю. 

Необхідною умовою проведення генети-
чної трансформації є одержання у штаму-
реципієнта клітин, здатних поглинати ДНК 
штаму-донора, що може бути досягнуто шля-
хом створення клітин із порушеннями поверх-
невих структур. Метод трансформації було 
призначено для передачі в клітини бульбочко-
вих бактерій плазмід, проте частота трансфор-
мації при цьому виявилася дуже низькою, у 
зв’язку з чим він використовується в генетиці 
бактерій досить рідко (Єрко, 1998). На думку 
ряду дослідників, недоліком цього методу може 
бути низька відтворюваність отриманих ре-
зультатів. Водночас з’явилися нові методи, зок-
рема, кон’югація що забезпечує ефективніше 
введення плазмід в ризобії (Rhizobiaceae…, 
2002). 

 Існують дані про можливість передачі 
ДНК у бульбочкові бактерії шляхом електропо-
рації. Цей підхід полягає у створенні під дією 
короткочасного сильного електричного імпуль-
су мікропор у мембранах бактерій, що полег-
шує проникнення екзогенних генетичних конс-
трукцій усередину клітини (Modern, 2002). За-
раз електропорація широко використовується 
для введення плазмід в агробактерії, показана 
можливість її застосування для перенесення 
хромосомних маркерів між різними штамами 
(Charles, 1994).  

Більш дієвим методом у генетичних до-
слідженнях бульбочкових бактерій порівняно з 
трансформацією виявилася трансдукція. Це ме-
тод перенесення генетичного матеріалу від 
штаму-донора до штаму-реципієнта за допомо-
гою бактеріофагів. У бульбочкових бактерій 
виявлено специфічну трансдукцію, коли фаг 
переносить чітко визначений фрагмент бактері-
альної хромосоми, і загальну або неспецифічну, 
коли відбувається передача довільної ділянки 
геному штаму донора (Modern, 2002). В обох 
випадках фрагмент бактеріальної ДНК, що пе-
реноситься, невеликий, і обмежується розміра-
ми бактеріофага. Зокрема, для фагів бульбочко-
вих бактерій він не перевищує 120–150 МДа. 
Це дозволило використовувати даний метод 
для детального картування лише невеликих ді-
лянок геному ризобій (Єрко, 1998). 

У Rhizobium leguminosarum bv. viceae і 
S. meliloti використання трансдукуючих фагів 
виявилося ефективним при конструюванні 
штамів, що несуть множинні мутації. Було оха-
рактеризовано і створено фізичну й генетичну 
карти фага, що лізогенізує штам Rm41 
S. meliloti, ідентифіковано та секвеновано сайти 
його прикріплення, що привело до створення 
векторів, які забезпечують стабільну інтеграцію 
поодиноких генів за допомогою Rm41 (Dorgai 
et al., 1993. Трансдукція широко використову-
ється для внутрішньогенного картування мута-
цій, а також для функціонального тесту на але-
лізм (Прозоров, 1999). 

Одним із способом перенесення рекомбі-
нантних плазмід у Rhizobiaceae є кон’югація. 
Цей метод використовують для створення гене-
тичних карт штамів, перенесення симбіотич-
них, онкогенних та інших плазмід між штама-
ми, а також для введення транспозонів із 
Escherichia сoli в ризобії. Кон’югація забезпе-
чує перенесення досить великих фрагментів ба-
ктеріального геному і може застосовуватися 
для з’ясування відносного розташування на 
плазмідах чи хромосомі далеко розміщених 
один від одного генів, між якими не відбуваєть-
ся зчеплення при трансформації і трансдукції 
(Modern, 2002). 

Протягом тривалого часу головним об-
меженням при проведенні генетичних маніпу-
ляцій у бульбочкових бактеріях була відсут-
ність у них власних F-факторів (факторів фер-
тильності), які можуть мобілізувати до перене-
сення некон’югативні плазміди або хромосому. 
Його вдалося подолати, використовуючи R-
плазміди широкого кола господарів, що нале-
жать до IncP, IncW, IncQ груп несумісності та 
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реплікуються в бактеріях Rhizobiaceae 
(Depicker, 1980).. 

Методом міжродової кон’югації були 
отримані нові штами S. meliloti, досліджено їх 
вплив на симбіотичні ознаки та біометричні по-
казники рослин-симбіонтів, а також вивчено 
здатність реізолятів із бульбочок зберігати мар-
кери стійкості до антибіотиків тетрацикліну, 
канаміцину і стрептоміцину (Воробей, 2005; 
Ничик и др., 1992).  

Крім описаних вище основних методів 
для отримання мутантів ризобій використову-
ють фізичний і хімічний мутагенез, застосову-
ючи як мутагени найчастіше відповідно ульт-
рафіолетові (УФ) промені і нітрозогуанідин 
(Федоров, Зарецкая, 1978; Федоров, Симаров, 
1987). За допомогою останнього Злотников та 
співавт. (Злотников и др., 1983) виділили аук-
сотрофні мутанти у Bradyrhizobium japonicum і 
Rhizobium leguminosarum bv. phaseoli. Частота 
появи мутантів за дії нітрозогуанідину стано-
вить 2–3 %, але у бактерій в процесі мутагенезу 
він викликає множинні пошкодження геному, 
що ускладнює наступний генетичний аналіз 
отриманих мутантів (Симаров и др., 1990). 

Чернова та співавт. (Чернова и др., 1986) 
методом УФ-мутагенезу отримали невірулентні 
мутанти S. meliloti, у яких мутації відбулися в 
генах, відповідальних за різні стадії становлен-
ня симбіозу. При аналізі цих мутантів можна 
виявити, порушення яких генетичних детермі-
нант пов’язане із втратою вірулентності. Проте 
проведення УФ-мутагенезу у ризобій усклад-
нене наявністю потужних систем фотореакти-
вації, які при дії на клітини видимого світла по-
вністю знімають мутагенний ефект. Крім того, 
більшість штамів екстрагують велику кількість 
екзополісахаридів, які активно поглинають УФ-
промені і склеюють бактеріальні клітини, чим 
ускладнюють отримання окремих клонів (Си-
маров и др., 1990). 

Донедавна при одержанні нових штамів 
ризобій найуживанішим був метод аналітичної 
селекції, який базується на відборі цих бактерій 
із природних популяцій (тобто безпосередньо з 
бульбочок рослин, рідше – з ґрунту) і подаль-
шій їх перевірці на інтенсивність азотфіксації, 
вірулентність, конкурентоздатність, стійкість 
до несприятливих факторів довкілля в умовах 
симбіозу з різними сортами специфічних їм ро-
слин (Доросинский, 1970). Було виявлено (Ша-
пошников и др., 1975), що найбільш активні й 
ефективні штами ризобій можна виділити з ба-
гатих, добре окультурених ґрунтів, зокрема чор-

ноземів. Бульбочкові бактерії, виділені з нейт-
ральних ґрунтів, є більш ефективними, ніж ізо-
льовані з кислих. У дослідженнях Антипчук і 
співавт. штами бульбочкових бактерій, одержа-
ні методом аналітичної селекції, за ефективніс-
тю перевищували вихідні не більше, ніж на 15–
20 % (Антипчук и др., 1985).  

Отже, використання згаданих вище мето-
дів при вивченні генетики бульбочкових бакте-
рій має ряд суттєвих недоліків. Це спонукало 
до вдосконалення існуючих та пошуку нових 
методичних підходів для створення нових шта-
мів ризобій із контрастними симбіотичними 
властивостями, відмінних за культурально-
морфологічними та генетичними ознаками.  

Одним із таких ефективних сучасних ме-
тодів отримання штамів бульбочкових бактерій 
є транспозоновий мутагенез, використання яко-
го має ряд переваг порівняно із застосуванням 
традиційних підходів у селекції ризобій (Сима-
ров и др., 1990; Тихонович, Пропоров, 2005). 
Перш за все, транспозоновий мутагенез дає 
можливість одержання саме поодиноких нере-
версивних мутацій, що полегшує подальший 
генетичний аналіз отриманих мутантів і сприяє 
вирішенню низки наукових завдань, пов’язаних 
із дослідженнями процесу симбіотичної азотфі-
ксації. Крім того, перевагою цього методу при 
роботі з бульбочковими бактеріями є те, що 
транспозон, який вбудовується в ген-мішень, 
несе маркер стійкості до антибіотика, за допо-
могою якого випадки транспозиції можна легко 
виділити селекцією на зумовлену транспозоном 
стійкість (Hayes, 2003). 

Транспозоновий мутагенез – це метод ін-
дукування за допомогою транспозонів інсер-
ційних мутацій у випадкових ділянках ДНК-
мішеней. Транспозони – це сегменти ДНК, які 
здатні до внутрішньо- або міжхромосомних пе-
реміщень. Вони можуть переносити фрагменти 
генетичного матеріалу і генерувати в ДНК по-
лярні мутації, делеції та інверсії, а також “вми-
кати” і “вимикати” сусідні гени за рахунок на-
явності промоторів і термінаторів транскрипції 
(Guilhabert, 2001; Reznikoff, 1993). Завдяки цим 
властивостям транспозони здійснюють регуля-
цію активності генів і диференціювання клітин. 
Транспозони відкриті в 40-х роках ХХ ст. Бар-
барою МакКлінток під час досліджень різних 
типів мутацій у кукурудзи (Comfort, 2001). У 
60–70-х роках минулого століття вони були ви-
явлені у бактеріях, після чого їх почали широко 
використовувати як дієвий інструмент у гене-
тичних маніпуляціях.  
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Транспозони крім рослин виявлено в 
Eubacteria, Archaea і Eukarya, а також у тварин 
і людини, їх активно використовують у процесі 
генетичного та молекулярного аналізу різних 
бактерій (Guilhabert et al., 2001; Voelker, 1998). 
Із появою нових технологій у молекулярній бі-
ології, таких як швидке секвенування нуклео-
тидів і сайт-спрямований мутагенез, інтерес до 
транспозонів дещо знизився. Проте в останні 
роки використання цих елементів у генетичних 
дослідженнях бульбочкових бактерій зросло, 
про що свідчить ряд робіт, виконаних у світі й 
Україні (Воробей и др., 2004 Маліченко та ін., 
2005; Karr, 2000; Marroqui et al., 2001). 

Для переміщення транспозонів від кліти-
ни-донора застосовують вектори-“самогубці”, 
які переносять їх у реципієнтні клітини, де від-
бувається їх гомологічна рекомбінація з реплі-
коном, у результаті чого вектор втрачає свою 
життєздатність й елімінується. Першим у робо-
ті з бульбочковими бактеріями використовува-
ли вектор pJB4JI, сконструйований на основі 
плазміди pPH1JI (Beringer et al., 1978). Проте 
він мав істотний недолік, оскільки містив фаг, 
який активував власні інcерційні послідовності 
(IS-елементи) реципієнта і вбудовувався в його 
геном разом із транспозоном, що ускладнювало 
подальші генетичні дослідження (Симаров и 
др., 1990). 

Для ефективного використання векторів-
“самогубців” на основі E. coli були отримані 
плазміди з вузьким спектром господарів, такі як 
pBR322, pBR325, pACYC177 і pACYC184. За 
допомогою цих плазмід Сімон та співавт. під 
керівництвом Пюлера створили систему векто-
рів SUP, які мобілізуються з високими частота-
ми в Rhizobium, Bradyrhizobium, Agrobacterium 
та інших бактеріях, але не здатні до реплікації в 
цих клітинах (Simon et al., 1983; 1986). 

У дослідженнях генетичного апарату ри-
зобій найбільш широко використовують транс-
позон Tn5, який може вбудовуватися в будь-
який фрагмент бактеріального геному, викли-
каючи при цьому широкий спектр поодиноких 
мутацій (Симаров и др., 1990; Reznikoff, 1993). 
На прикладі транспозонових мутантів 
B. japonicum USDA 110 показано, що ефектив-
ним методом ідентифікації наявності Тn5 в до-
сліджуваних генах є метод полімеразної лан-
цюгової реакції (Kwon, Ricke, 2000). 

Tn5 – складний транспозон, який містить 
дві обернено орієнтовані копії IS50-елемента, 
розділені між собою генами, які кодують стій-
кість до канаміцину (Km), блеоміцину і стреп-

томіцину (Str). Один із елементів – IS50R – ко-
дує активні білки, необхідні для транспозиції, 
інший – IS50L – продукує скорочені, неактивні 
копії цих білків. IS50R бере участь в утворенні 
транспозази – ферменту, що активує початкові 
етапи транспозиції при перенесенні мобільних 
генетичних елементів (Goryshin et al., 2000; 
Goryshin, Reznikoff, 1998; Reznikoff, 1993; 
2003). Під час кон’югації між E. сoli і Rhizobium 
плазміди, що містять Tn5, елімінуються з клі-
тин штаму-реципієнта, а транспозон із часто-
тою 10-5–10-7 на клітину включається в геном 
бульбочкових бактерій. При цьому індуковані 
транспозоном мутанти зазвичай виділяють 
шляхом селекції на стійкість до канаміцину. 
Донорні клітини E. coli можуть бути контрсе-
лектовані будь-якими антибіотиками, до яких є 
хромосомно кодована стійкість у реципієнта 
(Beringer et al., 1978). 

Ефективність транспозонового мутагене-
зу можна перевірити шляхом визначення кіль-
кості ауксотрофних мутантів. Частота виник-
нення мутантів із втраченою здатністю рости на 
мінімальному середовищі зазвичай становить 
0,5–3,0 %. При використанні векторів серії SUP 
частота індукції ауксотрофних мутантів досягає 
3 %, що перевищує в три і більше разів частоти 
мутацій, які спостерігаються при використанні 
вектора pJB4JI або при проведенні у ризобій 
фізичного чи хімічного мутагенезу (Симаров и 
др., 1990).  

Крім Tn5, у дослідженнях бактерій вико-
ристовують й інші транспозони, проте біль-
шість з них мають недоліки, пов’язані з неви-
падковістю вставки в геном реципієнта, утво-
ренням делецій, нестабільністю маркерів стій-
кості до антибіотиків. Так, застосування в гене-
тиці ризобій транспозона Tn7 обмежене тим, 
що він вбудовується лише в певні ділянки їх 
геному, а використання Tn1 – відсутністю екс-
пресії гена стійкості до ампіциліну, що входить 
до його складу (Hayes, 2003).  

Нині в університеті Білефельд (Німеччи-
на) створено банк, який налічує 412 мічених 
транспозонів. Для того, щоб досягти високої 
специфічності визначення мітки, кожен із цих 
транспозонів помічений двічі (Pobigaylo et al., 
2006). 

Після відкриття транспозонів і розробки 
методу транспозонового мутагенезу його акти-
вно почали використовувати у дослідженнях із 
бульбочковими бактеріями.  

Відомо, що аналіз симбіотичних ознак 
бульбочкових бактерій ускладнений тим, що 
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гени, які контролюють їх взаємодію з макросим-
біонтом, не виявляють своєї дії у чистих куль-
турах бактерій, тому вивчення їхніх властивос-
тей можливе лише за умов симбіозу (Тихоно-
вич, Пропоров, 1998). Застосування транспозо-
нового мутагенезу у дослідженнях із ризобіями 
дозволяє маркувати гени, що не мають само-
стійного фенотипового прояву, відкриваючи 
тим самим можливість з’ясування окремих ла-
нок механізму формування симбіотичних взає-
мовідносин між бобовими рослинами і бульбо-
чковими бактеріями. Крім того, частота появи 
мутантів ризобій зі зміненими культурально-
біохімічними і симбіотичними ознаками при 
використанні цього методу вища, ніж за умови 
застосування інших методів. Це надає більше 
шансів для отримання нових штамів бульбоч-
кових бактерій із покращеними симбіотичними 
властивостями для створення ефективних азо-
тфіксуючих систем. 

Більшість симбіотичних генів, що відпо-
відають за становлення й функціонування сим-
біозу, в основному картуються на плазмідах. За 
допомогою системи вектора pSUP5011 з Tn5-
mob було проведено маркування симбіотичної 
плазміди pSym1-32 високоефективного штаму 
R. leguminosarum bv. vicіae при перенесенні її в 
неефективні, нездатні до азотфіксації штами. 
Показано, що плазміда pSym1-32 несе гени, що 
контролюють азотфіксуючу активність, ефек-
тивність симбіозу, конкурентоздатність і стій-
кість до кислотності у R. leguminosarum bv. 
vicіae. Можливість передачі плазміди, що міс-
тить генетичні детермінанти, може бути засто-
сована при конструюванні господарсько-цінних 
штамів бульбочкових бактерій (Курчак и др., 
2001). Вектор-“самогубець” pSUP2111, який 
містив Tn5, був використаний для вивчення 
функцій плазмід, що несуть гени, відповідальні 
за становлення симбіозу, в двох штамів 
Rhizobium galegae (Софронова, Новикова, 
1994). 

Відомо, що необхідною умовою форму-
вання ефективних симбіотичних систем ризо-
бії–бобові рослини є висока конкурентоздат-
ність активних штамів бульбочкових бактерій. 
Дослідження транспозонових мутантів 
S. meliloti з різним рівнем нодуляційної, ризо-
сферної та сапрофітної конкурентоздатності 
дали змогу встановити наявність у цих мікро-
організмів різних генних систем, які визнача-
ють виживання їх в екологічних нішах in planta 
та ex planta (Онищук и др., 2001). 

За допомогою Tn5-мутагенезу були 
отримані ліпополісахаридні мутанти S. meliloti 

штаму СХМ1-188, які характеризувалися зни-
женою конкурентоздатністю відносно батьків-
ського штаму. Отримані результати свідчать 
про важливість ліпополісахаридів ризобій лю-
церни для прояву конкурентоздатності цих бак-
терій (Затовская и др., 1998). Різке зниження 
нодуляційної конкурентоздатності спостерігали 
у Tn5-мутанта Rhizobium etli, який характеризу-
вався підвищеною гідрофобністю, що також 
була пов’язана зі змінами синтезу або екскреції 
ліпополісахаридів (Lagares et al., 1990).  

Використовуючи Tn5-мутанти 
Bradyrhizobium spp. Скотті зі співавт. (Scotti et 
al., 1997) досліджували електрофоретичні про-
філі полісахаридів бульбочкових бактерій, що 
формували симбіотичні системи із соєю. Аналіз 
Tn5-мутантів R. etli показав, що транспозон 
вбудувався в гени, відповідальні за синтез меті-
оніну (Taté et al., 1999) і аргініну (Ferraioli et al., 
2001). У результаті отримані мутанти втратили 
здатність продукувати ліпохітоолігосахариди й 
індукувати утворення бульбочок на коренях 
Phaseolus vulgaris (Ferraioli et al., 2001; Taté et 
al., 1999). 

При проведенні Tn5-мутагенезу з викори-
станням вектора pSUP5011 були отримані му-
танти S. meliloti зі зміненим синтезом капсуль-
них і ліпополісахаридів та зниженою здатністю 
конкурувати з батьківським штамом за адсорб-
цію на коренях, у результаті чого виявлено нові 
гени ризобій, що контролюють синтез поверх-
невих полісахаридів і симбіотичну активність 
(Онищук и др., 2005). 

За допомогою Tn5-мутагенезу отримано 
мутанти швидкорослих бульбочкових бактерій 
сої Rhizobium fredii зі зменшеним синтезом за-
гальної кількості екзополісахаридів та погірше-
ними симбіотичними властивостями порівняно 
з батьківським штамом (Ko, Randall, 1990). 

Як зазначалося раніше, існує велика гру-
па ризобіальних генів, які контролюють форму-
вання та функціонування симбіозу. Проте від-
сутність фенотипового прояву цих генів у віль-
ноіснуючих клітинах бульбочкових бактерій іс-
тотно ускладнює отримання високоефективних 
мутантів. Тому за допомогою Tn5-мутагенезу 
штаму СХМ1-188 S. meliloti була отримана ко-
лекція транспозонових мутантів із підвищеним 
клітинним редокс-потенціалом. Запропонована 
методика проведення спрямованого відбору ри-
зобіальних мутантів із підвищеною симбіотич-
ною ефективністю за Red++-фенотипом, що лег-
ко тестується в чистій культурі (Юргель и др., 
1998). 
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Фрагменти ДНК Tn5-мутанта штаму 
СХМ1-188 S. meliloti, дефектного за симбіотич-
ними властивостями, були клоновані і секвено-
вані з використанням Tn5-праймерів. Припус-
кають, що виявлений в результаті цього ген 
SMa1514, а можливо і локус, в якому він роз-
ташований, необхідні для функціонування сим-
біозу S. meliloti з люцерною (Румянцева и др., 
2008).  

У результаті проведення Tn5-мутагенезу 
штаму СХМ1 S. meliloti побудовані генетичні 
карти двох віддалених один від одного регіонів 
мегаплазміди-2, на якій локалізовано гени, що 
відповідають за симбіотичну ефективність бу-
льбочкових бактерій люцерни (Чижевская и др., 
1998).  

За допомогою транспозонових мутантів 
вивчена роль структурних компонентів бактері-
альної клітини при формуванні симбіотичних 
азотфіксуючих систем (Breedveld et al., 1995; 
Noel et al., 2000), а також на прикладі Tn5-
мутанта FAJ1200 R. etli CE3 була показана важ-
ливість О–ланцюгів ліпополісахаридів бульбо-
чкових бактерій при інфікуванні коренів бобо-
вих (Lerouge et al., 2001).  

Транспозонові інсерції в генетичний апа-
рат ризобій дозволяють розширити спектр рос-
лин-господарів. Так, при застосуванні цього 
методу у штаму USDA257 R. fredii отримані 
Tn5-мутанти, які, на відміну від вихідного 
штаму, можуть вступати в ефективні симбіоти-
чні взаємовідносини з трьома сортами сої [45]. 

Показано, що Tn5-мутант S. meliloti, кот-
рий викликав зниження активності піруватдегі-
дрогенази, формував із рослинами люцерни 
симбіотичні системи, які характеризувалися 
низькою симбіотичною активністю. Це свід-
чить про участь даного ферменту у метаболізмі 
продуктів фіксації молекулярного азоту росли-
нами (Soto et al., 2001). Із використанням тран-
спозона Tn5tac1 при проведенні мутагенезу у 
S. meliloti вперше отримано дефектний за син-
тезом малатдегідрогенази мутант (Dymov et al., 
2004). 

Методом транспозонового мутагенезу з 
використанням як донора Tn5 плазміди 
pSUP2021 одержано ауксотрофний за лейцином 
мутантний штам S. meliloti СХМ1. Здійснено 
клонування, ідентифікацію, реклонування у рі-
зні вектори і фізичне картування локусу, що ві-
дповідає за біосинтез лейцину. Таким чином 
доведена його участь у формуванні азотфіксу-
ючого симбіозу бактерій із люцерною (Аронш-
там и др., 1993). 

Tn5-індукованим мутагенезом у R. etli 
вдалося ідентифікувати деякі гени, відповіда-
льні за утилізацію глютаміну, в тому числі за 
кодування переносників амінокислот і глюта-
матдегідрогенази. Ізольовані мутанти були оха-
рактеризовані шляхом аналізу їх здатності рос-
ти на різних середовищах, транспортувати і 
утилізувати глютамін як джерело вуглецю 
(продукція СО2 з глютаміну). Показано, що ге-
ни, включені в транспорт глютаміну, не є важ-
ливими для здатності бактерій індукувати роз-
виток бульбочок, проте вони необхідні при 
глюконеогенезі і біосинтезі нуклеотидів (Tatè et 
al., 2004). 

Шляхом транспозонового мутагенезу 
вдалося отримати мутант Tr63 S. meliloti штаму 
СХМ1-188, що містив інсерцію транспозона 
Tn5 в ген SMc02082. Встановлено, що саме цей 
ген кодує протеїн, гомологічний протеїну TolC, 
що є компонентом секреторної системи I типу і 
слугує для експорту білкових токсинів і протеаз 
у грамнегативних бактеріях. Отриманий му-
тант, на відміну від батьківського штаму, втра-
тив здатність формувати ефективний симбіоз із 
рослинами люцерни (Затовская и др., 2007). 

При введенні mini Tn5 у штам S. meliloti 
(CE52G) отримано мутант, який, на відміну від 
батьківського вихідного штаму, не здатний до 
синтезу меланіну (Castro-Sowinski et al., 2007), 
що, як відомо, бере участь в детоксикації фено-
льних сполук у бульбочках і коренях бобових 
рослин (Castro-Sowinski et al., 2002). Отрима-
ний мутантний штам формував неефективний 
симбіоз із рослинами люцерни (Castro-Sowinski 
et al., 2007). 

Шляхом селекції на кислому середовищі 
отримано Tn5-мутанти R. leguminosarum, які 
використовували для дослідження кислотостій-
кості бактерій (Chen et al., 1993). Були ізольо-
вані кислоточутливі Тn5-мутанти штаму 
Rizobium tropici CIAT899, які за умови інокуля-
ції ними P. vulgaris виявилися дефектними за 
нодуляційною конкурентоздатністю й азотфік-
суючою активністю (Vinuesa et al., 2003). Таким 
чином було ідентифіковано оперон, пов’язаний 
зі стрес-толерантністю і нодуляційною конку-
ренцією. 

Із батьківського штаму R. tropici 
CIAT899, що характеризувався високою стре-
состійкістю і формував ефективний симбіоз із 
рослинами P. vulgaris за умов підвищеної кис-
лотності ґрунту, отримано Tn5-мутант PV9. 
При проведенні генетичного аналізу цього му-
танта виявлено локус, який містить ген, що бе-
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ре участь у модифікації мембранних ліпідів і 
відповідає за кислотостійкість та ефективність 
симбіозу (Rojas-Jiménez et al., 2005). 

В Інституті фізіології рослин і генетики 
НАН України в результаті проведення транспо-
зонового мутагенезу високоактивного штаму 
S. meliloti 425а одержано понад 3000 Tn5-
мутантів, стійких до неоміцину і налідиксової 
кислоти. Серед них у 500 мутантів здійснено 
первинний скринінг за ознаками вірулентності, 
азотфіксуючої активності та ефективності. У 
результаті було відібрано понад 20 мутантів, 
які за своїми симбіотичними властивостями 
суттєво відрізнялися від батьківського штаму 
S. meliloti 425а. Встановлено, що різні сорти 
люцерни виявляли неоднакову реакцію на інфі-
кування отриманими транспозоновими мутан-
тами (Нічик та ін., 2000). 

Tn5-мутанти S. meliloti, відмінні за симбі-
отичними властивостями, використовували як 
модельний об’єкт при вивченні взаємозв’язку 
інтенсивності азотфіксації і СО2-газообміну та 
продуктивності рослин люцерни (Киризий и 
др., 2007). З’ясовано, що у фазі цвітіння зв’язок 
між інтенсивністю азотфіксації і фотосинтезом 
цілих рослин люцерни описувався логарифміч-
ною кривою. У цей же період встановлено тіс-
ну залежність між інтенсивністю азотфіксації і 
масою цілої рослини, яка мала тенденцію до 
накопичення за високих значень інтенсивності 
азотфіксації. Збільшення нітрогеназної актив-
ності бульбочок супроводжувалося підвищен-
ням інтенсивності дихання, причому зв’язок 
між цими показниками був виражений чіткіше, 
ніж між азотфіксуючою активністю і масою ко-
ренів рослин. Отже, для максимальної реаліза-
ції потенціалу високоефективних штамів буль-
бочкових бактерій необхідні комплементарні їм 
генотипи рослин із фотосинтетичним апаратом 
інтенсивного типу, який здатний до збалансо-
ваного забезпечення асимілятами як симбіоти-
чного апарату, так і ростових процесів самого 
макросимбіонта. 

Шариповою зі співавт. (Sharypova et al., 
1994) при використанні Tn5-мутагенезу отри-
мана серія мутантів S. meliloti, які формували 
на 20 – 30 % ефективніший симбіоз, ніж вихідні 
штами СХМ1-105 і СХМ1-188. 

У подальших дослідженнях було виявле-
но три нових гени, які, можливо, беруть участь 
у контролі симбіотичної ефективності бульбоч-
кових бактерій люцерни. Мутації в цих генах 
спричиняють у бактерій плейотропний ефект і 
стосуються не лише ефективності, а й деяких 

культурально-біохімічних ознак, що можуть 
бути використані як маркери eff-генів у генети-
чному аналізі симбіотичної ефективності. 
Отримані результати істотно розширюють 
знання про систему негативного контролю сим-
біотичної ефективності з боку бульбочкових 
бактерій (Онищук и др., 2008).  

Нині переважна більшість робіт із Tn5-
мутагенезу бульбочкових бактерій виконана з 
використанням швидкорослих ризобій, зокре-
ма, S. meliloti. Що стосується транспозонового 
мутагенезу повільнорослих бульбочкових бак-
терій, а саме ризобій сої та люпину, то нам ві-
домо небагато робіт даного напряму. Так, за 
допомогою Tn5-мутагенезу отримані екзополі-
сахаридні мутанти B. japonicum зі зниженою 
швидкістю утворення бульбочок і зменшеною 
конкурентоздатністю (Parniske et al., 1993). 

Показано, що Tn5-мутанти штаму 
B. japonicum Is-1, утворені з використанням як 
донора E. coli S17-1, що містить плазміду 
pUTKm, формували на коренях ефективні бу-
льбочки на несумісній із батьківським штамом 
сої сорту CNS (Rj2Rj3). Зроблено припущення 
про зміни структури клітинної поверхні у Tn5-
мутантів, що обмежує утворення бульбочок у 
рослин сої типу Rj2  (Tsurumaru et al., 2008a). 
Автори розробили стратегію виділення плазмі-
ди з Tn5-мутантів, отриманих із B. japonicum Is-
1. Для цього вони запропонували рестрикційну 
карту штаму Is-1, побудовану з урахуванням 
цілісної геномної послідовності штаму 
USDA110 (Kaneko et al., 2002, Tsurumaru et al., 
2008b). 

Методом транспозонового мутагенезу 
отримано два мутанти B. japonicum, що виявля-
ли властивості як стійкості до фагів, так і здат-
ності до бульбочкоутворення. У природних 
умовах інокуляція такими мутантами може 
зменшувати інфікування рослин фагостійкими 
неефективними або малоефективними гомоло-
гічними ризобіям штамами (Appunu et al., 
2008). 

Нами за допомогою плазміди 
pSUP2021::Tn5 отримано колекцію транспозо-
нових мутантів повільнорослих бульбочкових 
бактерій сої і люпину, здійснено їх первинний 
скринінг за ознаками „азотфіксація” й „ефекти-
вність симбіозу” та встановлено гетерогенність 
за симбіотичними властивостями. Встановлено, 
що не всі штами B. japonicum і Bradyrhizobium 
sp. (Lupinus) можуть бути реципієнтами плазмі-
ди pSUP2021::Tn5, оскільки частота транспози-
ції у деяких із них досить низька. Показано, що 
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соя і люпин, інокульовані новими Tn5-
мутантами, утворюють симбіотичні системи, в 
яких інтенсифікація чи гальмування окремих 
фізіолого-біохімічних процесів пов’язані з фо-
рмуванням симбіозу різної ефективності (Васи-
люк та ін., 2007б; Маліченко та ін., 2006; 2007).  

З’ясовано, що у рослин сої, інокульованої 
транспозоновими мутантами, активність перок-
сидази у листках, коренях та бульбочках зале-
жить від ефективності симбіозу. Показано, що 
у бульбочках сої, бактеризованої Tn5-
мутантами B. japonicum 646, існує позитивний 
зв’язок між активністю каталази й азотфіксую-
чою активністю кореневих бульбочок (Василюк 
та ін., 2007а; Кругова и др., 2008).  

При виготовленні і випробуванні бактері-
альних добрив на основі нових штамів, особли-
во отриманих генно-інженерними методами, 
важливим є легкість і доступність ідентифікації 
таких штамів у ґрунті чи в бульбочках бобових 
рослин. Методом транспозонового мутагенезу з 
використанням плазміди EDS 15, що містить 
Tn5, у штамів Bradyrhizobium sp. М29 і GN7, 
які інокулюють вигну (Vigna radiata), отримано 
мутанти, які можна ідентифікувати флуоресце-
нтним методом завдяки наявності у них gfp-
генів (Bhatia et al., 2002). 

У різних за ефективністю симбіотичних 
системах сої, створених за участю нових транс-
позонових мутантів повільнорослих бульбоч-
кових бактерій, нами виявлено два типи дина-
міки азотфіксуючої активності та інтенсивності 
фотосинтезу (Василюк та ін., 2008). Перший 
тип характеризується максимальною активніс-
тю вказаних процесів у фазі бутонізації, а дру-
гому притаманна найвища інтенсивність їх у 
фазі цвітіння. Належність симбіотичних сис-
тем, утворених за участю штамів і Tn5-
мутантів, до першого чи другого типу динаміки 
асиміляційної активності не впливала на про-
дуктивність рослин.  

Нами встановлено, що інокуляція рослин 
сої і люпину активними Tn5-мутантами 
B. japonicum і Bradyrhizobium sp. (Lupinus) під-
вищує ефективність функціонування симбіоти-
чних систем і призводить до збільшення їх про-
дуктивності відповідно на 15–23 % і 10 % (Ва-
силюк та ін., 2007в). Показано, що застосування 
бактеріальних препаратів на основі транспозо-
нових мутантів B. japonicum, модифікованих 
гомологічним лектином, додатково підвищува-
ло азотфіксуючу активність симбіотичної сис-
теми соя – B. japonicum та  зернову продуктив-
ність рослин (Сытников и др., 2008). 

Отже, одержання транспозонових мутан-
тів ризобій і вивчення їх властивостей, зокрема 
симбіотичних, має велике значення для розу-
міння процесів та встановлення механізмів, які 
лежать в основі формування бобово-
ризобіального симбіозу. З іншого боку, викори-
стання транспозонових мутантів бульбочкових 
бактерій із покращеними симбіотичними влас-
тивостями для створення ефективних азотфік-
суючих систем сприятиме підвищенню вро-
жайності вирощуваних бобових культур. 

Комплексне поєднання генно-інженерних 
методів з фізіолого-біохімічними дослідження-
ми бобово-ризобіального симбіозу дозволить 
створити висококомплементарні пари «сорт бо-
бової рослини – штам бульбочкових бактерій», 
в результаті чого відкривається можливість ма-
ксимальної реалізації генетичного потенціалу 
вирощуваних культур. 
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TRANSPOSON MUTAGENESIS  
AS THE EFFECTIVE MEAN TO OBTAIN THE NEW STRAINS  

OF NODULE BACTERIA 

S. Ya. Kots, V. M. Melnyk, V. K. Datsenko 

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

(Kyiv, Ukraine) 

The paper provides general characteristics of genetic and biotechnological approaches used in 
rhizobia selection. Advantages of transposon mutagenesis over the others methods used in selection 
the new strains of nodule bacteria are shown on the basis of the literary information and own 
research data analysis. 

Key words: transposon mutagenesis, Tn5-mutants, nodule bacteria, legume-rhizobial symbiosis 
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ТРАНСПОЗОНОВЫЙ МУТАГЕНЕЗ  
КАК ЭФФЕКТИВНЫЙ МЕТОД ПОЛУЧЕНИЯ НОВЫХ ШТАММОВ  

КЛУБЕНЬКОВЫХ БАКТЕРИЙ 

С. Я. Коць, В. Н. Мельник, В. К. Даценко 

Институт физиологии растений и генетики 
Национальной академии наук Украины  

(Киев, Украина) 

Представлена общая характеристика генетических и биотехнологических подходов, исполь-
зующихся при селекции ризобий. На основании анализа литературных данных и собственных 
исследований показано преимущество транспозонового мутагенеза по сравнению с другими 
методами при селекции новых штаммов клубеньковых бактерий, его значение и перспективы 
использования в работе с клубеньковыми бактериями. 

Ключевые слова: транспозоновый мутагенез, Tn5-мутанты, клубеньковые бактерии, 
бобово-ризобиальный симбиоз 
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