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В умовах дрібноділянкових польових експериментів досліджували формування симбіозу у 
рослин люпину при інтродукції у їх ризосферу Tn5-мутантів Bradyrhizobium sp. (Lupinus). 
Показано, що при вирощуванні люпину в ґрунтовій культурі характер бульбочкоутворення та 
азотфіксуюча активність симбіозу відрізнялися від раніше встановлених у вегетаційних 
дослідах. Виявлено, що інокуляція насіння люпину транспозоновим мутантом 168/5 сприяла 
формуванню кореневих бульбочок та збільшенню надземної маси рослин у фазі бутонізації 
порівняно з батьківським штамом Bradyrhizobium sp. (Lupinus) 168. 

Ключові слова: Bradyrhizobium sp. (Lupinus), Lupinus luteus L., Tn5-мутанти, бобово-
ризобіальний симбіоз 

1 Бобово-ризобіальний симбіоз – потужне 
джерело збагачення ґрунтів корисними для ро-
слин сполуками азоту, що є екологічно безпеч-
ним та економічно доцільним (Кретович, 1987). 
Це зумовлює актуальність детального вивчення 
процесів формування і функціонування симбіо-
тичних азотфіксуючих систем, зокрема у лю-
пину, який широко культивується у світі. Ви-
користання транспозонового мутагенезу (Simon 
et al., 1983) дозволяє одержувати штами ризо-
бій, за допомогою яких можна вивчати механі-
зми різних процесів життєдіяльності цих мік-
роорганізмів, зокрема тих, що відбуваються 
при встановленні симбіотичних взаємовідносин 
із бобовими рослинами (Онищук и др., 2001; 
Noel et al., 2000; Wei Xueming, Bauer, 1999). Ре-
зультати окремих напрямів досліджень проце-
сів формування бобово-ризобіального симбіозу 
можуть бути використані для розвитку низки 
прикладних аспектів, зокрема при створенні 
потужних азотфіксуючих систем.  
                                                           
1 Адреса для кореспонденції: Мельник Вікторія Миколаїв-
на, Інститут фізіології рослин і генетики НАН України, 
вул. Васильківська, 31/17, Київ, 03022, Україна;  
e-mail: vasyliukv@mail.ru

Разом із дослідженням геному та визна-
ченням симбіотичних властивостей Tn5-
мутантів ризобій необхідним також є вивчення 
інших особливостей цих мікроорганізмів, зок-
рема, їх впливу на ефективність формування 
симбіотичних азотфіксуючих систем за дії різ-
них абіотичних та біотичних факторів. Було 
показано, що присутність окремих ґрунтових 
бактерій у ризосфері бобових рослин може чи-
нити значний модулюючий вплив на форму-
вання симбіозу з гомологічними штамами ри-
зобій (Мельникова и др., 2002). Значну роль у 
розвитку симбіотичних взаємовідносин бобо-
вих рослин і бульбочкових бактерій відіграє та-
кож кількісний і якісний вміст різних сполук у 
ґрунті, зокрема азоту (Streeter, 1985) та інші 
фактори (Коць та ін., 2002; Rainbird et al., 1983). 
Дослідження систем, які включають не пооди-
нокі біотичні й абіотичні фактори, а їх ком-
плекс, може бути одним із важливих етапів у 
вирішенні питання впливу навколишнього се-
редовища на розвиток бобово-ризобіального 
симбіозу, зокрема, при інтродукції у ризосферу 
рослин Tn5-мутантів бульбочкових бактерій.  
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ФОРМУВАННЯ СИМБІОЗУ У ЛЮПИНУ 

Метою нашої роботи було вивчення осо-
бливостей формування бобово-ризобіального 
симбіозу люпину, інокульованого Tn5-
мутантами Bradyrhizobium sp. (Lupinus), в умо-
вах ґрунтової культури за дії комплексу приро-
дних ґрунтово-кліматичних факторів.  

МЕТОДИКА  

У дослідженнях використовували буль-
бочкові бактерії Bradyrhizobium sp. (Lupinus) 
штамів 168 і 10, їх Tn5-мутанти 168/5 і 10/1, а 
також люпин жовтий (Lupinus luteus L.) сорту 
Круглик.  

Мікроорганізми вирощували на манітно-
дріжджовому агаризованому середовищі протя-
гом 8-10 діб при 28°С. Суспензію для інокуля-
ції насіння готували шляхом змиву бактеріаль-
ної біомаси з поверхні середовища стерильною 
водопровідною водою. Титр мікроорганізмів у 
вихідній суспензії складав 108, тоді як розрахо-
вана кількість бактеріальних клітин на насінину 
– 106.  

Ефективність формування і функціону-
вання бобово-ризобіального симбіозу рослина-
ми люпину при інокуляції насіння транспозо-
новими мутантами досліджували на базі Інсти-
туту фізіології рослин і генетики НАН України 
(Київська обл., сірий супіщаний ґрунт) та агро-
біостанції Уманського державного педагогічно-
го університету ім. П. Тичини (Черкаська обл., 
темно-сірий, опідзолений ґрунт) протягом 
2005–2007 років. У таблицях подані дані одно-
го експерименту. Проте, аналогічні 
закономірності спостерігалися також і в інших 
проведених дослідах.  

Насіння стерилізували 16%-ним перокси-
дом водню протягом 15 хв, промивали впро-
довж години водопровідною водою, інокулю-
вали протягом години бактеріальною суспензі-
єю і висівали в ґрунт. Рослинний матеріал для 
аналізу відбирали у фазах бутонізації і цвітіння 
рослин. Визначали кількість і масу бульбочок, 
їх азотфіксуючу активність (Hardy et al., 1968), 
а також надземну масу рослин. Контролями бу-
ли варіанти, де насіння інокулювали батьківсь-
кими штамами ризобій люпину Bradyrhizobium 
sp. (Lupinus) 168 і 10. Площа облікової ділянки 
складала 2 м2. Досліди проводили в чотирира-
зовій повторності. Експериментальні дані ста-
тистично обробляли за загальноприйнятими 
методами (Доспехов, 1985). У таблицях подані 
середні арифметичні та їх стандартні відхилен-
ня.  

РЕЗУЛЬТАТИ  ТА  ОБГОВОРЕННЯ   

Tn5-мутантни 168/5 і 10/1 бульбочкових 
бактерій Bradyrhizobium sp. (Lupinus) 168 і 10, 
що використовували для інокуляції рослин лю-
пину, були одержані нами за допомогою транс-
позонового мутагенезу (Василюк та ін., 2007). 
Раніше у модельних вегетаційних експеримен-
тах було встановлено, що мутант 10/1 штаму 
Bradyrhizobium sp. (Lupinus) 10 відзначається 
високою вірулентністю, проте бульбочки, сфо-
рмовані за інокуляції насіння люпину цими ба-
ктеріями, мають низьку азотфіксуючу актив-
ність упродовж досліджуваного періоду вегета-
ції рослин. Водночас транспозоновий мутант 
168/5 штаму Bradyrhizobium sp. (Lupinus) 168 
характеризувався досить низькою азотфіксую-
чою активністю і був середньовірулентним 
(Василюк та ін., 2007).  

Результати дрібноділянкових польових 
досліджень показали, що у фазі бутонізації лю-
пину в разі інокуляції насіння транспозоновим 
мутантом 168/5 збільшувалася кількість і маса 
кореневих бульбочок, а також маса надземної 
частини рослин порівняно з варіантом, де лю-
пин інфікували бактеріями Bradyrhizobium sp. 
(Lupinus) 168 (табл. 1, 2). У той же час мутант 
10/1 при інтродукції його в ризосферу рослин із 
насінням не виявляв суттєвого позитивного 
впливу на процес бульбочкоутворення. Кіль-
кість бульбочок, утворених при інокуляції на-
сіння цими бактеріями, була близькою до ана-
логічного показника у відповідному контроль-
ному варіанті (табл. 1). Крім того, симбіоз, 
сформований при інтродукції у ризосферу лю-
пину Tn5-мутанту 10/1, не стимулював нарос-
тання надземної маси рослини-хазяїна (табл. 2). 
Необхідно відзначити, що за рівнем азотфіксу-
ючої активності в цей період симбіотичні сис-
теми, утворені за умови внесення в ґрунт мута-
нтних ризобій Bradyrhizobium sp. (Lupinus) 10/1 
і 168/5, достовірно не відрізнялися від систем, 
сформованих у варіантах, де насіння інокулю-
вали батьківськими штамами (табл. 1). У фазі 
цвітіння рослини, інокульовані транспозонови-
ми мутантами, за кількістю та масою бульбочок 
були схожими на контрольні (табл. 1). Водно-
час азотфіксуюча активність бобово-
ризобіального симбіозу у разі інфікування рос-
лин люпину бактеріальною суспензією Tn5-
мутанта 168/5 була нижчою порівняно з варіан-
том з використанням батьківського штаму 
(табл. 1). Під час цвітіння рослини люпину до-
слідних  варіантів  за  масою надземної частини 
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МЕЛЬНИКОВА та ін. 

Таблиця 1  
Бульбочкоутворення та азотфіксуюча активність симбіозу у люпину  
за інокуляції рослин Tn5-мутантами Bradyrhizobium sp. (Lupinus)  

Штами та Tn5- мутанти 
Bradyrhizobium sp. 

(Lupinus) 

Кількість буль-
бочок, шт.а

Маса бульбочок, 
г/рослинуа

Азотфіксуюча активність,  
мкмоль С2Н4/  

(г бульбочок • год)б

бутонізація 
10 20,2±1,3 0,42±0,03 18,10±2,39 
10/1 19,5±1,1 0,42±0,02 14,47±1,91 
168 18,2±1,3 0,37±0,03 13,96±1,43 
168/5 21,5±1,0* 0,48±0,03* 16,11±1,89 

цвітіння 
10 22,2±1,8 0,65±0,05 6,90±0,98 
10/1 23,2±1,3 0,61±0,06 7,46±1,04 
168 24,0±2,1 0,69±0,06 5,34±0,71 
168/5 25,2±1,5 0,65±0,08 3,23±0,35* 

Примітки до таблиць 1 і 2:  
а – середні арифметичні та їх стандартні відхилення обраховували з 55-65 рослин, відібраних рандомізовано по 12-
18 з кожної ділянки;  
б – визначення азотфіксуючої активності проводили у 20-разовій повторності (відбирали по 5 рослин з кожної діля-
нки);  
* – достовірно відмінні значення порівняно з варіантом, де використовували для інокуляції насіння люпину відпові-
дний батьківський штам бульбочкових бактерій при Р < 0,05.  

 
Таблиця 2  

Надземна маса (г/рослину)а люпину,  
інокульованого Tn5-мутантами Bradyrhizobium sp. (Lupinus) 

Фаза розвитку рослин Штами та Tn5-мутанти 
Bradyrhizobium sp. (Lupinus) бутонізація цвітіння 

10 10,64±0,74 23,55±1,92 
10/1 11,02±0,62 26,75±1,86 
168 9,06±0,59 24,33±2,13 
168/5 11,44±0,68* 26,20±1,97 

 суттєво не відрізнялися від рослини у відпові-
дних контрольних варіантах (табл. 2).  

Потрапляючи в ґрунт з інокульованим 
насінням, бульбочкові бактерії зазнають впливу 
низки факторів навколишнього середовища, 
наприклад, продуктів метаболізму ризосферних 
мікроорганізмів (Мельникова и др., 2002; Су-
ховицкая и др., 1997) і речовин, які виділяються 
назовні насінням при проростанні та коренями 
рослин (Fountain et al., 1977; Gade et al., 1981). 
Як наслідок, симбіотичні (наприклад, конкуре-
нтноздатність, вірулентність) (Суховицкая и 
др., 1997) або інші властивості (наприклад, рос-
това активність) (Косенко, Мандровская, 1998) 
ризобій можуть змінюватися, впливаючи на 

ефективність формування симбіозу. Очевидно, 
створені нами симбіотичні системи або безпо-
середньо бульбочкові бактерії зазнавали впливу 
біологічно активних речовин кореневої зони 
рослин. Про це свідчить зміна рівнів бульбоч-
коутворення і азотфіксації симбіотичних асоці-
ацій, сформованих рослинами люпину при вне-
сенні у ґрунт з інокульованим насінням Tn5-
мутантів ризобій 10/1 і 168/5 порівняно з пока-
зниками, отриманими у вегетаційних експери-
ментах (Василюк та ін., 2007). Так, якщо в умо-
вах модельного вегетаційного досліду транспо-
зоновий мутант 10/1 відзначався високою віру-
лентністю на рослинах люпину і низькою азо-
твідновлювальною здатністю порівняно зі шта-
мом Bradyrhizobium sp. (Lupinus) 10 (Василюк 
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ФОРМУВАННЯ СИМБІОЗУ У ЛЮПИНУ 

Відомо, що активність відновлення атмо-
сферного азоту бобово-ризобіальними систе-
мами тісно пов'язана з фотосинтетичною акти-
вністю рослин (Слесаравичус и др., 2001). Зі 
збільшенням активності нітрогеназного ком-
плексу інтенсивність фотосинтетичних проце-
сів зростала (Сытников и др., 2006). У наших 
експериментах було показано, що у фазі буто-
нізації рослин при азотфіксуючій активності 
бульбочок у варіанті з використанням Tn5-
мутанта 168/5, яка не перевищувала аналогіч-
ний показник у варіанті з батьківським штамом 
Bradyrhizobium sp. (Lupinus) 168 (табл. 1), маса 
надземної частини люпину зростала (табл. 2). 
Очевидно, прискорення накопичення надземної 
маси рослин пов'язане з тим, що значна кіль-
кість бульбочок, утворених на коренях люпину 
при інтродукції в ризосферу мутантних ризобій 
168/5 формує загальний високий рівень азотфі-
ксуючої активності симбіозу, який сприяє збі-
льшенню кількості відновленого азоту, що ви-
користовується рослинами. Абіотичні умови 
навколишнього середовища також можуть 
впливати на формування потужного азотфік-
суючого апарату та характер прояву симбіоти-
чних властивостей гомологічними бульбочко-
вими бактеріями (Коць та ін., 2002; Rainbird et 
al., 1983).  

та ін., 2007), то в умовах ґрунтової культури 
показники кількості бульбочок і питомої азо-
тфіксуючої активності достовірно не відрізня-
лися в цих варіантах (табл. 1). Зміна активності 
бульбочкоутворення на коренях люпину та азо-
тфіксуючої активності симбіотичних систем, 
сформованих при інтродукції мутанта 10/1, що 
були встановлені в умовах ґрунтової культури, 
порівняно з аналогічними показниками у веге-
таційних експериментах може бути пов'язана з 
нижчою конкурентноздатністю мутантних ри-
зобій щодо бульбочкових бактерій – представ-
ників аборигенної мікрофлори. Крім того, 
спроможність Tn5-мутантних мікросимбіонтів 
конкурувати з ґрунтовими популяціями буль-
бочкових бактерій може змінюватися під впли-
вом останніх. Так, на моделі симбіотичної сис-
теми конюшина – Rhizobium trifolii було пока-
зано, що Tn5-мутанти, які при моноінокуляції 
формували азотфіксуючий симбіоз, у разі од-
ночасної інокуляції з батьківським штамом 
втрачали цю властивість, ймовірно, через низь-
кий рівень конкурентноздатності мутантних 
мікроорганізмів (Sargent et al., 1987). Якщо 
конкурентна здатність досліджуваних нами 
транспозонових мутантів послаблена, то можна 
припустити, що частина бульбочок на коренях 
люпину могла бути сформована ризобіями, що 
знаходились у ґрунті до внесення 
Bradyrhizobium sp. (Lupinus) 10/1 і 168/5 із іно-
кульованим насінням. Відома досить широка 
розповсюдженість бульбочкових бактерій лю-
пину в ґрунтах (Мильто, 1982). Відмінності у 
формуванні симбіозу в ґрунтових умовах і у ве-
гетаційних експериментах також спостерігали-
ся при інокуляції насіння люпину транспозоно-
вим мутантом 168/5. Вплив інтродукованих бу-
льбочкових бактерій на формування симбіоти-
чних азотфіксуючих систем певною мірою мо-
же бути зумовлений рістрегулюючою активніс-
тю ризобій щодо представників аборигенної 
мікрофлори, які, в свою чергу, можуть сприяти 
розвитку потужних азотфіксуючих систем. Та-
ке припущення підтверджується літературними 
даними, де йдеться про те, що інокуляція лю-
церни генетично-модифікованими бактеріями 
Sinorhizobium meliloti викликала посилення ро-
стових процесів у популяціях ґрунтових мікро-
організмів (Da, Deng, 2003). Серед факторів, які 
можуть суттєво впливати на ефективність фор-
мування бобово-ризобіального симбіозу, разом 
із зміною властивостей симбіотичних азотфік-
суючих мікроорганізмів, може бути також зда-
тність останніх зумовлювати бульбочкоутво-
рюючу активність рослин (Sargent et al., 1987).  

Таким чином, бобово-ризобіальний сим-
біоз, сформований рослинами люпином в умо-
вах ґрунтової культури за інокуляції Tn5-
мутантими бактеріями 168/5 штаму 
Bradyrhizobium sp. (Lupinus) 168, був ефектив-
нішим порівняно з симбіотичними системами, 
створеними при інфікуванні рослин Tn5-
мутантом 10/1. Найбільш виражений позитив-
ний вплив при формуванні симбіозу спостері-
гався у фазі бутонізації рослин при інтродукції 
в ризосферу люпину транспозонового мутанта 
168/5. Інокуляція насіння цими бактеріями 
сприяла посиленню бульбочкоутворення і збі-
льшенню надземної маси макросимбіонта. При 
вирощуванні люпину в польових умовах харак-
тер бульбочкоутворення та азотфіксуюча акти-
вність симбіозу відрізнялися від попередньо 
встановлених у вегетаційних дослідах. Прове-
дені нами дослідження показали необхідність 
подальшого вивчення властивостей Tn5-
мутантів Bradyrhizobium sp. (Lupinus), зокрема, 
їх конкурентоздатності та рістстимулюючої ак-
тивності щодо різних популяцій ґрунтових мік-
роорганізмів. 
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ФОРМУВАННЯ СИМБІОЗУ У ЛЮПИНУ 

FORMATION OF SYMBIOSIS IN LUPINE  
INOCULATED BY Tn5 MUTANTS  

OF BRADYRHIZOBIUM SP. (LUPINUS) IN FIELD 

N. M. Melnykova1, V. M. Melnyk1 1, L. M. Mykhalkiv ,  
S. V. Omelchuk1, S. Ya. Kots1, R. A. Yakimchuk2

1Institute of Plant Physiology and Genetics of National Academy of Science of Ukraine  
(Kyiv, Ukraine)  

2Pavlo Tychina Uman State Pedagogical University  
(Uman, Chercasy reg., Ukraine) 

Symbiosis formation in lupine under introduction of Bradyrhizobium sp. (Lupinus) Tn5 mutants into 
plant rhizosphere have been studied in plot field experiments. It was shown that in soil the character 
of nodule formation in lupine and nitrogen fixation activity of symbiosis was differed from previous 
data concerning of nodule formation and nitrogen reduce process, which were obtained in green-
house investigations. It was established that the inoculation of lupine seeds by transposon mutant 
168/5 promoted both root nodules formation and aboveground mass increase in budding plants as 
compare to parent strain of Bradyrhizobium sp. (Lupinus) 168. 

Key words: Bradyrhizobium sp. (Lupinus), Lupinus luteus L., Tn5-mutants, legume-rhizobial sym-
biosis 

ФОРМИРОВАНИЕ СИМБИОЗА У ЛЮПИНА,  
ИНОКУЛИРОВАННОГО Tn5-МУТАНТАМИ  

BRADYRHIZOBIUM SP. (LUPINUS) В ПОЛЕВЫХ УСЛОВИЯХ 

1 1Н. М. Мельникова , В. Н. Мельник , Л. М. Михалкив1,  
С. В. Омельчук1, С. Я. Коць1 2, Р. А. Якимчук

1Институт физиологии растений и генетики Национальной академии наук Украины  
(Киев, Украина)  

2Уманский государственный педагогический университет им. Павла Тычины  
(Умань, Черкаская обл., Украина) 

В условиях мелкоделяночных полевых експериментов исследовали формирование симбиоза у 
растений люпина при интродукции в их ризосферу Tn5-мутантов Bradyrhizobium sp. 
(Lupinus). Показано, что при выращивании люпина в почвенной культуре характер клубень-
кообразования и азотфиксирующая активность симбиоза отличались от ранее установленых в 
вегетационных опытах. Выявлено, что инокуляция семян люпина транспозоновым мутантом 
168/5 способствувала формированию корневых клубеньков и повышению надземной массы 
растений в фазе бутонизации по сравнению с родительским штаммом Bradyrhizobium sp. (Lu-
pinus) 168. 

Ключевые слова: Bradyrhizobium sp. (Lupinus), Lupinus luteus L., Tn5-мутанты, бобово-
ризобиальный симбиоз 
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