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Рассмотрена способность штаммов и Тn5-мутантов Bradyrhizobium japonicum с из-
мененными симбиотическими характеристиками к синтезу индолил-3-уксусной и
абсцизовой кислот in vitro. Установлено, что высокоактивные штаммы и Тn5-му-
танты Bradyrhizobium japonicum обладают повышенной способностью к синтезу
ИУК в чистой культуре, а биосинтез АБК не зависит от эффективности штаммов.
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Исследование физиологических процессов, связанных с функциониро-
ванием симбиотических систем бобовых растений как важнейшей со-
ставляющей круговорота азота в природе, не теряет своей актуальности
и в наши дни. Большое практическое значение процесса симбиотичес-
кой азотфиксации, особенно в современных условиях развития аграрно-
го сектора экономики, заключается в интенсификации и оптимизации
производства сельскохозяйственной продукции за счет снижения энер-
гетических и материальных затрат на изготовление минеральных азот-
ных удобрений и уменьшения негативного влияния последних на эколо-
гическую ситуацию в агроценозах.

Известно, что уровень эффективности бобово-ризобиального сим-
биоза определяется генотипами обоих партнеров — клубеньковых бакте-
рий и растения-хозяина. В связи с этим параллельно с направленной се-
лекцией сортов зернобобовых культур проводятся также поиск и отбор
комплементарных им штаммов микроорганизмов, что ставит очередные
задачи перед исследователями, требует разработки новых и усовершен-
ствования существующих методологических подходов для их решения
[9]. Среди современных методов получения штаммов клубеньковых бак-
терий одним из наиболее эффективных считают транспозоновый мута-
генез [5, 17], дающий возможность изменять симбиотические характери-
стики микроорганизмов, что очень важно при изучении механизмов
образования и функционирования бобово-ризобиального симбиоза [1,
14, 22].

Рядом исследователей показано [6, 12], что предпосевная бактери-
зация семян оказывает комплексный положительный эффект на макро-
симбионт. Среди составляющих, которые влияют на рост и развитие
растений, кроме активного связывания азота атмосферы выделяют спо-
собность бактерий к синтезу веществ гормональной природы [2, 11]. Био-
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синтез фитогормонов считается одним из главных свойств ризосферных,
эпифитных и симбиотических микроорганизмов [7, 11, 19]. Так, гипер-
синтез фитогормонов патогенными бактериями приводит к разбаланси-
ровке гормональной системы растений и возникновению целого ряда за-
болеваний [16, 19, 24]. Непатогенные, ассоциированные с растениями
бактерии, которые находятся в ризосфере, стимулируют рост растений
за счет секреции в ризосферу веществ ауксиновой природы, в частнос-
ти, индолил-3-уксусной кислоты (ИУК) [2, 19]. 

Участие эндогенных фитогормонов в процессах инфицирования
бобовых растений клубеньковыми бактериями, формировании и функ-
ционировании симбиотических систем не вызывает сомнения. В то же
время открытым остается вопрос селекции и отбора перспективных ком-
плементарных штаммов бактерий с учетом способности микроорганиз-
мов синтезировать вещества гормональной природы.

Целью нашей работы было изучение способности штаммов и Тn5-
мутантов Bradyrhizobium japonicum различной эффективности к синтезу
фитогормонов ИУК, абсцизовой кислоты (АБК) in vitro, возможности
использования исследуемых характеристик штаммов для их отбора и
дальнейшего применения в сельскохозяйственном производстве.

Методика

Для проведения запланированных исследований были отобраны штам-
мы и Tn5-мутанты Bradyrhizobium japonicum (табл. 1), эффективность и
симбиотические характеристики которых предварительно оценены со-
трудниками отдела симбиотической азотфиксации Института физиоло-
гии растений и генетики НАН Украины в лабораторных, вегетационных
и полевых опытах [3, 4].

Культуру медленнорастущих клубеньковых бактерий выращивали
на маннитно-дрожжевой среде в течение 7 сут при 26—28 С. Культу-
ральные среды были выровнены по оптической плотности, что соответ-
ствовало практически одинаковому количеству клеток в суспензии (109

кл/мл). Содержание белка в культуральной среде микроорганизмов оп-
ределяли по методике Витакера [23] измерением поглощения суспензи-
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ТАБЛИЦА 1. Симбиотические характеристики штаммов и Tn5-мутантов Bradyrhizobium 
japonicum 

Штамм, Tn5-мутант Азотфиксирующая 
активность Вирулентность 

B. japonicum 634б Высокая Высокая 

B. japonicum 646 Высокая Высокая 

B. japonicum 604к Низкая Высокая 

B. japonicum Т66 Высокая Высокая 

Tn5-мутанты штамма B. japonicum 646 

B. japonicum 9-1 Высокая Средняя 

B. japonicum 21-2 Высокая Высокая 

B. japonicum 107 Низкая Высокая 

B. japonicum 113 Низкая Высокая 

 



ями света с длиной волны 235 и 280 нм на спектрофотометре BIORAD
SmartSpecPlus (США). Содержание белка рассчитывали по формуле

С = (D235 — D280)/2,51,

где С — концентрация белка, мг/мл; D235, D280 — оптические плотности
раствора при пропускании света с длиной волны соответственно 235 и
280 нм.

Для определения фитогормонов в культуральной жидкости бакте-
риальные клетки осаждали центрифугированием в течение 15 мин при
8000 об/мин. Надосадочную жидкость в дальнейшем использовали для
определения содержания ИУК и АБК методом количественной спектро-
денситометрической тонкослойной хроматографии [8]. Экстракцию гор-
монов из культуральной жидкости бактерий проводили трижды в рас-
пределительных воронках этиловым эфиром уксусной кислоты (в
соотношении 1 : 1 по объему). Перед экстракцией рН культуральной
жидкости доводили с помощью 0,1 н НСl до 2,8 [21]. Этилацетатную
фракцию упаривали на ротационном испарителе (HEIDOLPH Laboporta
4000 efficient, Германия) и перерастворяли в аликвоте 96 %-го этанола.
В дальнейшем этанольный экстракт очищали последовательным хрома-
тографированием на пластинках с оксидом кремния «Merck № 105554»
(Германия) в разных системах растворителей: хлороформ (Rf = 0), амми-
ак 12,5 % (Rf = 1), этилацетат : уксусная кислота (19 : 1) (Rf =  0,7…0,9).
После очистки зоны, совпадающие по Rf с нанесенными ранее стандар-
тами ауксинов и АБК, снимали и элюировали в течение 24 ч этилаце-
татом. Элюат гормонов рехроматографировали на пластинках с оксидом
кремния «Merck № 105554» (Германия) в системе растворителей хлоро-
форм : этилацетат : уксусная кислота (100 : 100 : 1). Количественное оп-
ределение фитогормонов осуществляли на сканирующем спектроденси-
тометре «Camag TLC Scanner» (Швейцария).

Экспериментальные данные обработаны статистически методом
дисперсионного анализа с использованием ПЭВМ и пакетов специаль-
ных программ Microsoft Excel’03, Statgraphics Plus 3.0.

Результаты и обсуждение

В опытах использовали культуру микроорганизмов, находящуюся на ста-
ционарной фазе роста, что подтверждено рядом тестов, в частности, по
определению оптической плотности суспензий и содержания белка.

Как видно из данных табл. 2, на стационарной фазе роста микро-
организмов практически отсутствовали различия между вариантами.
Следует отметить несколько повышенное содержание белка в культу-
ральных жидкостях активных штаммов и Tn5-мутантoв B. japonicum по
сравнению с малоактивными Tn5-мутантами B. japonicum 107 и 113, а
также неактивным штаммом B. japonicum 604к.

Определение содержания ИУК в культуральной жидкости штаммов
и Tn5-мутантoв B. japonicum различной эффективности выявило четкую
зависимость между активностью штамма и его способностью к биосин-
тезу ИУК в чистой культуре (табл. 3).

Так, культуральные жидкости высокоактивных штаммов B. japonicum
646, Т66, а также Tn5-мутанта B. japonicum 21-2 характеризовались наи-
большим содержанием ИУК — соответственно 2,49; 2,29 и 2,99 мкг/мл,
в то время как количество ИУК, синтезированной малоактивными Tn5-
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мутантами B. japonicum 107 и 113, неактивным штаммом B. japoni-
cum 604к, было в 1,7—4,3 раза меньше (соответственно 1,45; 0,88 и
0,70 мкг/мл).

Как уже отмечалось, способность синтезировать ИУК свойственна
большому количеству ризосферных бактерий, в том числе и бактериям
рода Bradyrhizobium [13, 18], что подтверждает “ауксиновую” гипотезу
инфицирования бактериями корней растений, базирующуюся на пред-
положении, что клубеньковые бактерии проникают в ткани корней бла-
годаря синтезу ИУК [11, 19]. По данным Спаепена и соавт. [20], суще-
ствует шесть путей биосинтеза ИУК ризобиями, а отдельные роды
микроорганизмов способны одновременно использовать два и больше
путей биосинтеза. Уровень же образования ИУК зависит от задейство-
ванных путей биосинтеза данного фитогормона, экспрессии и располо-
жения соответствующих генов, их регуляторных последовательностей, а
также наличия ферментов, способных к трансформации свободных ак-
тивных форм ИУК в неактивные запасные формы — конъюгаты [15, 20].

Полученные нами результаты относительно способности бактерий
рода Bradyrhizobium к синтезу АБК не подтвердили зависимости между
ее уровнем в культуральной среде и эффективностью штаммов и Tn5-
мутантов B. japonicum (см. табл. 2). Известно, что АБК ингибирует обра-
зование клубеньков на корнях бобовых растений [10], хотя ее роль в
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ТАБЛИЦА 2. Показатели оптической плотности и содержания белка в культуральной среде 
штаммов и Tn5-мутантов Bradyrhizobium japonicum на стационарной фазе роста культуры 

Вариант Оптическая плотность D600 Содержание белка, мг/мл 

B. japonicum 634б 2,17 ± 0,16 3,130 ± 0,09 

B. japonicum 646 2,21 ± 0,18 3,137 ± 0,11 

B. japonicum 604к 1,98 ± 0,14 3,106 ± 0,13 

B. japonicum Т66 1,91 ± 0,09 3,152 ± 0,12 

B. japonicum 9-1 1,99 ± 0,08 3,133 ± 0,09 

B. japonicum 21-2 2,12 ± 0,13 3,138 ± 0,11 

B. japonicum 107 1,92 ± 0,15 3,126 ± 0,08 

B. japonicum 113 1,97 ± 0,19 3,132 ± 0,17 

НСР0,05 0,12 0,19 

 

 
ТАБЛИЦА 3. Содержание ИУК и АБК в культуральной среде штаммов и Tn5-мутантов 
Bradyrhizobium japonicum различной эффективности на стационарной фазе роста культуры 

Вариант Содержание ИУК, мкг/мл Содержание АБК, мкг/мл 

B. japonicum 634б 1,12±0,07 0,008±0,001 

B. japonicum 646 2,49±0,14 0,016±0,003 

B. japonicum 604к 0,70±0,04 0,009±0,001 

B. japonicum Т66 2,29±0,11 Следы 

B. japonicum 9-1 1,73±0,06 0,003±0,001 

B. japonicum 21-2 2,99±0,17 Следы 

B. japonicum 107 1,45±0,05 Следы 

B. japonicum 113 0,88±0,04 0,006±0,001 

 



процессах формирования и функционирования симбиотического аппа-
рата окончательно не выяснена.

Таким образом, результаты наших исследований позволяют сде-
лать вывод о прямой связи между активностью штаммов, Tn5-мутан-
тов B. japonicum и их способностью синтезировать ИУК in vitro, а также
о перспективности использования показателей биосинтеза фитогормо-
нов, в частности ИУК, бактериями в чистой культуре в селекции эффек-
тивных штаммов ризобий и создания на их основе бактериальных пре-
паратов комплексного действия.
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ЗДАТНIСТЬ ШТАМIВ I Tn5-МУТАНТIВ BRADYRHIZOBIUM JAPONICUM
ДО СИНТЕЗУ IОК I АБК IN VITRO

С.Я. Коць, М.В. Волкогон, О.О. Грищук

Iнститут фізіології рослин і генетики Національної академії наук України, Київ

Розглянуто здатність штамів і Tn5-мутантів Bradyrhizobium japonicum зі зміненими симбіо-
тичними характеристиками до синтезу індоліл-3-оцтової та абсцизової кислот in vitro.
Встановлено, що високоактивні штами й Tn5-мутанти Bradyrhizobium japonicum мають під-
вищену здатність до синтезу IОК у чистій культурі, а біосинтез АБК не залежить від ефек-
тивності штамів.

ABILITY OF STRAINS AND Tn5-MUTANTS OF BRADYRHIZOBIUM JAPONICUM TO
SYNTHESIZE IAA AND ABA IN VITRO

S.Ya. Kots, N.V. Volkogon, E.A. Gryschuk

Institute of Plant Physiology and Genetics, National Academy of Sciences of Ukraine
31/17 Vasylkivska St., Kyiv, 03022, Ukraine

The ability of strains and Tn5-mutants of Bradyrhizobium japonicum with modified symbiotic char-
acteristics to synthesize IAA and ABA in vitro was studied. It was revealed that active strains and
Tn5-mutants of Bradyrhizobium japonicum possess increased capability to synthesize IAA in pure
culture, while biosynthesis of ABA had no correlation with strains efficiency.

Key words: Bradyrhizobium japonicum, Tn5-mutants, indolil-3-acetic acid, abscisic acid.
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