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ВЛИЯНИЕ ЛИЗОГЕНИЗАЦИИ НА СИМБИОТИЧЕСКИЕ СВОЙСТВА 
КЛУБЕНЬКОВЫХ БАКТЕРИЙ ЛЮЦЕРНЫ 

Н. И. Новикова, Б. В. Симаров 

Введение. Лизогения широко распространена среди бактерий рода Rhi-
zobium. Описано лизогенное состояние и выделены умеренные фаги у 
клубеньковых бактерий клевера [1, 2], люцерны [3, 4], гороха [2] и 
фасоли [5]. Не обнаружены пока природные лизогенные штаммы клу-
беньковых бактерий сои, однако такие штаммы получены эксперимен-
тально при лизогенизации R. japonicum фагами, выделенными из 
почвы [6]. 

Известно, что при лизогенизации многие виды бактерий претерпе-
вают лизогенные конверсии, приводящие к изменению их культураль-
но-физиологических свойств. У ризобий лизогенная конверсия практи-
чески не изучена. Показано только, что при лизогенизации могут из-
меняться некоторые соматические антигены клубеньковых бактерий [7]. 
О влиянии же профага на симбиотические свойства этих бактерий ни-
чего не известно. В связи с этим основной целью нашей работы было 
получение лизогенных вариантов у трех независимо изолированных му-
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тантов нелизогенного штамма L5-30 и анализ их симбиотических 
свойств. 

Материалы и методы. Б а к т е р и и и ф а г и . Д л я получения лизогенных вариан-
тов использованы три мутанта нелизогенного штамма L5-30 R. meliloti [8]. Характе-
ристики этих м у т а н т о в представлены в табл . 1. М у т а н т ы были лизогенизированы гете-
р о и м м у н н ы м и т р а н с д у ц и р у ю щ и м и ф а г а м и Rml, Rm2 и Rtn3 [9] . Ш т а м м ы в ы р а щ и в а л и 
на полной питательной среде [12] . 

Т а б л и ц а 1 
Характеристика штаммов R. meliloti, использованных в работе 
Properties of R. meliloti strains used 

Штамм Маркеры 

Симбиотические свойства 

Литератур-
ный источник Штамм Маркеры 

Вирулентность Масса растений, 
мг 

Редукция СоН2, 
мкМ на сосуд 

за 24 ч 

Литератур-
ный источник 

Д 1 s t r -1 r if-1 + 17,5=4=2,55 2 , 6 + 0 , 7 3 [9] 
М 5 t rp -5 + 1 2 , 6 ± 1 , 2 в 1 , 2 + 0 , 7 0 [10] 
М31 pan-31 9 , 5 + 1 , 2 2 0 [11] 

П р и м е ч а н и е . М а с с а неинокулированных растений с о с т а в л я л а 10,0=Ь 1,15 мг; « + » — 
клубеньки крупные, розовые, х о р о ш о о б р а з у ю т с я у всех растений; « ± » — клубеньки 
ж е л т ы е , нетипичной формы, о б р а з у ю т с я не у всех растений. 

П о л у ч е н и е л и з о г с и н ы х ш т а м м о в . Ш т а м м , у которого получали лизо-
генные клопы, высевали в п о л у ж и д к о м агаре на т в е р д у ю питательную среду. Н а поверх-
ность а г а р а наносили капли ф а г о л и з а т а , с о д е р ж а щ и е 10 s —10 9 б л я ш к о о б р а з у ю щ н х 
единиц (б. о. е.) в 1 мл. Ф а г о л и з а т ы получали при р а з м н о ж е н и и умеренного бактерио-
ф а г а на том ж е ш т а м м е , к о т о р ы й п о д в е р г а л с я лизогенизации . Н а 4—5-й день из центра 
зоны лизиса о т б и р а л и в ы ж и в ш и е клоны и рассевали их на полную а г а р и з о в а н н у ю 
среду. Д л я того чтобы избавиться от механического з а г р я з н е н и я б а к т е р и а л ь н о й куль-
туры фагом, о т о б р а н н ы е ш т а м м ы подвергали не менее чем 4 - к р а т н о м у клонированию. 
Д л я получения независимых лизогенных клонов из к а ж д о й зоны лизиса отбирали толь-
ко по одной колонии. В ы д е л е н н ы е таким о б р а з о м ш т а м м ы были тестированы на способ-
ность о с в о б о ж д а т ь фаг спонтанно и под действием УФ-облучения по методике, опубли-
кованной ранее [4] . 

А π а л и з и л а з м и д π о г о с о с т а в а лизогенных культур проводили по м е т о д у 
Кассе — Б и р н б о й м а с м о д и ф и к а ц и я м и [13] . В качестве контроля использовали ш т а м м 
41, несущий п л а з м и д у R68.45. 

С и м б и о τ и ч е с к и с с в о й с т в а лизогенных ш т а м м о в определяли в условиях 
стерильного микровегетационного опыта [11, 14]. О симбиотической эффективности 
ш т а м м о в судили по массе высушенных растений; об а з о т ф и к с и р у ю щ е й а к т и в н о с т и · — п о 
редукции ацетилена , и змеряемой на га зовом х р о м а т о г р а ф е «Цвет-100». Статистическую 
о б р а б о т к у р е з у л ь т а т о в проводили о б щ е п р и н я т ы м и методами [15] . 

Результаты и обсуждение. Большинство природных штаммов R. 
meliloti являются лизогенными [3, 4], поэтому одним из самых простых 
способов выявления влияния профага на симбиотические признаки 
бактерий может служить сравнение свойств специально полученного 
нелизогенного штамма с изолированными у него лизогенными вариан-
тами. Ранее экспериментальным путем из штамма L5 клубеньковых 
бактерий люцерны был элиминирован профаг и получен его нелизо-
генный производный штамм — L5-30 [8]. Для лизогенизации мы выбра-
ли три мутанта штамма L5-30, различающиеся по своим симбиотиче-
ским свойствам (табл. 1). Их лизогенизировали фагами Rml, Rm2 и 
Rm3. У каждого мутанта было получено 12 лизогенных штаммов. Ли-
зогенные варианты сохранили морфологию колонии и маркеры исход-
ных мутантов. Все лизогенные штаммы были иммунны к своему фагу 
и, в отличие от исходных культур, освобождали его как спонтанно, так 
и после УФ-индукции, причем в последнем случае титр фага, как пра-
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вило, возрастал на 1—2 порядка (табл. 2). Освобождаемые лизоген-
ными штаммами бактериофаги сохраняли морфологию негативных ко-
лоний и свои трансдуцирующие свойства. 

Ранее показано, что у клубеньковых бактерий сои штаммы, воз-
никающие после обработки их бактериофагами, сохраняют устойчивость 
к лизогенизирующему фагу и освобождают его как спонтанно, так и 

Т а б л и ц а 2 
Свойства лизогенных штаммов 
Properties of R. meliloti lysogenic strains 

МЗ 1 ; М5 Д1 

Номера 
лизо-

генных 
Лизо-
гени-

Титр освобождаемо-
го фага, б. о. е/мл Лизо-

гени-
Титр освобождаемого 

фага, б. о. е/мл Лизо-
гени-

Титр освобождаемого-
фага, б. о. е/мл 

вари-
антов 

зиру-
ЮЩИЙ 

фаг Спонтанно 
После Уф-
индукции 

зирую-
щий 
фаг Спонтанно 

После УФ-
индукции 

зирую-
щий 
фаг Спонтанно 

После УФ-
индукции 

после УФ-облучения. Однако титр фага после обработки его УФ-светом 
был не выше, а иногда даже ниже титра фага, выделяемого спонтанно 
[6]. Вероятно, у клубеньковых бактерий сои возникали не истинные 
лизогены, а варианты, у которых профаг поддерживался в клетке в 
виде автономной плазмиды и не включался в хромосому бактерии-хозя-
ина. Аналогичное явление описано для фагов некоторых других видов 
бактерий [16]. 

Для того чтобы проследить за судьбой профага в ризобиальной 
клетке, мы проанализировали методом «щелочного лизиса» плазмид-
ный состав у 17 изолированных лизогенных вариантов. Было установ-
лено, что они не отличаются от исходных штаммов. Эти результаты сви-
детельствуют о том, что у изучаемых нами мутантов возникают истин-
ные лизогенные штаммы, стабильно сохраняющие свое лизогенное 
состояние. 

Для выявления влияния лизогенизации на симбиотические свойства 
бактерий мы изучили полученные лизогенные варианты в микровегета-
ционных опытах. Следует отметить, что все три штамма, служившие 
исходным материалом для получения лизогенных клонов, различались 
по своим симбиотическим характеристикам — вирулентности, симбио-
тической эффективности и азотфиксирующей активности (табл. 1). 

В условиях микровегетационного опыта все лизогенные клоны, по-
лученные у штамма М31, сохранили характер клубенькообразования, 
свойственный исходному родительскому штамму. Ни один из них не 
восстановил азотфиксирующую активность. Масса растений, инокулиро-
ванных этими лизогенными штаммами, не отличалась достоверно от 
массы растений без инокуляции, т. е. по этому показателю они также 
были сходны с родительским штаммом М31. 

Анализ симбиотических свойств лизогенных вариантов, получен-
ных у штаммов М5 и Д1 (табл. 3), свидетельствует о том, что среди 
них встречаются формы, обладающие достоверно сниженной азотфик-
сирующей активностью и эффективностью. Лизогенных вариантов, до-
стоверно превышающих аналогичные показатели исходных штаммов, 
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мы не обнаружили. По данным Федорова и др. [17], среди 400 проана-
лизированных клонов, возникших спонтанно у активного штамма R. 
meliloti, не выявлено ни одного, показавшего достоверное снижение или 
превышение симбиотических характеристик по сравнению с исходной 
культурой. 
Т а б л и ц а 3 
Симбиотические свойства лизогенных штаммов, полученных у мутантов М5 и Д1 
Symbiotic properties of lysogenic strains isolated from M5 and D1 mutants 

Штаммы 

М5 Д1 

Штаммы Масса растений, 
мг 

Редукция С2н2, 
мкМ на сосуд за 

24 ч 
Масса растений, 

мг 
Редукция С2Н2, 
мкМ на с о с у д 

за 24 ч 

Исходные мутанты 12,63 1,17 17,53 2,58 
Лизогенные вариан-

1,17 

ты: 
1 9,92 (—) 0,64 (—) 16,40 2,22 
2 11,60 1,10 17,28 2,36 
3 11,17 0,80 12,38 (—) 2,11 
4 11,23 1,12 17,35 3,23 
5 9,95(—) 1,11 17,75 2,08 
6 11,58 1,08 17,00 2,78 
7 10,00(—) 0,70 16,72 2,61 
8 10,42 (—) 0,70 17,10 2,02 
9 11,45 0,91 17,82 2,94 

10 10,23 (—) 0,94 17,57 2,56 
11 11,47 1,18 18,23 3,03 
12 11,03 1,08 17,53 2,76 

НСРо.05 2,08 0,49 3,25 0,84 

П р и м е ч а н и е . Масса неинокулированных растений составляла 9,97 мг; знаком «—» 
отмечено статистически достоверное снижение показателей по сравнению с исходным 
штаммом. 

Т а б л и ц а 4 
Влияние лизогенизации на симбиотические свойства клубеньковых бактерий люцерны 
Effect of lysodenization on the R. meliloti symbiotic properties 

Исходный 
штамм Признак 

Отклонение показателей сим-
биотических свойств лизоген-

ных культур от исходного 
штамма 

Количество 
лизогенных 

культур 

— + ++ 

М5 
Д1 

Азотфиксирующая активность 1 
0 

10 
6 

1 
6 

0 
0 

12 
12 

Всего 1 16 7 0 24 

М5 
Д1 

Симбиотическая эффективность 5 
1 

7 
6 

0 
5 

0 
0 

12 
12 

Всего 6 13 5 0 24 

Общая сумма 7 29 12 0 48 

П р и м е ч а н и е . « » — достоверное снижение показателей по сравнению с исход-
ным штаммом; «—» и « + » — снижение или превышение показателей соответственно; 
« + + » — статистически достоверное превышение показателей симбиотических свойств. 

Суммарные результаты изучения симбиотических свойств лизоген-
ных вариантов штаммов М5 и Д1 представлены в табл. 4. Среди лизо-
генных клонов имеются варианты со сниженной азотфиксирующей ак-
тивностью и эффективностью. Так, из 24 проанализированных клонов 
17 (71 %) обладали сниженной активностью азотфиксации. В одном 
случае это отличие было статистически достоверным. При анализе сим-
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биотической эффективности этих же 24 лизогенных штаммов оказалось, 
что 19 из них (79%) имели сниженную эффективность, причем у 6 
отличия от исходного мутанта были достоверными. Коэффициент кор-
реляции в данном случае составлял 0,41 и при 5 % вероятности имел 
статистически достоверный характер. Эти данные указывают на то, что 
уровень снижения симбиотической эффективности у лизогенных штам-
мов зависит от генотипа исходного мутанта. Сравнение частоты возник-
новения лизогенных штаммов с пониженной (6 из 24) и повышенной (0 
из 24) симбиотической эффективностью подтверждает вывод о том, что 
лизогенизации нелизогенных штаммов действительно ведет к снижению 
их азотфиксирующей активности и (или) эффективности (Fст ο,οι = 7,2; 
F{экс =13 ,2 ; Fэкс>Fст о,οι). 

Ранее у штаммов М5 и М31 получены прототрофные трансдуктан-
ты и изучены их симбиотические свойства [14]. Из семи исследованных 
трансдуктантов, полученных у штамма М5, два обладали повышенной 
азотфиксирующей активностью и превосходили по этому показателю 
эталонный штамм СХМ1. Из 27 трансдуктантов, возникших у штамма 
М31, шесть имели повышенную симбиотическую эффективность и (или) 
азотфиксирующую активность. Анализ симбиотических свойств получен-
ных лизогенизированных штаммов свидетельствует о том, что фаговая 
конверсия сама по себе не является причиной возникновения штаммов 
с повышенной азотфиксирующей активностью и эффективностью. По-
явление таких штаммов, вероятнее всего, обусловлено рекомбинацион-
ной перестройкой генома бактерии, происходящей при встраивании эк-
зогенного фрагмента Д Н К бактерии-донора в процессе осуществления 
трансдукции. 

Известно, что при лизогенизации клетки помимо приобретения 
устойчивости к лизогенизирующему фагу могут менять и ряд других 
свойств [18]. Так, у клубеньковых бактерий клевера при лизогениза-
ции происходит модификация соматического антигена, с которым ассо-
циирован рецепторный сайт лизогенизирующего фага [7]. Как было по-
казано, изменения соматических антигенов R. meliloti, выявляемые с 
помощью моноклональных антител [19], могут приводить в ряде случа-
ев к полной утрате симбиотической эффективности и вирулентности 
мутаптных штаммов. Снижение показателей симбиотических характе-
ристик у лизогенных культур по сравнению с исходными нелизогенны-
ми штаммами может быть одним из проявлений лизогенных конверсий 
у Rhizobiutn. Принимая во внимание тот факт, что большинство при-
родных и производственных штаммов клубеньковых бактерий являются 
лизогенными, можно предположить, что путем «делизогенизации» лизо-
генных штаммов удастся повысить их азотфиксирующую активность и 
эффективность. 

EFFECT OF LYSOGENIZATION ON THE SYMBIOTIC 
PROPERTIES OF NODULE BACTERIA OF LUCERNE 

N. I. Novikova, В. V. Simarov 

Ail-Union Research Institute of Agricultural Microbiology, Leningrad 

S u m m a r y 

Twelve lysogenic clones were isolated from each mutants (МБ, M31 and Dl ) of nonlyso-
genic strain Rhizobiutn meliloti L5-30 while using three bacteriophages (Rml, Rm2 and 
Rm3). These lysogenic strains were resistant to their own phages and released them 
spontaneously and after UV-induction which resulted in an increase of the phage titre by 
1-2 order. Electrophoretic analysis did not reveal change in plasmid contents. It was 
shown that lysogenization of R. meliloti strains can decrease their nitrogen-fixing activi-
ty and efficiency as compared with initial nonlysogenic cultures. 
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