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Изучение наследственной изменчивости бактерий представляет интерес 
как с теоретической, так и с практической точки зрения. Наследственная 
изменчивость тесно связана с ДНК клетки. Увеличение генетического ма­
териала в ядре ведет к изменению физиологической и биохимической ак­
тивности организма.

Появились работы, в которых описываются так называемые полиплоид­
ные формы микроорганизмов, характеризующиеся увеличением количества 
ДНК в клетке (1-4). Полиплоидные формы микроорганизмов в большинстве 
случаев приобретают новые морфо-физиологические и биохимические ка­
чества (57j.

Сообщение о получении полиплоидных форм у Rhizobium в литературе 
не встречалось. Однако есть указания на возникновения «гигантских» форм 
Rhizobium при совместном их выращивании с Azotobacter chroococcum (8), 
но природа возникновения этих форм не выявлена.

В настоящей публикации приводятся сведения по получению и изуче­
нию некоторых свойств полиплоидных форм клубеньковых бактерий го­
роха в чистой культуре и в симбиозе.

Полиплоидные формы клубеньковых бактерий гороха получены с по­
мощью митозных ядов — колхицина, камфоры, аценафтена, а также пу­
тем совместного выращивания с азотобактером. Применяли различные до­
зы и сроки, а также комбинированные обработки митозными ядами. Кол­
хицин применяли в дозах 0,01 — 1% при сроке обработки от нескольких 
часов до 30 суток, аценафтен и камфору в виде паров. В качестве исходной 
культуры использовали местный эффективный штамм клубеньковых бак­
терий гороха № 123. Отбор полиплоидов проводили из колоний по разме­
рам клеток, по величине и количеству нуклеоидов в клетке путем микро­
скопирования препаратов, окрашенных по Гимза.

В результате многократного отбора выделены 64 крупноклеточные фор­
мы, отдельные из них сохранили свои свойства полиплоидии в течение 
3—4 лет.

Полученные полиплоидные формы клубеньковых бактерий гороха от­
личаются от исходного штамма более крупными клетками (в 1,5—2 раза), 
увеличенным количеством нуклеоидов (рис. 1). Основным показателем 
полиплоидии у бактерий является повышенное содержание ДНК в клетках. 
Определение количества ДНК (по Бартону) у клубеньковых бактерий 
(табл. 1) показало, что содержание ее на единицу сухой биомассы увели­
чилось с 1.28 % (у исходного штамма № 123) до 2—4% у штамма 123а60 и 
123К59. У остальных полиплоидов количество ДН'К увеличилось незначи­
тельно. При пересчете же ДНК на определенное количество бактериаль­
ных клеток (на 1 млрд) выяснилось, что клетки полиплоидных форм со­
держали ДНК в 2—3 и до 5 раз больше, чем исходный штамм № 123. Таким 
образом, количество ДНК в клетке указывает на то, что отобранные штам­
мы отличаются, увеличением генетического материала.
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Увеличение ДНК в клетках вызвало изменение некоторых морфо-фи­
зиологических и цитохимических признаков у полиплоидных штаммов. 
Полиплоидные штаммы отличались от исходного повышенным количест­
вом крупных клеток в культуре (табл. 1). Так, если количество крупных 
клеток исходного штамма № 123 составляло 13,8%, то у полиплоидов 
19—56%. Почти все отобранные штаммы накапливали биомассы на 10— 
90% больше, чем исходная культура.

Изучение способности усваивать углеводы и органические кислоты 
выявило изменение этого свойства у отобранных форм. Отдельные поли- 

Рис. 1. Исходный и полиплоидный штаммы 
клубеньковых бактерий гороха. Окраска 
по Гимза, а —№ 123 (исходный), б—

Л» 123аа48 (полиплоидный); 2000 х

Рис. 2. Клубеньковые бактерии в клу­
беньках гороха. Окраска по Гимза, а — 
№ 123 (исходный), б — .У 123аКз1 (поли­

плоидный) ; 2000 X

плопды потеряли или, напротив, приобрели способность усваивать те или 
иные углеводы и органические кислоты. Способность усваивать углеводы 
может служить также доказательством изменения штаммов.

Особенности цитологии и цитохимии полиплоидных штаммов показа­
ли отличие их от исходного штамма по наличию капсулы, по наличию п 
локализации полисахаридов и белков в клетке.

Способность к симбиозу и специфичность получснпых полиплоидных 
форм предварительно изучалась в стерильных лабораторных опытах'(в кол­
бах на искусственной среде). Все полиплоиды клубеньковых бактерий го 
роха образовали клубеньки па горохе п многие из них на люцерне, т. е. 
изменили свою видовую специфичность. Исходный штамм № 123 пе обра­
зовал клубеньки на люцерне. Дальнейшее уточнение эффективности и спе­
цифичности полиплоидных штаммов проводилп в вегетационном опыте на 
стерильном песке. В результате выяснилось, что некоторые измененные 
полиплоидные формы повысили свою эффективность, увеличив вес расте­
ний гороха по сравнению с контролем на 24—58% (табл. 2). Перекрестная 
инокуляция теми же штаммами люцерны выявила способность всех изу­
ченных штаммов образовывать клубеньки па корнях люцерны (другой вид
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Таблица 1

Характеристика полиплоидных форм клубеньковых бактерий гороха *

Штаммы
Число 

нуклеоти­
дов в 

клетке

Количество ДНК Число 
крупных 
клеток в 

культуре, %
% к сухой 
биомассе

на 1 млрд 
клеток, мкг

123 — исходный 1—2 1.28 1,05 13,8
123а - полиплоид 2-3 1,87 2,28 19.2
123аео - полиплоид 2-4 2.26 1,98 35.4
123аа48 - полиплоид 2-4 1.45 2.42 43,7
123аК31 -- полиплоид 2-4 1.39 1.19 51.6
123аКда49 - полиплоид 2-4 1.87 2.69 39.2
123ас36 1-3 1.50 5,0 56.2
123К5а 9 — 3 4.04 2,68 26,3

* Индексы у полиплоидных штаммов: а — получен при совместном выращи­
вании с азобактером, К — с помощью колхицина, с — с помощью камфоры.

Таблица 2

Эффективность полиплоидных форм Rlizobium leguminosarum 
в симбиозе с горохом и люцерной (вегетационный опыт)

Примечание. + наличие гликогена в клетках; 
в единичных клетках; — отсутствие гликогена.

Штаммы

Горох Люцерна

урожай, %
гликоген 

в клетках 
бактерий

урожай, %
гликоген 

в клетках 
бактерий

Контроль, без инокуляции
123 - исходный

100'
95.2 + ч-

100
68.8 +++

123а - полиплоид 105.6 + + 93.0 ++
123а6о - полиплоид 145.1 ± - -
123аа48 — полиплоид 124.0 141.0 -
123аК31 — полиплоид 158.3 + 89.0 +++
123aK9a.S9 - полиплоид 114.5 + + + 118.6 ++
123ас36 99,5 + + + 100.1 +++
123К53 105,1 ++ 121.0 ++
21 Rh. moliloti - 1.54.0 -

± гликоген присутствовал

бобового растения). Клубеньки на люцерне при этом были очень мелкие 
и темные, 1—2 на растение. Из 10 растений на сосуд зараженными оказа­
лись 1—2 растения. Исключение составлял штамм № 123аа(8, который ока­
зался высоковирулентным как для гороха, так и для люцерны. Этот штамм 
образовал на корнях люцерны гораздо больше клубеньков, чем остальные 
и повысил урожаи люцерны на 40%. Люцерновый же штамм № 21 дал 
прибавку урожая на 54%.

Все полиплоидные формы образовали в клубеньках гороха большое ко­
личество бактероидных клеток с крупными нуклеоидами, в отличие от 
исходного (рис. 2). Таким образом, признаки полиплоидии у отобранных 
штаммов сохранились и в симбиозе.

В клубеньках люцерны те же полиплоидные штаммы отличались от 
исходного также более крупными нуклеоидами (рис. 3).

Определение наличия гликогена (табл. 2) в клетках бактерий клубень­
ков как косвенного показателя эффективности штаммов еще раз подтвер­
дило, что присутствие его в клетках бактерий коррелирует с эффективно­
стью симбиоза (9). Гликоген присутствовал только в клетках тех штаммов, 
которые оказались неэффективными. Отсутствие гликогена является пока­
зателем эффективности штамма, а также отражает его специфичность 
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к данному растению. Полиплоидный гороховый штамм № 123аа18, образо­
вавший клубеньки на люцерне и повысивший ее урожай не содержал 
в клетках гликоген. Клетки остальных штаммов в клубеньках люцерны 
гликоген содержали.

Таким образом, увеличение ДНК в клетках клубеньковых бактерий 
под действием митозных ядер может привести к достаточно глубоким из-

Рис. 3. Полиплоидный штамм № 123аам в клубеньках 
люцерны. Окраска по Гимза. 2000 X

1 Г'
> ж ,д

менениям свойств штамма как в чистой культуре, так и в симбиозе. Метод 
отбора мутантов по признаку плоидности дает возможность использовать 
его для получения новых измененных форм с полезными свойствами.
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