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Клубеньковые бактерии вида Rhizobium leguminosarum разделяют на два биовара (bv.), 
которые образуют N2-фиксирующие симбиозы с бобовыми растениями галегоидного комплекса, 
относящимися к трибам Fabeae (роды Lathyrus, Lens, Pisum, Vavilovia, Vicia, симбионт — 

R. leguminosarum bv. viciae) и Trifolieae (род Trifolium, симбионт — R. leguminosarum bv. trifolii) 
(J. Sprent с соавт., 2017). Ранее считалось, что перекрестная инокуляция между этими биоварами 

отсутствует или происходит редко, а сведения о контроле хозяйской специфичности R. legumin-
osarum были ограничены взаимодействием между линиями гороха (P. sativum), имеющими разные 
аллели гена Sym2, и штаммами bv. viciae, различающимися по наличию гена nodX (T.A. Lie, 1978). 

В настоящей работе впервые показано, что при переходе штаммов bv. viciae к симбиозу с эволю-
ционно молодыми представителями трибы Fabeae (переход от А- к D-группе) происходит утрата 

бактериями способности формировать симбиоз с гетерологичным хозяином (Trifolium). Целью 
нашей работы был анализ изменчивости штаммов R. leguminosarum bv. viciae анцестральной (A) и 
эволюционно продвинутой (D) геномных групп по хозяйской специфичности и N2-фиксирующей 

активности, направленный на функциональную характеристику анцестральных элементов генома, 
которые были выявлены ранее при сравнительно-генетическом анализе штаммов, выделенных из 

различающихся по филогенетическому положению представителей трибы Fabeae. В соответствии 
с ранее предложенной методикой генотипирования штаммы относили к группе А в том случае, если 
они содержали гены nodX и fixW, не содержали хромосомной копии оперона fixNOPQ, а ген nodT 

находился за пределами nod-кластера. При отсутствии хотя бы одного из этих признаков штаммы 
относили к группе D (E. Chirak с соавт., 2019). Штаммы группы А выделены из реликтового 

бобового Vavilovia formosa, а также из дикорастущих афганских линий P. sativum, штаммы группы 
D — из культурных европейских линий P. sativum, а также из Vicia sativa и V. alpestris. В опытах 
по анализу перекрестной инокуляции двух биоваров вида R. leguminosarum использовали штаммы 

bv. viciae, выделенные из клубеньков Vavilovia formosa, Vicia sativa, V. subrotunda, европейских 
линий Pisum sativum, афганских линий P. sativum, а также штаммы bv. trifolii из клубеньков клевера 

(Trifolium pratense, T. ambiguum, T. montanum). При проведении микровегетационных опытов рас-
тения, инокулированные ризобиями, выращивали в гнотобиотических условиях на вермикулите. 
N2-фиксирующую активность определяли с помощью ацетиленового метода, основанного на ис-

пользовании C2H2 в качестве субстрата для нитрогеназы. На основании полученных результатов 
были выявлены следующие симбиотические фенотипы: Fix+ — N2-фиксирующие (крупные, розовые) 

клубеньки; Fix — не фиксирующие N2 (мелкие, белые, но морфологически нормальные) клубеньки; 

Fix+/ — не фиксирующие N2 клубеньки, сходные с Fix+ клубеньками (крупные, розовые); Ndv — 

не фиксирующие N2, опухолеподобные клубеньки; Nod — клубеньки отсутствовали. Оказалось, что 

9 из 11 штаммов анцестральной группы образовали на клевере клубеньки фенотипа Fix, 2 штамма — 

клубеньки фенотипа Ndv. Среди 8 штаммов эволюционно продвинутой группы фенотипы Fix и Ndv 

выявлены соответственно у 4 и 2 штаммов, а 2 штамма не образовали на клевере клубеньков (Nod), 

что указывало на сужение хозяйской специфичности ризобий в процессе коэволюции bv. viciae с 
растениями-хозяевами. Среди 6 штаммов ризобий клевера 4 штамма проявили способность к иноку-

ляции вики с образованием Fix клубеньков. В опытах по контролю за отсутствием контаминации 

ДНК выделяли из клубеньков с использованием набора NucleoSpin Soil («Macherey-Nagel GmbH 

& Co. KG», Германия), фрагмент гена nodA амплифицировали с использованием универсальных 
праймеров для биоваров R. leguminosarum (ndARL302_F YTDGGMATCGCHCACT/ndARL518_R 
RDACGAGBACRTCTTCRGT). Полученные данные показали, что в условиях стерильных микро-

вегетационных опытов контаминация отсутствует и способность к перекрестной инокуляции прояв-
ляет большинство штаммов bv. viciae (образуют клубеньки на клевере) и bv. trifolii (образуют клу-

беньки на вике). Однако эта способность ограничена формированием у гетерологичных хозяев не 
фиксирующих N2, в том числе аномальных по морфологии (опухолеподобных), клубеньков. Изучение 
симбиозов, образуемых 9 видами растений трибы Fabeae (Pisum sativum, Vicia sativa, V. villosa, 

V. alpestris, Vavilovia formosa, Lens culinaris, L. nigricans, Lathyrus pratensis, L. sylvestris) с 6 штаммами 
R. leguminosarum bv. viciae, показало высокую специфичность образования N2-фиксирующего симбиоза, 

которая зависит главным образом от происхождения бактерий. Штаммы, выделенные из одного и того 
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же растения-хозяина (V. formosa или P. sativum), оказались более сходными по хозяйской специ-
фичности, чем штаммы из разных хозяев. На основе полученных данных предложена гипотетическая 
схема эволюции вида R. leguminosarum, в соответствии с которой дивергентная эволюция bv. viciae 

определяется процессами видообразования, происходящего в трибе Fabeae; наиболее близким к об-
щему предку вида R. leguminosarum является bv. trifolii, сохранивший примитивные черты организа-

ции генома и, возможно, возникший посредством изменения хозяйской специфичности у анцестраль-
ных штаммов bv. viciae. Их близкими родичами могут считаться штаммы bv. viciae, выделенные из 
вавиловии, которые в большей (по сравнению со штаммами из гороха и вики) степени проявляют 

способность формировать на клевере морфологически нормальные клубеньки. Полученные данные 
показывают возможность конструирования штаммов ризобий, обладающих повышенной симбиотиче-

ской активностью, посредством редактирования анцестральных компонентов их геномов. 
 

Ключевые слова: клубеньковые бактерии, бобовые растения, симбиотическая N2-фикса-
ция, хозяйская специфичность, биоразнообразие, Rhizobium leguminosarum, геномные группы, эво-
люция симбиоза.  

 

Симбиозы бобовых растений с N2-фиксирующими клубеньковыми 

бактериями (ризобиями) весьма разнообразны по структурно-функцио-

нальной организации и специфичности взаимодействия партнеров (1). Наи-

более изучены симбиозы, образуемые бактериями сем. Rhizobiaceae (роды 

Rhizobium, Sinorhizobium, Neorhizobium) с растениями галегоидного ком-

плекса, включающего трибы Fabeae, Galegae и Trifolieae. Ризобии инфици-

руют эти растения через корневые волоски, где возникают инфекционные 

нити — тубулярные структуры, из которых бактерии переходят в состав 

внутриклеточных симбиосом и преобразуются в необратимо дифференци-

рованные N2-фиксирующие бактероиды (2).  

Для симбиозов, формируемых галегоидными бобовыми, характерна 

высокая специфичность взаимодействия партнеров, которая выражается в 

образовании обособленных групп перекрестной инокуляции (ГПИ) (3). 

Например, вид Rhizobium leguminosarum подразделяют на два биовара, фор-

мирующих различные ГПИ, хозяевами которых служат растения, входящие 

в IRLC-группу галегоидного комплекса (характеризуется отсутствием в пла-

стидной ДНК инвертированного повтора размером 25 т.п.н., выявленного 

у большинства галегоидных бобовых). Симбионтов растений трибы Fabeae 
(роды Lathyrus, Lens, Pisum, Vavilovia, Vicia) относят к биовару (bv.) viciae, а 
симбионтов рода Trifolium (триба Trifolieae) — к bv. trifolii. Анализ генетиче-

ского разнообразия штаммов R. leguminosarum показал, что биовары viciae и 

trifolii различаются по структуре специализированных для симбиоза (sym) 

генов, входящих в акцессорную часть генома, значительно сильнее, чем по 

структуре генов его коровой части, определяющих функции домашнего хо-

зяйства (4, 5).  

Ранее мы показали (6), что штаммы R. leguminosarum bv. viciae разде-

ляются на две геномные группы — анцестральную (А) и эволюционно про-

двинутую (D). Для штаммов группы А, выделенных из клубеньков Vavilovia 
formosa, предполагаемого ближайшего родича общего предка трибы Fabeae 
(7), и дикорастущих (афганских) форм гороха посевного P. sativum харак-

терно следующее: наличие гена nodX, контролирующего широкую хозяй-

скую специфичность (8), и гена fixW, который кодирует фермент, разруша-

ющий дисульфидные связи в белках (9); отсутствие хромосомной копии 

оперона fixNOPQ, кодирующего цитохромоксидазу с высоким сродством к 

О2 (10); значительный (более 90 т.п.н.) размер плазмидного кластера sym-

генов; расположение гена nodT за пределами этого кластера. У штаммов 

группы D отсутствуют гены nodX и fixW, выявляется хромосомная копия 

оперона fixNOPQ, кластер sym-генов имеет размер менее 60 т.п.н., а nodT 

включен в кластер nod-генов. Предполагается, что переход от А- к D-

группе, который произошел в результате коэволюции ризобий и их хозяев, 

сопровождался повышением приспособленности бактерий к существова-
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нию в системах растение—почва, связанной с активностью симбиоза (11).  

В настоящей работе впервые показано, что при переходе штаммов 

bv. viciae к симбиозу с эволюционно молодыми представителями трибы 

Fabeae (переход от А- к D-группе) происходит утрата бактериями способ-

ности формировать симбиоз с гетерологичным хозяином (Trifolium). В усло-

виях стерильных микровегетационных опытов способность к перекрестной 

инокуляции проявляет большинство штаммов bv. viciae (образуют клу-

беньки на клевере) и bv. trifolii (образуют клубеньки на вике). Однако эта 

способность ограничена формированием у гетерологичных хозяев не фик-

сирующих N2, в том числе аномальных по морфологии (опухолеподобных), 

клубеньков. Предложена гипотетическая схема эволюции вида R. legumin-
osarum, в соответствии с которой дивергенция bv. viciae определяется воз-

растанием разнообразия растений трибы Fabeae, а наиболее близок к об-

щему предку этого вида bv. trifolii, сохранивший эволюционно примитивную 

организацию sym-генов и, возможно, возникший посредством изменения 

хозяйской специфичности у анцестральных штаммов bv. viciae, ближай-

шими родичами которых могут считаться симбионты V. formosa. 

Целью нашей работы был анализ изменчивости штаммов Rhizobium 
leguminosarum bv. viciae анцестральной (A) и эволюционно продвинутой (D) 

геномных групп по хозяйской специфичности и N2-фиксирующей актив-

ности, направленный на функциональную характеристику анцестральных 

элементов генома, которые были выявлены ранее при сравнительно-гене-

тическом анализе штаммов, выделенных из различающихся по филогенети-

ческому положению представителей трибы Fabeae.  
Методика. В опытах использовали штаммы R. leguminosarum bv. viciae 

из коллекции Всероссийского НИИ сельскохозяйственной микробиологии, 

выделенные из клубеньков Vavilovia formosa (Steven) Fed. (Vaf10, Vaf12, 

Vaf13, Vaf35, Vaf25, Vaf01, Vaf46, Vaf96, Vaf108, 1B2, 1G1), Vicia sativa L. 

(Vst35-4, Vst36-3, 1-32), V. subrotunda (Maxim.) Czefr. (Vs35-4, Vs36-3, Vs37-

3, 2S1, 3S1, 2-1k, 3Vsb, 1Vsd, L1-1, L2-1), европейских линий Pisum sati-
vum L. (1079, CIAM1026, Wp1, Wp3, Wp40, Wp19, Wp24, Wp60), афганских 

линий P. sativum L. (A1, TOM), а также штаммы R. leguminosarum bv. trifolii 
из клубеньков клевера (Trifolium pretense L., T. ambiguum M. Bieb., T. mon-
tanum L.) (Tp73-4, Tr11, Tm2, Ta6, Ka1, Ka5). В качестве негативного кон-

троля в опытах по перекрестной инокуляции использовали штаммы ризо-

бий люцерны Sinorhizobium meliloti (AK57, A18) и козлятника Neorhizobium 
galegae (Gr12/7, Gr1025), не образующие клубеньков на растениях-хозяевах 

вида R. leguminosarum.  

Семена Vicia alpestris Steven (И-0146902), V. sativa L. (сорт Николь-

ская, К-36638), V. villosa Roth. (сорт Луговская 2, К-37019), Lens culinaris 
Medikus (сорт Пикантная, К-3051), L. nigricans (M.Bieb.) Godr. (ILWL37), 
Lathyrus pratensis L. (N094275), L. sylvestris L. (K 1959), T. pratense L. (сорт 

Суйдинец, К-34600) получены из коллекции Всероссийского НИИ расти-

тельных ресурсов им. Н.И. Вавилова, семена P. sativum L. (афганская линия 

NGB2150, европейские линии Frisson и SGE) — из коллекции Всероссий-

ского НИИ сельскохозяйственной микробиологии, семена V. formosa (Ste-

ven) Fed. собраны с дикорастущих растений на Кавказе (12).  
При проведении микровегетационных опытов растения, инокулиро-

ванные ризобиями, выращивали в гнотобиотических условиях на вермику-

лите с безазотной средой Красильникова-Кореняко в пробирках объемом 

60 мл (Trifolium, Lathyrus, Vicia) или в стеклянных цилиндрах объемом 

1000 мл (Lens, Pisum, Vavilovia). N2-фиксирующую активность определяли 

с помощью ацетиленового метода, основанного на использовании C2H2 
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в качестве субстрата для нитрогеназы (13). Корни с клубеньками помещали 

в герметично закрытые флаконы объемом 50 мл, в которые вводили 2,5 мл 

C2Н2 (5 % объема) и инкубировали 1 ч. При этом восстановление N2 бло-

кируется и происходит образование C2Н4, количество которого определяли 

на газовом хроматографе GC-2010 («Shimadzu», Япония). На основании 

результатов микровегетационных опытов были выявлены следующие сим-

биотические фенотипы: Fix+ — N2-фиксирующие (крупные, розовые) клу-

беньки; Fix — не фиксирующие N2 (мелкие, белые, но морфологически 

нормальные) клубеньки; Fix+/ — не фиксирующие N2 клубеньки, сходные 

с Fix+ клубеньками (крупные, розовые); Ndv — не фиксирующие N2, опу-

холеподобные клубеньки; Nod — клубеньки отсутствовали.  

ДНК выделяли из клубеньков с использованием набора NucleoSpin 

Soil («Macherey-Nagel GmbH & Co. KG», Германия), фрагмент гена nodA 

амплифицировали в режиме 30 с при 95 С, 30 с при 50 С, 30 с при 72 С 

(35 циклов) с использованием универсальных праймеров для биоваров 

R. leguminosarum (ndARL302_F YTDGGMATCGCHCACT/ndARL518_R RDA-

CGAGBACRTCTTCRGT). Секвенирование ампликонных библиотек прово-

дили по технологии Illumina на приборе Illumina MiSeq («Illumina, Inc.», 

США) c использованием набора реактивов MiSeq® ReagentKit v3 (600 cycle) 

с двусторонним чтением (2½300 н.). Обработку полученных последователь-

ностей осуществляли с помощью ПО Illumina.  

В соответствии с ранее предложенной методикой генотипирования 

(6) штаммы относили к анцестральной геномной группе А в том случае, 

если они содержали гены nodX и fixW, не содержали хромосомной копии 

оперона fixNOPQ, а ген nodT находился за пределами nod-кластера. При 

отсутствии хотя бы одного из этих признаков штаммы относили к эволю-

ционно продвинутой группе D. 

Статистическую обработку результатов проводили с помощью дис-

персионного анализа и t-критерия Стьюдента, значения которого (tSt) ис-

пользовали для оценки вероятности нулевой гипотезы (P0) об отсутствии 

различий между изучаемыми выборками штаммов (14). Штаммы считали 

N2-фиксирующими (Fix+) если количество C2Н4 в опытной пробе было до-

стоверно выше, чем в контроле без инокуляции. Для проведения кластер-

ного анализа симбиотическим фенотипам придали численные значения (0 — 

Nod, 1 — Fix, 2 — Fix+/, 3 — Fix+), которые использовали для вычисления 

евклидовых расстояний между фенотипами штаммов, построения денро-

граммы по методу UPGM и статистической поддержки кластеров bootstrap 

с использованием программы PAST (15). 

Результаты. На первом этапе работы мы провели анализ перекрест-

ной инокуляции биоваров viciae и trifolii с их растениями-хозяевами (триба 

Fabeae и род Trifolium). Результаты микровегетационных опытов показали 

(табл. 1, рис. 1), что среди 33 испытанных штаммов R. leguminosarum bv. 

viciae, выделенных из гороха, вики и вавиловии, 28 штаммов формировали 

на клевере луговом (T. pratense) не фиксирующие N2 клубеньки (23 штамма 

образовали морфологически нормальные клубеньки фенотипа Fix, 5 штам-

мов — опухолеподобные клубеньки фенотипа Ndv), а 5 штаммов не обра-

зовали клубеньков (фенотип Nod). Важно отметить, что Fix клубеньки 

на клевере формировали 91,6 % штаммов, выделенных из вавиловии, и 

только 57,1 % штаммов из вики и гороха (tSt = 2,57; P0 < 0,05). Кроме того, 

на растениях вики клубеньки Fix+ образовывали лишь 41,7 % штаммов, 

выделенных из вавиловии, и 100 % штаммов из вики и гороха (tSt = 2,93; 

P0 < 0,05), что указывало на специализацию симбионтов вавиловии к сво-

ему хозяину.  



 

91 

1. Перекрестная инокуляция бактерий Rhizobium leguminosarum bv. viciae и R. leg-

uminosarum bv. trifolii с растениями-хозяевами в зависимости от происхожде-

ния и геномной организации штаммов  

Растения, из которых  

выделены штаммы 

Число изученных 

штаммов (число 

штаммов, имею- 

щих ген nodX) 

Соотношение 

геномных 

групп A:D  

Симбиотические фенотипы  

штаммов на растениях 

Vicia villosa Roth. Trifolium pratense L. 

R. l e gum ino sa rum bv. v i c i a e  

Vavilovia formosa (Steven) Fed. 12 (12) 7:0  5 Fix+, 7 Fix 11 Fix, 1 Nod 

Vicia sativa L. 3 (3) 0:3  3 Fix+ 3 Fix 

V. subrotunda (Maxim.) Czefr. 10 (8) 2:1 10 Fix+ 6 Fix, 2 Ndv, 2 Nod 

Pisum sativum L. (европейские 

линии) 6 (0) 0:4  6 Fix+  3 Fix, 1 Ndv, 2 Nod  

P. sativum L. (афганские  

линии) 2 (2)  2:0  2 Fix+ 2 Ndv 

R. l e gum ino sa rum bv. t r i f o l i i  

Trifolium spp.  6 (6) Не определяли  4 Fix, 2 Nod 6 Fix+ 

П р и м е ч а н и е. Для bv. viciae указано соотношение штаммов, относящихся к анцестральной (А) и эво-

люционно продвинутой (D) геномным группам. Fix+ — N2-фиксирующие (крупные, розовые) клубеньки, 

Fix — не фиксирующие N2 (мелкие, белые, но морфологически нормальные) клубеньки, Ndv — не фик-

сирующие N2, опухолеподобные клубеньки, Nod — клубеньки отсутствовали. 

 

 

Рис. 1. Фенотипы клубеньков, образованных на корнях Trifolium pratense L. различными штам-

мами Rhizobium leguminosarum: а — Vaf12 bv. viciae (опухолеподобные, не фиксирующие N2 

клубеньки, Ndv), б — Vaf108 bv. viciae (морфологически нормальные, не фиксирующие N2 

клубеньки, Fix), в — Ta6 bv. trifolii (N2-фиксирующие клубеньки, Fix+).  
 

Чтобы сопоставить фенотипическое варьирование изученных штам-

мов R. leguminosarum bv. viciae с их геномной организацией, мы, используя 

предложенную ранее (6) методику, выделили среди них анцестральную (А) 

и эволюционно продвинутую (D) группы (см. табл. 1). Оказалось, что 9 из 

11 штаммов группы А проявляли на клевере фенотип Fix, 2 штамма — 

фенотип Ndv. Среди 8 штаммов группы D фенотипы Fix и Ndv были вы-

явлены соответственно у 4 и 2 штаммов, а 2 штамма не образовали на кле-

вере клубеньков (фенотип Nod). Из 6 изученных нами штаммов ризобий 

клевера (R. leguminosarum bv. trifolii) 4 штамма проявляли на вике мохнатой 

(V. villosa) фенотип Fix, 2 штамма — фенотип Nod (см. табл. 1). При 

инокуляции клевера и вики симбионтами люцерны (Sinorhizobium meliloti) 

и козлятника (Neorhizobium galegae), как и в контролях без инокуляции, 

клубеньки отсутствовали. 

Генотипирование показало, что способность биоваров R. legumino-

sarum формировать клубеньки на растениях из гетерологичных групп пе-

рекрестной инокуляции не связана с присутствием гена nodX. Действи-

тельно, фенотип Fix на клевере проявили как выделенные из вавиловии 

nodX-содержащие штаммы bv. viciae, так и лишенные этого гена штаммы 

из европейских линий гороха. Несмотря на контрастное варьирование 

штаммов bv. trifolii по способности формировать клубеньки на вике, все они 

имели ген nodX. 

Чтобы подтвердить феномен перекрестной инокуляции между ри-

зобиями разных биоваров, исключив контаминацию суспензий bv. viciae, 
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использованных для инокуляции клевера, «спонтанными» штаммами bv. tri-
folii, а также суспензий bv. trifolii, использованных для инокуляции вики, 

штаммами bv. viciae, мы выделили из образовавшихся Fix клубеньков то-

тальную ДНК, из которой были приготовлены ампликонные библиотеки 

по гeну nodA, имеющему четкие различия у сопоставляемых биоваров ризо-

бий (16). Глубокое секвенирование этих библиотек (проверено свыше 10 тыс. 

последовательностей гена nodA из Fix клубеньков, образованных штаммами 

Vaf12 и Vaf108 на клевере, а также штаммом Tr11 на вике) не выявило при-

сутствия в них контаминантов. 

На втором этапе работы штаммы R. leguminosarum bv. viciae, пред-

ставляющие различные геномные группы, использовали для инокуляции 9 

видов бобовых из всех 5 родов трибы Fabeae. Fix+ клубеньки образовыва-

лись лишь в 19 из 60 генотипических комбинаций партнеров, указывая на 

высокую специфичность образования N2-фиксирующего симбиоза (табл. 2). 

Среди 3 широко специфичных штаммов, которые образовывали Fix+ клу-

беньки с 5-8 видами растений, 2 штамма (Vaf-12 и А1) представляли геном-

ную группу А (ген nodX присутствует), а 1 штамм (1079) — группу D (nodX 

отсутствует). Входящие в группу А штаммы Vaf-10, Vaf-46 и Vaf-108 фор-

мировали со всеми изученными бобовыми не фиксирующие N2 клубеньки, 

однако у исходного хозяина, вавиловии, они были сходны с Fix+ клубень-

ками (крупный размер, розовый цвет) и выделены в отдельный фенотип 

(Fix+/). Важно отметить, что все изученные виды растений формировали 

Fix+ клубеньки хотя бы с одним из испытанных штаммов ризобий. Следо-

вательно, специфичность образования N2-фиксирующего симбиоза более 

существенно зависела от штамма бактерий, чем от вида растений. 

2. Специфичность взаимодействия различных штаммов Rhizobium leguminosarum 

bv. viciae и растений трибы Fabeae 

Штамм 

Растения-хозяева 

Pisum sativum  Vicia 
Vavilovia 
formosa 

Lens Lathyrus 
всего  

Fix+ 
афган-

ский 

европей-

ский 
alpestris sativa villosa culinaris nigricans pratensis sylvestris 

Vaf-10 (A) Fix Fix Fix Fix Fix Fix+/– Fix Fix Fix Fix 0 

Vaf-12 (A) Fix Fix Fix+ Fix+ Fix+ Fix+/– Fix+ Fix+ Fix Fix 5 

Vaf-46 (A) Fix Fix Fix Fix Fix Fix Fix Fix Fix Fix 0 

Vaf-108 (A) Fix Fix Fix Fix Fix Fix+/– Fix Fix Fix Fix 0 

A1 (A) Fix+ Fix+ Fix Fix+ Fix+ Fix+ Fix+ Fix+ Fix+ Fix 8 

1079 (D) Nod Fix+ Nod Fix+ Fix+ Fix Fix+ Fix+ Fix Fix+ 6 

Всего Fix+ 1 2 1 3 3 1 3 3 1 1 19 

П р и м е ч а н и е. В скобках указана принадлежность штаммов к геномным группам: А — анцестральная, 

D — эволюционно продвинутая. Fix+ — N2-фиксирующие (крупные, розовые) клубеньки, Fix — не фикси-

рующие N2 (мелкие, белые, но морфологически нормальные) клубеньки, Fix+/ — не фиксирующие N2 клу-

беньки, сходные с Fix+ клубеньками (крупные, розовые), Nod — клубеньки отсутствовали.  
 

Для изучения связи между хозяйской специфичностью штаммов 

R. leguminosarum bv. viciae и их происхождением мы проанализировали сход-

ство этих штаммов по симбиотическим фенотипам, проявляемым при вза-

имодействии с 10 формами растений (см. табл. 2). Оказалось, что при 

сравнении штаммов, выделенных из одного и того же вида бобовых (ва-

виловии или гороха), среднее число совпадений по фенотипу Fix+ состав-

ляет 6±0,97, а среди штаммов из разных видов бобовых — лишь 2±0,68 

(tSt = 3,39; P0 < 0,01). Кластерный анализ полученных данных выявил фе-

нотипическое сходство штаммов из вавиловии Vaf10, Vaf46 и Vaf108, фор-

мирующих компактный кластер с уровнем поддержки bootstrap 99 %, а также 

кластер с гораздо более низким уровнем поддержки (50 %), объединяющий 

штаммы Vaf12 из вавиловии, А1 из афганского гороха и 1079 из европей-

ского гороха (рис. 2).    
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Рис. 2. Результаты кластерного анализа штаммов Rhizobium leguminosarum bv. viciae по фенотипу, 

проявляемому в симбиозе с различными видами бобовых трибы Fabeae (на основании данных 

таблицы 2; указаны евклидовы расстояния и уровни поддержки кластеров bootstrap).  
  

Симбиозы, образуемые клубеньковыми бактериями (ризобиями) и 

бобовыми растениями — одна из наиболее разработанных моделей для ге-

нетического анализа взаимодействий прокариот и эукариот, а также для 

разработки методов конструирования микробно-растительных систем сель-

скохозяйственного назначения (17). Предложенные ранее подходы для ре-

шения этой задачи включают получение мутантов и рекомбинантов с по-

вышенной N2-фиксирующей активностью, симбиотической эффективно-

стью (способностью повышать продуктивность растений-хозяев), а также 

способностью конкурировать с аборигенными штаммами ризобий за обра-

зование у растений клубеньков.  

Показано, что повышение N2-фиксирующей активности ризобий 

может быть достигнуто посредством амплификации генов, обеспечиваю-

щих образование нитрогеназного комплекса и его снабжение энергией 

(18). Еще более перспективным подходом оказалась инактивация негатив-

ных регуляторов симбиоза, включая гены, контролирующие конверсию по-

лучаемых от растений С-соединений в запасные питательные вещества — 

поли-бета-гидроксибутират (19-21) и гликоген (22), а также транспорт са-

харов (23), высокую интенсивность дыхания (24) и образование поверхност-

ных полисахаридов, защищающих бактерии от эдафических (осмотических, 

температурных, водных) стрессов (25).   

Аналогичные подходы могут быть использованы для повышения 

конкурентоспособности ризобий. Они основаны на амплификации пози-

тивных регуляторов этого признака — генов, активирующих синтез поверх-

ностных полисахаридов (26) и пролин-дегидрогеназы (27), образование клу-

беньков (28), а также на инактивации негативных регуляторов конкуренто-

способности, подавляющих экспрессию генов образования клубеньков (29), 

синтез НАДФ-зависимой дегидрогеназы (30) и образование биопленок (31).  

Учитывая, что в процессе эволюции бобово-ризобиального симби-

оза возрастала его экологическая эффективность (1), перспективным пред-

ставляется редактирование анцестральных элементов генома ризобий, ко-

торые участвуют в контроле симбиотических свойств. Ранее для выявления 

этих элементов у политипического (состоящего из нескольких различаю-

щихся по хозяйской специфичности биоваров) вида R. leguminosarum мы 

использовали подход, который основан на сравнительно-генетическом ана-

лизе штаммов, выделенных из различающихся по филогенетическому по-

ложению представителей трибы Fabeae (11). Среди штаммов R. legumino-
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sarum, перспективных для выявления анцестральных элементов генома, 

наибольший интерес представляют симбионты Vavilovia formosa — реликто-

вого вида трибы Fabeae, который может считаться ближайшим родичем ее 

общего предка (7). На основании данных о распространении вавиловии в 

высокогорных районах Кавказа и Центральной Азии, а также об особенно-

стях геномной организации ее симбионтов они были определены как близкие 

к общему предку bv. viciae, а возможно, и всего вида R. leguminosarum (5, 6). 

В настоящей статье дана характеристика изменчивости штаммов 

R. leguminosarum, различающихся составом анцестральных элементов генома, 

по их влиянию на хозяйскую специфичность и N2-фиксирующую актив-

ность, что позволяет оценить возможность использования этих элементов в 

биотехнологических программах. Мы изучали хозяйскую специфичность 

R. leguminosarum посредством анализа перекрестной инокуляции биоваров 

viciae и trifolii, а также взаимодействия штаммов bv. viciae с различными ви-

дами трибы Fabeae. Ранее считалось, что группы перекрестной инокуляции, 

образуемые биоварами viciae и trifolii, полностью обособлены друг от друга 

(3). Однако мы показали, что большинство штаммов bv. viciae образуют 

клубеньки на клевере, а большинство штаммов bv. trifolii — на вике (см. 

табл. 1). Хотя выявленная нами перекрестная инокуляция биоваров была 

ограничена образованием не фиксирующих N2, в том числе аномальных по 

морфологии, клубеньков, полученные данные указывают на неполную сим-

биотическую дивергенцию биоваров viciae и trifolii, которая может быть свя-

зана с их недавним обособлением от общего предка, имевшего широкую 

хозяйскую специфичность. 

Ранее на основе анализа геномного разнообразия анцестральной (А) 
и эволюционно продвинутой (D) групп штаммов мы предположили (11), 
что переход от группы А к группе D вызывает повышение адаптивного по-
тенциала вида R. leguminosarum, определяемое интенсификацией транспорта 
Nod-фактора (связан с миграцией гена nodT в состав nod-кластера), дыха-
ния бактерий в почве (связано с приобретением хромосомной копии опе-
рона fixNOPQ) и глубокой дифференцировкой бактероидов (определяется 
утратой гена fixW).  

В настоящей работе установлено, что 9 из 11 штаммов группы А 

образовывали на клевере не фиксирующие N2, нормальные по морфологии 

клубеньки (фенотип Fix), а 2 штамма — опухолеподобные клубеньки, в 

которых, как показали результаты анализа мутантов ризобий, дефектных по 

синтезу липо- и экзополисахаридов (32), было нарушено проникновение 

бактерий в ткани корня (фенотип Ndv). Среди штаммов группы D встре-

чаемость фенотипа Fix– оказалась ниже, чем среди штаммов группы А. Эти 

данные указывают на то, что переход от анцестральной к эволюционно про-

двинутой организации генома сопровождался утратой биоваром viciae спо-

собности инокулировать растения клевера.  

Важно отметить, что способность сопоставляемых биоваров R. leg-
uminosarum формировать клубеньки на чужеродных хозяевах не связана с 

присутствием гена nodX, который ранее считали основной детерминантой 

хозяйской специфичности указанного вида ризобий. Этот ген, впервые вы-

явленный у штаммов bv. viciae из афганских линий гороха (8), позднее был 

обнаружен у штаммов, выделенных из вавиловии и некоторых других пред-

ставителей трибы Fabeae (6), а также у всех изученных штаммов bv. trifolii 
(33). Представленные данные указывают на то, что характерная для D-груп-

пы утрата гена nodX, по всей видимости, не была непосредственной причи-

ной диверсификации вида R. leguminosarum по хозяйской специфичности, 

хотя nodX может рассматриваться как маркер этого процесса.  
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Мы охарактеризовали хозяйскую специфичность штаммов bv. viciae, 
которая определяется формированием N2-фиксирующих клубеньков у 9 ви-

дов бобовых, представляющих все 5 родов трибы Fabeae (см. табл. 2). Эта 

специфичность более существенно зависит от бактерий, чем от растений, и 

проявляется при сравнении штаммов, выделенных из P. sativum и его эво-

люционного предшественника V. formosa (см. рис. 2). 

Полученные данные позволили нам предложить гипотетическую 

схему эволюции вида R. leguminosarum (рис. 3), согласно которой его общий 

предок (протосимбионт) был способен формировать симбиоз с анцестраль-

ными представителями IRLC-группы бобовых галегоидного комплекса. 

Начальным этапом эволюции протосимбионта могла быть дивергенция по 

признаку хозяйской специфичности, которая привела к возникновению 

биоваров viciae и trifolii, способных к N2-фиксирующему симбиозу с расте-

ниями лишь одной трибы — Fabeae или Trifolieae.  
 

 

Рис. 3. Дивергентная эволюция вида Rhizobium leguminosarum (Rl), которая привела к формиро-

ванию биоваров viciae и trifolii. Vavilovia — ближайший родич общего предка бобовых трибы 

Fabeae, хозяев R. leguminosarum bv. viciae. Pisum elatius Bieb. — дикорастущий вид гороха, ареал 

которого перекрывается со средиземноморским центром происхождения рода Trifolium. 

Ps-Afghan и Ps-Euro — дикорастущие (афганские) и культурные (европейские) линии гороха 

посевного (P. sativum). В белом овале представлен гипотетический общий предок (ОП) вида 

Rhizobium leguminosarum — симбионт общего предка IRLC-группы бобовых галегоидного ком-

плекса; в светло-сером овале — анцестральные формы bv. viciae с геном nodX (симбионты 

Vavilovia formosa (Steven) Fed. и P. elatius Bieb., относящиеся к геномной группе А) и bv. trifolii; 
в темно-сером овале — эволюционно продвинутые формы bv. viciae (большинство симбионтов 

Ps-Euro и Vicia относится к геномной группе D, для которой характерна утрата гена nodX). 

Наиболее вероятные направления эволюции показаны сплошными стрелками. 
 

При этом биовар trifolii мог возникнуть либо непосредственно из 

протосимбионта, либо посредством изменения хозяйской специфичности 

анцестральных штаммов bv. viciae. В пользу второго способа говорит то, что 

ареал распространения одного из дикорастущих видов гороха (P. elatius) пе-

рекрывается со Средиземноморским центром происхождения рода Trifolium 

(34, 35), а большинство штаммов bv. viciae и bv. trifolii проявляет способ-

ность к перекрестной инокуляции с образованием не фиксирующих N2 клу-

беньков. Можно предположить, что у bv. viciae, который, по-видимому, эво-

люционировал быстрее, чем bv. trifolii в связи с более широкой таксономи-

ческой диверсификацией соответствующих растений-хозяев, при специали-

зации к вновь возникавшим видам бобовых способность формировать клу-

беньки на клевере утрачивалась либо замещалась формированием опухоле-

подобных структур, в которых нарушено инфицирование бактериями рас-

тительных тканей. 
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Полученные данные позволяют предположить, что симбиотические 

свойства общего предка bv. viciae в наибольшей степени сохраняли штаммы, 

выделенные из V. formosa, среди которых 91,6 % были способны формиро-

вать морфологически нормальные (Fix) клубеньки на клевере, тогда как 

среди штаммов из вики и гороха эту способность проявляли только 57,1 %. 

Кроме того, лишь 41,7 % штаммов из вавиловии проявляли на вике фено-

тип Fix+, который показан для всех штаммов, выделенных из вики и гороха. 

Следовательно, штаммы из вавиловии, в наибольшей степени сохранившие 

широкую хозяйскую специфичность по отношению к разным трибам бобо-

вых, еще не в полной мере приобрели способность к симбиозу с эволюци-

онно молодыми представителями трибы Fabeae. Это подтверждает целесо-

образность высказанного ранее (4) предложения выделить штаммы вавило-

вии в отдельный симбиовар, входящий в bv. viciae.  
Таким образом, при изучении хозяйской специфичности ризобий 

вида Rhizobium leguminosarum нами показана перекрестная инокуляция 
биоваров viciae и trifolii, которая приводит к образованию не фиксирующих 
N2 клубеньков, имеющих либо нормальную, либо аномальную (опухолепо-
добную) структуру, причем во втором случае блокировано инфицирование 
бактериями растительных тканей. На основании полученных данных по-
строена гипотетическая схема эволюции вида R. leguminosarum и впервые 
предложена гипотеза о возникновении биовара trifolii, сохранившего при-
митивные черты организации генома этого вида, посредством изменения 
хозяйской специфичности у анцестральных штаммов bv. viciae. Наиболь-
шую активность перекрестной инокуляции с клевером проявляли анце-
стральные штаммы биовара viciae, выделенные из клубеньков реликтового 
бобового вавиловии, указывая на то, что широкая хозяйская специфич-
ность, которая у ризобий обычно сочетается с низкой N2-фиксирующей 
активностью, может быть свойством, существенно ограничивающим агро-
номический потенциал производственных штаммов. Учитывая, что ранее 
значительное число анцестральных генетических элементов было выявлено 
у симбионтов эволюционно продвинутых бобовых трибы Fabeae, актуальна 
задача выявления этих элементов в геномах хозяйственно ценных штаммов. 
Особого внимания требует присутствие у этих штаммов гена fixW, который 
препятствует полному развитию бактероидов, ограничивая их N2-фиксиру-
ющую активность. Поскольку изменения организации sym-генов, которые 
происходили при переходе от анцестральной геномной группы А к эволю-
ционно продвинутой группе D, сопряжены с повышением симбиотической 
активности бактерий, очевидно, что внесение аналогичных изменений в ге-
номы производственных штаммов представляют большой биотехнологиче-
ский интерес. Очевидно, что направленные модификации геномов практи-
чески ценных штаммов R. leguminosarum bv. viciae посредством редактиро-
вания анцестральных геномных элементов будут способствовать повыше-
нию эффективности препаратов, производимых на основе этих бактерий. 
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A b s t r a c t  
 

Nodule bacteria of the species Rhizobium leguminosarum are differentiated into two biovars 

(bv.) that form N2-fixing symbioses with leguminous plants of the galegoid complex, tribes Fabeae 
(genera Lathyrus, Lens, Pisum, Vavilovia, Vicia, symbiont — R. leguminosarum bv. viciae) and Trifolieae 
(genus Trifolium, symbiont — R. leguminosarum bv. trifolii) (J. Sprent et al., 2017). It was previously 

assumed that cross-inoculation between these biovars is impossible or rare, while data on the control 

of host specificity of R. leguminosarum were limited by interactions between pea (P. sativum) lines with 

different alleles of Sym2 gene and bv. viciae strains that differ in the presence of nodX gene (T.A. Lie, 

1978). The aim of our work was to analyze the variability of R. leguminosarum bv. viciae strains from 

ancestral (A) and evolutionarily advanced (D) genomic groups in terms of host specificity and N2-

fixing activity, aimed at the functional characterization of ancestral genome elements, which were 

previously identified by the comparative genetic analysis of strains isolated from representatives of the 

Fabeae tribe that differ in phylogenetic affiliation. In accordance with the previously proposed 

genotyping technique, strains were assigned to group A if they contained the nodX and fixW genes, did 

not contain a chromosomal copy of the fixNOPQ operon, and the nodT gene was outside the nod 

cluster. In the absence of at least one of these features, the strains were assigned to group D (E. Chirak 

et al., 2019). Group A strains were isolated from the relict legume Vavilovia formosa and from wild-

growing Afghan lines of P. sativum, group D strains were isolated from cultivated European lines of 

P. sativum, from Vicia sativa and V. alpestris. In experiments on the analysis of cross-inoculation of 

two R. leguminosarum biovars we used bv. viciae strains isolated from nodules of Vavilovia formosa, 
Vicia sativa, V. subrotunda, European lines of Pisum sativum, Afghan lines of P. sativum, as well as bv. 

trifolii strains from clover (Trifolium pratense, T. ambiguum, T. montanum) nodules. In microvegetative 

experiments, plants inoculated with rhizobia were grown under gnotobiotic conditions on vermiculite. 

N2-fixing activity was determined using the acetylene method based on the use of C2H2 as a substrate 

for nitrogenase. Based on the results obtained, the following symbiotic phenotypes were identified: 

Fix+ — N2-fixing (large, pink) nodules; Fix — non-fixing N2 (small, white, but morphologically 

normal) nodules; Fix+/ — nodules not fixing N2, but similar to Fix+ nodules (large, pink); Ndv — 

non-fixing N2, tumor-like nodules; Nod — nodules were absent. It turned out that 9 out of 11 strains 

of the ancestral group formed on clover nodules of Fix phenotype, and 2 strains formed nodules of 

Ndv phenotype. Among 8 strains of the evolutionarily advanced group, the Fix and Ndv phenotypes 

were detected in 4 and 2 strains, respectively, and 2 strains did not form nodules on clover (Nod), 

indicating a narrowing of the host specificity of rhizobia during coevolution of bv. viciae with host 

plants. Therefore, we have shown for the first time that during the transition of bv. viciae strains to 

symbiosis with evolutionarily young representatives of the tribe Fabeae (transition from the A- to the 

D-group), bacteria lose the ability to form symbiosis with a heterologous host (Trifolium). Among 6 

strains of clover rhizobia, 4 strains showed the ability to inoculate vetch forming Fix nodules. In 

experiments to control the absence of contamination, DNA was isolated from nodules using the 

NucleoSpin Soil (Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Germany), the nodA gene fragment was 

amplified using universal primers for R. leguminosarum biovars (ndARL302_F YTDGGMATCGC-

HCACT/ndARL518_R RDACGAGBACRTCTTCRGT). The data obtained showed that under the 

conditions of sterile microvegetation experiments there is no contamination and the majority of strains 

are able for cross-inoculation: bv. viciae strains form nodules on clover and bv. trifolii form nodules on 

vetch. However, this ability is limited by the formation of non-fixing N2 nodules in heterologous 

hosts, including morphologically abnormal (tumor-like) nodules. The study of symbioses formed by 
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9 species of leguminous plants of tribe Fabeae (Pisum sativum, Vicia sativa, V. villosa, V. alpestris, 
Vavilovia formosa, Lens culinaris, L. nigricans, Lathyrus pratensis, L. sylvestris) with 6 R. leguminosarum 

bv. viciae strains, demonstrated a pronounced specificity of N2-fixing symbiosis formation, which depends 

mostly on the bacteria origin. Strains isolated from the same legume species (V. formosa or P. sativum) 

are more similar in host specificity than strains from different hosts. A hypothetical scheme of 

R. leguminosarum evolution is proposed, according to which: a) divergent evolution of bv. viciae is 
determined by host plant speciation in tribe Fabeae; b) the closest relative of a common ancestor of 

R. leguminosarum is represented by bv. trifolii, which display an evolutionary primitive sym gene 

organization and possibly originated from the ancestral bv. viciae strains that changed their host 

specificity. The rhizobia isolated from V. formosa may be considered as the close relatives of these 

ancestral strains since they exceed the pea and vetch isolates in the ability to form morphologically 

normal nodules with the heterologous host, clover. The data obtained show the possibility of 

constructing rhizobia strains with an increased symbiotic activity by editing the ancestral components 

of their genomes.  
 

Keywords: nodule bacteria, leguminous plants, symbiotic N2-fixation, host specificity, 

biodiversity, Rhizobium leguminosarum, genomic groups, evolution of symbiosis.  
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