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Циамопсис четырехкрыльниковый, или гуар (Cyamopsis tetragonoloba, сем. Fabaceae), — 
однолетняя зернобобовая культура, перспективная для возделывания в России. Его плоды содер-
жат значительное количество жирных масел и белков, зеленые бобы могут служить ценным пи-
щевым продуктом, это древняя кормовая культура (в настоящее время используется гуаровая 
мука и немолотый гранулированный корм), но наиболее востребовано это растение как источник 
гуаровой камеди, которая представляет собой полисахарид, образованный галактозой и маннозой 
(галактоманнан) и содержится в эндосперме семян. Гуар в основном выращивают в Индии, одна-
ко из-за высокого спроса на камедь это растение пытаются культивировать в других районах с 
подходящим климатом: в США, Судане, Афганистане, Кении, Пакистане, Австралии, а также на 
юге России. Известно, что продуктивность бобовых культур зависит не только от климатических 
условий, но и от эффективности симбиоза с ризобиями, которая в том числе определяется азот-
фиксирующей активностью и конкурентоспособностью микросимбионтов, а также их комплемен-
тарностью к определенному сорту. Использование клубеньковых бактерий для инокуляции расте-
ний особенно важно при интродукции на новые места обитания, поэтому для успешного выращи-
вания гуара в России необходимы специфические штаммы-микросимбионты. В настоящей работе 
мы впервые выделили клубеньковые бактерии вида Bradyrhizobium elkanii из корневых клубень-
ков растений гуара, выращенных в условиях вегетационного опыта с использованием почвы, приве-
зенной из Индии, определили таксономическое положение и генетическую гетерогенность штаммов. 
У 10 полученных изолятов проведено секвенирование гена 16S рРНК (rrs), последовательности 
между генами 16S и 23S рРНК (ITS-региона) и трех генов «домашнего хозяйства» atpD, dnaK и 
recA. По результатам анализа последовательности rrs все изоляты отнесены к виду Bradyrhizobi-
um elkanii (сем. Bradyrhizobiaceae), представители которого служат микросимбионтами широкого 
круга бобовых растений, в том числе трибы Indigofereae, к которой относится гуар. Однако ранее 
представители вида не были описаны в качестве микросимбионтов циамопсиса четырехкрыльнико-
вого. Секвенирование ITS-региона и генов «домашнего хозяйства» подтвердило видовую принад-
лежность изолятов и продемонстрировало генетическую разнородность природной популяции микро-
симбионтов гуара, что может свидетельствовать о различиях в симбиотических взаимоотношениях 
между растениями и изолированными штаммами. Дальнейшее изучение генетического разнообразия, 
морфолого-культуральных, физиолого-биохимических, хозяйственно полезных свойств клубеньковых 
бактерий гуара позволит расширить знания о филогении микросимбионтов этой относительно новой 
для России культуры, а также проводить селекцию эффективных штаммов, улучшающих рост рас-
тений и качество продукции в новых регионах возделывания.  

 

Ключевые слова: Cyamopsis tetragonoloba, гуар, клубеньковые бактерии, ген 16S рРНК, 
ITS-регион, гены «домашнего хозяйства», симбиоз. 

 

Циамопсис четырехкрыльниковый Cyamopsis tetragonoloba (L.) Taub. 
(гуар, гороховое дерево, или индийская акация) — однолетняя зернобобо-
вая культура с высоким содержанием белка из трибы Indigofereae семей-
ства Fabaceae. Помимо C. tetragonoloba, род Cyamopsis включает еще 4 вида 
(С. dentata, С. psoraloides, С. senegalensis и С. serrate) с меньшим промыш-
ленным значением (1, 2). Выращивается как овощная культура и может 
употребляться на корм животным. Гуар — азотфиксирующее растение и 
служит хорошим предшественником в севообороте. Особую ценность 
представляет гуаровая камедь (используется как натуральный загуститель и 
эмульгатор в пищевой, медицинской, текстильной и целлюлозно-бумаж-
ной промышленности, при производстве косметики, взрывчатых веществ, 
а также как поверхностно-активное вещество с высокой вязкостью в 
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угольной и нефтегазовой промышленности) (3), спрос на которую посто-
янно растет: по данным за 2014-2016 годы, ежегодная потребность в каме-
ди составляет около 1,5 млн т, а в 2016 году импорт гуаровой камеди в 
Россию превысил 15 тыс. т (4). Родина циамопсиса и основной поставщик 
гуаровой камеди — Индия, хотя растение также культивируется в Паки-
стане, Судане, Африке, Австралии, Цейлоне, Афганистане и США (1). В 
Россию гуар был завезен в середине 1920-х годов (5), но широкого рас-
пространения не нашел из-за недостаточных знаний о технологии ее воз-
делывания (6). В последние годы интерес к промышленному выращива-
нию гуара отмечается в Северо-Кавказском регионе России, в Краснодар-
ском крае, Ростовской области и в Крыму (3). 

Известно, что производительность бобовых культур зависит от эф-
фективности их симбиоза с клубеньковыми бактериями, которую в том 
числе определяет азотфиксирующая активность, вирулентность, конкурен-
тоспособность, а также комплементарность (специфичность) штаммов 
микросимбионтов к определенному сорту растения. Применение актив-
ных штаммов в качестве инокулянтов обеспечивает интенсивную азот-
фиксацию, способствует усилению фотосинтеза и, как следствие, приво-
дит к увеличению урожайности растений (7). Использование ризобий для 
инокуляции особенно важно при возделывании бобовых на новых терри-
ториях, где в почве отсутствуют необходимые микросимбионты. Напри-
мер, при попытке выращивания сои культурной (Glycine max) в нетипич-
ных для вида географических зонах России клубеньки на корнях практи-
чески не формировались, и для повышения урожая и содержания белка в 
растительной массе и зерне потребовалось внесение с семенами специ-
фических микросимбионтов (8). Согласно исследованиям прошлых лет, 
инокуляция произрастающего в Судане гуара штаммами Bradyrhizobium 
spр. оказывала заметное положительное влияние на развитие растений, 
значительно увеличивала количество клубеньков, сухую массу растений, 
общее содержание азота и урожай семян (9).  

Мы полагаем, что для успешной интродукции гуара в России тре-
буется (наравне с изучением подходящих почвенно-климатических усло-
вий и разработкой технологий возделывания) исследование микросим-
бионтов этой культуры и последующая селекция эффективных штаммов. 

В настоящей работе мы впервые выделили из клубеньков гуара ри-
зобии вида Bradyrhizobium elkanii. С помощью секвенирования последова-
тельностей 16S рДНК, ITS-региона и генов «домашнего хозяйства» atpD, 
dnaK и recA у изолятов определена таксономическая принадлежность и 
описана генетическая разнородность. 

Цель работы состояла в получении и филогенетическом анализе 
микросимбионтов растений Cyamopsis tetragonoloba.  

Методика. Семена гуара (получены во Всероссийском институте 
генетических ресурсов растений им. Н.И. Вавилова, г. Санкт-Петербург) 
скарифицировали и поверхностно стерилизовали в 98 % H2SO4 в течение 
10 мин, затем тщательно промывали стерильной водопроводной водой и 
проращивали на фильтровальной бумаге в чашках Петри при температуре 
25 C в темноте в течение 3 сут. Проростки переносили в пластиковые со-
суды (12 сосудов по 4 проростка), содержащие 100 г стерильного верми-
кулита. В каждый сосуд добавляли 5 мл водной вытяжки, полученной из 
12 образцов почв, собранных в провинции Раджастан (Индия). 

Растения культивировали в течение 45 сут в фитокомнате с относи-
тельной влажностью 60 % при 4-уровневом режиме освещенности и тем-
пературы: ночь (темнота, 18 C, 8 ч), утро (200 мкмольŁм2Łс1, 20 C, 2 ч), 
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день (400 мкмольŁм2Łс1, 23  C, 12 ч), вечер (200 мкмольŁм2Łс1, 20 C, 
2 ч). Для освещения использовались лампы L 36W/77 FLUORA («Osram», 
Германия). По окончании эксперимента корни растений вынимали из вер-
микулита и промывали водопроводной водой. Образовавшиеся клубеньки 
отделяли от корней, поверхностно стерилизовали 1 мин в 70 % этаноле и 
гомогенизировали в стерильной водопроводной воде.  

Штаммы ризобий выделяли из гомогенатов клубеньков по тради-
ционной методике (10) и с использованием модифицированного маннит-
но-дрожжевого агара YMSA (11) с добавлением 0,5 % янтарной кислоты. 
Культуры выращивали при 28 С. Все изоляты депонированы в Ведом-
ственной коллекции полезных микроорганизмов сельскохозяйственного 
назначения (ВКСМ) и размещены на Станции низкотемпературного авто-
матизированного хранения биологических образцов (Liconic Instruments, 
Лихтенштейн) (12). Информация о штаммах доступна в Интернет-базе 
данных ВКСМ (13).  

Видовую принадлежность штаммов определяли на основе секвени-
рования гена 16S рРНК (rrs), а также последовательности между генами 
16S и 23S рРНК (ITS-региона). Для амплификации 16S рДНК (фрагмент 
гена около 1500 п.н.) использовали праймеры fD1 (5´-AGAGTTTGATC-
CTGGCTCAG-3´) и rD1 (5´-AAGGAGGTGATCCAGCC-3´), для ампли-
фикации ITS региона (800 п.н.) — праймеры FGPL-132 (5'-CCGGGTTT-
CCCCATTCGG-3') и FGPS1490-72 (5'-TGCGGCTGGATCCCCTCCTT-3´). 
Для уточнения таксономического положения и изучения генетической ге-
терогенности штаммов были секвенированы гены «домашнего хозяйства» 
atpD, recA и dnaK. Амплификацию генов «домашнего хозяйства» проводи-
ли с помощью праймеров atpD352F и atpD871R, recA63FD и recA504RD 
(14), dnaK1466Fd и dnaK1777Rd (15). Полученные ПЦР-продукты выделя-
ли из геля и очищали (16) для последующего секвенирования (генетиче-
ский анализатор ABI PRISM 3500xl, «Applied Biosystems», США). Поиск 
гомологичных последовательностей выполняли с помощью базы данных 
NCBI GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) и программы 
BLAST (17). Филогенетическое дерево конструировали в программе 
MEGA5 методом Neighbor-Joining (18). Пары последовательностей срав-
нивали по числу различающихся нуклеотидов. Чтобы оценить уровни 
поддержки кластеров, проводили бутстреп-анализ на основе 1000 повто-
ров. Полученные последовательности депонированы в базе данных 
GenBank под номерами МH938226-MH938235 для гена rrs, MH938704-
MH938713 — для последовательности ITS-региона, MH982271-MH982280 
— для гена atpD, MH982261-MH982270 — для гена dnaK и MH982251-
MH982260 — для гена recA.  

Результаты. Из корневых клубеньков растений гуара было выделено 
10 бактериальных штаммов: по одному штамму из каждого образца почв. В 
двух образцах почв на корнях растений клубеньков не обнаружили. Анализ 
нуклеотидной последовательности гена 16S рРНК показал, что все штам-
мы принадлежат к роду Bradyrhizobium и формируют монофилетический 
статистически достоверный кластер с уровнем поддержки 99 % (рис. 1). 
Помимо изолятов, кластер включал типовые штаммы B. elkanii USDA 76T, 
B. jicamae PAC68T, B. lablabi CCBAU 23086T, B. pachyrhizi PAC48T и B. tro-
piciagri SEMIA 6148T. Однако максимальная степень rrs-гомологии у новых 
изолятов (100 %) наблюдалась только с двумя типовыми штаммами — B. el-
kanii USDA 76T и B. pachyrhizi PAC48T (табл.). Со штаммом B. tropiciagri 
SEMIA 6148Т сходство по rrs гену было ниже и варьировало от 98,4 до 
99,3 %, со штаммами B. jicamae PAC68T и B. lablabi CCBAU 23086T rrs-
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гомология была ниже 99 % (см. табл.). 
 

 
Рис. 1. rrs-Филограмма штаммов, выделенных из клубеньков гуара Cyamopsis tetragonoloba, а 
также представителей родственных видов рода Bradyrhizobium. Типовые штаммы отмечены 
литерой Т. Штаммы гуара отмечены жирным шрифтом (метод Neighbour-Joining). 

 

Гомология (%) последовательностей генов у изолятов, выделенных из клубень-
ков гуара Cyamopsis tetragonoloba, и у ближайших типовых штаммов рода 
Bradyrhizobium  

Типовой штамм Локус 
Изолят С 

495 496 497 498 499 500 501 502 503 504 
B. elkanii USDA76T rrs 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 

ITS 92,2 93,0 92,3 92,6 92,9 92,1 94,2 91,3 94,3 94,3 
atpD 96,1 96,5 97,4 97,8 97,8 96,8 96,0 96,2 96,3 97,0 
dnaK 98,8 98,8 98,4 97,9 98,4 98,7 98,4 98,7 98,7 99,2 
recA 94,4 95,0 94,5 94,5 94,7 94,5 95,7 94,4 96,1 94,6 

B. pachyrhizi PAC48Т rrs 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 
ITS 90,6 89,8 90,6 90,7 90,8 90,2 87,9 90,6 87,9 88,3 
atpD 96,1 95,3 95,1 95,7 95,1 94,9 95,7 95,8 95,8 95,1 
dnaK 99,6 99,6 99,2 98,6 99,1 99,0 98,7 99,3 99,0 99,2 
recA 93,8 93,9 93,9 93,9 93,6 93,8 94,8 93,9 94,7 93,6 

B. tropiciagri SEMIA6148T rrs 99,3 99,3 98,8 99,0 99,1 99,2 98,4 99,3 99,3 99,2 
ITS 92,1 91,9 91,8 91,5 91,9 91,5 91,4 91,1 90,8 90,8 
atpD 96,9 95,7 95,7 96,2 96,3 95,3 96,6 96,8 96,8 95,3 
dnaK 96,6 96,7 96,3 96,7 96,8 96,7 96,1 97,0 96,4 96,5 
recA 94,7 95,2 95,2 94,8 94,4 94,8 95,5 94,6 95,9 94,4 

 

Для уточнения видовой принадлежности штаммов, а также изуче-
ния их генетической разнородности был проведен анализ последователь-
ностей трех генов «домашнего хозяйства»: atpD и recA, кодирующих соот-
ветственно -субъединицу мембранной АТФ-синтазы и ДНК-рекомбиназу 
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(14), а также гена dnaK, который кодирует шаперон, предотвращающий 
агрегацию белков и обеспечивающий их рефолдинг при тепловом повре-
ждении (15). Дендрограмма, построенная на основе объединенных после-
довательностей генов atpD, dnaK и recA, представлена на рисунке 2. 

 

 
Рис. 2. Филограмма, построенная на основе объединенных последовательностей генов atpD, 
dnaK и recA у штаммов, выделенных из клубеньков гуара Cyamopsis tetragonoloba, а также пред-
ставителей родственных видов рода Bradyrhizobium. Типовые штаммы отмечены литерой Т. 
Штаммы гуара отмечены жирным шрифтом (метод Neighbour-Joining). 

 

Все изоляты кластеризовались при уровне поддержки 100 % вме-
сте с типовыми штаммами B. elkanii USDA 76Т, B. pachyrhizi PAC48Т и 
B. tropiciagri SEMIA 6148T. В пределах этой группы были выявлены два 
статистически достоверных субкластера, сформированных изолятами Cte-
501 и Cte-503, а также Cte-495 и Cte-502 (уровни поддержки субкластеров 
соответственно 100 и 98 %). Максимальная гомология по гену atpD между 
новыми изолятами и типовыми штаммами составила 97,8 % для B. elkanii, 
96,9 % — для B. tropiciagri и 96,1 % — для B. рachyrhizi (табл.). Гомология 
по гену dnaK варьировала от 98,4 до 99,2 % для B. elkanii, от 98,7 до 99,6 % — 
для B. рachyrhizi и от 96,1 до 97,0 % — для B. tropiciagri. По гену recA вели-
чина максимальной гомологии между изолятами и типовыми штаммами 
равнялась 96,1 % для B. elkanii, 95,9 % — для B. tropiciagri и 94,8 % — для 
B. рachyrhizi (см. табл. 1). 

Анализ последовательности ITS-региона часто используют в каче-
стве дополнительного метода идентификации микроорганизмов (11, 19). 
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По результатам выполненного нами сравнения по ITS-региону все изоля-
ты кластеризовались вместе с типовым штаммом B. elkanii USDA 76Т при 
уровне статистической поддержки 100 % (рис. 3). Максимальная гомоло-
гия по ITS-региону между новыми изолятами и типовыми штаммами 
B. elkanii, B. tropiciagri и B. рachyrhizi составляла соответственно 94,3, 92,1 и 
90,8 % (см. табл.). 

 

 
Рис. 3. ITS-филограмма штаммов, выделенных из клубеньков гуара Cyamopsis tetragonoloba, а 
также представителей родственных видов рода Bradyrhizobium. Типовые штаммы отмечены 
литерой Т. Штаммы гуара отмечены жирным шрифтом (метод Neighbour-Joining). 

 

Название вида Bradyrhizobium elkanii предложено в 1992 году (20) 
для гомологичной группы штаммов в пределах существующего вида B. ja-
ponicum, описанного для азотфиксирующих микросимбионтов сои Glycine 
max (21). Оба вида относятся к доминирующему роду, способному ноду-
лировать большинство видов трибы дроковых Genisteae (22), к наиболее 
известным представителям которой относятся люпин (Lupinus), ракитник 
(Cytisus) и дрок (Genista). Однако штаммы B. elkanii были также обнаруже-
ны в клубеньках бобовых растений из трибы Indigofereae, к которой отно-
сится и гуар: у вигны (Vigna unguiculata, V. radiate), палисандра (Dalbergia 
odorifera) и десмодиума (Desmodium incanum) (23-25). Ранее были описаны 
два штамма — XBD2 SARCC-388 и ENNRI 16A, выделенные из циамо-
псиса, способные к эффективной азотфиксации и идентифицированные 
соответственно как B. japonicum и Bradyrhizobium sp. (26, 27). Однако в ос-
новном исследования гуара проводятся для изучения и улучшения свойств 
камеди (28), устойчивости к болезням и селекции высокопродуктивных 
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сортов (2, 29). Видимо, это связано с достаточным количеством абориген-
ных штаммов-микросимбионтов в местах традиционного возделывания 
культуры и отсутствием необходимости в инокуляции растений. В связи с 
этим следует подчеркнуть, что при интродукции гуара на новые террито-
рии симбиотические растительно-микробные взаимоотношения, благодаря 
которым культура получает азотное питание, становятся важнейшим фак-
тором повышения ее продуктивности. 

Таким образом, по результатам секвенирования гена rrs десять 
штаммов, выделенных в вегетационном опыте из корневых клубеньков 
гуара, отнесены к роду Bradyrhizobium. С помощью дополнительных мето-
дов молекулярно-генетической идентификации (секвенирования последо-
вательности ITS-региона и трех генов «домашнего хозяйства» dnaK, recA и 
atpD) удалось уточнить таксономическое положение изолятов и показать 
их принадлежность к виду Bradyrhizobium elkanii. Ранее представители это-
го вида не были описаны как микросимбионты циамопсиса четырех-
крыльникового. Секвенирование ITS-региона и генов «домашнего хозяй-
ства» продемонстрировало генетическую разнородность природной популя-
ции микросимбионтов гуара, что может свидетельствовать о различиях в 
симбиотических взаимоотношениях между растениями и изолированными 
штаммами. Дальнейшее изучение генетического разнообразия, морфолого-
культуральных, физиолого-биохимических, хозяйственно полезных свойств 
клубеньковых бактерий гуара позволит расширить знания о филогении 
микросимбионтов этой относительно новой для России культуры, а также 
проводить селекцию эффективных штаммов, улучшающих рост растений и 
качество продукции в новых регионах возделывания.  
 

Авторы благодарны П.А. Белимовой за ценную помощь в проведении вегетационного опыта.  
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A b s t r a c t  
 

Cyamopsis tetragonoloba (guar) belongs to the family Fabaceae and is one of the promising 
crops for cultivation in Russia. Beans contain a large number of protein and fatty oil content, green 
beans can serve as a valuable source of food and feeds (as seed flour and not ground granulated 
feeds), but the plant is more in demand as a source of guar gum, which is a polysaccharide formed 
by galactose and mannose (galactomannan) and is contained in the endosperm of the seeds of this 
plant. Guar gum is widely used in various industries: food, textile, cosmetic, oil and other.  Guar 
comes from India, where approximately 80 % of the world’s production of guar gum is obtained. 
However, due to high demand, the plant is cultivated throughout the world in areas with a suitable 
climate (the USA, Sudan, Kenya, Pakistan, Australia), including in the south of the Russian Federa-
tion. It is known that the productivity of leguminous crops depends not only on climatic conditions, 
but also on the effectiveness of symbiosis of plants with nodule bacteria (rhizobia), which is deter-
mined by the nitrogen-fixing activity and competitiveness of strains, as well as their complementarity 
to a particular variety. The use of rhizobia for inoculation of plants is especially important when they 
are introduced to new habitats, so knowledge of its microsymbionts is necessary for successful culti-
vation of guar in Russia. This paper is the first to report on isolation of the nodule bacteria of the 
species Bradyrhizobium elkanii from root nodules of the guar plants grown in a pot experiment with 
the use of soil samples from India. We determined the taxonomic position and genetic heterogeneity 
of the isolated strains. The 16S rRNA gene (rrs), ITS-region between the 16S and 23S rDNA and 
three “housekeeping” genes atpD, dnaK and recA of 10 isolates of nodule bacteria were sequenced. 
According to the results of the rrs sequence analysis, all isolates are assigned to the species Bradyrhi-
zobium elkanii (family Bradyrhizobiaceae), whose representatives are microsymbionts of a wide range 
of leguminous plants, including the tribe Indigofereae, to which the guar belongs. However, the rep-
resentatives of the species were not previously described as a microsymbiont of Сyamopsis tetragonol-
oba. Sequencing of the ITS-region and the “housekeeping” genes confirmed the species identity of 
the isolates and demonstrated their genetic heterogeneity. Thus, the study of nodule bacteria from 
guar has expanded our knowledge of the phylogeny of its microsymbionts and will allow us in the 
future to select the most effective strains that improve nitrogen nutrition and plant growth. 
Knowledge of the rhizobial microsymbionts of guar will help maximize the symbiotic potential of this 
agronomically valuable culture for its stable and highly productive cultivation. 

 

Keywords: Cyamopsis tetragonoloba, guar, root nodule bacteria, 16S rRNA gene, ITS region, 
"housekeeping" genes, symbiosis.  


