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ВВЕДЕНИЕ 
Актуальность работы 

На сегодняшний день одним из основных компонентов интенсивного 

земледелия является применение удобрений. Эффективность сельского 

хозяйства зависит от минеральных удобрений, которые используются для 

производства более половины всех продуктов питания в мире (Chojnacka et al., 

2023).  

Значительный рост цен на минеральные удобрения заставляет фермеров и 

производителей сельскохозяйственной продукции пересматривать подход к их 

использованию и все больше обращаться к биологическим решениям (Mäder et 

al., 2002; Adesemoye et al., 2008). Большой интерес в развитии «зеленого», 

«устойчивого» (от англ. sustainable) сельского хозяйства может представлять 

использование генетических ресурсов микроорганизмов (Tikhonovich, Provorov, 

2011; Busby et al., 2017). Уже сейчас инновационные стартапы и частные 

компании активно проявляют инициативу и предлагают свои разработки; за 

последние годы несколько биотехнологических решений в сельском хозяйстве 

продемонстрировали свою эффективность (Wen et al., 2021; Woodward et al., 

2025).  

Биологическая азотфиксация обеспечивает значительную часть связанного 

азота в природе (Kebede, 2021). Так, большинство видов Бобовых способны 

фиксировать атмосферный азот, вступая в симбиотические отношения с 

различными α-, β- или γ- протеобактериями (вместе объединяемых термином 

«ризобии»). Взаимодействие ризобий и бобовых растений приводит к 

формированию нового для растений органа — симбиотического клубенька, в 

котором создаются оптимальные условия для функционирования нитрогеназы 

— фермента, восстанавливающего молекулярный азот (Oldroyd, 2013). Бобовые 

растения могут получить конкурентное преимущество в условиях, когда в почве 

мало азота, благодаря взаимовыгодному сосуществованию с 

микросимбионтами. Это особенно актуально, если другие факторы 

благоприятствуют их росту и развитию. Кроме того, Бобовые, фиксируя 
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атмосферный азот, значительно способствуют естественному обогащению этим 

элементом природных и сельскохозяйственных экосистем (Schwember et al., 

2019). 

При взаимодействии симбионтов происходит интеграция геномов макро- 

и микроорганизмов, что повышает адаптационный потенциал обоих партнёров 

(Tikhonovich et al., 2005). Отношения между организмами оказываются 

достаточно стабильны, поскольку в процессе коэволюции партнёры выработали 

механизмы контроля и координации взаимодействия (Provorov et al., 2012). Для 

успешного симбиоза необходимо, чтобы оба организма были совместимы на 

всех этапах симбиотического развития. Несовместимость партнеров приводит к 

прерыванию инфекции или образованию неэффективных клубеньков с низким 

уровнем азотфиксации или ее полным отсутствием. Необходимо отметить, что у 

некоторых сортов люцерны, сои, клевера и других Бобовых несовместимость не 

является полной, в зависимости от используемого для инокуляции штамма 

ризобий или условий окружающей среды отдельные клубеньки могут 

формироваться (Walker et al., 2020). 

Симбиотическая совместимость — важный феномен современных 

исследований взаимодействия ризобий и растений-хозяев, зависящий от их 

генотипа (Takács et al., 2018). Несмотря на широкое использование термина, его 

точное определение до сих пор не сформулировано. Симбиотическая 

совместимость отражает качественную характеристику взаимодействия 

партнеров, определяющую его эффективность и стабильность, что делает этот 

феномен ключевым объектом исследований.  

Феномен симбиотической совместимости в сельском хозяйстве является 

частью сложного уравнения, охватывающего генотипы бактерий и растений, а 

также условия окружающей среды (Busby et al., 2017; Mendoza-Suárez et al., 

2021). В контексте данной работы под симбиотической совместимостью будет 

подразумеваться способность конкретных генотипов ризобий и генотипов 

бобовых растений взаимодействовать друг с другом на протяжении всего 

процесса формирования симбиоза. Стоит учитывать, что микроорганизмы, 
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которые показывают многообещающие результаты в лабораторных условиях, 

могут не обладать ключевыми характеристиками для широкого внедрения в 

устойчивых и продуктивных сельскохозяйственных системах (Parnell et al., 

2016). По этой причине видится целесообразным проводить детальную оценку 

потенциальных микроорганизмов-кандидатов на предмет их симбиотической 

совместимости с хозяином.  

Недавно на северо-западе Испании из клубеньков гороха посевного (Pisum 

sativum L.), эффективно фиксирующих азот, были выделены штаммы Rhizobium 

laguerreae (Martínez-Molina et al., 2016). Отмечено, что, учитывая широкое 

распространение R. laguerreae в разных странах и их высокую эффективность в 

симбиозе с бобовыми культурами, R. laguerreae можно рассматривать как 

перспективного кандидата для биоудобрения гороха во всем мире (Flores-Félix et 

al., 2020). Однако, оценка симбиотической совместимости этих штаммов с 

хозяином, как и изучение структурно-функциональной изменчивости 

образуемых клубеньков, не проводились. 

Целью данной работы являлось изучение симбиотической 

совместимости на примере шести штаммов R. laguerreae, выделенных из 

клубеньков гороха в Испании, и трёх генотипов гороха посевного. 

Для достижения цели были поставлены следующие задачи: 

1. Провести полногеномное секвенирование, сборку геномов de novo и 

оценку филогенетического положения шести штаммов R. laguerreae. 

2. Провести анализ гистологический и ультраструктурной организации 

клубеньков, индуцированных шестью штаммами R. laguerreae, на 

растениях гороха посевного сортов Frisson и Rondo, а также 

лабораторной линии SGE. 

3. Оценить параметры роста (биомассу) и накопление азота растениями 

гороха посевного сорта Rondo при инокуляции шестью штаммами R. 

laguerreae. 

4. Провести транскриптомный анализ растительных клеток 

клубеньков, индуцированных на растениях гороха посевного сорта 
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Rondo наиболее и наименее эффективным штаммами R. laguerreae 

из проанализированных ранее. 

5. Провести анализ компонентов симбиотической поверхности 

взаимодействия в клубеньках гороха посевного сорта Rondo, 

индуцированных шестью штаммами R. laguerreae. 

6. Оценить влияние условий изменяющейся окружающей среды на 

процесс клубенькообразования и гистологическую структуру 

клубеньков, индуцированных на растениях гороха посевного сорта 

Rondo шестью штаммами R. laguerreae. 

Научная новизна 

В ходе работы впервые были собраны полные геномы шести штаммов R. 

laguerreae AMPS, выделенных из клубеньков гороха в северо-западном регионе 

Испании. Анализируемые штаммы были помещены в пределах комплекса видов 

R. leguminosarum с присвоением штамму AMPS22 геновида N, штаммам 

AMPS04, AMPS17 и AMPS23 — геновида R, а штаммам AMPS05 и AMPS34 — 

геновида O. 

Для конкретной симбиотической системы, R. laguerreae – горох посевной, 

в ходе цитологического анализа впервые были описаны гистологические и 

ультраструктурные нарушения процессов инфекции и клубенькообразования. 

Выявлены сортовая специфичность и штаммоспецифичность, определяющие 

наблюдаемые аномалии развития симбиотических клубеньков гороха сортов 

Frisson и Rondo, а также лабораторной линии SGE. Для изученных шести 

штаммов R. laguerreae AMPS был впервые выявлен факт активации защитных 

реакций в клубеньках как на структурном, так и транскрипционном уровнях. 

Показано, что лабораторная линия SGE демонстрирует наибольшую 

избирательность по отношению к анализируемым штаммам R. laguerreae, 

активируя защитные реакции против неэффективных партнеров, а сорт Rondo — 

наименьшую, формируя розовые клубеньки с четырьмя из шести штаммов. 

Впервые был проведен анализ локализации пектинов, гемицеллюлозы, 

арабиногалактановых белков, суберина и каллозы, а также бактериальных 
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липополисахаридов в симбиотическом интерфейсе, сформированном горохом 

посевным и шестью анализируемыми штаммами R. laguerreae. Для клубеньков, 

образованных после инокуляции штаммами AMPS04, AMPS17, AMPS23 и 

AMPS34, показаны аномалии в локализации компонентов симбиотической 

поверхности взаимодействия: арабиногалактановых белков, 

арабиногалактанпротеин-экстенсина матрикса инфекционной нити и каллозы. 

Для штамма R. laguerreae AMPS23 впервые показано позитивное влияние 

повышенной температуры на развитие симбиотических структур 

(инфекционных нитей, симбиосом), а для штамма R. laguerreae AMPS34 — 

негативное влияние. 

Теоретическая и практическая значимость 

Интенсивное земледелие, базирующееся на использовании минеральных 

удобрений, сталкивается с рядом серьезных ограничений. В современных 

реалиях развития агропромышленного комплекса наблюдается пересмотр 

традиционных подходов к интенсификации сельскохозяйственного 

производства (Busby et al., 2017). В этих условиях особую значимость 

приобретает изучение альтернативных подходов к снабжению растений азотом, 

одним из которых является бобово-ризобиальный симбиоз. Бобово-

ризобиальный симбиоз представляет собой динамичную систему, где 

генетические и экологические факторы тесно переплетаются, формируя 

сложную сеть взаимодействий (Mendoza-Suárez et al., 2021). Симбиотическая 

совместимость, характеризующая действие всех этих факторов, выступает 

ключевым звеном, связывающим их с непосредственным результатом — 

эффективным или неэффективным симбиозом. 

Практическая значимость исследований симбиотической совместимости 

заключается в возможности использования полученных данных для селекции 

эффективных штаммов ризобий, создания устойчивых симбиотических систем, 

разработки биоудобрений нового поколения, повышения продуктивности 

бобовых культур. Особую актуальность приобретает изучение новых штаммов 

ризобий, таких как R. laguerreae, которые демонстрируют высокую 
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эффективность в симбиозе с бобовыми культурами и могут служить 

перспективными кандидатами для создания инокулятов (Flores-Félix et al., 2020). 

Таким образом, исследование симбиотической совместимости 

представляет собой фундаментальную научную проблему, решение которой 

имеет важное прикладное значение для развития современного сельского 

хозяйства и обеспечения продовольственной безопасности в контексте 

устойчивого развития. 

Методология и методы исследования 

В процессе выполнения настоящей работы для получения и анализа 

результатов был применён широкий спектр микроскопических, классических 

микробиологических и молекулярных методов, а также биоинформатического и 

статистического анализа. Разнообразие использованных методов и 

комплементарное подтверждение результатов с их помощью свидетельствует о 

достоверности полученных данных. 

Степень достоверности и апробация результатов 

Высокая достоверность полученных результатов обеспечена 

использованием адекватных моделей, повторностями экспериментов, 

использованием современного прецизионного оборудования, проведением 

статистической обработки полученных результатов. Материалы диссертации 

были представлены на отечественных и международных конференциях, в том 

числе: III международной конференции PLAMIC2022 «Растения и 

микроорганизмы: биотехнология будущего» (2022 г. Санкт-Петербург), II 

Международной конференции «Сохранение и преумножение генетических 

ресурсов микроорганизмов» (2023 г. Санкт-Петербург), X съезде Общества 

физиологов растений России (2023 г. Уфа), Международном конгрессе «VIII 

съезд Вавиловского общества генетиков и селекционеров» (2024 г. Саратов), III 

Международной конференции «Сохранение и преумножение генетических 

ресурсов микроорганизмов» (2024 г. Санкт-Петербург), 5-ом Российском 

Микробиологическом Конгрессе (2025 г. Волгоград). 
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Связь работы с научными программами и личный вклад соискателя  

Работу финансово поддержал Российский научный фонд (грант № 23-16-

00090). Все исследования, посвященные анализу структуры клубеньков гороха, 

иммунолокализации компонентов симбиотической поверхности взаимодействия 

в клубеньках, сборке, аннотации и анализу бактериальных геномов были 

проведены автором лично. Эксперименты по анализу ультраструктуры 

клубеньков гороха выполнены совместно с А.В. Цыгановой, а эксперименты по 

транскриптомному анализу выполнены совместно с П.Г. Кусакиным. 

Материалы, вошедшие в совместные публикации, обсуждались с соавторами и 

научным руководителем работы.  

По теме работы опубликовано 4 статьи в рецензируемых журналах из 

списка ВАК, индексируемые в международных базах Web of Science и/или 

Scopus: 

1. Kirichek E.A., Flores-Félix J.D., Velázquez E., Tsyganova A.V., Tsyganov 

V.E. Whole-genome sequence of six Rhizobium laguerreae strains // Microbiology 

Resource Announcements. — 2024. — V. 13. — Art. e00279-00224. doi: 

10.1128/mra.00279-24. 

2. Kirichek E.A., Tsyganova A.V., Tsyganov V.E. A fair-weather friend: the 

impact of environmental factors on Rhizobium laguerreae nodulation efficiency // 

Russian Journal of Plant Physiology. — 2024. — V. 71, № 6. — Art. 226. doi: 

10.1134/S102144372460908X. 

3. Kirichek E.A., Tsyganova A.V., Tsyganov V.E. Rhizobium laguerreae pan-

genome: insights into genetic diversity and symbiotic performance // Microbiology. — 

2025. — V. 94, Suppl. 1. — P. S134-S138. doi: 10.1134/S002626172560452X. 

4. Kirichek E.A., Tsyganova A.V., Flores-Félix J.D., Velázquez E., Tsyganov 

V.E. Symbiotic compatibility between Rhizobium laguerreae and its host // Archives 

of Microbiology. — 2026. — V. 208, № 2.  — Art. 91. doi: 10.1007/s00203-025-

04595-7. 

Также по материалам работы подготовлено 6 тезисов конференций. 
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Объём и структура диссертационной работы.  

Диссертация изложена на 164 страницах и включает 27 рисунков и 5 

таблиц. Работа состоит из введения, обзора литературы, экспериментальной 

части, включающей описание объекта и методов исследования, результатов и их 

обсуждения, заключения, выводов, списка сокращений, списка цитируемой 

литературы из 373 наименований, в том числе 6 на русском и 367 на английском 

языке, а также приложения, включающего 18 дополнительных иллюстраций. 

Положения, выносимые на защиту 

1. Установлен вклад макросимбионта в проявление симбиотической 

совместимости гороха посевного и бактерий R. laguerreae: сорт 

Rondo проявляет наибольший уровень совместимости, сорт Frisson 

— промежуточный, а линия SGE — наименьший.     

2. Выявлен вклад генотипа микросимбионта в проявление 

симбиотической совместимости гороха посевного и бактерий R. 

laguerreae: штамм AMPS05 может рассматриваться как наиболее 

совместимый микросимбионт, штамм AMPS04 — как 

несовместимый, а штаммы AMPS17, AMPS22, AMPS23 и AMPS34 

— как проявляющие промежуточный уровень симбиотической 

совместимости. 

3. Степень развития симбиотических клубеньков при инокуляции 

штаммами R. laguerreae зависит от условий окружающей среды. 

Выявлена позитивная регуляция развития симбиотических структур 

(инфекционных нитей, симбиосом) при действии на клубенек 

повышенной температуры после инокуляции штаммом AMPS23 и 

негативная — после инокуляции штаммом AMPS34. 

  



2 

Глава 1. ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ: Феномен симбиотической 
совместимости в бобово-ризобиальном симбиозе 

1.1. Ключевые особенности ризобий — микросимбионтов Бобовых 

Семейство Fabaceae (Бобовые) является третьим по числу видов среди 

покрытосеменных растений (Bruneau et al., 2013). Важнейшая экологическая 

роль семейства обусловлена способностью к симбиотической азотфиксации, что 

обеспечивает азотным питанием как сами растения, так и агроэкосистемы в 

целом (Рисунок 1). Симбиотические характеристики определяются 

способностью к формированию взаимовыгодных отношений с α-

протеобактериями порядка Hyphomicrobiales (Rhizobiales) (Skerman et al., 1980; 

diCenzo et al., 2024) и представителями β- или γ-протеобактерий 

(рассматривается переклассификация класса Betaproteobacteria как порядка в 

пределах класса Gammaproteobacteria (Parks et al., 2018)). 

 
Рисунок 1 — Симбиоз между ризобиями и растением-хозяином  
Схематическое изображение; показана транскрипция бактериальных генов, 

необходимых для синтеза сигнальных Nod-факторов (nodA, nodB, nodC), и основные 
биохимические процессы, протекающие в бактероидах (TCA — цикл трикарбоновых 
кислот; OAA — оксалоацетат) (цит. по Li, Li, 2023).  
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1.1.1. Общая характеристика представителей семейства Rhizobiaceae 

Впервые микроорганизмы, способные вступать в азотфиксирующий 

симбиоз с бобовыми растениями, были выделены М. Бейеринком в XIX веке и 

названы Bacillus radicicola. Данный изолят позднее был переименован в 

Rhizobium (Frank. 1889; цит. по Young et al., 2001). Исходный род Rhizobium со 

временем претерпел ряд изменений, которые привели к появлению 

многочисленных новых таксонов. 

Бактерии из семейства Rhizobiaceae представляют собой фенотипически 

гетерогенную группу микроорганизмов. Это грамотрицательные, 

преимущественно, аэробные подвижные палочковидные бактерии (Spaink et al., 

1998).  Особенность этих микроорганизмов заключается в крупных геномах, 

размер которых может достигать 10,5 Мб (млн. пар оснований). У активно 

растущих бактерий геном обычно разделён на несколько репликонов, что 

позволяет эффективно управлять генетическим материалом (Spaink et al., 1998). 

Характерным примером мультипартитной геномной организации является геном 

почвенной бактерии Sinorhizobium meliloti, эндосимбионта Бобовых родов 

Medicago, Melilotus и Trigonella, обладающей хромосомой размером примерно 

3,4–4,2 Мб и двумя мегаплазмидами: pSymA (0,9–1,7 Мб) и pSymB (1,6–2 Мб) 

(Kearsley et al., 2024). Мегаплазмиды несут ключевые гены, необходимые для 

установления симбиотических отношений с растением-хозяином (MacLean et al., 

2007). pSymB помимо генов, ответственных за биосинтез экзополисахаридов, 

необходимых для инфекционного процесса, и генов, участвующих в развитии 

бактерий внутри клеток хозяина, включает кластеры, ответственные за 

углеродный метаболизм и ген тРНК аргинина (DiCenzo et al., 2013). Таким 

образом, pSymB представляет собой гибридный репликон (хромиду), 

обладающий характеристиками как плазмиды, так и хромосомы (Harrison et al., 

2010). Примечательно, что многие штаммы дополнительно включают 

вспомогательные плазмиды среднего размера, благодаря чему геном S. meliloti 

может насчитывать до 9000 генов. 
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Другой типичный представитель — Rhizobium leguminosarum sv. viciae, 

эндосимбионт гороха, вики, чины и чечевицы, обладает хромосомой размером 

5,057 Мб и набором из шести плазмид: pRL12, pRL11, pRL10, pRL9, pRL8 и pRL7 

(MacLean et al., 2007). 

Важной особенностью многих видов семейства Rhizobiaceae, включая 

указанных Rhizobium и Sinorhizobium, является наличие в их геномах комплекса 

генов nifHDK, которые кодируют ключевую ферментативную систему — 

нитрогеназу, ответственную за диазотрофию. Кроме того, в их геномах 

присутствуют дополнительные nif-гены, участвующие в синтезе кофакторов и 

регуляции биосинтеза нитрогеназы. Большинство свободноживущих ризобий не 

способны фиксировать азот, а их nif-гены активируются только в процессе 

симбиоза с растениями (Spaink et al., 1998). Организация кластеров этих генов 

может существенно различаться даже внутри одного рода ризобий: у одних 

видов nif-гены располагаются на плазмидах, у других — интегрированы в 

хромосому. Внехромосомное расположение симбиотических генов — 

характерная черта не только мутуалистических микроорганизмов, но и 

патогенов, у которых последние часто отвечают за вирулентность (Adams et al., 

2014).  

 

1.1.2. Механизм работы нитрогеназы 

Ключевым ферментом, ответственным за процесс диазотрофии, является 

нитрогеназа, которая катализирует превращение молекулярного азота в аммиак. 

Этот процесс включает восстановление двух молекул аммиака из молекулы N2, 

что требует разрыва прочной тройной связи, одной из самых устойчивых в 

природе. Для осуществления этой реакции необходимо сложное взаимодействие 

металлопротеинов, сопровождающееся значительными энергетическими 

затратами. На каждый цикл преобразования тратится энергия, эквивалентная 

гидролизу 16 молекул АТФ (аденозинтрифосфат). Кроме того, реакция требует 

наличия мощного восстановителя, в роли которого обычно выступают 

ферредоксин или флаводоксин (Sickerman et al., 2017; Einsle, Rees, 2020). 



15 
 

В природе существует три формы нитрогеназы: главная и две 

альтернативные, хотя наиболее исследованной остается молибденовая (главная) 

нитрогеназа, кодируемая nif-генами (Hu, Ribbe, 2016). Механизм восстановления 

азота молибденовой нитрогеназой основан на взаимодействии двух 

металлопротеинов (Рисунок 2). Редуктаза динитрогеназы (NifH), также 

известная как Fe-белок, представляет собой гомодимер с молекулярной массой 

около 60 кДа. Каждая субъединица содержит сайт связывания MgАТФ и [Fe4:S4]-

кластер, обеспечивающий передачу электронов. Электроны передаются второму 

компоненту комплекса — динитрогеназе (NifDK), известной как MoFe-белок. 

MoFe-белок имеет структуру α2β2-тетрамера с массой примерно 250 кДа и 

включает два металлокофактора: [Fe8:S7] (P-кластер) на каждой поверхности αβ-

субъединицы и [Mo:Fe7:S9:C]:гомоцитрат (M-кластер) внутри каждой α-

субъединицы (Hu, Ribbe, 2016). P-кластер отвечает за транспорт электронов к M-

кластеру, где непосредственно происходит фиксация азота (Sickerman et al., 

2017). 

 
Рисунок 2 — Компоненты нитрогеназы и их взаимодействие  

Редуктаза динитрогеназы (Fe-protein), динитрогеназный компонент (MoFe-protein); 
красные стрелки обозначают кофактор активного центра (цит. по Einsle, 2023). 

 

В условиях дефицита молибдена некоторые свободноживущие 

азотфиксаторы используют нитрогеназу, содержащую ванадий, с кластером 

[V:Fe7:S9] — в три раза менее активную (Einsle, Rees, 2020). Если же отсутствуют 

как молибден, так и ванадий, процесс азотфиксации осуществляется 

железосодержащей нитрогеназой — в двадцать раз менее активной, чем 
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молибденовая (Crichton, 2019). Эта адаптивная способность позволяет 

диазотрофным бактериям выживать и функционировать в различных 

экологических нишах. 

 

1.1.3. Гены ризобий, вовлеченные в симбиоз 

Бактериальные геномы состоят из двух частей: основного генома, общего 

для всех членов вида, который кодирует жизненно важные функции; и 

вспомогательного (акцессорного), который различается по составу среди 

штаммов внутри вида и включает группы генов, контролирующие функции, 

полезные в определенных условиях окружающей среды, такие как устойчивость 

к антибиотикам, доступ к новым ресурсам или взаимодействие с 

эукариотическими хозяевами (Young et al., 2006). 

Ризобии характеризуются уникальной экологической адаптацией, 

включающей выживание в почвенной среде, колонизацию корней растений и 

внутриклеточную персистенцию в растительных тканях. Функционируя как 

сапрофиты, они существуют в составе сложных микробных консорциумов, 

демонстрируя олиготрофный тип метаболизма. В процессе формирования 

эндосимбиотических взаимоотношений с бобовыми растениями ризобии 

подвергаются значительной морфологической и физиологической 

трансформации, дифференцируясь под действием растительных факторов в 

специализированные эндосимбиотические формы — бактероиды. 

Эволюционная пластичность генома ризобий, а также подвижность его 

вспомогательного компонента, вероятно, определяет такой широкий 

адаптационный потенциал этих бактерий (Poole et al., 2018). Так, например, 

более 90% генов у R. johnstonii 3841 (ранее R. leguminosarum sv. viciae)* могут 

считаться вспомогательными, поскольку они не являются универсальными даже 

среди близких видов (Young et al., 2006). 

                                                           
* Здесь и далее штамм 3841 будет обозначаться в соответствии с современной таксономической 
классификацией как Rhizobium johnstonii, даже если в оригинальной работе использовалось ранее 
употребляемое название R. leguminosarum sv. viciae   
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Сравнительный анализ геномов симбиотических и свободноживущих 

ризобий демонстрирует существенное увеличение размера генома у симбионтов: 

в среднем до 6,81 Мб против 4,47 Мб у свободноживущих форм (Pini et al., 2011). 

Как уже было указано выше, геномная организация быстрорастущих ризобий 

характеризуется мультипартитностью, включающей основной хромосомный 

компонент и множественные плазмидные компоненты (часть акцессорного 

генома). Эта особенность тесно связана со способностью к клеточной 

колонизации, расширяя метаболический и симбиотический потенциал бактерий 

(DiCenzo, Finan, 2017). 

Гены, необходимых всем ризобиям для индукции формирования 

клубеньков и азотфиксации, объединяют общим термином «симбиом», хотя 

точно определить его состав пока не удалось (Black et al., 2012). 

У ризобий симбиотические гены классифицируются на nod, noe, nol, nif и 

fix в соответствии с их функциями (Li, Li, 2023). Гены nod необходимы для 

синтеза факторов клубенькообразования (Nod-факторов) (Göttfert, 1993) 

(подробнее см. пункт 1.2.1.). Семейства генов noe и nol отвечают за 

модификацию, секрецию и регуляцию Nod-факторов (Spaink et al., 1998). Гены 

nif, которые имеют структурную гомологию с геном nif Klebsiella pneumoniae, 

выполняют консервативную функцию контроля биосинтеза нитрогеназы и/или 

симбиотических регуляторов (Arnold et al., 1988). Фиксация азота посредством 

нитрогеназы требует анаэробной или микроаэробной среды, и семейство генов 

fix участвует в регуляции и метаболизме кислорода, транспорте электронов 

(Fischer, 1994). Все эти гены обычно расположены на симбиотических плазмидах 

в пределах высоко мобильных симбиотических островов (Black et al., 2012) 

(Рисунок 3). Однако существуют исключения, например, Sinorhizobium fredii 

NGR234, в котором опероны nif и nod расположены на плазмиде, а гены fix — на 

хромосоме (Schmeisser et al., 2009). 
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Рисунок 3 — Хромосома и шесть плазмид штамма Rhizobium johnstonii 

3841  
Плазмиды показаны в одном относительном масштабе, а хромосома — в одной 

четвертой этого масштаба. Кольца от самого внешнего к самому внутреннему 
обозначают гены в прямой и обратной ориентации: все гены, гены мембранных белков 
(ярко-зеленые), гены консервативных и неконсервативных гипотетически предсказанных 
белков (коричневые — консервативные, бледно-зеленые — неконсервативные), фаги и 
транспозоны (розовые, показаны только для pRL7); только для хромосомы показаны 
гены, ответственные за транскрипцию/рестрикцию и ДНК геликазы (красные), и 
регуляторы транскрипции (синие). Внутренние кольца обозначают отклонения в 
содержании GC (черные) и перекос GC состава (оливковый/малиновый) (цит. по Young 
et al., 2006). 

 

Кроме того, были идентифицированы многочисленные гены, 

расположенные вне мобильных симбиотических элементов, которые также 

участвуют в симбиотических взаимодействиях. К их числу относятся гены 

биосинтеза полисахаридов: экзополисахаридов (ЭПС) (eps), липополисахаридов 

(ЛПС) (lps), капсульных полисахаридов (kps), предположительно участвующие 
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в модуляции защитных реакций растения (Wang et al., 2018); шапероны (Bittner 

et al., 2007); гены, участвующие в подвижности и хемотаксисе (Wheatley et al., 

2020; Ji et al., 2023); транспортеры и гены биосинтеза осмопротекторов (Tian et 

al., 2012). Способность бактерий метаболизировать компоненты, обнаруженные 

в корневых экссудатах, такие как гомосерин или мимозин (Soedarjo, Borthakur, 

1998; Vanderlinde et al., 2014), определенные сахара, такие как эритрит, рамноза, 

мио-инозитол или аминокислоты (Ledermann et al., 2021), способствуют 

успешному формированию клубеньков. Все обозначенные генетические 

детерминанты, вероятно, играют ключевую роль в адаптации ризобий к 

условиям ризосферы, обеспечивая способность к использованию специфических 

растительных метаболитов и резистентность к биотическим и абиотическим 

стрессовым факторам (Doin de Moura et al., 2020).  

Указанные выше гены не единственные, многие семейства генов 

контролируют последующие после первоначального сигнального диалога между 

растением-хозяином и ризобиями стадии развития клубенька: колонизацию 

бактериями клеток растения и дифференцировку ризобий в азотфиксирующие 

бактероиды. Особую роль играют гены систем секреции белков (Nelson, 

Sadowsky, 2015). Системы секреции, обнаруженные у Hyphomicrobiales, 

варьируются от типа I до типа VI, в дополнение к Tat-комплексу системы twin-

arginine translocation (Black et al., 2012). Примечательно, что различные 

азотфиксирующие ризобии содержат различные подмножества этих систем 

(Fauvart, Michiels, 2008; Schmeisser et al., 2009). 

Гены основной части генома с основными клеточными функциями также 

играют существенную роль во время симбиоза. Например, мутация сенсорной 

гистидинкиназы chvG в R. leguminosarum отрицательно влияет на метаболизм 

ризобий, стабильность внешней мембраны и симбиоз с горохом, чечевицей и 

викой (Vanderlinde, Yost, 2012). Отсутствие гена pssZ нарушает биосинтез ЭПС 

ризобий и приводит к блоку инфицирования хозяина (Lipa et al., 2019). Кроме 

того, продукт гена ropB, важный регулятор транскрипции, участвует во 

взаимодействиях между ризобиями и горохом (Kosolapova et al., 2022). 
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1.1.4. Горизонтальный перенос генов в эволюции и адаптации к хозяину 

Ризобии представляют собой разнообразную полифилетическую группу 

бактерий (Taulé et al., 2012). Современные данные, полученные с помощью 

секвенирования транспозонов (Tn-Seq), свидетельствуют о том, что адаптация 

ризобий к ризосфере растений-хозяев произошла задолго до их специализации к 

индукции образования клубеньков (Salas et al., 2017). Эволюционная 

диверсификация этих микроорганизмов, вероятно, осуществлялась посредством 

независимых горизонтальных переносов генетического материала и дупликаций 

ключевых генов (Doin de Moura et al., 2020). Бактерии, которые разделяют одну 

экологическую нишу, часто обмениваются генетическим материалом (Smillie et 

al., 2011), поэтому вполне вероятно, что ключевые симбиотические функции 

были переданы в течение длительного эволюционного периода. Существует 

мнение, что бактериальный акцессорный геном являются «геномным 

симбионтом» со своей эволюционной историей и будущим, которые отличаются 

от истории и будущего его хозяев (Remigi et al., 2016).  

Ризобии характеризуются открытыми пан-геномами с высокой 

динамичностью генов (Liu et al., 2023), что подтверждается наличием 

многочисленных инсерционных последовательностей и транспозаз (Zhao et al., 

2018). Горизонтальный перенос у этих микроорганизмов является основным 

драйвером геномной пластичности и поставщиком ключевых генов для тонкой 

настройки адаптации к растениям-хозяевам, являясь важным механизмом 

распространения эффективного генотипа (Rosselli et al., 2021). Хотя, 

повышенная восприимчивость Rhizobium к интеграции новых sym-генов, 

приводит порой к образованию рекомбинантов с резко измененными 

симбиотическими свойствами. К числу таких рекомбинантов может быть 

отнесен штамм R. leguminosarum sv. viciae Norway, который способен 

инфицировать «чужеродного» хозяина — лядвенец, однако на основном хозяине, 

индуцирует не фиксирующие азот клубеньки (Liang et al., 2018). 

Адаптация ризобий к экологическим нишам, создаваемым растением-

хозяином, в значительной степени определяется генами, расположенными на 
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симбиотических плазмидах. Например, плазмида pRL8 R. johnstonii 3841 

обогащена генами, экспрессируемыми преимущественно в условиях ассоциации 

с растениями гороха, и кодирует ферменты для утилизации гомосерина, 

выделяемого корнями в ризосферу (Vanderlinde et al., 2014). Однако присутствие 

определённых плазмид в геноме ризобий может оказывать как положительное, 

так и отрицательное влияние на симбиотическое развитие. Так, утрата крупной 

плазмиды у представителей рода Mesorhizobium может способствовать 

улучшению азотфиксации и конкурентоспособности в процессе 

клубенькообразования. В то же время наличие множественных крупных 

вспомогательных плазмид у S. meliloti может приводить к нарушению 

симбиотических взаимодействий с растением-хозяином (diCenzo et al., 2019). В 

описанных случаях потеря или инактивация соответствующих генов под 

очищающим давлением отбора может предоставить ризобиям адаптивные 

преимущества. 

Установлено, что популяции Rhizobium и Sinorhizobium, обитающие в 

ризосфере или клубеньках, демонстрируют значительно меньшее генетическое 

разнообразие симбиотических плазмид по сравнению с их хромосомами или 

вспомогательными плазмидами (Poole et al., 2018). Происходит это за счет того, 

что перенос симбиотических плазмид представляет собой рабочий механизм 

«размножения» эффективных популяций ризобий (diCenzo et al., 2019). 

Филогенетические сравнения последовательностей симбиотических генов 

показали, однако, что горизонтальный перенос был более распространен внутри 

родов, чем между родами (Andrews et al., 2018). Внутривидовой перенос 

симбиотических плазмид у R. leguminosarum способствует повышению 

конкурентоспособности на начальных этапах формирования клубеньков и, в 

последующем, эффективности азотфиксации (Brewin, 1991).  

Немалую роль может играть и географический фактор, создавая 

географически специфичный акцессорный компонент ризобий, определяющий 

скорее приспособленность к конкретным факторам окружающей среды, а не к 

растению-хозяину (Andronov et al., 2025). 
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1.1.5. Видовой комплекс Rhizobium leguminosarum  

В 1984 году в Руководстве Берджи по систематической бактериологии 

(Bergey's Manual of Systematic Bacteriology) в пределах R. leguminosarum было 

предложено выделять три биовара: viciae, trifolii и phaseoli, для разграничения 

различных типов специфичности к хозяину (Jordan, 1984). С тех пор произошло 

описание новых видов в пределах рода Rhizobium, а также новых родов для 

других видов клубеньковых бактерий. Многие штаммы, первоначально 

описанные как R. leguminosarum, были перемещены в новые виды, и очевидно, 

что три биовара, теперь называемые симбиоварами, не ограничиваются только 

R. leguminosarum (Young et al., 2021). Последние данные свидетельствуют о 

«двумерном» распространении ключевых симбиотических генов у ризобий: 

колонизация нового рода происходит редко и требует модификаций генома 

реципиента, тогда как расширение внутри родов ризобий происходит часто и 

допускает возникновение новых симбиоваров (Remigi et al., 2016). 

R. leguminosarum sv. viciae способен эффективно колонизировать растения 

четырёх родов — Pisum, Vicia, Lens и Lathyrus. Этот широкий спектр хозяев 

частично объясняется наличием в геноме микросимбионта разнообразных 

плазмид, которые варьируют у различных изолятов (Sánchez-Cañizares et al., 

2018).  Однако существуют предположения о наличии предпочтительных 

генотипов R. leguminosarum sv. viciae для конкретных хозяев среди множества 

генотипов, представленных в почве (Jorrin, Imperial, 2015). Эти предположения 

были подтверждены с помощью полимеразной цепной реакции и последующего 

анализа полиморфизма длин рестрикционных фрагментов симбиотических и 

несимбиотических молекулярных маркеров у изолятов, полученных из 

клубеньков различных растений (Depret et al., 2004). Более того, был обнаружен 

штамм, способный успешно инокулировать вику, но не горох (Dolgikh et al., 

2025). 

Геномный анализ оказал значительное влияние на таксономию ризобий 

(Rajkumari et al., 2022). Особенностью R.  leguminosarum является дивергенция 

симбиотически специализированной части генома (образование симбиоваров с 
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различной хозяйской специфичностью) и его основной части, происходящие 

одновременно и в значительной степени независимо (Kumar et al., 2015; Young 

et al., 2021; Young et al., 2023). Данная таксономическая структура позволяет 

рассматривать R. leguminosarum как видовой комплекс, Rlc (англ. Rhizobium 

leguminosarum complex), возникший в результате «двумерной» эволюции 

многокомпонентного генома (Проворов, Андронов, 2024).   В настоящее время 

Rlc включает по меньшей мере восемнадцать геновидов (Young et al., 2021). Rlc 

представляет собой отдельную группу, четко отделенную от других видов рода 

Rhizobium. Анализ последовательностей гена 16S рРНК показывает 

значительное разнообразие внутри комплекса, но не позволяет различать 

геновиды; анализ отдельных генов тоже не всегда дает достоверную картину 

филогенетических отношений. По этой причине был предложен новый подход к 

определению границ видов ризобий на основе геномных данных 

(генотаксономия) — совмещение филогении универсальных коровых генов и 

сравнение значений нуклеотидной идентичности (от англ. Average Nucleotide 

Identity, ANI) (Li et al., 2024; Martinez-Romero et al., 2024). В результате, десять 

геновидов Rlc сейчас представляют отдельные «новые» виды: R. brockwellii, R. 

johnstonii, R. beringeri (Young et al., 2023), R. indicum (Rahi et al., 2020), R. acacia 

(Hsouna et al., 2023), R. laguerreae (Saïdi et al., 2014), R. changzhiense (Zhang et al., 

2021), R. sophorae, R. ruizarguesonis, и собственно R. leguminosarum sensu stricto 

(Young et al., 2021). 

Особое внимание исследователей привлекает так называемая F-клада в 

пределах комплекса Rlc. F-клада является группой из пяти близкородственных 

геновидов (R. laguerreae в широком смысле). Бактерии R. laguerreae были 

выделены из клубеньков Vicia faba L. в Перу, Испании и Тунисе (Saïdi et al., 

2014). Значения ANI между представителями F-клады выше 95%, а различия 

между представителями внутри клады меньше, чем между кладой и другими 

геновидами, что свидетельствует о высокая степень генетического родства и 

наличии общего предка (Young et al., 2021). Описанная уникальная особенность 
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клады R. laguerreae может представлять интерес при изучении механизмов 

видообразования у ризобий. 

 

1.2. Установление бобово-ризобиального симбиоза 

1.2.1. Влияние Nod-факторов на специфичность симбиоза 

Взаимодействие клубеньковых бактерий с растениями семейства Fabaceae 

приводит к формированию уникального органа — симбиотического клубенька, 

который представляет специализированную экологическую нишу для данных 

микроорганизмов. Ключевым фактором формирования эффективного симбиоза 

является взаимный обмен молекулярными сигналами между партнерами 

(Oldroyd, 2013; Suzaki, Kawaguchi, 2014; Zipfel, Oldroyd, 2017). 

На бедных азотом почвах бобовые растения выделяют группу вторичных 

фенилпропаноидных метаболитов — флавоноидов или изофлавоноидов. 

Несмотря на их на широкий спектр, в процессе формирования клубеньков 

участвуют лишь специфические подгруппы этих соединений (Liu, Murray, 2016). 

Последние выполняют функцию хемоаттрактантов для ризобий, причем их 

эффективная концентрация формируется в непосредственной близости от зоны 

развития корневых волосков — основного места инфицирования (Liu, Murray, 

2016; Dong, Song, 2020). 

Индукция формирования симбиотических клубеньков осуществляется 

специфическими липохитоолигосахаридами, известными как Nod-факторы 

(Spaink et al., 1998) (Рисунок 4). Эти соединения синтезируются и секретируются 

ризобиями в ответ на флавоноиды (Fliegmann, Bono, 2015). Структура Nod-

факторов характеризуется наличием трёх–пяти остатков N-ацетилглюкозамина с 

β-1-4 связями, к которым присоединена жирная кислота и разнообразные 

радикалы в различных положениях углеводного скелета (Spaink et al., 1991). 

Биосинтез Nod-факторов является уникальным свойством, присущим 

исключительно ризобиям. 
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Рисунок 4 — Химическая структура основного Nod-фактора, 

продуцируемого Sinorhizobium meliloti  
 R — SO3

−, R1 — ацетил; жирнокислотный радикал — C16:2Δ2E,9Z (цит. по 
Fliegmann, Bono, 2015). 

 

Синтез Nod-факторов осуществляется комплексом бактериальных генов: 

nodA (ацил-трансфераза), nodB (хитоолигосахариддеацетилаза) и nodC 

(хитоолигосахарид-синтаза) обеспечивают формирование остова Nod-фактора; 

nodE, nodF и nodG ответственны за синтез жирнокислотного компонента; а 

множество дополнительных генов (nod, noe, nol — гены «хозяйской 

специфичности») участвуют в модификации хитоолигосахаридного скелета, его 

транспорте и секреции (Spaink et al., 1998). 

Nod-фактор, синтезированный исключительно белками NodA, NodB и 

NodC, имел полноценную биологическую активность и вызывал деформации 

корневых волосков (Spaink et al., 1991). Однако на сегодняшний день не известен 

ни один штамм ризобий, который производил бы только «минимальный» Nod-

фактор (Spaink et al., 1998). 

Регуляторный белок NodD (ген nodD характеризуется конститутивной 

экспрессией) функционирует как сенсор растительных сигналов и активатор 

транскрипции nod генов, содержащих nod-бокс (Schlaman et al., 1992). 

Функциональная двойственность NodD определяется структурной связью между 

сенсорным доменом C-концевого участка и ДНК-связывающим доменом N-

концевого участка молекулы. Помимо NodD, в некоторых модельных ризобиях 
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были идентифицированы дополнительные факторы, регулирующие активность 

nod генов, например, двухкомпонентная регуляторная система NodV-NodW, 

белки NwsB и NolA у Bradyrhizobium diazoefficiens (Loh, Stacey, 2003), или SyrM, 

гомолог NodD, у Sinorhizobium (Barnett, Long, 2015; Acosta-Jurado et al., 2020). 

Растения семейства Fabaceae, выделяя специфический спектр 

флавоноидных соединений, вызывают повышение внутриклеточного 

содержания Ca2+ у совместимых ризобий (Moscatiello et al., 2010). Далее 

флавоноиды связываются с бактериальными регуляторами транскрипции, 

активируют их и индуцируют экспрессию генов клубенькообразования. Nod-

факторы служат своего рода «визитной карточкой» для растения, сообщая о 

присутствии потенциально выгодного симбионта рядом. Разнообразие 

заместителей, в сочетании с длиной и степенью насыщенности N-ацильной 

группы, широко варьирует между Nod-факторами, продуцируемыми 

различными видами ризобий, и является важным аспектом в обеспечении 

специфичности взаимодействий между различными видами ризобий и Бобовых 

(Wang et al., 2018). 

 

1.2.2. Ключевые этапы сигнального каскада инфекции 

Ризобиальные Nod-факторы необходимы и достаточны для индукции 

программы развития симбиотического клубенька даже в отсутствие бактерий 

(Truchet et al., 1991). Nod-факторы связываются в плазмалемме корневых 

волосков c рецептор-подобными киназами, несущими LysM домены (три домена 

внеклеточного мотива лизина), формирующие между собой гетеромерные 

комплексы (Geurts et al., 2005; Oldroyd et al., 2011; Mbengue et al., 2020) (Рисунок 

5). Так, у лядвенца японского (Lotus japonicus L.) рецепторный комплекс состоит 

из NFR1 (NOD FACTOR RECEPTOR KINASE 1) и NFR5 (NOD FACTOR 

RECEPTOR KINASE 5), а у люцерны усеченной (Medicago truncatula Gaertn.) — 

LYK3 (LysM RECEPTOR KINASE 3) и NFP (NOD FACTOR PERCEPTION) 

(Oldroyd, 2013; Roy et al., 2020). У гороха за распознавание отвечают 

рецепторные комплексы SYM10/K1 и SYM10/SYM37/SYM2 (Kirienko et al., 
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2018). Эти рецепторы имеют решающее значение для выбора 

партнера/определения круга хозяев (Radutoiu et al., 2007). Другим рецептором, 

участвующим в восприятии Nod-факторов у L. japonicus, является SYMRK 

(SYMBIOSIS RECEPTOR-LIKE KINASE), содержащий лейцин-богатые повторы 

(у Medicago — DMI2 (DOES NOT MAKE INFECTIONS 2)) (Oldroyd, 2013; Pan et 

al., 2018; Mbengue et al., 2020).  

 

Рисунок 5 — Гены и процессы, участвующие в сигнальном каскаде, 
активируемом Nod-фактором во время клубенькообразования  
Флавоноиды, образующиеся при низком содержании азота в почве (1); запуск 

выработки бактериальных Nod-факторов (2); восприятие сигналов рецепторами на 
плазматической мембране эпидермальных клеток корня (3); запуск биохимических и 
физиологических реакций (4–6); изменения в экспрессии ядерных генов (7). Названия 
белков указаны для M. truncatula, если не уточняется иное (цит. по Roy et al., 2020). 

 

LysM содержащие рецепторные белки распознают также хитин в 

клеточных стенках грибов и пептидогликан в бактериальных оболочках, что 
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ведет к активации ассоциированных с патогеном молекулярных паттернов (от 

англ. Pathogen-Associated Molecular Pattern; PAMP) и запуску иммунных реакций 

(Oldroyd, 2013). Для успешного развития симбиоза ризобии должны 

модулировать иммунный ответ. Ризобиальные ЛПС подавляют PAMP, а 

ризобиальный флагеллин не вызывает иммунного ответа, в отличие от 

большинства других бактериальных флагеллинов (Poole et al., 2018). Защитные 

рецепторные киназные комплексы распознают микробные молекулы на 

поверхности растительных клеток, следовательно, иммунная система 

ограничивает количество штаммов ризобий с которыми может ассоциироваться 

бобовое растение (Tóth, Stacey, 2015; Cao et al., 2017). 

Ниже рецепторов находится сигнальный путь, который разделяет 

несколько компонентов с сигнальным путем арбускулярной микоризы, это 

«общий симбиотический путь» (Oldroyd et al., 2011; Oldroyd, 2013; Geurts et al., 

2016). Общие симбиотические сигнальные компоненты включают 

индуцируемую Nod-фактором E3 убиквитинлигазу, белки ранней сигнальной 

трансдукции SIP (SYMRK INTERACTING PROTEINS), а также «рецептор 

входа» LYK3 и симбиотическую рецептор-подобную киназу DMI2 у Medicago 

(Mbengue et al., 2010; Vernié et al., 2016) (Рисунок 5). Гетеротримерные G-белки, 

регулирующие рост и развитие, могут играть важную роль в реакции растений 

на восприятие Nod-фактора на ранних стадиях развития симбиоза (Bovin et al., 

2022). 

Активация сигнального пути симбиоза приводит к образованию активных 

форм кислорода и притоку кальция через плазматическую мембрану, что 

наблюдается также при запуске защитных реакций (Иванова, Цыганов, 2014). 

НАДФН-оксидаза RBOH и еще не выявленный вторичный мессенджер 

участвуют в передаче сигналов от LysM рецепторов (Zipfel, Oldroyd, 2017). 

Некоторый сигнал (предположительно мевалонат, образующийся при работе 

фермента 3-гидрокси-3-метилглутарил-КоА-редуктаза) перемещается в ядро. В 

восприятии сигнала в ядре участвуют катионные калиевые каналы DMI1 (DOES 

NOT MAKE INFECTIONS 1) у M. truncatula или CASTOR и POLLUX у L. 
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japonicus, расположенные в ядерной оболочке, кальциевые каналы CNGC15 

(CYCLIC NUCLEOTIDE GATED CHANNELS 15) и кальциевая АТФаза MCA8, 

а также нуклеопорины NUP85 (NUCLEOPORIN85) и NUP133 

(NUCLEOPORIN133) (Zipfel, Oldroyd, 2017; Roy et al., 2020) (Рисунок 5). В 

результате происходит отток ионов калия в ядерную оболочку, реполяризация 

ядерной мембраны, активация осцилляций ионов кальция. Изменения 

концентрации Ca2+ в ядре активируют кальций-кальмодулинзависимую 

протеинкиназу CCaMK, которая, являясь распределителем сигналов, запускает 

транскрипцию генов, участвующих в формировании и развитии клубенька 

(Oldroyd et al., 2011; Zipfel, Oldroyd, 2017).  

CCaMK может связывать кальций непосредственно через домен спираль–

петля–спираль или косвенно через домен, связывающий кальмодулин. В 

отсутствие кальция CCaMK остается автоингибированной. Связывание кальция 

ведет к автофосфорилированию CCaMK (Miller et al., 2013).  

Основными субстратами для CCaMK являются транскрипционные 

факторы CYCLOPS у L. japonicus или IPD3 (INTERACTING PROTEIN OF DMI3) 

у Medicago (Messinese et al., 2007). Фосфорилирования этих факторов достаточно 

для образования клубенька (Singh et al., 2014), однако известно, что CYCLOPS 

является компонентом гораздо более обширной регуляторной системы и связан 

с белками DELLA (Fonouni-Farde et al., 2016). Белки DELLA играют огромную 

роль в развитии растений, их участие в симбиозе обеспечивает контроль этого 

процесса растительными гормонами гибберелинами, поддерживая 

ризобиальную инфекцию в эпидерме, а также регулируя количество и плотность 

закладки клубеньков (Jin et al., 2016). Помимо этого, CYCLOPS может входить в 

состав комплекса c содержащими GRAS-домен факторами транскрипции NSP1 

(NODULATION SIGNALING PATHWAY 1) и NSP2 (NODULATION 

SIGNALING PATHWAY 2), необходимыми для экспрессии генов, 

чувствительных к Nod-факторам (Hirsch et al., 2009). 

Индуцированный транскрипционный каскад ведет к органогенезу 

клубеньков и/или ризобиальной инфекции, которая включает дополнительные 
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факторы транскрипции (Mbengue et al., 2020; Liu et al., 2021). Транскрипционные 

факторы NIN (NODULE INCEPTION) и NF-YA1 вовлечены в установление связи 

между симбиотической передачей сигналов, производством и локализацией 

максимума ауксина, необходимого для деления клеток и инициации клубеньков 

(Lin et al., 2020). 

 

1.2.3. Инфекционный процесс и органогенез клубенька 

Бобово-ризобиальный симбиоз характеризуется длительной 

эволюционной историей, в ходе которой произошло значительное усложнение 

взаимодействий между симбионтами. Предполагается, что первоначальная 

форма симбиоза, более простая, при которой ризобии проникали в корни через 

повреждения эпидермального слоя, наблюдаемая у некоторых представителей 

семейства Fabaceae, таких как арахис культурный (Arachis hypogaea L.) и водное 

бобовое растение Neptunia, эволюционировала в более специализированную 

форму взаимодействия (Rivas et al., 2002; Ibáñez et al., 2016). Эта форма 

характеризуется регулируемой колонизацией корней растения ризобиями 

посредством инфекционных нитей с образованием клубеньков (Brewin, 1991). 

Процесс бактериальной инфекции инициируется адгезией ризобий к 

поверхности корневых волосков растения. На начальном этапе адгезия является 

слабой, обратимой и неспецифической (Gage, 2004). Слабое, зависящее от Ca2+ 

связывание, опосредованно адгезионным белком ризобий RapA1 (Mongiardini et 

al., 2008). Синтез дополнительных белков прикрепления, RapA2 и RapC, 

связывающих экзополисахариды капсулы, дополнительно усиливает 

прикрепление к корням (Abdian et al., 2013; Frederix et al., 2014). Затем следует 

этап плотного связывания, опосредованный синтезом бактериями целлюлозных 

фибрилл (Rodríguez-Navarro et al., 2007). Синтез этих фибрилл необходим для 

образования биопленок на кончиках корневых волосков (Gage, 2004; Fujishige et 

al., 2008; Rinaudi, Giordano, 2010). Рост численности бактериальных клеток в 

составе биопленки способствует усилению слабых сигналов, что приводит к 

повышению инфекционного потенциала бактерий при взаимодействии с 
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растением (Catoira et al., 2001). Лектины растения-хозяина также играют роль в 

адгезии ризобий, связываясь одновременно с клеточной стенкой растения и 

углеводными остатками на поверхности совместимых бактерий (Laus et al., 2006; 

Williams et al., 2008). 

Под действием Nod-факторов происходит реорганизация цитоскелета 

растения (Su et al., 2020), сопровождающаяся деформацией и характерным 

скручиванием корневых волосков по форме напоминающем «ручку зонтика» или 

«посох пастуха» (Brewin, 1991). В результате этого процесса формируется 

инфекционный карман — камера. Бактерии, захваченные в этот карман, 

продолжают процесс деления, формируя микроколонию (Sahlman, Fåhraeus, 

1963). Начало инвазии связано с локализованной деградацией клеточной стенки 

корневого волоска при участии бактериальных и растительных ферментов, 

разрушающих полисахариды клеточной стенки, а также с синтезом множества 

белков, в том числе раннего нодулина ENOD11 (Early NODulin) (Guan et al., 2013; 

Fournier et al., 2015; Sogawa et al., 2019; Suzaki et al., 2019). Дальнейшее 

проникновение ризобий в корневые волоски осуществляется через 

специализированную трубчатую структуру растительного происхождения — 

инфекционную нить (Brewin, 1991). 

Инфекционные нити представляют собой уникальные инвазивные 

растительные структуры, способные пересекать границы клеток (Рисунок 6). 

Они окружены клеточной стенкой и содержат матрикс, состоящий из 

арабиногалактанпротеинов-экстенсинов (АГБ-Э), целлюлаз, пектинов, пролин-

богатых белков и компонентов бактериального происхождения (Brewin, 2004; 

Цыганова, Цыганов, 2019; Tsyganova et al., 2021). В инициации и полярном росте 

инфекционных нитей участвует как актиновый (Peleg-Grossman et al., 2007), так 

и тубулиновый цитоскелет (Perrine-Walker et al., 2014). Белки мембранного 

транспорта способствуют развитию инфекционной нити, поскольку 

плазматическая мембрана растения инвагинирует и расширяется внутрь (Roy et 

al., 2020). Ризобии внутри инфекционной нити располагаются в апопласте и 

продолжают быть отделены от растительных клеток, так как стенка 
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инфекционной нити является продолжением стенки клетки-хозяина (Gage, 2004; 

Fournier et al., 2008). 

 
Рисунок 6 — Клеточные реакции растений, лежащие в основе роста 

полярной инфекционной нити 
Показаны последовательные стадии: формирование инфекционной камеры, 

инициация инфекционной нити в корневых волосках и её продвижение через кору корня 
(цит. по de Carvalho-Niebel et al., 2024). 

 

Сигнальный путь, активируемый Nod-факторами, также инициирует 

реактивацию клеточных делений в перицикле и наружной (в случае 

детерминированных клубеньков, см. пункт 1.2.4.) или внутренней (в случае 

недетерминированных клубеньков) коре корня (Timmers et al., 1999). 

Транскрипционный фактор NIN является главным регулятором множества генов 

и процессов, которые оказывают положительное влияние на органогенез 

клубеньков (Liu et al., 2019).  Недавно было показано, что важную роль в 

индукции клеточных делений играют транскрипционные факторы SHR (SHORT-

ROOT) и SCR (SCARECROW), поддерживающие деление и дифференцировку 

клеток (Dong et al., 2020). Так, в результате делений клеток формируется 

примордий клубенька (Timmers et al., 1999). 

При достижении инфекционной нитью примордия клубенька происходит 

высвобождение бактерий в местах истончения клеточной стенки, известных как 

инфекционные капли. С морфологической точки зрения этот процесс 
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напоминает эндоцитоз (Brewin et al., 1990; Brewin, 1998), хотя анализ 

вовлеченных молекулярных компонентов свидетельствует о его сходстве с 

экзоцитозом (Ivanov et al., 2010). В процессе перехода внутрь клетки хозяина 

ризобии утрачивают капсулу из поверхностных полисахаридов (Spaink et al., 

1998). Бактерии остаются окружёнными плазматической мембраной 

растительной клетки (симбиосомной мембраной), которая регулирует обмен 

метаболитами между микросимбионтами и цитоплазмой (Coba de la Peña et al., 

2018). Симбиосомная мембрана не связана с клеточной стенкой растения, но 

тесно контактирует с поверхностью бактериальных клеток.   

Бактерии дифференцируются в специфические формы, известные как 

бактероиды, которые увеличиваются в размерах и изменяют свою морфологию 

(Brewin, 1991; Maróti, Kondorosi, 2014). Превращение в бактероиды 

сопровождается большими изменениями в транскриптоме и протеоме: гены 

азотфиксации индуцируются, а большинство генов, необходимых для роста, 

включая те, которые кодируют рибосомальные белки и участвуют в репликации 

ДНК и биосинтезе аминокислот — репрессируются (Becker et al., 2004; Pessi et 

al., 2007; Karunakaran et al., 2009) (Рисунок 7).  

Развитие бактероидов после проникновения бактерий в клетки клубенька 

представляет собой многостадийный процесс, каждая стадия которого 

контролируется специфическими генами растения (Vasse et al., 1990; Tsyganov et 

al., 2003). Они индуцируют набухание бактериальных клеток, амплификацию 

генома и повышают проницаемость клеточной мембраны (Mergaert et al., 2006). 

Процесс дифференцировки бактерий представляет собой регулируемый 

механизм адаптации к симбиосомной среде, которая может расцениваться для 

бактерий как стрессовая (Spaink et al., 1998). 
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Рисунок 7 — Обмен питательными веществами и регуляция развития 

бактероидов  
Aap, пермеаза аминокислот; Bra, пермеаза разветвленных аминокислот; CtrA, регулятор 
ответа клеточного цикла; DCT, транспортер дикарбоксилата; FixJ, транскрипционный 
регуляторный белок; FixK, белок регуляции азотфиксации; FixL, сенсорный белок; FtsZ, 
белок деления клеток; Mal, малат; Pyr, пируват (цит. по Poole et al., 2018). 

 

У Бобовых, принадлежащих кладе IRLC (сокр. англ. Inverted Repeat-

Lacking Clade) (Wojciechowski et al., 2000), дифференцировка бактерий в 

бактероиды носит необратимый характер благодаря участию специфичных для 

клубенька цистеин-богатых NCR-пептидов (от англ. Nodule Cysteine-Rich 

Peptides) (Haag et al., 2013; Stonoha-Arther, Wang, 2018). Предполагается, что 

вызываемая NCR-пептидами терминальная дифференцировка бактероидов 

служит для ограничения чрезмерного размножения ризобий в клетках 

макросимбионта (Kereszt et al., 2011; Chomicki et al., 2020). Развитие клубеньков 

может происходить и без пептидов NCR (Ishihara et al., 2011). 
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В терминальной дифференцировке бактероидов белок BacA играет 

важную роль, вероятно, участвуя в изменении состава симбиосомной мембраны 

и обеспечивая слияние секреторных везикул с симбиосомами (Kereszt et al., 2011; 

Haag et al., 2013). 

Высвобождение ризобий в клетки клубеньков сопровождается 

значительными перестройками цитоскелета (Kitaeva et al., 2016; Kitaeva et al., 

2021; Kitaeva et al., 2022; Hlaváčková et al., 2023). Тонкая сеть F-актина и 

эндоплазматических микротрубочек окружает растущие симбиосомы (Zhang et 

al., 2024). Эндоплазматические микротрубочки организуют пространственное 

расположение симбиосом, в то время как порядок расположения кортикальных 

определяют тип роста инфицированной клетки: изотропный или анизотропный 

(Kitaeva et al., 2016; Kitaeva et al., 2022). Изменения кортикального цитоскелета 

направлены на увеличение объёма инфицированных клеток для размещения 

значительного количества симбиосом (Kitaeva et al., 2022).  Объём такой клетки 

может превышать объем диплоидной меристематической в 80 раз, а число 

симбиосом достигать 50 тысяч (Maróti, Kondorosi, 2014).  

 

1.2.4. Типы онтогенеза клубенька 

Ткани клубеньков состоят из внешней коры, эндодермы, сосудистых 

пучков и внутренней коры, которые покрывают центральную, в основном 

инфицированную область. В процессе развития симбиоза число зараженных 

клеток хозяина постоянно увеличивается. Это происходит двумя путями, 

вследствие чего клубеньки делят на детерминированные и 

недетерминированные (Рисунок 8). В недетерминированных клубеньках 

меристема функционирует на протяжении длительного времени, и бактерии в 

результате продолжающегося роста инфекционных нитей колонизируют новые 

клетки хозяина (Xiao et al., 2014). В результате недетерминированные клубеньки 

приобретают характерную вытянутую форму.  
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Рисунок 8 — Разновидности симбиотических клубеньков  
Недетерминированные клубеньки (слева) имеют цилиндрическую форму и содержат 

различные зоны; детерминированные клубеньки (справа) имеют сферическую форму, и все 
инфицированные клетки находятся на одинаковой стадии развития (цит. по Zhang et al., 
2024). 

 

Постоянная активность меристемы, которая дает начало новым клеткам 

клубенька, впоследствии колонизируемым ризобиями, приводит к образованию 

ткани клубенька, которая активно фиксирует азот (Xiao et al., 2014). Такой 

процесс приводит к градиенту стадий развития (Vasse et al., 1990). За меристемой 

(зона I) следует зона инфекции (зона II), в которой клетки дифференцируются и 

увеличиваются в размерах. В этой зоне происходит контакт с инфекционными 

нитями, образуются инфекционные капли, бактерии высвобождаются и 

начинают колонизировать клетки хозяина, при этом инициируется их 

дифференцировка в бактероиды. Переходная, или интерзона (зона II–III), 

представлена одним–тремя слоями клеток, заполненных амилопластами, в 

клетках начинается активный синтез леггемоглобина (Singh, Varma, 2017). Зона 

азотфиксации (зона III) является самой обширной, она заполнена крупными 

дифференцированными клетками, содержащими большое количество 

симбиосом. Бактероиды этой зоны значительно отличаются по размерам от 

бактерий, цитоплазма в них просветлена, и они часто имеют плеоморфную 
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форму. Бактероиды окружены симбиосомной мембраной индивидуально и, в 

отличие от детерминированных клубеньков, никогда не собраны в группы. По 

мере функционирования клубенька в базальной области формируется зона 

старения (зона IV). В этой зоне происходит дегенерация симбиотических 

структур, бактероиды теряют свою гетерогенность цитоплазмы и постепенно 

лизируются (Serova et al., 2017; El Msehli et al., 2019).  

Medicago sativa L., M. truncatula, P. sativum, виды родов Vicia и Trifolium — 

эти объекты исторически использовались в качестве моделей для изучения 

формирования и развития недетерминированных клубеньков. M. truncatula — 

модельное бобовое растение, способствовавшее развитию исследований, 

сосредоточенных на генетике и клеточной биологии симбиоза, поскольку она 

диплоидна, хорошо трансформируется, имеет небольшой геном и может легко 

скрещиваться для формирования генетически однородных линий (Garmier et al., 

2017). 

В детерминированных клубеньках меристематическая активность 

временна и индуцируется только в наружной коре, а бактерии распространяются 

путем деления уже инфицированных клеток, в следствие чего клубенек имеет 

правильную шарообразную форму (Brewin, 1991). Такие клубеньки характерны, 

например, для Arachis hypogaea, Glycine max (L.) Merr., Vigna unguiculata (L.) 

Walp. 

 

1.3. Симбиотическая совместимость 

1.3.1. Определение термина  

Впервые термин «симбиотическая совместимость» (от англ. symbiotic 

compatibility) появляется в работе Х. Уилкинсона с соавторами (Wilkinson et al., 

1996). В этой работе на примере бобово-ризобиального симбиоза Amphicarpaea 

bracteata (L.) Fernald с бактериями рода Bradyrhizobium рассматривается роль 

генотипа и местообитания на совместимость взаимодействия партнеров в 

контексте коэволюции. Отрицая точку зрения о том, что коэволюция происходит 

быстрыми темпами в каждой локальной популяции, авторы подчеркивают вклад 
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конкретных генотипов (Wilkinson et al., 1996). Дальнейшее развитие концепции 

симбиотической совместимости привело к широкому использованию этого 

термина в работах, посвященных изучению влияния генетических факторов 

одного или обоих организмов на эффективность симбиоза. 

Симбиотическая совместимость, как качественное свойство системы, 

отражает способность конкретных генотипов макро- и микросимбионта 

взаимодействовать друг с другом. Симбиотическая совместимость представляет 

собой комплексный феномен, определяющий характер взаимодействия между 

партнерами. Данное свойство симбиотический системы зависит от: генетических 

особенностей обоих партнёров (Fagorzi et al., 2021; Watanabe et al., 2025); 

способности к молекулярному распознаванию (Oldroyd, 2013; Zipfel, Oldroyd, 

2017); возможности формирования симбиотического интерфейса (Tsyganova et 

al., 2021); эффективности установленного взаимодействия (Basile, Lepek, 2021).  

Совместимость симбиотического взаимодействия определяется на самых 

разных уровнях, так совместимость может быть видо/сорто- или 

штаммоспецифичной. В случае бобово-ризобиального симбиоза, одним из 

первых описанных примеров была неспособность формировать клубеньки 

природным вариантом гороха sym2 обладающим штаммспецифичностью (Lie, 

1984). Большинство дикорастущих линий гороха из Афганистана устойчивы к 

клубенькообразованию европейскими и североамериканскими штаммами 

Rhizobium как раз в следствие наличия рецессивного генетического локуса 

PsSym2A, в отличие от европейских сортов гороха, несущих аллель PsSym2E 

(Sulima et al., 2019). Однако штаммы R. leguminosarum sv. viciae из почв 

Ближнего Востока, которые продуцируют О-ацетилированные на 

восстанавливающем конце Nod-факторы, такие как, например, турецкий штамм 

R. leguminosarum TOM индуцирует клубеньки на растениях линии ‘Афганистан’ 

(Firmin et al., 1993). 

Виды Бобовых сильно различаются по своей специфичности к 

ризобиальным симбионтам. Генотип растения определял 

конкурентоспособность и эффективность азотфиксации у R. leguminosarum 
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(Kaziūnienė et al., 2025). Генотип ризобий также влияет на совместимость 

партнеров в симбиозе (Zhao et al., 2018). Специфичность к хозяину для ризобий 

проявляется на уровне трибы Fabeae, на уровне родов и местных видов (Andrews, 

Andrews, 2017). Симбиотические фенотипы, такие как рост растений или 

количество клубеньков, различаются в зависимости от комбинаций штамм 

ризобий – генотип растения (взаимодействие генотип-на-генотип (ген-на-ген)). 

Показано, транскрипционный ответ ризобий на корневые экссудаты зависит от 

генотипов обоих партнеров (Fagorzi et al., 2021). 

S. fredii NGR234 — штамм ризобий с самым широким кругом хозяев из 

когда-либо описанных (Saldaña et al., 2003). В отличие от большинства 

известных штаммов S. fredii, NGR234 не способен индуцировать клубеньки на 

сое G. max. Исследования, проведенные в Испании, Швейцарии и Китае, 

показали, что NGR234 индуцировал азотфиксирующие клубеньки по крайней 

мере с 6 различными образцами дикой сои (Glycine soja Siebold & Zucc.) из Китая 

вне зависимости от условий культивирования. Предполагается, что образцы G. 

soja могут иметь различные генетические локусы Rj(rj), что определяет 

совместимость во взаимодействии с S. fredii (Indrasumunar et al., 2010; Temprano-

Vera et al., 2018). 

Последним, но не менее важным фактором, влияющим на совместимость, 

служит окружающая среда (Mendoza-Suárez et al., 2021). Свойства почвы: 

температура, pH, влажность, доступность питательных веществ и состав 

нативной ризобиальной и общей почвенной микробиоты влияют на 

эффективность симбиоза и конкуренцию клубенькообразования (Mendoza-

Suárez et al., 2021; Watanabe et al., 2025). 

Понимание механизмов, лежащих в основе симбиотической 

совместимости, важно для селекции эффективных штаммов ризобий и создания 

продуктивных симбиотических систем. 
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1.3.2. «Бактерии-мошенники» и санкции со стороны растений  

Процесс клубенькообразования контролируется в первую очередь 

растением (Sachs et al., 2018). Бобовые извлекают выгоду из симбиоза, но этот 

энергозатратный процесс необходимо регулировать (Sachs et al., 2018). Растения 

выработали механизмы, допускающие или предотвращающие проникновение 

совместимых и несовместимых бактерий соответственно, однако до образования 

клубеньков Бобовые имеют мало возможностей для оценки ризобиальных 

симбионтов на предмет их потенциала азотфиксации (Basile, Lepek, 2021). 

Некоторые ризобии развили способность продуцировать смеси Nod-

факторов, которые позволяют им колонизировать различные Бобовые, в которых 

они фиксируют азот плохо или совсем не фиксируют (Sachs et al., 2018). Таким 

образом появляются «бактерии-мошенники» («читеры», от англ. cheater). Под 

«читерами» в контексте бобово-ризобиального симбиоза обычно 

подразумеваются штаммы ризобий, которые получают выгоду, но не 

обеспечивают адекватной азотфиксации в обмен.  

После того, как развитие клубеньков началось, Бобовые демонстрируют 

способность выборочно «наказывать» неэффективные ризобии. Эксперименты 

показали, что клубеньки с азотфиксирующими ризобиями обычно растут (и 

ризобии внутри них быстро размножаются), тогда как клубеньки с 

неэффективными или менее эффективными ризобиями, как правило, остаются 

маленькими (ризобии внутри них имеют сниженную приспособленность) (Sachs 

et al., 2010; Oono et al., 2011; Regus et al., 2017). Эта способность растений-хозяев 

нацеливаться на неэффективные и малоэффективные ризобии и снижать их 

приспособленность по сравнению с полезными генотипами называется 

«санкциями» (Kiers et al., 2003). 

У растений есть ряд механизмов, по средствам которых они накладывают 

санкции на «бактерий-мошенников» (Рисунок 9). К ним относятся: 

компартментализация, предпочтительное распределение ресурсов, регуляция по 

средствам фитогормонов, избирательное старение клубеньков, активация 

защитных реакций (Porter et al., 2024). Индуцированное старение клубеньков 
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запускается, если они испытывают действие стрессовых факторов (Serova, 

Tsyganov, 2014) и наблюдается в неэффективных клубеньках (Serova et al., 2018). 

Одним из первых морфологических изменений служит разрушение мембраны 

симбиосомы, которое высвобождает бактероиды в цитоплазму клеток растения 

и подвергает ризобии воздействию враждебной среды клетки-хозяина (Van de 

Velde et al., 2006). Активирующиеся защитные реакции обычно направлены на 

элиминацию неэффективных симбионтов (Bourcy et al., 2013). 

 
Рисунок 9 — Бобовые обнаруживают и реагируют на ризобии различной 

степени полезности посредством двух основных механизмов  
Слева: прединфекционный контроль и выбор партнера; растения отбирают полезные 

ризобии (красные клетки; красные клубеньки показывают клетки с полезными ризобиями) 
и исключают менее полезные (синие клетки; синие клубеньки показывают клетки с менее 
полезными ризобиями). Справа: санкции и другие постинфекционные механизмы (цит. по 
Porter et al., 2024). 

 

Ассоциация Бобовых и ризобий имеет много черт антагонистической 

«гонки вооружений», при которой хозяева развивают разнообразные механизмы 

контроля, а ризобии — механизмы его обхода. Ризобии демонстрируют 

эволюционное преимущество перед хозяевами, имея большую численность 

популяции и более высокие скорости размножения (Porter, Simms, 2014). В 

контексте эволюции и приспособленности, наличие «бактерий-мошенников» и 
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санкций растений является важным аспектом, формирующим динамику 

мутуализма (Gano-Cohen et al., 2019). Санкции могут способствовать отбору 

ризобий, которые являются более эффективными фиксаторами азота, таким 

образом, влияя на их эволюционные траектории и приводя к появлению 

наиболее симбиотически совместимых партнеров. 

 

1.4. Заключение к обзору литературы 

Традиционная модель интенсивного земледелия, базирующаяся на 

широком применении минеральных удобрений, сталкивается с рядом 

существенных ограничений. В условиях развития агропромышленного 

комплекса наблюдается тенденция к переоценке классических методов 

интенсификации сельскохозяйственной деятельности (Busby et al., 2017). Это 

обусловливает необходимость поиска альтернативных стратегий обеспечения 

растений азотом, среди которых бобово‑ризобиальный симбиоз занимает особое 

место. 

Бобово-ризобиальный симбиоз представляет собой сложную 

многоуровневую систему взаимодействий, где каждый компонент играет 

важную роль. Генотипическая совместимость партнеров определяет успех как 

начального этапа взаимодействия, включая способность к распознаванию, 

колонизации и формированию клубеньков (Ivanova et al., 2015; Serova et al., 

2018), так и последующих этапов, связанных непосредственно с фиксацией 

атмосферного азота и обменом веществами между партнерами (Sagan et al., 1993; 

Suganuma et al., 1993; Hakoyama et al., 2012). При этом различные виды Бобовых 

проявляют разную степень специфичности к своим симбионтам, что влияет на 

успешность симбиоза (Andrews, Andrews, 2017). 

Экологические факторы также выступают значимым компонентом, 

определяя эффективность взаимодействия партнеров. Абиотические и 

биотические факторы оказывают существенное влияние на формирование и 

функционирование бобово-ризобиального симбиоза. В частности, высокие 

концентрации NaCl негативно влияют на формирование клубеньков (Nitawaki et 
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al., 2021; Nitawaki et al., 2024), неблагоприятные температурные условия 

замедляют процесс колонизации (Zahran, 1999), снижают азотфиксирующую 

активность симбиоза, провоцируют старение симбиотического клубенька 

(Kitaeva et al., 2023; Serova et al., 2023), повышенная кислотность или 

щелочность почвы оказывают отрицательное воздействие на формирование 

симбиоза (Munns, 1986; Zahran, 1999). Кроме этого, ризосферные 

микроорганизмы формируют микробное сообщество в прикорневой зоне, 

которое способно регулировать формирование симбиоза (Poole et al., 2018). 

Бобово-ризобиальный симбиоз представляет собой динамичную систему, 

где генетические и экологические факторы тесно переплетаются, формируя 

сложную сеть взаимодействий (Mendoza-Suárez et al., 2021). Симбиотическая 

совместимость, характеризующая действие всех этих факторов, выступает 

ключевым звеном, связывающим их с непосредственным результатом — 

эффективным или неэффективным симбиозом. 

Практическая значимость исследований симбиотической совместимости 

заключается в возможности использования полученных данных для селекции 

эффективных штаммов ризобий, создания устойчивых симбиотических систем, 

разработки биоудобрений нового поколения, повышения продуктивности 

бобовых культур. Особую актуальность приобретает изучение новых штаммов 

ризобий, таких как R. laguerreae, которые демонстрируют высокую 

эффективность в симбиозе с бобовыми культурами и могут служить 

перспективными кандидатами для создания инокулятов (Flores-Félix et al., 2020). 

Изучение симбиотической совместимости является фундаментальной 

научной задачей, решение которой имеет важное прикладное значение для 

совершенствования агротехнологий и обеспечения продовольственной 

безопасности в рамках концепции устойчивого развития. 

  



44 
 

Глава 2. МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 
2.1. Растительный материал и бактериальные штаммы 

В настоящем исследовании были использованы семена гороха посевного 

(Pisum sativum L.) коммерческих сортов Frisson, Rondo и лабораторной линии 

SGE (Kosterin, Rozov, 1993). 

 Штаммы Rhizobium ruizarguesonis RCAM1026 (Afonin et al., 2017), 

Rhizobium johnstonii 3841 (Young et al., 2023) (получены из Сетевой 

биоресурсной коллекции в области генетических технологий для сельского 

хозяйства Всероссийского научно-исследовательского института 

сельскохозяйственной микробиологии (ВНИИСХМ), г. Санкт-Петербург, 

Россия), и Rhizobium laguerreae AMPS04, AMPS05, AMPS17, AMPS22, AMPS23, 

AMPS34 (Flores-Félix et al., 2020) (получены из коллекции Университета 

Саламанки, г. Саламанка, Испания) использовались для инокуляции. Штаммы 

Rhizobium laguerreae AMPS были выделены из клубеньков гороха в Альдеа-де-

Сан-Мигель (провинция Вальядолид) в Испании и идентифицированы с 

помощью масс-спектрометрии MALDI-TOF (Matrix-Assisted Laser 

Desorption/Ionization Time-of-Flight Mass Spectrometry) и анализа 

последовательностей генов 16S рРНК, recA и atpD. 

Для приготовления инокулюма бактерии выращивались на твердой среде 

с триптоном и дрожжевым экстрактом TY (Beringer, 1974) при температуре 28°C 

без антибиотиков или с добавлением стрептомицина 600 мкг/л (для штаммов R. 

ruizarguesonis RCAM1026 и R. johnstonii 3841). 

 

2.2. Секвенирование и сборка геномов 

Для выделения ДНК каждый штамм выращивали на твердой среде TY и 

инкубировали в течение 72 ч при 28°C. ДНК выделяли с помощью набора для 

очистки геномной ДНК Monarch Genomic DNA Purification Kit T3010L (New 

England Biolabs, США) в соответствии с рекомендациями производителя. 

Секвенирование по технологии Oxford Nanopore Technologies (ONT) было 

проведено на базе ресурсного центра «Геномные технологии, протеомика и 
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клеточная биология» ВНИИСХМ. Для подготовки библиотек в соответствии с 

инструкциями производителя использовали протокол с нативным ДНК 

штрихкодированием 1D (SQK-LSK109 с EXP-NBD104 и EXP-NBD114) (Oxford 

Nanopore, Великобритания). Секвенирование проводили на устройстве MinION 

(Oxford Nanopore) с ячейкой R.9.4.1. Распознавание азотистых оснований, и 

демультиплексирование выполнялись с использованием программы Guppy верс. 

5.0.1. Контроль качества первичных прочтений осуществлялся с помощью 

NanoPlot (De Coster et al., 2018) верс. 1.41.0. 

Геномы были собраны de novo с помощью Flye (Kolmogorov et al., 2019) 

верс. 2.9.1 на основе первичных прочтений с опцией (--nano-raw). Дальнейшая 

коррекция сборки была выполнена с использованием medaka (Wright, Wykes, 

2017) верс. 1.7.2. Для оценки статистики сборки использовался инструмент 

оценки сборки генома QUAST (Gurevich et al., 2013) верс. 5.2.0. Полнота генома 

была установлена с помощью BUSCO (Manni et al., 2021a; Manni et al., 2021b) 

верс. 5.5.0. со следующими параметрами: (--mode 'geno' --lineage_dataset 

'rhizobium-agrobacterium_group_odb10'). Параметры по умолчанию 

использовались для всего перечисленного программного обеспечения, если не 

указано иное. 

Все последовательности были помещены в GenBank и аннотированы с 

использованием конвейера аннотирования прокариотических геномов NCBI 

PGAP (Tatusova et al., 2016) верс. 6.6. 

 

2.3. Вычисление идентичности нуклеотидных последовательностей и 
реконструкция филогении по данным полных геномов 

Полногеномные сборки штаммов R. laguerreae AMPS04 

(GCA_036964765.1), AMPS05 (GCA_036964845.1), AMPS17 

(GCA_036964825.1), AMPS22 (GCA_036964745.1), AMPS23 

(GCA_036964785.1), AMPS34 (GCA_036967165.1) (Kirichek et al., 2024a), а также 

репрезентативные геномы каждого генотипа Rlc, предложенные П. Янгом и 

соавторами (Young et al., 2021) были отобраны для анализа. Кроме того, к 
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анализу был также добавлен штамм Rhizobium acaciae 1AS11T 

(GCF_025941625.1) (Hsouna et al., 2023). Фрагменты каждой сборки генома были 

разделены на хромосомные и нехромосомные (принадлежащие плазмидам) 

последовательности (контиги, от англ. contiguous) с использованием метода, 

реализованного П. Янгом и соавторами (Young et al., 2021). 

Сходство геномов определяли по средней идентичности нуклеотидов 

(ANI) и средней идентичности нуклеотидов ортологов (OrthoANI) (Lee et al., 

2016) для хромосомных и нехромосомных последовательностей отдельно. Для 

расчета значений ANI и OrthoANI использовался инструмент OAT (Lee et al., 

2016) верс. 0.93.1 от CJ Bioscience. Кроме того, структуры филогенетических 

деревьев были проанализированы с использованием онлайн-инструментов 

NDtree (Joensen et al., 2014; Leekitcharoenphon et al., 2014) верс. 1.2 и REALPHY 

(Bertels et al., 2014) верс. 1.13. 

 

2.4. Выращивание растений в контролируемых условиях  

Семена растений гороха стерилизовали концентрированной серной 

кислотой в течение 15 мин при комнатной температуре, промывали стерильной 

водой 10 раз и проращивали в чашках Петри на смоченной водой стерильной 

фильтровальной бумаге при температуре 28°C. Затем проростки инокулировали 

1 мл водной суспензии одного из анализируемых штаммов ризобий (107–108 

клеток на проросток). Для предотвращения перекрестного заражения 

исследуемые растения выращивали в стерильных контейнерах TP5000 с 

фильтрами (SacO2, Бельгия), заполненных стерильным песком, или в горшках со 

стерильным вермикулитом. Субстрат увлажняли питательным раствором FP 

(Fåhraeus, 1957) без добавления азота состава: 

• макроэлементы (NaHPO4∙12H2O — 4,8 г/л; KH2PO4 — 1,6 г/л; 

MgSO4∙7H2O — 2,4 г/л) — 50 мл/л; 

• микроэлементы (H3BO3 — 0,692 г/л; MnSO4∙5H2O — 0,5 г/л; 

ZnSO4∙7H2O — 0,04 г/л; CuSO4∙5H2O — 0,188 г/л; Mg2MoO4∙2H2O — 

0,048 г/л) — 5 мл/л; 
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• NaFeEDTA (3,67 г/л) — 5 мл/л; 

• CaCl2∙2H2O (19,992 г/л) — 5 мл/л. 

Растения выращивались в вегетационной камере MLR-352H (Sanyo Electric 

Co., Япония), в контролируемых условиях: цикл день/ночь — 16/8 ч; температура 

— 21°C; влажность — 75%; освещенность — 280 мкмоль фотонов м−2с−1). 

Клубеньки собирали на 21-й день после инокуляции (дпи). 

 

2.5. Моделирование природных условий 

Для исследования влияния факторов окружающей среды на 

симбиотическую совместимость в системе R. laguerreae – горох посевной, 

семена стерилизовали, проращивали и инокулировали способом, аналогичным 

описанному ранее (см. пункт 2.4.). Растения выращивали в стерильном песке, 

увлаженном питательным раствором FP (Fåhraeus, 1957) без азота, в 

вегетационном домике на территории ВНИИСХМ (г. Санкт-Петербург) летом 

2022 года в условиях динамически изменяющегося температурного режима. В 

соответствии с данными архива www.world-weather.ru, средняя дневная 

температура воздуха в Пушкинском районе Санкт-Петербурга в июне 2022 года 

составляла 21°C, а ночная — 12°C. Клубеньки были собраны на 21-й дпи. 

 

2.6. Просвечивающая электронная микроскопия†  

Для электронной микроскопии клубеньки, выращенные в контролируемых 

условиях, фиксировали в 2,5% растворе глутарового альдегида (Sigma-Aldrich, 

США) в 0,1 М фосфатном буфере PBS (рН 7,2). Для лучшего проникновения 

фиксатора с одной стороны клубенька делался скользящий надрез. Для 

обеспечения надлежащей фиксации воздух откачивался из тканей в течение 7 

мин при давлении –0,9 бар с помощью вакуумного насоса VacuuBrand ME 1C 

(Vacuubrand, Германия) 5 раз. После 16 ч фиксации при комнатной температуре 

образцы пост-фиксировали в 2% растворе тетроксида осмия и помещали в 
                                                           
† Данные исследования проведены совместно с ведущим научным сотрудником лаборатории 
молекулярной и клеточной биологии ФГБНУ ВНИИСХМ д.б.н. А.В. Цыгановой 
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Eponate 12 (Ted Pella Inc., США). С помощью алмазного ножа (Diatome, 

Швейцария) на ультрамикротоме Leica EM UC7 (Leica Microsystems, Германия) 

были вырезаны ультратонкие срезы толщиной 90–100 нм и собраны на медные 

сеточки, покрытые формваром. Срезы окрашивали 2% водным раствором 

уранилацетата с последующим добавлением цитрата свинца по Рейнольдсу 

(Reynolds, 1963). Ткани клубеньков исследовали и фотографировали с помощью 

просвечивающего электронного микроскопа JEOL-1400 (JEOL Corporation, 

Япония) при ускоряющем напряжении 80 кВ. 

 

2.7. Лазерная сканирующая конфокальная микроскопия 

Для лазерной сканирующей конфокальной микроскопии клубеньки 

фиксировали в растворе фиксатора (3% формальдегида, 0,25% глутарового 

альдегида, 0,1% Tween-20, 0,1% Triton X-100) в 1/4 буфера MTSB (50 мМ PIPES, 

5 мМ MgSO4·7H2O и 5 мМ EGTA, рН 6,9) (Kitaeva et al., 2016). Для обеспечения 

надлежащей фиксации воздух откачивался из тканей в течение 7 мин при 

давлении –0,9 бар с помощью вакуумного насоса VacuuBrand ME 1C 

(Vacuubrand) 5 раз. Затем срезы толщиной 50 мкм получали на микротоме с 

вибрирующим лезвием HM 650V (Thermo Fisher Scientific, США). Для 

идентификации ядер и бактерий срезы окрашивали йодидом пропидия 0,5 мкг/мл 

в течение 7 мин. После промывки срезы помещали на предметные стекла и 

выдерживали в заливочном растворе ProLong™ Gold Antifade reagent (Thermo 

Fisher Scientific). Образцы анализировали с помощью лазерного сканирующего 

конфокального микроскопа LSM 510 (Carl Zeiss, Германия) с использованием PI-

фильтра (возбуждение 530–585 нм; эмиссия 615 нм) и программного 

обеспечения ZEN 2009 (Carl Zeiss). 

 

2.8. Иммуноцитохимический анализ 

Для проведения иммуноцитохимических исследований клубеньки после 

сбора были перенесены в 2,5% раствор глутарового альдегида (Sigma-Aldrich) в 

0,1 М PBS (рН 7,2). Для лучшего проникновения фиксатора с одной стороны 
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клубенька делался скользящий надрез. Для обеспечения надлежащей фиксации 

воздух откачивался из тканей в течение 7 мин при давлении –0,9 бар с помощью 

вакуумного насоса VacuuBrand ME 1C (Vacuubrand) 5 раз. После 16 ч фиксации 

при комнатной температуре клубеньки были проведены по серии спиртов 

возрастающей концентрации (30 мин в 50% этаноле при –20°С, по 30 мин в 70%, 

90% и 98% этаноле при –35°С), далее пропитаны по 1 ч при –20°С в трех смесях 

акриловой смолы London Resin White (Sigma-Aldrich) и этанола в соотношении 

1:1, 2:1 и 3:1 соответственно, затем в чистой смоле в течение 20 ч при –20°С. 

Полимеризация проводилась с использованием катализатора 

бензоинметилэфира (Polysciences Europe, Германия) в автоматической станции 

для криозамещения воды и полимеризации блоков с использованием УФ 

излучения Leica EM AFS2 (Leica Microsystems) при –20°С в течение 24 ч и в 

дальнейшем в течение 16 ч при комнатной температуре. 

Для иммунофлуоресцентной микроскопии полутонкие срезы (1 мкм), 

полученные на ультрамикротоме Leica EM UC7 (Leica Microsystems), были 

помещены на стекла. После блокирования в блокирующем буфере (5% бычий 

сывороточный альбумин (BSA), 0,1% желатин кожи рыб, 1% нормальная козья 

сыворотка в T/Ca/S буфере (20 мM Tris-HCl, 0,5 мM CaCl2, 150 мM NaCl, pH 8,0)) 

(Haas et al., 2020) в течение 30 мин, срезы были несколько раз промыты в 3% 

растворе BSA в T/Ca/S и проинкубированы с первичными антителами (Таблица 

1) в течение 1 ч при 37°С. После промывания в 3% растворе BSA срезы 

инкубировались со вторичными козьими антителами к соответствующему 

гамма-глобулину IgG Alexa Fluor 488 (Thermo Fisher Scientific) в разведении 

1:300 в 3% растворе BSA в T/Ca/S в течение 1 ч при 37°С. Срезы промывали в 

T/Ca/S 3 раза по 10 мин и помещали в заливочную среду ProLong™ Gold Antifade 

reagent (Thermo Fisher Scientific). Анализ препаратов проводили с помощью 

микроскопа Axio Imager.Z1 (Carl Zeiss) с использованием FITС-фильтров 

(возбуждение 465–495 нм; эмиссия 515–555 нм) и фотографировали с помощью 

цифровой камеры Axiocam 506 (Carl Zeiss).  
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Таблица 1 — Первичные антитела, используемые в работе 
Антитело Разведение Антиген Животное Ссылка 

JIM5 1:25 

Частично метил-
этерифицированный 

гомогалактуронан (ГГ) 
α-MeGalA(2)-(1→4)-α-GalA(3)-

(1→4)-α-MeGalA 

Крыса 
VandenBosch et 
al. (1989); Knox 

et al. (1990) 

JIM7 1:25 

Высоко метил-
этерифицированный ГГ 

α-GalA-(1→4)-α-MeGalA(4)-
(1→4)-α-GalA 

Крыса Knox et al. 
(1990) 

LM19 1:5 Де-этерифицированный ГГ 
α-GalA-(1→4)(4) Крыса Verhertbruggen 

et al. (2009) 

LM20 1:5 
Высоко метил-

этерифицированный ГГ 
α-MeGalA-(1→4)(4) 

Крыса Verhertbruggen 
et al. (2009) 

2F4 1:10 
Димерная ассоциация 

пектиновых цепей через ионы 
Ca2+ 

Крыса 
Liners et al. 

(1989); Liners et 
al. (1992) 

CCRC-M35 1:10 Рамногалактуронан I (остов) Мышь Pattathil et al. 
(2010) 

LM5 1:25 Рамногалактуронан I 
(линейный 1,4-β-D-галактан) Крыса Jones et al. 

(1997) 

LM6-M 1:5 Рамногалактуронан I 
(линейный 1,5-α-L-арабинан) Крыса Cornuault et al. 

(2017) 

CCRC-M1 1:10 Фукозилированный 
ксилогликан Мышь Puhlmann et al. 

(1994) 

LM2 1:10 Арабиногалактановый белок Крыса 
Smallwood et al. 
(1996); Yates et 

al. (1996) 

MAC265 1:10 Гликопротеины матрикса 
инфекционной нити Крыса VandenBosch et 

al. (1989) 

MAC300 1:1 

Липополисахарид 
специфичный для 

свободноживущего штамма R. 
johnstonii 3841 

Крыса Kannenberg et al. 
(1992) 

MAC301 1:1 
Клубенек-специфичный 

липополисахарид штамма R. 
johnstonii 3841 

Крыса Kannenberg et al. 
(1992) 

JIM32 1:1 Липополисахариды штамма R. 
johnstonii 3841 Крыса Lucas et al. 

(1996) 
 

Специфичность иммунофлуоресцентной метки проверяли с помощью 

нескольких отрицательных контролей. Отрицательные контроли обрабатывали 

либо неспецифичным вторичным антителом, либо специфичным вторичным 

антителом с обработкой сывороткой без первичного антитела. 
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2.9. Гистохимическое выявление суберина и каллозы 

Локализацию отложений суберина и каллозы проводили аналогично тому, 

как описано ранее для клубеньков гороха (Ivanova et al., 2015). Для выявления 

отложений суберина полутонкие срезы толщиной 1 мкм окрашивали 0,5% 

толуидиновым синим в TBS буфере (рН 7,4) в течение 45 мин, промывали 3 раза 

по 10 мин в TBS, затем окрашивали 0,1% нейтральным красным в 0,1 M K2HPO4 

(рН 6,5) в течение 1 мин (Lulai, Morgan, 1992), промывали 3 раза 

дистиллированной водой в течение 10 мин, а затем наносили заключающую 

среду для защиты от выцветания ProLong™ Gold Antifade reagent (Thermo Fisher 

Scientific).  

Для выявления отложений каллозы срезы окрашивали раствором 0,1% 

анилинового синего в фосфатном буфере (рН 8,0) в течение 60 мин (Currier, 

Strugger, 1956), 3 раза промывали в течение 10 мин в фосфатном буфере, и также 

заключали в ProLong™ Gold Antifade reagent (Thermo Fisher Scientific).  

Изображения были получены с помощью микроскопа Axio Imager.Z1 (Carl 

Zeiss) с использованием фильтра DAPI (возбуждение 365нм; эмиссия 

445нм/50нм). 

 

2.10. Фенотипический анализ и оценка содержания питательных 
веществ 

Параметры роста растений анализировали для сорта Rondo; для каждого 

варианта инокуляции было собрано по 15 растений. Растения выращивали в 

стерильном вермикулите, увлаженном питательным раствором FP (Fåhraeus, 

1957) без добавления азота, в камере для выращивания в контролируемых 

условиях, как уже было описано выше (см. пункт 2.4.). Анализ проводился на 42-

й дпи.  

Для измерения веса семядоли удаляли, отделяли побеги и сушили в 

сушильном шкафу Memmert UF160 (Memmert GmbH, Германия) при 

температуре 55°C. После измерения веса, высушенные побеги измельчали в 

порошок. Общее содержание азота в образцах определяли с помощью 
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автоматической дистилляционной установки Kjeltec 8200 (FOSS Analytical, 

Дания). 

 

2.11. Статистический анализ 

Анализ данных проводился с использованием пользовательских скриптов 

на языках программирования Python и R. Для фенотипического анализа и 

определения общего содержания азота статистически значимые различия 

оценивали с помощью однофакторного дисперсионного анализа (критерий 

Краскела-Уоллиса) и определяли с помощью теста Даннетта T3 (Dunnett, 1980) с 

использованием библиотеки языка R PMCMRplus (Pohlert, 2024) верс. 1.9.10. 

 

2.12. Транскриптомный анализ клубеньков‡ 

Для транскриптомного анализа растения сорта Rondo проращивали и 

инокулировали как описанно ранее (см. пункт 2.4.). Для секвенирования РНК из 

клубеньков, инокулированных AMPS04 и AMPS05, последние отделяли от 

корней на льду и замораживали в жидком азоте. Клубеньки растирали с 

помощью ступки с пестиком в жидком азоте до состояния порошка. Тотальную 

РНК выделяли с использованием набора HiPure Plant RNA Mini Kit (Magen, 

Китай) в соответствии с инструкциями производителя. Очистку выделенной 

РНК и обработку ДНКазой проводили с помощью RNA Clean and Concentrator –

5 (Zymo Research, США) в соответствии с инструкциями производителя. 

Концентрацию извлеченной РНК измеряли с помощью Qubit 4.0 (Invitrogen, 

США). Подготовка библиотек и секвенирование РНК осуществлялись 

компанией CeGaT GmbH (Германия) с использованием набора TruSeq Stranded 

Total RNA with Ribo-Zero (Illumina, США) на приборе NovaSeq X Plus (Illumina). 

Демультиплексирование результатов секвенирования было выполнено с 

помощью Illumina bcl2fastq верс. 2.20. Адаптеры обрезали с помощью Skewer 

(Jiang et al., 2014) верс. 0.2.2. Качество было проанализировано с помощью 

                                                           
‡ Данное исследование проведено совместно с научным сотрудником лаборатории 
молекулярной и клеточной биологии ФГБНУ ВНИИСХМ к.б.н. П.Г. Кусакиным 
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FastQC (Andrews, 2010) верс. 0.11.5-cegat. Прочтения были сопоставлены с 

эталонным геномом P. sativum CAAS Psat ZW6 1.0 (GCF_024323335.1) с 

использованием программного обеспечения STAR (Dobin et al., 2012) верс. 

2.7.11a и количественно оценены с помощью featureCounts (Liao et al., 2014) верс. 

2.0.6. Для анализа дифференциальной экспрессии генов использовали DESeq2 

(Love et al., 2014) верс. 1.42.1 с тестом Вальда (p-значение ≤ 0,05; модуль log2 

кратности изменений (|log2 fold change|) > 2). Для отображение графической 

сводки функциональной информации полученные данные анализировали по 

средствам запросов к интегрированной базе данных DAVID (Dennis et al., 2003). 

Кластеры функциональной аннотации выделяли, используя параметры: 

совпадение терминов (Similarity Term Overlap) = 3; порог сходства (Similarity 

Threshold) = 1; остальные параметры были установлены по умолчанию. 

Для определения дифференциально экспрессируемых генов, кодирующих 

активные в отношении углеводов ферменты с внеклеточной локализацией, 

программное обеспечение dbCAN3 (Zheng et al., 2023) верс. 4.1.4 использовалось 

в анализе белковых последовательностей эталонной сборки P. sativum для 

получения аннотаций в соответствии с базой данных CAZY (GHs, 

гликозидгидролазы; GTs, гликозилтрансферазы; PLs, полисахарид лиазы; CEs, 

эстеразы углеводов; AAs, вспомогательные активности) (Cantarel et al., 2008; 

Drula et al., 2022) вместе с DeepLoc 2.0 (Thumuluri et al., 2022) для 

прогнозирования локализации. Список дифференциально экспрессируемых 

генов был отфильтрован, чтобы включить только записи с аннотацией CAZY 

(предоставленной несколькими инструментами в dbCAN3) и внеклеточной 

локализацией. Классификация возможных гликопротеинов, богатых 

гидроксипролином (HRGP), в эталонном геноме гороха была получена с 

использованием SignalP 6.0 (Teufel et al., 2022), пакета ragp R (Dragićević et al., 

2019) верс. 0.3.5.9, конвейера MAAB (Johnson et al., 2017) и сервера NetGPI 

(Gíslason et al., 2021) верс. 1.1. Последовательности, содержащие менее 3 

прогнозируемых гидроксипролинов, были отфильтрованы и исключены из 

анализа.  
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Глава 3. РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 
3.1. Анализ филогенетических связей между штаммами Rhizobium 
laguerreae 

Хорошо известно, что среди совместимых штаммов ризобий, даже 

принадлежащих к одному и тому же комплексу видов, некоторые более успешны 

в индукции клубеньков, чем другие (Batstone et al., 2017; Boivin et al., 2020; 

Boivin et al., 2021). Это предпочтение в ассоциации с хозяином зависит как от 

генотипа растения, так и бактерий (Boivin et al., 2021; Fagorzi et al., 2021).  

В результате проведенного секвенирования третьего поколения с 

использованием технологии ONT для каждого штамма были получены «сырые» 

прочтения (Таблица 2). Восстановление последовательности ДНК происходило 

путем de novo сборки, в результате чего для каждого штамма было сформировано 

от 5 до 8 контигов, а полнота сборок составила от 93,5% до 97% (Таблица 2). 

Полученные полногеномные сборки были помещены в NCBI GenBank с кодом 

доступа биопроекта PRJNA1079530 (Kirichek et al., 2024a). Внутренний анализ 

качества NCBI показал, что штаммы AMPS04, AMPS17 и AMPS23 прошли 

проверку таксономии, а штаммы AMPS05, AMPS22 и AMPS34 получили 

отметку «неокончательный» (от англ. inconclusive), так как сходство с 

ближайшим типовым штаммом составило менее 96% ANI. 

Согласно Genome Taxonomy Database (GTDB) штаммы AMPS04, AMPS17, 

AMPS23, AMPS05 и AMPS34 получили таксономический статус Rhizobium 

laguerreae, а штамм AMPS22 — Rhizobium leguminosarum_Q. 

  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/bioproject/PRJNA1079530/
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Таблица 2 — Характеристика геномных сборок штаммов Rhizobium 
laguerreae 

Штамм AMPS04 AMPS05 AMPS17 AMPS22 AMPS23 AMPS34 
N50 для 

прочтений (п.о.) 7 668 9 494 8 538 16 124 6 804 15 205 

Кол-во «сырых» 
прочтений 69 285 35 261 51 539 61 292 87 548 52 250 

Покрытие 49x 29x 40x 65x 55x 60x 

Кол-во контигов 5 8 5 6 6 6 
Общая длина 

(п.о.) 7 008 475 7 522 422 6 854 799 7 335 478 7 260 096 7 371 118 

N50 для сборки 
(п.о.) 4 933 869 4 944 891 4 861 011 4 855 452 4 883 801 4 869 780 

GC (%) 60,79 60,75 60,86 60,87 60,71 60,75 

Число генов 6 847 7 314 6 758 7 112 7 131 7 151 

Число РНК генов 60 61 60 60 61 61 
Полнота сборки 

(%) 97 94,1 96,2 95,8 97,5 93,5 

Код доступа 
NCBI 

GCA_036
964765.1 

GCA_036
964845.1 

GCA_036
964825.1 

GCA_036
964745.1 

GCA_036
964785.1 

GCA_036
967165.1 

 

Чтобы поместить анализируемые штаммы R. laguerreae AMPS в контекст 

глобального разнообразия ризобий в пределах Rlc, с использованием 

инструментов NDtree и REALPHY были созданы филогенетические деревья для 

последовательностей хромосом (Рисунок 10). Структура топологии дерева 

NDtree, построенная путем сопоставления последовательностей с геномом 

эталонного штамма R. leguminosarum USDA 2370T (GCF_002008365.1), почти 

полностью согласуется со структурой, предсказанной при использовании 

REALPHY, запущенного с использованием алгоритма PhyML (Guindon et al., 

2010). Общая топология дерева была сохранена, за исключением незначительной 

разницы в расположении Rhizobium sp. JKLM12A2 (GCF_005862305.2). На обоих 

деревьях четко прослеживалась ветвь, представляющая кладу R. laguerreae (F-

клада) (Young et al., 2021), которая включала все проанализированные штаммы 

AMPS (Рисунок 10). 

  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/datasets/genome/GCF_036964765.1/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/datasets/genome/GCF_036964765.1/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/datasets/genome/GCA_036964845.1/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/datasets/genome/GCA_036964845.1/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/datasets/genome/GCF_036964825.1/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/datasets/genome/GCF_036964825.1/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/datasets/genome/GCA_036964745.1/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/datasets/genome/GCA_036964745.1/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/datasets/genome/GCF_036964785.1/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/datasets/genome/GCF_036964785.1/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/datasets/genome/GCA_036967165.1/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/datasets/genome/GCA_036967165.1/
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Рисунок 10 — Основанные на данных полногеномного секвенирования филогенетические деревья для 

хромосомных последовательностей штаммов Rhizobium laguerreae AMPS и представителей Rlc 
Слева: дерево NDtree, значения над ветвями — нуклеотидные различия, вычисленные с помощью процедуры ND; справа: дерево 

REALPHY, значения над ветвями — количество нуклеотидных замен на каждый нуклеотид (Kirichek et al., 2026). 
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Поскольку OrthoANI обеспечивает надежное и быстрое средство 

вычисления средней нуклеотидной идентичности для использования в 

таксономии (Lee et al., 2016), этот инструмент был применен для анализа 

взаимосвязи между изучаемыми штаммами R. laguerreae и другими 

представителями Rlc (Рисунок 11). При сравнении значений ANI и OrthoANI для 

хромосомных последовательностей было установлено, что наиболее близкими к 

эталонному геному R. laguerreae FB206T (GCF_002008165.1) (Saïdi et al., 2014) 

были штаммы AMPS17, AMPS04 и AMPS23 (идентичность превышает 98%). Эти 

штаммы относятся к геновиду R и только они могут рассматриваться как 

Rhizobium laguerreae sensu stricto. Было показано, что штамм AMPS22 относится 

к геновиду N с идентичностью 97,34% ANI по отношению к эталонному 

представителю R. leguminosarum sv. viciae TOM (GCF_000372205.1) и 

демонстрируя 95,3% ANI с R. laguerreae FB206T (GCF_002008165.1). Кроме того, 

наиболее близким родственным штаммом для AMPS05 и AMPS34 был R. 

laguerreae JHI2449 (GCF_010668165.1) из геновида O со значениями ANI 95,88% 

и значениями OrthoANI 96,19% и 96,09%, соответственно. По отношению к R. 

laguerreae FB206T (GCF_002008165.1) данные штаммы имеют ~95,4% ANI. 

Нехромосомные последовательности более однородны между 

анализируемыми штаммами AMPS и имеют наибольшее сходство с 

нехромосомными последовательностями представителя геновида R (от 95,64% 

до 98% идентичности с эталонными), за исключением штамма AMPS22. 

Нехромосомные последовательности штамма AMPS22, как и хромосомные, 

определяют его как представителя геновида N (Рисунок 11).  

Разнообразие R. laguerreae обширно. Представители R. laguerreae 

распределены по нескольким геновидам в рамках Rlc, и обоснованность 

применения этого названия ко всем членам F-клады в настоящее время все еще 

обсуждается (Young et al., 2021). Установленный П. Янгом и соавторами (Young 

et al., 2021) порог ANI в 96% для разграничения представителей разных 

геновидов Rlc позволил разделить штаммы AMPS17, AMPS04, AMPS23 и 

AMPS22, отнеся их к геновидам R и N, соответственно. В свою очередь, этот 
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порог неприменим для штаммов AMPS05 и AMPS34. Как хромосомные, так и 

нехромосомные контиги этих штаммов имеют значения ANI ниже 96% к 

референсным геномам. Оценка значений OrthoANI позволяет отнести эти два 

штамма к геновиду O. 

 
Рисунок 11 — Тепловая карта значений ANI и OrthoANI для 

хромосомных и нехромосомных последовательностей штаммов 
Rhizobium laguerreae AMPS и других представителей Rlc 
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Таким образом, видится целесообразным применять название R. laguerreae 

только к представителям геновида R (типовой штамм R. laguerreae FB206T), а 

для штаммов прочих геновидов F-клады, во избежание путаницы, определить 

новые видовые названия и дать детальную характеристику. 

 

3.2. Влияние генотипа хозяина 

3.2.1. Фенотипы клубеньков и рост растений после инокуляции 

Растения сорта Rondo, инокулированные предположительно 

эффективными штаммами R. laguerreae AMPS, показали признаки азотного 

голодания в некоторых вариантах инокуляции, при выращивании без добавления 

доступного азота (Kirichek et al., 2026). Например, растения, инокулированные 

штаммом AMPS05, накапливали больше биомассы и содержали больше азота в 

побегах. И наоборот, общее содержание азота в побегах растений, 

инокулированных штаммами AMPS04 и AMPS23, существенно не отличалось от 

такового в контрольной группе без ризобиальной инокуляции.  Содержание 

азота в побегах растений, инокулированных AMPS34, AMPS22 и AMPS17, 

статистически не отличалось от содержания азота в образцах, инокулированных 

штаммом R. johnstonii 3841, что указывает, по крайней мере, на частичную 

эффективность таких клубеньков (Рисунок 12). 

Помимо сорта Rondo штаммами AMPS были инокулированы растения 

сорта Frisson и линии SGE. В некоторых комбинациях наблюдались клубеньки с 

зеленой или коричневой пигментацией и аномальной морфологией, 

некротические клубеньки, отсутствие клеточной колонизации или нарушения 

дифференцировки бактерий. Такие фенотипические проявления указывают на 

протекание в этих клубеньках защитных реакций. Характерные закономерности 

клубенькообразования и описание морфологии представлены в таблице ниже 

(Таблица 3). 
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Рисунок 12 — Ростовые параметры растений гороха сорта Rondo 

А — график зависимости массы сухих побегов (контрольные растения не 
инокулировались); Б — график зависимости накопления азота в побегах. Разные буквы 
возле гистограмм/диаграмм размаха указывают на значимые различия (р-значение ≤ 0,05) в 
тесте Даннетта T3. 
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Таблица 3 — Морфология клубеньков в зависимости от штамма Rhizobium, используемого при инокуляции 
Генотип 
растения Штамм Фенотип клубеньков Гистологическая структура 

Rondo 

R. johnstonii 3841 Удлиненные розовые Типичная с признаками раннего старения 

R. laguerreae AMPS04 Округлые белые Аномальная, отсутствие клеточной инфекции или 
спорадически инфицированные клетки 

R. laguerreae AMPS05 Удлиненные розовые Типичная для недетерминированного клубенька 

R. laguerreae AMPS17 Слегка удлиненные зеленоватые или 
розоватые Типичная с признаками неэффективности 

R. laguerreae AMPS22 Округлые белые и удлиненные розовые Типичная с признаками неэффективности 

R. laguerreae AMPS23 Округлые белые Аномальная, отсутствие клеточной инфекции или 
спорадически инфицированные клетки 

R. laguerreae AMPS34 Удлиненные зеленоватые или розоватые Типичная с признаками неэффективности 

SGE 

R. johnstonii 3841 Удлиненные розовые Типичная для недетерминированного клубенька 
R. laguerreae AMPS04 Округлые белые Аномальная, «запертые» инфекционные нити 
R. laguerreae AMPS05 Удлиненные розовые Типичная для недетерминированного клубенька 
R. laguerreae AMPS17 Округлые белые Аномальная, «запертые» инфекционные нити 

R. laguerreae AMPS22 Округлые белые Аномальная, отсутствие клеточной инфекции или 
спорадически инфицированные клетки 

R. laguerreae AMPS23 Округлые белые Аномальная, дегенерация симбиотических структур 
R. laguerreae AMPS34 Слегка удлиненные белые Типичная с признаками неэффективности 

Frisson 

R. johnstonii 3841 Удлиненные розовые Типичная для недетерминированного клубенька 

R. laguerreae AMPS04 Округлые белые Аномальная, отсутствие клеточной инфекции или 
спорадически инфицированные клетки 

R. laguerreae AMPS05 Удлиненные розовые Типичная для недетерминированного клубенька 

R. laguerreae AMPS17 Слегка удлиненные белые или бледно-
розоватые 

Аномальная, увеличенная зона II, зона III сведена к 
единичным клеткам. 

R. laguerreae AMPS22 Округлые белые Аномальная, отсутствие клеточной инфекции или 
спорадически инфицированные клетки 

R. laguerreae AMPS23 Округлые белые Аномальная, отсутствие клеточной инфекции или 
спорадически инфицированные клетки 

R. laguerreae AMPS34 Округлые белые Аномальная, отсутствие клеточной инфекции или 
спорадически инфицированные клетки 
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3.2.1.1.  Инокуляция Rhizobium johnstonii 3841 (геновид B) 

Анализ различных генотипов растений гороха, инокулированных 

штаммом R. johnstonii 3841, показал образование крупных розовых 

недетерминированных клубеньков (Рисунок 13А, Приложение А Рисунок 1А, Е) 

с тремя гистологическими зонами (Vasse et al., 1990): зона I (меристема), зона II 

(зона инфекции) и зона III (зона азотфиксации) (Рисунок 13Б, Приложение А 

Рисунок 1Б, Ж). Выявленная структура типична для недетерминированных 

клубеньков Fabaceae. Кроме того, в клубеньках, образовавшихся на растениях 

сорта Rondo, также наблюдалась зона старения (зона IV) в дистальной части 

(Рисунок 13Б). 

 
Рисунок 13 — Общий вид, гистологическая и ультраструктурная 

организация клубеньков гороха сорта Rondo, индуцированных 
Rhizobium johnstonii 3841 

А — общий вид корней. Б, В — совмещение оптического среза дифференциально-
интерференционного контраста (DIC) и красного канала (ядра и бактерии; ДНК окрашена 
йодидом пропидия). I — меристема, II — зона инфекции, III — зона азотфиксации, IV — 
зона старения. ИК — инфицированная клетка; стрелки указывают на инфекционные 
нити, наконечник стрелки — на инфекционную каплю. Г, Д — просвечивающая 
электронная микроскопия. ин — инфекционная нить; ба — бактероид; б — бактерия. 
Масштабные линейки: A — 2 мм, Б — 100 мкм, В — 10 мкм, Г, Д — масштаб указан под 
каждой линейкой. 
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Инфекционные нити в клубеньках имели типичную структуру с матриксом 

средней электронной плотности и стенкой, напоминающей клеточную стенку. 

Бактерии внутри инфекционных нитей имели палочковидную форму, матрикс 

повышенной электронной плотности с электронно-прозрачными каплями 

полигидроксибутирата (Рисунок 13Г, Приложение А Рисунок 1Г, И). Зрелые 

инфицированные клетки были заполнены дифференцированными 

плеоморфными бактероидами по отдельности окруженными симбиосомными 

мембранами (Рисунок 13В, Г, Приложение А Рисунок 1В, Г, З, И). У бактероидов 

наблюдался матрикс средней электронной плотности с выраженными 

включениями с более высокой электронной плотностью (Рисунок 13Д, 

Приложение А Рисунок 1Д, К). 

 

3.2.1.2.  Инокуляция Rhizobium laguerreae AMPS22 (геновид N) 

Штамм R. laguerreae AMPS22 индуцировал на растениях сорта Rondo 

клубеньки двух типов: округлые белые и удлиненные розоватые (Рисунок 14А). 

Редкие розоватые клубеньки, вероятно, характеризовались низким уровнем 

фиксации азота, о чем свидетельствуют признаки азотного голодания, такие как 

слабый рост растений, бледные и пожелтевшие листья. Проведённый анализ 

белых клубеньков выявил присутствие скопления инфицированных клеток, 

которые в некоторых случаях образовывали зону, подобную зоне азотфиксации 

(Рисунок 14Б, В).  
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Рисунок 14 — Общий вид, гистологическая и ультраструктурная 

организация клубеньков гороха сорта Rondo, индуцированных 
Rhizobium laguerreae AMPS22 

А — общий вид корней. Б, В — совмещение оптического среза дифференциально-
интерференционного контраста (DIC) и красного канала (ядра и бактерии; ДНК окрашена 
йодидом пропидия). I — меристема, II — зона инфекции, III’ — зона, соответствующая 
зоне азотфиксации. ИК — инфицированная клетка; стрелка указывает на инфекционную 
нить. Г–Е — просвечивающая электронная микроскопия. ин — инфекционная нить; ба 
— бактероид; я — ядро; дба — дегенерирующий бактероид. Масштабные линейки: A — 
2 мм, Б — 100 мкм, В — 10 мкм, Г–Е — масштаб указан под каждой линейкой. 

 

Ультраструктурный анализ белых клубеньков показал, что инфекционные 

нити были окружены неровной фибриллярной стенкой и заполнены плотным 

матриксом (Рисунок 14Г), а каждая симбиосома содержала один 

дифференцированный плеоморфный бактероид (Рисунок 14Д). Однако по 

сравнению с клубеньками, индуцированными штаммом R. johnstonii 3841, 

бактероиды демонстрировали гетерогенный матрикс с различной электронной 

плотностью (Рисунок 14Д). Среди инфицированных клеток часто 

обнаруживались клетки с очень плотной цитоплазмой (Рисунок 14Е). Если такие 

клетки содержали инфекционные нити, наблюдалось их набухание с 

просветлением гранулярного матрикса (Рисунок 14Е). 
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На растениях линий SGE и сорта Frisson наблюдали формирование 

округлых белых клубеньков (Приложение А Рисунок 2А, Ж). В таких клубеньках 

были представлены только зоны I и II (Приложение А Рисунок 2Б, З). Несмотря 

на образование инфекционных нитей и капель в клубеньках обоих генотипов 

(Приложение А Рисунок 2В, И), выход бактерий происходил очень редко 

(Приложение А Рисунок 2И). 

Электронно-микроскопическое исследование показало, что в клубеньках 

линии SGE и сорта Frisson стенки инфекционных нитей были сильно 

утолщенными, фибриллярными с повышенной электронной плотностью и часто 

образовывали различные выросты (Приложение А Рисунок 2Г, К). В клубеньках 

линии SGE выход ризобий из инфекционных нитей было редким, 

малодифференцированные бактероиды собирались в мультибактероидные 

симбиосомы, в которых они быстро дегенерировали (Приложение А Рисунок 

2Д). Иногда в цитоплазме обнаруживались липидные капли (Приложение А 

Рисунок 2Е). Симбиосомы с плеоморфными бактероидами были сформированы 

в некоторых клубеньках у сорта Frisson (Приложение А Рисунок 2Л). В зоне 

инфекции эндоплазматический ретикулум инфицированных клеток с 

ювенильными бактероидами часто подвергался вакуолизации (Приложение А 

Рисунок 2М). 

 

3.2.1.3.  Инокуляция Rhizobium laguerreae AMPS05 (геновид O) 

Штамм R. laguerreae AMPS05 индуцировал на всех растениях крупные 

розовые клубеньки, подобные тем, что были описаны при инокуляции R. 

johnstonii 3841 (Рисунок 15A, Приложение А Рисунок 3А, Ж). Эти клубеньки 

имели морфологию, типичную для недетерминированных клубеньков, а все зоны 

выглядели нормальными (Рисунок 15Б, В, Приложение А Рисунок 3Б, В, З, И). 

Ультраструктура клубеньков сорта Rondo, индуцированных штаммом R. 

laguerreae AMPS05, была типичной для недетерминированных клубеньков 

(Рисунок 15Г, Д). Однако, несмотря на отсутствие выраженной зоны старения, в 
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инфицированных клетках были обнаружены отдельные деградировавшие 

бактероиды (Рисунок 15Е). 

 
Рисунок 15 — Общий вид, гистологическая и ультраструктурная 

организация клубеньков гороха сорта Rondo, индуцированных 
Rhizobium laguerreae AMPS05 

А — общий вид корней. Б, В — совмещение оптического среза дифференциально-
интерференционного контраста (DIC) и красного канала (ядра и бактерии; ДНК окрашена 
йодидом пропидия). I — меристема, II — зона инфекции, III — зона азотфиксации. ИК 
— инфицированная клетка; НИК — неинфицированная клетка; я — ядро; в — вакуоль; 
стрелка указывает на инфекционную нить. Г–Е — просвечивающая электронная 
микроскопия. a — амилопласт; б — бактерия; м — митохондрия; ин — инфекционная 
нить; ба — бактероид; кс — клеточная стенка; дба — дегенерирующий бактероид. 
Масштабные линейки: A — 2 мм, Б — 100 мкм, В — 10 мкм, Г–Е — масштаб указан под 
каждой линейкой. 

 

Хотя на гистологическом уровне клубеньки линии SGE, индуцированные 

штаммом R. laguerreae AMPS05, выглядели типичными, на ультраструктурном 

уровне обращало на себя внимание присутствие дегенерировавших бактероидов 

в инфицированных клетках (Приложение А Рисунок 3Д). Другой аномальной 

особенностью таких клубеньков было обилие пероксисом в инфицированных 

клетках (Приложение А Рисунок 3Е). Однако инфекционные нити не отличались 
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от тех, которые образовывались в случае R. johnstonii 3841 (Приложение А 

Рисунок 3Г). 

В клубеньках сорта Frisson с помощью электронно-микроскопического 

анализа было обнаружено утолщение стенок инфекционных нитей (Приложение 

А Рисунок 3К). Среди симбиосом, содержащих один плеоморфный бактероид 

(Приложение А Рисунок 3Л), были также и мультибактероидные симбиосомы, 

содержащие до 6–8 слабо дифференцированных бактероидов (Приложение А 

Рисунок 3М). 

 

3.2.1.4.  Инокуляция Rhizobium laguerreae AMPS34 (геновид O) 

Гистологическая структура клубеньков, образовавшихся при инокуляции 

R. laguerreae AMPS34, варьировала в зависимости от генотипа растения. Слегка 

удлиненные зеленоватые или розоватые клубеньки, образовавшиеся на сорте 

Rondo, содержали три нормальные гистологические зоны, хотя отдельные 

неинфицированные клетки в зоне азотфиксации были плотно заполнены зернами 

крахмала (Рисунок 16А–В). Инфицированные клетки были заполнены 

симбиосомами с одним бактероидом, но их плотность была низкой, и некоторые 

клетки содержали только отдельные симбиосомы (Рисунок 16В).  В симбиосомах 

бактероиды проявляли признаки дегенерации. Их матрикс имел неоднородную 

плотность, неправильный контур и просветы вдоль внутренних мембран 

(Рисунок 16Д). В то время как большинство инфекционных нитей имели 

типичную для гороха структуру (Рисунок 16Г), встречались инфекционные нити 

с утолщенными стенками, содержащими электронно-плотные гранулы в стенках 

и клеточный детрит в матриксе (Рисунок 16Е).  
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Рисунок 16 — Общий вид, гистологическая и ультраструктурная 

организация клубеньков гороха сорта Rondo, индуцированных 
Rhizobium laguerreae AMPS34 

А — общий вид корней. Б, В — совмещение оптического среза дифференциально-
интерференционного контраста (DIC) и красного канала (ядра и бактерии; ДНК окрашена 
йодидом пропидия). I — меристема, II — зона инфекции, III — зона азотфиксации. ИК 
— инфицированная клетка; НИК — неинфицированная клетка; в — вакуоль; стрелка 
указывает на инфекционную нить; белая звездочка (*) — гранулы крахмала. Г–Е — 
просвечивающая электронная микроскопия. б — бактерия; ин — инфекционная нить; ба 
— бактероид; д — детрит; черная стрелка — гранула. Масштабные линейки: A — 2 мм, 
Б — 100 мкм, В — 10 мкм, Г–Е — масштаб указан под каждой линейкой. 

 

На линии SGE этот штамм индуцировал слегка удлиненные белые 

клубеньки (Приложение А Рисунок 4А). Гистологический анализ выявил 

образование трех уменьшенных в размерах гистологических зон, которые в 

некоторых клубеньках были еще менее выражены (Приложение А Рисунок 4Б). 

В зоне, соответствующей зоне азотфиксации, многие неинфицированные клетки 

были плотно заполнены крахмальными зернами (Приложение А Рисунок 4Б). На 

уровне световой микроскопии отмечалось, что бактероиды в инфицированных 

клетках имели необычную округлую форму (Приложение А Рисунок 4В). 

Согласно данным электронной микроскопии, бактероиды имели неправильную 

форму, неправильный контур и неравномерную плотность матрикса 
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(Приложение А Рисунок 4Д). Кроме того, в цитоплазме инфицированных клеток 

многочисленные пероксисомы соседствовали с симбиосомами (Приложение А 

Рисунок 4Е). Инфекционные нити часто образовывали выросты различной 

формы (Приложение А Рисунок 4Г). 

Наконец, в белых клубеньках сорта Frisson (Приложение А Рисунок 4Ж), 

бактерии высвобождались из инфекционных капель, однако истинная зона 

азотфиксации не формировалась (Приложение А Рисунок 4З, И). 

Просвечивающая электронная микроскопия показала, что в таких клубеньках 

инфекционные нити имели типичную структуру (Приложение А Рисунок 4К). 

Инфицированные клетки встречались нечасто. В этих клетках симбиосомы 

содержали слабо дифференцированные бактероиды небольшого размера, 

палочковидной формы и с плотным матриксом (Приложение А Рисунок 4Л). Как 

в инфицированных, так и в неинфицированных клетках были обнаружены 

скопления амилопластов и митохондрий (Приложение А Рисунок 4М). 

 

3.2.1.5.  Инокуляция Rhizobium laguerreae AMPS04 (геновид R) 

Штамм R. laguerreae AMPS04 индуцировал многочисленные белые 

клубеньки на всех тестируемых генотипах растений (Рисунок 17A, Приложение 

А Рисунок 5А, Е). В таких клубеньках зона инфекции была расширена (Рисунок 

17Б, Приложение А Рисунок 5Б, Ж). Ткани клубенька содержали 

колонизированные клетки, заполненные растущими инфекционными нитями и 

каплями (Рисунок 17В, Приложение А Рисунок 5В, З). В некоторых клетках 

происходил выход бактерий в цитоплазму хозяина, но бактероиды подвергались 

преждевременной дегенерации. На ультраструктурном уровне наблюдалось 

утолщение стенок инфекционных нитей с образованием различных выростов 

(Рисунок 17Г). В инфицированных клетках были обнаружены как 

однобактероидные (Рисунок 17Е), так и мультибактероидные симбиосомы 

(Рисунок 17Д). Однако бактероиды имели слабо дифференцированную 

палочковидную форму с каплями полигидроксибутирата в матриксе (Рисунок 
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17Е). В инфицированных клетках были обнаружены крупные 

мультивезикулярные тельца (Рисунок 17Е). 

 
Рисунок 17 — Общий вид, гистологическая и ультраструктурная 

организация клубеньков гороха сорта Rondo, индуцированных 
Rhizobium laguerreae AMPS04 

А — общий вид корней. Б, В — совмещение оптического среза дифференциально-
интерференционного контраста (DIC) и красного канала (ядра и бактерии; ДНК окрашена 
йодидом пропидия). I — меристема, II — зона инфекции. КК — колонизируемая клетка; 
НИК — неинфицированная клетка; я — ядро; в — вакуоль; стрелка указывает на 
инфекционную нить. Г–Е — просвечивающая электронная микроскопия. ин — 
инфекционная нить; син — стенка инфекционной нити; б — бактерия; черная стрелка — 
вырост стенки инфекционной нити; ба — бактероид; кс — клеточная стенка; черная 
звездочка (*) — мультибактероидная симбиосома; мт — мультивезикулярное тельце. 
Масштабные линейки: A — 2 мм, Б — 100 мкм, В — 10 мкм, Г–Е — масштаб указан под 
каждой линейкой. 

 

Линия SGE не показала способность координации инфекции клеток 

клубеньков при электронно-микроскопическом анализе. В клубеньках были 

обнаружены только инфекционные нити без выхода бактерий (Приложение А 

Рисунок 5Г). Обращает на себя внимание присутствие липидных капель в 

цитоплазме неинфицированных клеток (Приложение А Рисунок 5Д). 

Инфицированные клетки, напротив, были обнаружены в клубеньках сорта 



71 
 

Frisson. Они были заполнены симбиосомами, содержащими только 

недифференцированные мелкие бактероиды палочковидной формы 

(Приложение А Рисунок 5К). Инфекционные нити имели утолщенные стенки, 

которые часто образовывали выросты в цитоплазму (Приложение А Рисунок 

5И). Кроме того, часто наблюдались увеличенные инфекционные нити, а также 

инфекционные капли с сильно набухшим матриксом, который приобретал 

зернистую структуру (Приложение А 5Л). 

 

3.2.1.6.  Инокуляция Rhizobium laguerreae AMPS17 (геновид R) 

В случае штамма AMPS17 гистологическая структура клубенька также 

варьировала в зависимости от генотипа растения, но во всех случаях была 

аномальной. На сорте Rondo образовались розоватые клубеньки (Рисунок 18А), 

и их структура была аналогична клубенькам дикого типа, индуцированным 

штаммом R. johnstonii 3841, за исключением интенсивного накопления крахмала 

(Рисунок 18Б). Неожиданно в зоне III было обнаружено большое количество 

неинфицированных клеток, в то время как инфицированные клетки были сильно 

вакуолизированы (Рисунок 16В). 

Ультраструктурный анализ показал, что инфекционные нити в клубеньках 

Rondo имели электронно-плотные стенки с часто наблюдаемыми выростами 

(Рисунок 18Г). Несмотря на наличие выраженной зоны азотфиксации, 

инфицированные клетки содержали слабо дифференцированные бактероиды в 

симбиосомах (Рисунок 18Д). Помимо этого, инфицированные клетки были не 

только вакуолизированы, но и содержали крупные мультивезикулярные тельца 

(Рисунок 18Е). 
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Рисунок 18 — Общий вид, гистологическая и ультраструктурная 

организация клубеньков гороха сорта Rondo, индуцированных 
Rhizobium laguerreae AMPS17 

А — общий вид корней. Б, В — совмещение оптического среза дифференциально-
интерференционного контраста (DIC) и красного канала (ядра и бактерии; ДНК окрашена 
йодидом пропидия). I — меристема, II — зона инфекции, III — зона азотфиксации. ИК 
— инфицированная клетка; я — ядро; в — вакуоль; стрелки указывают на инфекционные 
нити, наконечник стрелки — на инфекционную каплю; белая звездочка (*) — гранулы 
крахмала. Г–Е — просвечивающая электронная микроскопия. ин — инфекционная нить; 
син — стенка инфекционной нити; б — бактерия; ба — бактероид; черная стрелка — 
вырост стенки инфекционной нити; кс — клеточная стенка; м — митохондрия; мт — 
мультивезикулярное тельце. Масштабные линейки: A — 2 мм, Б — 100 мкм, В — 10 мкм, 
Г–Е — масштаб указан под каждой линейкой. 

 

В мелких белых клубеньках, образованных на линии SGE (Приложение А 

Рисунок 6A), клетки были заполнены гранулами крахмала, а зона инфекции была 

слегка увеличена (Приложение А Рисунок 6Б). Обширная клеточная 

дегенерация, приводящая к образованию зоны старения, наблюдалась в 

дистальной части клубенька, где располагались только отдельные 

инфицированные клетки (Приложение А Рисунок 6В). На ультраструктурном 

уровне в центральной части клубенька не было обнаружено выхода бактерий или 

каких-либо инфицированных клеток. Инфекционные нити характеризовались 
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наличием утолщенной стенки, содержащей электронно-плотные включения 

(Приложение А Рисунок 6Г). В вакуолях неинфицированных клеток вблизи 

тонопласта были обнаружены белковые агрегаты различных размеров и 

миелиновые тельца (Приложение А Рисунок 6Д). 

Несмотря на то, что на сорте Frisson после инокуляции AMPS17 

наблюдалось образование как белых, так и слегка удлиненных бледно-розовых 

клубеньков (Приложение А Рисунок 6Е), гистологический анализ показал 

значительные нарушения в их структуре (Приложение А Рисунок 6Ж). 

Наблюдалось формирование обширной зоны инфекции; в свою очередь, зона, 

соответствующая зоне азотфиксации, была сведена к единичным 

инфицированным клеткам (Приложение А Рисунок 6Ж, З). Ультраструктурная 

организация таких клубеньков показала наличие инфекционных нитей с 

типичной структурой (Приложение А Рисунок 6И). Инфицированные клетки 

были заполнены как однобактероидными, так и мультибактероидными 

симбиосомами, содержащими бактероиды с неравномерной плотностью 

матрикса и признаками дегенерации (Приложение А Рисунок 6К). Особенностью 

таких клубеньков стало скопление амилопластов и митохондрий вблизи мест 

выхода бактерий из инфекционных капель (Приложение А Рисунок 6Л). 

 

3.2.1.7.  Инокуляция Rhizobium laguerreae AMPS23 (геновид R) 

Наконец, клубеньки, индуцированные штаммом R. laguerreae AMPS23, 

были белыми и неэффективными на всех изученных растениях (Рисунок 19А, 

Приложение А Рисунок 7A, Ж). На сортах Rondo и Frisson, не наблюдалось 

развитие правильной морфологии клубенька, формирование зон было нарушено 

(Рисунок 19Б, Приложение А Рисунок 7З). В некоторых клетках отмечался выход 

бактерий из инфекционных капель в цитоплазму хозяина; остальные клетки 

были колонизированными, занимали большую часть объема клубеньков и 

содержали множество инфекционных нитей (Рисунок 19В, Приложение А 

Рисунок 7И). Электронно-микроскопический анализ клубеньков сорта Rondo 

показал, что инфекционные нити были окружены утолщенной стенкой (Рисунок 
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19Г). Бактерии попадали из инфекционных капель в цитоплазму растительных 

клеток, но бактероиды быстро разрушались (Рисунок 19Д). Кроме того, 

обнаруживались клетки, содержащие гипертрофированные инфекционные 

капли и клеточный детрит (Рисунок 19Е). В клубеньках гороха сорта Frisson 

также наблюдалось утолщение стенок инфекционных нитей (Приложение А 

Рисунок 7К), клеточных стенок (Приложение А Рисунок 7М). После выхода 

бактерий из инфекционных капель бактероиды оставались 

недифференцированными (Приложение А Рисунок 7Л). 

 
Рисунок 19 — Общий вид, гистологическая и ультраструктурная 

организация клубеньков гороха сорта Rondo, индуцированных 
Rhizobium laguerreae AMPS23 

А — общий вид корней. Б, В — совмещение оптического среза дифференциально-
интерференционного контраста (DIC) и красного канала (ядра и бактерии; ДНК окрашена 
йодидом пропидия). I — меристема, II — зона инфекции. ДИК — дегенерирующая 
инфицированная клетка; в — вакуоль; наконечник стрелки указывает на инфекционную 
каплю. Г–Е — просвечивающая электронная микроскопия. ин — инфекционная нить; син 
— стенка инфекционной нити; дба — дегенерирующий бактероид; д — детрит; ик — 
инфекционная капля. Масштабные линейки: A — 2 мм, Б — 100 мкм, В — 10 мкм, Г–Е 
— масштаб указан под каждой линейкой. 

 

В случае растений лабораторной линии SGE, клубеньки были заполнены 

гранулами крахмала, а инфицированные клетки были сильно вакуолизированы 
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(Приложение А Рисунок 7В). Более того, в дистальной части клубенька 

периодически наблюдалось разрушение инфицированных клеток, что могло 

указывать на раннее старение (Приложение А Рисунок 7Б, В). При изучении 

ультраструктурной организации было показано, что инфекционные нити в 

клубеньках линии SGE имели типичную структуру без аномалий (Приложение 

А Рисунок 7Г). Происходил выход бактерий и их последующая 

дифференцировка, но с быстрой дегенерацией (Приложение А Рисунок 7Д). 

Наблюдалось появление множественных пероксисом, их слияние с 

симбиосомами и образование мультивезикулярных телец (Приложение А 

Рисунок 7Е). 

 

3.2.2. Симбиотическая отзывчивость изученных генотипов гороха 

Горох сорта Rondo можно рассматривать как наименее чувствительный к 

варианту инокуляции генотип. После инокуляции четырьмя из шести штаммов 

R. laguerreae наблюдалось формирование правильной гистологической 

зональности клубеньков (Рисунки 14Б, 15Б, 16Б, 18Б). Более того, 

высвобождение бактерий из инфекционных капель происходило в клубеньках, 

индуцированных всеми штаммами (Рисунки 14В, 15В, 16В, 17Д, 18В, 19В). 

Важно отметить, что высвобожденные бактерии AMPS34 лишь частично 

заполнили пространство внутри клеток клубенька, а оставшееся пространство 

было занято клеточной вакуолью (Рисунок 16В), точно так, как это было описано 

для мутанта R. leguminosarum с изменениями в структуре макромолекул ЛПС 

(Perotto et al., 1994). Плеоморфные бактероиды наблюдались только при 

инокуляции штаммами AMPS05 и AMPS22 (Рисунки 14Д, 15Д). В случае 

клубеньков, индуцированных штаммом AMPS05, наблюдалась их редкая 

дегенерация (Рисунок 15Е). Дегенерация бактероидов была особенно сильной 

при инокуляции штаммом AMPS23 (Рисунок 19Д). В то же время, когда растения 

были инокулированы штаммами AMPS04, AMPS17 и AMPS34, бактероиды 

оставались слабо дифференцированными (Рисунки 16Д, 17Д, Е, 18Д), а в случае 

AMPS04 образовывались мультибактероидные симбиосомы (Рисунок 17Д). 
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Быструю дегенерацию бактероидов можно рассматривать как проявление 

преждевременного старения клубеньков, что является общим признаком 

неэффективного симбиоза, как это было показано для нескольких 

симбиотических мутантов гороха (Kneen et al., 1990; Novák et al., 1995; Morzhina 

et al., 2000; Serova et al., 2018) и ризобиальных мутантов (Santos et al., 2000; 

Bourassa et al., 2017; Zou et al., 2020). О дегенерации симбиотических структур 

клубеньков гороха сообщалось также для линии Sprint-2 в сочетании с 

неэффективным штаммом R. leguminosarum sv. viciae CIAM1064 (Borisov et al., 

1992). Ранее у некоторых неэффективных мутантов гороха было описано 

образование недифференцированных бактероидов в инфицированных клетках 

клубенька (Morzhina et al., 2000). Кроме того, потеря О-антигена ЛПС у 

Paraburkholderia phymatum также привела к образованию клубеньков Mimosa 

pudica L. с плохо выраженными гистологическими зонами, отсутствию 

симбиосом и признакам дегенерации инфицированных клеток (Welmillage et al.). 

Нарушения в дифференцировке бактероидов также могут быть вызваны 

проблемами с синтезом или транспортом клубенек специфичных цистеин-

богатых пептидов растений (Alunni, Gourion, 2016). 

  Несмотря на то, что сорт Rondo оказался наиболее успешным в 

формировании симбиоза со штаммами R. laguerreae, при инокуляции 

некоторыми штаммами наблюдалась не только индукция раннего старения 

клубеньков, но и активация защитных реакций. Типичные инфекционные нити 

наблюдались только при инокуляции штаммами AMPS05 и AMPS34 (Рисунки 

15Г, 16Г). При инокуляции другими штаммами R. laguerreae наблюдались 

различные нарушения: электронно-плотный матрикс (AMPS22) (Рисунок 14Г), 

электронно-плотные стенки инфекционных нитей (AMPS17) (Рисунок 18Г) и 

утолщенные стенки инфекционных нитей (AMPS04, AMPS23) (Рисунки 17Г, 

19Г). Ранее было показано, что обработка фунгицидами (Gorshkov et al., 2020; 

Gorshkov et al., 2023), а также мутации в гене гороха Sym33 (Tsyganov et al., 1998), 

кодирующем ключевой транскрипционный фактор CYCLOPS/IPD3 (Tsyganov, 

Tsyganova, 2020), приводили к утолщению стенок инфекционных нитей. Более 
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того, клубеньки, индуцированные AMPS34, продемонстрировали дегенерацию 

бактерий в некоторых инфекционных нитях (Рисунок 16Е). Ранее такое 

проявление защитных реакций было обнаружено в клубеньках мутанта SGEFix–

-5 (sym33-2) (Tsyganova et al., 2019b). В клетках клубенька после инокуляции 

штаммами AMPS04 и AMPS17 наблюдалось образование мультивезикулярных 

телец, которые являются цитологическими маркерами защитных реакций (Frei 

dit Frey, Robatzek, 2009; Cui et al., 2016; Ekanayake et al., 2019) (Рисунки 17Е, 

18Е). Для гороха ранее наблюдалось образование мультивезикулярных телец при 

обработке фунгицидами и гербицидами (Gorshkov et al., 2020; Gorshkov et al., 

2023, 2024a). Наконец, как признаки коагуляционного некроза инфицированных 

клеток, вызванные окислительным стрессом, так и колликвационного некроза, 

реакции на бактериальную инфекцию, наблюдались в клетках клубеньков, 

индуцированных AMPS22 и AMPS23, соответственно (Рисунки 14Е, 19Е). 

При анализе гистологической организации клубеньков установлено, что 

сорт Frisson занимает промежуточное положение с точки зрения симбиотической 

отзывчивости на инокуляцию R. laguerreae. Три штамма (AMPS05, AMPS17 и 

AMPS22) были способны индуцировать клубеньки, в которых 

дифференцировались бактероиды (Приложение А Рисунки 2Л, 3Л, 6К), хотя в 

клубеньках, индуцированных штаммом AMPS17, наблюдалась их 

преждевременная дегенерация. В клубеньках, индуцированных другими 

штаммами, бактероиды были слабо дифференцированы или оставались 

недифференцированными (Приложение А Рисунки 4Л, 5К, 7Л). 

Образование клубеньков на Frisson также сопровождалась индукцией 

защитных реакций. Типичные инфекционные нити наблюдали только в 

клубеньках, индуцированных штаммами AMPS17 и AMPS34 (Приложение А 

Рисунки 4К, 6И), в то время как в клубеньках, индуцированных другими 

штаммами, стенки инфекционных нитей были утолщены и в некоторых случаях 

образовывали выросты (Приложение А Рисунки 2К, 3К, 5И, 7К). Часть 

инфекционных нитей и капель в клубеньках, индуцированных штаммом 

AMPS17, была гипертрофированы (Приложение А Рисунок 6Л). Гипертрофия 
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инфекционных капель была описана как характерная черта мутанта гороха 

SGEFix–-1 (sym40-1), ортологичного мутанту M. truncatula по гену EFD, 

кодирующему предполагаемый негативный регулятор цитокининового ответа 

(Tsyganov, Tsyganova, 2020); мутантов M. truncatula nip (предполагаемый 

переносчик нитратов (Veereshlingam et al., 2004)), и у L. japonicus nup133, 

мутанта по гену, кодирующему нуклеопорин (Kanamori et al., 2006), 

инфекционные капли также были увеличены. Появление сильно увеличенных 

инфекционных нитей в клубеньках люцерны M. sativa было вызвано мутантом 

R. meliloti с дефицитом экзополисахаридов (Niehaus et al., 1993). Кроме того, в 

клубеньках, индуцированных штаммом AMPS23, утолщались не только стенки 

инфекционных нитей, но и стенки инфицированных клеток (Приложение А 

Рисунок 7К–M). Утолщение клеточных стенок наблюдалось ранее у мутантов 

Sym33 (Ivanova et al., 2015) и в клубеньках гороха сорта Frisson, обработанных 

гербицидами и инсектицидами (Gorshkov et al., 2024a; Gorshkov et al., 2024b). 

Штамм AMPS22 характеризовался индукцией клубеньков, в которых в 

инфицированных клетках наблюдалась вакуолизация эндоплазматического 

ретикулума (Приложение А Рисунок 2М). Расширение профилей 

эндоплазматического ретикулума было описано ранее в клубеньках 

неэффективных мутантов SGEFix–-1 (sym40-1) и SGEFix–-3 (sym26) (Tsyganova et 

al., 2019), а также в клубеньках, индуцированных мутантом R. meliloti по гену, 

кодирующему сукцинатдегидрогеназу (Gardiol et al., 1987). Расширение 

эндоплазматического ретикулума было также описано для клеток клубенька у 

реликтового бобового растения Oxytropis popoviana Peschkova, индуцированного 

штаммом Mesorhizobium japonicum Opo-235 (Safronova et al., 2019). В клетках 

клубеньков, индуцированных штаммом AMPS05, наблюдалось образование 

мультибактероидных симбиосом наряду с однобактероидными (Приложение А 

Рисунок 3Л, M). Образование мультибактериальных симбиосом характерно для 

различных неэффективных мутантов гороха (Borisov et al., 1992; Morzhina et al., 

2000), также оно происходило при воздействии на растения гороха фунгицидами 

(Gorshkov et al., 2020; Gorshkov et al., 2023) или кадмием (Tsyganova et al., 2019c). 
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Кроме того, было показано, что несколько бактерий могут быть упакованы в 

единую симбиосому в клубеньках, индуцированных R. leguminosarum с 

дефектом в ЛПС (Perotto et al., 1994). 

При инокуляции штаммами AMPS34 и AMPS17 наблюдалось 

перемещение амилопластов и митохондрий к местам высвобождения бактерий 

из инфекционных капель (Приложение А Рисунки 4M, 6Л). В клубеньках гороха 

в инфицированных клетках амилопласты и митохондрии накапливаются на 

периферии клеток (Newcomb, 1976). В то же время в молодых инфицированных 

клетках Phaseolus vulgaris L., индуцированных штаммом R. etli CE3, 

наблюдалось объединение митохондрий, амилопластов и эндоплазматического 

ретикулума в цитоплазме (Cermola et al., 2000). 

Лабораторная линия SGE продемонстрировала наибольшую 

избирательность, активируя защитные реакции против неэффективных 

партнеров и формируя клубеньки с правильной гистологией только со штаммом 

AMPS05 (Приложение А Рисунок 3A, Б). Тем не менее, даже в этих клубеньках 

плеоморфные бактероиды подверглись преждевременной дегенерации, при этом 

в инфицированных клетках наблюдалось активное образование пероксисом 

(Приложение А Рисунок 3Д, Е). Появление пероксисом было также характерно 

для инфицированных клеток в клубеньках, индуцированных штаммами AMPS23 

и AMPS34, в которых бактероиды подвергались дегенерации (и имели 

аномальное строение в случае штамма AMPS34) (Приложение А Рисунки 4Д, Е, 

7Д).  Ранее было описано появление множественных пероксисом у 

неэффективного мутанта гороха SGEFix–-3 (sym26), подвергавшегося тепловому 

стрессу в течение 3 дней (Tsyganova et al., 2023a). В клубеньках этого мутанта 

происходило слияние пероксисом с симбиосомами, что является одним из 

наиболее вероятных сценариев разрушения бактероидов в условиях 

окислительного стресса. В клубеньках, индуцированных штаммом AMPS22, 

бактероиды оставались недифференцированными, образовывали 

мультибактероидные симбиосомы и подвергались преждевременной 

дегенерации (Приложение А Рисунок 2Д). В то же время в клетках 
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накапливались липидные капли (Приложение А Рисунок 2Е) в результате 

перекисного окисления липидных мембран (Bouchnak et al., 2023; Usukhbayar et 

al., 2023). Липидные капли также накапливались в клетках клубенька после 

инокуляции AMPS04 (Приложение А Рисунок 5Д). Наблюдаемое появление 

пероксисом, а также липидных капель ясно указывали на наличие 

окислительного стресса в таких клубеньках. За исключением штаммов AMPS05 

и AMPS23, при инокуляции оставшимися штаммами R. laguerreae, 

инфекционные нити характеризовались различными аномалиями, такими как 

утолщение стенок и/или образованием выростов, гипертрофией (Приложение А 

Рисунки 2Г, 6Г). В то же время, не наблюдалось выхода бактерий из 

инфекционных нитей в клубеньках, индуцированных штаммом AMPS04, или 

выход был редким в случае AMPS17 (Приложение А Рисунки 5В, 6В). 

Образование «запертых» инфекционных нитей и отсутствие выхода бактерий 

было показано у симбиотических мутантов гороха по гену Sym33 (Tsyganov et 

al., 1998; Voroshilova et al., 2001; Tsyganova et al., 2019a) и мутантов M. truncatula 

по ортологичному гену IPD3 (Ovchinnikova et al., 2011). Кроме того, в 

клубеньках мутанта L. japonicus alb1 выход бактерий из инфекционных капель в 

белых клубеньках также отсутствовал (Imaizumi-Anraku et al., 1997). Показано, 

что мутант R. tropico, дефектный в биосинтезе глутатиона, формировал 

пигментированные коричневато-зеленые клубеньки на P. vulgaris, полностью 

лишенные бактероидов (Muglia et al., 2008).  

Как можно видеть, инокуляция растений гороха линии SGE большинством 

штаммов R. laguerreae приводит к образованию неэффективных клубеньков, в 

которых активируются сильные защитные реакции. 

 

3.3. Влияние генотипа микросимбионта 

Хотя все проанализированные штаммы были отнесены к F-кладе и могут 

рассматриваться как R. laguerreae в широком смысле, их симбиотическая 

совместимость в отношении гороха различна. Многие ассоциации, образованные 

разными генотипами гороха с различными штаммами, оказались 
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неэффективными (Kirichek et al., 2026). Как упомянуто выше, детальный анализ 

показал, что клубеньки, образовавшиеся в таких взаимодействиях, проявляют 

как индуцированное старение, так и защитные реакции. Ранее было показано, что 

оба эти процесса могут происходить в клубеньках одновременно, хотя степень 

преобладания одного над другим зависит от типа нарушения симбиоза (Berrabah 

et al., 2024). В целом, дегенерацию симбиотических структур можно 

рассматривать как введение санкций со стороны растения-хозяина, при которых 

ассоциации с неэффективными партнерами абортируются (Sachs et al., 2010; 

Regus et al., 2017; Westhoek et al., 2017). 

Анализ структуры пан-генома представителей, отнесенных к R. laguerreae, 

показал, что в пределах данной группы выделяется минимум 6 вероятных 

популяционных кластеров, при этом метаболические особенности штаммов из 

отдельных кластеров различны (Kirichek et al., 2025). Подробное изучение in 

silico моделей метаболизма и аннотации геномов штаммов AMPS04, AMPS17, 

AMPS22 и AMPS23 выявило, что данные штаммы, вероятно, не способны 

осуществлять один из важных для симбиотического взаимодействия 

биохимических путей — биосинтез УДФ-N-ацетил-α-D-фукозамина 

(идентификатор BioCyc: PWY-7333), вовлеченного в модификацию О-

специфического антигена ЛПС, участвующего во взаимодействии с растениями 

(Lerouge, Vanderleyden, 2002). Кроме того, штаммы AMPS04, AMPS17 и 

AMPS23, по-видимому, не способны осуществлять биосинтез УДФ-N-ацетил-α-

D-хиновозамина (идентификатор BioCyc: PWY-7334), также связанного с 

модификацией О-антигена. В обоих случаях нарушения затрагивают фермент 

УДФ-N-ацетилглюкозамин-4,6-дегидратазу, который поставляет субстрат для 

дальнейшего метилирования и переноса сахарных остатков О-цепи ЛПС (Ojeda 

et al., 2010), и, вероятно, регулирует длину цепи (Forsberg et al., 2000).  

Ранее было показано, что ризобии, лишенные специфичных ЛПС, 

способны индуцировать полноценные инфекционные нити, но выход из них 

затруднен (de Maagd et al., 1989; Welmillage et al., 2025), или бактерии быстро 

дегенерируют после выхода (Priefer, 1989; Niehaus et al., 1998). Схожие аномалии 
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показаны в данной работе для AMPS04 — отсутствие выхода бактерий 

(Приложение А Рисунок 5В); AMPS17 — отсутствие выхода бактерий, признаки 

дегенерации (Приложение А Рисунок 6В); AMPS23 — преждевременная 

дегенерация симбиотических структур (Рисунок 19В, Д, Е, Приложение А 

Рисунок 7Д). Также в клубеньках, индуцированных ризобиальными ЛПС-

мутантами обнаруживались мультибактероидные симбиосомы (Perotto et al., 

1994; Kannenberg et al., 1998), подобные тем, что были описаны в этой работе для 

AMPS04 (Рисунок 17Д), AMPS05 (Приложение А Рисунок 3М), AMPS17 

(Приложение А Рисунок 6К) и AMPS22 (Приложение А Рисунок 2Д). Одним из 

ответов на инфекцию бактериями, мутантными по синтезу ЛПС, является 

активация защитных реакций растения-хозяина (Perotto et al., 1994). В данной 

работе описано, что инокуляция некоторыми анализируемыми штаммами 

вызвала заметную защитную реакцию в клубеньках сорта Frisson и линии SGE 

(см. пункт 3.2.2.). 

Таким образом, предсказаны отличия между анализируемыми штаммами в 

структуре ЛПС, являющегося частью симбиотической поверхности 

взаимодействия (интерфейса) — сложной и динамической структуры, 

формируемой сахарами и белками на поверхности бактериальной клетки и 

растительной клеточной стенкой. Симбиотический интерфейс необходим для 

взаимодействия, координации развития и обмена питательными веществами 

между партнерами в симбиозе. В ходе работы были проанализированы 

различные компоненты симбиотической поверхности взаимодействия и оценены 

процессы ее ремоделирования в клубеньках, образованных на растениях сорта 

Rondo после инокуляции штаммами AMPS. 

 

3.3.1. Симбиотический интерфейс: гомогалактуронан 

Первичные клеточные стенки окружают активно растущие растительные 

клетки и состоят из целлюлозы, гемицеллюлозы, пектина и структурных 

гликопротеинов, а также содержат широкий спектр белков, которые могут 

изменять структуру клеточной стенки или реагировать на внутренние и внешние 
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сигналы (Keegstra, 2010; Liu et al., 2015). Когда ризобии проникают в 

растительные клетки, происходит сложная перестройка как их поверхностных 

структур (клеточной стенки и экзополисахаридной капсулы), так и компонентов 

апопласта растений (клеточной стенки и внеклеточного матрикса), приводящая 

к формированию симбиотической поверхности взаимодействия. При 

формировании и функционировании симбиотического интерфейса в клубеньках 

Бобовых значимые функции выполняют все обозначенные компоненты, однако 

наиболее изученными на сегодняшний день остаются пектины (Цыганова, 

Цыганов, 2019; Su, 2023). 

Гомогалактуронан (ГГ) является основным типом пектина в первичных 

клеточных стенках и срединной пластинке растительных клеток. Выявленная в 

ходе данного исследования локализация высоко метил-этерифицированного ГГ, 

обнаруживаемого как антителами JIM7, так и LM20, в клубеньках, образованных 

при инокуляции всеми штаммами AMPS, была типичной для клубеньков гороха 

(Tsyganova et al., 2023c). Метка наблюдалась в клеточных стенках, в том числе в 

стенках инфекционных нитей в зонах инфекции и азотфиксации (Рисунок 20, 

Приложение А Рисунок 8). 

Низко метил-этерифицированный ГГ тоже накапливался характерным для 

клубеньков гороха образом (Tsyganova et al., 2023c) во всех вариантах. Метка 

антитела JIM5 присутствовала в клеточных стенках колонизированных, 

инфицированных и неинфицированных клеток в клубеньках, индуцированных 

всеми штаммами (Приложение А Рисунок 9А-Г, Е), за исключением AMPS23 

(Приложение А Рисунок 9Д). Антитело LM19 не метило клеточные стенки 

колонизированных клеток в клубеньках, индуцированных штаммами AMPS04 и 

AMPS23 (Рисунок 21А, Д). В случае инокуляции штаммом AMPS04 метка LM19 

была обнаружена в стенках инфицированных клеток, если последние были 

представлены в клубеньке. Однако в стенках инфекционных нитей всех образцов 

отмечалось обилие как метки JIM5, так и LM19 (Рисунок 21, Приложение А 

Рисунок 9). 
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Рисунок 20 — Иммунолокализация эпитопа высоко метил-

этерифицированного гомогалактуронана, меченного антителом LM20, в 
клубеньках гороха 

Штамм, используемый для инокуляции, указан на каждой фотографии. Для 
иммунолокализации использовали моноклональные вторичные антитела IgG козы против 
крысы, конъюгированное с AlexaFluor 488.  КК — колонизированная клетка; ИК — 
инфицированная клетка; НИК — неинфицированная клетка; ДИК — дегенерирующая 
инфицированная клетка; я — ядро; в — вакуоль; стрелками обозначены инфекционные нити, 
треугольником — инфекционная капля. Масштабные линейки — 10 мкм. 
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Рисунок 21 — Иммунолокализация эпитопа де-этерифицированного 

гомогалактуронана, меченного антителом LM19, в клубеньках гороха 
Штамм, используемый для инокуляции, указан на каждой фотографии. Для 

иммунолокализации использовали моноклональные вторичные антитела IgG козы против 
крысы, конъюгированное с AlexaFluor 488.  КК — колонизированная клетка; ИК — 
инфицированная клетка; НИК — неинфицированная клетка; я — ядро; в — вакуоль; стрелками 
обозначены инфекционные нити. Масштабные линейки — 10 мкм. 

 

ГГ синтезируются в аппарате Гольджи и транспортируются в виде молекул 

метил-этерифицированного пектина к плазматической мембране и 

секретируются в пространство апопласта (Voragen et al., 2009). Локальные 

модификации ГГ необходимы для внутриклеточного прохождения 

инфекционной нити, содержащей бактерии (Tsyganova et al., 2021). Согласно 

полученным в работе данным можно заключить, что этот процесс, вероятно, не 

зависит от штамма ризобий при формировании эффективного симбиоза, 

поскольку нет явных различий в локализации де-этерифицированного ГГ, 

частично метил-этерифицированного ГГ и высоко метил-этерифицированного 

ГГ в клубеньках при использовании разных штаммов (Рисунки 20, 21, 

Приложение А Рисунки 8, 9). Специфические особенности модификации 

пектинов были выявлены только в ответ на неэффективный симбиоз. Так, в 
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случае инокуляции штаммами R. laguerreae AMPS04 или AMPS23, накопление 

де-этерифицированного ГГ в клеточных стенках колонизируемых клеток не 

происходило (Рисунок 21А, Д).  Во время развития бобово-ризобиального 

симбиоза ферменты пектин-эстеразы де-этерифицируют пектины клеточных 

стенок (Wilmowicz et al., 2022), а ферменты полигалактуроназы или пектат-

лиазы регулирует жесткость клеточной стенки, опосредуя деградацию де-

этерифицированного пектина (Xie et al., 2012; Su et al., 2023). Можно 

предположить, что в описываемых случаях снижение/отсутствие активности 

пектин-эстераз опосредует отсутствие де-этерифицированных пектинов в 

клеточных стенках и, как следствие, отсутствие субстрата для других ферментов. 

В конечном счете, не модифицированные этерифицированные пектины могли 

препятствовать инфекции, приводя к образованию лишь небольшого количества 

инфицированных клеток или их полному отсутствию. Это предположение было 

в дальнейшем подтверждено результатами транскриптомного анализа (см. пункт 

3.3.7.), так как был обнаружен факт снижения экспрессии генов 

полигалактуроназ и ряда пектиновых эстераз в клубеньках, индуцированных 

штаммом AMPS04. 

Ранее было показано, что в клубеньках гороха димерное объединение 

цепей ГГ посредством ионов Ca2+, распознаваемое антителом 2F4, накапливается 

главным образом в стенках инфекционных нитей и в местах клеточных 

контактов (Tsyganova et al., 2023c). Равномерное распределение димера ГГ, 

сшитого ионами Ca2+, наблюдалось в стенках колонизированных и 

инфицированных клеток в зонах инфекции и азотфиксации, а также в 

инфекционных нитях всех проанализированных вариантов в этом исследовании 

(Приложение А Рисунок 10). 

Ранее было показано, что димерная конформация «контейнер для яиц» (от 

анг. egg-box) де-этерифицированного пектина, сшитого Ca2+, может приводить к 

локальному уплотнению клеточной стенки, что ограничивает рост ризобий и 

предотвращает их распространение (Su et al., 2023). Вероятно, что этот процесс 

не связан со штаммом микросимбионта. 
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3.3.2. Симбиотический интерфейс: рамногалактуронан I 

Рамногалактуронан I (РГ-I) — это разветвленный пектиновый 

полисахарид, на долю которого приходится 7–14% состава первичных 

клеточных стенок (Mohnen, 1999). Точная роль РГ-I в формировании 

симбиотических клубеньков еще до конца не изучена (Цыганова, Цыганов, 

2019).  

Иммунолокализация рамногалактуронана I с использованием антитела 

CCRC-M35, которое связывается с основной цепью РГ-I, выявила отсутствие 

распознавания этого эпитопа в клеточных стенках всех исследованных образцов. 

Антитело CCRC-M35, требует для связывания по меньшей мере двух 

неразветвленных дисахаридных повторов, не связывается с разветвленными 

участками остова РГ и нечувствительно к составу сахаров на 

невосстанавливающем конце. Ранее было показано, что эпитоп CCRC-M35 

отсутствует в клубеньках P. sativum (Tsyganova et al., 2023c), что также было 

подтверждено и в этом исследовании. Такая локализация, или, скорее, ее 

отсутствие, может быть объяснена тем фактом, что молекула РГ в растениях 

гороха сильно разветвлена; она практически не содержит участков необходимой 

длины для связывания с антителом CCRC-M35. 

Флуоресцентная микроскопия линейного эпитопа 1,4-β-D-галактана РГ-I, 

распознаваемого антителом LM5, показала, что мечение определялась в стенках 

клеток эндодермы и флоэмы, а также в стенках инфекционных нитей всех 

изученных вариантов (Рисунок 22). Эпитоп LM5 также присутствовал в местах 

контакта нескольких неинфицированных и/или колонизированных клеток в 

клубеньках, индуцированных штаммом AMPS34 (Рисунок 22Е).  



88 
 

 
Рисунок 22 — Иммунолокализация эпитопа линейного 1,4-β-D-галактана 
рамногалактуронана I, меченного антителом LM5, в клубеньках гороха 

Штамм, используемый для инокуляции, указан на каждой фотографии. Для 
иммунолокализации использовали моноклональные вторичные антитела IgG козы против 
крысы, конъюгированное с AlexaFluor 488. КК — колонизированная клетка; ИК — 
инфицированная клетка; я — ядро; в — вакуоль; стрелками обозначены инфекционные нити, 
треугольником — инфекционная капля. Масштабные линейки — 10 мкм. 

 

Недавно была продемонстрирована некоторая видоспецифичная 

локализация и распределение эпитопа боковой галактановой цепи РГ-I в 

клубеньках P. sativum, M. truncatula, Lupinus luteus L., Galega orientalis Lam., 

Glycine max и Pentaclethra macroloba (Willd.) Kuntze (de Faria et al., 2022; 

Tsyganova et al., 2023b; Tsyganova et al., 2023c). Кроме того, было показано, что 

этот эпитоп локализован в фиксирующих нитях Erythrophleum spp., члена клады 

Mimosoid (de Faria et al., 2022). 

Вокруг симбиосом колонизированных клеток, содержащих ювенильные 

бактероиды, в клубеньках, индуцированных штаммами R. laguerreae AMPS05, 

AMPS17, AMPS22 и AMPS34, была обнаружена чрезвычайно слабая метка 

антитела LM6-M (Приложение А Рисунок 11Б, В, Г, Е). Метка не наблюдалась в 

клубеньках, где не происходила дифференцировка бактерий (Приложение А 
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Рисунок 11А, Д). Антитело LM6-M распознает эпитоп 1,5-α-L-арабинановой 

боковой цепи РГ-I, однако известно, что оно вступает в перекрестную реакцию с 

эпитопом арабиногалактанового белка (АГБ). 

Ранее в клубеньках гороха линии SGE дикого типа присутствие линейного 

эпитопа арабинановой боковой цепи РГ-I, распознаваемого моноклональным 

антителом LM6-M, было обнаружено в клеточных стенках инфицированных, 

неинфицированных и колонизированных клеток, а также в стенках 

инфекционных нитей (Tsyganova et al., 2023c). Однако в этом исследовании 

метка антитела LM6-M была обнаружена только в мембранах симбиосом и не 

была обнаружена в клеточных стенках. Поскольку в этом исследовании 

использовался сорт Rondo, можно предположить, что распределение эпитопа 

арабинана в клеточных стенках определяется генотипом растения. Стоит 

повторить, известно, что антитело к LM6-M вступает в перекрестную реакцию с 

эпитопом АГБ; LM6-M прочно связывается с димером арабинана и аналогичным 

образом с арабинанами со степенью полимеризации до 7 (Willats et al., 1998; 

Pedersen et al., 2012). Представленный анализ продемонстрировал 

специфические для штамма особенности в распределении эпитопа, меченного 

LM6-M, в ответ на неэффективный симбиоз. В клубеньках без развития зоны 

азотфиксации (инокуляция AMPS04 или AMPS23) дифференцировка 

бактероидов не происходила, и метка LM6-M не обнаруживалась (Приложение 

А Рисунок 11А, Д).  

 

3.3.3. Симбиотический интерфейс: гемицеллюлоза 

Распределение фукозилированного ксилоглюкана (гемицеллюлозы), 

меченного антителом CCRC-M1, в клубеньках показало преимущественное 

накопление в эндодерме и меристеме. Метка также была обнаружена в 

клеточных стенках, включая стенки инфекционных нитей, в зонах инфекции и 

азотфиксации во всех вариантах (Приложение А Рисунок 12). Эти данные 

согласуются с полученными ранее для гороха (Tsyganova et al., 2023c). 
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Фукозилированный ксилоглюкан — особый тип ксилоглюкана, основной 

компонент клеточных стенок растений, который играет важную роль в структуре 

клеточных стенок и, возможно, в росте и дифференцировке клеток. Известно, что 

недостаток фукозы в клеточных стенках может привести к карликовости и 

снижению прочности стебля (Freshour et al., 2003). 

 

3.3.4. Симбиотический интерфейс: арабиногалактановые белки 

Ранее было показано, что АГБ играют ключевую роль на различных 

уровнях взаимодействия между корнями и почвенными микробами, как 

полезными, так и патогенными (Nguema-Ona et al., 2013).  

Анализ локализации и распределения АГБ с использованием антитела LM2 

выявил маркировку симбиосомных мембран. В ответ на неэффективный симбиоз 

были обнаружены специфические, в зависимости от штамма ризобий, 

особенности ремоделирования растительно-микробной поверхности 

взаимодействия (Рисунок 23). В клубеньках, где не запускалась азотфиксация, не 

происходила дифференцировка бактероидов не было обнаружено мембран 

симбиосом, меченных антителом LM2 (Рисунок 23А, Д). Напротив, когда 

образование зоны азотфиксации (или зоны, соответствующей зоне 

азотфиксации) происходило нормально и бактерии дифференцировались в 

бактероиды, антитело LM2 начинало маркировать мембраны симбиосом в 

инфицированных клетках (Рисунок 23Б, Г, Е). В случае инокуляции штаммом R. 

laguerreae AMPS17 возникла промежуточная ситуация (Рисунок 23В), при 

которой запускалась бактериальная дифференцировка, но бактероиды быстро 

дегенерировали. Следует заметить, что локализация метки LM2, была схожа с 

локализацией метки LM6-M (подробнее см. пункт 3.3.2.), где в отсутствие 

дифференцировки бактерий в клубеньках, мечение симбиосомных мембран не 

наблюдалось (Приложение А Рисунок 11).  
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Рисунок 23 — Иммунолокализация эпитопа арабиногалактанового белка, 

меченного антителом LM2, в клубеньках гороха 
Штамм, используемый для инокуляции, указан на каждой фотографии. Для 

иммунолокализации использовали моноклональные вторичные антитела IgG козы против 
крысы, конъюгированное с AlexaFluor 488. ИК — инфицированная клетка; ДИК — 
дегенерирующая инфицированная клетка; я — ядро; в — вакуоль; стрелками обозначены 
инфекционные нити, треугольниками — инфекционные капли. Масштабные линейки — 10 
мкм. 

 

Ранее наблюдалось зависящее от времени распределение эпитопа, 

реагирующего с антителом LM2 (Tsyganova et al., 2023b). Другими словами, 

мечение этого эпитопа было обнаружено в недифференцированных 

симбиосомах Glycine max и ювенильных симбиосомах Galega orientalis, но 

практически исчезло в зрелых. Однако, при инокуляции штаммами AMPS было 

обнаружено одинаковое количество метки как в клубеньках с 

дифференцированными симбиосомами, так и в клубеньках с 

недифференцированными симбиосомами, что может свидетельствовать о том, 

что исчезновение эпитопа, распознаваемого LM2, не требуется для созревания 

мембран симбиосом в таких клубеньках. 



92 
 

Ранее с помощью моноклонального антитела MAC265 в качестве зонда 

был идентифицирован растительный гликопротеин-экстенсин, который входит в 

состав матрикса просвета инфекционных нитей в клубеньках гороха, выделяясь 

растением в качестве ранней реакции на заражение ризобиями (VandenBosch et 

al., 1989; Rae et al., 1991). Арабиногалактановые белки-экстенсины (АГБ-Э), 

которые являются частью матрикса инфекционных нитей, в этом исследовании 

также распознавались антителом MAC265. Локализация этих белков 

варьировала в зависимости от штамма бактерий, используемого для инокуляции 

(Рисунок 24). Ожидаемое расположение метки в матрикса инфекционных нитей 

было обнаружено в клубеньках, индуцированных штаммами AMPS05, AMPS22 

и AMPS23 (Рисунок 24Б, Г, Д). В клубеньках гороха, образованных штаммами 

R. laguerreae AMPS04 и AMPS17, наблюдалось аномальное накопление метки в 

цитоплазме и вокруг вакуолей колонизированных и инфицированных клеток 

(Рисунок 24А, В). В клубеньках, индуцированных штаммом AMPS34, метка 

присутствовала в больших количествах в межклеточном пространстве в зоне 

азотфиксации (Рисунок 24Е).  

Матрикс внутри просвета инфекционных нитей содержит материал, 

который обычно входит в состав внеклеточного матрикса (Gage, 2004). В ответ 

на ризобиальную инфекцию может стимулироваться выработка и секреция 

различных соединений, составляющих этот межклеточный матрикс (Цыганова, 

2024). Поскольку АГБ-Э прикрепляются к поверхности бактерий посредством 

ионного связывания и сами по себе подвержены окислительному сшиванию, они 

могут быть вовлечены в ограничение распространения микробной инвазии 

(Lerouge, Vanderleyden, 2002). Аномальная локализация метки АГБ-Э в 

клубеньках, индуцированных AMPS04 и AMPS17, вероятно вызвана 

неправильным нацеливанием антигена MAC265, которое может осуществляться 

в рамках активации защитных реакций и, вероятно, служит для подавления 

колонизации (Tsyganova et al., 2009). 
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Рисунок 24 — Иммунолокализация эпитопа арабиногалактанпротеин-

экстенсина, меченного антителом MAC265, в клубеньках гороха 
Штамм, используемый для инокуляции, указан на каждой фотографии. Для 

иммунолокализации использовали моноклональные вторичные антитела IgG козы против 
крысы, конъюгированное с AlexaFluor 488. КК — колонизированная клетка; ИК — 
инфицированная клетка; ДИК — дегенерирующая инфицированная клетка; я — ядро; в — 
вакуоль; стрелками обозначены инфекционные нити, треугольниками — инфекционные 
капли. Масштабные линейки — 10 мкм. 
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3.3.5. Симбиотический интерфейс: отложения каллозы и суберина 

Как правило, ризобиальная инфекция способствует снижению уровня 

каллозы в тканях образующихся клубеньков (Gaudioso-Pedraza et al., 2018). 

Однако в стенках только что инфицированных клеток зоны инфекции и 

интерзоны в клубеньках, индуцированных штаммом R. laguerreae AMPS34, 

наблюдалось отложение каллозы (Приложение А Рисунок 13Е).  

Накопление каллозы в клеточных стенках и стенках инфекционных нитей 

ранее наблюдали у мутанта гороха с аномальным развитием инфекционных 

нитей RisFixV (sym42) (Ivanova et al., 2015). Роль отложений каллозы в 

клеточных стенках может быть связана с поддержанием прямого физического 

барьера, приводящего к затруднению высвобождения бактерий в растительные 

клетки (Ivanova et al., 2015), либо с подавлением симпластического транспорта 

сигнальных факторов через плазмодесмы и нарушением синхронизации 

программ контроля ризобиальной инфекции и развития клубеньков (Gaudioso-

Pedraza et al., 2018). Кроме того, ранее было показано, что нарушения в синтезе 

различных бактериальных полисахаридов (экзополисахаридов и 

липополисахаридов) могут вызывать накопление каллозы в стенках клеток коры 

во время образования псевдоклубеньков, индуцированных мутантами 

Sinorhizobium (Niehaus et al., 1993), а также во время индукции клубеньков 

мутантами Rhizobium (Perotto et al., 1994). 

В то же время, ни в одном из проанализированных клубеньков не 

наблюдалось никаких отклонений в отложении суберина. Суберин был 

обнаружен только в клеточных стенках эндодермы, как в норме и 

предполагалось (Hartmann et al., 2002; Venado et al., 2022). 

 

3.3.6. Симбиотический интерфейс: бактериальные липополисахариды 

Бактерии внутри инфекционной нити топологически расположены вне 

клеток растения. Компоненты симбиотического интерфейса, описанные выше, 

синтезируются растением-хозяином и, как было показано, в значительной 

степени не зависят от ризобий, колонизирующих корни бобовых растений. 
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Наблюдаемые различия в первую очередь являются реакцией на установление 

неэффективного симбиоза и формируются в ответ на конкретного 

микросимбионта. Модификации бактериальной клеточной поверхности, 

напротив, находятся под контролем ризобий и играют решающую роль в 

избегании защитных реакций растения-хозяина (Carlson et al., 2010). 

Модификации затрагивают внеклеточные, капсульные и липополисахариды, 

циклические глюканы и липохитоолигосахариды (De Castro et al., 2008; Gibson 

et al., 2008; Oldroyd, Downie, 2008). 

В данном исследовании анализировались антитела на различные эпитопы 

ризобиальных ЛПС: MAC300 — на конститутивно экспрессирующийся эпитоп 

ЛПС штамма R. johnstonii 3841 (Kannenberg et al., 1992), MAC301 — на 

экспрессирующийся только в клубеньке эпитоп ЛПС (Kannenberg et al., 1992) и 

JIM32, который реагирует с широким спектром форм ЛПС штамма 3841 (Lucas 

et al., 1996). Результаты анализа представлены в Таблице 4, где «+» обозначает 

сильное свечение метки, «+/–» — слабое, «–» — отсутствие метки. 

Таблица 4 — Иммунолокализация бактериальных липополисахаридов 
Штамм MAC300 MAC301 JIM32 

R. johnstonii 3841 + +/– + 

R. ruizarguesonis RCAM1026 – – + 

R. laguerreae AMPS04 – – + 

R. laguerreae AMPS05 – – + 

R. laguerreae AMPS17 – – + 

R. laguerreae AMPS22 – – + 

R. laguerreae AMPS23 – – + 

R. laguerreae AMPS34 – – + 

 

В ходе экспериментальной работы только антитело JIM32 показало 

стабильное мечение всех анализируемых образцов, что подразумевает 

выявление консервативного эпитопа, общего для видов R. johnstonii, R. 

ruizarguesonis и R. laguerreae. Ранее демонстрировалась высокая активность этих 
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антител в отношении ЛПС из разнообразных штаммов Rhizobium (Lucas et al., 

1996). В свою очередь, антитела MAC300 и MAC301 позволили локализовать 

эпитопы только в образцах, инокулированных R. johnstonii 3841, что говорит о 

крайне ограниченной возможности применения данных антител в анализе ЛПС 

ризобий. Проведенный иммуноцитохимический анализ не позволил установить 

уникальные маркеры, которые бы отличали отдельные штаммы R. laguerreae, 

хотя различная структура ЛПС для этих штаммов все же предполагается 

(Kirichek et al., 2025). В частности, ожидаемо нарушение функционирования у 

штаммов AMPS04, AMPS17, AMPS22 и AMPS23 белка WreM (обладающего 

обеими метил и гликозилтрансферазной активностями (Ojeda et al., 2010) и 

участвующего в модификации ЛПС), что, как было показано, может определять 

задержку в образовании клубеньков, способствовать снижению активности 

нитрогеназы, или вовсе приводить к формированию псевдоклубеньков с 

абортированной колонизацией (Noel et al., 2004). 

Хорошо известно, правильно структурно организованные ЛПС, 

синтезируемые ризобиями, способствуют симбиозу (Dazzo et al., 1991). Делеция 

части О-антигена ЛПС, напротив, ингибирует симбиотический фенотип, как 

показано для S. fredii, B. japonicum, R. etli, R. phaseoli и R. leguminosarum (Cava et 

al., 1989; Noh et al., 2015; Di Lorenzo et al., 2020). При этом интенсивность 

защитного ответа хозяина напрямую коррелирует со степенью модификации 

ЛПС микросимбионта (Perotto et al., 1994). У ЛПС-мутантов R. leguminosarum 

высвобождение бактерий из инфекционных нитей снижается или полностью 

блокируется на стадии выхода (de Maagd et al., 1989; Brewin, 1991). Таким 

образом, данные могут указывать на то, что именно различия в структуре ЛПС 

анализируемых штаммов ризобий вносят вклад в наблюдаемые симбиотические 

фенотипы, опосредуют нарушения дифференцировки бактерий в бактероиды, 

снижение активности нитрогеназы в клубеньках, являются причиной активации 

защитных реакций в некоторых парах симбионт–хозяин. 
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3.3.7. Транскриптомный анализ клубеньков 

Для анализа дифференциальной экспрессии генов гороха в клубеньке были 

выбраны максимально контрастные варианты — образцы инокулированные 

штаммами AMPS04 и AMPS05. Результаты секвенирования РНК представлены 

в Таблице 5. 

Таблица 5 — Результаты выделения и секвенирования РНК из клубеньков 
Образец-

повторность 
AMPS04-

1 
AMPS04-

2 
AMPS04-

3 
AMPS05-

1 
AMPS05-

2 
AMPS05-

3 

Кол-во РНК (мг) 0,425 0,27 0,452 15,648 14,292 4,429 

Число 
целостности 

РНК 
8,2 8,6 8,2 7,6 6,4 8,5 

Кол-во «сырых» 
прочтений 54470357 72256262 63805573 63059301 58274323 58576490 

Оценка качества 
Q30 (%) 96,55 97,42 96,9 96,9 96,48 96,91 

 

Сравнение с использованием анализа главных компонент показало 

хорошее разделение исследуемых образцов различной инокуляции с 

биологическими репликами, группирующимися вместе. Иерархическая 

кластеризация с использованием расстояний между образцами также показала 

отчетливую группировку биологических реплик в пределах образцов. 

Установлено, что в анализируемых клубеньках, индуцированных AMPS04, 

по сравнению с клубеньками, индуцированными AMPS05, из 26411 

аннотированных генов значимо повышали свою экспрессию 2924 гена, значимо 

понижали — 1428 генов, при заданном пороге log2 кратности изменений. В 

общей сложности с использованием DAVID было воссоздано 145 кластеров 

функциональной аннотации генов, значимо повышающих экспрессию, и 80 

кластеров генов, значимо ее понижающих. 

Среди генов, повышающих свою экспрессию при инокуляции штаммом 

AMPS04, по сравнению с инокуляцией штаммом AMPS05, обнаружены группы, 

вовлеченные в процесс ранней инфекции. Среди них кластеры: «биосинтез 

флавоноидов» (в терминах генной онтологии (англ. Gene Ontology, GO) 

GO:0009813) — уровень обогащения 4,59 (среднее геометрическое значение по 
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отрицательной логарифмической шкале p-значений членов в соответствующем 

кластере); «кальмодулин-связывающие белки» (записи InterPro: IPR046829, 

IPR046830, IPR046831) — уровень обогащения 2,58; «цитокинин 

дегидрогеназы» (GO:0019139), индуцируются Nod-факторами (Reid et al., 2016) 

— уровень обогащения 1,55; а также «транспорт молибдат-ионов» (GO:0015689) 

— уровень обогащения 0,94 и ряд других. Однако, наиболее значимые уровни 

обогащения были присущи кластерам генов, вовлеченным в негативную 

регуляцию клубенькообразования. Так, кластер «WRKY» (IPR003657) имеет 

уровень обогащения 27,35. Исследования показывают, что большая часть генов 

WRKY реагирует на патогены, элиситоры и фитогормоны, связанные с защитой, 

такие как салициловая кислота (СК) или жасмоновая кислота (ЖК), что 

подразумевает важную роль семейства генов WRKY в иммунитете растений 

(Chen et al., 2019). Помимо этого, обнаружены кластер «NAC» (IPR003441) — 

уровень обогащения 14,47; «AP2/ERF» (IPR001471) — уровень обогащения 

12,03; «фасциклин-подобные арабиногалактановые белки» (IPR045003) — 

уровень обогащения 10,37; «глутатион-S-трансферазы» (IPR036282) — уровень 

обогащения 7,27; «регуляция сигнального пути, опосредованного ЖК» 

(GO:2000022) — уровень обогащения 5,09; «сигнальный путь, активируемый 

абсцизовой кислотой (АБК)» (GO:0009738) — уровень обогащения 1,49; 

«ингибиторы пектин-эстераз» (код доступа SMART: SM00856) — уровень 

обогащения 0,92; «субтилизин-подобные протеазы» (IPR041469) — уровень 

обогащения 0,15. 

Белки NAC участвуют в процессах развития растений, но также показано, 

что они могут выступать как положительные регуляторы старения клубеньков, в 

частности у L. japonicus (Wang et al., 2023). 

Домен ERF обнаружен у генов патогенеза, индуцируемых этиленом 

(Ohme-Takagi, Shinshi, 1995). Этилен действует как негативный регулятор 

развития клубеньков у большинства Бобовых (Цыганова, Цыганов, 2015). 

Фитогормоны ЖК, СК и АБК также негативно влияют на развитие и 

функционирование клубеньков (Цыганова, Цыганов, 2018). ЖК демонстрирует 
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выраженное ингибирующее действие на ключевые процессы симбиоза. Она 

подавляет экспрессию генов ENOD11 и RIP1, которые активируются на ранних 

стадиях симбиотического взаимодействия (Sun et al., 2006). Кроме того, ЖК 

угнетает кальциевые осцилляции, индуцируемые Nod-фактором, а 

метилжасмонат, производное ЖК, блокирует скручивание корневых волосков, 

развитие инфекционных нитей и образование клубеньковых примордиев 

(Nakagawa, Kawaguchi, 2006). АБК играет важную роль в адаптации растений к 

различным стрессовым условиям, включая засуху, низкие температуры и 

засоление (Umezawa et al., 2010). АБК проявляет ингибирующее действие на 

процесс клубенькообразования, блокирует деление клеток корня, что 

препятствует формированию примордиев клубеньков (Phillips, 1971). 

Фасциклин-подобные арабиногалактановые белки расположены на 

поверхности клетки, в клеточной стенке или на плазматической мембране, они 

участвуют в процессах развития, а домены фасциклина являются 

предполагаемыми доменами клеточной адгезии (He et al., 2019). Показано, что 

данные белки участвуют в ответе на патогены (Hromadová et al., 2021). В корнях 

сои увеличение экспрессии генов фасциклин-подобных АГБ было вызвано 

атакой нематод (Beneventi et al., 2013). 

Иммунитет растений, запускаемый PAMP, характеризуется быстрой 

продукцией активных форм кислорода (АФК), активацией сигнальных каскадов 

и общим транскрипционным перепрограммированием в пользу защиты. Было 

показано, что субтилизин-подобные белки активируют защитные гены, а другой 

особенностью этих белков считается участие в программируемой гибели клеток 

(Vartapetian et al., 2011; Yamaguchi et al., 2011). В свою очередь, глутатион-S-

трансферазы являются известными антиоксидантами в клубеньках, и признаны 

критически важными для защиты клубеньков от АФК (Dalton et al., 2009).  

Как можно видеть из анализа, в неэффективных клубеньках, 

индуцированных штаммом AMPS04, не только активируются защитные 

реакции, что было описано на гистологическом и ультраструктурном уровнях 

(см. пункт 3.2.2.), и дополнительно подтвердилось данными этого 
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транскриптомного исследования, но также активны пути негативной 

гормональной регуляции клубенькообразования посредствам стрессовых 

фитогормонов. 

Среди кластеров генов значимо понизивших свою экспрессию при 

инокуляции штаммом AMPS04, по сравнению с инокуляцией штаммом AMPS05, 

помимо прочих были обнаружены: кластеры генов гистонов с кодами доступа 

SM00417, SM00414, SM00427 — уровни обогащения 29,74, 16,89 и 14,92, 

соответственно; кластер «леггемоглобин-подобные» (IPR001032) — уровень 

обогащения 13,08; «циклины» (SM00385) — уровень обогащения 4,59; «MCM 

комплекс» (GO:0042555) репликации ДНК — уровень обогащения 3,8; а также 

кластер, содержащий гены ингибиторы фруктозидаз и пектин-эстераз (SM00856) 

— уровень обогащения 1,56; и кластеры генов с термином GO «активность 

полигалактуроназ» (GO:0004650) — уровень обогащения 1,16 и «активность 

пектин-эстераз» (GO:0030599) — уровень обогащения 0,65. 

Обобщая, среди генов значимо понижающих свою экспрессию, помимо 

генов, очевидно связанных с образованием клубеньков, таких как гены 

биосинтеза леггемоглобинов, ENOD5 (арабиногалактаноподобный белок, 

участвующий в инфекции (Scheres et al., 1990)) или Nodulin-26 (специфичный 

для клубеньков канал в симбиосомной мембране (Dean et al., 1999)) находятся 

гены гистонов, циклины, а также гены, кодирующие факторы репликации. 

Полученные данные могут свидетельствовать о меньшей активности меристем и 

транскрипционной активности маленьких клубеньков, индуцированных 

AMPS04, что подтверждается исходя из их морфологии (Kirichek et al., 2026). 

Помимо описанного выше, в ходе анализа генов, участвующих в 

модификации клеточных стенок, был идентифицирован 121 дифференциально 

экспрессируемый ген с предсказанной внеклеточной локализацией и аннотацией 

CAZY: 84 гена с повышенной экспрессией и 37 генов с пониженной экспрессией 

(Рисунок 25). Среди них несколько семейств CAZY были значительно 

перепредставлены: AA1, GH16, AA2 и GH1 для генов с повышенной экспрессией 

и GH28 для генов с пониженной экспрессией (Рисунок 25А). Следует отметить, 
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что большая часть генов в семействе AA1 были гомологами генов лакказы 4 и 17 

у арабидопсиса. Было показано, что при отключении этих генов у арабидопсиса 

уровень лигнификации существенно снижался (Berthet et al., 2011). Еще одним 

чрезмерно представленным семейством было AA2, состоящее из пероксидаз. 

Хотя известно, что пероксидазы индуцируются как часть защитной реакции 

растений (Almagro et al., 2008), сообщалось также о том, что некоторые 

пероксидазы совместно с лакказами локализуются во вторичной клеточной 

стенке арабидопсиса (Hoffmann et al., 2020). Широко представленные члены 

GH16 были отмечены как вероятные белки 

ксилоглюканэндотрансглюкозилазы/гидролазы. Эти ферменты способствуют 

пластичности клеточной стенки и участвуют в ее ремоделировании. Недавно 

было высказано предположение, что эти ферменты не только участвуют в 

делении клеток посредством разрыхления клеточных стенок, но и участвуют в 

реакции на биотические стрессы (Ishida, Yokoyama, 2022). В совокупности 

полученные данные еще раз подчеркивают вероятные защитные реакции, 

возникающие в неэффективных клубеньках при инокуляции штаммом R. 

laguerreae AMPS04 по сравнению с эффективными индуцированными AMPS05.  

Для генов, кодирующих гликопротеины богатые гидроксипролином 

(Рисунок 25Б), 14 имели повышенную экспрессию (5 GPI-AGP, 4 CL-EXT, 3 

MAAB, 2 non GPI-AGP), в то время как 3 — пониженную (2 non GPI-AGP, 1 

MAAB). 
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Рисунок 25 — Количество дифференциально экспрессирующихся генов 

из изученных групп в клубеньках Pisum sativum, индуцированных 
штаммом Rhizobium laguerreae AMPS04 по сравнению с 

индуцированными штаммом Rhizobium laguerreae AMPS05 
А — гены активных в отношении углеводов ферментов с внеклеточной 

локализацией, Б — гены гидроксипролин-богатых белков. Звездочки указывают значимо 
обогащенные семейства. GT — гликозилтрансферазы; GH — гликозидгидролазы; PL — 
полисахарид-лиазы; CE — эстеразы углеводов; AA — вспомогательные активности. GPI-
AGP — арабиногалактановые белки с гликозилфосфатидилинозитоловым якорем; CL-EXTs 
— экстенсины, способные к поперечным сшивкам; MAAB — белки, содержащие менее 15% 
мотивов, характерных для гидроксипролин-богатых белков. Числа в квадратных скобках 
обозначают номер класса. 
 

3.4. Влияние окружающей среды 

Для оценки влияния факторов окружающей среды на симбиотическую 

совместимость растения сорта Rondo выращивались в вегетационных домиках, в 

которых динамически изменялся режим температуры. Измерения температуры 

субстрата в горшках в ходе эксперимента показали, что значение температуры в 

отдельные дни превышало 30°C (Kirichek et al., 2024b). Учитывая, что 

питательный раствор FP был лишен источников доступного азота, а повышенная 
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температура субстрата создавала экстремальные условия, симбиотические 

партнеры вынуждены были демонстрировать максимальную совместимость для 

успешного взаимодействия. 

Розовые клубеньки, индуцированные штаммом R. johnstonii 3841, имели 

типичную гистологическую организацию и состояли из трех выраженных зон 

(Vasse et al., 1990): меристемы (зона I), зоны инфекции (зона II) и зоны 

азотфиксации (зона III) (Приложение А Рисунок 14). В неинфицированных 

клетках зоны азотфиксации наблюдалось накопление гранул крахмала 

(Приложение А Рисунок 14Г). 

В розовых клубеньках округлой формы, индуцированных штаммом R. 

laguerreae AMPS17, наблюдали все три четко представленные гистологические 

зоны (Приложение А Рисунок 15А, Б); зона азотфиксации содержала много 

крупных инфицированных клеток, подобных тем, которые наблюдались в 

клубеньках, индуцированных штаммом R. johnstonii 3841 (Приложение А 

Рисунки 14Г, 15Г). Однако отмечено интенсивное накопление гранулы крахмала 

в клетках клубенька (Приложение А Рисунок 15Г). 

После инокуляции штаммом AMPS23 были обнаружены розовые 

клубеньки, а также округлые белые, которые, по-видимому, были 

неэффективными (Рисунок 26). Гистологический анализ розовых клубеньков 

выявил формирование всех гистологических зон (Рисунок 26Б-Г). Зона 

азотфиксации была представлена крупными вытянутыми клетками, плотно 

заполненными симбиосомами (Рисунок 26Г). Каких-либо признаков 

дегенерации симбиотических структур обнаружено не было, хотя наблюдалось 

накопление крахмала (Рисунок 26Г). Ранее ни в одном из экспериментов штамм 

AMPS23 не формировал клубеньки без выряженной дегенерации 

симбиотических структур и клеток. 
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Рисунок 26 — Общий вид и гистологическая организация трехнедельных 

клубеньков гороха сорта Rondo, индуцированных штаммом Rhizobium 
laguerreae AMPS23 

Совмещение оптического среза дифференциально-интерференционного контраста 
(DIC) и красного канала (ядра и бактерии; ДНК окрашена йодидом пропидия). I — 
меристема, II — зона инфекции, III — зона азотфиксации; я — ядро; в — вакуоль; ИК — 
инфицированная клетка; НИК — неинфицированная клетка; звездочкой (*) обозначены 
гранулы крахмала; стрелка указывает на инфекционную нить; наконечник стрелки — на 
инфекционную каплю. Масштабные линейки: А — 2 мм, Б — 100 мкм, В, Г — 10 мкм. 

 

Клубеньки, индуцированные штаммом AMPS05, были слегка удлиненные 

и бледно-розовые (Приложение А Рисунок 16А). Они имели интактную 

зональность без каких-либо видимых отклонений (Приложение А Рисунок 16Б–

Г). Однако в зоне азотфиксации было обнаружено сравнительно небольшое 

количество крупных инфицированных клеток, содержащих симбиосомы (в 

отличие от клубеньков, индуцированных штаммом R. johnstonii 3841). В 

дополнение к этому цитоплазма инфицированных клеток выглядела «ажурной», 

то есть перибактероидные пространства в симбиосомах были увеличены. В 
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клубеньках присутствовало значительное количество клеток, содержащих 

гранулы крахмала (Приложение А Рисунок 16Г). 

Во время эксперимента было обнаружено что штаммы AMPS34, AMPS04 

и AMPS22 индуцируют круглые белые, вероятно, неэффективные клубеньки 

(Рисунок 27А, Приложение А Рисунки 17А, 18А). Гистологическая структура 

клубеньков, индуцированных штаммом AMPS04, оказалась аномально 

организованной (Приложение А Рисунок 17Б). В таких клубеньках зона 

инфекции была увеличена. Большая часть центральной ткани клубенька 

содержала неифицированные клетки, заполненные многочисленными 

инфекционными нитями и увеличенными инфекционными каплями, из которых 

высвобождение ризобий было затруднено (Приложение А Рисунок 17В). Вместо 

истинной зоны азотфиксации обнаруживалась зона, заполненная 

неифицированными клетками и клетками, в которых бактероиды быстро 

дегенерировали. Как инфицированные, так и неинфицированные клетки были 

заполненный гранулами крахмала (Приложение А Рисунок 17Г).  

В клубеньках, индуцированных штаммом AMPS34, зона инфекции и зона, 

соответствующая зоне азотфиксации (зона III’), были представлены (Рисунок 

27Б–Г). Большинство клеток в зоне III’ содержали небольшое количество 

симбиосом в тонком слое цитоплазмы, которая казалась уплотненной. Кроме 

того, было отмечено, что в клубеньках, индуцированных AMPS34, бактероиды 

подверглись преждевременной дегенерации, а большое количество крахмала 

откладывалось в тканях (Рисунок 27Г).  

В случае инокуляции штаммом AMPS22 обнаруживались одиночные 

бледно-розовые клубеньки и множество округлых белых, в белых клубеньках не 

было зоны, соответствующей зоне азотфиксации, клетки не 

дифференцировались в азотфиксирующие (Приложение А Рисунок 18Б–Г). 

Такие клетки были заполнены одиночными симбиосомами со 

слабодифференцированными бактероидами. Кроме того, в этих клетках 

образовались многочисленные мелкие вакуоли, что является следствием 
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действия стрессовых условий. Гранулы крахмала накапливались в 

неинфицированных клетках (Приложение А Рисунок 18Г). 

 
Рисунок 27 — Общий вид и гистологическая организация трехнедельных 

клубеньков гороха сорта Rondo, индуцированных штаммом Rhizobium 
laguerreae AMPS34 

Совмещение оптического среза дифференциально-интерференционного контраста 
(DIC) и красного канала (ядра и бактерии; ДНК окрашена йодидом пропидия). I — 
меристема, II — зона инфекции, III’ — зона, соответствующая зоне азотфиксации; я — ядро; 
в — вакуоль; ИК — инфицированная клетка; НИК — неинфицированная клетка; ДИК — 
дегенерирующая инфицированная клетка; звездочкой (*) обозначены гранулы крахмала; 
стрелки указывает на инфекционные нити; наконечник стрелки — на инфекционную каплю. 
Масштабные линейки: А — 2 мм, Б — 100 мкм, В, Г — 10 мкм. 

 

Как сообщалось ранее, неподходящие температуры отрицательно влияют 

на выживаемость, конкурентоспособность и рост ризобий (Khan et al., 2021). 

Поддержание внутриклеточного гомеостаза ризобий, включая рН, температуру 

и концентрацию ионов, имеет решающее значение для азотфиксации 

посредством активности нитрогеназы и тесно связано с правильной 

гистологической структурой и функционированием симбиотических клубеньков 
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(Li, Li, 2023). Процесс колонизации корней был описан как наиболее 

чувствительный к действию температуры, поскольку неоптимальная 

температура снижает количество клубеньков, из-за нарушенного прикрепления 

бактерий к корневым волоскам и образования инфекционных нитей (Hungria, 

Franco, 1993; Zhang, Smith, 1996; Yuan et al., 2020). Высокие температуры могут 

препятствовать образованию клубеньков, уменьшать количество примордиев 

клубеньков и изменять адгезию бактерий к корневым волоскам гороха (Frings, 

1976). Ранее было установлено, что высокие температуры в корневой зоне 

нарушают рост инфекционных нитей и дифференцировку бактерий в 

азотфиксирующие бактероиды у Trifolium subterraneum L. (Roughley, 1970; 

Pankhurst, Gibson, 1973). В клубеньках Trifoliurn pratense L., подвергнутых 

воздействию высокой температуры, сохранность ткани, заполненной 

бактероидами, снижалась (Roughley et al., 1981). 

В этом исследовании в клубеньках, индуцированных штаммами AMPS04 

и AMPS22, наблюдалось нарушение инфекционного процесса, приводящее к 

редкому выходу бактерий в цитоплазму клеток хозяина, образованию большого 

количества неинфицированных клеток и аномальной дифференцировке 

бактероидов (Приложение А Рисунки 17В, Г, 18В, Г). В результате зона, 

соответствующая зоне азотфиксации, не образовалась (Приложение А Рисунки 

17Б, 18Б).   

Раннее старение клубеньков гороха, которое приводит к преждевременной 

дегенерации симбиотических структур и клеток, наблюдалось при воздействии 

различных стрессовых факторов, в том числе кадмия и фунгицидов (Tsyganova 

et al., 2019c; Gorshkov et al., 2020; Gorshkov et al., 2023). Недавно было показано, 

что воздействие повышенных температур на растения гороха, инокулированных 

штаммом R. johnstonii 3841 вызывает необычное апикальных старение (Serova et 

al., 2023). Кроме того, сообщалось о полной дегенерации симбиотических 

структур в мелких белых клубеньках гороха линии Sprint-2 в сочетании с 

неэффективным симбионтом R. leguminosarum sv. viciae CIAM1064, 

выращенных в тепличных условиях (Borisov et al., 1992). В этом исследовании 
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быстрая дегенерация бактероидов наблюдалась в клубеньках, индуцированных 

штаммами AMPS34 (Рисунок 27Б, Г) и AMPS04 (Приложение А Рисунок 17Б, Г).  

Важно отметить, что при инокуляции штаммом AMPS23 установлено 

частичное восстановление симбиотического фенотипа. Так, часть клубеньков 

характеризовались розовой окраской и полноценной развитой зоной 

азотфиксации без явных признаков дегенерации симбиотических структур 

(Рисунок 26А, Б), что отличает эти данные от полученных ранее в лабораторных 

условиях (Рисунок 19А). Данный факт указывает на то, что иногда окружающая 

среда может сыграть ключевую роль в совместимости партнеров. По-видимому, 

повышение температуры может восстанавливать инфекцию, как описано для 

подземного клевера при клубенькообразовании с R. leguminosarum sv. trifolii 

ANU794 (de Boer, Djordjevic, 1995). Однако мы также наблюдали 

противоположный эффект, поскольку растения, инокулированные штаммом 

AMPS34, образовывали только белые клубеньки без истинной зоны 

азотфиксации (Рисунок 27А, Б) в отличие от удлиненных розовых, которые 

обнаруживались ранее в ходе лабораторных экспериментов (Рисунок 16А). 

Следует отметить, что в ходе исследования наблюдалось обильное 

накопление гранул крахмала как в неинфицированных, так и в инфицированных 

клетках в клубеньках, индуцированных всеми штаммами R. laguerreae (Рисунки 

26Г, 27Г, Приложение А Рисунки 15Г, 16Г, 17В–Г, 18Г). Прежде уже было 

продемонстрировано отложение крахмала в клетках клубеньков в ответ на 

воздействие экстремальных температур (Dart, Mercer, 1965). Кроме того, 

отложение крахмала является одним из хорошо известных признаков 

неэффективности образованных клубеньков (Forrest et al., 1991).  
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Заключение 
Азотфиксирующий симбиоз между бобовыми культурами и ризобиями 

играет ключевую роль в развитии устойчивого сельского хозяйства, позволяя 

сократить использование минеральных удобрений и снизить нагрузку на 

окружающую среду. В сельском хозяйстве биологические процессы формируют 

комплексную систему, где генетические особенности растений, экологические 

условия и почвенный микробиом образуют единую взаимосвязанную сеть. 

Несмотря на то, что симбиотические отношения между Бобовыми и ризобиями 

достаточно стабильны благодаря эволюционно развитым механизмам контроля 

и координации взаимодействия, этот баланс остается хрупким и напрямую 

зависит как от генотипов обоих партнеров, так и от факторов среды. 

Симбиотическая совместимость служит связующим звеном между 

генетическими и экологическими факторами и определяет конечный результат 

взаимодействия — эффективным или неэффективным симбиоз. 

Проведенное исследование было посвящено изучению симбиотической 

совместимости между различными штаммами бактерий Rhizobium и растениями 

гороха. Выявлена значительная вариабельность симбиотической совместимости 

в системе R. laguerreae – горох посевной. Обнаружены как эффективные, так и 

неэффективные ассоциации между конкретными штаммами бактерий и 

генотипами растений. По результатам работы можно выделить несколько 

характеристик симбиотической совместимости в бобово-ризобиальном 

симбиозе. Полная симбиотическая совместимость должна отвечать следующим 

критериям: 

• морфологические (розовый цвет клубеньков; удлинённая форма 

клубеньков; отсутствие признаков азотного голодания); 

• цитологические (правильная гистологическая зональность; 

нормальное развитие инфекционных нитей; выход бактерий из 

инфекционных капель; правильная дифференцировка бактероидов; 
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отсутствие цитологических маркеров активации защитных реакций; 

отсутствие преждевременного старения клубенька); 

• физиолого-биохимические (эффективная фиксация азота); 

• молекулярные (правильная перестройка компонентов 

симбиотического интерфейса; отсутствие активности генов, 

вовлеченных в защитные реакции растений или ответы на 

биотические стрессы). 

Установлено, что сорт Rondo демонстрировал наибольшую 

восприимчивость к инокуляции ризобиями, а штамм R. laguerreae AMPS05 

проявил максимальную эффективность. Полученные результаты подчеркивают 

необходимость тщательного анализа различных сортов гороха, а также, 

вероятно, других бобовых культур при подборе комплементарных штаммов 

микросимбионтов. При этом следует учитывать условия окружающей среды, в 

которых будет формироваться симбиоз: температурный режим почвы; 

влажность; pH; наличие питательных веществ; конкуренцию с почвенными 

микроорганизмами и другие. Подбор эффективных пар растений и ризобий для 

выращивания в полевых условиях представляет сложную задачу, требующую 

проведения обширных исследований.  

В дальнейшем видится целесообразным разработать новые методы отбора 

высокоэффективных штаммов для конкретных сортов гороха, принимая во 

внимание полученные в ходе работы данные о симбиотической совместимости. 

Только комплексный подход к оценке всех факторов симбиотической 

совместимости позволит создать оптимальные пары, способные обеспечить 

максимальную эффективность азотфиксации в агросистемах.  



111 
 

Выводы 
1. На основании данных секвенирования полных геномов, 

анализируемые штаммы Rhizobium laguerreae отнесены к трем геновидам в 

пределах комплекса видов Rhizobium leguminosarum: AMPS22 — к геновиду N; 

AMPS05 и AMPS34 — к геновиду O; AMPS04, AMPS17 и AMPS23 — к геновиду 

R. Только штаммы AMPS04, AMPS17 и AMPS23 могут рассматриваться как R. 

laguerreae sensu stricto.  

2. Выявлены аномалии гистологической и ультраструктурной 

организации симбиотических клубеньков гороха посевного различных 

генотипов, определяющие формирование неэффективного симбиоза с R. 

laguerreae: аномалии, связанные со структурой инфекционных нитей — для 

штаммов AMPS04, AMPS17, AMPS22, AMPS23; с поддержанием структуры 

симбиосом — для всех анализируемых штаммов.  

3. Установлено, что штамм R. laguerreae AMPS05 может 

рассматриваться как наиболее совместимый микросимбионт, обеспечивающий 

значимый прирост биомассы и накопление азота растениями гороха посевного. 

4. Показаны признаки активации защитных реакций, индуцируемые 

штаммами R. laguerreae в клубеньках: отложение каллозы при инокуляции 

штаммом AMPS34; повышение уровней экспрессии генов, вовлеченных в 

защитные реакции, и понижение уровней экспрессии генов, участвующих в 

клубенькообразовании, при инокуляции AMPS04. 

5. Выявлены нарушения молекулярного взаимодействия между 

партнерами при формировании симбиотической поверхности: штаммы AMPS04 

и AMPS23 не вызывают деэтерификацию гомогалактуронанов в 

инфицированных клетках и не индуцируют накопление арабиногалактанового 

белка-маркера в ювинильных симбиосомах; штаммы AMPS04, AMPS17 и 

AMPS34 вызывают аномальную секрецию арабиногалактанпротеин экстенсина 

матрикса в межклетники; штамм AMPS34 стимулирует отложение каллозы в 

стенках инфицированных клеток. 
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6. Пластичность симбиотического фенотипа зависит от условий среды; 

для штамма R. laguerreae AMPS23 установлено восстановление 

симбиотического фенотипа части клубеньков в условиях динамического 

повышения температуры; для штамма AMPS34 показан обратный эффект. 
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Список сокращений 

ABB — блокирующий буфер Амершема (англ. Amersham blocking buffer); 

ANI — средняя идентичность нуклеотидов (сокр. англ. Average Nucleotide 

Identity);  

BSA — бычий сывороточный альбумин; 

BSA-C — ацетилированный BSA; 

CCRC-M — антитела из серии «Complex Carbohydrate Research Center-

Monoclonal»; 

JIM — антитела из серии «John Innes Monoclonal»; 

LM — антитела из серии «Leeds Monoclonal»; 

MAC — антитела из серии ECACC («European collection of authenticated cell 

cultures»);  

ONT — технология секвенирования Oxford Nanopore Technologies; 

OrthoANI — средняя идентичность нуклеотидов ортологов (сокр. англ. 

Orthologous Average Nucleotide Identity); 

PBS — фосфатный буфер; 

Rlc — комплекс видов Rhizobium leguminosarum (англ. Rhizobium leguminosarum 

complex); 

TBS — трис-буферный физиологический раствор; 

АГБ — арабиногалактановый белок; 

АГБ-Э — арабиногалактановый белок-экстенсин; 

ГГ — гомогалактуронан; 

дпи — день после инокуляции; 

ЛПС — липополисахариды; 

РГ-I — рамногалактуронан I. 
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ПРИЛОЖЕНИЕ А. Иллюстративные материалы 

 
Рисунок 1 — Общий вид, гистологическая и ультраструктурная 

организация клубеньков гороха, индуцированных штаммом Rhizobium 
johnstonii 3841 

А, Е — общий вид корней. Б, В, Ж, З — совмещение оптического среза 
дифференциально-интерференционного контраста (DIC) и красного канала (ядра и 
бактерии; ДНК окрашена йодидом пропидия). I — меристема, II — зона инфекции, III — 
зона азотфиксации. ИК — инфицированная клетка; в — вакуоль; стрелка указывает на 
инфекционную нить, наконечники стрелок — на инфекционные капли. Г, Д, И, К — 
просвечивающая электронная микроскопия. ин — инфекционная нить; б — бактерия; м 
— митохондрия; ба — бактероид. Масштабные линейки: A, Е — 2 мм, Б, Ж — 100 мкм, 
В, З — 10 мкм, Г, Д, И, К — масштаб указан под каждой линейкой. 
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Рисунок 2 — Общий вид, гистологическая и ультраструктурная 

организация клубеньков гороха, индуцированных штаммом Rhizobium 
laguerreae AMPS22 

А, Ж — общий вид корней. Б, В, З, И — совмещение оптического среза 
дифференциально-интерференционного контраста (DIC) и красного канала (ядра и 
бактерии; ДНК окрашена йодидом пропидия). I — меристема, II — зона инфекции. КК 
— колонизируемая клетка; я — ядро; в — вакуоль; стрелки указывают на инфекционные 
нити, наконечники стрелок — на инфекционные капли. Г–Е, К–М — просвечивающая 
электронная микроскопия. ин — инфекционная нить; син — стенка инфекционной нити; 
б — бактерия; ба — бактероид; кс — клеточная стенка; черная звездочка (*) — 
мультибактероидная симбиосома; я — ядро; лк — липидная капля; черная стрелка — 
вырост стенки инфекционной нити; эпр — эндоплазматический ретикулум. Масштабные 
линейки: A, Ж — 2 мм, Б, З — 100 мкм, В, И — 10 мкм, Г–Е, К–М — масштаб указан под 
каждой линейкой. 
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Рисунок 3 — Общий вид, гистологическая и ультраструктурная 

организация клубеньков гороха, индуцированных штаммом Rhizobium 
laguerreae AMPS05 

А, Ж — общий вид корней. Б, В, З, И — совмещение оптического среза 
дифференциально-интерференционного контраста (DIC) и красного канала (ядра и 
бактерии; ДНК окрашена йодидом пропидия). I — меристема, II — зона инфекции, III — 
зона азотфиксации. ИК — инфицированная клетка; я — ядро; в — вакуоль; стрелки 
указывают на инфекционные нити, наконечник стрелки — на инфекционную каплю. Г–
Е, К–М — просвечивающая электронная микроскопия. ин — инфекционная нить; син — 
стенка инфекционной нити; б — бактерия; ба — бактероид; дба — дегенерирующий 
бактероид; п — пероксисома; м — митохондрия; черная звездочка (*) — 
мультибактероидная симбиосома. Масштабные линейки: A, Ж — 2 мм, Б, З — 100 мкм, 
В, И — 10 мкм, Г–Е, К–М — масштаб указан под каждой линейкой. 
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Рисунок 4 — Общий вид, гистологическая и ультраструктурная 

организация клубеньков гороха, индуцированных штаммом Rhizobium 
laguerreae AMPS34 

А, Ж — общий вид корней. Б, В, З, И — совмещение оптического среза 
дифференциально-интерференционного контраста (DIC) и красного канала (ядра и 
бактерии; ДНК окрашена йодидом пропидия). I — меристема, II — зона инфекции, III’ 
— зона, соответствующая зоне азотфиксации. ИК — инфицированная клетка; КК — 
колонизируемая клетка; я — ядро; в — вакуоль; стрелки указывают на инфекционные 
нити, наконечник стрелки — на инфекционную каплю. Г–Е, К–М — просвечивающая 
электронная микроскопия. ин — инфекционная нить; б — бактерия; ба — бактероид; кс 
— клеточная стенка; я — ядро; п — пероксисома; a — амилопласт; м — митохондрия. 
Масштабные линейки: A, Ж — 2 мм, Б, З — 100 мкм, В, И — 10 мкм, Г–Е, К–М — 
масштаб указан под каждой линейкой. 
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Рисунок 5 — Общий вид, гистологическая и ультраструктурная 

организация клубеньков гороха, индуцированных штаммом Rhizobium 
laguerreae AMPS04 

А, Е — общий вид корней. Б, В, Ж, З — совмещение оптического среза 
дифференциально-интерференционного контраста (DIC) и красного канала (ядра и 
бактерии; ДНК окрашена йодидом пропидия). I — меристема, II — зона инфекции. КК 
— колонизируемая клетка; НИК — неинфицированная клетка; я — ядро; в — вакуоль; 
стрелки указывают на инфекционные нити, наконечники стрелок — на инфекционные 
капли. Г, Д, И–Л — просвечивающая электронная микроскопия. ин — инфекционная 
нить; син — стенка инфекционной нити; б — бактерия; ба — бактероид; кс — клеточная 
стенка; я — ядро; лк — липидная капля; ик — инфекционная капля. Масштабные 
линейки: A, Е — 2 мм, Б, Ж — 100 мкм, В, З — 10 мкм, Г–Д, И–Л — масштаб указан под 
каждой линейкой. 
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Рисунок 6 — Общий вид, гистологическая и ультраструктурная 

организация клубеньков гороха, индуцированных штаммом Rhizobium 
laguerreae AMPS17 

А, Е — общий вид корней. Б, В, Ж, З — совмещение оптического среза 
дифференциально-интерференционного контраста (DIC) и красного канала (ядра и 
бактерии; ДНК окрашена йодидом пропидия). I — меристема, II — зона инфекции, III’ 
— зона, соответствующая зоне азотфиксации, IV — зона старения. ДИК — 
дегенерирующая инфицированная клетка; ИК — инфицированная клетка; в — вакуоль; 
стрелка указывает на инфекционную нить; белая звездочка (*) — гранулы крахмала. Г, 
Д, И–Л — просвечивающая электронная микроскопия. ин — инфекционная нить; син — 
стенка инфекционной нити; б — бактерия; ба — бактероид; кс — клеточная стенка; мт 
— миелиновое тельце; черная стрелка — белковые агрегаты; я — ядро; ик —
инфекционная капля; черная звездочка (*) — мультибактероидная симбиосома; a — 
амилопласт; м — митохондрия. Масштабные линейки: A, Е — 2 мм, Б, Ж — 100 мкм, В, 
З — 10 мкм, Г, Д, И–Л — масштаб указан под каждой линейкой. 
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Рисунок 7. — Общий вид, гистологическая и ультраструктурная 

организация клубеньков гороха, индуцированных штаммом Rhizobium 
laguerreae AMPS23 

А, Ж — общий вид корней. Б, В, З, И — совмещение оптического среза 
дифференциально-интерференционного контраста (DIC) и красного канала (ядра и 
бактерии; ДНК окрашена йодидом пропидия). I — меристема, II — зона инфекции, IV — 
зона старения. НИК — неинфицированная клетка; ИК — инфицированная клетка; я — 
ядро; в — вакуоль; стрелка указывает на инфекционную нить, наконечник стрелки — на 
инфекционную каплю; белая звездочка (*) — гранулы крахмала. Г–Е, К–М — 
просвечивающая электронная микроскопия. ин — инфекционная нить; син — стенка 
инфекционной нити; ба — бактероид; дба — дегенерирующий бактероид; п — 
пероксисома; мт — мультивезикулярное тельце; кс — клеточная стенка; дм — 
дегенерирующая митохондрия. Масштабные линейки: A, Ж — 2 мм, Б, З — 100 мкм, В, 
И — 10 мкм, Г–Е, К–М — масштаб указан под каждой линейкой. 
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Рисунок 8 — Иммунолокализация эпитопа высоко метил-

этерифицированного гомогалактуронана, меченного антителом JIM7, в 
клубеньках гороха 

Штамм, используемый для инокуляции, указан на каждой фотографии. Для 
иммунолокализации использовали моноклональные вторичные антитела IgG козы против 
крысы, конъюгированное с AlexaFluor 488. КК — колонизированная клетка; ИК — 
инфицированная клетка; НИК — неинфицированная клетка; я — ядро; в — вакуоль; стрелками 
обозначены инфекционные нити. Масштабные линейки — 10 мкм. 
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Рисунок 9 — Иммунолокализация эпитопа частично метил-

этерифицированного гомогалактуронана, меченного антителом JIM5, в 
клубеньках гороха 

Штамм, используемый для инокуляции, указан на каждой фотографии. Для 
иммунолокализации использовали моноклональные вторичные антитела IgG козы против 
крысы, конъюгированное с AlexaFluor 488. КК — колонизированная клетка; ИК — 
инфицированная клетка; НИК — неинфицированная клетка; я — ядро; в — вакуоль; стрелками 
обозначены инфекционные нити, треугольником — инфекционная капля. Масштабные 
линейки — 10 мкм. 
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Рисунок 10 — Иммунолокализация эпитопа димерной ассоциации цепей 

гомогалактуронана через ионы Ca2+, меченного антителом 2F4, в 
клубеньках гороха 

Штамм, используемый для инокуляции, указан на каждой фотографии. Для 
иммунолокализации использовали моноклональные вторичные антитела IgG козы против 
крысы, конъюгированное с AlexaFluor 488. КК — колонизированная клетка; ИК — 
инфицированная клетка; я — ядро; в — вакуоль; стрелками обозначены инфекционные нити. 
Масштабные линейки — 10 мкм. 
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Рисунок 11 — Иммунолокализация эпитопа 1,5-α-L-арабинана 

рамногалактуронана I, меченного антителом LM6-M, в клубеньках гороха 
Штамм, используемый для инокуляции, указан на каждой фотографии. Для 

иммунолокализации использовали моноклональные вторичные антитела IgG козы против 
крысы, конъюгированное с AlexaFluor 488. КК — колонизированная клетка; ИК — 
инфицированная клетка, НИК — неинфицированная клетка; ДИК — дегенерирующая 
инфицированная клетка; я — ядро; в — вакуоль; треугольниками обозначены инфекционные 
капли. Масштабные линейки — 10 мкм. 
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Рисунок 12 — Иммунолокализация эпитопа фукозилированного 

ксилоглюкана, меченного антителом CCRC-M1, в клубеньках гороха 
Штамм, используемый для инокуляции, указан на каждой фотографии. Для 

иммунолокализации использовали моноклональные вторичные антитела IgG козы против 
мыши, конъюгированное с AlexaFluor 488. КК — колонизированная клетка; ИК — 
инфицированная клетка; НИК — неинфицированная клетка; я — ядро; в — вакуоль; стрелками 
обозначены инфекционные нити. Масштабные линейки — 10 мкм. 
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Рисунок 13 — Гистохимическая локализация отложений каллозы в 

клубеньках гороха 
Штамм, используемый для инокуляции, указан на каждой фотографии. КК — 

колонизированная клетка; ИК — инфицированная клетка; НИК — неинфицированная клетка. 
Масштабные линейки — 10 мкм. 
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Рисунок 14 — Общий вид и гистологическая организация трехнедельных 

клубеньков гороха сорта Rondo, индуцированных штаммом Rhizobium 
johnstonii 3841 

Совмещение оптического среза дифференциально-интерференционного контраста 
(DIC) и красного канала (ядра и бактерии; ДНК окрашена йодидом пропидия). I — 
меристема, II — зона инфекции, III — зона азотфиксацииа; я — ядро; в — вакуоль; ИК — 
инфицированная клетка; НИК — неинфицированная клетка; звездочкой (*) обозначены 
гранулы крахмала; стрелка указывает на инфекционную нить; наконечники стрелок — на 
инфекционные капли. Масштабные линейки: А — 2 мм, Б — 100 мкм, В, Г — 10 мкм. 
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Рисунок 15 — Общий вид и гистологическая организация трехнедельных 

клубеньков гороха сорта Rondo, индуцированных штаммом Rhizobium 
laguerreae AMPS17 

Совмещение оптического среза дифференциально-интерференционного контраста 
(DIC) и красного канала (ядра и бактерии; ДНК окрашена йодидом пропидия). I — 
меристема, II — зона инфекции, III — зона азотфиксации; я — ядро; в — вакуоль; ИК — 
инфицированная клетка; НИК — неинфицированная клетка; звездочкой (*) обозначены 
гранулы крахмала; стрелки указывают на инфекционные нити; наконечники стрелок — на 
инфекционные капли. Масштабные линейки: А — 2 мм, Б — 100 мкм, В, Г — 10 мкм. 
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Рисунок 16 — Общий вид и гистологическая организация трехнедельных 

клубеньков гороха сорта Rondo, индуцированных штаммом Rhizobium 
laguerreae AMPS05 

Совмещение оптического среза дифференциально-интерференционного контраста 
(DIC) и красного канала (ядра и бактерии; ДНК окрашена йодидом пропидия). I — 
меристема, II — зона инфекции, III — зона азотфиксации; я — ядро; в — вакуоль; ИК — 
инфицированная клетка; НИК — неинфицированная клетка; звездочкой (*) обозначены 
гранулы крахмала; стрелка указывает на инфекционную нить; наконечник стрелки — на 
инфекционную каплю. Масштабные линейки: А — 2 мм, Б — 100 мкм, В, Г — 10 мкм. 
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Рисунок 17 — Общий вид и гистологическая организация трехнедельных 

клубеньков гороха сорта Rondo, индуцированных штаммом Rhizobium 
laguerreae AMPS04 

Совмещение оптического среза дифференциально-интерференционного контраста 
(DIC) и красного канала (ядра и бактерии; ДНК окрашена йодидом пропидия). I — 
меристема, II — зона инфекции, III’ — зона, соответствующая зоне азотфиксации; я — ядро; 
в — вакуоль; ИК — инфицированная клетка; НИК — неинфицированная клетка; ДИК — 
дегенерирующая инфицированная клетка; звездочкой (*) обозначены гранулы крахмала; 
стрелки указывают на инфекционные нити; наконечник стрелки — на инфекционную 
каплю. Масштабные линейки: А — 2 мм, Б — 100 мкм, В, Г — 10 мкм. 
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Рисунок 18 — Общий вид и гистологическая организация трехнедельных 

клубеньков гороха сорта Rondo, индуцированных штаммом Rhizobium 
laguerreae AMPS22 

Совмещение оптического среза дифференциально-интерференционного контраста 
(DIC) и красного канала (ядра и бактерии; ДНК окрашена йодидом пропидия). I — 
меристема, II — зона инфекции; я — ядро; в — вакуоль; ИК — инфицированная клетка; 
НИК — неинфицированная клетка; звездочкой (*) обозначены гранулы крахмала; стрелка 
указывает на инфекционную нить; наконечники стрелок — на инфекционные капли. 
Масштабные линейки: А — 2 мм, Б — 100 мкм, В, Г — 10 мкм. 
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