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 ` Проявление количественных признаков, характеризующих симбиоз клубеньковых бактерий (ризобий) с бобовыми расте-
ниями, связано с действием эволюционно сложившихся полигенных систем, которые контролируют симбиотическую эффек-
тивность (СЭ) (влияние инокуляции на продуктивность растений) и нодуляционную конкурентоспособность (НКС) (фор-
мирование бактериями клубеньков в условиях смешанной инокуляции). Оптимизация баланса позитивных и негативных 
регуляторов эффективного симбиоза, направленная на повышение активности нитрогеназы и максимально полное вовле-
чение продуктов ее действия в метаболизм растений, позволяет создавать штаммы ризобий с высоким уровнем проявления 
СЭ и НКС. Инактивация генов — негативных регуляторов симбиоза — часто сопровож дается снижением выживаемости 
ризобий при действии эдафических стрессов, однако обеспечивает сбалансированное повышение биомассы растений и на-
копление в них азота. Это повышение требует взаимодействия ризобий с генетически сконструированными сортами бобо-
вых, которые отбирают из почвы активно фиксирующие N2-штаммы, а также обеспечивают их избирательное размножение 
в клубеньках. Создание высокоэффективных бобово-ризобиальных систем должно базироваться на координированных мо-
дификациях механизмов контроля над развитием симбиоза со стороны бактерий и растений, обеспечивающих поддержание 
N2-фиксирующей зоны клубенька и синтез NCR-белков, активирующих дифференцировку бактероидов. 

 ` Ключевые слова: микробно-растительные взаимодействия; клубеньковые бактерии (ризобии); бобовые растения; сим-
биотическая N2-фиксация; позитивные и негативные регуляторы симбиоза; сигнальные взаимодействия; системная регу-
ляция развития клубеньков; эволюция симбиоза; генетическое конструирование.
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 ` Expression of quantitative traits characterizing the N2-fixing symbiosis of nodule bacteria and leguminous plants is associated 
with operation of the evolutionary derived polygenic systems controlling the symbiotic efficiency (SE) (impact of inoculation on the 
plant productivity) and nodulation competitiveness (NC) (formation of nodules by rhizobia under mixed inoculation). Optimiza-
tion of balance between positive and negative symbiotic regulators aimed at an increase of nitrogenase activity and at a complete 
allocation of its products into the plant metabolism provides the generation of rhizobia strains with high SE and NC. Inactivation 
of the negative symbiotic regulators often results in a decreased survival of rhizobia under the edaphic stresses but is responsible 
for a balanced increase of plant biomass and N accumulation. Improvement of symbiotic activity is to be based on the complemen-
tary interactions of microorganisms with the genetically engineered plant cultivars which are able for selection from soil of actively 
fi xing N2 rhizobia strains and for their preferential multiplication in nodules. Construction of highly effective microbe-plant systems 
should be based on modifications of mechanisms controlling symbiosis development from the plant and bacterial sides providing the 
maintenance of N2-fixing zone in nodules and synthesis of NCR proteins activating the bacteroid differentiation.

 ` Keywords: microbe-plant interactions; nodule bacteria (rhizobia); leguminous plants; symbiotic nitrogen fixation; positive 
and negative regulators of symbiosis; signal interactions; systemic regulation of nodule development; evolution of symbiosis; 
genetic engineering.

ВВЕДЕНИЕ
Симбиотическая N2-фиксация, осуществляемая 

при взаимодействии клубеньковых бактерий (ризобий) 

с бобовыми растениями, — основной источник «био-
логического» азота, определяющий высокую продук-
тивность и экологическую безопасность агроценозов 
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внеклеточную локализацию. Переход к питанию угле-
родом, поставляемым растениями, был связан с утратой 
ризобиями собственного фотосинтеза. Это происходило 
параллельно с формированием системы nod-генов, кото-
рые кодируют синтез Nod-факторов (NF), активирующих 
ранние стадии симбиоза — закладку клубеньковых при-
мордиев и проникновение ризобий в растительные ткани. 
Эволюция NF была обусловлена геномными перестрой-
ками, а возможно, и приобретением генов синтеза хи-
тиновых веществ от неродственных ризобиям организ-
мов — грибов либо грамположительных бактерий [5].

Итогом этой эволюции стало формирование у ризо-
бий обширной системы sym-генов, включающей 
nod-гены (образование NF), nif-гены (синтез нитро-
геназы), fix- и dct-гены (регуляция синтеза нитрогена-
зы и энергетическое обеспечение ее активности). Данные 
гены могут рассматриваться в качестве позитивных регу-
ляторов СЭ, поскольку усиление их активности обычно 
приводит к повышению скорости фиксации N2, а также 
увеличению массы растений, числа семян и накопления 
азота. Например, у ризобий люцерны (Sinorhizobium 
meliloti) амплификация dct-генов (контролируют тран-
спорт в бактероиды дикарбоновых кислот — источни-
ков энергии для нитрогеназы) и некоторых nif-генов 
сопровождается повышением на 70–80 % накопления 
азота в растениях, однако их масса увеличивается лишь 
на 15–20 % [6, 7]. Преодолению дисбаланса биохимиче-
ских и ростовых процессов может способствовать синтез 
ризобиями ростостимулирующих веществ (витаминов, 
кофакторов, люмихрома), которые повышают соотно-
шение биомасс надземных и подземных органов (опти-
мизацию габитуса) растений. О перспективности этого 
подхода говорит анализ развития однолетней люцерны 
Medicago truncatula, инокулированной эффективными 
штаммами S. meliloti в условиях солевого стресса: было 
показано, что габитус растений тесно связан с СЭ [8]. 
Следовательно, в основе перехода растений к симбио-
трофному питанию азотом должна лежать перестройка 
регуляции корневых и побеговых меристем, а также ее 
координация с развитием клубеньковых примордиев, ко-
торая определяется системными факторами, включая ре-
гуляторные белки и микро-РНК, а также фитогормоны, 
продуцируемые обоими партнерами (рис. 1) [9].

Важное условие эффективного симбиоза — успеш-
ная конкуренция производственных штаммов ризобий 
с местными штаммами, которые устойчивы к локаль-
ным эдафическим стрессам и обычно обладают высокой 
вирулентностью в сочетании с низкой N2-фиксирующей 
активностью [11]. Анализ мутантов ризобий с нару-
шениями НКС позволил выявить обширную систему 
cmp-генов, участвующих в контроле этого признака, 
которые оказались локализованны в разных реплико-
нах. Их экспрессия связана с такими адаптивно значи-
мыми свойствами ризобий, как скорость размножения, 
использование различных источников питания и энер-

при дефиците трофических ресурсов почвы. Несмотря 
на хорошую генетическую изученность бобово-ризоби-
ального симбиоза, знания о механизмах детерминации 
его эффективности мало используются для конструи-
рования хозяйственно ценных N2-фиксирующих систем. 
Это связано со сложностью контроля количественных 
признаков симбиоза, которые определяются большим 
числом функционально разнородных бактериальных 
генов, а также зависят от генетически полиморфных 
растений-хозяев и от широкого комплекса неконтроли-
руемых экологических факторов [1].

Наиболее изученными участниками N2-фиксиру-
ющего симбиоза являются ризобии — чрезвычайно 
важная для практики группа микроорганизмов: масшта-
бы их использования исчисляются сотнями миллионов 
гектаров, а количество ежегодно поступающих в почву 
бактериальных клеток составляет 1019–1021 [2]. В на-
шей статье рассмотрен генетический контроль хозяй-
ственно ценных признаков ризобий — симбиотической 
эффективности (СЭ) (влияние на продуктивность расте-
ний) и нодуляционной конкурентоспособности (НКС) 
(способность формировать клубеньки при смешанной 
инокуляции растений производственными и местны-
ми штаммами). Проявление этих признаков зависит 
от взаимодействия ризобий с генными системами ра-
стений, определяющими хостинг бактерий на ранних 
стадиях симбиоза и максимально полное использование 
продуктов N2-фиксации на его поздних стадиях. Пред-
ложенные подходы для конструирования высокоэффек-
тивных симбиозов основаны на согласованных модифи-
кациях систем их позитивной и негативной регуляции 
со стороны бактерий, а также механизмов их контроля 
со стороны растений-хозяев.

ЭВОЛЮЦИОННО-ГЕНЕТИЧЕСКИЕ ОСНОВЫ  
ЭФФЕКТИВНОГО СИМБИОЗА

Конструирование агрономически ценных микробно-
растительных симбиозов должно базироваться на знании 
закономерностей и механизмов их природной эволюции, 
изучению которой в настоящее время уделяется при-
стальное внимание [1]. В основе бобово-ризобиально-
го симбиоза лежит сопряжение процессов N2-фиксации 
и фотосинтеза, связанное с формированием партнера-
ми объединенной системы C/N-метаболизма [3]. Ее 
эволюция началась с появлением медленнорастущих 
ризобий (Bradyrhizobium), которые сохранили харак-
терную для предковых форм (Rhodopseudomonas) 
способность к фотосинтезу, а также к использованию 
продуктов N2-фиксации для собственного питания [4]. 
Анцестральные штаммы Bradyrhizobium не могут син-
тезировать сигнальные липо-хито-олигосахаридные 
Nod-факторы, характерные для других ризобий: они 
проникают в растения через разрывы эпидермиса, сти-
мулируя развитие примитивных по структуре клубень-
ков, в которых N2-фиксирующие бактерии сохраняют 
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Таблица 1
Позитивная и негативная регуляция количественных признаков симбиоза у клубеньковых бактерий

гии, антибиотическая активность, адсорбция на корнях 
и скорость образования клубеньков [12, 13]. Кластерное 
расположение cmp-генов на хромосоме S. meliloti ука-
зывает на то, что эти гены, несмотря на функциональ-
ную разнородность, имеют общую эволюционную исто-
рию. Она основана на совместном переносе cmp-генов 
в микробных популяциях, а также на специфичных для 
симбиоза формах отбора, которые действуют на бакте-
рии в системах «растение – почва» [14].

Резкое повышение СЭ связано с переходом ризобий 
в форму внутриклеточных бактероидов, неспособных 
к размножению в почве после выхода из отмирающих 
клубеньков. Этот переход происходит под действием 
образуемых растениями цистеинбогатых NCR-белков, 
сходных с дефензинами (участвуют в защите расте-
ний от различных паразитов), однако бактерии имеют 
и собственные гены, определяющие дифференцировку 

бактероидов, например bacA и minE [15]. Повышение 
СЭ, сопряженное с отказом бактероидов от автоном-
ного существования, может рассматриваться как про-
явление межвидового альтруизма — сложной формы 
групповой адаптации, которая связана с повышени-
ем целостности надвидовой системы, преобразуемой 
в «холо бионт» [16, 17]. Однако ризобии сохраняют 
и способность к эффективной эксплуатации почвенных 
ниш, которая обычно коррелирует со сниженной СЭ. 
Это корреляция определяется негативными регулятора-
ми симбиоза, которые наряду с его позитивными регу-
ляторами могут быть использованы для конструирова-
ния хозяйственно ценных штаммов ризобий (табл. 1).

НЕГАТИВНЫЕ РЕГУЛЯТОРЫ СИМБИОЗА
Первые данные о наличии у ризобий негативных 

регуляторов симбиоза были получены путем анали-

Рис. 1. Системная регуляция N2-фиксирующего симбиоза бобовым растением (по: [10], модифицировано). CK — цитоки-
нины; AUX — ауксины; miR — микро-РНК; NSP2 и AP2 — транскрипционные регуляторы; CLE — белки группы 
CLAVATA, которые синтезируются в корнях при действии бактериальных Nod-факторов (NF) и мигрируют в над-
земные органы; LRR-RLK — рецепторподобная киназа, богатая лейциновыми повторами. Стрелки обозначают 
активацию, символ  — репрессию соответствующего процесса или регуляторного элемента

Свойства генных систем 
бактерий

Количественные признаки симбиоза

Симбиотическая эффективность Нодуляционная конкурентоспособность

Позитивные регуляторы

Функции

Локализация в геноме

Экспрессия вне симбиоза

Синтез нитрогеназы (nif), ее снабжение 
электронами и энергией (fix, dct)

В составе компактных внехромосомных 
кластеров
Показана лишь для некоторых генов (dct)

Образование поверхностных и антибиотических 
факторов, обеспечивающих колонизацию ризосферы 
и ризопланы, а также вирулентность и стресс-устой-
чивость
Во всех репликонах, на хромосоме образуют не-
сколько «рыхлых» кластеров
Характерна для большинства генов
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за мутантов с повышением интенсивности N2-фик-
сации либо увеличением числа и скорости образова-
ния клубеньков [18]. Среди негативных регуляторов 
клубенькообразования одним из первых был выявлен 
ген nolR, который блокирует синтез NF в отсутствие 
растений-хозяев. Tn5-мутанты по этому гену характе-
ризуются повышением НКС, которая в условиях сме-
шанной инокуляции со штаммом-тестером возрастала 
с 20–25 % (родительский штамм) до 70–75 % (мутант 
по гену nolR) [19]. Еще более резкое возрастание НКС 
(с 10 до 90 %) выявлено у мутанта по гену praR — не-
гативному регулятору образования биопленок, опреде-
ляющему адсорбцию бактерий на корнях [20].

Данные о негативной регуляции поздних стадий 
симбиоза были впервые получены при анализе му-
тантов с повышенной СЭ, индуцированных у ризобий 
с помощью физических и химических мутагенов [18], 
а также транспозонового мутагенеза [21]. Анализ кол-
лекции Tn5-мутантов, полученных у S. meliloti, по-
зволил выявить серию eff-генов, которые являются 
антагонистами СЭ [22]. В число функций, кодируемых 
этими генами, входит усвоение «несимбиотических» 
(не используемых бактероидами) источников питания, 
например, глюкозы: нарушение ее ассимиляции связа-
но с утратой катаболитной репрессии, ограничивающей 
поступление дикарбоновых кислот из растительной ци-
топлазмы в бактероиды [23, 24].

Другой функцией негативных регуляторов СЭ 
является конверсия получаемых от растений угле-
водов в запасные питательные вещества (поли-β-
гидроксибутират, гликоген), нарушение которой ухуд-
шает выживаемость ризобий в почве, но улучшает 
энергоснабжение N2-фиксирующих бактероидов [25]. 
Аналогичный эффект вызывает повышение дыхатель-
ной активности red-мутантов S. meliloti, которые, по-
видимому, утрачивают важную для выживания в почве 
способность к экономному расходованию энергии [26]. 
Кроме того, повышение СЭ может быть результатом 
утраты поверхностных компонентов бактерий, которые 
определяют их устойчивость к эдафическим (темпера-
турным, осмотическим) стрессам, но при взаимодейст-
вии с растениями оказываются элиситорами иммунных 
реакций, ограничивающих размножение ризобий в клу-
беньках [27, 28].

КОНТРОЛЬ ЭФФЕКТИВНОСТИ СИМБИОЗА РАСТЕНИЕМ
Растения-хозяева играют в определении количест-

венных признаков симбиоза не менее важную роль, чем 
микросимбионты. По данным двухфакторного дисперси-
онного анализа, весьма значимым для определения СЭ 
является неаддитивное (специфическое) взаимодейст-
вие генотипов партнеров: его вклад в общее варьиро-
вание показателей продуктивности инокулированных 
бактериями растений максимален тогда, когда эта про-
дуктивность наиболее высока [29].

Растения, как и бактерии, контролируют СЭ на двух 
уровнях — индукции развития клубеньков и их N2-фик-
сирующей активности. У бобовых растений обнаруже-
на обширная система генов симбиоза, которые подраз-
деляют на Sym-гены (рецепция микробных сигналов 
и закладка клубеньковых примордиев) и гены нодули-
нов (построение клеточных и тканевых структур для хо-
стинга симбионтов, образование объединенной системы 
азотно-углеродного обмена) [1].

Одним из наиболее важных признаков, контр-
олируемых этими генами, является предпочтитель-
ная инокуляция растений определенными генотипами 
ризобий (Host preference, Hop), проявляемая при сме-
шанном инфицировании. Анализ дифференциальной 
экспрессии растительных генов на ранних стадиях сим-
биоза показал, что признак Hop связан с образованием 
флавоноидных индукторов синтеза NF и с их рецепцией, 
а также со скоростью закладки клубеньковых приморди-
ев [30]. Гены, влияющие на эти процессы, контролируют 
отбор растениями штаммов ризобий с высокой вирулен-
тностью, которая коррелирует со структурой nod-генов, 
но не со структурой генов 16S рРНК [31]. В связи с этим 
вполне реальным представляется создание сортов бобо-
вых, проявляющих высокую СЭ, благодаря отбраковке 
не фиксирующих N2 ризобий на ранних стадиях симбиоза.

Результаты диаллельных скрещиваний показали, 
что наследуемость признака Hop у люцерны хмелевид-
ной (Medicago lupulina) достаточно высока для того, 
чтобы в растительных популяциях происходил отбор 
на усиление этого признака [32]. Однако в большинст-
ве симбио тических систем связь Hop и СЭ не выявляет-
ся: при смешанном инфицировании растения с равным 
успехом инокулируются фиксирующими и не фиксиру-
ющими N2-штаммами ризобий [33]. Несмотря на это, 

Свойства генных систем 
бактерий

Количественные признаки симбиоза

Симбиотическая эффективность Нодуляционная конкурентоспособность

Негативные регуляторы

Функции

Локализация в геноме
Экспрессия при симбиозе

Синтез запасных питательных веществ 
и защитных полисахаридов, экономное 
расходование энергии
Дисперсная
Обычно отсутствует

Репрессия синтеза Nod-факторов (NF) и форми-
рования биопленок, определяющих устойчивость 
к эдафическим стрессам
Дисперсная
Ограничена

Окончание табл. 1
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в природных экосистемах эволюция симбиоза направ-
лена на повышение СЭ, что связано с быстрым раз-
множением эффективных штаммов ризобий in planta 
на основе предпочтительного снабжения углеводами 
активно фиксирующих N2 клубеньков, а также подав-
ления репродукции не фиксирующих N2 «симбионтов-
обманщиков» с помощью защитных реакций. Опы-
ты с культивированием сои в безазотной атмосфере 
(80 % Ar + 20 % O2) показали, что растения резко 
ограничивают размножение бактерий в клубеньках, 
из которых не поступают продукты N2-фиксации [34].

Оптимизация системного контроля симбиоза, кото-
рый обеспечивает координацию развития клубеньков 
с фотосинтезом и с ассимиляцией азотных веществ по-
чвы, представляется важным способом повышения СЭ. 
Этот контроль впервые был показан путем анализа му-
тантов бобовых, которые образуют резко повышенное 
число клубеньков (фенотип Nod++), сохраняя данную 
способность в присутствии нитратов (фенотип Nts, от: 
Nitrate tolerant symbiosis). С использованием таких му-
тантов было продемонстрировано, что роль сигналов, 
мигрирующих между надземными и подземными ор-
ганами растений, играют CLE-белки, синтезируемые 
в корнях при воздействии NF, а также малые регуля-
торные РНК, которые образуются в надземных орга-
нах и мигрируют в корни, ограничивая число клубень-
ков (см. рис. 1).

Непосредственное практическое использование 
Nod++Nts-мутантов ограничено их сниженной продук-
тивностью в связи с перерасходом энергии на обра-
зование избытка клубеньков [35]. Однако частичная 
релаксация негативного контроля клубенькообразо-
вания может быть полезной для совмещения интен-
сивной фиксации N2 и поглощения азотных веществ 
почвы. Миксотрофное питание азотом характерно 
для бобовых растений трибы фасолевых, Phaseoleae 
(образуют детерминированные клубеньки), благо-
даря разобщению путей ассимиляции почвенного 
и фиксированного азота: первый усваивается через 
образование амидов, а второй — через образова-
ние уреидов [36]. Такая биохимическая диверсифи-
кация обеспечила эффективное усвоение растениями 
фиксированного азота: соотношение N : C в уреидах 
в 2–3 раза выше, чем в амидах. Это позволило бо-
бовым трибы фасолевых отказаться от индукции диф-
ференцировки бактероидов, которую бобовые гале-
гоидного комплекса (образуют недетерминированные 
клубеньки) осуществляют с помощью NCR-белков. 
Возможность совмещения детерминированного раз-
вития клубеньков с глубокой дифференцировкой бак-
тероидов была продемонстрирована в опытах по пере-
носу гена dfn1­1 из люцерны Medicago truncatula 
в лядвенец Lotus japonicus [37].

Анализ механизмов системной регуляции сим-
биоза показал, что в качестве перспективных под-

ходов для усиления N2-фиксации можно рассма-
тривать снижение восприимчивости CLE-белков 
к активирующему действию нитрата либо повышение 
устойчивости AP2-регуляторов к ингибирующему 
действию регуляторной РНК miR172 (см. рис. 1). 
Важным представляется поиск генов-стимуляторов 
развития N2-фиксирующей зоны клубеньков, а так-
же индукторов синтеза NCR-белков, определяющих 
трансформацию ризобий в бактероиды.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В результате изучения генетического контроля коли-

чественных признаков бобово-ризобиального симбиоза 
было установлено, что для повышения его агрономи-
ческой ценности следует использовать несколько под-
ходов.
1. Активация бактериальных генов — позитивных ре-

гуляторов симбиоза, приводящая к усиленному по-
ступлению продуктов N2-фиксации в растения.

2. Инактивация негативных регуляторов симбиоза, 
которая приводит к «отказу» микросимбионтов 
от ряда функций автономного существования, вклю-
чая устойчивость к эдафическим стрессам.

3. Оптимизация развития растений, направленная 
на достижение баланса метаболических и ростовых 
процессов, который обеспечивает максимально пол-
ное вовлечение продуктов N2-фиксации в питание 
бобовых.
Наиболее существенное повышение показателей аг-

рономической ценности симбиоза достигается при ина-
ктивации его негативных регуляторов, что было пока-
зано при изучении СЭ (проявляется на поздних стадиях 
симбиоза) и НКС (проявляется на его ранних стадиях). 
Например, инактивация негативных регуляторов НКС 
вызывает более сильное (в 3–9 раз) ее повышение, 
чем амплификация позитивных регуляторов, которая 
улучшает НКС на 20–30 % [14]. Повышение СЭ, до-
стигаемое при встройках Tn5 в eff-гены, сопровождает-
ся сбалансированным повышением интенсивности био-
химических и ростовых процессов в растениях, которого 
не удается достичь путем амплификации dct- и nif-ге-
нов [24]. Перспективность этого подхода обусловлена 
также и тем, что снижение способности ризобий к авто-
номному существованию, которое связано с инактива-
цией негативных регуляторов симбиоза, определяющих 
устойчивость к эдафическим стрессам, может обеспе-
чить быструю элиминацию из агросистемы генетически 
модифицированных бактериальных штаммов.

Работа поддержана грантом РНФ 18­16­00073.
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