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ВВедение

Данная работа является продолжением исследования, начатого ранее, 
где была сформирована сопряженная коллекция природной симбиоти-
ческой системы, представленной растительным компонентом (Melilotus 
albus и Medicago lupulina) и ризобиальным компонентом (Sinorhizobium 
meliloti и Sinorhizobium medicae), и проведен анализ генетического раз-
нообразия ризобиального компонента сопряженной системы (Мунтян и 
др. 2012).

Особый интерес в симбиотической интеграции макро- и микросим-
бионта представляют коэволюционные взаимоотношения ризобиального 
сигнала (Nod-фактор) и растительного рецептора, участвующего в узна-
вании этого сигнала. В результате обмена сигнальными молекулами меж-
ду партнерами запускается механизм образования специализированного 
органа — клубенька. В ответ на выделение корнем растения специфичес-
ких индукторов — флавоноидов, азотфиксирующие бактерии начинают 
продуцировать сигнальные молекулы (Nod-факторы), запускающие про-
цесс образования клубеньков у бобовых растений (Madsen et al., 2003). 
У бобовых растений имеются 7 генов, предположительно участвующих 
в распознавании и взаимодействии бактериальных сигналов микросим-
бионтов (Markmann, 2008). В рамках данной работы особый интерес 
представляет семейство генов, к которым относятся nfr1 и nfr5, впервые 
выявленные у лядвенца японского (Madsen et al., 2003, Radutoiu et al., 
2003), Sym10 и Sym2 у гороха посевного (Madsen et al., 2003), а так-
же гомолог гена nfr5 NFp у диплоидной люцерны (Limpens et al., 2003). 
Продукты этих генов, кодирующих LysM-содержащую рецепторную ки-
назу, имеют довольно распространенную для растений доменную структу-
ру, представленную внеклеточными LysM-доменами, предположительно 
участвующими в рецепции Nod-фактора, трансмембранный домен и внут-
риклеточный домен серин/треонин киназы. Однако в настоящее время 
еще недостаточно знаний, раскрывающих происхождение и механизмы 
функционирования группы рецепторных генов, а также взаимодействия 
их продуктов с сигнальными молекулами ризобиальных клеток.

Одна из самых малоисследованных проблем в области бобово-ризо-
биального симбиоза — это эволюция ризобиального Nod-фактора. Тех-
нические трудности анализа структуры Nod-факторов являются причиной 
того, что к настоящему времени известны структуры только типовых фак-
торов (часто это смесь мажорных и минорных компонентов, продуцируе-
мых одним и тем же штаммом) для одного-двух десятков видов ризобий. 
В то же время очень мало, или даже ничего не известно о внутривидовых 
структурных вариациях Nod-фактора. Тем не менее, существуют ясные 
свидетельства того, что даже в пределах одной и той же группы перекрес-
тной инокуляции существуют генотипы ризобий одного и того же вида, 
которые предпочтительно выявляются в специфических растениях-хозяе-
вах (Андронов и др., 1999). Перспективным направлением в исследовани-
ях такого рода является использование методов компьютерного модели-
рования (Banks et al., 2005, Bellows, Floudas, 2010, Boutard et al., 2010, 
Byington et al., 1997, Gilson, Zhou, 2007). Возможности моделирования и 
его точность позволяют значительно сузить рамки последующих лабора-
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торных исследований, глубже понять получаемые ре-
зультаты, а в некоторых случаях — и вовсе обойтись 
без проведения дорогостоящих экспериментов.

Целью данной работы являлся анализ нуклеотид-
ного и аминокислотного полиморфизма экстрацеллю-
лярного рецепторного региона гена nfr5 у части бо-
бовых растений из сопряженной коллекции (Melilotus 
albus), сопоставление генетического разнообразия 
рецепторной части с данными RFLp-анализа симбио-
тических локусов ризобий, выделенных из-под расте-
ний донника, и анализ взаимодействия Nod-фактора 
S. meliloti с вариантами LysM-доменов рецепторо-
подобной киназы, выявленных в популяции донника, 
ассоциированных с различными генотипами ризобий, 
с использованием протоколов докинга.

Материалы и Методы

Растительный материал. Сбор материала для 
сопряженной коллекции проводился на участке не-
возделываемых почв Северо-Западного региона (тер-
ритория ВНИИСХМ) летом 2008 года (Мунтян и др., 
2012).

Экстракция ДНК. Геномную растительную ДНК 
выделяли из 2-дневных проростков методом хлоро-
формной экстракции с использованием CTaB (Rogers 
& Bendich, 1984). Растительный материал тщательно 
гомогенизировали, затем ресуспендировали в CTaB 
и инкубировали при температуре 65°C в течение 60 
минут. После хлороформо-изоамиловой экстракции 
надосадочную жидкость, содержащую ДНК, осаждали 
равным объемом изопропанола, после чего промыва-
ли 70 %-м этиловым спиртом. Образец ДНК ресус-
пендировали в 50 мкл деионизированной воды.

Амплификация участка гена nfr5. Полимераз-
ную цепную реакцию участка гена nfr5 проводили на 
термоциклере MyCycler (BioRad) с использовани-
ем пары вырожденных праймеров (nfr5-for3 — 5’-
aaGTCTTGGTTGTTaYTTGCCa-3’ и nfr5-Grev3 — 
5’-TGCaGTCTCaGCTaaTGaaGTaC-3’). Протокол 
ПЦР: начальная денатурация в течение 3 мин при 
95 °C; последующие 30 циклов — 30 с при 94 °C, от-
жиг праймеров 30 с при 42 °C, элонгация 1 мин при 
72 °C; конечная элонгация 4 мин при 72°C. Продукты 
амплификации визуализировали методом электрофо-
реза в 1 %-м агарозном геле с бромистым этидием. 
Полученные гели документировали с использованием 
фотосистемы Kodak EDaS290.

Определение нуклеотидной последователь-
ности. Продукты аплификации ДНК клонировали 
в векторе pTZ57R/T (Fermentas). Секвенирование 
проводили с использованием стандартных праймеров 
М13 на автоматическом приборе CEQ™ 8000 Genetic 
analysis System (Beckman Coulter). Каждую последо-
вательность секвенировали в двух направлениях. Нук-

леотидные последовательности были депонированы в 
GenBank (Don/9 JN870214, Don/8 JN870215, Don/7 
JN870216, Don/6 JN870217, Don/4 JN870218, 
Don/21 JN870219, Don/19 JN870220, Don/18 
JN870221, Don/16 JN870222, Don/15 JN870223, 
Don/14 JN870224, Don/13 JN870225, Don/11 
JN870226, Don/10 JN870227. Don/1 JN870228).

Данные по определению нуклеотидных последова-
тельностей участка гена nfr5 обрабатывали с исполь-
зованием программного обеспечения секвенатора 
CEQ8000 Genetic analysis System (Beckman Coulter, 
USa). Выравнивание и сборку нуклеотидных и бел-
ковых последовательностей проводили с помощью 
программы Vector NTI Suite 8 (www.invitrogen.com). 
Построение филогенетических деревьев осущест-
вляли с использованием программы Mega 5 (www.
megasoftware.net). Анализ нуклеотидного полимор-
физма и статистику по аминокислотным заменам про-
водили с использованием программы DNaSp (www.
ub.es/dnasp).

Молекулярное моделирование. Для проведения 
моделирования связывания белка и лиганда и оценки 
силы взаимодействия и влияющих на нее факторов, 
восстанавливали структуру взаимодействующих мо-
лекул с использованием fragment-based моделирова-
ния гомологов и метода распознавания фолда. Данные 
методы комбинировали с моделированием aB-initio и 
одной или несколькими итерациями минимизации по-
тенциальной энергии молекулы.

Моделирование LysM2 домена
Для исследования были выбраны две последова-

тельности рецептороподобной киназы — (Don/14 
JN870224, Don/1 JN870228). Эти последовательнос-
ти обладают высокой гомологией (sequence identity 
98,2 %, sequence similarity 98,5 %). Для моделиро-
вания были выбраны LysM2 домены. Их последова-
тельности абсолютно идентичны, за исключением за-
мены N131S. Было высказано предположение, что эта 
замена может играть роль в определении характера и 
силы связывания Nod-фактора и LysM2 домена кина-
зы S. meliloti.

Для моделирования мы использовали возможнос-
ти метасервера protein Model portal, pMp (arnold 
et al., 2009) — http:// www.proteinmodelportal.org и 
сервисов Modeller (Eswar et al., 2006), Robetta, (Kim 
et al., 2004) и phyre (Kelley, Sternberg, 2009). pMp 
позволяет получать результаты сразу с нескольких 
сервисов для моделирования третичной структуры 
белка по его аминокислотной последовательности. 
В качестве запроса мы использовали последова-
тельности LysM2 домена — участок аминокислотной 
последовательности 115–161 рецепторного участка 
гена nfr5.

Модели, полученные от вышеперечисленных сер-
висов моделирования третичной структуры, были 
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протестированы для выбора лучшей модели. Были ис-
пользованы проверки качества геометрии (параметры 
и распределение торсионных углов, длины ковалент-
ных связей, планарность пептидной связи, характе-
ристики торсионных углов боковых цепей, расстояния 
Сα–Сα), предоставляемые сервисом WhatIf (Vriend, 
1990), procheck (Laskowski et al., 1993), а также ис-
пользовали параметр потенциальной энергии моле-
кулы (CHaRMm, Gromos96). Ни одна из полученных 
моделей не обладала абсолютным преимуществом 
перед остальными моделями. Поэтому для последую-
щего моделирования взаимодействия Nod-фактора и 
LysM2 домена были выбраны две структуры, облада-
ющие приемлемой потенциальной энергией и незна-
чительными погрешностями в геометрии, не затраги-
вающими, однако, область связывания Nod-фактора 
(см. Результаты и обсуждение, рис. 3, а, б). Для пос-
ледовательности с asn131 (Don/14 JN870224) на-
илучшая модель была получена при помощи сервера 
I-Tasser (Roy et al., 2010; Zhang, 2008). Моделиро-
вание структуры LysM2 домена с Ser131 при помощи 
Modeller дало наилучший результат. После выбора 
кандидатур была проведена финальная минимизация 
энергии и верификация обеих структур.

Моделирование структуры Nod-фактора.
Для моделирования структуры Nod-фактора был 

выбран мажорный фактор — основной компонент сме-
си Nod-факторов, продуцируемых S. meliloti (Denarie 
and Debelle, 1996). Для моделирования использовали 
сервер Ligand Expo (http://ligand-expo.rcsb.org (Feng 
et al., 2004)). Полученная структура была подвергну-
та процедуре минимизации энергии.

Моделирование связывания LysM2 домена и 
Nod-фактора.

Моделирование связывания производилось при 
помощи autoDock 4.2 (Morris et al., 2009; Rockey et 
al., 2000). Нами применялись протоколы гибкого до-
кинга — боковые цепи аминокислот, образующие две 

короткие α-спирали и петли, формирующие переход 
α-спиралей в β-структуру на задней поверхности (см. 
Результаты и обсуждение, рис. 3) и молекула Nod-
фактора обладали определенной свободой и могли 
изменять локальную конформацию. Вышеуказанные 
аминокислоты образовывали борозду на поверхнос-
ти молекулы LysM2 домена, которая и была выбрана 
нами в качестве предполагаемого места связывания 
Nod-фактора. Важно отметить, что пространство меж-
ду Pro140-Leu147 (петля) и Lys149-Val154 (образую-
щие β-элемент на задней поверхности) также могут 
участвовать в связывании (данные не приводятся).

результаты и обсуждение

В ходе исследования были определены нуклеотид-
ные и аминокислотные последовательности рецеп-
торной части гена nfr5 у 15 растений донника белого. 
Размер рецепторного участка у большинства растений 
составил 823 п. н., кроме 3 растений (Don/6, Don/8, 
Don/11), у которых размер рецепторного участка был 
больше на один триплет. Распределение нуклеотидно-
го полиморфизма в доменной структуре рецепторного 
участка приведено на рисунке 1.

Показано, что максимумы нуклеотидного полимор-
физма приходятся на все три LysM домена гена nfr5 
(рис. 1). Возможно, это свидетельствует о давлении 
эволюционного отбора гена nfr5 в направлении созда-
ния множества модификаций растительного рецептора 
с различной избирательностью по отношению к Nod-
фактору (Diévart et al., 2003; Johnson, et al., 2005; 
Torii, 2004; Walker, 1994). В связи с этим, особый 
интерес представляет анализ на синонимичность/не-
синонимичность нуклеотидных замен. Однако неболь-
шой размер нашей выборки не позволяет провести 
полноценный анализ такого рода. В данной работе мы 
приводим только значения констант Ks / Ka (соответс-
твующие синонимичным и несинонимичным заменам) 
для каждого из трех доменов: LysM1 — 0,002 / 0,007, 
LysM2 — 0,01 / 0,004, LysM3 — 0,00 / 0,009. Из 
приведенных данных видно, что в большей степени не-
синонимичные замены характерны для LysM3 домена, 
несмотря на то, что уровень нуклеотидного полимор-
физма выше в доменах LysM1 и LysM2.

Однако наиболее интересной особенностью со-
зданной коллекции является ее генетическая сопря-
женность с ризобиальным компонентом, которая была 
обнаружена при сравнительном анализе генетичес-
кого полиморфизма по растительному рецепторному 
гену nfr5 и участку ризобиального генома — симби-
отический локус nodD, результаты анализа которого 
были опубликованы в предыдущей статье (Мунтян и 
др., 2012). Сопоставление полученных данных выяви-
ло тот факт, что из 7 изолятов S. meliloti, характе-
ризующихся RFLp-типом «a» по симбиотическому 

Рис. 1. Нуклеотидный полиморфизм доменной структуры 
рецепторного участка гена nfr5 у M. albus
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участку генома nodD, 6 были выделены из растений 
донника, принадлежащих к обособленному (bootstrap 
72 %) кластеру А по рецепторной части гена nfr5 
(рис. 4). Налицо очевидная и статистически достовер-
ная (p < 0,005, в соответствии с критерием χ2) связь 
между генотипами растения-хозяина и микросим-
бионта. Интересно, что вряд ли существует функци-
ональная связь между растительным рецептором и 
продуктом конститутивно экспрессирующегося гена 
nodD, который активирует транскрипцию структур-
ных генов, вовлеченных в синтез Nod-фактора. Одна-
ко для объяснения выявленной сопряженности можно 
заметить, что ген nodD является составной частью 
оперона, ответственного за синтез Nod-фактора, вза-
имодействующего с растительным рецептором. Та-
ким образом, в данном случае RFLp-типы по участку 
nodD лишь маркируют различные типы симбиотичес-
кой плазмиды ризобий, с которыми, в свою очередь, и 
могут быть сопряжены особые варианты раститель-
ных рецепторов. Данные рассуждения опираются на 
предположение о существовании различных типов 
Nod-факторов, продуцируемых штаммами S. meliloti, 
ответственных за тонкие вариации хозяйской специ-
фичности у различных штаммов S. meliloti. В то же 
время систематического изучения Nod-факторов это-
го вида ризобий не проводилось и к настоящему вре-
мени мало известно о разнообразии Nod-факторов в 
пределах вида S. meliltoti, известно лишь то, что кро-
ме мажорного компонента штаммы S. meliloti могут 
продуцировать несколько минорных вариантов Nod-
фактора (Denarie and Debelle, 1996). Тем не менее, 
выявленное сопряжение трудно объяснить без пред-
положения о существовании различных типов Nod-
факторов у ризобий этого вида, либо об изменениях в 
составе смеси Nod-факторов, продуцируемой различ-
ными штаммами ризобий.

Полученные результаты являются хорошей от-
правной точкой для следующего этапа нашего иссле-
дования — молекулярного моделирования функцио-
нального взаимодействия растительных рецепторов с 
Nod-фактором, для мажорного варианта которого на 

Рис. 2. Соотношение меж-
ду генетическим 
разнообразием ре-
цепторного участка 
гена nfr5 растений 
донника и RFLp-
типами по участку 
nodD. SMEL — 
штамм S. meliloti, 
SMED — штамм 
S. medicae.

Рис. 3. Структура LysM2 домена 
а. Модель с asn131. б. Модель с Ser131

Рис. 4. Фармакофоры LysM2 домена. Черные шары — об-
ласти гидрофобного взаимодействия, белые шары и 
стрелки — области Н-доноров, серые шары и стрел-
ки — области Н-акцепторов, а — область Ser131, 
б — область asn131

Рис. 5. Докинг Nod-фактора и LysM2 домена рецептороподоб-
ной киназы Sinorhizobium meliloti. а — LysM2 домен 
с asn131, б — LysM2 домен с Ser131



ГЕНЕТИКА ПОПуЛяЦИй И ЭВОЛЮЦИя

` экологическая генетика     ТОМ X   № 1   2012 ISSN 1811–0932

16

сегодняшний день известна химическая структурна. 
На рисунке 2 видно, что характерной особенностью 
кластера А по гену nfr5 являются две замены — в 
позиции 131 (LysM2 домен) и в позиции 195 (LysM2 
домен). Эффект одной из этих замен (131 позиция) на 
взаимодействие с типичным Nod-фактором S. meliloti 
был детально проанализирован в ходе экспериментов 
по молекулярному докингу.

Для предсказания возможного связывания на по-
верхности обоих LysM2 доменов, была построена 
карта центров гидрофобности, H-доноров и Н-акцеп-
торов (рис. 4). Анализ показал, что предполагаемые 
сайты связывания Nod-фактора, включая борозду на 
передней поверхности, имеют достаточно точек гид-
рофобного взаимодействия. Существенные различия 
между двумя моделями имеются в области мутации 
N131S. 

Комплексы, обладающие наименьшей энерги-
ей связывания, представлены на рисунке 5. Энергия 
связывания Nod-фактора и варианта LysM2 доме-
на рецептороподобной киназы S. meliloti c Asn131 
(рис. 5 а) была меньше (5.39 kcal/mol), чем варианта 
этого домена с Ser131 (6.89 kcal/mol, рис. 5 б). Клас-
теризация комплексов LysM2-Nod показала, что клас-
теры LysM2(Asn131)-Nod расположены значительно 
кучнее, чем кластеры LysM2(Ser131)-Nod. Разброс 
энергий связывания составил 5,39-24,65 kcal/mol в 
первом случае и 6,89–123,18 kcal/mol во втором.

Компьютерное моделирование связывания Nod-
фактора и LysM2-домена не позволяет сделать од-
нозначный вывод о влиянии полиморфизма LysM2 
домена на характер и силу взаимодействия. Однако 
анализ результатов моделирования показал, что вари-
ант LysM2 с Asn131 более предпочтителен для вза-
имодействия с Nod-фактором не только благодаря 
меньшей энергии связывания, но и более выгодной 
конформации молекулы Nod-фактора. Обращает на 
себя внимание и плотность кластеров конформаций 
Nod-фактора. Это говорит о том, что вероятность 
связывания Nod-фактора с LysM2 (Asn131) в целом 
выше, чем с LysM2 (Ser131). Выявленная экспери-
ментально избирательность связывания Nod-фактора 
может быть обусловлена как их разнообразием, так и 
участием в рецепции остальных доменов белка.

Таким образом, в настоящем исследовании, по всей 
видимости, впервые продемонстрирован феномен ге-
нетической сопряженности симбиотических систем 
бобово-ризобиального симбиоза, выражающийся в 
статистически достоверном предпочтении растениями 
донника, относящимися к специфическому генотипу 
(по рецепторному гену nfr5) специфических гено-
типов ризобий (по симбиотическому участку nodD). 
В качестве рабочей гипотезы, способной объяснить 
данное предпочтение, использовали допущение о су-
ществовании различных вариантов ризобиального 

Nod-фактора, экскретируемого штаммами S. meliloti, 
относящихся к различным генотипам. Данная гипоте-
за была проверена с использованием молекулярного 
докинга, «примеряющего» стандартный мажорный 
Nod-фактор S. meliloti к двум вариантам раститель-
ного рецептора, выявленным в настоящем исследова-
нии. Выявленные различия в интеграции бобово-ри-
зобиальной системы иллюстрируют принципиальную 
возможность связи аминокислотного полиморфизма 
в рецепторных участках растительного гена nfr5 при 
взаимодействии с различными (но неустановленны-
ми) вариантами Nod-фактора S. meliloti.

Работа поддержана Министерством науки и обра-
зования РФ (ГК № 16.552.11.7047) и грантом РФФИ 
12-04-01768-а.
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LINkED SymbIotIc popuLatIoNS: aNaLySIS 
of poLymorpHISm IN Nfr5 rEcEptor gENE  
by uSINg moLEcuLar DokINg 

Porozov Y. B., Muntyan A. N., Chizhevskaya E. P.,  
Simarov B. V., Andronov E. E

Summary ` : In the present work a molecular genetic analysis 

of the receptor part of the nfr5 gene in 15 plants of the conjugate 

collection (the plant component Melilotus albus, the bacterial 

component Sinorhizobium meliloti) has been done. Was studied 

the Lysm domains structure and found a high level of the nucleotide 

polymorphism in Lysm domains of this gene. a clear relationship of 

nucleotide and amino acid polymorphism in the receptor region of 

the nfr5 gene with the genetic diversity of the rhizobial component 

(bacterial symbiotic locus nodD) was observed. based on these 

data, the computer modeling of binding of the bacterial Nod-factor 

with two different variants of the plant receptor was performed.

k ` Ey WorDS: conjugate collection; nfr5; Nod-factor; Melilotus 

albus; molecular modeling; docking.
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