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Бобово-ризобиальный симбиоз – уникальное природное явление, способное обеспечивать бобовое
растение минеральным азотом, фиксированным из атмосферы. В зоне умеренного климата вслед-
ствие сезонности растения вынуждены в начале каждого раунда вегетации образовывать новые вза-
имодействия с ризобиями с формированием специализированных структур на корнях, называемых
клубеньками, где, собственно, и происходит фиксация молекулярного азота. В разные периоды ро-
ста и развития потребность растения в минеральном азоте сильно различается, что может оказывать
влияние на трофические связи с микросимбионтами. Нами в данной работе на примере многолет-
него бобового растения лядвенца рогатого (Lotus corniculatus L.) была проведена оценка влияния
стадии вегетации макросимбионта на состав его клубеньковых бактерий и их характеристики. Было
обнаружено, что микроорганизмы, формирующие клубеньки на корнях лядвенца, в начале вегета-
ции имели наибольший уровень генетического разнообразия. К середине же развития растения
данный уровень снижался, а к концу вегетации снова повышался. Анализ азотфиксирующей актив-
ности бактерий показал, что наиболее активно фиксируют азот штаммы микроорганизмов, выде-
ленные из клубеньков, собранных на начальных стадиях развития макросимбионта, в то время как
у штаммов, выделенных из клубеньков в конце вегетации активность азотфиксации значительно
ниже. Вероятно, бобовые растения на разных этапах развития используют различные стратегии при
выборе своих микросимбионтов.
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Азот является важнейшим элементом, оказы-
вающим огромное влияние на плодородие почвы
и урожайность сельскохозяйственных культур.
Основная масса азота, содержащегося в населяю-
щих нашу планету живых организмах, своим про-
исхождением обязана деятельности микроорга-
низмов, способных ассимилировать молекулярный
азот атмосферы, восстанавливая его до аммиака.
Этот процесс называется биологической азот-
фиксацией (Ohyama, Sueyoshi, 2010). Наиболее
эффективными азотфиксаторами являются клу-
беньковые бактерии (ризобии) – микроорганизмы,
вступающие в симбиоз с бобовыми и образующие
на корнях данных растений специализированные
структуры – клубеньки, в которых и происходит
процесс азотфиксации. Важным направлением
исследований в этой области является изучение
возможностей увеличения эффективности сим-
биотической азотфиксации. Несмотря на высокую
специфичность взаимодействия бобовых расте-

ний с их клубеньковыми бактериями, в ризосфе-
ре формируется большое разнообразие генетиче-
ских вариантов (штаммов) ризобий, отличаю-
щихся по своей эффективности симбиотической
азотфиксации. Это приводит к тому, что не все
клубеньки формируются эффективными микро-
организмами, что, в свою очередь, сказывается на
продуктивности растения (Проворов и соавт.,
2008).

Основным генетическим компонентом в бо-
бово-ризобиальном взаимодействии являются
симбиотические гены бактерий (sym-гены), которые
определяют во многом специфичность и эффектив-
ность данного симбиоза. Sym-гены включают в себя
ответственные за фиксацию азота nif-гены, которые
кодируют синтез и регуляцию фермента нитрогена-
зы; nod-гены, кодирующие синтез Nod-факторов,
отвечающих за инициацию и специфичность обра-
зуемого симбиоза; а также fix-гены, которые также
необходимы для азотфиксации, часто сцепленные с
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nif-генами, но не гомологичные с ними (Прово-
ров, 1996; Franche et al., 2009). На сегодняшний
день проведено большое количество работ, сви-
детельствующих о высокой мобильности sym-ге-
нов и подверженности их горизонтальному пере-
носу (ГПГ) (Fischer, 1994; Проворов, Воробьев,
2000; Nandasena et al., 2006; Andam et al., 2007;
Barcellos et al., 2007; Zhao et al., 2008). Доказано,
что данный процесс является неотъемлемой ча-
стью эволюции бобово-ризобиальных взаимоот-
ношений (Freiberg et al., 1997; Bailly et al., 2007; Es-
trella et al., 2009; Marchetti et al., 2010) и зачастую
приводит к появлению штаммов с измененной
хозяйской специфичностью или к приобщению
новых видов микроорганизмов к группе клубень-
ковых бактерий (Zaneveld et al., 2008). Участие
ГПГ в эволюции ризобий подтверждается лока-
лизацией sym-генов на мобильных генетических
элементах (плазмиды или интегрированные
конъюгативные элементы ‒ ICESym), а также ха-
рактерной для них панмиктической структурой
популяций (Provorov, Vorobyev, 2008). Широкая
экспансия sym-генов в ассоциированных с расте-
ниями бактериальных сообществах посредством
ГПГ, как считается, является наиболее вероят-
ным способом формирования современного раз-
нообразия ризобий и проявляется в различиях
филогении симбиотических генов и генов “до-
машнего хозяйства” (Bailly et al., 2007; Проворов,
Воробьев, 2010). В последнее время появляется
понимание того, что панмиктичность популяции,
характерная для ризобиальных бактерий, которая
приводит к высокой полиморфности, некоторым
образом опосредована растительным компонен-
том и тому есть определенные подтверждения.
Показано, что бобовые играют более важную
роль в формировании популяционной структуры
ризобий, чем эдафические факторы (Carelli et al.,
2000; Andronov et al., 2003). В присутствии расте-
ний-хозяев происходит увеличение размеров ри-
зобиальных популяций, которое сочетается с их
повышенной гетерогенностью (Andrade et al.,
2002). Более того, появились данные, что растения и
вовсе способны индуцировать горизонтальный пе-
ренос симбиотических генов между ризосферными
бактериями. Было показано, что частота горизон-
тального переноса sym-генов Azorhizobium caulin-
odans ‒ микросимбионта Sesbania rostrata – была
значительно увеличена в ризосфере растения-хо-
зяина. Утверждается, что транскрипционный ре-
гуляторный белок семейства LysR AhaR запускает
процесс горизонтального переноса генов в ответ
на растительные флавоноиды, которые индуци-
руют экспрессию генов нодуляции через другой
белок типа LysR, NodD. Таким образом, ризобия
способна получать сигналы в ризосфере и акти-
вировать перенос своих симбиотических генов в
другие ризобии, изменяя их характеристики (Ling
et al., 2016).

Целью данной работы являлось исследование
изменения состава клубеньковых бактерий ляд-
венца рогатого (Lotus corniculatus) в зависимости
от стадии его вегетации.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Объектами исследования являлись 284 штамма

бактерий, выделенные из клубеньков многолет-
него бобового растения лядвенца рогатого (Lotus
corniculatus L.), собранных на разных стадиях его
вегетации: во время набухания почек (апрель,
май), в период формирования бутонов (июнь) и
после закладки растениями почек на зиму с пер-
выми заморозками (октябрь).

Изолирование микроорганизмов из клубеньков
проводили методом получения пункций из зоны
размножения бактерий и рассевом ее на пита-
тельной агаризованной среде YM (0.1% дрожже-
вой экстракт; 1% маннит; 0.05% К2НРО4; 0.05%
MgSO4; 0.01% NaCl; 1.5% агар) до отдельных ко-
лоний (Баймиев и соавт., 2010). Из каждого клу-
бенька получали по одной чистой культуре бакте-
рий. Предварительную проверку изолятов на при-
надлежность их к группе клубеньковых бактерий
проверяли методом ПЦР-анализа наличия гена
nifH, характерного для всех видов ризобий.

Выделение тотальной ДНК из бактерий осу-
ществляли методом термокоагуляции. Для этого
в 1.5 мл пробирки со 100 мкл 1% Triton X100 и 1%
суспензии смолы Chelex100 (“Bio-Rad”, США)
помещали небольшое количество бактериальной
массы и после суспендирования инкубировали
при температуре 95°С 10 мин. Клеточный дебрис
осаждали центрифугированием при 12000 g в те-
чение 3 мин. Надосадочную жидкость брали в ка-
честве матрицы для ПЦР.

Молекулярно-генетический анализ штаммов
бактерий. Генетическое разнообразие полученных
штаммов исследовали с помощью RAPD-анализа
(Random Amplified Polymorphic DNA) (Williams et al.,
1990) с использованием следующих “случайных”
праймеров: 1) LMBD 5'-gggcgctg-3'; 2) AFK-1 5'-
acggtggacg-3'; 3) OPA 5'-gcgtccattc-3'.

Для амплификации гена 16S рРНК были ис-
пользованы универсальные праймеры fD1 5'-
cccgggatccaagcttaaggaggtgatccagcc-3', rD1 5'-ccgaat-
tcgtcgacaacagagtttgatcctggctcag-3', фланкирующие его
часть размером около 1500 п.н. (Weisburg et al., 1991).
Для амплификации фрагмента гена recA были
взяты праймеры RecAF 5'-ttcggcaagggmtcgrtsatg-3'
и RecAR 5'-acatsacrccgatcttcatgc-3'. Для амплифи-
кации фрагментов sym-генов nifH и nodC были ис-
пользованы праймеры NifHF 5'-ttctatggaaagggcgg-
cattggcaagct-3'; NifHR 5'-atctcgccggacatgacgatata-
aatttc-3' и NodCF 5'-cgtttcgtcttatgcggtgctc-3'; NodCR
5'-cagctgcgtctcgtattgat-3' соответственно (Баймиев
и соавт., 2015).
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ПЦР-ПДРФ-анализ (полиморфизм длин ре-
стрикционных фрагментов) (Laguerre, 1996) гена
16S рРНК проводили с использованием мелко-
щепящих эндонуклеаз рестрикции HpaII и RsaI.

Определение нуклеотидных последовательно-
стей проводили на автоматическом секвенаторе
Applied Biosystems 3500 (“Applied Biosystems,
Inc.”, США) с использованием наборов “Big Dye
Terminator v.3.1”.

Филогенетический анализ исследуемых штаммов
проводили на основании множественного выравни-
вания (Clustal W) секвенированных фрагментов ге-
нов 16S рРНК, recA, nodC и nifH. Построение фило-
генетических деревьев осуществляли с помощью
Megalign из пакета программ Lasergene c использо-
ванием метода neighbor-joining (NEIGHBOR). Нук-
леотидные последовательности для сравнительного
анализа были взяты из базы данных GenBank
(www.ncbi.nlm.nih.gov). Статистическую достовер-
ность ветвления (bootstrap-анализ) оценивали с ис-
пользованием соответствующей функции про-
граммы Megalign на основе 1000 альтернативных
деревьев.

Нуклеотидные последовательности взятых в
анализ генов всех исследованных штаммов были
зарегистрированы в базе данных GenBank под
следующими номерами:

1) 16S рРНК: OL872300, OL872361, OL872741,
OL884437, OM914882, OM914885, OM914886,
OL884438, OL884442, OL884446, OL884457,
OL884458, OL884630, OL884456, OL884611,
OM914933.

2) recA: OM752311, OM752312, OM752310,
OM888662, OM888663, OM913901, OM913902,
OM942752, OM942753, OM942754, OM811973,
OM811972, OM811974, OM811975, OM811976,
OM811977.

3) nifH: OM327772, OM327773, OM417617,
OM864668, OM864669, OM864670, OM864671,
OM686847, OM686848, OM686846, OM650802,
OM650801, OM650803, OM650804, OM675983,
OM675984.

4) nodC: OM509456, OM519321, OM519322,
OM519320, OM868043, OM868044, OM868045,
OM615896, OM615898, OM615897, OM519323,
OM519324, OM519325, OM519326, OM509455,
OM615895.

Инокуляция семян лядвенца рогатого анализи-
руемыми штаммами бактерий. Для проведения
опытов брали семена, которые ранее нами были
собраны с лядвенца рогатого (Lotus corniculatus).
Поскольку они имеют твердую оболочку, то перед
инокуляцией их сначала скарифицировали кон-
центрированной серной кислотой 15 мин, а затем
тщательно несколько раз промывали стерильной
водой (метод химической скарификации). Далее
семена проращивали в течение 36‒48 ч на влажной
фильтровальной бумаге в стерильных чашках Пет-

ри. Полученные проростки в дальнейшем поме-
щали в стерильные пробирки, каждая из которых
содержала по 200 мкл суспензии анализируемых
штаммов бактерий по отдельности, и выдержива-
ли в них 20 мин при равномерном перемешивании
(50 об./мин). Для приготовления суспензий ис-
пользовали культуры микроорганизмов, выра-
щенные в жидкой среде YM в течение 4 сут до
109 КОЕ/мл. Далее инокулированные пророщен-
ные семена сажали по 6 штук в контейнер со сте-
рильным влажным песком (400 г) и выращивали в
течение месяца в условиях искусственного осве-
щения (16 ч светопериод) при 24‒26°С. Для каж-
дого штамма делали по 3 повтора.

Анализ азотфиксирующей активности клубень-
ковых бактерий осуществляли методом редукции
ацетилена (Умаров, 1989). Для этого от побега от-
деляли корни, промывали их стерильной водой и
помещали в стеклянные флаконы объемом 15 мл.
Закрывали резиновыми пробками. Затем вноси-
ли ацетилен в объеме 10%. Помещали флаконы с
образцами и контрольными пробами (флаконы с
ацетиленом и без него) в темное место. Через 1 ч
проводили анализ содержания ацетилена и этиле-
на по времени выхода каждого газа в исследуемых
образцах на газовом хроматографе с пламенным
ионизационным детектором Shimadzu GC-2014
(“Shimadzu”, Япония). Количество ацетилена и
этилена определяли по калибровочной кривой.
Величину азотфиксирующей активности рассчи-
тывали следующим образом:

где Cэ ‒ концентрация этилена в исследуемом об-
разце, 3 – коэффициент пересчета от редукции
ацетилена к азотфиксации. Каждый штамм ана-
лизировали в трех биологических повторностях.

Статистический анализ. Для оценки генотипи-
ческого разнообразия штаммов использовали
нормализованный коэффициент Шеннона: Hs =
= –Σgi ln(gi)/lnN, где gi – частота i-го генотипа, а
N – объем выборки (Śliwka et al., 2006). Данные
по анализу азотфиксации были представлены как
среднее значение ± стандартная ошибка (SEM).
Статистически значимые различия между сред-
ними значениями оценивали с помощью диспер-
сионного анализа (ANOVA) с последующим те-
стом Тьюки (p < 0.05).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Зона умеренного климата характеризуется яр-
ко выраженной сезонностью, что, в свою очередь,
привносит особенности в развитие растений,
произрастающих в этой области. В ходе вегетации
многолетних растений, в том числе и бобовых,
начиная от всхода или набухания почки до созре-
вания семени происходят изменения их потреб-

эX C 3,=
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ности в минеральном питании, в частности, в
азоте. Наиболее интенсивно растение нуждается
в азоте в начале вегетации, в то время как на ко-
нечных этапах необходимость в нем снижается.
Бобовые для обеспечения себя минеральным азо-
том имеют уникальную возможность вступать в
симбиоз с клубеньковыми бактериями, которые,
взамен на питательные вещества, предоставляют
растениям азот, фиксируемый ими из атмосферы.
Для того чтобы понять, как меняются взаимоот-
ношения бактерий и растения в ходе его развития,
нами было исследовано генетическое разнообразие
и некоторые биохимические параметры ризобий,
полученных из клубеньков, которые были сфор-
мированы на разных стадиях вегетации растений.

В качестве объекта исследования были выбраны
микросимбионты многолетнего бобового растения
лядвенца рогатого (Lotus corniculatus), выделенные
из клубеньков, собранных на разных этапах его
развития.

Анализ штаммов на генетический полиморфизм
методом RAPD с использованием 3 коротких слу-
чайных олигонуклеотидных праймеров показал,
что бактерии, полученные из клубеньков растений
в разные периоды вегетации, имеют различную
степень гетерогенности (рис. 1).

Был обнаружен интересный факт. Показано,
что наибольший полиморфизм наблюдался у бак-
терий, полученных из клубеньков растений на на-
чальной стадии вегетации, собранных в весенний
период, где коэффициент разнообразия Шеннона
(Hs) достигал значения 0.72. Далее в ходе разви-
тия это разнообразие значительно снижалось и к
середине вегетационного периода Hs составляло

0.59. А при подготовке к зимнему покою растение
опять начинало активно образовывать клубеньки, и
они формировались снова более разнообразным
пулом бактерий (Hs = 0.64). Также необходимо
отметить, что в этот период в клубеньках кроме
ризобий выявлялись микроорганизмы, не относя-
щиеся к группе клубеньковых бактерий, в основ-
ном принадлежащие к роду Pseudomonas (табл. 1).

При предварительном анализе родства мето-
дом 16S ПДРФ внутри полученных штаммов бы-
ли обнаружены филогенетически однородные
группы бактерий. У представителей данных групп
далее были секвенированы гены 16S рРНК и recA,
а также симбиотические гены nodC и nifH. Мето-
дом сравнительного анализа определенных нук-
леотидных последовательностей с аналогичными
последовательностями из базы данных GenBank
были выявлены филогенетические положения
исследуемых штаммов бактерий.

Установлено, что все изолированные штаммы
ризобий из клубеньков лядвенца рогатого, как на
основании сравнительного анализа гена 16S рРНК,
так и recA, принадлежали к роду Mesorhizobium
(рис. 2). При этом обнаружено, что исследуемые
бактерии образуют две группы, одна из которых
филогенетически родственна микроорганизмам
M. loti/M. ciceri, а другая значительно отличается
от известных видов данного рода. Наибольшую
схожесть с образующими отдельную кладу бактери-
ями имеет M. amorphae, но процент ее гомологии с
ними менее 97%, что не позволяет их отнести к
этому виду. Скорее всего, представители отме-
ченной группы микроорганизмов принадлежат к
неописанному на сегодняшний день виду рода

Рис. 1. Примеры фореграмм RAPD-анализа ДНК ризобий, изолированных из клубеньков лядвенца рогатого: а ‒
штаммы, полученные из “весенних” клубеньков; б ‒ штаммы, выделенные из “летних” клубеньков. Цифрами обозна-
чены номера генетически однородных групп. М – 100 п.н. маркер.

(а) (б)

M 1 2 3 3 3 3 3 354 M 1 1 1 1 1 1 12 2 2
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Mesorhizobium и требуют дальнейшего их исследо-
вания.

Несмотря на филогенетическое разнообразие
бактерий, обнаруживаемых в клубеньках лядвенца,
по консервативной части генома, оказалось, что
они почти все содержат симбиотические гены, ха-
рактерные для Mesorhizobium loti. Единственным ис-
ключением являются микроорганизмы из группы
Mesorhizobium sp. LotOs1.10, полученные из клу-
беньков на поздних стадиях вегетации растений.
У данных бактерий последовательности гена nodC
показали очень высокую схожесть с аналогичными
последовательностями, описанными у бактерий
M. temperatum, хотя nifH имеет гомологию с соот-
ветствующим геном M. loti (рис. 3).

Для выявления различий по степени эффек-
тивности штаммов клубеньковых бактерий, со-
бранных на разных стадиях вегетации растений,
нами был проведен анализ их азотфиксирующей
активности. В ходе проделанной работы было вы-
явлено, что наибольшую эффективность азотфик-
сации показывали штаммы ризобий, полученные
из клубеньков лядвенца, собранных на начальной
фазе его вегетации. Далее, к середине вегетационно-
го периода азотфиксирующая активность ризобий
начинала снижаться, а у бактерий, формирующих
“осенние” клубеньки, она имела наименьшее зна-
чение (рис. 4).

Очевидно, что у растения при взаимодействии
со значительным разнообразием штаммов клу-
беньковых бактерий в начале вегетации появля-
ется больше выбора в селекции наиболее подхо-
дящих вариантов ризобий.

Сезонность, характерная для умеренного кли-
мата, не может не сказаться на симбиотическом
взаимодействии бактерий и растений, в том числе
и на бобово-ризобиальном симбиозе. Состав бак-
терий, образующих клубеньки на корнях, имеет
значительную зависимость от состояния расте-
ния и его трофических связей с клубеньками.
Наибольшее разнообразие микроорганизмов в
клубеньках бобовых растений, скорее всего, про-
диктовано тем, что в период высокой потребно-
сти в азоте макросимбионт максимально быстро
пытается использовать симбиотическое взаимо-
действие с бактериями для обеспечения себя ми-
неральным питанием. При этом клубеньки, обра-
зованные некоторыми штаммами, могут оказать-
ся слишком “дорогими” в плане обеспечения их
питанием. Это подтверждают также наши данные
об азотфиксирующей активности бактерий, полу-
ченные из клубеньков в начале вегетации, которые
показывают наибольшие значения. В дальнейшем в
ходе развития у растения отмирают затратные вари-
анты клубеньков, и остаются преимущественно
наиболее оптимальные вариации с максимально

Таблица 1. Количественный состав бактерий из клубеньков лядвенца рогатого, собранных на разной стадии ве-
гетации растений

Сезон сбора 

клубеньков

Количество изолятов 

относящихся к 

филогенетической 

группе

Количество 

гомогенных групп 

бактерий

Коэфф. разнообразия 

Шеннона, Hs

Представители 

филогенетически 

однородных групп

Весна

14 9

0.74

LotVes2.7

17 8 LotVes3.15

10 5 LotVes3

Лето

36 5

0.59

LotLet2.12

38 4 LotLet3.10

33 1 LotLet4.5

17 7 LotLetA1.1

1 1 LotLetA3.1

24 6 LotLetA4.1

1 1 LotLetA4.3

39 15 LotLetB1.1

5 1 LotLetB4.1

Осень

8 5

0.64

LotOs1.10

18 6 LotOs2.2

8 2 LotOs3.3

14 4 LotOs5.12

Общее количество изолятов 284
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Рис. 2. Филогенетические деревья клубеньковых бактерий, построенные на основании сравнительного анализа по-
следовательностей гена 16S рРНК (а) и recA (б). Жирным шрифтом отмечены штаммы микроорганизмов, исследован-
ные в данной работе.

46.4

99.5

92.4 99.4

28.4

95.8
26.9

70.6

23.2

62.7
35.0

79.2

52.3

13.3

58.5
44.0

62.3

72.6

64.0

72.15.5

17.1

37.3
43.9

81.2

96.9

33.8
61.3

27.8

Mesorhizobium huakuii (D13431)

Mesorhizobium mediterraneum (L38825)

Mesorhizobium temperatum (AF508208)

Mesorhizobium ciceri (U07934)

Mesorhizobium loti (X67229)

Mesorhizobium tianshanense (AF041447)

Mesorhizobium plurifarium (Y14158)

Mesorhizobium amorphae (AF041442)

Mesorhizobium septentrionale (AF508207)

LotLeto4.5

LotVes3

LotLetoB1.1

LotLetoB4.1

LotLeto3.10

LotLetoA1.1

LotLetoA3.1

LotLeto2.12

LotLetoA4.3
LotLetoA4.1

LotOs1.10
LotOs3.3

LotOs2.22
LotOs5.12

LotVes2.7

LotVes3.15

Sinorhizobium meliloti (X67222)

02

100.0

100.0

100.0

70.1

69.4

96.8

52.6
46.6

60.4
48.6

51.6

86.4

92.7

72.0

92.6

94.2

79.5

4

Bradyrhizobium yuanmingense (AF193818)

Bradyrhizobium diazoefficiens (NC_004463)

Sinorhizobium medicae (L39882)

Sinorhizobium fredii (AY260149)

Sinorhizobium terangae (X68388)

Sinorhizobium saheli (X68390)

Ensifer kummerowiae (AY034028)

Sinorhizobium americanum (AF506513)

Rhizobium etli (U28916)

Rhizobium leguminosarum bv. viciae (U89817)

Rhizobium leguminosarum (NC_008380)

Rhizobium phaseoli 14482 (NR_044112)

Rhizobium gallicum (U86343).seq

Rhizobium tropici (U89832).seq

Rhizobium undicola (NZ_JHXQ01000045)

Rhizobium mongolense (U89817)

Rhizobium galegae (D11343)

Bradyrhizobium japonicum (X66024)

Bradyrhizobium betae (AY372184)

Bradyrhizobium canariense (AY577427)

Bradyrhizobium elkanii (U35000)

Bradyrhizobium liaoningense (AJ250813)

6
7.7

Nucleotide substitutions (×100)

Bootstrap trials = 1000, seed = 100

(а)



592

МИКРОБИОЛОГИЯ  том 91  № 5  2022

БАЙМИЕВ и др.

выгодным соотношением N/C, поскольку сни-

жается потребность в азотном питании. Это мы и

обнаруживаем при анализе изолятов микроорга-

низмов, полученных из клубеньков, собранных в

середине вегетации, где наблюдается наименьшая

гетерогенность бактерий. Далее, в конце вегетации

у растений начинают образовываться клубеньки,

задача которых не столько в фиксации азота, о

Рис. 2. Продолжение.
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Рис. 3. Филогенетические деревья клубеньковых бактерий, построенные на основании сравнительного анализа по-
следовательностей генов: nodC (а) и nifH (б). Жирным шрифтом отмечены штаммы микроорганизмов, исследованные
в данной работе.
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чем свидетельствуют данные снижения азотфик-

сирующей активности этих бактерий, сколько в

амплификации микроорганизмов в ризосфере,

несущих пригодный для данного растения набор

симбиотических генов, которые в следующий се-

зон в начале вегетации могут оказаться их доно-

рами при формировании новых штаммов. Таким

образом, цикл может повторяться из раза в раз.

Кроме того, на этой стадии развития растения ре-

дуцируются трофические связи между ним и клу-

беньком, что, вероятно, сильно сказывается на

контроле со стороны макросимбионта состава

бактерий в клубеньках. Как нами было обнаруже-

но, это выражается в присутствии в клубеньках

микроорганизмов, не относящихся к ризобиям,

например, Pseudomonas sp., а также бактерий Me-
sorhizobium sp. (штамм LotOs1.10), содержащих
ген nodC, характерный для M. temperatum, тогда
как остальные микроорганизмы имели аналогич-
ный ген, свойственный для бактерий M. loti, кото-
рые являются типичными микросимбионтами
для данного вида растения. Упомянутый выше
штамм представляет собой уникальное образова-
ние, содержащее химерный набор sym-генов. В
данном случае этот пример является ярким пока-
зателем участия комбинаторных механизмов в
формировании набора симбиотических генов у
клубеньковых бактерий путем рекомбинационных
процессов вследствие активной вовлеченности sym-
генов в горизонтальный перенос. И обнаружение
подобных штаммов более вероятно с нашей точки
зрения именно в клубеньках на поздней стадии
вегетации растения, поскольку на начальных эта-
пах строгий контроль направлен на отбор эффек-
тивных вариантов бактерий (рис. 5).

На самом деле формирование штаммов – про-
цесс постоянный, и перед растением всегда стоит
выбор, каким бактериям отдавать предпочтение.
Достаточно много доказательств того, что для
растения наиболее важным является наличие у
бактерии подходящего набора симбиотических
генов, нежели ее видовая принадлежность (Carelli
et al., 2000; Andronov et al., 2003). Еще одним под-
тверждением этого могут служить полученные
нами данные, где было обнаружено, что с лядвен-
цем рогатым вступают в симбиоз, наряду с Mesorhi-
zobium loti (обычный симбионт данного растения),
также микроорганизмы предположительно другого
вида, но имеющие симбиотические гены бакте-
рий Mesorhizobium loti. Очевидно, что в данном
случае при выборе микросимбионтов растение

Рис. 4. Азотфиксирующая активность штаммов ри-
зобий, полученных из клубеньков, собранных на раз-
ных стадиях вегетации растений. Показаны средние
значения в пересчете на одно инокулированное рас-
тение. Контроль ‒ растение без обработки.

16

14

12

10

8

6

4

2

0
Весна Лето Осень Контроль

14.11

9.60

8.20

0

А
з
о

т
ф

и
к

с
и

р
у

ю
щ

а
я

 а
к

т
и

в
н

о
с

т
ь

,

м
к

г 
N

2
/
р

а
с

т
е
н

и
е
/
ч

Рис. 5. Клубеньки лядвенца рогатого в начале (а) и в конце вегетации, образованные на стадии закладки почек на
зиму (б) в разрезе.
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отбирает микроорганизмы с нужными симбиоти-
ческими генами, независимо от того, в какой бак-
терии они присутствуют и, вероятно, имеют воз-
можность функционировать.

В заключение можно отметить, что участие
растения в выборе своих микросимбионтов оче-
видно, и, поскольку это происходит постоянно в
ходе всего вегетационного периода, когда расте-
ние претерпевает значительные физиолого-мор-
фологические изменения, это непременно сказы-
вается на специфичности образования симбиоза.
В начале вегетации есть потребность в активном
минеральном питании, и в этот период клубеньки
образуются более активными с точки зрения
азотфиксации штаммами. В середине жизненно-
го цикла растению необходимо поддерживать ба-
ланс между минеральным питанием и обеспече-
нием клубеньков питательными веществами. В
конце же вегетации бобовые подготавливают на
следующий сезон своих микросимбионтов путем
амплификации их в клубеньках, которые при раз-
рушении будут выделять в ризосферу потенци-
альных микросимбионтов и доноров симбиоти-
ческих генов.
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The Composition of Lotus corniculatus Root Nodule Bacteria Depending
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Abstract—The legume-Rhizobium symbiosis is a unique natural phenomenon responsible for providing a le-
gume plant with mineral nitrogen fixed from the atmosphere. In the temperate climatic zone, due to seasonal
cycles, plants have to form new interactions with rhizobia at the beginning of each round of vegetation with
the formation of specialized structures on the roots, called root nodules, where molecular nitrogen is actually
fixed. Nitrogen requirements of the host vary depending on the period of plant growth and development,
which may affect its trophic relationships with the microsymbionts. In the present work, using the perennial
leguminous plant Lotus corniculatus L. as an example, we assessed the influence of the macrosymbiont veg-
etation stage on the composition of its root nodule bacteria and carried out the characterization of these mi-
crobial communities. The highest microbial genetic diversity was found in the communities developing at the
beginning of L. corniculatus vegetation. At the medium stage of plant development, the diversity decreased,
while by the end of vegetation it increased again. Analysis of the nitrogen-fixing activity revealed the highest
values for microbial strains isolated from the root nodules collected at the early stages of the macrosymbiont
development, while it was lower in the strains isolated at the end of vegetation. At different stages of their de-
velopment legumes may probably use different strategies for selection of microsymbionts.

Keywords: root nodule bacteria, Lotus corniculatus, symbiotic genes of rhizobia, stages of plant vegetation
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