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The symbiotic interaction between legumes and nodule bacteria is a complex signal exchange process 
leading to the mutual recognition by partners and to initiation of the morpho-physiological changes in both 
organisms resulting in the formation of nitrogen-fixing nodule. Up to now, two major stages were character­
ized in the molecular dialog between symbionts. During the first stage, flavonoids secreted by the plant 
roots, via interaction with the product of bacterial regulatory gene nodD, induce the coordinated expression 
of rhizobial nod genes. Enzymes encoded by the nod genes are involved in the second stage of the dialog — 
production and secretion by rhizobia of nodulation factors, e.g. Nod factors, — bacterial regulatory mole­
cules. Nod factors are chitin oligomers decorated by different chemical groups. Nod factors have biological 
activity on plants — they are able to induce cell divisions in root cortex leading to formation of nodule mer­
istem. Nod factor structure and, to less extent, flavonoid contents in plants are the major determinants of the 
host specificity of the symbiosis. In this review we discuss the peculiarities of the regulation of the nod gene 
expression, the role of Nod factor structural diversity for the host specificity of symbiosis, effects caused by 
Nod factors in plants and mechanisms of their action. The approaches for optimization of the signal ex­
change in order to increase the effectiveness of legume-rhizobial symbiosis are discussed.

Способность к симбиотическим взаимодействиям с микроорганизмами — одно из 
ключевых биологических свойств высших растений. Благодаря этим взаимодействиям рас­
тения могут обеспечивать свое минеральное питание (за счет симбиотических азотфикса- 
торов или же микоризных грибов) способствующих ассимиляции питательных веществ из 
почвы, защиту от растительноядных животных (симбиозы с эндофитными грибами и бак­
териями, продуцирующими токсины), фитопатогенов и стрессовых воздействий (многие 
эндосимбионты и ассоциативные симбионты). Изучение микробно-растительных взаимо­
действий показало, что растение следует рассматривать не как химическую машину, пре­
образующую минеральные вещества и энергию света в органику, а как компонент сложной 
симбиотической системы, который осуществляет свои ключевые функции за счет метабо­
лического потенциала микросимбионтов.

Симбиозы, образуемые бобовыми растениями и клубеньковыми бактериями, наиболее 
изученные среди всех микробно-растительных симбиозов. Это обусловлено легкостью 
культивирования микросимбионтов ex planta, образованием у растений морфологически 
выраженных симбиотических органов — клубеньков, а также возможностью точного из-
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мерения в лабораторных условиях биологического эффекта симбиоза (количество погло­
щенного из атмосферы азота, прибавка массы растений). К настоящему времени выясни­
лось, что образование бобово-ризобиального симбиоза тесно связано со многими фунда­
ментальными функциями растений — цитодифференцировкой и органогенезом, азотным и 
углеродным обменом, защитой от патогенов и регуляцией развития. Поэтому одним из 
важнейших стимулов для изучения симбиоза стала возможность его использования в каче­
стве модели для разработки ряда фундаментальных и прикладных проблем биологии и ге­
нетики развития высших растений. Немаловажным стимулом для изучения бобово- 
ризобиального симбиоза является и его большое практическое значение: целый ряд бобо­
вых (соя, люцерна, горох, арахис) относится к числу ключевых сельскохозяйственных 
культур, выращивание которых на экологически чистом “биологическом” азоте — весьма 
актуальная задача.

Начальная стадия многих микробно-растительных взаимодействий — это взаимное 
узнавание партнеров, которое в значительной степени основано на обмене молекулярными 
сигналами [33, 60]. Идентификация микробами выделяемых растениями факторов, а также 
растительной клеточной поверхности инициирует физиологические процессы, необходи­
мые для инфицирования хозяина. В свою очередь, воздействие микробных сигналов инду­
цирует экспрессию растительных генов, необходимых для активизации защитных или уси­
ливающих взаимодействие ответных реакций растений. Наиболее изученными примерами 
таких процессов являются: развитие фитопатогенов с последующим образованием фито­
алексинов и их элиситоров; активация v/r-генов Agrobacterium spp. и возникновение ко­
рончатых галлов; начальные стадии образования бобово-ризобиального симбиоза.

Симбиоз ризобий и бобовых растений основывается на сложных морфофизиологиче­
ских изменениях клеток обоих партнеров. Последние исследования сигнальных взаимо­
действий, определяющих становление азотфиксирующего симбиоза, позволили идентифи­
цировать первые растительные морфогены, индуцирующие развитие симбиотических ор­
ганов — корневых клубеньков. Круг растений-хозяев, на которых индивидуальные штам­
мы ризобий формируют клубеньки, детерминируется бактериальными «ocZ-генами, некото­
рые из которых кодируют белки, определяющие биосинтез сигнальных молекул (Nod- 
факторов). Комплементарность взаимодействия между штаммами ризобий и видами (сор­
тами) бобовых в значительной степени определяется структурным разнообразием Nod- 
факторов, которое, в свою очередь, определяет специфичность взаимодействия бактерий с 
бобовыми растениями [16, 38, 87].

Регуляция экспрессии ризобиальных nod-генов

Экспрессия ризобиальных noaf-генов обычно определяется с помощью бактериальных 
штаммов, у которых проведено слияние промоторов этих генов с репортерным геном lacZ 
(структурный ген (З-галактозидазы) из Escherichia coli [87]. При использовании такой гене­
тической конструкции экспрессия изучаемого ио<7-гена может регистрироваться по возрас­
танию р-галактозидазной активности. На первом этапе микробно-растительного взаимо­
действия флавоноиды, выделяемые в почву семенами или корнями бобовых, взаимодейст­
вуют с бактериальным белком NodD, который в результате приобретает способность акти­
вировать транскрипцию общих (nodABC) и специфических nod-генов. Ген nodD является 
единственным конститутивно работающим геном вирулентности ризобий, тогда как экс­
прессия других иобАгенов индуцибельна. При этом NodD-зависимая активация ризобиаль­
ных генов вирулентности — уже достаточно специфичная симбиотическая реакция.
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Флавоны, флавонаны и изофлавоны, роль которых существенна в инициации бобово- 
риэобиального симбиоза, представляют собой группу фенольных производных, широко 
распространенных в растениях. Основу их структуры составляют соединения, образую­
щиеся в результате конденсации производных коричной кислоты и малонатных структур. 
Флавоноиды, находящиеся в корнях, обладают широким спектром действия: они участву­
ют в защите от фитопатогенов, регуляции роста и инфицирования корня, влияют на раз­
личные стадии азотного метаболизма корня и обусловливают аллелопатические эффекты 
[12.68].

Первым химически охарактеризованным индуктором экспрессии nodABC-генов стал 
лютеолин, выделенный из экстракта семян люцерны [65]. К настоящему времени имеются 
данные о качественном и количественном составе флавоноидных метаболитов, выделяе­
мых рядом бобовых растений, а также о степени их ио<7-индуцирующей активности. Наи­
более изучены в этом отношении флавоноиды люцерны. Уже при набухании семян люцер­
ны в первые четыре часа кроме лютеолина выделяется еще ряд флавоноидов — производ­
ных лютеолина и апигенин, общим количеством 8,0 нмоль/семя/сут., причем наиболее ак­
тивные из них — хризоериол и лютеолин [34]. В корневых экзометаболитах люцерны, ко­
торые по своему флавоноидному составу отличаются от экссудатов семян, основными nod- 
индукторами являются 4,4’-диокси-2'-метоксихалкон, 4,7-диоксифлавон и 4,7-диоксифла- 
вонон, выделяющиеся в количестве около 0,1 нмоль/растение/сут. Лютеолин и хризоериол 
в корневых экссудатах люцерны не были обнаружены, а 4,4'-диокси-2'-метоксихалкон ин­
дуцировал транскрипцию nod-генов S. meliloti в концентрации на порядок меньшей, чем 
.-нотеолин. Индуцирующая активность фракции флавоноидов корневых экзометаболитов 
была на два порядка меньше суммарной активности метаболитов, выделившихся из набу­
хающих семян. Среди флавоноидных индукторов, выделенных из экссудатов семян и кор­
ней проростков люцерны, наиболее активен 4,4'-диокси-2'-метоксихалкон, вызывающий 
50%-ную индукцию nodABC-lacZ слияния у S.meliloti в концентрации 2 нмоль. Для хризое- 
рмола и лютеолина эти величины составляли 5 и 18 нмоль соответственно [34].

То, что семена и корни выделяют несколько флавоноидов, позволяет предположить, 
что клубенькообразование у бобовых — результат сложных взаимодействий белка NodD с 
растительными сигналами, одни из которых служат стимуляторами, а другие ингибитора­
ми лобАгенов. Так, индуцирующая активность смеси эквимолярных количеств лютеолина 
(сильный индуктор) и апигенина (слабый индуктор) была в два раза ниже активности од­
ного лютеолина. Наряду с этим лютеолин и халкон в низких концентрациях вызывали си­
нергическое увеличение транскрипции иосАгенов, что, вероятно, и объясняет неоднократно 
отмечаемое повышенное количество клубеньков в верхней части первичного корня — в 
зоне экссудации при прорастании семян, где могут находиться одновременно и лютеолин, 
выделяемый семенами, и халкон, выделяемый корнями [34, 35].

Для каждого вида ризобий характерны свои флавоноидные стимуляторы и ингибито­
ры »о<Агенов. Так, nod-гены R. leguminosarum bv. trifolii стимулируются тремя флавонои­
дами, а ингибируются четырьмя. Клубеньковые бактерии фасоли (R. leguminosarum bv. 
phaseoli) активно индуцируются эриодиктиолом, нарингенином и генистеин-7-глюкозидом 
из экссудатов растений. Хотя корневые флавоноиды составляют всего лишь 6% от количе­
ства флавоноидов, выделяемых семенами, в среднем индивидуальные вещества, секрети­
руемые из корней, являются в три раза более активными, чем ио<Аиндукторы из семян [40]. 
Количество флавоноидов, выделяемых фасолью, существенно влияет на последующее 
клубенькообразование. Линии, выделяющие большее количество флавоноидов после ино­
куляции, образуют и большее количество клубеньков, а наиболее богатые флавоноидами 
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линии фасоли, которые образуют окрашенные семена, превосходят белосемянные линии 
по количеству образуемых клубеньков [41,42].

Индукторами иоо'-генов клубеньковых бактерий сои являются изофлавоны дайдзеин и 
генистеин [49, 76]. Недавно был охарактеризован еще один сильный индуктор из корневых 
экссудатов сои — изоликвиритигенин, который, помимо индукции ггос?-генов, способство­
вал повышению устойчивости бактерий сои к флавоноидному фитоалексину глицеолину 
[45]. Вероятно, что изофлавоны сои, как и флавоноиды фасоли, определяют генотипиче­
ские различия по клубенькообразованию. Показано, что супернодулирующие (Nod++)My- 
танты сои выделяли после инокуляции большее количество флавоноидов, чем исходные 
формы [62].

Индукторы из экстрактов семян или экссудатов корней одного растения-хозяина не 
обязательно идентичны индукторам другого хозяина из той же группы перекрестной ино­
куляции (группы видов бобовых, инокулируемых сходными бактериями). Так, экссудаты 
Picia sativa, V. hirsuta и Pisum sativum содержат различные индукторы nod-генов R. 
leguminosarum bv. viceae. В каждом из экссудатов присутствует более одного индуктора, 
предпочтительно активирующего определенный nodD-ген. Например, в экссудатах И 
sativa обнаружено не менее семи индукторов, шесть из которых — флавонаны [93]. Более 
того, некоторые индукторы из корневых экссудатов вики и гороха способны индуцировать 
nodD-гены неспецифического микросимбионта — ризобий люцерны, хотя и не до макси­
мального уровня, т. е. специфичность симбиоза в этом случае определяется на более позд­
них стадиях развития [92].

Для группы перекрестной инокуляции клевера наблюдается аналогичная ситуация. 
Мажорные индукторы nodD-гена R. leguminosarum bv. trifolii из экссудатов Trifolium repens 
и Т. subterraneum различались по хроматографической подвижности (Rf), причем экссуда­
ты Т. repens способны вызывать, по крайней мере, 50%-ную индукцию иосЮ-генов R. 
leguminosarum bv. viceae и 5'. meliloti [82].

Ряд флавоноидов, не обладающих заметной nod индуцирующей активностью, могут 
ингибировать вызванную эффективными индукторами транскрипцию бактериальных nod- 
генов. Так, для R. leguminosarum bv. trifolii и S. meliloti индукция 4',7-диоксифлавоном ин­
гибируется формононетином [17]. Изофлавоноиды дайдзеин и генистеин, эффективные 
индукторы для В. japonicum [49], а также флавонол кемпферол — индуктор R 
leguminosarum bv. phaseoli [58] подавляют индукцию nod-генов R. leguminosarum bv. viceae 
[25]. В свою очередь нарингенин (индуктор nod-генов у R. leguminosarum bv. viceae) и хри- 
зин репрессируют вызванную дайдзеином и генистеином транскрипцию nod-генов у В 
japonicum [50]. Наиболее активные ингибиторы транскрипции nod-генов у R. legumino­
sarum bv. viceae, R. leguminosarum bv. trifolii и 5. meliloti [66] также являются структурны­
ми аналогами природных индукторов в этих симбиотических системах. Следует отметить, 
что для ингибирования nod-генов требуется концентрация флавоноида, на 1-2 порядка 
превышающая концентрацию, необходимую для индукции. Ингибирование активности 
nod-генов носит штаммоспецифический характер [50]. Так, хризин и нарингенин, активные 
ингибиторы транскрипции, вызванной дайдзеином у ряда типовых штаммов В. japonicum, 
не влияли на индукцию но^-генов В. japonicum USDA110 даже в концентрации 50 мкмоль. 
Как показали опыты с мечеными ингибиторами, это объясняется высокой скоростью де­
градации хризина и нарингенина штаммом USDA110.

Приведенные данные позволили предположить, что ингибиторы транскрипции конку­
рируют с индукторами, взаимодействуя с продуктом гена nodD. Возможно, что существо­
вание двух типов соединений — стимуляторов и ингибиторов — необходимо для взаимо­
действия бактерий с теми клетками корня, которые способны к восприятию и передаче 
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симбиотических сигналов. Эти клетки обычно располагаются в зоне появления корневых 
вожкков. следующей за зоной делящихся клеток. Делящиеся клетки с тонкими стенками, 
возможно, выделяют большие количества ингибиторов для защиты от ризобий, способных 
еэ деградировать [17, 18].

Большой интерес представляют данные [83] о создании гибридного гена nodD, со- 
стожшего на 75% из гена nodDl S. meliloti и на 25% из гена nodD R. leguminosarum bv. 
Brrf'olu (nodD604). Этот ген оказался способным конститутивно (в отсутствии флавоноидов) 
активировать максимальную транскрипцию генов клубенькообразования у клубеньковых 
бактерий гороха, клевера и люцерны. Более того, эта активация оказалась нечувствитель­
ной ко всем известным ингибиторам иосАгенов. Бактерии, содержащие ген nodD604, были 
способны формировать азотфиксирующие клубеньки не только на гомологичных, но и на 
гетерологичных растениях-хозяевах, в том числе на ряде тропических бобовых, на которых 
исходные штаммы R. leguminosarum bv. trifolii и S. meliloti были невирулентны. Так как 
количество флавоноидных индукторов в ризосфере ограничено [47], штаммы с подобными 
гибридными иосЮ-генами могут быть использованы для повышения симбиотической 
зэотфнксации в полевых условиях, а также, с применением ингибиторов индукции, для 
подавления высоко конкурентных, но малоэффективных местных штаммов [58, 59]. Пере­
нос nodD-генов из одного ризобиального штамма в другой вызывает в некоторых случаях 
расширение диапазона хозяйской специфичности [39].

Одним из механизмов, определяющих хозяйскую специфичность клубенькообразова­
ния. может быть наличие у ризобий нескольких копий гена nodD. Так, у ризобий люцерны 
на Sym-плазмиде выявлено три функционально активные копии этого гена {nodDl-nodD3), 
которые реагируют с флавоноидными индукторами от разных растений-хозяев [31], а у 
рязобий сои имеется две копии этого гена [30]. В то же время у штамма NGR234 
Rhizobium sp., обладающего очень широким кругом растений-хозяев, имеется единствен­
ная копия гена nodD, которая обеспечивает активацию генов вирулентности разными фла- 
зоноидами-эффекторами [70].

В растительных тканях ризобиальные nod-гены индуцируют целый ряд процессов, 
включающих сильную экспрессию ряда растительных генов в инфекционных нитях и ран­
нем инфекционной зоне внутри клубенька [87]. Однако экспрессия nod-генов останавлива­
ется или значительно уменьшается при выходе бактерий из инфекционных нитей и образо­
вании бактероидов [78]. У R. leguminosarum bv. viceae уровень содержания белков NodA, 
Nodi, NodE и NodO в клубеньках по крайней мере в 14 раз ниже, чем в бактериальной 
культуре, в то время как количество белка NodD уменьшается только в три раза [79]. В 
случае транскрипции nodD-генов 5. meliloti в клубеньках люцерны ситуация совершенно 
иная — экспрессия nodDl и nodD3 в зрелых клубеньках многократно уменьшается [78]. 
Низкий уровень транскрипции nod-генов возможен вследствие: а) лимитирования количе­
ства NodD-белков, б) отсутствия индукторов, в) появления специфических репрессоров 
экспрессии nod-генов [80]. Идентифицирован репрессор nod-генов у 5. meliloti, существу­
ют также доказательства того, что экспрессия nod-генов у этих бактерий подавляется NH4+ 
[22]. Однако было показано, что концентрация азота существенно не влияет на экспрессию 
rod-генов у R leguminosarum bv. viceae [5].

По крайней мере у некоторых ризобиальных штаммов существует регуляторная сис­
тема, дополнительная к контролю белком NodD индукции экспрессии nod-генов. Так, у В. 
japonicum в этом процессе участвуют продукты генов nodV и nodlV, которые являются со­
ставными частями двухкомпонентной регуляторной белковой системы. Они определяют 
широкую хозяйскую специфичность В. japonicum и, по-видимому, необходимы для нор­
мальной высокоуровневой индукции nod-генов [77].
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Роль структурного разнообразия Nod-факторов 
в специфичности образования симбиоза

Индукция растительными флавоноидами бактериальных ио<7-генов является лишь 
первым этапом развития симбиоза, на котором проявляется специфичность взаимодейст­
вия партнеров. Окончательно эта специфичность определяется при воздействии на бобо­
вые Nod-факторов, синтезируемых бактериями в ответ на действие флавоноидов. Nod- 
фактор, структура которого была установлена первой, был выделен из культуральной жид­
кости S. meliloti при добавлении индуктора лютеолина [53]. Позднее было показано, что S. 
meliloti продуцирует целый набор структурно сходных липоолигосахаридов. Длина олиго- 
сахаридной цепи варьировала от трех до пяти мономеров ацетилглюкозамина [6, 73, 81]. 
Как и S. meliloti, все исследуемые впоследствии виды ризобий выделяли по нескольку ти­
пов Nod-факторов. Все они липохитоолигосахариды, однако их структурные особенности 
характерны для каждого вида ризобий и даже для индивидуальных штаммов. Роль бакте­
риальных ио<У-генов в контроле структуры Nod-факторов была окончательно установлена 
после того, как были выделены и идентифицированы продукты этих генов. Сборка коро­
вой структуры фактора, лишенной заместителей, кодируется общими но<7Л5С-генами. 
Предшественник синтеза скелета фактора — глюкозамин-6-фосфат образуется с помощью 
глюкозаминсинтазы, кодируемой геном nodM [5]. Синтез хитинового скелета контролиру­
ет белок NodC, гомологичный хитинсинтазе [15, 29, 46]. Продукт гена NodB деацетилирует 
терминальный нередуцирующий ацетилглюкозамин [44], а белок NodA присоединяет жир­
ную кислоту к этому глюкозамину [72, 75].

Гены хозяйской специфичности модифицируют коровую структуру Nod-фактора. Так, 
контролируемая геном nodH сульфатная группа, прикрепленная к восстанавливающему 
концу олигосахаридной цепочки, — основной детерминант хозяйской специфичности у S. 
meliloti [53, 74]. Указанная сульфатная группа необходима для индукции ответной реакции 
у растений люцерны и одновременно препятствует возникновению ответа у растений, не 
являющихся хозяевами, например у вики [90].

У R. leguminosarum и R. meliloti роль важнейшего гена хозяйской специфичности иг­
рает nodE [53, 84]. Продукты генов nodE и nodF, гомологичные кетоацилсинтазе и ацилпе­
реносящему белку, необходимы для синтеза высоко ненасыщенной ацильной цепи на не­
редуцирующем конце [84]. Гидрофобность этой жирной кислоты определяет различия в 
хозяйской специфичности внутри вида R. leguminosarum — между R. leguminosarum bv. 
viceae и trifolii [8, 85]. NodL-белок гомологичен ацетилтрансферазе и добавляет О- 
ацетильную группу к Nod-фактору [7, 84]. Ген nodS отвечает за N-метилирование Nod- 
фактора на нередуцирующем конце [28, 43]. Ген хозяйской специфичности nodZ из 
Bradyrhizobium japonicum необходим для заражения тропического бобового сиратро 
{Macroptilium Urb.). Он отвечает за добавление к редуцирующему концу N-глюкозамина 
остатка 2-О-метилфукозы [57, 88]. Однако Nod-факторы бактерий, способных к перекрест­
ному заражению различных видов бобовых растений, включая Macroptilium, содержат ли­
бо N-метильный заместитель (A. tropici), либо дополнительный моносахаридный остаток 
(5. fredii) [6, 57, 67]. Таким образом, специфичность инокуляции таких растений-хозяев, 
как Macroptilium, не всегда связана с существованием особого заместителя на олигосаха­
ридной цепочке Nod-фактора. По-видимому, такие штаммоспецифичные заместители, как 
N-метильный или фукозильный остатки, в ряде случаев могут выполнять эквивалентную 
роль в трансдукции бактериального сигнала [87].
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Описанные выше гены принимают участие в синтезе коровой структуры и декориро- 
Nod-факторов ризобий. Имеется еще ряд генов, влияющих на клубенькообразование 

в хозяйскую специфичность, функции которых связаны с дальнейшей судьбой синтезиро- 
вжных сигналов и описаны пока очень неполно. Большинство секретируемых бактерией 
Nod-метаболитов накапливается вначале в клетке [19]. Предполагается, что гены nodi и 

контролируют транспорт фактора через мембрану [86].

Действие Nod-факторов на бобовые растения

Выделенные из бактериальных культур или химически синтезированные Nod-факторы 
в диапазоне концентраций 10 -10~ 2 М могут инициировать различные процессы в расте­
ниях. Первыми биохимическими реакциями являются деполяризация клеточной мембраны 
корневого волоска [23, 25, 52], модуляция протонных и кальциевых ионных потоков в рас­
тительной клетке [3]. Эти реакции сопровождаются деформацией корневых волосков, яв­
ляющейся первым морфологическим различимым этапом инфекции корней бобовых клу­
беньковыми бактериями. Однако еще более ранняя реакция растения на наномолярные 
концентрации ризобиальных Nod-факторов — мембранная деполяризация клеток корня 
происходит уже через 10 мин после инокуляции [23]. У Vicia sativa уже пяти-десяти минут 
воздействия Nod-факторов на корни достаточно для индукции деформации корневых во­
лосков, которая проявляется через час. [36]. Через три часа в соответствующих восприим­
чивых зонах может деформироваться большинство корневых волосков. Эти процессы, по- 
видимому, не являются строго хозяйско-специфичными в развитии симбиоза. Так, дефор­
мация корневых волосков у Vicia sativa может индуцироваться Nod-факторами, выделен­
ными из культуральной жидкости не только R. leguminosarum bv. viceae, но также и из В. 
japonicum [10] или из R. loti [56]. Эти Nod-факторы могут индуцировать скручивание кор­
невых волосков у Macroptilium [70, 71]. Их индукция также не является хозяйско- 
специфичной, хотя использование в 10-100 раз больших концентраций Nod-факторов из 
неспецифичных групп ризобий позволяет достигнуть такой же степени скручивания, как 
при действии Nod-факторов специфичного штамма.

Большой интерес представляет вопрос о происхождении сигнальных взаимодействий 
ризобий с бобовыми и о связи этих взаимодействий с другими морфогенетическими про­
цессами у растений. С одной стороны, было показано, что Nod-факторы близки по струк­
туре к олигосахаринам, которые играют важную роль в регуляции развития высших расте­
ний [13]. Поэтому логичным было бы предположить, что в процессе коэволюции с расте­
ниями-хозяевами ризобии “научились” имитировать синтез растительных регуляторов, 
возможно, в результате переноса некоторых генов от растений-хозяев. О возможности та­
кого переноса говорят данные о том, что некоторые гены ризобий имеют структуру, очень 
близкую к генам эукариот, например ген глутаминсинтетазы-2 у В. japonicum [9], ген аде- 
нилатциклазы у .S', meliloti [4] или белков цитоскелета у S. meliloti [61]. С другой стороны, 
Nod-факторы по структуре близки к олигомерам хитина, основного компонента клеточной 
стенки грибов. Поэтому представляется возможным и то, что система сигнального взаимо­
действия ризобий с бобовыми сформировалась в значительной степени на основе систем 
узнавания растениями более древних грибных симбионтов, например эндомикоризных 
грибов. Об этом свидетельствует наличие морфологически сходных стадий развития этих 
симбиозов и даже ряда общих генов, контролирующих их развитие [27].

В связи с этим важно отметить, что и клубеньковые бактерии и бобовые растения 
имеют сложные системы рецепции и процессинга сигнальных молекул, получаемых от 
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партнера. У ризобий это белок NodD и системы модификации (расщепления) раститель­
ных флавоноидов [69], а у бобовых — системы расщепления Nod-факторов хитиназами 
[88]. Однако природа растительных молекул, которые осуществляют рецепцию Nod- 
факторов, до сих пор не выяснена, и даже неясно, поверхностные или внутриклеточные эти 
рецепторы[48]. По-видимому, выявление растительных генов, контролирующих рецепцию 
Nod-факторов, а также анализ сигнальных взаимодействий с ризобиями на более поздних 
стадиях формирования эндосимбиотической системы, станет одной из основных задач мо­
лекулярно-генетического анализа симбиоза на ближайшие годы.

Оптимизация сигнальных взаимодействий 
как фактор повышения эффективности 

бобово-ризобиального симбиоза

Одним из наиболее изученных примеров сигнального взаимодействия ризобий с бобо­
выми является симбиоз “афганских” Горохов генотипа sym2sym2 [51, 55] со штаммами R. 
leguminosarum bv. viceae, содержащими ген вирулентности nodX [14]. Функция гена nodX 
известна [26]: он определяет присоединение ацетильного остатка в положении С-6 редуци­
рующего конца Nod-фактора, что, возможно, повышает устойчивость этого фактора к дей­
ствию растительных хитиназ или скорость его проникновения в корни гороха. Механизм 
действия комплементарной растительной аллели sym2 пока еще неясен, однако возможно, 
что она связана со специфической рецепцией Nod-фактора или же с его транспортом внут­
ри растительных клеток.

Важно отметить, что взаимодействие sym2-nodX весьма специфично, так как боль­
шинство штаммов ризобий гороха, обитающих в почвах Европы, лишено гена nodX и, сле­
довательно, не может инокулировать “афганские” горохи. Зато европейские штаммы R. 
leguminosarum bv. viceae легко вступают в симбиоз с культурными формами гороха, 
имеющими генотип Sym2Sym2. Это часто затрудняет использование препаратов ризобий 
под горох: высокоактивные производственные штаммы оказываются неспособными кон­
курировать с находящимися в почвах "местными” малоактивными, но конкурентоспособ­
ными штаммами ризобий. Очевидно, что преодолеть эту конкуренцию можно, введя в ге­
нотип культурных Горохов рецессивную аллель sym2, а в генотип производственных 
штаммов ризобий — комплементарный ген nodX. Наиболее изученный носитель гена nodX 
— штамм ТОМ, выделенный из почв Турции [91]. Однако его практическое использование 
затруднено так называемым эффектом Cnb (competitive nodulation blocking) — блокирова­
нием образования клубеньков на “афганском” горохе в присутствии невирулентных штам­
мов ризобий [20, 91]. К счастью, Cnb-эффект не обязательный результат наличия у бакте­
рий гена nodX'. нам удалось выделить из почв Северо-Запада России штамм А1, который 
способен активно заражать “афганские” горохи в присутствии других местных штаммов 
[1]. Этот штамм, как и ТОМ, содержит ген nodX, причем гомология этого гена при сравне­
нии штаммов ТОМ и А1 оказалась близкой к 100%.

Для создания растительного компонента системы, комплементарного штамму А1, бы­
ла использована разработанная Н. М. Чекалиным [2] методика введения гена sym2 из 
“афганских” Горохов в культурные сорта. В результате совместной работы с ВНИИ зерно­
бобовых и крупяных культур (г. Орел) был получен ряд изолиний высокопродуктивного 
сорта Норд, которые сохранили весь комплекс хозяйственноценных признаков этого сорта, 
однако при этом гомозиготны по аллели sym2 и поэтому практически не образуют клу­
беньков при выращивании в стандартных почвах [63]. В полевых условиях при инокуляции 
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ятзммом Al урожайность семян у отселектированных линий была на 57% выше, чем у 
■сходного сорта Норд, а также существенно возрастало содержание фиксированного азота 
1 урожае, т. е. наблюдалось ожидаемое комплементарное взаимодействие растительного и 
оая~ериального генотипов.

Весьма неожиданные результаты дало дальнейшее изучение сигнального взаимодей­
ствия в системе “афганских” Горохов. В ходе работы, проведенной совместно с Лейден- 
скжм университетом (группой, руководимой проф. Б. Люгтенбергом), мы выяснили, что 
устойчивость этих Горохов к инфицированию может быть преодолена в результате введе- 
гам в ризобиальный штамм не только гена nodX, но и негомологичного ему гена nodZ, ко­
торый был первоначально выделен из штамма NGR234, способного заражать широкий 
■руг тропических бобовых растений [64]. Ген nodZ определяет присоединение в положе- 
ш С-6 редуцирующего конца Nod-фактора остатка фукозы, который по молекулярной 
■онфигурации и массе значительно отличается от ацетильного остатка. Таким образом, 
существенным для преодоления устойчивости “афганских” Горохов оказалась достаточно 
веспецифическая модификация редуцирующего конца Nod-фактора, что весьма сущест­
венно для дальнейших работ по конструированию штаммов ризобий, способных к эффек- 
тавному симбиозу с сортами гороха, имеющими генотип sym2sym2 [64].

Таким образом, обмен партнеров сигнальными факторами является универсальной 
стратегией формирования микробно-растительных симбиотических систем. Сигналлинг 
следует рассматривать как основной способ: а) перехода организма из свободноживущего 
в симбиотическое состояние; б) взаимной регуляции жизнедеятельности партнеров при 
симбиозе. Результатом сигналлинга является высокоспецифичная перекрестная регуляция 
генов партнеров, что принципиально отличает сигнальные взаимодействия от трофиче­
ских. сводящихся к обмену партнеров источниками питания или энергии. Однако именно 
сигнальные взаимодействия, происходящие на самых первых стадиях узнавания партне­
ров. определяют возможность дальнейшего развития симбиоза, что приводит к формиро­
ванию у растений сложно устроенных клубеньков, к индукции симбиотической азотфикса- 
ши< и в конечном итоге придает растениям принципиально новую трофическую функ­
цию — использование N2 в качестве основного источника азотного питания.
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