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Политипические виды клубеньковых бактерий Rhizobium leguminosarum (включает биовары viciae и
trifolii) и Neorhizobium galegae (биовары orientalis и officinalis) различаются по нуклеотидному поли-
морфизму генов “домашнего хозяйства” (hkg) и симбиотически специализированных генов (sym),
контролирующих образование N2-фиксирующих клубеньков у бобовых растений. У R. leguminosarum ве-
личины p-distance по sym-генам выше, чем по hkg-генам у штаммов, относящихся как к одному, так и к
разным биоварам. У N. galegae различия между биоварами по sym-генам выше, чем по hkg-генам, однако
у штаммов одного биовара полиморфизм sym-генов ниже, чем hkg-генов. Коэффициенты дифференци-
ации биоваров по обеим группам генов выше у N. galegae, чем у R. leguminosarum, что может быть свя-
зано с пространственной изоляцией биоваров N. galegae. У данного вида ризобий конгруэнтность
(сходство) филогений sym- и hkg-генов более выражена, чем у R. leguminosarum. Это указывает на ак-
тивный перенос sym-генов в популяциях R. leguminosarum, который может быть важным фактором
глубокой диверсификации этого вида ризобий по признакам симбиоза.
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Клубеньковые бактерии (ризобии), N2-фикси-
рующие симбионты бобовых растений обладают
сложно устроенными геномами, которые состоят
из консервативных коровых и вариабельных ак-
цессорных частей [1]. Гены коровой части генома
отвечают за функции “домашнего хозяйства” –
основной метаболизм, развитие и размножение,
матричные процессы (hkg, от house-keeping genes), и
их дивергенция определяет видообразование. Ак-
цессорные гены кодируют различные адаптивные
функции, включая симбиоз с растениями (sym-
гены), и их дивергенция характеризует микроэво-
люционные процессы [2]. Многие виды ризобий
являются политипическими: они состоят из био-
варов, контрастно различающихся по хозяйской
специфичности [3]. Среди этих видов наиболее
изучены Rhizobium leguminosarum, включающий
bv. viciae (симбионты растений трибы Fabeae, ро-
ды Lathyrus, Lens, Pisum, Vavilovia, Vicia), bv. trifolii
(симбионты рода Trifolium из трибы Trifolieae), bv.

phaseoli (симбионты Phaseolus vulgaris из трибы
Phaseoleae) и Neorhizobium galegae, разделяемый
на bv. orientalis и bv. officinalis – симбионты коз-
лятника восточного (Galega orientalis) и лекар-
ственного (G. officinalis).

Ранее мы показали [4–6], что штаммы R. legu-
minosarum и N. galegae существенно варьируют по
нуклеотидным последовательностям sym- и hkg-
генов. Поскольку эти виды ризобий различаются
по геномной организации [2] и по ареалам распро-
странения, мы решили сопоставить полиморфизм
sym- и hkg-генов у R. leguminosarum и N. galegae.

Для этого мы изучили нуклеотидный полимор-
физм (p-distance) у выборки штаммов ризобий из
базы данных NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov),
включающей 16 штаммов R. leguminosarum (10 –
bv. viciae, 6 – bv. trifolii) и 14 штаммов N. galegae (8 –
bv. officinalis, 6 – bv. orientalis) по конкатенирован-
ным (объединенным) последовательностям 4
sym-генов (nodA, nodC, nodD, nifH) и 4 hkg-генов
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(16S рДНК, dnaK, glnA, gltA); обозначения штам-
мов даны на рис. 1. Для построения филогений
использовали метод Neighbor Joining [7], эволю-
ционные расстояния рассчитывали с помощью
метода p-distance [8], bootstrap-тест [9] проведен с
1000 итераций в программе Mega X [10], конечная
обработка данных проведена с помощью онлайн-
утилиты iTOL [11].

Сопоставление двух политипических видов
ризобий по степени полиморфизма нуклеотид-
ных последовательностей показало (табл. 1), что у
R. leguminosarum внутри биоваров наиболее из-
менчивы sym-гены, а у N. galegae – hkg-гены. Рас-
хождение биоваров по hkg-генам одинаково для
обоих видов, тогда как sym-гены наиболее сильно
различаются у биоваров R. leguminosarum. У обоих

видов ризобий различия биоваров по уровню по-
лиморфизма сильнее выражены для sym-генов,
чем для hkg-генов, причем у R. leguminosarum эти
различия более существенны, чем у N. galegae.
Коэффициенты дифференциации (КД) биоваров
по нуклеотидным последовательностям sym- и
hkg-генов (отношения различий между биовара-
ми к общей изменчивости генов [12]) у N. galegae
выше, чем у R. leguminosarum, по обеим группам
генов, причем наиболее сильно различие КД вы-
ражено для hkg-генов.

Анализ конгруэнтности (совпадения) филоге-
ний sym- и hkg-генов показал (рис. 1), что среди 14
изученных штаммов N. galegae одинаковое поло-
жение на дендрограммах этих генов занимают 12
(85.7%) штаммов, тогда как среди 16 штаммов

Рис. 1. Сопоставление филогений конкатенированных (объединенных) последовательностей генов “домашнего хо-
зяйства” (hkg) и симбиотически специализированных генов (sym) у биоваров, входящих в виды Neorhizobium galegae
(Ngor – bv. orientalis выделен желтым, Ngof – bv. officinalis выделен синим) и Rhizobium leguminosarum (Rlt – bv. trifolii вы-
делен оранжевым, Rlv – bv. viciae выделен зеленым). Филогении генов построены с применением метода Neighbor join-
ing и изображены с сохранением эволюционных расстояний, на узлах представлены значения bootstrap в долях от 1.
Линии соединяют названия одного и того же штамма на hkg- и sym-дендрограммах.
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R. leguminosarum такое положение занимают лишь
2 (12.5%) штамма (tSt = 5.86, P0 < 0.001). Это поз-
воляет предположить, что выявленные нами меж-
видовые различия по степени полиморфизма sym- и
hkg-генов связаны с более высокой интенсивно-
стью переноса sym-генов в популяциях R. legumino-
sarum, что согласуется с различием видов по вели-
чинам КД. Известно, что геном этого вида ризобий
состоит из хромосомы и плазмид, одна из кото-
рых (pSym), имеющая размер 200–500 тпн, содер-
жит sym-гены и обычно способна к конъюгатив-
ному переносу между разными штаммами [1]. У
N. galegae sym-гены расположены на хромидах,
имеющих размер более 1600 тпн и не способных к
переносу. Эти хромиды имеют системы реплика-
ции плазмидного типа repABC, однако содержат
гены рРНК и тРНК, которые у большинства ви-
дов ризобий расположены в хромосомах [13].

Ограниченный перенос генов в популяциях
N. galegae может быть связан с тем, что Galega ori-
entalis и G. officinalis обычно произрастают раз-
дельно [14], что определяется конкуренцией род-
ственных видов козлятника за общие биотопы, а
также разной экологической специализацией этих
видов. В то же время хозяева биоваров R. legumi-
nosarum, относящиеся к разным трибам бобовых
(например, Trifolium, Lathyrus, Vicia), часто про-
израстают совместно, что создает возможность
для стабильного сосуществования bv. viciae и bv.
trifolii и для их обмена генами.

Ранее было показано, что эколого-генетиче-
ские механизмы эволюции sym- и hkg-генов у ри-
зобий существенно различаются. Эволюция sym-
генов происходит под действием селективных
факторов (различные формы индивидуального и
группового отбора), индуцируемых растениями-хо-
зяевами, тогда как эволюция hkg-генов определяет-
ся не изученными пока факторами, которые могут
быть связаны с почвенно-климатическими услови-
ями [2]. Представленные нами данные позволяют
предположить, что у N. galegae благодаря ограни-
ченному переносу генов в популяциях, индуцируе-
мый растениями дизруптивный отбор, определяю-
щий формирование политипической структуры ви-
да, не ограничен sym-генами и распространяется
на hkg-гены.

Причиной межвидовых различий ризобий по
уровню полиморфизма может быть также разная
степень их дивергенции хозяев, которые у N. galegae
относятся к одному роду бобовых, а у R. leguminosa-
rum – к разным родам и трибам. Анализ величин КД
(табл. 1) позволяет предположить, что у R. legumino-
sarum популяции обладают большей, чем у N. gale-
gae, панмиктичностью, что согласуется с резуль-
татами филогенетического анализа (рис. 1). Ин-
тересно отметить, что у обоих видов ризобий
дифференциация биоваров менее выражена для
hkg-генов, чем для sym-генов. Низкая дифферен-
циация биоваров R. leguminosarum по hkg-генам
(КД = 0.0228) указывает на то, что интенсивность

Таблица 1. Нуклеотидный полиморфизм (p-distance) генов симбиоза (sym) и домашнего хозяйства (hkg) у поли-
типических видов ризобий

Примечание. Средние значения параметров полиморфизма sym- и hkg-генов сравнивали с помощью критерия Стьюдента
(tSt). Знаки “<” и “>” указывают на достоверность различий (P0 < 0.01) между находящимися в соседних колонках значения-
ми параметров, вычисленными для разных биоваров или видов ризобий (“≈” – различие недостоверно, P0 > 0.05).

Гены
Rhizobium leguminosarum Neorhizobium galegae

bv. viciae bv. trifolii bv. orientalis bv. officinalis

Сравнение штаммов одного биовара
sym 0.0393 < 0.1351 0.0018 > 0.0007
hkg 0.0192 < 0.0307 0.0177 > 0.0035
sym/hkg 2.05 4.40 0.10 0.20
tSt (P0) 9.52 (<0.001) 27.13 (<0.001) 10.52 (<0.001) 4.87 (<0.01)

Сравнение штаммов из разных биоваров
sym 0.2485 > 0.0444
hkg 0.0290 ≈ 0.0313
sym/hkg 8.48 1.42
tSt (P0) 36.92 (<0.001) 3.34 (<0.01)

Коэффициенты дифференциации биоваров
sym 0.4404 < 0.9492
hkg 0.0228 < 0.4842
sym/hkg 19.31 1.96
tSt (P0) 29.12 (<0.001) 17.61 (<0.001)
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внутривидового переноса для этих хромосомных
генов может быть достаточно высокой, например
в связи с характерными для ризобий процессами
трансформации и трансдукции [15].

Таким образом, мы показали, что у политипи-
ческих видов N. galegae и R. leguminosarum нуклео-
тидный полиморфизм hkg- и sym-генов суще-
ственно различается, поскольку: а) изменчивость
генов обеих групп у R. leguminosarum выше, чем у
N. galegae, причем это различие наиболее выраже-
но для sym-генов (отношения sym/hkg для всех по-
казателей полиморфизма у R. leguminosarum вы-
ше, чем у N. galegae); б) величины КД по обеим
группам генов у N. galegae выше, чем у R. legumino-
sarum; в) у N. galegae конгруэнтность филогений
sym- и hkg-генов более выражена, чем у R. legumi-
nosarum.

Таким образом, выявленная нами видоспеци-
фичность нуклеотидного полиморфизма генов
ризобий, по-видимому, определяется особенно-
стями организации геномов N. galegae и R. legumi-
nosarum, влияющими на мобильность sym-генов.
Наиболее велика она у R. leguminosarum, что соот-
ветствует глубокой диверсификации этого вида
ризобий по хозяйской специфичности, определяю-
щей более широкое географическое распростране-
ние R. leguminosarum по сравнению с N. galegae. Ло-
гично предположить, что в эволюции sym-генов,
наряду с индуцируемым хозяевами отбором суще-
ственную роль играет перенос этих генов в бактери-
альных популяциях, интенсивность которого опре-
деляется как их пространственной структурой,
так и геномной локализацией sym-генов. Поэто-
му влияние географической изоляции растений-
хозяев на дивергенцию их симбионтов может
быть не менее значимым, чем влияние индуциру-
емых растениями селективных факторов.

Механизмы связи между интенсивностью пе-
реноса генов в популяциях ризобий и их поли-
морфизмом представляют большой интерес для
дальнейших исследований. Особое внимание
привлекают механизмы эволюции коровой части
генома, которая: а) происходит независимо от
симбиоза – наиболее изученного, и, как долго
считалось, основного фактора эволюции ризобий;
б) включает перенос хромосомных hkg-генов в
популяциях обоих видов ризобий, который, как
показал анализ КД, может происходить не менее
интенсивно, чем перенос вне хромосомных sym-
генов в связи с характерными для этих бактерий
процессами трансформации и трансдукции [15].

Работа поддержана грантом РНФ 19-16-00081П.
Настоящая статья не содержит каких-либо ис-

следований с использованием в качестве объекта
животных.

Настоящая статья не содержит каких-либо ис-
следований с участием в качестве объекта людей.

Авторы заявляют, что у них нет конфликта ин-
тересов.
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Polymorphism of Core and Symbiotically Specialized Genes
in the Polytypic Species of Nodule Bacteria
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The polytypic species of nodule bacteria Rhizobium leguminosarum (includes biovars viciae and trifolii) and
Neorhizobium galegae (biovars orientalis and officinalis) differ in the nucleotide polymorphism of housekeep-
ing genes (hkg) and of symbiotically specialized genes (sym) that control the formation of N2-fixing nodules
in leguminous plants. In R. leguminosarum, p-distance values for sym genes are higher than for hkg genes in
strains from the same and from different biovars. In N. galegae, differences between biovars in sym genes are
higher than in hkg genes while within biovars, polymorphism in sym genes is lower than in hkg genes. Coeffi-
cients of biovar differentiation for both groups of genes are higher in N. galegae than in R. leguminosarum, pos-
sibly reflecting the spatial isolation of N. galegae biovars. In these species of rhizobia, the phylogenetic con-
gruence of sym and hkg genes is more pronounced in N. galegae than in R. leguminosarum. This difference
indicates an active transfer of sym genes in R. leguminosarum populations possibly representing an important
factor of the deep diversification for symbiotic traits in this rhizobia species.

Keywords: nodule bacteria (rhizobia), nucleotide polymorphism, evolution of symbiosis, Rhizobium legumi-
nosarum, Neorhizobium galegae, phylogenetic congruence and transfer of genes.


