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ОБЩАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА РАБОТЫ 

Актуальность темы исследования. Семейство бобовых растений включает 

множество ценных для сельского хозяйства видов, в числе которых пищевые и 

кормовые культуры. Уникальность растений этого семейства заключается в 

формировании симбиотических отношений с азотфиксирующими клубеньковыми 

бактериями (ризобиями), которые, в свою очередь, способны обеспечивать растение-

хозяина азотным питанием в бедных азотом почвах. Взаимодействие начинается с 

обмена сигналами между партнерами, когда растения выделяют флавоноиды, а 

ризобии в ответ синтезируют факторы клубенькообразования (Nod-факторы). После 

передачи сигнала от Nod-фактора в ядро растительной клетки, активируется комплекс 

транскрипционных факторов, регулирующих дальнейшее развитие и 

функционирование симбиоза. Одним из ключевых регуляторов в контроле этого 

процесса является транскрипционный фактор NIN (от англ. NODULE INCEPTION), 

который является специфичным мастер-регулятором бобово-ризобиального симбиоза. 

Несмотря на то, что транскрипционный фактор NIN был выявлен более 20 лет 

назад, особенности его структурной организации и регуляции, а также эволюции 

остаются малоисследованными. Транскрипционный фактор NIN является основателем 

семейства NIN-подобных белков (NLP), которые широко представлены практически во 

всех группах растений. Несмотря на общее сходство всех белков NLP, только NIN был 

рекрутирован для выполнения ключевой роли в регуляции развития ризобиального 

симбиоза. Он необходим для контроля развития инфекции, регуляции органогенеза 

клубеньков, а также вовлечен в системную регуляцию клубенькообразования. Остается 

неясным, что определило столь уникальные свойства этого транскрипционного 

фактора. На сегодняшний день предложены две гипотезы, объясняющие многообразие 

функций NIN в развитии бобово-ризобиального симбиоза: протеолитическое 

расщепление транскрипционного фактора NIN с проявлением разной активности у 

образованных форм и наличие разнообразных регуляторных мотивов в промоторе гена 

NIN, обеспечивающие его избирательную активацию в разных тканях. В данной работе 

были рассмотрены обе гипотезы и проведен анализ данных, объясняющих участие NIN 

в регуляции различных процессов при симбиозе. 

Транскрипционный фактор NIN был выявлен у представителей рода Parasponia 

из семейства Cannabaceae (который уникальным образом формирует эффективный 

симбиоз с ризобиями). Исследования показали, что родственные Parasponia виды 

родов Trema и Humulus имеют набор из 290 генов, необходимых для развития 

ризобиального симбиоза, но теряют три ключевых гена симбиоза, среди которых и ген 

NIN. В связи с этим представляло интерес выяснить, сможет ли введение гена NIN со 

всеми регуляторными элементами в геном таких небобовых растений стать основой 

для создания новых симбиотических систем.  

Цель и задачи исследования. Изучение структурной организации и 

особенностей регуляции транскрипционного фактора NIN, необходимого для контроля 

инфекционного процесса и морфогенеза клубенька при ризобиальном симбиозе, а 

также сравнительный анализ влияния переноса гена NIN в геном небобовых растений. 

Для достижения поставленной цели были определены следующие задачи: 

1. Сравнительный анализ структурной организации транскрипционного фактора 

NIN и его ближайших гомологов белков NLP у бобовых растений, выявление мотивов, 

определяющих функциональную активность транскрипционного фактора NIN при 

контроле инфекционного процесса и органогенеза клубеньков. 
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2. Поиск и изучение новых регуляторов, с которыми взаимодействует 

транскрипционный фактор NIN в процессе формирования и функционирования 

клубенька. 

3. Поиск и анализ регуляторных последовательностей в промоторной области 

гена NIN гороха посевного, необходимых для регуляции его экспрессии на различных 

этапах клубенькообразования. 

4. Изучение роли транскрипционного фактора NIN в контроле более поздних 

этапов формирования и функционирования клубенька, регулируемых цитокининами. 

Выявления новых генов-мишеней транскрипционного фактора NIN, работающих на 

этих стадиях. 

5. Анализ влияния интродукции гена NIN гороха в геном небобового растения 

хмеля на рост и развитие этих растений. 

Научная новизна. На основании сравнительного анализа был впервые 

выявлен уникальный мотив на N-конце транскрипционного фактора NIN, характерный 

для растений, образующих клубеньки недетерминированного типа. Выявлены новые 

ко-регуляторы, взаимодействующие с белком NIN гороха посевного, при развитии 

симбиоза. Среди них оказались ферменты, которые могут участвовать в модификации 

этого транскрипционного фактора, а также ключевые ферменты, влияющие на 

метаболизм клубеньков (ФЕП-карбоксилаза). Выявлены удаленные цитокинин-

регулируемый CE-элемент и гиббереллин-регулируемый GA-элемент, а также сайты 

посадки транскрипционных факторов IPD3/CYCLOPS (CYC-регуляторный элемент) и 

NSP1 (NSP1-элемент) в промоторе гена NIN гороха. Выявлена роль транскрипционного 

фактора NIN в контроле поздних этапов развития симбиотических клубеньков, 

связанных с контролем выхода ризобий из инфекционных нитей. Выявлены новые 

мишени – регуляторы морфогенеза клубенька, которые активирует транскрипционный 

фактор NIN. Среди них транскрипционный регулятор SEUSS, который может влиять 

на активность меристем в клубеньках недетерминированного типа. Впервые 

исследовано влияние NIN на небобовые растения. В результате интродукции 

кодирующей последовательности гена NIN гороха в геном небобового растения хмеля 

была впервые показана возможность образования клубенькоподобных структур на 

корнях этих растений, в норме не образующих симбиозы с азотфиксирующими 

бактериями. 

Теоретическая и практическая значимость. Изучение особенностей 

регуляции транскрипционного фактора NIN позволит влиять на эффективность 

симбиоза бобовых растений с ризобиями. Оценка возможности интродукции гена NIN 

в небобовые растения и получение у них клубенько-подобных структур на корнях 

станет основой для увеличения в будущем круга растений, способных вступать в 

симбиоз с азотфиксирующими бактериями. Это может стать перспективным 

направлением исследований, поскольку создание небобовых растений, способных 

получать азот с помощью микросимбионтов, позволит существенно снизить 

использование азотных удобрений, что приведет к экологизации сельского хозяйства 

и позволит уменьшить негативные последствия использования химических удобрений. 

Положения, выносимые на защиту 

1. Транскрипционный фактор NIN содержит уникальные мотивы в N-концевом GAF-

подобном домене белка, характерные для этого регулятора у растений, образующих 

клубеньки недетерминированного типа.  

2. Экспрессия гена NIN зависит от удаленного цитокинин-регулируемого CE-

элемента (расположен на расстоянии 218 т.п.о. от старт-кодона), GA-элемента (4.5 
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т.п.о.) и CYC-элемента (3,2 т.п.о.) в промоторе гена NIN у гороха. Под влиянием 

цитокининов и активации экспрессии гена NIN через CE-элемент, этот 

транскрипционный фактор влияет на закладку и более поздние этапы морфогенеза 

симбиотических клубеньков. Стимуляция экспрессии гена NIN, контролируемая 

гиббереллинами через регуляторный GA-элемент в промоторе этого гена необходима 

для перехода развития от примордиев к формированию этих органов на корнях 

растений гороха.  

3. В результате интродукции кодирующей последовательности гена NIN гороха в 

геном небобового растения хмеля была впервые показана возможность образования 

клубенько-подобных структур на корнях этих растений, не образующих симбиозы с 

азотфиксирующими бактериями. 

Личный вклад автора. Работа написала лично автором. Соискатель лично 

принимал участие в планировании и постановке экспериментов, получении 

экспериментальных данных, обработке полученных результатов и подготовке 

публикаций по теме диссертационной работы. Скрининг библиотек кДНК и 

биоинформатический анализ результатов секвенирования были проведены совместно 

с Долгих А.В. и Дымо А.М.; В разделе 3.2.5 электронная микроскопия была проведена 

Ивановой А.Н. на основании срезов, подготовленных соискателем; 

Биоинформатический анализ результатов транскриптомов был проведен совместно с 

Козюлиной П.Ю.  

Публикации. По материалам диссертации опубликовано 4 печатные работы 

и 5 тезисов докладов на российских и международных научных конференциях. 

Объем и структура диссертации. Диссертационная работа включает в себя 

введение, обзор литературы, описание материалов и методов исследования, результаты 

и их обсуждение, выводы, список литературы (227 источников) и приложения. Работа 

изложена на 125 страницах, содержит 27 рисунков (21 рисунок основного текста и 6 

рисунков приложения) и 4 таблицы (по 2 таблицы в основном тексте и приложении).   
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СОДЕРЖАНИЕ РАБОТЫ 

Материалы и методы исследования 

Растительный материал и условия выращивания. В работе использовали 

горох посевной (Pisum sativum L.) – исходную линию SGE, мутантные линии SGEFix--

2 (ipd3/cyclops) и SGENod--3 (nin-1), а также сорта гороха Cameor и Finale, растения 

люцерны усеченной Medicago truncatula A17, растения томата Solanum lycopersicum 

сорта Carmello и проростки хмеля Humulus lupulus сорта Cascade. Все растения 

выращивали в климатической камере (Binder, Туттлинген, Германия) с 

фотопериодичностью 16 часов/8 часов при +21°C и влажностью 64%. 

Семена гороха стерилизовали серной кислотой в течение 10 мин, промывали 

стерильной дистиллированной водой. Семена люцерны стерилизовали серной 

кислотой в течение 15 минут. Промывали стерильной дистиллированной водой, 

обрабатывали 15% гипохлоритом натрия NaOCl (0,1 M) в течение 1,5 мин и также 

промывали водой. Семена томата и хмеля стерилизовали 15% гипохлоритом натрия 

NaOCl (0,1 M) в течение 5 мин, далее промывали дистиллированной стерильной водой 

и выдерживали в 10% H2O2 в течение 2 мин, после снова промывали. Стерильные 

семена помещали на 1% водный агар и стратифицировали при температуре +4°C в 

течение суток. 

Бактериальные штаммы и условия культивирования. Для клонирования 

генетических конструкций использовали штаммы E. coli, рост которых осуществлялся 

при +37°C на питательной среде LB. Трансформацию растений проводили 

Agrobacterium rhizogenes Arqua 1. Штамм выращивали при +28°C на агаризованной 

среде TY. Инокуляцию растений проводили штаммами Rhizobium johnstonii 

RCAM3841 для гороха линии SGE и Cameor, R. ruizarguesonis RCAM1026 для растений 

томата и хмеля и Sinorhizobium meliloti 2011 для растений люцерны. Ризобии 

выращивали при +28°C сначала на агаризованной среде YEM, а после в жидкой среде 

B- до плотности OD600 = 1. 

Генетические конструкции, использованные в работе. 

Название вектора Наименование конструкции Назначение 

pKGW-GGRR 

pPsNIN-CE::GUS 
Локализация активности 

промоторов генов NIN и 

SEUSS 

pPsNIN-CYC::GUS 

pPsNIN-CE-CYC::GUS 

pPsSEUSS::GUS 

pB7WG2D 
p35S::PsNIN Трансформация растений 

гороха и хмеля  p35S::GUS 

pKGW-MGW-RR 
pPsNIN-CE-CYC::PsNIN Комплементация мутантов 

гороха по гену nin pPsNIN-CE-GA-CYC::PsNIN 

pDEST32 p35S::PsNIN Скрининг с помощью 

дрожжевой двугибридной 

системы 

Выделение нуклеиновых кислот и ПЦР. Суммарную РНК выделяли с 

помощью PureZol (Bio-Rad Laboratories, USA) и DNAse I (Thermo Fisher Scientific, USA) 

для удаления геномной ДНК. Плазмидную ДНК дрожжей выделяли с использованием 

буфера, содержащего сорбитол и зимолеазу. Фрагменты после электрофореза в 

агарозном геле выделяли коммерческим набором Cleanup Standard (Евроген, Россия). 

Бактериальные векторы выделяли коммерческими наборами Plasmid Miniprep 

(Евроген, Россия) и набором для выделения плазмидной ДНК из бактерий, diaGene 
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(diaGene, Россия). Количественный ПЦР в режиме реального времени проводили в 

системе CFX96 с использованием 5X qPCRmix-HS SYBR (Евроген, Россия). 

Подготовка библиотек и секвенирование. Подготовку библиотек для РНК-

секвенирования проводили с использованием наборов NEBNext® Poly(A) mRNA 

Magnetic Isolation Module, NEBNext Ultra II Directional RNA Library Prep Kit for Illumina 

и NEBNext® Multiplex Oligos for Illumina®. Подготовку проб для NGS-секвенирования 

проводили с использованием набора для подготовки ДНК NEBNext® Ultra™ II DNA 

Library Prep Kit for Illumina и набора праймеров NEBNext® Multiplex Oligos for 

Illumina® (New England Biolabs, Роули, Массачусетс, США). На всех стадиях материал 

очищали с помощью гранул AMPure XP (Beckman Coulter, Brea, Калифорния, США). 

Рутинное секвенирование ДНК проводили в компании Евроген, а также с 

использованием оборудования ЦКП «Геномные технологии, протеомика и клеточная 

биология» ФГБНУ ВНИИСХМ. 

Получение композитных растений. Для проростков гороха совершали прокол 

в зоне гипокотиля, после чего на поранение наносили небольшое количество 

агробактерии. Проростки переносили на агаризованную среду Jensen, корни 

трансформированных растений закрывали от света и помещали в климатическую 

камеру на 9-10 дней. После трансформанты переносили в более объемные сосуды на 

среду Jensen и выращивали 7 дней в тех же условиях. 

Проростки люцерны трансформировали на среде Fahraeus посредством среза в 

области гипокотиля и нанесения бактериальной массы на место поранения. Через 10 

дней растения переносили в аналогичные условия на среду Emergency с добавлением 

0,3 мг/мл цефотаксима, где держали до появления трансгенных корней. 

Проростки томата и хмеля, давшие побеги обрезали в области гипокотиля и 

наносили небольшое количество бактериальной массы на место поранения. 

Трансформированные проростки помещали на агаризованную среду МС без сахарозы. 

Микроскопия. Клубеньки для световой микроскопии фиксировали в буфере 

(3% параформальдегида, 1/3 MTSB, 0,25% глутаральдегида, 0,3% Tween-20, 0.3% 

Triton-X-100). Воздух из ткани откачивали трижды по 7 мин при 0,9 бар, используя 

вакуумный насос ME 1C (Vacuubrand, Германия) и оставляли на ночь при +4 °C. Срезы 

клубеньков толщиной 50 мкм были изготовлены на автоматическом прецизионном 

ротационном микротоме Microm HM-360. Срезы окрашивали PI в темноте и 

отсматривали с помощью микроскопа Carl Zeiss Axio Imager c галогенным осветителем 

и камеры Axiocam 712 (Carl Zeiss Microscopy GmbH, Германия). Обработку снимков 

производили с помощью программного обеспечения ZEN 3.4 Blue edition (Carl Zeiss 

Microscopy GmbH, Германия). 

Для электронной микроскопии клубеньки фиксировали (2,5% глутарового 

альдегида, 2% формальдегида, 0,1 М какодилатный буфер) в течение ночи и после в 

ледяном 2% растворе OsO4 (EMS, Хэтфилд, США) в течение 1,5 ч. Образцы 

обезвоживали и заливали эпоксидной смолой EmBed 812 (EMS, Хэтфилд, 

Пенсильвания, США). Полутонкие (1 мкм) и ультратонкие срезы были сделаны с 

использованием ultratome EM UC7 (Leica, Вена, Австрия). Полутонкие срезы 

окрашивали 20% раствором эпоксидной тканевой краски с толуидиновым синим и 

основным фуксином (EMS, Хэтфилд, Пенсильвания, США) в 50% этаноле и наблюдали 

под световым микроскопом DM2500 (Leica, Вена, Австрия). Ультратонкие срезы 

окрашивали на сетках 2%-ным водным раствором уранилацетата и цитратом свинца 

Рейнольдса. Изображения были получены с помощью просвечивающего электронного 

микроскопа JEM-1400 (Jeol, Токио, Япония), оснащенного боковой камерой Veleta 
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(Olympus, Токио, Япония). Работы проводились в ресурсном центре Санкт-

Петербургского Государственного Университета.  

Компьютерные программы и статистические методы. Для оценки качества 

прочтений и удаления последовательностей адаптеров использовали программу 

Trimmomatic, аннотацию последовательностей проводили с помощью пакета RSEM с 

использованием транскриптома, сгенерированного на основании анализа генома v1a 

Pisum sativum. Дифференциальную экспрессию генов рассчитывали с помощью пакета 

программ DESeq2 R. Анализ генов в терминах генной онтологии проводили с 

использованием пакета GSEABase R. 

Для анализа результатов секвенирования кДНК (с помощью NGS, от англ. next 

generation sequencing) проводили выравнивание прочтений на референсный геном 

гороха Pisum sativum cорта Cameor и сорта ZW6 с помощью программы HISAT2. Для 

подсчета количества прочтений, приходящихся на каждый ген, использовали 

программу FeatureCounts. Для каждого гена было подсчитано соотношение RPKM 

(Reads per kb million) в образце по отношению к общему количеству прочтений.  

Статистический анализ проводили методом ANOVA. Для расчета разницы 

внутри групп был использован апостериорный тест Тьюки-Крамера. 

Реконструкция филогенетических деревьев. Выравнивание 

последовательностей аминокислот производили с использованием алгоритма ClustalW. 

Филогенетические взаимоотношения генов были реконструированы с использованием 

метода максимального правдоподобия и матричной модели JTT, с бутстреп-тестом 

(1000 повторений). Эволюционный анализ был проведен в MEGA11 и при 

использовании онлайн-сервиса IQTREE и визуализацией в iTOL. 
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РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 

Анализ структурной организации транскрипционного фактора NIN у 

бобовых растений  

Транскрипционные факторы семейства NLP, основателем которого является 

NIN, имеют на C-конце консервативные ДНК-связывающий RWP-RK-домен и PB1-

домен, необходимый для белок-белковых взаимодействий, а также характерные для 

этого семейства I, II, III и IV-домены на N-конце белка. Недавно в составе этих четырех 

доменов выделили несколько дополнительных мотивов – 4, 5, 6, 7, 8 и 9. При этом 4, 5 

и 6 мотивы составили так называемый GAF-домен (часть I и II домены по прежней 

классификации) (Chardin, 2014). У всех NLP, кроме NIN, эти мотивы имеют схожее 

строение, однако у NIN они изменены. Анализ растений семейства Cannabaceae 

показал, что в отличие от формирующих симбиоз Parasponia, не обладающие этой 

способностью трема, хмель и конопля имеют дефектный NIN, который утрачивает 

именно мотивы 4, 5 и 6 (GAF-домен) этого транскрипционного фактора. Мы 

предположили, что именно со структурными особенностями этих мотивов и может 

быть связана функциональная активность ТФ NIN. 

Было проведено выравнивание (рис. 1) для выявления различий этих мотивов у 

NIN и NLP бобовых растений. Последовательности были взяты из доступных баз 

данных, а для таких бобовых растений, как чина, вика и вавиловия получены при 

амплификации с помощью вырожденных праймеров и последующим секвенировании.  

 
Рисунок 1. Выравнивание последовательностей GAF-домена транскрипционных 

факторов NIN бобовых растений, а также тремы и хмеля с использованием алгоритма 

ClastalW. Из баз данных были взяты последовательности H. lupulus, T. orientalis, P. sativum, 

M. truncatula, L. japonicus, P. andersonii, G. max, P. vulgaris, C. arietinum и T. pratense. 

Последовательности мотивов 4, 5 и 6 растений Lathyrus sativus, Vicia faba и Vavilovia formosa 

были амплифицированы и секвенированы. В рамке отмечены последовательности NIN у 

растений, образующих недетерминированные клубеньки. 

Выравнивание показало наличие консервативных паттернов аминокислот в 4, 5 

и 6 мотивах у NIN при сравнении с ближайшим гомологом NLP1, что 

свидетельствовало, на наш взгляд, об их функциональной значимости. Был также 

выявлен паттерн повторяющихся остатков глутамина только у последовательностей, 

относящихся к растениям с недетерминированным типом клубеньков. Анализ этого 

мотива по базе PFAM показал, что он может регулироваться цАМФ. 

Таким образом, именно со структурными особенностями 4, 5 мотива (и 

возможно 6 мотива) в GAF-домене связана функциональная активность NIN в 

регуляции бобово-ризобиального симбиоза, кроме того, с ним может быть связано и 

определение типа клубеньков: детерминированные и недетерминированные. 
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Поиск новых ко-регуляторов и белков-мишеней действия 

транскрипционного фактора NIN в контроле развитии бобово-ризобиального 

симбиоза 

Наличие особых мотивов на N-конце транскрипционного фактора NIN могло 

указывать на его возможное участие в белок-белковых взаимодействиях. С целью 

поиска ко-регуляторов и мишеней транскрипционного фактора NIN, нами был 

проведен скрининг библиотек клонированных в векторе pDEST22 кДНК, полученных 

на основе мРНК корней гороха (7 дней после инокуляции ризобиями) и транслируемых 

в клетках дрожжей, с помощью дрожжевой двугибридной системы, совмещенной с 

высокопроизводительным секвенированием. В результате анализа были отобраны 

последовательности, для которых было выявлено повышенное количество прочтений, 

в варианте взаимодействия с NIN по отношению к контрольным пробам (табл. 1).  

Таблица 1. Характеристика белков, показавших взаимодействие с 

транскрипционным фактором NIN. 

Идентификатор по 

геному гороха v1 

Аннотация 

Возможное участие в модификации ТФ NIN 

Psat3g012960 ГТФаза SAR1a 

Psat7g175520 убиквитин-NEDD8-подобный белок RUB2 

Psat2g132960 UDP-арабинопиранозмутаза 1 

Psat6g163280 дисульфид-изомераза A6 

Psat6g091520 субтилизин-подобная протеаза SBT3.6 

Участие в регуляции метаболизма и синтезе белка 

Psat2g043640 белок, ассоциированный с нуклеолярным комплексом 4 

Psat5g044440 уропорфириноген-III синтаза 

Psat5g238360 ФЕП-карбоксилаза 

Psat1g157000 белок прямого антипатогенного действия PR10-like 

Psat1g168680 пероксидаза E5-like 

Psat2g006640 гомолог EMC8/9 

Psat2g033920 рибосомальный белок RPLP0-like 

Psat7g239160 металлотионеин-подобный белок 1 

Выявленные белки были проаннотированы на основании поиска гомологов у 

других бобовых растений в базе данных NCBI, что позволило предположить их 

возможные функции при симбиозе. Гомологи некоторых белков, показавших 

взаимодействие с NIN, могут непосредственно участвовать в посттрансляционной 

модификации других белков. Поскольку ранее в нескольких работах была предсказана 

возможность протеолиза транскрипционного фактора NIN, мы предположили, что 

выявленные нами белки (убиквитин-подобный, ГТФаза, протеаза) могут 

непосредственно участвовать в регуляции активности транскрипционного фактора 

NIN (табл. 1).  

Представители другой группы белков могут быть вовлечены в регуляцию 

кислородного статуса и метаболизма клубеньков, а также участвовать в формировании 

ответа на стресс. Таким образом, нами впервые было выявлено участие 

транскрипционного фактора NIN в регуляции метаболических процессов клубенька. 

Механизмы этого остаются малоизученными, но возможно, посттрансляционная 

модификация NIN приводит к протеолизу и появлению укороченной формы белка NIN, 
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которая имеет каталитическую активность (1), либо уникальная организация разных 

регуляторных мотивов в промоторной области гена NIN, определяет его участие в 

избирательной активации различных процессов при симбиозе (2).  

Поиск регуляторных мотивов в промоторной области гена PsNIN у гороха 

Помимо участия в регуляции симбиоза с помощью белок-белковых 

взаимодействий, ключевую роль может играть и регуляция экспрессии гена 

транскрипционного фактора NIN. На основании изучения модельного растения 

люцерны усеченной предполагается, что активация гена NIN в эпидермисе 

регулируется транскрипционным фактором IPD3/CYCLOPS и комплексом 

транскрипционных факторов NSP1/NSP2 (при связывании с CYC- и NSP1-элементами 

в промоторе) (Liu et al., 2019). Это приводит к активации набора регуляторов 

инфекционного процесса в эпидермисе, но также стимулирует выработку неизвестного 

фактора X, который перемещается из эпидермиса в перицикл и эндодерму и 

стимулирует накопление цитокининов. Регулятор цитокининового ответа 

транскрипционный фактор RR Б-типа связывается с другой регуляторной 

последовательностью в промоторе (CE-элементом), что стимулирует дополнительную 

экспрессию NIN в этих тканях и связанную с ней активацию пролиферации клеток 

перицикла и эндодермы и образование примордия клубенька.  

Для анализа промоторной области гена PsNIN у гороха была взята 

последовательность от старт-кодона NIN до следующей открытой рамки считывания. 

Нам удалось показать, что регуляторный CYC-элемент расположен на расстоянии 

около 4 т.п.о. от стартового кодона, тогда как СE-элемент был обнаружен нами лишь 

на расстоянии около 218 т.п.о. от стартового кодона (рис. 2). Для проверки 

функциональной роли этих регуляторных элементов была создана генетическая 

конструкция, в которой CE- и CYC-регуляторные элементы находятся в цис-

положении в пределах промотора размером около 5 т.п.о., слитые с геном NIN или 

репортерным геном GUS, кодирующим β-глюкуронидазу. Ранее для растений люцерны 

усеченной была показана функциональная активность промотора, содержащего CE- и 

CYC-элементы в цис-положении. 

 
Рисунок 2. Расположение известных промоторных элементов генов MtNIN,  

LjNIN и PsNIN. Серым цветом отмечены сайты, известные по литературным 

источникам. Белым цветом отмечены последовательности регуляторных элементов, 

обнаруженные в результате биоинформатического анализа в данном исследовании. 
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Нам удалось создать такие генетические конструкции (pPsNIN-CE-CYC::GUS и 

pPsNIN-CE-CYC::NIN) и использовать их для оценки локализации активности 

промотора и для комплементации мутантов гороха по гену nin. Мы также использовали 

генетические конструкции, которые содержали отдельно CE- (pPsNIN-CE::GUS) и 

CYC-регуляторные элементы (pPsNIN-CYC::GUS) для проверки их избирательной 

активности.  

Анализ активности различных промоторных областей гена PsNIN в корнях 

и клубеньках гороха при симбиозе 

Для локализации активности промоторов гена NIN нами были получены 

композитные растения гороха посевного. Анализ растений проводили через 3 недели 

после инокуляции штаммом R. johnstonii bv. viciae RCAM 3841. Были отобраны 

трансгенные корни с клубеньками и инкубированы c субстратом для β-глюкуронидазы 

(GUS) - X-gluc для окрашивания (рис. 3). 

 
Рисунок 3. Локализация активности промоторов pPsNIN-CE::GUS (А), pPsNIN-

CYC::GUS (Б) и pPsNIN-CE-CYC::GUS (В, Г). Черными стрелками показаны клубеньки, 

белыми треугольниками отмечены примордии клубеньков. Для каждой конструкции было 

получено 9-12 композитных растений, на фотографиях представлены типичные для каждой 

конструкции окрашивания. Шкала 2000 мкм. 

Окрашивание выявило активность промотора pPsNIN-CE::GUS (содержащего 

только СE-элемент, размер 0.5 т.п.о.) преимущественно в примордиях клубеньков и в 

зоне апикальной меристемы клубенька. Это свидетельствовало о том, что активация 

экспрессии гена NIN может происходить через CE-элемент и в цис-положении у гороха. 

Анализ трансгенных корней гороха, трансформированных конструкцией pPsNIN-
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CYC::GUS (4 т.п.о.) и pPsNIN-CE-CYC::GUS (около 5 т.п.о.), показал четкую 

локализацию GUS-окрашивания по всему клубеньку, однако в случае использования 

конструкции pPsNIN-CE-CYC::GUS интенсивность окрашивания была выше и 

наблюдалась, в том числе и в корнях. 

Активация промоторных областей гена PsNIN в корнях небобовых 

растений 

Помимо локализации активности промотора гена NIN у гороха, мы проверили 

работу полученных конструкций на небобовых растениях (рис. 4). Несмотря на то, что 

как таковой транскрипционный фактор NIN в томате отсутствует, у этих растений 

транскрипционный фактор SlNLP1 имеет достаточно близкую гомологию с NIN 

бобовых растений. Кроме того, растения томата имеют транскрипционный фактор 

IPD3/CYCLOPS, который также участвует в развитии симбиоза с грибами 

арбускулярной микоризы. Этот анализ позволил нам определить специфичность 

регуляторных элементов в промоторе гена NIN.  

 
Рисунок 4. Локализация активности промоторов pPsNIN-CE::GUS (А, Б), pPsNIN-

CYC::GUS (В, Г) и pPsNIN-CE-CYC::GUS (Д, Е) в трансгенных корнях композитных 

растений томата. Шкала 200 мкм. 

Нам удалось показать, что локализация pPsNIN-CE::GUS была связана с 

примордиями боковых корней, для pPsNIN-CYC::GUS была выявлена активация 

только в кончиках корней, однако, при использовании конструкции pPsNIN-CE-

CYC::GUS наблюдалась сильная активация сложного промотора по всей длине корней 

даже у небобовых растений. Это позволяет сделать вывод о том, что рекрутирование 

регуляторных CE- и CYC- элементов для регуляции белков семейства NLP могло 

произойти раньше и было заимствовано еще у небобовых растений. 

Комплементация мутанта гороха nin-1   

С помощью конструкций, содержащих промоторы гена PsNIN с разными 

регуляторными элементами и кодирующую последовательность гена PsNIN, нами была 

также проведена комплементация мутанта SGENod--3 (nin-1) (рис. 5). У мутанта 

SGENod--3 (nin-1) наблюдается нарушение развития симбиоза на самых ранних 

стадиях – происходят только скручивания корневых волосков, но ни инфекционные 
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нити, ни клубеньки не образуются. В качестве контроля была использована 

конструкция p35S::GUS, содержащая ген β-глюкуронидазы под конститутивным 

промотором. Трансгенные корни полученных композитных растений собирали через 4 

недели после инокуляции штаммом R. johnstonii RCAM 3841. 

Оказалось, что при трансформации растений мутанта SGENod--3 (nin-1) (рис. 5) 

генетической конструкцией, в которой кодирующая последовательность гена PsNIN 

находилась под конститутивным промотором p35S, комплементации не наблюдали 

(рис. 5Б). При трансформации растений мутанта гороха nin-1 конструкцией, в которой 

ген PsNIN находился под нативным промотором, содержащим регуляторные СE- и 

CYC- элементы (5 т.п.о.), мы наблюдали значительное увеличение количества 

закладываемых на корнях растений мутанта примордиев (рис. 5В), однако они  

останавливались в своем развитии на ранних стадиях и полноценного восстановления 

клубеньков не наблюдалось. Мы предположили, что для развития полноценных 

эффективных клубеньков требуется наличие еще каких-либо регуляторных элементов 

в составе промотора гена PsNIN, которые оставались неизвестными.  

Более детальный анализ промоторной области гена PsNIN гороха позволил нам 

выявить еще один регуляторный элемент, который находился на расстоянии 4.5 т.п.о. 

от стартового кодона, перед CYC-регуляторным элементом. Это регуляторный 

элемент, может активироваться гиббереллинами (GA-элемент) на основании 

выявленной последовательности. 

 
Рисунок 5. Трансгенные корни растений SGE дикого типа (А) и мутанта SGENod--3 

(nin-1) (Б, В, Г), трансформированные конструкциями p35S::GUS (А), p35S::NIN (Б), pPsNIN-

CE-CYC::NIN (В) и pPsNIN-CE-GA-CYC::NIN (Г). 
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Мы добавили гиббереллин-зависимый GA-элемент в состав конструкции с 

промотором гена PsNIN гороха (содержал СE-, GA- и CYC-элементы, общий размер 

5.5 т.п.о.) и провели повторную комплементацию мутанта SGENod--3 (nin-1). 

Результатом стало появление формирующихся клубеньков (рис. 5Г), которых не 

наблюдалось при интродукции гена PsNIN под регуляцией промотора, содержащего 

только CE- и CYC-элементы. Это указывает на то, что дополнительная регуляция 

гиббереллинами экспрессии гена транскрипционного фактора NIN, может быть важной 

для дальнейшей стимуляции формирования клубенька из его примордия. 

Анализ влияния CE-регуляторного элемента в промоторе гена PsNIN на его 

регуляцию при обработке растений гороха экзогенным цитокинином 

Для изучения регуляции гена PsNIN посредством цитокининов, удобной 

моделью могут быть мутанты по гену ipd3/cyclops, формирующие неэффективные 

клубеньки, поскольку у них отсутствует регуляция NIN через CYC-элемент 

(IPD3/CYCLOPS транскрипционный фактор функционально не активен у мутанта), но 

может происходить активация NIN цитокининами через CE-элемент в промоторе. Для 

этого нами были проведены эксперименты по обработке) мутанта SGEFix--2 

(ipd3/cyclops) экзогенным цитокинином (6-бензиламинопурином, 6-БАП). 

В нашем исследовании был проведен морфологический и ультраструктурный 

анализ клубеньков мутантов гороха SGEFix--2 (ipd3/cyclops), обработанных 

повышающимися концентрациями экзогенного 6-БАП в диапазоне от 1 до 15 мкМ 

(Kantsurova et al., 2023). Экзогенный цитокинин стимулировал общее увеличение 

количества клубеньков у мутанта (рис. 6). Это соответствовало представлению о том, 

что увеличение концентрации цитокинина стимулирует индукцию гена NIN в 

перицикле, эндодерме и внутренней коре, что способствует закладке новых клубеньков 

у мутанта.  

 
Рисунок 6. Количество клубеньков (А) и их внешний вид (Б) у мутанта SGEFix--2, не 

обработанных (a) и обработанных 6-БАП: 1 мкМ (б), 5 мкМ (в), 10 мкМ (г) и 15 мкМ (д). На 

графиках показаны средние значения трех независимых экспериментов. Планки 

погрешности представляют стандартные ошибки среднего значения (SEM) для трех 

повторностей. Латинские буквы указывают на статистически значимые различия, 

основанные на одностороннем дисперсионном анализе (one-way ANOVA), за которым 

следовал post-hoc тест Тьюки. Клубеньки обозначены белыми стрелками. Масштабная шкала 

- 50 мм. (Kantsurova et al., 2023) 

Вместе с тем, мы также показали, что под влиянием обработки цитокинином 

клубеньки мутанта SGEFix--2 увеличивались в размерах (рис. 6Б и рис. 7). Для анализа 

развития инфекционных нитей и распространения ризобий в тканях клубенька 
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использовали серийные срезы срединной части клубеньков SGEFix--2 растений, 

обработанных повышающимися концентрациями цитокинина, и сравнивали с 

клубеньками без обработки (рис. 7). Общее количество инфицированных клеток, 

обусловленное выходом бактерий в ткани клубенька, а также морфологию растущих 

нитей оценивали в центральной зоне клубеньков, которая может соответствовать зоне 

“инфекции” в клубеньках дикого типа. 

 

Рисунок 7. Анализ срезов клубеньков мутанта SGEFix--2 (ipd3/cyclops), не 

обработанных (A) или обработанных повышающимися концентрациями цитокинина 6-БАП 

5 мкМ (Б) и 10 мкМ (В) с помощью конфокальной микроскопии. Бактерии и ядра 

растительных клеток окрашивали с использованием йодида пропидия. Инфицированные 

(ИК) и неинфицированные клетки (НК), инфекционные нити (ИН) отмечены на рисунке. 

Изображения увеличены в 63 раза и имеют масштаб 50 мкм. (Kantsurova et al., 2023) 

 

На фоне обработки цитокинином в концентрациях 5, 10 и 15 мкМ мы наблюдали 

изменение морфологии инфекционных нитей и увеличенное количество 

инфицированных клеток в клубеньках растений SGEFix--2, по сравнению с 

контрольными без обработки (рис. 8). Максимальное количество инфицированных 

клеток наблюдали при обработке 10 мкМ 6-БАП по сравнению с другими 

концентрациями в наших экспериментальных условиях. Это подтвердило, что 

обработка 10 мкМ 6-БАП может оказывать наиболее выраженный стимулирующий 

эффект на инфекционный процесс - развитие инфекционных нитей и выход ризобий из 

них у мутанта SGEFix--2. 

 
Рисунок 8. Количество инфекционных нитей с измененной морфологией (sac-

подобных) (A) и процент инфицированных клеток (Б) в клубеньках растений мутанта 

SGEFix--2 (ipd3/cyclops), не обработанных (контроль) или обработанных повышенными 

концентрациями цитокинина 6-БАП: 1 мкМ, 5 мкМ, 10 мкМ и 15 мкМ. (Kantsurova et al., 

2023) 
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Этот фенотип был подтвержден с помощью ультраструктурного анализа с 

использованием просвечивающей электронной микроскопии (ПЭМ) (рис. 9). В 

клубеньках мутанта SGEFix--2 (ipd3/cyclops), не обработанных цитокинином, бактерии 

в основном остаются внутри «заблокированных» инфекционных нитей (рис. 9А), что 

соответствовало ранее описанному фенотипу для этого мутанта. В клетках клубеньков 

с редкими случаями выхода ризобий, их развитие останавливалось на ранних стадиях 

и дифференцировки бактерий в бактероиды не наблюдалось. Таким образом, 

детальный гистологический анализ и анализ с помощью ПЭМ позволили нам выявить 

ультраструктурные изменения в клубеньках у мутанта SGEFix--2 (ipd3/cyclops), 

обработанного цитокинином.  

 
Рисунок 9. Анализ клубеньков у растений мутанта SGEFix--2 (ipd3/cyclops), не 

обработанных (A) или обработанных 10 мкМ цитокинина 6-БАП (B, C), с помощью 

просвечивающей электронной микроскопии. Выявлены заметные различия между клетками 

клубеньков у обработанных и не обработанных растений мутантов, в которых увеличивался 

выход бактерий из инфекционных нитей (B, C). На изображении A показана инфекционная 

нить (IT) с бактериями (b) внутри нее, окруженная неинфицированными клетками (NIC). 

Стрелки указывают на фрагментированные стенки инфекционной нити. Изображения (B, C) 

показывают инфицированные клетки, высвобождающие бактерии (rb) и бактероиды (ba). Все 

рисунки приведены в масштабе 2 мкм. (Kantsurova et al., 2023) 

Ранее в клубеньках двух мутантов гороха по гену ipd3/cyclops - SGEFix--2 и 

SGEFix--5 было выявлено существенно сниженное содержание цитокининов по 

сравнению с клубеньками дикого типа (Dolgikh et al., 2020). Более того, у мутантов 

была значительно снижена и экспрессия гена NIN. Известно, что транскрипционный 

фактор NIN может активировать экспрессию гена CRE1, кодирующего рецептор к 

цитокинину, в формирующихся клубеньках у бобовых. Это указывает на то, что 

помимо активации гена NIN цитокининами при закладке примордиев клубеньков, 

транскрипционный фактор NIN, в свою очередь, сам может влиять на накопление 

цитокининов в клубеньках на более поздних этапах и, следовательно, может 

регулировать и более поздние этапы симбиоза. Однако роль транскрипционного 

фактора NIN в контроле более поздних этапов развития симбиоза с участием 

цитокининов оставалась практически неизученной. Используя экзогенную обработку 

мутанта SGEFix--2 (ipd3/cyclops) цитокинином, мы попытались выяснить какие 

мишени может регулировать NIN на более поздних этапах морфогенеза клубенька под 

влиянием этого гормона.  
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Поиск генов-мишеней транскрипционного фактора NIN при регуляции 

морфогенеза клубенька 

С использованием транскриптомного подхода нами был проведен 

сравнительный анализ дифференциальной экспрессии генов в клубеньках растений 

гороха дикого типа SGE и мутанта SGEFix--2 (ipd3/cyclops) (рис. 10А), а также для 

клубеньков мутанта без обработки и после обработки цитокинином 6-БАП в 

концентрации 10 мкМ (рис. 10Б) (Rudaya et al., 2022).  

 
Рисунок 10. Сравнительный анализ дифференциальной экспрессии генов. А – в 

клубеньках гороха дикого типа SGE и мутанта SGEFix--2 (ipd3/cyclops). Б – в клубеньках 

растений мутанта SGEFix--2 (ipd3/cyclops), без обработки и при обработке 10 мкМ 6-БАП. 

Тепловая карта представляет дифференциально экспрессируемые гены в виде 

нормализованных значений после стабилизации различий в количестве прочтений для 

каждого гена. Данные по трем независимым биологическим повторностям были объединены 

для каждого варианта. (Rudaya et al., 2022) 

Анализ показал увеличение экспрессии 1391 генов в клубеньках гороха дикого 

типа SGE по сравнению с клубеньками мутанта SGEFix--2 (ipd3/cyclops), в тоже время 

экспрессия 570 генов увеличивалась в ответ на обработку цитокинином у мутанта 

SGEFix--2 по сравнению с клубеньками мутанта без обработки. Более того, 303 гена 

сходным образом активировались в обоих наборах, что составляет около 22% от 

общего числа генов с повышенным уровнем экспрессии в клубеньках дикого типа по 

сравнению с мутантом. Можно предположить, что цитокинин действительно играет 

важную роль в регуляции поздних стадий развития клубеньков у гороха. Эти 

результаты согласуются с ранее полученными данными о существенных различиях в 

содержании цитокинина между клубеньками дикого типа и мутанта SGEFix--2. 

Был проведен анализ обогащения дифференциально-экспрессирующихся генов 

в терминах генной онтологии (gene ontology (GO)), чтобы выяснить, какие 

биологические процессы могут изменяться в клубеньках мутанта SGEFix--2 по 

сравнению с клубеньками дикого типа и на какие процессы в клубеньках этого мутанта 

влияла обработка цитокинином (рис. 11). Анализ дифференциально-

экспрессирующихся генов, повышающих экспрессию в клубеньках дикого типа по 
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сравнению с клубеньками мутанта SGEFix--2, выявил гены ферментов, расщепляющих 

полисахариды, а также участвующих в биосинтезе белков, аминокислот и нуклеиновых 

кислот. Вместе с тем, была показана значительная активация генов, продукты которых 

регулируют транспортные процессы через плазматическую мембрану и мембраны 

органелл. Стимуляция процессов кальций-зависимого связывания фосфолипидов 

предполагает, что пути передачи сигнала, активируемые кальцием и вторичными 

метаболитами, могут быть вовлечены в регуляцию развития эффективных 

симбиотических клубеньков. Стимуляция активности путей, регулирующих 

окислительно-восстановительные процессы, также была показана преимущественно в 

эффективных клубеньках дикого типа. 

 
Рисунок 11. Основные регулируемые процессы в клубеньках растений гороха дикого 

типа SGE по сравнению с клубеньками мутанта SGEFix--2 (ipd3/cyclops) (А) и в клубеньках 

растений мутанта SGEFix--2 (ipd3/cyclops),  обработанных цитокинином по сравнению с 

растениями без обработки (Б), выраженные в терминах генной онтологии (повышенная и 

пониженная экспрессии отдельно). (Rudaya et al., 2022) 

 

После обработки цитокиинами в клубеньках мутанта SGEFix--2 (ipd3/cyclops) 

повышалась экспрессия генов, продукты которых участвуют в процессах, связанных с 

реакцией на стресс. Мы обнаружили, что обработка цитокинином существенно влияла 

на процессы транспорта ионов калия, а экспрессия генов, регулирующих этот процесс, 

существенно снижалась в ответ на обработку цитокинином.  

Около 40% от общего числа генов с увеличенным уровнем экспрессии в 

клубеньках дикого типа (по сравнению с клубеньками мутанта) соответствовали 

активируемым генам у мутанта SGEFix--2 под влиянием обработки цитокинином. 

Наряду с изменением общего количества клубеньков у мутанта SGEFix--2 под 

влиянием обработки цитокинином, эти данные свидетельствуют о значительной роли 

цитокинина в регуляции более поздних стадий развития клубеньков.  

На основании количественного ПЦР, совмещенного с обратной транскрипцией, 

были исследованы уровни экспрессии CCS52 и известных регуляторов морфогенеза 

клубеньков в клубеньках SGEFix--2 (ipd3/cyclops) в ответ на обработку цитокинином 

(рис. 12). После обработки разными концентрациями экзогенным цитокинином мы 

наблюдали увеличение экспрессии гена PsCCS52A, а также гена PsCRE1, кодирующего 

рецептор к цитокинину. Экспрессия гена PsKNOX3, кодирующего транскрипционный 

фактор, который может быть вовлечен в регуляцию биосинтеза цитокинина, а также 
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гены IPT3, LOG1 и LOG2, необходимые для синтеза цитокинина, показали сходные 

паттерны активации. Кроме того, гены PsNIN и PsBELL1-2, кодирующие факторы 

транскрипции, показали активацию экспрессии, зависимую от концентрации 

добавляемого цитокинина, в соответствии с предыдущими данными о регуляции 

цитокинином экспрессии этих генов у других бобовых растений. 

 

 
Рисунок 12. Уровни экспрессии генов, участвующих в регуляции развития 

клубеньков, а также новых идентифицированных генов, кодирующих регуляторы 

транскрипции STY7 и AGL (FUL), в клубеньках растений мутанта SGEFix--2 (ipd3/cyclops), 

не обработанных и обработанных повышающимися концентрациями цитокинина через 14 

дней после инокуляции. Экспрессия нормализована по отношению к конститутивно 

экспрессируемому гену убиквитину. Анализ изменений в экспрессии генов проведен на 

основе трех биологических повторностей, стандартная ошибка среднего значения (SEM) для 

трех технических повторностей. (Kantsurova et al., 2023) 

 

Стимуляция экспрессии CCS52 под влиянием цитокинина соответствовала 

данным для растений Arabidopsis, у которых цитокинин посредством активации 

регулятора цитокининового ответа Б-типа - RR2 может непосредственно повышать 

экспрессию гена CCS52A1, вызывающего деградацию регуляторов клеточного цикла. 

У арабидопсиса этот регулятор координирует рост корней, способствуя переходу 

клеток корня к эндоредупликации и ограничивая пролиферацию клеток в меристеме 

корня. Нами было показано, что такая регуляция цитокинином регулятора CCS52 

может быть связана с более поздними стадиями развития клубеньков.  
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Изучение роли регулятора SEUSS в развитии меристемы в клубеньках 

гороха 

Одним из генов, дифференциально-экспрессирующихся в клубеньках растений 

дикого типа по сравнению с клубеньками мутанта, а также в клубеньках мутанта под 

влиянием обработки цитокинином стал SEUSS-подобный белок. Он является 

транскрипционным регулятором в растениях и обеспечивает сборку мультимерных 

регуляторных комплексов. Этот регулятор может быть связан с определением 

тканеспецифичности у растений. Вместе с тем было показано, что гомологи SEUSS у 

арабидопсиса влияют на распределение ауксина в побеге зародыша. 

  Анализ экспрессии гена SEUSS (рис. 13А) в клубеньках мутанта показал 

последовательное её увеличение в ответ на обработку экзогенным цитокинином в 

повышающихся концентрациях. Известно, что у арабидопсиса, активация SEUSS 

транскрипционным фактором SCARECROW приводит к стимуляции экспрессии гена 

меристем-специфичного транскрипционного фактора WOX5. Мы полагаем, что SEUSS 

может иметь непосредственное отношение к регуляции морфогенеза клубенька, 

поскольку ранее проведенные исследования выявили важную роль транскрипционного 

фактора WOX5 в формировании клубеньков у гороха и люцерны усеченной. 

Филогенетическое дерево (рис. 13Б) показывает расположение найденного SEUSS-

подобного белка гороха в одной кладе с AtSEUSS арабидопсиса, что может говорить о 

важной роли этого регулятора в контроле морфогенетических процессов. 

 
Рисунок 13. A. Уровни экспрессии гена SEUSS в клубеньках мутанта SGEFix--2 

(ipd3/cyclops), не обработанных и обработанных повышающими концентрациями 

цитокинина. Б. Реконструкция филогенетических отношений SEUSS и SEUSS-подобных 

белков у гороха, люцерны, лядвенца, нута, сои и арабидопсиса. Числа обозначают поддержку 

ветвей на основе 1000 итераций метода bootstrap. Выявленная в анализе последовательность 

отмечена. 

Более того, экспрессия гена SEUSS может напрямую регулироваться 

транскрипционным фактором NIN. Исследования по ко-иммунопреципитации 

хроматина у лядвенца японского L. japonicus выявили наличие гомологичного гену 

гороха, гена SEUSS среди тех, которые активируются транскрипционным фактором 

NIN у этого бобового. Действительно, проведя первичный анализ промоторной 

области выявленного гена SEUSS у гороха, мы нашли сайт посадки для 

транскрипционного фактора NIN (рис. 14). 
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Рисунок 14. А. Анализ промоторной области гена SEUSS на присутствие возможного 

сайта связывания с транскрипционным фактором NIN на основании выравнивания 

известных сайтов связывания для этого транскрипционного фактора. Б. Локализация 

активности промотора гена SEUSS, содержащего предположительный сайт связывания 

транскрипционного фактора NIN, в клубеньках гороха. В. Общий вид клубенька с 

локализацией pSEUSS::GUS. 

Анализ активности промотора гена SEUSS показал, что ген экспрессируется 

непосредственно в зоне меристемы клубенька, что позволяет сделать вывод о 

возможной роли SEUSS в регуляции развития клубенька, а точнее в поддержании 

активности меристемы и формировании различных зон в клубеньках. На основании 

изучения модельных растений арабидопсиса показано, что активация экспрессии гена 

SEUSS транскрипционным фактором SCARECROW приводит к стимуляции 

экспрессии гена меристем-специфичного транскрипционного фактора WOX5. Важная 

роль WOX5 в формировании клубеньков у гороха и люцерны усеченной была показана 

ранее. Однако полученные нами данные о том, что специфичный для симбиоза 

транскрипционный фактор NIN может модулировать активность меристем-

специфичных регуляторов впервые показывает, что при симбиозе морфогенез новых 

органов контролируется под влиянием NIN, активирующего классические мастер-

регуляторы этих процессов у растений.  

 

Оценка влияния переноса гена PsNIN в геном небобовых растений   

Другим направлением нашей работы явилось изучение влияния специфичного 

для бобово-ризобиального симбиоза транскрипционного фактора NIN на небобовые 

растения. Эти исследования направлены на изучение возможности переноса 

способности к клубенькообразованию в небобовые растения. На основании данных об 

особенностях структурной организации и регуляции экспрессии гена 

транскрипционного фактора NIN, а также о связанных с ним ко-регуляторах, можно 

попытаться перенести этот ген в небобовые растения, которые недавно утратили гены 

NIN, и оценить способность к образованию клубенькоподобных структур на корнях 

таких небобовых растений. Ранее мы отмечали, что представители семейства 

Canabaceae, в частности хмель, трема и конопля имеют набор из 290 генов, 

необходимых для развития ризобиального симбиоза, за исключением трех 

«утраченных» генов, среди которых ген транскрипционного фактора NIN.  
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В связи с этим, нами были проведены эксперименты по переносу гена NIN гороха 

посевного под конститутивным и нативными промоторами в растения хмеля сорта 

Cascade. После трансформации композитные растения хмеля были перенесены в 

субстрат и инокулированы штаммом ризобий R. ruizarguesonis RCAM 1026. В 

результате проведенных экспериментов на трансгенных корнях растений хмеля через 

4-5 недель после инокуляции были выявлены клубенькоподобные структуры (рис. 15) 

 
Рисунок 15. А. Формирование клубенькоподобных структур на трансгенных корнях 

хмеля, трансформированных генетической конструкцией p35S::NIN, содержащей ген 

транскрипционного фактора NIN гороха под конститутивным промотором (общий вид). Б. 

Срез клубенькоподобной структуры на корнях хмеля. 

Таким образом, нами впервые было показано, что при переносе гена 

транскрипционного фактора NIN, специфичного для формирования клубеньков у 

бобовых растений, в геном небобовых растений, утративших эту способность, на 

корнях этих растений могут формироваться клубенькоподобные структуры. Эти 

эксперименты станут основой для расширения круга растений, способных 

формировать симбиотические клубеньки при взаимодействии с симбиотическими 

ризобиями.  
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ВЫВОДЫ 
 

1. Сравнительный анализ аминокислотных последовательностей 

транскрипционного фактора NIN у разных видов бобовых растений выявил наличие 

специфичного мотива 5 на N-конце белка, характерного для этого регулятора у 

растений, образующих клубеньки недетерминированного типа. 

2. Выявлены новые белки, взаимодействующие с транскрипционным фактором 

NIN гороха, при развитии симбиоза. Среди них оказались ферменты, которые могут 

участвовать в модификации этого транскрипционного фактора. Кроме того, впервые 

выявлено взаимодействие между NIN и ключевыми ферментами, влияющими на 

метаболизм клубеньков и их функционирование.  

3. Выявлен новый удаленный цитокинин-регулируемый CE-элемент (на 

расстоянии 218 т.п.о. от старт-кодона) в промоторе гена NIN у гороха, посредством 

которого транскрипционный фактор NIN влияет на органогенез клубенька. Впервые 

обнаружен контролируемый гиббереллинами GA-элемент (4.5 т.п.о.) в промоторе гена 

NIN, который необходим для комплементации мутанта nin, дефектного по развитию 

симбиоза.  

4.  В экспериментах по экзогенной обработке растений гороха цитокининами, 

показана возможная роль транскрипционного фактора NIN в контроле не только 

ранних, но и более поздних этапов развития симбиотических клубеньков, связанных с 

контролем выхода ризобий из инфекционных нитей.  

5. Выявлены новые регуляторы морфогенеза клубенька, активируемые 

транскрипционным фактором NIN. Среди них транскрипционный регулятор SEUSS, 

который может влиять на регуляцию активности меристем в клубеньках 

недетерминированного типа. 

6. В результате интродукции кодирующей последовательности гена NIN гороха 

в геном небобового растения хмеля была впервые показана возможность образования 

клубенькоподобных структур на корнях этих растений, не образующих симбиозы с 

азотфиксирующими бактериями.   
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