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Для изучения закономерностей эволюции различных групп «симбиотических» генов 
(nod-генов, контролирующих образование клубеньков, nif/fix-генов, контролирующих симбиоти-
ческую азотфиксацию) был применен модифицированный нами метод филогенетического ана-
лиза — построение метадеревьев. Суть метода заключается в попарном сравнении топологий 
дендрограмм и построении комбинированных дендрограмм (метадеревьев), на которых относи-
тельное положение двух деревьев является мерой конгруэнтности филогений соответствующих 
генов. Для реализации данного метода были выбраны 18 симбиотических генов (nodABCDIJN, 
nifABDEHKN, fixABC, fdxB), гомологи которых присутствуют у каждого из исследуемых орга-
низмов (9 штаммов, относящихся к родам Bradyrhizobium, Mesorhizobium, Rhizobium, Sinorhizobi-
um и Neorhizobium), а также ген 16S рРНК — традиционный хромосомный таксономический 
маркер. Для каждого из этих генов были построены и сопоставлены филогенетические дере-
вья, затем были рассчитаны коэффициенты попарного сходства их топологий. По полученным 
данным было построено «метадерево», в пределах которого были выявлены два статистически 
различающихся кластера генов. В кластер 1 вошли преимущественно nif- и fix-гены, а в кла-
стер 2 — преимущественно nod-гены, что согласуется с данными о раздельной локализации этих 
групп генов в геномах ризобий. Исключением было расположение генов nifB и fixC в кластере 2 
вместе с геном nodA, а также локализация гена nodI в кластере 1 вместе с геном nifD. При ана-
лизе структуры выявленных кластеров не было обнаружено строгой зависимости между относи-
тельным положением изучаемых генов и особенностями их локализации в геномах клубеньковых 
бактерий. Важно отметить, что различия между кластерами 1 и 2 выражены не менее четко, чем 
различия между группами nod- и nif/fix-генов. Очевидно, что кластеры 1 и 2 на построенном нами 
метадереве отражают в первую очередь различие механизмов эволюции процессов образования 
клубеньков и симбиотической азотфиксации, связанное с независимым происхождением соответ-
ствующих групп генов, а возможно, и с их раздельным горизонтальным переносом между разными 
группами ризобий. Дальнейшее изучение эволюции симбиотических генов клубеньковых бактерий 
требует усовершенствования использованной методики филогенетического анализа, включая раз-
дельный анализ метадеревьев для ризобий, представляющих разные этапы эволюции симбиоза. 
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Почвенные бактерии порядка Rhizobiales характеризуются способно-
стью вступать в симбиоз с бобовыми растениями, обеспечивая их продук-
тами фиксации азота атмосферы, что сопровождается формированием на 
корнях клубеньков, в которых создаются условия для эффективной азот-
фиксации и ассимиляции аммония, образуемого в результате нитрогеназной 
реакции. Однако эта группа организмов представляет интерес не только для 
микробиологии, но и для эволюционной генетики симбиоза. Анализируе-
мая модель позволяет изучать механизмы эволюции бактериальных генов, 
контролирующих взаимодействия с разными группами эукариот (1). 

Образование клубеньков и симбиотическая азотфиксация — слож-
ные многостадийные процессы, которые контролируется генами обоих парт-
неров. Симбиотические гены ризобий разделяют на две основные группы: 
гены вирулентности (nod-гены), ответственные за сигнальный диалог с 
растением-хозяином, в результате которого на его корнях образуются клу-
беньков (2), и гены, необходимые для симбиотической фиксации атмо-
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сферного азота, — nif-гены (контролируют синтез и регуляцию активности 
фермента нитрогеназы) и fix-гены (разнородная группа генов, вовлечен-
ных в работу нитрогеназного комплекса, в первую очередь в его снабже-
ние электронами и энергией) (3).  

У большинства клубеньковых бактерий nod- и nif/fix-гены собраны 
в группы, расположенные в геноме в виде отдельных кластеров, структура 
которых варьирует у разных видов. Например, у клубеньковых бактерий 
люцерны (Sinorhizobium meliloti и S. medicae), гороха (Rhizobium leguminosarum 
bv. viciae), клевера (R. leguminosarum bv. trifolii), козлятника (Neorhizobium 
galegae) и сои (Bradyrhizobium japonicum) основные nod-гены тесно сцепле-
ны, при этом гены nodABC организованы в один оперон (рис. 1). У многих 
ризобий структурные гены нитрогеназы nifHDK представляют собой один 
оперон и тесно сцеплены с генами nifEN. Такая организация генов азот-
фиксации характерна для представителей Sinorhizobium, R. leguminosarum, 
N. galegae и Mesorhizobium loti. Однако у B. japonicum дополнительная копия 
гена nifH расположена вне nifHDK-оперона, а ген nifA — за пределами 
nif/fix-кластера совместно с nod-генами. 

 

Рис. 1. Расположение симбиотических генов у различных видов клубеньковых бактерий:  — 
nod-гены,  — nif-гены, — fix-гены, — fdx-гены, — несимбиотические гены; ген nodN 
в геноме R. elti (отмечен звездочкой) имеет хромосомную локализацию. Схемы построены 
по данным секвенирования геномов изучаемых ризобиальных штаммов (4-11). 

 

У эволюционно продвинутых видов клубеньковых бактерий (на-
пример, R. leguminosarum) симбиотические гены расположены на высокомо-
лекулярных плазмидах (12). В то же время их хромосомная локализация 
характерна для анцестральной формы — B. japonicum, а также для M. loti 
(13, 14). Есть ризобии, у которых на хромосоме могут располагаться толь-
ко некоторые симбиотические гены. Это свойственно, например, для R. etli: 
большинство симбиотических генов находятся на плазмиде, а ген nodN — 
на хромосоме (15) (см. рис. 1). 

Долгое время молекулярные механизмы эволюции бобово-ризоби-
ального симбиоза, насчитывающей 60-70 млн лет (16), оставались неяс-
ными. Лишь благодаря методам высокопроизводительного секвенирования, 
когда началось быстрое накопление данных о составе и строении геномов 
различных видов бактерий, пангеномному и метагеномному анализу удалось 
реконструировать тот длинный путь, который прошли микро- и макросим-
бионты от рекрутирования в бактериальные клетки генов азотфиксации 
(nif-генов) до развития современных высокоспециализированных бобово-
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ризобиальных симбиотических систем. Этот процесс, по-видимому, проис-
ходил в несколько этапов, на которых рассматриваемые группы генов были 
приобретены из разных источников: nif-гены и большинство fix-генов — 
получены анцестральными медленнорастущими ризобиями (Bradyrhizobium) 
от своих свободноживущих предков (Rhodopseudomonas) посредством верти-
кального наследования, тогда как гены синтеза липо-хито-олигосахаридных 
Nod-факторов, отвечающих за образование клубеньков (nod-гены), — при-
обретены от грибов либо от грамположительных бактерий при горизонталь-
ном переносе (17). Возникшие позднее быстрорастущие ризобии (Rhizobium, 
Sinorhizobium, Neorhizobium) получили nod- и nif/fix-гены от анцестральных 
ризобий при горизонтальном переносе генов (ГПГ), что привело к образо-
ванию особых плазмид (pSym), содержащих обе группы sym-генов.  

Связь филогении sym-генов с механизмами их происхождения и 
эволюции, а также с локализацией в геномах ризобий исследована недо-
статочно. Для ее изучения мы использовали новый метод филогенетическо-
го анализа с построением «метадеревьев» — комбинированных дендро-
грамм, на которых относительное положение двух деревьев служит мерой 
конгруэнтности филогений индивидуальных генов. Ранее этот метод был 
разработан и использован для анализа альтернативных филогений, полу-
ченных при изучении функционально разнородных генов в различных 
группах эукариот (дрожжи, рыбы), в которых ГПГ ограничен (18).  

В нашем исследовании названный метод был применен для фило-
генетического анализа двух функционально различающихся групп генов 
(nod и nif/fix), которые имеют неодинаковое происхождение и распростра-
нялись среди таксономически неродственных групп ризобий посредством 
как вертикального наследования, так и ГПГ. Выявленные нами особенно-
сти топологий филогений, построенных для генов образования клубеньков 
и симбиотической азотфиксации, позволяют существенно дополнить воз-
никшие ранее представления о направлениях и механизмах эволюции ген-
ных систем симбиоза у клубеньковых бактерий. 

Целью работы было использование метадеревьев для анализа уча-
стия горизонтального переноса в процессе эволюционной сборки кластера 
симбиотических генов у ризобий. 

Методика. Для анализа использовали нуклеотидные последова-
тельности симбиотических генов из полногеномных сиквенсов 9 предста-
вителей клубеньковых бактерий: R. leguminosarum bv. viciae 3841 (GenBank 
GI:115259115) (4), R. leguminosarum bv. trifolii WSM2304 (GI:209537694) (5), 
S. meliloti 1021 (GI:25168258) (6), S. medicae WSM419 (GI:150031715) (7), B. ja-
ponicum USDA110 (GI:47118316) (8), M. loti MAFF303099 (GI:47118328) (9), 
R. etli CFN42 (GI:89213252) (10), а также N. galegae bv. officinalis HA-MBI1141 
(GI:659665307) и N. galegae bv. orientalis HAMBI540 (GI:659657635) (11).  

Кластерный анализ выполняли в компьютерной программе MEGA 5.1 
(http://www.megasoftware.net/). Выравнивание нуклеотидных последователь-
ностей проводили с помощью алгоритма ClustalW; математическая модель 
при составлении древ для каждого исследуемого гена — p-distance, ме-
ханизм кластеризации — Neighbor-Joining. Численное выражение сходств 
топологий филогенетических деревьев рассчитывали с применением ста-
тистических подходов (реализованы в программе, представленной на сайте 
http://www.mas.ncl.ac.uk/~ntmwn/compare2trees/index.html) (19). Для пост-
роения метадерева и анализа достоверности кластеризации использовали 
коэффициенты различия, которые вычисляли как разность единицы (100 %, 
уменьшаемое) и соответствующего коэффициента сходства (вычитаемое). 

Результаты. На начальном этапе работы были построены филоге-
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нетические деревья для каждого из следующих 18 генов: генов вирулент-
ности nodA, nodB, nodC (отвечают за синтез коровой части Nod-фактора) 
(20-22), nodD (при наличии нескольких копий nodD1 это конститутивно 
экспрессируемый ген флавоноид-чувствительного активатора транскрипции 
nod-генов) (23), nodI, nodJ (гены мембранных транспортеров Nod-фактора) 
(24), nodN (кодирует фермент дегидратазу) (25); генов симбиотической 
азотфиксации fixA, fixB, fixC (компоненты электронно-транспортной цепи 
нитрогеназы) (26), nifA (ген транскрипционного регулятора nif-генов), nifB, 
nifN, nifE (отвечают за синтез Fe-Mo кофактора нитрогеназы), nifD, nifH, 
nifK (структурные компоненты нитрогеназы) (27), fdxN (ферредоксин). Выбор 
был обусловлен тем, что гомологи указанных генов присутствуют у всех 
представителей клубеньковых бактерий, отобранных для анализа. Кроме 
того, в исследование включили традиционный хромосомный таксономи-
ческий маркер — ген 16S-рРНК в связи с консервативностью его нуклео-
тидной последовательности и низкой частотой горизонтального переноса. 

Методология сравнения топологий основана на представлении о 
том, что горизонтальный перенос генов от одного вида ризобий к другому 
в ходе эволюции вносит существенные различия в топологии филогений 
этих генов. В том случае, когда топология деревьев двух генов не различа-
ется, предполагают, что они либо не участвуют в горизонтальном переносе 
совсем, либо переносятся совместно (рис. 2, А). 

 

Рис. 2. Сравнения топологии филогенетических деревьев для генов nifH (слева) и nifN (справа) 
со степенью сходства 100 % (А) и для генов fdxN (слева) и 16S-рРНК (справа) со степенью 
сходства 50,5 % (Б). Стрелкой отмечено наиболее заметное различие в топологии: переме-
щение Rhizobium etli из кластера R. leguminosarum на древе гена 16S-рРНК в кластер M. loti на 
древе fdxN. 

 

В то же время несоответствие в топологии деревьев, построенных 
на основании анализа сиквенсов одного и того же набора штаммов, пред-
ставляет собой следствие горизонтального переноса симбиотических генов 
(см. рис. 2, Б). По этим различиям в топологии мы можем предполагать, 
как происходил ГПГ в ходе эволюции. Например, видно, что в древе по 
гену 16S-рРНК в одном кластере находятся два биовара R. leguminosarum и 
R. etli. Так как ген 16S-рРНК — хромосомный маркер, то допустимо утвер-
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ждать, что кластеризующиеся вместе представители эволюционно близки. В 
то же время на древе плазмидного маркера fdxN ризобии R. etli группиро-
вались в одном кластере с M. loti, хотя R. etli и M. loti относятся к разным 
семействам — Rhizobiaceae и Phyllobacteriaceae. Этот факт позволяет пред-
положить, что имел место горизонтальный перенос гена fdxN между клу-
беньковыми бактериями M. loti и R. etli либо при горизонтальном переносе 
указанные виды получили этот ген из одного источника. 

Затем мы сравнили все 
полученные 19 филогенетиче-
ских деревьев для выявления 
различий в их топологиях. Би-
оинформатический анализ по-
лученных данных позволил 
рассчитать коэффициенты по-
парного сходства топологий 
для всех деревьев, варьирую-
щие от 1 (полная конгруэнт-
ность двух филогений) до 0 
(полное отсутствие конгру-
энтности). Затем построенная 
матрица сходств была преоб-
разована в матрицу различий 
вычитанием соответствующих 
коэффициентов сходства из 
единицы. По данным этой мат-
рицы было построено метаде-
рево (рис. 3).  

Видно, что в метадере-
ве достоверно выделились два кластера: группа nif/fix-генов оказалась пре-
имущественно сосредоточена в кластере 1, nod-генов — в кластере 2, тогда 
как хромосомный маркер (ген 16S-рРНК) не вошел ни в один из класте-
ров (табл.).  

Оценка достоверности кластеризации метадерева в соответствии со средним 
расстоянием внутри и между кластерами / группами генов с использованием t-
критерия Стьюдента  

Группа сравнения TD SD SE 
Достоверность различий по 
t-критерию Стьюдента при 
уровне значимости p 

Внутри кластера 1 0,197 0,094 0,013 < 0,001 
Внутри кластера 2 0,216 0,104 0,020 < 0,01 
Между кластерами 0,269 0,107 0,012  
Внутри группы nif-fix 0,194 0,084 0,011 < 0,001 
Внутри группы nod 0,201 0,082 0,018 < 0,01 
Между группами симбиотических генов 0,270 0,099 0,011  
П р и м е ч а н и е. TD — среднее различие топологий, SD — стандартное отклонение, SE — стандартная 
ошибка. Проводили сравнение среднего расстояния между топологиями деревьев внутри одного класте-
ра/группы, а также между деревьями одного кластера/группы и каждым деревом другого кластера/группы. 
Структура кластеров приведена на рисунке 3. 

 

Такая кластеризация может указывать на то, что в эволюционной 
истории группы генов nod и nif/fix не связаны между собой и с хромосом-
ными генами. Она определяется их самостоятельным происхождением и 
раздельным  горизонтальным переносом. Действительно, различие групп 
nod- и nif/fix-генов выражено не менее четко, чем несходство между кла-
стерами 1 и 2. Однако были выявлены и исключения: ген nodI, который 
находится в nif/fix кластере 1 и переносится вместе с геном nifD, а также 

Рис. 3. Основные кластеры метадерева по матрице 
сходств топологий в филогенетических деревьях, постро-
енных по данным о нуклеотидном полиморфизме сим-
биотических генов: 1 — nif/fix-кластер, 2 — nod-кластер. 
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гены nifB и fixC, попадающие в nod-кластер 2 вместе с nodA. 
Как отмечалось выше, в геномах многих клубеньковых бактерий 

симбиотические гены объединены в кластеры. В связи с этим совместный 
горизонтальный перенос групп nod- и nif/fix генов может быть обусловлен 
особенностями их кластерного расположения в геноме (см. рис. 1). Тем не 
менее, объяснить полученную картину только спецификой расположения 
генов на генетических картах не представляется возможным. Так, в кла-
стере 1 были обнаружены все структурные гены нитрогеназы, причем гены 
nifH, nifK, nifE и nifN группировались друг с другом. Подобная кластериза-
ция генов соответствует их расположению в геномах, поскольку у всех 
изучаемых организмов гены nifHDK составляют один оперон, к которому 
прилегают гены nifE и nifN. Единственное исключение — локализация ге-
на nifN за пределами nif/fix-региона у клубеньковых бактерий люцерны 
(Sinorhizobium meliloti). Вместе с теми же nod-генами в кластере 2 был об-
наружен nodN, однако внутри кластера он располагался отдельно. Следует 
отметить, что локализация nodN в геноме может быть различной. У неко-
торых представителей он находится в одном кластере с генами nodABC 
(S. meliloti, S. medicae, R. leguminosarum), у других — расположен отдельно от 
общих nod-генов. Например, у R. galegae nodN находится в другом nod-
кластере, а у B. japonicum, M. loti и R. etli — вообще вне кластера симбиотиче-
ских генов. Кроме того, у R. etli ген nodN имеет хромосомную локализацию. 

Интересным результатом анализа стало попадание генов nifB и fixC в 
кластер 2 и их группировка вместе с геном nodA. В настоящее время извест-
но, что гены, отвечающие за синтез корового Nod-фактора (nodABC), имеют 
неризобиальное происхождение. Так, A. Hirch с соавт. (28) проанализирова-
ли последовательности бактериальных и грибных генов, кодирующих фер-
менты с каталитическими центрами, схожими с таковыми у продуктов ге-
нов nodABC. Было сделано предположение, что гены nodB и nodC могли 
быть получены ризобиями в процессе горизонтального переноса от грампо-
ложительных бактерий, у которых они участвуют в биогенезе муреиновой 
клеточной стенки. Кроме этого указанные гены могли быть получены клу-
беньковыми бактериями от грибов, активно синтезирующих хитиноподоб-
ные вещества. Известно, что многие грибы вступают с бактериями в тесные 
симбиотические отношения, при которых вполне возможен горизонтальный 
перенос генов. Однако для гена nodA гомологичных последовательностей в 
других организмах не обнаружили. Таким образом, ген nodA имеет иное про-
исхождение, нежели nodB и nodC (28). В связи с этим его кластеризация вме-
сте с генами nifB и fixC может свидетельствовать об их изначально совмест-
ном горизонтальном переносе из не идентифицированных пока организмов. 

Важно отметить, что на специфику кластеризации генов на метаде-
реве, несомненно, должно влиять не только их расположение у современ-
ных форм ризобий, но и происходившие ранее эволюционные события, 
включая независимые перестройки геномов (см. рис. 1), причем свою ло-
кализацию могли изменять как отдельные гены, так и содержащие их 
участки генома. В качестве примера таких перестроек можно привести ин-
версию nif/fix региона у N. galegae bv. orientalis (18) и транслокацию генов 
nifHDKEN у R. leguminosarum bv. viciae (11). Несомненно, что геномные 
перестройки оказывают существенное воздействие на порядок кластериза-
ции генов, однако степень их влияния в рамках примененной модели не-
достаточно ясна. Существенную роль в возникновении различий в тополо-
гиях двух генов, вероятно, играет и неодинаковая скорость их эволюции. 

Полученные в нашем исследовании результаты не согласуются с 
данными, полученными методами молекулярной филогении. Ранее было 



 

1001 

показано, что полиморфизм nod-генов сформировался независимо от ди-
вергенции коровых элементов бактериального генома, однако коррелирует 
с таксономией хозяев, тогда как полиморфизм nif-генов коррелирует с ди-
вергенцией коровой части генома бактерий, но не связан с дивергенцией 
хозяев (29). В нашем исследовании метод метадеревьев показал независи-
мость эволюционной истории как nod-, так и nif/fix-генов от хромосомно-
го маркера (ген 16S-рРНК). Возможно, использованный нами метод чув-
ствительнее к влиянию эволюционных факторов, не связанных с ГПГ и не 
учитываемых в традиционных филогенетических подходах. 

Таким образом, результаты филогенетического анализа nod- и nif/fix-
генов, который мы провели с помощью метода построения и анализа мета-
деревьев, подтверждают выявленные ранее различия в эволюционных исто-
риях этих генов. Обнаружение двух кластеров, один из которых состоит 
преимущественно из nif/fix-генов (кластер 1), другой — из nod-генов (кла-
стер 2), может отражать тот факт, что сопоставляемые группы генов воз-
никли на разных этапах эволюции ризобий (в связи с чем они занимают 
различные участки на хромосомах или плазмидах ризобий), а также экс-
прессию этих генов на разных стадиях развития симбиоза (инфицирование 
корневых волосков и освобождение в растительную цитоплазму для nod-
генов, симбиотическая фиксация азота — для nif/fix-генов). Присутствие 
некоторых nod-генов в кластере 1 и некоторых nif/fix-генов — в кластере 2, 
возможно, обусловлено тем, что на поздних этапах эволюции ризобий весь 
комплекс sym-генов переносился как единое целое в составе Sym-плазмид 
или геномных островов. Нельзя также исключить, что отсутствие корреля-
ции между структурой кластеров, выявленных при анализе метадерева, и 
расположением изучаемых генов на генетических картах — следствие ин-
тенсивных внутригеномных перестроек, характерных для многих ризобий, и 
разной скорости эволюции первичной структуры у изучаемых генов.   

Дальнейший анализ роли указанных эволюционных механизмов 
требует модификации использованного нами подхода, в частности раз-
дельного анализа структур метадеревьев, построенных с использованием 
выборок штаммов, возникших на ранних стадиях эволюции ризобий (ко-
гда ГПГ был ограничен в связи с хромосомной локализацией sym-генов у 
Bradyrhizobium) либо на поздних стадиях (когда ГПГ был наиболее интен-
сивен и скорее всего захватывал весь комплекс sym-генов, локализованных 
на плазмидах Rhizobium и Sinorhizobium). Важная задача усовершенствова-
ния использованного метода состоит также в разработке статистических и 
биоинформационных критериев поддержки кластеров, выявляемых на ме-
тадеревьях, поскольку на первом этапе работы мы применили для реше-
ния этой задачи лишь стандартные биометрические подходы. 

Итак, филогенетический анализ nod- и nif/fix-генов, проведенный 
нами с помощью построения и сопоставления метадеревьев, подтвердил 
выявленные ранее различия в эволюционных историях этих генов. Нали-
чие двух кластеров в метадереве, один из которых объединяет преимуще-
ственно nif/fix-, другой — nod-гены, может быть связано с тем, что этапы 
эволюции ризобий, на которых возникли сопоставляемые группы, не сов-
падали, а также с экспрессией этих генов на разных стадиях развития 
симбиоза. Отсутствие корреляции между структурой кластеров в метадере-
ве и результатами генетического картирования, возможно, обусловлено 
внутригеномными перестройками и неодинаковой скоростью эволюции 
нуклеотидных последовательностей генов. Для усовершенствования при-
мененного метода необходимо разработать статистические и биоинформа-
ционные критерии поддержки кластеров, выявляемых на метадеревьях. 
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A b s t r a c t  
 

We applied modified phylogenetic analysis method of building meta-trees to study the evo-
lutional patterns of various groups of symbiotic genes (nod-genes control the formation of nodules 
and nif/fix-genes control symbiotic nitrogen fixation). The method consists in the pairwise compari-
son of topologies and construction combined dendrograms («meta-trees»), where the relative position 
of the two trees is a measure of corresponding gene phylogenies congruence. Homologues of 18 sym-
biotic genes (nodABCDIJN, nifABDEHKN, fixABC, fdxB) are present in each test organism (9 strains 
belong to the genera Bradyrhizobium, Mesorhizobium, Rhizobium, Sinorhizobium and Neorhizobium). 
These genes were selected for the implementation of this method, as well as the gene 16S rRNA as a 
traditional taxonomic chromosome marker. We constructed and compared phylogenetic trees for all 
these genes and then calculated the pairwise similarity coefficients for their topologies. According to 
the obtained data we built a meta-tree, and there were two statistically distinct gene clusters identi-
fied within. Cluster 1 includes mainly nif- and fix-genes and cluster 2 — mostly nod-genes, that is 
related to the data of separate localization of these gene groups in the rhizobial genomes. The excep-
tion is the arrangement of nifB and fixC genes with nodA in cluster 2, as well as co-localization of 
nodI and nifD in cluster 1. During the identified clusters structure analysis we found strong relation-
ship between the relative gene position and the characteristics of their genome localization in nodule 
bacteria. Importantly, the differences between clusters 1 and 2 are not expressed less clearly than the 
differences between nod- and nif/fix-gene groups. It is obvious that clusters 1 and 2 of our meta-tree 
reflect primarily different mechanisms of nodulation evolution and symbiotic nitrogen fixation asso-
ciated with the independent origin of the relevant gene groups, and possibly, with their separate hori-
zontal transfer between different groups of rhizobia. Further study of the symbiotic gene evolution in 
nodule bacteria requires improvements used phylogenetic analysis techniques, including separate 
analysis meta-tree for rhizobia, representing different stages of symbiosis evolution. 

 

Keywords: phylogenetic analysis, meta-trees, nodule bacteria, symbiotic genes. 
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