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Извлечение минеральных веществ из почвы — одна из главных проблем выживания 
растений. В частности, доступность таких макроэлементов, как азот и фосфор, лимитирует рост 
и развитие растений. Представители семейства Бобовые (Fabaceae) преодолевают это ограниче-
ние, устанавливая симбиотические взаимоотношения с азотфиксирующими почвенными бактери-
ями (ризобиями). Проникновение бактерий в корни растения-хозяина индуцирует формирование 
специализированных органов — клубеньков. Внутри клеток симбиотического клубенька свобод-
ноживущие бактерии дифференцируются в симбиотическую форму (бактероиды) и превращаются 
в органеллоподобные структуры, которые фиксируют азот и снабжают им растение в обмен на 
питательные вещества (B.J. Ferguson с соавт., 2010). В клубеньках ряда бобовых растений бак-
тероиды подвергаются терминальной (необратимой) дифференцировке, теряя возможность вер-
нуться к индивидуальному существованию. Терминальная дифференцировка бактероидов начина-
ется вскоре после проникновения ризобий в клетки клубенька и приводит к морфологическим, 
физиологическим и генетическим изменениям бактериальных клеток. Показано, что ключевую 
регуляторную роль в этом процессе играет обширное семейство антимикробных пептидов расте-
ний, представители которого носят название клубенек-специфичные цистеин-богатые пептиды 
(Nodule-specific Cysteine Rich, NCR-пептиды) (P. Mergaert с соавт., 2003). По своей структуре и 
способам действия они сходны с факторами врожденного иммунитета растений — дефензинами, 
однако образуются только в клубеньках. На сегодняшний день в геноме модельного бобового 
объекта люцерны слабоусеченной (Medicago truncatula Gaertn.) идентифицировано порядка 700 
генов, кодирующих NCR-пептиды, вариабельные по аминокислотной последовательности. В кон-
сервативных положениях они всегда несут цистеиновый мотив, вероятно, необходимый для при-
нятия ими правильной конформации. Внутриклеточной мишенью NCR-пептидов служат симбиосо-
мы (клеточные компартменты, содержащие бактероиды), к которым NCR-пептиды доставляются 
через секреторный путь и в которых они запускают процесс дифференцировки, взаимодействуя с 
компонентами бактериальной мембраны, а также различными внутриклеточными мишенями (D. 
Wang с соавт., 2010). Наиболее изученный представитель этого семейства у M. truncatula — 
MtNCR247. Он представляет собой катионный пептид с четырьмя цистеиновыми остатками, 
формирующими две дисульфидные связи в окисленной форме. MtNCR247 влияет на процессы 
транскрипции, трансляции и клеточного деления Sinorhizobium meliloti при низких концентрациях, а 
также проявляет антимикробную активность при более высоком содержании (A. Farkas с соавт., 
2014). На сегодняшний день NCR-пептиды идентифицированы только у бобовых растений группы 
IRLC (Inverted Repeat-lacking Clade), для которых характерна терминальная дифференцировка 
бактерий в бактероиды. Вероятно, приобретение в процессе эволюции вариабельного семейства 
генов, кодирующих NCR-пептиды, было селективным преимуществом растений этой группы. 
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Семейство Бобовые (Fabaceae) включает основные пищевые и кор-
мовые виды культурных растений, такие как горох, соя, клевер, нут, лю-
церна. Это третья по величине группа покрытосеменных и вторая — пи-
щевых и кормовых культур, выращиваемых по всему миру (1). Важное 
экологическое преимущество бобовых — возможность расти при практи-
чески полном отсутствии связанного азота в почве благодаря фиксации 
атмосферного азота клубеньковыми симбиотическими бактериями (2, 3).  

При установлении азотфиксирующего симбиоза ризобии избира-
тельно проникают в корни бобовых растений, что приводит к развитию 
особых корневых структур, называемых клубеньками (4). Онтогенез клу-
беньков представляет собой четко организованный процесс, основанный 
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на скоординированной экспрессии специализированных растительных и 
бактериальных генов (5). Значительная часть сложной системы генов рас-
тения, управляющих развитием клубенька, необходима для контроля мик-
росимбионта растением-хозяином. 

Внутри клубенька бактерии дифференцируются в бактероиды и 
осуществляют симбиотическую азотфиксацию, то есть восстановление мо-
лекулярного азота до иона аммония с использованием ферментного ком-
плекса нитрогеназы (6, 7). В клубеньках бобовых, принадлежащих к груп-
пе IRLC (Inverted Repeat-Lacking Clade), превращение клубеньковых бак-
терий в бактероиды необратимо (терминальная дифференцировка), у дру-
гих растений это обратимый процесс (8-10). Если штамм ризобий спосо-
бен к образованию клубеньков на корнях широкого круга растений, то 
степень дифференцировки бактерий в бактероиды и ее обратимость строго 
соответствуют виду растения-хозяина, из чего следует, что процесс диф-
ференцировки индуцируется растительными сигналами (11-13). 

У модельного бобового растения Medicago truncatula в качестве та-
ких факторов могут выступать по меньшей мере 800 клубенек-специфичных 
симбиотических пептидов (Symbiotic Peptide, symPEP), подавляющее боль-
шинство которых (более 700) относятся к группе клубенек-специфичных 
цистеин-богатых пептидов (Nodule-specific Cysteine Rich, NCR) (14-17). 
NCR-пептиды также описаны для других бобовых, относящихся к той же 
кладе IRLC, — бобов (Vicia faba) (18), белого клевера (Trifolium repens) (19), 
козлятника восточного (Galega orientalis) (20), гороха посевного (Pisum sa-
tivum L.) (21-23). NCR-пептиды были выявлены в экспериментах по иден-
тификации клубенек-специфичных белковых молекул (нодулинов) (21), од-
нако далеко не все нодулины относятся к NCR-пептидам.  

Целью представленной статьи стало обобщение и структурирование 
информации, накопленной за последнее десятилетие, в отношении регуля-
ции дифференцировки симбиотических бактерий при установлении азот-
фиксирующего симбиоза. Впервые дана полная характеристика многочис-
ленного белкового семейства NCR-пептидов. Детально рассмотрены во-
просы их структуры, функций, мишеней, способов действия, а также 
предполагаемого пути эволюции. 

Гены NCR-пептидов принадлежат к обширной группе дефензин-
подобных генов, различные представители которой встречаются в геномах 
позвоночных (кодируют белки, участвующие в приобретенном иммуните-
те), беспозвоночных (например, кодируют компонент токсина скорпиона), 
и растений (14, 24, 25). В свою очередь дефензины относятся к группе ан-
тимикробных пептидов (Antimicrobial Peptide, AMP), которые продуциру-
ются почти всеми живыми организмами и играют ключевую роль во 
врожденном иммунитете (26-28). Общий способ действия антимикробных 
пептидов — нарушение микробных мембран и (или) индуцирование фор-
мирования пор, что приводит к лизису бактериальных клеток, а также де-
лает возможным взаимодействие пептидов с внутриклеточными мишенями 
(ДНК, РНК, различными белками) (29-31).  

По аминокислотному составу NCR-пептиды вместе с растительными 
дефензинами относят к обширному семейству белков CCP (Сysteine Сluster 
Protein), содержащих консервативный цистеиновый кластер — 4, 6, 8 или 10 
цистеиновых остатков в консервативных положениях (32-34). Клубенек-
специфичные CCP, они же NCR-пептиды, представляют одну из 10 под-
групп CCP (34, 35). Подобно генам дефензинов, гены NCR-пептидов коди-
руют короткие (30-60 аминокислотных остатков) секретируемые полипеп-
тиды с высокой вариабельностью аминокислотной последовательности, что 
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определяет их специфичность и различные механизмы действия (14, 36, 37). 
В отличие от дефензинов, ключевая функция которых — участие в защит-
ных процессах и негативное влияние на бактерии, NCR-пептиды играют 
позитивную регуляторную роль в клубеньках бобовых растений, управляя 
дифференцировкой клубеньковых бактерий в азотфиксирующие бактероиды 
(11, 38, 39). При этом антимикробная активность NCR-пептидов выражает-
ся в том, что дифференцировка в бактероиды под их действием необратима. 
Кроме того, бактерии утрачивают способность к размножению. 

Экспрессия генов, кодирующих NCR-пептиды, специфична для 
клубеньков. При этом определенные группы генов активируются совмест-
но, что выражается в виде нескольких последовательных «волн» их экспрес-
сии на различных стадиях развития клубенька (40). Только что синтезиро-
ванные NCR-пептиды содержат N-концевую сигнальную последователь-
ность, определяющую их транспортировку в эндоплазматический ретикулум 
(11, 14). В транспортировке NCR-пептидов ключевую роль играет сигналь-
ная пептидаза, отрезающая сигнальную последовательность от зрелого пеп-
тида при сортировке белков на эндоплазматической сети (41). У мутантов 
M. truncatula по гену MtDNF1, кодирующему клубенек-специфичную субъ-
единицу сигнальной пептидазы, NCR-пептиды сохраняют сигнальные по-
следовательности и накапливаются в эндоплазматической сети, не попадая 
в симбиосомы, в результате чего дифференцировка бактероидов не проис-
ходит (11, 16, 41). В случае нормального развития симбиоза по мере экс-
прессии генов различные наборы NCR-пептидов доставляются к эндосим-
бионту и опосредуют последующие события его дифференцировки (16).  

Для некоторых NCR-пептидов (например, MtNCR247 и MtNCR335) 
показана способность к взаимодействию с мембраной бактериальных кле-
ток, что в условиях in vitro приводит к гибели как клубеньковых бактерий, 
так и патогенов человека и растений (11, 42). Однако в естественных усло-
виях (в клетках клубенька) симбиотические пептиды не нарушают проница-
емость бактериальной мембраны настолько, чтобы это приводило к лизису 
клетки (31). Вероятно, увеличение проницаемости мембраны способствует 
проникновению NCR-пептидов внутрь бактериальных клеток.  

Из бактероидов, присутствующих в клетках клубеньков M. truncatu-
la, можно выделить около 140 различных NCR-пептидов, что свидетель-
ствует о возможности их проникновения в бактериальную клетку, а также 
об их высокой стабильности и потенциальном взаимодействии с внутрикле-
точными мишенями (43). Одна из мишеней MtNCR247 — бактериальный 
белок FtsZ, играющий важную роль при формировании клеточной перего-
родки в процессе деления клеток (44-46). Другой партнер MtNCR247 — 
шаперон GroEL, необходимый для полной активации генов клубенькообра-
зования и сборки нитрогеназного комплекса (47). Воздействие MtNCR247 
также изменяет экспрессию некоторых регуляторных генов, критичных для 
прохождения клеточного цикла (ctrA, gcrA, dnaA), что может быть связано с 
остановкой пролиферации бактерий в клетках растения (45). 

У клубеньковых бактерий существуют защитные механизмы, поз-
воляющие противостоять действию растительных NCR-пептидов (48). В 
частности, определенную защиту от NCR-пептидов обеспечивает ген BacA, 
кодирующий белок семейства ABC-транспортеров (49-51). Так, мутант 
S. meliloti по гену bacA проявляет гиперчувствительность по отношению к 
MtNCR247 in vitro и in vivo (бактерии подвергаются деградации вскоре 
после высвобождения в клетки клубенька люцерны, в то время как штам-
мы бактерий дикого типа остаются жизнеспособными и дифференцируют-
ся в бактероиды) (52-54). Помимо этого, описан ген металлопептидазы 



 

872 

HrrP (host range restriction peptidase), кодирующий фермент, способный 
разрезать NCR-пептиды (55, 56). У некоторых штаммов Bradyrhizobium для 
успешного азотфиксирующего симбиоза необходимо наличие в мембране 
стирол-подобных липидов (гопаноидов), вероятно, усиливающих ее проч-
ность и обеспечивающих защиту от NCR-пептидов (57, 58).  

Важная отличитель-
ная особенность генного се-
мейства NCR-пептидов — их 
кластерная организация в 
пределах генома. Кластеры 
генов, кодирующих NCR-
пептиды, равномерно рас-
пределены на восьми хро-
мосомах у M. truncatula и, 
по-видимому, возникли при 
неоднократной дупликации 
и последующей диверсифи-
кации последовательностей 
(59). Поскольку промотор-
ные области генов, кодиру-
ющих NCR-пептиды, тоже 
сходны, их экспрессия вы-
сокосогласована. Секвени-
рование образцов РНК из 
зон клубенька, вырезанных 
из препарата при помощи 
лазерной микродиссекции, 
показало, что гены NCR-
пептидов можно разделить 
на несколько групп, осно-
вываясь на их простран-
ственно-временном профи-
ле экспрессии (16). Очевид-

но, экспрессия определенных групп генов NCR-пептидов необходима лишь 
на конкретной стадии развития клубенька (40).  

Несмотря на ранее описанную взаимозаменяемость антимикроб-
ных молекул (14), появляются данные об уникальных по своим свой-
ствам и функциям NCR-пептидах, отсутствие которых прерывает установ-
ление азотфиксирующего симбиоза. Так, MtNCR211, токсичный для S. me-
liloti в условиях in vitro, необходим для выживания бактероидов in planta, 
поскольку мутация в его гене приводит к гибели бактероидов в клетках 
клубенька (60). Аналогично для поддержания бактероидов необходим 
MtNCR169, в отсутствие которого их дифференцировка практически не 
происходит и, как результат, не фиксируется азот (61). Оба эти NCR-
пептида характеризуются сходной локализацией in planta (60, 61). Мутанты 
M. truncatula по генам MtDNF4 (=MtNCR211) и MtDNF7 (=MtNCR169) 
имеют похожие транскриптомные профили (62). Несмотря на это, роль 
каждого из указанных пептидов уникальна, поскольку у мутанта по гену 
MtNCR211 происходит лизис бактероидов после дифференцировки, а у 
мутанта по гену MtNCR169 лизису подвергаются недифференцированные 
бактерии (63). Последовательности генов NCR-пептидов весьма вариатив-
ны даже в пределах одного вида бобовых растений. Найденные гомоло-
гичные последовательности у разных представителей группы IRLC имеют 

Схема предполагаемой эволюции генов NCR-пептидов у 
Medicago truncatula и Pisum sativum. Гены NCR-пептидов 
возникли приблизительно 25 млн лет назад у общего 
предка  группы IRLC (Inverted Repeat-lacking Clade). Впо-
следствии дупликация, диверсификация, а также отбор в 
пользу наибольшей функциональности привели к появле-
нию значительного числа генов, кодирующих антимик-
робные пептиды с низкой консервативностью последова-
тельностей, которая стала основой разнообразия их ак-
тивности и физиологических функций. Некоторые из 
NCR-пептидов приобретали уникальные функции, отли-
чающие их от основной группы и незаменимые для 
успешного симбиоза; часть последовательностей стано-
вилась псевдогенами и утрачивала биологическую функ-
цию. Цветом отмечена степень различий в вариативности 
нуклеотидных последовательностей генов NCR-пептидов и 
их изменениях в эволюции (мутации, рекомбинацию).  Х 
означает, что ген, кодировавший NCR-пептид, вследствие 
мутации превратился в псевдоген и утратил первоначаль-
ную функцию. 
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очень низкий процент сходства, так что определение ортологичных пар 
становится невозможным (64). Вероятно, эти растения дивергировали от 
общего предка, уже имевшего гены NCR-пептидов, достаточно давно (рис.). 
Впоследствии в геноме каждого из них происходила дупликация генов 
NCR-пептидов, которые затем независимо эволюционировали под действи-
ем позитивного (движущего) отбора (59). У разных видов некоторые гены 
вследствие накопления мутаций могли превратиться в псевдогены и элими-
нироваться, поэтому одну и ту же биологическую функцию начинали вы-
полнять неортологичные гены. Наконец, сходство отдельных участков по-
следовательностей генов NCR-пептидов указывает на возможность повы-
шения их вариабельности вследствие незаконной рекомбинации. Результа-
том эволюции этого генного семейства стало широкое разнообразие NCR-
пептидов, наблюдаемое у современных представителей группы IRLC. 

Согласно исследованиям эффективности симбиотической азотфик-
сации, доведение дифференцировки бактероидов до терминальной фазы 
приносит растению (и симбиотической системе в целом) значительную 
выгоду (65). Вероятно, по этой причине приобретение в процессе эволю-
ции семейства генов NCR-пептидов оказалось селективным преимуще-
ством растений группы IRLC. Кроме того, NCR-пептиды участвуют в фо-
новом иммунном ответе клубеньков, активность которого не зависит от то-
го, присутствуют ли в них нежелательные (патогенные) микроорганизмы 
(63). Активность в симбиотических органах растений генов NCR-пептидов, 
относящихся к системе растительного иммунитета и быстро эволюциони-
рующих в направлении разнообразия, вместе с наличием у ризобий систем, 
позволяющих противостоять летальному воздействию NCR-пептидов, слу-
жит прекрасной иллюстрацией коэволюции партнеров в случае азотфик-
сирующего симбиоза.  

Таким образом, на сегодняшний день у ограниченной группы бо-
бовых растений обнаружено большое генное семейство, которое обладает 
органо-специфичной экспрессией. Его представители выполняют функ-
цию терминальной, то есть необратимой, дифференцировки симбионтов 
внутри клубенька. Предполагается, что гены NCR-пептидов возникли от 
родственных им генов растительных дефензинов в процессе стремительной 
дупликации и диверсификации последовательностей. Многие из NCR-
пептидов взаимозаменяемы вследствие сходства структур, но некоторые 
приобрели новые, более специализированные функции. Роли, мишени и 
способы действия NCR-пептидов описаны лишь для нескольких предста-
вителей этого семейства, а значит, дальнейшие исследования могут приве-
сти к неожиданным и ценным открытиям.  
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A b s t r a c t  
 

Uptake of mineral nutrients from the soil is the challenge of plant survival. In particular, 
the availability of such macro-elements as nitrogen and phosphorus is the limiting factor for plant 
growth and development. Some plant genera overcome this limitation by establishing symbiotic rela-
tionships with microorganisms. A remarkable example of such symbiosis is one between legumes and 
rhizobia — a group of nitrogen fixing soil bacteria. Rhizobial penetration into roots of a specific host 
plant causes initiation of a specialized organ, symbiotic nodule. Within cells of symbiotic nodule 
free-living bacteria differentiate into a symbiotic form called «bacteroids». Such organelle-like struc-
tures provide plants with fixed nitrogen in exchange for nutrients (B.J. Ferguson et al., 2010). A 
number of legumes form nodules, in which bacteria terminally (irreversibly) differentiate into bacter-
oids, thus losing the opportunity to return to the free-living state. Terminal differentiation of bacter-
oids begins soon after release of the rhizobia into plant cells and leads to morphological, physiologi-
cal and genetic changes in bacterial cells. It has been shown that a large family of antimicrobial pep-
tides of plants called Nodule-specific Cysteine-Rich peptides (NCR peptides) plays a key regulatory 
role in this process (P. Mergaert et al., 2003). Its representatives are similar in structure and mode of 
action to defensins — plant innate immunity factors; however, NCR genes are expressed only in 
nodules, which fact is reflected in their name. At the moment, about 700 genes encoding NCR pep-
tides that are highly variable in their amino acid sequence but possess a distinct conservative cysteine 
motif required for the adoption of correct conformation were identified in the genome of the model 
legume Medicago truncatula Gaertn. NCR peptides are delivered to their intracellular target symbio-
some (сell compartments containing bacteroides) triggering the process of differentiation by interact-
ing with the components of membranes and various intracellular targets of bacteria (D. Wang et al., 
2010). The most studied member of this family in M. truncatula is MtNCR247 a cationic peptide 
with four cysteines forming two disulfide bonds in oxidized form. MtNCR247 affects transcription, 
translation and cell division processes in M. truncatula microsymbiont Sinorhizobium meliloti at low 
concentrations, and also exhibits antimicrobial activity at higher concentrations (A. Farkas et al., 
2014). To date, NCR peptides are identified only in plants belonging to IRLC (Inverted Repeat-
lacking Clade) legumes which are characterized by terminal differentiation of bacteria into bacter-
oids. Probably, evolutionary acquisition of the variable gene family encoding NCR peptides has been 
the selective advantage of this group of plants. 

 

Keywords: rhizobium-legume symbiosis, nitrogen-fixing nodules, differentiation of bac-
teroides, NCR-peptides, regulation of symbiosis development. 
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