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 ` Впервые были выделены и идентифицированы бактерии из клубеньков дикорастущего лекарственного бобового ра-
стения термопсиса ланцетного (Thermopsis lanceolata), произрастающего в Монголии. В результате секвенирования 
16S рДНК (rrs) и гена «домашнего хозяйства» atpD определено таксономическое положение 14 изолятов. Показано зна-
чительное биоразнообразие микросимбионтов термопсиса, которые относились к трем родам порядка Rhizobiales: Phyllo
bacterium (сем. Phyllobacteriaceae), Rhizobium (сем. Rhizobiaceae) и Bosea (сем. Bradyrhizobiaceae). Видовая принад-
лежность была определена для девяти изолятов: шесть изолятов были идентифицированы как Phyllobacterium zundukense 
и Phyllobacterium trifolii (100 и 99,9 % rrs гомологии с типовыми штаммами P. zundukense Tri-48T и P. trifolii PETP02T 
соответственно), три изолята — как Rhizobium anhuiense (99,8 % rrs гомологии с типовым штаммом R. anhuiense CCBAU 
23252T). Два медленнорастущих изолята Tla-534 и Tla-545, отнесенных к роду Bosea, могут потенциально принадлежать 
к новым видам, поскольку их сходство по гену rrs с ближайшими типовыми штаммами B. massiliensis LMG 26221T, 
B. lathyri LMG 26379T и B. vaviloviae Vaf18T составляло 98,5–99,0 %. Неризобиальных штаммов из клубеньков выделе-
но не было. Создание коллекции микросимбионтов термопсиса ланцетного и их изучение является одной из необходимых 
предпосылок для промышленного возделывания этой ценной лекарственной культуры. 

 ` Ключевые слова: лекарственные бобовые растения; термопсис ланцетный Thermopsis lanceolata; клубеньковые бак-
терии; гены 16S рРНК и atpD.
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 ` For the first time, bacteria were isolated and identified from the root nodules of a wild-growing medicinal legume plant Ther
mopsis lanceolata, originated from Mongolia. The taxonomic position of 14 isolates obtained was determined using of sequencing 
of the 16S rRNA (rrs) and atpD genes. It was shown a significant biodiversity of the isolates from T. lanceolata, which belonged to 
three genera of the order Rhizobiales: Phyllobacterium (family Phyllobacteriaceae), Rhizobium (family Rhizobiaceae) and Bo
sea (family Bradyrhizobiaceae). Six isolates belonged to the species Phyllobacterium zundukense and Phyllobacterium trifolii 
(100 и 99,9% rrs similarity with the type strains P. zundukense Tri-48T and P. trifolii PETP02T, respectivelly), three isolates were 
identified as Rhizobium anhuiense (99,8% rrs similarity with the type strain R. anhuiense CCBAU 23252T). Two slow-growing 
isolates of the genus Bosea Tla-534 and Tla-545 may potentially belong to new species, since their rrs-similarity to the closest type 
strains B. massiliensis LMG 26221T, B. lathyri LMG 26379T and B. vaviloviae Vaf18T was 98,5-99,0%. Non-rhizobial strains 
were not isolated. The isolation and future investigation of the rhizobial microsymbionts of the valuable medicinal legume Thermop
sis lanceolata is one of the necessary prerequisites for its industrial cultivation.

 ` Keywords: medicinal legume plants; Thermopsis lanceolata; root nodule bacteria; 16S rRNA and atpD genes.

Бобово-ризобиальный симбиоз — уникальное и ши-
роко распространенное явление среди бобовых растений. 
Клубеньковые бактерии (ризобии), как неотъемлемая 

часть такого симбиоза, служат объектом пристального 
изучения при создании коллекций и выявлении механиз-
мов растительно-микробных взаимодействий. Известно, 
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что бобовые растения, обладая высоким морфофизио-
логическим и экологическим разнообразием, вносят 
решающий вклад в азотный баланс многих наземных 
экосистем и агроценозов. Такая возможность достигает-
ся за счет расширения биохимических функций у обоих 
симбиотических партнеров и приобретения растениями 
новых адаптивных способностей [1]. В связи с этим из-
учение бобово-ризобиального симбиоза имеет огромное 
экологическое и практическое значение.

Термопсис ланцетный (Thermopsis lanceolata, 
R.Br.) — многолетнее дикорастущее бобовое растение, 
встречающееся в Западной и Восточной Сибири, Бай-
кальском регионе, Средней Азии, на севере Монголии 
и Китая [2]. Растение содержит ряд алкалоидов и обла-
дает ценными фармакологическими свойствами. Одним 
из главных биологически активных алкалоидов являет-
ся цитизин, содержащийся преимущественно в семе-
нах [3] и применяющийся в медицинских целях для ле-
чения никотиновой зависимости (препарат Табекс) [4], 
а также в качестве отхаркивающего средства (препа-
раты Термопсол и Коделак Бронхо); широко использу-
ется в ветеринарии (препарат Цититон) [5]. О попыт-
ках выделения клубеньковых бактерий из T. lanceolata 
в литературных источниках не упоминается. Вместе 
с тем для эффективного введения в культуру этого ра-
стения (особенно в условиях интродукции) необходи-
мо создание коллекции его микросимбионтов с целью 
производства на их основе ростостимулирующих био-
препаратов. При этом на первом этапе исследования 
штаммов-микросимбионтов необходимо проведение их 
идентификации с использованием современных молеку-
лярно-генетических методов, таких как секвенирование 
последовательности 16S рДНК и генов «домашнего хо-
зяйства».

Таким образом, цель нашей работы состояла в со-
здании коллекции ризобиальных микросимбионтов 
дикорастущего лекарственного бобового растения 
T. lanceolata, произрастающего в Северной Монголии, 
и определении таксономического положения штам-
мов с помощью секвенирования последовательностей 
16S рДНК и гена «домашнего хозяйства» atpD.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Объектом исследования были 14 бактериаль-

ных изолятов, выделенных по стандартной методи-
ке [6] из корневых клубеньков бобового растения 
T. lanceolata, собранного в горно-таежной области 
Монголии (окрестности озера Хубсугул, правый бе-
рег реки Эгийн-Гол, пос. Алаг-Эрденэ). Бактерии вы-
ращивали на модифицированном маннитно-дрожже-
вом агаре YMSA с добавлением 0,5 % сукцината [7]. 
Из каждого клубенька было отобрано по одному изо-
ляту. Видовую принадлежность изолятов определяли 
с помощью амплификации и секвенирования гена 16S 
рРНК, как было описано ранее [7]. Для уточнения 

таксономического положения изолятов использова-
ли амплификацию и секвенирование гена atpD, коди-
рующего β-субъединицу АТФ-синтазного комплекса, 
с применением праймеров atpD-273F/atpD-771R [8] 
и atpD352F/atpD871R [9]. Полученный ПЦР-про-
дукт выделяли из геля и очищали, как было описано 
ранее [10], для последующего секвенирования на ге-
нетическом анализаторе ABI PRISM 3500xl (Applied 
Biosystems, США). Поиск гомологичных последова-
тельностей проводили с помощью базы данных NCBI 
GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov) и программы 
BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Для 
конструирования филогенетических деревьев использо-
вали программу MEGA7 и метод Neighbor-Joining [11]. 
Нуклеотидные последовательности, полученные в рабо-
те, депонированы в базе данных GenBank под номера-
ми MH779890–MH779903, MK135051–MK135064.

Все полученные изоляты депонированы в Ведом-
ственной коллекции полезных микроорганизмов сель-
скохозяйственного назначения (ВКСМ) и размещены 
на Станции низкотемпературного автоматизированного 
хранения биологических образцов (Liconic Instruments, 
Лихтенштейн) [12]. Информация об изолятах доступ-
на в интернет-базе данных ВКСМ (http://www.arriam.
spb.ru.).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
В окрестностях озера Хубсугул, где был проведен 

отбор растений для последующего выделения бактерий 
из корневых клубеньков, климат резко континенталь-
ный и почвы функционируют в условиях криодизации 
и аридизации [13]. Почву непосредственно в месте от-
бора можно охарактеризовать как литозем серогумусо-
вый [14], реакция почв кислая или нейтральная [15]. 
В результате анализа клубеньков, собранных с разных 
растений T. lanceolata одной популяции, было выделе-
но 14 бактериальных изолятов: два из них формирова-
ли колонии на 5–6-е сутки, три — на 3-и сутки и де-
вять — на 4–5-е сутки.

Анализ последовательностей гена 16S рРНК (rrs) 
позволил отнести полученные изоляты к трем родам 
порядка Rhizobiales: Phyllobacterium (сем. Phyllo
bacteriaceae), Rhizobium (сем. Rhizobiaceae) и Bosea 
(сем. Bradyrhizobiaceae). На рис. 1 показано, что 
штаммы, относящиеся к родам Phyllobacterium 
и Rhizobium, формируют две обособленные группы. 
Штаммы Phyllobacterium, в свою очередь, раздели-
лись на три кластера. В Rrs-кластер I вошли изоляты 
Tla-531, Tla-536, Tla-538, Tla-546 и Tla-549, а также 
типовые штаммы P. trifolii PETP02T и P. loti S658T 
при уровне поддержки 100 % (см. рис. 1). Сходство 
изолятов по гену rrs с указанными типовыми штам-
мами составляло 99,9 и 100 % соответственно, при 
этом последовательности гена у изолятов были иден-
тичны (табл. 1). Однако на филогенетическом дереве, 
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Рис. 1. Филогенетическое дерево, построенное на основании сравнительного анализа нуклеотидных последовательностей 
генов 16S рРНК изолятов, выделенных из клубеньков термопсиса ланцетного (Thermopsis lanceolata), а также 
представителей родственных видов Phyllobacterium и Rhizobium. Полученные изоляты обозначены жирным шриф-
том. Типовые штаммы отмечены литерой Т. Кластеры I–III сформированы с участием изолятов Phyllobacterium, 
полученных в работе. Указаны уровни поддержки более 50 %

Типовые штаммы Локус

Уровень гомологии с изолятами (%)

Кластер I Кластер II Кластер III

Tla-531 Tla-536 Tla-538 Tla-546 Tla-549 Tla-540 Tla-537 Tla-543 Tla-544

P. trifolii PETP02T 16S рРНК 99,9 99,9 99,9 99,9 99,9 98,3 98,9 98,9 98,9

atpD 100 93,3 93,4 100 100 89,5 89,0 89,0 89,0

P. loti S658T 16S рРНК 100 100 100 100 100 98,4 99,0 99,0 99,0

atpD 96,7 92,6 92,6 96,7 96,7 89,3 87,7 87,7 87,7

P. bourgognense STM 201T 16S рРНК 99,1 99,1 99,2 99,2 99,2 98,8 99,4 99,3 99,3

atpD 88,9 89,6 89,6 88,9 88,9 89,6 91,8 91,8 91,8

P. brassicacearum STM 196T 16S рРНК 98,7 98,7 98,7 98,7 98,7 99,3 99,3 99,3 99,3

atpD 96,9 94,2 94,2 96,9 96,9 88,9 87,9 87,9 87,9

P. endophyticum PEPV15T 16S рРНК 98,1 98,1 98,7 98,7 98,7 99,2 99,5 99,4 99,4

atpD 90,8 90,8 90,1 90,8 90,8 89,8 89,6 89,6 89,6

P. zundukense Tri-48T 16S рРНК 99,0 99,0 99,0 99,0 99,0 99,3 100 99,9 99,9

atpD 89,0 89,8 89,8 89,0 89,0 89,3 100 100 100

P. sophorae CCBAU03422T 16S рРНК 98,3 98,3 98,5 98,5 98,5 99,1 99,0 99,2 99,2

atpD 88,9 89,4 89,4 88,9 88,9 87,3 91,5 91,5 91,5

Таблица 1
Гомология генов 16S рРНК и atpD у изолятов, выделенных из клубеньков Thermopsis lanceolata, и типовых 
штаммов ближайших видов Phyllobacterium
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построенном на основании анализа гена atpD, дан-
ные изоляты разделились на два статистически досто-
верных кластера (рис. 2). Кластер Ia формировался 
при 100 % уровне поддержки и состоял из изолятов 
Tla-531, Tla-546, Tla-549, а также типового штам-
ма P. trifolii PETP02T, сходство с которым по гену 
atpD составляло 100 % (см. табл. 1). Таким образом, 
на основании результатов секвенирования гена atpD 
изоляты Tla-531, Tla-546, Tla-549 были идентифици-
рованы как P. trifolii. Отметим, что бактерии этого 
вида впервые были выделены из клубеньков клевера 
лугового (Trifolium pretense) [16]. Ранее было пока-
зано, что штамм P. trifolii PETP02T способен вступать 
в эффективный симбиоз с растениями Trifolium repens 
и Lupinus albus [16, 17]. Помимо этого, бактерии, близ-
кородственные виду P. trifolii и имеющие 99,9 % сход-
ства с ним по rrs гену, были выделены из клубеньков 
эспарцета виколистного (Onobrychis viciifolia) [18], 
что говорит о широком спектре растений-хозяев у этой 
группы ризобий. Кластер Ib был образован изоля-

тами Tla-536 и Tla-538, идентифицированными как 
Phyllobacterium sp. и наиболее близкими к видам 
P. loti и P. trifolii (см. рис. 1, 2; табл. 1).

Rrs-кластер II был сформирован при низком уровне 
поддержки 54 % штаммами P. sophorae CCBAU03422T, 
P. brassicacearum STM 196T и изолятом Tla-540, кото-
рый на atpD-дендрограмме не группировался с други-
ми штаммами (см. рис. 1, 2). Сходство этого изолята 
по rrs-гену c ближайшими видами P. brassicacearum 
и P. zundukense составляло 99,3 % (см. табл. 1). 
На основании анализа полученных данных изолят 
Tla-540 был идентифицирован как Phyllobacterium sp.

Rrsкластер III объединил изоляты Tla-537, Tla-543, 
Tla-544 и типовой штамм P. zundukense Tri-48T при 
уровне поддержки 88 % (см. рис. 1). На atpD-дендро-
грамме (см. рис. 2) данные штаммы также образова-
ли статистически достоверный кластер (уровень под-
держки 100 %). С учетом высокой степени гомологии 
по генам rrs (99,9–100 %) и atpD (100 %) изоляты 
Tla-537, Tla-543, Tla-544 были идентифицированы как 
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Рис. 2. Филогенетическое дерево, построенное на основании сравнительного анализа нуклеотидных последовательностей 
генов atpD изолятов, выделенных из клубеньков термопсиса ланцетного (Thermopsis lanceolata), а также пред-
ставителей родственных видов Phyllobacterium и Rhizobium. Полученные изоляты обозначены жирным шрифтом. 
Типовые штаммы отмечены литерой Т. Кластеры Iа, Ib, II и III сформированы с участием изолятов, полученных 
в работе. Указаны уровни поддержки более 50 %
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вид P. zundukense (см. табл. 1), который был недав-
но описан для микросимбионтов реликтового бобово-
го растения остролодочника трехлистного (Oxytropis 
triphylla), произрастающего в Прибайкальском реги-
оне [19]. Было показано, что штаммы P. zundukense, 
выделенные из клубеньков O. triphylla, по всей ви-
димости, самостоятельно не вступают в симбиоз, по-
скольку не имеют общих nodABC генов, необходимых 
для нодуляции растений [19]. В настоящее время род 
Phyllobacterium представлен всего 11 видами, большая 
часть которых выделена из корневых клубеньков бобо-
вых [16, 19–23], однако только у двух видов (P. trifolii 
и P. sophorae) были обнаружены nodACD и nifH гены, 
необходимые для эффективного симбиоза с растением-
хозяином. Известно, что P. trifolii и P. sophorae спо-
собны самостоятельно образовывать клубеньки на ра-
стении-хозяине [16, 23, 24].

Быстрорастущие изоляты Tla-541, Tla-550 и Tla-552 
были отнесены к роду Rhizobium и показали одина-
ковый уровень rrs-гомологии (99,8 %) сразу с тремя 
типовыми штаммами R. leguminosarum LMG 14904T, 
R. anhuiense CCBAU23252T и R. laguerreae FB206T, 
с которыми формировали общий кластер при уровне 
поддержки 98 % (см. рис. 1, табл. 2). На atpD-ден-
дрограмме изоляты Tla-541, Tla-550 и Tla-552 класте-
ризовались только с типовым штаммом R. anhuiense 
CCBAU23252T при достаточно высоком уровне под-
держки 83 % (см. рис. 2). Принимая во внимание зна-
чительное сходство гена atpD у штамма R. anhuiense 
CCBAU23252T и изолятов Tla-541, Tla-550 и Tla-552 
(96,8–97,0 %), последние были отнесены к виду 
Rhizobium anhuiense (см. табл. 2). Штаммы этого 
вида был выделены из клубеньков бобов обыкновенных 
(Vicia faba) и гороха посевного (Pisum sativum), про-
израстающих в Китае [25]. Бактерии R. anhuiense явля-
ются также микросимбионтами чины японской Lathyrus 
japonicus [26]. Было показано, что для L. japonicus ха-

рактерна очень высокая способность к азотфиксации, 
особенно в условиях низких температур арктического 
и субарктического регионов, где данное растение рас-
сматривается в качестве перспективной кормовой куль-
туры [27]. В целом род Rhizobium составляет наиболее 
представительную группу семейства Rhizobiaceae, все 
виды которой способны фиксировать атмосферный азот 
и образовывать устойчивые симбиозы с бобовыми ра-
стениями [28].

Медленнорастущие изоляты Tla-534 и Tla-545 
не сформировали на rrs и atpDдендрограммах статисти-
чески достоверных групп с другими штаммами (рис. 3, 4). 
По уровню гомологии гена rrs (см. табл. 2) изоляты 
Tla-534 и Tla-545 показали наибольшее сходство с типо-
выми штаммами рода Bosea: B. massiliensis LMG 26221T, 
B. lathyri LMG 26379T и B. vaviloviae Vaf18T (сходство 
98,5–99,0 %). Исходя из полученных данных, оба изоля-
та были идентифицированы как Bosea sp. С учетом по-
лученных результатов можно предположить, что изоляты 
Tla-534 и Tla-545 могут относиться к новым видам рода 
Bosea. Этот род представлен в настоящее время девя-
тью видами, из которых только четыре вида (B. lupini, 
B. lathyri, B. robiniae и B. vaviloviae) были выделены 
из клубеньков бобовых растений родов Lupinus, Lathyrus, 
Robinia и Vavilovia соответственно. Однако способность 
этих штаммов к самостоятельному формированию симби-
озов до сих пор не изучена [7, 29, 30].

Таким образом, в результате исследования мы 
впервые получили бактериальные изоляты из кор-
невых клубеньков бобового растения T. lanceolata. 
Были идентифицированы клубеньковые бактерии ви-
дов P. trifolii и R. anhuiense, представители которых 
образуют клубеньки на растениях, а также бактерии 
вида P. zundukense с пока не изученной способностью 
к самостоятельному формированию симбиоза. Изоля-
ты, отнесенные к роду Bosea, по-видимому, могут быть 
представителями новых видов медленнорастущих риз-

Типовой штамм Локус
Уровень гомологии 

с изолятами (%) Типовой штамм Локус
Уровень гомологии с изолята-

ми (%)

Tla-534 Tla-545 Tla-541 Tla-550 Tla-552

B. massiliensis 
LMG 26221T 16S рРНК 99,0 98,6

R. leguminosarum 
LMG 14904T 16S рРНК 99,8 99,8 99,8

atpD 92,4 95,6 atpD 93,5 93,7 93,7

B. lathyri LMG 
26379T 16S рРНК 99,0 98,5

R. anhuiense 
CCBAU23252T 16S рРНК 99,8 99,8 99,8

atpD 91,9 94,0 atpD 96,8 97,0 97,0

B. vaviloviae Vaf18T 16S рРНК 98,9 98,5
R. laguerreae 
FB206T 16S рРНК 99,8 99,8 99,8

atpD 91,0 92,2 atpD 95,7 95,9 95,9

Таблица 2
Гомология генов 16S рРНК и atpD у изолятов, выделенных из клубеньков Thermopsis lanceolata, и типовых 
штаммов ближайших видов Bosea и Rhizobium
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Bradyrhizobium betae NBRC 103048T (AB681928)
Bradyrhizobium cytisi CTAW11T (EU561065)

Bradyrhizobium rifense CTAW71T (EU561074)
Bradyrhizobium canariense BTA-1T (NR042177)

Bradyrhizobium daqingense CCBAU 15774T (HQ231274)
Bradyrhizobium japonicum USDA 6T (NR112552)

Bradyrhizobium yuanmingense CCBAU 10071T (NR028768)
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Tardiphaga robiniae LMG 26467T (FR753034)
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Рис. 3. Филогенетическое дерево, построенное на основании сравнительного анализа нуклеотидных последовательностей 
генов 16S рРНК изолятов, выделенных из клубеньков термопсиса ланцетного (Thermopsis lanceolata), а также 
представителей родственных видов Bosea. Полученные изоляты обозначены жирным шрифтом. Типовые штаммы 
отмечены литерой Т. Указаны уровни поддержки более 50 %

Рис. 4. Филогенетическое дерево, построенное на основании сравнительного анализа нуклеотидных последовательностей 
генов atpD изолятов, выделенных из клубеньков термопсиса ланцетного (Thermopsis lanceolata), а также предста-
вителей родственных видов Bosea. Полученные изоляты обозначены жирным шрифтом. Типовые штаммы отмече-
ны литерой Т. Указаны уровни поддержки более 30 %

Bradyrhizobium lablabi CCBAU 23086T (GU433473)

Bradyrhizobium jicamae PAC68T (FJ428211)

Bradyrhizobium retamae Ro19T (KC247101)

Bradyrhizobium cytisi CTAW11T (GU001613)

Bradyrhizobium canariense bv genistearum BTA-1T (AY386739)

Bradyrhizobium pachyrhizi PAC48T (FJ428208)

Bradyrhizobium yuanmingense CCBAU 10071T (AY386760)

Bradyrhizobium iriomotense EK05T (AB300994)

Bradyrhizobium arachidis CCBAU 051107T (GU433475)

Bradyrhizobium daqingense CCBAU 15774T (HQ231289)

Bradyrhizobium huanghuaihaiense CCBAU 23303T (HQ231682)

Bradyrhizobium rifense CTAW71T (GU001617)

Bradyrhizobium japonicum USDA 6T (HQ231681)

Bradyrhizobium betae NBRC 103048T (FM253129)

Bosea thiooxidans LMG 26210T (FR871211)

Bosea vaviloviae Vaf18T (CP017147)

Bosea eneae LMG 26220T (FR871205)

Tla-534 (MK135052)

Bosea vestrisii LMG 26222T (FR871212)

Bosea lathyri LMG 26379T (FR871206)

Tla-545 (MK135060)

Bosea massiliensis LMG 26221T (FR871209)

Bosea lupini LMG 26383T (FR871207)77
55

93

43
66

90

40

43

37

59

100

54

84

0,02



49

` ecological genetics 2019;17(1)   eISSN 2411-9202

GENETIC BASIS OF ECOSYSTEMS EVOLUTION

обий. Следует отметить, что для уточнения таксономи-
ческого положения 9 из 14 полученных изолятов был 
успешно использован анализ гена atpD, благодаря ко-
торому нам удалось описать новые виды P. zundukense 
и B. vaviloviae [7, 19]. Создание и изучение коллек-
ции микросимбионтов термопсиса ланцетного позволит 
в дальнейшем создать предпосылки для повышения 
эффективности промышленного возделывания этой 
ценной лекарственной культуры.

Работа выполнена в рамках государственного за-
дания ФАНО России (тема № 0664-2018-0001). Сек-
венирование гена atpD проведено при поддержке 
РНФ (грант № 16-16-00080). Долгосрочное хране-
ние штаммов осуществляется за счет средств, выде-
ленных на Программу по развитию и инвентаризации 
биоресурс ных коллекций научными организациями.
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