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 ❀ Выполнен анализ полиморфизма последовательностей корового генома клубеньковых бактерий S. meliloti с целью 

выявления хромосомных типов и оценки встречаемости в них геномных островов, рассматриваемых как акцессорные 

элементы хромосомы. В результате сопряженного анализа генов-маркеров M-I (betBC) и M-II (SMc04407-SMc04881), 

продукты которых задействованы в клеточном метаболизме и вовлечены в процессы формирования стрессоустойчи-

вости, а также последовательностей маркера M-III (IGS rrs-rrl), используемых в филогенетических исследованиях на 

уровне вида, были выявлены достоверные различия между пятью типическими группами и девятью подгруппами штам-

мов, различавшихся по району и источнику выделения, а также по солеустойчивости. Определены четыре хромосомных 

типа и показана предпочтительность наличия одного из трех островов Rm1021 в каждом из них. Установлены достовер-

ные различия по встречаемости штаммов, имевших определенный хромосомный тип в очагах разнообразия люцерны, 

расположенных в северных районах Кавказа и Казахстана (Приаралье), а также в агроценозах. Сделано заключение, 

что штаммы с измененными маркерами M-I/M-II могут относиться к дивергентным клональным линиям, тогда как 

штаммы с измененным маркером M-III, а также маркерами M-I/M-II могут являться представителями нового(ых) 

биовара(ов) клубеньковых бактерий люцерны, который(ые) формируется(ются) значительно активнее в современном 

центре интрогрессивной гибридизации люцерн в Приаралье. 

 ❀ Ключевые слова: Sinorhizobium meliloti; полиморфизм хромосомных маркеров; хромосомные типы; геномные острова; 

ПЦР-анализ; солеустойчивость.
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 ❀ Background. Polymorphism analysis was done for the core genome sequences of nodule bacteria of S. meliloti species 

in order to identify chromosomal types and to evaluate the occurrence of accessory elements (genomic islands) in them. 

Materials and methods. Chromosomal studied loci were: betBC (marker M-I) and SMc04407-SMc04881 (marker M-II) 

both are related to metabolic processes and stress tolerance, and 16S-23S intergenic sequences (marker M-III) to search 

phylogenetical distance at intraspecies level. Results. Significant differences between the occurrence of alleles of gene-

markers M-I/M-II and MIII were determined between strains related to tested the 5 typical groups and 9 subgroups of 

strains differing by geographical region/source (nodule, soil) of isolation, as well as by salt tolerance. Four chromosomal 

types were identified among tested S. meliloti native isolates and a preference occurence of one of the three islands 

Rm1021 in links with particular chromosomal type was shown. The significant prevalence of strains with particular chro-

mosomal type was shown for S. meliloti populations native to centers of alfalfa diversity at the NE of Caucasus, as well 

as at NE of Kazakhstan (Aral sea related region), as well as in agrocenoses. Conclusion. It was predicted that strains 

inherited altered markers M-I/M-II may belong to divergent clonal lines occured in both centers of alfalfa diversity, while 

strains with altered sequences of all three markers could be a representatives of a new S. meliloti biovar(s), the forma-

tion of which is occurred much more intensively at the modern center of the introgressive hybridization of alfalfa at NE of 

Kazakhstan.

 ❀ Keywords: Sinorhizobium meliloti; chromosomal markers polymorphism; chromosomal types; genomic islands; PCR 

analysis; salt tolerance.

ВВЕДЕНИЕ
Геном клубеньковых бактерий (ризобии) включает 

хромосому и плазмиды, значительно различающиеся 

по размеру. Наличие нескольких репликонов в гено-

ме (многокомпонентность) может быть обусловлено 

тем, что ризобии не только являются типичными поч-

венными сапрофитами, но и вступают в необлигатный 

азотфиксирующий симбиоз с бобовыми растениями, 

в процессе формирования которого клетки бактерий 

претерпевают необратимые морфофизиологические 
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и метаболические изменения в микроаэрофильных 

и гипер осмотических условиях клубенька.

Гены, расположенные на хромосоме бактерий, де-

терминируют жизненно важные процессы, и их рас-

сматривают как гены «домашнего хозяйства», или 

базовые, или коровые (от англ. core) [1–7]. Ортологи 

этих генов присутствуют, как правило, у всех штаммов 

одного вида/рода, а также у соответствующих им пред-

полагаемых общих предков [8, 9]. Изучение структуры 

генов у генетически неродственных штаммов бакте-

рий на рестрикционном (полиморфизм длин рестрик-

ционных фрагментов — ПДРФ) и/или нуклеотидном 

уровнях позволяет выявлять аллели с разным уровнем 

сходства, на основании которого штаммы объединяют 

в группы/кластеры [4, 9–11]. Хромосомы штаммов 

из контрастно различающихся кластеров или групп 

описывают как разные хромосомные линии (англ. chro-

mosomal lineages) [4, 10, 11], или группы (англ. chro-

mosomal groups) [12], или генотипы (англ. chro mosomal 

geno types) [10, 13], или типы (англ. chromosomal 

types) [10, 11, 14, 15]. Необходимо отметить, что 

вплоть до настоящего времени нет общепринятого обо-

значения, и даже в одной публикации несколько из вы-

шеперечисленных терминов могут как синонимы встре-

чаться одновременно [4, 10, 11, 16]. В данной работе 

использован термин «хромосомные типы».

Важным условием отбора генов-маркеров для оп-

ределения хромосомных типов является низкий уро-

вень структурного полиморфизма генов-кандидатов 

и отсутствие (или низкий уровень) рекомбинации меж-

ду ними [10], кроме того, они должны быть ортоло-

гами [17]. Анализ литературных данных показал, что 

в качестве генов-маркеров используют rrs (16S рДНК), 

rrl (23S рДНК), atpD (ATФ-синтаза), glnII (глута-

минсинтетаза), recA (белок, участвующий в процес-

се рекомбинации и репарации) или zwf (глюкозо-6-

фосфатдегидроге наза), sod (супероксиддисмутаза), 

lacZ (β-галактозидаза) или SMc00019 (консервативный 

гипотетический белок), truA (тРНК-псевдоуридинсин-

таза A), thrA (гомо сериндегидрогеназа) [10, 11, 18, 19]. 

Авторы преимущественно анализировали два, реже три 

коровых гена из указанного списка, однако извест-

ны работы, в которых использовали один ген-маркер, 

например, gyrB (β-субъединица ДНК-гиразы) [4] или 

dnaJ (или Hsp40; белок теплового шока размером 

40 кДа) [20]. Нами был проведен анализ продуктов 

вышеперечисленных генов с применением базы дан-

ных кластеров групп белков-ортологов (англ. Cluster 

of Orthologous Groups, или COG-группы) [17]. Как 

оказалось, вышеуказанные гены кодируют белки, вхо-

дящие в восемь из двадцати пяти известных COG-

групп, относящихся к трем из четырех COG-кластеров. 

Один из указанных кластеров включает гены, продукты 

которых участвуют в процессах хранения и обработ-

ки информации (группы L, J, K), второй кластер — 

в процессах метаболизма (группы C, E, G, P) и третий 

кластер — в клеточных процессах и сигналинге (груп-

па O). Известны случаи, когда помимо коровых генов 

для выявления хромосомных типов использовали не ко-

дирующую белки межгенную последовательность rrs-rrl 

рибосомального оперона (англ. Intergenic Transcribed 

Spacer, ITS) [4, 13, 20, 21]. Однако анализ ITS пре-

имущественно применяют в филогенетических исследо-

ваниях бактерий на внутривидовом уровне [18, 20–23], 

поскольку это позволяет выявлять новые филогенетиче-

ски обособленные кластеры штаммов (линии/биовары/

подвиды; англ. lineages/biovars/subspecies) [21, 24, 25].

Заслуживает внимания работа Escobar-Páramo et al. 

(2004), в которой сделано предположение, что штаммы 

Escherichia coli с разными хромосомными типами со-

держат разные факторы вирулентности [26]. Последние 

относят к дополнительным, или акцессорным (англ. ac-

cessory), элементам генома, поскольку они присутству-

ют не у всех штаммов одного вида [2]. Акцессорными 

элементами являются плазмиды, геномные островки 

и геномные острова, которые рассматривают как ге-

нетические элементы вспомогательного (англ. auxi-

liary), или гибкого (англ. flexible) [3, 5, 27, 28], или 

акцессорного, генома (последний термин получил 

наибольшее распространение в современной англо- 

и русскоязычной литературе) [1, 4, 5, 7, 27, 28]. Как 

правило, гены акцессорной части генома не вовлечены 

в контроль жизненно важных функций клетки, но мо-

гут детерминировать процессы, предопределяющие 

способность бактерий занимать разные экологические 

ниши [29, 30]. Из акцессорных элементов наибольший 

интерес представляют геномные острова (ГО) — про-

тяженные последовательности (до 700 т. п. н.) фагово-

го происхождения, сайт-специфически встраивающиеся 

в последовательности генов, кодирующих тРНК [31]. 

Геномные острова характеризуются пониженным содер-

жанием пар гуанина и цитозина (в среднем до 12 %) 

относительно коровой части хромосомы [31, 32]. Нали-

чие последовательностей с менее жесткой структурной 

организацией (за счет обогащения их двойными водо-

родными связями между аденином и тимином) может 

влиять на стабильность структуры хромосомы и актив-

ность генов [33]. Геномные острова содержат мобиль-

ные генетические элементы разных классов и открытые 

рамки считывания. Функциональный анализ гипотети-

ческих продуктов этих открытых рамок считывания 

показал, что они являются паралогами и/или ортоло-

гами различных по функциональной значимости генов, 

которые гомологичны таковым у бактерий из разных 

фил [28]. Это доказывает, что ГО участвует в процес-

сах отдаленного горизонтального переноса генов. Пока-

зано, что штаммы даже одного вида могут значительно 

различаться по наличию ГО [34–36], однако для клу-

беньковых бактерий нет данных о зависимости встреча-

емости ГО от характеристик корового генома.
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В хромосоме референс-штамма Sinorhizobium me-

li loti Rm1021, являющегося симбионтом люцерны, 

выявлено три протяженные последовательности (от 19 

до 80 т. п. н), которые соответствуют характеристикам 

ГО согласно базе данных Islander [37]. Cмежные ГО 

(Sme21T и Sme19T) обладают сходной протяженностью 

и расположены в первой четверти хромосомы, тогда 

как третий геномный остров (Sme80S) находится в по-

следней четверти хромосомы и существенно превосхо-

дит в длину оба вышеуказанных острова (рис. 1) [28]. 

В составе Sme80S присутствуют копии генов, имеющих 

отношение к симбиотической активности и процессам 

метаболизма осмопротекторов [36]. Выявлены досто-

верные различия по встречаемости Sme80S и Sme21T 

у штаммов S. meliloti, адаптированных к засоленным 

и засушливым почвам соответственно [28].

Цель работы заключалась в изучении полиморфиз-

ма хромосомных последовательностей для выявления 

хромосомных типов и в оценке встречаемости в них ГО 

(рассматриваемых в качестве акцессорных элементов 

хромосомы) в геномах природных штаммов клубень-

ковых бактерий S. meliloti, различавшихся по району 

и источнику выделения (очаги разнообразия генцентров 

бобовых растений и агроценозы; клубенек и почва) 

и по фенотипу (солеустойчивые и солечувствительные).

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Штаммы. Изучено 218 природных штаммов Sino-

rhizobium meliloti из рабочей коллекции штаммов 

клубеньковых бактерий лаборатории генетики и селек-

ции микроорганизмов ФГБНУ ВНИИСХМ. Штаммы 

выделены из клубеньков растений-хозяев и из почв 

(далее К- и П-изоляты соответственно), собранных 

на территории северной части Кавказского генцентра 

культурных растений (далее СКГ) и в северном райо-

не Приаралья (Казахстан), относящегося к современ-

ному центру интрагрессивной гибридизации люцерны 

(далее ПАГ), а также из почв агроценозов (далее АЦ) 

Ленинградской области Северо-Западного региона РФ, 

с использованием соответствующих методик [38]. Для 

выделения штаммов из почв применяли метод «трэп-

пинга» (англ. trapping), согласно которому стерильные 

проростки растений инокулировали почвенными вытяж-

ками [38]. Всего проанализировано 95 и 89 штаммов 

S. meliloti из СКГ и ПАГ, представленных К- и П-изо-

лятами (31/64 и 66/23 соответственно) и 34 П-изолята 

из АЦ. Принадлежность штаммов из СКГ и ПАГ к виду 

S. meliloti была определена ранее [39], а штаммов 

из АЦ — в настоящем исследовании с помощью мето-

да ARDRA. В качестве референса использовали штамм 

S. meliloti Rm1021.

Солеустойчивость штаммов определяли по росту 

штаммов на среде TY, содержащей 0,6 М NaCl, согла-

сно методу, описанному в работе [38]. Штаммы из СКГ 

и ПАГ имели солеустойчивый (нормальный рост; да-

лее R) или солечувствительный фенотип (слабый рост; 

далее S) [40]. Солеустойчивость изолятов из АЦ опре-

делена в настоящей работе. Соотношения R/S штам-

мов в популяциях из СКГ, ПАГ и в группе штаммов 

из АЦ были следующими: 74/21, 49/40 и 31/3 соот-

ветственно.

Маркерные последовательности хромосомы опре-

делены в соответствии с полногеномной последователь-

ностью референс-штамма S. meliloti Rm1021 (GenBank 

NC_003047.1; см. рис. 1). Маркер М-I — последова-

тельность протяженностью 1544 п. н., включавшая по-

следовательность 3’-конца гена betB (143 п. н.), после-

довательность 5’-конца гена betC (1400 п. н.), 1 п. н. 

между генами betC и betB. Гены betBC, расположенные 

во второй четверти хромосомы, вовлечены в процессы 

формирования солеустойчивого фенотипа, а также в ме-

таболизм углерода и азота (см. рис. 1). Маркер М-II — 

локус msfp, находящийся в последней четверти хромо-

сомы в непосредственной близости от oriC (см. рис. 1). 

В состав анализируемой последовательности msfp, про-

тяженностью 1280 п. н., входили последовательность 

5’-конца гена SMc04407 (532 п. н.), последовательность 

между генами SMc04407 и SMc04881 (518 п. н.) и по-

следовательность 3’-конца гена SMc04881 (230 п. н.). 

Продуктом первого гена является белок, предполо-

жительно участвующий в транспорте осмопротектора 

(пролина/бетаина), а продукт второго гена вовлечен 

в синтез гомолога токсина VapC-системы токсин — 

антитоксин II типа и в формирование состояния покоя 

бактериальной клетки в условиях стресса [41]. По-

скольку маркеры М-I и M-II задействованы в процес-

сах метаболизма и формирования стрессоустойчивости, 

далее они обозначены как «метаболические маркеры».

Рис. 1. Схема локализации коровых маркерных последова-

тельностей и геномных островов на хромосоме ре-

ференс-штамма Sinorhizobium meliloti Rm1021: 

oriC — ориджин репликации;  — коровые маркеры; 

rrn (1-3) — рибосомальные опероны, содержащие 

ITS-последовательности;  — геномные острова



ГЕНЕТИЧЕСКИЕ ОСНОВЫ ЭВОЛЮЦИИ ЭКОСИСТЕМ

❀ экологическая генетика TOM  17   № 3   2019 ISSN 1811–0932

26

Маркер М-III — межгенная последователь-

ность ITS (IGS rrs-rrl; см. рис. 1) оперона рибосомаль-

ных генов (rrs-rrl) протяженностью 1308 п. н., вклю-

чавшая 3’-конец последовательности гена 16S рРНК 

(21 п. н.), последовательность между генами 16S рРНК 

и тРНКИле (256 п. н.), последовательность гена

тРНКИле (77 п. н.), последовательность между гена-

ми тРНКИле и тРНКАла (139 п. н.), последовательность 

гена тРНКАла (76 п. н.), последовательность между ге-

нами тРНКАла и 23S рРНК (607 п. н.) и 5’-конец по-

следовательности гена 23S рРНК (131 п. н.). Анализ 

последовательности маркера М-III использован в фи-

логенетических исследованиях бактерий на внутривидо-

вом уровне и далее обозначен как «филогенетический 

маркер».

Анализ белковых продуктов генов-маркеров М-I, 

М-II показал, что они относились к тем же COG-груп-

пам (C, E, G, P, R), что и приведенные выше марке-

ры, с помощью которых определяли хромосомные типы 

у штаммов бактерий [4, 10, 11, 18–20].

ПЦР-анализ проводили с целью генотипирования 

штаммов. Рестрикционные профили ПЦР амплифици-

рованных последовательностей (ПЦР-ПДРФ), получен-

ные для каждого из изученных штаммов, рассматривали 

как ПДРФ-типы или аллели, согласно работам [42, 43]. 

ПЦР-анализ выполняли с применением соответствую-

щих пар праймеров для указанных маркерных последо-

вательностей: М-I (betBC) [44], М-II (msfp; MSFp-F: 

CACCAGCGAGAGGAAGAGAC, MSFp-R: GAAACCCTGCGTTTGTTGAT),

М-III (ITS) [39]. ПЦР осуществляли в 20 мкл сме-

си для амплификации, содержащей 25 мМ MgCl
2
, 

1,5 ед. акт. Taq ДНК-полимеразы (ЕврогенТМ PK113L), 

при pH 9,1 в термоциклере C1000™ Thermal Cycler (Bio-

Rad, США). Температура отжига праймеров — 55 °C 

(30 циклов реакции). В качестве матрицы использовали 

общую ДНК штаммов, выделенную стандартным мето-

дом фенол-хлороформной экстракции из клеточных 

лизатов [45]. Продукты амплификации обрабатывали 

раздельно эндонуклеазами MspI и HaeIII в случае мар-

керов M-I и M-III и эндонуклеазой EcoRI в случае M-II 

(Thermo Fisher ScientificТМ ER0541, ER0151 и ER0271 

соответственно). Рестрикцию проводили в стандартных 

условиях согласно протоколам Thermo Fisher Scientific 

(температура — 37 °C, время — 2 ч). Электрофорети-

ческое разделение полученных фрагментов выполняли 

в 3 % агарозном геле в 0,5 кратном буфере TAE.

В результате для каждого штамма были получены 

профили ПЦР-ПДРФ (далее ПДРФ-типы) для каждого 

из указанных маркеров. ПДРФ-типы, сходные с тако-

выми референс-штамма, обозначали как тип «а», тог-

да как отличные от них, то есть дивергентные, иными 

буквами латинского алфавита, например, тип «b» или 

«c» и т. д.

Наличие ГО определяли методом ПЦР с исполь-

зованием оригинальных пар праймеров на внешние 

пограничные участки [36]. ДНК штамма Rm1021, со-

державшего три острова (Sme19T, Sme21T и Sme80S), 

и штамма СХМ1-105, в геноме которого нет остро-

вов, использовали в качестве контроля в эксперимен-

тах по выявлению ГО в геномах штаммов согласно ра-

боте [31].

Статистическую обработку данных осуществляли 

с помощью программного пакета PAST [46]: критерий χ2 

при α = 0,05 (df число степеней свободы), индекс ге-

терогенности Шеннона (H) и индекс выравнен ности 

(E). Индекс Нея вычисляли по формуле N = (1 – 

– ∑(Pi
2)) · (n/(n – 1)), где Pi — частота i-го генотипа, 

n — общее число выявленных генотипов [47]. Нерав-

новесие по сцеплению (LD) рассчитывали с использо-

ванием программы Arlequin ver 3.5 (2010) [48].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Проанализирована выборка из 218 природ-

ных штаммов Sinorhizobium meliloti, выделенных 

из гео графически изолированных районов (генцен-

тры СКГ и ПАГ и агроценозы АЦ) и разных источ-

ников (К- и П-изо ляты). Анализ выборок К-изолятов 

из СКГ и ПАГ продемонстрировал, что преимуществен-

но со сходными частотами они имели R-фенотип (сред-

няя частота — 0,68). R-фенотип был также присущ 

подавляющему большинству П-изолятов из СКГ и АЦ 

(частоты 0,80 и 0,91 соответственно), тогда как S-фе-

нотип — для П-изолятов из ПАГ (частота 0,65). Меж-

ду указанными группами П-изолятов различия были 

достоверны (χ2
паг/скг = 15,6; p = 7,7·10–5; df = 1; 

χ2
ПАГ/АЦ

 = 20,2; p = 7,0 · 10–6; df = 1). Достоверные раз-

личия по встречаемости штаммов, контрастно различав-

шихся по фенотипу, показаны для групп К- и П-изо лятов 

из ПАГ (χ2 = 5,15; p = 2,3 · 10–2; df = 1), но не выяв-

лены для аналогичных групп из СКГ.

Согласно полученным данным было сформировано 

пять типических групп изолятов, различавшихся по рай-

онам (СКГ, ПАГ, АЦ) и источникам выделения (К и П), 

из которых каждая соответственно включала две под-

группы штаммов R- или S-фенотипа, то есть всего 

10 подгрупп (рис. 2). Поскольку подгруппа П-изоля-

тов S-фенотипа из АЦ была крайне малочисленной 

(три штамма; частота в группе 0,09; см. рис. 2), то ее 

не учитывали в сравнительном статистическом анализе.

Полиморфизм последовательностей маркеров М-I 
и М-II изучали в указанных выше типических группах 

и подгруппах природных штаммов S. meliloti (см. рис. 2). 

Были определены ПДРФ-типы последовательностей 

маркеров М-I и М-II, сходные с таковыми у референс-

штамма (далее референс-тип или аллель «а»), а также 

отличные от них (далее дивергентные типы или аллели). 

В случае маркера М-I выявлено пять, а в случае М-II — 

четыре дивергентные аллели, то есть соответствующие 

маркерные последовательности имели структурные из-

менения относительно референса. Значения индексов 
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Рис. 2. Встречаемость ПДРФ-типов маркеров M-I (а), M-II (б) и M-III (в) у штаммов S. meliloti: а, b, c, w, z — ПДРФ-типы, 

х — группа, объединяющая уникальные дивергентные ПДРФ-типы; R — штаммы солеустойчивого фенотипа; S — 

штаммы солечувствительного фенотипа; К — штаммы, выделенные из клубеньков; П — штаммы, выделенные из 

почв; СКГ — Кавказский генцентр; ПАГ — Приаральский центр разнообразия люцерн; АЦ — агроценозы

а

б

в

гетерогенности рассчитывали исходя из встречаемости 

референс- и дивергентных аллелей маркеров M-I и М-II, 

которые составили для изучаемой выборки штаммов 0,89 

и 0,97 соответственно.

Референс-аллели маркеров M-I и M-II встреча-

лись чаще в обеих подгруппах П-изолятов из СКГ 

и в подгруппе солечувствительных П-изолятов из ПАГ 

(см. рис. 2, а, б). В указанных подгруппах штаммов 

частоты встречаемости этих аллелей по каждому мар-

керу были сходными или равными: 0,84; 0,69 и 0,9 

соответственно (см. рис. 2, а, б). Однако в двух слу-

чаях — у солеустойчивых П-изолятов из ПАГ и АЦ — 

частоты встречаемости референс-аллелей M-I или M-II 

были низкими, при этом равными или сходными (0,13 
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и 0,27 соответственно; см. рис. 2, а, б). Достоверные 

различия выявлены между подгруппами П-изолятов 

из ПАГ (χ2 = 12,0; p = 5,2 · 10–4, df = 1 и χ2 = 15,0; 

p = 1,1 · 10–4; df = 1 соответственно для M-I и M-II). 

Анализ групп К-изолятов показал, что референс-аллель 

M-I встречалась со сходными частотами в обеих под-

группах штаммов из СКГ и в подгруппе солеустойчивых 

К-изолятов из ПАГ (средняя частота — 0,52), тогда 

как в подгруппе солечувствительных штаммов эту же 

аллель идентифицировали реже (0,44; см. рис. 2, а). 

Интересно, что референс-аллель M-II чаще выявляли 

у солеустойчивых, чем у солечувствительных, К-изоля-

тов как в случае СКГ, так и в случае ПАГ (в 1,3 и 1,3 

раза соответственно), однако различия не достоверны 

(см. рис. 2, б). В результате сравнительного анализа 

групп К- и П-изолятов было установлено, что рефе-

ренс-аллели M-I и M-II достоверно чаще встречались 

у П-изолятов СКГ (имевших преимущественно соле-

устойчивый фенотип) и К-изолятов ПАГ (χ2 = 25,3; 

p = 4,8 · 10–7; df = 1; χ2 = 24,1; p = 9,2 · 10–7; df = 1 

соответственно).

Дивергентные аллели «b» М-I и «с» М-II выявлены 

почти во всех подгруппах штаммов, за неполным исклю-

чением П-изолятов из ПАГ (см. рис. 2, а, б). В случае 

П-изолятов из СКГ обе аллели встречались более чем 

у четверти штаммов солечувствительного фенотипа, 

тогда как у солеустойчивых изолятов в 2–3 раза реже 

(см. рис. 2, а, б). Интересно, что аллель «b» М-I была 

доминирующей у солеустойчивых П-изолятов из АЦ 

(частота — 0,74), тогда как аллель «с» М-II встреча-

лась вдвое реже (см. рис. 2, а, б). Обе дивергентные 

аллели также идентифицированы у К-изолятов из ПАГ 

и СКГ, причем частоты встречаемости были сопостави-

мы с таковыми для соответствующих референс-аллелей 

(χ2 = 0,68; p = 0,9; df = 3). Кроме того, аллель «с» 

М-II идентифицировали чаще в подгруппах К-изолятов 

солечувствительного фенотипа в СКГ, а также в ПАГ, 

различия не достоверны (p > 0,5; см. рис. 2, а, б). Од-

нако в группах К-изолятов из СКГ и ПАГ аллели «b» 

М-I и «с» М-II встречались достоверно чаще, чем 

в соответствующих группах П-изолятов (χ2 = 12,2; 

p = 6,9 · 10–3; df = 3; χ2 = 8,7; p = 3,3 · 10–2; df = 3 

соответственно).

Следует также рассмотреть распространенность 

дивергентных аллелей «z» М-I и «w» М-II, из кото-

рых первая встречалась у единичных К- и П-изолятов 

ПАГ, а вторая — у единичных солеустойчивых и соле-

чувствительных П-изолятов СКГ и ПАГ соответствен-

но. Исключение составили обе подгруппы К-изолятов 

(средняя частота — 0,19) и подгруппа солеустойчивых 

П-изолятов из ПАГ. В последнем случае обе аллели 

встречались у подавляющего числа штаммов (часто-

та — 0,88; см. рис. 2, а, б).

Помимо рассмотренных четырех типов дивергентных 

аллелей маркеров» М-I и М-II идентифицированы уни-

кальные дивергентные аллели у единичных штаммов, ко-

торые были объединены в группы «х» (см. рис. 2, а, б). 

Указанные штаммы, имевшие уникальные типы марке-

ра М-I, обнаружены в обеих подгруппах К-изолятов 

ПАГ, а также у солечувствительных П-изолятов СКГ. 

Уникальные типы маркера М-II встречались только 

в подгруппах солеустойчивых К-изо лятов ПАГ и СКГ. 

Значения χ2 для всех групп штаммов по рассмотренным 

аллелям маркеров М-I и М-II приведены в Приложе-

нии, табл. 1.

Таким образом, анализ маркерных последовательно-

стей М-I и М-II, содержащих гены, продукты которых 

вовлечены в процессы метаболизма и в формирование 

стрессоустойчивости (в частности, устойчивость к усло-

виям засоления), продемонстрировал, что почвенные 

изоляты из разных географических районов наследо-

вали преимущественно аллели, сходные с референ-

сом. Исключение составили две подгруппы: П-изоля-

ты солеустойчивого фенотипа из ПАГ и АЦ, у которых 

со сходными частотами доминировали дивергентные 

аллели маркера М-I, а также М-II. Группы К-изолятов 

из СКГ и ПАГ были существенно разнообразнее, чем 

П-изоляты, вследствие того что частоты встречаемости 

дивергентных аллелей М-I и М-II были выше и сопо-

ставимы с таковыми для соответствующих референс-

аллелей. Полученные данные позволили заключить, что 

увеличение генотипического разнообразия (диверсифи-

кация) штаммов, выделенных из почв (метод трэппинга, 

см. «Материалы и методы»), происходит в генцентрах 

и агроценозах, по-видимому, под влиянием дизруптив-

ного частотозависимого отбора, а генотипическое раз-

нообразие штаммов, выделенных из клубеньков, — под 

действием стабилизирующего частотозависимого отбо-

ра, что согласуется с работами [49, 50]. Кроме того, 

среди П-изолятов солеустойчивого фенотипа из ПАГ 

и АЦ доминируют штаммы с измененными метаболиче-

скими маркерами по отношению к референсу, которые 

могут относиться к клональным линиям.

Полиморфизм маркерной последовательности М-III.
Референс-штамм Rm1021 содержит три идентич-

ные ITS-последовательности согласно GenBank 

NC_003047.1, которые имеют один ПДРФ-профиль, 

далее тип «а» маркера М-III (см. «Материалы и ме-

тоды»; рис. 1). В результате анализа таковых последо-

вательностей у природных штаммов идентифицировано, 

помимо референс-типа «а», 16 дивергентных типов мар-

кера М-III, что указывало на структурные различия соот-

ветствующих ITS-последовательностей в рибосомальных 

оперонах изолятов согласно работе [39]. Определен ин-

декс гетерогенности для всей выборки из 218 штаммов 

по маркеру М-III (Н = 1,38), значение которого было 

существенно выше таковых для рассмотренных выше 

маркеров M-I и М-II (0,89 и 0,97). Анализ штаммов 

из СКГ и ПАГ показал, что значение индекса гетероген-

ности для последнего в 2,4 раза выше (1,51 и 0,63 со-
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ответственно). Кроме того, значения Н были сходными 

в случае групп К- и П-изолятов из СКГ (0,52 и 0,62 

соответственно), но были в 1,5 раза выше для К-, чем 

для П-изолятов из ПАГ (1,55 и 1,06 соответственно). 

Приведенные значения индекса Н позволяют предпо-

ложить, что популяция штаммов из ПАГ более разно-

образна по филогенетическому маркеру и в ней могут 

происходить процессы, направленные на обособление 

новых биоваров клубеньковых бактерий люцерны.

Тип «а» М-III был доминирующим/преобладающим 

во всех подгруппах штаммов, но встречался достовер-

но чаще (в среднем в 1,4 раза) в популяции СКГ, чем 

в ПАГ (χ2 = 27,2; p = 5,5 · 10–6; df = 3), и преимуще-

ственно у ризобий солеустойчивого фенотипа. Вместе 

с тем между подгруппами К- и П-изолятов из изуча-

емых генцентров достоверных различий не установ-

лено (p > 0,05; см. рис. 2, в). Референс-тип был до-

минирующим у П-изолятов из АЦ (частота — 0,97; 

см. рис. 2, в).

Дивергентный тип «b» маркера М-III был вторым 

по частоте встречаемости во всех подгруппах штаммов, 

за неполным исключением П-изолятов из АЦ, у кото-

рых он выявлен только в случае единичного солечувст-

вительного штамма. У штаммов из СКГ тип «b» М-III 

встречался со сходными частотами у солечувствительных 

К- и П-изолятов (средняя частота — 0,14), но в 1,4 раза 

чаще у солеустойчивых П-изолятов и крайне редко 

у К-изолятов этого же фенотипа (см. рис. 2, в). У штам-

мов из ПАГ указанный тип преимущественно выявлен 

у К-изолятов R-фенотипа (частота — 0,17) и только 

у единичных штаммов S-фенотипа (см. рис. 2, в). С на-

ибольшей частотой тип «b» маркера М-III идентифи-

цирован у солечувствительных П-изолятов из ПАГ 

(частота — 0,33), тогда как у солеустойчивых штам-

мов он встречался в 2,5 раза реже (см. рис. 2, в). Гео-

графически изолированными популяциями штаммов 

из рассматриваемых генцентров достоверно различались 

по встречаемости типовых и дивергентных последова-

тельностей мар кера М-III (χ2 = 15,4; p = 4,5 · 10–4; 

df = 2).

Остальные 15 дивергентных типов являлись уни-

кальными и были идентифицированы у одного-трех 

штаммов. Подавляющее большинство уникальных типов 

(13 из 15) отмечено в подгруппе К-изолятов и в под-

группе солеустойчивых П-изолятов из ПАГ (средняя ча-

стота — 0,27; см. рис. 2, в). Штаммы, имевшие указан-

ные уникальные типы маркера М-III, были объединены 

в соответствующие группы «х» (см. рис. 2, в), которые 

далее не рассматривали.

Таким образом, установлено преобладание дивер-

гентных последовательностей маркера М-III у штам-

мов из ПАГ по сравнению со штаммами из других 

генцентров, а также из агроценозов. Полученные ре-

зультаты согласуются с ранее опубликованными нами 

данными [39, 51, 52] и свидетельствуют о том, что 

в популяции ризобий, адаптированных к условиям экс-

тремального засоления, активно происходят процессы 

диверсификации штаммов, возможно направленные 

на формирование нового биовара клубеньковых бакте-

рий люцерны.

Анализ сочетаний хромосомных маркерных по-
следовательностей. Попарный анализ сочетаний рефе-

ренс- и дивергентных последовательностей маркеров 

М-I, М-II и М-III был проведен с целью выявления не-

равновесия по сцеплению (Linkage disequilibrium, LD). 

В результате таковое было определено между марке-

рами М-I и М-II во всех изучаемых группах штаммов 

(LD от 0,38 до 0,83; см. табл. 1), но не выявлено между 

маркером М-III и маркерами М-I и М-II и их сочета-

нием М-I/М-II во всех рассматриваемых группах (дан-

ные не приведены). Таким образом, рассматриваемые 

маркеры можно использовать для оценки разнообразия 

хромосомных типов, а кроме того, их можно учитывать 

как единый метаболический маркер (М-I/М-II), тогда 

как филогенетический маркер М-III следует рассматри-

вать независимо.

Всего при анализе 218 штаммов обнаружено 35 

из 510 теоретически возможных сочетаний маркеров 

М-III и M-I/М-II (Приложение, табл. 2). Восемь соче-

таний встречались у штаммов из обеих географически 

LD
М-II

СКГ-К СКГ-П ПАГ-К ПАГ-П АЦ-П

M-I

СКГ-К 0,674

СКГ-П 0,639

ПАГ-К 0,376

ПАГ-П 0,830

АЦ-П 0,764

Примечание. К — штаммы, выделенные из клубеньков; П — штаммы, выделенные из почв; СКГ — Кавказский генцентр; 

ПАГ — Приаральский центр разнообразия люцерн.

Таблица 1

Неравновесие по сцеплению (LD) между маркерами M-I и M-II
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изолированных популяций (СКГ и ПАГ), из них четы-

ре — в группе штаммов из АЦ (данные не представ-

лены), а пятнадцать — являлись уникальными, иден-

тифицированными только у солеустойчивых К-изолятов 

из ПАГ (Приложение, см. табл. 2).

Разнообразие подгрупп штаммов оценивали согла-

сно значениям индекса разнообразия Шеннона, рассчи-

танного по числу определенных сочетаний. Установлено, 

что К-изоляты из ПАГ были значительно разнообраз-

нее, чем аналогичные группы штаммов из СКГ, тогда 

как для подгрупп П-изолятов из СКГ, ПАГ и АЦ такие 

различия отсутствовали (Приложение, см. табл. 2).

Проведена группировка 35 сочетаний маркерных 

последовательностей с учетом наличия референс- (A) 

и дивергентных (B) последовательностей филогенетиче-

ского маркера М-III, а также референс- (I) и дивергент-

ных аллелей (II) метаболического маркера. В результате 

были сформированы четыре контрастно различающи-

еся группы, которые рассматривали далее как хромо-

сомные типы АI, АII, BI и BII. Тип АI (референс-тип) 

представлен одним сочетанием последовательностей «а» 

типа (H
AI

 = 0), тогда как типы АII, BI и BII включали 8, 

11 и 15 разных сочетаний соответственно (H
AII

 = 1,48; 

H
BI

 = 1,37; H
BII

 = 2,58). Следует указать, что в типе АII 

с наибольшими частотами были представлены 2 из 8 со-

четаний (частоты — 0,29 и 0,44), в типе BI — 1 из 11 

(частота — 0,67), а в типе BII — 13 из 15 сочетаний 

(идентифицированы у единичных штаммов; суммарная 

частота — 0,87; данные не представлены).

Тип АI наблюдали преимущественно у солеустой-

чивых К- и П-изолятов из СКГ, при этом у последних 

в 1,2 раза чаще (средняя частота — 0,43; рис. 3). 

В выборке ПАГ этот же хромосомный тип был выяв-

лен со сходной частотой только у солечувствительных 

П-изолятов (0,35) и не обнаружен у штаммов солеустой-

чивого фенотипа (см. рис. 3). В подгруппе П-изолятов 

из АЦ тип АI идентифицировали у единичных штаммов 

R-фенотипа (0,24; см. рис. 3). В остальных подгруппах 

(солечувствительные К- и П-изоляты из СКГ и К-изо-

ляты из ПАГ) тип АI был выявлен со сходно низкими 

частотами (среднее значение — 0,10). Таким образом, 

хромосомный тип АI достоверно чаще идентифициро-

вали у П-изолятов из СКГ (χ2 = 6,9; p = 8,5 · 10–3; 

df = 1), имевших преимущественно солеустойчивый 

фенотип. Сравнение групп штаммов показало, что хро-

мосомный тип АI встречался в 2,5 и 1,7 раза чаще у К-, 

чем у П-изолятов, из СКГ и ПАГ соответственно.

Тип АII (типовая последовательность М-III и ди-

вергентные аллели М-I/М-II) выявлен у штаммов 

из всех рассматриваемых подгрупп. В трех подгруппах 

К- и П-изолятов разного фенотипа из ПАГ (средняя 

частота — 0,21), а также у солеустойчивых К-изоля-

тов из СКГ (частота — 0,26) данный хромосомный тип 

встречался с близкими частотами (см. рис. 3). В осталь-

ных случаях хромосомный тип АII выявляли либо 

вдвое реже (подгруппы К- и П-изолятов разного фе-

нотипа из СКГ), либо у единичных солечувствительных 

П-изолятов обоих генцентров (см. рис. 3). По резуль-

татам сравнения групп К- и П-изолятов из СКГ и ПАГ 

установлено, что хромосомный тип АII почти в 2 раза 

чаще встречался у К-изолятов, чем у соответствующих 

групп П-изолятов, как в том, так и в другом генцент-

ре, однако достоверные различия получены только для 

К-изолятов из ПАГ (χ2 = 7,4; p = 6,6 · 10–3, df = 1). 

Хромосомный тип АII доминировал только у солеустой-

чивых П-изолятов из АЦ (частота — 0,65; см. рис. 3).
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 BI 0 0,03 0,17 0,03 0,15 0,09 0,04 0,22 0 0

 AII 0,26 0,13 0,14 0,06 0,24 0,17 0,22 0,04 0,65 0

 AI 0,39 0,10 0,47 0,11 0,12 0,08 0 0,35 0,24 0,06

0,04

Рис. 3. Встречаемость разных хромосомных типов у штаммов S. Meliloti. AI, AII, BI, BII — хромосомные типы (см. текст); 

остальные обозначения — см. рис. 2
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Тип BI (дивергентные последовательности М-III 

и типовые аллели М-I/М-II) встречался существенно 

реже в изучаемых подгруппах штаммов, чем вышерас-

смотренный тип AII. Указанный тип преимущественно 

обнаружен в трех подгруппах (со сходными частотами): 

П-изоляты солеустойчивого фенотипа из СКГ и со-

лечувствительного из ПАГ, а также у солеустойчивых 

К-изолятов ПАГ (средняя частота — 0,18; см. рис. 3). 

Реже этот же хромосомный тип был идентифициро-

ван у солечувствительных К-изолятов из ПАГ (0,09; 

см. рис. 3). В остальных подгруппах указанный тип 

встречался у единичных штаммов (средняя часто-

та — 0,03) либо не был выявлен (см. рис. 3). Срав-

нение групп штаммов показало, что тип BI достовер-

но чаще отмечен у К-изолятов из ПАГ и П-изолятов 

из СКГ, имевших солеустойчивый фенотип (χ2 = 8,1; 

p = 4,3 · 10–3; df = 1).

Тип BII (дивергентные последовательности М-III 

и аллели М-I/М-II) идентифицирован у немногочислен-

ных штаммов 8 из 10 изучаемых подгрупп (см. рис. 3). 

Чаще со сходными частотами указанный хромосом-

ный тип встречался в трех подгруппах солеустойчивых 

К- и П-изолятов из ПАГ и К-изолятов из СКГ (средняя 

частота — 0,1; p > 0,5). Анализ групп штаммов пока-

зал, что тип BII наблюдали преимущественно у К-изо-

лятов из ПАГ (p > 0,5).

Сравнительный анализ выборок штаммов из двух 

генцентров позволил установить, что хромосом-

ный тип АI встречался более чем у 54 % штаммов 

S. meliloti из СКГ, то есть в 2,4 раза чаще, чем из ПАГ 

(χ2 = 18,6; p = 1,6 · 10–5; df = 1). Преимущественно 

он был выявлен в подгруппе солеустойчивых П-изо-

лятов из СКГ, в которой также отмечались штаммы, 

имевшие хромосомный тип BI, характеризовавшийся 

измененной последовательностью маркера М-III. В по-

пуляции штаммов S. meliloti из ПАГ, наоборот, более 

76 % штаммов имели хромосомные типы, отличные 

от типа АI. Так, хромосомный тип АII выявлен в 1,4, 

тип BI — в 1,7, а тип BII — в 3,8 раза чаще у штам-

мов из ПАГ, чем из СКГ. Подавляющее большинство 

К-изолятов (65 %) из ПАГ имели хромосомный тип АII 

или BI, а 15 % штаммов солеустойчивого фенотипа — 

хромосомный тип BII. Описанные различия по встре-

чаемости хромосомных типов между географически 

изолированными популяциями ПАГ и СКГ достоверны 

(χ2 = 20,6; p = 1,2 · 10–4; df = 3). Штаммы из АЦ име-

ли преимущественно хромосомный тип АII, характери-

зовавшийся измененными метаболическими маркерами.

Встречаемость ГО оценивали в группах штам-

мов S. meliloti с определенным хромосомным типом 

(АI, АII, BI или BII; рис. 4). Анализировали наличие 

трех ГО (как у референс-штамма Rm1021, см. «Мате-

риалы и методы»), а также возможное наличие двух или 

одного из трех ГО, сайты интеграции которых сходны 

с таковыми у Rm1021. Три ГО встречались крайне ред-

ко у штаммов, имевших хромосомный тип АI (часто-

та — 0,04), но с более высокими частотами выявлены 

в случае хромосомных типов AII и BI (средняя часто-

та — 0,11; см. рис. 4, а), а в случае типа BII — рас-

сматриваемый вариант не обнаружен. Два ГО выявляли 

чаще (в среднем в 1,5 раза) у штаммов с хромосом-

ным типом АI (средняя частота — 0,29; см. рис. 4, а). 

Один ГО встречался у подавляющего большинства 

штаммов (средняя частота — 0,72), но чаще, в 1,2 раза, 

у штаммов, имевших хромосомный тип BII (частота — 

0,82; см. рис. 4, а).

Рассматривали встречаемость каждого из ГО 

Rm1021 (Sme19T, Sme21T и Sme80S) у штаммов, имев-

ших определенные хромосомные типы (см. рис. 4, б). 

Показано, что Sme19T и Sme80S достоверно чаще 

встречались у штаммов с хромосомными типами АI 

и АII соответственно (χ2 = 7,4; p = 2,4 · 10–3; df = 2; 

см. рис. 4, б), а Sme80S — преимущественно у штам-

мов с типом BII (χ2 = 7,6; p = 5,9 · 10–3; df = 2). 

Рис. 4. Встречаемость геномных островов в разных хромосомных типах S. meliloti: а — частота встречаемости одного, двух 

или трех островов в соответствующих хромосомных типах; б — частота встречаемости каждого из островов: Sme19T, 

Sme21T, Sme80S в соответствующих хромосомных типах; AI, AII, BI, BII — хромосомные типы (см. рис. 3)
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Интересно, что любой из трех указанных островов 

встречался у штаммов с хромосомным типом BI с рав-

ными частотами (0,23; см. рис. 4, б).

Таким образом, выявлены достоверные разли-

чия по встречаемости ГО, относящихся к акцессор-

ным элементам корового генома, у природных штам-

мов S. meliloti с разными хромосомными типами. 

Полученные результаты согласуются с данными для 

других видов клубеньковых бактерий и энтеробак-

терий [9, 26] и свидетельствуют в пользу того, что 

определенные акцессорные элементы могут быть ас-

социированы с определенными сочетаниями коровых 

последовательностей.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Сопряженный анализ маркерных последователь-

ностей корового генома M-I и М-II, содержащих 

гены, продукты которых задействованы в клеточном 

метаболизме и вовлечены в процессы формирования 

стрессо устойчивости, а также последовательностей 

маркера М-III, используемых в филогенетических ис-

следованиях на уровне вида, позволил оценить влияние 

экологических и эволюционных факторов на генетиче-

ское разнообразие природных штаммов клубеньковых 

бактерий S. meliloti в географически изолирован-

ных популяциях и в агроценозах. Выявлен высокий 

уровень полиморфизма метаболических (M-I, М-II) 

и филогенетического (М-III) маркеров в типических 

группах/под группах штаммов, различавшихся по рай-

ону и источнику выделения, а также по фенотипу. 

По результатам анализа частот встречаемости разных 

аллелей маркеров M-I и М-II удалось заключить, что 

генотипическое разнообразие штаммов, выделенных 

из почв (П-изоляты), находится под давлением диз-

руптивного частотозависимого отбора, приводяще-

го к преобладанию определенного генотипа, наиболее 

приспособленного к агроэкологическим условиям со-

ответствующих генцентров. Высокое генотипическое 

разнообразие штаммов, выделенных из клубеньков 

растений (К-изоляты), произраставших в тех же ген-

центрах, обусловлено действием стабилизирующего 

частотозависимого отбора, что согласуется с работами 

других авторов [49, 50].

Оценка неравновесия по сцеплению (LD) маркер-

ных последовательностей показала, что между метабо-

лическими маркерами отсутствует или имеется низкий 

уровень генетической рекомбинации, на основании 

чего и согласно работе [10] они были использованы 

для определения сочетаний маркеров у 218 природных 

штаммов S. meliloti, сгруппированных далее в четыре 

хромосомных типа, различавшихся по наличию рефе-

ренс- и дивергентных последовательностей. Обнару-

жено, что географически изолированные популяции 

S. meliloti достоверно различались по встречаемости 

хромосомных типов, что согласуется с данными, полу-

ченными для других видов ризобий [9, 11, 53]. В по-

пуляции каждого из рассмотренных генцентров (СКГ 

и ПАГ) выявлены штаммы с измененными метаболи-

ческими маркерами (хромосомный тип АII), доля ко-

торых среди К-изолятов была почти в 2 раза выше, 

чем среди П-изолятов, в обоих генцентрах. Следует 

отметить, что штаммы с этим же хромосомным ти-

пом были выделены преимущественно из почв АЦ. 

Штаммы, имевшие измененные метаболические 

маркеры корового генома, могут относиться к ди-

вергентным клональным линиям(ии), что согласует-

ся с полученными ранее данными о наличии дивер-

гентного хромосомного типа в популяции штаммов 

из ПАГ [39, 40, 51], тогда как для популяции из СКГ 

и штаммов из АЦ данные о наличии клональных ли-

ний получены впервые.

В центре интрагрессивной гибридизации люцерны 

в Приаралье (ПАГ), подверженном экстремальному 

засолению, около 40 % как К-, так и П-изолятов 

имели измененные филогенетический и в подавля-

ющем большинстве метаболические маркеры (хро-

мосомные типы B-I и B-II). Такие штаммы могут 

являться представителями нового биовара, что согла-

суется с ранее опубликованными данными [39]. Кро-

ме того, штаммы, относящиеся к этому же или родст-

венному биовару, впервые выявлены в СКГ, при этом 

они встречались исключительно среди П-изолятов 

и вдвое реже, чем у аналогичных изолятов из ПАГ. 

Клональные линии штаммов, обнаруженные в обеих 

географически изолированных популяциях клубень-

ковых бактерий, а также в агроценозах, и штаммы, 

относящиеся, возможно, к формирующемуся новому 

биовару клубеньковых бактерий люцерны, представ-

ляют объект дальнейших молекулярно-генетических 

исследований.

С целью выявления зависимости встречаемости 

акцессорных элементов от характеристик корового 

генома были проанализированы ГО в геномах штам-

мов S. meliloti, различавшихся по сочетаниям после-

довательностей маркеров корового генома. Это по-

зволило впервые установить предпочтительность 

встречаемости того или иного геномного острова 

в определенных хромосомных типах S. meliloti. По-

лученные данные свидетельствуют в пользу гипотезы, 

высказанной авторами [26], о том, что разные хро-

мосомные типы могут содержать разные акцессорные 

элементы.

Дополнительная информация
Работа выполнена с использованием оборудования 

ЦКП «Геномные технологии, протеомика и клеточ-

ная биология» ФГБНУ ВНИИСХМ при финансовой 

поддержке грантов РФФИ № 18-04-01278а (оцен-

ка структурного полиморфизма маркера М-II) и РНФ 

№ 17-16-01095.
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ПРИЛОЖЕНИЕ

Маркер Группы штаммов

Значения критерия χ2

СКГ ПАГ АЦ

К П К П П

R S R S R S R S R

M-I

СКГ

К
R –I 10,0 (1)II – – – 26,2 (2) 8,0 (2) 3,9 (1)

S – 6,0 (1) – – – 12,8 (2) – –

П
R 10,0 (1) 6,0 (1) – 12,6 (3) 15,5 (2) 50,7 (2) – 30,4 (1)

S – – – – – 17,2 (3) – 10,9 (2)

ПАГ

К
R – – 12,6 (3) – – 35,6 (3) – 8,2 (3)

S – – 15,5 (2) – – 28,0 (3) 10,6 (3) –

П
R 26,2 (2) 12,8 (2) 50,7 (2) 17,2 (3) 35,6 (3) 28,0 (3) 15,0 (2) 33,5 (2)

S 8,0 (2) – – – – 10,6 (3) 15,0 19,1 (2)

АЦ П R 3,9 (1) – 30,4 (1) 10,9 (2) 8,2 (3) – 33,5 19,1 (2)

М-II

СКГ

К
R – 8,8 (3) – – – 26,1 (3) – 14,9 (3)

S – 8,9 (2) – – – 12,8 (2) 9,3 (2) –

П
R 8,8 (3) 8,9 (2) – – 8,0 (2) 28,9 (2) – 23,8 (2)

S – – – – – 17,2 (2) – 9,1 (2)

ПАГ

К
R – – – – – 13,1 (3) – 8,6 (3)

S – – 8,0 (2) – – 14,1 (2) 7,8 (2) –

К
R 26,1 (3) 12,8 (2) 28,9 (2) 17,2 (2) 13,1 (3) 14,1 (2) 15,0 (1) –

S – 9,3 (2) – – – 7,8 (2) 15,0 (1) 16,8 (2)

АЦ П R 14,9 (3) – 23,8 (2) 9,1 (2) 8,6 (3) – – 16,8 (2)

М-III

СКГ

К
R – – – – – – – –

S – – – – – – – –

П
R – – – 8,4 (2) 13,2 (2) – – 7,0 (2)

S – – – – 6,1 (2) – – –

ПАГ

К
R – – 8,4 (2) – – – – 13,9 (2)

S – – 13,2 (2) 6,1 (2) – – 8,1 (2) 10,2 (2)

П
R – – – – – – – 8,6 (2)

S – – – – – 8,1 (2) – 12,2 (2)

АЦ П R – – 7,0 (2) – 13,9 (2) 10,2 (2) 8,6 (2) 12,2 (2)

Примечание. R — штаммы солеустойчивого фенотипа; S — штаммы солечувствительного фенотипа; К — штаммы, выде-

ленные из клубеньков; П — штаммы, выделенные из почв; СКГ — Кавказский генцентр; ПАГ — Приаральский центр раз-

нообразия люцерн; АЦ — агроценозы. I значение χ2 — меньше критического (различия не достоверны); (..)II число степеней 

свободы (df).

Таблица 1

Значения критерия χ2 для подгрупп штаммов S. meliloti, различающихся по частотам встречаемости ПДРФ-типов 
маркерных последовательностей
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