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Предложен новый  `

таксономический маркер (hin-
регион), позволяющий изучать 
разнообразие представителей 
рода Rhizobium на уровне вида — 
группы штаммов. С его помощью 
были выделены группы штаммов 
Rhizobium, которые невозможно 
было детектировать другими 
методами, что коррелировало 
с эволюционной близостью 
бактерий. Разработанный подход 
к созданию маркерных систем 
позволяет эффективно описывать 
внутри- и межвидовое генетическое 
разнообразие клубеньковых 
бактерий и давать их оценку на 
перспективность использования в 
сельскохозяйственной практике. 
С помощью предложенной маркерной 
системы описаны изоляты бактерий 
рода Rhizobium, выделенные из 
различных эколого-географических 
зон украины. 
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рибосомальная РНК

Известно, что клубеньковые бактерии разделяют на две большие груп-
пы — быстро- и медленнорастущие, отличающиеся по скорости роста, ха-
рактеру метаболизма углеводов и азотистых соединений (Rhizobiaceae. Мо-
лекулярная биология бактерий, взаимодействующих с растениями, 2002), 
специфичности взаимодействия с различными бобовыми культурами (широ-
ко-и узкоспецифичные) (Martínez-Romero, Caballero-Mellado, 1996).

В настоящее время, как правило, таксономию и эволюционные взаимо-
отношения порядка Rhizobiales изучают с помощью сравнения нуклеотид-
ных последовательностей гена 16S рРНК. Однако такая оценка не всегда 
соответствует данным, полученным по другим локусам (Gaunt et al., 2001). 
Вследствие частых межвидовых рекомбинаций между различными аллелями 
таксономически важных генов (таких как 16S рРНК, dnaK, nod), не всегда 
удается адекватно классифицировать изоляты ризобий, что приводит к необ-
ходимости получения дополнительных генетических данных (Suominen et al., 
2001; Eardly et al., 2005; Vinuesa et al., 2008). Особый интерес в качестве 
модельного объекта данного порядка представляет род Rhizobium (Frank, 
1889), имеющий сложную таксономическую структуру, которую сложно изу-
чать существующими в настоящее время методами.

Целью исследований являлась разработка специфических для клубенько-
вых бактерий рода Rhizobium генетических маркерных систем, позволяющих 
изучать их на уровне вида — группы штаммов.

С целью создания быстрого, дешевого и достоверного способа детекции 
и изучения биоразнообразия популяционной структуры клубеньковых бак-
терий нами были предложены методы: saAFLP (Zotov et al., 2010) и срав-
нительный анализ нуклеотидных последовательностей hin-региона (Зотов с 
соавт., 2011).

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Бактериальные штаммы. В работе были использованы 52 изолята клу-
беньковых бактерий рода Rhizobium из коллекций полезных микроорганиз-
мов различных научных учреждений Украины и России: Института сельского 
хозяйства Крыма Национальной академии аграрных наук Украины (ИСХК 
НААН), г. Симферополь; Института сельскохозяйственной микробиологии и 
агропромышленного производства Национальной академии аграрных наук, 
г. Чернигов; института микробиологии и вирусологии им. Д. К. Заболотного 
Национальной академии наук Украины, г. Киев; Всероссийского научно-ис-
следовательского института сельскохозяйственной микробиологии Россий-
ской академии сельскохозяйственных наук, ВНИИСХМ РАСХН, г. Санкт-
Петербург. 9 штаммов из коллекции ВНИИСХМ РАСХН использовались в 
качестве типовых. Изоляты коллекции отдела микробиологии ИСХК НААН 
были выделены в разных эколого-географических зонах Украины: степи, ле-
состепи и Полесья (табл. 1).

Идентификация. Культуральные и физиолого-биохимические свойства 
изолятов Rhizobium sp. изучали согласно общепринятым методам микроби-
ологии и биохимии (Методы почвенной микробиологии и биохимии, 1991; 
Берджи, 1997) и методическим рекомендациям ВНИИСХМ РАСХН (Возня-
ковская, Попова, 1985).
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Выделение ДНк. Для выделения препаратов сум-
марной клеточной ДНК штаммы культивировали на 
агаризованной среде TY: дрожжевой экстракт — 
1 г/л; пептон — 10 г/л; CaCl2–0,4 г/л; агар — 20 г/л 
(Beringer, 1974). ДНК была выделена из свежих куль-
тур на 1–2 сутки их роста с помощью метода сорбции 
на магнитных частицах (набор «Минипреп» , «Си-
лекс», Россия).

Single adapter AFLp анализ (saAFLp) (zotov et 
al., 2010). Рестрикционный анализ проводили одно-
временно с лигированием в 10 мкл смеси, содержащей 
80 нг образца ДНК, 1х лигазный буфер («Fermentas», 
США), 10 пкМ одноцепочечного адаптера (Ad.CTAG1: 
5`-ctagCTGGAATCGATTCCAG-3`), 5 ед. Т4 ДНК ли-
газы (“Fermentas”, США) и 1 ед. рестриктазы XmaJI 
(XbaI). Полученную смесь инкубировали при 37 оС в 
течение 2 часов, после чего доводили реакционный 
объем до 100 мкл. ПЦР проводили на амплификаторе 
Mastercycler gradient Eppendorf в 25 мкл смеси, со-
держащей 1х буфер для ПЦР, 2.8 мМ MgCl2, 0.2 мМ 
dNTP, в качестве ДНК-матрицы — 2 мкл рестрикци-
онно-лигазной смеси, 0,4 мкМ праймера (Pr.CTAG1: 
5`-CTGGAATCGATTCCAGctag-3`), комплементарного 
адаптеру и  1 ед. ДНК-полимеразы BioTaq («Диалат 
ЛТД», Россия). Для ПЦР амплификации был исполь-
зован следующий температурно-временной профиль: 
первоначальная денатурация при 94 оС — 2 мин; пос-
ледующие 30 циклов: 94 оС — 30 с, 40 оС — 30 с, 
72 оС — 3 мин; окончательная элонгация — 5 мин при 
72 оС.

ПцР-амплификация гена 16S рРНк и hin-ре-
гиона. ПЦР анализ и последующее секвенирование 
(Sanger et al., 1977) нуклеотидных последовательностей 
гена 16S рРНК проводили с использованием прайме-
ров FD1: 5`-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3` и RD1: 5`- 
AAGGAGGTGATCCAGCC-3` (Weisburg et al., 1991). Ам-
плификацию hin-региона проводили с использованием 
разработанных нами специфических для рода Rhizobium 
праймеров и следующего протокола: первоначальная 
денатурация при 94 оС — 2 мин; последующие 30 цик-
лов: 94 оС — 30 сек, 55 оС — 30 сек, 72 оС — 1 мин; 
окончательная элонгация 5 мин при 72 оС. Амплифи-
цированные фрагменты детектировались при помощи 
электрофореза в 1,5% агарозном геле. Нуклеотидные 
последовательности определяли на автоматическом сек-
венаторе Genetic Analyzer 3130xl («Applied Biosystems», 
США).

restriction fragment length polymorphism анализ 
(rFLp). Амплификацию межгенного региона рибосо-
мального кластера (ITS) для последующего рестрикт-
ного анализа проводили с использованием праймеров 
FGPS1490–72: 5'-TGCGGCTGGATCCCCTCCTT-3' 
(Normand et al., 1992) и ITS_R: 5'-CGCAGCGTATCA- 
CGTCCTTC-3', адаптированных для бактерий рода 
Rhizobium. Рестрикционный анализ проводился с ис-

пользованием эндонуклеаз рестрикции AluI, HaeIII и 
MspI  («Fermentas», США) согласно инструкциям про-
изводителя. Обработанную рестриктазами ДНК анали-
зировали при помощи электрофореза в 4,0% агарозном 
геле.

Анализ нуклеотидных последовательностей. Пер-
вичный сравнительный анализ полученных последова-
тельностей с последовательностями базы данных Ген-
Банка был проведен с помощью программы NCBI Blast 
(Altschul et al., 1990). Выравнивание последователь-
ностей проводили с помощью программы CLUSTALW 
1.75v. (Thompson et al., 1994). Проверка и редактирова-
ние были осуществлены с помощью редактора «BioEdit 
7.0.5.3» (Hall, 1999). Филогенетические деревья были 
построены в программе Mega 3.1 (Kumar et al., 2004) 
с помощью алгоритма Neighbor–Joining NJ (Nei and 
Kumar, 2000). Попарные генетические расстояния меж-
ду последовательностями были определены по двухпа-
раметрической модели Кимуры (Kimura, 1980). Уровень 
нуклеотидного полиморфизма вычислен в программе 
DnaSP 5.10 (Rozas et al., 2010).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Физиолого-биохимические свойства бактерий рода 
Rhizobium

Род Rhizobium традиционно классифицируют на 
основании фенотипических характеристик, таких как 
способность к образованию клубеньков и физиолого-
биохимические свойства. По результатам проведен-
ных анализов все изученные изоляты принадлежали 
роду Rhizobium и обладали специфичностью к ин-
фицированию группы растений гороха, бобов, чины, 
вики, чечевицы (bv. viciae), а также растений фасоли 
(bv. phaseoli), клевера (bv. trifolii) и козлятника (R. 
galegae).

Изоляты клубеньковых бактерий коллекции отде-
ла микробиологии ИСХК НААН показали высокую 
эффективность в симбиозе с современными сортами 
бобовых культур в почвенно-климатических услови-
ях Украины. Это позволило повысить продуктивность 
растений на 10–30%, увеличить содержание белка в 
зерне на 2–6%, а в зеленой массе — на 1–3% даже 
при наличии в почве популяции аборигенных или ра-
нее интродуцированных ризобий Rhizobium sp. (Дидо-
вич, 2008).

Генетическое разнообразие бактерий рода Rhizobium
Анализ  нуклеотидных  последовательностей 

гена 16S ррНК
Полные ДНК-последовательности гена 16S рРНК 

(1445 п. о. по геному R. leguminosarum bv. viciae 3841) 
были получены для всех исследуемых изолятов и штам-
мов Rhizobium sp. Для каждого вида клубеньковых бак-
терий родов Rhizobium, Sinorhizobium и Mesorhizobium 
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в базе данных NCBI были найдены последовательности 
гена 16S рРНК типовых штаммов (Kwon et. al., 2005), 
которые также были взяты для анализа. В качестве уда-
ленного контроля была использована ДНК-последова-
тельность 16S рРНК типового штамма Bradyrhizobium 
japonicum DSM30131T и построено филогенетическое 
дерево (рис. 1).

По результатам анализа все исследуемые изоляты 
были достоверно отнесены к 4 видам рода Rhizobium: 
R.  leguminosarum (Frank, 1889), R. etli (Segovia et al., 
1993), R.  giardinii (Amarger et al., 1997)  и R.  galegae 
(Lindström, 1989) (табл. 1). Нуклеотидные последова-
тельности вида R.  leguminosarum имели одну внутри-
видовую замену G/A/C/T (1069 п. о. от начала гена по 
геному NC_008380). У штаммов R. giardinii, R. galegae 
и R.  etli  внутривидовой полиморфизм ДНК-последова-
тельностей гена 16S рРНК обнаружен не был.

Однако, вследствие низкой разрешающей способ-
ности, частым рекомбинационным событиям и гори-
зонтальному переносу, ген 16S рРНК не может быть 
применён для достоверного определения филогенети-
ческой структуры рода Rhizobium  на видовом уровне 
(Willems, Collins, 1993; Gaunt et al., 2001; Eardly et 
al., 2005). По результатам построения филогенетичес-
кого дерева видна полифилетичная природа ризобий, 
что было показано и ранее (Martinez, 1994; Новикова, 
1996).

RFLP-анализ межгенного региона 16S-23S ррНК 
(ITS)

Нами был проведен анализ ITS бактерий рода 
Rhizobium, который показал, что 22 из 61 штамма име-
ют 2 продукта ПЦР-амплификации, отличных не только 
по длине, но и по нуклеотидному составу (Laguerre et 
al., 1996; Palmer, Young, 2000; Vessey, Chemining’wa, 
2006). С помощью рестрикции полученных продук-
тов ITS-ПЦР на внутривидовом уровне были достовер-
но выделены 20 ITS-RFLP генотипов (табл. 1). Также 
было проведено определение нуклеотидных последова-
тельностей ITS 20 штаммов Rhizobium sp. (по одному 
штамму каждого ITS-RFLP генотипа), и в совокупности 
с нуклеотидными последовательностями референсных 
штаммов из ГенБанка (Kwon et al., 2005) было построе-
но филогенетическое дерево (рис. 2). Высокий уровень 
нуклеотидной изменчивости ДНК-последовательнос-
ти ITS-региона позволяет различать близкородствен-
ные штаммы, однако многокопийность ITS-регионов 
затрудняет интерпретацию филогенетических связей 
(Gürtler and Stanisich, 1996). Так, по данным сравни-
тельного анализа полных нуклеотидных последователь-
ностей ITS-региона штаммы 105 и FA-4 (симбионты фа-
соли) с единичными продуктами ITS-ПЦР относились 
к виду R.  etli. К этому же виду относились и штаммы 
KK, KP012 и KL91 (симбионты клевера). В то же время 
по ДНК-последовательностям гена 16S рРНК все эти 

штаммы принадлежали к виду R.  leguminosarum. Ин-
тересно, что геномы симбионтов клевера KK, KP012 и 
KL91 несут в своем составе 2 типа ITS-региона, при 
этом один принадлежит к виду R.  leguminosarum 
(its-L — продукт ITS-ПЦР высокой молекулярной 
массы), другой — к R. etli (its-S — ITS-ПЦР продукт 
более низкой молекулярной массы). Вероятно, это ука-
зывает на горизонтальный перенос или частые реком-
бинационные события, происходящие между ДНК-пос-
ледовательностями различных видов бактерий данного 
рода (Terefework et al., 1998).

saAFLP анализ
Для достоверного анализа внутривидового поли-

морфизма штаммов рода Rhizobium был использован 
saAFLP с применением эндонуклеазы рестрикции — 
XmaJI (Zotov et al., 2010).

По данным saAFLP 23, штамма R.  leguminosarum 
bv.  viceae, инокулирующие горох, были достоверно 
разделены на два генотипа, относящиеся к генетичес-
ки разнородным группам A и B (рис. 3, а), имеющим 
меньше 15% общих фрагментов. С помощью данного 
анализа удалось установить генетическую неоднород-
ность штаммов R. leguminosarum из Винницкой и Хер-
сонской областей Украины (рис. 3, а, табл. 1). Таким 
образом, внутри однородной по последовательности 
гена 16S рРНК группы штаммов был показан значи-
тельный полиморфизм продуктов saAFLP и выявлено 
4 генетические группы клубеньковых бактерий. Веро-
ятно, данная вариабельность связана с определенными 
генетическими изменениями в процессе адаптации к 
различным эколого-географическим зонам и/или рас-
тениям-хозяинам (Terefework et al., 2001).

Шесть изолятов, симбионтов козлятника, отнесенных 
с помощью анализа нуклеотидных последовательностей 
гена 16S рРНК к R. galegae, представляли собой гене-
тически однородную группу штаммов с единым характер-
ным для нее профилем saAFLP. Штаммы, отнесенные по 
анализу ДНК-последовательности 16S рРНК к видам  
R.  etli и R.  giardinii,  также имели свои уникальные 
saAFLP-профили.

Как известно, метод saAFLP является удобным 
инструментом для выбора таксонспецифичных мар-
керов. Одним из таких маркеров, найденных и изу-
ченных в данной работе, стал hin-регион (от латин-
ского hin — уникальный, неповторимый) (Зотов с 
соавт., 2011. Заявка на патент рег. № 2011135461 от 
25.08.2011). Маркер был обнаружен эксперименталь-
но при saAFLP-анализе штаммов R.  leguminosarum 
bv. viceae (рис. 3).

Анализ hin-региона
В данной работе были амплифицированы и секвени-

рованы полные нуклеотидные последовательности hin-
региона (Zotov et al., 2010) 61 штамма бактерий рода 
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Рис. 1. Филогенетическое дерево, построенное на основе данных сравнительного анализа полных нуклеотидных последователь-
ностей гена 16S рРНК бактерий рода Rhizobium c другими представителями Rhizobiaceaе c использованием алгоритма NJ. Мас-
штаб соответствует 1 замене на 100 пар оснований (генетическим дистанциям). Цифрами показана статистическая достоверность 
порядка ветвления (%), определенная с помощью «bootstrap»-анализа 1000 реплик. Значения «bootstrap» ниже 70% не показа-
ны. Исследуемые штаммы относятся к роду, имеющему сокращение «R.»
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Рис. 2. Филогенетическое дерево, построенное на основе данных сравнительного анализа полных нуклеотидных последователь-
ностей ITS бактерий рода Rhizobium c использованием алгоритма NJ. Масштаб соответствует 5 заменам на 100 пар осно-
ваний. Цифрами показана статистическая достоверность порядка ветвления (%), определенная с помощью «bootstrap»-
анализа 1000 реплик. Значения «bootstrap» ниже 70% не показаны. Исследуемые штаммы относятся к роду, имеющему 
сокращение «R.»
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Rhizobium  (табл. 1). Полученные последовательности 
были выровнены с помощью программы CLUSTALW 
(Thompson et al., 1994) и сравнены с 5 нуклеотидными 
последовательностями штаммов Rhizobium sp., взяты-
ми в базе данных Национального центра биотехнологи-
ческой информации (NCBI) США. Длина нуклеотидных 
последовательностей после выравнивания у различных 

видов составила от 230 п. о. (R. etli 926-st) до 650 п. о.  
(R.  leguminosarum  bv.  phaseoli  105). При этом все 
штаммы, за исключением представителей вида R. 
galegae и трех групп изолятов R.  leguminosarum bv. 
phaseoli, давали 3 продукта ПЦР-амплификации, 
что указывало на наличие 3 копий генов тРНК (Глю) 
(рис. 4).

Рис. 3.  А. saAFLP-анализ с использованием эндонуклеазы рестрикции XmaJI для бактерий рода R. leguminosarum. Буквами А и 
В на рисунке обозначены генотипы R. leguminosarum по hin-региону (I класс);

 Б. Амплификация hin-региона исследуемых штаммов R.  leguminosarum с использованием специфичных для бактерий 
рода Rhizobium праймеров. Буквами А и В на рисунке обозначены генотипы R. leguminosarum по hin-региону (I класс)

 Дорожки: 1 — маркер молекулярной массы 1kb, 2 — штамм 245 а, 3 — 248 б, 4 — 261 б, 5 — К-29, 6 — П-2, 7 — Г-8, 
8 — Ч-14, 9 — 24, 10 — 28, 11 — 31, 12 — 32, 13 — 32–2, 14 — 34, 15 — 65, 16 — У-1, 17 — У-2, 18 — У-3, 19 — 
У-4, 20 — У-5, 21 — У-7, 22 — У-9, 23 — У-11, 24 — У-12

Рис. 4. Амплификация hin-региона с использованием специфичных для бактерий рода Rhizobium праймеров. Буквами на рисунке 
обозначены генотипы бактерий рода Rhizobium по hin-региону (табл. 1).

 Дорожки: 1 — маркер молекулярной массы 100–1000 п. о.,  
2 — R. leguminosarum 28, 3 — R. leguminosarum К-29,  
4 — R. leguminosarum 261 б, 5 — R. leguminosarum ФК-0,  
6 — R. leguminosarum 96st, 7 — R. leguminosarum 245a,  
8 — R. leguminosarum У-9, 9 — R. leguminosarum КП15,  
10 — R. leguminosarum У-7, 11 — R. leguminosarum МК,  
12 — R. leguminosarum ФН,13 — R. leguminosarum ФН-6,  
14 — R. giardinii ФС, 15 — R. etli 700st,16 — R. galegae K-3,  
17 — маркер молекулярной массы 100 п. о.
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На основании проведенного нами анализа 54 ис-
следованных штамма были отнесены к трем биоварам:  
R.  leguminosarum  bv.  viceae, R.  leguminosarum  bv. 
trifolii и R.  leguminosarum  bv.  phaseoli. 1 штамм от-
носился к виду R.  etli  700st (V класс hin-региона) и 
6 штаммов к R.  galegae (VI класс hin-региона).  По 
данным hin-регион ПЦР-изоляты из клубеньков горо-
ха представляли собой 6 групп штаммов, а изоляты из 
клубеньков бобов — 2 группы, относящиеся к I классу 
hin-региона (рис. 5). Симбионты клевера были разде-
лены на 5 групп штаммов I класса hin-региона, две из 
которых выделены из почв Украины (рис. 5), а изоляты 
из клубеньков фасоли принадлежали к пяти генетичес-
ки удаленным группам: R. leguminosarum (генотипы A, 
B, b, C, D) и R. etli (генотип G) (V класс hin-региона). 
Таким образом, на исследуемой выборке штаммов рода 
Rhizobium, выделенных из различных эколого-геогра-
фических зон Украины, было выявлено 7 генотипов, 
каждый из которых отличался длиной и ДНК-последова-
тельностью hin-региона. Всего в исследуемой выборке 
штаммов по ДНК-последовательности hin-региона было 
выделено 8 генотипов (табл. 1).

Разделение исследуемой выборки штаммов на ге-
нотипы по последовательности hin-региона совпадало 
с группированием штаммов по saAFLP. Однако кор-
реляции между растением-хозяином, происхождением 
штамма и генотипами обнаружено не было. Некоторые 
штаммы, объединенные в один генотип, являлись симби-
онтами различных биоваров растений (например, бобов 
и клевера — генотип B, гороха и фасоли — генотип А). 
Штаммы, выделяемые одновременно с одной и той же 
посевной площади (например, симбионты гороха Ула-
довского района Херсонской области), представляли со-
бой генетически удаленные по данным hin-регион ПЦР 
и saAFLP популяции, при этом большинство изолятов 
относились к генотипу А, что могло быть связано как с 
конкурентоспособностью штаммов данного генотипа, 
так и с численностью представителей этого генотипа в 
почве. Отсутствие данной корреляции было ожидаемым 
фактом, подтвержденным в исследованиях других ученых 
(Wernegreen et al., 1997). Оно связано с тем, что у бакте-
рий рода Rhizobium все гены, определяющие его симби-
отическую природу, как правило, находятся на плазмиде 
и способны переноситься от одного вида к другому, делая 
его сапрофитным или способным к симбиозу (Sullivan 
et al. 1995; Sullivan, Ronson, 1998). Мы же фокусиру-
емся на изучении таксономической структуры рода, т. е. 
на изучении специфических генов и межгенных регионов 
хромосомной ДНК.

Далее, для выровненных секвенированных последо-
вательностей hin-региона I класса R.  leguminosarum 
был построен график, отражающий уровень ДНК-поли-
морфизма между тремя одноименными сайтами рестрик-
ции AvrII со смещением 50-нуклеотидного окна с шагом 
в 1 п. о. (рис. 6). Исследования общего полиморфизма 

нуклеотидных последовательностей на примере I клас-
са hin-региона вида R.  leguminosarum показали, что 
данный регион обладает высоким уровнем полиморфиз-
ма (до 15%) между штаммами разных биоваров. Таким 
образом, информативность предложенного нами локуса 
на два порядка выше, чем гена 16S рРНК, сопоставима 
по своей разрешающей способности с методом секвени-
рования ITS и составляет 22 нуклеотидных замены на 
100 п. о., что позволяет изучать бактерии на внутриви-
довом уровне.

Следует отметить, что полученные результаты для 
hin-региона коррелируют с результатами saAFLP и ана-
лиза сравнения нуклеотидных последовательностей 16S 
рРНК и ITS. Однако предложенный нами таксономичес-
кий маркер обладает существенным преимуществом — 
он является хромосомным, обладает большей разреша-
ющей способностью и представлен в геноме единичной 
копией. Таким образом, ПЦР-анализ hin-региона явля-
ется достоверным диагностическим инструментом для 
изучения внутривидового генетического полиморфизма 
популяции клубеньковых бактерий рода Rhizobium.

По результатам проведенного анализа структуры 
hin-региона были выявлены специфические нуклео-
тидные замены, в т. ч. протяженные вставки и делеции, 
характерные для видов и групп штаммов, выделенных c 
помощью анализа saAFLP. Эти данные позволят подби-
рать таксон специфичные праймеры отдельно на каждую 
группу штаммов, обладающих идентичной последова-
тельностью hin-региона.

заклЮчение

Таким образом, нами была разработана маркерная 
система, специфическая для клубеньковых бактерий рода 
Rhizobium, позволяющая разделить их на уровне вида и 
группы штаммов (табл. 2). Родоспецифичная ПЦР hin-
регионов позволяет идентифицировать бактерии рода 
Rhizobium, а определение их нуклеотидных последова-
тельностей дает информацию о внутривидовом разнооб-
разии. Применение же анализа hin-регионов совместно 
с другими методами, представленными в таблице 2, дает 
полную картину о таксономии рода Rhizobium на любом 
уровне.

Данные, полученные с помощью анализа hin-регио-
нов, согласуются с результатами традиционных техник, 
рассмотренных выше, но значительно превосходят их 
по своей информативности. Так, на основании прове-
денных нами исследований при сравнительном анализе 
ДНК последовательностей hin-регионов было выявлено 
8 генотипов ризобий, выделенных из различных эколого-
географических зон Украины, Разделение штаммов на 
группы совпадало с филогенией, полученной по последо-
вательности гена 16S рРНК, и группированием штаммов 
по результатам анализа saAFLP. Однако вариабельность 
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Рис. 5. Филогенетическое дерево, по строенное на основе данных сравнительного анализа последовательностей hin-региона 
Rhizobium sp. c использованием алгоритма NJ. Масштаб соответствует 5 заменам на 100 пар оснований (генетичес-
ким дистанциям). Цифрами показана статистическая достоверность порядка ветвления (%), определенная с помощью 
«bootstrap»-анализа (1000 реплик). Значения «bootstrap» ниже 70% не показаны
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Рис. 6.  График, построенный с помощью программного обеспечения DnaSP 5.10 (Rozas et al., 2010), показывает уровень поли-
морфизма hin-региона I класса для бактерий R. leguminosarum (по оси x указаны позиции среднего значения 50-нуклео-
тидного скользящего окна, по оси y — S — число сегрегирующих сайтов). Hin-регион представляет собой суммарную 
нуклеотидную последовательность из R1 и R2. Специфические для рода Rhizobium праймеры обозначены PF и PR. Зеле-
ными стрелками показаны гены тРНК (Глю)

Таблица 2
Разрешающая способность фенотипических  
и генетических методов, используемых  
в данной работе для изучения биоразнообразия 
бактерий рода Rhizobium

Метод
Род 

Rhizo-
bium

Вид
Био-
вар

Группа 
штам-

мов

Фенотипические методы

Биохимический анализ + +/– – –

Тест на инокуляцию 
растений-хозяев

+ +/– + –

Генотипические методы

hin-регион ПЦР + + – +

saAFLP – + + +

ITS ПЦР-RFLP – +/– – +/–

секвенирование  
16S рРНК

+ + – –

Секвенирование 
16S-23S рРНК (ITS)

+ + – +

нуклеотидной последовательности hin-регионов внутри 
отдельных генотипов была выше и составляла от 3,3 до 
77,5% (по сравнению с 0,1–1,2% для 16S рРНК и 3,2–
19,2% для saAFLP).

Хотя пока остается до конца неясным происхождение 
и значение hin-региона для ризобий, на основании про-
веденных исследований можно предположить, что он яв-
ляется необходимым для их жизнедеятельности. Извес-
тно, что данная последовательность, аналогов которой 
не найдено ни в одном секвенированном геноме про- и 
эукариот, располагается между повторами генов тРНК 
(Глю), которые, в свою очередь, являются предшествен-
никами на начальной стадии биосинтеза тетрапирролов 
(гемоглобинов и хлорофилла) в растениях, археях и бак-
териях (Jahn et. al., 1992).

В клубеньках бобовых растений синтезируется ле-
гоглобин (леггемоглобин, Lb), симбиотический гемо-
глобин, который играет первостепенную роль в процессе 
азотфиксации: способствует переносу кислорода в сим-
биосомы, снабжая азотфиксирующих микросимбионтов 
связанным кислородом. С другой стороны, Lb выполня-
ет буферные функции, связывая избыточный кислород, 
подавляющий каталитическую активность нитрогеназы 
(Топунов, Петрова, 2001; Космачевская, Топунов, 2009). 
Количество генов тРНК (Глю) и тип антикодона влияют 
на интенсивность биосинтеза Lb и возможность участия 
в биосинтезе других белковых соединений С5 метаболи-
ческого пути (Levican et al., 2005).
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Нами был проведен предварительный поиск на-
личия транскрипционных факторов и промоторных 
областей в данном регионе (Reese, 2001). По ре-
зультатам исследования регион R2 содержал консер-
вативную область длиной 46 п. о., которая со 100% 
вероятностью для растений и 90% вероятностью для 
бактерий являлась промотором, содержащим GATA- 
и GCGC-мотивы и необходимым для распознавания 
белковыми молекулами сигнальной (иммунной) сис-
темы растений. Исследования региона R1 не выявили 
характерных промоторных областей и мотивов, кроме 
TATA-бокса. Однако вторичная структура данного ре-
гиона была аналогичной у всех классов ДНК-после-
довательностей R1 и образовывала двухшпилечную 
пространственную конформацию в позициях, пример-
но, —30 и –60 п. о.

Учитывая вышесказанное, можно предположить, что 
hin-регион является промотором генов тРНК (Глю), а 
его уникальная последовательность, возможно, является 
следствием совместной адаптации (эволюции) бактерий 
и растений-хозяев друг к другу.

Работа выполнена при поддержке гранта РФФИ 
(12–04–01809), совместного гранта РФФИ (10–04–
90043 Бел_а) — БРФФИ (Б10 Р-211) и Целевой про-
граммы Президиума РАН «Поддержка молодых ученых» 
и Программе научных исследований НААН Украины 
«Научные основы управления микробиологическими 
процессами в технологиях высокопродуктивного сель-
скохозяйственного производства (Сельскохозяйствен-
ная микробиология)».
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THE NEW TAXoNoMIC MArKEr oF NoduLATIoN 
BACTErIA oF rHIzoBIuM gENuS ANd ITS EvoLuTIoN

Zotov V. S. , Punina N. V., Khapchaeva S. A.,  
Didovich S. V., Melnichuk T. N., Topunov  A. F. 

SuMMAry ` : The new taxonomic marker (hin-region) has been 

proposed, which gives possibility for Rhizobium bacteria study on 
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“species — group of strains” level. using this marker the groups of 

Rhizobium strains were determined, which could not be distinguished 

with other methods, and these results correlated with evolutionary 

similarity of the bacteria. The developed approach for creating marker 

systems allows to carry out effective inventory of inter- and intra-

species genetic diversity of nodulating bacteria and to evaluate 

perspectives of their use in agriculture. The proposed marker system 

was used for description of Rhizobium bacteria samples isolated from 

various ecological-geographical regions of ukraine.

K ` Ey WordS: Rhizobium; phylogeny; taxonomy; diversity; saAFLP; 

hin-region PCR; PCR-RFLP; 16S ribosomal RNA; 16S-23S ribosomal 

RNA.
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