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ВВЕДЕНИЕ 

Проблемы взаимоотношений  высших растений и почвенных 

микроорганизмов являются одними  из наиболее интересных  и, в тоже время, 

сложных для изучения.  Известно, что бобовые растения способны вступать в 

симбиоз с азотфиксирующими клубеньковыми бактериями (ризобиями). 

Образование такого взаимовыгодного симбиоза приводит к приобретению 

растительномикробной системой новых адаптивных свойств, которые повышают 

ее продуктивность, стрессоустойчивость, помогают успешно конкурировать в 

борьбе за экологическое пространство. Из  растенияхозяина в клубеньки 

поступают продукты фотосинтеза, которые являются источником углерода для 

бактерий – необходимого элемента питания. А из клубеньков, в свою очередь, в 

надземную часть растения транспортируются продукты азотфиксации, 

необходимые растению для формирования биомассы.  

Мобилизация природных ресурсов агрофитоценозов с помощью 

растительномикробных взаимодействий является одним из основных направлений 

развития экологически устойчивого земледелия. Бобовые культуры в наибольшей 

степени соответствуют современным требованиям формирования экологического 

равновесия. Они вступают в поликомпонентный симбиоз с различными группами 

полезной почвенной микрофлоры, что позволяет не только улучшать почвенные 

свойства, повышать урожай и его качество, но и делает их ценным 

предшественником в севооборотах. В этой связи перспективен поиск и 

практическое применение новых микроорганизмов со свойствами, которые 

позволят повысить экономическую эффективность возделывания бобовых культур 

[79]. Известно, что эффективность симбиоза со стороны клубеньковых бактерий 

зависит от целого ряда симбиотических признаков, которые определяются 

наличием или отсутствием  симбиотических генов  (Sym    гены).  Поэтому при 

проведении научно обоснованной селекции и создания высокоэффективных 

растительномикробных агросистем также стоит обратить внимание на «качество» 
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набора Sym  генов микросимбионта и возможности его изменения или дополнения 

(комплементации). 

Своё  внимание мы решили остановить на  симбиотических  системах  с 

участием реликтовых бобовых растений. Они являются остатками предковых 

групп, широко распространенных в прошедших геологических эпохах, и 

представляют большую научную ценность, так как являются моделью 

эволюционно более ранних растительномикробных взаимоотношений.  Для них 

характерна низкая специфичность  при выборе симбиотических партнеров,  в 

отличие от эволюционно более молодых  бобовых, которые  проявляют высокую 

избирательность вплоть до абсолютно строгой специфичности. Вероятно, и сами 

микросимбионты  реликтовых растений  обладают  широким  кругом  растений

хозяев и отличаются наборами симбиотических генов от форм с узкой хозяйской 

специфичностью. 

Местом экспедиций был выбран Байкальский регион. Он является одним из 

центров  генетического разнообразия растений, где, благодаря разнообразию 

природных ландшафтов и неоднородным климатическим условиям, сохранилось 

большое количество уникальных, эндемичных и реликтовых видов. Кроме того, в 

Байкальском регионе очень актуальна проблема формирования, сохранения и 

устойчивого использования биологических ресурсов, так как  Байкал является 

уникальным участком Земли, включенным в список мировых объектов всемирного 

наследия «ЮНЕСКО» [46]. 

Цель и задачи исследования.  Цель работы заключалась в исследовании 

генетического и таксономического разнообразия микросимбионтов бобовых 

реликтовых растений Байкальского региона и их способности к комплементарному 

взаимодействию при образовании многокомпонентного симбиоза. 

Задачи исследования: 

1.  создание  коллекции штаммовмикросимбионтов реликтовых бобовых 

растений из разных триб подсемейства   Мотыльковые (Papilionoideae  Rudd),  

произрастающих в Байкальском регионе; 

https://ru.wikipedia.org/w/index.php?title=%D0%A0%D0%B0%D0%B4%D0%B4,_%D0%92%D0%B5%D0%BB%D1%8C%D0%B2%D0%B0_%D0%AD%D0%BB%D0%B5%D0%B9%D0%BD&action=edit&redlink=1
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2. исследование генетического разнообразия изолированных штаммов 

микроорганизмов, определение их таксономического положения; 

3. полногеномное секвенирование исследуемых штаммов микросимбионтов, 

выделенных из одного и того же клубенька и относящихся к разным таксонам; 

характеристика генных систем, ответственных за формирование и 

функционирование симбиоза; 

4.  определение  комплементарного взаимодействия  при совместной 

инокуляции  растений  микросимбионтами, которые обладают 

взаимодополняющими  наборами  генов,  участвующих в формировании и 

функционировании симбиоза.  

Научная новизна исследования. В работе впервые проведено выделение и 

детальное изучение бактерий, колонизирующих клубеньки реликтовых бобовых 

растений чины низкой  (Lathyrus  humilis  (Ser.)  Spreng),  копеечника щетинистого 

(Hedysarum gmelinii Ledeb. subsp. setigerum (Turcz. ex Fischer et Meyer) Kurbatsky), 

остролодочника трехлисточкового (Oxytropis triphylla (Pall.) Pers.), остролодочника 

Попова  (Oxytropis  popoviana  Peschkova)  и астрагала хоринского  (Astragalus 

chorinensis Bunge), произрастающих в Байкальском регионе. В ходе исследования 

получена уникальная информация об их микросимбионтах. В вегетационных 

опытах определено влияние таксономически разных штаммов, колонизирующих 

одни и те же клубеньки, на эффективность симбиоза и скорость формирования 

самих клубеньков. Проведено полногеномное исследование штаммов

микросимбионтов реликтовых бобовых растений, проанализированы генные 

системы, ответственные за становление растительномикробных 

взаимоотношений, сделаны выводы о путях эволюции азотфиксирующего 

симбиоза и возможностях комплементации штаммов, относящихся к разным 

ризобиальным таксонам. 

Научнопрактическая значимость работы. Изучение уникального 

генетического материала коллекции: 
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1) будет способствовать развитию представлений об эволюции растительно

микробного симбиоза; 

2) позволит совершенствовать систематику клубеньковых бактерий, которые 

являются одной из важнейших и агрономически ценных групп почвенных 

микроорганизмов; 

3) выявит геномы ризобий, которые обладают комплементарными наборами 

генов, участвующих в выполнении  взаимодополняющих  задач  в процессе 

становления и функционирования симбиоза; 

4) позволит отобрать комбинации ризобий, которые могут быть 

использованы  в  качестве основы для производства комплексных микробных 

препаратов или направленного генетического конструирования штаммов, 

перспективных для сельского хозяйства.  

Положения, выносимые на защиту: 

1.  С помощью современных методов  геносистематики определено 

таксономическое  положение  клубеньковых бактерий пяти реликтовых бобовых 

растений из разных триб подсемейства  Мотыльковые (Papilionoideae Rudd): чины 

низкой  (триба  Бобовые Fabeae  Rchb.);  копеечника щетинистого (триба 

Копеечниковые Hedysareae  DC.);    остролодочника трехлисточкового, 

остролодочника Попова и астрагала хоринского (триба Козлятниковые  Galegeae 

Dumort), произрастающих в Байкальском регионе. 

2.  Описан новый вид клубеньковых бактерий Phyllobacterium zundukense 

(сем. Phyllobacteriaceae, порядок Rhizobiales), выделенных из клубеньков растения 

Oxytropis triphylla (Pall.) Pers. 

3.  Микросимбионты реликтовых бобовых имеют широкий спектр 

растенийхозяев, включающий различные виды и рода бобовых из триб Galegeae 

Dumort  (Astragalus  L.,  Oxytropis  DC.,  Glycyrrhiza  L.)  и  Trifolieae  (Bronn) Endl. 

(Trifolium L.).  

4.  Описано явление комплементарного взаимодействия таксономически 

разных штаммов, занимающих  одни и те же клубеньки, которое приводит к 

https://ru.wikipedia.org/w/index.php?title=%D0%A0%D0%B0%D0%B4%D0%B4,_%D0%92%D0%B5%D0%BB%D1%8C%D0%B2%D0%B0_%D0%AD%D0%BB%D0%B5%D0%B9%D0%BD&action=edit&redlink=1
https://ru.wikipedia.org/wiki/Rchb.
https://ru.wikipedia.org/wiki/DC.
https://ru.wikipedia.org/wiki/DC.
https://en.wikipedia.org/wiki/Heinrich_Georg_Bronn
https://en.wikipedia.org/wiki/Endl.
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появлению нового симбиотического фенотипа, отличного от формируемого 

каждым из штаммов отдельно. 

Степень достоверности и апробация работы.  Степень достоверности 

результатов исследований достигнута достаточным объёмом полученных 

экспериментальных данных, проведением статистических обработок и выявлением 

достоверности различий. 

Материалы диссертации были представлены на  школе    конференции для 

молодых ученых «Экологическая генетика микробнорастительных 

взаимодействий» в рамках международной научной конференции PLAMIC 2018 г., 

на заседаниях Ученого Совета ФГБНУ ВНИИСХМ в 2019, 2021 гг.  Материалы 

диссертации  опубликованы  в 7  статьях. Исследования поддержаны грантами 

Российского Научного Фонда: грант 161600080 для микробиологии, 

молекулярной и биоинформатической работы; грант 177630016 для фотографии 

клубеньков и растений; грант 171401363 для получения флуоресцентномеченых 

штаммов; грант 142600094 для проведения вегетационных опытов и 

исследования симбиотических генов.  

Длительное хранение изолятов в ВКСМ было поддержано Федеральным 

Агентством Научных Организаций (Программа развития и инвентаризации 

биоресурсных коллекций).  

Личный вклад автора.  Аспирантом самостоятельно выполнен патентно

информационный поиск и анализ научной литературы. Совместно с научным 

руководителем сформулированы цель и задачи исследования, разработана 

программа исследований и необходимых для ее осуществления методов.  Автор 

непосредственно принимал участие в выделении и идентификации штаммов; 

криоконсервации; постановке, проведении и анализе результатов вегетационных 

опытов. 

Объем и структура работы. Диссертационная работа состоит из оглавления, 

текста диссертации, включающего введение, два раздела: обзор и анализ научно

технической и патентной информации  и научноэкспериментальную  часть; 
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заключение и 2 приложения. Материалы диссертации изложены на 161 странице 

машинописного текста и содержат 14  таблиц  и  21  рисунок. Библиографический 

список включает 207 источников, в том числе 80 отечественных и 127 зарубежных. 
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ОБЗОР И АНАЛИЗ НАУЧНОТЕХНИЧЕСКОЙ И ПАТЕНТНОЙ 

ИНФОРМАЦИИ 

 

ГЛАВА 1. РОЛЬ СИМБИОТИЧЕСКИХ МИКРООРГАНИЗМОВ В ЖИЗНИ 

РАСТЕНИЙ 

 

1.1 Роль симбиоза в процессе эволюции живых организмов 

Термин «симбиоз» (от греческого  «symbiosis»)  означает  сожительство, 

совместная жизнь. Его придумал немецкий ботаник и микробиолог Г. А. Де Бари в 

1879 году. Он определил симбиоз как «явление совместной жизни разноименных 

организмов». Обращая внимание на то, что отношения между такими организмами 

могут значительно отличаться по характеру  взаимодействия.  Быть как 

мутуалистическими, так и антагонистическими [56, 80]. Степень зависимости друг 

от друга также может отличаться и быть от строго облигатной до факультативной. 

Симбионты  могут поразному располагаться в пространстве: один может 

проживать внутри клеток другого, на его поверхности или  вовсе  не иметь 

непосредственного контакта  [52].  Кроме того,  характер отношений между 

партнерами  в симбиозе может изменяться в течение жизни или  зависеть  от 

определенных условий их существования [22]. 

В начале двадцатого века  русским  учёным  К.С. Мережковским была 

предложена теория симбиогенеза. На её основе  была  создана новая система 

органического мира, в развитии которого симбиоз играет основную роль [42, 75]. 

По мнению  автора теории:  «только единственное царство –  прокариотов –  не 

является результатом симбиоза, а представляет собой непосредственное развитие 

первоначально появившихся организмов в лице первичных бактерий. Остальные 

два царства, растительное и животное, являются результатом симбиоза; животное 

– результатом простого симбиоза, а растительное – двойного симбиоза» [42, 61]. К 
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настоящему времени доказано симбиотическое происхождение митохондрий и 

пластид. Таким образом, многие исследователи полагают, что симбиоз индуцирует 

большие изменения и определяет становление новых форм жизни [105, 130, 156].  

В рамках развиваемой в настоящее время концепции симбиогенетики, 

симбиозы относятся к биологическим комплексам, которые возникают вследствие 

функциональной и, порой, структурной интеграции генных систем неродственных 

организмов.  В результате работы нового «надорганизменного» генома 

симбиотические партнёры могут осуществлять новые программы развития  и 

проявлять адаптации, которые недоступны свободноживущим организмам [53]. 

Таким образом, можно предположить, что симбиоз является более мощным 

двигателем эволюции, чем конкуренция. И значение его неоспоримо для жизни и 

развития всех организмов, живущих на планете. 

 

1.2 Разнообразие мутуалистических растительномикробных симбиозов 

Микроорганизмы, могут поразному влиять на своего хозяина. Одни 

бактерии могут угнетать  его  развитие, вызывать болезни (антагонизм или 

патогенез), другие, наоборот, оказывать положительное воздействие (мутуализм). 

Мутуализм представляет собой сожительство двух разных организмов при котором 

оба возлагают друг на друга задачу регуляции своих отношений с внешней средой; 

в зависимости от характера и глубины этих связей, они могут принимать или не 

принимать метаболический характер, но всегда необходимы  [17]. 

Мутуалистические симбиозы  обычно подразделяют на трофические 

(микроорганизмы  обеспечивают питание растений, в первую очередь азотное и 

фосфорное) и защитные (бактерии  обеспечивают устойчивость растений к 

фитопатогенным микробам или к животнымфитофагам). В таксономическом 

плане микросимбионты весьма разнообразны, будучи представителями  всех 

основных групп бактерий и грибов [52].  
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В литературе обычно отмечают четыре основные формы мутуалистического 

взаимодействия высших растений и микроорганизмов. Первая, ассоциативная 

форма,  основана  на  взаимодействии  растений и микроорганизмов, кон

центрирующихся в ризосфере  (зоне, окружающей корни)  и покрывающих 

поверхность корней. Метаболизм корней оказывает влияние на почвенную среду, 

так как продукты экзосмоса содержат различные вещества (сахара, аминокислоты, 

витамины и др.). В  тоже время разнообразные процессы, которые протекают  в 

ризосфере с участием  свободноживущих микроорганизмов,  определяют ход 

развития растений.  Механизмы микробного воздействия на растения  различны. 

Это может быть синтез различных метаболитов: фитогормонов, ингибиторов роста 

растений,  антибиотиков и т.д.  Многие свободноживущие бактерии  способны к 

фиксации азота из атмосферы  и могут контролировать  поступление в корень 

минеральных элементов из почвы. Список микроорганизмов, которые способны к 

ассоциативной азотфиксации постоянно дополняется новыми видами. В настоящее 

время считается, что 8090% всех известных бактерий способны к азотфиксации [2, 

31,  72].  К наиболее активным  и часто встречающимся  на корнях растений 

диазотрофам  относят виды:  Azospirillum,  Herbaspirillum,  Acetobacter, 

Agrobacterium,  Azotobacter,  Pseudomonas,  Enterobacter, Кlebsiella, Burkholderia, 

Flavobacterium,  Campylobacter  [2].  Разнообразие бактериальных  сообществ в 

прикорневой зоне и ризоплане (зона расположения микроорганизмов, 

развивающихся непосредственно на корнях растений) определяется качественным 

и количественным составом корневых выделений, который зависит от вида, 

возраста и условий выращивания растений [25].  

Второй тип мутуалистического взаимодействия  наблюдается между 

растениями и  эпифитными  микроорганизмами. Бактерии  заселяют  надземные 

части растений,  утилизируют  их  выделения  и участвуют в разложении мертвых 

остатков. Они являются неотъемлемой  частью ценоза растения. Чаще всего 

встречаются спорогенные и пигментные виды, споры различных плесневых грибов 

и дрожжей как наиболее устойчивые к высыханию и действию УФлучей. 
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Третий тип взаимоотношений представляет собой микоризу,  тесную 

ассоциацию корней с грибами. Микоризы – это «целая группа симбиозов, весьма 

разнородная в таксономическом, генетическом и молекулярном отношениях» [66]. 

Считается, что арбускулярная микориза самая древняя. Она возникла около 400  

450 млн. лет назад, в то время как симбиотические отношения между бобовыми 

растениями и ризобиями зародились  около  60    70 млн. лет  назад. Грибы 

обеспечивают хозяина питательными веществами, повышают устойчивость 

растений к фитопатогенам и абиотическим стрессам, некоторые регулируют 

развитие макросимбионта.  Кроме питания и защиты, микоризные грибы 

объединяют растения различных видов в фитоценозах посредством единой 

гифальной сети и участвуют в формировании структуры почвы [66, 73]. 

Четвертый тип взаимоотношений представляет взаимовыгодный симбиоз 

бобовых растений и группы азотфиксирующих клубеньковых бактерий. Проникая 

в ткань корня растенияхозяина, они вызывают усиленное деление его клеток, что 

приводит к формированию  клубеньков. Связь между симбиотическими 

партнерами происходит за счет сосудистой системы клубенька: растения снабжают 

бактерии углеводами и минеральными солями, бактерии отдают растению до 70% 

ассимилированного ими азота. Клубеньки, образованные на корнях многолетних 

растений, могут быть активны в течение долгих лет, а у большинства однолетних 

бобовых клубеньки отмирают в период цветения растенияхозяина.  После 

разрушения клубенька клетки бактерий попадают в почву и становятся 

сапрофитами, как и другие почвенные  организмы. Исключением  являются 

бактероиды, утратившие  способность превращаться в свободноживущие клетки 

[37, 66]. 

 



14 
 
 

1.3 Бобоворизобиальный симбиоз 

1.3.1 Эволюция бобоворизобиального симбиоза 

На основе анализа широкого круга экспериментальных и математических 

моделей Проворовым Н.А. и др. была предложена интегральная схема эволюции 

бобоворизобиального симбиоза (БРС), включающая четыре этапа: анцестральный 

межклеточный симбиоз,  примитивный внеклеточный мутуализм, 

внутриклеточный мутуализм и симбиоз альтруистического типа.  

На первом этапе эндосимбиотические популяции ризобий были смешанными 

и состояли из фиксирующих и не фиксирующих N2 штаммов. В корень растения 

они проникали через разрывы эпидермиса. Наиболее вероятные кандидаты на роль 

«первичных» ризобий   бактерии, имеющие близких родственников среди 

свободноживущих азотфиксаторов (предположительно,  родственные  родам 

Rhodopseudomonas и Azospirillum) [54, 55].  

На втором этапе бактерии приобрели способность синтезировать Nod

факторы. Возник новый путь проникновения клеток ризобий через «скручивание» 

корневых волосков. Этап характеризуется появлением клональных популяций, 

которые находились в инфекционных нитях [54, 55].  

На третьем этапе у бактерий появилось способность к внутриклеточному 

симбиозу. Бактероиды  были слабо дифференцированы и сохраняли 

репродуктивную способность.  Фиксация N2  проходила в неспециализированных 

симбиосомах.  В результате горизонтального переноса симбиотических генов  в 

другие, неродственные  виды,  появились эпифитные (Phyllobacterium) или 

фитопатогенные (Agrobacterium) бактерии, а затем и «вторичные» ризобии 

(Mesorhizobium,  Rhizobium,  Sinorhizobium)  у которых система генов, 

обеспечивающих симбиоз, собрана уже в отдельной плазмиде  [54,  55].  Однако 

принадлежность ризобий к сотням видов, ограниченных дюжиной родов 
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Alphaproteobacteria  и Betaproteobacteria, предполагает нечастый успешный 

перенос между родами, но частый успешный перенос внутри родов. 

Для четвертого этапа характерно образование  необратимо 

дифференцированных бактероидов из «вторичных» ризобий. Они не способны к 

размножению, отличаются морфологией и имеют высокую нитрогеназную 

активность. Фиксация N2 происходит в специализированных симбиосомах [54, 55].   

Таким образом, эволюция симбиоза шла в направлении сбора 

симбиотических генов в одном организме, специализации штаммов и повышения 

экологической эффективности взаимоотношений. 

 

1.3.2 Микроорганизмы, участвующие в формировании симбиоза с бобовыми 

растениями 

 

Первые научные объяснения способности бобовых растений улучшать 

свойства почвы дал один из выдающихся французских агрохимиков Ж.Б. Бусенго. 

Он предположил, что бобовые растения могут усваивать азот из воздуха. Однако 

только спустя десятилетия, немецкий  ученый  Г. Гельригель,  установил, что в 

усвоении азота бобовым культурам помогают бактерии, которые развиваются на 

их корнях  [61].    В 1888 году М. Бейеринк (M. Beijerinck) выделил клетки 

клубеньковых бактерий  в чистую культуру. Первоначально они  были названы 

М.Бейеринком Bacillus  radicicola, однако в 1895 г. Б.Фрэнк предложил для них 

новое родовое имя, сохранившееся и в современной таксономии  Rhizobium [61, 

66].   

Ризобии представляют собой грамотрицательные бактерии, для которых 

характерна полиморфность форм. В основном это палочковидные и овальные 

микроорганизмы, хотя встречаются кокковидные, фильтрующиеся формы и L

формы. Они могут быть подвижными или неподвижными. Для быстрорастущих 

клубеньковых бактерий характерно перитрихиальное расположение жгутиков, для 

медленнорастущих — монотрихиальное.  Размножаются делением, а с возрастом 
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могут переходить к почкованию. Колонии округлые, выпуклые, полупрозрачные, 

приподнятые, слизистые (характерно для быстрорастущих). Хорошо растут на 

агаре с дрожжевым экстрактом, маннитолом и минеральными солями [71].  

Систематика ризобий  длительное  время основывалась  на хозяйской 

специфичности по отношению к разным видам бобовых растений. Общепризнана 

классификация Л.М. Доросинского (1965), в основе которой лежит перекрестная 

инокуляция  и ряд морфологических и культуральных свойств клубеньковых 

бактерий.    Современные методы таксономии базируются  на определении 

филогенетического родства между разными группами  микроорганизмов 

(геносистематика) и не всегда могут совпадать с результатами традиционной 

классификации [4].  Благодаря появлению новых методов, позволяющих 

усовершенствовать генетическую и фенотипическую характеристику штаммов 

(ДНКДНК гибридизация, методы RFLP анализа и геномного фингерпринтинга, 

секвенирование генов «домашнего хозяйства», мультисубстратное тестирование и 

т.д.), было обнаружено огромное разнообразие ризобий. В настоящее время 

бактерии, способные образовывать клубеньки на бобовых растениях, относятся к 

двум классам протеобактерий, порядкам Rhizobiales (класс альфапротеобактерии) 

и  Burkholderiales  (класс бетапротеобактерии) и включают  представителей  семи 

семейств: Rhizobiaceae, Phyllobacteriaceae, Bradyrhizobiaceae, Methylobacteriaceae, 

Burkholderiaceae, Brucellaceae и Hyphomicrobiaceae [5].   

Наибольшее число клубеньковых видов принадлежит роду Rhizobium 

(семейство Rhizobiaceae), который ранее  включал в себя все известные 

клубеньковые бактерии. Однако впоследствии некоторые виды были переведены в 

другие таксоны на основании филогенетического анализа и сейчас род Rhizobium 

содержит всего 49 видов [7]. Семейство Phyllobacteriaceae представлено 2 родами, 

содержащими клубеньковые бактерии: Phyllobacterium и Mesorhizobium (включают 

более 30  видов  клубеньковых бактерий).  Семейство Hyphomicrobiaceae  также 

содержит 2 рода, Azorhizobium и Devosia, в состав которых входят клубеньковые 

бактерии.  Семейство Bradyrhizobiaceae  содержит один  род с 
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клубенькообразующими бактериями   Bradyrhizobium  (включает 9 видов 

клубеньковых бактерий).  В состав семейства также входят рода, например, Bosea 

и Tardiphaga, виды которых могут присутствовать в клубеньках бобовых растений, 

но самостоятельно их не образуют.  Хотя в 2020 году Hоrdt А. et al. было 

предложено создание нового семейства Boseaceae  fam.  nov., куда и следует 

включить род Bosea  [134].  В семействе  Methylobacteriaceae  описано 2  рода, 

содержащих клубеньковые бактерии    Methylobacterium  и Microvirga.  Бета

протеобактерии семейства Burkholderiaceae также включают два рода, в которые 

входят клубеньковые бактерии  Burkholderia и Cupriavidus (Ralstonia/Wautersia) [5, 

88, 106, 107, 108].   

Полный перечень  видов клубеньковых бактерий  можно найти на сайте 

Международного  кодекса  номенклатуры бактерий LPSN 

(http://www.bacterio.cict.fr), который курирует доктор Euzeby J.P. Ещё существует 

Новозеландский  сайт современной таксономии ризобий 

(http://www.rhizobia.co.nz/taxonomy/rhizobia.html),  созданный доктором  Weir  B.S. 

Сайты регулярно обновляют и дополняют [5]. 

 

1.3.3 Развитие бобоворизобиального симбиоза 

Многие ученые занимаются исследованием процесса клубенькообразования 

у бобовых растений. В  настоящее время накоплено значительное количество 

материала по этому вопросу.  Процесс развития симбиоза включает три основных 

этапа –  преинфекцию;  инфекцию  и развитие клубенька;  функционирование 

клубенька  [16,  66].  На первом этапе партнеры узнают друг друга: растение 

вырабатывает характерные флавоноиды, которые активируют гены вирулентности 

(Nodгены) ризобий. Nodгены кодируют синтез липоолигосахаридов (Nod

факторов), которые у растенияхозяина вызывают ответную реакцию: скручивание 

корневых волосков и инициацию клеточных делений в перицикле, внутренних и 

наружных слоях коры корня [66]. 

http://www.bacterio.cict.fr/
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Второй этап включает процессы инфицирования и развитие клубеньков. В 

месте сгиба корневого волоска происходит разрушение клеточной стенки под 

действием пектолитических ферментов растения. Бактерии оказываются захвачены 

внутрь  особой полости  –  инфекционной  нити. Её стенки образованы 

растительными клетками, а внутреннее пространство заполнено матриксом, в 

образовании которого участвуют оба партнера. Параллельно с развитием 

инфекционной нити происходит закладка клубенькового примордия, где 

начинается формирование ткани клубенька и апикальной меристемы. После того 

как инфекционная нить достигнет  основания корневого волоска  и проникнет в 

растущий клубенек,  бактерии путем эндоцитоза перейдут  в  состояние 

внутриклеточных симбионтов.  Дистальные участки инфекционных нитей 

преобразуются в инфекционные капли, лишенные клеточной стенки. Они, в свою 

очередь, освобождаются в растительную цитоплазму в виде мембранных везикул и 

превращаются в бактероиды. Далее  происходит преобразование мембраны в 

перибактероидную (ПБМ), синтезируемую в основном растительной клеткой и 

частично ризобиями. Бактериальные клетки, окруженные общей ПБМ, называются 

симбиосомами  и являются основной структурнофункциональной единицей 

симбиоза, которые ещё называют  временными органеллами, ответственными за 

азотфиксацию [16, 66]. 

В результате этого процесса на поверхности корней образуются клубеньки. 

Морфология и число клубеньков строго определяется растениемхозяином, так как 

связано с большими затратами энергии. Со стороны растений важными признаками 

для отбора являются «азотфиксирующая активность (скорость восстановления N2 

в NH4
+)  и симбиотическая эффективность (способность растений интенсивно 

развиваться, используя симбиотрофное питание азотом, которая  зависит от 

совместимости метаболических систем партнеров и отсутствия активных 

защитных реакций со стороны растений на проникновение ризобий)» [4]. 
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Эффективность азотфиксации у  клубеньковых бактерий зависит от целого 

ряда симбиотических признаков,  к которым относят вирулентность, 

азотфиксирующую активность, конкурентоспособность и специфичность [16].   

На молекулярном уровне эффективность бобоворизобиального симбиоза 

определяется наличием у микросимбионтов симбиотических генов (Sym  генов). 

Эти гены разделяют на группы в зависимости от выполняемой функции. Например, 

Nodгены отвечают за биосинтез, модификации или секрецию Nodфакторов.  Nif

гены  кодируют  синтез нитрогеназного комплекса  и регулируют его  активность. 

Fixгены  работают совместно  с nifгенами  и тоже  играют важную роль в 

симбиотической азотфиксации  [19].  Sym    гены могут находится на участках 

хромосомы,  ограниченных с двух сторон ISподобными элементами  (островки 

симбиоза), или в составе крупных плазмид (симбиотические плазмиды). Благодаря 

такому расположению  симбиотические гены легко могут быть  вовлечены в 

процессы горизонтального переноса генов. Центральную роль в этом процессе как 

раз играют мобильные генетические элементы (ISэлементы, транспозоны, 

интегроны, плазмиды), перенос генов может происходить как между штаммами 

внутри одного вида, так и между разными видами, родами, семействами или еще 

более высокими  таксонами.  В результате такого процесса появляются  новые 

штаммы  клубеньковых бактерий, которые могут отличаться по своим 

симбиотическим характеристикам [19].   

 

1.3.4 Специфичность бобоворизобиального симбиоза 
 

Под специфичностью следует понимать «способность неродственных 

организмов опознавать партнеров по симбиозу, способных обеспечить запуск 

программы взаимодействия, не функционирующей в отсутствии адекватного 

партнера» [18].  На молекулярном  уровне специфичность  бобоворизобиального 

симбиоза представляет собой обмен сигналами между партнерами. К настоящему 

времени большинство генов, участвующих в процессе клубенькообразования  и 



20 
 
 

синтезе сигнальных молекул хорошо  изучены [18,  62].  Есть общие гены 

(гомологичные), которые можно обнаружить у всех ризобий, способных к 

образованию клубеньков:  nodA,  nodB,  nodC. Они контролируют синтез коровой 

части  Nodфактора. Есть  гены, которые отличаются у различных видов или 

штаммов (гены хозяйской специфичности): nodP, nodQ, nodH, nodF, nodЕ, nodL и 

др. Эти гены кодируют ферменты, участвующие в синтезе жирнокислотного 

остатка и модификациях хитоолоигосахаридного остова. И отдельно выделяют ген 

nodD  единственный ген вирулентности ризобий, который работает конститутивно 

[41]. Это единственный ген, обладающий свойствами рецептора растительного 

сигнала. Остальные nodгены кодирует синтез ферментов, участвующих в синтезе 

Nodфакторов. Строение Nodфактора определяет специфичность и характер 

взаимодействия бактерий с корневой системой растения [41, 66].    

Большинство генов бактерий, участвующих в образовании клубеньков, 

избирательны по отношению к хозяину. Эти гены отвечают за взаимодействие 

определенного вида или штамма ризобий с конкретными видами или сортами 

растений. Выделяют два типа хозяйской специфичности, широкий и узкий, 

которые определяются структурой ацильной цепи и модификациями олиго

хитинового скелета Nodфактора. Виды, имеющие широкую специфичность, более 

древние с точки зрения эволюции. Возникновение быстрорастущих видов с узкой 

хозяйской специфичностью характеризовалось появлением дополнительных генов. 

Одни отвечают за синтез и присоединение полиненасыщенных жирных  кислот 

(например, гены nodEF). Другие связаны с модификациями хитоолигосахаридного 

остова. К примеру, для взаимодействия S. meliloti с люцерной важно наличие генов 

nodP,  nodQ,  nodH, которые отвечают за сульфатирование цепи в определенном 

месте. Ген nodX (кодирует ацетилирование) необходим для образования симбиоза 

между R. leguminosarum bv. viceae и «Афганскими» линиями гороха. Однако этот 

ген может быть заменен  на ген  nodZ,  отвечающий за другую химическую 

модификацию (фукозилирование). Это говорит о поливариантности растительных 

рецепторов, узнающих Nodфакторы [62, 66].  Роль таких рецепторов выполняют 
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продукты растительных генов.  Наиболее вероятные  кандидаты это  Nodфактор

рецепторподобные киназы, содержащие домен LysM, которые могут участвовать 

не только в восприятии бактериального сигнала, но и в организации проникновения 

бактерий в корень. Другая рецепторподобная киназа (receptor_like kinases, RLK) 

богата лейциновыми повторами, и её активность также необходима для симбиоза с 

ризобиями  [18,  66].  Так как симбиотическая специфичность определяется 

узнаванием и сигналами обоих партнеров, то их следует изучать совместно. 

Не менее важную роль в установлении симбиотических отношений играют 

поверхностные соединения  микроорганизмов, к которым относятся 

экзополисахариды, липополисахариды, капсулярные полисахариды, циклические 

βглюканы и др. Они отвечают за диалог ризобий с защитными системами 

растений. Вероятно, что взаимодействие ризобиальных экзополисахаридов  с 

растительными лектинами  также связано со специфичностью ризобий по 

отношению к растениюхозяину.   Считается, что для нормального развития 

симбиоза необходимо наличие сигналов от обеих групп (Nodфакторов и 

поверхностных сигнальных соединений) [14, 66]. 

Таким образом, исследования природы рецепторов и генетического контроля 

специфичности взаимодействия микро и макросимбионта позволяют вести научно 

обоснованный отбор наиболее эффективных пар, проводить селекцию на 

повышение специфичности взаимодействия и увеличение урожая.    

 

1.3.5 Значение бобоворизобиального симбиоза в сельском хозяйстве 

Сегодня особое внимание уделяется экологической рациональности, которая 

включает в себя разработку и практическое применение технологий,  методов и 

средств,  позволяющих получить  экологически безопасные  продукты  питания, в 

том числе  продукцию  растениеводства и животноводства. Симбиотическая 

азотфиксация является одним из наиболее важных факторов развития систем 

экологически сбалансированного сельского хозяйства [67].  
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Бобовые растения (Fabaceae  Lindl.),  способные к симбиозу с почвенными 

клубеньковыми бактериями,  насчитывают  более 1500 видов  и  составляют 

значительную часть кормовых и пищевых культур, выращиваемых в мире. Они 

составляют  более чем 25% мирового производства урожая. Способность к 

симбиотической азотфиксации позволяет выращивать бобовые растения как 

сидераты (зеленое удобрение) для улучшения азотного плодородия, химических и 

физических свойств почвы, тем самым уменьшая загрязнение окружающей среды 

минеральным азотом, вносимым как удобрение.  Кроме того, использование 

бобовых в кормовых целях позволяет повысить их роль в формировании 

устойчивых агроэкосистем, а высокое содержание масла в семенах некоторых 

видов (Glycine  max  L.  Merr.,  Pongamia  pinnata  L.)  рассматривать их как 

потенциальные источники биологического топлива [15, 67].  

Таким образом, бобовые растения, благодаря широкому спектру применения 

и своим способностям использовать ресурсы симбиотических микроорганизмов, в 

наибольшей степени соответствуют концепции адаптивного земледелия. Поэтому 

изучение растительномикробных симбиозов и создание высокоэффективных 

систем,  с максимальным потенциалом продуктивности растений,  имеют важное 

значение для адаптивного сельского хозяйства [18, 81].  

Накопленные научные результаты о механизмах бобоворизобиального 

симбиоза также позволяют в настоящее время ставить вопрос о возможности 

создания азотфиксирующего аппарата на основе симбиоза у не бобовых растений, 

прежде всего у злаковых культур [15]. 

 

 

 
  

https://ru.wikipedia.org/wiki/Lindl.
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ГЛАВА 2. ПОДХОДЫ И МЕТОДЫ ОПРЕДЕЛЕНИЯ 

ТАКСОНОМИЧЕСКИХ ОТНОШЕНИЙ И ФИЛОГЕНЕТИЧЕСКОГО 

РОДСТВА МИКРООРГАНИЗМОВ 

 

2.1 Подходы к определению таксономических отношений 

Систематика микроорганизмов –  это распределение микроорганизмов  по 

группам (таксонам)  в соответствии с их происхождением и биологическим 

сходством [16,  36]. Основные вопросы, которые рассматривает  систематика: 

классификация, идентификация и номенклатура. Классификация занимается 

распределением организмов по таксономическим группам в  зависимости от их 

сходства и родства. Номенклатура определяет название таксономических групп по 

международным правилам. Идентификация    процесс установления 

таксономического положения нового микроорганизма [62].  

В настоящее время в микробиологии для классификации используется 

несколько основных способов. 

Нумерический подход.  Нумерическая  (числовая)  систематика основана на 

принципах, предложенных  французским  ботаником  М.Адансоном  (M.Adanson, 

1727  1806): равноценность всех признаков; изучение максимально возможного 

числа  признаков; определение степени  сходства по  количеству  совпадающих 

признаков. Степень сходства выражается в виде коэффициента сходства  и 

вычисляется попарно в виде отношения числа одинаковых признаков к общему 

числу изученных признаков. Значение коэффициента сходства может меняться в 

диапазоне от 1 (полная идентичность) до 0 (несовпадение ни по одному 

изученному признаку). Данные располагают в виде матрицы сходства. Затем 

строят дендрограмму, исходя из численных связей между ними. Нумерическая 

таксономия обеспечивает объективную и устойчивую основу для создания 

таксономических групп, позволяет тщательно изучить фенотипы, однако, в 

file:///F:/диссер/План%20диссертации.docx%23_Toc232948837
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отличие от филогенетической, не позволяет делать дополнительные выводы, 

касающиеся эволюции организмов [36].  

Существует и ещё несколько отрицательных  моментов  нумерического 

подхода. Вопервых, это субъективный выбор тестов для определения признаков. 

Невозможно использовать одни и те же признаки для определения разных групп 

микроорганизмов.  Вовторых, количество исследуемых признаков составляет 

лишь малую часть от информации, содержащейся в геноме. Втретьих, «равные» 

признаки (с точки средняя данной систематики) несут неравное количество 

генетической информации. Также  значение коэффициента сходства может 

меняться увеличиваясь (при нахождении новых сходных признаков) или снижаясь 

(при увеличении количества несовпадающих признаков) [36].  

Хемотаксономический подход.  Более совершенной стала 

хемотаксономическая систематика, разработанная Е. С. Смирновым (1969).  В 

основу построения данной систематики легли результаты изучения физиолого

биохимических характеристик, как наиболее распространенный метод 

установления таксономической принадлежности исследуемых микроорганизмов. 

«Хемотаксономические» методы предусматривают использование аналитических 

методов при сборе информации, касающейся различных химических 

составляющих клетки, для классификации бактерий [36]. Систематика, основанная 

на изучении этих характеристик, в последние годы получила новые перспективы в 

связи с разработкой и внедрением в практику экспресс   тестов определения 

энзиматической активности, позволяющие сделать процедуру выявления и 

идентификации микроорганизмов более быстрой, удобной, чувствительной и 

специфичной. Основой таких  систем является  технология  мультисубстратного 

тестирования. Культура растет в присутствии различных субстратов с добавлением 

редоксиндикатора, который изменяет цвет в ответ на метаболическую активность 

клеток. В качестве субстратов обычно выбирают источники основных биогенных 

элементов  (углерод, азот, фосфор и др.)  и  физиологически активные вещества 

(антибиотики, витамины, гормоны и т.п.). А также  вещества, влияющие на 
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кислотность среды  или  осмотические свойства, интермедиаты основных 

метаболических путей и т.д.  Идентификация бактерий проводится с помощью 

компьютерных программ путем сравнительного анализа реакций исследуемого 

микроорганизма с результатами реакций индикаторных бактерий, хранящимися в 

базе данных для данного теста [20, 63].  

Передовая фенотипическая технология Biolog позволяет идентифицировать 

микроорганизм на уровне вида и, в отличие от молекулярных методов, дает 

дополнительную информацию о свойствах штаммов. Технология утилизации 

углеродных источников BioLog идентифицирует микроорганизмы путем создания 

характерной картины или «метаболического отпечатка пальца» от химических 

реакций, проводимых в 96луночном микропланшете. Культурные суспензии 

определенной концентрации раскапывают в специальные планшеты (существует 7 

вариантов компановки субстратов), инкубируют, читают и сравнивают 

полученный фенотипический профиль с соответствующей базой данных. В рамках 

идеологии существуют три концепции: ID  MicroPlate™,  EcoPlate™  и Phenotype 

MicroArrays™. С помощью данной технологии возможно идентифицировать около 

2900 видов бактерий, дрожжей и мицелиальных грибов [20]. 

В настоящее время разработаны модификации  этого метода,  которые 

отличаются наборами органических субстратов,  которые, по мнению  авторов, с 

наибольшей вероятностью можно встретить  в природных условиях. Например, 

систему «Эколог», разработанную М.В. Горленко и П.А. Кожевиным, используют 

для изучения природных микробных сообществ. Она помогает определить спектр 

органических субстратов, которые используют  микроорганизмы, и  позволяет 

рассчитать количество употребленных субстратов  [27]. Метод можно применять 

для оценки качества почв, типа и степени воздействия неблагоприятных факторов 

на почвенные местообитания. Использовать при мониторинге состояния почв и 

разработке методов ремедиации. 

Метод мультисубстратного тестирования можно использовать  как 

высокотехнологичный и эффективный способ идентификации микроорганизмов, а 
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также для определения физиологических свойств известных видов или при 

описании новых.  

Генетический подход.  Геносистематика (или молекулярная систематика) 

оценивает родство организмов, исходя из сходства или различия их геномов. 

Применение молекулярнобиологического подхода позволяет сравнивать 

отдаленные организмы, которые могут совсем не иметь общих фенотипических 

признаков [68].  

Генетический материал любого организма содержит информацию обо всем 

многообразии свойств данного организма, в том числе и о характерных видовых 

признаках, лежащих в основе систем классификации и идентификации. Гены, 

кодирующие данные биологические признаки  (структурные компоненты клеток; 

компоненты клеточных мембран; синтез ферментов, осуществляющих 

определенные биохимические реакции; синтез токсинов, характерных продуктов 

метаболизма; структура и состав антигенов и т.п.), имеют строго определенную, 

уникальную для каждого микроорганизма нуклеотидную последовательность, 

которая может служить диагностическим маркером и используется для выявления 

и идентификации микроорганизмов. В  отличие от биохимических и 

иммунохимических тестсистем, исследующих продукты считывания 

генетической информации (продукты генов), идентификация микроорганизмов с 

помощью ДНКдиагностики осуществляется по наличию или отсутствию 

определенных генов и их фрагментов, и уникальности их структуры у каждого 

микроорганизма [13]. 

Основой для геносистематики микроорганизмов являются методы ПЦР и 

гибридизации нуклеиновых кислот [74, 149]. 

 

2.2 Определение филогенетического родства микроорганизмов 

2.2.1 Определение генетического сходства путем секвенирования генов 
 

file:///F:/диссер/План%20диссертации.docx%23_Toc232948838
file:///F:/диссер/План%20диссертации.docx%23_Toc232948839
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«Секвенирование нуклеиновых кислот –  это определение их  нуклеотидной 

последовательности. В результате секвенирования получают формальное описание 

первичной структуры линейной макромолекулы в виде последовательности 

мономеров в текстовом виде» [74]. 

Для идентификации бактерий и создания филогенетической системы их 

классификации наиболее часто используют нуклеотидные последовательности 

рибосомальных РНК (рРНК). Выбор именно этих генов обусловлен, прежде всего, 

особенностями структуры молекул рРНК и их повсеместной распространенностью 

во всем живом мире. Молекулы 16S и 23S рРНК содержат участки с самой высокой 

степенью генетической стабильности  и эволюционируют только в процессе 

спонтанного  мутирования,  который происходит  с постоянной скоростью. 

Накопление мутаций зависит лишь  от времени. Таким образом,  информация о 

последовательности нуклеотидов в этих молекулах является наиболее объективной 

для определения филогенетического родства организмов от подвида до царства 

[48].  Однако для получения точных результатов не следует ограничиваться 

изучением лишь одного генетического локуса, даже весьма информативного. 

Выбор генов рРНК в качестве референтного генетического материала 

накладывает и некоторые ограничения. Последовательность гена 16S рРНК может 

быть достаточно консервативной, чтобы разделить популяции близкородственных 

видов. В таких случаях  можно амплифицировать и секвенировать межгенную 

транскрибируемую область (ITS) и ген 23S рРНК (он примерно в 2 раза длиннее и 

содержит несколько высоковариабельных областей).  Таким образом могут быть 

получены профили фрагментов ДНК, характерные специфичной таксономической 

группе микроорганизмов [48, 62].  

В качестве филогенетических маркеров для классификации и идентификации 

микроорганизмов используют также гены «домашнего хозяйства» dnaA,  recA, 

rpoD,  gyrB,  hsp60  и другие [195]. Однако определение таксономического 

положения изолята путем анализа сиквенсов различных генов может дать 

неоднозначные результаты  вследствие того, что полнота баз данных 

https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%9D%D1%83%D0%BA%D0%BB%D0%B5%D0%BE%D1%82%D0%B8%D0%B4
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%9C%D0%BE%D0%BD%D0%BE%D0%BC%D0%B5%D1%80
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последовательностей маркерных генов различных микроорганизмов достаточно 

низкая.  

 

2.2.2 Мультилокусный анализ последовательностей (MLSA) 

В настоящее время широко используется метод  идентификации 

микроорганизмов на основе мультилокусного (мультигенного) анализа геномов. 

Метод мультилокусного анализа последовательностей MLSA (multilocus sequence 

analysis), представляет собой развитие метода мультилокусного секвенирования 

MLST  (multilocus  sequence  typing),  предложенного Maiden и др. в 1998 году для 

микробного типирования  в молекулярной эпидемиологии. Метод заключается в 

определении нуклеотидной последовательности небольших фрагментов (около 500 

пар нуклеотидов)  определенных генов  и сравнении  их  с  соответствующими 

последовательностями у других организмов. В большинстве случаев анализируют 

гены, которые необходимы для жизнедеятельности микроорганизмов, а значит 

присутствуют у всех. Их называют гены «домашнего хозяйства», они имеют 

низкую скорость накопления мутаций  и  многие из них  являются селективно 

нейтральными. Количество генов для каждого исследования может быть разным, 

но чаще всего для анализа выбирают  78  локусов. Такое количество не требует 

больших затрат времени, труда и средств на анализ и в то же время обеспечивает 

достаточную разрешающую способность метода  [195].  Метод MLSA может 

успешно применяться для разделения близкородственных микроорганизмов, когда 

одного гена 16S рРНК недостаточно. Например, уже показано, что филогения по 

локусам atpD и recA для микросимбионтов бобовых соответствует таковой по гену 

16S рРНК [124]. Также метод мультилокусного анализа был успешно применен при 

идентификации и систематике  нового ризобиального рода и вида Tardiphaga 

robiniae, где было использовано 5 генов «домашнего хозяйства»  [91]. Во многих 

исследованиях MLSA был рекомендован как многообещающий  промежуточный 

file:///F:/диссер/План%20диссертации.docx%23_Toc232948840
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метод для замены ДНК гибридизации при определении вида. Тем не менее, метод 

попрежнему нуждается в четких рекомендациях и улучшениях [127]. 

 

2.2.3 Анализ профилей ДНК, полученных путем рестрикции тотальной ДНК 
 

Существует несколько подходов для определения генетических расстояний на 

основе рестрикционного анализа.  

Для ПДРФанализа (анализ полиморфизма длин рестрикционных фрагментов) 

используют рестрикты тотальной ДНК, полученные с помощью ферментов 

эндонуклеаз. Фрагменты разделяют по молекулярной массе методом гель

электрофореза. При использовании ПЦРПДРФанализа специфические районы 

генома сначала амплифицируют в ходе полимеразной цепной реакции, а затем 

продукты амплификации обрабатывают рестриктазами. Полученные 

рестрикционные фрагменты разделяют методом гельэлектрофореза. Профили 

полос, получаемые методами ПДРФ и ПЦРПДРФ с использованием различных 

ферментов, используют для оценки генетического разнообразия исследуемых 

образцов. Результаты обрабатывают, оценивая дивергенцию последовательностей 

в тех рестрикционных фрагментах, которые являются общими [89]. 

Оба типа ПДРФанализа имеют определенные ограничения. Прежде всего, 

они отражают  дивергенцию только очень маленьких областей генома, которая 

может не совпадать с дивергенцией целого генома. Кроме того, изменение 

копийности генов может также повлиять на определение  генетического 

расстояния.  В  настоящее время метод в значительной степени устарел изза 

появления недорогих технологий секвенирования ДНК, однако RFLPанализ был 

первой техникой профилирования ДНК, достаточно недорогой, чтобы найти 

широкое применение в картировании генома и локализации генов. 

Анализ геномов методом полиморфизма длин амплифицированных 

фрагментов (AFLP  Amplified  fragment  length  polymorphism)  является 

высокочувствительным методом обнаружения полиморфизмов в ДНК. Однако 

file:///F:/диссер/План%20диссертации.docx%23_Toc232948841
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полученные данные оцениваются не как полиморфизмы длины, а как 

полиморфизмы присутствияотсутствия [200].  ДНК обрабатывается двумя 

рестриктазами: редкощепящей рестриктазой (например, EcoRI) и частощепящим 

ферментом (например, MseI). К концам полученных рестриктов присоединяют 

адаптеры –  короткие двухцепочечные фрагменты ДНК, последовательность 

нуклеотидов которых включает коровую и ферментспецифическую 

последовательность.  Отбор рестрикционных фрагментов достигается путем 

использования праймеров, комплементарных последовательности адаптера, 

последовательности сайта рестрикции и нескольких нуклеотидов внутри 

фрагментов сайта рестрикции. Именно эти рестрикты геномной ДНК 

амплифицируют в ходе ПЦР, продукты амплификации разделяют методом гель

электрофореза  либо с помощью инструментов автоматического капиллярного 

секвенирования. Применение различных рестриктаз и вариация селективной 

последовательности на 3'концах праймеров позволяет на основе геномной ДНК 

методом AFLP получить различные наборы фрагментов, формирующих профили 

генома [163]. Анализ геномов методом полиморфизма длин амплифицированных 

фрагментов является высокочувствительным методом и успешно применяется для 

изучения дивергенции близкородственных микроорганизмов. 

 

2.2.4 Полногеномное секвенирование 

Первые подходы для проведения  секвенирования были разработаны 

шведским биохимиком Эдманом П.В. (метод секвенирования белков), затем 

Максам А. и Гилберт У. предложили метод химической деградации ДНК. А в 1977 

году Сэнгер Ф. с коллегами представили метод "обрыва цепи" для расшифровки 

первичной структуры ДНК.  Этот метод наиболее распространен и считается 

«золотым стандартом» [24]. 

Дальнейшее развитие технологий привело к созданию новых перспективных 

методов секвенирования следующего поколения (next generation sequencing, NGS). 
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Технология включает пространственноразделенную полимеразную репликацию 

большого количества отдельных молекул ДНК, зафиксированных на твердой 

матрице (плоской подложке или микросфере), а затем циклическое 

секвенирование. В результате единовременно (параллельно) происходит прочтение 

большого количества относительно коротких фрагментов ДНК  [24,  30]. 

Существуют различные NGSплатформы (Illumina, Thermo Fisher Scientific (США) 

и др.), однако в основе большинства технологий лежит общий алгоритм постановки 

анализа: создание библиотеки ДНК; клональная амплификации каждого фрагмента 

ДНК методом ПЦР;  автоматическое пошаговое считывание каждого типа 

нуклеотида и детекция результата [1]. 

Третье поколение платформ ДНКсеквенирования отличается от второго тем, 

что первичная амплификация ДНК больше не требуется. Технология такого 

«одномолекулярного» секвенирования отличается  отсутствием ошибок, которые 

возникают при амплификации ДНК, большой пропускной способностью, высокой 

скоростью чтения и более длинными ридами [1]. 

Полученные в результате секвенирования данные требуют дальнейшей 

обработки.  Первый этап включает выбраковку  последовательностей низкого 

качества и коррекцию  ошибок. Для этого  существуют различные программы, 

например,  Coral (CORrection with Alignments), которая легко адаптируется к 

разным видам ошибок [1, 184].  

На втором этапе происходит поиск совпадающих участков, короткие цепочки 

нуклеотидов собираются в одну или несколько длинных последовательностей, 

состоящих из  перекрывающихся фрагментов ДНК  (контиги). Далее они 

объединяются в скаффолды  (упорядоченные контиги с заданным расстоянием 

между ними). Для выравнивания и объединения может использоваться 

референсный (проверочный) геном или референсные нуклеотидные 

последовательности (если имеются).  Если нет, то сборка происходит de  novo 

(заново). Для выравнивания с референтным геномом используют такие программы, 

как BLAST (Basic Local Alignment Search Tool), Clustal (ClustalW, ClustalX и Clustal 
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Omega), MAQ (Mapping and Assembly with Quality), SeqMap, MUSCLE, MAFFT и 

др. Если сборка идет de novo, то используют такие компьютерные программы как 

SOAP de novo, Velvet, Euler и другие [1, 115, 137, 142, 148].  

Третий этап включает определение и анализ филогенетических связей. 

Сравнивают с уже известными нуклеотидными последовательностями, которые 

можно найти в специальных базах данных. Для сравнения используют программы 

BLAST (наиболее популярна), MEGAN, RITA, Naïve Bayes и др. Наиболее 

востребованной базой данных является GenBank (www.ncbi.nlm.nih. gov/genbank/), 

но сущестсвуют и другие [1].  Для метагеномного анализа разработана комплексная 

программа QIIME (quantitative insights into microbial ecology), которая включает в 

себя множество других программных пакетов и имеет открытый исходный код [1, 

97].  

Для  оценки эволюционных расстояний, построения  филогенетических 

деревьев и вычисления основных статистических величин на основе молекулярных 

данных  наиболее популярна программа MEGA  (Molecular  Evolutionary  Genetics 

Analysis). Она включает в себя различные методы и инструменты для проведения 

филогенетического анализа [191].  

 

2.2.5 Определение сходства геномов путем реассоциации ДНК 

Анализ реассоциации ДНК (воссоединение в ходе процесса отжига 

разделенных в результате денатурации цепей ДНК) позволяет оценивать сложность 

генома, содержание уникальных и повторяющихся нуклеотидных 

последовательностей и частоту их повторяемости в геноме. Сравнение ДНК у двух 

организмов  позволяет определить  процент сходства (различия)  между ними. 

Предполагается, что гомология ДНК у близкородственных видов составляет 20

60%, внутри вида  60100%, а для разных подвидов  6070%. Но четких границ 

для интерпретации результатов нет, так как существует большой разброс величин 

гомологии для близкородственных видов  [13,  24,  128].  Идентификация любого 
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нового вида включает в себя определение сходства ДНК с ближайшим типовым 

штаммом и описание характерных для вида свойств. Однако необходимо обладать 

умением правильно трактовать полученные значения в контексте общей 

филогенетической информации [62]. 

 

2.2.6 Метод Average Nucleotide Identity (ANI) 

В качестве хорошей альтернативы трудоемкому методу ДНКДНК 

гибридизации, был предложен подсчет средней идентичности нуклеотидов (ANI) в 

геномах сравниваемых бактерий (достаточно всего 20% длины полной 

последовательности). Это более современный и надежный метод. Значение ANI 95

96% хорошо коррелирует с уровнем 70% ДНКДНК гибридизации –  пороговым 

значением сходства ДНК штаммов, относимых к одному виду.  Однако эти 

значения нельзя считать абсолютными границами, если они не согласуются со всей 

фенотипической и филогенетической картиной [63, 87, 128, 171]. 

Вычисление ANI обычно включает фрагментацию последовательностей 

генома, а затем поиск нуклеотидной последовательности, выравнивание и 

идентификацию. Исходный алгоритм вычисления ANI использует программу 

BLAST в качестве своей поисковой системы. Значения ANI основаны на парном 

выравнивании участков генома. Надежность их результатов напрямую зависит от 

количества и качества выровненного фрагмента ДНК [128, 205].  

  Для обработки данных используют программное обеспечение JSpecies 

предназначенное для расчета ANI (Richter and RossellóMóra, 2009). Здесь можно 

рассчитать ANI, используя BLAST, как было предложено Горисом и его коллегами. 

Кроме того, есть альтернативный расчет ANI на основе MUMmer  [110,  144], 

который предназначен для сравнения более длинных геномов, позволяет избегать 

предыдущих манипуляций с последовательностями  и  дает более быстрые 

результаты, чем BLAST. Оба алгоритма оказывают почти идентичные результаты, 

особенно в диапазонах ANI> 90%, которые должны учитываться при описании 
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вида. Улучшенный алгоритм ANI, называемый OrthoANI, разработан с учетом 

концепции ортологии и позволяет ускорить обработку данных без потери точности. 

Вебсервис, который можно использовать для вычисления OrthoANIu между парой 

последовательностей геномов, доступен по адресу 

http://www.ezbiocloud.net/tools/ani. Для крупномасштабных расчетов существует 

автономная программа JAVA (http://www.ezbiocloud.net/tools/orthoaniu.) [205].  

В дополнение к ANI, в программе можно провести расчет корреляционных 

индексов тетрануклеотидных сигнатур между парными геномными сравнениями. 

Этот параметр рассчитывается путем анализа без выравнивания и изза скорости 

вычислений позволяет сравнивать больший набор геномов.  Коэффициент 

корреляции частот тетрануклеотидов (TETRA) основан на подсчете частоты 

встречаемости тетрануклеотидов и определении линейной регрессии. У двух 

родственных геномов (штаммов одного вида) коэффициент TETRA высокий, у 

менее родственных – ниже [63, 193].  

Кроме того, предложены и другие параметры, позволяющие оценить родство 

микроорганизмов, например, индекс максимально уникальных совпадений (MUM), 

определяемый по формуле: MUMi = 1 Lmum / Lav, где Lmum представляет сумму 

длин всех неперекрывающихся MUM, а Lav – средняя длина двух сравниваемых 

геномов. Значения, близкие к 0, характерны для очень похожих 

последовательностей, тогда как значения близкие к 1 для удаленных геномов [111].   

Все эти параметры призваны помочь оценить эволюционный и видовой статус 

штамма.  Однако значение ANI, в настоящее время, остается непревзойденным, 

потому что, более точно, отражает то, что происходит, когда две ДНК 

гибридизуются в  ходе  эксперименте [187]. Метод ANI уже был использован, 

например, для описания новых видов Burkholderia, Geobacter и Vibrio, а также для 

характеристики нового подвида Francisella, рода Sphaerochaeta  и нового класса 

Dehalococcoidetes [133, 150, 158, 172, 198]. Таким образом, расчеты ANI являются 

одним из многих аспектов и подходов, которые могут быть получены из 

сравнительных геномных данных и использованы в таксономических целях. 
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ГЛАВА 3. РЕЛИКТОВЫЕ БОБОВЫЕ РАСТЕНИЯ И ИХ 

МИКРОСИМБИОНТЫ 

 

3.1. Байкальский регион как центр генетического разнообразия бобовых 

растений 
 

В списках редких и исчезающих растений, включенных в «Красную книгу 

Российской Федерации» (https://redbookrf.ru) числится немало реликтовых видов 

[50,  65].      В геоботаническом понимании «реликт  —  это  вид, в прошлом 

многочисленный на данной территории, но затем, в силу изменений условий 

обитания, в большей части вымерший и сохранившийся лишь в немногих 

изолированных местах» [22]. Принадлежность растения к реликтам определяется 

по ботаникогеографическим и палеоботаническим данным. Они включают 

информацию о времени появления вида, о его роли в составе растительности 

прошлых эпох, о характере ареала. Ареал может быть изолирован или разорван, в 

случае широкого распространения вида в прошлом. Часто реликты находятся на 

стадии вымирания и занимают сокращающийся ареал. Однако при изменении 

условий на благоприятные они могут восстанавливаться и быть источниками 

развития новых форм.  Основная причина реликтовости кроется в изменении 

природных  и климатических  условий,  связанных  с оледенениями. Важную роль 

играют также геоморфологические, эдафические и биотические факторы [25].  

Реликтовые растения в первую очередь стоит искать в центрах генетического 

разнообразия растений. Одним из таких центров биоразнообразия  является 

Байкальский регион,  благодаря  своему географическому расположению, 

геохимическим процессам и климатическим параметрам. Ученые рассматривают 

Байкальский регион как самоорганизующуюся рифтовую экосистему, которая 

отличается уникальным биоразнообразием и устойчивостью. Многократные 

оледенения и межледниковые периоды, глобальные колебания климата и 

изменение ландшафтов привели к формированию новых экосистем и появлению 
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большого числа новых видов. В то же время, длительная географическая изоляция, 

например,  острова Ольхон  от высоких гор Прибайкалья привела к  сохранению 

реликтов, эндемиков и процессов видообразования. Также во внутренних частях 

СаяноХангайского горного массива можно наблюдать своеобразный очаг 

достаточно древнего эндемизма [46]. 

В границах Байкальской природной территории  (БПТ) находятся 5 

заповедников, 4 национальных парка, 22  заказника, 1 природный парк, 128 

памятников  природы,  1 ботанический сад, а также лечебнооздоровительные 

местности  и курорты  (http://geol.irk.ru/baikal/).  Все они являются  охраняемыми 

природными территориями, цель которых сохранение уникальной экосистемы 

региона. На БПТ произрастает более 2000 видов сосудистых растений. Из них не 

менее 53 видов распространено только на БПТ и, кроме этого, не встречается нигде 

в мире, т.е. является эндемиками данного природного объекта. Более 80 видов 

сохранилось здесь с ледникового и доледникового периодов  [69].  Много 

реликтовых видов встречается среди такого крупного семейства как Fabaceae 

Lindl., особенно богаты ими рода Hedysarum, Oxytropis и Astragalus [32]. Одни из 

них являются узколокальными эндемиками.  Например, представитель 

арктоальпийской флоры ледникового периода   остролодочник трехлисточковый 

Oxytropis triphylla (Pall.) Pers., или реликт миоценовой пустынностепной флоры  

копеечник зундукский  Hedysarum  zundukii  Peschkova.  Другие же представители 

реликтовой флоры, наоборот, довольно распространены.  Например,  карагану 

гривастую Caragana jubata (Pall.) Poir. (ShagSpine)  реликтовое бобовое растение 

древнесредиземноморской флоры  можно встретить на сухих гравийных склонах 

от Сибири до Монголии, Китая и Тибета.  Или остролодочник трагакантовый 

Oxytropis tragacanthoides Fisch. в Иркутской области обитает только в Ольхонском 

районе, однако встречается в других регионах России и за её пределами [11, 32].  

На территории Байкальского региона описан 121 вид и 15 родов из семейсва 

Бобовые (Fabaceae   Lindl.). Наиболее распространены на данной территории 

растения родов Остролодочник (Оxytropis DC.) и Астрагал (Astragalus L.) [23].  

https://ru.wikipedia.org/wiki/Lindl.
http://oopt.aari.ru/bio/45076
https://ru.wikipedia.org/wiki/Lindl.
https://ru.wikipedia.org/wiki/DC.
https://ru.wikipedia.org/wiki/L.
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Род Астрагал (Astragalus L.)  крупнейший род цветковых растений и самый 

большой в семействе Fabaceae. Он насчитывает около 3000 видов1. Представлен 

однолетними и многолетними травами, полукустарниками, реже 

кустарниками.  Ареал рода охватывает аридные, субаридные и умеренные области 

обоих полушарий. Наибольшего разнообразия род достигает в области Передней и 

Средней Азии, а за её пределами число видов рода резко падает. Места обитания 

представлены, в основном, каменистыми склонами, осыпями, лугами, лесными 

опушками, зарослями кустарников, прибрежными песками, галечниками и 

степями. В Забайкалье встречается 31 вид, многие из них имеют массовое 

распространение: А. тонкий (A. tenuis Turcz.), А. приподнимающийся (A. adsurgens 

Pall.), А. монгольский (A. mongholicus Bunge), А. даурский (A. dahuricus (Pall.) DC.). 

Некоторые виды, как например, А. светлокрасный (A.  miniatus  Bunge), А. 

перепончатый (A.  membranaceus  (Fisch. ex Link) Bunge), А. холодный (A.  frigidus 

(L.) A.Gray), А. Шелихова (A.  Schelichovii  Turcz.), А. ольхонский (A.  olchonensis 

Gontsch.), А. шелковистоседой (А. sericeocanus  Gontsch.) занесены в Красные 

книги областей и/или Красную книгу РФ как редкие, эндемичные или уязвимые 

виды [12, 26, 38].  

Род Остролодочник (Оxytropis  DC.)  включает около 600 видов1  и является 

вторым родом многолетних растений семейства Бобовые  по числу видов. 

Встречаются также полукустарнички или кустарнички  высотой до 1 метра. Род 

отличается довольно неясной филогенией. Некоторые таксоны могут быть 

подвидами или одной разновидностью. Виды рода обитают в холодном, умеренном 

и субтропическом поясах Северного полушария, в горах Средней и Центральной 

Азии. Растут в горных тундрах, по каменистым склонам, горным степям и лугам. В 

Забайкалье встречается 35 видов, из которых часть занесены в Красные книги 

областей и/или Красную книгу РФ: О. волосистоножковый (O. lasipoda Bunge), О. 

кодарский (O. kodarensis Jurtzev et Malyschev), О. Комарова (O. komarovii Vassilcz.), 

О. лесной (O. sylvatica (Pall.) DC.), О. Стукова (O. stukovii   Palib.), О. томпудский 

 
1 Данные по количеству видов взяты с сайта «The Plant List», http://www.theplantlist.org/. Дата обращения 12. 06. 2022. 

https://ru.wikipedia.org/wiki/L.
https://ru.wikipedia.org/wiki/Turcz.
https://ru.wikipedia.org/wiki/Pall.
https://ru.wikipedia.org/wiki/Pall.
https://ru.wikipedia.org/wiki/DC.
https://ru.wikipedia.org/wiki/Bunge_(%D0%B1%D0%BE%D1%82%D0%B0%D0%BD%D0%B8%D0%BA)
https://ru.wikipedia.org/wiki/Fisch.
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%9B%D0%B8%D0%BD%D0%BA,_%D0%93%D0%B5%D0%BD%D1%80%D0%B8%D1%85_%D0%A4%D1%80%D0%B8%D0%B4%D1%80%D0%B8%D1%85
https://ru.wikipedia.org/wiki/Bunge_(%D0%B1%D0%BE%D1%82%D0%B0%D0%BD%D0%B8%D0%BA)
https://ru.wikipedia.org/wiki/L.
https://ru.wikipedia.org/wiki/A.Gray
https://ru.wikipedia.org/wiki/Turcz.
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%93%D0%BE%D0%BD%D1%87%D0%B0%D1%80%D0%BE%D0%B2,_%D0%9D%D0%B8%D0%BA%D0%BE%D0%BB%D0%B0%D0%B9_%D0%A4%D1%91%D0%B4%D0%BE%D1%80%D0%BE%D0%B2%D0%B8%D1%87
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%93%D0%BE%D0%BD%D1%87%D0%B0%D1%80%D0%BE%D0%B2,_%D0%9D%D0%B8%D0%BA%D0%BE%D0%BB%D0%B0%D0%B9_%D0%A4%D1%91%D0%B4%D0%BE%D1%80%D0%BE%D0%B2%D0%B8%D1%87
http://ez.chita.ru/encycl/concepts/?id=2840
http://ez.chita.ru/encycl/concepts/?id=2840
https://ru.wikipedia.org/wiki/DC.
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%91%D0%B8%D0%BE%D0%BB%D0%BE%D0%B3%D0%B8%D1%87%D0%B5%D1%81%D0%BA%D0%B8%D0%B9_%D0%B2%D0%B8%D0%B4
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%91%D0%BE%D0%B1%D0%BE%D0%B2%D1%8B%D0%B5
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%9F%D0%BE%D0%BB%D1%83%D0%BA%D1%83%D1%81%D1%82%D0%B0%D1%80%D0%BD%D0%B8%D1%87%D0%B5%D0%BA
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%9A%D1%83%D1%81%D1%82%D0%B0%D1%80%D0%BD%D0%B8%D1%87%D0%B5%D0%BA
http://ez.chita.ru/encycl/concepts/?id=2840
http://ez.chita.ru/encycl/concepts/?id=2840
https://ru.wikipedia.org/wiki/Bunge_(%D0%B1%D0%BE%D1%82%D0%B0%D0%BD%D0%B8%D0%BA)
https://ru.wikipedia.org/wiki/Pall.
https://ru.wikipedia.org/wiki/DC.
file:///C:/Users/Ирина/Desktop/июнь%20диссерт/The%20Plant%20List
http://www.theplantlist.org/
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(O.  tompudae   Popov), О. чернеющий (O.  nigrescens   (Pall.)  Fisch.  ex  DC.), О. 

шерстистый (O. lanata   (Pall.) DC.), О. трехлисточковый (Oxytropis triphylla (Pall.) 

Pers.), О. баргузинский (O.  bargusinensis  Peschkova), О. промежуточный (O. 

interposita Sipl), О. Варлакова (O. varlakovii Serg.) и др. [12, 38, 70]. 

  Род Копеечник (Hedysarum L.,) из семейства Бобовые  включает около 200 

видов1.  В основном это многолетние травы, невысокие кустарники или 

полукустарники. Распространены они преимущественно в умеренном, реже в 

холодном поясах северного полушария и в Северной Африке. На территории 

бывшего Советского Союза насчитывается 126 видов этого рода. Подавляющее их 

число находится в Средней Азии. В Забайкалье произрастает всего 8 видов, однако 

встречаются они по всей территории региона. В основном, растут в увлажненных 

местах (лесах, лугах, по долинам рек), а также в высокогорье. Могут образовывать 

копеечниковые луга. Наиболее распространен в Байкальском регионе К. 

альпийский (H. alpinum L.). Вид входит в состав шмидтоосоковых лугов и часто 

образует обширные заросли площадью до нескольких гектаров. Также, довольно 

часто встречается вид К. Гмелина  (H.  gmelinii  Ledeb.)    плейстоценовый реликт 

южносибирского происхождения. Однако он достаточно редок на европейской 

части России, и в некоторых регионах и областях занесен в Красные книги. 

Присутствуют на территории Байкальского региона также и узколокальные 

эндемики, например К. зундукский (H.  zundukii), который можно обнаружить 

только в России в Иркутской области на склонах Приморского хребта, обращенных 

к акватории озера Байкал между мысами ОттоХушун и Зама, а также на мысе 

Зундук. Ещё один эндемик К. предбайкальский (H.  cisbaicalense Malyschev) 

произрастает только  на территории БайкалоЛенского заповедника и 

Прибайкальского национального парка [38, 77].  

Род Чина (Lathуrus L.) включает около 200 видов1 однолетних и многолетних 

трав.  Произрастают они в  районах умеренного климата Северного полушария, 

в Южной Америке, северозападной Африке, Средиземноморье, на Дальнем 

Востоке и в Китае. На территории России описано 40 видов неокультуренной чины. 

https://ru.wikipedia.org/wiki/Pall.
https://ru.wikipedia.org/wiki/DC.
https://ru.wikipedia.org/wiki/L.
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%91%D0%BE%D0%B1%D0%BE%D0%B2%D1%8B%D0%B5
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%A1%D0%A1%D0%A1%D0%A0
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%A1%D1%80%D0%B5%D0%B4%D0%BD%D1%8F%D1%8F_%D0%90%D0%B7%D0%B8%D1%8F
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%9F%D0%BB%D0%B5%D0%B9%D1%81%D1%82%D0%BE%D1%86%D0%B5%D0%BD
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%A1%D0%B5%D0%B2%D0%B5%D1%80%D0%BD%D0%BE%D0%B5_%D0%BF%D0%BE%D0%BB%D1%83%D1%88%D0%B0%D1%80%D0%B8%D0%B5
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%AE%D0%B6%D0%BD%D0%B0%D1%8F_%D0%90%D0%BC%D0%B5%D1%80%D0%B8%D0%BA%D0%B0
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%90%D1%84%D1%80%D0%B8%D0%BA%D0%B0
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%A1%D1%80%D0%B5%D0%B4%D0%B8%D0%B7%D0%B5%D0%BC%D0%BD%D0%BE%D0%BC%D0%BE%D1%80%D1%8C%D0%B5
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%94%D0%B0%D0%BB%D1%8C%D0%BD%D0%B8%D0%B9_%D0%92%D0%BE%D1%81%D1%82%D0%BE%D0%BA
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%94%D0%B0%D0%BB%D1%8C%D0%BD%D0%B8%D0%B9_%D0%92%D0%BE%D1%81%D1%82%D0%BE%D0%BA
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%9A%D0%B8%D1%82%D0%B0%D0%B9
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В Забайкалье обнаружено всего 9 видов. Наиболее распространены Ч. волосистая 

(L. рalustris,  subsp.  pilosus  Cham.), которая является одним из основных 

компонентов чиновых шмидтоосоковых лугов, а также Ч. приземистая (L. humilis 

(Ser.) Spreng.) и Ч.  луговая (L.  pratensis  L.). На западе Иркутской области 

встречается реликт ледникового периода Ч.  Гмелина (L. gmelinii  (Fish.) Fritsch.). 

Ещё один вид, Ч. весенняя (L. vernus (L.) Bernh.) хотя и имеет довольно широкий 

ареал обитания, однако в Иркутской области и в Москве занесена в Красные книги 

как редкое и находящееся под угрозой исчезновения растение [11, 38]. 

В Байкальском регионе также встречаются бобовые растения таких родов 

как: Вика (Vicia  L.),  Гюлденштедтия   (Gueldenstaedtia  Fisch.), Донник (Melilotus 

Mill.), Карагана (Caragana  Fabr.), Клевер (Trifolium L.), Люцерна (Medicago  L.), 

Леспедеца (Lespedeza Michx.), Мелилотоидес (Melilotoides Heist. ex Fabr.), Солодка 

(Glycyrrhiza L.), Термопсис (Thermopsis R.Br.) и Эспарцет (Onobrychis Mill.) [51].   

Таким образом, семейство Бобовые является одним из крупнейших во флоре 

Байкальского региона с большим количеством редких эндемичных и реликтовых 

видов. Большая часть этих видов встречается в виде малочисленных и 

изолированных популяций. Численность их снижается вследствие антропогенного 

воздействия, низкого генетического разнообразия и природноклиматических 

изменений. Поэтому необходима правильная стратегия охраны и всестороннее 

изучение редких видов бобовых растений на данной территории [59]. 

Довольно много известно о флоре Байкальского региона благодаря работам 

таких ученых как М. Г. Попов, Л. И. Малышев, Г. А. Пешкова, Г. В. Матященко и 

Б.Б. Намзалов  [39,  40,  45,  50]. Кроме того,  в настоящее время, в  Сибирском 

институте физиологии и биохимии растений под руководством к.б.н. Верхозиной 

А.  В. ведутся комплексные работы по изучению и сохранению редких видов 

растений байкальского региона,  в рамках которых осуществляется поиск и 

картирование их местонахождений, изучение состояния и мониторинг популяций. 

В 2013 году создана информационноаналитическая система по фиторазнообразию 

Байкальской Сибири (http://www.sifibr.irk.ru/institute/departments/depbiores.html). 

https://ru.wikipedia.org/wiki/Cham.
https://ru.wikipedia.org/wiki/Ser.
https://ru.wikipedia.org/wiki/Spreng.
https://nature.baikal.ru/obj.shtml?obj=flora&id=gueldenstaedtia_verna
https://ru.wikipedia.org/wiki/Mill.
https://ru.wikipedia.org/wiki/Fabr.
https://ru.wikipedia.org/wiki/R.Br.
https://ru.wikipedia.org/wiki/Mill.
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Поэтому данный  регион  достаточно привлекателен и перспективен  для поиска 

популяций реликтовых бобовых растений с целью изучения их симбиотических 

отношений с микроорганизмами. 

 

3.2. Генетические исследования микросимбионтов реликтовых бобовых 

растений 
 

  Существует большое количество работ по изучению клубеньковых бактерий. 

Однако первые в мире сведения о штаммах, изолированных из клубеньков 

реликтового бобового растения (Вавиловии прекрасной), появились только в 2014 

году. Вавиловия прекрасная (Vavilovia  formosa  (Steven) Fed.)  является наиболее 

близким родственником вымершего общего предка трибы Fabeae  –  группы 

бобовых растений, включающей также горох, вику, чину и чечевицу [178]. 

Результаты многофазной идентификации выделенных штаммов показали, что 

большинство из них тесно связанны с быстрорастущими группами Rhizobium 

leguminosarum  и Phyllobacterium sр., но несколько  штаммов принадлежали 

медленно растущим видам Tardiphaga  robiniae  и Bosea  sp.  Штаммы T.  robiniae 

были выделены из клубеньков вавиловии как сопутствующие быстрорастущим 

штаммам, принадлежащим родам Phyllobacterium  и Rhizobium  [178,  179,  180]. 

Дальнейшие исследования  показали возможность того, что Tardiphaga  может 

участвовать в формировании пула symгенов в клубеньковой популяции и вносить 

вклад в совокупный симбиотический «пангеном» данной популяции [33, 102]. А 

обнаружение штаммов разных таксономических групп в одном клубеньке, 

позволило предположить их совместное участие в формировании симбиотических 

отношений с растениемхозяином и наличие у таких штаммов взаимодействий 

синергического характера. Предложенная гипотеза заключается в том, что такие 

микросимбионты, при совместном инфицировании клубенька могут, 

положительно влияя друг на друга, повышать эффективность  образования и 

функционирования симбиоза. Вероятно, что такие штаммы могут дополнять друг 

https://ru.wikipedia.org/wiki/Steven
https://ru.wikipedia.org/wiki/Fed.
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друга симбиотическими генами и/или характером их экспрессии в зависимости от 

конкретных условий. Известно, что совместное использование нескольких 

штаммов ризосферных микроорганизмов, характеризующихся различными 

свойствами и механизмами взаимодействия с растением, приводит к повышению 

урожайности (или продуктивности) не  бобовых растений  [9,  94,  165].  Данный 

прием основан на суммировании полезных свойств штаммов, положительных 

взаимодействиях между ними, расширении экологической пластичности 

инокулянтов и реализации принципов аддитивности и синергизма.  

Важно также отметить, что реликтовые растения могут обладать необычайно 

широким спектром микросимбионтов, что было показано не только на примере 

вавиловии прекрасной (новый вид  Bosea vaviloviae) [178, 179, 180], но и караганы 

гривастой (Caragana jubata (Pall.) Poir.)  [186] и чины Гмелина (L. gmelinii Fritsch) 

[3]. Например, из клубеньков караганы гривастой, произрастающей в Монголии, 

был выделен новый вид семейства Boseaceae    Bosea  caraganae,  содержащий 

несколько симбиотических генов nol, nod, nif и fix [186].  

Из  клубеньков  чины Гмелина (L.  gmelinii  Fritsch),  также относящейся к 

реликтовым растениям, были выделены бактерии, близкие по последовательности 

гена 16S рРНК к Phyllobacterium myrsinacearum. Чина Гмелина входит в группу 

перекрестной инокуляции виковых, для которых характерно образование симбиоза 

с видом R. leguminosarum bv. viciae. Однако чина Гмелина растет на кислых почвах, 

богатых минеральными веществами, а данный вид ризобий теряет вирулентность в 

таких условиях [3]. В то же время, симбиотические гены штаммов Phyllobacterium, 

выделенных из клубеньков данного растения,  были  сходными с  таковыми у  R. 

leguminosarum  bv.  viceae.  Таким образом,  можно предположить, что данные 

штаммы не имеют собственные симбиотические гены, а приобретают их за счет 

горизонтального переноса [6].  

Изучение микросимбионтов реликтовых  бобовых растений увеличивает 

известный спектр симбиотических микроорганизмов  и полезно  для понимания 

становления азотфиксирующего симбиоза. Большой вклад в изучение филогении 
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клубеньковых бактерий эндемичных бобовых растений вносят работы 

исследовательской группы А.Х. Баймиева [8]. Однако, количество исследований по 

изучению симбионтов реликтовых бобовых растений крайне мало, тогда как это 

может быть важной частью в изучении не только становления и эволюции 

симбиотических отношений, но  и может способствовать сохранению и 

поддержанию реликтов в составе фитоценозов.  

Многие реликтовые  бобовые  растения  представляют ценность не только в 

качестве кормовых, медоносных и декоративных растений, но и как источники 

биологически активных  веществ. Например, копеечник щетинистый (Hedysarum 

gmelinii subsp. setigerum) имеет компоненты, обусловливающие противовирусное 

действие, на основе которых возможно создание средств для борьбы с вирусными 

инфекциями [47].  Карагана гривастая (Caragana  jubata)  содержит ряд 

лекарственных активных соединений, включая флавоноиды, терпеноиды, 

дубильные вещества, алкалоиды и сапонины  [186]. Для таких растений 

разрабатываются методы интродукции и знания об их микросимбионтах будут 

играть не малую роль в их успешном переселении за пределы естественного ареала. 
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ВЫВОДЫ ПО РАЗДЕЛУ 

Бобовые играют важную роль в фитоценозах благодаря их уникальной 

способности формировать азотфиксирующий симбиоз с корневыми 

клубеньковыми бактериями порядка Rhizobiales. Формирование взаимовыгодного 

симбиоза приводит к приобретению новых адаптивных свойств, которые 

позволяют повысить устойчивость системы растениймикробов к стрессовым 

условиям. Передача сигналов системы, обеспечивающая узнавание и интеграцию 

между бобовыми растениями и клубеньковыми бактериями, появились во время их 

совместной эволюции. Понимание механизмов,  основанных на специфическом 

симбиотическом взаимодействии важно для создания эффективной растительно

микробной симбиотической системы, имеющей большой потенциал для 

повышения производительности растений.  Поэтому такими важными объектами 

изучения эволюции симбиоза становятся миоценплиоценовые реликтовые 

бобовые виды, относящиеся к родам Hedysarum, Oxytropis и Astragalus [32, 177].  

Идентификация же и характеристика микроорганизмов должны опираться на 

«многофазную таксономию», которая направлена на использование всех 

доступных данных. Эти данные включают в себя как фенотипическую 

информацию, такую как хемотаксономические особенности (например, 

соединения клеточной стенки, хиноны, полярные липиды), морфологию, 

окрашивание, характеристики роста (среда, температура, время инкубации и т. д.), 

так и генетические свойства, такие как изучение гена 16S рРНК, мультилокусный 

анализ, содержание G + C пар, значение ДНКДНК гибридизации или индекс ANI. 

Получение информации о биоразнообразии штаммовмикросимбионтов 

реликтовых бобовых растении с использованием современных методов 

определения таксономических отношений и филогенетического родства 

микроорганизмов позволяет совершенствовать систематику клубеньковых 

бактерий и обнаруживать новые виды микроорганизмов, которые могут обладать 

симбиотическим потенциалом. 



44 
 
 

НАУЧНОЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ 
 

ГЛАВА 1. МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЙ 

 

1.1 Растительный и почвенный материал 

Для получения микросимбионтов из реликтовых бобоворизобиальных 

систем было  проведено  3  экспедиции  в 20142017  годах в Прибайкалье 

(Баргузинский район Забайкалья,  материковое побережье байкальского пролива 

Ольхонские Ворота, побережье Чивыркуйского залива, Приольхонье,  соленые 

озера Тажеранской степи, мыс Зундук,  мыс Хужир, Тутайский залив, поселки 

Бурятии Монды, Мойготы, Красный Яр, окрестности г. УланУдэ).  План 

экспедиций был составлен на основании результатов многолетнего картирования 

популяций бобовых растений в Сибирском институте физиологии и биохимии 

растений Сибирского отделения РАН  (ФГБУН СИФИБР СО РАН).  В ходе 

экспедиций были найдены такие растения как чина низкая (Lathyrus  humilis), 

копеечник щетинистый (Hedysarum  gmelinii),  остролодочник Попова (Oxytropis 

popoviana), остролодочник трехлисточковый (Oxytropis  triphylla),  и астрагал 

хоринский (Astragalus  chorinensis).  Для поиска популяций указанных растений 

были привлечены сотрудники группы Гербарий ФГБУН СИФИБР СО РАН. 

Принадлежность растений к реликтам подтверждена работой других авторов [77, 

194]. Клубеньки были отобраны на местах произрастания данных растений.  

Для проведения вегетационного опыта с целью получения дополнительных 

клубеньков были  собраны  образцы  почвы и семена остролодочника  Попова, 

остролодочника  трехлисточкового, и астрагала  хоринского  в местах их 

произрастания: Мыс Зундук, Иркутская область (53°24'24.98"N, 107°26'19.53''E); 

cело Ягодное, Бурятия (51°22'37.67"N, 106°28'24.06"E).  Почвы сушили при 

комнатной температуре и просеивали через сито 0,2 мм.  
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Для вегетационного опыта с целью изучения хозяйской специфичности 

микросимбионтов использовали семена бобовых растений: астрагала шелковисто

седого (Astragalus sericeocanus Gontsch.), солодки уральской (Glycyrrhiza uralensis 

Fisch.),  остролодочника  дерновинного (Oxytropis  caespitosa  Pall.), люцерны 

посевной (Medicago sativa L.) и клевера лугового (Trifolium pratense L.), собранных 

в окрестностях п. Южный, п. Турка (УланУдэ, Бурятия). 

 

1.2 Выделение и культивирование микроорганизмов 

Выделение микроорганизмов из клубеньков проводили согласно 

стандартной методике [164].  Стерилизовали  клубеньки  в течение 1 мин в 96% 

этаноле.  Выращивали на маннитнодрожжевом агаре YMA либо его модификации 

с добавлением 0,5% янтарной кислоты YMSA [180], разработанном специально для 

выделения широкого спектра видов. Инкубацию проводили при 28оС в течение 7

10 дней. 

Чистые культуры микросимбионтов (после последовательного двухкратного 

клонирования) были размещены для долгосрочного гарантированного хранения в 

УНУ «Станция низкотемпературного автоматизированного хранения 

биологических образцов при 80oС» (Liconic Instruments, Лихтенштейн) [181]. 

Информация о штаммах доступна в интернетбазе данных ВКСМ [78]. Всего 

было выделено 195 бактериальных штаммов (Таблица 1).  

 

Таблица  1. Штаммы, выделенные из клубеньков чины низкой,  копеечника 
щетинистого,  остролодочника  трехлисточкового,  остролодочника  Попова  и 
астрагала хоринского,  отобранных в ходе экспедиций в Прибайкальский регион 

и/или полученных в условиях вегетационных опытов. 
 
Растение

хозяин 
Географичес

кое 

происхожден

ие 

Колво собранных 

клубеньков 
Колво 

выделенных 

штаммов 

Колво 

первично 

идентифиц

ированных 

штаммов 
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    в 

природных 

условиях 

в условиях 

вегетацион

ного опыта 

   

Чина низкая  Побережье 
Чивыркуйск

ого залива 

30  0  20  13 

Копеечник 

щетинистый 
Мыс Зундук   10  0  24  19 

Остролодочник 

трехлисточков

ый 

Мыс Зундук. 

Бурятия, с. 

Ягодное, 

пос. 

Красный Яр 

29  13  49  33 

Остролодочник 

Попова 
Бурятия, 

район озера 

Байкал, с. 
Ягодное 

40  29  62  43 

Астрагал 

хоринский 
Бурятия, 

район озера 

Байкал, с. 
Ягодное 

0  34  40  28 

ВСЕГО  109  76  195  136 

185 

 

1.3 Идентификация микроорганизмов 

Клеточную морфологию и подвижность определяли с помощью 

бинокулярного микроскопа Axiostar  plus  (Zeiss, Германия). Для определения 

биохимических свойств использовали систему GENШ MicroPlate BioLog (США), 

которая позволяет анализировать  способность бактерий метаболизировать 

основные классы биохимических веществ (71 источник углерода) и устойчивость 

к 23 химическим веществам.  Активность уреазы, каталазы и βгалактозидазы, а 

также нитратредуктивную способность изолятов изучали с помощью готовых 

комплектов (НИЦФ, Россия). Анализы проводили в соответствии с 

рекомендациями изготовителей, за исключением более длительного периода 

инкубации, изза медленного роста изолятов (5 дней при 28oC). Каждый тест 

проводился в двух повторностях.  
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Для выделения ДНК штаммы культивировали в YM бульоне в течение 15 

суток при 28°C со встряхиванием со скоростью 200 об/мин (Orbital ShakerIncubator 

ES20, BioSan, Latvia). Выделение ДНК проводили методом лизиса c добавлением 

СТАВ, описанным Frederick M. Ausubel et al. [168] и визуализировали посредством 

электрофореза в 0,5% TAEбуфере в 1% агарозном геле (Invitrogen, США).  

Для первичной оценки внутривидового разнообразия штаммов использовали 

RFLPанализ последовательности между генами 16S и 23S рРНК (ITSRFLP метод). 

Для амплификации ITS региона использовалась пара праймеров FGPS149072 5'

TGCGGCTGGATCCCCTCCTT3' и FGPL132'38 5'CCGGGTTTCCCCATTCGG3'. 

Режим ПЦР для амплификации ITS  региона: начальная денатурация при 95oC в 

течение 3 мин 30 сек; 35 циклов: денатурация при 94oC в течение 1 мин, отжиг при 

50oC в течение 1 мин и достраивание цепи при 72oC в течение 2 мин; конечное 

удлинение цепи при 72oC в течение 6 мин 10 сек.  Результаты ПЦР были 

визуализированы посредством электрофореза в 0,5% TAEбуфере в агарозном геле. 

Затем амплифицированный фрагмент ДНК обрабатывали рестриктазой MspI 

(Promega, США) в течение 18 часов при 37oC. Электрофорез рестрикцированных 

ДНКфрагментов проводили в стандартном режиме [57].   

Для определения видовой принадлежности штаммов использовали метод 

секвенирования последовательностей гена 16S рРНК (rrs). Для амплификации гена 

16S рРНК использовались пара праймеров fD1 5`AGAGTTTGATCCTGGCTCAG

3` и rD1 5`AAGGAGGTGATCCAGCC3`.  ПЦР проводили в 25микролитровых 

реакционных смесях, содержащих 150 мкМ dNTP (Promega), 5 пмоль каждого 

праймера, 1 U полимеразы Taq (Helicon) и 50100 нг очищенной ДНКматрицы. 

Режим ПЦР для амплификации 16S рДНК: начальная денатурация при 95oC в 

течение 3 мин 30 сек; 35 циклов: денатурация при 94oC в течение 1 мин 10 сек, 

отжиг при 56oC в течение 40 секунд и достраивание цепи при 72oC в течение 2 мин 

10 сек; конечное удлинение цепи при 72oC в течение 6 мин 10 сек. Результаты ПЦР 

были визуализированы посредством электрофореза в 0,5%  TAEбуфере  в 

агарозном геле.  Для определения размеров и приблизительной количественной 
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оценки фрагментов ДНК использовали маркер 100bp GeneRuler ™ и Lambda DNA 

/ HindIII (Fermentas, Литва). ПЦРпродукт выделяли из 1% агарозного геля 

(Invitrogen) с использованием сорбента Silica (SigmaAldrich, США) либо набором 

PureLink  ™  Quick  (Invitrogen)  в соответствии с инструкциями производителя. 

Подготовленные пробы секвенировали на генетическом анализаторе ABI PRISM 

3500xl (Life Technologies, США)  в ЦКП «Геномные технологии, протеомика и 

клеточная биология» ФГБНУ ВНИИСХМ. 

Праймеры  и режимы для амплификации ITS региона и генов «домашнего 

хозяйства»: atpD (ATP synthase F1, beta subunit), glnII (glutamine synthetase II) и recA 

(recombinase  A), секвенирование которых использовали для уточнения и 

характеристики штаммов с неопределенным таксономическим положением 

представлены в Приложении 1. Таблица 1.  

  Последовательности, относящиеся к ризобиальным штаммам, выделенным 

из клубеньков копеечника щетинистого  депонированы в базе данных NCBI 

GenBank под номерами KY290459  KY290467, KY290469, KY290470, KY290472  

KY290474.  Последовательности,  относящиеся к ризобиальным штаммам, 

выделенным из остролодочника трехлисточкового депонированы в базе данных 

NCBI  GenBank под номерами KX426254 –  KX426261 для сиквенсов гена  rrs; 

KX447664 – KX447667 для гена atpD; MG675065 MG675068 для частичного ITS; 

MG652914    MG652917 для гена recA  и MG652921   MG652924 для гена glnII. 

Последовательности  гена  rrs  для  штаммов,  изолированных из клубеньков 

остролодочника Попова и  принадлежащих  видам M.  japonicum,  M.  kowhaii  и 

Bradyrhizobium  sp.  были  внесены  в  базу  данных  NCBI  GenBank  под  номерами 

MF661781  MF661790. Последовательности гена rrs для штаммов, выделенных из 

клубеньков  астрагала  хоринского,  были депонированы в базу данных NCBI 

GenBank под номерами MH626527, MH628053, MH628054, MH628085, MH628088, 

MH628090  MH628092.  

Сиквенсы типовых штаммов P. sophorae LMG 27899T, P. brassicacearum 

LMG  22836T,  P.  endophyticum  LMG  26470T  and  P.  bourgognense  LMG  22837T 
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депонированы под номерами: MG675069 MG675072 для ITS региона; MG652918  

MG652920 для гена recA и MG652925  MG652928 для гена glnII.  

Сиквенсы штаммов, которые не были депонированы, приведены в 

Приложении 2. 

  Поиск гомологичных последовательностей проводили в базе данных NCBI 

GenBank и программы BLAST [125].  Для обработки результатов и построения 

дендрограммы сходства между последовательностями исследуемых и 

референтных штаммов клубеньковых бактерий использовали программу MEGA 

версий 5.0,  7.0,  10.0.  и алгоритм NeighboorJoining.  Эволюционные расстояния 

были рассчитаны с использованием метода Maximum composite likelihood. Для 

оценки поддержки кластеров был выполнен «бутстреп» анализ (1000 

повторностей) [191].  

Геном типового штамма Phyllobacterium zundukense Tri48T  (LMG 30371T) 

был секвенирован на платформе PacBio RS II в Аризонском Институте Геномики 

(AGI) Аризонского университета (UA) и собран de novo с помощью программы для 

сборки RS_HGAP.3. Геномы штаммов P. zundukense Tri38 (LMG 30370), B. vestrisii 

Tri39, R. leguminosarum Tri43, B. vestrisii Tri44, B. vestrisii Tri49, R. lusitanum Opo

234, M. japonicum Opo235, M. japonicum Opo242, Bradyrhizobium sp. Opo243, B. 

vaviloviae  Ach307,  M.  kowhaii  Ach343,  а также типовых штаммов P. 

brassicacearum,  LMG  22836T,  P.  endophyticum  LMG26470T  и  P.  sophorae 

LMG27899T  были секвенированы в профильном  Центре Геномики СО РАН 

(ИХБФМ СО РАН) согласно рекомендациям производителя. Геномная ДНК была 

фрагментирована сфокусированным ультразвуковым аппраратом Covaris  С2 

(Covaris, США). Фрагменты ДНКбиблиотеки готовили с помощью набора 

NEBNext DNA Library Kit (NEB, США), а их качество оценивали с помощью набора 

High Sensitivity DNA Kit на биоанализаторе 2100 (Agilent, США). Количество ДНК 

определяли с помощью набора dsDNA High Sensitivity Kit на флуориметре Qubit 1.0 

(Invitrogen, США). Геномы секвенированы на приборе MiSeq (Illumina, США) по 

стандартному протоколу с набором реагентов MiSeq, 600 циклов (Illumina, США) 
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и собраны de  novo  с помощью программного обеспечения SPAdes  3.11.1  [92].  

Качество сборки оценивалось с помощью программы QUAST 4.6.0 [129].  Контиги 

были собраны с использованием программы CLC Genomics Workbench (США); 

гены, содержащиеся в геномной последовательности, аннотированы с помощью 

RAST Web сервера (Aziz et al., 2008) [90].  Поиск гомологов гена 16S рРНК, ITS 

региона, генов «домашнего хозяйства», а также симбиотических генов в 

аннотированных геномах были выполнены с использованием программного 

обеспечения CLC Genomics Workbench 7.5.1 с использованием локального BLASTn 

и tBLASTx. 

Полногеномные последовательности для штаммов P. zundukense Tri38 и Tri

48T депонированы в базе данных NCBI GenBank под номерами MZMT00000000 и 

CP017940CP017945, соответственно. Номер доступа в NCBI GenBank для штамма 

R. lusitanum Opo234  NZ_JAFEVL010000000, для штамма M. japonicum Opo235  

QKOD00000000, для штамма M. japonicum Opo242  MZXX00000000, для штамма 

Bradyrhizobium sp. Opo243  MZXW00000000, для штамма M. kowhaii Ach343   

MZXV00000000. 

Полногеномные последовательности референтных штаммов  P.  sophorae 

LMG  27899T,  P.  brassicacearum  LMG 22836T и P.  endophyticum  LMG  26470T 

депонированы в базе данных NCBI  GenBank  под номерами PGGM00000000, 

PGGO00000000 и PGGN00000000, соответственно. 

Средняя нуклеотидная идентичность (ANI) геномов оценивалась с помощью 

калькулятора ANI  Calculator  tool  [205].  Аннотация геномов проводилась с 

помощью NCBI prokaryotic genome annotation pipeline (PGAP) сотрудниками NCBI 

при депонировании геномов  в базу данных NCBI  [192].  Симбиотические гены 

штаммов определяли с помощью программы CLC  Genomics  Workbench  7.5.1. 

Контиги выравнивали в BLAST  сравнивая с симбиотическими генами из 

различных ризобий, представленных в базе данных GenBank.  

Анализ состава жирных кислот (FAME) был проведен проф. Anne Willems в 

BCCM/LMG  Bacteria  Collection  (Ghent  University,  Belgium).  Штаммы 
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выращивались в течение 24 часов на среде YMA при 28°C. Метиловые эфиры 

жирных кислот были выделены  согласно протоколу MIDI 

(http://www.microbialid.com/PDF/TechNote_101.pdf). Профили, созданные с 

помощью газового хроматографа Agilent Technologies 6890N (СантаКлара, 

Калифорния, США), были определены и сгруппированы с помощью программы 

Microbial Identification System и базы данных MIDI TSBA версия 5.0.  

 

1.4 Вегетационные опыты 

1.4.1 Вегетационный метод обнаружения симбиотических ризобий в почве 

 

   Семена остролодочника трехлисточкового, остролодочника Попова и 

астрагала хоринского поверхностно стерилизовали с помощью обработки в 98% 

H2SO4 в течение 10 мин, тщательно промывали стерильной водопроводной водой, 

скарифицировали и проращивали на фильтровальной бумаге в чашках Петри при 

25°С в темноте в течение 35 дней (в зависимости от вида растений и всхожести). 

Саженцы переносили в три стерильных пластиковых горшка (один горшок с 5 

семенами), содержащий 250 г почвы, собранной в местах произрастания данных 

видов бобовых растений, соответственно. Растения культивировали в течение 60 

дней в ростовой камере с относительной влажностью 50% и  четырехуровневым 

режимом  освещенности / температуры: ночь (темный, 18oC, 8 часов), утро (200 

мкмоль м2с1, 20oC, 2 часа), день (400 мкмоль м2с1, 23oC, 12 ч), вечер (200 мкмоль 

м2с1, 20oC, 2 ч). Освещение было выполнено лампами L 36W / 77 FLUORA (Osram, 

Германия). Затем корни  отдельных растений вынимали  из почвы и промывали 

водопроводной водой. Фотографии растений были выполнены стереомикроскопом 

Stemi 508 (Zeiss, Германия) и цветной камерой  с микроскопом AxioCam ERc 5с 

(Zeiss, Германия). Штаммы клубеньковых бактерий были выделены как описано 

выше.  
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1.4.2 Вегетационные опыты для изучения комплементарного взаимодействия 
симбиотической эффективности микросимбионтов 

 

Вегетационные опыты для изучения комплементарного взаимодействия и 

симбиотической  эффективности  изолятов относящихся к разным таксонам, 

проводили в стерильных условиях  в вариантах раздельной и совместной 

инокуляции.  Растения выращивались в полипропиленовых сосудах OS140BOX 

(Duchefa, Нидерланды),  содержащих 20 г вермикулита (по 4  сосуда с тремя 

проростками  на каждый вариант инокуляции  астрагала хоринского и 

остролодочника Попова,  по 10  сосудов с тремя  проростками для других видов 

растений). В каждый сосуд было добавлено 40 мл питательного раствора (г/л): 

K2HPO4  1.0, KH2PO4  0.25, MgSO4 1.0, Ca3(PO4)2  0.2, FeSO4 0.02, H3BO3  0.005, 

(NH4)2MoO4    0.005,  ZnSO4  x 7 Н2О   0.005,  MnSO4    0.002. Сосуды были 

проинокулированы суспензиями немеченных  штаммов  или их флуоресцентно

мечеными вариантами и их комбинациями в количестве примерно 106 клеток на 

сосуд. Неинокулированные растения были использованы в качестве негативного 

контроля. Растения культивировались в течение 30  суток в фитотроне при 

температуре 2021°С и режимом освещения 16 ч день / 8 ч ночь. Появление 

клубеньков определяли на шести растениях каждого варианта после 2 и 3 недель 

культивирования. В конце эксперимента корни отмывали от вермикулита, считали 

количество образовавшихся клубеньков и взвешивали проростки на весах (Ohaus 

Pioneer  PX,  США). Азотфиксирующая активность клубеньков была определена 

ацетиленовым методом с помощью газового хроматографа GC2014  (Shimadzu, 

Япония). По пять клубеньков из каждого варианта было отобрано для 

конфокальной микроскопии.  

При изучении в отдельных экспериментах скорости клубенькообразования 

при инокуляции растений остролодочника Попова штаммами Opo242 и Opo243, 

а также их комбинацией было использовано по 15 сосудов с двумя проростками 

для каждого варианта обработки. Растения культивировались в течение 42 суток в 
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фитотроне при температуре 2021°С и режимом освещения 16 ч день / 8 ч ночь. 

Количество клубеньков было подсчитано после 2, 3, 4, 5 и 6 недель 

культивирования растений в фитотроне. Образовавшиеся клубеньки 

анализировали  на  стереомикроскопе  Stemi  508  (Zeiss, Германия)  и 

фотографировали с помощью цветной камеры для микроскопа AxioCam ERc 5 s 

(Carl  Zeiss,  Германия). Скорость клубенькообразования была изучена в 2х 

экспериментах, поставленных в аналогичных условиях. Статистическая обработка 

данных  проводилась стандартным методом дисперсионного анализа с 

использованием программы STATISTICA 10 (StatSoft Inc., США).    Для оценки 

различий между значениями применяли критерий наименьшей значимой разницы 

(LSD) Фишера. 

Часть клубеньков была использована для реизоляции бактерий. 

Принадлежность реизолятов к интродуцированным штаммам была проверена 

методом секвенирования ITS региона с использованием универсальных праймеров 

FGPS149072 и FGPL132'38. 

 

1.5 Получение флуоресцентно меченных штаммов с использованием метода 

электропорации 

 

Электропорация штаммов проводилась в соответствии с работой Garg et al. 

[123]. С этой целью 90 мкл компетентных клеток штаммов M. kowhaii Ach343 и M. 

japonicum  Opo235 суспендировали и поместили между двумя электродами, 

расположенными на 0,1 см. Электропорация проводилась с электрическим 

импульсом 14 кВ / см и длительностью импульса ~ 7,3 мс (Gene PulserXcell, Bio

Rad, USA). Количество импульсов высокого напряжения для каждого штамма 1. 

После подачи импульса кюветы выдерживали на льду в течение 10 мин. Затем 

электропорированные клетки суспендировали в YM бульоне [199], инкубировали 

в течение 24 ч при 30°C со встряхиванием со скоростью 200 об/мин (Orbital Shaker

Incubator ES20, BioSan, Latvia) и распределяли по чашкам YMA. В экспериментах 
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по трансформации использовали плазмиды pHC60 (tetR) [101], в которой 

кодирующая последовательность GFP была заменена кодирующей 

последовательностью mCherry (J. Fournier, LIPM, Toulouse, France, 

неопубликованные результаты) и pMP4655  (tetR),  содержащую  ген egfp,  для 

электропорации штаммов Ach343 и Opo235 соответственно. Скрининг различных 

трансформантов проводили на среде YMA, содержащей 10 мкг/мл тетрациклина. 

Положительные клоны каждого штамма проверяли на флуоресценцию в 

микроскопе Axio Imager A1 (Carl Zeiss, Германия). ПЦР проводили с 

использованием Thermal Cycler T100 (BioRad,  USA),  для подтверждения 

трансформации использовали  тотальную  ДНК в качестве матрицы и пару 

праймеров, фланкирующих флуоресцентный белковый ген, присутствующий  на 

плазмидах. Условия ПЦР, используемые для амплификации фрагментов 1083 и 967 

п.н. (для рHC60 и pMP4655, соответственно) включали  предварительную 

денатурацию при 95°С в течение 3 мин 30 сек. с последующими 35 циклами: 94°С 

 1 мин 10 сек, 54°С  1 мин; 72°С  2 мин 10 сек, с окончательным удлинением при 

72°С в течение 7 мин. Использовали следующие праймеры: M13F (5'

GTTGTAAAACGACGGCCAGTG3') и М13R (5'

AGCGGATAACAATTTCACACAGGA3'). Продукты ПЦР визуализировали с 

помощью электрофореза на 1,0 % агарозном геле (Invitrogen, США) в 0,5 % TAE

буфере и очищали с использованием Silica (Helicon, Россия). Последовательности 

секвенировали  на генетическом анализаторе  ABI  PRISM  3500xl  (Applied 

Biosystems, США) в соответствии с инструкциями производителя.  

Положительные клоны каждого штамма тестировали на флуоресценцию в 

микроскопе Axio Imager A1 (Carl Zeiss, Германия). 

 
1.6 Конфокальная микроскопия 

Клубеньки помещали в 3% агарозные блоки и очищали в 1/4 MTSB (50 мМ 

PIPES, 5 мМ MgSO4 · 7H2O, 5 мМ EGTA, pH 6,9). Секции клубеньков (50 мкм) 

получали с использованием микротома с вибрирующим лезвием HM650V (Microm, 
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Германия). Секции анализировали с использованием лазерной сканирующей 

конфокальной системы LSM 510 META (Carl Zeiss, Германия). Флуоресцентные 

белки EGFP и mCherry визуализировали при длине волны 488 и 543 нм, 

соответственно. Изображения были получены с помощью программного 

обеспечения ZEN 2009 (Carl Zeiss, Германия). 
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ГЛАВА 2. РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ 

2.1 Генетическое разнообразие микросимбионтов реликтовых бобовых 

растений 

 

2.1.1 Видовой состав микросимбионтов чины низкой (Lathyrus humilis (Ser.) 

Spreng.) 
 

Чина низкая (Lathyrus humilis) представляет собой многолетнее травянистое 

растение рода Lathyrus  L.,  триба Бобовые (Fabeae Rchb.).  «Стебли тонкие, 

прямостоячие, высотой 2045 см. Листовая ось заканчивается ветвистым усиком, 

иногда простым. Листочки (2)35 пар, голые с обеих сторон, эллиптические или 

яйцевидные, 1,54 см длиной, 0,72 см шириной. Прилистники полустреловидные, 

яйцевидные или ланцетные, 613(18) мм длиной. Цветки красноватофиолетовые 

по(1)24 в рыхлых кистях, синеют при высушивании. Чашечка 79 мм длиной, с 

ланцетношиловидными зубцами, из которых 2 верхних не длиннее половины 

трубки, самый нижний почти равен ей. Венчики (16)1719 мм длиной. Завязь, 

преимущественно в нижней части, густо коротковолосистая. Бобы 34,5 см длиной, 

продолговатолинейные, опушённые короткими курчавыми волосками или голые» 

[77].  Относится к позднеплейстоценовым  реликтам  с дизъюнктивным 

южносибирскосевероуральским ареалом. Встречается в  Сибири, на  Алтае, на 

Урале, в  Средней Азии, на  Дальнем Востоке, в Северном  Китае, на Корейском 

полуострове  и в  Гималаях. Растёт в разреженных берёзовых и лиственничных 

лесах, в сосновых борах, по их окраинам, на лугах, луговых склонах и залежах [49]. 

Заслуживает внимания как ценное пастбищное растение. 

Образцы чины низкой были привезены с побережья Чивыркуйского залива 

(Забайкалье). Для работы было отобрано 30 клубеньков из двух популяций 

(Таблица  1).  Из них получили  20  изолятов, отличающихся по скорости роста: у 

первой группы штаммов видимые колонии образовывались на 34е сутки, у второй 

группы на 56е сутки роста на среде YMA. Для дальнейшей работы было отобрано 

https://ru.wikipedia.org/wiki/Rchb.
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%A6%D0%B2%D0%B5%D1%82%D0%BE%D0%BA
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%9A%D0%B8%D1%81%D1%82%D1%8C_(%D0%B1%D0%BE%D1%82%D0%B0%D0%BD%D0%B8%D0%BA%D0%B0)
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%A7%D0%B0%D1%88%D0%B5%D1%87%D0%BA%D0%B0
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%92%D0%B5%D0%BD%D1%87%D0%B8%D0%BA
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%91%D0%BE%D0%B1%D1%8B
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%A1%D0%B8%D0%B1%D0%B8%D1%80%D1%8C
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%90%D0%BB%D1%82%D0%B0%D0%B9
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%A3%D1%80%D0%B0%D0%BB
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%A1%D1%80%D0%B5%D0%B4%D0%BD%D1%8F%D1%8F_%D0%90%D0%B7%D0%B8%D1%8F
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%94%D0%B0%D0%BB%D1%8C%D0%BD%D0%B8%D0%B9_%D0%92%D0%BE%D1%81%D1%82%D0%BE%D0%BA
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%9A%D0%B8%D1%82%D0%B0%D0%B9
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%9A%D0%BE%D1%80%D0%B5%D0%B9%D1%81%D0%BA%D0%B8%D0%B9_%D0%BF%D0%BE%D0%BB%D1%83%D0%BE%D1%81%D1%82%D1%80%D0%BE%D0%B2
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%9A%D0%BE%D1%80%D0%B5%D0%B9%D1%81%D0%BA%D0%B8%D0%B9_%D0%BF%D0%BE%D0%BB%D1%83%D0%BE%D1%81%D1%82%D1%80%D0%BE%D0%B2
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%93%D0%B8%D0%BC%D0%B0%D0%BB%D0%B0%D0%B8
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13 изолятов. На основании RFLP анализа ITSрегиона 10 штаммов, было выделено 

7 групп,  отличающихся ITSRFLP  профилями  (Рисунок 1).  Для  определения 

таксономической  принадлежности  было отобрано  по одному представителю из 

выявленных групп микроорганизмов. А также отобрано три дополнительных (без 

RFLP анализа) изолята. Для них проведены секвенирование гена 16S рРНК (rrs) и 

сравнительный анализ с другими аналогичными генами, депонированными в базе 

данных GenBank. 

 

           
                                  1   2   3   1   1               4   4         5    6    7 

 

Рисунок 1. Электрофореграммы ITSRFLP анализа 10 штаммов, выделенных 

из клубеньков  чины низкой.  Рестриктаза MspI. М   маркер длин ДНК 100bp 
GeneRuler™; 17 – типы ITSRFLP профиля. 

 

Анализ последовательности гена rrs показал, что 3 штамма изолированных 

из чины низкой  (1/10К, 2/10К, 2/12М), а также два типовых штамма R. 

leguminosarum  LMG  14904T1  и R.  leguminosarum  bv.  viciae  USDA  2370Т 

 
1 Все типовые штаммы в тексте обозначены литерой «Т». 
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формировали статистическидостоверно отличающийся  кластер с уровнем 

поддержки 96% (Рисунок 2).  

Изоляты 1/10К и 2/10К были идентифицированы как  Rhizobium 

leguminosarum (уровень сходства с типовым штаммом LMG 14904T  99.9%, тогда 

как с USDA 2370Т  99.6%), изолят 2/12М определен как Rhizobium sp.  (уровень 

сходства со штаммом LMG 14904T составил 99.4%).  

Второй кластер сформировали штамм 2/5(1) и типовой штамм R.  giardinii 

H152Т (Рисунок 2). Однако, поскольку сходство между этими штаммами по гену 

rrs составляло всего 99.0%, штамм 2/5(1) был идентифицирован как Rhizobium sp. 

В третий кластер, с уровнем поддержки в 96%, вместе со штаммом 2/13K вошли 

Mesorhizobium  ciceri  NBRC  100389T,  Mesorhizobium  australicum  WSM2073T  и 

Mesorhizobium loti ATCC 33669T.  Изолят 2/13K был отнесен к роду Mesorhizobium 

и определен как M.  ciceri  (сходство с  ближайшим  типовым штаммом 

NBRC100389Т по гену rrs составило 99.6 %). 
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Рисунок  2.  Rrsфилограмма, отражающая таксономическое положение 

исследуемых изолятов родов Rhizobium  и Mesorhizobium, выделенных из 

клубеньков чины низкой.  Литерой «Т» отмечены типовые штаммы. Номера 

изолятов выделены жирным шрифтом.  I    III    статистическидостоверно 

различающиеся кластеры.  Масштаб соответствует 0.005  заменам на 100 п.н. 

(эволюционным расстояниям). Цифрами указана статистическая значимость 

 2/10K 

 2/12M 

 1/10K 

 Rhizobium leguminosarum LMG 14904Т (NR114989) 

 Rhizobium leguminosarum bv viciae USDA 2370T (U29386) 

 Rhizobium phaseoli ATCC 14482Т (EF141340) 
 Rhizobium etli CFN 42Т (U28916) 

 Rhizobium leucaenae LMG 9517Т (X67234) 

 Rhizobium tropici CIAT 899Т (U89832) 

 Rhizobium freirei PRF 81Т (EU488742) 

 Rhizobium mesoamericanum CCGE 501Т (JF424606) 

 Rhizobium grahamii CCGE 502T (JF424608) 

 Rhizobium alamii GBV016T (AM931436) 

 Rhizobium sullae IS 123T (Y10170) 

 Rhizobium gallicum R602spТ (U86343) 

 Rhizobium mongolense USDA 1844Т (U89817) 

 Rhizobium vignae CCBAU 05176Т (GU128881) 

 Rhizobium undicola LMG 11875T (Y17047.1) 

 Rhizobium selenitireducens B1Т (EF440185) 

 Rhizobium giardinii H152T (U86344) 

 2/5(1) 

 Mesorhizobium ciceri NBRC 100389T (AB681164) 

 2/13K 

 Mesorhizobium australicum WSM2073T (AY601516) 

 Mesorhizobium loti ATCC 33669T (D14514) 
 Mesorhizobium alhagi CCNWXJ122T 
 (EU169578) 

 Mesorhizobium metallidurans STM 2683T (AM930381) 
  Mesorhizobium mediterraneum LMG 17148Т (AM181745) 

  Mesorhizobium opportunistum WSM2075T (AY601515) 

 Mesorhizobium huakuii IFO 15243T (D13431) 

 Mesorhizobium amorphae ACCC 19665Т (AF041442) 

 Mesorhizobium plurifarium LMG 11892T (Y14158) 
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кластеризации  (в %), определенная с помощью бутстрэпанализа 1000 

альтернативных деревьев. 
 
Единственный медленнорастущий ризобиальный изолят 1/11M, выделенный 

из клубенька чины низкой, сформировал кластер I с типовым штаммом Tardiphaga 

robiniae LMG26467Т и был отнесен к этому виду (уровень сходства по гену rrs – 

99.9 %) (Рисунок 3).  

 

 Bradyrhizobium rifense CTAW71Т (EU561074) 
 Bradyrhizobium cytisi CTAW11Т (EU561065) 

 Bradyrhizobium yuanmingense 100594T (AB509380) 
 Bradyrhizobium arachidis CCBAU 051107T (HM107167) 

 Bradyrhizobium huanghuaihaiense CCBAU 23303T (HQ231463) 
  Bradyrhizobium iriomotense iriomotense NBRC 102520T (AB300992) 

 Bradyrhizobium betae LMG 21987T (AB681928) 
   Bradyrhizobium daqingense CCBAU 15774T (KJ184551) 
 Bradyrhizobium canariense BTA1T (NR042177) 
  Bradyrhizobium japonicum USDA 6T (AP012206) 

 Nitrobacter hamburgensis X14Т (L11663) 
 Nitrobacter vulgaris DSM 10236T (AM114522) 

 Nitrobacter alkalicus AN1Т (AF069956) 
 Nitrobacter winogradskyi Nb255T (NR074324) 

 Rhodopseudomonas rhenobacensis DSM 12706T (AB087719) 
 Rhodopseudomonas palustris ATCC 17001T (AB498818) 

 Rhodopseudomonas faecalis JCM 11668T (AF123085) 
 Metalliresistens boonkerdii 106595Т (AB682462) 
   Tardiphaga robiniae LMG 26467Т (FR753034) 

 1/11M 
 Bradyrhizobium retamae LMG 27393T (NR118548) 
   Bradyrhizobium pachyrhizi PAC48Т (NR043037)  

   Bradyrhizobium jicamae PAC68Т (NR043036) 
 Bradyrhizobium lablabi CCBAU 23086T (GU433448) 

 Bosea lathyri LMG 26379Т (FR774993) 
 Bosea vaviloveae Vaf18T (KJ721000) 

 Bosea minatitlanensis AMX51Т (AF273081) 
 Bosea robiniae LMG 26381Т(FR774994) 

 Bosea thiooxidans DSM 9653Т (NR041994) 
 Bosea massiliensis 63287Т (AF288309) 
 Bosea lupini LMG 26383Т (FR774992) 
 Bosea eneae 34614Т (AF288300) 
 Bosea vestrisii 34635Т (AF288306) 
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Рисунок 3. Rrsфилограмма, отражающая таксономическое положение 

изолята, относящегося к семейству Bradyrhizobiaceae, выделенного из клубенька 
чины низкой.  Литерой «Т» отмечены типовые штаммы. Номер изолята выделен 

жирным шрифтом. I  статистическидостоверно отличающийся кластер.  Масштаб 

соответствует 0.01 заменам на 100 п.н. (эволюционным расстояниям). Цифрами 

указана статистическая значимость кластеризации (в %), определенная с помощью 

бутстрэпанализа 1000 альтернативных деревьев.  
 

Анализ последовательностей гена rrs у 4 других медленнорастущих изолятов 

(1/3M, 1/5M, 1/14M, 1/15M) показал их принадлежность к роду Herbiconiux  (сем. 

Microbacteriaceae) (сходство с типовым штаммом H. ginsengi wged11Т составило 

99.2%). Штаммы объединялись в один кластер с H. ginsengi wged11Т с уровнем 

поддержки 98% (Приложение 1. Рисунок 1). По данным литературы, представители 

этого рода могут присутствовать в клубеньках бобовых растений [98, 147], а также 

быть обитателями ризосферы и филосферы различных растений [95, 170]. Кроме 

этого,  по гену rrs  было  идентифицировано ещё 3 штамма относящихся к родам 

Aeromicrobium  (изоляты 2/5(3),  2/5(4))  и Mucilaginibacter  (изолят 1/9М) 

(Приложение 2.1).  Представители этих родов являются типичными обитателями 

почв  и относятся к семействам Nocardioidaceae  и Sphingobacteriaceae, 

соответственно [140, 143]. 

Таким образом в работе было показано, что среди микросимбионтов чины 

низкой встречаются представители видов Rhizobium leguminosarum, Rhizobium sp., 

(семейство  Rhizobiaceae),  Mesorhizobium  ciceri  (семейство Phyllobacteriaceae), 

Tardiphaga  robiniae  (семейство Bradyrhizobiaceae)  (Таблица 2).  Состав 

исследованных микросимбионтов, взятых в анализ, оказался довольно 

разнообразным. Тем не менее, большинство штаммов принадлежат роду Rhizobium.  

 

Таблица 2. Виды микроорганизмов порядка Rhizobiales, выделенные из 

клубеньков чины низкой. 
 

Семейство/Вид  Штаммы  Всего 
Семейство Rhizobiaceae:     4 
Rhizobium leguminosarum  1/10К, 2/10К   2 
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Rhizobium sp.    2/5(1), 2/12М   2 
Семейство Phyllobacteriaceae:     1 
Mesorhizobium ciceri   2/13K   1 
Семейство Bradyrhizobiaceae:     1 
Tardiphaga robiniae   1/11M  1 

 

Известно, что род Чина (Lathyrus  L.)  входит  в одну группу перекрестной 

инокуляции с родами трибы виковых Горох (Pisum  L.),  Горошек (Vicia  L.) и 

Чечевица (Lens Mill.). Для этой группы характерны симбиотические отношения с 

различными штаммами вида Rhizobium  leguminosarum  bv.  viciae  [113,  114,  197]. 

Однако, в последнее время в качестве микросимбионтов растений рода Чина были 

описаны  и другие виды микроорганизмов.  Например, из клубеньков растений 

чины, произрастающих в Китае, были выделены бактерии, близкие к R. fabae, R. 

tropici  и Sinorhizobium  morelense  [190]. А  в  клубеньках  чины нумидийской (L. 

numidicus Batt.) был найден штамм, относящийся к виду Phyllobacterium ifriqiyense 

[154].  У чины весенней  (L.  vernus  (L.) Bernh.)  и чины лесной (L.  sylvestris L.)  в 

клубеньках обнаружены ризобии, близкие к R. tropici, у чины болотной (L. palustris 

L.)   бактерии Agrobacterium sp., а у чины Гмелина (L. gmelinii Fritsch)  штаммы, 

родственные  виду Phyllobacterium  myrsinacearum  [3].  Результаты этой  работы 

также подтверждают более широкий круг микросимбионтов чины, чем 

предполагалось ранее [28].  

Вид T.  robiniae,  обнаруженный в клубеньках чины низкой,  был  впервые 

выделен из клубеньков робинии ложноакациевой (Robinia pseudoacacia L.). Также 

обнаружен в клубеньках  реликтового вида В. прекрасной   (Vavilovia  formosa 

(Steven) Fed.) и узколокальных эндемиков: О. карликового (Oxytropis pumilio (Pall.) 

Ledeb.), О. прямого (Oxytropis erecta Kom.), О. анадырского (Oxytropis anadyrensis 

Vass.) и О. камчатского (Oxytropis kamtschatica Hultén) [178, 179, 180, 182]. Вид T. 

robiniae рассматривается как сопутствующий быстрорастущим штаммам и может 

участвовать в формировании пула symгенов в клубеньковой популяции [33, 102].  

https://ru.wikipedia.org/wiki/L.
https://ru.wikipedia.org/wiki/Bernh.
https://ru.wikipedia.org/wiki/L.
https://ru.wikipedia.org/wiki/L.
https://ru.wikipedia.org/wiki/Fritsch
https://ru.wikipedia.org/wiki/L.
https://ru.wikipedia.org/wiki/Steven
https://ru.wikipedia.org/wiki/Fed.
https://ru.wikipedia.org/wiki/Hult%C3%A9n
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Таким образом,  показано, что растения рода Lathyrus  могут вступать в 

симбиотические отношения не только с R. leguminosarum bv. viciae, но и с другими 

видами ризобий. Что  выходит за пределы  существующей теории групп 

перекрестной инокуляции. Одной из возможных причин данного явления может 

быть низкая хозяйская специфичность растений, относящихся к предковым 

формам, что выражается в повышенном промискуитете у эволюционно менее 

продвинутых видов [178]. Другая наиболее вероятная  причина  связана с 

горизонтальным  переносом  симбиотических генов, в результате чего  ризобии 

могли поменять  свою специфичность по отношению к растениюхозяину. В 

работах других авторов уже была показана такая возможность [83, 84, 93]. 

 

2.1.2 Видовой состав микросимбионтов копеечника щетинистого (Hedysarum 

gmelinii Ledeb. subsp. setigerum (Turcz. ex Fischer et Meyer) Kurbatsky) 

 

Копеечник щетинистый (Hedysarum  gmelinii  subsp.  setigerum)  является 

многолетним травянистым  растением  рода Копеечник (Hedysarum  L.),  триба 

Копеечниковые (Hedysareae DC.).  «Бесстебельное или с укороченным стеблем, 

вместе с цветоносами длиной до 33 см. Листочки в числе 4    6(8)  пар, 

продолговатые или эллиптические, 0,5  2 см длиной, 0,2  0,7 см шириной. Цветки 

14  19 мм, розовые, розовопурпурные, розоволиловые, в густой кисти. Венчик 14 

 20 мм. Плоды до 9 см в длину. Членики бобов в числе 3  6, волосистые, покрыты 

длинными или в центре короткими шипиками» [77]. Произрастает в горностепном, 

высокогорном, степном поясах, по каменистым, щебнистым, крутым склонам и в 

степях. Одним из мест обитания является Байкальский регион, включен в Красные 

книги нескольких республик и областей РФ  [21,  79].  Ботаникогеографический 

анализ показал принадлежность этого вида к плейстоценовым петрофитно

степным реликтам южносибирского происхождения [35, 43].  

В ходе данной работы было получено 24 изолята  выделенных  из 10 

клубеньков копеечника щетинистого, произрастающего на мысе Зундук (Таблица 

https://ru.wikipedia.org/wiki/DC.
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1).  Изоляты по скорости роста на среде YMSA делились на две  группы: у трех 

штаммов видимые колонии образовывались на 45е сутки (Hse21, Hse22 и Hse

32), у остальных   на 3и сутки.  Предварительный филогенетический анализ  18 

штаммов, проведенный посредством ITSRFLP, выявил, что 16  из них имеют 

уникальный ITSRFLP профиль, и только два штамма Hse19 и Hse23 обладают 

схожими профилями (Рисунок 4).  

 

     
 

Рисунок 4. Электрофореграммы ITSRFLP анализа 18 штаммов, выделенных 

из клубеньков копеечника щетинистого. Рестриктаза MspI. М  маркер длин ДНК 

100bp GeneRuler™. Цифрами обозначены номера Hseизолятов.  
 

Все штаммы, имеющие отличия в ITSRFLP профиле, а также 2 

дополнительных  изолята Hse10 и Hse14, для которых ITSRFLP анализ не 

проводился,  были отобраны для секвенирования гена rrs.  Всего объектами  для 

идентификации с помощью секвенирования этого гена стало 19 штаммов. 

Филогенетический анализ показал, что четырнадцать ризобиальных изолятов 

принадлежат к трем родам: Rhizobium  (сем. Rhizobiaceae),  Phyllobacterium  (сем. 

Phyllobacteriaceae) и Bosea (сем. Boseaceae).  
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Одиннадцать  быстрорастущих  штаммов принадлежат к родам 

Phyllobacterium  и Rhizobium  и формируют 3  статистически достоверно 

различающиеся кластера с уровнем поддержки 100 % (Рисунок 5).  
 

 
Рисунок  5.  Rrsфилограмма быстрорастущих штаммов, выделенных из 

клубеньков копеечника щетинистого в Прибайкальском регионе, а также 

представителей родственных видов Phyllobacterium и Rhizobium. Типовые штаммы 

отмечены литерой «Т».  Номера изолятов выделены жирным шрифтом.  IIII   
статистическидостоверно различающиеся кластеры. Масштаб соответствует 0.01 

заменам на 100 п.н. (эволюционным расстояниям). Цифрами указана 
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статистическая значимость кластеризации  (в %), определенная с помощью 

бутстрэпанализа 1000 альтернативных деревьев. 
 
Кластер I включал штаммы Hse14, Hse24 и Hse10, а также типовой штамм 

Phyllobacterium  endophyticum  PEPV15T. Штаммы Hse24 и Hse10 были 

идентифицированы как P.  endophyticum, показав  высокую гомологию гена rrs  с 

таковым у типового штамма PEPV15T (соответственно 99.6 и 99.9%). Штамм Hse

14 был описан как Phyllobacterium  sp.  Проценты сходства  генов rrs  у 

быстрорастущих изолятов и типовых штаммов родов Phyllobacterium и Rhizobium 

представлены в Приложении 1. Таблица 2. 

Кластер II объединил штаммы Hse29, Hse17, Hse20, Hse30, Hse19, Hse9, 

Hse13 и типовые штаммы P. sophorae CCBAU03422T, P. bourgognense STM201T, 

P.  brassicacearum  STM  196T,  P.  loti  S658T,  P.  trifolii  PETP02T,  P.  catacumbae 

CSC19T, P. myrsinacearum STM 948T и P. ifriqiyense STM 370T (Рисунок 5). Штамм 

Hse20 идентифицировали как Phyllobacterium sp., поскольку по гену rrs он был 

наиболее близок к двум видам (степень сходства с типовыми штаммами P. trifolii 

PETP02T и P.  loti  S658T составляла,  соответственно,  99.7  и 99.8%). Степень 

сходства гена rrs у штаммов Hse9, Hse19 и Hse30 и типового штамма P. loti S658T 

достигала 99.8%. На этом основании перечисленные штаммы были описаны как 

Phyllobacterium  loti. Изолят Hse13 показал 99.9% сходства с двумя типовыми 

штаммами P.  myrsinacearum  STM 948T и P.  ifriqiyense  STM 370T, поэтому был 

идентифицирован только до рода и определен как Phyllobacterium sp. Штаммы Hse

17 и Hse29 также были отнесены к Phyllobacterium sp., поскольку имели низкую 

степень сходства (99.3%) с ближайшим типовым штаммом P. brassicacearum STM 

196T (Приложение 1. Таблица 2).  

Кластер III сформировали штамм Hse26 и типовой штамм Rhizobium giardinii 

NBRC 107135Т. На основании результатов секвенирования гена rrs изолят Hse26 

был идентифицирован как Rhizobium sp. (степень сходства по гену rrs с типовым 

штаммом R. giardinii NBRC 107135Т  98.9%).  
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Для трех медленнорастущих ризобиальных изолятов была построена rrs

филограмма, отражающая их таксономическое положение в пределах семейств 

Bradyrhizobiaceae и Boseaceae. Они формировали отдельный кластер I с уровнем 

поддержки 99% (Рисунок 6).  

 
 

Рисунок  6.  Rrsфилограмма медленнорастущих штаммов, выделенных из 

клубеньков копеечника щетинистого в Прибайкальском регионе, а также 

представителей родственных видов из семейств Bradyrhizobiaceae  и  Boseaceae. 
Типовые штаммы  отмечены литерой «Т».  Номера изолятов выделены жирным 

шрифтом.  I    статистическидостоверно отличающийся  кластер.  Масштаб 

соответствует 0.01 заменам на 100 п.н. (эволюционным расстояниям). Цифрами 

указана статистическая значимость кластеризации (в %), определенная с помощью 

бутстрэпанализа 1000 альтернативных деревьев. 
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По гену rrs  штаммы Hse21 и Hse32 показали 98.5% гомологии с типовым 

штаммом Bosea  vaviloviae  Vaf18T  и 98.6%  —  с типовыми штаммами B.  eneae 

34614T и B.  vestrisii  34635T.  Сходство по гену rrs  у изолята Hse22 и наиболее 

близкого типового штамма B. vaviloviae Vaf18T составляло 98.0% (Приложение 1. 

Таблица  3). На этом  основании штаммы Hse21,  Hse22 и Hse32 были 

идентифицированы как Bosea sp.  

 

Таблица 3. Виды микроорганизмов порядка Rhizobiales, выделенные из 

клубеньков копеечника щетинистого. 
 

Семейство/Вид  Штаммы  Всего 
Семейство Rhizobiaceae:     1 
Rhizobium sp.    Hse26   1 
Семейство Phyllobacteriaceae:     10 
Phyllobacterium endophyticum  Hse10, Hse24  2 
Phyllobacterium loti  Hse9, Hse19, Hse30   3 
Phyllobacterium sp.   Hse13, Hse14, Hse17, Hse20, Hse29  5 
Семейство Boseaceae:     3 
Bosea sp.  Hse21, Hse22, Hse32   3 

 

Кроме 14 ризобиальных изолятов, было выделено 5 штаммов, принадлежащих 

родам Acinetobacter (сем. Moraxellaceae) – штамм Hse27, Stenotrophomonas (сем. 

Xanthomonadaceae)  –  штамм Hse15,  Mycobacterium  (сем.  Mycobacteriaceae)  – 

штамм Hse16, Agromyces (сем. Microbacteriaceae) – штамм Hse18, Sphingomonas 

(сем. Sphingomonadaceae) – штамм Hse25 (Приложение 2.2). Представители рода 

Stenotrophomonas  были изолированы также из других бобовых растений 

Байкальского региона [28]. По литературным данным представители данных родов 

могут присутствовать в клубеньках бобовых растений, а также быть обитателями 

ризосферы и филосферы различных растений [103, 118, 204]. 

Таким образом, в настоящей работе впервые получена  коллекция  штаммов, 

изолированных из реликтового бобового растения копеечника щетинистого, 

произрастающего в Байкальском регионе (Таблица 3). В результате исследования 

было показано, что среди микросимбионтов этого растения могут встречаться 

https://yandex.ru/search/?text=Moraxellaceae&lr=21666&clid=9582&noreask=1&ento=0oCgplbncxNDEwMTg1GAIqCnJ1dzM1NDM5MjBqHNCQ0YbQuNC90LXRgtC-0LHQsNC60YLQtdGA0YtyEtCh0LXQvNC10LnRgdGC0LLQvpyWg_k
https://yandex.ru/search/?text=Xanthomonadaceae&lr=21666&clid=9582&noreask=1&ento=0oCgplbncxNDA4NjYxGAIqCmVudzk2NTc5OTVqEFN0ZW5vdHJvcGhvbW9uYXNyEtCh0LXQvNC10LnRgdGC0LLQvg6Dnmo
https://yandex.ru/search/?text=Microbacteriaceae&lr=21666&clid=9582&noreask=1&ento=0oCgtlbncxMDg5MzI3NxgCKgtlbnczMTkxMTM4M2oJQWdyb215Y2VzchLQodC10LzQtdC50YHRgtCy0L6a0qNJ
https://yandex.ru/search/?text=Sphingomonadaceae&lr=21666&clid=9582&noreask=1&ento=0oCgplbncxMzQ1MTM2GAIqCmVudzEzNDM3MjhqDFNwaGluZ29tb25hc3IS0KHQtdC80LXQudGB0YLQstC-97IBCQ


69 
 
 

штаммы симбиотических клубеньковых бактерий (Rhizobium  sp.),  а также 

представители нетипичных видов (P. endophyticum, P. loti и Bosea sp.), способность 

которых самостоятельно формировать клубеньки ранее не наблюдалась [104, 107, 

120,  185].  К настоящему времени только для двух видов Phyllobacterium  (P. 

sophorae  и P.  trifolii)  описано формирование азотфиксирующего симбиоза с 

растениямихозяевами (Sophorae flavescens, Trifolium repens и Lupinus albus) [138, 

196]. При этом у штаммов P. sophorae и P. trifolii были обнаружены общие гены 

нодуляции nodACD, а также ген nifH, кодирующий Feбелок фермента нитрогеназы 

[138,  196,  207].  Формирование симбиоза представителями рода Bosea  ранее не 

подтверждалась, хотя штаммы  пяти  видов (B.  lupini,  B.  lathyri,  B.  robiniae, B. 

spartocytisi  и B.  vaviloviae) были изолированы из клубеньков бобовых растений 

Lupinus, Lathyrus, Robinia, Spartocytisus и Vavilovia, соответственно [107, 169, 180]. 

У нескольких штаммов этого рода, включая типовые штаммы B. vestrisii 34635T и 

B. eneae 34614T был обнаружен ген nifH (De Meyer, 2012).  

Изоляты из клубеньков копеечника щетинистого, принадлежащие роду Bosea, 

а также бактерии рода Phyllobacterium, которые довольно часто встречаются в 

клубеньках дикорастущих бобовых умеренного климата [7],  представляют 

большой интерес для дальнейшего изучения.  Вероятно, что штаммы видов, 

неспособных самостоятельно образовывать клубеньки, присутствуют  в них  как 

носители генов, не участвующих непосредственно в формировании симбиоза, но 

влияющих на его эффективность. Следует также отметить, что из клубеньков 

других видов копеечника, произрастающих в Средиземноморье, северозападных 

районах Китая и средней полосе России, микроорганизмы родов Bosea  и 

Phyllobacterium не выделялись [60, 96, 189, 203]. 

Хотя состав исследованных микросимбионтов  оказался довольно 

разнообразным, стоит отметить, что доминирующее число выделенных штаммов 

принадлежало роду Phyllobacterium,  большинство из которых имело низкую 

степень сходства с ближайшими типовыми штаммами, что, возможно, говорит об 

их принадлежности к новым видам. 
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В литературе имеются данные о том, что из клубеньков других видов 

копеечника, например, копеечника колючейшего (H. spinosissimum subsp. capitatum 

(Rouy) Asch. and Graebn.) и некоторых других видов этого рода (H. pallidum Desf., 

H. carnosum Desf.), произрастающих в Средиземноморском регионе, выделяются 

бактерии, принадлежащие к классу Gammaproteobacteria — Pantoea agglomerans, 

Enterobacter  kobei,  Enterobacter  cloacae,  Leclercia  adecarboxylata,  Escherichia 

vulneris, и Pseudomonas  sp.  [96].  Копеечник венечный H.  coronarium  L., 

нодулируется штаммами Rhizobium  sullae  [189].  По данным китайских 

исследователей, из клубеньков видов копеечника H. scoparium Fisch. и C.A.Meyer 

и H. polybotrys Hand.Mazz., произрастающих на северозападе Китая, были также 

выделены представители рода Rhizobium  [203].  Кроме того,  было показано, что 

растения копеечника альпийского H.  alpinum  L.  могут нодулироваться 

представителями рода Mesorhizobium [60]. Таким образом, можно говорить о том, 

что копеечники имеют достаточно широкий круг микросимбионтов, что 

подтверждает и данная работа. Полученные результаты могут свидетельствовать о 

том, что реликтовые бобоворизобиальные симбиозы, формируемые, в частности, 

копеечником щетинистым, представляют собой прообраз современных 

симбиотических систем и отражают пути эволюции в направлении рекрутирования 

симбиотических генов разных микроорганизмов и повышения специфичности 

растительномикробных взаимоотношений [58]. 

 

2.1.3 Видовой состав микросимбионтов остролодочника трехлисточкового 

(Oxytropis triphylla (Pall.) Pers.) 

 

Остролодочник трехлисточковый (Oxytropis  triphylla)  относится к трибе 

Козлятниковые (Galegeae Dumort), подтриба Астрагаловые (Astragalinae DC.), род 

Остролодочник (Oxytropis DC). «Представляет собой многолетнее бесстебельное, 

дернистое растение с толстым основанием каудекса.  Листочки в числе 3  5 пар, 

узкоовальные или удлиненнояйцевидные, 10   15(20) мм длиной и 3 – 5  (7) мм 

https://ru.wikipedia.org/wiki/L.
https://ru.wikipedia.org/wiki/L.
https://ru.wikipedia.org/wiki/Dumort.
https://ru.wikipedia.org/wiki/Dumort.
https://ru.wikipedia.org/wiki/DC.
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шириной, с обеих сторон голые, по краю длиннореснитчатые. Цветоносы тонкие, 

волосистые, кисти 2    3цветковые. Цветки крупные, 25    30  мм длиной, венчик 

краснофиолетовый. Бобы округлояйцевидные, вздутые,  тонкокожистые, 

беловойлочные, 12  15 мм длиной. Растет на сухих каменистых склонах, скалах, 

галечниках» [77].  

Остролодочник трехлисточковый является эндемиком России (западное 

побережье оз. Байкал и о. Ольхон), включен в Красную книгу РФ [50] и относится 

к группе плиоценовых пустынностепных реликтов  [45,  194].  Вид, вероятно, 

входил в единый пояс горноксерофитной растительности от Гоби до Байкала, и 

имеет родственные признаки к гобийскому О. rhizantha Palib. [44]. И хотя растения 

рода  Oxytropis  не представляют особой сельскохозяйственной ценности, но они 

образуют естественные пастбища, успешно растут  на бедных почвах северных 

умеренных, субарктических и арктических регионов [182].  

Для изучения микросимбионтов остролодочника трехлисточкового было 

собрано 29 корневых клубеньков из популяций, произрастающих на мысе Зундук, 

и 13 клубеньков были получены в вегетационном опыте (Таблица 1). Всего было 

выделено 49 штаммов.  Из них было отобрано 33  штамма для дальнейшей 

идентификации.   

Анализ последовательностей гена rrs  показал, что 5  изолятов относятся к 

роду  Phyllobacterium:  2  из них (Tri35,  Tri40)  было  идентифицировано  как 

Phyllobacterium ifriqiyense (сходство с типовым штаммом P. ifriqiyense STM 370Т 

составила 99.8%,  99.7%).  Штаммы  Tri34,  Tri45,  Tri56  были определены  как 

Phyllobacterium  sp., так как сходство с ближайшим типовым штаммом P. 

bourgognense STM 201Т составило 99.3%, 99.4%, 99.4%. Изоляты Tri44 и Tri52 

были отнесены к виду Bosea vestrisii (99.7% и 99.6% сходства с типовым штаммом 

B.  vestrisii  34635T, соответственно). Штамм  Tri471  был идентифицирован как 

Bosea sp. (сходство с ближайшим типовым штаммом B. vestrisii 34635T  98.9%). 

Пять  штаммов принадлежат роду Rhizobium:  3 изолята (Tri43,  Tri51,  Tri155) 

отнесены к виду Rhizobium leguminosarum bv. viciae (сходство с типовым штаммом 



72 
 
 

R.  leguminosarum  bv.  viciae USDA 2370Т  по гену rrs    100%). Два изолята рода 

Rhizobium были оставлены без видовой принадлежности: изолят Tri152 имел 100% 

сходства сразу с несколькими типовыми штаммами  (R.  azibense  23C2T,  R. 

mongolense subsp. loessense CCBAU 7190BT, R. gallicum), а изолят Tri55 – 99.4% 

сходства с ближайшим типовым штаммом R. lusitanum P17Т. Изолят Tri146 был 

отнесен к виду Neorhizobium  galegae (сходство с типовым штаммом  N.  galegae 

NBRC 14965Т   99.9%).  Изолят Tri143 имел 99.7% сходства  сразу с двумя 

типовыми штаммами N. galegae NBRC 14965Т и N. huautlense SO2Т, поэтому был 

оставлен без видовой принадлежности как Neorhizobium sp., как и штамм Tri149. 

Изолят Tri42 описан как Bradyrhizobium sp.  (сходство с ближайшими типовыми 

штаммами B. lupini USDA 3051Т и B. canariense NBRC 103049Т – 96.5%) (Таблица 

4). Еще 8 штаммов, не относящихся к клубеньковым бактериям были отнесены к 

родам  Agromyses  (семейство Microbacteriaceae),    Sphingomonas    (семейство 

Sphingomonadaceae),  Acinetobacter  (семейство  Moraxellaceae)  и  Lysobacter  

(семейство Xanthomonadaceae) (Приложение 2.3). 

 
Таблица 4.  Виды микроорганизмов порядка Rhizobiales,  выделенные из 

клубеньков остролодочника трехлисточкового. 
 

Семейство/Вид  Штаммы  Всего 
Семейство Rhizobiaceae:     8 
Rhizobium leguminosarum bv. viciae  Tri43, Tri51, Tri155  3 
Rhizobium sp.    Tri55, Tri152  2 
Neorhizobium galegae  Tri146  1 
Neorhizobium sp.   Tri143, Tri149  2 
Семейство Phyllobacteriaceae:     9 
Phyllobacterium ifriqiyense   Tri35, Tri40  2 
Phyllobacterium sp.   Tri34, Tri45, Tri56  3 
Phyllobacterium zundukense  Tri36, Tri38, Tri48, Tri53   4 
Семейство Boseaceae:     7 

Bosea vestrisii  
Tri37, Tri39, Tri44, Tri49, Tri54, 
Tri52  6 

Bosea sp.  Tri471  1 
Семейство Bradyrhizobiaceae:    1 
Bradyrhizobium sp.   Tri42  1 
   

https://yandex.ru/search/?text=Microbacteriaceae&lr=21666&clid=9582&noreask=1&ento=0oCgtlbncxMDg5MzI3NxgCKgtlbnczMTkxMTM4M2oJQWdyb215Y2VzchLQodC10LzQtdC50YHRgtCy0L6a0qNJ
https://yandex.ru/search/?text=Sphingomonadaceae&lr=21666&clid=9582&noreask=1&ento=0oCgplbncxMzQ1MTM2GAIqCmVudzEzNDM3MjhqDFNwaGluZ29tb25hc3IS0KHQtdC80LXQudGB0YLQstC-97IBCQ
https://yandex.ru/search/?text=Moraxellaceae&lr=21666&clid=9582&noreask=1&ento=0oCgplbncxNDEwMTg1GAIqCnJ1dzM1NDM5MjBqHNCQ0YbQuNC90LXRgtC-0LHQsNC60YLQtdGA0YtyEtCh0LXQvNC10LnRgdGC0LLQvpyWg_k
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Наибольший интерес для изучения представляли четыре пары изолятов, 

каждая из которых была выделена из одного клубенька: Tri36 и Tri37, Tri38 и Tri

39,  Tri48 и Tri49,  Tri53 и Tri54.  Колонии парных изолятов на среде YMSA 

отличались скоростью роста: быстрорастущие появились на 3  сутки, 

медленнорастущие на 67 сутки.  Штаммы, которые составляли пары, 

присутствовали в клубеньках приблизительно  в равной пропорции.  Общее 

количество колониеобразующих клеток в одном клубеньке составляло около 104. 

Предварительная идентификация изолятов путем секвенирования гена rrs 

показала, что медленнорастущий штамм каждой пары (Tri37, Tri39, Tri49 и Tri

54)  относится к виду Bosea  vestrisii  (сходство с типовым штаммом B.  vestrisii 

34635T 99.6  99.8%). Rrsфилограмма данных изолятов и представителей семейств 

Bradyrhizobiaceae и Boseaceae представлена на Рисунке 7. Изоляты формировали 

общий кластер I с двумя типовыми штаммами B. vestrisii 34635T и B. eneae 34614T 

с уровнем поддержки 99%. 
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Рисунок  7.  Rrsфилограмма представителей семейств Bradyrhizobiaceae  и 

Boseaceae, включая изоляты из О. трехлисточкового. Типовые штаммы обозначены 

литерой  «Т».  Номера изолятов выделены жирным шрифтом. I    статистически
достоверно отличающийся  кластер.  Масштаб соответствует 0.01 заменам на 100 

п.н. (эволюционным расстояниям). Цифрами указана статистическая значимость 

кластеризации  (в %), определенная с помощью бутстрэпанализа 1000 

альтернативных деревьев. 
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Быстрорастущие изоляты  Tri36,  Tri38,  Tri48 и Tri53 были 

филогенетически наиболее близки  к типовым  штаммам  Phyllobacterium 

endophyticum  PEPV15T  (сходство по гену rrs  98.8    99.5%) и Phyllobacterium 

bourgognense  STM  201T  (сходство  98.8    99.3%)  (Таблица  5).  Rrsфилограмма 

изолятов и  представителей семейств Phyllobacteriaceae  и Brucellaceae 

представлена на Рисунке 8.  

 
Рисунок  8.  Rrsфилограмма представителей семейств Phyllobacteriaceae  и 

Brucellaceae, включая изоляты из О.  трехлисточкового. Типовые штаммы 
обозначены литерой «Т». Номера изолятов выделены жирным шрифтом. Масштаб 

соответствует 0.005 заменам на 100 п.н. (эволюционным расстояниям). Цифрами 

указана статистическая значимость кластеризации (в %), определенная с помощью 

бутстрэпанализа 1000 альтернативных деревьев. 
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Для более точной идентификации быстрорастущих изолятов был 

секвенирован участок 1280 bp между генами 16S и 23S рРНК (ITS регион), а также 

гены «домашнего хозяйства»  atpD,  recA  и  glnII, используемые  в качестве 

маркерных  генов  для дифференциации близкородственных видов рода 

Phyllobacterium [185]. Сиквенсы гена atpD для типовых штаммов ближайших видов 

Phyllobacterium  spp.  были доступны в базе данных GenBank, остальные локусы 

(recA и glnII) для типовых штаммов P. endophyticum LMG26470T, P. bourgognense 

LMG22837T,  P.  brassicacearum  LMG22836T  и  P.  sophorae  LMG27899T  были 

секвенированы в данной работе.  Сходство последовательностей генов  rrs,  atpD, 

glnII, recA и ITS региона между всеми исследуемыми изолятами и референтными 

штаммами представлено в Таблице 5.  

 

Таблица 5. Сходство последовательностей генов rrs, atpD, glnII, recA и ITS 
региона между штаммами Phyllobacterium, выделенными из клубеньков О. 
трехлисточкового и типовыми штаммами близкородственных видов ризобий. 

 
Сходство (%) с типовыми штаммами  Изоляты из остролодочника 

трехлисточкового 
Типовой штамм  Локус  Tri36  Tri38  Tri48T  Tri53 

P. endophyticum LMG26470T  rrs  98.8  99.5  99.0  99.4 
  ITS  87.9  88.3  88.2  88.4 
  atpD  89.4  89.6  89.4  89.8 
  glnII  82.1  82.3  82.3  82.3 
  recA  88.3  87.7  88.1  88.1 
P. brassicacearum LMG22836T  rrs  99.1  98.8  98.7  99.2 
  ITS  89.6  89.0  89.4  89.3 
  atpD  88.0  88.0  88.0  88.0 
  glnII  84.8  85.1  85.1  84.8 
  recA  91.4  90.6  91.3  90.8 

P. sophorae LMG27899T  rrs  98.7  98.8  98.6  99.0 
  ITS  87.5  87.0  87.1  87.1 
  atpD  91.6  91.6  91.6  91.6 
  glnII  89.4  89.5  89.5  88.1 
  atpD  91.6  91.6  91.6  91.6 
P. bourgognense LMG22837T  rrs  99.2  99.3  98.8  99.3 

  ITS  87.9  88.2  88.3  88.2 
  atpD  91.8  91.8  91.8  91.8 
  glnII  81.3  82.1  82.1  82.1 
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  recA  89.7  89.5  89.5  89.7 
 

Последовательности генов recA  и glnII  исследуемых изолятов показали 

максимальное  сходство  с  типовыми  штаммами P.  sophorae  LMG27899T  (95.4 и 

89.5%, соответственно) и P.  brassicacearum  LMG22836T  (91.4 и 85.1% 

соответственно). Последовательности ITS региона оказались наиболее близкими к 

типовым штаммам P. brassicacearum LMG 22836T и P. endophyticum LMG26470T 

(89.6 и 88.4% соответственно), тогда как ген atpD был ближе всего к штамму P. 

bourgognense  LMG22837T  (91.8%).  Филогенетическое дерево по локусу atpD 

представлено на Рисунке 9 [174]. По остальным локусам деревья не представлены 

по причине отсутствия достаточной выборки последовательностей в базе данных 

NCBI. 

Результаты секвенирования гена rrs, ITS региона и генов «домашнего 

хозяйства» atpD, recA и glnII позволили предположить, что группа штаммов Tri36, 

Tri38, Tri48 и Tri53 относится к новому виду рода Phyllobacterium. Для описания 

нового вида были проведены дополнительные эксперименты с использованием 

наиболее близкородственных типовых штаммов P.  sophorae  LMG27899T,  P. 

brassicacearum  LMG  22836T  и P.  endophyticum  LMG26470T  в качестве 

референтных. 
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Рисунок 9.  Филогенетическое дерево изолятов из О.  трехлисточкового  и 

филогенетически связанных штаммов основанное на последовательностях гена 

atpD, построенное методом NeighbourJoining. Типовые виды обозначены буквой 

«Т». Изоляты из клубеньков остролодочника трехлисточкового выделены жирным 

шрифтом.  Масштаб  соответствует 0.02 заменам на 100 п.н. (эволюционным 

расстояниям). Цифрами указана статистическая значимость кластеризации (в %), 
определенная с помощью бутстрэпанализа 1000 альтернативных деревьев. 

 

Результаты сравнительного анализа спектра жирных кислот (FAME) 

изолятов Tri36,  Tri38,  Tri48,  Tri53 и референтных штаммов приведены в 
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Приложении 1. Таблица 4.  Все  изоляты  и референтные штаммы  содержали в 

качестве наиболее обильной жирную кислоту C18: 1ω7c (18.6 – 46.4%). Изоляты 

имели  также значительное количество  следующих жирных кислот:  11метил 

18:1ω7c (1.6  8.2%), 12:00 (9.7 – 14.9%), 16:0 (6.89.5%), 16:0 3OH (2.0 – 3.8%), 17:0 

ANTEISO (2.4 – 8.7%), 19:0 cyclo ω8c (3.67.8%) и 20:00 (8.7 – 15.7%). В отличие от 

всех изолятов из O.  triphylla,  типовой   штамм P.  endophyticum  LMG26470T 

характеризовался  наличием 15:0 ANTEISO и неидентифицированной жирной 

кислоты  с длиной цепи  16.582,  а также отсутствием  16:0 3OH и группы 

неразделяемых кислот Summed  Feature  3;  штамм P.  sophorae  LMG27899T 

отличался наличием жирной кислоты 18:00 и отсутствием 17:0 ANTEISO, Summed 

Feature 5 и неидентифицированной кислоты с длиной цепи 18.814; для типового 

штамма  P.  brassicacearum  LMG  22836T  было также характерно отсутствие 17:0 

ANTEISO,  Summed  Feature  5 и неидентифицированной кислоты с длиной цепи 

18.814. Таким образом, были показаны отличия в составе жирных кислот изолятов 

и референтных штаммов. 

Было проведено также исследование фенотипических свойств Tri36, Tri38, 

Tri48,  Tri53  и ближайших  и типовых штаммов  P.  sophorae  LMG27899T,  P. 

brassicacearum  LMG  22836T,  P.  endophyticum  LMG26470T.  Результаты 

сравнительного анализа приведены в Приложении  1. Таблица  5.  Изоляты имели 

почти идентичный фенотипический профиль, за исключением нескольких 

признаков. Все они обладали уреазной и каталазной активностью и были способны 

ассимилировать мальтозу, D  трегалозу, сахарозу, Dтуранозу, αDглюкозу и D

целлобиозу,  гентиобиозу,  Dгалактозу,  Dманнозу,  Dфруктозу, фукозу,  L  

рамнозу, Dсорбит, Dманнит, D арабитол, глицерин, Lаспарагиновую кислоту, 

Lглутаминовую  кислоту,  Dглюкуроновую  кислоту,  Lмолочную  кислоту, 

яблочную и пропионовую кислоты, уксусную и муравьиную кислоты и Lаргинин. 

Все изоляты не обладали способностью редукции нитратов и βгалактозидазной 

активностью, а также возможностью утилизировать декстрин, стахиозу, желатин, 

D  раффинозу,  D  мелибиозу,  αDлактозу, инозин, фузидиевую  кислоту,  D
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аспарагиновую  кислоту, лимонную  кислоту, муциновую  кислоту,  Dсахаровую 

кислоту  и серин. Исследуемые штаммы были чувствительны к рифамицину, 

линкомицину, ванкомицину и налидиксовой кислоте и только два изолята выросли 

на 1% (w/v)  NaCl. В отличие от всех  типовых  штаммов, изоляты росли в 

присутствии Tween 40, не росли при pH 6 и не были способны использовать лактон 

Lгалактоновой  кислоты, бромосукциновую кислоту и Lаланин. Все эти 

характеристики использовались при описании нового вида. 

Кроме этого, были секвенированы геномы изолятов Tri38 и Tri48, а также 

типовых штаммов P. brassicacearum, LMG 22836T, P. endophyticum LMG26470T и 

P.  sophorae  LMG27899T.  Размер генома штамма Tri48 составлял 6.208.009  bp, 

включал  хромосому 3.95  Mbp  и 5 плазмид в диапазоне от 640 до 211 Kbp. 

Установлено, что содержание ДНК G+C  составляет 57.22 моль%, найдено 5977 

последовательностей, кодирующих белки. Геномные последовательности изолятов 

Tri38 и Tri48  имели очень высокий уровень сходства (средняя нуклеотидная 

идентичность ANI 99.99%). Значения ANI между геномами изолятов Tri38, Tri48 

и референтными типовыми  штаммами  колебалась от 79.23% для штамма P. 

endophyticum  LMG  26470T  до 85.74 % для штамма P.  sophorae  LMG27899T 

(Таблица 6), в то время как уровень, рекомендуемый для разделения видов на 

основании значения ANI, не превышает 9596%, что соответствует традиционному 

70% порогу, используемому для теста ДНКДНК гибридизации [171].  

 
Таблица 6. Результаты расчета средней нуклеотидной идентичности ANI (%) 

между геномами изолятов Tri38,  Tri48 и типовых штаммов P.  sophorae  LMG 
27899T, P. brassicacearum LMG 22836T и P. endophyticum LMG 26470T. 

 

Штаммы  Tri38  Tri48 
P. brassicacearum 

LMG 22836T 
P. endophyticum 

LMG 26470T 
P. sophorae 

LMG 27899T 

Tri38  100.0         

Tri48  99.99  100.0       
P. brassicacearum LMG 
22836T  83.24  83.02  100.0     
P. endophyticum LMG 
26470T  79.28  79.23  78.35  100.0   
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P. sophorae LMG 
27899T  85.74  85.64  81.71  78.39  100.0 

 

На основании результатов секвенирования генов rrs, atpD, glnII, recА и ITS 

региона штаммов Tri38 и Tri48, анализа их морфологических, физиологических 

свойств и жирнокислотного состава, а также расчета ANI был описан новый вид 

Phyllobacterium zundukense с типовым штаммом Tri48Т (=LMG 30371T, =RCAM 

03910T) [175]. 

В литературе имеются данные о том, что из клубеньков других видов 

остролодочника, например, остролодочника карликового (O. pumilio (Pall.) Ledeb.) 

и некоторых других видов этого рода (O. arctobia Bunge, O. deflexa (Pall.) DC., O. 

maydelliana Trautv., O. monticola A.Gray, O. riparia Litv., O. splendens Douglas, O. 

glabra DC.) выделяются бактерии, принадлежащие роду Rhizobium [131, 135, 145, 

182,  206].  Также среди микросимбионтов O.  glabra,  O.  pumilio,  O.  kamtschatica 

Hultén  и O.  erecta  Kom. были описаны представители родов Mezorhizobium, 

Phyllobacterium (для O. pumilio и O. erecta), Bosea и Tardiphaga (для O. pumilio, O. 

kamtschatica,  O.  erecta  и O.  anadyrensis  Vass.)  [131,  182].  Из клубеньков 

остролодочника лесного (Oxytropis  sylvatica  (Pall.)  DC.) ранее были получены 

изоляты, относящиеся к видам  R.  leguminosarum  bv.  trifolii  (семейство 

Rhizobiaceae),  Tardiphaga  robiniae  (семейство  Bradyrhizobiaceae)  и Bosea  sp. 

(семейство  Boseaceae)  [28]. Это говорит о том, что растения рода Oxytropis  не 

являются строгими симбионтами. Однако проведенное изучение микросимбионтов 

реликтового вида остролодочник трехлисточковый  показало их необычайно 

широкое генетическое разнообразие, охватывающее представителей родов 

Rhizobium,  Neorhizobium  (сем.  Rhizobiaceae),  Phyllobacterium  (сем. 

Phyllobacteriaceae),  Bosea  (сем.  Boseaceae)  и Bradyrhizobium  (сем. 

Bradyrhizobiaceae)  (Таблица 4).  Подобные симбиотические системы бобовых, 

обладающие широким спектром микросимбионтов, являются многообещающими 

моделями для изучения эволюции специфичности растенийхозяев, влияния 

https://ru.wikipedia.org/wiki/Trautv.
https://ru.wikipedia.org/wiki/Hult%C3%A9n
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естественного разнообразия ризобий на рост растений и многосторонних 

взаимодействий между всеми симбиотическими партнерами. 

 

2.1.4 Видовой состав микросимбионтов остролодочника Попова (Oxytropis popoviana 

Peschkova) 

 

Остролодочник Попова (Oxytropis  popoviana)  относится к трибе 

Козлятниковые (Galegeae Dumort), подтриба Астрагаловые (Astragalinae DC.), род 

Остролодочник (Oxytropis DC.). «Представляет собой бесстебельное дерновинное 

растение с толстым корнем и короткими ветвями каудекса. Листья прижато

беловолосистые, 515 см длиной. Листочки в числе 35 пар, продолговато

ланцетные, 1020 мм длиной и 35 мм шириной. Цветоносы длиннее листьев и в 2

3 раза толще листовых черешков. Кисти короткие, округлые или овальные. 

Чашечка широкотрубчатая, с линейными зубцами, покрыта прижатыми белыми и 

черными волосками. Венчик розовофиолетовый, флаг 2228 мм длиной. 

Остроконечие лодочки 3(4) мм длиной. Бобы широкояйцевидные, 1020 мм длиной 

и 910 мм шириной, тонкокожистые, покрыты белыми и черными волосками, с 

довольно узкой перегородкой по брюшному шву. Растет на каменистощебнистых 

степных склонах» [77]. Вид является реликтом древнесредиземноморской миоцен

плиоценовой флоры [76, 194].  Все известные современные популяции этого вида 

очень малочисленны и находятся на территории Прибайкальского национального 

парка и БайкалоЛенского заповедника.  Внесен в Красную книгу Иркутской 

области.  Произрастает на каменистощебнистых степных склонах и вершинах 

увалов, вдоль западного берега Байкала, а также в Селенгинском районе Бурятии 

[10].   

В ходе экспедиции в Республику Бурятия было собрано 40 клубеньков с 

корней остролодочника Попова. Ещё  29  клубеньков были получены в 

лабораторных условиях (Таблица 1). Большинство клубеньков были удлиненные 

(иногда разветвленные) и имели розовую окраску,  что предполагает  наличие 

https://ru.wikipedia.org/wiki/Dumort.
https://ru.wikipedia.org/wiki/Dumort.
https://ru.wikipedia.org/wiki/Dumort.
https://ru.wikipedia.org/wiki/DC.
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леггемоглобина  и азотфиксирующей активности.  Форма клубеньков 

соответствовала   удлиненному  типу клубеньков обычно с одним, реже с двумя 

ветвями. Размер клубеньков варьировал от 1 до 5 мм.  

Всего из клубеньков растений остролодочника Попова  было выделено 62 

штамма, которые на среде YMSA разделялись  на 3  группы  по скорости роста: 

быстрорастущие появились на 3й день (25 штаммов), со средней скоростью роста 

на 45й  (35  штаммов)  и  медленнорастущие   на 67й  (2  штамма).  Сорок три 

изолята были идентифицированы методом секвенирования гена rrs. 

Анализ последовательностей гена rrs показал, что 6 изолятов принадлежат 

роду Rhizobium,  три  из них (Opo157,  Opo161,  Opo234) идентифицированы до 

вида Rhizobium lusitanum (сходство с типовым штаммом R. lusitanum P17T  100%, 

99.8% и 100%, соответственно). Изоляты Opo8 и Opo169 были определены как 

Rhizobium sp., так как сходство с ближайшим типовым штаммом R. lusitanum P17T 

составило 99.4% для обоих. Изолят Opo247  показал 99.7% сходства с тремя 

типовыми штаммами  R.  mayense CCGE526Т, R.  lusitanum  P17T и A.  rhizogenes 

NBRC 13257Т, поэтому был идентифицирован только до рода и определен как 

Rhizobium  sp. Штамм Opo7  был идентифицирован как Neorhizobium  galegae, 

показав 99.7% сходства гена rrs с таковым у типового штамма NBRC 14965Т. Один 

штамм Opo230 был идентифицирован как Bosea vaviloviae  (сходство с типовым 

штаммом  B.  vaviloviae  Vaf18T  по гену rrs    99.7%). Также обнаружены  2 

представителя  рода Phyllobacterium: один изолят Opo5  определен как 

Phyllobacterium ifriqiyense (сходство с типовым штаммом STM 370T по гену rrs  

99.6%), второй штамм Opo160  как Phyllobacterium trifolli  (сходство с типовым 

штаммом PETP02T по гену rrs  99.6%).  

Наибольшее же количество штаммов  принадлежало роду Mesorhizobium. 

Филогенетический анализ показал, что 12  штаммов формируют 2  статистически 

достоверно различающихся кластера, с уровнем поддержки 87 и 82% (Рисунок 10).  



84 
 
 

 
     

Рисунок 10.  Rrsфилограмма, отражающая таксономическое положение 

изолятов, выделенных из клубеньков остролодочника Попова,  и 

близкородственных видов Mesorhizobium. Типовые штаммы обозначены литерой 

«Т». Номера изолятов выделены жирным шрифтом. III    статистически
достоверно различающиеся кластеры. Масштаб соответствует 0.002 заменам на 100 

п.н. (эволюционным расстояниям). Цифрами указана статистическая значимость 

кластеризации (в %), определенная с помощью бутстрэпанализа 1000 

альтернативных деревьев. 
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Кластер I объединил штамм Opo324 и типовые штаммы M. kowhaii  ICMP 

19512T  и M.  newzealandense  ICMP  19545T  (Рисунок 10),  сходство по гену rrs 

составило  100% и 99.8%, соответственно. Таким образом, штамм Opo324  был 

идентифицирован как M. kowhaii.  

Кластер II включал штаммы Opo224, Opo225, Opo228, Opo229, Opo235, 

Opo239, Opo240, Opo242, Opo245, Opo248 и Opo249 и два типовых штамма M. 

japonicum MAFF 303099T и M. erdmanii USDA 3471T (Рисунок 10). Все изоляты 

имели высокую гомологию гена rrs с таковыми у типовых штаммов M. japonicum 

MAFF 303099T и M.  erdmanii  USDA  3471T  (99.61    100%  и 99.68    100%, 

соответственно) (Приложение 1. Таблица 6).  

Чтобы более точно определить таксономическое положение изолятов кроме 

rrs  гена был проанализирован ITSрегион, полученный при полногеномном 

секвенировании двух штаммов Opo235 и Opo242. ITSфилограмма показала, что 

оба изолята формируют отдельный кластер I при 100%ной поддержке с типовым 

штаммом M.  japonicum  MAFF 303099T (Рисунок 11). Cходство по гену rrs  с 

типовым штаммом M.  japonicum  MAFF 303099T составило 99.78% для обоих 

изолятов. Таким образом, штаммы Opo235 и Opo 242 были идентифицированы до 

вида M. japonicum. Остальные изоляты в связи с высокими процентами сходства по 

гену rrs сразу с двумя типовыми штаммами были определены как Mesorhizobium. 

sp.  

Также ещё 9 штаммов, Opo223, Opo227, Opo238, Opo246, Opo251, Opo

252, Opo254, Opo325 и Opo326 были отнесены к Mesorhizobium sp., поскольку 

имели низкую степень сходства по гену rrs с ближайшими типовыми штаммами. 

Изоляты Opo223, Opo227, Opo238 и Opo246 были наиболее близки к типовому 

штамму M. erdmanii USDA 3471Т (степень сходства 99.0  99.2%). Изоляты Opo

251, Opo252, Opo254   к типовому штамму M. sophorae  ICMP 19535Т (степень 

сходства 99.4  99.5%). Штамм Opo325 показал наибольшее сходство с типовым 

штаммом M. australicum WSM2073Т (степень сходства  99.2%), а штамм Opo326 

 с типовым штаммом M. norvegicum 10.2.2Т (степень сходства составила 99.3%). 
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Рисунок 11.  ITSфилограмма, отражающая таксономическое положение 

изолятов Opo242 и Opo235 и близкородственных видов Mesorhizobium. Типовые 

штаммы обозначены литерой «Т». Номера изолятов выделены жирным шрифтом. 

I  статистическидостоверно отличающийся кластер. Масштаб соответствует 0.02 
заменам  на 100 п.н. (эволюционным расстояниям). Цифрами указана 

статистическая значимость кластеризации (в %), определенная с помощью 

бутстрэпанализа 1000 альтернативных деревьев. 
 

Штамм M. japonicum Opo242 был изолирован совместно со штаммом Opo

243. В клубеньке они были представлены примерно в равной пропорции в размере 

104  КОЕ, но отличались темпами роста. Секвенирование гена rrs 

медленнорастущего изолята Opo243 показало, что этот изолят принадлежит к роду 

Bradyrhizobium и наиболее близок к типовому штамму B. diazoefficiens USDA 110T 

(Рисунок 12), который был выделен из сои культурной и изначально описан как B. 

japonicum [109].  

 
 
 
 
 
 

 Opo242 (NZ_MZXX01000021)  
 Opo235 (NZ_QKOD01000028)  

 Mesorhizobium japonicum MAFF303099T (BA000012) 
 Mesorhizobium huakuii LMG 14107T (AF345259) 

 Mesorhizobium jarvisii ATCC 33669T (CP033507) 

 Mesorhizobium loti LMG 6125T(AF345260) 

 Mesorhizobium ciceri LMG 14989T (AF345258) 

 Mesorhizobium opportunistum WSM2075T (CP002279) 

 Mesorhizobium erdmanii USDA 3471T (AXAE01000021) 

 Mesorhizobium plurifarium LMG 11892T (AF345263) 

 Mesorhizobium caraganae CCBAU 11299T(JQ013895) 

 Mesorhizobium tianshanense A1BST(AF325826) 

 Mesorhizobium amorphae LMG 18977T (AF345257) 

 Mesorhizobium septentrionale SDW14T (EF639842) 100 
80 

100 

100 

87 

93 

97 

48 

89 

30 

0.02 

I 
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Рисунок 12.  Rrsфилограмма, отражающая таксономическое положение 

изолята Opo243 и близкородственных видов Bradyrhizobium. Типовые штаммы 

обозначены литерой «Т». Номер изолята выделен жирным шрифтом. Масштаб 

соответствует 0.001 заменам на 100 п.н. (эволюционным расстояниям). Цифрами 

указана статистическая значимость кластеризации (в %), определенная с помощью 

бутстрэпанализа 1000 альтернативных деревьев. 
 

Тем не менее, низкий уровень поддержки (52%) говорит о значительном 

отличии этих штаммов. Процент сходства по гену rrs между изолятом Opo243 и 

ближайшим типовым штаммом B.  diazoefficiens  USDA 110T составлял 99.48% 

(Таблица 7).  

 Opo243 (MF661789) 
 B. diazoefficiens USDA 110Т (AB909430) 

 B. betae PL7HG1Т (NR 029104) 
 B. stylosanthis BR 446Т (KU724142) 

 B. iriomotense LMG 24129Т (AB300992) 
 B. huanghuaihaiense CCBAU 23303Т (HQ231463) 
 B. ingae BR 10250Т (KF927043) 

 B. centrosemae A9Т (KC247115) 
 B. guangxiense CCBAU 53363Т (NR 145894) 
 B. arachidis CCBAU 051107Т (NR117791) 

B. vignae 72Т (NR 147716) 
 B. manausense BR 3351Т (HQ641226) 

 B. ganzhouense RITF806Т (JQ796661) 
 B. rifense CTAW71Т (EU561074) 

 B. cytisi CTAW11Т (EU561065) 
 B. kavangense 143Т (KP899562) 

B. subterraneum 58 21Т (KP308152) 
 B. yuanmingense CCBAU 10071Т (AF193818) 

 B. daqingense CCBAU 15774Т (HQ231274) 
 B. americanum CMVU44Т (KU991833) 

 B. liaoningense USDA 3622Т (AF208513) 
 B. ottawaense OO99Т (JN186270) 

 B. canariense BTA1Т (NR042177) 
B. japonicum USDA 6Т (NR 112552) 

73 

69 

71 69 

54 

65 

52 

62 

0.001 
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Таблица 7. Сходство последовательностей между штаммом Bradyrhizobium 
sp. Opo243 и типовыми штаммами наиболее близких видов. 1   B. diazoefficiens 
USDA 110T, 2  B. japonicum USDA 6T, 3  B. canariense BTA1T, 4  B. betae LMG 
21987T, 5  B. rifense CTAW71T, 6  B. cytisi CTAW11T. 

 
Локус  Сходство последовательностей 

1  2  3  4  5  6 
rrs  99.48  99.15  99.34  99.75  99.53  99.43 
ITS  91.96  91.14  91.75  95.17  95.69  94.19 
recA  95.14  94.56  94.52  94.69  94.00  94.84 
glnII  95.32  96.23  94.11  94.19  95.91  95.91 
rpoB  95.83  95.69  93.51  95.83  94.72  96.38 

 
 

Чтобы более точно определить таксономическое положение изолята Opo

243, кроме rrs гена были проанализированы ITSрегион, а также гены recA, glnII и 

rpoB, полученные при полногеномном секвенировании. ITSфилограмма показала, 

что изолят Opo243 формирует  отдельный кластер I  при 98%ной поддержке с 

типовыми  штаммами B.  japonicum  USDA  6T,  B.  diazoefficiens  USDA  110T,  B. 

canariense BTA1Т, B. betae LMG 21987Т, B. rifense CTAW71Т и B. cytisi CTAW11Т 

(Рисунок 13).  
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Рисунок 13.  ITSфилограмма, отражающая таксономическое положение 

изолята Opo243 и близкородственных видов Bradyrhizobium. Типовые штаммы 

обозначены литерой «Т». Номер изолята выделен жирным шрифтом. I   
статистическидостоверно отличающийся  кластер.  Масштаб соответствует 0.01 

заменам на 100 п.н. (эволюционным расстояниям). Цифрами указана 

статистическая значимость кластеризации  (в %), определенная с помощью 

бутстрэпанализа 1000 альтернативных деревьев. 
 
Филограмма построенная на основании конкатенированных генов recA, glnII 

и rроВ  показала, что изолят Оро243 наиболее близок к типовым  штаммам B. 

canariense BTA1Т, В. rifense CTAW71Т и В. cytisi CTAW11Т (Рисунок 14).  

 
  

 
 
 
 
 
 
 
 

 B. arachidis CCBAU 051107T (HM107198) 
 B. stylosanthis BR 446T (KU724154) 

 B. kavangense 143T (KM378507) 
 B. huanghuaihaiense CCBAU 23303T (HQ428043) 

 B. subterraneum 58 21T (KM378539) 
 B. daqingense CCBAU 15774T (HQ231312) 

 B. yuanmingense CCBAU 10071T (AY386734) 
 B. iriomotense NBRC 102520T(AB300993) 

 B. ingae BR 10250T (KY748304) 
 B.japonicum USDA6T (U69638)  

 B. diazoefficiens USDA 110T (AB100749) 
 B. rifense CTAW71T (KC247123) 

 B. cytisi CTAW11T (KC247124) 
 B. canariense BTA1T(AY386708) 

 B. betae LMG 21987T (AJ631967) 
 Opo243 (MZXW01000016) 

90 

57 

49 

98 

95 

79 83 

62 
59 

61 

0.01 

I 



90 
 
 

 
 
 

Рисунок 14.  Филограмма на основе объединенных  последовательностей 

генов recA, glnII и rpoB, отражающая таксономическое положение изолята Opo243 
и близкородственных видов Bradyrhizobium. Метод NeighbourJoining. Типовые 

виды обозначены буквой «Т». Номер изолята выделен жирным шрифтом. Масштаб 

соответствует 0.01 замене на 100 п.н. (эволюционным расстояниям). Цифрами 

указана статистическая значимость кластеризации (в %), определенная с помощью 

бутстрэпанализа 1000 альтернативных деревьев. 
 
 

Проценты гомологии по ITS  региону  и генам  recA,  glnII и rpoB  между 

изолированным штаммом Opo243 и типовыми штаммами, упомянутыми выше, 

представлены в Таблице 7. В связи с низкими процентами сходства по генам rrs, 
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recA, glnII, rpoB и ITS региону с ближайшими типовыми штаммами изолят Opo

243 был идентифицирован как Bradyrhizobium sp.  

Также были обнаружены представители родов:  Acetobacter  (сем. 

Acetobacteraceae),  Acinetobacter  (сем.  Moraxellaceae),  Burkholderia  (сем. 

Burkholderiaceae), Microbacterium (сем. Microbacteriaceae), Sphingobacterium (сем. 

Sphingobacteriaceae),  Stenotrophomonas  (сем.  Xanthomonadaceae)    по  1  штамму; 

Bacillus (сем. Bacillaceae)  2 штамма; Sphingomonas (сем. Sphingomonadaceae)  3 

штамма (Приложение 2.4.1 и 2.4.2).  

Среди  микросимбионтов,  относящихся  к  порядку  Rhizobiales  были 

обнаружены  представители  родов  Rhizobium,  Phyllobacterium,  Mesorhizobium, 

Bosea и Bradyrhizobium (Таблица 8).  

 
Таблица  8.  Виды  микроорганизмов  порядка  Rhizobiales,  выделенные  из 

клубеньков остролодочника Попова. 
 

Семейство/Вид  Штаммы  Всего 

Семейство Rhizobiaceae:     7 

Rhizobium lusitanum   Opo157, Opo161, Opo234,   3 

Rhizobium sp.    Opo8, Opo169, Opo247  3 

Neorhizobium galegae  Opo7  1 

Семейство Phyllobacteriaceae:     23 

Phyllobacterium ifriqiyense   Opo5  1 

Phyllobacterium trifolli   Opo160  1 

Mesorhizobium kowhaii   Opo324   1 

M. japonicum  Opo235, Opo242  2 

Mesorhizobium sp. 

Opo223, Opo224, Opo225, Opo227, Opo
228, Opo229, Opo238, Opo239, Opo240, 
Opo245, Opo246, Opo248, Opo249, Opo
251, Opo252, Opo254, Opo325, Opo326  18 

Семейство Boseaceae:      1 

Bosea vaviloviae   Opo230  1 

Семейство Bradyrhizobiaceae:    1 

Bradyrhizobium sp.   Opo243  1 

 

Доминирующее число изученных изолятов отнесено к роду Mesorhizobium, 

среди них обнаружены виды M.  japonicum, который ранее был описан как 

https://yandex.ru/search/?text=Sphingomonadaceae&lr=21666&clid=9582&noreask=1&ento=0oCgplbncxMzQ1MTM2GAIqCmVudzEzNDM3MjhqDFNwaGluZ29tb25hc3IS0KHQtdC80LXQudGB0YLQstC-97IBCQ
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микросимбионт Lotus L. [157] и M. kowhaii   микросимбионт Sophora L. [108]. В 

литературе представители рода  Mesorhizobium  описаны как  преобладающие 

бактерии, которые нодулируют растения рода Oxytropis, тогда как рода Rhizobium, 

Sinorhizobium и Bradyrhizobium были отнесены к минорным микросимбионтам [85, 

145].  

Вид B. vaviloviae впервые был выделен из клубеньков реликтового растения 

Vavilovia  formosa  (Северный Кавказ, РФ)  в 2014 году [180], также обнаружен в 

клубеньках узкоэндемичных видов бобовых O.  pumilio,  O.  erecta, O.  anadyrensis 

и O. kamtschatica, произрастающих на полуострове Камчатка (РФ) [182]. В данной 

работе был обнаружен в клубеньках реликтовых бобовых O.  popoviana  и A. 

chorinensis  (Байкальский регион, РФ).  Вероятно, данный вид относится к 

примитивным микросимбионтам, которые могут вступать в низкоспецифичные 

взаимоотношения с широким спектром растений. 

Проведенное исследование  микросимбионтов реликтового вида 

остролодочника Попова  показало их необычайно широкое генетическое 

разнообразие [176]. 

 

2.1.5 Видовой состав микросимбионтов астрагала хоринского (Astragalus chorinensis 

Bunge) 

 

Астрагал хоринский (Astragalus  chorinensis)  относится к трибе 

Козлятниковые (Galegeae Dumort), подтриба Астрагаловые (Astragalinae DC.), род 

Астрагал (Astragalus L.). «Представляет собой многолетнее травянистое растение 

со стержневым корнем и развитым каудексом. Стеблей может быть несколько, они 

преподнимающиеся, 2  20 см высотой. Листочки линейноланцетные, в числе 4  5 

(6) пар, 8  25 мм длиной, голые, реже оттопыреннобеловолосистые. Цветки (6  

12) в густых коротких кистях. Венчик белый или светложелтый, 14–15 мм длиной, 

с фиолетовым пятном на конце лодочки. Бобы шаровидновздутые, на короткой 

ножке, тонкоперепончатые, отогнутые или слегка поникающие. Растет в степях по 

https://ru.wikipedia.org/wiki/Dumort.
https://ru.wikipedia.org/wiki/Dumort.
https://ru.wikipedia.org/wiki/Dumort.
https://ru.wikipedia.org/wiki/Dumort.
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каменистым и щебнистым склонам, на песках»  [77].  Является узколокальным 

эндемиком  Приольхонья и ЮгоЗападного Забайкалья, внесён в Красную книгу 

Бурятии [34]. Реликт древнесредиземноморской миоценплиоценовой флоры [65].   

В ходе экспедиции в Республику Бурятия были собраны образцы почвы и 

семена  астрагала  хоринского.  В лабораторных условиях было  получено 34 

клубенька  (Таблица 1). Из них было выделено 40 штаммов, 28 из которых было 

отобрано для дальнейшей идентификации.  Предварительный филогенетический 

анализ 21 штамма, проведенный посредством RFLP анализа ITSрегиона, выявил, 

что штаммы образуют 8 групп, имеющих разные типы профилей (Рисунок 15).  
 

    

            1    2   2   1   1    1    1   1   1    1  1   3   1           1      1             4     5     6    7     6    8 

 
Рисунок 15. Электрофореграммы ITSRFLP анализа 21 штамма, выделенного 

из клубеньков астрагала хоринского. Рестриктаза MspI. М  маркер длин ДНК 100
bp GeneRuler™; 18  типы ITSRFLP профиля. 

 

С целью определения таксономической  принадлежности представителей 

выявленных групп микроорганизмов и семи дополнительно взятых изолятов (без 

ITSRFLP  профилей)  было проведено секвенирование гена rrs  и сравнительный 

анализ с аналогичными последовательностями, депонированными в базе данных 

GenBank. 

  Один штамм,  Ach301,  был  быстрорастущим, колонии на среде YMSA 

появились на 3 сутки, он был отнесен к виду Rhizobium  lusitanum  (сходство с 
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типовым штаммом R. lusitanum P17Т  по гену rrs  составила  99.7%). 

Идентификация путем секвенирования гена rrs  27  изолятов, колонии  которых 

появились на среде YMSA на 5й день, показала, что 12 из них (относящиеся к типу 

1  ITSRFLP профиля) принадлежат виду Bosea vaviloviae  (сходство по гену rrs с 

типовым штаммом B. vaviloviae Vaf18T  99.7%).  

Еще восемь ризобиальных штаммов (Ach304,  Ach305,  Ach313,  Ach318, 

Ach320,  Ach328,  Ach343 и Ach347) были отнесены к разным видам рода 

Mesorhizobium.  Rrsфилограмма, отражающая таксономическое положение 

исследуемых изолятов и типовых штаммов рода Mesorhizobium, представлена на 

Рисунке 16.  

 

 Mesorhizobium waitakense ICMP 19523T (KC237413) 
 Mesorhizobium sophorae ICMP 19535T (KC237424) 

 Mesorhizobium calcicola ICMP 19560T (KC237406) 
 Mesorhizobium kowhaii ICMP 19512T (KC237394) 
 Ach343 (MH628091) 

 Ach347 (MH628092) 
 Mesorhizobium newzealandense ICMP 19545T (KC237410) 
 Ach313 (MH628054) 

 Ach318 (MH628085) 
 Ach328 (MH628090) 

 Mesorhizobium loti LMG 6125T (X67229) 
 Mesorhizobium jarvisii ATCC 33669T (D14514) 

 Mesorhizobium australicum WSM2073T (AY601516) 
 Mesorhizobium cantuariense ICMP 19515T (KC237397) 
 Mesorhizobium ciceri ATCC51585T(U07934) 

 Mesorhizobium caraganae CCBAU 11299T (EF149003) 
 Mesorhizobium gobiense CCBAU 83330T (EF035064) 

 Mesorhizobium albiziae CCBAU 61158T (DQ100066)  
 Mesorhizobium chacoense PR5T (AJ278249) 

 Mesorhizobium amorphae ACCC 19665T (AF041442) 
 Mesorhizobium huakuii IFO 15243T (D13431) 

 Ach304 (MH626527) 
 Ach305 (MH628053) 

 Mesorhizobium opportunistum WSM2075T (NR 074209) 

 Ach320 (MH628088) 
 Mesorhizobium loti MAFF303099T (BA000012) 
 Mesorhizobium erdmanii USDA 3471T (NR 135857) 65 
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Рисунок  16.  Rrsфилограмма, отражающая таксономическое положение 

исследуемых изолятов, выделенных из клубеньков астрагала  хоринского  и 

близкородственных  видов  рода Mesorhizobium.  Литерой «Т» отмечены типовые 

штаммы. Номера изолятов выделены жирным шрифтом. III    статистически
достоверно различающиеся кластеры. Масштаб соответствует 0.002 заменам на 100 

п.н. (эволюционным расстояниям). Цифрами указана статистическая значимость 

кластеризации  (в  %), определенная с помощью бутстрэпанализа 1000 

альтернативных деревьев. 
 

Кластер I включал штаммы Ach313, Ach318, Ach328, Ach347 и типовой 

штамм M. newzealandense ICMP 19545T с уровнем поддержки 75% (Рисунок 16).  

Все они  имели  100%  сходство  гена rrs  с таковым у типового штамма  и были 

описаны как M. newzealandense.  

Изоляты Ach304 и Ach305 были сгруппированы вместе и были наиболее 

близки к типовому штамму M. huakuii IFO 5243T со степенью сходства по гену rrs 

99.9%  (кластер II, уровень поддержки 78%). Таким образом, штаммы  Ach304 и 

Ach305 были отнесены к виду M. huakuii.  

Кластер III  включал штамм  Ach343  и  типовой  штамм M.  kowhaii  ICMP 

19512T  с уровнем поддержки 91%. Поскольку, сходство генов  rrs  между ними 

составляло 99.9%, штамм Ach343 был описан как M. kowhaii.  

Штамм Ach320 был отнесен к Mesorhizobium sp. поскольку имел довольно 

низкую степень сходства (99.5%) с ближайшим типовым штаммом M. japonicum 

MAFF 303099T.  

Еще семь штаммов: Ach280, Ach281, Ach309, Ach314, Ach315, Ach316 и 

Ach330 были также определены только до рода и описаны как Mesorhizobium sp., 

так как  имели низкую степень сходства по гену rrs  с ближайшими типовыми 

штаммами. Изоляты Ach280 и Ach281 (относящиеся к типу 2 ITSRFLP профиля) 

были наиболее близки к типовым штаммам M. norvegicum 10.2.2Т и M. loti LMG 

6125Т (степень сходства изолята Ach280 с обоими типовыми штаммами  99.3%). 

Штаммы Ach309 и Ach330 (типы 5 и 4 ITSRFLP профилей, соответственно), а 

также Ach314  (тип 6 ITSRFLP профиля  вместе со штаммом  Ach316)  были 

наиболее близки к типовому штамму M. jarvisii ATCC 33669Т  степень сходства 
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составила 99.2    99.4%.  Изолят Ach315 имел 99.5% сходства по гену rrs  с 

ближайшим типовым штаммом M. australicum WSM2073Т (Приложение 2.5). 

Таким образом, было показано, что астрагал хоринский также может 

вступать в симбиотические отношения с различными видами микроорганизмов 

семейств Rhizobiaceae, Phyllobacteriaceae, Bradyrhizobiaceae и Boseaceae. Однако 

наибольшее  видовое разнообразие наблюдалось внутри рода Mesorhizobium 

(Таблица 9). 

 
Таблица 9.  Виды микроорганизмов порядка Rhizobiales,  выделенные из 

клубеньков астрагала хоринского. 
 

Семейство/Вид  Штаммы  Всего 
Семейство Rhizobiaceae:     1 
Rhizobium lusitanum   Ach301  1 
Семейство Phyllobacteriaceae:     15 
Mesorhizobium newzealandense   Ach313, Ach318, Ach328, Ach347   4 
Mesorhizobium huakuii   Ach304, Ach305   2 
Mesorhizobium kowhaii   Ach343   1 

Mesorhizobium sp. 
Ach280, Ach281, Ach309, Ach314, 
Ach315, Ach316, Ach320, Ach330  8 

Семейство Boseaceae:     12 

Bosea vaviloviae  

Ach278, Ach279, Ach282, Ach283, 
Ach284, Ach285, Ach286, Ach287, 
Ach288, Ach289, Ach290, Ach307  12 

   

Виды M. newzealandense и M. kowhaii, обнаруженные в клубеньках  астрагала 

хоринского, были недавно описаны как микросимбионты новозеландских 

эндемичных видов софоры распростертой (Sophora prostratа Buchanan) и софоры 

мелколистной (Sophora  microphylla  Aiton)  [108]. Ризобиальный вид M.  huakuii 

описан  уже давно [100]  и  до сих пор был известен только как специфический 

микросимбионт астрагала синусового (Astragalus  sinicus  L.)  [121,  136].  Из 

клубеньков  других  видов,  например,  астрагала  приподнимающегося  (Astragalus 

adsurgens Pall.) были выделены штаммы, относящиеся к видам M. septentrionale и 

M.  temperatum,  а  также  представители  родов  Agrobacterium,  Rhizobium  и 

Sinorhizobium  [122].  Среди  микросимбионтов  астрагала  острошероховатого 

https://en.wikipedia.org/wiki/William_Aiton
https://en.wikipedia.org/wiki/Carl_Linnaeus
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(Astragalus  scaberrimus  Bunge)  описан  вид  M.  amorphae  [138].  Литературные 

данные по микросимбионтам рода Astragalus  подтверждают  их широкое 

разнообразие. Они принадлежат различным родам порядка Rhizobiales: Rhizobium, 

Sinorhizobium, Bradyrhizobium и Mesorhizobium [61, 122, 145, 202].  Очевидно, что 

растения рода Astragalus  не являются строгими симбионтами,  преобладание же 

определенных групп микросимбионтов у астрагала хоринского может быть связано 

с условиями произрастания (каменистые, преимущественно южные склоны, берега 

рек, галечники).  Возможно,  представители рода Mesorhizobium  более 

приспособлены к подобным условиям существования. 

    

2.2 Симбиотические гены изолятов 

Проведение анализа  симбиотических генов было необходимо для 

определения роли разных изолятов, выделенных из одного клубенька,  в 

формировании симбиотических отношений между микроорганизмами  и 

растением. Для этого было отобрано 6 пар микросимбионтов, относящихся к 

разным бактериальным таксонам. Три пары были изолированы из остролодочника 

трехлисточкового, две пары – из остролодочника Попова и одна пара  из астрагала 

хоринского.  Результаты поиска симбиотических генов nod,  fix,  nif,  noe  и nol 

показали значительные отличия между изолятами: у некоторых из них были 

обнаружены единичные симбиотические гены, в то время как другие изоляты 

обладали достаточно полными наборами генов для успешного формирования 

симбиоза. Полученные результаты представлены в виде таблицы (Таблица 10).  

 
Таблица 10.  Гены,  ответственные  за формирование и функционирование 

симбиоза (nod, fix, nif, noe и nol) у 6 пар микросимбионтов, относящихся к разным 

ризобиальным таксонам и изолированным из остролодочника трехлисточкового, 
остролодочника Попова  и астрагала хоринского.  Каждая пара изолятов была 

выделена из одного клубенька. 
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Растение 
хозяин 

Пары 

изоля

тов 

Род, вид  Симбиотические гены 

nod  nif  fix  nol  noe 
Остролодо

чник 

трехлисточ

ковый 

Tri38 
Phyllobacterium 
zundukense  GNPQ         

Tri39  Bosea vestrisii            
             

Tri48 
Phyllobacterium 
zundukense 

GMNPQV
W    NO     

Tri49  Bosea vestrisii   MPQ    JL  O   
             

Tri43 
R. leguminosarum 
bv. viciae     LS      KJ 

Tri44  Bosea vestrisii             
             

Остролодо

чник 

Попова 
Opo
242  M. japonicum 

ABCDEFI
JGNLMTZ 

ABHDK
ENQTZX
WSU 

ABCXGHI
SJKLNOP
Q    K 

Opo
243 

Bradyrhizobium 
sp.  GNPQT  LS 

GHISJKL
NOPQ  K  L 

             
Opo
234 

 Rhizobium 
lusitanum   GMNPQT    AB  L  K 

Opo
235  M. japonicum 

ABCDEFI
JLPQTWZ 

ABHDK
ENTZXV
WS 

ABCXGHI
SJKLNOP
Q   L  K 

             
Астрагал 

хоринский  Ach
343 

Mesorhizobium 
kowhaii  

ABСDEFI

JGNLMP
QZ 

ABHDK
ENQTZX
WS 

ABCXGHI
SNOPQ     

Ach
307  Bosea vaviloviae   MT  U  ABR  L   

 

Изоляты M. japonicum Opo242, M. japonicum Opo235 и M. kowhaii Ach343 

имели общие  гены nodABC, необходимые для клубенькообразования [201]  и 

некоторые другие гены nod, nol и nое, участвующие в биосинтезе, модификации и 

транспорте ризобиальных Nodфакторов (NFs) [86, 152, 153, 167], а также гены nif 

и fix, необходимые для фиксации азота: гены nifHDK  и nifENB, кодирующие 

структурные и каталитические компоненты нитрогеназного  комплекса [112], а 

также гены fixABCX,  fixNOPQ  и  fixGHIS, участвующие в переносе электронов  к 

нитрогеназе и оксидазному комплексу [116, 119]. Штамм Bradyrhizobium sp. Opo

243 не содержал основных генов nоd, nif и fix, однако были обнаружены некоторые 

другие симбиотические гены: nodNTGPQ, nifLS, fixNOPQGHISJKL, nolK и noeL.  
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В изолятах  Tri38 и Tri48T, относящихся к новому виду Phyllobacterium 

zundukense, также отсутствовали общие гены nodABC, однако были обнаружены 

отдельные  симбиотических гены, имеющие хромосомную локализацию: гены 

nodG, nodM, nodN, nodPQ, nodVW, fixN, fixO  в штамме Tri48T; гены nodG, nodN, 

nodPQ  в штамме Tri38. Данные гены, в частности nodG, nodM и nodN, кодируют 

ферменты, которые участвуют в биосинтезе и модификации Nodфакторов:  3

оксоацилАПБ редуктазы [152], глюкозаминсинтазы [91, 151] и дегидратазы [91], 

гены nodPQ  отвечают за синтез донора сульфатной группы комплексом из АТФ

сульфурилазы (nodP) и АФСкиназы (nodQ),  nodVW    за транскрипционную 

регуляцию генов nod/nol/noe  [66]. А гены fixN,  fixO  участвуют  в переносе 

электронов к нитрогеназе и оксидазному комплексу [116, 119].  

Из этого можно сделать предположение, что штаммы, не имеющие основных 

генов нодуляции, следуют за клубенькообразующими ризобиями  во время 

формирования симбиоза  и участвуют в образовании многокомпонентной 

симбиотической системы.  Одновременное присутствие на корнях 

микросимбионтов, которые могут иметь комплементарные симбиотические гены, 

вероятно, может влиять и  на эффективность симбиотических отношений  с 

реликтовыми видами бобовых растений. 

 

2.3 Комплементация симбиотических генов, эффективность и хозяйская 

специфичность изолятов 

 

Для изучения феномена комплементации симбиотических генов у 

ризобиальных микросимбионтов было отобрано 2 пары изолятов: M.  japonicum 

Opo242 и Bradyrhizobium  sp.  Opo243  (выделены из одного клубенька на 

остролодочнике  Попова), а также M.  kowhaii  Ach343 и M.  japonicum  Opo235 

(выделены из клубеньков на астрагале  хоринском и остролодочнике  Попова, 

соответственно). Изолят Opo242 имел основные nod, nif и fix гены, парный штамм 

Opo243 ими не обладал, однако содержал 5 дополнительных генов (nodPQ, nifL, 
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nolK  и noeL), влияющих на специфичность растительномикробных 

взаимодействий посредством модификации Nodфакторов (Таблица 11). Гены nolK 

и noeL ответственны за фукозилирование Nodфакторов [139, 159], а гены nodPQ, 

участвуют в их сульфатировании [173]. Ранее было показано, что мутации в этих 

четырех генах приводят к неспособности ризобий вступать в симбиоз с растением

хозяином или значительно снижают конкурентоспособность [146, 188, 201].     

Вторая пара изолятов (M.  kowhaii  Ach343 и M.  japonicum  Opo235) была 

отобрана, как имеющая наибольшее количество комплементарных локусов: изолят 

Ach343 содержал дополнительные гены nodG, nodM, nodN, и nifQ, в то время как 

гены nodT, nodW, nifV и fixJKL присутствовали только у изолята Opo235. Кроме 

того,  штамм Opo235 имел  два дополнительных гена для модификации Nod

факторов, отсутствующие у Ach343: ген noeK, который участвует в 

фукозилировании [146] и ген nolL, участвующий в ацетилировании фукозильного 

остатка [104] (Таблица 11).  

 
Таблица  11.  Штаммы, выделенные из клубеньков  остролодочника Попова 

(M.  japonicum  Opo242,  Opo235,  Bradyrhizobium  sp.  Opo243)  и астрагала 
хоринского (M. kowhaii Ach343), имеющие разные наборы симбиотических генов 

и отобранные для проведения микровегетационных опытов. Пара изолятов Opo
242 и Opo243 была выделена из одного клубенька, изоляты Ach343 и Opo235 – 
из клубеньков разных растений.  В квадратных скобках отмечены гены, 

отсутствующие у парного изолята. 
 

 
Пары 

изолятов 
Симбиотические гены 

nod  nif  fix  nol  noe 
 
Opo242 

 
[ABCDEFIJ]GN[L
M]T[Z] 

 
[ABHDKENQTZ
XW]S[U] 

 
[ABCX]GHISJ
KLNOPQ 

 
 

 
[K] 

 
Opo243 

 
GN[PQ]T 

 
[L]S 

GHISJKLNOP
Q 

 
[K] 

 
[L] 

           
 
Ach343 

 
ABСDEFIJ[GN]L[
M]PQZ 

 
ABHDKEN[Q]
TZXWS 

 
ABCXGHISNO
PQ 

 
 

 
 

 
Opo235 

ABCDEFIJLPQ[T
W]Z 

ABHDKENTZ
X[V]WS 

ABCXGHIS[JK
L]NOPQ 

 
[L] 

 
[K] 
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Вегетационный опыт №1 

Чтобы определить симбиотических фенотип первой пары штаммов  M. 

japonicum Opo242 и Bradyrhizobium sp. Opo243 были проведены два стерильных 

вегетационных опыта в аналогичных условиях с использованием вариантов моно 

и совместной инокуляции растенияхозяина (остролодочник Попова). Результаты 

влияния различной инокуляции на биомассу проростков, корней и ацетилен

редуктазную активность в условиях стерильного вегетационного опыта 

представлены в Таблице 12.  
 

Таблица 12.  Эффект моно  и совместной инокуляции растений 
остролодочника Попова штаммами M. japonicum Opo242 и Bradyrhizobium sp. Opo
243 в условиях стерильного вегетационного опыта.  Изолят Opo243 не образует 

клубеньки. Данные представляют собой средние значения ± SD,  n  =  12. 
Обозначения: DW  –  сухой вес, *   различные литеры показывают достоверные 

различия между вариантами инокуляции (LSD тест, Р <0.05). 
 
Вариант инокуляции  Биомасса 

проростков, мг 

DW растение1 

Биомасса корней, 
мг DW растение1 

Ацетилен
редуктазная 

активность, nmol 
C2H4 растение1 час1 

Контроль без 

инокуляции 
2.2 ± 0.3 a*  0.7 ± 0.2 a  0.1 ± 0.02 a 

Opo243  2.3 ± 0.2 a  0.6 ± 0.1 a  0.1 ± 0.01 a 

Opo242  2.8 ± 0.2 ab  1.0 ± 0.1 b  2.1 ± 0.4 b 

Opo242 + Opo243  3.2 ± 0.3 b  1.2 ± 0.2 b  2.3 ± 0.3 b 

 
Как и предполагалось, фиксирующие азот клубеньки наблюдались в двух 

вариантах инокуляции: изолятом Opo242 и в варианте совместной инокуляции 

обоими штаммами. Штамм Bradyrhizobium  sp.  Opo243 не мог самостоятельно 

образовывать клубеньки, однако после совместной инокуляции с изолятом M. 

japonicum  Opo242 значительно повышалась скорость образования и размер 

клубеньков.  Результаты по скорости образования клубеньков после инокуляции 
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Opo242 и совместной инокуляции обоими штаммами представлены графически 

(Рисунок 17).  

 

 
Рисунок 17. Клубенькообразование на корнях остролодочника Попова после 

моноинокуляции изолятом Opo242 и совместной инокуляции изолятами Opo242 
и Opo243 в стерильных вегетационных опытах. Звездочки указывают вероятность 

при P <0,0001 (***), P <0,001 (**) и P <0,05 (*), соответственно (tтест Стьюдента). 

Данные двух экспериментов в 6кратной повторности. 
 

При одновременной инокуляции штаммами Opo242 и Opo243 первые 

клубеньки появились через 2 недели, тогда как при инокуляции одним штаммом 

Opo242 только через 3 недели. Количество клубеньков значительно увеличилось 

в ходе эксперимента и стабилизировалось через 4 недели при совместной 

инокуляции и через 5 недель, при инокуляции растений  штаммом Оро242 

(Рисунок  17). Можно предположить, что ускорение процесса нодуляции было 

связано с дополнительной модификацией Nodфакторов, которая определялась 

присутствием  генов nolK,  noeL  и nodPG  в штамме Opo243. Выделенные из 

клубеньков штаммы, идентифицированные секвенированием гена  rrs, 

соответствовали тем, которые использовались для инокуляции. Соотношение 

штаммов Opo242 и Opo243 составляло приблизительно 20 к 1. Неизвестно, как 

изолят Opo243 проникает в клубеньки, однако ранее было показано, что некоторые 
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штаммы, связанные с Bradyrhizobium, не имеющие общих генов nodABC, могли 

заражать  растения тропических бобовых растений Aeschynomene  spp. через 

эпидермальные «трещины» [126, 161, 166].  

Фотографии растения и клубеньков остролодочника Попова, полученных в 

стерильном в вегетационном опыте после 2, 4 и 6 недель роста представлены на 

Рисунке 18. 

 

 
50x29mm (300 x 300 DPI) 

 
 
Рисунок 18.  Фотографии растения и клубеньков остролодочника Попова, 

полученных в вегетационном опыте (A,  B) и после 2, 4 и 6 недель роста в 

гнотобиотических условиях (C  H): C, E, G – моноинокуляция изолятом Opo242; 
B, D, F, H – совместная инокуляция изолятами Opo242 и Opo243; C, D – после 2 

недель; E, F – после 4 недель; B, G, H – после 6 недель культивирования.  
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Форма клубеньков была округлой на ранних стадиях (Рисунок 18. Фото D, 

E), но позже они становились более вытянутыми и преимущественно без ветвлений 

(Рисунок 18. Фото F  H). Клубеньки отличались по своим размерам: образованные 

штаммом Оро242, были примерно вдвое меньше, чем появившиеся после 

инокуляции смесью штаммов Opo242 и Opo243. Это явление может быть связано 

с более ранним образованием клубеньков при совместной инокуляции.  

Таким образом, впервые было продемонстрировано, что штаммы, 

выделенные из одного и того же клубенька на реликтовом бобовом растении 

остролодочник Попова,  могут  иметь  комплементарные наборы симбиотические 

генов, а  их одновременное присутствие на корнях повышает скорость 

клубенькообразования [29, 176]. 

 

Вегетационный опыт №2 

Cимбиотические  свойства  второй пары  штаммов M.  kowhaii  Ach343 и M. 

japonicum Opo235, а также флуоресцентномеченых вариантов Ach343(pHC60) и 

Opo235(pMP4655) были изучены в вегетационном опыте с растениямихозяевами 

астрагалом хоринским  и остролодочником  Попова.  Штамм Ach343(pHC60) 

содержал плазмиду рHC60 (с кодирующей последовательностью красного 

флуоресцентного белка mCherry), штамм Opo235(pMP4655) плазмиду pMP4655 (с 

геном зеленого флуоресцентного белка EGFP). Все штаммы  образовали 

азотфиксирующие клубеньки на обоих видах растений. Однако влияния штаммов 

на биомассу проростков растений остролодочника  Попова  обнаружено не было. 

Результаты измерений количества клубеньков, биомассы проростков и ацетилен

редуктазной  активности в условиях стерильных  вегетационных  опытов 

представлены в Таблице  13.  Разницы  в симбиотических параметрах  между 

немечеными штаммами и их флуоресцентномечеными  вариантами также 

обнаружено не было (Таблица 13). 
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 Таблица 13. Симбиотические свойства немеченых штаммов M. kowhaii Ach
343 и M.  japonicum  Opo235, а также их флуоресцентномеченых вариантов в 

вегетационном опыте  с их растениямихозяевами астрагалом хоринским  и 

остролодочником  Попова.  Данные представляют собой средние значения ± SD, 
полученные в одном опыте (n = 12). Обозначения: NN – количество клубеньков 

(растение1),  PB  –  биомасса растения (мг сырого веса растения1),  ARA  – 
ацетиленредуктазная активность  (nmol  C2H4  растение1  час1),  ND  –  не 

определялось. Различные литеры показывают достоверные различия между 

вариантами инокуляции (LSD тест, Р <0.05). 
 

Штамм  Растение хозяин 
Астрагал хоринский  Остролодочник Попова 

NN  PB  ARA  NN  PB  ARA 
Ach343  2.7 ± 0.7a  121 ± 11a  68 ± 23a  1.0 ±0.5a  68 ± 7a  20 ± 6a 
Ach343 (pHC60)  3.2 ± 0.5a  142 ± 17a  76 ± 22a  1.2 ±0.7a  60 ± 7a  22 ± 7a 
Opo235  2.8 ± 0.6a  146 ± 19a  55 ± 16a  1.6 ±0.6a  73 ± 9a  16 ± 4a 
Opo
235(pMP4655) 

2.5 ± 0.7a  135 ± 18a  70 ± 19a  2.0 ±0.9a  65 ± 6a  25 ± 9a 

Контроль без 

инокуляции 
ND  76 ± 6b  ND  ND  65 ± 8a  ND 

 

Вегетационный опыт №3 

Для изучения симбиотической комплементации генов и хозяйской 

специфичности были отобраны флуоресцентномеченые штаммы M. kowhaii Ach

343(pHC60) и M.  japonicum  Opo235(pMP4655).  Штаммы  имели значительные 

различия в наборах симбиотических генов и дополняли друг друга 12 генами nod, 

nif,  fix,  noe  и nol (Таблица 11).  Вегетационный опыт  был поставлен с 

использованием вариантов моно и совместной инокуляции пяти видов бобовых 

растений.  Их  семена были собраны в ходе экспедиций в Байкальский регион. 

Астрагал шелковистоседой  (Astragalus  sericeocanus  Gontsch.)    редкий, 

эндемичный  для восточного побережья  озера Байкал вид, который является 

источником  ценных вторичных метаболитов, обладающих лекарственным 

действием [82]. Солодка уральская (Glycyrrhiza uralensis Fisch.)  реликт пустынной 

палеогеновой флоры, одним  из местонахождений является территория 

Прибайкальского национального парка,  ценное лекарственное  растение [11]. 
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Остролодочник дерновинный  (Oxytropis  caespitosa  Pall.)    эндемик Забайкалья и 

ксеротермический реликт Амурской области, численность которого сокращается в 

результате изменения условий существования  [64].  Также были использованы 

широко распространенные кормовые бобовые растения:  люцерна  посевная 

(Medicago sativa L.) и клевер луговой (Trifolium pratense L.).  

Результаты опыта показали, что штаммы Ach343 и Opo235 имеют широкий 

спектр растенийхозяев, включая различные виды и роды бобовых из триб 

Козлятниковые  (род Астрагал,  Остролодочник,  Солодка)  и  Клеверные  (род 

Клевер). Уже после 2 недель культивирования клубеньки наблюдались на корнях 

A.  sericeocanus  (во всех вариантах инокуляции) и G.  uralensis  (при совместной 

инокуляции), на остальных растениях они появились после 3 недель. Количество 

клубеньков  и их активность по восстановлению ацетилена различались в 

зависимости от видов растений и варианта инокуляции: как правило, штамм Opo

235 вызывал образование большего числа клубеньков и активнее восстанавливал 

ацетилен, чем штамм Ach343 (Таблица 14).  

 
Таблица 14. Эффект моно и совместной инокуляции астрагала шелковисто

седого, солодки  уральской,  остролодочника  дерновинного, люцерны  посевной  и 

клевера лугового штаммами M. kowhaii Ach343 и M. japonicum Opo235 в условиях 

стерильного вегетационного опыта. Данные представляют собой средние значения 

± SD, полученные в одном опыте (n  = 15). Обозначения: NN  –  количество 

клубеньков (растение1), PB – биомасса растения (мг сырого веса растения1), ARA 
–  ацетиленредуктазная активность  (nmol  C2H4  растение1  час1),  ND  –  не 

определялось. Различные литеры показывают достоверные различия между 

вариантами инокуляции (LSD тест, Р <0.05). 
 
Штамм для 

инокуляции 
Растениехозяин 

Астрагал 

шелковисто-седой 
Солодка уральская  Остролодочник 

дерновинный 
Люцерна 

посевная 
Клевер 

луговой 
NN  PB  AR

A 
NN  PB  AR

A 
NN  PB  AR

A 
NN  PB  NN  PB 

Ach343 
4.4 ± 

1.4a 

235 
± 

24ab 

14 
± 

4a 

3.0 ± 

0.7a 

139 
± 

10a 
ND  3.3 ± 

0.8a 

86 
± 

8a 

10 
± 

2a 

2.6 ± 

0.8a 

191 
± 

14a 

10 
± 

3a 

169 
± 

26a 

Opo235 
9.3 ± 

2.6b 

384 
± 

49c 

216 
± 

78b 

1.5 ± 

0.6a 

159 
± 

33a 

6 ± 

4a 
5.0 ± 

1.2a 

121 
± 

13b 

31 
± 

8b 

1.6 ± 

0.7a 

188 
± 

13a 

25 
± 

12b 

189 
± 

27a 
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Ach343 + 
Opo235 

5.9 ± 

1.3ab 

289 
± 

16b 

32 
± 

11a 

8.0 ± 

1.7b 

277 
± 

37b 

54 
± 

38b 

3.5 ± 

0.4a 

113 
± 

7b 

30 
± 

6b 

1.9 ± 

0.8a 

180 
± 

15a 

11 
± 

2a 

138 
± 

22a 

Контроль 

без 

инокуляции 
ND 

190 
± 

22a 
ND  ND 

167 
± 

21a 
ND  ND 

78 
± 

14a 
ND  ND 

170 
± 

14a 
ND 

149 
± 

35a 

   

Эффект от совместной инокуляции штаммами Ach343 и Opo235 зависел от 

вида растений. Наблюдались изменения различных симбиотических параметров, 

включая азотфиксирующую активность  и биомассу  растений, как показатель 

симбиотической эффективности. Для наглядности ниже приведена диаграмма, 

демонстрирующая влияние совместной инокуляции штаммами M. kowhaii Ach343 

и M.  japonicum  Opo235 на эффективность симбиозов с астрагалом  шелковисто

седым (A.  sericeocanus), солодкой  уральской (G.  uralensis),  остролодочником 

дерновинным (O. caespitosa) и клевером луговым (T. pratense) (Рисунок 19).  
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Рисунок 19. Диаграмма, демонстрирующая влияние совместной инокуляции 

штаммами M.  kowhaii  Ach343 и Mesorhizobium  sp.  Opo235 на эффективность 

симбиозов с клевером  луговым (T.  pratense),  астрагалом  шелковистоседым (A. 
sericeocanus), остролодочником дерновинным (O. caespitosa) и солодкой уральской 

(G. uralensis). Штаммы Ach343 и Opo235 содержали плазмиды рHC60 и pMP4655 

и экспрессировали флуоресцентные белки mCherry (красный) и EGFP (зеленый) 

соответственно. LSE означает условный уровень симбиотической эффективности 

(растительная биомасса),       неактивные клубеньки,       более  низкий уровень 

активности восстановления ацетилена, и          более высокий уровень активности 

восстановления ацетилена.  
Пояснение: если симбиотическую эффективность (LSE) штамма Ach343 

условно принять за уровень 1, то эффективность штамма Opo235 соответствует 

уровням 1 или 2 (в зависимости от вида растения). При таком допущении 

симбиотическую эффективность в вариантах Ach343 + Opo235 можно обозначить 

как 1, 1.5 или 2, что соответствует уровню одного микросимбионта (клевер луговой 
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и остролодочник дерновинный), среднему уровню между двумя штаммами 

(астрагал шелковистоседой) или уровню, превышающему оба штамма (солодка 
уральская). 
 

Самым выразительным примером положительного комплементарного 

взаимодействия являлось  увеличение всех измеренных симбиотических 

параметров на растениях Солодки уральской  после совместной инокуляции 

штаммами M.  kowhaii  Ach343 и M.  japonicum  Opo235 по сравнению с моно

инокуляцией  обоими штаммами.  Активность  восстановления ацетилена в 

клубеньках солодки  в варианте совместной инокуляции повышалась в 9 раз 

(Таблица 14).  При этом совместная инокуляция астрагала  шелковистоседого 

привела  к уменьшению количества клубеньков, снижению активности 

восстановления ацетилена и биомассы растений по сравнению с наиболее 

эффективным штаммом Opo235.  Полученные результаты позволяют 

предположить, что комплементация генов,  ответственных за специфическую 

модификацию Nodфакторов  у  разных штаммов, может не только повысить 

эффективность нодуляции растенияхозяина, но и уменьшить её (эпистаз). Также 

возможно, что в этот процесс вовлечены другие генетические факторы.  

Ранее было показано, что штамм Ach343 имеет дополнительный ген nifQ, 

тогда как гены nifV  и fixJKL  присутствуют только в штамме Opo235. Ген nifQ 

кодирует связывающий белок молибденового иона с редуктазной активностью, 

который известен как специфический донор молибдена для биосинтеза FeMo

кофактора [132]. Гены nifV требуются для созревания нитрогеназного MoFeбелка 

через синтез гомоцитратов [117]; гены fixJKL  важны для экспрессии некоторых 

генов nif  и  fix  [119].  Однако,  механизмы комплементации генов nif  и fix, 

локализованных в разных микросимбионтах внутри одного и того же клубенька, 

пока не ясны. Повидимому, изменение симбиотической активности  может 

происходить изза секретируемых продуктов этих (или некоторых других) генов, 

внеклеточных метаболитов или определенных факторов, высвобождаемых в 

результате деградации бактерий. Одним из возможных механизмов, оказывающих 

положительное влияние на азотофиксирующую активность симбиоза, является 
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увеличение количества восстановленного молибдена, требуемого для высокой 

нитрогеназной активности и обеспечиваемого специальными Moсвязывающими 

белками. 

Локализация флуоресцентно меченых штаммов M. kowhaii Ach343 (рHC60) 

и M. japonicum Opo235 (pMP4655) в клубеньках была подтверждена результатами 

конфокальной микроскопии (Рисунки 20, 21).  
 

 
 
Рисунок  20.  Изображения клубеньков, образованных флуоресцентно 

мечеными штаммами M.  japonicum  Opo235 (pMP4655) и M.  kowhaii  Ach343 
(рHC60) на растениях люцерны  посевной  и клевера  лугового  в стерильном 

вегетационном опыте. Виды растений: A, B, C  люцерна посевная; D, E, F  клевер 

луговой. Инокуляция штаммами: A, D  Opo235, наложение дифференциального 

интерференционного контраста (DIC) и зеленого канала; B, E  Ach343, наложение 
DIC и красного канала; C, F   Opo235  +  Ach343,  наложение  DIC, зеленого  и 

красного каналов. В колонках 1 и 3 представлены общие виды клубеньков (шкала 

= 1 мм), колонки 2 и 4  изображения конфокальной микроскопии (шкала = 100 

мкм). Opo 235 бактерии в зеленом цвете, Ach343 бактерии в красном цвете.  
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Рисунок  21.  Изображения клубеньков, образованных флуоресцентно 

мечеными штаммами M.  kowhaii  Ach343 (рHC60) и M.  japonicum  Opo235 
(pMP4655)  на растениях астрагала  шелковистоседого, солодки  уральской и 
остролодочника дерновинного в стерильном вегетационном опыте. Виды растений: 
A  астрагал шелковистоседой; B, C  остролодочник дерновинный; DI  солодка 
уральская. Инокуляция штаммами: A, D  Opo235 в зеленом цвете; B, E  Ach343 
бактерии в красном цвете; C, F, G, H, I   Opo235 + Ach343; G, H – совместная 

инфекция растительных клеток штаммами Opo235 и Ach343 в клубеньках 

солодки уральской; G  клубенек, в котором штаммы занимали разные клетки; H  
клубенек, в котором имеются клетки с обоими штаммами (в  желтооранжевом 
цвете); I  инфекционная нить, образованная штаммом Ach343. В колонках 1 и 3 

представлены общий вид клубенька (шкала = 1 мм), колонки 2 и 4  изображения 

конфокальной микроскопии (шкала = 100 мкм). A  наложение дифференциального 

интерференционного контраста (DIC) и зеленого канала; B, I  наложение DIC и 

красного канала; C, G, H  наложение DIC, зеленого и красного каналов. 
 

На изображении можно  видеть, что псевдоклубеньки, образованные на 

корнях люцерны посевной во всех вариантах инокуляции, не содержали ризобий 



112 
 
 

(Рисунок 20. Фото AC), хотя на поверхности корня присутствовали бактериальные 

клетки штамма Ach343 (Рисунок 20. Фото B). Напротив, в клубеньках на корнях 

клевера лугового, инокулированного штаммами Opo235 (pMP4655) или Ach343 

(рHC60), присутствовали соответствующие бактерии (Рисунок  20. Фото  D,  E), 

тогда как в варианте  совместной инокуляции наблюдались только клубеньки со 

штаммом  Opo235  (pMP4655)  (Рисунок  20. Фото  F). Во всех вариантах моно

инокуляции растений астрагала  шелковистоседого, солодки  уральской и 

остролодочника  дерновинного соответствующие штаммы были обнаружены в 

клубеньках. При совместной инокуляции все клубеньки содержали штамм Opo235 

(pMP4655), однако штамм Ach343 (рHC60) также наблюдался в некоторых 

клубеньках остролодочника  (Рисунок 21. Фото C), а также во всех клубеньках и 

некоторых  инфекционных  нитях  солодки уральской  (Рисунок  21. Фото GI). 

Следует отметить, что в клубеньках остролодочника дерновинного, содержащих 

оба штамма, некоторые растительные клетки были одновременно инфицированы 

обоими штаммами бактерий, но в некоторых растительных клетках присутствовал 

только один из штаммов (Рисунок  21. Фото C).  В 3х из 5 клубеньков  солодки 

уральской оба штамма преимущественно присутствовали в одних и тех же клетках 

растений (Рисунок  21. Фото H); однако, в других клубеньках штаммы занимали 

разные клетки, а клетки, инфицированные Ach343, были значительно меньше, чем 

клетки, инфицированные Opo235 (Рисунок 21. Фото G). Форма клубеньков была 

различной  в зависимости от вида растений и ризобиального микросимбионта и 

варьировала от неправильной  формы до круглой или удлиненной с одной или 

несколькими лопастями (Рисунок 20, 21). 

Таким образом,  показан  феномен комплементарного  взаимодействия, при 

котором совместная  инокуляция растений таксономически различными 

микросимбионтами, которые могут занимать одни и те же клубеньки, приводит к 

симбиотическим фенотипам, отличающимся скоростью образования корневых 

клубеньков,  их количеством, уровнем азотфиксации и/или значением биомассы 

растений. Было показано, что штаммы M. kowhaii Ach343 и M. japonicum Opo235, 
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выделенные из клубеньков  реликтовых бобовых A.  chorinensis  и O.  popoviana, 

соответственно, имеют широкий спектр растенийхозяев, включая разные рода 

бобовых (Астрагал, Остролодочник, Солодка и Клевер) [183].  

Полученные данные согласуются с предположением  о том, что 

симбиотические системы реликтовых растений являются архаичными и могут быть 

образованы при участии разнообразных ризобиальных штаммов, принадлежащих 

различным таксономическим группам [178,  180].  Гены, ответственные за 

становление и эффективность симбиоза могут быть распределены между разными 

штаммами ризобиальных микросимбионтов.  
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ВЫВОДЫ ПО РАЗДЕЛУ 

Исследование генетического разнообразия, филогении  и симбиотического 

фенотипа микросимбионтов реликтовых бобовых растений в соответствии с темой 

настоящей работы позволило получить следующие результаты. 

1.  Создана уникальная коллекция микросимбионтов реликтовых бобовых 

растений Прибайкальского региона (195 штаммов), которая депонирована в 

Ведомственной коллекции полезных микроорганизмов сельскохозяйственного 

назначения (ВКСМ) и размещена для долгосрочного гарантированного хранения в 

УНУ «Станция низкотемпературного автоматизированного хранения 

биологических образцов при 80оС». Информация о штаммах доступна в Интернет

базе данных ВКСМ (http://arriam.ru/kollekciyakultur1/).  

2.  Впервые изучено генетическое разнообразие микросимбионтов таких 

реликтовых бобовых растений как чина  низкая  (триба  Бобовые);  копеечник 

щетинистый  (триба Копеечниковые);  остролодочник трехлисточковый, 

остролодочник Попова и астрагал хоринский  (триба Козлятниковые), 

произрастающих в Байкальском регионе. С помощью молекулярногенетических 

методов определено таксономическое положение 136 штаммов, из которых 105 

относились к разным семействам и родам порядка Rhizobiales:  Mesorhizobium  и 

Phyllobacterium (сем. Phyllobacteriaceae) – 58 штаммов; Neorhizobium и Rhizobium 

(сем. Rhizobiaceae) – 21 штамм; Bosea (сем. Boseaceae) – 23 штамма; Tardiphaga и 

Bradyrhizobium  (сем. Bradyrhizobiaceae)  – 3 штамма. Многие изоляты относятся, 

вероятно, к новым видам, поскольку их сходство с ближайшими типовыми 

ризобиальными штаммами по гену rrs  составляло менее 99.5%. Таким образом, 

показано значительное генетическое разнообразие микросимбионтов данных 

реликтовых бобовых растений. 

3.  В ходе исследования был описан новый вид Phyllobacterium zundukense, 

выделенный  из  клубеньков  остролодочника  трехлисточкового,  с  типовым 

штаммом  Tri48Т  =  LMG  30371Т  =  RCAM  03910T.  Для видового  разделения 

http://arriam.ru/kollekciya-kul-tur1/
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изолятов и референтных штаммов использовали метод ANI, проводили сравнение 

спектра жирных кислот с референтными штаммами и изучение фенотипических 

свойств с помощью системы мультисубстратного тестирования GENIII MicroPlate 

(BioLog). Он не имел общих генов nodABC, однако содержал некоторые другие 

симбиотических гены, имеющие хромосомную локализацию. 

4.  В условиях стерильных вегетационных опытов изучена способность 

исследуемых штаммов нодулировать растенияхозяева. Показано успешное 

образование клубеньков на растениях остролодочника  Попова и астрагала 

хоринского. 

5.  У растений остролодочника трехлисточкового, остролодочника Попова 

и астрагала  хоринского  обнаружено присутствие в одном клубеньке двух 

ризобиальных штаммов, имеющих разную таксономическую принадлежность. 

Проведено полногеномное секвенирование 12  штаммов и определены геномы 

ризобий, которые обладают комплементарными наборами генов, участвующих в 

выполнении  взаимодополняющих задач в процессе становления и 

функционирования симбиоза. Результаты анализа симбиотических генных систем 

показали значительные отличия между изолятами. Сделано предположение, что 

штаммы, которые не имеют основных генов нодуляции, следуют за 

клубенькообразующими ризобиями во время формирования симбиоза, в 

результате чего образуются многокомпонентная симбиотическая система.  

6.  В ходе работы описано явление комплементарного  взаимодействия, 

при котором совместная инокуляция растений таксономическиразными 

микросимбионтами, которые занимают одни и те же клубеньки, а в некоторых 

случаях и одни и те же клетки, приводит к появлению нового симбиотического 

фенотипа, отличного от формируемого каждым из штаммов отдельно. Эффект от 

совместной инокуляции растений двумя штаммами  микросимбионтов  в ряде 

случаев достоверно положителен и связан с выраженным ускорением процесса 

клубенькообразования, увеличением общего количества клубеньков и 

повышением уровня их азотфиксирующей активности.  



116 
 
 

7.  Показано, что микросимбионты реликтовых бобовых имеют широкий 

спектр растенийхозяев, включая различные виды и роды бобовых из триб 

Козлятниковые  (род Астрагал, Остролодочник и  Солодка)  и  Клеверные  (род 

Клевер).   Локализация флуоресцентно маркированных вариантов штаммов Ach

343 (рHC60mCherry, red) и Opo235 (pMP4655egfp, green) в клубеньках астрагала 

шелковистоседого, солодки уральской, остролодочника дерновинного и клевера 

лугового доказана с помощью конфокальной микроскопии.  
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

Исследование растительномикробных симбиозов имеет ярко выраженные 

фундаментальные и прикладные аспекты. Это одно из важнейших развивающихся 

направлений в современной сельскохозяйственной биологии. Одним из основных 

модельных объектов для всестороннего изучения симбиотических отношений 

является бобоворизобиальный симбиоз. Однако для изучения эволюционно более 

ранних растительномикробных взаимоотношений было предложено использовать 

в качестве модельных объектов симбиотические системы с участием реликтовых 

бобовых растений, которые являются промежуточным звеном между 

исчезнувшими и ныне живущими видами. Изучение таких систем должно помочь 

в расшифровке механизмов взаимодействия симбионтов  и определении 

закономерностей естественной эволюции симбиоза. Что будет способствовать 

проведению научно обоснованной селекции  и созданию  высокоэффективных 

симбиотических систем для экологически устойчивого сельского хозяйства.  

Поэтому, в  настоящей работе,  впервые,  было изучено таксономическое 

разнообразие клубеньковых микросимбионтов таких реликтовых бобовых 

растений как  чина  низкая  (триба  Бобовые),  копеечник щетинистый  (триба 

Копеечниковые),  остролодочник трехлисточковый,  остролодочник Попова и 

астрагал хоринский  (триба Козлятниковые),  произрастающих в Байкальском 

регионе. В работе применяли современные методы геносистематики. Полученные 

результаты свидетельствуют о том, что симбиотические системы реликтовых 

растений формируются с участием широкого спектра различных по 

таксономическому положению ризобий. В частности, показано необычайно 

большое разнообразие штаммов  микросимбионтов, которые относились к разным 

семействам порядка Rhizobiales:  Rhizobiaceae,  Phyllobacteriaceae, 

Bradyrhizobiaceae,  Boseaceae.  У всех растений были выделены представители 

семейств Rhizobiaceae  и Phyllobacteriaceae. Однако наибольшее количество 

выделенных штаммов принадлежало семейству Phyllobacteriaceae  роду 



118 
 
 

Mesorhizobium.  И только у остролодочников обнаружены представители рода 

Phyllobacterium  из семейства  Phyllobacteriaceae.  Также у всех растений, кроме 

чины низкой, из клубеньков были выделены штаммы, относящиеся к семейству 

Boseaceae  (род  Bosea).  Представители же семейства Bradyrhizobiaceae  были 

обнаружены только у чины низкой (род Tardiphaga)  и остролодочников (род 

Bradyrhizobium). Кроме того, в ходе работы было выявлено, что в одном клубеньке 

могут присутствовать два ризобиальных штамма, относящихся к разным таксонам. 

Комбинации штаммов в парах были разнообразны:  Phyllobacterium  +  Bosea; 

Mesorhizobium + Bradyrhizobium; Rhizobium + Bosea; Rhizobium + Mesorhizobium; 

Mesorhizobium + Bosea.  

Отношения между растением и ризобиями не являются исключительными. В 

работах других авторов уже показана возможность колонизации одного и того же 

клубенька несколькими штаммами одного вида ризобий [99, 155, 160]. Была также 

показана возможность образования азотфиксирующих клубеньков  при 

одновременной инокуляции растенияхозяина двумя мутантами одного штамма, 

которые по отдельности были не эффективны [141, 162].  

В этой работе мы показали возможность образования клубеньков, которые 

содержат два штамма, относящиеся к разным таксономическим группам, и 

определили влияние каждого из них на формирование клубеньков и эффективность 

симбиоза. Для изучения феномена ризобиальной синергии (способность штаммов 

с разным таксономическим положением и комплементарными наборами 

симбиотических генов одновременно присутствовать в клубеньках и повышать 

эффективность симбиоза)  были найдены и проанализированы симбиотические 

гены в парах микросимбионтов, выделенных из одного клубенька. А также были 

составлены пары  штаммов, выделенных  из разных клубеньков,  но  которые 

обладают комплементарными наборами генов. Проведенные вегетационные опыты 

с различными парами микросимбионтов показали, что  штаммы, выделенные из 

реликтовых симбиотических систем, могут обладать широким спектром растений
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хозяев, а эффект от совместной инокуляции значительно варьирует в зависимости 

от вида растений.  

Полученные результаты  подтверждают предположение о том, что 

симбиотические системы реликтовых растений могут быть многокомпонентными 

и включать ризобиальные  штаммы, принадлежащие  к разным таксономическим 

группам, что создает предпосылки для эффективного обмена генетическим 

материалом между микросимбионтами, совместно обитающими в корневых 

клубеньках. Это помогает объяснить эволюцию ризобий путем рекрутирования в 

одном штамме широкого набора генов, которые являются обязательными или 

перспективными для симбиоза, но распределяются по различным бактериальным 

таксонам. 

Таким образом, проведенная работа способствовала совершенствованию 

систематики  клубеньковых бактерий и расширению  представлений  о 

симбиотических системах реликтовых бобовых растений, внесла  свой  вклад в 

изучение симбиотической функции микроорганизмовпартнеров и определение 

роли каждого из них в формировании микробнорастительного симбиоза. 

Дальнейшие исследования, направленные на поиск и изучение ризобиальных 

микросимбионтов, имеющих комплементарные наборы симбиотических генов, 

будут способствовать раскрытию механизмов эффективной интеграции между 

партнерами и использованию феномена ризобиальной синергии для повышения 

эффективности биологических систем на основе бобовых растений и их 

микросимбионтов.  Этот способ будет иметь явное преимущество перед 

применяемой в настоящее время смешанной инокуляцией бобовых растений 

ризобиями и ростстимулирующими ризосферными бактериями (PGPR), поскольку 

предполагает гораздо более тесное взаимодействие между симбиотическими 

партнерами на основе комплементации генов, имеющих непосредственное 

отношение к становлению эффективных симбиотических взаимоотношений с 

растением. Наиболее удачные комбинации геномов симбиотических ризобий, 

могут быть использованы в качестве основы для отбора и направленного 
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генетического конструирования штаммов, перспективных для 

сельскохозяйственной практики.     
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ПРИЛОЖЕНИЕ 1 (Справочная информация) 

Приложение  1.  Таблица  1.  Праймеры и условия ПЦР, используемые при 

идентификации штаммов, относящихся к роду Phyllobacterium. 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Локус  Праймер  Последовательность (5’3’)  Длина 

фрта  Условия ПЦР  Рекоме

ндация 
ITS  FGPS149

072 
TGCGGCTGGATCCCCTCCTT 

1280 

3 min. 30 sec.95°C, 35x (1 

min. 10 sec.94°C, 1 min. 

50°C, 2 min. 72°C) 7 min. 

72°C 

Normand 
et al. 
1996 FGPL132'

38 
CCGGGTTTCCCCATTCGG 

atpD  atpD273F SCTGGGSCGYATCMTGAACGT 
  498 

3 min 30 sec.95°C, 35x (40 

sec.94°C, 40 sec.50°C, 1 

min. 30 sec.72°C) 5 min 10 

sec. 72°C 

Weir et 
al., 2004 

atpD
771R 

GCCGACACTTCCGAACCNGCCTG 

glnII  GSII1  AACGCAGATCAAGGAATTCG 

617 

3 min 30 sec.95°C, 35x (40 

sec.94°C, 40 sec.55°C, 1 

min. 30 sec.72°C) 5 min. 

72°C 

Weir et 
al., 2004 GSII2  ATGCCCGAGCCGTTCCAGTC 

GSII3  AGRTYTTCGGCAAGGGYTC 

438 

3 min 30 sec.95°C, 35x (40 

sec.94°C, 40 sec.49°C, 1 

min. 30 sec.72°C) 5 min. 

72°C 

Weir et 
al., 2004 GSII4  GCGAACGATCTGGTAGGGGT 

recA  recA6F  CGKCTSGTAGAGGAYAAATCGG
TGGA 

549 

3 min 30 sec.95°C, 35x (40 

sec.94°C, 40 sec.50°C, 1 

min. 30 sec.72°C) 5 min. 

72°C 

Weir et 
al., 2004 

recA
555R 

CGRATCTGGTTGATGAAGATCAC
CAT 
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Приложение 1. Рисунок 1. Rrsфилограмма, отражающая таксономическое 

положение исследуемых изолятов рода Herbiconiux, выделенных из клубеньков 

чины низкой. Литерой «Т» отмечены типовые штаммы. Номера изолятов выделены 

жирным шрифтом. I  статистическидостоверно отличающийся кластер. Масштаб 

соответствует 0.005 заменам на 100 п.н. (эволюционным расстояниям). Цифрами 

указана статистическая значимость кластеризации (в %), определенная с помощью 

бутстрэпанализа 1000 альтернативных деревьев. 
 

 
 
 

I 
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Приложение  1.  Таблица  2.  Сходство (%) генов rrs  у быстрорастущих 

изолятов, выделенных из клубеньков копеечника щетинистого в Прибайкальском 

регионе, и у типовых штаммов родов Phyllobacterium и Rhizobium. Обозначения. 

Типовые штаммы: 1  P. myrsinacearum STM 948T, 2   P.  trifolii PETP02T, 3   P. 
ifriqiyense STM 370T, 4  P. catacumbae CSC19T, 5  P. endophyticum PEPV15T, 6  
P. brassicacearum STM 196T, 7  P. loti S658T, 8  Rhizobium giardinii NBRC 107135Т, 

9  Rhizobium alamii GBV016T. 
 
 

Тип

овые 

шта

ммы 

Изоляты 

Rhizobi
um sp. 

Phyllobacterium loti  Phyllobacteri
um 

endophyticum 

Phyllobacterium sp. 

Hse26  Hse

9 

Hse

19 

Hse

30 

Hse

10 

Hse

24 

Hse

13 

Hse

14 

Hse

17 

Hse

20 

Hse

29 

1  95.7  98.3  98.3  98.2  97.4  97.1  99.9  96.9  98.6  98.3  98.7 

2  94.5  99.6  99.6  99.5  97.9  97.7  99.6  97.4  98.9  99.7  98.9 

3  94.9  99.1  99.1  99.0  97.1  96.8  99.9  96.6  98.1  99.2  98.1 

4  94.6  98.6  98.6  98.6  96.6  97.1  99.2  96.1  97.7  98.6  97.7 

5  94.3  98.6  98.1  98.6  99.9  99.6  99.4  99.3  98.8  98.6  98.9 

6  95.1  98.5  98.6  98.4  98.5  98.2  99.6  98.0  99.3  98.6  99.3 

7  95.1  99.8  99.8  99.8  98.5  98.3  99.6  98.0  99.0  99.8  99.1 

8  98.9  94.4  94.4  94.3  93.5  93.3  95.0  93.1  94.8  94.4  94.8 

9  96.4  93.5  93.5  93.5  92.5  92.3  93.4  92.2  93.8  93.6  93.8 
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Приложение  1.  Таблица  3.  Сходство (%) генов rrs  у медленнорастущих 

изолятов, выделенных из клубеньков копеечника щетинистого в Прибайкальском 

регионе, и ближайших типовых штаммов рода Bosea. 
 

Типовые штаммы  Изоляты Bosea sp. 

Hse21  Hse22  Hse32 

Bosea vaviloviae Vaf18T  98.5  98.0  98.5 

Bosea massiliensis 63287T  98.4  97.5  98.4 

Bosea eneae 34614T  98.6  97.7  98.6 

Bosea vestrisii 34635T  98.6  97.7  98.6 
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Приложение 1.  Таблица 4.  Состав жирных кислот штаммов рода 

Phyllobacterium, выделенных из клубеньков остролодочника трехлисточкового и 

типовых штаммов близкородственных видов. Все значения даны в процентах от 

общего состава. Штаммы: 1   Tri36;  2    Tri38;  3    Tri48T;  4  Tri53;  5    P. 
endophyticum LMG 26470T; 6  P. brassicacearum LMG 22836T; 7  P. sophorae 
LMG 27899T. 

 
Жирная кислота  Изоляты из остролодочника 

трехлисточкового 
Референтные штаммы 

1  2  3  4  5  6  7 

11 метил18:1 ω7c  5.4  1.6  5.5  8.2  1.8  2.2  3.5 
12:00  9.7  13.1  9.7  14.9  12.8  12.6  11.3 
15:0 ANTEISO  0.0  0.0  0.0  0.0  3.0  0.0  0.0 
16:00  9.4  6.8  7.2  9.5  4.7  8.6  7.9 
16:0 3OH  3.8  2.0  2.5  3.4  0.0  3.5  2.7 
16:0 ANTEISO  0.0  0.0  1.1  0.0  1.3  0.0  0.0 
17:0 ANTEISO  6.0  3.3  8.7  2.4  9.9  0.0  0.0 
18:00  0.0  0.0  0.0  0.0  0.0  0.0  0.9 
18:1 2OH  0.0  0.0  0.0  0.0  0.0  0.0  0.0 
18:1 ω7c  20.5  46.4  18.6  23.2  23.0  44.0  53.1 
19:0 cyclo ω8c  6.6  0.0  3.6  7.8  0.0  0.0  0.0 
20:00  14.4  9.3  8.7  15.7  3.3  20.5  13.4 
Summed Feature 2a  4.2  5.3  3.5  6.2  1.7  6.1  4.6 
Summed Feature 3b  2.0  2.1  1.3  2.0  0.0  2.4  2.6 
Summed Feature 5c  2.7  1.3  3.8  1.2  5.0  0.0  0.0 
unidentified 16.582d  0.0  0.0  0.0  0.0  2.3  0.0  0.0 
unidentified 18.814e  14.4  8.9  22.6  5.6  28.1  0.0  0.0 

 
а Summed Feature 2 состоит из жирных кислот 14: 0 3OH и / или 16: 1 ISO I и / или 

неизвестной жирной кислоты с эквивалентной длиной цепи 10,928, которые не могут быть 

разделены. 
b Summed Feature 3 состоит из жирных кислот 16: 1 ω7c и / или 15: 0 ISO 2OH, которые 

не могут быть разделены. 
c Summed Feature 5 состоит из жирных кислот 18: 2 ω6,9c и / или 18: 0 ANTE, которые 

не могут быть разделены. 
d Unknown 16.582 представляет собой жирную кислоту эквивалентную длине цепи 

16,582, которая не может быть идентифицирована. 
e Unknown 18.814 представляет собой жирную кислоту эквивалентную длине цепи 

18.814, которая не может быть идентифицирована. 
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Приложение 1. Таблица 5.  Фенотипические свойства штаммов рода 

Phyllobacterium, выделенных из клубеньков остролодочника трехлисточкового  и 

типовых штаммов близкородственных видов. Штаммы: 1  Tri36; 2  Tri38; 3  Tri
48T; 4  Tri53; 5  P. sophorae LMG 27899T; 6  P. brassicacearum LMG 22836T; 7 
P.  endophyticum  LM26470T.  Примечание:   отрицательная реакция; +, положительная 

реакция; ±, неопределенная реакция.  
 

 
Свойство 

Изоляты из O. triphylla  Референтные типовые штаммы 
1  2  3  4  5  6  7 

Источник 
выделения 

Корневые клубеньки  Корневые 
клубеньки 

Ризоплана  Корневые 
клубеньки 

Редукция 
нитратов 

        +  +   

Уреазная 
активность 

+  +  +  +  +  +   

Рост при: 
pH 6          +  ±  + 
pH 5              + 
1% NaCl  +  +          + 
Утилизация соединений: 
Декстрин          ±     
Dмальтоза  +  +  +  +  +  +   
Dтрегалоза  +  +  +  +  +  +   
Сахароза  +  +  +  +  +  +   
Dтураноза  +  +  +  +  +  +   
Dраффиноза          ±     
Dмелибиоза          +    + 
βметилD
глюкозид 

          ±  ± 

NацетилβD
маннозамин 

+  +  +  +      + 

NацетилD
галактозамин 

        ±  +   

N
ацетилнейрамин
овая кта 

+  +  +  +      + 

αDглюкоза  +  +  +  +  +  +   
1% лактат 
натрия 

          +  + 

Dфруктоза6
PO4 

+  +  +  +  +  ±  ± 

ГлицилL
пролин 

±  ±  ±  ±  +  +   

Lаланин          +  +  + 
Lаргинин  +  ±  +  ±       
Lгистидин    ±      +  +  + 
Lсерин            ±  + 
Пектин  +  ±  +    ±  ±   
D
галактуроновая 
кта 

  ±    ±  +  ±  + 
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лактон L
галактоновой к
ты 

        +  ±  ± 

Dглюконовая к
та 

±    ±      +  + 

Dглюкуроновая 
кта 

+  +  +  +  +  ±  + 

Муциновая кта          ±     
Хинная кта  ±  ±  ±    ±  +   
Dглюкаровая к
та 

        +     

Метилпируват  ±  ±    ±  +  +  + 
Метиловый 
эфир D
молочной кты 

  ±    ±       

αкето
глютаровая кта 

±    ±    +  +  + 

Dяблочная кта  +  ±  +  ±  +  +  + 
Бромянтарная 
кта 

        +  +  + 

Tween 40  +  +  ±  +       
γ
аминомасляная 
кта 

±    ±  ±    ±  + 

α
гидроксимаслян
ая кта 

+  +  +  +  +  ±   

αкетомасляная 
кта 

+  +  ±  ±  +  +  + 

Пропионовая к
та 

±  +  ±  ±    ±   

Уксусная кта  +  +  +  +    +  + 
Муравьиная кта  +  +  +  +    +   
Устойчивость к: 
Тролеандоми
цин 

          ±  ± 

Рифампицин           +  +  + 
Линкомицин          +  +  + 
Ванкомицин              + 
Налидиксовая к
та 

        +    + 
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  Приложение  1.  Таблица  6.  Сходство последовательностей гена rrs  между 

изолятами из клубеньков остролодочника Попова  относящихся к роду 

Mesorhizobium и типовыми штаммами наиболее близких видов: 1 – M. japonicum 
MAFF 303099T, 2 – M. erdmanii USDA 3471T, 3  M. opportunistum WSM2075T, 4  
M. kowhaii ICMP 19512T. 
 
 

Изолят  Сходство последовательностей гена rrs (%) 

1  2  3  4 

Opo224 

Opo225 

Opo228  

Opo229 

Opo235 

Opo239 

Opo240 

Opo242 

Opo245 

Opo248 

Opo249 

Opo324 

99.89 

99.86 

100 

99.92 

100 

99.61 

99.85 

100 

99.71 

99.85 

100 

98.11 

99.89 

99.85 

100 

99.93 

100 

99.68 

99.85 

100 

99.71 

99.86 

100 

98.06 

99.66 

99.64 

99.79 

99.71 

99.78 

99.38 

99.64 

99.80 

99.50 

99.64 

99.77 

98.18 

97.12 

97.85 

98.00 

97.92 

98.00 

97.59 

97.91 

98.00 

97.77 

97.85 

97.91 

100 
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ПРИЛОЖЕНИЕ 2 (Секвенированные последовательности) 

 

  Приложение 2.1.  Последовательности частичного гена  16s RNA изолятов, 

выделенных из клубеньков чины низкой. 
 
Изолят 1/3M (Herbiconiux sp.) 
CATGCAAGTCGAACGGTGAAGAGGAGCTTGCTCCTCTGGATCAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGAGTAACCTGCCCTTGACTCTGGGATAAGCGTTGGAAACGACGTCTAATACCGGATAC
GACAACCGATGGCATCATCTGGTTGTGGAAAGAATTTCGGTCAAGGATGGACTCGCGGCCTATCAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCCCACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTG
ACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCAACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGT
AAACCTCTTTTAGTAGGGAAGAAGCGAAAGTGACGGTACCTGCAGAAAAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAA
AGAGCTCGTAGGCGGTTTGTCGCGTCTGCTGTGAAAACTGGAGGCTCAACCTCCAGCCTGCAGTGGGTACGGGCAGACTAGAGTGCGGTAGGGGAGATTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGGAAT
GCGCAGATATCAGGAGGAACACCAATGGCGAAGGCAGATCTCTGGGCCGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGTT
GGGAACTAGATGTGGGGACCATTCCACGGTCTCCGTGTCGCAGCTAACGCATTAAGTTCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGG
CGGAGCATGCGGATTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATATACGAGAACGGGCTAGAAATAGTCAACTCTTTGGACACTCGTAAACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAG
CTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTTCTATGTTGCCAGCACGTAATGGTGGGAACTCATAGGAGACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGATGAC
GTCAAATCATCATGCCCCTTATGTCTTGGGCTTCACGCATGCTACAATGGCCGGTACAAAGGGCTGCAATACCGTAAGGTGGAGCGAATCCCAAAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATTGAGGTCTGCA
ACTCGACCTCATGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGTGGATCAGCAACGCCACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCAAGTCATGAAAGTCGGTAACACCCGAAGCCGGTGGC
CCAACC 

 

Изолят 1/5M (Herbiconiux sp.) 
CATGCAAGTCGAACGGTGAAGAGGAGCTTGCTCCTCTGGATCAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGAGTAACCTGCCCTTGACTCTGGGATAAGCGTTGGAAACGACGTCTAATACCGGATAC
GACAACCGATGGCATCATCTGGTTGTGGAAAGAATTTCGGTCAAGGATGGACTCGCGGCCTATCAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCCCACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTG
ACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCAACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGT
AAACCTCTTTTAGTAGGGAAGAAGCGAAAGTGACGGTACCTGCAGAAAAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAA
AGAGCTCGTAGGCGGTTTGTCGCGTCTGCTGTGAAAACTGGAGGCTCAACCTCCAGCCTGCAGTGGGTACGGGCAGACTAGAGTGCGGTAGGGGAGATTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGGAAT
GCGCAGATATCAGGAGGAACACCGATGGCGAAGGCAGATCTCTGGGCCGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGTT
GGGAACTAGATGTGGGGACCATTCCACGGTCTCCGTGTCGCAGCTAACGCATTAAGTTCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGG
CGGAGCATGCGGATTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATATACGAGAACGGGCCAGAAATGGTCAACTCTTTGGACACTCGTAAACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAG
CTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTTCTATGTTGCCAGCACGTAATGGTGGGAACTCATAGGAGACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGATGAC
GTCAAATCATCATGCCCCTTATGTCTTGGGCTTCACGCATGCTACAATGGCCGGTACAAAGGGCTGCAATACCGTAAGGTGGAGCGAATCCCAAAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATTGAGGTCTGCA
ACTCGACCTCATGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGTGGATCAGCAACGCCACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCAAGTCATGAAAGTCGGTAACACCCGAAGCCGGTGGC
CCAACCCTTGTGGAGGGAGCCGTCGAAGGTGGGATCGGTGATTAGGACTAAGTC 

 

Изолят 1/9M (Mucilaginibacter sp.) 
CATGCAGTCGGACGGGATTGAGAGCTTGCTTTTCATGAGAGTGGCGCACGGGTGCGTAACACGTATGTAACCTACCTTAATCAGGGGGATAGCCTCTCGAAAGAGAGATTAAGACCGCATAACAT
TGCAATGTGGCATCACAAAGCAATCAAATATTTATAGGATTAAGATGGGCATGCGGAACATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACTGCTCACCAAGGCTACGATGTTTAGGGGATCTGAGAGGATGACC
CCCCACACTGGTACTGAGACACGGACCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAAGGAATATTGGTCAATGGGCGCAAGCCTGAACCAGCCATGCCGCGTGCAGGAAGACGGCCCTACGGGTTGTAA
ACTGCTTTTATACCGGAATAAACCCCTTTACGAGTAGAGGGTTGAATGTACGGTAAGAATAAGGATCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATCCAAGCGTTATCCGGATTTA
TTGGGTTTAAAGGGTGCGTAGGTGGCTTTTTAAGTCAGGGGTGAAAGACGGTAGCTTAACTATCGCAGTGCCCTTGATACTGAAGAGCTTGAATACACTAGAGGTAGGCGGAATGTGACAAGTAG
CGGTGAAATGCATAGATATGTCACAGAACACCAATTGCGAAGGCAGCTTACTATGGTGTCATTGACACTGAGGCACGAAAGCGTGGGGATCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCCT
AAACGATGAATACTCGATGTTGGCGATATACGGTCAGCGTCTAAGCGAAAGCGTTAAGTATTCCACCTGGGGAGTACGCCCGCAAGGGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGC
GGAGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGATACGCGAGGAACCTTACCCGGGCTTGAAAGTTAGTGAATAAAGCAGAGACGCTTTAGTCCTTCGGGACACGAAACTAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCA
GCTCGTGCCGTGAGGTGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCCTATGTTTAGTTGCCAGCACGTCAAGGTGGGGACTCTAAACAGACTGCCTATGCAAATAGAGAGGAAGGAGGGGACG
ACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGTCCGGGGCTACACACGTGCTACAATGGGCAGTACAGAGGGCTGCTACCTGGCAACAGGATGCCAATCTCTCAAAGCTGTTCACAGTTCGGATCGGGGTCTG
CAACTCGACCCCGTGAAGTTGGATTCGCTAGTAATCGCGTATCAGCAATGACGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCAAGCCATGGAAGCTGGAAGTGCCTGAAGTGCGTA
ACCGCAAGGAGCGTCCTAGGGTAAAGTCGGTAACTGGGCTAAGTC 

 
Изолят 1/10K (Rhizobium leguminosarum bv. trifolii) 
CATGCAAGTCGAGCGCCCCGCAAGGGGAGCGGCAGACGGGTGAGTAACGCGTGGGAATCTACCCTTGACTACGGAATAACGCAGGGAAACTTGTGCTAATACCGTATGTGTCCTTCGGGA GAAA
GATTTATCGGTCAAGGATGAGCCCGCGTTGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCCATAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCC
AAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGAGTGATGAAGGCCCTAGGGTTGTAAAGCTCTTTCACCGGAGAAGATAATGACG
GTATCCGGAGAAGAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGTTCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGTAGGCGGATCGATCAGTCAGGGGTGAA
ATCCCAGGGCTCAACCCTGGAACTGCCTTTGATACTGTCGATCTGGAGTATGGAAGAGGTGAGTGGAATTCCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGC
GGCTCACTGGTCCATTACTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAATGTTAGCCGTCGGGCAGTATACTGTTCGGTGGCG
CAGCTAACGCATTAAACATTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGCAGAACCTTA
CCAGCCCTTGACATGCCCGGCTACTTGCAGAGATGCAAGGTTCCCTTCGGGGACCGGGACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCG
CAACCCTCGCCCTTAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCACTCTAAGGGGACTGCCGGTGATAAGCCGAGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTACGGGCTGGGCTACACACGTG
CTACAATGGTGGTGACAGTGGGCAGCGAGCACGCGAGTGTGAGCTAATCTCCAAAAGCCATCTCAGTTCGGATTGCACTCTGCAACTCGAGTGCATGAAGTTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATC
AGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTTGGTTTTACCCGAAGGTAGTGCGCTAACCGCAAGGAGGCAGCTAACCACGGTAGGGTCAGCGA 

 
Изолят 1/11M (Tardiphaga robiniae) 
CATGCAAGTCGAACGGGCGTAGCAATACGTCAGTGGCAGACGGGTGAGTAACGCGTGGGAACATACCTCTTGGTTCGGAACAACACAGGGAAACTTGTGCTAATACCGGATAAGCCCTTACGGG
GAAAGATTTATCGCCGAGAGATTGGCCCGCGTCTGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCAGTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACATTGGGACTGAGACACG
GCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGAGTGATGAAGGCCCTAGGGTTGTAAAGCTCTTTTGTACGGGAAGATAAT
GACGGTACCGTAAGAATAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGCTCGGAATCACTGGGCGTAAAGGGTGCGTAGGCGGGTTTTTAAGTCAGAGG
TGAAATCCTGGAGCTCAACTCCAGAACTGCCTTTGATACTGAAAGTCTTGAGTATGGGAGAGGTGAGTGGAACTGCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGCAAGAACACCAGTGGCGAA
GGCGGCTCACTGGCCCATAACTGACGCTGAGGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAATGCCAGCCGTTAGTGGGTTTACTCACTAGTG
GCGCAGCTAACGCTTTAAGCATTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGACGCAACGCGCAGAAC
CTTACCAGCCCTTGACATGTCTATGACCGGTACCAGAGATGGAACCTTCCCTTCGGGGCATAGAGCACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAA C
GAGCGCAACCCCCGTCCTTAGTTGCTACCATTTAGTTGAGCACTCTAAGGAGACTGCCGGTGATAAGCCGCGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTACGGGCTGGGCTACAC
ACGTGCTACAATGGCGGTGACAATGGGATGCAAAGGGGCGACCCCTCGCAAATCTCAAAAAGCCGTCTCAGTTCGGATTGGGCTCTGCAACTCGAGCCCATGAAGTTGGAATCGCTAGTAATCGT
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GGATCAGCATGCCACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTTGGTTCTACCTGAAGGCAGTGCGCTAACCGCAAGGGGGCAGCTGACCACGGTAGGGTCA
GCGACTGGGGTGAAGTC 

 
Изолят 1/14M (Herbiconiux sp.) 
CATGCAAGTCGAACGGTGAAGAGGAGCTTGCTCCTCTGGATCAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGAGTAACCTGCCCTTGACTCTGGGATAAGCGTTGGAAACGACGTCTAA TACCGGATAC
GACAACCGATGGCATCATCTGGTTGTGGAAAGAATTTCGGTCAAGGATGGACTCGCGGCCTATCAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCCCACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTG
ACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCAACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTT GT
AAACCTCTTTTAGTAGGGAAGAAGCGAAAGTGACGGTACCTGCAGAAAAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAA
AGAGCTCGTAGGCGGTTTGTCGCGTCTGCTGTGAAAACTGGAGGCTCAACCTCCAGCCTGCAGTGGGTACGGGCAGACTAGAGTGCGGTAGGGGAGATTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGGAAT
GCGCAGATATCAGGAGGAACACCGATGGCGAAGGCAGATCTCTGGGCCGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGTT
GGGAACTAGATGTGGGGACCATTCCACGGTCTCCGTGTCGCAGCTAACGCATTAAGTTCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGG
CGGAGCATGCGGATTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATATACGAGAACGGGCCAGAAATGGTCAACTCTTTGGACACTCGTAAACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAG
CTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTTCTATGTTGCCAGCACGTAATGGTGGGAACTCATAGGAGACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGATGAC
GTCAAATCATCATGCCCCTTATGTCTTGGGCTTCACGCATGCTACAATGGCCGGTACAAAGGGCTGCAATACCGTAAGGTGGAGCGAATCCCAAAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATTGAGGTCTGCA
ACTCGACCTCATGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGTGGATCAGCAACGCCACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCAAGTCATGAAAGTCGGTAACACCCGAAGCCGGTGG C
CCAACCCTTGTGGAGGGAGCCGTCGAAGGTGGGATCGGTGATTAGGACTAAGTC 

 

Изолят 1/15M (Herbiconiux sp.) 
CATGCAGTCACGGGTGAAGAGGAGCTTGCTCCTCTGGATCAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGAGTAACCTGCCCTTGACTCTGGGATAAGCGTTGGAAACGACGTCTAATACCGGATACGA
CAACCGATGGCATCATCTGGTTGTGGAAAGAATTTCGGTCAAGGATGGACTCGCGGCCTATCAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCCCACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTGAC
CGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCAACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTA
AACCTCTTTTAGTAGGGAAGAAGCGAAAGTGACGGTACCTGCAGAAAAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAA
GAGCTCGTAGGCGGTTTGTCGCGTCTGCTGTGAAAACTGGAGGCTCAACCTCCAGCCTGCAGTGGGTACGGGCAGACTAGAGTGCGGTAGGGGAGATTGGAATTCCTGGTGTAGCGGGGAATGC
GC 

 
Изолят 2/51 (Rhizobium sp.) 
CATGCAAGTCGAGCGCCCCTCACGGGGAGCGGCAGACGGGTGANTAACGCGTGGGAATCTACCCAACTCTACGGAATAACTCAGGGAAACTTGTGCTAATACCGTATACGCCCTTCGGGGGAAA
GATTTATCGGAGTTGGATGAGCCCGCGTTGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCCATAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCC
AAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGATGAAGGCCTTAGGGTTGTAAAGCACTTTCACCGGAGAAGATAATGACG
GTATCCGGAGAAGAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGTTCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGTAGGCGGATCGATCAGTCAGGGGTGAA
ATCCCAGAGCTCAACTCTGGAACTGCCTTTGATACTGTCGGTCTAGAGTATGGAAGAGGTGAGTGGAATTCCGAGTGTAGAGGTGAAATTGTAGATATTCGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCG
GCTCACTGGTCCATTACTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGAATGTTAGCCGTCGGCAAGTTTACTTGTCGGTGGCGC
AGCTAACGCATTAAACATTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGCAGAACCTTAC
CAGCTCTTGACATCCCGATCGCGGACAGTGGAGACATTGTCCTTCAGTTAGGCTGGATCGGTGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGA G
CGCAACCCTCGCCCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGGGACTGCCGGTGATAAGCCGAGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTACGGGCTGGGCTACACACG
TGCTACAATGGTGGTGACAGTGGGCAGCGAGACCGCGAGGTCGAGCTAATCTCCAAAAGCCATCTCAGTTCGGATTGCACTCTGCAACTCGAGTGCATGAAGTTGGAATCGCTAGTAATCGCAGA
TCAGCATGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTTGGTTTTACCCGAAGGTAGTGCGCTAACCGCAAGGAGGCAGCTAACCACGGTAGGGTCAGCG
ACTGGGGTGAAGT 

 

Изолят 2/5(3) (Aeromicrobium sp.) 
CATGCAAGTCGAGCGGTAAGGCTCCTTCGGGAGTACACGAGCGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGAGCAATCTGCCCTTCTCATCGGAATAACCATTGGAAACGATGGCTAATGCCGAATATGAC
CTCGGATCACATGTTCTGAGGTGGAAAGCTCCGGCGGAGAAGGATGAGCTCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCATTGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTGACC
GGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCAACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAA
ACCTCTTTCAGCAGGGACGAAGCGAAAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGGACCGGCCAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTCCGAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAG
GGCTCGTAGGCGGTTTGTCGCGTCGGGAGTGAAAACTCAGGGCTCAACCCTGAGCGTGCTTCCGATACGGGCAGACTAGAGGTATGCAGGGGAGAACGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGGAATGC
GCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGTTCTCTGGGCATTACCTGACGCTGAGGAGCGAAAGCATGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGTTGGG
CGCTAGGTGTGGGGACCTTCCACGGTCTCCGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGCGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGA
GCATGCTGATTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGGTTTGACATATACCGGAAAGCTGCAGAGATGTAGCCCCCTTTTGGTCGGTATACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTG T
CGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTCCTATGTTGCCAGCACGTAATGGTGGGGACTCATAGGAGACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAG
TCTTCATGCCCCTTATGTCCAGGGCTTCAAGCATGCTACAATGGCCGGTACAAAGGGCTGCGAAACCGCAAGGTGGAGCGAATCCCAAAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATTGGGGTCTGCAACTCG A
CCCCATGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCAACGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACGTCATGAAAGTCGGCAACACCCGAAGCCAGTGGCCCAACC
GTTTACGGAGGGAGCTGTCGAAGGTGGGGCTGGCGATTGGGACGAAGTC 

 

Изолят 2/5(4) (Aeromicrobium sp.) 
TGCAAGTCGAGCGGTAAGGCTCCTTCGGGAGTACACGAGCGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGAGCAATCTGCCCTTCTCATCGGAATAACCATTGGAAACGATGGCTAATGCCGAATATGACCT
CGGATCACATGTTCTGAGGTGGAAAGCTCCGGCGGAGAAGGATGAGCTCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCATTGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTGACCGG
CCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCAACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACC
TCTTTCAGCAGGGACGAAGCGAAAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGGACCGGCCAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTCCGAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGC
TCGTAGGCGGTTTGTCGCGTCGGGAGTGAAAACTCAGGGCTCAACCCTGAGCGTGCTTCCGATACGGGCAGACTAGAGGTATGCAGGGGAGAACGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGGAATGCGCA
GATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGTTCTCTGGGCATTACCTGACGCTGAGGAGCGAAAGCATGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGTTGGGCGC
TAGGTGTGGGGACCTTCCACGGTCTCCGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGCGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCA
TGCTGATTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGGTTTGACATATACCGGAAAGCTGCAGAGATGTAGCCCCCTTTTGGTCGGTATACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCG T
GAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTCCTATGTTGCCAGCACGTAATGGTGGGGACTCATAGGAGACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGG ATGACGTCAAGTCT
TCATGCCCCTTATGTCCAGGGCTTCAAGCATGCTACAATGGCCGGTACAAAGGGCTGCGAAACCGCAAGGTGGAGCGAATCCCAAAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATTGGGGTCTGCAACTCGACC
CCATGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCAACGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACGTCATGAAAGTCGGCAACACCCGAAGCCAGTGGCCCAACCGT
TTACGGAGGGAGCTGTCGAAGGTGGGGCTGGCGATTGGGACGAAGTC 

 

Изолят 2/10K (Rhizobium leguminosarum bv. trifolii) 
ATGCAAGTCGAGCGCCCCGCAAGGGGAGCGGCAGACGGGTGAGTAACGCGTGGGAATCTACCCTTGACTACGGAATAACGCAGGGAAACTTGTGCTAATACCGTATGTGTCCTTCGGGAGAAAG
ATTTATCGGTCAAGGATGAGCCCGCGTTGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCCATAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAA
ACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGAGTGATGAAGGCCCTAGGGTTGTAAAGCTCTTTCACCGGAGAAGATAATGACGGT
ATCCGGAGAAGAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGTTCGGAATTACTGGGCGTAAACGCACGTAGGCGGATCGATCAGTCAGGGGGTGAAAT
CCCAGGGCTCAACCCTGGAACTGCCTTTGATACTGTCGATCTGGAGTATGGAAGAGGTGAGTGGAATTCCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGG
CTCACTGGTCCATTACTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAATGTTAGCCGTCGGGCAGTATACTGTTCGGTGGCGCA
GCTAACGCATTAAACATTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGCAGAACCTTACC
AGCCCTTGACATGCCCGGCTACTTGCAGAGATGCAAGGTTCCCTTCGGGGACCGGGACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCA
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ACCCTCGCCCTTAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCACTCTAAGGGGACTGCCGGTGATAAGCCGAGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTACGGGCTGGGCTACACACGTGCT
ACAATGGTGGTGACAGTGGGCAGCGAGCACGCGAGTGTGAGCTAATCTCCAAAAGCCATCTCAGTTCGGATTGCACTCTGCAACTCGAGTGCATGAAGTTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAG
CATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTTGGTTTTACCCGAAGGTAGTGCGCTAACCGCAAGGAGGCAGCTAACCACGGTAGGGTCAGCGACTG
GGGTGAAGTC 

 

Изолят 2/12M (Rhizobium sp.) 
CTTAACACATGCAAGTCGAGCGCCCCGCAAGGGGAGCGGCAGACGGGTGAGTAACGCGTGGGAATCTACCCTTGACTACGGAATAACGCAGGGAAACTTGTGCTAATACCGTATGTGTCCTTCG G
GAGAAAGATTTATCGGTCGAGGATGAGCCCGCGTTGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCCATAGCTGGTCTGAGAGGATGATCGGCCGCGTTGGGACTGAGACA
CGGCCCAAACTCATACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGAGTGATGAAGGCCCTAGGGTTGTAAAGCTCTTTCACCGGAGAAGATA
ATGACGGTATCCGGAGAAGAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGTTCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGTAGGCGGATCGATCAGTCAGG
GGTGAAATCCCAGGGCTCAACCCTGGAACTGCCTTTGATACTGTCGATCTGGAGTATGGAAGAGGTGAGTGGAATTCCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGGAGGAACACCAGTGGCG
AAGGCGGCTCACTGGTCCATTACTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAAATGTTAGCCGTCGGGCAGTATACTGTTC
GGTGGCGCAGCTAACGCATTAAACATTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGCA
GAACCTTACCAGCCCTTGACATGCCCGGCTACTTGCAGAGATGCAAGGTTCCCTTCGGGGACCGGGACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCA
ACGAGCGCAACCCTCGCCCTTAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCACTCTAAGGGGACTGCCGGTGATAAGCCGAGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTACGGGCTGGGCTAC
ACACGTGCTACAATGGTGGTGACAGTGGGCAGCGAGCACGCGAGTGTGAGCTAATCTCCAAAAGCCATCTCAGTTCGGATTGCACTCTGCAACTCGAGTGCATGAAGTTGGAATCGCTAGTAATC
GCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTTGGTTTTACCCGAAGGTAGTGCGCTAACCGCAAGGAGGCAGCTAACCACGGTAGGGT
CAGCGACTGGGGTGAAGTCGTAACAA 

 

Изолят 2/13K (Mesorhizobium ciceri) 
CATGCAAGTCGAGCGCCTCGCAAGAGGAGCGGCAGACGGGTGAGTAACGCGTGGGAATCTACCCATCTCTACGGAACAACTCCGGGAAACTGGAGCTAATACCGTATACGTCCTTCGGGAGAAA
GATTTATCGGAGATGGATGAGCCCGCGTTGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAATGGCCTACCAAGGCGACGATCCATAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCC
AAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGAGTGATGAAGGCCCTAGGGTTGTAAAGCTCTTTCAACGGTGAAGATAATGACG
GTAACCGTAGAAGAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGTTCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGTAGGCGGATTGTTAAGTTAGGGGTGAA
ATCCCGGGGCTCAACCCCGGAACTGCCTTTAATACTGGCAATCTCGAGTCCGAGAGAGGTGAGTGGAATTCCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGC
GGCTCACTGGCTCGGTACTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACTATGAGAGCTAGCCGTCGGCAAGTTTACTTGTCGGTGGCG
CAGCTAACGCATTAAGCTCTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGCAGAACCTTA
CCAGCCCTTGACATCCCGGTCGCGGTTTCCAGAGATGGATCCCTTCAGTTCGGCTGGACCGGTGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACG A
GCGCAACCCTCGCCCTTAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCACTCTAAGGGGACTGCCGGTGATAAGCCGAGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTACGGGCTGGGCTACACAC
GTGCTACAATGGTGGTGACAGTGGGCAGCGAGACCGCGAGGTCGAGCTAATCTCCAAAAGCCATCTCAGTTCGGATTGCACTCTGCAACTCGAGTGCATGAAGTTGGAATCGCTAGTAATCGCGG
ATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTTGGTTTTACCCGAAGGCGCTGTGCTAACCGCAAGGAGGCAGGCGACCACGGTAGGGTCAGC
GACTGGGGTGAAGTC 

 

Приложение 2.2. Последовательности частичного гена 16s RNA изолятов, 

выделенных из клубеньков копеечника щетинистого. 
 

Изолят Hse15 (Stenotrophomonas sp.) 
GCTGGCGGTAGGCCTAACACATGCAAGTCGAACGGTAGCACAGAGGAGCTTGCTCCTTGGGTGACGAGTGGCGGACGGGTGAGGAATACATCGGAATCTACTTTTTCGTGGGGGATAACGTAGG
GAAACTTACGCTAATACCGCATACGACCTACGGGTGAAAGCCGGGGACCTTCGGGCCTGGCGCGATTAAATGAGCCGATGTCGGATTAGCTAGTTGGCGGGGTAATGGCCCACCAAGGCGACGA
TCCGTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATACCGCGTG
GGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCCCTTTTGTTGGGAAAGAAAAGCAGCCGGTTAATACCCGGTTGTTCTGACGGTACCCAAAGAATAAGCACCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGT
AATACGAAGGGTGCAAGCGTTACTCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGTGCGTAGGTGGTTTGTTAAGTCTGTCGTGAAAGCCCTGGGCTCAACCTGGGAACTGCGATGGAAACTGGCTAACTAGAA
TGTGGTAGAGGGTAGCGGAATTCCTGGTGTAGCAGTGAAATGCGTAGATATCAGGAGGAACATCCATGGCGAAGGCAGCTACCTGGGCCAACATTGACACTGAGGCACGAAAGCGTGGGGAGC
AAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCCTAAACGATGCGAACTGGATGT 

 

Изолят Hse16 (Mycobacterium sp.) 
TCGACGGAAAGGCCCTTCGGGGTGCTCGAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGTGATCTGCCCTGCACTTTGGGATAAGCCTGGGAAACTGGGTCTAATACCGAATAGGACCGCGCTCTTCA
TGGGGTGTGGTGGAAAGCTTTTGCGGTGTGGGATGGGCCCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGGGGTAATGGCCTACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTGACCGGCCACACTG
GGACTGAGATACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAG
TACCGACGAAGCGCAAGTGACGGTAGGTACAGAAGAAGGACCGGCCAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTCCGAGCGTTGTCCGGAATTACTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGT
GGTTTGTCGCGTTGTTCGTGAAAACTCACAGCTTAACTGTGGGCGTGCGGGCGATACGGGCAGACTGGAGTACTGCAGGGGAGACTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGGAATGCGCAGATATCAG
GAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGGTCTCTGGGCAGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGAGGGGAGCGAACAGGATAAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGGTGGGTACTAGGTG
AGGGTTTCCTTCCTTGGGATCCGTGCCGTAGCTAACGCATTAAGTACCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGTG 

 

Изолят Hse18 (Agromyces) 
CCCTCCTTTCTAAGGAGCAACTCGGATGTCTTCGGATGTTCGCAGTGCAGACCAGATCGGGTCCTTTGTGGCTCGCTGGTTGCTCATGGGTGGAACATTGACATAGGTGCTGGTTGATTTCGTCTGT
ACTTAGTACGCTCCGTTTGCGGGGTTGGAAGGGTGTGGTCGGGGGAGGCTGGCACGTGCACGCTGTTGGGTCCTGAGGGACCGGACAACTCTGTGCCTTTCGGGGTGTGGGGGTGATGGTTTCT
TCAGGCCTTCACTGTTGCCGATGGTTTTGATTCGGTTGTGGTGGGGGTTCTGGCCGTCTGTTGAGAACTACATAGTGGACGCGAGCATCTTAGAAATAGCCTTTCGAGGCTGTTTCACAAAAGGTG
AATCGCCAAGGGGCATCCTTCGGGGTGTTGTTTGGTGTGTTCACTGGTCAATTTCGCAGCACCTTCGGGTGTTGCACGATTCGATCTCATGTGATTTCAAGTTTTTAAGAGCAAACGGTGGATGCCT
TGGCATCTGGAGCCGAAGAAGGACGTCGTAATCTGCGATAAGCCTCGGGGAGCTGATAAACGAGCTGTGATCCGAGGATTTCCGAATGGGAAAAACCCCGGA 

 

Изолят Hse25 (Sphingomonas) 
AGCGCTTTGATCTTCGGATCGAAGAAGAGCTTCCTCCATTCCAAAGAACATATGCCGCCGTCCTCATGTCCCTTCATCACTGGATATCGCTTCTTCGGAAGCGATTAGCCTGAGCTGGCTCTCGCCGC
CTGCGGCCCTAATGGGGCTGGCCAGGTATGGCATGGGGGCCGGTAGCTCAGGTGGTTAGAGCGCACGCCTGATAAGCGTGAGGTCGTAGGTTCAACTCCTACTCGGCCCACCATTCCGCCAGTTT
CGAGACGATTTAGCGCGAGCTAAATCGCACGAAACCAGGACGGCCAGCGCTGCGAAGCGCGCCACAAGGCGCAGCTTTGCTGCGACTGACGGCGCAGCGGACGGTCCCCAACAAGGTGCGCGG
CAGTGCGACCTTGGTGTGACCTTTGCTTGGGTACGGGGCCTTAGCTCAGCTGGGAGAGCGGTTGCTTTGCAAGCATCAGGTCATCGGTTCGATCCCGATAGGCTCCACCAATCCGCAGCGGACGAG
ACGCATTAGCGAAGCTAATTCGCACGACCGCAAGGACGGCCAGCGCTGCATAGCGCGCCACAAGGCGCGGCTTTGCTGCGACTGACGGCGCAAGCGTGCGCAACACCTAGCCAAATATCCAGATG
ATGAAGCACCGAGATCTGCTCGATACGAGCAGTAGCGGTCCTTACGGACCGTGCTTTTTTTGACATTGTGAATGGGTTTTTCAAATCGATGCCGTGACGGCGTGGGTTTCAGCGGCAACGCTGTAA
CTGACGCCGGAACATGGGTGTCGCGATCGAGTTTGACCGCTCCGATCGTGCGCCCGAATAAGCTGAGATTTAAATCATCCGCATCAAGAGGACGGCGTTGAAGCATTGCTTCGGTTCCGTCTGGTA
AAACCACGCATCACTGCTCTGCCGAGTTTCGTGTGGGTCTTTGGACCCATCCAGTGTTGTCGTTGGTGGTGTGGACTCTCAAGCGTGAGTAAATCATCCGCATCAAGAGGACGGCGTTGAAGCATT
GCTTCGGTTCCGTCTGGTAAAACCACGCATCACTGCTCTGCCGAGTTTCGTGTGGGTCTTTGGACCCATCCAGTGTTGTCGTTGGTGGTGTGGACTCTCAAGCGTGAGGTAAGGGCAATTCGTGG AT
GCCTTGGCATGTACAGGCGATGAAGGACGTGGCACGCTGCGATAAGCGTCGGAGCC 

 

Изолят Hse27 (Acinetobacter sp.) 
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GCTTAACACATGCAGTCGAGCGGATGAGGTAGCTTGCTACTGGATTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCTTAGGAATCTGCCTATTAGTGGGGGACAACGTTCCGAAAGGAGCGCTAATACCGC
ATACGTCCTACGGGAGAAAGCAGGGGACCTTTGGGCCTTGCGCTAATAGATGAGCCTAAGTCGGATTAGCTAGTTGGTAGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCTGTAGCGGGTCTGAGAGG
ATGATCCGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGGGGAACCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTTTGGT
TGTAAAGCACTTTAAGCGAGGAGGAGGCTACCTAGATTAATACTTTAGGATAGTGGACGTTACTCGCAGAATAAGCACCGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGGTGCGAGCG
TTAATCGGATTTACTGGGCGTAAAGCGTGCGTAGGCGGCCAATTAAGTCAAATGTGAAATCCCCGAGCTTAACTTGGGAATTGCATTCGATACTGGTTGGCTAGAGTATGGGAGAGGATGGTAGA
ATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGATGGCGAAGGCAGCCATCTGGCCTAATACTGACGCTGAGGTACGAAAGCATGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTG
GTAGTCCATGCCGTAAACGATGTCTACTAGCCGTTGGGGCCCTTGAGGCTTTAGTGGCGCAGCTAACGCGATAAGTAGACCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTAAAACTCAAATGAATTGAC
GGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGCCTTGACATACAGAGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTCTGATACAGGT
GCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTTTCCTTATTTGCCAGCACTTCGGGTGGGAACTTTAAGGATACTGCCAGTGACAAACTGGA
GGAAGGCGGGGACGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGGCCAGGGCTACACACGTGCTACAATGGTCGGTACAAAGGGTTGCTACACAGCGATGTGATGCTAATCTCAAAAAGCCGATCGTAGT
CCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGAATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTTTGTTGC
ACCAGAAGTAGGTAGTCTAACCGCAAGGAGGACGCTTACCACGGTGTGGCCGATGACTGGGGTGAAGTCGTAACAAG 

 
Приложение 2.3. Последовательности частичного гена 16s RNA изолятов, 

выделенных из клубеньков остролодочника трехлисточкового. 
 
Изолят Tri34 (Phyllobacterium sp.) 
GCTACACATGCAGTCGAGCGCCCCGCGAGGGGAGCGGCAGACGGGTGAGTAACGCGTGGGAATCTACCCTTTTCTACGGAACAACTGAGGGAAACTTCAGCTAATACCGTATACGGCCTTTGGGC
GAAAGATTTATCGGAGAAGGATGAGCCCGCGTTGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCCATAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACG
GCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGAGTGATGAAGGTCTTAGGATTGTAAAGCTCTTTCACCGGTGAAGATAATG
ACGGTAACCGGAGAAGAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGTTCGGATTTACTGGGCGTAAAGCGCACGTAGGCGGACTATTAAGTCAGGGGT
GAAATCCCGGGGCTCAACCCCGGAACTGCCTTTGATACTGGTAGTCTTGAGTTCGAGAGAGGTGAGTGGAATTCCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGGAGGAACACCAGTGGCGAA
GGCGGCTCACTGGCTCGATACTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACTATGAGAGCTAGCCGTCGGGCAGTATACTGTTCGGT
GGCGCAGCTAACGCATTAAGCTCTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGCAGAA
CCTTACCAGCCCTTGACATCCCGATCGCGGTTACCAGAGATGGTATCCTTCAGTTAGGCTGGATCGGTGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCG C
AACGAGCGCAACCCTCGCCCTTAGTTGCCATCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGGGACTGCCGGTGATAAGCCGAGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTACGGGCTGGGCTA
CACACGTGCTACAATGGTGGTGACAGTGGGCAGCGAGACCGCGAGGTCGAGCTAATCTCCAAAAGCCATCTCAGTTCGGATTGCACTCTGCAACTCGAGTGCATGAAGTTGGAATCGCTAGTAATC
GTGGATCAGAATGCCACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTTGGTTTTACCCGAAGGTGCTGTGCTAACCGCAAGGAGGCAGGCAACCACGGTAGGGT
CAGCGACTGGGGTGAAGTCGTAA 

 

Изолят Tri35 (Phyllobacterium ifriqiyense) 
GCTTACACATGCAGTCGACGCCCCGCAAGGGGAGTGGCAGACGGGTGAGTAACGCGTGGGAATCTACCCAATTCTTCGGAACAACACATGGAAACGTGTGCTAATACCGAATGAGCCCTTCGGGG
GAAAGATTTATCGGAATTGGATGAGCCCGCGTTGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCCATAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACG
GCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGAGTGATGAAGGTCTTAGGATTGTAAAGCTCTTTCACCGGTGAAGATAATG
ACGGTAACCGGAGAAGAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGTTCGGATTTACTGGGCGTAAAGCGCACGTAGGCGGACTTTTAAGTCAGGGGT
GAAATCCCGGGGCTCAACCCCGGAACTGCCTTTGATACTGGAAGTCTTGAGTTCGAGAGAGGTGAGTGGAATTGCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGCAGGAACACCAGTGGCGAA
GGCGGCTCACTGGCTCGATACTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACTATGAGAGCTAGCCGTCGGGCAGTATACTGTTCGGT
GGCGCAGCAAACGCATTAAGCTCTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGCAGAA
CCTTACCAGCCCTTGACATCCCGATCGCGGTTACCAGAGATGGTTTCCTTCAGTTAGGCTGGATCGGTGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCG CA
ACGAGCGCAACCCTCGCCCTTAGTTGCCATCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGGGACTGCCGGTGATAAGCCGAGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTACGGGCTGGGCTAC
ACACGTGCTACAATGGTGGTGACAGTGGGCAGCGAGACCGCGAGGTCGAGCTAATCTCCAAAAGCCATCTCAGTTCGGATTGCACTCTGCAACTCGAGTGCATGAAGTTGGAATCGCTAGTAATC
GTGGATCAGAATGCCACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTTGGTTTTACCCGAAGGTGCTGTGCTAACCGCAAGGAGGCAGGCAACCACGGTAGGGT
CAGCGACTGGGGTGAAGTCGTAACAA 

 

Изолят Tri40 (Phyllobacterium ifriqiyense) 
GCTTAACACATGCAAGTCGAACGCCCCGCAAGGGGAGTGGCAGACGGGTGAGTAACGCGTGGGAATCTACCCAATTCTTCGGAACAACACATGGAAACGTGTGCTAATACCGAATGTGCCCTTCG
GGGGAAAGATTTATCGGAATTGGATGAGCCCGCGTTGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCCATAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGAC
ACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGAGTGATGAAGGTCTTAGGATTGTAAAGCACTTTCACCGGAGAAGAT
AATGACGGTAACCGGAGAAGAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGTTCGGATTTACTGGGCGTAAAGCGCACGTAGGCGGACTTTTAAGTCAG
GGGTGAAATCCCGGGGCTCAACCCCGGAACTGCCTTTGATACTGGAAGTCTTGAGTTCGAGAGAGGTGAGTGGAATTGCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGCAGGAACACCAGTGG
CGAAGGCGGCTCACTGGCTCGATACTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACTATGAGAGCTAGCCGTCGGGCAGTATACTGTTC
GGTGGCGCAGCAAACGCATTAAGCTCTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGCA
GAACCTTACCAGCCCTTGACATCCCGATCGCGGTTACCAGAGATGGTTTCCTTCAGTTAGGCTGGATCGGTGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCC
GCAACGAGCGCAACCCTCGCCC 

 

Изолят Tri41 (Sphingomonas sp.)  
CTCCTTTCTAAGGATATCGGCGGAAAGCGCCTCGAGCCTCGGCTCGGGGAAGAGCTTCCTCCATTCCAAAGAACATTTGCCGCCGTCCTCATGTCCCTTCATCACTGGATACTGCCTCGGGGCTG GA
TCGAAAGATCTGGCCTTTCGGGGCATAGCCTGAGCTGGCTCTCGCCGCCTGCGGCCCTTTGGGGTCAGCCGGGTATGGCGATGGGCCGGTAGCTCAGGTGGTTAGAGCGCACGCCTGATAAGCGT
GAGGTCGTAGGTTCAACTCCTACTCGGCCCACCATCGACTTCTCTTATGCGCACAAGCGCGATGTTCGAGAAGTTTGCGAAGTTGGTTTGGGGGCCTTAGCTCAGCTGGGAGAGCGGTTGCTTTGC
AAGCATCAGGTCATCGGTTCGATCCCGATAGGCTCCACCAATCCGCAGTTTGCGAGACGAATTAGCGAAGCCAATTCGCACGCAAACAAGGACGGCCAGCGCGAACGAAGCGCGCCACAAGGCG
CAGTTTTGCTGCGACTGACGGCGCGGCGTGCGCAACCAACCTAGCCAATATCCAGATGATGAAGCACCGAGATCTGTTGCTAACGCAGCAGTATTTGCGGCTCGCAAGAGCCTGCTTTTTTGACATT
GTGAATGGGTTTTTCAAATCGATGCCGTGACGGCTTCGGTTTCGGCGGCAACGCTGAAGCAGGAGCCGGAACATGGGTGTCGTCACCAAGTTTGACCGCTCTGGTGGCGCGCCCGAATACAGCTG
AGATTTAAATCATCCGCATCAAGAGGGTTTTCACCCGGGCATTGCCTGAGTGGAAGCCTGGTAAAACCACGCATCACTGCTCTGCCGAGTTTCGTGTGGGTCTTTGGACCCATCCAGTGTTGTCGTT
GGTGGTGTGGACTCTCAAGCGTGAGGTAAGGGCAATTCGTGGATGCCTTGGCATGTACAGGCGATGAAGGACGTGGCACGCTGCGATAAGCGTCGGGGGAGCCGTGAGCAGGCATTGATCCGA
CGATTTCCGATG 

 

Изолят Tri42 (Bradyrhizobium sp.) 
CTTAACACATGCAAGTCGAGCGCCGTAGCAATACGGAGCGGCAGACGGGTGAGTAACACGTGGGAACGTACCTTTTGGTTCGGAACAACACAGGGAAACTTGTGCTAATACCGGATAAGCCCTTA
CGGGGAAAGATTTATCGCCGAAAGATCGGCCCGCGTCTGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATCAGTAGCTGGTCTGAGAGGATG ATCAGCCACACTGGGACTGAGA
CACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGAGTGATGAAGGCCCTAGGGTTGTAAAGCTCTTTTGTGCGGGAAGA
TAATGACTGTACCGCAAGAATAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGCTCGGAATCACTGGGCGTAAAGCGCACGTAGGCGGACTCTTAAGTCGG
TGGTGAAATCCTGGAGCTCAACTCCAGAACTGCCTTCGATACTGGGAGTCTCGAGTTCGGGAGAGGTGAGTGGAACTGCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGCAAGAACACCAGTGGC
GAAGGCGGCTCACTGGCCCGATACTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAATGCTAGCCGTTGGTGGGTT TACCCTTCA
GTGGCGCAGCTAACGCTTTAAGCATTCCGCCTGGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTTCGACGCAACGCGC
AGAACCTTACCAGCCCTTGACATGTCCAGGACCGGTCGCAGAGATGTGACCTTCTCNTTCGGAGCCTGGAACACAGGTGCTGCATGGCTG 
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Изолят Tri43 (Rhizobium leguminosarum bv. viciae) 
TCGAGCGCCCCGCAAGGGGAGCGGCAGACGGGTGAGTAACGCGTGGGAATCTACCCTTGACTACGGAATAACGCAGGGAAACTTGTGCTAATACCGTATGTGTCCTTCGGGAGAAAGATTTATCG
GTCAAGGATGAGCCCGCGTTGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCCATAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACATTGGGACTGAAACACGGCCCAAACTCCTAC
GGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCCCCAAGCCTGATCCAACCATGCCGCGTGAGTGATGAAGGCCCTAGGGTTGTAAAGCTCTTTCACCGGAGAAGATAATGACGGTATCCGGA
GAAGAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGTTCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGTAGGCGGATCGATCAGTCAGGGGTGAAATCCCAGGG
CTCAACCCTGGAACTGCCTTTGATACTGTCGATCTGGAGTATGGAAGAGGTGAGTGGAATTCCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCACTGG
TCCATTACTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAATGTTAGCCCGTCGGGCAGTATACTGTTCGGTGGCGCAGCTAACG
CATTAAACATTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGCAGAACCTTACCAGCCCTT
GACATGCCCGGCTACTTGCAGAGATGCAAGGTTCCCTTCGGGGACCGGGACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTC 

 

Изолят Tri44 (Bosea vestrisii) 
GCTACACATGCAAGTCGAACGGGCACTTCGGTGCTAGTGGCAGACGGGTGAGTAACACGTGGGAACGTACCTTTCGGTTCGGAATAATTCAGGGAAACTTGGACTAATACCGGATACGCCCTTCG
GGGGAAAGATTTATCGCCGATAGATCGGCCCGCGTCTGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCAGTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACATTGGGACTG AGAC
ACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGAGTGATGAAGGCCTTAGGGTTGTAAAGCTCTTTTGTCCGGGAAGAT
AATGACTGTACCGGAAGAATAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGCTCGGAATCACTGGGCGTAAAGGGCGCGTAGGCGGACTCTTAAGTCGG
GGGTGAAAGCCCAGGGCTCAACCCTGGAATTGCCTTCGATACTGAGAGTCTTGAGTTCGGAAGAGGTTGGTGGAACTGCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGCAAGAACACCAGTGG
CGAAGGCGGCCAACTGGTCCGATACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAAACGATGAATGCCAGCCGTTGGGGTGCATGCAC
TTCAGTGGCGCAGCTAACGCTTTAAGCATTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCG
CAGAACCTTACCAGCTTTTGACATGTCCGGTTTGATCGACAGAGATGTCTTTCTTCAGTTCGGCTGGCCGGAACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAG TC
CCGCAACGAGCGCAACCCTCGCCCCTAGTTGCCATCATTCAGTTGGGAACTCTAGGGGGACTGCCGGTGATAAGCCGCGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTACAGGCTGG
GCTACACACGTGCTACAATGGCGGTGACAATGGGCAGCGAAAGGGCGACCTCGAGCTAATCCCAAAAAGCCGTCTCAGTTCAGATTGTACTCTGCAACTCGAGTACATGAAGGTGGAATCGCTAG
TAATCGTGGATCAGCATGCCACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTTGGGTTTACCCGAAGGCGTCGCGCTAACCGCAAGGAGGCAGGCGACCACGGT
AGGCTCAGCGACTGGGGTGAAGT 

 

Изолят Tri45 (Phyllobacterium sp.) 
TACACATGCAGTCGAGCGCCCCGCAAGGGGAGCGGCAGACGGGTGAGTAACGCGTGGGAATCTACCCTTTTCTACGGAACAACTGAGGGAAACTTCAGCTAATACCGTATACGGCCTTTGGGCGA
AAGATTTATCGGAGAAGGATGAGCCCGCGTTGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCCATAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGC
CCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGAGTGATGAAGGTCTTAGGATTGTAAAGCTCTTTCACCGGTGAAGATAATGAC
GGTAACCGGAGAAGAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGTTCGGATTTACTGGGCGTAAAGCGCACGTAGGCGGACTATTAAGTCAGGGGTGA
AATCCCGGGGCTCAACCCCGGAACTGCCTTTGATACTGGTAGTCTTGAGTTCGAGAGAGGTGAGTGGAATTCCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGC
GGCTCACTGGCTCGATACTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACTATGAGAGCTAGCCGTCGGGCAGTATACTGTTCGGTGGC
GCAGCTAACGCATTAAGCTCTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGCAGAACCTT
ACCAGCCCTTGACATCCCGATCGCGGTTACCAGAGATGGTATCCTTCAGTTAGGCTGGATCGGTGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAAC G
AGCGCAACCCTCGCCCTTAGTTGCCATCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGGGACTGCCGGTGATAAGCCGAGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTACGGGCTGGGCTACACA
CGTGCTACAATGGTGGTGACAGTGGGCAGCGAGACCGCGAGGTCGAGCTAATCTCCAAAAGCCATCTCAGTTCGGATTGCACTCTGCAACTCGAGTGCATGAAGTTGGAATCGCTAGTAATCGTG
GATCAGAATGCCACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTTGGTTTTACCCGAAGGTGCTGTGCTAACCGCAAGGAGGCAGGCAACCACGGTAGGGTCAG
CGACTGGGGTGAAGTGTAACA 

 
Изолят Tri46 (Sphingomonas sp.) 
CCCCTCCTTTCTAAGGATATCGGCGGAAAGCGCTTCTGGTTTCGACCAGGAGAAGAGCTTCCTCCATTCCAAAGAACATAGCCGCCGTCCTCATGTCCCTTCATCACTGGATACCAACCGCCGAGGT
AACTTGGCCGGTTGGTTAGCCTGAGCTGGCTCACGCCGTCTGCGGCCCTTTGGGTCGGTCAGGCATGGCATGGGGGCCGGTAGCTCAGGTGGTTAGAGCGCACGCCTGATAAGCGTGAGGTCGT
AGGTTCAACTCCTACTCGGCCCACCACTGCCAGGCGGCGGCTTGCAGCCAAGCGCGCCAGACGGGGCCTTAGCTCAGTTGGGAGAGCGCTAGCTTTGCAAGCTTGAGGTCGTCGGTTCGATCCCG
ACAGGCTCCACCAGCGCTCAGCGCGCAGGCATGGTTGCCGGGGCGCCGGCCAAGATATCCAGGGATGAAGATCATCAGATCCGCTGCGTCGTAGTAGCGGTAGCGCGATCGCTATGGCGGTCGC
TTGCGTCTTTGACATTGTGAATGGGTTTTTCAAATCGATGCCGTGAGGTGTTCGATTTTCAGCTGACGAAGCTGGAATATCGGCACCGAACATCAAGGCTGAGATAATCAACCACACCAAAACAACC
ACGCTGCTCTGCTCTGCCGAGTTTCGTGTCAGTCTTCGGACTGATCCAGAGTTGTCGTTGGTGGTGTGGACTCTCAAGCGTGAGGTAAGGGCGTTTGGTGGATGCCTTGGCATGTACAGGCGATG A
AGGACGTGGCACGCTGCGATAAGCGTCGGTGAGTTGTGAGCAAACTTTGACCCGACGATTTCCGAATGGG 

 
Изолят Tri47 (Lysobacter sp.) 
CCCCTCCTTTAGAGACTAAAGACAGCAAATTGCTGGCCGGACGTCCGCACAAGTAACCTGCATCTAGTTCCGGGACATCCCACAAGGGGGTGTCTGCGGGAGCGTCCCGTTCAAAGTTTGAACATG
GGGCTTTAGCTCAGCTGGGAGAGCACCTGCTTTGCAAGCAGGGGGTCGTCGGTTCGATCCCGACAAGCTCCACCAAACCAGCCGTGCACGACTTTTGGGTCTGTAGCTCAGGTGGTTAGAGCGCA
CCCCTGATAAGGGTGAGGCCGGTGGTTCGAGTCCTCCCAGACCCACCACATCCCCGCACGACGAACTAGATTGCGCACACATCAAGAATTGAAGCGTTTTGGCGTTGAGGCCAGGGCGCGTTCTTT
GAAAATTGGAATAAGTAGCGAGCGTTTTGAGACGAATGTCCATGACGTGTCGTGAGGCTAAGGCGAGTGTCTTCGGACACTTTATTAATTGAGTCGTTATATTCGAGTCCGGGCTTTGTACCCCT G
GACCCAAACGGCCCTGAGGCAACTTGGGGTTATATGGTCAAGCGAATAAGCGCACACGGTGGATGCCTTGGCGGTCAGAGGCGATGAAGGACGTGGCAGCCTGCGAAAAGTGCGGGGGAGCTG
GCAACAAGCATTGATCCCGCAATGTCCGAATGGGGAAAACCCGGA 

 

Изолят Tri51 (Rhizobium leguminosarum bv. viciae) 
CGCAAGGGGAGCGGCAGACGGGTGAGTAACGCGTGGGAATCTACCCTTGACTACGGAATAACGCAGGGAAACTTGTGCTAATACCGTATGTGTCCTTCGGGAGAAAGATTTATCGGTCAAGGAT
GAGCCCGCGTTGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCCATAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACATTGGGACTGAAACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCA
GCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCCCCAAGCCTGATCCAACCATGCCGCGTGAGTGATGAAGGCCCTAGGGTTGTAAAGCTCTTTCACCGGAGAAGATAATGACGGTATCCGGAGAAGAAGC
CCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGTTCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGTAGGCGGATCGATCAGTCAGGGGTGAAATCCCAGGGCTCAACCC
TGGAACTGCCTTTGATACTGTCGATCTGGAGTATGGAAGAGGTGAGTGGAATTCCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCACTGGTCCATTAC
TGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAATGTTAGCCCGTCGGGCAGTATACTGTTCGGTGGCGCAGCTAACGCATTAAAC
ATTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGCAGAACCTTACCAGCCCTTGACATGCC
CGGCTACTTGCAGAGATGCAAGGTTCCCTTCGGGGACCGGGACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGCCCTTAGTT
GCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGGGACTGCCGGTGATAAGCCGAGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTACGGGCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGTGGTGACA
GTGGGCAGCGA 

 

Изолят Tri52 (Bosea vestrisii) 
GCTACACATGCAGTCGACGGGCACTTCGGTGCTAGTGGCAGACGGGTGAGTAACACGTGGGAACGTACCTTTCGGTTCGGAATAATTCAGGGAAACTTGGACTAATACCGGATACGCCCTTCGGG
GGAAAGATTTATCGCCGATAGATCGGCCCGCGTCTGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCAGTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACATTGGGACTGAGACACG
GCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGAGTGATGAAGGCCTTAGGGTTGTAAAGCTCTTTTGTCCGGGAAGATAAT
GACTGTACCGGAAGAATAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGCTCGGAATCACTGGGCGTAAAGGGCGCGTAGGCGGACTCTTAAGTCGGGGG
TGAAAGCCCAGGGCTCAACCCTGGAATTGCCTTCGATACTGAGAGTCTTGAGTTCGGAAGAGGTTGGTGGAACTGCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGCAAGAACACCAGTGGCGAA
GGCGGCCAACTGGTCCGATACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAATGCCAGCCGTTGGGGTGCATGCACTTCAGT
GGCGCAGCTAACGCTTTAAGCATTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGCAGAA
CCTTACCAGCTTTTGACATGTCCGGTTTGATCGACAGAGATGTCTTTCTTCAGTTCGGCTGGGCCGGAACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCC GC
AACGAGCGCAACCCTCGCCCCTAGTTGCCATCATTCAGTTGGGAACTCTAGGGGGACTGCCGGTGATAAGCCGCGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTACAGGCTGGGCTA
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CACACGTGCTACAATGGCGGTGACAATGGGCAGCGAAAGGGCGACCTCGAGCTAATCCCAAAAAGCCGTCTCAGTTCAGATTGTACTCTGCAACTCGAGTACATGAAGGTGGAATCGCTAGTAAT
CGTGGATCAGCATGCCACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTTGGGTTTACCCGAAGGCGTCGCGCTAACCGCAAGGAGGCAGGCGACCACGGTAGGC
TCAGCGACTGGGGTGAAGTCGTAACAAG 

 
Изолят Tri55 (Rhizobium sp.) 
TTGTTACGACTTCACCCCAGTCGCTGACCCTACCGTGGTTAGCTGCCTCCTTGCGGTTAGCGCACTACCTTCGGGTAAAACCAACTCCCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGT
ATTCACCGCGGCATGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCAACTTCATGCACTCGAGTTGCAGAGTGCAATCCGAACTGAGATGGCTTTTGGAGATTAGCTCACACTCGCGTGCTCGCTGCCCACTG
TCACCACCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGCCCGTAAGGGCCATGAGGACTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCTCGGCTTATCACCGGCAGTCCCCTTAGAGTGCCCAACTAAATGCTGGCAACTA
AGGGCGAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGTCTCTGCGCCACCGAGTGGACCCCATATCTCTACGGGTAACACAGGAT
GTCAAGGGCTGGTAAGGTTCTGCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTTAATCTTGCGACCGTACTCCCCCAGGCGGAATGTTTAAT
GCGTTAGCTGCGCCACCGAACAGTATACTGCCCCGACGGCTAACATTCATCGTTTACGG 

 

Изолят Tri56 (Phyllobacterium sp.) 
GCTTACACATGCAAGTCGAGCGCCCCGCAAGGGGAGCGGCAGACGGGTGAGTAACGCGTGGGAATCTACCCTTTTCTACGGAACAACTGAGGGAAACTTCAGCTAATACCGTATACGGCCTTTGG
GCGAAAGATTTATCGGAGAAGGATGAGCCCGCGTTGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCCATAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACA
CGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGAGTGATGAAGGTCTTAGGATTGTAAAGCTCTTTCACCGGTGAAGATAA
TGACGGTAACCGGAGAAGAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGTTCGGATTTACTGGGCGTAAAGCGCACGTAGGCGGACTATTAAGTCAGGG
GTGAAATCCCGGGGCTCAACCCCGGAACTGCCTTTGATACTGGTAGTCTTGAGTTCGAGAGAGGTGAGTGGAATTCCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGGAGGAACACCAGTGGCGA
AGGCGGCTCACTGGCTCGATACTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACTATGAGAGCTAGCCGTCGGGCAGTATACTGTTCGG
TGGCGCAGCTAACGCATTAAGCTCTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGCAGA
ACCTTACCAGCCCTTGACATCCCGATCGCGGTTACCAGAGATGGTATCCTTCAGTTAGGCTGGATCGGTGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCG
CAACGAGCGCAACCCTCGCCCTTAGTTGCCATCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGGGACTGCCGGTGATAAGCCGAGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTACGGGCTGGGCT
ACACACGTGCTACAATGGTGGTGACAGTGGGCAGCGAGACCGCGAGGTCGAGCTAATCTCCAAAAGCCATCTCAGTTCGGATTGCACTCTGCAACTCGAGTGCATGAAGTTGGAATCGCTAGTAA
TCGTGGATCAGAATGCCACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTTGGTTTTACCCGAAGGTGCTGTGCTAACCGCAAGGAGGCAGGCAACCACGGTAGG
GTCAGCGACTGGGGTGAAGTCGTAA 

 

Изолят Tri57 (Acinetobacter radioresistens) 
CTTGTTACGACTTCACCCCAGTCATCGGCCACACCGTGGTAAGCGTCCTCCTTGCGGTTAGACTACCTACTTCTGGTGCAACAAACTCCCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACG
TATTCACCGCGGCATTCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCGACTTCATGGAGTCGAGTTGCAGACTCCAATCCGGACTACGATCGGCTTTTTGAGATTAGCATCACATCGCTGTGTAGCAACCC TTT
GTACCGACCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCTGGCCGTAAGGGCCATGATGACTTGACGTCGTCCCCGCCTTCCTCCAGTTTGTCACTGGCAGTATCCTTAAAGTTCCCACCCGAAGTGCTGGCAAAT
AAGGAAAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGTATCAGAGTTCCCGAAGGCACCAATCCATCTCTGGAAAGTTCTCTGTA
TGTCAAGGCCAGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCATCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCATTTGAGTTTTAGTCTTGCGACCGTACTCCCCAGGCGGTCTACTTATC
GCGTTAGCTGCGCCACTAAAGCCTCAAGGGCCCCAACGGCTAGTAGACATCGTTTACGGCATGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCATGCTTTCGTACCTCAGCGTCAGTATTAG GC
CAGATGGCTGCCTTCGCCATCGGTATTCCTCCAGATCTCTACGCATTTCACCGCTACACCTGGAATTCTACCATCCTCTCCCATACTCTAGCCAACCAGTATCGAATGCAATTCCCAAGTTAAGCTCGG
GGATTTCACATTTGACTTAATTGGCCGCCTACGCACGCTTTACGCCCAGTAAATCCGATTAACGCTCGCACCCTCTG 

 

Изолят Tri58 (Acinetobacter sp.) 
CATGCAAGTCGAGCGGATGAAGGTAGCTTGCTACTGGATTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCTTAGGAATCTGCCTATTAGTGGGGGACAACGTTCCGAAAGGRGCGCTAATACCGCATACGT
CCTACGGGAGAAAGCAGGGGACCTTTGGGCCTTGCGCTAATAGATGAGCCTAAGTCGGATTAGCTAGTTGGTAGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCTGTAGCGGGTCTGAGAGGATGATC
CGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGGGGAACCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTTTGGTTGTAAA
GCACTTTAAG 

 

Изолят Tri143 (Neorhizobium sp.) 
CATTGCAAGTCGAGCGCCCCGCAAGGGGAGCGGCAGACGGGTGAGTAACGCGTGGGAATCTACCCATCCCTACGGAACAACTCCGGGAAACTGGAGCTAATACCGTATACGCCCTTCGGGGGAA
AGATTTATCGGGGATGGATGAGCCCGCGTTGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCCATAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACATTGGGACTGAGACACGGCC
CAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGAGTGATGAAGGTCTTAGGATTGTAAAGCTCTTTCACCGGAGAAGATAATGAC
GGTATCCGGAGAAGAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGTTCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGTAGGCGGATATTTAAGTCAGGGGTGA
AATCCCAGAGCTCAACTCTGGAACTGCCTTTGATACTGGGTATCTTGAGTATGGAAGAGGTAAGTGGAATTGCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGCAGGAA CACCAGTGGCGAAGGC
GGCTTACTGGTCCATTACTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAATGTTAGCCGTCGGCAAGTTTACTTGTCGGTGGCG
CAGCTAACGCATTAAACATTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCG CAGAACCTTA
CCAGCCCTTGACATGCCCGGCTAGCTACAGAGATGTAGTGTTCCCTTCGGGGACCGGGACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCG
CAACCCTCGCCCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGGGACTGCCGGTGATAAGCCGAGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTACGGGCTGGGCTACACA CGTG
CTACAATGGTGGTGACAGTGGGCAGCGAAGGAGCGATCCCGAGCTAATCTCCAAAAGCCATCTCAGTTCGGATTGCACTCTGCAACTCGAGTGCATGAAGTTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATC
AGCACGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTTGGTTTTACCCGAAGGTAGTGCGCTAACCGCAAGGAGGCAGCTAACCACGGTAGGGTCAGCGAC
TGGGGTGAAGTCGTAACAAG 

 

Изолят Tri146 (Neorhizobium sp.) 
GCTACACATGCAAGTCGAGCGCCTCGCAAGAGGAGCGGCAGACGGGTGAGTAACGCGTGGGAATCTACCCATCCCTACGGAACAACTCCGGGAAACTGGAGCTAATACCGTATACGCCCTTCGG
GGGAAAGATTTATCGGGGATGGATGAGCCCGCGTTGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCCATAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACATTGGGACTGAGACA
CGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGAGTGATGAAGGTCTTAGGATTGTAAAGCTCTTTCACCGGAGAAGATA
ATGACGGTATCCGGAGAAGAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGTTCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGTAGGCGGATATTTAAGTCAGG
GGTGAAATCCCAGAGCTCAACTCTGGAACTGCCTTTGATACTGGGTATCTTGAGTATGGAAGAGGTAAGTGGAATTGCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGCAGGAACACCAGTGGCG
AAGGCGGCTTACTGGTCCATTACTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAATGTTAGCCGTCGGCAAGTTTACTTGTCGG
TGGCGCAGCTAACGCATTAAACATTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGCAGA
ACCTTACCAGCCCTTGACATGCCCGGCTAGCTACAGAGATGTAGTGTTCCCTTCGGGGACCGGGACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAA C
GAGCGCAACCCTCGCCCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGGGACTGCCGGTGATAAGCCGAGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTACGGGCTGGGCTACAC
ACGTGCTACAATGGTGGTGACAGTGGGCAGCGAAGGAGCGATCCCGAGCTAATCTCCAAAAGCCATCTCAGTTCGGATTGCACTCTGCAACTCGAGTGCATGAAGTTGGAATCGCTAGTAATCGC
GGATCAGCACGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTTGGTTTTACCCGAAGGTAGTGCGCTAACCGCAAGGAGGCAGCTAACCACGGTAGGGTCA
GCGACTGGGGTGAAGTCGTAACAAG 

 

Изолят Tri147 (Agromyces sp.) 
CATGCAAGTCGAACGATGATCCGGTGCTTGCACCGGGGATTAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGAGTAACCTGCCCTGGACTCTGGGATAACCCCGAGAAATCGGAGCTAATACCGGATAG
GACCTGGAACCGCATGGTTTTGGGTGGAAAGTTTTTCGGTCTGGGATGGACTCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGTCGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTGAC
CGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCAACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTA
AACCTCTTTTAGTAGGGAAGAAGGGCTTCGGCTTGACGGTACCTGCAGAAAAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCGAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGT
AAAGAGCTCGTAGGCGGTTTGTCACGTCTGCTGTGAAATCCCGAGGCTCAACCTCGGGCCTGCAGTGGGTACGGGCAGACTGGAGTGCGGTAGGGGAGAATGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGGA
ATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGATGGCGAAGGCAGTTCTCTGGGCCGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGT
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TGGGCGCTAGATGTGGGGACCTTTCCACGGTTTCCGTGTCGTAGCTAACGCATTAAGCGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGGCCCGCACAAGC
GGCGGAGCATGCGGATTAATTCGATGCA 

 

Изолят Tri149 (Neorhizobium sp.) 
TCGAGCGCCCCGCAAGGGGAGCGGCAGACGGGTGAGTAACGCGTGGGAATCTACCCATCCCTACGGAACAACTCCGGGAAACTGGAGCTAATACCGTATACGCCCTTCGGGGGAAAGATTTATC
GGGGATGGATGAGCCCGCGTTGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCCATAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCT
ACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGAGTGATGAAGGCCTTAGGGTTGTAAAGCTCTTTCACCGGAGAAGATAATGACGGTATCCGG
AGAAGAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGTTCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGTAGGCG 

 

Изолят Tri152 (Rhizobium sp.) 
GCTTAACACATGCAAGTCGAGCGCCCCGCAAGGGGAGCGGCAGACGGGTGAGTAACGCGTGGGAACGTACCCTTTACTACGGAATAACGCAGGGAAACTTGTGCTAATACCGTATGTGCCCTTCG
GGGGAAAGATTTATCGGTAAGGGATCGGCCCGCGTTGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCCATAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACATTGGGACTGAGAC
ACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGAGTGATGAAGGCCCTAGGGTTGTAAAGCTCTTTCACCGGAGAAGAT
AATGACGGTATCCGGAGAAGAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGTTCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGTAGGCGGACATTTAAGTCAG
GGGTGAAATCCCAGAGCTCAACTCTGGAACTGCCTTTGATACTGGGTGTCTGGAGTATGGAAGAGGTGAGTGGAATTCCGAG 

 

Изолят Tri155 (Rhizobium leguminosarum bv. viciae) 
TCGAGCGCCCCGCAAGGGGAGCGGCAGACGGGTGAGTAACGCGTGGGAATCTACCCTTGACTACGGAATAACGCAGGGAAACTTGTGCTAATACCGTATGTGTCCTTCGGGAGAAAGATTTATCG
GTCAAGGATGAGCCCGCGTTGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCCATAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACATTGGGACTGAAACACGGCCCAAACTCCTAC
GGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCCCCAAGCCTGATCCAACCATGCCGCGTGAGTGATGAAGGCCCTAGGGTTGTAAAGCTCTTTCACCGGAGAAGATAATGACGGTATCCGGA
GAAGAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGTTCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGTAGGCGGATCGATCAGTCAGGGGTGAAATCCCAGGG
CTCAACCCTGGAACTGCCTTTGATACTGTCGATCTGGAGTATGGAAGAGGTGAGTGGAATTCCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCACTGG
TCCATTACTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAATGTTAGCCCGTCGGGCAGTATACTGTTCGGTGGCGCAGCTAACG
CATTAAACATTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGCAGAACCTTACCAGCCCTT
GACATGCCCGGCTACTTGCAGAGATGCAAGGTTCCCTTCGGGGACCGGGACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCG
CCCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGGGACTGCCGGTGATAAGCCGAGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTACGGGCTGGGCTACACACGTGCTACAATGG
TGGTGACAGTGGGCAGCGAGCACGCGAGTGTGAGCTAATCTCCAAAAGCCATCTCAGTTCGGATTGCACTCTGCAACTCGAGTGCATGAAGTTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCG
CGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTTGGTTTTACCCGAAGGTAGTGCGCTAACCGCAAGGAGGCAGCTAACCACGGTAGGGTCAGCGACTGGGGTGAA
GTCGTAACAAGGTA 

 

Изолят Tri154 (Agromyces ramosus)  
CATGCAGTCGAACGATGATCCGGTGCTTGCACCGGGGATTAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGAGTAACCTGCCCTGGACTCTGGGATAACCCCGAGAAATCGGAGCTAATACCGGATAGG
ACCTGGAACCGCATGGTTTTGGGTGGAAAGTTTTTCGGTCTGGGATGGACTCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGTCGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTGACC
GGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCAACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAA
ACCTCTTTTAGTAGGGAAGAAGGGCTTCGGCTTGACGGTACCTGCAGAAAAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCGAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTA
AAGAGCTCGTAGGCGGTTTGTCACGTCTGCTGTGAAATCCCGAGGCTCAACCTCGGGCCTGCAGTGGGTACGGGCAGACTGGAGTGCGGTAGGGGAGAATGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGGAA
TGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGATGGCGAAGGCAGTTCTCTGGGCCGTAACTGACGCTGANGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGTT
GGGCGCTAGATGTGGGGGACCTTTCCACGGTTTCCGTGTCGTAGCTAACGCATTAAGCGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCG
GCGGAGCATGCGGATTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATAACCGAGAACGCCCTAGAAAATAGGG 
 

Изолят Tri471 (Bosea sp.) 
AGTCGAACGGGCACTTCGGTGCTAGTGGCAGACGGGTGAGTAACACGTGGGAACGTACCTTTCGGTTCGGAATAATCCAGGGAAACTTGGACTAATACCGGATAAGCCCTTCGGGGGAAAGATTT
ATCGCCGATAGATCGGCCCGCGTCTGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCAGTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTC
CTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGAGTGATGAAGGCCTTAGGGTTGTAAAGCTCTTTTGTCCGGGAAGATAATGACTGTACCG
GAAGAATAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGCTCGGAATCACTGGGCGTAAAGGGCGCGTAGGCGGACTCTTAAGTCGGGGGTGAAAGCCCA
GGGCTCAACCCTGGAATTGCCTTCGATACTGAGAGTCTTGAGTTCGGAAGAGGTTGGTGGAACTGCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGCAAGAACACCAGTGGCGAAAGGCGGCCA
ACTGGTCCGATACTGACGCTGAAGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAATGCCAGCCGTTGGGGTGCATGCACCTCAGTGGCGCAGC
TAA 

 

Изолят Tri474 (Sphingomonas sp.) 
CCCCTCCTTTCTAAGGATATCGGCGGAAAGCGCTTCTGGTTTCGACCAGGAGAAGAGCTTCCTCCATTCCAAAGAACATAGCCGCCGTCCTCATGTCCCTTCATCACTGGATACCAACCGCCGAGGT
AACTTGGCCGGTTGGTTAGCCTGAGCTGGCTCACGCCGTCTGCGGCCCTTTGGGTCGGTCAGGCATGGCATGGGGGCCGGTAGCTCAGGTGGTTAGAGCGCACGCCTGATA AGCGTGAGGTCGT
AGGTTCAACTCCTACTCGGCCCACCACTGCCAGGCGGCGGCTTGCAGCCAAGCGCGCCAGACGGGGCCTTAGCTCAGTTGGGAGAGCGCTAGCTTTGCAAGCTTGAGGTCGTCGGTTCGATCCCG
ACAGGCTCCACCAGCGCTCAGCGCGCAGGCATGGTTGCCGGGGCGCCGGCCAAGATATCCAGGGATGAAGATCATCAGATCCGCTGCGTCGTAGTAGCGGTAGCGCGATCGCTATGGC GGTCGC
TTGCGTCTTTGACATTGTGAATGGGTTTTTCAAATCGATGCCGTGAGGTGTTCGATTTTCAGCTGACGAAGCTGGAATATCGGCACCGAACATCAAGGCTGAGATAATCAACCACACCAAAACAACC
ACGCTGCTCTGCTCTGCCGAGTTTCGTGTCAGTCTTCGGACTGATCCAGAGTTGTCGTTGGTGGTGTGGACTCTCAAGCGTGAGGTAAGGGCGTTTGGTGGATGCCTTGGCATGTACAGGCGA TGA
AGGACGTGGCACGCTGCGATAAGCGTCGGTGAGTTGTGAGCAAACTTTGACCCGACGATTTCCGAATGGGG 

 
Приложение 2.4.1. Последовательности частичного гена 16s RNA изолятов, 

выделенных из клубеньков остролодочника Попова. 
 

Оро5 (Phyllobacterium ifriqiyense) 
CATGCAGTCGACGCCCCGCAAGGGGAGTGGCAGACGGGTGAGTAACGCGTGGGAATCTACCCAATTCTTCGGAACAACACATGGAAACGTGTGCTAATACCGAATGAGCCCTTCGGGGGAAAGA
TTTATCGGAATTGGATGAGCCCGCGTTGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCCATAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAG
ACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGAGTGATGAAGGTCTTAGGATTGTAAAGCTCTTTCACCGGTGAAGATAATGACGGTA
ACCGGAGAAGAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGGCTAGCGTTGTTCGGATTTACTGGGCGTAAAGCGCACGTAGGCGGACTTTTAAGTCAGGGGTGAAAT
CCCGGGGCTCAACCCCGGAACTGCCTTTGATACTGGAAGTCTTGAGTTCGAGAGAGGTGAGTGGAATTGCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGCAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGG
CTCACTGGCTCGATACTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACTATGAGAGCTAGCCGTCGGGCAGTATACTGTTCGGTGGCGCA
GCAAACGCATTAAGCTCTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGCAGAACCTTACC
AGCCCTTGACATCCCCATCGCGGGTTACCAGAGATGGTTTCCTTCAGTTAGGCTGGATCGGTGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGA G
CGCAACCCTCGCCCTTAGTTGCCATCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGGGACTGCCGGTGATAAGCCGAGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTACGGGCTGGGCTACACACG
TGCTACAATGGTGGTGACAGTGGGCAGCGAGACCGCGAGGTCGAGCTAATCTCCAAAAGCCATCTCAGTTCGGATTGCACTCTGCAACTCGAGTGCATGAAGTTGGAATCGCTAGTAATCGTGGA
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TCAGAATGCCACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTTGGTTTTACCCGAAGGTGCTGTGCTAACCGCAAGGAGGCAGGCAACCACGGTAGGGTCAGCG
ACTGGGGTGAAGTC 

 

Оро7 (Neorhizobium galegae) 
CATGCAAGTCGAGCGCCCCGCAAGGGGAGCGGCAGACGGGTGAGTAACGCGTGGGAATCTACCCATCCCTACGGAACAACTCCGGGAAACTGGAGCTAATACCGTATACGCCCTTCGGG GGAAA
GATTTATCGGGGATGGATGAGCCCGCGTTGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCCATAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCC
AAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGAGTGATGAAGGTCTTAGGATTGTAAAGCTCTTTCACCGGAGAAGATAATGACG
GTATCCGGAGAAGAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGTTCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGTAGGCGGATATTTAAGTCAGGGGTGAA
ATCCCAGAGCTCAACTCTGGAACTGCCTTTGATACTGGGTATCTTGAGTATGGAAGAGGTAAGTGGAATTGCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGCAGGAACACCAGTGGCGAAGGCG
GCTTACTGGTCCATTACTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAATGTTAGCCGTCGGCAAGTTTACTTGTCGGTGGCGC
AGCTAACGCATTAAACATTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGCAGAACCTTAC
CAGCCCTTGACATGCCCGGCTAGCTACAGAGATGTAGTGTTCCCTTCGGGGACCGGGACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGC
AACCCTCGCCCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGGGACTGCCGGTGATAAGCCGAGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTACGGGCTGGGCTACACACGTGC
TACAATGGTGGTGACAGTGGGCAGCGAAGGAGCGATCCCGAGCTAATCTCCAAAAGCCATCTCAGTTCGGATTGCACTCTGCAACTCGAGTGCATGAAGTTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCA
GCACGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTTGGTTTTACCCGAAGGTAGTGCGCTAACCGCAAGGAGGCAGCTAACCACGGTAGGGTCAGCGACT
GGGGTGAAGTC 

 

Оро8 (Rhizobium sp.) 
TTGTTACGACTTCACCCCAGTCGCTGACCCTACCGTGGTTAGCTGCCTCCTTGCGGTTAGCGCACTACCTTCGGGTAAAACCAACTCCCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGT
ATTCACCGCGGCATGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCAACTTCATGCACTCGAGTTGCAGAGTGCAATCCGAACTGAGATGGCTTTTGGAGATTAGCTCACACTCGCGTGCTCGCTGCCCACTG
TCACCACCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGCCCGTAAGGGCCATGAGGACTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCTCGGCTTATCACCGGCAGTCCCCTTAGAGTGCCCAACTAAATGCTGGCAACTA
AGGGCGAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGTCTCTGCGCCACCGAGTGGACCCCATATCTCTACGGGTAACACAGGAT
GTCAAGGGCTGGTAAGGTTCTGCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTTAATCTTGCGACCGTACTCCCCCAGGCGGAATGTTT AAT
GCGTTAGCTGCGCCACCGAACAGTATACTGCCCCGACGGCTAACATTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCA 

 

Оро70 (Acetobacter sp.)  
AGAGTTTGATCCTGGCTCAGAGCGAACGCTGGCGGCATGCTTAACACATGCAAGTCGCACGAAGGTTTCGGCCTTAGTGGCGGACGGGTGAGTAACGCGTAGGAATCTATCCATGGGTGGGGGA
TAACTCTGGGAAACTGGAGCTAATACCGCATGACACCTGAGGGTCAAAGGCGCAAGTCGCCTGTGGAGGAGCCTGCGTTCGATTAGCTTGTTGGTGGGGTATGGCCTACCAAGGCGATGATCGAT
AGCTGGTGTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGGGCAACCCTGATCCAGCAATGCCGCGTGTGTG
AAGAAGKTTTCGGATGTAAAGCACTTTCGNCGGGGACGATGATGACGGTACCCGCAGAAGAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGCTCGGAAT
GACTGGGCGTAAAGGGCGTGTAGGCGGTTTGTACAGTCAGATGTGAAATCCCCGGGCTTAACCTGGGAGCTGCATTTGATACGTGCAGACTAGAGTGTGAGAGAGGGTTGTGGAATTCCCAGTG
TAGAGGTGA 

 

Оро73 (Sphingomonas sp.) 
CATTGCAAGTCGAACGAAGGCTTCGGCCTTAGTGGCGCACGGGNGCGTAACGCGNGGGAATCTGCCCTNNGGTTCGGAATAACAGTTAGAAATGACTGCTAATACCGGATGATGTCGTAAGACC
AAAGATTTATCGCCCAAGGATGAGCCCGCGTAGGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAAAAGCTCACCAAGGCGACGATCCTTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGC
CCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCAATGCCGCGTGAGTGATGAAGGCCTTAGGGTTGTAAAGCTCTTTTACCCGGGATGATAATGAC
AGTACCGGGAGAATAAGCTCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAGGGGAGCTAGCGTTATTCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGTAGGCGGCTTTGTAAGTTAGAGGTGA
AAGCCCGGGGCTCAACTCCGGAATAGCCTTTAAGACTGCATCGCTTGAATCCAGGAGAGGTGAGTGGAATTCCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGGAAGAACACCAGTGGCGAAGG
CGGCTCACTGGACTGGTATTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGATAACTAGCTGTCCGGGCACTTGGTGCTTGGGTG
GCGCAGCTAACGCATTAAGTTATCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGCCTGCACAAGCG 
 

Оро74 (Sphingomonas sp.) 
GCCTAACACATGCAAGTCGAACGAAGGCTTCGGCCTTAGTGGCGCACGGGTGCGTAACGCGTGGGAATCTGCCCTTGGGTTCGGAATAACAGTGAGAAATTACTGCTAATACCGGATGATGTCGC
AAGACCAAAGATTTATCGCCCGAGGATGAGCCCGCGTAGGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAAGAGCTCACCAAGGCGACGATCCTTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAG
ACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCAATGCCGCGTGAGTGATGAAGGCCTTAGGGTTGTAAAGCTCTTTTACCCGGGATG
ATAATGACAGTACCGGGAGAATAAGCCCCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGGGCTAGCGTTATTCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGTAGGCGGCTTTGTAAGTC
AGAGGTGAAAGCCTGGAGCTCAACTCCAGAACTGCCTTTGAGACTGCATCGCTTGAATCCAGGAGAGGTGAGTGGAATTCCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGGAAGAACACCAGTG
GCGAAGGCGGCTCACTGGACTGGTATTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGATAACTAGCTGTCTGGGTACTTGGTACT
TTAGGTGGCGCAGCTAACGCATTAAGTTATCCGCCTGGGGGTGTA 

 

Оро156 (Stenotrophomonas sp.) 
CTTGTTACGACTTCACCCCAGTCATCGGCCACACCGTGGCAAGCGCCCTCCCNAANGTTAAGCTACCTGCTTCTGGTGCAACAAACTCCCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAA C
GTATTCACCGCAGCAATGCTGATCTGCGATTACTAGCGATTCCGACTTCATGGAGTCGAGTTGCAGACTCCAATCCGGACTGAGATAGGGTTTCTGGGATTGGCTTACCGTCGCCGGCTTGCAGCCC
TCTGTCCCTACCATTGTAGTACGTGTGTAGCCCTGGCCGTAAGGGCCATGATGACTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCGGTCTCCTTAGAGTTCCCACCATTACGTGCTGGCA
ACTAAGGACAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGTGTTCGAGTTCCCGAAGGCACCCATCCATCTCTGGAAAGTTCTCG
ACATGTCAAGGCCAGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCATCGAATTAAACCACATACTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAGTCTTGCGACCGTACTCCCCAGGCGGCGAACTT
AACGCGTTAGCTTCGATACTGCGTGCCAAATTGCACCCAACATCCAGTTCGCATCGTTTAGGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGTGCCTCATGTCAGTGTTGG
TCCAGGTAGCTGCCTTCGCCATGGATGTTCCTCCTGATC 
 

Оро157 (Rhizobium lusitanum) 
TTGTTACGACTTCACCCCAGTCGCTGACCCTACCGTGGTTAGCTGCCTCCTTGCGGTTAGCGCACTACCTTCGGGTAAAACCAACTCCCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGT
ATTCACCGCGGCATGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCAACTTCATGCACTCGAGTTGCAGAGTGCAATCCGAACTGAGATGGCTTTTGGAGATTAGCTCACACTCGCGTGCTCCTGCCCACTGT
CACCACCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGCCCGTAAGGGCCATGAGGACTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCTCGGCTTATCACCGGCAGTCCCCTTAGAGTGCCCAACTAAATGCTGGCAACTAA
GGGCGAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGTCTCTGCGCCACCGAAGTGGACCCCATATCTCTACGGGTAACACAGGAT
GTCAAGGGCTGGTAAGGTTCTGCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTTAATCTTGCGACCGTACTCCCCAGGCGGAATGTTTAATG
CGTTAGCTGCGCCACCGAACAGTATACTGCCCGACGGCTAACATTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCCAC 

 

Оро160 (Phyllobacterium trifolli) 
ACATGCAAGTCGAACGCATCGCAAGATGAGTGGCAGACGGGTGAGTAACGCGTGGGAATCTACCCAATTCTTCGGAACAACTGAGGGAAACTTCAGCTAATACCGGATGTGCCCTTCGGGGGAA
AGATTTATCGGAATTGGATGAGCCCGCGTTGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCCATAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCC
CAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGAGTGATGAAGGTCTTAGGATTGTAAAGCTCTTTCACCGGTGAAGATAATGACG
GTAACCGGAGAAGAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGTTCGGATTTACTGGGCGTAAAGCGCACGTAGGCGGACTATTAAGTCAGGGGTGAA
ATCCCGGGGCTCAACCCCGGAACTGCCTTTGATACTGGTAGTCTTGAGTTCGAGAGAGGTGAGTGGAATTCCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGC
GGCTCACTGGCTCGATACTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACTATGAGAGCTAGCCGTCGGGCAGTATACTGTTCGGTGGC
GCAGCTAACGCATTAAGCTCTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGCAGAACCTT
ACCAGCCCTTGACATCCCGATCGCGGTTACCAGAGATGGTATCCTTCAGTTAGGCTGGATCGGTGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAAC G
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AGCGCAACCCTCGCCCTTAGTTGCCATCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGGGACTGCCGGTGATAAGCCGAGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTACGGGCTGGGCTACACA
CGTGCTACAATGGTGGTGACAGTGGGCAGCGAGACCGCGAGGTCGAGCTAATCTCCAAAAGCCATCTCAGTTCGGATTGCACTCTGCAACTCGAGTGCATGAAGTTGGAATCGCTAGTAATCGTG
GATCAGAATGCCACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTTGGTTTTACCCGAAGGTGCTGTGCTAACCGCAAGGAGGCAGGCAACCACGGTAGGGTCAG
CGACTGGGGTGAAGTCGTAACAAG 

 

Оро161 (Rhizobium lusitanum) 
CTTGTTACGACTTCACCCCAGTCGCTGACCCTACCGTGGTTAGCTGCCTCCTTGCGGTTAGCGCACTACCTTCGGGTAAAACCAACTCCCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACG
TATTCACCGCGGCATGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCAACTTCATGCACTCGAGTTGCAGAGTGCAATCCGAACTGAGATGGCTTTTGGAGATTAGCTCACACTCGCGTGCTCGCTGCCCACT
GTCACCACCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGCCCGTAAGGGCCATGAGGACTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCTCGGCTTATCACCGGCAGTCCCCTTAGAGTGCCCAACTAAATGCTGGCAACT
AAGGGCGAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGTCTCTGCGCCACCGAAGTGGACCCCATATCTCTACGGGTAACACAGG
ATGTCAAGGGCTGGTAAGGTTCTGCGCGTTGCTTCNAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTTAATCTTGCGACCGTACTCCCCAGGCGGAATGTTTAA
TGCGTTAGCTGCGCCACCGAACAGTATACTGCCCGACGGCTAACATTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCACCTCAGCGTCAGTAATGGACC
AGTGAGCCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCGAATATCTACGAATTTCACCTCTACACTCGGAATTCCACTCACCTCTTCCATACTCCAGATCGACAGTATCAAAGGCAGTTCCAGGGTTGAGCCCTG
GGATTTCACCCCTGACTGATCGATCCGCCTACGTGCGCTTTACGCCCAGTAATTCCGAACAACGCT 

 

Оро164 (Burkholderia sp.) 
CCTTACACATGCAAGTCGAACGGCAGCACGGGGGCAACCCTGGTGGCGAGTGGCGAACGGGTGAGTAATACATCGGAACGTGTCCTGTAGTGGGGGATAGCCCGGCGAAAGCCGGATTAATACC
GCATACGATCTACGGAAGAAAGCGGGGGATCGCAAGACCTCGCGCTATAGGGGCGGCCGATGGCAGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCTGTAGCTGGTCTGAG
AGGACGACCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTGGACAATGGGGGAAACCCTGATCCAGCAATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCG
GGTTGTAAAGCACTTTTGTCCGGAAAGAAAACTTCTGCCCTAATACGGCGGGAGGATGACGGTACCGGAAGAATAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCGA
GCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGTGCGCAGGCGGTTCGTTAAGACAGATGTGAAATCCCCGGGCTTAACCTGGGAACTGCATTTGTGACTGGCGAGCTAGAGTATGGCAGAGGGGGG
TAGAATTCCACGTGTAGCAGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAATACCGATGGCGAAGGCAGCCCCCTGGGCCAATACTGACGCTCATGCACGAAGG 

 
Оро166 (Acinetobacter sp.) 
CATGCAAGTCGAGCGGATGAAGGTAGCTTGCTACTGGATTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCTTAGGAATCTGCCTATTAGTGGGGGACAACGTTCCGAAAGGAGCGCTAATACCGCATACG
TCCTACGGGAGAAAGCAGGGGACCTTTGGGCCTTGCGCTAATAGATGAGCCTAAGTCGGATTAGCTAGTTGGTAGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCTGTAGCGGGTCTGAGAGGATGAT
CCGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGGGGAACCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTTTGGTTGTAA
AGCACTTTAAGCGAGGAGGAGGCTACCTAGATTAATACTTTAGGATAGTGGACGTTACTCGCAGAATAAGCACCGGC 

 

Оро169 (Rhizobium sp.) 
CTTGTTACGACTTCACCCCAGTCGCTGACCCTACCGTGGTTAGCTGCCTCCTTGCGGTTAGCGCACTACCTTCGGGTAAAACCAACTCCCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAA CG
TATTCACCGCGGCATGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCAACTTCATGCACTCGAGTTGCAGAGTGCAATCCGAACTGAGATGGCTTTTGGAGATTAGCTCACACTCGCGTGCTCGCTGCCCACT
GTCACCACCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGCCCGTAAGGGCCATGAGGACTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCTCGGCTTATCACCGGCAGTCCCCTTAGAGTGCCCAACTAAATGCTGGCAACT
AAGGGCGAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGTCTCTGCGCCACCGAGTGGACCCCATATCTCTACGGGTAACACAGGA T
GTCAAGGGCTGGTAAGGTTCTGCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTTAATCTTGCGACCGTACTCCCCCAGGCGGAATGTTTAAT
GCGTTAGCTGCGCCACCGAACAGTATACTGCCCCGACGGCTAACATTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCA 

 

Оро170 (Bacillus sp.) 
CTCCCGGATGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGAGCTAATACCGGATAGTTCCTTGAACCGCATGGTTCAAGGATGAAA
GACGGTTTCGGCTGTCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGGGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGA
CACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGA
ACAAGTGCGAGAGTAACTGCTCGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGG
GCTCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGANGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCG
TAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGANGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAG
TGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGGCCCGCACAAGC 

 

Оро224 (Mesorhizobium sp.) 
GCTTAACACATGCAAGTCGAGCGCCCCGCAAGGGGAGCGGCAGACGGGTGAGTAACGCGTGGGAATCTACCCATCTCTACGGAACAACTCCGGGAAACTGGAGCTAATACCGTATACGTCCTTTT
GGAGAAAGATTTATCGGAGATGGATGAGCCCGCGTTGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAATGGCCTACCAAGGCGACGATCCATAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGAC
ACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGAGTGATGAAGGCCCTAGGGTTGTAAAGCTCTTTCAACGGTGAAGAT
AATGACGGTAACCGTAGAAGAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGTTCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGTAGGCGGATACTTAAGTCAG
GGGTGAAATCCCGGGGCTCAACCCCGGAACTGCCTTTGATACTGGGTATCTCGAGTCCGGAAGAGGTGAGTGGAATTCCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGGAGGAACACCAGTGG
CGAAGGCGGCTCACTGGTCCGGTACTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGGAAGCTAGCCGTTGGCAAGTTTACTTTGT
CGGTGGCGCAGCTAACGCATTAAGCTTCCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGC
AGAA 

 

Оро223 (Mesorhizobium sp.) 
GCCCGCAGGGGAGCGGCAGAACGGGTGAGTAACGCGTGGGAATCTACCCATCTCTACGGAACAACTCCGGGAAACTGGAGCTAATACCGTATACGTCCTTTTGGAGAAAGATTTATCGGA GATG
GATGAGCCCGCGTTGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAATGGCCTACCAAGGCGACGATCCATAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAG
GCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGAGTGATGAAGGCCCTAGGGTTGTAAAGCTCTTTCAACGGTGAAGATAATGACGGTAACCGTAGAAGAA
GCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGTTCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGTAGGCGGATACTTAAGTCAGGGGTGAAATCCCGGGGCTCAAC
CCCGGAACTGCCTTTGATACTGGGTATCTCGAGTCCGGAAGAAGTGGAGTGGAATTCCGAGTGGTAGAGG 

 
Оро227 (Mesorhizobium sp.) 
GCAGGGGAGCGGCAGAACGGGTGAGTAACGCGTGGGAATCTACCCATCTCTACGGAACAACTCCGGGAAACTGGAGCTAATACCGTATACGTCCTTTTGGAGAAAGATTTATCGGAGATGGATG
AGCCCGCGTTGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAATGGCCTACCAAGGCGACGATCCATAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAG
CAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGAGTGATGAAGGCCCTAGGGTTGTAAAGCTCTTTCAACGGTGAAGATAATGACGGTAACCGTAGAAGAAGCCC
CGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGTTCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGTAGGCGGATACTTAAGTCAGGGGTGAAATCCCGGGGCTCAACCCCG
GAACTGCCTTTGATACTGGGTATCTCGAGTCCGGAAGAAGTGGAGTGGAATTCCGAGTGGTAGA 

 

Оро229 (Mesorhizobium sp.) 
GCTTAACACATGCAAGTCGAGCGCCCCGCAAGGGGAGCGGCAGACGGGTGAGTAACGCGTGGGAATCTACCCATCTCTACGGAACAACTCCGGGAAACTGGAGCTAATACCGTATACGTCCTTTT
GGAGAAAGATTTATCGGAGATGGATGAGCCCGCGTTGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAATGGCCTACCAAGGCGACGATCCATAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGAC
ACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGAGTGATGAAGGCCCTAGGGTTGTAAAGCTCTTTCAACGGTGAAGAT
AATGACGGTAACCGTAGAAGAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGTTCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGTAGGCGGATACTTAAGTCAG
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GGGTGAAATCCCGGGGCTCAACCCCGGAACTGCCTTTGATACTGGGTATCTCGAGTCCGGAAGAGGTGAGTGGAATTCCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGGAGGAACACCAGTGG
CGAAGGCGGCTCACTGGTCCGGTACTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGGAAGCTAGCCGTTGGCAAGTTTACTTGTC
GGTGGCGCAGCTAACGCATTAAGCTTCCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGCA
GAACCTTACCAGCCCTTGACATCCCGGTCGCGGTTTCCAGAGATGGATACCTTCAGTTCGGCTGGACCGGTGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCC
CGCAACGAGCGCAACCCTCGCCCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGGGACTGCCGGTGATAAGCCGAGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTACGGGCTGG
GCTACACACGTGCTACAATGGTGGTGACAGTGGGCAGCGAGACCGCGAGGTCGAGCTAATCTCCAAAAGCCATCTCAGTTCGGATTGCACTCTGCAACTCGAGTGCATGAAGTTGGAATCGCTAG
TAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTTGGTTTTACCCGAAGGCGCTGTGCTAACCGCAAGGAGGCAGGCGACCACGGT
AGGGTCAGCGACTGGGGTGAAGTCG 

 

Оро234 (Rhizobium lusitanum) 
GCTTAACACATGCAAGTCGAGCGCCCCGCAAGGGGAGCGGCAGACGGGTGAGTAACGCGTGGGAATCTACCCTTTTCTACGGAATAACGCAGGGAAACTTGTGCTAATACCGTATGTGTCCTTCG
GGAGAAAGATTTATCGGGAAAGGATGAGCCCGCGTTGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCCATAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACATTGGGACTGAGAC
ACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGAGTGATGAAGGCCCTAGGGTTGTAAAGCTCTTTCACCGGAGAAGAT
AATGACGGTATCCGGAGAAGAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGTTCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGTAGGCGGATCGATCAGTCAG
GGGTGAAATCCCAGGGCTCAACCCTGGAACTGCCTTTGATACTGTCGATCTGGAGTATGGAAGAGGTGAGTGGAATTCCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGGAGGAACACCAGTGGC
GAAGGCGGCTCACTGGTCCATTACTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAATGTTAGCCGTCGGGCAGTATACTGTTCG
GTGGCGCAGCTAACGCATTAAACATTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATG 

 

Оро227 (Mesorhizobium sp.) 
GCGCCCGCAGGGGAGCGGCAGAACGGGTGAGTAACGCGTGGGAATCTACCCATCTCTACGGAACAACTCCGGGAAACTGGAGCTAATACCGTATACGTCCTTTTGGAGAAAGATTTATCGGAGAT
GGATGAGCCCGCGTTGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAATGGCCTACCAAGGCGACGATCCATAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGA
GGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGAGTGATGAAGGCCCTAGGGTTGTAAAGCTCTTTCAACGGTGAAGATAATGACGGTAACCGTAGAAGA
AGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGTTCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGTAGGCGGATACTTAAGTCAGGGGTGAAATCCCGGGGCTCAA
CCCCGGAACTGCCTTTGATACTGGGTATCTCGAGTCCGGAAGAAGTGGAGTGGAATTCCGAGTGGTAGAGGTGA 

 

Оро230 (Bosea vaviloviae) 
TGCAAGTCGAACGGGTATCTTCGGATACTAGTGGCAGACGGGTGAGTAACACGTGGGAACGTACCTTTCGGTTCGGAATAATTCAGGGAAACTTGGACTAATACCGGATACGCCCTTCGGGGGAA
AGATTTATCGCCGATAGATCGGCCCGCGTCTGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCAGTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCC
AAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGAGTGATGAAGGCCTTAGGGTTGTAAAGCTCTTTTGTCCGGGAAGATAATGACT
GTACCGGAAGAATAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGCTCGGAATCACTGGGCGTAAAGGGCGCGTAGGCGGACTCTTAAGTCGGGGGGTG
AAAGCCCAGGGCTCAACCCTGGAATTGCCTTCGATACTGAGAGTCTTGAGTTCGGAAGAGGTTGGTGGAACTGCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGCAAGAACACCAGTGGCGAAG
GCGGCCAACTGGTCCGATACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAATGCCAGCCGTTGGGGTGCATGCACCTCAGTG
GCGCAGCTAACGCTTTAAGCATTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGCAGAAC
CTTACCAGCTTTTGACATGTCCGGTTTGAGGAACAGAGATGTACCTCTTCAGTTCGGCTGGCCGGAACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCA
ACGAGCGCAACCCTCGCCCCTAGTTGCCATCATTCAGTTGGGAACTCTAGGGGGACTGCCGGTGATAAGCCGCGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTACAGGCTGGGCTAC
ACACGTGCTACAATGGCGGTGACAATGGGCAGCGAAGGAGCGATCCGGTGCTAATCCCAAAAAGCCGTCTCAGTTCAGATTGCACTCTGCAACTCGAGTGCATGAAGGTGGAATCGCTAGTAATC
GTGGATCAGCATGCCACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTTGGGTTTACCCGAAGGCGTCGCGCTAACCGCAAGGAGGCAGGCGACCCACGGTAGGC
TTCAGCGACTGGG 

 

Оро238 (Mesorhizobium sp.) 
ACGGAACAACTCCGGGAAACTGGAGCTAATACCGTATACGTCCTTTTGGAGAAGATTATCGGAGATGGATGAGCCCGCGTTGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAATGGCCTACCAAGGCGACGATC
CATAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGAG
TGATGAAGGCCCTAGGGTTGTAAAGCTCTTTCAACGGTGAAGATAATGACGGTAACCCGTAGAAGAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGTTCG
GAATTACTGGGGCGTAAAGCGCACGTAGGCGGATACTTAAGTCAGGGGTGAAATCCCGGGGCTCAACCCCGGAACTGCCTTTGATACTGGGTATCTCGAGTCCGGAAGAAGGTGAGTGGAATTC
CGAGTGT 

 

Оро246 (Mesorhizobium sp.) 
GACTTCACCCCAGTCGCTGAACCTACCGTGGGTCGCCTGCCTCCTTGCGGTTAGCACAGCGCCTTCGGGTAAACCAACTCCCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCA C
CGCGGCATGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCAACTTCATGCACTCGAGTTGCAGAGTGCAATCCGAACTGAGATGGCTTTTGGAGATTAGCTCGACCTCGCGGTCTCGCTGCCCACTGTCACCA
CCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGCCCGTAAGGGCCATGAGGACTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCTCGGCTTATCACCGGCAGTCCCCTTAGAGTGCCCAACTGAATGCTGGCAACTAAGGGCG
AGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGTCACCGGTCCAGCCGAACTGAAGGTATCCATCTCTGGAAACCGCGACCGGGATGT
CAAGGGCTGGGTAAGGTTCTGCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTTAATCNTGCGACCGTACTCCCCAGGCGGGAAGCTTAA TG
CGTTAGCTGCGCCACCGACAAGTAAACTTGCCAACGGCTAGCTTNCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCACCTCAGCGTCAGTA 

 

Оро247 (Rhizobium sp.) 
ACGGAATAACGCAGGGAAACTTGTGCTAATACCGTATGTGTCCTTCGGGAGAAAGATTTATCGGGAAAGGATGAGCCCGCGTTGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACG
ATCCATAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGT
GAGTGATGAAGGCCCTAGGGTTGTAAAGCTCTTTCACCGGAGAAGATAATGACGGTATCCGGAGAAGAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGT
TCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGTAGGCGGATCGATCAGTCAGGGGTGAAATCCCAGGGCTCAACCCCTGGAACTGCCTTTGATACTGTCGATCTGGAGTATGGAAGAGGTGAGTGGAATT
CCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCACTGGTCCATTACTGACGCTGAGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAG
TCCACGCCGTAAACGATGAATGTTAGCCGTCGGGCAGTATACTGTTCGGTGGCGCAGCTAACGCATTAAACATTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGG
CCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGCAGAACCTTACCAGCCCTTGACACCCTGTGTTACCCGTAGAGATATGGGGTCCACTTCGGTGGCGCAGAGACAGGTGCTGC
ATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGCCCTTAGTTGCCAGCATTTAGTTGGGCACTCTAAGGGGACTGCCGGTGATAAGCCGAGAGGA
AGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTACGGGCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGTGGTGACAGTGGGCAGCGAGCACGCGAGTGTGAGCTAATCTCCAAAAGCCATCTCAGTTCGG
ATTGCACTCTGCAACTCGAGTGCATGAAGTTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTTGGTTTTACCC
GAAGG 

 

Оро248 (Mesorhizobium sp.) 
GCTTACACATGCAAGTCGAGCGCCCGCAAGGGGAGCGGCAGACGGGTGAGTAACGCGTGGGAATCTACCCATCTCTACGGAACAACTCCGGGAAACTGGAGCTAATACCGTATACGTCCTTTTGG
AGAAAGATTTATCGGAGATGGATGAGCCCGCGTTGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAATGGCCTACCAAGGCGACGATCCATAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACAC
GGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGAGTGATGAAGGCCCTAGGGTTGTAAAGCTCTTTCAACGGTGAAGATA
ATGACGGTAACCCGTAGAAAGAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGTTCGGAATTACTGGGGCGTAAAGCGCACGTAGGCGGATACTTAAGTC
AGGGGTGAAATCCCGGGGCTCAACCCCGGAACTGCCTTTGATACTGGGTATCTCGAGTCCGGAAGAAGGTGGAGTGGAATTCCGAGTGGTAAAGGTGAAATTCGTAGATATTTCGAAGGAACACC
AGTGGGCGAAGGCGGCTCACTGGTCCGGTACTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGGAAGCTAGCCGTTGGCAAGTTT
ACTTGTCGGTGGCGCAGCTAACGCATTAAGCTTCCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAA
CGCGCAGAACCTTACCAGCCCTTGACATCCCGGTCGCGGTTTCCAGAGATGGATACCTTCAGTTCGGCTGGACCGGTGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTT
AAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGCCCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGGGACTGCCGGTGATAAGCCGAGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTACGG
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GCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGTGGTGACAGTGGGCAGCGAGACCGCGAGGTCGAGCTAATCTCCAAAAGCCATCTCAGTTCGGATTGCACTCTGCAACTCGAGTGCATGAAGTTGGAATC
GCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTTGGTTTTACCCGAAGGCGCTGTGCTAACCGCAAGGAGGCAGGCGACC
ACGGTAGGGTCAGCGACTGGGGTGAAGT 

 

Оро251 (Mesorhizobium sp.) 
GGAGCGGCAGACGGGTGAGTAACGCGTGGGAATCTACCCATCTCTACGGAACAACTCCGGGAAACTGGAGCTAATACCGTATACGTCCTTCGGGAGAAAGATTTATCGGAGATGGATGAGCCCG
CGTTGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAATGGCCTACCAAGGCGACGATCCATAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGG
GGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGAGTGATGAAGGCCCTAGGGTTGTAAAGCTCTTTCAACGGTGNAGATAATGACGGTAACCGTAG AAGAAGCCCCGGCTA
ACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGTTCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGTAGGCGGATTGTTAAGTTAGGGGTGAAATCCCGGGGCTCAACCCCGGAACTG
CCTTTAATACTGGCAATCTCGAGTCCGAGAGAGGTGAGTGGAATTCCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCACTGGCTCGGTAC TGACGCTG
AGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACTATGAGAGCTAGCCGTCGGCAAGTTTACTTGTCGGTGGCGCAGCTAACGCATTAAGCTCTCCGCCT
GGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGCAGAACCTTACCAGCCCTTGACATCCCGGTCGCG G
TTTCCAGAGATGGTAACCTTCAGTTCGGCTGGACCGGTGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGCCCTTAGTTGCC A
GCATTAAGTTGGGCACTCTAAGGGGACTGCCGGTGATAAGCCGAGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTACGGGCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGTGGTGACAGTGG
GCAGCGAGACCGCGAGGTCGAGCTAATCTCCAAAAGCCATCTCAGTTCGGATTGCACTCTGCAACTCGAGTGCATGAAGTTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTT
CCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTTGGTTTTACCCGAAGGCGCTGTGCTAACCGCAAGGAGGCAGGCGACCACGGTAGGTCAGCGACTGG 

 

Оро252 (Mesorhizobium sp.) 
AGCGCCTCGCAAGAGGAGCGGCAGACGGGTGAGTAACGCGTGGGAATCTACCCATCTCTACGGAACAACTCCGGGAAACTGGAGCTAATACCGTATACGTCCTTCGGGAGAAAGATTTATCGGA
GATGGATGAGCCCGCGTTGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAATGGCCTACCAAGGCGACGATCCATAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACG
GGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGAGTGATGAAGGCCCTAGGGTTGTAAAGCTCTTTCAACGGTGRAGATAATGACGGTAACCGTAGA
AGAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGTTCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGTAGGCGGATTGTTAAGTTAGGGGTGAAATCCCGGGGCT
CAACCCCGGAACTGCCTTTAATACTGGCAATCTCGAGTCCGAGAGAGGTGAGTGGAATTCCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCACTGGCT
CGGTACTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACTATGAGAGCTAGCCGTCGGCAAGTTTACTTGTCGGTGGCGCAGCTAACGCAT
TAAGCTCTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGCAGAACCTTACCAGCCCTTGAC
ATCCCGGTCGCGGTTTCCAGAGATGGTAACCTTCAGTTCGGCTGGACCGGTGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTC G
CCCTTAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCACTCTAAGGGGACTGCCGGTGATAAGCCGAGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTACGGGCTGGGCTACACACGTGCTACAATGG
TGGTGACAGTGGGCAGCGAGACCGCGAGGTCGAGCTAATCTCCAAAAGCCATCTCAGTTCGGATTGCACTCTGCAACTCGAGTGCATGAAGTTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCG
CGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTTGGTTTTACCCGAAGGCGCTGTGCTAACCGCAAGGAGGCAGGCGACCACGGTAGGTCAGCGACT 
 

Оро254 (Mesorhizobium sp.) 
TCGAGCGCCTCGCAGAGGAGCGGCAGACGGGTGAGTAACGCGTGGGAATCTACCCATCTCTACGGAACAACTCCGGGAAACTGGAGCTAATACCGTATACGTCCTTCGGGAGAAAGATTTATCGG
AGATGGATGAGCCCGCGTTGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAATGGCCTACCAAGGCGACGATCCATAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACG
GGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGAGTGATGAAGGCCCTAGGGTTGTAAAGCTCTTTCAACGGTGNAGATAATGACGGTAACCGTAGA
AGAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGTTCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGTAGGCGGATTGTTAAGTTAGGGGTGAAATCCCGGGGCT
CAACCCCGGAACTGCCTTTAATACTGGCAATCTCGAGTCCGAGAGAGGTGAGTGGAATTCCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCACTGGCT
CGGTACTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACTATGAGAGCTAGCCGTCGGCAAGTTTACTTGTCGGTGGCGCAGCTAACGCAT
TAAGCTCTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGCAGAACCTTACCAGCCCTTGAC
ATCCCGGTCGCGGTTTCCAGAGATGGTAACCTTCAGTTCGGCTGGACCGGTGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCG
CCCTTAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCACTCTAAGGGGACTGCCGGTGATAAGCCGAGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTACGGGCTGGGCTACACACGTGCTACAATGG
TGGTGACAGTGGGCAGCGAGACCGCGAGGTCGAGCTAATCTCCAAAAGCCATCTCAGTTCGGATTGCACTCTGCAACTCGAGTGCATGAAGTTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCG
CGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTTGGTTTTACCCGAAGGCGCTGTGCTAACCGCAAGGAGGCAGGCGACCACGGTAGGTCAGCGACTGGG 

 

Оро325 (Mesorhizobium sp.) 
GCCAGCCGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGTTCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCASGTAGGCGGATTGTTAAGTTAGGGGTGAAATCCCGGGGCTCAACCCGGAACTGCCTTTAATA
CTGGCAATCTCGAGTCCGAGAGAGGTGAGTGGAATTCCGAGTGTAGAGGTGAAATTSGTAGATATTCGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCACTGGCTCGGTACTGACGCTGAGGTGCGA
AAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCANGCCGTAAACTATGAGAGCTAGCCGTCGGCAAGTTTACTTGTCGGTGGCGCAGCTAACGCATTAAGCTCTCCGCCTGGGGAGTA
CGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGCAGAACCTTACCAGCCCTTGACATCCCGGTCGCGGTTTCCAGAG
ATGGTAACCTTCAGTTCGGCTGGACCGGTGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGCCCTTAGTTGCCAGCATTAAG T
TGGGCACTCTAAGGGGACTGCCGGTGATAAGCCGAGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTACGGGCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGTGGTGACAGTGGGCAGCGAG
ACCGCGAGGTCGAGCTAATCTCCAAAAGCCATCTCAGTTCGGATTGCACTCTGCAACTCGAGTGCATGAAGTTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCC
TTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTTGGTTTTACCCGAAGGCGCTGTGCTAACCGCAAGGAGGCAGGCGACCACGGTAGGGTCAGCGACTGGGGTGAAGTCGTAACAA 

 

Оро326 (Mesorhizobium sp.) 
CATGCAAGTCGAGCGCCTCGCAGAGGAGCGGCAGACGGGTGAGTAACGCGTGGGAATCTACCCATCTCTACGGAACAACTCCGGGAAACTGGAGCTAATACCGTATACGTCCTTCGGGAGAAAG
ATTTATCGGAGATGGATGAGCCCGCGTTGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAATGGCCTACCAAGGCGACGATCCATAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAA
ACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGAGTGATGAAGGCCCTAGGGTTGTAAAGCTCTTTCAACGGTG RAGATAATGACGGT
AACCGTAGAAGAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGTTCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGTAGGCGGATTGTTAAGTTAGGGGTGAAAT
CCCGGGGCTCAACCCCGGAACTGCCTTTAATACTGGCAATCTCGAGTCCGAGAGAGGTGAGTGGAATTCCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGG
CTCACTGGCTCGGTACTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACTATGAGAGCTAGCCGTCGGCAAGTTTACTTGTCGGTGGCGCA
GCTAACGCATTAAGCTCTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGCAGAACCTTACC
AGCCCTTGACATCCCGGTCGCGGTTTCCAGAGATGGTAACCTTCAGTTCGGCTGGACCGGTGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGC
GCAACCCTCGCCCTTAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCACTCTAAGGGGACTGCCGGTGATAAGCCGAGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTACGGGCTGGGCTACACACGT
GCTACAATGGTGGTGACAGTGGGCAGCGAGACCGCGAGGTCGAGCTAATCTCCAAAAGCCATCTCAGTTCGGATTGCACTCTGCAACTCGAGTGCATGAAGTTGGAATCGCTAGTAATCGCGGAT
CAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTTGGTTTTACCCGAAGGCGCTGTGCTAACCGCAAGGAGGCAGGCGACCACGGTAGGTCAGCGAC
TGGGTGAAGT 

 

Оро327 (Bacillus sp.) 
AGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCGCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGNTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGA
ACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAACTCTAGAGATAGAGCGTTCCCCTTCGGGGGACAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGC A
ACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACAC
ACGTGCTACAATGGATGGTACAAAGGGCTGCAAGACCGCGAGGTCAAGCCAATCCCATAAAACCATTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCG C
GGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTACACCCGAAGTCGGTGGAGTACCGTA 

 

Оро340 (Sphingomonas sp.) 
CCCACCGTGGGTCGCCGGCCTCTCTTGCGAGTTAGCGCAACGCCTTCGGGTGAATCCAACTCCCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCTGGGAACGTATTCACCGCGGCATGCTGATCCG C
GATTACTAGCGATTCCGCCTTCATGCACTCGAGTTGCAGAGTGCAATCCGAACTGAGACGACTTTTGGAGATTAGCTCACCCTCGCGAGATTGCTGCCCACTGTAGTCGCCATTGTAGCACGTGTGT
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AGCCCAGCGCGTAAGGGCCATGAGGACTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGCTTATCACCGGCGGTTCCTTTAGAGTACCCAACTGAATGATGGTAACTAAAGGCGAGGGTTGCGCTCGTTGCG
GGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGTGTTCCAGTCCCCGAAGGGAAGAGATCCATCTCTGGAAATCGTCCGGACATGTCAAACGCTGGTAAGGTTCCT
GCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCAGGCCCCCGTCAATTCATTTGAGTTTTAACCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGATAACTTAATGCGTTAGCTGCGCCACCCAAGC
ACTAAGTGCCCGGACAGCTAGTTATCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCACCTCAGCGTCATA 
 

 Приложение 2.4.2. Последовательности частичного ITS региона изолятов, 
выделенных из клубеньков остролодочника Попова. 
 
Оро69 частичный итс регион (Microbacterium sp.) 
TTTGCGGGCTGGATCCCCTCCTTTCTAAGGAGCATCTGGCGCCTCTTCGGGGGTTGTCCAGGCGCCGTGTCGAGCGAATGTCTCGTCCGGTTGCTCATGGGTGGAACGTTTGACGAGGTGCGAGG G
ATGGGGGTTCTCACTTAGTACGCTGCTTGCAGTTGGAACGGTGGGGGTTTTCTGGTCTTGCACGTGCACGCTGTTGGGTCCTGAGGGACCGGGGGCAGGAGTTTTGTTTTCCGTTTCTTCTTGGG CT
CATCTTCCGTTTGCTGGCTGTTGCTGGTGGGTGGGGGTGGGTACCGCCCGTACTTTGAGAACTACACAGTGGACGCGAGCATCTTTGAACCGACCTTCGGGTTGGTTCGGAAAAGATGATCTTAAA
GATCATTAGTCAATTTCGACGCATGCCCTTTCGGGGGTGTGTGTTTTCGATTCTGATTTTGGACTCATGTTTCAAGTCTTTAAGAGCAAACGGTGGATGCCTTGGCATCTGGAGCCGAAGAAGGA CG
TAGCAATCTGCGATAAGCCTCGGGGAACTGATAAGCAAGTTTTGATCCGAGGGTGTCCGAATGGGGAAACCCGGA 

 

 
Оро72 частичный итс регион (Sphingobacterium sp.) 
CCCTCCTTTCTAGAGGACGGGTCGATCGGGCTCGTTACGCCATGAAGATTTCTTAATGAAAGAAAAGAAGAAAAAAAGAAGATAGTACCCGCACACCCTACAGGGGGTACCGGAGCAGAAGAGA
GAGAGATGCAGTCCCGTAGCTCAGTTGGTTAGAGCACTACACTGATAATGTAGGGGTCAGCAGTTCAAATCTGCTCGGGACTACCGTAAAGGGGGATTAGCTCAGCTGGCTAGAGCACCTGCCTT
GCACGCAGGGGGTCAACGGTTCGAATCCGTTATTCTCCACGCTCATCCCTGGATGGAACCCGAAGCCTGAAAAGCAAAGGGGGATATTTATATGGATGAAAAAGTTCTTTGACATATTGGAAGAA A
AAAACACAAGAGAAGACAACAGTAGAGACGTTTCTTTCCTACGGGGAAGGGACAATATACAAAAAGCATCCCTGTACAGCAAAAGGGTACAGGGAGAAGAAAGTAAGAAAGGGCACACGGGGG
ATGCCTAGGCTCTCAGAGGCGAAGAAGGACGTGATAAGCTGCGATAAGCACCGGGGATCTGCAAATGAGACTCGATCCGGTGATTTCCGAATGGGGAAACCCGGA 

 
Приложение 2.5. Последовательности частичного гена 16s RNA изолятов, 

выделенных из клубеньков астрагала хоринского. 
 

Ach280 (Mesorhizobium sp.) 
CATGCAAGTCGAGCGCCTCGCAGAGGAGCGGCAGACGGGTGAGTAACGCGTGGGAATCTACCCATCTCTACGGAACAACTCCGGGAAACTGGAGCTAATACCGTATACGTCCTTCGGGAGAAAG
ATTTATCGGAGATGGATGAGCCCGCGTTGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAATGGCCTACCAAGGCGACGATCCATAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAA
ACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGAGTGATGAAGGCCCTAGGGTTGTAAAGCTCTTTCAACGGTG RAGATAATGACGGT
AACCGTAGAAGAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGTTCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGTAGGCGGATTGTTAAGTTAGGGGTGAAAT
CCCGGGGCTCAACCCCGGAACTGCCTTTAATACTGGCAATCTCGAGTCCGAGAGAGGTGAGTGGAATTCCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGG
CTCACTGGCTCGGTACTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACTATGAGAGCTAGCCGTCGGCAAGTTTACTTGTCGGTGGCGCA
GCTAACGCATTAAGCTCTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGCAGAACCTTACC
AGCCCTTGACATCCCGGTCGCGGTTTCCAGAGATGGTAACCTTCAGTTCGGCTGGACCGGTGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAG C
GCAACCCTCGCCCTTAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCACTCTAAGGGGACTGCCGGTGATAAGCCGAGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTACGGGCTGGGCTACACACGT
GCTACAATGGTGGTGACAGTGGGCAGCGAGACCGCGAGGTCGAGCTAATCTCCAAAAGCCATCTCAGTTCGGATTGCACTCTGCAACTCGAGTGCATGAAGTTGGAATCGCTAGTAATCGCGGAT
CAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTTGGTTTTACCCGAAGGCGCTGTGCTAACCGCAAGGAGGCAGGCGACCACGGTAGGTCAGCGAC
TGGGTGAAGT 

 
Ach301 (Rhizobium lusitanum) 
TCGAGCGCCCCGCAAGGGGAGCGGCAGACGGGTGAGTAACGCGTGGGAATCTACCCTTTTCTACGGAATAACGCAGGGAAACTTGTGCTAATACCGTATGTGTCCTTCGGGAGAAAGATTTATCG
GGAAAGGATGAGCCCGCGTTGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCCATAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTA
CGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGAGTGATGAAGGCCCTAGGGTTGTAAAGCTCTTTCACCGGAGAAGATAATGACGGTATCCGGA
GAAGAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGTTCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGTAGGCGGATCGATCAGTCAGGGGTGAAATCCCAGGG
CTCAACCCTGGAACTGCCTTTGATACTGTCGATCTGGAGTATGGAAGAGGTGAGTGGAATTCCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCACTGG
TCCATTACTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAATGTTAGCCGTCGGGCAGTATACTGTTCGGTGGCGCAGCTAACGC
ATTAAACATTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAAAACGAAGCAACGCGCAGAACCTAACCAGCCCTT
GACATC 
 
Ach307 (Bosea vaviloviae) 
TGCAAGTCGAACGGGTATCTTCGGATACTAGTGGCAGACGGGTGAGTAACACGTGGGAACGTACCTTTCGGTTCGGAATAATTCAGGGAAACTTGGACTAATACCGGATACGCCCTTCGGGGGAA
AGATTTATCGCCGATAGATCGGCCCGCGTCTGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCAGTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCC
AAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGAGTGATGAAGGCCTTAGGGTTGTAAAGCTCTTTTGTCCGGGAAGATAATGACT
GTACCGGAAGAATAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGCTCGGAATCACTGGGCGTAAAGGGCGCGTAGGCGGACTCTTAAGTCGGGGGGTG
AAAGCCCAGGGCTCAACCCTGGAATTGCCTTCGATACTGAGAGTCTTGAGTTCGGAAGAGGTTGGTGGAACTGCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGCAAGAACACCAGTGGCGAAG
GCGGCCAACTGGTCCGATACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAATGCCAGCCGTTGGGGTGCATGCACCTCAGTG
GCGCAGCTAACGCTTTAAGCATTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGCAGAAC
CTTACCAGCTTTTGACATGTCCGGTTTGAGGAACAGAGATGTACCTCTTCAGTTCGGCTGGCCGGAACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCA
ACGAGCGCAACCCTCGCCCCTAGTTGCCATCATTCAGTTGGGAACTCTAGGGGGACTGCCGGTGATAAGCCGCGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTACAGGCTGGGCTAC
ACACGTGCTACAATGGCGGTGACAATGGGCAGCGAAGGAGCGATCCGGTGCTAATCCCAAAAAGCCGTCTCAGTTCAGATTGCACTCTGCAACTCGAGTGCATGAAGGTGGAATCGCTAGTAATC
GTGGATCAGCATGCCACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTTGGGTTTACCCGAAGGCGTCGCGCTAACCGCAAGGAGGCAGGCGACCCACGGTAGGC
TTCAGCGACTGGGTGAAGT 
 

Ach309 (Mesorhizobium sp.) 
CCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCACTGGTCCGGTACTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTA
GTCCACGCCGTAAACGATGGAAGCTAGCCGTTGGCAAGTTTACTTGTCGGTGGCGCAGCTAACGCATTAAGCTTCCCGCCTGGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGG
GGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGCAGAACCTTACCAGCCCTTGACATCCCGGTCGCGGTTTCCAGAGATGGATACCTTCAGTTCGGCTGGACCGGTGACAGG
TGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGCCCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGGGACTGCCGGTGATAAGCCG A
GAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTACGGGCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGTGGTGACAGTGGGCAGCGAGACCGCGAGGTCGAGCTAATCTCCAAAAGCCATCTCA
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GTTCGGATTGCACTCTGCAACTCGAGTGCATGAAGTTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTTGGTT
TACCCGAAGGCGCTGTGCTACCGCAAGGAGGCAGGCGACCCACGGTAGGTTCAGCG 
 

Ach314 (Mesorhizobium sp.) 
ACGTTCCTTCGGGAGAAGATTATCGGAGATGGATGAGCCCGCGTTGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAATGGCCTACCAAGGCGACGATCCATAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGG
GACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGAGTGATGAAGGCCCTAGGGTTGTAAAGCTCTTTCAAC
GGTGAAGATAATGACGGTAACCGTAGAAGAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGTTCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGTAGGCGGATAC
TTAAGTCAGGGGTGAAAATCCCGGGGCTCAACCCCGGAACTGCCTTTGATACTGGGTATCTCGAGTCCGGAAGANGTGAGTGGAATTCCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGGAGGAA
CACCAGTGGCGAAGGCGGCTCACTGGTCCGGTACTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGGAAGCTAGCCGTTGGCAAG
TTTACTTGTCGGTGGCGCAGCTAACGCATTAAGCTTCCCGCCTGGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAA
GCAACGCGCAGAACCTTACCAGCCCTTGACATCCCGGTCGCGGTTTCCAGAGATGGATACCTTCAGTTCGGCTGGACCGGTGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTG
GGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGCCCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGGGACTGCCGGTGATAAGCCGAGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTT
ACGGGCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGTGGTGACAGTGGGCAGCGAGACCGCGAGGTCGAGCTAATCTCCAAAAGCCATCTCAGTTCGGATTGCACTCTGCAACTCGAGTGCATGAAGTTGG
AATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTTGGTTTACCCGAAGGCGCTGTGCTACCGCAAGGAGGCAGGCGA
CCCACGGTAGGTTCAGCG 

 

Ach315 (Mesorhizobium sp.) 
CAGTGGCGAAGGCGGCTCACTGGCTCGGTACTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACTATGAGAGCTAGCCGTCGGCAAGTTT
ACTTGTCGGTGGCGCAGCTAACGCATTAAGCTCTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAA
CGCGCAGAACCTTACCAGCCCTTGACATCCCGGTCGCGGTTTCCAGAGATGGTAACCTTCAGTTCGGCTGGACCGGTGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTT
AAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGCCCTTAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCACTCTAAGGGGACTGCCGGTGATAAGCCGAGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCC CTTACGG
GCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGTGGTGACAGTGGGCAGCGAGACCGCGAGGTCGAGCTAATCTCCAAAAGCCATCTCAGTTCGGATTGCACTCTGCAACTCGAGTGCATGAAGTTGGAATC
GCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTTGGTTTTACCCGAAGGCGCTGTGCTAACCGCAAGGAGGCAGGCGAC C
ACGGTAGGTCAGCGACTGGGGTGAAGT 

 

Ach330 (Mesorhizobium sp.) 
CCGTGGGTCGCCTGCCTCCTTGCGGTAGCACAGCGCCTTCGGGTAAACCAACTCCCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGGCATGCTGATCCGCGATTACTA
GCGATTCCAACTTCATGCACTCGAGTTGCAGAGTGCAATCCGAACTGAGATGGCTTTTGGAGATTAGCTCGACCTCGCGGTCTCGCTGCCCACTGTCACCACCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGC
CCGTAAGGGCCATGAGGACTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCTCGGCTTATCACCGGCAGTCCCCTTAGAGTGCCCAACTGAATGCTGGCAACTAAGGGCGAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTA
ACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGTCACCGGTCCAGCCGAACTGAAGGTATCCATCTCTGGAAACCGCGACCGGGATGTCAAGGGCTGGTAAGGTTCTGCGCG
TTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTTAATCTTGCGACCGTACTCCCCAGCGGGAAGCTTAATGCGTTAGCTGCGCCACCGACAAGTAAAC
TTGCCAACGGCTAGCTTCCATCGTT 
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INTRODUCTION 

The problems of relationships between higher plants and soil microorganisms are 

among  the  most  interesting  and,  at  the  same  time,  difficult  to  study.  It  is known  that 

legumes  are  able  to  symbiosis  with  nitrogenfixing  nodule  bacteria  (rhizobia).  The 

formation of such mutually beneficial symbiosis leads to the acquisition of new adaptive 

properties by the plantmicrobe system, which increase its productivity, stress tolerance, 

and help it to compete successfully in the struggle for ecological space. From the host 

plant, photosynthesis products enter the nodules, which are a source of carbon for bacteria 

(an essential nutrient). And from the nodules to the aerial part of the plant, the products 

of nitrogen fixation come, which are necessary for the plant to increase its biomass.  

The mobilisation of natural resources in agrophytocenoses through plantmicrobe 

interactions  is  one  of  the  main  areas  for  the  development  of  ecologically  sustainable 

farming. Legumes are most suited to the modern requirements of ecological equilibrium 

formation. They enter into a multicomponent symbiosis with different groups of useful 

soil microflora, which allows not only to improve soil properties, increase the yield and 

its quality, but also makes them a valuable precursor in crop rotations. In this regard, the 

search and practical application of new microorganisms with properties that will increase 

the economic efficiency of legume crop cultivation is promising [80]. It is known that 

symbiosis efficiency on the part of nodule bacteria depends on a number of symbiotic 

properties, which are determined by the presence or absence of symbiotic genes (Sym 

genes). Therefore, when carrying out scientifically sound selection and creation of highly 

effective plantmicrobial agrosystems, it is also worth paying attention to the "quality" of 

the  Sym    microsymbiont  gene  set  and  the  possibilities  of  its  modification  or 

complementation. 

We decided to focus our attention on symbiotic systems involving relic legumes. 

They are remnants of ancestral groups widespread in past geological epochs and are of 

great  scientific  value,  as  they  are  a  model  of  evolutionarily  earlier  plantmicrobe 

relationships.  They  are  characterized  by  low  specificity  in  the  choice  of  symbiotic 
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partners, in contrast to evolutionarily younger legumes, which exhibit high selectivity up 

to absolutely strict specificity. Probably, the microsymbionts of relic plants themselves 

have a wide range of host plants and differ in symbiotic gene sets from the forms with 

narrow host specificity. 

The Baikal region was chosen as the place of the expeditions, because the varied 

natural landscapes and heterogeneous climatic conditions made it possible to form here a 

rich flora, which contains quite a few unique species, endemics and relics. In addition, in 

the Baikal region the problem of formation, conservation and sustainable use of biological 

resources is very relevant, since Baikal is a unique area of the Earth, which is included in 

the list of UNESCO World Heritage Sites [46]. 

     Purpose and objectives of the study. The aim of the work was to study the genetic 

and taxonomic diversity of relic legume microsymbionts of the Baikal region and their 

ability to complementary interaction during of a multicomponent symbiosis formation. 

     Research objectives: 

     1.  to  create  a  collection  of  microsymbiont  strains  of  relic  leguminous  plants  from 

different tribes of the subfamily Papilionoideae Rudd., growing in the Baikal region; 

     2.  to  study  the  genetic  diversity  of  isolated  microbial  strains  and  determine  their 

taxonomic position; 

     3. full genome sequencing of the studied microsymbiont strains isolated from the same 

nodule and belonging to different taxa; characterization of gene systems responsible for 

symbiosis formation and functioning; 

     4.  determination  of  complementary  interaction  during  joint  plant  inoculation  by 

microsymbionts possessing complementary gene sets  involved  in symbiosis  formation 

and functioning.  

       Scientific novelty of the study. For the first time, bacteria colonizing nodules of 

relic  legumes  of  Lathyrus  humilis  (Ser.)  Spreng,  Hedysarum  gmelinii  Ledeb.  subsp. 

setigerum  (Turcz.  Ex  Fischer  et  Meyer)  Kurbatsky,  Oxytropis  triphylla  (Pall.)  Pers., 

Oxytropis  popoviana  Peschkova  and  Astragalus  chorinensis  Bunge  from  the  Baikal 

region. In the course of the study, unique information about their microsymbionts was 
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obtained. The effect of taxonomically different strains colonizing the same nodules on 

the symbiosis efficiency and the rate of nodule formation was determined in the growing 

experiments. A genomewide study of microsymbiont strains of relic legumes was carried 

out. The gene systems responsible for the formation of plantmicrobe relationships were 

analyzed.  The  conclusions  on  the  ways  of  nitrogenfixing  symbiosis  evolution  and 

complementation  possibilities  of  strains  belonging  to  different  rhizobial  taxa  are 

presented. 

     Scientific  and  practical  significance  of  the  work.  A  study  of  the  unique  genetic 

material of the collection: 

     1) will contribute to the development of ideas about the evolution of plantmicrobe 

symbiosis; 

     2) will improve the systematics of nodule bacteria, which are one of the most important 

and agronomically valuable groups of soil microorganisms; 

     3) will identify rhizobia genomes that possess complementary sets of genes involved 

in complementary tasks during symbiosis formation and functioning; 

     4) will enable the selection of rhizobia combinations that can be used as the basis for 

the production of complex microbial preparations or the targeted genetic construction of 

strains promising for agriculture.  

     The statements made for the defence: 

     1. The taxonomic position of nodule bacteria of five relic legumes from different tribes 

of  the  subfamily  Papilionoideae  Rudd:  Lathyrus  humilis  (tribe  Fabeae  Rchb.), 

Hedysarum  gmelinii  subsp.  setigerum  (tribe  Hedysareae  DC.),  Oxytropis  triphylla, 

Oxytropis  popoviana  and  Astragalus  chorinensis  (tribe  Galegeae  Dumort)  from  the 

Baikal region.  

     2. A new species of nodule bacteria Phyllobacterium zundukense (Phyllobacteriaceae, 

order Rhizobiales) isolated from the nodules of Oxytropis triphylla (Pall.) Pers. 

     3. Microsymbionts of relic legumes have a wide range of host plants, including various 

species  and  genera  of  legumes  from  the  tribes  Galegeae  Dumort  (Astragalus  L., 

Oxytropis DC., Glycyrrhiza L.) и Trifolieae (Bronn) Endl. (Trifolium L.). 

https://ru.wikipedia.org/wiki/DC.
https://ru.wikipedia.org/wiki/DC.
https://en.wikipedia.org/wiki/Heinrich_Georg_Bronn
https://en.wikipedia.org/wiki/Endl.
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     4. The phenomenon of complementary  interaction between  taxonomically different 

strains occupying the same nodules, which leads to a new symbiotic phenotype different 

from the one formed by each of the strains separately, is described. 

     Degree of validity and approbation of  the work. The degree of  reliability of  the 

research results was achieved by sufficient experimental data, statistical processing and 

identification of the reliability of differences. 

     The  thesis  materials  were  presented  at  the  schoolconference  for  young  scientists 

"Ecological genetics of microbialplant interactions" as part of the international scientific 

conference PLAMIC 2018, at the meetings of the Scientific Council of ARRIAM in 2019, 

2021. Dissertation materials published in 7 articles. Research was supported by grants 

from the Russian Science Foundation: grant 161600080 for microbiology, molecular 

and bioinformatics; grant 177630016 for nodule and plant photography; grant 1714

01363 for fluorescentlabeled strains; grant 142600094 for vegetative experiments and 

symbiotic gene research.  

     Prolonged  storage  of  isolates  in  the  Russian  Collection  of  Agricultural 

Microorganisms  (RCAM)  was  supported  by  the  Federal  Agency  of  Scientific 

Organizations (Bioresource Collection Development and Inventory Program).  

     Author's personal contribution. The postgraduate has  independently performed a 

patent  and  information  search  and  analysis  of  scientific  literature.  Together  with  the 

supervisor  formulated  the  goal  and  objectives  of  the  study,  developed  the  research 

program  and  the  necessary  methods  for  its  implementation.  The  author  directly 

participated  in  isolation  and  identification  of  strains;  cryopreservation;  staging, 

conducting and analyzing the results of vegetation experiments. 

     The scope and structure of the work. The thesis consists of a table of contents, the 

text of the thesis, which includes an introduction, two sections: review and analysis of 

scientific  and  technical  and  patent  information  and  the  main  part;  conclusion  and  2 

supplements. The materials of the dissertation are presented on 146 pages of typewritten 

text  and  contain  14  tables  and  21  figures.  The  bibliography  includes  207  sources, 

including 80 domestic and 127 foreign ones. 
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REVIEW AND ANALYSIS OF SCIENTIFIC AND TECHNICAL AND 

PATENT INFORMATION 
 

CHAPTER 1. THE ROLE OF SYMBIOTIC MICROORGANISMS IN PLANT 

LIFE 
 

1.1 The role of symbiosis in the evolution of living organisms 

The  term  "symbiosis"  (from  the  Greek  "symbiosis")  means  cohabitation,  living 

together. It was coined by the German botanist and microbiologist G. A. De Bary in 1879. 

He  defined  symbiosis  as  the  phenomenon  of  cohabitation  of  dissimilar  organisms. 

Drawing attention  to  the fact  that  the relationship between such organisms may differ 

significantly in the nature of interaction. To be both mutualistic and antagonistic [56, 80]. 

The degree of dependence on each other may also vary and range from strictly obligate 

to facultative. Symbionts may be differently situated in space: one may reside inside the 

cells of the other, on its surface, or have no direct contact at all [52]. In addition, the nature 

of the relationship between partners in symbiosis may change during life or depend on 

certain conditions of their existence [22]. 

At  the beginning of  the twentieth century, Russian scientist K.S. Merezhkovsky 

proposed the theory of symbogenesis. On its basis, a new system of the organic world 

was  created,  in  the  development  of  which  symbiosis  plays  a  major  role  [42,  75]. 

According to the author of the theory: "only one kingdom, prokaryotes, is not the result 

of symbiosis, but represents the direct development of originally appeared organisms in 

the form of primary bacteria. The other two kingdoms, plant and animal, are the result of 

symbiosis;  animal  is  the  result  of  simple  symbiosis  and  plant  is  the  result  of  double 

symbiosis"  [42, 61]. The symbiotic origin of mitochondria and plastids has now been 

proven.  Thus,  many  researchers  believe  that  symbiosis  induces  great  changes  and 

determines the formation of new life forms [105, 130, 144, 156]. 
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Within  the  framework  of  the  currently  developing  concept  of  symbiogenetics, 

symbiosis  refers  to  biological  complexes  that  arise  due  to  functional  and,  at  times, 

structural integration of gene systems of unrelated organisms. As a result of a new "supra

organismal" genome,  symbiotic partners  can  implement new developmental  programs 

and manifest adaptations that are inaccessible to freeliving organisms [52]. 

Thus, it can be assumed that symbiosis is a more powerful engine of evolution than 

competition. And its importance for the life and development of all organisms living on 

the planet is undeniable. 

 

1.2 Diversity of mutualistic plantmicrobe symbioses 

Microorganisms, can affect their host in different ways. Some bacteria can inhibit 

their development, causing disease (antagonism or pathogenesis), others, on the contrary, 

have  a  positive  effect  (mutualism).  Mutualism  is  the  cohabitation  of  two  different 

organisms in which both entrust to each other the task of regulating their relations with 

the external environment; depending on the nature and depth of these relations, they may 

or may not take on a metabolic character, but they are always necessary [17]. Mutualistic 

symbioses are usually subdivided into trophic (microorganisms provide plant nutrition, 

primarily nitrogen and phosphorus) and protective (bacteria provide plant resistance to 

phytopathogenic microbes or phytophagous animals). Taxonomically, microsymbionts 

are very diverse, being representatives of all the major groups of bacteria and fungi [52].  

Four  basic  forms  of  mutualistic  interaction  between  higher  plants  and 

microorganisms are commonly noted in the literature. The first, associative form, is based 

on  the  interaction  between  plants  and  microorganisms,  which  are  concentrated  in 

rhizosphere (the zone surrounding roots) and cover the root surface. The metabolism of 

the roots influences the soil environment, because the exosmosis products contain various 

substances (sugars, amino acids, vitamins etc.). At the same time, the various processes 

that  take place  in  the  rhizosphere with  the participation of  freeliving microorganisms 

determine the course of plant development. The mechanisms of microbial action on plants 
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are different. These can be synthesis of various metabolites: phytohormones, plant growth 

inhibitors, antibiotics, etc. Many freeliving bacteria are capable of fixing nitrogen from 

the atmosphere and can control the supply of mineral elements from the soil to the root. 

The list of microorganisms that are capable of associative nitrogen fixation is constantly 

being  updated  with  new  species.  Currently,  it  is  believed  that  8090%  of  all  known 

bacteria  are  capable  of  nitrogen  fixation  [2,  31,  72].  The  most  active  and  frequent 

diazotrophs on plant roots  include species: Azospirillum, Herbaspirillum, Acetobacter, 

Agrobacterium,  Azotobacter,  Pseudomonas,  Enterobacter,  Klebsiella,  Burkholderia, 

Flavobacterium, Campylobacter [2]. The diversity of bacterial communities in the root 

zone and rhizoplane (the zone of microorganisms developing directly on the plant roots) 

is determined by the qualitative and quantitative composition of root excretions, which 

depends on the species, age and growing conditions of plants [25].  

The second type of mutualistic interaction is observed between plants and epiphytic 

microorganisms.  Bacteria  populate  the  aboveground  parts  of  plants,  utilise  their 

secretions and participate in the decomposition of dead residues. They are an integral part 

of  the plant's cenosis. Sporogenic and pigmented species,  the spores of various  mould 

fungi and yeasts are the most common as they are most resistant to drying out and UV

rays. 

The third type of relationship is mycorrhiza, a close association of roots with fungi. 

Mycorrhizae are "a whole group of symbioses, very heterogeneous in taxonomic, genetic 

and molecular terms" [66]. Arbuscular mycorrhiza is thought to be the oldest. It appeared 

about 400450 million years ago, and the symbiosis between legumes and rhizobia was 

formed only 6070 million years ago. Fungi provide nutrients to the host, increase plant 

resistance  to  phytopathogens  and  abiotic  stresses,  and  some  regulate  macrosymbiont 

development. In addition to nutrition and protection, mycorrhizal fungi unite plants of 

different species in phytocenoses through a unified hyphal network and participate in the 

formation of soil structure [66, 73]. 

The fourth type of relationship is a mutually beneficial symbiosis between legumes 

and a group of nitrogenfixing nodule bacteria. By penetrating into the root tissue of the 
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host plant, they cause an increased division of its cells, which leads to the formation of 

nodules. The symbiotic partners are connected by the vascular system of the nodule: the 

plant supplies the bacteria with carbohydrates and mineral salts, while the bacteria give 

up to 70% of the nitrogen assimilated by them to the plant. The nodules formed on the 

roots of perennial plants can be active for many years, while in most annual legumes the 

nodules  die  during  flowering  of  the  host  plant.  After  destruction  of  the  nodule,  the 

bacterial  cells  enter  the  soil  and  become  saprophytes  like  other  soil  organisms. 

Bacteroides,  which  have  lost  the  ability  to  transform  into  freeliving  cells,  are  an 

exception [37, 66]. 

 

1.3 Legumerhizobial symbiosis 

1.3.1 Evolution of legumerhizobial symbiosis 

Based on the analysis of a wide range of experimental and mathematical models, 

Provorov  N.A.  et  al.  proposed  an  integral  scheme  of  beanrhizobial  symbiosis  (BRS) 

evolution including four stages: ancestral intercellular symbiosis, primitive extracellular 

mutualism, intracellular mutualism and altruistic type symbiosis.  

In the first stage, endosymbiotic rhizobia populations were mixed and consisted of 

N2fixing and nonfixing strains. They penetrated into the plant root through breaks in the 

epidermis. The most likely candidates for the role of "primary" rhizobia were bacteria 

with  close  relatives  among  freeliving  nitrogen  fixers  (presumably  related  to  genera 

Rhodopseudomonas and Azospirillum) [54, 55].  

At the second stage, the bacteria acquired the ability to synthesize Nodfactors. A 

new pathway for rhizobia cell penetration through "twisting" of root hairs emerged. The 

stage is characterized by the emergence of clonal populations which were in infectious 

threads [54, 55].   

The  third  stage  saw  the  emergence  of  the  bacteria's  ability  for  intracellular 

symbiosis. Bacteroides were poorly differentiated and retained reproductive ability. N2 
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fixation took place in unspecialised symbiosomes. As a result of the horizontal transfer 

of  symbiotic  genes  to  other,  unrelated  species,  the  epiphytic  (Phyllobacterium)  or 

phytopathogenic  (Agrobacterium)  bacteria,  and  then  the  "secondary"  rhizobia 

(Mesorhizobium,  Rhizobium,  Sinorhizobium)  which  already  had  the  gene  system, 

providing symbiosis, assembled in a separate plasmid, appeared [54, 55]. However, the 

belonging  of  rhizobia  to  hundreds  of  species,  limited  to  a  dozen  genera  of 

Alphaproteobacteria  and  Betaproteobacteria,  suggests  infrequent  successful  transfer 

between genera, but frequent successful transfer within genera. 

The  fourth  stage  is  characterized by  the  formation  of  irreversibly differentiated 

bacteroides  from  "secondary"  rhizobia.  They  are  incapable  of  reproduction,  differ  in 

morphology  and  have  high  nitrogenase  activity.  N2  fixation  occurs  in  specialized 

symbiosomes [54, 55].   

Thus, the evolution of symbiosis went in the direction of symbiotic gene collection 

in  one  organism,  strain  specialization  and  increasing  the  ecological  efficiency  of  the 

relationship. 

 

1.3.2 Microorganisms involved in the formation of symbiosis with legumes 

 

The first scientific explanation for the ability of legumes to improve soil properties 

was  given  by one  of  the  most  eminent  french  agrochemists,  J.    B.  Boussingault. He 

suggested that legumes could absorb nitrogen from the air. However, only decades later, 

the german scientist H. Hellriegel found that legumes were helped to assimilate nitrogen 

by bacteria that developed on their roots [61].  In 1888, M. Beijerinck isolated the cells 

of nodule bacteria in pure culture. They were originally named Bacillus radicicola by M. 

Beijerinck, but in 1895 B. Frank suggested a new generic name for them, which has been 

retained in the modern taxonomy  Rhizobium [61, 66].   

Rhizobia are Gramnegative bacteria characterized by polymorphic  forms. They 

are mainly bacilliform and oval microorganisms, although cocciform, filtering forms and 

Lforms  occur.  They  can  be  motile  or  immobile.  Fastgrowing  nodule  bacteria  are 
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characterized by a peritrichal arrangement of the flagella, while slowgrowing ones are 

monotrichal.  They reproduce by division, and with age may proceed to budding. Colonies 

rounded, convex,  translucent,  raised, slimy (characteristic of  fastgrowing ones). They 

grow well on agar with yeast extract, mannitol and mineral salts [71].  

The systematics of  rhizobia has  long been based on host  specificity  to different 

legume  species.  The  classification  of  L.  M.  Dorosinskii  (1965),  based  on  cross

inoculation and a number of morphological and cultural properties of nodule bacteria, is 

generally  accepted.    Modern  methods  of  taxonomy  are  based  on  determining  the 

phylogenetic relationship between different groups of microorganisms (genosystematics) 

and may not always coincide with the results of traditional classification [4].  Thanks to 

the emergence of new methods that improve the genetic and phenotypic characterisation 

of  strains  (DNADNA  hybridisation,  RFLP  analysis  and  genomic  fingerprinting 

techniques,  "housekeeping"  gene  sequencing,  multisubstrate  testing,  etc.),  a  huge 

diversity of rhizobia has been discovered. Currently, bacteria capable of forming nodules 

on legumes belong to two classes of proteobacteria, the orders Rhizobiales (class Alpha

proteobacteria) and Burkholderiales (class Betaproteobacteria) and include members of 

seven  families:  Rhizobiaceae,  Phyllobacteriaceae,  Bradyrhizobiaceae, 

Methylobacteriaceae, Burkholderiaceae, Brucellaceae and Hyphomicrobiaceae [5].   

The genus Rhizobium (family Rhizobiaceae), which previously included all known 

nodule bacteria, has the greatest number of nodule species. However, some species were 

subsequently transferred to other taxa based on phylogenetic analysis and now the genus 

Rhizobium contains only 49 species [7]. The family Phyllobacteriaceae is represented by 

two genera containing nodule bacteria: Phyllobacterium  and Mesorhizobium  (includes 

more than 30 species of nodule bacteria). The family Hyphomicrobiaceae also contains 2 

genera,  Azorhizobium  and  Devosia,  which  include  nodule  bacteria.  The  family 

Bradyrhizobiaceae  contains  one  genus  with  noduleforming  bacteria,  Bradyrhizobium 

(includes 9 species of nodule bacteria).  The family also includes genera such as Bosea, 

Tardiphaga, whose species may be present in the nodules of legumes, but do not form 

them  independently.  Although  in  2020,  Hordt  et  al.  proposed  the  creation  of  a  new 
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Boseaceae  fam.  nov.  family,  where  the  genus  Bosea  should  be  included  [134].  Two 

genera  containing  nodule  bacteria,  Methylobacterium  and  Microvirga,  have  been 

described  in  the  family  Methylobacteriaceae.  The  Betaproteobacteria  in  the  family 

Burkholderiaceae  include  two  genera,  Burkholderia  and  Cupriavidus 

(Ralstonia/Wautersia) [5, 88, 106, 107, 108].   

 A complete list of nodule bacteria can be found on the website of the International 

Code of Nomenclature for Bacteria LPSN (http://www.bacterio.cict.fr), overseen by Dr 

Euzeby  J.P.  A  New  Zealand  site  of  modern  rhizobia  taxonomy 

(http://www.rhizobia.co.nz/taxonomy/rhizobia.html), created by Dr Weir B.S. The sites 

are regularly updated and supplemented [5]. 

 

1.3.3 The development of legumerhizobial symbiosis 

Many scientists are studying the process of nodulation in legumes. A considerable 

amount of material has now been accumulated on this subject.  The process of symbiosis 

development  includes  three main  stages    preinfection;  infection and nodulation;  and 

nodulation functioning [16, 66]. At the first stage, the partners recognize each other: the 

plant produces characteristic flavonoids that activate the virulence genes (Nod genes) of 

rhizobia. Nodgenes encode the synthesis of lipooligosaccharides (Nodfactors), which 

cause a response in the host plant: curling of root hairs and initiation of cell division in 

pericycle, inner and outer layers of root cortex [66]. 

The second stage involves the processes of infection and nodule development. At 

the site of root hair bending, the cell wall is destroyed by pectolytic enzymes of the plant. 

The  bacteria  are  trapped  inside  a  special  cavity,  the  infection  filament.  Its  walls  are 

formed by the plant cells and the inner space is filled with a matrix, in the formation of 

which both partners are involved. Parallel to the development of the infectious filament, 

the nodule primordium is laid, where the formation of the nodule tissue and the apical 

meristem begins. After the infectious filament has reached the base of the root hairs and 

penetrated into the growing nodule, the bacteria will become intracellular symbionts by 
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endocytosis.  The  distal  parts  of  the  infectious  filaments  are  converted  into  infectious 

droplets devoid of a cell wall. These, in turn, are released into the plant cytoplasm in the 

form of membrane vesicles and become bacteroides. The membrane is then transformed 

into a peribacteroidal membrane (PBM), synthesised mainly by the plant cell and partly 

by rhizobia. Bacterial cells surrounded by a common membrane are called symbiosomes 

and  are  the  main  structural  and  functional  unit  of  symbiosis,  which  are  also  called 

temporary organelles responsible for nitrogen fixation [16, 66]. 

This process results in the formation of nodules on the surface of the roots. The 

morphology  and  number  of  nodules  is  strictly  determined  by  the  host  plant,  as  it  is 

associated  with  high  energy  expenditure.  On  the  plant  side,  the  important  traits  for 

selection  are  "nitrogenfixing  activity  (rate  of  N2  reduction  into  NH4+)  and  symbiotic 

efficiency  (ability  of  plants  to  develop  intensively,  using  symbiotrophic  nitrogen 

nutrition, which depends on compatibility of partners' metabolic systems and absence of 

active protective reactions from the plant to rhizobia penetration)" [4]. 

The  efficiency  of  nitrogen  fixation  in  nodule  bacteria  depends  on  a  number  of 

symbiotic traits, which include virulence, nitrogenfixing activity, competitiveness and 

specificity [16].   

At the molecular level, the efficiency of legumerhizobial symbiosis is determined 

by  the  presence  of  symbiotic  genes  (Sym  genes)  in  microsymbionts.  These  genes  are 

divided into groups depending on the function performed. For example, Nod genes are 

responsible  for  the  biosynthesis,  modification  or  secretion  of  Nodfactors.    Nif  genes 

encode the synthesis of the nitrogenase complex and regulate its activity. Fix genes work 

together with nif genes and also play an important role in symbiotic nitrogen fixation [19]. 

Sym genes can be located on chromosome segments bounded on both sides by ISlike 

elements (symbiosis islands), or as part of large plasmids (symbiotic plasmids). Due to 

this  arrangement,  symbiotic  genes  can  easily  be  involved  in  horizontal  gene  transfer 

processes. Mobile genetic elements (IS elements, transposons, integrons, plasmids) play 

a central role in this process; gene transfer can take place both between strains within the 

same species and between different species, genera, families or even higher taxa. This 
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process  results  in new strains of nodule bacteria, which may differ  in  their  symbiotic 

characteristics [19].   

 

1.3.4 Specificity of legumerhizobial symbiosis 

Specificity should be understood as "the ability of unrelated organisms to recognize 

symbiosis partners capable of providing a trigger for an interaction program that does not 

function in the absence of an adequate partner" [18]. At the molecular level, the specificity 

of legumerhizobia symbiosis represents the exchange of signals between partners. By 

now, most of the genes involved in the process of nodulation and synthesis of signaling 

molecules are well studied [18, 62]. There are common genes (homologous) that can be 

found in all rhizobia capable of nodulation: nodA, nodB, nodC. They control the synthesis 

of the bark part of the Nodfactor. There are genes that differ in different species or strains 

(host specificity genes): nodP, nodQ, nodH, nodF, nodE, nodL etc. These genes encode 

enzymes  involved  in  fatty  acid  residue  synthesis  and  modifications  of  the  chitooloyl

saccharide  base.  The  nodD  gene,  the  only  rhizobia  virulence  gene  that  works 

constitutively,  is  identified separately [41]. It  is the only gene with the properties of a 

plant signal receptor. The other nod genes encode the synthesis of enzymes involved in 

Nodfactor synthesis. The Nodfactor structure determines the specificity and nature of 

interaction of bacteria with the plant root system [41, 66].    

Most of the bacterial genes involved in nodule formation are selective in relation 

to the host. These genes are responsible for the interaction of a particular rhizobia species 

or  strain  with  specific  plant  species  or  cultivars.  Two  types  of  host  specificity  are 

distinguished, broad and narrow, which are determined by the structure of the acyl chain 

and  modifications  to  the  oligochitin  base  of  the  Nodfactor.  Species  with  broad 

specificity are more ancient in terms of evolution. The emergence of fastgrowing species 

with narrow host  specificity was characterised by  the appearance of  additional genes. 

Some are responsible for the synthesis and attachment of polyunsaturated fatty acids (for 

example,  nodEF  genes).  Others  are  associated  with  modifications  of  the  chito
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oligosaccharide backbone. For example, the presence of nodP, nodQ and nodH, which 

are  responsible  for  chain sulphation at  a  specific  location,  is  important  for S. meliloti 

interaction  with  alfalfa.  The  nodX  gene  (encoding  acetylation)  is  required  to  form  a 

symbiosis between R. leguminosarum bv. viceae and 'Afghan' pea lines. However, this 

gene can be replaced by the nodZ gene responsible  for another chemical modification 

(fucosylation). This suggests that plant receptors recognising Nodfactors are polyvariant 

[62, 66].  The role of such receptors is played by plant gene products. The most likely 

candidates  are  Nodfactorreceptorlike  kinases  containing  LysM  domain  which  can 

participate not only in bacterial signal perception but also in the organization of bacterial 

penetration  into  the root. Another  receptorlike kinase (receptor_like kinases, RLK)  is 

rich in leucine repeats and its activity is also required for symbiosis with rhizobia [18, 

66]. Since symbiotic specificity is determined by the recognition and signalling of both 

partners, they should be studied together. 

Microbial  surface  compounds,  which  include  exopolysaccharides, 

lipopolysaccharides,  capsular  polysaccharides,  cyclic  βglucans,  etc.,  play  an  equally 

important  role  in  establishing  symbiotic  relationships.  They  are  responsible  for  the 

dialogue between rhizobia and plant defence systems. It is likely that the interaction of 

rhizobial exopolysaccharides with plant lectins is also related to the specificity of rhizobia 

with respect to the host plant.  It is believed that signals from both groups (Nodfactors 

and surface signaling compounds) are required for normal symbiosis development [14, 

66]. 

Thus, research on the nature of receptors and genetic control of specificity of micro 

and macrosymbiont interaction allows scientifically sound selection of the most effective 

pairs, selection to increase the specificity of interaction and increase the yield.   

 

1.3.5 The importance of legumerhizobium symbiosis in agriculture 

Today,  special  attention  is  paid  to  ecological  rationality,  which  includes  the 

development  and  practical  application  of  technologies,  methods  and  means  to  obtain 
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environmentally  safe  food products,  including crop and  livestock products. Symbiotic 

nitrogen fixation is one of the most important factors in the development of ecologically 

balanced agricultural systems [67].  

Legumes (Fabaceae), capable of symbiosis with soil nodule bacteria, number more 

than 1500 species and make up a significant part of forage and food crops grown in the 

world.  They  account  for  more  than  25%  of  global  crop  production.  Their  ability  to 

symbiotic  nitrogen  fixation  allows  legumes  to  be  grown  as  green  manure  to  improve 

nitrogen fertility and the chemical and physical properties of  the soil, thereby reducing 

the pollution of the environment by mineral nitrogen applied as fertilizer. In addition, the 

use  of  legumes  for  forage  purposes  allows  increasing  their  role  in  the  formation  of 

sustainable  agroecosystems,  and  the  high  oil  content  in  the  seeds  of  some  species 

(Glycine  max  L.  Merr.,  Pongamia  pinnata  L.)  consider  them  as  potential  sources  of 

biological fuel [15, 67].  

Thus, legumes, due to their wide range of applications and their ability to use the 

resources of symbiotic microorganisms, are most consistent with the concept of adaptive 

farming.  Therefore,  the  study  of  plantmicrobe  symbioses  and  the  creation  of  highly 

efficient systems, with maximum plant productivity potential, are important for adaptive 

agriculture [18, 81].  

The  accumulated  scientific  results  on  the  mechanisms  of  legumerhizobial 

symbiosis also allow us  to  raise  the question of  the possibility of creating a nitrogen

fixing apparatus based on symbiosis in nonlegume plants, especially in cereals [15]. 
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CHAPTER 2. APPROACHES AND METHODS TO DETERMINE 

TAXONOMIC RELATIONSHIPS AND PHYLOGENETIC RELATEDNESS OF 

MICROORGANISMS 
 

2.1 Approaches to defining taxonomic relationships  

Microbial  systematics  is  the  distribution  of  microorganisms  into  groups  (taxa) 

according to their origin and biological similarity [16, 36]. The main issues addressed 

by  taxonomy are  classification,  identification,  and nomenclature. Classification deals 

with the distribution of organisms into taxonomic groups according to their similarities 

and  affinities.  Nomenclature  defines  the  names  of  taxonomic  groups  according  to 

international rules. Identification is the process of establishing the taxonomic position of 

a new microorganism [62]. 

Currently, several basic methods are used in microbiology for classification. 

Numerical approach. Numerical taxonomy is based on the principles proposed by 

the french botanist M. Adanson (17271806): the equality of all characters; study of the 

maximum possible number of characters; and determination of the degree of similarity 

by the number of matching characters. The degree of similarity is expressed in the form 

of similarity coefficient and is calculated in pairs as the ratio of the number of similar 

features to the total number of studied features. The value of the similarity coefficient 

can vary from 1 (complete identity) to 0 (no match in any of the studied features). The 

data are arranged in a similarity matrix. A dendrogram is then constructed based on the 

numerical relationships between them. Numerical taxonomy provides an objective and 

stable basis for the creation of taxonomic groups, allows a thorough study of phenotypes, 

but, unlike phylogenetic  taxonomy, does not allow additional conclusions concerning 

the evolution of organisms [36]. 

There are also several other disadvantages of the numerical approach. Firstly, there 

is the subjective choice of tests for identifying traits. It is not possible to use the same 

traits to identify different groups of microorganisms. Secondly, the number of features 
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tested is only a small fraction of the information contained in the genome. Third, "equal" 

traits (in terms of this systematics) carry an unequal amount of genetic information. Also, 

the value of the similarity coefficient may change by increasing (when new similar traits 

are found) or decreasing (when the number of mismatched traits increases) [36].  

Chemotaxonomic approach. The chemotaxonomic taxonomy developed by E. S. 

Smirnov (1969). The construction of this taxonomy was based on the results of studying 

physiological  and  biochemical  characteristics,  as  the  most  common  method  for 

establishing  the  taxonomic  affiliation  of  microorganisms  under  study. 

"Chemotaxonomic" methods involve the use of analytical methods in the collection of 

information relating to the various chemical constituents of the cell to classify bacteria 

[36]. Systematics, based on the study of these characteristics, has gained new prospects 

in  recent  years  with  the  development  and  practical  implementation  of  rapid  tests  for 

enzymatic  activity,  allowing  to  make  the  procedure  of  detection  and  identification  of 

microorganisms  faster,  more  convenient,  sensitive,  and  specific.  The  basis  of  such 

systems is multisubstrate testing technology. A culture grows in the presence of different 

substrates with the addition of a redox indicator, which changes colour in response to the 

metabolic activity of the cells. Substrates commonly chosen are sources of basic nutrients 

(carbon, nitrogen, phosphorus, etc.) and physiologically active substances  (antibiotics, 

vitamins, hormones, etc.). As well as  substances  affecting medium acidity or osmotic 

properties, intermediates of major metabolic pathways, etc. Identification of bacteria is 

performed using computer  software by comparing  the  reactions of  the microorganism 

under study with the reactions of indicator bacteria stored in the database for a given test 

[20, 63].  

BioLog's  advanced  phenotypic  technology  identifies  the  microorganism  at  the 

species level and, unlike molecular methods, provides additional information about the 

properties of strains. BioLog's carbon disposal technology identifies microorganisms by 

creating a characteristic pattern or  'metabolic fingerprint' of chemical reactions carried 

out in a 96well microplate. Culture suspensions of a certain concentration are digested 

in special plates (there are 7 different substrate arrangements), incubated, read and the 
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resulting phenotypic profile is compared with the corresponding database. There are three 

concepts  within  the  ideology:  ID  MicroPlate™,  EcoPlate™  and  Phenotype 

MicroArrays™.  About  2900  species  of  bacteria,  yeasts  and  mycelial  fungi  can  be 

identified using this technology [20]. 

Modifications of this method have now been developed, which differ in the sets of 

organic substrates that, according to the authors, are most likely to be found in natural 

conditions.  For  example,  the  Ecolog  system  developed  by  M.V.  Gorlenko  and  P.A. 

Kozhevin helps to determine the spectrum of organic substrates used by microorganisms 

and makes it possible to calculate the amount of substrates consumed [27]. The method 

can be used to assess soil quality, type and degree of impact of adverse factors on soil 

habitats. Use when monitoring soil conditions and developing remediation methods. 

The multisubstrate testing method can be used as a hightech and efficient method 

of identifying microorganisms, as well as for determining the physiological properties of 

known species or when describing new ones.  

Genetic  approach.  Genosystematics  (or  molecular  systematics)  assesses  the 

relatedness  of  organisms  based  on  the  similarity  or  difference  of  their  genomes.  The 

application  of  the  molecular  biology  approach  makes  it  possible  to  compare  distant 

organisms that may not share phenotypic traits at all [68].  

The genetic material of any organism contains information on the entire variety of 

properties  of  that  organism,  including  the  characteristic  species  traits  that  underlie 

classification and identification systems. Genes encoding these biological characteristics 

(structural components of cells; components of cell membranes; synthesis of enzymes 

performing certain biochemical reactions; synthesis of toxins, characteristic products of 

metabolism; structure and composition of antigens, etc.) have a strictly defined nucleotide 

sequence unique to each microorganism, which can serve as a diagnostic marker and is 

used  to  detect  and  identify  microorganisms.  In  contrast  to  biochemical  and 

immunochemical test systems that investigate the products of reading genetic information 

(gene products), identification of microorganisms using DNA diagnostics is based on the 
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presence or absence of specific genes and their fragments, and the uniqueness of their 

structure in each microorganism [13]. 

PCR and nucleic acid hybridization methods are the basis for the genosystematics 

of microorganisms [74, 149, 157]. 

 

2.2 Determination of phylogenetic relationship of microorganisms 

2.2.1 Determination of genetic similarity by gene sequencing 

"Sequencing  of  nucleic  acids  is  the  determination  of  their  nucleotide  sequence. 

Sequencing  results  in  a  formal  description  of  the  primary  structure  of  a  linear 

macromolecule in the form of a sequence of monomers in text form" [74]. 

The nucleotide sequences of ribosomal RNA (rRNA) are most frequently used to 

identify bacteria and create a phylogenetic system for their classification. The choice of 

these  genes  is  primarily  due  to  the  specific  structure  of  rRNA  molecules  and  their 

ubiquitous distribution throughout the living world. The 16S and 23S rRNA molecules 

contain sites of the highest genetic stability and evolve only by the process of spontaneous 

mutation, which occurs at a constant rate. The accumulation of mutations is only time

dependent. Thus, information on the nucleotide sequence of these molecules is the most 

objective for determining the phylogenetic relatedness of organisms from subspecies to 

kingdom [48]. However, to obtain accurate results, one should not limit oneself to the 

study of a single genetic locus, even a very informative one. In such cases, the intergenic 

transcribed  region  (ITS)  and  the  23S  rRNA  gene  (which  is  about  2fold  longer  and 

contains several highly variable regions) can be amplified and sequenced. Thus, profiles 

of DNA fragments characteristic of a specific taxonomic group of microorganisms can 

be obtained [48, 62]. 

The "housekeeping" genes dnaA, recA, rpoD, gyrB, hsp60, and others are also used 

as phylogenetic markers for classifying and identifying microorganisms [195]. However, 

determining the taxonomic position of an isolate by analyzing the sequences of various 
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genes can give ambiguous results due to the fact that the completeness of the databases 

of the marker gene sequences of various microorganisms is rather low.  

 

2.2.2 Multilocus sequence analysis (MLSA) 

At  present,  the  method  of  microbial  identification  based  on  multilocus 

(multigenomic)  genome  analysis  is  widely  used.  The  method  of  multilocus  sequence 

analysis  MLSA  (multilocus  sequence  analysis),  is  a  development  of  the  method  of 

multilocus sequencing MLST (multilocus sequence typing), proposed by Maiden et al. in 

1998  for  microbial  typing  in  molecular  epidemiology.  The  method  is  based  on 

establishing the nucleotide sequence of small fragments (about 500 pairs of nucleotides) 

of a number of genes and the subsequent comparison of the corresponding sequences in 

different  organisms.  In  multilocus  sequencing,  the  most  common  genes  analyzed  are 

"housekeeping" genes, which are essential for the course of basic metabolic reactions and 

are therefore present in all organisms. These genes are important for the viability of the 

organism and are characterized by a relatively low rate of mutation accumulation, many 

of which are selectively neutral. In this regard, comparison of the nucleotide sequences 

of such genes makes it relatively easy to establish the degree of phylogenetic relatedness 

between populations and systematize them. The number of loci analyzed in each specific 

study may vary, but most often it is 78. Such a number provides sufficient resolution 

capability of  the method and at  the same time does not  require much labor,  time, and 

money for analysis [195]. The MLSA method can be successfully used to separate closely 

related microorganisms when the 16S rRNA gene alone is insufficient. For example, it 

has  already  been  shown  that  the  phylogeny  atpD  and  recA  loci  for  legume 

microsymbionts corresponds to that for the 16S rRNA gene [124]. Also, the method of 

multilocus analysis was successfully applied  in  the  identification and systematics of a 

new rhizobial genus and species Tardiphaga robiniae, where 5 "housekeeping" genes 

were  used  [91].  In  many  studies,  MLSA  has  been  recommended  as  a  promising 
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intermediate  method  to  replace  DNA  hybridization  in  species  identification. 

Nevertheless, the method still needs clear recommendations and improvements [127]. 

 

2.2.3 Analysis of DNA profiles obtained by restriction of total DNA 

There are several approaches for determining genetic distances based on restriction 

analysis.  

For PDRF analysis (restriction fragment length polymorphism analysis), total DNA 

restrictions obtained using endonuclease enzymes are used. The fragments are separated 

by molecular weight by gel electrophoresis. When PCRPDF analysis is used, specific 

regions  of  the  genome  are  first  amplified  in  a  polymerase  chain  reaction.  The 

amplification products are then treated with restriction enzymes. The obtained restriction 

fragments are separated by gel electrophoresis. The band profiles obtained by PDRF and 

PCRPDRF methods using different enzymes are used to evaluate the genetic diversity 

of the samples under study. The results are processed by evaluating sequence divergence 

in those restriction fragments that are common [89]. 

Both types of PDRF analysis have certain limitations. First of all, they reflect the 

divergence of only very small regions of the genome, which may not coincide with the 

divergence of the whole genome. In addition, gene copy number variation can also affect 

the determination of genetic distance. The method  is now  largely obsolete  due  to  the 

advent of  inexpensive DNA sequencing  technologies, but RFLP analysis was  the first 

DNA profiling technique inexpensive enough to find widespread use in genome mapping 

and gene localization. 

Genome analysis by amplified fragment  length polymorphism (AFLP Amplified 

fragment length polymorphism) is a highly sensitive method for detecting polymorphisms 

in DNA. However, the data obtained are not evaluated as length polymorphisms, but as 

presenceabsence polymorphisms [200]. DNA is processed with two restriction enzymes: 

a rarecheap restrictase (e.g., EcoRI) and a frequentcheap enzyme (e.g., MseI). Adapters 

 short doublestranded DNA fragments, whose nucleotide sequence includes bark and 

file:///F:/диссер/План%20диссертации.docx%23_Toc232948841
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enzymespecific  sequences    are  attached  to  the  ends  of  the  obtained  restrictions. 

Selection of  restriction  fragments  is  achieved by using  primers  complementary  to  the 

adapter  sequence,  the  restriction  site  sequence,  and  several  nucleotides  within  the 

restriction  site  fragments.  It  is  these  restriction  fragments  of  genomic  DNA  that  are 

amplified during PCR, and the amplification products are separated by gel electrophoresis 

or by automatic capillary sequencing tools. the use of various restrictases and variation in 

the selective sequence at the 3'end of the primers allows different sets of fragments that 

form  genomic  profiles  to  be  obtained  from  genomic  DNA  by  AFLP  [163].  Genome 

analysis by amplified fragment length polymorphism is a highly sensitive method and is 

successfully used to study the divergence of closely related microorganisms. 

 

2.2.4 Wholegenome sequencing 

The  first  approaches  for  sequencing  were  developed  by  the  swedish  biochemist 

Edman P.V. (protein sequencing method), then Maxam A. and Gilbert W. proposed the 

method  of  chemical  degradation  of  DNA.  And  in  1977,  Sanger  F.  and  colleagues 

presented  the "chain breaking" method for  deciphering the primary structure of DNA. 

This method is the most common and is considered the "gold standard" [24]. 

Further development of technology led to the creation of new promising methods of 

next  generation  sequencing  (NGS).  The  technology  involves  spatially  separated 

polymerase replication of a large number of individual DNA molecules fixed on a solid 

matrix  (flat  substrate or microsphere) and  then cyclic  sequencing. As a  result, a  large 

number of relatively short DNA fragments are read simultaneously (in parallel) [24, 30]. 

There are different NGS platforms (Illumina, Thermo Fisher Scientific (USA), etc.), but 

most  technologies  are  based  on  a  common  algorithm  of  analysis:  creation  of  a  DNA 

library;  clonal  amplification  of  each  DNA  fragment  by  PCR;  automatic  stepbystep 

reading of each nucleotide type and detection of the result [1]. 

The  third  generation  of  DNA  sequencing  platforms  differs  from  the  second 

generation  in  that  primary  DNA  amplification  is  no  longer  required.  This  "single
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molecule"  sequencing  technology  is  characterized by  the  absence of  errors  that  occur 

during DNA amplification, high throughput, high reading speed, and longer rids [1]. 

The  data  obtained  from  sequencing  require  further  processing.  The  first  step 

involves culling out lowquality sequences and error correction. Various programs exist 

for this purpose, such as Coral (CORrection with Alignments), which is easily adapted to 

different types of errors [1, 184].  

At  the  second  step,  the  search  for  matching  sites  is  performed;  short  chains  of 

nucleotides  are  assembled  into one or more  long  sequences  consisting of overlapping 

DNA fragments (contigs). They are then combined into scaffolds (ordered contigs with a 

given  distance  between  them).  A  reference  (check)  genome  or  reference  nucleotide 

sequences (if available) can be used for alignment and association. If not, the assembly is 

de novo (reassembled). Programs such as BLAST (Basic Local Alignment Search Tool), 

Clustal (ClustalW, ClustalX and Clustal Omega), MAQ  (Mapping and Assembly with 

Quality), SeqMap, MUSCLE, MAFFT and others are used to align with  the reference 

genome. If the assembly is de novo, such computer programs as SOAP de novo, Velvet, 

Euler and others are used [1, 115, 137, 142, 148]. 

The third step involves the identification and analysis of phylogenetic relationships. 

Comparisons are made with already known nucleotide sequences that can be found in 

special databases. The programs BLAST (the most popular), MEGAN, RITA, Naïve 

Bayes,  etc.  are  used  for  comparison.  The  most  popular  database  is  GenBank 

(www.ncbi.nlm.nih. gov/genbank/), but others also exist [1].  A comprehensive program 

QIIME  (quantitative  insights  into  microbial  ecology)  has  been  developed  for 

metagenomic analysis, which includes many other software packages and is open source 

[1, 97].  

The most popular program MEGA (Molecular Evolutionary Genetics Analysis) is 

used to estimate evolutionary distances, construct phylogenetic trees, and calculate basic 

statistical  values  based  on  molecular  data.  It  includes  various  methods  and  tools  for 

phylogenetic analysis [191].  
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2.2.5 Determination of genome similarity by DNA reassociation  

Analysis  of  DNA  reassociation  (reunification  of  DNA  strands  separated  by 

denaturation during annealing) allows us to estimate genome complexity, the content of 

unique and repetitive nucleotide sequences, and the frequency of their  repetition in the 

genome.  Comparison  of  DNA  in  two  organisms  makes  it  possible  to  determine  the 

percentage of similarity (difference) between them. It is assumed that the homology of 

DNA in closely related species is 2060%, within species  60100%, and for different 

subspecies  6070%. But there are no clear boundaries for the interpretation of the results, 

since  there  is a  large variation  in homology values for closely related species [13, 24, 

128]. Identification of any new species involves determining the similarity of DNA with 

the closest type strain and describing the properties characteristic of the species. However, 

one  must  be  able  to  correctly  interpret  the  values  obtained  in  the  context  of  general 

phylogenetic information [62]. 

 

2.2.6 Average Nucleotide Identity (ANI) method 

As  a  good  alternative  to  the  timeconsuming  DNADNA  hybridization  method, 

average nucleotide identity (ANI) counting in the genomes of the compared bacteria (only 

20% of the full sequence length is sufficient) was proposed. This is a more modern and 

reliable method. The ANI value of 9596% correlates well with the level of 70% DNA

DNA hybridization  the threshold value of DNA similarity of strains attributed to the 

same genome species. However, these values cannot be considered absolute limits unless 

they are consistent with the entire phenotypic and phylogenetic picture [63, 87, 128, 171]. 

ANI  calculation  usually  involves  genome  sequence  fragmentation  and  then 

nucleotide sequence search, alignment, and identification. The original ANI calculation 

algorithm  uses  the  BLAST  program  as  its  search  engine.  ANI  values  are  based  on 

pairwise alignment of genome regions. The reliability of their results directly depends on 

the quantity and quality of the aligned DNA fragment [128, 205].  

file:///F:/диссер/План%20диссертации.docx%23_Toc232948843
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For data processing,  the  software JSpecies  is used  to calculate ANI  (Richter and 

RossellóMóra, 2009). Here, one can calculate ANI using BLAST, as suggested by Goris 

and colleagues. In addition, there is an alternative ANI calculation based on MUMmer 

[110,  144],  which  is  designed  to  compare  longer  genomes,  avoids  previous  sequence 

manipulation, and gives faster results than BLAST. Both algorithms give almost identical 

results, especially in the ANI > 90% ranges that must be considered when describing a 

species. The improved ANI algorithm, called OrthoANI, is designed with the concept of 

orthology in mind and allows faster processing without loss of accuracy. A web service 

that can be used to calculate OrthoANIu between a pair of genome sequences is available 

at  http://www.ezbiocloud.net/tools/ani. For  largescale  calculations,  there  is  an offline 

JAVA program (http://www.ezbiocloud.net/tools/orthoaniu.) [205].  

In addition to ANI, the program can calculate correlation indices of tetranucleotide 

signatures  between  pairwise  genomic  comparisons.  This  parameter  is  calculated  by 

analysis without alignment and, because of the calculation speed, allows a larger set of 

genomes to be compared. The tetranucleotide frequency correlation coefficient (TETRA) 

is based on calculating  the  frequency of  tetranucleotide occurrence and determining a 

linear regression. Two related genomes (strains of the same species) have a high TETRA 

coefficient, while less related ones have a lower one [63, 193].  

In  addition,  other  parameters  have  been  proposed  to  estimate  the  relatedness  of 

microorganisms, such as the maximum unique match index (MUM), determined by the 

formula: MUMi = 1 Lmum / Lav, where Lmum represents the sum of the lengths of all 

nonoverlapping MUMs and Lav is  the average length of  the two genomes compared. 

Values close to 0 are typical for very similar sequences, whereas values close to 1 are 

typical for distant genomes [111].   

All these parameters are intended to help assess the evolutionary and species status 

of the strain. However, the value of ANI, at present, remains unsurpassed because, more 

accurately, it reflects what happens when two DNA hybridize during an experiment [187]. 

The  ANI  method  has  already  been  used,  for  example,  to  describe  new  species  of 

Burkholderia,  Geobacter,  and  Vibrio,  as  well  as  to  characterize  the  new  subspecies 
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Francisella, the genus Sphaerochaeta, and the new class Dehalococcoidetes [133, 150, 

158, 172, 198]. Thus, ANI calculations are one of the many aspects and approaches that 

can be derived from comparative genomic data and used for taxonomic purposes. 
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CHAPTER 3. RELICT LEGUMES AND THEIR MICROSYMBIONTS 

 

3.1. The Baikal region as a centre of plant genetic diversity 

The lists of rare and endangered plants included in the Red Book of the Russian 

Federation (https://redbookrf.ru) include many relict species [50, 65].   In geobotanical 

terms, "a relic is a species that used to be numerous on a given territory, but then, due to 

changes in habitat conditions, became mostly extinct and survived only in a few isolated 

places"  [22].  The  belonging  of  a  plant  to  a  relic  is  determined  by  botanical  and 

geographical  and  paleobotanical  data.  They  include  information  on  the  time  of 

appearance of the species, on its role in the composition of vegetation of past epochs, and 

on  the nature of  its habitat.  It  can be  isolated or discontinuous  range,  in case of wide 

distribution  of  the  species  in  the  past. Often  relicts  are  at  the  stage  of  extinction  and 

occupy a shrinking range. However, when conditions change to favorable ones, they can 

recover and be the source of development of new forms. The main reason for relicts lies 

in  the  changing  natural  and  climatic  conditions  associated  with  glaciations. 

Geomorphological, edaphic and biotic factors also play an important role [25].  

Relict plants should be primarily sought in the centers of genetic diversity of plants. 

The  Baikal  region  is  one  such center of biodiversity  due  to  its  geographical  location, 

geochemical processes and climatic parameters. Scientists view the Baikal region as a 

selforganizing rift ecosystem with unique biodiversity and resilience. Multiple ice ages 

and interglacial periods, global climate fluctuations and changes in landscapes have led 

to the formation of new ecosystems and the emergence of a large number of new species. 

At the same time, prolonged geographical isolation, for example, of Olkhon Island from 

the high mountains of Lake Baikal, has led to the preservation of relics, endemics  and 

speciation processes. Also, in the inner parts of the SayanKhangai mountain range can 

be observed a peculiar place of rather ancient endemism [46]. 

There  are  5  nature  reserves,  4  national  parks,  22  preserves,  1  nature  park,  128 

natural  monuments,  1  botanical  garden,  and  health  resorts  (http://geol.irk.ru/baikal/) 
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within the boundaries of the Baikal Natural Territory. All of them are protected natural 

areas, the purpose of which is to preserve the unique ecosystems of the region. There are 

more than 2000 species of vascular plants in the Baikal natural area. Out of them at least 

53 species are found only here and don't occur anywhere else in the world. These species 

are  endemics  of  this  natural  area.  More  than 80  species  have  survived here  since  the 

glacial and preglacial periods [67]. Many relict species are found among such a large 

family as Fabaceae, especially the genera Hedysarum, Oxytropis and Astragalus are rich 

in them [32]. Some of them are local endemics. For example, Oxytropis triphylla (Pall.) 

Pers. or Hedysarum zundukii Peschkova, a relict of the Miocene desertsteppe flora, are 

representatives  of  the  glacialalpine  flora.  Other  representatives  of  relict  flora,  on  the 

contrary, are quite common. For example, Caragana jubata (Pall.) Poir. (ShagSpine), a 

relict legume plant of the ancient Mediterranean flora, can be found on dry gravel slopes 

from Siberia to Mongolia, China and Tibet. Or Oxytropis tragacanthoides Fisch. in the 

Irkutsk region is found only in the Olkhon district, but is found in other regions of Russia 

and beyond [11, 32].  

In the Baikal region, 121 species and 15 genera of the Fabaceae Lindl family have 

been described. Plants of the genera Оxytropis DC. and Astragalus L. are most common 

in this area. [23].  

The genus Astragalus L. is the largest genus of flowering plants and the largest in 

the Fabaceae family. It has about 3,000 species1.

It  is  represented by annual and perennial grasses, semishrubs and  less often by 

shrubs.  Range of the genus covers arid, subarid and temperate areas of both hemispheres. 

The genus  reaches  the greatest diversity  in  the area of Western and Middle Asia, and 

beyond  its borders  the number of species of  the genus sharply decreases. Habitats are 

mainly represented by rocky slopes, screes, meadows, forest edges, thickets of bushes, 

coastal sands, gravels and steppes. There are 31 species in Transbaikalia; many of them 

are widespread: A. tenuis Turcz., A. adsurgens Pall., A. mongholicus Bunge, A. dahuricus 

(Pall.) DC. Some species, such as A. miniatus Bunge, A. membranaceus (Fisch. ex Link) 

 
1 Species counts are from «The Plant List» website, http://www.theplantlist.org/. Дата обращения 12. 06. 2022. 

http://www.theplantlist.org/
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Bunge,  A.  frigidus  (L.)  A.  Gray,  A.  schelichovii  Turcz.,  A.  olchonensis  Gontsch.,  A. 

sericeocanus Gontsch. are included in the Red Books of regions and/or the Red Book of 

Russia as rare, endemic or vulnerable species [12, 26, 38].  

The genus Oxytropis DC. includes about 600 species1 and is the second genus of 

perennial plants of the Fabaceae family in the number of species. Semishrubs or shrubs 

up to 1 m high also occur. The genus has a rather unclear phylogeny. Some taxa may be 

subspecies or one species. Species of the genus inhabit the cold, temperate and subtropical 

belts of the Northern Hemisphere, the mountains of Central and Central Asia. They grow 

in mountain tundras, on stony slopes, mountain steppes and meadows. In Transbaikalia, 

35 species occur, some of which are included in the Red Books of the regions and/or the 

Red  Book  of  the  Russian  Federation:  O.  lasipoda  Bunge,  O.  kodarensis  Jurtzev  et 

Malyschev,  O.  komarovii  Vassilcz.,  O.  sylvatica  (Pall.) DC.,  O.  stukovii  Palib.,  O. 

tompudae Popov, O. nigrescens  (Pall.) Fisch. ex DC., O. lanata (Pall.) DC., Oxytropis 

triphylla  (Pall.)  Pers.,  O.  bargusinensis  Peschkova,  O.  interposita  Sipl,  O.  varlakovii 

Serg. [12, 38, 70]. 

  The genus Hedysarum L. of the Fabaceae family includes about 200 species1. They 

are mainly perennial herbs,  low shrubs or semishrubs. They are distributed mainly in 

temperate and less often in cold zones of the northern hemisphere and in North Africa. 

On the territory of the former Soviet Union, there are 126 species of this genus. Their 

overwhelming number is in Central Asia. In Transbaikalia, only 8 species grow, but they 

occur throughout the region. They mainly grow in humid places (forests, meadows, along 

river valleys) and also in the highlands. H. alpinum is widespread in the Baikal region. 

The species is part meadows and often forms extensive thickets of up to several hectares. 

Also, the species H. gmelinii Ledeb., a Pleistocene relic of South Siberian origin, is quite 

common. However, it is quite rare in the European part of Russia, and in some regions 

and areas is included in the Red Books. There are also local endemics of the Baikal region, 

such as H. zundukii, which can be found only in Russia in the Irkutsk region on the slopes 

of the Primorsky ridge facing the lake Baikal between OttoKhushun and Zama capes, as 

https://ru.wikipedia.org/wiki/Bunge_(%D0%B1%D0%BE%D1%82%D0%B0%D0%BD%D0%B8%D0%BA)
https://ru.wikipedia.org/wiki/Pall.
https://ru.wikipedia.org/wiki/DC.
https://ru.wikipedia.org/wiki/Pall.
https://ru.wikipedia.org/wiki/DC.
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well as on Zunduk cape. Another endemic H. cisbaicalense Malyschev grows only in the 

BaikalLena Nature Reserve and the Baikal National Park [38, 77]. 

The genus Lathуrus L. includes about 200 species1 of annual and perennial grasses. 

They grow in temperate areas of the Northern Hemisphere, South America, northwestern 

Africa, the Mediterranean, the Far East and China. In Russia, 40 species of uncultivated 

vetch have been described. In Transbaikalia, only 9 species have been found. The most 

common are L. pallustris, subsp. Pilosus Cham., which is one of the main components of 

schmidtosac meadows, as well as L. humilis (Ser.) Spreng. and L. pratensis L. In the west 

of the Irkutsk Region there is a relic from the glacial period L. gmelinii (Fish.) Fritsch. 

Another species, L. vernus (L.) Bernh. although has a fairly wide habitat, but in the Irkutsk 

Region and Moscow is included in the Red Books as a rare and endangered plant [11, 

38]. 

In the Baikal region there are also leguminous plants of such genera as: Vicia L., 

Gueldenstaedtia  Fisch.,  Melilotus  Mill.,  Caragana  Fabr.,  Trifolium  L.,  Medicago  L., 

Lespedeza Michx., Melilotoides Heist. ex Fabr., Glycyrrhiza L., Thermopsis R.Br. and 

Onobrychis Mill. [51].   

Thus, the legume family is one of the largest in the flora of the Baikal region with 

a large number of rare endemic and relict species. Most of these species occur as small 

and isolated populations. Their numbers are decreasing due to anthropogenic impact, low 

genetic diversity and natural and climatic changes. Therefore, a proper protection strategy 

and comprehensive study of rare leguminous plant species in the area is necessary [59]. 

Quite a lot is known about the flora of the Baikal region thanks to the works of 

such scientists as M.G. Popov, L.I. Malyshev, G.A. Peshkova, G.V. Matyaschenko, and 

B.B. Namzalov [39, 40, 45, 50]. In addition, the Siberian Institute of Plant Physiology 

and  Biochemistry,  under  the  guidance  of  A.V.  Verkhozina,  is  currently  conducting 

comprehensive work on the study and conservation of rare plant species of  the Baikal 

region. They are searching for and mapping their locations, studying their condition and 

monitoring  their  populations.  In  2013,  the  information  and  analytical  system  on 

phytodiversity  of  Baikal  Siberia 

https://ru.wikipedia.org/wiki/Cham.
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(http://www.sifibr.irk.ru/institute/departments/depbiores.html)  was  created.  Therefore, 

this  region  is  quite  attractive  and  promising  for  searching  for  populations  of  relict 

leguminous plants in order to study their symbiotic relationships with microorganisms. 

 

3.2. Genetic research on microsymbionts of relic leguminous plants 

  There are a large number of works on the study of nodule bacteria. However, the 

world's  first  information  about  strains  isolated  from  the  nodules  of  a  relic  legume 

Vavilovia formosa (Steven) Fed. appeared only in 2014. V. formosa is the closest relative 

of the extinct common ancestor of the tribe Fabeae, a group of legumes that also includes 

Pisum, Vicia, Lathaurus, and Lens [178]. The results of multiphase identification of the 

isolated strains showed that most of them were closely related to the fastgrowing groups 

Rhizobium leguminosarum and Phyllobacterium spp. but several strains belonged to the 

slowgrowing  species  Tardiphaga  robiniae  and  Bosea  sp.  T.  robiniae  strains  were 

isolated from Vavilovia nodules as companions to the fastgrowing strains belonging to 

the genera Phyllobacterium and Rhizobium [178, 179, 180]. Further studies have shown 

the possibility that Tardiphaga may participate in the formation of the symgenes pool in 

the  nodule  population  and  contribute  to  the  total  symbiotic  "pangenome"  of  this 

population [33, 101]. And detection of strains of different taxonomic groups in the same 

nodule, allowed to assume their joint participation in the formation of symbiotic relations 

with  the  host  plant  and  the  presence  of  synergistic  interactions  of  such  strains  (co

microsymbionts).  The  proposed  hypothesis  is  that  comicrosymbionts,  when  jointly 

infecting the nodule, can, by positively influencing each other, increase the efficiency of 

symbiosis formation and functioning. It is likely that such strains can complement each 

other with symbiotic genes and/or the nature of their expression depending on specific 

conditions. It is known that the joint use of several strains of rhizosphere microorganisms 

characterized by different properties and mechanisms of interaction with the plant leads 

to  an  increase  in  the  yield  (or  productivity)  of  nonlegume  plants  [9,  94,  165].    This 

technique  is  based  on  the  summation  of  the  useful  properties  of  strains,  positive 

https://ru.wikipedia.org/wiki/Steven
https://ru.wikipedia.org/wiki/Fed.
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interactions  between  them,  expansion  of  the  ecological  plasticity  of  inoculants  and 

implementation of the additivity and synergism principles. 

It is also important to note that relic plants can have an unusually wide range of 

microsymbionts, which was shown not only on the example of Vavilovia formosa (a new 

species  Bosea vaviloviae) [178, 179, 180], but also Caragana jubata (Pall) Poir.  [186] 

and L. gmelinii Fritsch [3]. For example, a new species of the Boseaceae family, Bosea 

caraganae, containing several symbiotic genes nol, nod, nif, and fix, was isolated from 

the nodules of C.  jubata that grows in Mongolia [186].  

Bacteria similar in 16S rRNA gene sequence to Phyllobacterium myrsinacearum 

were  isolated  from  the  nodules  of  L. gmelinii,  also  related  to  relic plants.  L. gmelinii 

belongs  to  the  Vicia  crossinoculation  group,  which  is  characterized  by  symbiosis 

formation with the species R. leguminosarum bv. viciae. However, L. gmelinii grows on 

acidic  soils  rich  in  minerals,  and  this  rhizobia  species  loses  its  virulence  in  these 

conditions  [3]. At  the  same  time,  symbiotic genes of  Phyllobacterium  strains  isolated 

from nodules of this plant were similar to those of R. leguminosarum bv. viceae. Thus, it 

can be assumed that these strains do not have their own symbiotic genes but acquire them 

through horizontal transfer [6].  

The  study  of  microsymbionts  of  relic  legumes  increases  the  known  range  of 

symbiotic  microorganisms  and  is  useful  for  understanding  the  formation  of  nitrogen

fixing symbiosis. A great contribution to the study of the phylogeny of nodule bacteria of 

endemic legumes is made by A.H. Baimiev's research group [8]. However, the number of 

studies on the study of symbionts of relic legume plants is extremely low, whereas it may 

be an important part in the study of not only the formation and evolution of symbiotic 

relationships, but may also contribute to the conservation and maintenance of relics in 

phytocenoses. 

Many  relic  legumes  are  valuable  not  only  as  forage,  honeybee  and  ornamental 

plants, but also as sources of biologically active substances. For example,  Hedysarum 

gmelinii subsp. setigerum has components causing antiviral action, on the basis of which 

it is possible to create means to combat viral infections [47]. Caragana jubata contains a 
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number  of  medicinal  active  compounds,  including  flavonoids,  terpenoids,  tannins, 

alkaloids and saponins [186]. Methods of introduction are being developed for such plants 

and knowledge about  their microsymbionts will play no small  role  in  their  successful 

relocation outside the natural habitat. 
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SECTION CONCLUSIONS 

Legumes play an important role in phytocenoses due to their unique ability to form 

nitrogenfixing  symbiosis  with  root  nodule  bacteria  of  the  order  Rhizobiales.  The 

formation  of  mutually  beneficial  symbiosis  leads  to  the  acquisition  of  new  adaptive 

properties that increase the resistance of the plantmicrobe system to stress conditions. 

System signal transduction, which ensures recognition and integration between legume 

plants  and  nodule  bacteria,  appeared  during  their  coevolution.  Understanding  the 

mechanisms based on specific symbiotic interactions is important to create an efficient 

plantmicrobial  symbiotic  system  with  great  potential  to  improve  plant  productivity. 

Therefore,  the  MiocenePliocene  relic  legume  species  belonging  to  the  genera 

Hedysarum, Oxytropis and Astragalus become such important objects for studying the 

evolution of symbiosis [32, 177].  

The identification and characterization of microorganisms, however, must rely on 

a " multiphase taxonomy," which aims to use all available data. These data include both 

phenotypic  information, such as chemotaxonomic  features  (e.g., cell wall compounds, 

quinones,  polar  lipids),  morphology,  staining,  growth  characteristics  (medium, 

temperature,  incubation  time,  etc.),  and  genetic  properties,  such  as  16S  rRNA  gene 

studies, multilocus analysis, G + C pair content, DNADNA hybridization value or ANI 

index.  Obtaining  information  on  the  biodiversity  of  microsymbiont  strains  of  relic 

legumes using modern methods to determine taxonomic relationships and phylogenetic 

relatedness of microorganisms allows improving the systematics of nodule bacteria and 

discovering new species of microorganisms that may have a symbiotic potential.   
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SCIENTIFIC AND EXPERIMENTAL PART 
 

CHAPTER 1. MATERIALS AND RESEARCH METHODS 

 

1.1 Plant and soil material 

To  obtain  microsymbionts  from  relic  legumerhizobium  systems,  3  expeditions 

were carried out in 20142017 in the Baikal region (Barguzinsky district, the mainland 

coast of the Baikal Strait Olkhon Gates, the coast of the Chivyrkuisky Bay, the Olkhon 

region, salt  lakes of  the Tazheran steppe, Cape Zunduk, Cape Khuzhir, Tutaisky Bay, 

Buryatia villages Mondy, Moygoty, Krasny Yar, outskirts of UlanUde). The expedition 

plan was drawn up on the basis of the results of longterm mapping of leguminous plant 

populations at the Siberian Institute of Plant Physiology and Biochemistry) of the Siberian 

Branch of the Russian Academy of Sciences (SIPPB SB RAS). During the expeditions, 

such plants as the Lathyrus humilis, Hedysarum gmelinii, Oxytropis popoviana, Oxytropis 

triphylla and Astragalus chorinensis were found. To search for the populations of these 

plants, employees of  the Herbarium group of  the  SIPPB SB RAS were  involved. The 

belonging of plants to relics  is confirmed by the work of other authors [77, 194]. The 

nodules were selected at the places of growth of these plants. 

Soil samples and seeds of O. popoviana, O.  triphylla, and A. chorinensis plants 

were collected in order to conduct a vegetation experiment in order to obtain additional 

nodules in their habitats: Cape Zunduk, Irkutsk Region (53°24'24.98"N, 107°26 

'19.53''E); the village of Yagodnoye, Buryatia (51°22'37.67"N, 106°28'24.06"E). The 

soils were dried at room temperature and sieved through a 0.2 mm sieve. 
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1.2 Isolation and cultivation of microorganisms 

Isolation of microorganisms from nodules was carried out according to the standard 

procedure [164]. The nodules were sterilized for 1 min in 96% ethanol. They were grown 

on  YMA  mannitolyeast  agar  or  its  modification  with  the  addition  of  0.5%  YMSA 

succinic acid [180], which was developed specifically for the isolation of a wide range of 

species. Incubation was carried out at 28°C for 710 days. 

Pure cultures of microsymbionts (after sequential double cloning) were placed for 

longterm guaranteed storage at the UNU "Station for lowtemperature automated storage 

of biological samples at 80oC" (Liconic Instruments, Liechtenstein) [181]. Information 

about strains is available in the RCAM Internet database [78]. A total of 195 bacterial 

strains were isolated (Table 1). 

 

Table 1. Strains isolated from plant nodules Lathyrus humilis, Hedysarum gmelinii 
subsp. setigerum, Oxytropis triphylla, Oxytropis popoviana and Astragalus chorinensis, 
selected during expeditions to the Baikal region and/or obtained under the conditions of 
vegetation experiments. 

 
Host plant  Geographical 

origin 
Number of nodules 

collected 
Number of 

isolated 
strains 

Number of 
initially 

identified 
strains 

    in natural 
conditions 

in the 
conditions of 

vegetation 
experience 

   

Lathyrus 
humilis 

Coast of the 
Chivyrkuisky 
bay 

30  0  20  13 

Hedysarum 
gmelinii subsp. 
setigerum 

Cape Zunduk  10  0  24  19 

Oxytropis 
triphylla 

Cape Zunduk. 
Buryatia, 
Yagodnoye 
village, Krasny 
Yar 

29  13  49  33 

Oxytropis 
popoviana 

Buryatia, Lake 
Baikal region, 

40  29  62  43 
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Yagodnoe 
village 

Astragalus 
chorinensis 

Buryatia, Lake 
Baikal region, 
Yagodnoe 
village 

0  34  40  28 

TOTAL  109  76  195  136 

185 

 

1.3 Identification of microorganisms 

Cell morphology and motility were determined using an Axiostar plus binocular 

microscope  (Zeiss,  Germany).  To  determine  the  biochemical  properties,  the  GENIII 

MicroPlate  BioLog  system  (USA)  was  used,  which  makes  it  possible  to  analyze  the 

ability of bacteria to metabolize the main classes of biochemical substances (71 carbon 

sources)  and  resistance  to  23  chemicals.  The  activity  of  urease,  catalase,  and  β

galactosidase, as well as the nitrate reductive ability of the isolates, were studied using 

readymade  kits  (NICF,  Russia).  Analyzes  were  performed  as  recommended  by  the 

manufacturers, except for a longer incubation period due to the slow growth of the isolates 

(5 days at 28°C). Each test was performed in duplicate. 

For DNA isolation,  the strains were cultured in YM broth for 1–5 days at 28°C 

with shaking at 200 rpm (Orbital ShakerIncubator ES20, BioSan, Latvia). DNA isolation 

was performed by the CTABadded lysis method described by Frederick M. Ausubel et 

al.  [168]  and  visualized  by  electrophoresis  in  0.5%  TAE  buffer  in  1%  agarose  gel 

(Invitrogen, USA). 

For the primary assessment of the intraspecific diversity of strains, RFLP analysis 

of the sequence between the 16S and 23S rRNA genes was used (ITSRFLP method). 

The primer pair FGPS149072 5'TGCGGCTGGGGATCCCCTCCTT3' and FGPL132'

38  5'CCGGGGTTTTCCCCATTCGG3'  were  used  to  amplify  the  ITS  region.  PCR 

mode for amplification of the ITS region: initial denaturation at 95oC for 3 min 30 sec; 

35  cycles:  denaturation  at  94oC  for  1  min,  annealing  at  50oC  for  1  min  and  chain 
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completion at 72oC for 2 min; final chain elongation at 72oC for 6 min 10 sec. PCR results 

were visualized by electrophoresis in 0.5% TAE buffer in agarose gel. Then, the amplified 

DNA fragment was treated with MspI restrictase (Promega, USA) for 18 hours at 37oC. 

Further,  the  amplified  DNA  fragment  was  treated  with  the  MspI  restriction  enzyme 

(Promega,  USA),  and  then  the  electrophoresis  of  the  restricted  DNA  fragments  was 

performed in the standard mode [57].  

To determine the species affiliation of the strains, the method of sequencing the 

16S rRNA (rrs) gene sequences was used. The 16S rRNA gene was amplified using the 

primer  pair  fD1  5`AGAGTTTGATCCTGGCTCAG3`  and  rD1 

5`AAGGAGGAGTGATCCAGCC3` (Weisburg et al. 1991). PCR was performed in 25 

µl reaction mixtures containing 150 µM dNTP (Promega), 5 pmol of each primer, 1 U 

Taq polymerase (Helicon) and 50100 ng of purified DNA template. PCR conditions for 

16S rDNA amplification were following: initial denaturation at 95°C for 3 min 30 sec; 

35 cycles: denaturation at 94°C for 1 min 10 sec, annealing at 56°C for 40 sec and 

extension  at 72°C for 2 min 10 sec; final extension  at 72°C for 6 min 10 sec. 

Electrophoresis was carried out with 1% agarose gel (Invitrogen) in 0.5% TAE. A 100

bp GeneRuler™ and Lambda DNA/HindIII markers (Fermentas, Lithuania) were used 

for  sizing  and  approximate  quantification  of  DNA  fragments.  The  PCR  product  was 

isolated from 1% agarose gel (Invitrogen) using Silica sorbent (SigmaAldrich, USA) or 

PureLink  ™  Quick  kit  (Invitrogen)  according  to  the  manufacturer's  instructions.  The 

direct  sequencing of PCR products was performed by an ABI PRISM 3500xl genetic 

analyzer  (Life  Technologies,  USA)  in  the  Core  Centrum  "Genomic  Technologies, 

Proteomics and Cell Biology", of the AllRussian Research Institute of Microbiology. 

The primers and modes for amplification of  the ITS region and "housekeeping" 

genes: atpD (ATP synthase F1, beta subunit), glnII (glutamine synthetase II), and recA 

(recombinase  A), whose  sequencing  was used  to  clarify  and  characterize  strains  with 

uncertain taxonomic positions are presented in Supplement 1. Table 1.   

The  sequences  related  to  the  rhizobial  strains  isolated  from  the  nodules  of 

Hedysarum setigerum are deposited in the NCBI GenBank database under the numbers 
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KY290459    KY290467,  KY290469,  KY290470,  KY290472    KY290474.  The 

sequences  related  to  the  rhizobial  strains  isolated  from  the  Oxytropis  triphylla  were 

deposited in the NCBI GenBank database under the numbers KX426254 – KX426261 

for  the  rrs  gene  sequences;  KX447664  –  KX447667  for  the  atpD  gene;  MG675065 

MG675068 for partial ITS; MG652914  MG652917 for the recA gene and MG652921  

MG652924 for the glnII gene. The sequences of the rrs gene for strains isolated from the 

nodules of Oxytropis popoviana and belonging to the species M. japonicum, M. kowhaii, 

and  Bradyrhizobium  sp.  were  entered  into  the  NCBI  GenBank  database  under  the 

numbers  MF661781    MF661790.  The  rrs  gene  sequences  for  strains  isolated  from 

Astragalus chorinensis nodules were deposited in the NCBI GenBank database under the 

numbers  MH626527,  MH628053,  MH628054,  MH628085,  MH628088,  MH628090   

MH628092. 

Sequences  of  type  strains  P.  sophorae  LMG  27899T,  P.  brassicacearum  LMG 

22836T,  P.  endophyticum  LMG  26470T  and  P.  bourgognense  LMG  22837T  were 

deposited under the numbers: MG675069MG675072 for the ITS region; MG652918  

MG652920 for the recA gene and MG652925  MG652928 for the glnII gene. 

The sequences of the strains that were not deposited are given in Supplement 2. 

The  search  for  homologous  sequences  was  performed  in  the  NCBI  GenBank 

database and the BLAST program [125]. To process the results and build a dendrogram 

of  the similarity between  the sequences of  the  studied and  reference strains of nodule 

bacteria,  the  MEGA  software  versions  5.0,  7.0,  10.0.    were  used.  and  the  Neighbor

Joining algorithm. Evolutionary distances were calculated using the Maximum composite 

likelihood method. Bootstrap analysis (1000 replicates) was performed to assess cluster 

support [191]. 

The  genome  of  the  type  strain  Phyllobacterium  zundukense  Tri48T  (LMG 

30371T) was sequenced on the PacBio RS II platform at the Arizona Genomics Institute 

(AGI),  University  of  Arizona  (UA)  and  assembled  de  novo  using  the  RS_HGAP.3 

assembly program. Genomes of P. zundukense Tri38 (LMG 30370), B. vestrisii Tri39, 

R. leguminosarum Tri43, B. vestrisii Tri44, B. vestrisii Tri49, R. lusitanum Opo234, 
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M.  japonicum  Opo235,  M.  japonicum  Opo242,  Bradyrhizobium  sp.  Opo243,  B. 

vaviloviae Ach307, M. kowhaii Ach343, as well as the type strains P. brassicacearum, 

LMG  22836T,  P.  endophyticum  LMG26470T  and  P.  sophorae  LMG27899T  were 

sequenced at the specialized Center of Genomics SB RAS (ICBFM SB RAS ) according 

to  the  manufacturer's  recommendations.  Genomic  DNA  was  fragmented  by  focused 

ultrasonicator Covaris S2 (Covaris, USA). Fragment DNAlibraries were prepared with 

NEBNext  DNA  Library  Kit  (NEB,  USA),  and  their  quality  was  estimated with  High 

Sensitivity DNA Kit on Bioanalyzer 2100 (Agilent, USA). DNA amount was estimated 

with dsDNA High Sensitivity Kit on Qubit 1.0 (Invitrogen, USA). Genome sequencing 

was  performed  on  a  MiSeq  genomic  sequencer  (Illumina,  United  States)  by  standard 

protocol  with  MiSeq  Reagent  Kit,  600  Cycles  (Illumina,  United  States)  at  SB  RAS 

Genomics Core Facility (ICBFM SB RAS). Genomes was assembled using the SPAdes 

3.11.1 software  [92]. Quality control was performed by QUAST 4.6.0 program [129]. 

The contigs were assembled using the CLC Genomics Workbench program (USA); the 

genes contained in the genomic sequence were annotated using the RAST Web server 

(Aziz  et  al.,  2008)  [90].  Search  for  homologs  of the  16S  rRNA  gene,  ITS  region, 

housekeeping genes  and  symbiotic  genes  in  annotated  genomes  was  performed  using 

CLC Genomics Workbench 7.5.1 software using local BLASTn and tBLASTx. 

Whole genome  sequences  for  the P.  zundukense Tri38  and Tri48T  strains  are 

deposited  in  the  NCBI  GenBank  database  under  the  numbers  MZMT00000000  and 

CP017940CP017945, respectively. Access number in NCBI GenBank for R. lusitanum 

Opo234    NZ_JAFEVL010000000,  for  M.  japonicum  Opo235  strain   

QKOD00000000,  for  M.  japonicum  Opo242  strain    MZXX00000000,  for 

Bradyrhizobium  sp.  Opo243    MZXW00000000,  for  strain  M.  kowhaii  Ach343   

MZXV00000000. 

Whole genome sequences of the reference strains P. sophorae LMG 27899T, P. 

brassicacearum LMG 22836T, and P. endophyticum LMG 26470T are deposited in the 

NCBI  GenBank  database  under  numbers  PGGM00000000,  PGGO00000000  and 

PGGN00000000, respectively. 
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The average nucleotide identity (ANI) of the genomes was estimated using the ANI 

Calculator tool [205]. Genome annotation was carried out using the NCBI prokaryotic 

genome  annotation  pipeline  (PGAP)  by  NCBI  staff  when  depositing  genomes  in  the 

NCBI database [192]. The symbiotic genes of the strains were determined using the CLC 

Genomics  Workbench 7.5.1 program. Contigs were  aligned  in BLAST and  compared 

with symbiotic genes from various rhizobia presented in the GenBank database. 

Analysis of the composition of fatty acids (FAME) was carried out by prof. Anne 

Willems at BCCM/LMG Bacteria Collection (Ghent University, Belgium). The strains 

were grown for 24 hours on YMA medium at 28°C. Fatty acid methyl esters were isolated 

according to the MIDI protocol (http://www.microbialid.com/PDF/TechNote_101.pdf). 

Profiles created using an Agilent Technologies 6890N gas chromatograph (Santa Clara, 

CA,  USA)  were  identified  and  grouped  using  the  Microbial  Identification  System 

program and the MIDI TSBA version 5.0 database. 

 

1.4 Vegetation experiments 

1.4.1 Vegetation method for the detection of symbiotic rhizobia in the soil 

   Seeds  of  Oxytropis  popoviana,  Oxytropis  triphylla,  and  Astragalus  chorinensis 

were surface sterilized by treatment in 98% H2SO4 for 10 min, washed thoroughly with 

sterile tap water, scarified and germinated on filter paper in Petri dishes at 25°C in the 

dark for 35 days (depending on the type of plants and germination). The seedlings were 

transferred  to  three sterile plastic pots  (one pot with 5 seeds) containing 250 g of soil 

collected from the sites of these legume species, respectively. Plants were cultivated for 

60  days  in  a  growth  chamber  with  50%  relative  humidity  and  fourlevel 

illumination/temperatures mode: night (dark, 18oC, 8 hours), morning (200 µmol m2s1, 

20oC, 2 hours), day (400 µmol m2s1, 23°C, 12 h), evening (200 µmol m2s1, 20°C, 2 h). 

Illumination  was  performed  by  L  36W/77  FLUORA  lamps  (Osram,  Germany).  Then 

roots of individual plants were removed from the soil and washed with tap water. Plant 
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photographs were taken with a Stemi 508 stereomicroscope (Zeiss, Germany) and a color 

camera with an AxioCam ERc 5с microscope (Zeiss, Germany). Nodule bacteria strains 

were isolated as described above. 

 

1.4.2 Plant experiments to study the symbiotic phenotype 

Vegetation  experiments  to  study  complementary  interaction  and  symbiotic 

efficiency of isolates belonging to different taxa were performed under sterile conditions 

in  mono  and  coinoculation  variants.  The  uniformly  germinated  seedlings  were 

transferred to polypropylene pots OS140BOX (Duchefa, Netherlands) containing 20 g of 

vermiculite (3 seeds per pot, 4 pots per each treatment of A. chorinensis and O. popoviana 

plants; 3 seeds per pot, 10 pots per each treatment of other plant species). Each pot was 

supplemented with 40 ml of the nutrient solution (g/l): K2HPO4   1.0, KH2PO4   0.25, 

MgSO4 1.0, Ca3(PO4)2  0.2, FeSO4 0.02, H3BO3  0.005, (NH4)2MoO4  0.005, ZnSO4 

x 7 Н2О  0.005, MnSO4  0.002. Seedlings were inoculated with unlabeled strains M. 

kowhaii Ach343 and M. japonicum Opo235 or their fluorescentlabeled variants Ach

343(pHC60) and Opo235(pMP4655) or their combination in the amount of 106 cells per 

pot. The uninoculated plants were used as negative control. Plants were cultivated for 30 

days in the growth chamber at a temperature of 2021°C and a lighting regime of 16 h 

day / 8 h night. The appearance of nodules on six plants per treatment was recorded after 

2 and 3 weeks of cultivation. At the end of experiment the nodules were counted and the 

fresh biomass of plants (shoots and roots) was determined (Ohaus Pioneer PX, USA). The 

nitrogen fixation of nodules was measured by the acetylenereduction methodusing gas 

chromatograph GC2014 (Shimadzu, Japan). Five nodules from each treatment were used 

for the confocal microscopy. 

When  studying  in  separate  experiments  the  rate  of  nodulation  during  the 

inoculation of O. popoviana plants with strains Opo242 and Opo243, as well as their 

combination, 15 containers were used for each treatment option. The number of nodules 

was  counted  after 2,  3,  4,  5  and 6 weeks of  plant  cultivation  in  the  growth  chamber. 
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Nodules were analyzed on the stereo microscope Stemi 508 (Carl Zeiss, Germany) and 

photos were  taken using  the microscope color  camera AxioCam ERc 5 s  (Carl Zeiss, 

Germany). The  rate  of  nodulation  was  studied  in  2  experiments  set  under  similar 

conditions. The data were processed by the standard method of variance analysis using 

the software STATISTICA version 10 (StatSoft Inc., United States). Fisher’s LSD test 

was used to evaluate differences between means. 

Part  of  the  nodules  was  used  for  bacterial  reisolation.  The  belonging  of  the 

reisolates  to  the  introduced  strains  was  verified  by  sequencing  the  ITS  region  using 

universal primers FGPS149072 and FGPL132'38. 

 

1.5 Obtaining fluorescently labeled strains using the electroporation method 

 

Electroporation of  strains was  performed  in  accordance with  the previous work 

Garg et al. [123]. For this purpose, 90 µl competent cells of strains M. kowhaii Ach343 

and M. japonicum Opo235 were suspended between two electrodes spaced by 0.1 cm. 

Electroporation was carried out with an electric pulse of 14 kV/cm and pulse length of 

∼7.3  ms  (Gene  PulserXcell,  BioRad,  United  States).  Number  of  high  voltage  pulses 

ranged 1 for each strain. After the pulse was delivered, the cuvettes were kept on ice for 

10 min. Then the electroporated cells were suspended in YM broth [199], incubated for 

24 h at 30◦C with 200 rpm shaking (Orbital ShakerIncubator ES20, BioSan, Latvia) and 

spreaded on the YMA plates. In transformation experiments a derivative of the pHC60 

(tetR) plasmid [101], in which the GFP coding sequence was replaced by the mCherry 

coding  sequence  (J.  Fournier,  LIPM,  Toulouse,  France,  unpublished  results)  and 

pMP4655 (tetR) plasmid harboring the egfp gene were used for electroporation of strains 

Ach343 and Opo235, respectively. Screening of different transformants was performed 

on YMA medium containing 10 µg/ml tetracycline. PCR was carried out using Thermal 

Cycler T100 (BioRad, United States) to confirm the transformation using total DNA as 

template and a pair of primers flanking fluorescent protein gene present on the plasmids 
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pHC60 and pMP4655. The PCR conditions used for the amplification of 1083 and 967 

bp  fragment  (for  pHC60  and  pMP4655,  respectively)  included  a  preamplification 

denaturation at 95◦C for 3 min 30 s followed by 35 cycles at 94◦C for 1 min 10 s, 54◦C for 

1 min and 72◦C for 2 min 10 s, with a final extension at 72◦C for 7 min. The following 

primers were used: M13F (50 GTTGTAAAACGACGGCCAGTG30) and M13R (50 

AGCGGATAACAATTTCACACAGGA30).  The  PCR  products  were  visualized  by 

electrophoresis  on  1.0%  agarose  gel  (Invitrogen,  United  States)  in  TAE  buffer  and 

purified  by  using  Silica  (Helicon,  Russia).  Sequencing  was  performed  using  the  ABI 

PRISM  3500xl  (Applied  Biosystems, United States) according to the manufacturer’s 

instructions. Positive clones of each strain were tested for fluorescence in the Axio Imager 

A1 microscope (Carl Zeiss, Germany). 

 

1.6 Confocal microscopy 

Nodules were molded in 3% agarose gel blocks and prepared in 1/4 MTSB (50 mM 

PIPES, 5 mM MgSO4 · 7H2O, 5 mM EGTA, pH 6.9). Nodule sections (50 µm) were 

prepared  using  a  microtome  with  a  vibrating  blade  HM650V  (Microm,  Germany). 

Sections were analyzed using the laser scanning confocal system LSM 510 META (Carl 

Zeiss,  Germany).  EGFP  and  mCherry  were  excited  at  488  and  543  nm,  respectively. 

Images were acquired with ZEN 2009 software (Carl Zeiss, Germany). 
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 CHAPTER 2. RESEARCH RESULTS 
 

2.1 Genetic diversity of microsymbionts of relict leguminous plants 

2.1.1 Species diversity of microsymbionts of the Lathyrus humilis (Ser.) Spreng 

 

Lathyrus humilis  is a perennial herbaceous plant of  the genus Lathyrus L.,  tribe 

Fabeae Rchb. Stems slender, upright, 2045 cm high. Leaf axis ends in a branched tendril, 

sometimes simple. Leaflets (2)35 pairs, glabrous on both sides, elliptic or ovate, 1.54 

cm long, 0.72 cm wide. Stipules semistrellate, ovate or lanceolate, 613(18) mm long. 

Flowers are reddishpurple by (1)24 in loose racemes, turning blue when drying. Calyx 

is 79 mm long, with lanceolatesubulate teeth, of which the upper 2 are no longer than 

half the length of the tube, the lowest almost equal to it. Corollas are (16)1719 mm long. 

Ovary, mostly in lower part, densely shortly hairy. Pods 34.5 cm long, oblonglinear, 

pubescent with short curly hairs or glabrous [77]. It belongs to the Late Pleistocene relics 

with  a  disjunctive  South SiberianNorth Urals  range.  It  is  found  in Siberia, Altai,  the 

Urals,  Central  Asia,  the  Far  East,  Northern  China,  the  Korean  Peninsula  and  the 

Himalayas. It grows in sparse birch and larch forests, in pine forests, along their outskirts, 

in meadows, meadow slopes and fallows [49]. Deserves attention as a valuable pasture 

plant. 

Samples of low rank were brought from the coast of the Chivyrkuisky Bay (Baikal 

region). For work, 30 nodules from two populations were selected (Table 1). Of these, 20 

isolates  were  obtained,  differing  in  growth  rate:  in  the  first  group  of  strains,  visible 

colonies  formed on the 34th day,  in  the second group on  the 56th day of growth on 

YMA medium. For further work, 13 isolates were selected. Based on the RFLP analysis 

of  the  ITSregion  of  10  strains,  7  groups  distinguished  by  ITSRFLP  profiles  were 

identified  (Figure  1).  One  representative  of  each  of  the  identified  groups  of 

microorganisms was selected to determine taxonomic affiliation. Three additional isolates 

(without  RFLP  analysis)  were  also  selected.  16S  rRNA  gene  (rrs)  sequencing  and 
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comparative analysis with other similar genes deposited in the GenBank database were 

performed for them. 

 

           
                                  1   2   3   1   1               4   4         5    6    7 

Figure  1.  Electropherograms  of  ITSRFLP  analysis  of  10  strains  isolated  from 
nodules of Lathyrus humilis. MspI restriction enzyme. M  DNA length marker 100bp 
GeneRuler™; 17  ITSRFLP profile types. 

 

Analysis of the rrs gene sequence showed that 3 strains isolated from nodules of 

Lathyrus  humilis  (1/10K,  2/10K,  2/12M),  as  well  as  two  typical  strains  of  R. 

leguminosarum LMG 14904T1 and R. leguminosarum bv. viciae ATCC10004T formed a 

statistically significantly different cluster I with a support level of 96% (Figure 2). Isolates 

1/10K and 2/10K were identified as Rhizobium leguminosarum  (the level of similarity 

with the type strain LMG 14904T is 99.9%, whereas with USDA 2370T it was 99.6%), 

the 2/12M isolate was identified as Rhizobium sp. (the level of similarity with strain LMG 

14904T was 99.4%). 

The cluster II was formed by strain 2/5(1) and the type strain R. giardinii H152T 

(Figure 2). However, since the similarity between these strains in the rrs gene was only 

 
1 All type strains in the text are denoted by the letter "T". 
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99.0%, strain 2/5(1) was identified as Rhizobium sp. The third cluster, with a support level 

of  96%,  along  with  strain  2/13K  included  Mesorhizobium  ciceri  NBRC  100389T, 

Mesorhizobium australicum WSM2073T, and Mesorhizobium loti ATCC 33669T. Isolate 

2/13K  was  assigned  to  the  genus  Mesorhizobium  and  identified  as  M.  ciceri  (99.6% 

similarity with the type strain NBRC100389T in the rrs gene). 
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Figure 2. Rrsphylogram reflecting the taxonomic position of the studied isolates 

of the genera Rhizobium and Mesorhizobium isolated from nodules of Lathyrus humilis. 
Type strains are marked with the letter "T". Isolate numbers are in bold. I  III  statistically 
significantly  different  clusters.  Scale  corresponds  to  0.005  substitutions  per  100  bp. 
(evolutionary distances). The numbers  indicate  the statistical significance of clustering 
(in %), determined using bootstrap analysis of 1000 alternative trees. 

 2/10K 

 2/12M 

 1/10K 

 Rhizobium leguminosarum LMG 14904Т (NR114989) 

 Rhizobium leguminosarum bv viciae USDA 2370T (U29386) 

 Rhizobium phaseoli ATCC 14482Т (EF141340) 
 Rhizobium etli CFN 42Т (U28916) 

 Rhizobium leucaenae LMG 9517Т (X67234) 

 Rhizobium tropici CIAT 899Т (U89832) 

 Rhizobium freirei PRF 81Т (EU488742) 

 Rhizobium mesoamericanum CCGE 501Т (JF424606) 

 Rhizobium grahamii CCGE 502T (JF424608) 

 Rhizobium alamii GBV016T (AM931436) 

 Rhizobium sullae IS 123T (Y10170) 

 Rhizobium gallicum R602spТ (U86343) 

 Rhizobium mongolense USDA 1844Т (U89817) 

 Rhizobium vignae CCBAU 05176Т (GU128881) 

 Rhizobium undicola LMG 11875T (Y17047.1) 

 Rhizobium selenitireducens B1Т (EF440185) 

 Rhizobium giardinii H152T (U86344) 

 2/5(1) 

 Mesorhizobium ciceri NBRC 100389T (AB681164) 

 2/13K 

 Mesorhizobium australicum WSM2073T (AY601516) 
 Mesorhizobium loti ATCC 33669T (D14514) 

 Mesorhizobium alhagi CCNWXJ122T 
 (EU169578) 

 Mesorhizobium metallidurans STM 2683T (AM930381) 
  Mesorhizobium mediterraneum LMG 17148Т (AM181745) 

  Mesorhizobium opportunistum WSM2075T (AY601515) 

 Mesorhizobium huakuii IFO 15243T (D13431) 

 Mesorhizobium amorphae ACCC 19665Т (AF041442) 

 Mesorhizobium plurifarium LMG 11892T (Y14158) 
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The  only  slow  growing  rhizobial  isolate  1/11M,  isolated  from  the  nodule  of  L. 

humilis, formed a cluster I with the type strain Tardiphaga robiniae LMG26467Т and 

was assigned to this species (99.9% similarity in the rrs gene) (Figure 3).  

 

 
Figure 3. Rrs phylogram reflecting the taxonomic position of an isolate belonging 

to the Bradyrhizobiaceae family, isolated from a nodule of Lathyrus humilis. The letter 

 Bradyrhizobium rifense CTAW71Т (EU561074) 
 Bradyrhizobium cytisi CTAW11Т (EU561065) 

 Bradyrhizobium yuanmingense 100594T (AB509380) 
 Bradyrhizobium arachidis CCBAU 051107T (HM107167) 

 Bradyrhizobium huanghuaihaiense CCBAU 23303T (HQ231463) 
  Bradyrhizobium iriomotense iriomotense NBRC 102520T (AB300992) 

 Bradyrhizobium betae LMG 21987T (AB681928) 
   Bradyrhizobium daqingense CCBAU 15774T (KJ184551) 
 Bradyrhizobium canariense BTA1T (NR042177) 
  Bradyrhizobium japonicum USDA 6T (AP012206) 

 Nitrobacter hamburgensis X14Т (L11663) 
 Nitrobacter vulgaris DSM 10236T (AM114522) 

 Nitrobacter alkalicus AN1Т (AF069956) 
 Nitrobacter winogradskyi Nb255T (NR074324) 

 Rhodopseudomonas rhenobacensis DSM 12706T (AB087719) 
 Rhodopseudomonas palustris ATCC 17001T (AB498818) 

 Rhodopseudomonas faecalis JCM 11668T (AF123085) 
 Metalliresistens boonkerdii 106595Т (AB682462) 
   Tardiphaga robiniae LMG 26467Т (FR753034) 

 1/11M 
 Bradyrhizobium retamae LMG 27393T (NR118548) 
   Bradyrhizobium pachyrhizi PAC48Т (NR043037)  

   Bradyrhizobium jicamae PAC68Т (NR043036) 
 Bradyrhizobium lablabi CCBAU 23086T (GU433448) 

 Bosea lathyri LMG 26379Т (FR774993) 
 Bosea vaviloveae Vaf18T (KJ721000) 

 Bosea minatitlanensis AMX51Т (AF273081) 
 Bosea robiniae LMG 26381Т(FR774994) 

 Bosea thiooxidans DSM 9653Т (NR041994) 
 Bosea massiliensis 63287Т (AF288309) 
 Bosea lupini LMG 26383Т (FR774992) 
 Bosea eneae 34614Т (AF288300) 
 Bosea vestrisii 34635Т (AF288306) 
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“T” marks the type strains. The isolate number is in bold. I  statistically significantly 
different cluster. The scale corresponds to 0.01 substitutions per 100 bp. (evolutionary 
distances).  The  numbers  indicate  the  statistical  significance  of  clustering  (in  %), 
determined using bootstrap analysis of 1000 alternative trees. 

 

Analysis of the rrs gene sequences in 4 other slow growing isolates (1/3M, 1/5M, 

1/14M,  1/15M)  showed  that  they  belonged  to  the  genus  Herbiconiux  (family 

Microbacteriaceae) (99.2% similarity with  the  type strain  H. ginsengi wged11T). The 

strains were combined into one cluster with H. ginsengi wged11T with a support level of 

98% (Supplement 1. Figure 1). According to the literature, representatives of this genus 

can be present in nodules of leguminous plants [98, 147] and also inhabit the rhizosphere 

and phylosphere of various plants [95, 170]. In addition, 3 strains belonging to the genera 

Aeromicrobium  (2/5(3),  2/5(4)  strains)  and  Mucilaginibacter  (1/9M  strain)  were 

identified (Supplement 2.1). Representatives of these genera are typical soil inhabitants 

and belong to the families Nocardioidaceae and Sphingobacteriaceae, respectively [140, 

143]. 

Thus,  it  was  shown  in  the  work  that  representatives  of  the  species  Rhizobium 

leguminosarum, Rhizobium  sp.,  (семейство  Rhizobiaceae),  Mesorhizobium  ciceri 

(семейство Phyllobacteriaceae), Tardiphaga robiniae (семейство Bradyrhizobiaceae) 

(Table  2),  representatives  of  the  families  Microbacteriaceae,  Nocardioidaceae  and 

Sphingobacteriaceae were also found. The composition of the studied microsymbionts 

taken for analysis  turned out  to be quite diverse.  However, most strains belong  to  the 

genus Rhizobium. 

 
Table 2. Species of microorganisms of the order Rhizobiales isolated from nodules 

of Lathyrus humilis. 
 

Family/Species  Strains  Total 
Family Rhizobiaceae:     4 
Rhizobium leguminosarum  1/10К, 2/10К   2 
Rhizobium sp.    2/5(1), 2/12М   2 
Family Phyllobacteriaceae:     1 
Mesorhizobium ciceri   2/13K   1 
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Family Bradyrhizobiaceae:     1 
Tardiphaga robiniae   1/11M  1 

 

It is known that the genus Lathyrus L. is united into one crossinoculation group 

with the genera Pisum L., Vicia L. and Lens Mill., which is characterized by symbiotic 

relationships  with  various  strains  of  the  species  Rhizobium  leguminosarum  bv.  viciae 

[113, 114, 197]. However, other types of microorganisms have recently been described 

as microsymbionts of plants of the genus Lathyrus L. For example, bacteria close to R. 

fabae, R. tropici, and Sinorhizobium morelense were isolated from nodules of Lathyrus 

plants growing  in China  [190]. And  in  the nodules of  the  L. numidicus Batt.,  a  strain 

belonging to the species Phyllobacterium ifriqiyense was found [154]. In nodules of L. 

vernus  (L.)  Bernh.  and  L.  sylvestris  L.,  rhizobia  similar  to  R.  tropici  were  found.  In 

nodules of L. palustris L., species Agrobacterium sp. was found. In the plant L. gmelinii 

Fritsch,  strains  related  to  the  species  Phyllobacterium  myrsinacearum  were  found  in 

nodules [3]. The results of this work also support a wider range of chin microsymbionts 

than previously thought [28].  

The species T. robiniae, found in the nodules of Lathyrus humilis, was first isolated 

from the nodules of Robinia pseudoacacia L. It was also found in the nodules of the relic 

species Vavilovia formosa (Steven) Fed. and narrowlocal endemics: O. pumilio (Pall.) 

Ledeb., O. erecta Kom., O. anadyrensis Vass., O. kamtschatica Hultén [178, 179, 180, 

182]. The T. robiniae species is considered to be associated with fastgrowing strains and 

may participate in the formation of the symgenes pool in the nodule population [33, 102].  

Therefore, plants of the genus Lathyrus can enter into symbiotic relationships not 

only with R. leguminosarum bv. viciae, but also with other rhizobia species. This goes 

beyond the limits of the existing theory of crossinoculation groups. One of the possible 

reasons for this phenomenon may be the low host specificity of plants belonging to the 

ancestral forms, which is expressed in the increased promiscuity of the evolutionarily less 

advanced species [178]. Another most probable reason is related to the horizontal transfer 

of symbiotic genes, as a result of which rhizobia may have changed their specificity with 

https://ru.wikipedia.org/wiki/Fritsch
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respect to the host plant. Such a possibility has already been shown in the works of other 

authors [83, 84, 93]. 

 

2.1.2 Species diversity of microsymbionts of the Hedysarum gmelinii Ledeb. subsp. 

setigerum (Turcz. ex Fischer et Meyer) Kurbatsky 
 

Hedysarum gmelinii subsp. setigerum is a perennial herbaceous plant of the genus 

Hedysarum L., tribe Hedysareae DC. Stemless or with a shortened stem, together with 

pedicels up to 33 cm long. Leaflets numbering 46(8) pairs, oblong or elliptic, 0.52 cm 

long, 0.20.7 cm wide. Flowers 1419 mm, pink, pinkpurple, pinkpurple,  in a goose 

brush. Corolla 1420 mm long. Fruits are up to 9 cm long. Bean segments number 36, 

hairy, covered with long or central short spines [77]. It grows in the mountainsteppe, 

highmountain and steppe zones, on stony, gravelly, steep slopes and in steppes.  One of 

the habitats is the Baikal region, which is included in the Red Books of several republics 

and  regions  of  the  Russian  Federation  [21,  79].  Botanical  and  geographical  analysis 

showed that  this species belongs to  the Pleistocene petrophyticsteppe relicts of South 

Siberian origin [35, 43]. 

In the course of this work, 24 isolates were obtained isolated from 10 nodules of 

the  Hedysarum  gmelinii  subsp.  setigerum  growing  on  Cape  Zunduk  (Table  1).  The 

isolates were divided into two groups according to the growth rate on YMSA medium: in 

three strains, visible colonies formed on days 4–5 (Hse21, Hse22 and Hse32), in others 

 on the 3rd day. Preliminary phylogenetic analysis of 18 strains by ITSRFLP revealed 

that 16 of them have a unique ITSRFLP profile, and only two strains Hse19 and Hse

23 have similar profiles (Figure 4).  
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Figure  4.  Electropherograms  of  ITSRFLP  analysis  of  18  strains  isolated  from 
nodules of Hedysarum gmelinii subsp.  setigerum. MspI  restriction enzyme. M   DNA 
length marker 100bp GeneRuler™. The numbers indicate the numbers of Hseisolates. 

 

All strains with differences in the ITSRFLP profile, as well as 2 additional isolates 

of Hse10 and Hse14, for which ITSRFLP analysis was not performed, were selected 

for sequencing of the rrs gene. In total, 19 strains became objects for identification by 

sequencing this gene. 

Phylogenetic  analysis  showed  that  fourteen  rhizobial  isolates  belong  to  three 

genera: Rhizobium (family Rhizobiaceae), Phyllobacterium (family Phyllobacteriaceae), 

and Bosea (family Bradyrhizobiaceae). 

Eleven fastgrowing strains belong to the genera Phyllobacterium and Rhizobium 

and  form  3  statistically  significantly  different  clusters  with  a  support  level  of  100% 

(Figure 5).  
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Figure  5.  Rrsphylogram  of  fastgrowing  strains  isolated  from  nodules  of 

Hedysarum gmelinii subsp. setigerum in the Baikal region, as well as representatives of 
related species Phyllobacterium and Rhizobium. Type strains are marked with the letter 
"T". Isolate numbers are in bold. I  III  statistically significantly different clusters. The 
scale corresponds to 0.01 substitutions per 100 bp. (evolutionary distances). The numbers 
indicate  the  statistical  significance  of  clustering  (in  %),  determined  using  bootstrap 
analysis of 1000 alternative trees. 

 
Cluster I included strains Hse14, Hse24 and Hse10 as well as the type strain P. 

endophyticum PEPV15T. Strains Hse24 and Hse10 were identified as P. endophyticum, 

showing high homology of the rrs gene with that of the PEPV15T type strain (99.6 and 

 Hse14 (KY290462) 

 Hse24 (KY290469) 

 Hse10 (KY290460) 

 Phyllobacterium endophyticum PEPV15T (NR109517) 

 Phyllobacterium sophorae CCBAU 03422T (KJ685937) 

 Phyllobacterium bourgognense STM 201T (NR043191) 

 Phyllobacterium brassicacearum STM 196T (NR043190) 

 Hse29 (KY290472) 

 Hse17 (KY290463) 

 Phyllobacterium loti S658T (NR133818) 

 Phyllobacterium trifolii PETP02T (NR043193) 

 Hse20 (KY290465)  

 Hse30 (KY290473) 

 Hse19 (KY290464) 

 Hse9 (KY290459) 

 Phyllobacterium myrsinacearum STM 948T (AY785315) 

 Phyllobacterium catacumbae CSC19T (NR043055) 

 Hse13 (KY290461) 

 Phyllobacterium ifriqiyense STM 370T (NR043192) 

 Hse26 (KY290470) 

 Rhizobium giardinii NBRC 107135T (AB682469) 

 Rhizobium alamii GBV016T (AM931436) 

 Rhizobium leguminosarum USDA 2370T (U29386) 

 Rhizobium etli CFN 42 (U28916) 

 Rhizobium loessense CCBAU 7190B T (AF364069) 
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99.9%,  respectively).  Strain  Hse14  was  described  as  Phyllobacterium  sp.  The 

percentages of similarity of rrs genes in the fastgrowing isolates and the type strains of 

genera Phyllobacterium and Rhizobium are presented in Supplement 1. Table 2. 

Cluster II combined strains Hse29, Hse17, Hse20, Hse30, Hse19, Hse9, Hse

13  and  type  strains  P.  sophorae  CCBAU03422T,  P.  bourgognense  STM201T,  P. 

brassicacearum STM 196T, P. loti S658T, P. trifolii PETP02T, P. catacumbae CSC19T, 

P. myrsinacearum STM 948T and P. ifriqiyense STM 370T (Figure 5). Strain Hse20 was 

identified as Phyllobacterium sp., because it was the closest to the rrs gene of the two 

species (the degree of similarity to the type strains P. trifolii PETP02T and P. loti S658T 

was 99.7 and 99.8%, respectively). The degree of similarity of the rrs gene in strains Hse

9, Hse19 and Hse30 and the type strain P. loti S658T was 99.8%. On this basis, the 

listed  strains  were  described  as  Phyllobacterium  loti.  Isolate  Hse13  showed  99.9% 

similarity with the two type strains P. myrsinacearum STM 948T and P. ifriqiyense STM 

370T, so it was identified only to the genus and defined as Phyllobacterium sp. Strains 

Hse17 and Hse29 were also assigned to Phyllobacterium sp. as they had a low similarity 

(99.3%) with the closest type strain P. brassicacearum STM 196T (Supplement 1. Table 

2).  

Cluster III was formed by strain Hse26 and the type strain Rhizobium giardinii 

NBRC  107135T.  Based  on  the  results  of  rrs  gene  sequencing,  isolate  Hse26  was 

identified as Rhizobium sp. (the degree of similarity in rrs gene with the type strain R. 

giardinii NBRC 107135T is 98.9%).  

For the three slowgrowing rhizobial isolates, an rrsfilogram was constructed to 

reflect  their  taxonomic  position  within  the  Bradyrhizobiaceae  and  Boseaceae  family. 

They formed a separate cluster I with 99% support (Figure 6).  
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Figure  6.  Rrsphylogram  of  slowgrowing  strains  isolated  from  Hedysarum 

gmelinii  subsp.  setigerum  nodules  in  the Baikal  region,  and  representatives of  related 
Bradyrhizobiaceae and Boseaceae species. Type strains are marked with the letter "T". 
Numbers of  isolates are marked  in bold.  I    statistically significantly different cluster. 
Scale corresponds to 0.01 substitutions per 100 bp (evolution distance). Numbers indicate 
the statistical significance of clustering (in %) determined by bootstrap analysis of 1000 
alternative trees. 

 
Strains Hse21 and Hse32 showed 98.5% homology in the rrs gene with the type 

strain  Bosea  vaviloviae  Vaf18T  and 98.6% homology with  the  type  strains  B.  eneae 

34614T and B. vestrisii 34635T. The similarity in the rrs gene between the Hse22 isolate 
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and the closest type strain B. vaviloviae Vaf18T was 98.0% (Supplement 1, Table 3). On 

this basis, strains Hse21, Hse22 and Hse32 were identified as Bosea sp.  

Table  3.  Species  of  microorganisms  of  the  order  Rhizobiales  isolated  from  the 
nodules of Hedysarum gmelinii subsp. setigerum. 

 
Family/Species  Strains  Total 
Family Rhizobiaceae:     1 
Rhizobium sp.    Hse26   1 
Family Phyllobacteriaceae:     10 
Phyllobacterium endophyticum  Hse10, Hse24  2 
Phyllobacterium loti  Hse9, Hse19, Hse30   3 
Phyllobacterium sp.   Hse13, Hse14, Hse17, Hse20, Hse29  5 
Family Boseaceae:     3 
Bosea sp.  Hse21, Hse22, Hse32   3 

 

In  addition  to  14  rhizobial  isolates,  5  strains  belonging  to  Acinetobacter  (family 

Moraxellaceae)  strain Hse27, Stenotrophomonas (family Xanthomonadaceae)  strain 

Hse15, Mycobacterium (family Mycobacteriaceae)  strain Hse16, Agromyces (family 

Microbacteriaceae)  strain Hse18, Sphingomonas (family Sphingomonadaceae)  strain 

Hse25  (Supplement  2.2).  Representatives  of  the  genus  Stenotrophomonas  were  also 

isolated  from  other  legumes  of  Baikal  region  [28].  According  to  literature  data, 

representatives of  these genera may be present  in  the nodules of  legumes, and also be 

inhabitants of the rhizosphere and phyllosphere of various plants [103, 118, 204]. 

Thus, for the first time, this study obtained a collection of strains isolated from the 

relic legume Hedysarum gmelinii subsp. setigerum growing in the Baikal region (Table 

3). The study showed that among the microsymbionts of this plant, strains of symbiotic 

nodule  bacteria  (Rhizobium  sp.),  as  well  as  representatives  of  atypical  species  (P. 

endophyticum, P. loti and Bosea sp.), whose ability to form nodules independently has 

not been previously observed [104, 107, 120, 185], may occur. To date, only two species 

of Phyllobacterium (P. sophorae and P. trifolii) have described the formation of nitrogen

fixing symbiosis with host plants  (Sophorae  flavescens, Trifolium repens  and Lupinus 

albus) [138, 196]. At the same time, common nodulation genes nodACD, as well as the 

gene nifH encoding the Feprotein of nitrogenase enzyme, were found in P. sophorae and 
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P. trifolii strains [138, 196, 207]. The formation of symbiosis by representatives of the 

genus Bosea was not previously confirmed, although strains of 5 species (B. lupini, B. 

lathyri, B. robiniae, B. spartocytisi and B. vaviloviae) were isolated from the nodules of 

legumes Lupinus, Lathyrus, Robinia, Spartocytisus and Vavilovia, respectively [107, 168, 

180]. The nifH gene was detected in several strains of this genus, including the type strains 

B. vestrisii 34635T and B. eneae 34614T (De Meyer, 2012).  

Isolates from the nodules of Hedysarum gmelinii subsp. setigerum belonging to the 

genus Bosea,  as well  as bacteria of  the genus  Phyllobacterium, which are quite often 

found in the nodules of wild legumes of temperate climates [7], are of great interest for 

further study. It is likely that strains of species unable to form nodules on their own are 

present  in  them as carriers of genes not directly  involved  in symbiosis  formation, but 

affecting its efficiency. It should also be noted that from the nodules of other Hedysarum 

species growing in the Mediterranean, the northwestern areas of China, and the middle 

belt of Russia, the microorganisms of the genera Bosea and Phyllobacterium were not 

isolated [60, 96, 189, 203]. 

Although  the  composition  of  the  studied  microsymbionts  was  quite  diverse,  it 

should  be  noted  that  the  dominant  number  of  isolated  strains  belonged  to  the  genus 

Phyllobacterium, most of which had a low degree of similarity with the nearest typical 

strains, which may indicate that they belong to new species.  

There is evidence in the literature that other Hedysarum species such as Hedysarum 

spinosissimum subsp. capitatum (Rouy) Asch. and Graebn. and some other species of the 

genus  (H.  pallidum  Desf,  H.  carnosum  Desf.)  native  to  the  Mediterranean  region  are 

bacteria  belonging  to  the  class  Gammaproteobacteria    Pantoea  agglomerans, 

Enterobacter  kobei,  Enterobacter  cloacae,  Leclercia  adecarboxylata,  Escherichia 

vulneris,  and  Pseudomonas  sp.  [96].  H.  coronarium  L.,  is  nodulated  with  strains  of 

Rhizobium sullae [189]. According to сhinese researchers, representatives of the genus 

Rhizobium have also been isolated from the nodules of the species H. scoparium Fisch. 

and C.A. Meyer and H. polybotrys Hand.Mazz. growing in northwest China [203]. In 

addition, it has been shown that plants of H. alpinum L. can be nodulated by members of 
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the genus Mesorhizobium [60]. Thus, it is possible to say that the hemlocks have a rather 

wide range of microsymbionts, which is also confirmed by this work. The results obtained 

may  indicate  that  the  relic  legumerhizobial  symbioses  formed,  in  particular,  by 

Hedysarum gmelinii subsp. setigerum, are a prototype of modern symbiotic systems and 

reflect  the  evolutionary pathways  towards  recruitment of  symbiotic genes of different 

microorganisms and increasing the specificity of plantmicrobe relationships [58]. 

 

2.1.3 Species diversity of microsymbionts of the Oxytropis triphylla (Pall.) Pers. 

Oxytropis triphylla belongs to the tribe Galegeae Dumort, subtribe Astragalinae 

DC., genus Oxytropis DC. It is a perennial stemless, turfy plant with a thick caudex base.  

Leaflets are 35 pairs, narrowoval or oblongovate, 1015(20) mm long and 35(7) mm 

wide,  naked on both  sides,  long  ciliate  at margins. Peduncles  thin, hairy, with 2  to  3 

flowers. Flowers large, 2530 mm long, corolla redpurple. Pods roundishovate, swollen, 

thinskinned,  whitefleshed,  1215  mm  long.  Grows  on  dry  stony  slopes,  rocks  and 

pebbles [77]. O. triphylla is endemic to Russia (west coast of Lake Baikal and Olkhon 

Island),  included  in  the  Red  Book  of  the  Russian  Federation  [50]  and belongs  to  the 

Pliocene desertsteppe relicts [45, 194]. The species probably belonged to a single belt of 

mountain  xerophytic  vegetation  from  Gobi  to  Baikal,  and  is  related  to  the  Gobi  O. 

rhizantha  Palib. [44].  Although  plants  of  the  genus  Oxytropis  have  no  particular 

agricultural  value,  they  form  natural  pastures  and  grow  successfully  on  poor  soils  in 

northern temperate, subarctic and arctic regions [182].  

To  study  microsymbionts  of  O.  triphylla,  29  root  nodules  were  collected  from 

populations  growing  on  Cape  Zunduk,  and  13  nodules were  obtained  in  a  vegetation 

experiment  (Table 1). A  total of 49 strains were isolated. From these, 33 strains were 

selected for further identification.   

Analysis of the rrs gene sequences showed that 5 isolates belonged to the genus 

Phyllobacterium:  2  of  them  (Tri35,  Tri40)  were  identified  as  Phyllobacterium 

ifriqiyense (similarity with the type strain P. ifriqiyense STM 370T was 99.8%, 99.7%). 

https://ru.wikipedia.org/wiki/DC.
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Strains Tri34,  Tri45,  and Tri56 were  identified  as  Phyllobacterium  sp.  because  the 

similarity with the closest type strain P. bourgognense STM 201T was 99.3%, 99.4%, 

and 99.4%. Isolates Tri44 and Tri52 were assigned to the species Bosea vestrisii (99.7% 

and 99.6% similarity with the type strain B. vestrisii 34635T, respectively). Strain Tri

471 was identified as Bosea sp. (similarity with the closest type strain B. vestrisii 34635T 

is 98.9%). Five strains belonged to the genus Rhizobium: 3 isolates (Tri43, Tri51, and 

Tri155) were attributed to Rhizobium leguminosarum bv. viciae (similarity with the type 

strain R. leguminosarum bv. viciae USDA 2370T by rrs gene  100%). Two isolates of 

the  genus  Rhizobium  were  left  without  species  identity:  isolate  Tri152  had  100% 

similarity with several type strains at a time (R. azibense 23C2T, R. mongolense subsp. 

loessense CCBAU 7190BT, R. gallicum), and isolate Tri55  99.4% similarity with the 

nearest  type strain R.  lusitanum P17T.  Isolate Tri146 was assigned  to Neorhizobium 

galegae (similarity with the type strain N. galegae NBRC 14965T 99.9%). Tri143 isolate 

had  99.7%  similarity  with  two  typical  strains  of  N.  galegae  NBRC  14965T  and  N. 

huautlense SO2T, so it was left without species identity as Neorhizobium sp. as was strain 

Tri149. Isolate Tri42 was described as Bradyrhizobium sp. (similarity to the closest type 

strains B. lupini USDA 3051T and B. canariense NBRC 103049T is 96.5%) (Table 4). 

Another  8  strains  not  related  to  nodule  bacteria  were  assigned  to  genera  Agromyses 

(family Microbacteriaceae), Sphingomonas (family Sphingomonadaceae), Acinetobacter 

(family Moraxellaceae) and Lysobacter (family Xanthomonadaceae) (Supplement 2.3). 

 
Table  4.  Species  of  microorganisms  of  the  order  Rhizobiales  isolated  from  the 

nodules of Oxytropis triphylla. 
 

Family/Species  Strains  Total 
Family Rhizobiaceae:     8 
Rhizobium leguminosarum bv. viciae  Tri43, Tri51, Tri155  3 
Rhizobium sp.    Tri55, Tri152  2 
Neorhizobium galegae  Tri146  1 
Neorhizobium sp.   Tri143, Tri149  2 
Family Phyllobacteriaceae:     9 
Phyllobacterium ifriqiyense   Tri35, Tri40  2 
Phyllobacterium sp.   Tri34, Tri45, Tri56  3 
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Phyllobacterium zundukense  Tri36, Tri38, Tri48, Tri53   4 
Family Boseaceae:     7 

Bosea vestrisii  
Tri37, Tri39, Tri44, Tri49, Tri54, 
Tri52  6 

Bosea sp.  Tri471  1 
Family Bradyrhizobiaceae:    1 
Bradyrhizobium sp.   Tri42  1 
   

 
Four pairs of isolates, each isolated from one nodule, were of the greatest interest 

for the study: Tri36 and Tri37, Tri38 and Tri39, Tri48 and Tri49, Tri53 and Tri54. 

Colonies of paired isolates on YMSA medium differed in growth rate: fastgrowing ones 

appeared on day 3 and slowgrowing ones on day 67. The strains that made up the pairs 

were  present  in  the  nodules  in  approximately  equal  proportions.  The  total  number  of 

colonyforming cells per nodule was about 104. Preliminary identification of the isolates 

by rrs gene sequencing showed that the slowgrowing strain of each pair (Tri37, Tri39, 

Tri49, and Tri54) belonged to the species Bosea vestrisii (similarity with the type strain 

B. vestrisii 34635T 99.6 to 99.8%). Rrsphylogram of these isolates and representatives 

of the Bradyrhizobiaceae and Boseaceae family is shown in Figure 7. The isolates formed 

a common cluster I with two typical strains of B. vestrisii 34635T and B. eneae 34614T 

with 99% support. 
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Figure  7.  Rrsphylogram  of  representatives  of  the  Bradyrhizobiaceae  and 

Boseaceae family, including isolates from Oxytropis triphylla. Type strains are marked 
with  the  letter  "T". Numbers of  isolates  are  in bold  type.  I    statistically  significantly 
different cluster. The scale corresponds  to 0.01 substitutions per 100 bp  (evolutionary 
distances). Numbers indicate the statistical significance of clustering (in %) determined 
by bootstrap analysis of 1000 alternative trees. 

 

The fastgrowing isolates Tri36, Tri38, Tri48, and Tri53 were phylogenetically 

closest to the type strains Phyllobacterium endophyticum PEPV15T (rrs similarity 98.8 
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 Bradyrhizobium cytisi CTAW11T (EU561065) 
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to  99.5%)  and  Phyllobacterium  bourgognense  STM  201T  (similarity  98.8  to  99.3%) 

(Table  5).  Rrsphylograms  of  isolates  and  representatives  of  the  families 

Phyllobacteriaceae and Brucellaceae are shown in Figure 8. 

 

 
Figure 8. Rrsphylogram of representatives of the families Phyllobacteriaceae and 

Brucellaceae, including isolates from Oxytropis triphylla. Type strains are marked with 
the  letter  "T".  Isolate  numbers  are  in  bold  type.  The  scale  corresponds  to  0.005 
substitutions  per  100  bp  (evolutionary  distances).  Numbers  indicate  the  statistical 
significance of clustering  (in %) determined by bootstrap analysis of 1000 alternative 
trees. 

 
The 1280 bp region between the 16S and 23S rRNA genes (ITS region), as well as 

the "housekeeping" genes atpD, recA, and glnII, used as marker genes for differentiation 
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 Mesorhizobium loti NZP2213T (KM192337) 

 Mesorhizobium opportunistum WSM2075T (NR074209) 
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of  closely  related  species  of  the  genus  Phyllobacterium,  were  sequenced  for  more 

accurate identification of rapidly growing isolates [185]. Sequences of the atpD gene for 

the type strains of the closest Phyllobacterium spp. species were available in the GenBank 

database;  the  remaining  loci  (recA  and  glnII)  for  the  type  strains  P.  endophyticum 

LMG26470T, P. bourgognense LMG22837T, P. brassicacearum LMG22836T, and P. 

sophorae LMG27899T were sequenced in this work. The sequence similarity of the rrs, 

atpD, glnII, recA genes and ITS region between all the isolates studied and the reference 

strains is shown in Table 5. 

 

Table  5.  Similarity  of  rrs,  atpD,  glnII,  recA  genes  and  ITS  region  sequences 
between Phyllobacterium strains  isolated from Oxytropis  triphylla nodules and typical 
strains of closely related rhizobia species. 

 
Similarity (%) with type strains  Isolates from Oxytropis triphylla nodules 

Type strain  Locus  Tri36  Tri38  Tri48T  Tri53 
P. endophyticum LMG26470T  rrs  98.8  99.5  99.0  99.4 

  ITS  87.9  88.3  88.2  88.4 
  atpD  89.4  89.6  89.4  89.8 
  glnII  82.1  82.3  82.3  82.3 
  recA  88.3  87.7  88.1  88.1 
P. brassicacearum LMG22836T  rrs  99.1  98.8  98.7  99.2 
  ITS  89.6  89.0  89.4  89.3 
  atpD  88.0  88.0  88.0  88.0 
  glnII  84.8  85.1  85.1  84.8 
  recA  91.4  90.6  91.3  90.8 

P. sophorae LMG27899T  rrs  98.7  98.8  98.6  99.0 
  ITS  87.5  87.0  87.1  87.1 
  atpD  91.6  91.6  91.6  91.6 
  glnII  89.4  89.5  89.5  88.1 
  recA  95.4  95.1  95.1  95.1 
P. bourgognense LMG22837T  rrs  99.2  99.3  98.8  99.3 

  ITS  87.9  88.2  88.3  88.2 
  atpD  91.8  91.8  91.8  91.8 
  glnII  81.3  82.1  82.1  82.1 
  recA  89.7  89.5  89.5  89.7 

 

The sequences of recA and glnII genes in the studied isolates showed maximum 

similarity  with  the  typical  strains  of  P.  sophorae  LMG27899T  (95.4  and  89.5%, 
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respectively) and P. brassicacearum LMG22836T (91.4 and 85.1%, respectively). The 

ITS region sequences were closest to the type strains P. brassicacearum LMG 22836T 

and  P.  endophyticum  LMG26470T  (89.6  and  88.4%,  respectively),  whereas  the  atpD 

gene was closer to P. bourgognense LMG22837T (91.8%). The phylogenetic tree for the 

atpD locus is shown in Figure 9 [174]. The trees for the other loci are not presented due 

to the lack of a sufficient sample of sequences in the NCBI database. 

The results of the sequencing of the rrs gene, ITS region and "housekeeping" genes 

atpD, recA and glnII suggested that the group of strains Tri36, Tri38, Tri48 and Tri53 

belonged to a new species of the genus Phyllobacterium. To describe the new species, 

additional  experiments  were  performed  using  the  most  closely  related  type  strains  P. 

sophorae  LMG27899T,  P.  brassicacearum  LMG  22836T,  and  P.  endophyticum 

LMG26470T as reference strains. 
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Figure  9.  Phylogenetic  tree  of  isolates  from  O.  triphylla  and  phylogenetically 

related strains based on atpD gene sequences constructed by NeighbourJoining method. 
Type strains are marked with the letter "T". Isolates from O. triphylla are shown in bold. 
The scale corresponds to 0.02 substitutions per 100 bp (evolutionary distances). Numbers 
indicate the statistical significance of clustering (in %) determined by bootstrap analysis 
of 1000 alternative trees. 

 
The results of comparative analysis of the fatty acid profiles (FAME) of Tri36, 

Tri38, Tri48, Tri53 isolates and reference strains are listed in Supplement 1. Table 4. 

The novel  isolates  contained 18:1ω7c as  the most  abundant  fatty  acid  (18.6–46.4 %), 
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which was the same for all the reference strains. The novel strains had significant amounts 

of 11 methyl 18:1ω7c (1.6–8.2 %), 12:00 (9.7–14.9 %), 16:0 (6.8–9.5 %), 16:0 3OH 

(2.0–3.8 %), 17:0 ANTEISO (2.4– 8.7 %), 19:0 cyclo ω 8c (3.6–7.8 %), 20:00 (8.7–15.7 

%), summed feature 2 (3.5–6.2 %), summed feature 3 (1.3– 2.1 %), summed feature 5 

(1.2–3.8  %)  and  unidentified  18.814  (5.6–22.6  %).  Unlike  all  the  isolates  from  O. 

triphylla,  P.  endophyticum  LMG  26470T  was  characterized  by  the  presence  of  15:0 

ANTEISO and unidentified 16.582 as well as  the absence of 16:0 3OH and summed 

feature 3; P. sophorae LMG 27899T was characterized by the presence of 18:00 and the 

absence of 17:0 ANTEISO, summed feature 5 and unknown 18.814; P. brassicacearum 

LMG 22836T was characterized by the absence of 17:0 ANTEISO, summed feature 5 

and unknown 18.814. Thus, differences in the fatty acid profiles of isolates and reference 

strains were shown. 

The  phenotypic  properties  of  Tri36, Tri38, Tri48,  Tri53  and  the  closest  and 

typical  strains  of  P.  sophorae  LMG27899T,  P.  brassicacearum  LMG  22836T,  P. 

endophyticum LMG26470T were also studied. The results of the comparative analysis 

are shown in Supplement 1. Table 5. The novel isolates had nearly identical phenotypic 

profiles with the exception of a few features. All of them possessed urease and catalase 

activities and were able to assimilate maltose, trehalose, sucrose, turanose, aDglucose, 

cellobiose,  gentiobiose,  Dgalactose,  Dmannose,  Dfructose,  fucose,  Lrhamnose,  D

sorbitol, Dmannitol, Darabitol, glycerol, Laspartic acid, Lglutamic acid, Dglucuronic 

acid, Llactic acid, malic acid, propionic acid, acetic acid, formic acid and Larginine. 

The isolates did not possess nitrate reduction and bgalactosidase activities as well as the 

ability to utilize dextrin, stachyose, gelatin, raffinose, melibiose, lactose, inosine, fusidic 

acid, Daspartic  acid,  citric acid, mucic  acid, Dsaccharic  acid and  serine. The strains 

under investigation were sensitive to rifamycin, lincomycin, vancomycin and nalidixic 

acid. Only two isolates grew at 1 % (w/v) NaCl. Unlike all the reference strains, the novel 

isolates grew in the presence of Tween 40, did not grow at pH 6 and were not able to 

utilize Lgalactonic acid lactone, bromosuccinic acid or Lalanine. All of these features 

were used in the description of the new species. 
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In addition, the genomes of isolates Tri38 and Tri48, as well as of typical strains 

of P. brassicacearum LMG 22836T, P. endophyticum LMG26470T, and  P. sophorae 

LMG27899T were sequenced. The genome size of the isolate Tri48T was 6 208 009 bp, 

comprising a chromosome of 3.95 Mbp and five plasmids ranging from 640 to 211 kbp. 

The DNA G+C content was 57.22 mol% and 5977 proteincoding sequences were found. 

The whole genome sequences of the isolates Tri38 and Tri48T were very similar (99.99 

% ANI) while ANI values between the genomes of these isolates and the reference type 

strains  ranged  from  79.23  %  for  P.  endophyticum  LMG  26470T  to  85.74  %  for  P. 

sophorae  LMG  27899T  (Table  6).  It  should  be  noted  that  the  most  recent  proposals 

recommend ANI values of less than 95  96 % for species separation, which corresponds 

to the traditional 70 % threshold used for DNA–DNA hybridization tests [171].  

 
Table 6. Results of ANI calculation (%) between the whole genome sequences of 

the  isolates  Tri38,  Tri48T  and  the  type  strains P.  sophorae  LMG  27899T,  P. 
brassicacearum LMG 22836T и P. endophyticum LMG 26470T. 

 

Strains  Tri38  Tri48T 
P. brassicacearum 

LMG 22836T 
P. endophyticum 

LMG 26470T 
P. sophorae 

LMG 27899T 

Tri38  100.0         

Tri48  99.99  100.0       
P. brassicacearum LMG 
22836T  83.24  83.02  100.0     
P. endophyticum LMG 
26470T  79.28  79.23  78.35  100.0   
P. sophorae LMG 
27899T  85.74  85.64  81.71  78.39  100.0 

 

Based on the results of sequencing the rrs, atpD, glnII, recA genes and ITS region 

of the Tri38 and Tri48 strains, analysis of their morphological, physiological properties, 

and  fatty  acid  profiles,  as well  as ANI  calculation,  a  new  species  of Phyllobacterium 

zundukense was described with the type strain Tri48T (=LMG 30371T =RCAM 03910T) 

[175]. 

There is evidence in the literature that the nodules of Oxytropis species, such as O. 

pumilio (Pall.) Ledeb., O. arctobia Bunge, O. deflexa (Pall.) DC., O. maydelliana Trautv., 



233 
 
 

O. monticola A. Gray, O. riparia Litv., O. splendens Douglas, and Oxytropis glabra DC. 

contain  bacteria  belonging  to  the  genus  Rhizobium  [131,  135,  145,  182,  206]. 

Representatives of the genera Mezorhizobium, Phyllobacterium (for O. pumilio and O. 

erecta),  Bosea,  and  Tardiphaga  (for  O.  pumilio,  O.  kamtschatica,  O.  erecta,  and  O. 

anadyrensis Vass.) were also described among microsymbionts of O. glabra, O. pumilio, 

and  O.  kamtschatica  Hultén [131,  182].  Isolates  belonging  to  the  species  R. 

leguminosarum  bv.  trifolii  (family  Rhizobiaceae),  Tardiphaga  robiniae  (family 

Bradyrhizobiaceae)  and Bosea  sp.  (family Boseaceae) were previously obtained  from 

Oxytropis  sylvatica  (Pall.)  DC.  nodules  [28].  This  suggests  that  plants  of  the  genus 

Oxytropis are not strict symbionts. However, the study of microsymbionts of relic species 

O.  triphylla  showed  their unusually wide genetic diversity covering representatives of 

genera  Rhizobium,  Neorhizobium  (fam.  Rhizobiaceae),  Phyllobacterium  (fam. 

Phyllobacteriaceae),  Bosea  (fam.  Boseaceae)  и  Bradyrhizobium  (fam. 

Bradyrhizobiaceae)  (Table  4).  Such  legume  symbiotic  systems  with  a  wide  range  of 

microsymbionts are promising models for studying the evolution of host specificity, the 

impact of natural rhizobia diversity on plant growth and multilateral interactions between 

all symbiotic partners. 

 

2.1.4 Species diversity of microsymbionts of the Oxytropis popoviana Peschkova 

 

Oxytropis popoviana belongs to the tribe Galegeae Dumort, subtribe Astragalinae 

DC., genus Oxytropis DC. It is a stemless turfgrass with a thick root and short caudex 

branches.  Leaves  are  appressed  whitefleshed,  515  cm  long.  Leaflets  are  35  pairs, 

oblonglanceolate, 1020 mm long and 35 mm wide. Peduncles are longer than the leaves 

and 23 times as thick as leaf petioles. Brushes are short, rounded or oval. Calyx is broadly 

tubular, with linear teeth, covered with appressed white and black hairs. Corolla pink

purple, flagellum 2228 mm long. The spicisetum is 3(4) mm long. Pods broadly ovate, 

1020 mm long and 910 mm wide,  thinskinned, covered with white and black hairs, 

with fairly narrow septum along ventral seam. It grows on stonyrocky steppe slopes [77]. 

https://ru.wikipedia.org/wiki/DC.
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The species is a relic of the ancient Mediterranean MiocenePliocene flora [76, 194].   All 

known modern populations of this species are very small and are located in the Baikal 

National Park and BaikalLena Nature Reserve.  It  is  included  in  the Red Book of  the 

Irkutsk Region. It grows on stony and rubbly steppe slopes and tops of ranges along the 

western shore of Lake Baikal, as well as in the Selenga region of Buryatia [10].   

During the expedition to the Republic of Buryatia, 40 nodules were collected from 

the roots of O. popoviana, and 29 nodules were obtained in the laboratory (Table 1). Most 

nodules were elongated (sometimes branched) and had pink coloration, which suggests 

the  presence  of  hemoglobin  and  nitrogenfixing  activity.  The  shape  of  nodules 

corresponded  to  the  elongated  type  of  nodules  usually  with  one,  less  often  with  two 

branches. The size of nodules varied from 1 to 5 mm.  

A total of 62 strains were isolated from the nodules of O. popoviana plants which 

were divided into 3 groups according to growth rate on YMSA medium: fastgrowing 

ones appeared on day 3 (25 strains), mediumgrowing on day 45 (35 strains), and slow

growing  on  day  67  (2  strains).  Fortythree  isolates  were  identified  by  rrs  gene 

sequencing. 

Analysis of the rrs gene sequences showed that 6 isolates belonged to the genus 

Rhizobium,  three of them (Opo157, Opo161, Opo234) were identified to Rhizobium 

lusitanum species (similarity with the type strain R. lusitanum P17T were 100%, 99.8%, 

and 100%, respectively). Opo8 and Opo169 isolates were identified as Rhizobium sp. 

because the similarity with the closest type strain R. lusitanum P17T was 99.4% for both. 

Isolate  Opo247  showed  99.7%  similarity  to  the  three  type  strains  R.  mayense 

CCGE526T, R. lusitanum P17T, and A. rhizogenes NBRC 13257T, so it was identified 

only  to  the  genus  and  identified  as  Rhizobium  sp.  Strain  Opo7  was  identified  as 

Neorhizobium galegae, showing 99.7% similarity of the rrs gene to that of type strain 

NBRC 14965T. One strain Opo230 was identified as Bosea vaviloviae (similarity with 

the  type  strain  B.  vaviloviae  Vaf18T  by  the  rrs  gene  is  99.7%).  We  also  detected  2 

representatives  of  the  genus  Phyllobacterium:  one  isolate  Opo5  was  determined  as 

Phyllobacterium ifriqiyense (similarity with the type strain STM 370T according to the 
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rrs gene is 99.6%), the second strain Opo160 was determined as Phyllobacterium trifolli 

(similarity with the type strain PETP02T according to the rrs gene is 99.6%).  

The greatest number of strains belonged to the genus Mesorhizobium. Phylogenetic 

analysis showed that 12 strains form two statistically significantly different clusters, with 

a support level of 87 and 82% (Figure 10).  

 

 
     

 Opo248 

 Opo242 (MF661788) 
 Opo245 (MF661786) 
 Opo228 (MF661782) 
 Mesorhizobium erdmanii USDA 3471T (NR 135857) 
 Opo224 

 Opo229 

 Opo249 (MF661787) 
 Opo240 (MF661785) 

 Opo225 (MF661781) 
 Opo235 (MF661783) 

 Opo239 (MF661784) 
 Mesorhizobium japonicum MAFF303099T (BA000012) 

 Mesorhizobium opportunistum WSM2075T (NR 074209) 
 Mesorhizobium huakuii IFO 15243T (D13431) 

 Mesorhizobium abyssinicae AC98cT (GQ847896) 
 Mesorhizobium amorphae ACCC 19665T (AF041442) 

 Mesorhizobium acaciae RITF741T (JQ697665) 

 Mesorhizobium robiniae CCNWYC 115T (NR 116467) 
 Mesorhizobium mediterraneum UPMCa36T (NR 118684) 

 Mesorhizobium caraganae CCBAU 11299T (NR 044118) 
 Mesorhizobium gobiense CCBAU 83330T (NR 044052) 

 Mesorhizobium tianshanense A1BST (NR 024880) 
 Mesorhizobium albiziae CCBAU 61158T (NR 043549) 

 Mesorhizobium camelthorni A38 (JX298859) 
 Mesorhizobium australicum WSM2073T (NR 115281) 

 Opo324 (MF661790) 
 Mesorhizobium newzealandense ICMP 19545T (KC237410) 
 Mesorhizobium kowhaii ICMP 19512T (KC237394) 

 Mesorhizobium qingshengii CCBAU 33460T (NR 109565) 
 Mesorhizobium jarvisii ATCC 33669T (D14514) 

 Mesorhizobium cantuariense ICMP 19515T (KC237397) 
 Mesorhizobium ciceri UPMCa7T(U07934) 
 Mesorhizobium loti LMG 6125T (X67229) 
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Figure 10. Rrsphylogram demonstrating the taxonomic position of isolates isolated 
from Oxytropis popoviana and closely related Mesorhizobium species. Type strains are 
marked with the letter "T". I  II  statistically significantly different clusters. The numbers 
of isolates are shown in bold type. The scale corresponds to 0.002 substitutions per 100 
bp (evolutionary distances). Numbers indicate the statistical significance of clustering (in 
%) determined by bootstrap analysis of 1000 alternative trees. 

 
Cluster I grouped strain Opo324 and the type strains M. kowhaii ICMP 19512T 

and M. newzealandense ICMP 19545T (Figure 10), with 100% and 99.8% similarity in 

the rrs gene, respectively. Thus, strain Opo324 was identified as M. kowhaii.  

Cluster II included strains Opo224, Opo225, Opo228, Opo229, Opo235, Opo

239,  Opo240,  Opo242,  Opo245,  Opo248  and  Opo249  and  two  type  strains  M. 

japonicum MAFF 303099T and M. erdmanii USDA 3471T (Figure 10). All isolates had 

high homology of the rrs gene with those of the M. japonicum MAFF 303099T and M. 

erdmanii  USDA  3471T  type  strains  (99.61    100%  and  99.68    100%,  respectively) 

(Supplement 1. Table 6). To better determine the taxonomic position of the isolates, in 

addition to the rrs gene, the ITS region obtained by fullgenome sequencing of two strains 

Opo235 and Opo242 was analyzed. The ITSphylogram showed that both isolates form 

a separate cluster I with 100% support from the M. japonicum MAFF 303099T (Figure 

11).  The  rrs  gene  similarity  with  the  type  strain  M.  japonicum  MAFF  303099T  was 

99.78%  for  both  isolates.  Thus,  strains  Opo235  and  Opo  242  were  identified  to  M. 

japonicum species. The remaining isolates were identified as Mesorhizobium sp. due to 

high percentages of similarity in the rrs gene with the two type strains at once.  

Also,  another 9  strains, Opo223, Opo227, Opo238, Opo246, Opo251, Opo

252, Opo254, Opo325, and Opo326 were identified as Mesorhizobium sp. because they 

had a low degree of similarity in the rrs gene with the closest type strains. Opo223, Opo

227, Opo238, and Opo246 isolates were closest to the type strain M. erdmanii USDA 

3471T (99.0 to 99.2% similarity degree). Opo251, Opo252, and Opo254 isolates were 

most similar to the type strain M. sophorae ICMP 19535T (similarity 99.4 to 99.5%). The 

Opo325  strain  showed  the  greatest  similarity  with  the  type  strain  M.  australicum 

WSM2073T (degree of similarity 99.2%), and the Opo326 strain  with the type strain 

M. norvegicum 10.2.2T (degree of similarity 99.3%). 
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Figure 11. ITSphylogram demonstrating the taxonomic position of Opo242 and 
Opo235  isolates and closely  related  Mesorhizobium  species. Type strains are marked 
with the letter "T". Isolate numbers are in bold type. I  statistically significantly different 
cluster. The scale corresponds to 0.02 substitutions per 100 bp (evolutionary distances). 
Numbers indicate the statistical significance of clustering (in %) determined by bootstrap 
analysis of 1000 alternative trees. 
 

Strain  M.  japonicum  Opo242 was  isolated  together  with  strain Opo243. They 

were present in the nodule in approximately equal proportions of 104 CFU, but differed 

in their growth rates. Sequencing of the rrs gene of the slowgrowing isolate Opo243 

showed that this isolate belongs to the Bradyrhizobium genus and is closest to the typical 

strain  B.  diazoefficiens  USDA  110T  (Figure  12),  which  was  isolated  from  cultivated 

soybean and originally described as B. japonicum [109]. 
 
 
 
 
 
 

 Opo242 (NZ_MZXX01000021)  
 Opo235 (NZ_QKOD01000028)  

 Mesorhizobium japonicum MAFF303099T (BA000012) 
 Mesorhizobium huakuii LMG 14107T (AF345259) 

 Mesorhizobium jarvisii ATCC 33669T (CP033507) 

 Mesorhizobium loti LMG 6125T(AF345260) 

 Mesorhizobium ciceri LMG 14989T (AF345258) 

 Mesorhizobium opportunistum WSM2075T (CP002279) 

 Mesorhizobium erdmanii USDA 3471T (AXAE01000021) 

 Mesorhizobium plurifarium LMG 11892T (AF345263) 

 Mesorhizobium caraganae CCBAU 11299T(JQ013895) 

 Mesorhizobium tianshanense A1BST(AF325826) 

 Mesorhizobium amorphae LMG 18977T (AF345257) 

 Mesorhizobium septentrionale SDW14T (EF639842) 100 
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Figure 12. Rrsphylogram demonstrating the taxonomic position of the Opo243 

isolate  and  closely  related  Bradyrhizobium  species.  Type  strains  are  marked  with  the 
letter "T". The number of the isolate is shown in bold type. The scale corresponds to 0.001 
substitutions  per  100  bp  (evolutionary  distances).  Numbers  indicate  the  statistical 
significance of clustering  (in %) determined by bootstrap analysis of 1000 alternative 
trees. 
 

Nevertheless,  the  low  level  of  support  (52%)  indicates  a  significant  difference 

between these strains. The percentage of similarity in the rrs gene between the Opo243 

isolate and the nearest type strain B. diazoefficiens USDA 110T was 99.48% (Table 7). 

 

 Opo243 (MF661789) 
 B. diazoefficiens USDA 110Т (AB909430) 

 B. betae PL7HG1Т (NR 029104) 
 B. stylosanthis BR 446Т (KU724142) 

 B. iriomotense LMG 24129Т (AB300992) 
 B. huanghuaihaiense CCBAU 23303Т (HQ231463) 
 B. ingae BR 10250Т (KF927043) 

 B. centrosemae A9Т (KC247115) 
 B. guangxiense CCBAU 53363Т (NR 145894) 
 B. arachidis CCBAU 051107Т (NR117791) 

B. vignae 72Т (NR 147716) 
 B. manausense BR 3351Т (HQ641226) 

 B. ganzhouense RITF806Т (JQ796661) 
 B. rifense CTAW71Т (EU561074) 

 B. cytisi CTAW11Т (EU561065) 
 B. kavangense 143Т (KP899562) 

B. subterraneum 58 21Т (KP308152) 
 B. yuanmingense CCBAU 10071Т (AF193818) 

 B. daqingense CCBAU 15774Т (HQ231274) 
 B. americanum CMVU44Т (KU991833) 

 B. liaoningense USDA 3622Т (AF208513) 
 B. ottawaense OO99Т (JN186270) 

 B. canariense BTA1Т (NR042177) 
B. japonicum USDA 6Т (NR 112552) 
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Table 7. Sequence similarity between Bradyrhizobium sp. strain Opo243 and type 
strains of the closest species. 1  B. diazoefficiens USDA 110T, 2  B. japonicum USDA 
6T, 3  B. canariense BTA1T, 4  B. betae LMG 21987T, 5  B. rifense CTAW71T, 6  
B. cytisi CTAW11T. 

 
Locus  Sequence similarity 

1  2  3  4  5  6 
rrs  99.48  99.15  99.34  99.75  99.53  99.43 
ITS  91.96  91.14  91.75  95.17  95.69  94.19 
recA  95.14  94.56  94.52  94.69  94.00  94.84 
glnII  95.32  96.23  94.11  94.19  95.91  95.91 
rpoB  95.83  95.69  93.51  95.83  94.72  96.38 

 
 

To more precisely determine the taxonomic position of the Opo243 isolate, the 

ITS region as well as recA, glnII, and rpoB genes obtained by wholegenome sequencing 

were analyzed in addition to the rrs gene. The ITS phylogram showed that the Opo243 

isolate forms a separate cluster I at 98% support with the type strains B. japonicum USDA 

6,  B.  canariense  BTA1T,  B.  diazoefficiens  USDA  110T,  B.  betae  LMG  21987T,  B. 

rifense CTAW71T and B. cytisi CTAW11T (Figure 13).  

 
 B. arachidis CCBAU 051107T (HM107198) 
 B. stylosanthis BR 446T (KU724154) 

 B. kavangense 143T (KM378507) 
 B. huanghuaihaiense CCBAU 23303T (HQ428043) 

 B. subterraneum 58 21T (KM378539) 
 B. daqingense CCBAU 15774T (HQ231312) 

 B. yuanmingense CCBAU 10071T (AY386734) 
 B. iriomotense NBRC 102520T(AB300993) 

 B. ingae BR 10250T (KY748304) 
 B.japonicum USDA6T (U69638)  

 B. diazoefficiens USDA 110T (AB100749) 
 B. rifense CTAW71T (KC247123) 

 B. cytisi CTAW11T (KC247124) 
 B. canariense BTA1T(AY386708) 

 B. betae LMG 21987T(AJ631967) 
 Opo243 (MZXW01000016) 
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Figure 13. ITSphylogram demonstrating the taxonomic position of the Opo243 
isolate  and  closely  related  Bradyrhizobium  species.  Type  strains  are  marked  with  the 
letter "T". The number of the isolate is shown in bold type. The scale corresponds to 0.01 
substitutions  per  100  bp  (evolutionary  distances).  Numbers  indicate  the  statistical 
significance of clustering  (in %) determined by bootstrap analysis of 1000 alternative 
trees. 

 
A phylogram based on the concatenated recA, glnII, and rpoB genes showed that 

the Oro243 isolate is the closest to the B. canariense BTA1T, B. rifense CTAW71T, and 

B. cytisi CTAW11T type strains (Figure 14).  

 

 
 
 

Figure 14. Phylogram based on united sequences of recA, glnII, and rpoB genes 
reflecting  the  taxonomic  position  of  the  Opo243  isolate  and  closely  related 
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Bradyrhizobium species. NeighbourJoining method. Type strains are marked with a "T". 
The  number  of  the  isolate  is  shown  in  bold  type.  The  scale  corresponds  to  0.01 
substitutions  per  100  bp  (evolutionary  distances).  Numbers  indicate  the  statistical 
significance of  clustering  (in %) determined by bootstrap analysis of 1000 alternative 
trees. 
 
 

The  percentages  of  homology  for  the  ITS  region  and  recA,  glnII,  rpoB  genes 

between the isolated Opo243 strain and the type strains mentioned above are shown in 

Table 7. Due to the low percent similarity of the rrs, recA, glnII, rpoB, and ITS region 

genes with the closest type strains, the isolate Opo243 was identified as Bradyrhizobium 

sp. The percentages of homology for the ITS region and recA, glnII, rpoB genes between 

the isolated Opo243 strain and the type strains mentioned above are shown in Table 7. 

Due to the low percent similarity of the rrs, recA, glnII, rpoB, and ITS region genes with 

the closest type strains, the isolate Opo243 was identified as Bradyrhizobium sp.  

There  were  also  found  representatives  of  genera:  Acetobacter  (family 

Acetobacteraceae),  Acinetobacter  (fam.  Moraxellaceae),  Burkholderia  (fam. 

Burkholderiaceae), Microbacterium (fam. Microbacteriaceae), Sphingobacterium (fam. 

Sphingobacteriaceae)  and  Sphingobacterium  sp.  (fam.  Sphingobacteriaceae), 

Stenotrophomonas (fam. Xanthomonadaceae)  1 strain each; Bacillus (fam. Bacillaceae) 

 2 strains; Sphingomonas (fam. Sphingomonadaceae)  3 strains (Supplement 2.4.1 and 

2.4.2).  

Among  microsymbionts  belonging  to  the  order  Rhizobiales,  representatives  of 

genera Rhizobium, Phyllobacterium, Mesorhizobium, Bosea  and Bradyrhizobium were 

found (Table 8). 

 
Table  8.  Species  of  microorganisms  of  the  order  Rhizobiales  isolated  from  the 

nodules of Oxytropis popoviana Peschkova. 
 
 

Family/Species  Strains  Total 
Family Rhizobiaceae:     7 

Rhizobium lusitanum   Opo157, Opo161, Opo234,   3 

Rhizobium sp.    Opo8, Opo169, Opo247  3 

Neorhizobium galegae  Opo7  1 
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Family Phyllobacteriaceae:     23 

Phyllobacterium ifriqiyense   Opo5  1 

Phyllobacterium trifolli   Opo160  1 

Mesorhizobium kowhaii   Opo324   1 

M. japonicum  Opo235, Opo242  2 

Mesorhizobium sp. 

Opo223, Opo224, Opo225, Opo227, Opo
228, Opo229, Opo238, Opo239, Opo240, 
Opo245, Opo246, Opo248, Opo249, Opo
251, Opo252, Opo254, Opo325, Opo326  18 

Family Boseaceae:    1 

Bosea vaviloviae   Opo230  1 

Family Bradyrhizobiaceae:     1 

Bradyrhizobium sp.   Opo243  1 

 

The  dominant  number  of  the  studied  isolates  is  assigned  to  the  genus 

Mesorhizobium; among them, the species M. japonicum, which was previously described 

as a microsymbiont of Lotus L. [157] and M. kowhaii, a microsymbiont of Sophora L. 

[108]. In the literature, representatives of the genus Mesorhizobium are described as the 

predominant bacteria  that nodulate  plants  of  the genus Oxytropis, whereas  the genera 

Rhizobium, Sinorhizobium and Bradyrhizobium were classified as minor microsymbionts 

[85,145].  

The  species  B.  vaviloviae  was  first  isolated  from  the  nodules  of  the  relic  plant 

Vavilovia formosa (Steven) Fed. (North Caucasus, RF) in 2014 [180]; it was also found 

in the nodules of narrowly endemic legume species O. pumilio (Pall.) Ledeb, O. erecta 

Kom., O.  anadyrensis  Vass.,  and  O.  kamtschatica Hultén  growing on  the Kamchatka 

Peninsula (Russian Federation) [182]. In this work, it was found in the nodules of relic 

legumes O. popoviana and A. chorinensis (Baikal region, Russian Federation). Probably, 

this  species  belongs  to  the  primitive  microsymbionts  that  can  enter  into  lowspecific 

relationships with a wide range of plants. 

Thus,  the study of microsymbionts of  the relic species O. рopoviana has shown 

their unusually wide genetic diversity [176].  

 

 

https://ru.wikipedia.org/wiki/Steven
https://ru.wikipedia.org/wiki/Fed.
https://ru.wikipedia.org/wiki/Hult%C3%A9n
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2.1.5 Species diversity of microsymbionts of the Astragalus chorinensis Bunge 

 

Astragalus  chorinensis  belongs  to  the  tribe  Galegeae  Dumort,  subtribe 

Astragalinae DC., genus Astragalus L. It is a perennial herbaceous plant with a tap root 

and developed caudex. There may be several stems, which are ascending, 220 cm  in 

height.  Leaflets  are  linearlanceolate,  45  (6)  pairs,  825  mm  long,  naked,  less  often 

squarrosewhitehaired. Flowers  (612)  in dense  short  racemes. Corolla white  or  light 

yellow, 1415 mm long, with purple spot at end of raceme. Pods globular, inflated, on a 

short peduncle, finely webbed, deflexed or slightly drooping. Grows in steppes on stony 

and rubbly slopes, on sands [77]. It is a local endemic of Priolkhonye and southwestern 

Transbaikalia;  it  is  listed  in  the  Red  Book  of  Buryatia  [34].  A  relict  of  the  ancient 

Mediterranean MiocenePliocene flora [65].   

During the expedition to  the Republic of Buryatia, soil samples and seeds of  A. 

chorinensis were collected. Under laboratory conditions, 34 nodules were obtained (Table 

1).  From  them,  40  strains  were  isolated,  28  of  which  were  selected  for  further 

identification.  Preliminary  phylogenetic  analysis  of  21  strains  performed  by  RFLP 

analysis of ITSregion revealed that strains form 8 groups with different types of profiles 

(Figure 15).  
 

    

            1    2   2   1   1    1    1   1   1    1  1   3   1           1      1             4     5     6    7     6    8 
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Figure 15. ITSRFLP electrophoregrams of the analysis of 21 strains isolated from 
the nodules of Astragalus chorinensis. Restrictase MspI. M  DNA length marker 100bp 
GeneRuler™; 18  ITSRFLP profile types. 

 

In order  to determine  the  the  taxonomic belonging of  the  representatives of  the 

identified groups of microorganisms and seven additional  isolates  taken (without  ITS

RFLP profiles), rrs gene sequencing and comparative analysis with similar  sequences 

deposited in the GenBank database were performed. 

One strain, Ach301, was fastgrowing, colonies appeared on YMSA medium on 

day 3,  and was assigned  to  the species  Rhizobium  lusitanum  (similarity with  the  type 

strain  R.  lusitanum  P17T  in  the  rrs gene was 99.7%). The  identification by  rrs  gene 

sequencing of 27 isolates whose colonies appeared on YMSA medium on day 5 showed 

that 12 of them (belonging to ITSRFLP profile type 1) belonged to the species Bosea 

vaviloviae (rrs gene similarity with the type strain B. vaviloviae Vaf18T was 99.7%). 

The identification of eight rhizobial strains (Ach304, Ach305, Ach313, Ach318, Ach

320, Ach328, Ach343, and Ach347) by the sequencing of rrs gene showed that they 

belonged to different species of the genus Mesorhizobium. Rrsphylogram reflecting the 

taxonomic position of the studied isolates and typical strains of the genus Mesorhizobium 

is shown in Figure 16.   
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Figure  16.  Phylogenetic  tree  generated  by  the  NeighborJoining  method  using 
partial  rrs  gene  sequences  of  the  Mesorhizobiumrelated  isolates  from  Astragalus 
chorinensis and closely related species. Type strains are indicated by the letter “T.” The 
number of the isolate is shown in bold type. I  III  statistically significantly different 
clusters. Scale accords to 0.002 substitutions per 100 bp. (evolutionary distances). The 
numbers  indicate  the  statistical  significance  of  clustering  (in  %),  determined  using 
bootstrap analysis of 1000 alternative trees. 

 

The isolates Ach313, Ach318, Ach328 and Ach347 formed a separate cluster I 

with the type strain M. newzealandense ICMP 19545T and had 100% rrs similarity with 

this  type  strain.  The  cluster  support  level  was  75%  (Figure  16).  We  preliminarily 

classified the isolates Ach313, Ach318, Ach328 and Ach347 as M. newzealandense. 

 Mesorhizobium waitakense ICMP 19523T (KC237413) 
 Mesorhizobium sophorae ICMP 19535T (KC237424) 

 Mesorhizobium calcicola ICMP 19560T (KC237406) 
 Mesorhizobium kowhaii ICMP 19512T (KC237394) 
 Ach343 (MH628091) 

 Ach347 (MH628092) 
 Mesorhizobium newzealandense ICMP 19545T (KC237410) 
 Ach313 (MH628054) 

 Ach318 (MH628085) 
 Ach328 (MH628090) 

 Mesorhizobium loti LMG 6125T (X67229) 
 Mesorhizobium jarvisii ATCC 33669T (D14514) 

 Mesorhizobium australicum WSM2073T (AY601516) 
 Mesorhizobium cantuariense ICMP 19515T (KC237397) 
 Mesorhizobium ciceri ATCC51585T(U07934) 

 Mesorhizobium caraganae CCBAU 11299T (EF149003) 
 Mesorhizobium gobiense CCBAU 83330T (EF035064) 

 Mesorhizobium albiziae CCBAU 61158T (DQ100066)  
 Mesorhizobium chacoense PR5T (AJ278249) 

 Mesorhizobium amorphae ACCC 19665T (AF041442) 
 Mesorhizobium huakuii IFO 15243T (D13431) 

 Ach304 (MH626527) 
 Ach305 (MH628053) 

 Mesorhizobium opportunistum WSM2075T (NR 074209) 

 Ach320 (MH628088) 
 Mesorhizobium loti MAFF303099T (BA000012) 
 Mesorhizobium erdmanii USDA 3471T (NR 135857) 65 
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The isolates Ach304 and Ach305 grouped together and were the closest to the 

type  strain M. huakuii  IFO 5243T with 99.9%  rrs  similarity  (cluster  II,  support  level 

78%). Thus, the isolates Ach304 and Ach305 were assigned to the species M. huakuii.  

Ach343 formed the high supported cluster III (support level 91%) with the type 

strain M. kowhaii ICMP 19512T (99.9% rrs similarity) while the isolate Ach320 was the 

most  closely  related  to  the  species  M.  japonicum  (99.5%  with  the  type  strain  MAFF 

303099T). Thus, the isolates Ach343 was assigned to the species M. kowhaii and the 

isolate Ach320 without species definition. 

Another seven strains, Ach280, Ach281, Ach309, Ach314, Ach315, Ach316, 

and Ach330, were also identified only to the genus and described as Mesorhizobium sp. 

because they had a low degree of similarity in the rrs gene with the nearest type strains. 

Isolates Ach280 and Ach281 (belonging to the type 2 ITSRFLP profile) were closest 

to the type strains M. norvegicum 10.2.2T and M. loti LMG 6125T (the similarity degree 

of the Ach280 isolate with both type strains was 99.3%). Strains Ach309 and Ach330 

(types 5 and 4 ITSRFLP profiles, respectively), and Ach314 (sharing type 6 ITSRFLP 

profile with strain Ach316) were the closest to the type strain M. jarvisii ATCC 33669T 

 the degree of similarity was 99.2 to 99.4%. The Ach315 isolate had 99.5% similarity 

in the rrs gene with the closest type strain M. australicum WSM2073T (Supplement 2.5). 

Thus, it was shown that A. chorinensis can also enter into symbiotic relationships 

with  various  species  of  microorganisms  of  the  families  Rhizobiaceae, 

Phyllobacteriaceae, Bradyrhizobiaceae, and Boseaceae. However,  the greatest species 

diversity was observed within the genus Mesorhizobium (Table 9). 

 
Table  9.  Species  of  microorganisms  of  the  order  Rhizobiales  isolated  from  the 

nodules of Astragalus chorinensis Bunge. 
 

Family/Species  Strains  Total 
Family Rhizobiaceae:     1 
Rhizobium lusitanum   Ach301  1 
Family Phyllobacteriaceae:     15 
Mesorhizobium newzealandense   Ach313, Ach318, Ach328, Ach347   4 
Mesorhizobium huakuii   Ach304, Ach305   2 



247 
 
 

Mesorhizobium kowhaii   Ach343   1 

Mesorhizobium sp. 
Ach280, Ach281, Ach309, Ach314, Ach
315, Ach316, Ach320, Ach330  8 

Family Boseaceae:     12 

Bosea vaviloviae  

Ach278, Ach279, Ach282, Ach283, Ach
284, Ach285, Ach286, Ach287, Ach288, 
Ach289, Ach290, Ach307  12 

     
The  species  M.  newzealandense  and  M.  kowhaii  were  recently  described  as 

microsymbionts  of  New  Zealand  endemic  species  Sophora  prostratа  Buchanan  and 

Sophora microphylla Aiton [108]. The rhizobial species M. huakuii being described long 

ago  [100]  was  up  to  now  known  as  a  specific  microsymbiont  of  the  plant  species 

Astragalus  sinicus  L.  [121,  136].  Strains  belonging  to  M.  septentrionale  and  M. 

temperatum  species,  as  well  as  representatives  of  Agrobacterium,  Rhizobium,  and 

Sinorhizobium  genera,  were  isolated  from  the  nodules  of  other  species,  for  example, 

Astragalus adsurgens Pall. [122]. Among the microsymbionts of Astragalus scaberrimus 

Bunge, the species M. amorphae was described [138]. Literature data on microsymbionts 

of the genus Astragalus L. confirm the wide diversity of these microorganisms, which 

belong  to  different  genera  of  the  order  Rhizobiales:  Rhizobium,  Sinorhizobium, 

Bradyrhizobium, and Mesorhizobium [61, 122, 145, 202].  Obviously, plants of the genus 

Astragalus  are  not  strict  symbionts;  the  predominance  of  certain  groups  of 

microsymbionts in A. chorinensis may be related to the growing conditions (stony, mostly 

southern  slopes,  river  banks,  pebbles).  Probably,  representatives  of  the  genus 

Mesorhizobium are more adapted to such conditions of existence.     

 

2.2 Symbiotic genes of isolates 

Symbiotic gene analysis was necessary to determine the role of different isolates 

isolated from the same nodule in the formation of symbiotic relationships between the 

microorganisms  and  the  plant.  For  this,  6  pairs  of  comicrosymbionts  belonging  to 

different bacterial taxa were selected. Three pairs were isolated from O. triphylla, two 

pairs from O. popoviana, and one pair from A. chorinensis. The results of the search for 

https://en.wikipedia.org/wiki/William_Aiton
https://en.wikipedia.org/wiki/Carl_Linnaeus
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symbiotic genes nod,  fix, nif, noe  and nol  showed  significant differences between  the 

isolates:  some  of  them  had  single  symbiotic  genes,  while  other  isolates  had  a  fairly 

complete set of genes for the successful formation of symbiosis. The results obtained are 

presented in the form of a Table 10. 

 
Table 10. Genes responsible for the formation and functioning of symbiosis (nod, 

fix, nif, noe and nol) in 6 pairs of comicrosymbionts belonging to different rhizobial taxa 
and  isolated  from  O.  triphylla,  O.  popoviana  and  A.  chorinensis  plants.  Each  pair  of 
isolates was isolated from one nodule. 
 

Host plant  Pairs of 
isolates 

Genus, species  Symbiotic genes 
nod  nif  fix  nol  noe 

O. triphylla 
Tri38 

Phyllobacterium 
zundukense  GNPQ         

Tri39  Bosea vestrisii            
             

Tri48 
Phyllobacterium 
zundukense 

GMNPQ
VW    NO     

Tri49  Bosea vestrisii   MPQ    JL  O   
             

Tri43 
R. leguminosarum 
bv. viciae     LS      KJ 

Tri44  Bosea vestrisii             
             

O. 
popoviana  Opo

242  M. japonicum 

ABCDE
FIJGNL
MTZ 

ABHDK
ENQTZX
WSU 

ABCXGHI
SJKLNOP
Q    K 

Opo
243  Bradyrhizobium sp.  GNPQT  LS 

GHISJKL
NOPQ  K  L 

             
Opo
234 

 Rhizobium 
lusitanum  

GMNPQ
T    AB  L  K 

Opo
235  M. japonicum 

ABCDE
FIJLPQ
TWZ 

ABHDK
ENTZXV
WS 

ABCXGHI
SJKLNOP
Q   L  K 

             
A. 
chorinensis  Ach

343 
Mesorhizobium 
kowhaii  

ABСDE

FIJGNL
MPQZ 

ABHDK
ENQTZX
WS 

ABCXGHI
SNOPQ     

Ach
307  Bosea vaviloviae   MT  U  ABR  L   

 

Isolates of M. japonicum Opo242, M. japonicum Opo235 and M. kowhaii Ach

343 shared the nodABC genes necessary for nodulation [201] and some other nod, nol 



249 
 
 

and noe genes involved in the biosynthesis, modification and transport of rhizobial Nod 

factors (NFs) [86, 152, 153, 167], as well as the nif and fix genes required for nitrogen 

fixation: the nifHDK and nifENB genes encoding the structural and catalytic components 

of the nitrogenase complex [112], as well as the fixABCX, fixNOPQ and fixGHIS genes 

involved in the transfer electrons to nitrogenase and the oxidase complex [116, 119]. The 

strain Bradyrhizobium sp. Opo243 did not contain the main genes nod, nif and fix, but 

some other symbiotic genes were  found: nodNTGPQ, nifLS,  fixNOPQGHISJKL, nolK 

and noeL.  

Tri38  and  Tri48T  isolates,  belonging  to  the  new  species  Phyllobacterium 

zundukense, also lacked common nodABC genes, however, individual symbiotic genes 

with chromosomal localization were found: nodG, nodM, nodN, nodPQ, nodVW, fixN, 

fixO genes  in strain Tri48T; nodG, nodN, nodPQ genes – in strain Tri38. These genes, 

in particular nodG, nodM and nodN, encode the following enzymes that are involved in 

the biosynthesis and modification of NFs: 3oxoacylacyl carrier protein reductase [152], 

glucosamine synthase [91, 151] and dehydratase [91], the nodPQ genes are responsible 

for the synthesis of the sulfate group donor by the complex of ATP sulfurylase (nodP) 

and APS kinase (nodQ), while the nodVW genes are responsible for the transcriptional 

regulation of the nod/nol/noe genes [66]. And the  fixN, fixO genes are  involved in the 

transfer of electrons to nitrogenase and the oxidase complex [116, 119].  

From this we can suggest that strains lacking basic nodulation genes follow nodule

forming  rhizobia  during  symbiosis  formation  and  participate  in  the  formation  of  a 

multicomponent  symbiotic  system.  The  simultaneous  presence  on  the  roots  of  co

microsymbionts, which may have complementary symbiotic genes, may also affect the 

efficiency of symbiotic relationships with relict species of leguminous plants. 

 

2.3 Symbiotic gene complementations, efficiency, and host specificity of isolates 

 

To study the phenomenon of complementation of symbiotic genes in rhizobial co

microsymbionts,  2  pairs  of  isolates  were  selected:  M.  japonicum  Opo242  and 
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Bradyrhizobium sp. Opo243 (isolated from one nodule on O. popoviana), as well as M. 

kowhaii Ach343 and M. japonicum Opo235 (isolated from nodules on A. chorinensis 

and O. popoviana, respectively). The Opo242 isolate had the main nod, nif, and fix genes; 

the paired Opo243 strain did not have them, but contained 5 additional genes (nodPQ, 

nifL, nolK, and noeL) that affect the specificity of plantmicrobial interactions through 

modification  of  NFs  (Table  11).  The  nolK  and  noeL  genes  are  responsible  for  the 

fucosylation of NFs [139, 159], while the nodPQ genes are involved in their sulfation 

[173]. Previously, it was shown that mutations in these four genes lead to the inability of 

rhizobia  to  enter  into  symbiosis  with  the  host  plant  or  significantly  reduce 

competitiveness [146, 188, 201].  

The second pair of isolates (M. kowhaii Ach343 and M. japonicum Opo235) were 

selected  as  having  the  highest  number  of  complementary  loci:  the  Ach343  isolate 

contained additional nodG, nodM, nodN, and nifQ genes, while the nodT, nodW, nifV and 

fixJKL genes were only present in the Opo235 isolate. In addition, the Opo235 strain 

had two additional genes for modifying NFs that are absent in Ach343: the noeK gene, 

which  is  involved  in  fucosylation  [146]  and  the  nolL  gene,  which  is  involved  in  the 

acetylation of the fucosyl residue [104] (Table 11). 

 
Table 11. Strains isolated from nodules of O. popoviana (M. japonicum Opo242, 

Opo235, Bradyrhizobium sp. Opo243) and A. chorinensis (M. kowhaii Ach343) with 
different sets of symbiotic genes and selected for microvegetation experiments. A pair 
of Opo242 and Opo243 isolates was isolated from one nodule, Ach343 and Opo235 
isolates were isolated from nodules of different plants. The genes missing in the paired 
isolate are marked in square brackets. 

 
Pairs of 
isolates 

Symbiotic genes 
nod  nif  fix  nol  noe 

 
Opo242 

 
[ABCDEFIJ]GN[L
M]T[Z] 

 
[ABHDKENQTZ
XW]S[U] 

 
[ABCX]GHISJ
KLNOPQ 

 
 

 
[K] 

 
Opo243 

 
GN[PQ]T 

 
[L]S 

GHISJKLNOP
Q 

 
[K] 

 
[L] 

           
 
Ach343 

       
 

 
 



251 
 
 

ABСDEFIJ[GN]L[
M]PQZ 

ABHDKEN[Q]
TZXWS 

ABCXGHISNO
PQ 

 
Opo235 

 
ABCDEFIJLPQ[T
W]Z 

 
ABHDKENTZ
X[V]WS 

 
ABCXGHIS[JK
L]NOPQ 

 
[L] 

 
[K] 

 

Vegetation Experience # 1 

Symbiotic phenotype of the isolates Opo242 and Opo243 was studied in sterile 

plant  nodulation  assay  with  O.  popoviana  plants  using  treatments  of  mono  and  co

inoculation.  Results  of  nodulation  rate  after  inoculation  with  a  single  strains  and  co

inoculation with both strains are present in Table 12. 
 

Table  12.  Effect  of  mono  and  coinoculation  of  O.  popoviana  plants  with  M. 
japonicum Opo242 and Bradyrhizobium sp. Opo243 under sterile growing assay. The 
Opo243 isolate does not form nodules. Data are means ± SD, n = 12. Symbols: DW dry 
weight; * various letters show significant differences between inoculation variants (LSD 
test, P<0.05). 

 
Inoculation variant  Seedling 

biomass, mg 
DW plant1 

Root biomass, 
mg DW plant1 

Acetylene reductase 
activity, nmol C2H4 

plant1 hour1 
Control without inoculation  2.2 ± 0.3 a*  0.7 ± 0.2 a  0.1 ± 0.02 a 

Opo243  2.3 ± 0.2 a  0.6 ± 0.1 a  0.1 ± 0.01 a 

Opo242  2.8 ± 0.2 ab  1.0 ± 0.1 b  2.1 ± 0.4 b 

Opo242 + Opo243  3.2 ± 0.3 b  1.2 ± 0.2 b  2.3 ± 0.3 b 

 
As expected, nitrogenfixing nodules were observed in two variants of inoculation: 

with the Opo242 isolate and in the variant of coinoculation with both strains. The strain 

Bradyrhizobium  sp.  Opo243  could  not  form  nodules  on  its  own,  however,  after  co

inoculation with M. japonicum Opo242 isolate, the rate of formation and size of nodules 

increased significantly. Nodulation rate results after  inoculation with Opo242 and co

inoculation with both strains are shown in the Figure 17.  
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Figure 17. Nodule formation on O. popoviana roots after mono and coinoculation 

with  isolates  Opo242  and  Opo243  in  the  sterile  plant  nodulation  assays.  Asterisks 
indicate probability at P < 0.0001 (***), P < 0.001 (**), and P < 0.05 (*), respectively 
(Student's ttest). Data from two experiments in 6fold replication. 

 
A  simultaneous  inoculation  with  strains  Opo242  and  Opo243  increased  the 

nodulation rate as compared with a single strain Opo242: the first nodules appeared after 

2 weeks, while the isolate Opo242 alone induced nodule formation after 3 weeks only. 

The number of nodules significantly increased in the course of experiment and stabilized 

after 4 weeks in case of coinoculation and after 5 weeks when plants were inoculated 

with single Opo242 (Figure 17). It can be assumed that the presence of nolK, noeL and 

nodPG  genes  in  the  strain  Opo243  were  involved  in  the  modification  of  NFs  and 

triggered the nodulation process. The strains reisolated from nodules, as estimated by 

16S rDNA sequencing, corresponded to those used for inoculation. The ratio of the strains 

Opo242 and Opo243 in nodules was approximately 20 to 1. It is yet unknown how the 

isolate  Opo243  penetrated  into  nodules.  However,  it  was  shown  that  some 

Bradyrhizobium related strains having no common nodABC genes infected the tropical 

legume  plants  Aeschynomene  spp.  through  epidermal  fissures  via  the  "crackentry" 

process [126, 161, 166]. Pictures of nodules obtained in the sterile assay after 2, 4 and 6 

weeks of plant vegetation are presented in the Figure 18. 
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50x29mm (300 x 300 DPI) 

 
Figure 18. Pictures of O. popoviana plant and root nodules in pot experiment (A, 

B) and after 2, 4 and 6 weeks of cultivation (C  H): C, E, G – monoinoculation with 
isolate Opo242; B, D, F, H – coinoculation with isolates Opo242 и Opo243; C, D – 
after 2 weeks; E, F – after 4 weeks; B, G, H – after 6 weeks of cultivation.  

 

The shape of nodules was round in the early stages (Figure 18. Picture D, E), but 

later on they were more elongated with predominantly one brunch (Figure 18. Picture F  

H). An obvious difference in the size of nodules was found. Nodules formed by the strain 

Opo242 were about half as large as the nodules that appeared after inoculation with the 

mixture of strains Opo242 and Opo243. This phenomenon can be associated with an 

earlier formation of nodules in 1the coinoculation treatment.  

Thus, it has been demonstrated for the first time that strains isolated from the same 

nodule  on  the  relic  legume  O.  popoviana  can  have  complementary  sets  of  symbiotic 

genes, and their simultaneous presence on the roots increases the rate of nodulation [29, 

176]. 
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Vegetation Experience # 2 

Symbiotic properties of the unlabeled strains M. kowhaii Ach343 and M. japonicum 

Opo235  as  well  as  their  fluorescentlabeled  variants  Ach343(pHC60)  and  Opo

235(pMP4655) were preliminarily studied in gnotobiotic plant nodulation assay with their 

host plants A. chorinensis and O. popoviana. The Ach343(pHC60) strain contained the 

pHC60 plasmid (with the coding sequence for the red fluorescent proteins mCherry), the 

strain Opo235(pMP4655) contained the pMP4655 plasmid (with the green fluorescent 

protein  gene  EGFP).  It  was  shown,  that  all  strains  nodulated  both  plant  species,  but 

formed  low  effective  symbiosis  with  O.  popoviana  plants  (no  differences  with 

uninoculated  control  on  the  plant  biomass).  However,  they  were  significantly  more 

effective on A. chorinensis plants, although they did not differ in any of the symbiotic 

parameters. No differences were found between unlabeled strains and their fluorescent

labeled variants (Table 13).  

 

Table 13. Symbiotic properites of the unlabled strains M. kowhaii Ach343 and M. 
japonicum  Opo235  as  well  as  their  fluorescentlabled  variants  in  gnotobiotic  plant 
nodulation assay with their host plants A. chorinensis and O. popoviana. The data means 
± standard errors of one representative experiment (n = 12).  Different  letters  show 
significant differences between treatments (least significant difference test, P < 0.05). NN 
stands for number of nodules (plant −1), PB – plant biomass (mg fresh weight plant −1), 
ARA stands for acetylene reduction activity (nmol C2H4 plant −1h−1), ND stands for not 
detected. 

 
Strains for inoculation  Host plant 

A. chorinensis  O. popoviana 
NN  PB  ARA  NN  PB  ARA 

Ach343  2.7 ± 0.7a  121 ± 11a  68 ± 23a  1.0 ±0.5a  68 ± 7a  20 ± 6a 
Ach343 (pHC60)  3.2 ± 0.5a  142 ± 17a  76 ± 22a  1.2 ±0.7a  60 ± 7a  22 ± 7a 
Opo235  2.8 ± 0.6a  146 ± 19a  55 ± 16a  1.6 ±0.6a  73 ± 9a  16 ± 4a 
Opo235(pMP4655)  2.5 ± 0.7a  135 ± 18a  70 ± 19a  2.0 ±0.9a  65 ± 6a  25 ± 9a 
Control without 
inoculation 

ND  76 ± 6b  ND  ND  65 ± 8a  ND 

 

 

 



255 
 
 

Vegetation Experience # 3 

Symbiotic  phenotype  of  the  fluorescentlabeled  strains  M.  kowhaii  Ach

343(pHC60)  and  M.  japonicum  Opo235(pMP4655)  was  studied  in  gnotobiotic  plant 

nodulation  assay with  A.  sericeocanus, G.  uralensis, O.  caespitosa, M.  sativa,  and  T. 

pratense  plants  using  treatments  of  mono  and  coinoculation. They  had  significant 

differences in the sets of symbiotic genes and complemented each other with 12 nod, nif, 

fix, noe and nol genes (Table 11). Plant seeds were collected during expeditions to the 

Baikal region. Astragalus sericeocanus Gontsch.  a rare species endemic to the eastern 

coast of Lake Baikal.  It  is a  source of valuable  secondary metabolites with medicinal 

effects [82]. Glycyrrhiza uralensis Fisch.  a relic of the desert Paleogene flora, one of the 

locations is the territory of the Baikal National Park. It is a valuable medicinal plant [11]. 

Oxytropis caespitosa Pall.  an endemic of Transbaikalia and a xerothermic relic of the 

Amur region, the number of which is declining as a result of changing living conditions 

[64].  Widespread  fodder  leguminous  plants  were  also  used:  Medicago  sativa  L.  and 

Trifolium pratense L.  

The results of plant nodulation assay demonstrated that the strains Ach343 and 

Opo235  had  a  wide  range  of  host  plants  including  different  species  and  genera  of 

legumes  from  tribes Galegeae  (Astragalus,  Oxytropis,  Glycyrrhiza)  and  Trifolieae 

(Medicago, Trifolium). After 2 weeks of cultivation root nodules were observed on  A. 

sericeocanus roots (in all variants of inoculation) and G. uralensis (in the coinoculation 

treatment), while after 3 weeks of cultivation only uninoculated controls had no nodules. 

However, the number of nodules as well as their acetylene reduction activity was different 

depending on the plant species and treatments: as a rule, the strain Opo235 induced more 

nodules and was more active in acetylene reduction than the strain Ach343 (Table 14).  

 
Table 14. Effects of mono and coinoculation of A. sericeocanus, G. uralensis, O. 

caespitosa, M. sativa and T. pratense plants with the strains M. kowhaii Ach343 and M. 
japonicum Opo235 in the gnotobiotic plant nodulation assay. The data means ± standard 

errors  of  one  representative  experiment  (n  =  15).  Different  letters  show  significant 
differences between treatments (least significant difference test, P < 0.05). NN stands for 
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number of nodules (plant −1), PB – plant biomass (mg fresh weight plant −1), ARA stands 
for acetylene reduction activity (nmol C2H4 plant −1h−1), ND stands for not detected.  

 
Strains for 
inoculation 

Host plant 
A. sericeocanus  G. uralensis  O. caespitosa  M. sativa  T. pratense 

NN  PB  AR
A 

NN  PB  AR
A 

NN  PB  AR
A 

NN  PB  NN  PB 

Ach343 
4.4 ± 

1.4a 

235 
± 

24ab 

14 
± 

4a 

3.0 ± 

0.7a 

139 
± 

10a 
ND  3.3 ± 

0.8a 

86 
± 

8a 

10 
± 

2a 

2.6 ± 

0.8a 

191 
± 

14a 

10 
± 

3a 

169 
± 

26a 

Opo235 
9.3 ± 

2.6b 

384 
± 

49c 

216 
± 

78b 

1.5 ± 

0.6a 

159 
± 

33a 

6 ± 

4a 
5.0 ± 

1.2a 

121 
± 

13b 

31 
± 

8b 

1.6 ± 

0.7a 

188 
± 

13a 

25 
± 

12b 

189 
± 

27a 

Ach343 + 
Opo235 

5.9 ± 

1.3ab 

289 
± 

16b 

32 
± 

11a 

8.0 ± 

1.7b 

277 
± 

37b 

54 
± 

38b 

3.5 ± 

0.4a 

113 
± 

7b 

30 
± 

6b 

1.9 ± 

0.8a 

180 
± 

15a 

11 
± 

2a 

138 
± 

22a 

Control 
without 
inoculation 

ND 
190 
± 

22a 
ND  ND 

167 
± 

21a 
ND  ND 

78 
± 

14a 
ND  ND 

170 
± 

14a 
ND 

149 
± 

35a 

   

The  data  showed  that  depending  on  plant  species  the  effects  of  a  combined 

inoculation with the strains Ach343 and Opo235 on plants varied from the decrease, no 

effect,  to  the increase  in different symbiotic parameters  including plant biomass as an 

indicator of the symbiotic effectiveness. Figure 19 illustrates this conclusion in the form 

of a diagram. 
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Figure  19.  Diagram  demonstrating  the  effects  of  coinoculation  with  strains  M. 
kowhaii Ach343 and M. japonicum Opo235 on the effectiveness of symbioses with T. 
pratense, A. sericeocanus, O. caespitosa and G. uralensis plants. The strains Ach343 
and  Opo235  carried  the  plasmids  pHC60  and  pMP4655  and  expressed  fluorescent 
proteins mCherry (red) and EGFP (green), respectively. LSE stands for the conditionally 
level of symbiotic effectiveness (plant biomass).     nonactive nodules,      lower level of 
acetylene reduction activity,     higher level of acetylene reduction activity.  

If the symbiotic effectiveness of the strain Ach343 is conditionally taken as level 
1, the effectiveness of the strain Opo235 may be taken as levels 1 or 2 (depending on the 
plant species). With this assumption the symbiotic effectiveness in the variants Ach343 
+ Opo235 can be designated as levels 1, 1.5, or 2, corresponding to the level of one co
microsymbiont (T. pratense and O. caespitosa plants), to an average level of two strains 
(A. sericeocanus plants) or to the level exceeding both strains (G. uralensis plants). 
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The  most  expressive  example  of  a  positive  complementary  interaction  was  the 

increase in all measured symbiotic parameters on G. uralensis plants after coinoculation 

with  M.  kowhaii  Ach343  and  M.  japonicum  Opo235  strains  compared  to  mono

inoculation with both strains. Acetylene reduction activity in G. uralensis nodules in the 

coinoculation  variant  increased  9  times  (Table  14).  At  the  same  time,  the  joint 

inoculation  of  A.  sericeocanus  plants  led  to  a  decrease  in  the  number  of  nodules,  a 

decrease in the activity of acetylene reduction and plant biomass compared to the most 

effective strain Opo235. The obtained results suggest that the complementation of genes 

responsible for the specific modification of Nodfactors in different strains can not only 

increase the efficiency of host plant nodulation, but also reduce it. It is also possible that 

other genetic factors are involved in this process. It was shown above that the nifQ gene 

was discovered only in the strain Ach343, while the nifV and fixJKL genes were found 

only in the strain Opo235. The nifQ gene encodes the molybdenum ion binding protein 

with reductase activity that is known as a specific molybdenum donor for FeMo cofactor 

biosynthesis and the incorporation of reduced molybdenum in the MoIV oxidation state 

into  nitrogenase  [132].  The  nifV  gene  is  required  for  a  maturation  of  the  nitrogenase 

MoFeprotein through the homocitrate synthesis [117]; the  fixJKL genes are important 

for  expression  of  some  nif  and  fix  genes  [119].  However,  the  mechanisms  of 

complementation  between  nif  and  fix  genes  localized  in  different  comicrosymbionts 

inside the same nodule are not clear. Apparently, the alteration of symbiotic activity may 

occur due to secreted products of these (or some other) genes, extracellular metabolites 

or any factors released as a result of bacteroid degradation. One the possible way of such 

complementation having a positive effect on the nitrogenfixing activity of symbiosis is 

an increase in the amount of reduced molybdenum required for high nitrogenase activity 

and provided by the special Mobinding proteins.  

Localization and colocalization of the fluorescentlabeled strains M. kowhaii Ach

343(pHC60)  and  M.  japonicum  Opo235(pMP4655)  in  nodules  obtained  in  the  plant 

nodulation assay was analyzed by the confocal microscopy (Figures 20, 21).  
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Figure 20. Pictures of root nodules formed by the fluorescentlabeled strains M. 

kowhaii Ach343(pHC60) and M. japonicum Opo235(pMP4655) on the M. sativa and 
T. pratense plants in gnotobiotic nodulation assay. Plant species: A–C – M. sativa; D–F 
– T. pratense. Inoculation treatment: A, D – Opo235, merge of differential interference 
contrast (DIC) and green channel; B, E – Ach343, merge of DIC and red channel; C, F 
– Opo235 + Ach343, merge of DIC, green and red channels. Columns 1 and 3 present 
the general views of nodules and root surface (scale bar = 1 mm), columns 2 and 4 – the 
confocal microscopy images (scale bar = 100 µm). Opo235 bacteria in green, Ach343 
bacteria in red. 
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Figure 21. Pictures of root nodules formed by the fluorescentlabeled strains M. 
kowhaii Ach343(pHC60) and M. japonicum Opo235(pMP4655) on the A. sericeocanus 
and  O.  caespitosa  plants  in  gnotobiotic  nodulation  assay.  Plant  species:  A  –  A. 
sericeocanus; B, C – O. caespitosa; DI  G. uralensis. Inoculation treatment: A, D  Opo
235 bacteria in green; B, E  Ach343 bacteria in red; C, F, G, H, I  Opo235 + Ach343; 
G, H – coinfection of plant cells in nodules; G  nodule in which the strains occupied the 
different cells; H  nodule in which there are cells with both strains (in yelloworange); I 
 infection thread formed by the strain Ach343. Column 1, 3 presents the general views 
of nodules (scale bar = 1 mm), column 2 – the confocal microscopy images (scale bar = 
100 µm). A  merge of DIC and green channel; B, I  merge of DIC and red channel; C, 
G, H  merge of DIC, green and red channels. 
 
 

The image shows, that pseudonodules formed on M. sativa roots in all variants of 

inoculation did not contain any rhizobia (Figures 20. Pictures AC), although bacterial 

cells of the strain Ach343 were present on the root surface (Figures 20. Picture B). In 

contrast, in nodules on T. pratense roots inoculated with the strains Opo235(pMP4655) 

or Ach343(pHC60) the corresponding bacteria were present (Figure 20. Pictures D, E), 
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while in the variant of coinoculation only nodules with the strain Opo235 (pMP4655) 

were observed (Figure 20. Picture F). In all variants of monoinoculation A. sericeocanus, 

O.  caespitosa  and  G.  uralensis  plants  n  the  corresponding  strains  were  detected  in 

nodules.  In  the  coinoculation  treatments,  all  nodules  contained  the  strain  Opo

235(pMP4655), however, the strain Ach343(pHC60) was also observed in some nodules 

of  O.  caespitosa  (Figure  21. Picture  C),  as well  as  in  all  nodules  and  some  infection 

threads of G. uralensis (Figure 21. Pictures GI). It should be noted that in nodules of O. 

caespitosa having both strains some plant cells were simultaneously infected by green 

and red bacteria, but in some plant cells only green or red bacteria were present (Figure 

21.  Picture  C).  In  3  of  the  5  analyzed  nodules  of  G.  uralensis  both  strains  were 

predominantly present  in  the same plant cells (Figure 21. Picture H); however,  in  two 

nodules  the  strains  occupied  different  cells  and  the  cells  infected  by  Ach343  were 

significantly smaller than the cells infected by Opo235 (Figure 21. Picture G). The form 

of nodules was different depending on the plant species and rhizobial microsymbiont and 

varied from irregular in shape to round or elongated with one or several lobes (Figures 

20, 21). 

The  coinoculation of  plants with both  strains Ach343  and Opo235,  which  in 

some cases were localized in the same nodules, led to changes in symbiotic phenotypes 

(number  of  nodules,  level  of  nitrogen  fixation  and plant  biomass)  compared with  the 

monoinoculation treatments. Wherein the effectiveness of symbiosis after coinoculation 

could both increase and decrease. Thus, the strains M. kowhaii Ach343 and M. japonicum 

Opo235 isolated from nodules of the relict legumes A. chorinensis and O. popoviana, 

respectively,  had  a  wide  range  of  host  plants,  including  different  genera  of  legumes 

(Astragalus, Oxytropis, Glycyrrhiza and Trifolium) [183]. The genetic basis for the low 

specificity of these isolates may be the similarity of their nod genes with representatives 

of different rhizobial families: Rhizobiaceae, Phyllobacteriaceae and Bradyrhizobiaceae. 

This data is in agreement with previous reports suggesting that symbiotic systems of relict 

plants  can  be  formed  with  different  rhizobial  strains  belonging  to  various  taxonomic 
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groups [178, 180]. The genes responsible for the formation and efficiency of symbiosis 

can be distributed between different strains of rhizobial comicrosymbionts.  
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SECTION CONCLUSIONS 

1. A  unique  collection  of  relic  legume  microsymbionts  of  the  Baikal  region  (195 

strains)  has  been  created.  The  collection  is  deposited  in  the  Russian  Collection  of 

Agricultural Microorganisms (RCAM) and placed for  longterm guaranteed storage  in 

the UNU "Station of lowtemperature automated storage of biological samples at 80oC". 

Information  about  the  strains  is  available  in  the  Internet  database  of  RCAM 

(http://arriam.ru/kollekciyakultur1/).  

2. The genetic diversity of microsymbionts of such relic legumes as L. humilis (tribe 

Fabeae Rchb.), H. gmelinii subsp. setigerum (tribe Hedysareae DC.), O. popoviana, O. 

triphylla  and  A.  chorinensis  (tribe  Galegeae  Dumort),  was  studied  for  the  first  time. 

Molecular genetic methods were used to determine the taxonomic position of 136 strains, 

of  which  105  belonged  to  different  families  and  genera  of  the  order  Rhizobiales: 

Mesorhizobium  and  Phyllobacterium  (family  Phyllobacteriaceae)    58  strains; 

Neorhizobium  and  Rhizobium  (family  Rhizobiaceae)    21  strains;  Bosea  (family 

Boseaceae)  23 strains; Tardiphaga and Bradyrhizobium (family Bradyrhizobiaceae)  

3 strains. Many isolates probably belong to new species, because their similarity with the 

nearest  type  rhizobial  strains  according  to  the  rrs  gene  was  less  than 99.5%.  Thus,  a 

significant genetic diversity of microsymbionts of these relic legumes is shown. 

3. A new species Phyllobacterium zundukense isolated from O. triphylla nodules was 

described with the type strain Tri48T = LMG 30371T = RCAM 03910T. For species 

separation of isolates and reference strains, ANI method was used, fatty acid spectrum 

was  compared  with  reference  strains  and  phenotypic  properties  were  studied  using 

GENIII MicroPlate multisubstrate testing system (BioLog). 

4. The  ability  of  the  studied  strains  to  nodulate  host  plants was  studied under  the 

conditions of sterile vegetation experiments. The successful formation of nodules on O. 

popoviana and A. chorinensis plants was shown. 

5. In  O.  popoviana,  O.  triphylla  and  A.  chorinensis  plants,  the  presence  of  two 

rhizobial strains of different  taxonomic affiliation  in  the same nodule was  found. Full 

https://ru.wikipedia.org/wiki/Rchb.
https://ru.wikipedia.org/wiki/DC.
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genome  sequencing  of  6  pairs  of  microsymbionts  was  carried  out.  The  results  of  the 

search for symbiotic gene systems showed significant differences between the isolates. It 

is suggested that strains that lack the basic nodulation genes follow nodulation rhizobia 

during symbiosis formation, resulting in the formation of a multicomponent symbiotic 

system.  

6. The work describes the phenomenon of complementary interaction in which the 

joint inoculation of plants by taxonomically different microsymbionts which occupy the 

same nodules results  in a new symbiotic phenotype, different from the one formed by 

each  of  the  strains  separately.  The  effect  of  coinoculation  of  the  plants  with  co

microsymbiont  strains  in  some  cases  is  significantly  positive  and  associated  with  a 

pronounced acceleration of nodulation, an increase in the total number of nodules and an 

increase in their nitrogenfixing activity.  

7. It is shown that microsymbionts of relic legumes have a wide range of host plants, 

including various species and genera of legumes from the tribes Galegeae (Astragalus, 

Oxytropis, Glycyrrhiza) and Trifolieae (Trifolium).  Localization of fluorescently labeled 

variants of strains Ach343 (pHC60mCherry, red) and Opo235 (pMP4655egfp, green) 

in nodules of A. sericeocanus, G. uralensis, O. caespitosa and T. pratense was proved by 

confocal microscopy. Both strains were found to be present in some O. caespitosa nodules 

and in most G. uralensis nodules, and in G. uralensis nodules  they are predominantly 

found in the same plant cells.    
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CONCLUSION 

The study of plantmicrobe symbioses has pronounced fundamental and applied 

aspects. It is one of the most important developing areas in modern agricultural biology. 

One of the main model objects for comprehensive study of symbiotic relations is legume

rhizobial  symbiosis.  However,  to  study  the  evolutionarily  earlier  plantmicrobe 

relationships, it has been proposed to use as model objects symbiotic systems involving 

relict legumes, which are an intermediate link between extinct and now living species. 

The  study  of  such  systems  should  help  to  decipher  the  mechanisms  of  symbiont 

interaction and patterns of natural symbiosis evolution. Which is the basis for the creation 

of highly effective symbiotic systems and their use in ecologically sustainable agriculture. 

Thus, the taxonomic diversity of nodule microsymbionts of relic legumes Lathyrus 

humilis  (triba  Fabeae);  Hedysarum  gmelinii  subsp.  setigerum  (triba  Hedysareae); 

Oxytropis  popoviana,  Oxytropis  triphylla,  и  Astragalus  chorinensis  (triba  Galegeae), 

growing in the Baikal region was studied using modern methods of genosystematics. The 

obtained  results  indicate  that  symbiotic  systems  of  relic  plants  are  formed  with 

participation of a wide range of rhizobia of different taxonomic positions. In particular, 

an  unusually  high  diversity  of  microsymbiont  strains,  which  belonged  to  different 

families of the order Rhizobiales: Rhizobiaceae, Phyllobacteriaceae, Bradyrhizobiaceae, 

Boseaceae  was  shown.  Representatives  of  the  families  Rhizobiaceae  and 

Phyllobacteriaceae were isolated in all plants. However, the greatest number of isolated 

strains  belonged  to  the  family  Phyllobacteriaceae  genus  Mesorhizobium.  Only 

representatives of the genus Phyllobacterium from the family Phyllobacteriaceae were 

found  in  representatives of  the genus  Oxytropis. Also,  strains belonging  to  the  family 

Boseaceae (genus Bosea) were isolated from the nodules of all plants except Lathyrus 

humilis. Representatives of the family Bradyrhizobiaceae were found only in Lathyrus 

humilis  (genus  Tardiphaga)  and  representatives  of  the  genus  Oxytropis  (genus 

Bradyrhizobium).  
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In addition, the work revealed that two rhizobial strains belonging to different taxa 

can  be  present  in  one  nodule.  Combinations  of  strains  in  pairs  were  diverse: 

Phyllobacterium  +  Bosea;  Mesorhizobium  +  Bradyrhizobium;  Rhizobium  +  Bosea; 

Rhizobium + Mesorhizobium; Mesorhizobium + Bosea.  

The relationship between the plant and rhizobia is not exclusive. The works of other 

authors have already shown the possibility of colonization of the same nodule by several 

strains of the same rhizobia species [99, 155, 160]. Also, the possibility of formation of 

nitrogenfixing nodules was shown by simultaneous inoculation of  the host plant with 

two mutants of the same strain, which were ineffective separately [141, 162].  

In  this  work,  we  showed  the  possibility  of  nodulation  containing  two  strains 

belonging to different taxonomic groups and determined the influence of each of them on 

nodulation formation and symbiosis efficiency. To study the phenomenon of rhizobial 

synergy (ability of strains with different taxonomic positions and complementary sets of 

symbiotic  genes  to  be  simultaneously  present  in  nodules  and  increase  the  symbiosis 

efficiency),  the  symbiotic  genes  in pairs of microsymbionts  isolated  from one  nodule 

were  found  and  analyzed.  Also,  pairs  of  strains  isolated  from  different  nodules  but 

possessing  complementary  gene  sets  were  made  up.  The  conducted  vegetation 

experiments with different pairs of microsymbionts showed that strains isolated from relic 

symbiotic  systems  can  possess  a  wide  range  of  host  plants,  and  the  effect  of  joint 

inoculation varies significantly depending on the plant species. 

The obtained results confirm the assumption that symbiotic systems of relic plants 

can be multicomponent and  include rhizobial strains belonging  to different  taxonomic 

groups. This creates the prerequisites for effective exchange of genetic material between 

microsymbionts cohabiting in root nodules. This helps to explain the evolution of rhizobia 

by  recruiting  in one  strain  a wide  set of genes which  are  obligatory or  promising  for 

symbiosis but distributed in different bacterial taxa. 

Thus, the performed work helped to improve the systematics of nodule bacteria and 

expand the understanding of symbiotic systems of relic legumes, contributed greatly to 
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the study of symbiotic function of partner microorganisms and determine the role of each 

of them in the formation of microbialplant symbiosis. 

Further  research,  search  and  study  of  rhizobial  comicrosymbionts  with 

complementary sets of symbiotic genes will contribute to the discovery of mechanisms 

of effective integration between partners and use the phenomenon of rhizobial synergy to 

improve  the  efficiency  of  biological  systems  based  on  legume  plants  and  their 

microsymbionts.  This  method  will  have  a  distinct  advantage  over  the  currently  used 

mixed inoculation of legumes with rhizobia and growthstimulating rhizosphere bacteria 

(PGPR),  because  it  implies  a  much  closer  interaction  between  the  symbiotic  partners 

based  on  the  complementation  of  genes  directly  related  to  the  formation  of  effective 

symbiotic relationships with the plant. The most successful combinations of symbiotic 

rhizobia genomes can be used as a basis for selection and directed genetic construction 

of strains promising for agricultural practice.    
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SUPPLEMENT 1 (Additional information) 

 
Supplement 1. Table 1. PCR primers and conditions used in the identification of 

strains belonging to the genus Phyllobacterium. 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Locus  Primer  Sequence (5’3’)  Fragment 
length  PCR conditions 

Recom
mendati
on 

ITS  FGPS149
072 

TGCGGCTGGATCCCCTCCTT 

1280 

3 min. 30 sec.95°C, 35x (1 

min. 10 sec.94°C, 1 min. 

50°C, 2 min. 72°C) 7 min. 

72°C 

Normand 
et al. 
1996 FGPL132'

38 
CCGGGTTTCCCCATTCGG 

atpD  atpD273F SCTGGGSCGYATCMTGAACGT 

498 

3 min 30 sec.95°C, 35x (40 

sec.94°C, 40 sec.50°C, 1 

min. 30 sec.72°C) 5 min 10 

sec. 72°C 

Weir et 
al., 2004 atpD

771R 
GCCGACACTTCCGAACCNGC
CTG 

glnII  GSII1  AACGCAGATCAAGGAATTCG 

617 

3 min 30 sec.95°C, 35x (40 

sec.94°C, 40 sec.55°C, 1 

min. 30 sec.72°C) 5 min. 

72°C 

Weir et 
al., 2004 GSII2  ATGCCCGAGCCGTTCCAGTC 

GSII3  AGRTYTTCGGCAAGGGYTC 

438 

3 min 30 sec.95°C, 35x (40 

sec.94°C, 40 sec.49°C, 1 

min. 30 sec.72°C) 5 min. 

72°C 

Weir et 
al., 2004 GSII4  GCGAACGATCTGGTAGGGGT 

recA  recA6F  CGKCTSGTAGAGGAYAAATC
GGTGGA 

549 

3 min 30 sec.95°C, 35x (40 

sec.94°C, 40 sec.50°C, 1 

min. 30 sec.72°C) 5 min. 

72°C 

Weir et 
al., 2004 

recA
555R 

CGRATCTGGTTGATGAAGATC
ACCAT 
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Supplement  1.  Figure  1.  Rrsphylogram  reflecting  the  taxonomic  position  of 
Herbiconiux  isolates  isolated  from Lathyrus humilis nodules. Type strains are marked 
with  "T".  Numbers  of  isolates  are  shown  in  bold  type.  I    statistically  significantly 
different cluster. The scale corresponds to 0.005 substitutions per 100 bp (evolutionary 
distances). Numbers indicate the statistical significance of clustering (in %) determined 
by bootstrap analysis of 1000 alternative trees. 

 

 

I 
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Supplement  1.  Table  2.  Similarity  (%)  of  rrs  genes  in  fastgrowing  isolates 
isolated from Hedysarum gmelinii subsp. setigerum nodules in the Baikal region and type 
strains  of  genera  Phyllobacterium  and  Rhizobium.  Designations.  Type  strains:  1    P. 
myrsinacearum STM 948T, 2  P. trifolii PETP02T, 3  P. ifriqiyense STM 370T, 4  P. 
catacumbae CSC19T, 5  P. endophyticum PEPV15T, 6  P. brassicacearum STM 196T, 
7    P.  loti  S658T,  8    Rhizobium  giardinii  NBRC  107135Т,  9    Rhizobium  alamii 
GBV016T. 
 
 

Type 

strain 
Isolate 

Rhizobi
um sp. 

Phyllobacterium loti  Phyllobacteri
um 

endophyticum 

Phyllobacterium sp. 

Hse26  Hse

9 

Hse

19 

Hse

30 

Hse

10 

Hse

24 

Hse

13 

Hse

14 

Hse

17 

Hse

20 

Hse

29 

1  95.7  98.3  98.3  98.2  97.4  97.1  99.9  96.9  98.6  98.3  98.7 

2  94.5  99.6  99.6  99.5  97.9  97.7  99.6  97.4  98.9  99.7  98.9 

3  94.9  99.1  99.1  99.0  97.1  96.8  99.9  96.6  98.1  99.2  98.1 

4  94.6  98.6  98.6  98.6  96.6  97.1  99.2  96.1  97.7  98.6  97.7 

5  94.3  98.6  98.1  98.6  99.9  99.6  99.4  99.3  98.8  98.6  98.9 

6  95.1  98.5  98.6  98.4  98.5  98.2  99.6  98.0  99.3  98.6  99.3 

7  95.1  99.8  99.8  99.8  98.5  98.3  99.6  98.0  99.0  99.8  99.1 

8  98.9  94.4  94.4  94.3  93.5  93.3  95.0  93.1  94.8  94.4  94.8 

9  96.4  93.5  93.5  93.5  92.5  92.3  93.4  92.2  93.8  93.6  93.8 
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Supplement  1.  Table  3.  Similarity  (%)  of  rrs  genes  in  slowgrowing  isolates 
isolated from Hedysarum gmelinii subsp. setigerum nodules in the Baikal region and the 
closest type strains of the genus Bosea. 
 

Type strain  Isolate Bosea sp. 

Hse21  Hse22  Hse32 

Bosea vaviloviae Vaf18T  98.5  98.0  98.5 

Bosea massiliensis 63287T  98.4  97.5  98.4 

Bosea eneae 34614T  98.6  97.7  98.6 

Bosea vestrisii 34635T  98.6  97.7  98.6 
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Supplement 1. Table 4. Fatty acid profile of Phyllobacterium strains isolated 
from Oxytropis triphylla nodules and type strains of closely related species. All values 
are given as a percentage of the total composition. Strains: 1  Tri36; 2  Tri38; 3  
Tri48T; 4 Tri53; 5  P. endophyticum LMG 26470T; 6  P. brassicacearum LMG 
22836T; 7  P. sophorae LMG 27899T. 

 
Fatty acid  Isolates from Oxytropis triphylla  Reference type strains 

1  2  3  4  5  6  7 

11 метил18:1 ω7c  5.4  1.6  5.5  8.2  1.8  2.2  3.5 
12:00  9.7  13.1  9.7  14.9  12.8  12.6  11.3 
15:0 ANTEISO  0.0  0.0  0.0  0.0  3.0  0.0  0.0 
16:00  9.4  6.8  7.2  9.5  4.7  8.6  7.9 
16:0 3OH  3.8  2.0  2.5  3.4  0.0  3.5  2.7 
16:0 ANTEISO  0.0  0.0  1.1  0.0  1.3  0.0  0.0 
17:0 ANTEISO  6.0  3.3  8.7  2.4  9.9  0.0  0.0 
18:00  0.0  0.0  0.0  0.0  0.0  0.0  0.9 
18:1 2OH  0.0  0.0  0.0  0.0  0.0  0.0  0.0 
18:1 ω7c  20.5  46.4  18.6  23.2  23.0  44.0  53.1 
19:0 cyclo ω8c  6.6  0.0  3.6  7.8  0.0  0.0  0.0 
20:00  14.4  9.3  8.7  15.7  3.3  20.5  13.4 
Summed Feature 2a  4.2  5.3  3.5  6.2  1.7  6.1  4.6 
Summed Feature 3b  2.0  2.1  1.3  2.0  0.0  2.4  2.6 
Summed Feature 5c  2.7  1.3  3.8  1.2  5.0  0.0  0.0 
unidentified 16.582d  0.0  0.0  0.0  0.0  2.3  0.0  0.0 
unidentified 18.814e  14.4  8.9  22.6  5.6  28.1  0.0  0.0 

 

а Summed Feature 2 is composed of fatty acids 14 0 3OH and/or 16:1 ISO I and/or 
an unidentified fatty acid of equivalent chain length 10.928 that could not be 
separated.  

b Summed Feature 3 is composed of fatty acids 16:1 ω7c and/or 15:0 ISO 2OH that 
could not be separated. 

c Summed Feature 5 is composed of fatty acids 18:2 ω6.9c and/or 18:0 ANTEISO 

that could not be separated. 
d Unidentified 16.582 is a fatty acid of equivalent chain length 16.582. 
e Unidentified 18.814 is a fatty acid of equivalent chain length 18.814. 
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Supplement  1.  Table  5.  Phenotypic  properties  of  strains  of  the  genus 
Phyllobacterium  isolated  from  Oxytropis  triphylla  nodules  and  type  strains of  closely 
related species. Strains: 1  Tri36; 2  Tri38; 3  Tri48T; 4  Tri53; 5  P. sophorae 
LMG 27899T; 6   P. brassicacearum LMG 22836T; 7 P. endophyticum LM26470T. 
Примечание:  отрицательная реакция; +, положительная реакция; ±, неопределенная реакция. 
 

  Phenotypic 
property 

Isolates from O. triphylla  Reference type strains 
1  2  3  4  5  6  7 

Isolation source  Root nodules  Root 
nodules 

Rhizoplane  Root 
nodule 

Nitrate 
reduction 

        +  +   

Ureasa 
hydrolysis 

+  +  +  +  +  +   

Growth at: 
pH 6          +  ±  + 
pH 5              + 
1% NaCl  +  +          + 
Utilization of: 
Dextrin          ±     
Dmaltose  +  +  +  +  +  +   
Dtrehalose  +  +  +  +  +  +   
Saccharose  +  +  +  +  +  +   
Dturanose  +  +  +  +  +  +   
Draffinose          ±     
Dmelibiose          +    + 
βmethyl D
glucoside 

          ±  ± 

NacetylβD
mannosamine 

+  +  +  +      + 

Nacetyl D
galactosamine 

        ±  +   

N
acetylneuramin
ic acid 

+  +  +  +      + 

αDglucose  +  +  +  +  +  +   
1% sodium 
lactate 

          +  + 

Dfructose6
PO4 

+  +  +  +  +  ±  ± 

GlycylL
proline 

±  ±  ±  ±  +  +   

Lalanine          +  +  + 
Larginine  +  ±  +  ±       
Lhistidine    ±      +  +  + 
Lserine            ±  + 
Pectin  +  ±  +    ±  ±   
Dgalacturonic 
acid 

  ±    ±  +  ±  + 

Lgalactonic 
acid lactone 

        +  ±  ± 
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Dglucuronic 
acid 

±    ±      +  + 

Dglucuronic 
acid 

+  +  +  +  +  ±  + 

Mucinic acid          ±     
Quinic acid  ±  ±  ±    ±  +   
Dglucuronic 
acid 

        +     

Methylpyruvat
e 

±  ±    ±  +  +  + 

Dlactic acid 
methyl ester 

  ±    ±       

αketoglutaric 
acid 

±    ±    +  +  + 

Dappletic acid  +  ±  +  ±  +  +  + 
Bromo
antharaic acid 

        +  +  + 

Tween 40  +  +  ±  +       
γaminobutyric 
acid  

±    ±  ±    ±  + 

α
hydroxybutyric 
acid 

+  +  +  +  +  ±   

αketobutyric 
acid 

+  +  ±  ±  +  +  + 

Propionic acid  ±  +  ±  ±    ±   
Acetic acid  +  +  +  +    +  + 
Formic acid  +  +  +  +    +   
Resistance to: 
Troleandomyci
n 

          ±  ± 

Rifampicin          +  +  + 
Lincomycin          +  +  + 
Vancomycin              + 
Nalidixic acid          +    + 
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  Supplement 1. Table 6. Similarity of rrs gene sequences between isolates from O. 
popoviana nodules belonging to the genus Mesorhizobium and type strains of the most 
similar species: 1 – M. japonicum MAFF 303099T, 2 – M. erdmanii USDA 3471T, 3  
M. opportunistum WSM2075T, 4  M. kowhaii ICMP 19512T. 
 
 

Isolate  Similarity of rrs gene sequences (%) 

1  2  3  4 

Opo224 

Opo225 

Opo228  

Opo229 

Opo235 

Opo239 

Opo240 

Opo242 

Opo245 

Opo248 

Opo249 

Opo324 

99.89 

99.86 

100 

99.92 

100 

99.61 

99.85 

100 

99.71 

99.85 

100 

98.11 

99.89 

99.85 

100 

99.93 

100 

99.68 

99.85 

100 

99.71 

99.86 

100 

98.06 

99.66 

99.64 

99.79 

99.71 

99.78 

99.38 

99.64 

99.80 

99.50 

99.64 

99.77 

98.18 

97.12 

97.85 

98.00 

97.92 

98.00 

97.59 

97.91 

98.00 

97.77 

97.85 

97.91 

100 
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SUPPLEMENT 2 (Sequences) 
 

  Supplement  2.1.  Partial  gene  sequences  of  16s  RNA  isolates  isolated  from 
Lathyrus humilis nodules. 
 
Isolate 1/3M (Herbiconiux sp.) 
CATGCAAGTCGAACGGTGAAGAGGAGCTTGCTCCTCTGGATCAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGAGTAACCTGCCCTTGACTCTGGGATAAGCGTTGGAAACGACGTCTAATACCGGATAC
GACAACCGATGGCATCATCTGGTTGTGGAAAGAATTTCGGTCAAGGATGGACTCGCGGCCTATCAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCCCACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTG
ACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCAACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGT
AAACCTCTTTTAGTAGGGAAGAAGCGAAAGTGACGGTACCTGCAGAAAAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAA
AGAGCTCGTAGGCGGTTTGTCGCGTCTGCTGTGAAAACTGGAGGCTCAACCTCCAGCCTGCAGTGGGTACGGGCAGACTAGAGTGCGGTAGGGGAGATTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGGAAT
GCGCAGATATCAGGAGGAACACCAATGGCGAAGGCAGATCTCTGGGCCGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGTT
GGGAACTAGATGTGGGGACCATTCCACGGTCTCCGTGTCGCAGCTAACGCATTAAGTTCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGG
CGGAGCATGCGGATTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATATACGAGAACGGGCTAGAAATAGTCAACTCTTTGGACACTCGTAAACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAG
CTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTTCTATGTTGCCAGCACGTAATGGTGGGAACTCATAGGAGACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGATGAC
GTCAAATCATCATGCCCCTTATGTCTTGGGCTTCACGCATGCTACAATGGCCGGTACAAAGGGCTGCAATACCGTAAGGTGGAGCGAATCCCAAAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATTGAGGTCTGCA
ACTCGACCTCATGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGTGGATCAGCAACGCCACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCAAGTCATGAAAGTCGGTAACACCCGAAGCCGGTGGC
CCAACC 

 

Isolate 1/5M (Herbiconiux sp.) 
CATGCAAGTCGAACGGTGAAGAGGAGCTTGCTCCTCTGGATCAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGAGTAACCTGCCCTTGACTCTGGGATAAGCGTTGGAAACGACGTCTAATACCGGATAC
GACAACCGATGGCATCATCTGGTTGTGGAAAGAATTTCGGTCAAGGATGGACTCGCGGCCTATCAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCCCACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTG
ACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCAACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGT
AAACCTCTTTTAGTAGGGAAGAAGCGAAAGTGACGGTACCTGCAGAAAAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAA
AGAGCTCGTAGGCGGTTTGTCGCGTCTGCTGTGAAAACTGGAGGCTCAACCTCCAGCCTGCAGTGGGTACGGGCAGACTAGAGTGCGGTAGGGGAGATTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGGAAT
GCGCAGATATCAGGAGGAACACCGATGGCGAAGGCAGATCTCTGGGCCGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGTT
GGGAACTAGATGTGGGGACCATTCCACGGTCTCCGTGTCGCAGCTAACGCATTAAGTTCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGG
CGGAGCATGCGGATTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATATACGAGAACGGGCCAGAAATGGTCAACTCTTTGGACACTCGTAAACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAG
CTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTTCTATGTTGCCAGCACGTAATGGTGGGAACTCATAGGAGACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGATGAC
GTCAAATCATCATGCCCCTTATGTCTTGGGCTTCACGCATGCTACAATGGCCGGTACAAAGGGCTGCAATACCGTAAGGTGGAGCGAATCCCAAAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATTGAGGTCTGCA
ACTCGACCTCATGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGTGGATCAGCAACGCCACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCAAGTCATGAAAGTCGGTAACACCCGAAGCCGGTGG C
CCAACCCTTGTGGAGGGAGCCGTCGAAGGTGGGATCGGTGATTAGGACTAAGTC 

 

Isolate 1/9M (Mucilaginibacter sp.) 
CATGCAGTCGGACGGGATTGAGAGCTTGCTTTTCATGAGAGTGGCGCACGGGTGCGTAACACGTATGTAACCTACCTTAATCAGGGGGATAGCCTCTCGAAAGAGAGATTAAGACCGCATAACAT
TGCAATGTGGCATCACAAAGCAATCAAATATTTATAGGATTAAGATGGGCATGCGGAACATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACTGCTCACCAAGGCTACGATGTTTAGGGGATCTGAGAGGATGACC
CCCCACACTGGTACTGAGACACGGACCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAAGGAATATTGGTCAATGGGCGCAAGCCTGAACCAGCCATGCCGCGTGCAGGAAGACGGCCCTACGGGTTGTAA
ACTGCTTTTATACCGGAATAAACCCCTTTACGAGTAGAGGGTTGAATGTACGGTAAGAATAAGGATCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATCCAAGCGTTATCCGGATTTA
TTGGGTTTAAAGGGTGCGTAGGTGGCTTTTTAAGTCAGGGGTGAAAGACGGTAGCTTAACTATCGCAGTGCCCTTGATACTGAAGAGCTTGAATACACTAGAGGTAGGCGGAATGTGACAAGTAG
CGGTGAAATGCATAGATATGTCACAGAACACCAATTGCGAAGGCAGCTTACTATGGTGTCATTGACACTGAGGCACGAAAGCGTGGGGATCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCCT
AAACGATGAATACTCGATGTTGGCGATATACGGTCAGCGTCTAAGCGAAAGCGTTAAGTATTCCACCTGGGGAGTACGCCCGCAAGGGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGC
GGAGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGATACGCGAGGAACCTTACCCGGGCTTGAAAGTTAGTGAATAAAGCAGAGACGCTTTAGTCCTTCGGGACACGAAACTAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCA
GCTCGTGCCGTGAGGTGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCCTATGTTTAGTTGCCAGCACGTCAAGGTGGGGACTCTAAACAGACTGCCTATGCAAATAGAGAGGAAGGAGGGGACG
ACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGTCCGGGGCTACACACGTGCTACAATGGGCAGTACAGAGGGCTGCTACCTGGCAACAGGATGCCAATCTCTCAAAGCTGTTCACAGTTCGGATCGGGGTCTG
CAACTCGACCCCGTGAAGTTGGATTCGCTAGTAATCGCGTATCAGCAATGACGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCAAGCCATGGAAGCTGGAAGTGCCTGAAGTGCGTA
ACCGCAAGGAGCGTCCTAGGGTAAAGTCGGTAACTGGGCTAAGTC 

 
Isolate 1/10K (Rhizobium leguminosarum bv. trifolii) 
CATGCAAGTCGAGCGCCCCGCAAGGGGAGCGGCAGACGGGTGAGTAACGCGTGGGAATCTACCCTTGACTACGGAATAACGCAGGGAAACTTGTGCTAATACCGTATGTGTCCTTCGGGAGAAA
GATTTATCGGTCAAGGATGAGCCCGCGTTGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCCATAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCC
AAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGAGTGATGAAGGCCCTAGGGTTGTAAAGCTCTTTCACCGGAGAAGATAATGACG
GTATCCGGAGAAGAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGTTCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGTAGGCGGATCGATCAGTCAGGGGTGAA
ATCCCAGGGCTCAACCCTGGAACTGCCTTTGATACTGTCGATCTGGAGTATGGAAGAGGTGAGTGGAATTCCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGC
GGCTCACTGGTCCATTACTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAATGTTAGCCGTCGGGCAGTATACTGTTCGGTGGCG
CAGCTAACGCATTAAACATTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGCAGAACCTTA
CCAGCCCTTGACATGCCCGGCTACTTGCAGAGATGCAAGGTTCCCTTCGGGGACCGGGACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCG
CAACCCTCGCCCTTAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCACTCTAAGGGGACTGCCGGTGATAAGCCGAGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTACGGGCTGGGCTACACACGTG
CTACAATGGTGGTGACAGTGGGCAGCGAGCACGCGAGTGTGAGCTAATCTCCAAAAGCCATCTCAGTTCGGATTGCACTCTGCAACTCGAGTGCATGAAGTTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATC
AGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTTGGTTTTACCCGAAGGTAGTGCGCTAACCGCAAGGAGGCAGCTAACCACGGTAGGGTCAGCGA 

 
Isolate 1/11M (Tardiphaga robiniae) 
CATGCAAGTCGAACGGGCGTAGCAATACGTCAGTGGCAGACGGGTGAGTAACGCGTGGGAACATACCTCTTGGTTCGGAACAACACAGGGAAACTTGTGCTAATACCGGATAAGCCCTTACGGG
GAAAGATTTATCGCCGAGAGATTGGCCCGCGTCTGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCAGTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACATTGGGACTGAGACACG
GCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGAGTGATGAAGGCCCTAGGGTTGTAAAGCTCTTTTGTACGGGAAGATAAT
GACGGTACCGTAAGAATAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGCTCGGAATCACTGGGCGTAAAGGGTGCGTAGGCGGGTTTTTAAGTCAGAGG
TGAAATCCTGGAGCTCAACTCCAGAACTGCCTTTGATACTGAAAGTCTTGAGTATGGGAGAGGTGAGTGGAACTGCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGCAAGAACACCAGTGGCGAA
GGCGGCTCACTGGCCCATAACTGACGCTGAGGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAATGCCAGCCGTTAGTGGGTTTACTCACTAGTG
GCGCAGCTAACGCTTTAAGCATTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGACGCAACGCGCAGAAC
CTTACCAGCCCTTGACATGTCTATGACCGGTACCAGAGATGGAACCTTCCCTTCGGGGCATAGAGCACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAA C
GAGCGCAACCCCCGTCCTTAGTTGCTACCATTTAGTTGAGCACTCTAAGGAGACTGCCGGTGATAAGCCGCGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTACGGGCTGGGCTACAC
ACGTGCTACAATGGCGGTGACAATGGGATGCAAAGGGGCGACCCCTCGCAAATCTCAAAAAGCCGTCTCAGTTCGGATTGGGCTCTGCAACTCGAGCCCATGAAGTTGGAATCGCTAGTAATCGT
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GGATCAGCATGCCACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTTGGTTCTACCTGAAGGCAGTGCGCTAACCGCAAGGGGGCAGCTGACCACGGTAGGGTCA
GCGACTGGGGTGAAGTC 

 
Isolate 1/14M (Herbiconiux sp.) 
CATGCAAGTCGAACGGTGAAGAGGAGCTTGCTCCTCTGGATCAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGAGTAACCTGCCCTTGACTCTGGGATAAGCGTTGGAAACGACGTCTA ATACCGGATAC
GACAACCGATGGCATCATCTGGTTGTGGAAAGAATTTCGGTCAAGGATGGACTCGCGGCCTATCAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCCCACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTG
ACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCAACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGT TGT
AAACCTCTTTTAGTAGGGAAGAAGCGAAAGTGACGGTACCTGCAGAAAAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAA
AGAGCTCGTAGGCGGTTTGTCGCGTCTGCTGTGAAAACTGGAGGCTCAACCTCCAGCCTGCAGTGGGTACGGGCAGACTAGAGTGCGGTAGGGGAGATTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGGAAT
GCGCAGATATCAGGAGGAACACCGATGGCGAAGGCAGATCTCTGGGCCGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGTT
GGGAACTAGATGTGGGGACCATTCCACGGTCTCCGTGTCGCAGCTAACGCATTAAGTTCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGG
CGGAGCATGCGGATTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATATACGAGAACGGGCCAGAAATGGTCAACTCTTTGGACACTCGTAAACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAG
CTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTTCTATGTTGCCAGCACGTAATGGTGGGAACTCATAGGAGACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGATGAC
GTCAAATCATCATGCCCCTTATGTCTTGGGCTTCACGCATGCTACAATGGCCGGTACAAAGGGCTGCAATACCGTAAGGTGGAGCGAATCCCAAAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATTGAGGTCTGCA
ACTCGACCTCATGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGTGGATCAGCAACGCCACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCAAGTCATGAAAGTCGGTAACACCCGAAGCCGGTGG C
CCAACCCTTGTGGAGGGAGCCGTCGAAGGTGGGATCGGTGATTAGGACTAAGTC 

 

Isolate 1/15M (Herbiconiux sp.) 
CATGCAGTCACGGGTGAAGAGGAGCTTGCTCCTCTGGATCAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGAGTAACCTGCCCTTGACTCTGGGATAAGCGTTGGAAACGACGTCTAATACCGGATACGA
CAACCGATGGCATCATCTGGTTGTGGAAAGAATTTCGGTCAAGGATGGACTCGCGGCCTATCAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCCCACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTGAC
CGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCAACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTA
AACCTCTTTTAGTAGGGAAGAAGCGAAAGTGACGGTACCTGCAGAAAAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAA
GAGCTCGTAGGCGGTTTGTCGCGTCTGCTGTGAAAACTGGAGGCTCAACCTCCAGCCTGCAGTGGGTACGGGCAGACTAGAGTGCGGTAGGGGAGATTGGAATTCCTGGTGTAGCGGGGAATGC
GC 

 
Isolate 2/51 (Rhizobium sp.) 
CATGCAAGTCGAGCGCCCCTCACGGGGAGCGGCAGACGGGTGANTAACGCGTGGGAATCTACCCAACTCTACGGAATAACTCAGGGAAACTTGTGCTAATACCGTATACGCCCTTCGGGGGAAA
GATTTATCGGAGTTGGATGAGCCCGCGTTGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCCATAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCC
AAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGATGAAGGCCTTAGGGTTGTAAAGCACTTTCACCGGAGAAGATAATGACG
GTATCCGGAGAAGAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGTTCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGTAGGCGGATCGATCAGTCAGGGGTGAA
ATCCCAGAGCTCAACTCTGGAACTGCCTTTGATACTGTCGGTCTAGAGTATGGAAGAGGTGAGTGGAATTCCGAGTGTAGAGGTGAAATTGTAGATATTCGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCG
GCTCACTGGTCCATTACTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGAATGTTAGCCGTCGGCAAGTTTACTTGTCGGTGGCGC
AGCTAACGCATTAAACATTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGCAGAACCTTAC
CAGCTCTTGACATCCCGATCGCGGACAGTGGAGACATTGTCCTTCAGTTAGGCTGGATCGGTGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGA G
CGCAACCCTCGCCCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGGGACTGCCGGTGATAAGCCGAGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTACGGGCTGGGCTACACACG
TGCTACAATGGTGGTGACAGTGGGCAGCGAGACCGCGAGGTCGAGCTAATCTCCAAAAGCCATCTCAGTTCGGATTGCACTCTGCAACTCGAGTGCATGAAGTTGGAATCGCTAGTAATCGCAGA
TCAGCATGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTTGGTTTTACCCGAAGGTAGTGCGCTAACCGCAAGGAGGCAGCTAACCACGGTAGGGTCAGCG
ACTGGGGTGAAGT 

 

Isolate 2/5(3) (Aeromicrobium sp.) 
CATGCAAGTCGAGCGGTAAGGCTCCTTCGGGAGTACACGAGCGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGAGCAATCTGCCCTTCTCATCGGAATAACCATTGGAAACGATGGCTAATGC CGAATATGAC
CTCGGATCACATGTTCTGAGGTGGAAAGCTCCGGCGGAGAAGGATGAGCTCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCATTGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTGACC
GGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCAACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTA A
ACCTCTTTCAGCAGGGACGAAGCGAAAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGGACCGGCCAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTCCGAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAG
GGCTCGTAGGCGGTTTGTCGCGTCGGGAGTGAAAACTCAGGGCTCAACCCTGAGCGTGCTTCCGATACGGGCAGACTAGAGGTATGCAGGGGAGAACGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGGAATGC
GCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGTTCTCTGGGCATTACCTGACGCTGAGGAGCGAAAGCATGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGTTGGG
CGCTAGGTGTGGGGACCTTCCACGGTCTCCGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGCGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGA
GCATGCTGATTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGGTTTGACATATACCGGAAAGCTGCAGAGATGTAGCCCCCTTTTGGTCGGTATACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGT
CGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTCCTATGTTGCCAGCACGTAATGGTGGGGACTCATAGGAGACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAG
TCTTCATGCCCCTTATGTCCAGGGCTTCAAGCATGCTACAATGGCCGGTACAAAGGGCTGCGAAACCGCAAGGTGGAGCGAATCCCAAAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATTGGGGTCTGCAACTCGA
CCCCATGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCAACGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACGTCATGAAAGTCGGCAACACCCGAAGCCAGTGGCCCAACC
GTTTACGGAGGGAGCTGTCGAAGGTGGGGCTGGCGATTGGGACGAAGTC 

 

Isolate 2/5(4) (Aeromicrobium sp.) 
TGCAAGTCGAGCGGTAAGGCTCCTTCGGGAGTACACGAGCGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGAGCAATCTGCCCTTCTCATCGGAATAACCATTGGAAACGATGGCTAATGCCGAATATGACCT
CGGATCACATGTTCTGAGGTGGAAAGCTCCGGCGGAGAAGGATGAGCTCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCATTGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTGACCGG
CCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCAACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACC
TCTTTCAGCAGGGACGAAGCGAAAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGGACCGGCCAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTCCGAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGC
TCGTAGGCGGTTTGTCGCGTCGGGAGTGAAAACTCAGGGCTCAACCCTGAGCGTGCTTCCGATACGGGCAGACTAGAGGTATGCAGGGGAGAACGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGGAATGCGCA
GATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGTTCTCTGGGCATTACCTGACGCTGAGGAGCGAAAGCATGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGTTGGGCGC
TAGGTGTGGGGACCTTCCACGGTCTCCGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGCGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCA
TGCTGATTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGGTTTGACATATACCGGAAAGCTGCAGAGATGTAGCCCCCTTTTGGTCGGTATACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGT
GAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTCCTATGTTGCCAGCACGTAATGGTGGGGACTCATAGGAGACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCT
TCATGCCCCTTATGTCCAGGGCTTCAAGCATGCTACAATGGCCGGTACAAAGGGCTGCGAAACCGCAAGGTGGAGCGAATCCCAAAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATTGGGGTCTGCAACTCGACC
CCATGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCAACGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACGTCATGAAAGTCGGCAACACCCGAAGCCAGTGGCCCAACCG T
TTACGGAGGGAGCTGTCGAAGGTGGGGCTGGCGATTGGGACGAAGTC 

 

Isolate 2/10K (Rhizobium leguminosarum bv. trifolii) 
ATGCAAGTCGAGCGCCCCGCAAGGGGAGCGGCAGACGGGTGAGTAACGCGTGGGAATCTACCCTTGACTACGGAATAACGCAGGGAAACTTGTGCTAATACCGTATGTGTCCTTCGGGAGAAAG
ATTTATCGGTCAAGGATGAGCCCGCGTTGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCCATAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAA
ACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGAGTGATGAAGGCCCTAGGGTTGTAAAGCTCTTTCACCGGAGAAGATAATGACGGT
ATCCGGAGAAGAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGTTCGGAATTACTGGGCGTAAACGCACGTAGGCGGATCGATCAGTCAGGGGGTGAAAT
CCCAGGGCTCAACCCTGGAACTGCCTTTGATACTGTCGATCTGGAGTATGGAAGAGGTGAGTGGAATTCCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGG
CTCACTGGTCCATTACTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAATGTTAGCCGTCGGGCAGTATACTGTTCGGTGGCGCA
GCTAACGCATTAAACATTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGCAGAACCTTACC
AGCCCTTGACATGCCCGGCTACTTGCAGAGATGCAAGGTTCCCTTCGGGGACCGGGACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCA



297 
 
 
ACCCTCGCCCTTAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCACTCTAAGGGGACTGCCGGTGATAAGCCGAGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTACGGGCTGGGCTACACACGTGCT
ACAATGGTGGTGACAGTGGGCAGCGAGCACGCGAGTGTGAGCTAATCTCCAAAAGCCATCTCAGTTCGGATTGCACTCTGCAACTCGAGTGCATGAAGTTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAG
CATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTTGGTTTTACCCGAAGGTAGTGCGCTAACCGCAAGGAGGCAGCTAACCACGGTAGGGTCAGCGACTG
GGGTGAAGTC 

 

Isolate 2/12M (Rhizobium sp.) 
CTTAACACATGCAAGTCGAGCGCCCCGCAAGGGGAGCGGCAGACGGGTGAGTAACGCGTGGGAATCTACCCTTGACTACGGAATAACGCAGGGAAACTTGTGCTAATACCGTA TGTGTCCTTCGG
GAGAAAGATTTATCGGTCGAGGATGAGCCCGCGTTGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCCATAGCTGGTCTGAGAGGATGATCGGCCGCGTTGGGACTGAGACA
CGGCCCAAACTCATACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGAGTGATGAAGGCCCTAGGGTTGTAAAGCTCTTTCACCGGAGAAGATA
ATGACGGTATCCGGAGAAGAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGTTCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGTAGGCGGATCGATCAGTCAGG
GGTGAAATCCCAGGGCTCAACCCTGGAACTGCCTTTGATACTGTCGATCTGGAGTATGGAAGAGGTGAGTGGAATTCCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGGAGGAACACCAGTGGCG
AAGGCGGCTCACTGGTCCATTACTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAAATGTTAGCCGTCGGGCAGTATACTGTTC
GGTGGCGCAGCTAACGCATTAAACATTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGCA
GAACCTTACCAGCCCTTGACATGCCCGGCTACTTGCAGAGATGCAAGGTTCCCTTCGGGGACCGGGACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCA
ACGAGCGCAACCCTCGCCCTTAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCACTCTAAGGGGACTGCCGGTGATAAGCCGAGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTACGGGCTGGGCTAC
ACACGTGCTACAATGGTGGTGACAGTGGGCAGCGAGCACGCGAGTGTGAGCTAATCTCCAAAAGCCATCTCAGTTCGGATTGCACTCTGCAACTCGAGTGCATGAAGTTGGAATCGCTAGTAATC
GCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTTGGTTTTACCCGAAGGTAGTGCGCTAACCGCAAGGAGGCAGCTAACCACGGTAGGGT
CAGCGACTGGGGTGAAGTCGTAACAA 

 

Isolate 2/13K (Mesorhizobium ciceri) 
CATGCAAGTCGAGCGCCTCGCAAGAGGAGCGGCAGACGGGTGAGTAACGCGTGGGAATCTACCCATCTCTACGGAACAACTCCGGGAAACTGGAGCTAATACCGTATACGTCCTTCGGGAGAAA
GATTTATCGGAGATGGATGAGCCCGCGTTGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAATGGCCTACCAAGGCGACGATCCATAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACATTG GGACTGAGACACGGCCC
AAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGAGTGATGAAGGCCCTAGGGTTGTAAAGCTCTTTCAACGGTGAAGATAATGACG
GTAACCGTAGAAGAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGTTCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGTAGGCGGATTGTTAAGTT AGGGGTGAA
ATCCCGGGGCTCAACCCCGGAACTGCCTTTAATACTGGCAATCTCGAGTCCGAGAGAGGTGAGTGGAATTCCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGC
GGCTCACTGGCTCGGTACTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACTATGAGAGCTAGCCGTCGGCAAGTTTACTTGTCGGTGG CG
CAGCTAACGCATTAAGCTCTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGCAGAACCTTA
CCAGCCCTTGACATCCCGGTCGCGGTTTCCAGAGATGGATCCCTTCAGTTCGGCTGGACCGGTGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACG A
GCGCAACCCTCGCCCTTAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCACTCTAAGGGGACTGCCGGTGATAAGCCGAGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTACGGGCTGGGCTACACAC
GTGCTACAATGGTGGTGACAGTGGGCAGCGAGACCGCGAGGTCGAGCTAATCTCCAAAAGCCATCTCAGTTCGGATTGCACTCTGCAACTCGAGTGCATGAAGTTGGAATCGCTAGTAATCGCGG
ATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTTGGTTTTACCCGAAGGCGCTGTGCTAACCGCAAGGAGGCAGGCGACCACGGTAGGGTCAGC
GACTGGGGTGAAGTC 

 

Supplement  2.2.  Partial  gene  sequences  of  16s  RNA  isolates  isolated  from 
Hedysarum gmelinii subsp. setigerum nodules. 

 
Isolate Hse15 (Stenotrophomonas sp.) 
GCTGGCGGTAGGCCTAACACATGCAAGTCGAACGGTAGCACAGAGGAGCTTGCTCCTTGGGTGACGAGTGGCGGACGGGTGAGGAATACATCGGAATCTACTTTTTCGTGGGGGATAACGTAGG
GAAACTTACGCTAATACCGCATACGACCTACGGGTGAAAGCCGGGGACCTTCGGGCCTGGCGCGATTAAATGAGCCGATGTCGGATTAGCTAGTTGGCGGGGTAATGGCCCACCAAGGCGACGA
TCCGTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATACCGCGTG
GGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCCCTTTTGTTGGGAAAGAAAAGCAGCCGGTTAATACCCGGTTGTTCTGACGGTACCCAAAGAATAAGCACCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGT
AATACGAAGGGTGCAAGCGTTACTCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGTGCGTAGGTGGTTTGTTAAGTCTGTCGTGAAAGCCCTGGGCTCAACCTGGGAACTGCGATGGAAACTGGCTAACTAGAA
TGTGGTAGAGGGTAGCGGAATTCCTGGTGTAGCAGTGAAATGCGTAGATATCAGGAGGAACATCCATGGCGAAGGCAGCTACCTGGGCCAACATTGACACTGAGGCACGAAAGCGTGGGGAGC
AAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCCTAAACGATGCGAACTGGATGT 

 

Isolate Hse16 (Mycobacterium sp.) 
TCGACGGAAAGGCCCTTCGGGGTGCTCGAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGTGATCTGCCCTGCACTTTGGGATAAGCCTGGGAAACTGGGTCTAATACCGAATAGGACCGCGCTCTTCA
TGGGGTGTGGTGGAAAGCTTTTGCGGTGTGGGATGGGCCCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGGGGTAATGGCCTACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTGACCGGCCACACTG
GGACTGAGATACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAG
TACCGACGAAGCGCAAGTGACGGTAGGTACAGAAGAAGGACCGGCCAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTCCGAGCGTTGTCCGGAATTACTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGT
GGTTTGTCGCGTTGTTCGTGAAAACTCACAGCTTAACTGTGGGCGTGCGGGCGATACGGGCAGACTGGAGTACTGCAGGGGAGACTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGGAATGCGCAGATATCAG
GAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGGTCTCTGGGCAGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGAGGGGAGCGAACAGGATAAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGGTGGGTACTAGGTG
AGGGTTTCCTTCCTTGGGATCCGTGCCGTAGCTAACGCATTAAGTACCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGTG 

 

Isolate Hse18 (Agromyces) 
CCCTCCTTTCTAAGGAGCAACTCGGATGTCTTCGGATGTTCGCAGTGCAGACCAGATCGGGTCCTTTGTGGCTCGCTGGTTGCTCATGGGTGGAACATTGACATAGGTGCTGGTTGATTTCGTCTGT
ACTTAGTACGCTCCGTTTGCGGGGTTGGAAGGGTGTGGTCGGGGGAGGCTGGCACGTGCACGCTGTTGGGTCCTGAGGGACCGGACAACTCTGTGCCTTTCGGGGTGTGGGGGTGATGGTTTCT
TCAGGCCTTCACTGTTGCCGATGGTTTTGATTCGGTTGTGGTGGGGGTTCTGGCCGTCTGTTGAGAACTACATAGTGGACGCGAGCATCTTAGAAATAGCCTTTCGAGGCTGTTTCACAAAAGGTG
AATCGCCAAGGGGCATCCTTCGGGGTGTTGTTTGGTGTGTTCACTGGTCAATTTCGCAGCACCTTCGGGTGTTGCACGATTCGATCTCATGTGATTTCAAGTTTTTAAGAGCAAACGGTGGATGCCT
TGGCATCTGGAGCCGAAGAAGGACGTCGTAATCTGCGATAAGCCTCGGGGAGCTGATAAACGAGCTGTGATCCGAGGATTTCCGAATGGGAAAAACCCCGGA 

 

Isolate Hse25 (Sphingomonas) 
AGCGCTTTGATCTTCGGATCGAAGAAGAGCTTCCTCCATTCCAAAGAACATATGCCGCCGTCCTCATGTCCCTTCATCACTGGATATCGCTTCTTCGGAAGCGATTAGCCTGAGCTGGCTCTCGCCGC
CTGCGGCCCTAATGGGGCTGGCCAGGTATGGCATGGGGGCCGGTAGCTCAGGTGGTTAGAGCGCACGCCTGATAAGCGTGAGGTCGTAGGTTCAACTCCTACTCGGCCCACCATTCCGCCAGTTT
CGAGACGATTTAGCGCGAGCTAAATCGCACGAAACCAGGACGGCCAGCGCTGCGAAGCGCGCCACAAGGCGCAGCTTTGCTGCGACTGACGGCGCAGCGGACGGTCCCCAACAAGGTGCGCGG
CAGTGCGACCTTGGTGTGACCTTTGCTTGGGTACGGGGCCTTAGCTCAGCTGGGAGAGCGGTTGCTTTGCAAGCATCAGGTCATCGGTTCGATCCCGATAGGCTCCACCAATCCGCAGCGGACGAG
ACGCATTAGCGAAGCTAATTCGCACGACCGCAAGGACGGCCAGCGCTGCATAGCGCGCCACAAGGCGCGGCTTTGCTGCGACTGACGGCGCAAGCGTGCGCAACACCTAGCCAAATATCCAGATG
ATGAAGCACCGAGATCTGCTCGATACGAGCAGTAGCGGTCCTTACGGACCGTGCTTTTTTTGACATTGTGAATGGGTTTTTCAAATCGATGCCGTGACGGCGTGGGTTTCAGCGGCAACGCTGTAA
CTGACGCCGGAACATGGGTGTCGCGATCGAGTTTGACCGCTCCGATCGTGCGCCCGAATAAGCTGAGATTTAAATCATCCGCATCAAGAGGACGGCGTTGAAGCATTGCTTCGGTTCCGTCTGGTA
AAACCACGCATCACTGCTCTGCCGAGTTTCGTGTGGGTCTTTGGACCCATCCAGTGTTGTCGTTGGTGGTGTGGACTCTCAAGCGTGAGTAAATCATCCGCATCAAGAGGACGGCGTTGAAGCATT
GCTTCGGTTCCGTCTGGTAAAACCACGCATCACTGCTCTGCCGAGTTTCGTGTGGGTCTTTGGACCCATCCAGTGTTGTCGTTGGTGGTGTGGACTCTCAAGCGTGAGGTAAGGGCAATTCGTGG AT
GCCTTGGCATGTACAGGCGATGAAGGACGTGGCACGCTGCGATAAGCGTCGGAGCC 

 

Isolate Hse27 (Acinetobacter sp.) 



298 
 
 
GCTTAACACATGCAGTCGAGCGGATGAGGTAGCTTGCTACTGGATTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCTTAGGAATCTGCCTATTAGTGGGGGACAACGTTCCGAAAGGAGCGCTAATACCGC
ATACGTCCTACGGGAGAAAGCAGGGGACCTTTGGGCCTTGCGCTAATAGATGAGCCTAAGTCGGATTAGCTAGTTGGTAGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCTGTAGCGGGTCTGAGAGG
ATGATCCGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGGGGAACCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTTTGGT
TGTAAAGCACTTTAAGCGAGGAGGAGGCTACCTAGATTAATACTTTAGGATAGTGGACGTTACTCGCAGAATAAGCACCGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGGTGCGAGCG
TTAATCGGATTTACTGGGCGTAAAGCGTGCGTAGGCGGCCAATTAAGTCAAATGTGAAATCCCCGAGCTTAACTTGGGAATTGCATTCGATACTGGTTGGCTAGAGTATGGGAGAGGATGGTAGA
ATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGATGGCGAAGGCAGCCATCTGGCCTAATACTGACGCTGAGGTACGAAAGCATGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTG
GTAGTCCATGCCGTAAACGATGTCTACTAGCCGTTGGGGCCCTTGAGGCTTTAGTGGCGCAGCTAACGCGATAAGTAGACCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTAAAACTCAAATGAATTGAC
GGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGCCTTGACATACAGAGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTCTGATACAGGT
GCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTTTCCTTATTTGCCAGCACTTCGGGTGGGAACTTTAAGGATACTGCCAGTGACAAACTGGA
GGAAGGCGGGGACGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGGCCAGGGCTACACACGTGCTACAATGGTCGGTACAAAGGGTTGCTACACAGCGATGTGATGCTAATCTCAAAAAGCCGATCGTAGT
CCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGAATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTTTGTTGC
ACCAGAAGTAGGTAGTCTAACCGCAAGGAGGACGCTTACCACGGTGTGGCCGATGACTGGGGTGAAGTCGTAACAAG 

 
Supplement  2.3.  Partial  gene  sequences  of  16s  RNA  isolates  isolated  from 

Oxytropis triphylla nodules. 
 
Isolate Tri34 (Phyllobacterium sp.) 
GCTACACATGCAGTCGAGCGCCCCGCGAGGGGAGCGGCAGACGGGTGAGTAACGCGTGGGAATCTACCCTTTTCTACGGAACAACTGAGGGAAACTTCAGCTAATACCGTATACGGCCTTTGGGC
GAAAGATTTATCGGAGAAGGATGAGCCCGCGTTGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCCATAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACG
GCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGAGTGATGAAGGTCTTAGGATTGTAAAGCTCTTTCACCGGTGAAGATAATG
ACGGTAACCGGAGAAGAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGTTCGGATTTACTGGGCGTAAAGCGCACGTAGGCGGACTATTAAGTCAGGGGT
GAAATCCCGGGGCTCAACCCCGGAACTGCCTTTGATACTGGTAGTCTTGAGTTCGAGAGAGGTGAGTGGAATTCCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGGAGGAACACCAGTGGCGAA
GGCGGCTCACTGGCTCGATACTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACTATGAGAGCTAGCCGTCGGGCAGTATACTGTTCGGT
GGCGCAGCTAACGCATTAAGCTCTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGCAGAA
CCTTACCAGCCCTTGACATCCCGATCGCGGTTACCAGAGATGGTATCCTTCAGTTAGGCTGGATCGGTGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCG C
AACGAGCGCAACCCTCGCCCTTAGTTGCCATCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGGGACTGCCGGTGATAAGCCGAGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTACGGGCTGGGCTA
CACACGTGCTACAATGGTGGTGACAGTGGGCAGCGAGACCGCGAGGTCGAGCTAATCTCCAAAAGCCATCTCAGTTCGGATTGCACTCTGCAACTCGAGTGCATGAAGTTGGAATCGCTAGTAATC
GTGGATCAGAATGCCACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTTGGTTTTACCCGAAGGTGCTGTGCTAACCGCAAGGAGGCAGGCAACCACGGTAGGGT
CAGCGACTGGGGTGAAGTCGTAA 

 

Isolate Tri35 (Phyllobacterium ifriqiyense) 
GCTTACACATGCAGTCGACGCCCCGCAAGGGGAGTGGCAGACGGGTGAGTAACGCGTGGGAATCTACCCAATTCTTCGGAACAACACATGGAAACGTGTGCTAATACCGAATGAGCCCTTCGGGG
GAAAGATTTATCGGAATTGGATGAGCCCGCGTTGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCCATAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACG
GCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGAGTGATGAAGGTCTTAGGATTGTAAAGCTCTTTCACCGGTGAAGATAATG
ACGGTAACCGGAGAAGAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGTTCGGATTTACTGGGCGTAAAGCGCACGTAGGCGGACTTTTAAGTCAGGGGT
GAAATCCCGGGGCTCAACCCCGGAACTGCCTTTGATACTGGAAGTCTTGAGTTCGAGAGAGGTGAGTGGAATTGCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGCAGGAACACCAGTGGCGAA
GGCGGCTCACTGGCTCGATACTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACTATGAGAGCTAGCCGTCGGGCAGTATACTGTTCGGT
GGCGCAGCAAACGCATTAAGCTCTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGCAGAA
CCTTACCAGCCCTTGACATCCCGATCGCGGTTACCAGAGATGGTTTCCTTCAGTTAGGCTGGATCGGTGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCG CA
ACGAGCGCAACCCTCGCCCTTAGTTGCCATCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGGGACTGCCGGTGATAAGCCGAGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTACGGGCTGGGCTAC
ACACGTGCTACAATGGTGGTGACAGTGGGCAGCGAGACCGCGAGGTCGAGCTAATCTCCAAAAGCCATCTCAGTTCGGATTGCACTCTGCAACTCGAGTGCATGAAGTTGGAATCGCTAGTAATC
GTGGATCAGAATGCCACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTTGGTTTTACCCGAAGGTGCTGTGCTAACCGCAAGGAGGCAGGCAACCACGGTAGGGT
CAGCGACTGGGGTGAAGTCGTAACAA 

 

Isolate Tri40 (Phyllobacterium ifriqiyense) 
GCTTAACACATGCAAGTCGAACGCCCCGCAAGGGGAGTGGCAGACGGGTGAGTAACGCGTGGGAATCTACCCAATTCTTCGGAACAACACATGGAAACGTGTGCTAATACCGAATGTGCCCTTCG
GGGGAAAGATTTATCGGAATTGGATGAGCCCGCGTTGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCCATAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGAC
ACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGAGTGATGAAGGTCTTAGGATTGTAAAGCACTTTCACCGGAGAAGAT
AATGACGGTAACCGGAGAAGAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGTTCGGATTTACTGGGCGTAAAGCGCACGTAGGCGGACTTTTAAGTCAG
GGGTGAAATCCCGGGGCTCAACCCCGGAACTGCCTTTGATACTGGAAGTCTTGAGTTCGAGAGAGGTGAGTGGAATTGCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGCAGGAACACCAGTGG
CGAAGGCGGCTCACTGGCTCGATACTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACTATGAGAGCTAGCCGTCGGGCAGTATACTGTTC
GGTGGCGCAGCAAACGCATTAAGCTCTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGCA
GAACCTTACCAGCCCTTGACATCCCGATCGCGGTTACCAGAGATGGTTTCCTTCAGTTAGGCTGGATCGGTGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCC
GCAACGAGCGCAACCCTCGCCC 

 

Isolate Tri41 (Sphingomonas sp.)  
CTCCTTTCTAAGGATATCGGCGGAAAGCGCCTCGAGCCTCGGCTCGGGGAAGAGCTTCCTCCATTCCAAAGAACATTTGCCGCCGTCCTCATGTCCCTTCATCACTGGATACTGCCTCGGGGCTG GA
TCGAAAGATCTGGCCTTTCGGGGCATAGCCTGAGCTGGCTCTCGCCGCCTGCGGCCCTTTGGGGTCAGCCGGGTATGGCGATGGGCCGGTAGCTCAGGTGGTTAGAGCGCACGCCTGATAAGCGT
GAGGTCGTAGGTTCAACTCCTACTCGGCCCACCATCGACTTCTCTTATGCGCACAAGCGCGATGTTCGAGAAGTTTGCGAAGTTGGTTTGGGGGCCTTAGCTCAGCTGGGAGAGCGGTTGCTTTGC
AAGCATCAGGTCATCGGTTCGATCCCGATAGGCTCCACCAATCCGCAGTTTGCGAGACGAATTAGCGAAGCCAATTCGCACGCAAACAAGGACGGCCAGCGCGAACGAAGCGCGCCACAAGGCG
CAGTTTTGCTGCGACTGACGGCGCGGCGTGCGCAACCAACCTAGCCAATATCCAGATGATGAAGCACCGAGATCTGTTGCTAACGCAGCAGTATTTGCGGCTCGCAAGAGCCTGCTTTTTTGACATT
GTGAATGGGTTTTTCAAATCGATGCCGTGACGGCTTCGGTTTCGGCGGCAACGCTGAAGCAGGAGCCGGAACATGGGTGTCGTCACCAAGTTTGACCGCTCTGGTGGCGCGCCCGAATACAGCTG
AGATTTAAATCATCCGCATCAAGAGGGTTTTCACCCGGGCATTGCCTGAGTGGAAGCCTGGTAAAACCACGCATCACTGCTCTGCCGAGTTTCGTGTGGGTCTTTGGACCCATCCAGTGTTGTCGTT
GGTGGTGTGGACTCTCAAGCGTGAGGTAAGGGCAATTCGTGGATGCCTTGGCATGTACAGGCGATGAAGGACGTGGCACGCTGCGATAAGCGTCGGGGGAGCCGTGAGCAGGCATTGATCCGA
CGATTTCCGATG 

 

Isolate Tri42 (Bradyrhizobium sp.) 
CTTAACACATGCAAGTCGAGCGCCGTAGCAATACGGAGCGGCAGACGGGTGAGTAACACGTGGGAACGTACCTTTTGGTTCGGAACAACACAGGGAAACTTGTGCTAATACCGGATAAGCCCTTA
CGGGGAAAGATTTATCGCCGAAAGATCGGCCCGCGTCTGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATCAGTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGA
CACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGAGTGATGAAGGCCCTAGGGTTGTAAAGCTCTTTTGTGCGGGAAGA
TAATGACTGTACCGCAAGAATAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGCTCGGAATCACTGGGCGTAAAGCGCACGTAGG CGGACTCTTAAGTCGG
TGGTGAAATCCTGGAGCTCAACTCCAGAACTGCCTTCGATACTGGGAGTCTCGAGTTCGGGAGAGGTGAGTGGAACTGCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGCAAGAACACCAGTGGC
GAAGGCGGCTCACTGGCCCGATACTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAATGCTAGCCGTTGGTGGGT TTACCCTTCA
GTGGCGCAGCTAACGCTTTAAGCATTCCGCCTGGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTTCGACGCAACGCGC
AGAACCTTACCAGCCCTTGACATGTCCAGGACCGGTCGCAGAGATGTGACCTTCTCNTTCGGAGCCTGGAACACAGGTGCTGCATGGCTG 



299 
 
 
 

Isolate Tri43 (Rhizobium leguminosarum bv. viciae) 
TCGAGCGCCCCGCAAGGGGAGCGGCAGACGGGTGAGTAACGCGTGGGAATCTACCCTTGACTACGGAATAACGCAGGGAAACTTGTGCTAATACCGTATGTGTCCTTCGGGAGAAAGATTTATCG
GTCAAGGATGAGCCCGCGTTGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCCATAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACATTGGGACTGAAACACGGCCCAAACTCCTAC
GGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCCCCAAGCCTGATCCAACCATGCCGCGTGAGTGATGAAGGCCCTAGGGTTGTAAAGCTCTTTCACCGGAGAAGATAATGACGGTATCCGGA
GAAGAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGTTCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGTAGGCGGATCGATCAGTCAGGGGTGAAATCCCAGGG
CTCAACCCTGGAACTGCCTTTGATACTGTCGATCTGGAGTATGGAAGAGGTGAGTGGAATTCCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCACTGG
TCCATTACTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAATGTTAGCCCGTCGGGCAGTATACTGTTCGGTGGCGCAGCTAACG
CATTAAACATTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGCAGAACCTTACCAGCCCTT
GACATGCCCGGCTACTTGCAGAGATGCAAGGTTCCCTTCGGGGACCGGGACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTC 

 

Isolate Tri44 (Bosea vestrisii) 
GCTACACATGCAAGTCGAACGGGCACTTCGGTGCTAGTGGCAGACGGGTGAGTAACACGTGGGAACGTACCTTTCGGTTCGGAATAATTCAGGGAAACTTGGACTAATACCGGATACGCCCTTCG
GGGGAAAGATTTATCGCCGATAGATCGGCCCGCGTCTGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCAGTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACATTGGGACTG AGAC
ACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGAGTGATGAAGGCCTTAGGGTTGTAAAGCTCTTTTGTCCGGGAAGAT
AATGACTGTACCGGAAGAATAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGCTCGGAATCACTGGGCGTAAAGGGCGCGTAGGCGGACTCTTAAGTCGG
GGGTGAAAGCCCAGGGCTCAACCCTGGAATTGCCTTCGATACTGAGAGTCTTGAGTTCGGAAGAGGTTGGTGGAACTGCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGCAAGAACACCAGTGG
CGAAGGCGGCCAACTGGTCCGATACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAAACGATGAATGCCAGCCGTTGGGGTGCATGCAC
TTCAGTGGCGCAGCTAACGCTTTAAGCATTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCG
CAGAACCTTACCAGCTTTTGACATGTCCGGTTTGATCGACAGAGATGTCTTTCTTCAGTTCGGCTGGCCGGAACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAG TC
CCGCAACGAGCGCAACCCTCGCCCCTAGTTGCCATCATTCAGTTGGGAACTCTAGGGGGACTGCCGGTGATAAGCCGCGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTACAGGCTGG
GCTACACACGTGCTACAATGGCGGTGACAATGGGCAGCGAAAGGGCGACCTCGAGCTAATCCCAAAAAGCCGTCTCAGTTCAGATTGTACTCTGCAACTCGAGTACATGAAGGTGGAATCGCTAG
TAATCGTGGATCAGCATGCCACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTTGGGTTTACCCGAAGGCGTCGCGCTAACCGCAAGGAGGCAGGCGACCACGGT
AGGCTCAGCGACTGGGGTGAAGT 

 

Isolate Tri45 (Phyllobacterium sp.) 
TACACATGCAGTCGAGCGCCCCGCAAGGGGAGCGGCAGACGGGTGAGTAACGCGTGGGAATCTACCCTTTTCTACGGAACAACTGAGGGAAACTTCAGCTAATACCGTATACGGCCTTTGGGCGA
AAGATTTATCGGAGAAGGATGAGCCCGCGTTGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCCATAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGC
CCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGAGTGATGAAGGTCTTAGGATTGTAAAGCTCTTTCACCGGTGAAGATAATGAC
GGTAACCGGAGAAGAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGTTCGGATTTACTGGGCGTAAAGCGCACGTAGGCGGACTATTAAGTCAGGGGTGA
AATCCCGGGGCTCAACCCCGGAACTGCCTTTGATACTGGTAGTCTTGAGTTCGAGAGAGGTGAGTGGAATTCCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGC
GGCTCACTGGCTCGATACTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACTATGAGAGCTAGCCGTCGGGCAGTATACTGTTCGGTGGC
GCAGCTAACGCATTAAGCTCTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGCAGAACCTT
ACCAGCCCTTGACATCCCGATCGCGGTTACCAGAGATGGTATCCTTCAGTTAGGCTGGATCGGTGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAAC G
AGCGCAACCCTCGCCCTTAGTTGCCATCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGGGACTGCCGGTGATAAGCCGAGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTACGGGCTGGGCTACACA
CGTGCTACAATGGTGGTGACAGTGGGCAGCGAGACCGCGAGGTCGAGCTAATCTCCAAAAGCCATCTCAGTTCGGATTGCACTCTGCAACTCGAGTGCATGAAGTTGGAATCGCTAGTAATCGTG
GATCAGAATGCCACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTTGGTTTTACCCGAAGGTGCTGTGCTAACCGCAAGGAGGCAGGCAACCACGGTAGGGTCAG
CGACTGGGGTGAAGTGTAACA 

 
Isolate Tri46 (Sphingomonas sp.) 
CCCCTCCTTTCTAAGGATATCGGCGGAAAGCGCTTCTGGTTTCGACCAGGAGAAGAGCTTCCTCCATTCCAAAGAACATAGCCGCCGTCCTCATGTCCCTTCATCACTGGATACCAACCGCCGAGGT
AACTTGGCCGGTTGGTTAGCCTGAGCTGGCTCACGCCGTCTGCGGCCCTTTGGGTCGGTCAGGCATGGCATGGGGGCCGGTAGCTCAGGTGGTTAGAGCGCACGCCTGATAAGCGTGAGGTCGT
AGGTTCAACTCCTACTCGGCCCACCACTGCCAGGCGGCGGCTTGCAGCCAAGCGCGCCAGACGGGGCCTTAGCTCAGTTGGGAGAGCGCTAGCTTTGCAAGCTTGAGGTCGTCGGTTCGATCCCG
ACAGGCTCCACCAGCGCTCAGCGCGCAGGCATGGTTGCCGGGGCGCCGGCCAAGATATCCAGGGATGAAGATCATCAGATCCGCTGCGTCGTAGTAGCGGTAGCGCGATCGCTATGGCGGTCGC
TTGCGTCTTTGACATTGTGAATGGGTTTTTCAAATCGATGCCGTGAGGTGTTCGATTTTCAGCTGACGAAGCTGGAATATCGGCACCGAACATCAAGGCTGAGATAATCAACCACACCAAAACAACC
ACGCTGCTCTGCTCTGCCGAGTTTCGTGTCAGTCTTCGGACTGATCCAGAGTTGTCGTTGGTGGTGTGGACTCTCAAGCGTGAGGTAAGGGCGTTTGGTGGATGCCTTGGCATGTACAGGCGATG A
AGGACGTGGCACGCTGCGATAAGCGTCGGTGAGTTGTGAGCAAACTTTGACCCGACGATTTCCGAATGGG 

 
Isolate Tri47 (Lysobacter sp.) 
CCCCTCCTTTAGAGACTAAAGACAGCAAATTGCTGGCCGGACGTCCGCACAAGTAACCTGCATCTAGTTCCGGGACATCCCACAAGGGGGTGTCTGCGGGAGCGTCCCGTTCAAAGTTTGAACATG
GGGCTTTAGCTCAGCTGGGAGAGCACCTGCTTTGCAAGCAGGGGGTCGTCGGTTCGATCCCGACAAGCTCCACCAAACCAGCCGTGCACGACTTTTGGGTCTGTAGCTCAGGTGGTTAGAGCGCA
CCCCTGATAAGGGTGAGGCCGGTGGTTCGAGTCCTCCCAGACCCACCACATCCCCGCACGACGAACTAGATTGCGCACACATCAAGAATTGAAGCGTTTTGGCGTTGAGGCCAGGGCGCGTTCTTT
GAAAATTGGAATAAGTAGCGAGCGTTTTGAGACGAATGTCCATGACGTGTCGTGAGGCTAAGGCGAGTGTCTTCGGACACTTTATTAATTGAGTCGTTATATTCGAGTCCGGGCTTTGTACCCCT G
GACCCAAACGGCCCTGAGGCAACTTGGGGTTATATGGTCAAGCGAATAAGCGCACACGGTGGATGCCTTGGCGGTCAGAGGCGATGAAGGACGTGGCAGCCTGCGAAAAGTGCGGGGGAGCTG
GCAACAAGCATTGATCCCGCAATGTCCGAATGGGGAAAACCCGGA 

 

Isolate Tri51 (Rhizobium leguminosarum bv. viciae) 
CGCAAGGGGAGCGGCAGACGGGTGAGTAACGCGTGGGAATCTACCCTTGACTACGGAATAACGCAGGGAAACTTGTGCTAATACCGTATGTGTCCTTCGGGAGAAAGATTTATCGGTCAAGGAT
GAGCCCGCGTTGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCCATAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACATTGGGACTGAAACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCA
GCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCCCCAAGCCTGATCCAACCATGCCGCGTGAGTGATGAAGGCCCTAGGGTTGTAAAGCTCTTTCACCGGAGAAGATAATGACGGTATCCGGAGAAGAAGC
CCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGTTCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGTAGGCGGATCGATCAGTCAGGGGTGAAATCCCAGGGCTCAACCC
TGGAACTGCCTTTGATACTGTCGATCTGGAGTATGGAAGAGGTGAGTGGAATTCCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCACTGGTCCATTAC
TGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAATGTTAGCCCGTCGGGCAGTATACTGTTCGGTGGCGCAGCTAACGCATTAAAC
ATTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGCAGAACCTTACCAGCCCTTGACATGCC
CGGCTACTTGCAGAGATGCAAGGTTCCCTTCGGGGACCGGGACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGCCCTTAGTT
GCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGGGACTGCCGGTGATAAGCCGAGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTACGGGCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGTGGTGACA
GTGGGCAGCGA 

 

Isolate Tri52 (Bosea vestrisii) 
GCTACACATGCAGTCGACGGGCACTTCGGTGCTAGTGGCAGACGGGTGAGTAACACGTGGGAACGTACCTTTCGGTTCGGAATAATTCAGGGAAACTTGGACTAATACCGGATACGCCCTTCGGG
GGAAAGATTTATCGCCGATAGATCGGCCCGCGTCTGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCAGTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACATTGGGACTGAGACACG
GCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGAGTGATGAAGGCCTTAGGGTTGTAAAGCTCTTTTGTCCGGGAAGATAAT
GACTGTACCGGAAGAATAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGCTCGGAATCACTGGGCGTAAAGGGCGCGTAGGCGGACTCTTAAGTCGGGGG
TGAAAGCCCAGGGCTCAACCCTGGAATTGCCTTCGATACTGAGAGTCTTGAGTTCGGAAGAGGTTGGTGGAACTGCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGCAAGAACACCAGTGGCGAA
GGCGGCCAACTGGTCCGATACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAATGCCAGCCGTTGGGGTGCATGCACTTCAGT
GGCGCAGCTAACGCTTTAAGCATTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGCAGAA
CCTTACCAGCTTTTGACATGTCCGGTTTGATCGACAGAGATGTCTTTCTTCAGTTCGGCTGGGCCGGAACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCC GC
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AACGAGCGCAACCCTCGCCCCTAGTTGCCATCATTCAGTTGGGAACTCTAGGGGGACTGCCGGTGATAAGCCGCGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTACAGGCTGGGCTA
CACACGTGCTACAATGGCGGTGACAATGGGCAGCGAAAGGGCGACCTCGAGCTAATCCCAAAAAGCCGTCTCAGTTCAGATTGTACTCTGCAACTCGAGTACATGAAGGTGGAATCGCTAGTAAT
CGTGGATCAGCATGCCACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTTGGGTTTACCCGAAGGCGTCGCGCTAACCGCAAGGAGGCAGGCGACCACGGTAGGC
TCAGCGACTGGGGTGAAGTCGTAACAAG 

 
Isolate Tri55 (Rhizobium sp.) 
TTGTTACGACTTCACCCCAGTCGCTGACCCTACCGTGGTTAGCTGCCTCCTTGCGGTTAGCGCACTACCTTCGGGTAAAACCAACTCCCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGT
ATTCACCGCGGCATGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCAACTTCATGCACTCGAGTTGCAGAGTGCAATCCGAACTGAGATGGCTTTTGGAGATTAGCTCACACTCGCGTGCTCGCTGCCCACTG
TCACCACCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGCCCGTAAGGGCCATGAGGACTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCTCGGCTTATCACCGGCAGTCCCCTTAGAGTGCCCAACTAAATGCTGGCAACTA
AGGGCGAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGTCTCTGCGCCACCGAGTGGACCCCATATCTCTACGGGTAACACAGGAT
GTCAAGGGCTGGTAAGGTTCTGCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTTAATCTTGCGACCGTACTCCCCCAGGCGGAATGTTTAAT
GCGTTAGCTGCGCCACCGAACAGTATACTGCCCCGACGGCTAACATTCATCGTTTACGG 

 

Isolate Tri56 (Phyllobacterium sp.) 
GCTTACACATGCAAGTCGAGCGCCCCGCAAGGGGAGCGGCAGACGGGTGAGTAACGCGTGGGAATCTACCCTTTTCTACGGAACAACTGAGGGAAACTTCAGCTAATACCGTATACGGCCTTTGG
GCGAAAGATTTATCGGAGAAGGATGAGCCCGCGTTGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCCATAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACA
CGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGAGTGATGAAGGTCTTAGGATTGTAAAGCTCTTTCACCGGTGAAGATAA
TGACGGTAACCGGAGAAGAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGTTCGGATTTACTGGGCGTAAAGCGCACGTAGGCGGACTATTAAGTCAGGG
GTGAAATCCCGGGGCTCAACCCCGGAACTGCCTTTGATACTGGTAGTCTTGAGTTCGAGAGAGGTGAGTGGAATTCCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGGAGGAACACCAGTGGCGA
AGGCGGCTCACTGGCTCGATACTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACTATGAGAGCTAGCCGTCGGGCAGTATACTGTTCGG
TGGCGCAGCTAACGCATTAAGCTCTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGCAGA
ACCTTACCAGCCCTTGACATCCCGATCGCGGTTACCAGAGATGGTATCCTTCAGTTAGGCTGGATCGGTGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCG
CAACGAGCGCAACCCTCGCCCTTAGTTGCCATCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGGGACTGCCGGTGATAAGCCGAGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTACGGGCTGGGCT
ACACACGTGCTACAATGGTGGTGACAGTGGGCAGCGAGACCGCGAGGTCGAGCTAATCTCCAAAAGCCATCTCAGTTCGGATTGCACTCTGCAACTCGAGTGCATGAAGTTGGAATCGCTAGTAA
TCGTGGATCAGAATGCCACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTTGGTTTTACCCGAAGGTGCTGTGCTAACCGCAAGGAGGCAGGCAACCACGGTAGG
GTCAGCGACTGGGGTGAAGTCGTAA 

 

Isolate Tri57 (Acinetobacter radioresistens) 
CTTGTTACGACTTCACCCCAGTCATCGGCCACACCGTGGTAAGCGTCCTCCTTGCGGTTAGACTACCTACTTCTGGTGCAACAAACTCCCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACG
TATTCACCGCGGCATTCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCGACTTCATGGAGTCGAGTTGCAGACTCCAATCCGGACTACGATCGGCTTTTTGAGATTAGCATCACATCGCTGTGTAGCAACCC TTT
GTACCGACCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCTGGCCGTAAGGGCCATGATGACTTGACGTCGTCCCCGCCTTCCTCCAGTTTGTCACTGGCAGTATCCTTAAAGTTCCCACCCGAAGTGCTGGCAAAT
AAGGAAAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGTATCAGAGTTCCCGAAGGCACCAATCCATCTCTGGAAAGTTCTCTGTA
TGTCAAGGCCAGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCATCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCATTTGAGTTTTAGTCTTGCGACCGTACTCCCCAGGCGGTCTACTTATC
GCGTTAGCTGCGCCACTAAAGCCTCAAGGGCCCCAACGGCTAGTAGACATCGTTTACGGCATGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCATGCTTTCGTACCTCAGCGTCAGTATTAG GC
CAGATGGCTGCCTTCGCCATCGGTATTCCTCCAGATCTCTACGCATTTCACCGCTACACCTGGAATTCTACCATCCTCTCCCATACTCTAGCCAACCAGTATCGAATGCAATTCCCAAGTTAAGCTCGG
GGATTTCACATTTGACTTAATTGGCCGCCTACGCACGCTTTACGCCCAGTAAATCCGATTAACGCTCGCACCCTCTG 

 

Isolate Tri58 (Acinetobacter sp.) 
CATGCAAGTCGAGCGGATGAAGGTAGCTTGCTACTGGATTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCTTAGGAATCTGCCTATTAGTGGGGGACAACGTTCCGAAAGGRGCGCTAATACCGCATACGT
CCTACGGGAGAAAGCAGGGGACCTTTGGGCCTTGCGCTAATAGATGAGCCTAAGTCGGATTAGCTAGTTGGTAGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCTGTAGCGGGTCTGAGAGGATGATC
CGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGGGGAACCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTTTGGTTGTAAA
GCACTTTAAG 

 

Isolate Tri143 (Neorhizobium sp.) 
CATTGCAAGTCGAGCGCCCCGCAAGGGGAGCGGCAGACGGGTGAGTAACGCGTGGGAATCTACCCATCCCTACGGAACAACTCCGGGAAACTGGAGCTAATACCGTATACGCCCTTCGGGGGAA
AGATTTATCGGGGATGGATGAGCCCGCGTTGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCCATAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACATTGGGACTGAGACACGGCC
CAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGAGTGATGAAGGTCTTAGGATTGTAAAGCTCTTTCACCGGAGAAGATAATGAC
GGTATCCGGAGAAGAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGTTCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGTAGGCGGATATTTAAGTCAGGGGTGA
AATCCCAGAGCTCAACTCTGGAACTGCCTTTGATACTGGGTATCTTGAGTATGGAAGAGGTAAGTGGAATTGCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGCAGGAACACCAGTGGCGAAGGC
GGCTTACTGGTCCATTACTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAATGTTAGCCGTCGGCAAGTTTACTTGTCGGTGGCG
CAGCTAACGCATTAAACATTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGCAGAACCTTA
CCAGCCCTTGACATGCCCGGCTAGCTACAGAGATGTAGTGTTCCCTTCGGGGACCGGGACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCG
CAACCCTCGCCCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGGGACTGCCGGTGATAAGCCGAGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTACGGGCTGGGCTACACACGTG
CTACAATGGTGGTGACAGTGGGCAGCGAAGGAGCGATCCCGAGCTAATCTCCAAAAGCCATCTCAGTTCGGATTGCACTCTGCAACTCGAGTGCATGAAGTTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATC
AGCACGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTTGGTTTTACCCGAAGGTAGTGCGCTAACCGCAAGGAGGCAGCTAACCACGGTAGGGTCAGCGAC
TGGGGTGAAGTCGTAACAAG 

 

Isolate Tri146 (Neorhizobium sp.) 
GCTACACATGCAAGTCGAGCGCCTCGCAAGAGGAGCGGCAGACGGGTGAGTAACGCGTGGGAATCTACCCATCCCTACGGAACAACTCCGGGAAACTGGAGCTAATACCGTATACGCCCTTCGG
GGGAAAGATTTATCGGGGATGGATGAGCCCGCGTTGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCCATAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACATTGGGACTGAGACA
CGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGAGTGATGAAGGTCTTAGGATTGTAAAGCTCTTTCACCGG AGAAGATA
ATGACGGTATCCGGAGAAGAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGTTCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGTAGGCGGATATTTAAGTCAGG
GGTGAAATCCCAGAGCTCAACTCTGGAACTGCCTTTGATACTGGGTATCTTGAGTATGGAAGAGGTAAGTGGAATTGCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGCAGGAACACCAGTGGC G
AAGGCGGCTTACTGGTCCATTACTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAATGTTAGCCGTCGGCAAGTTTACTTGTCGG
TGGCGCAGCTAACGCATTAAACATTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGCAGA
ACCTTACCAGCCCTTGACATGCCCGGCTAGCTACAGAGATGTAGTGTTCCCTTCGGGGACCGGGACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAAC
GAGCGCAACCCTCGCCCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGGGACTGCCGGTGATAAGCCGAGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTACGGGCTGGGCTACAC
ACGTGCTACAATGGTGGTGACAGTGGGCAGCGAAGGAGCGATCCCGAGCTAATCTCCAAAAGCCATCTCAGTTCGGATTGCACTCTGCAACTCGAGTGCATGAAGTTGGAATCGCTAGTAATCGC
GGATCAGCACGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTTGGTTTTACCCGAAGGTAGTGCGCTAACCGCAAGGAGGCAGCTAACCACGGTAGGGTCA
GCGACTGGGGTGAAGTCGTAACAAG 

 

Isolate Tri147 (Agromyces sp.) 
CATGCAAGTCGAACGATGATCCGGTGCTTGCACCGGGGATTAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGAGTAACCTGCCCTGGACTCTGGGATAACCCCGAGAAATCGGAGCTAATACCGGATAG
GACCTGGAACCGCATGGTTTTGGGTGGAAAGTTTTTCGGTCTGGGATGGACTCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGTCGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTGAC
CGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCAACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTA
AACCTCTTTTAGTAGGGAAGAAGGGCTTCGGCTTGACGGTACCTGCAGAAAAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCGAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGT
AAAGAGCTCGTAGGCGGTTTGTCACGTCTGCTGTGAAATCCCGAGGCTCAACCTCGGGCCTGCAGTGGGTACGGGCAGACTGGAGTGCGGTAGGGGAGAATGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGGA
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ATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGATGGCGAAGGCAGTTCTCTGGGCCGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGT
TGGGCGCTAGATGTGGGGACCTTTCCACGGTTTCCGTGTCGTAGCTAACGCATTAAGCGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGGCCCGCACAAGC
GGCGGAGCATGCGGATTAATTCGATGCA 

 

Isolate Tri149 (Neorhizobium sp.) 
TCGAGCGCCCCGCAAGGGGAGCGGCAGACGGGTGAGTAACGCGTGGGAATCTACCCATCCCTACGGAACAACTCCGGGAAACTGGAGCTAATACCGTATACGCCCTTCGGGGGAAAGATTTATC
GGGGATGGATGAGCCCGCGTTGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCCATAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCT
ACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGAGTGATGAAGGCCTTAGGGTTGTAAAGCTCTTTCACCGGAGAAGATAATGACGGTATCCGG
AGAAGAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGTTCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGTAGGCG 

 

Isolate Tri152 (Rhizobium sp.) 
GCTTAACACATGCAAGTCGAGCGCCCCGCAAGGGGAGCGGCAGACGGGTGAGTAACGCGTGGGAACGTACCCTTTACTACGGAATAACGCAGGGAAACTTGTGCTAATACCGTATGTGCCCTTCG
GGGGAAAGATTTATCGGTAAGGGATCGGCCCGCGTTGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCCATAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACATTGGGACTGAGAC
ACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGAGTGATGAAGGCCCTAGGGTTGTAAAGCTCTTTCACCGGAGAAGAT
AATGACGGTATCCGGAGAAGAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGTTCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGTAGGCGGACATTTAAGTCAG
GGGTGAAATCCCAGAGCTCAACTCTGGAACTGCCTTTGATACTGGGTGTCTGGAGTATGGAAGAGGTGAGTGGAATTCCGAG 

 

Isolate Tri155 (Rhizobium leguminosarum bv. viciae) 
TCGAGCGCCCCGCAAGGGGAGCGGCAGACGGGTGAGTAACGCGTGGGAATCTACCCTTGACTACGGAATAACGCAGGGAAACTTGTGCTAATACCGTATGTGTCCTTCGGGAGAAAGATTTATCG
GTCAAGGATGAGCCCGCGTTGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCCATAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACATTGGGACTGAAACACGGCCCAAACTCCTAC
GGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCCCCAAGCCTGATCCAACCATGCCGCGTGAGTGATGAAGGCCCTAGGGTTGTAAAGCTCTTTCACCGGAGAAGATAATGACGGTATCCGGA
GAAGAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGTTCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGTAGGCGGATCGATCAGTCAGGGGTGAAATCCCAGGG
CTCAACCCTGGAACTGCCTTTGATACTGTCGATCTGGAGTATGGAAGAGGTGAGTGGAATTCCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCACTGG
TCCATTACTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAATGTTAGCCCGTCGGGCAGTATACTGTTCGGTGGCGCAGCTAACG
CATTAAACATTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGCAGAACCTTACCAGCCCTT
GACATGCCCGGCTACTTGCAGAGATGCAAGGTTCCCTTCGGGGACCGGGACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCG
CCCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGGGACTGCCGGTGATAAGCCGAGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTACGGGCTGGGCTACACACGTGCTACAATGG
TGGTGACAGTGGGCAGCGAGCACGCGAGTGTGAGCTAATCTCCAAAAGCCATCTCAGTTCGGATTGCACTCTGCAACTCGAGTGCATGAAGTTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCG
CGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTTGGTTTTACCCGAAGGTAGTGCGCTAACCGCAAGGAGGCAGCTAACCACGGTAGGGTCAGCGACTGGGGTGAA
GTCGTAACAAGGTA 

 

Isolate Tri154 (Agromyces ramosus)  
CATGCAGTCGAACGATGATCCGGTGCTTGCACCGGGGATTAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGAGTAACCTGCCCTGGACTCTGGGATAACCCCGAGAAATCGGAGCTAATACCGGATAGG
ACCTGGAACCGCATGGTTTTGGGTGGAAAGTTTTTCGGTCTGGGATGGACTCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGTCGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTGACC
GGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCAACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAA
ACCTCTTTTAGTAGGGAAGAAGGGCTTCGGCTTGACGGTACCTGCAGAAAAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCGAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTA
AAGAGCTCGTAGGCGGTTTGTCACGTCTGCTGTGAAATCCCGAGGCTCAACCTCGGGCCTGCAGTGGGTACGGGCAGACTGGAGTGCGGTAGGGGAGAATGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGGAA
TGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGATGGCGAAGGCAGTTCTCTGGGCCGTAACTGACGCTGANGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGTT
GGGCGCTAGATGTGGGGGACCTTTCCACGGTTTCCGTGTCGTAGCTAACGCATTAAGCGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCG
GCGGAGCATGCGGATTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATAACCGAGAACGCCCTAGAAAATAGGG 
 

Isolate Tri471 (Bosea sp.) 
AGTCGAACGGGCACTTCGGTGCTAGTGGCAGACGGGTGAGTAACACGTGGGAACGTACCTTTCGGTTCGGAATAATCCAGGGAAACTTGGACTAATACCGGATAAGCCCTTCGGGGGAAAGATTT
ATCGCCGATAGATCGGCCCGCGTCTGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCAGTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTC
CTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGAGTGATGAAGGCCTTAGGGTTGTAAAGCTCTTTTGTCCGGGAAGATAATGACTGTACCG
GAAGAATAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGCTCGGAATCACTGGGCGTAAAGGGCGCGTAGGCGGACTCTTAAGTCGGGGGTGAAAGCCCA
GGGCTCAACCCTGGAATTGCCTTCGATACTGAGAGTCTTGAGTTCGGAAGAGGTTGGTGGAACTGCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGCAAGAACACCAGTGGCGAAAGGCGGCCA
ACTGGTCCGATACTGACGCTGAAGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAATGCCAGCCGTTGGGGTGCATGCACCTCAGTGGCGCAGC
TAA 

 

Isolate Tri474 (Sphingomonas sp.) 
CCCCTCCTTTCTAAGGATATCGGCGGAAAGCGCTTCTGGTTTCGACCAGGAGAAGAGCTTCCTCCATTCCAAAGAACATAGCCGCCGTCCTCATGTCCCTTCATCACTGGATACCAACCGCCGAGGT
AACTTGGCCGGTTGGTTAGCCTGAGCTGGCTCACGCCGTCTGCGGCCCTTTGGGTCGGTCAGGCATGGCATGGGGGCCGGTAGCTCAGGTGGTTAGAGCGCACGCCTGATAAGCGTGAGGTCGT
AGGTTCAACTCCTACTCGGCCCACCACTGCCAGGCGGCGGCTTGCAGCCAAGCGCGCCAGACGGGGCCTTAGCTCAGTTGGGAGAGCGCTAGCTTTGCAAGCTTGAGGTCGTCGGTTCGATCCCG
ACAGGCTCCACCAGCGCTCAGCGCGCAGGCATGGTTGCCGGGGCGCCGGCCAAGATATCCAGGGATGAAGATCATCAGATCCGCTGCGTCGTAGTAGCGGTAGCGCGATCGCTATGGCGGTCGC
TTGCGTCTTTGACATTGTGAATGGGTTTTTCAAATCGATGCCGTGAGGTGTTCGATTTTCAGCTGACGAAGCTGGAATATCGGCACCGAACATCAAGGCTGAGATAATCAACCACACCAAAACAACC
ACGCTGCTCTGCTCTGCCGAGTTTCGTGTCAGTCTTCGGACTGATCCAGAGTTGTCGTTGGTGGTGTGGACTCTCAAGCGTGAGGTAAGGGCGTTTGGTGGATGCCTTGGCATGTACAGGCGATGA
AGGACGTGGCACGCTGCGATAAGCGTCGGTGAGTTGTGAGCAAACTTTGACCCGACGATTTCCGAATGGGG 

 
Supplement 2.4.1. Partial gene sequences of 16s RNA isolates isolated from 

Oxytropis popoviana nodules. 
 

Оро5 (Phyllobacterium ifriqiyense) 
CATGCAGTCGACGCCCCGCAAGGGGAGTGGCAGACGGGTGAGTAACGCGTGGGAATCTACCCAATTCTTCGGAACAACACATGGAAACGTGTGCTAATACCGAATGAGCCCTTCGGGGGAAAGA
TTTATCGGAATTGGATGAGCCCGCGTTGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCCATAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAG
ACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGAGTGATGAAGGTCTTAGGATTGTAAAGCTCTTTCACCGGTGAAGATAATGACGGTA
ACCGGAGAAGAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGGCTAGCGTTGTTCGGATTTACTGGGCGTAAAGCGCACGTAGGCGGACTTTTAAGTCAGGGGTGAAAT
CCCGGGGCTCAACCCCGGAACTGCCTTTGATACTGGAAGTCTTGAGTTCGAGAGAGGTGAGTGGAATTGCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGCAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGG
CTCACTGGCTCGATACTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACTATGAGAGCTAGCCGTCGGGCAGTATACTGTTCGGTGGCGCA
GCAAACGCATTAAGCTCTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGCAGAACCTTACC
AGCCCTTGACATCCCCATCGCGGGTTACCAGAGATGGTTTCCTTCAGTTAGGCTGGATCGGTGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGA G
CGCAACCCTCGCCCTTAGTTGCCATCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGGGACTGCCGGTGATAAGCCGAGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTACGGGCTGGGCTACACACG
TGCTACAATGGTGGTGACAGTGGGCAGCGAGACCGCGAGGTCGAGCTAATCTCCAAAAGCCATCTCAGTTCGGATTGCACTCTGCAACTCGAGTGCATGAAGTTGGAATCGCTAGTAATCGTGGA
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TCAGAATGCCACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTTGGTTTTACCCGAAGGTGCTGTGCTAACCGCAAGGAGGCAGGCAACCACGGTAGGGTCAGCG
ACTGGGGTGAAGTC 

 

Оро7 (Neorhizobium galegae) 
CATGCAAGTCGAGCGCCCCGCAAGGGGAGCGGCAGACGGGTGAGTAACGCGTGGGAATCTACCCATCCCTACGGAACAACTCCGGGAAACTGGAGCTAATACCGTATACGCCCTTCGGG GGAAA
GATTTATCGGGGATGGATGAGCCCGCGTTGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCCATAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCC
AAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGAGTGATGAAGGTCTTAGGATTGTAAAGCTCTTTCACCGGAGAAGATAATGACG
GTATCCGGAGAAGAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGTTCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGTAGGCGGATATTTAAGTCAGGGGTGAA
ATCCCAGAGCTCAACTCTGGAACTGCCTTTGATACTGGGTATCTTGAGTATGGAAGAGGTAAGTGGAATTGCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGCAGGAACACCAGTGGCGAAGGCG
GCTTACTGGTCCATTACTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAATGTTAGCCGTCGGCAAGTTTACTTGTCGGTGGCGC
AGCTAACGCATTAAACATTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGCAGAACCTTAC
CAGCCCTTGACATGCCCGGCTAGCTACAGAGATGTAGTGTTCCCTTCGGGGACCGGGACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGC
AACCCTCGCCCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGGGACTGCCGGTGATAAGCCGAGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTACGGGCTGGGCTACACACGTGC
TACAATGGTGGTGACAGTGGGCAGCGAAGGAGCGATCCCGAGCTAATCTCCAAAAGCCATCTCAGTTCGGATTGCACTCTGCAACTCGAGTGCATGAAGTTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCA
GCACGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTTGGTTTTACCCGAAGGTAGTGCGCTAACCGCAAGGAGGCAGCTAACCACGGTAGGGTCAGCGACT
GGGGTGAAGTC 

 

Оро8 (Rhizobium sp.) 
TTGTTACGACTTCACCCCAGTCGCTGACCCTACCGTGGTTAGCTGCCTCCTTGCGGTTAGCGCACTACCTTCGGGTAAAACCAACTCCCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGT
ATTCACCGCGGCATGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCAACTTCATGCACTCGAGTTGCAGAGTGCAATCCGAACTGAGATGGCTTTTGGAGATTAGCTCACACTCGCGTGCTCGCTGCCCACTG
TCACCACCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGCCCGTAAGGGCCATGAGGACTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCTCGGCTTATCACCGGCAGTCCCCTTAGAGTGCCCAACTAAATGCTGGCAACTA
AGGGCGAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGTCTCTGCGCCACCGAGTGGACCCCATATCTCTACGGGTAACACAGGAT
GTCAAGGGCTGGTAAGGTTCTGCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTTAATCTTGCGACCGTACTCCCCCAGGCGGAATGTTTAAT
GCGTTAGCTGCGCCACCGAACAGTATACTGCCCCGACGGCTAACATTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCA 

 

Оро70 (Acetobacter sp.)  
AGAGTTTGATCCTGGCTCAGAGCGAACGCTGGCGGCATGCTTAACACATGCAAGTCGCACGAAGGTTTCGGCCTTAGTGGCGGACGGGTGAGTAACGCGTAGGAATCTATCCATGGGTGGGGGA
TAACTCTGGGAAACTGGAGCTAATACCGCATGACACCTGAGGGTCAAAGGCGCAAGTCGCCTGTGGAGGAGCCTGCGTTCGATTAGCTTGTTGGTGGGGTATGGCCTACCAAGGCGATGATCGAT
AGCTGGTGTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGGGCAACCCTGATCCAGCAATGCCGCGTGTGTG
AAGAAGKTTTCGGATGTAAAGCACTTTCGNCGGGGACGATGATGACGGTACCCGCAGAAGAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGCTCGGAAT
GACTGGGCGTAAAGGGCGTGTAGGCGGTTTGTACAGTCAGATGTGAAATCCCCGGGCTTAACCTGGGAGCTGCATTTGATACGTGCAGACTAGAGTGTGAGAGAGGGTTGTGGAATTCCCAGTG
TAGAGGTGA 

 

Оро73 (Sphingomonas sp.) 
CATTGCAAGTCGAACGAAGGCTTCGGCCTTAGTGGCGCACGGGNGCGTAACGCGNGGGAATCTGCCCTNNGGTTCGGAATAACAGTTAGAAATGACTGCTAATACCGGATGA TGTCGTAAGACC
AAAGATTTATCGCCCAAGGATGAGCCCGCGTAGGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAAAAGCTCACCAAGGCGACGATCCTTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGC
CCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCAATGCCGCGTGAGTGATGAAGGCCTTAGGGTTGTAAAGCTCTTTTACCCGGGATGATAATGAC
AGTACCGGGAGAATAAGCTCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAGGGGAGCTAGCGTTATTCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGTAGGCGGCTTTGTAAGTTAGAGGTGA
AAGCCCGGGGCTCAACTCCGGAATAGCCTTTAAGACTGCATCGCTTGAATCCAGGAGAGGTGAGTGGAATTCCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGGAAGAACACCAGTGGCGAAGG
CGGCTCACTGGACTGGTATTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGATAACTAGCTGTCCGGGCACTTGGTGCTTGGGTG
GCGCAGCTAACGCATTAAGTTATCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGCCTGCACAAGCG 
 

Оро74 (Sphingomonas sp.) 
GCCTAACACATGCAAGTCGAACGAAGGCTTCGGCCTTAGTGGCGCACGGGTGCGTAACGCGTGGGAATCTGCCCTTGGGTTCGGAATAACAGTGAGAAATTACTGCTAATACCGGATGATGTCGC
AAGACCAAAGATTTATCGCCCGAGGATGAGCCCGCGTAGGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAAGAGCTCACCAAGGCGACGATCCTTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAG
ACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCAATGCCGCGTGAGTGATGAAGGCCTTAGGGTTGTAAAGCTCTTTTACCCGGGATG
ATAATGACAGTACCGGGAGAATAAGCCCCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGGGCTAGCGTTATTCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGTAGGCGGCTTTGTAAGTC
AGAGGTGAAAGCCTGGAGCTCAACTCCAGAACTGCCTTTGAGACTGCATCGCTTGAATCCAGGAGAGGTGAGTGGAATTCCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGGAAGAACACCAGTG
GCGAAGGCGGCTCACTGGACTGGTATTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGATAACTAGCTGTCTGGGTACTTGGTACT
TTAGGTGGCGCAGCTAACGCATTAAGTTATCCGCCTGGGGGTGTA 

 

Оро156 (Stenotrophomonas sp.) 
CTTGTTACGACTTCACCCCAGTCATCGGCCACACCGTGGCAAGCGCCCTCCCNAANGTTAAGCTACCTGCTTCTGGTGCAACAAACTCCCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAA C
GTATTCACCGCAGCAATGCTGATCTGCGATTACTAGCGATTCCGACTTCATGGAGTCGAGTTGCAGACTCCAATCCGGACTGAGATAGGGTTTCTGGGATTGGCTTACCGTCGCCGGCTTGCAGCCC
TCTGTCCCTACCATTGTAGTACGTGTGTAGCCCTGGCCGTAAGGGCCATGATGACTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCGGTCTCCTTAGAGTTCCCACCATTACGTGCTGGCA
ACTAAGGACAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGTGTTCGAGTTCCCGAAGGCACCCATCCATCTCTGGAAAGTTCTCG
ACATGTCAAGGCCAGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCATCGAATTAAACCACATACTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAGTCTTGCGACCGTACTCCCCAGGCGGCGAACTT
AACGCGTTAGCTTCGATACTGCGTGCCAAATTGCACCCAACATCCAGTTCGCATCGTTTAGGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGTGCCTCATGTCAGTGTTGG
TCCAGGTAGCTGCCTTCGCCATGGATGTTCCTCCTGATC 
 

Оро157 (Rhizobium lusitanum) 
TTGTTACGACTTCACCCCAGTCGCTGACCCTACCGTGGTTAGCTGCCTCCTTGCGGTTAGCGCACTACCTTCGGGTAAAACCAACTCCCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGT
ATTCACCGCGGCATGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCAACTTCATGCACTCGAGTTGCAGAGTGCAATCCGAACTGAGATGGCTTTTGGAGATTAGCTCACACTCGCGTGCTCCTGCCCACTGT
CACCACCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGCCCGTAAGGGCCATGAGGACTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCTCGGCTTATCACCGGCAGTCCCCTTAGAGTGCCCAACTAAATGCTGGCAACTAA
GGGCGAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGTCTCTGCGCCACCGAAGTGGACCCCATATCTCTACGGGTAACACAGGAT
GTCAAGGGCTGGTAAGGTTCTGCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTTAATCTTGCGACCGTACTCCCCAGGCGGAATGTTTAATG
CGTTAGCTGCGCCACCGAACAGTATACTGCCCGACGGCTAACATTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCCAC 

 

Оро160 (Phyllobacterium trifolli) 
ACATGCAAGTCGAACGCATCGCAAGATGAGTGGCAGACGGGTGAGTAACGCGTGGGAATCTACCCAATTCTTCGGAACAACTGAGGGAAACTTCAGCTAATACCGGATGTGCCCTTCGGGGGAA
AGATTTATCGGAATTGGATGAGCCCGCGTTGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCCATAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCC
CAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGAGTGATGAAGGTCTTAGGATTGTAAAGCTCTTTCACCGGTGAAGATAATGACG
GTAACCGGAGAAGAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGTTCGGATTTACTGGGCGTAAAGCGCACGTAGGCGGACTATTAAGTCAGGGGTGAA
ATCCCGGGGCTCAACCCCGGAACTGCCTTTGATACTGGTAGTCTTGAGTTCGAGAGAGGTGAGTGGAATTCCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGC
GGCTCACTGGCTCGATACTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACTATGAGAGCTAGCCGTCGGGCAGTATACTGTTCGGTGGC
GCAGCTAACGCATTAAGCTCTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGCAGAACCTT
ACCAGCCCTTGACATCCCGATCGCGGTTACCAGAGATGGTATCCTTCAGTTAGGCTGGATCGGTGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAAC G



303 
 
 
AGCGCAACCCTCGCCCTTAGTTGCCATCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGGGACTGCCGGTGATAAGCCGAGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTACGGGCTGGGCTACACA
CGTGCTACAATGGTGGTGACAGTGGGCAGCGAGACCGCGAGGTCGAGCTAATCTCCAAAAGCCATCTCAGTTCGGATTGCACTCTGCAACTCGAGTGCATGAAGTTGGAATCGCTAGTAATCGTG
GATCAGAATGCCACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTTGGTTTTACCCGAAGGTGCTGTGCTAACCGCAAGGAGGCAGGCAACCACGGTAGGGTCAG
CGACTGGGGTGAAGTCGTAACAAG 

 

Оро161 (Rhizobium lusitanum) 
CTTGTTACGACTTCACCCCAGTCGCTGACCCTACCGTGGTTAGCTGCCTCCTTGCGGTTAGCGCACTACCTTCGGGTAAAACCAACTCCCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACG
TATTCACCGCGGCATGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCAACTTCATGCACTCGAGTTGCAGAGTGCAATCCGAACTGAGATGGCTTTTGGAGATTAGCTCACACTCGCGTGCTCGCTGCCCACT
GTCACCACCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGCCCGTAAGGGCCATGAGGACTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCTCGGCTTATCACCGGCAGTCCCCTTAGAGTGCCCAACTAAATGCTGGCAACT
AAGGGCGAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGTCTCTGCGCCACCGAAGTGGACCCCATATCTCTACGGGTAACACAGG
ATGTCAAGGGCTGGTAAGGTTCTGCGCGTTGCTTCNAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTTAATCTTGCGACCGTACTCCCCAGGCGGAATGTTTAA
TGCGTTAGCTGCGCCACCGAACAGTATACTGCCCGACGGCTAACATTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCACCTCAGCGTCAGTAATGGACC
AGTGAGCCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCGAATATCTACGAATTTCACCTCTACACTCGGAATTCCACTCACCTCTTCCATACTCCAGATCGACAGTATCAAAGGCAGTTCCAGGGTTGAGCCCTG
GGATTTCACCCCTGACTGATCGATCCGCCTACGTGCGCTTTACGCCCAGTAATTCCGAACAACGCT 

 

Оро164 (Burkholderia sp.) 
CCTTACACATGCAAGTCGAACGGCAGCACGGGGGCAACCCTGGTGGCGAGTGGCGAACGGGTGAGTAATACATCGGAACGTGTCCTGTAGTGGGGGATAGCCCGGCGAAAGCCGGATTAATACC
GCATACGATCTACGGAAGAAAGCGGGGGATCGCAAGACCTCGCGCTATAGGGGCGGCCGATGGCAGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCTGTAGCTGGTCTGAG
AGGACGACCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTGGACAATGGGGGAAACCCTGATCCAGCAATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCG
GGTTGTAAAGCACTTTTGTCCGGAAAGAAAACTTCTGCCCTAATACGGCGGGAGGATGACGGTACCGGAAGAATAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCGA
GCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGTGCGCAGGCGGTTCGTTAAGACAGATGTGAAATCCCCGGGCTTAACCTGGGAACTGCATTTGTGACTGGCGAGCTAGAGTATGGCAGAGGGGGG
TAGAATTCCACGTGTAGCAGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAATACCGATGGCGAAGGCAGCCCCCTGGGCCAATACTGACGCTCATGCACGAAGG 

 
Оро166 (Acinetobacter sp.) 
CATGCAAGTCGAGCGGATGAAGGTAGCTTGCTACTGGATTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCTTAGGAATCTGCCTATTAGTGGGGGACAACGTTCCGAAAGGAGCGCTAATACCGCATACG
TCCTACGGGAGAAAGCAGGGGACCTTTGGGCCTTGCGCTAATAGATGAGCCTAAGTCGGATTAGCTAGTTGGTAGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCTGTAGCGGGTCTGAGAGGATGAT
CCGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGGGGAACCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTTTGGTTGTAA
AGCACTTTAAGCGAGGAGGAGGCTACCTAGATTAATACTTTAGGATAGTGGACGTTACTCGCAGAATAAGCACCGGC 

 

Оро169 (Rhizobium sp.) 
CTTGTTACGACTTCACCCCAGTCGCTGACCCTACCGTGGTTAGCTGCCTCCTTGCGGTTAGCGCACTACCTTCGGGTAAAACCAACTCCCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAA CG
TATTCACCGCGGCATGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCAACTTCATGCACTCGAGTTGCAGAGTGCAATCCGAACTGAGATGGCTTTTGGAGATTAGCTCACACTCGCGTGCTCGCTGCCCACT
GTCACCACCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGCCCGTAAGGGCCATGAGGACTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCTCGGCTTATCACCGGCAGTCCCCTTAGAGTGCCCAACTAAATGCTGGCAACT
AAGGGCGAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGTCTCTGCGCCACCGAGTGGACCCCATATCTCTACGGGTAACACAGGA T
GTCAAGGGCTGGTAAGGTTCTGCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTTAATCTTGCGACCGTACTCCCCCAGGCGGAATGTTTAAT
GCGTTAGCTGCGCCACCGAACAGTATACTGCCCCGACGGCTAACATTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCA 

 

Оро170 (Bacillus sp.) 
CTCCCGGATGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGAGCTAATACCGGATAGTTCCTTGAACCGCATGGTTCAAGGATGAAA
GACGGTTTCGGCTGTCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGGGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGA
CACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGA
ACAAGTGCGAGAGTAACTGCTCGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGG
GCTCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGANGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCG
TAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGANGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAG
TGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGGCCCGCACAAGC 

 

Оро224 (Mesorhizobium sp.) 
GCTTAACACATGCAAGTCGAGCGCCCCGCAAGGGGAGCGGCAGACGGGTGAGTAACGCGTGGGAATCTACCCATCTCTACGGAACAACTCCGGGAAACTGGAGCTAATACCGTATACGTCCTTTT
GGAGAAAGATTTATCGGAGATGGATGAGCCCGCGTTGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAATGGCCTACCAAGGCGACGATCCATAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGAC
ACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGAGTGATGAAGGCCCTAGGGTTGTAAAGCTCTTTCAACGGTGAAGAT
AATGACGGTAACCGTAGAAGAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGTTCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGTAGGCGGATACTTAAGTCAG
GGGTGAAATCCCGGGGCTCAACCCCGGAACTGCCTTTGATACTGGGTATCTCGAGTCCGGAAGAGGTGAGTGGAATTCCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGGAGGAACACCAGTGG
CGAAGGCGGCTCACTGGTCCGGTACTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGGAAGCTAGCCGTTGGCAAGTTTACTTTGT
CGGTGGCGCAGCTAACGCATTAAGCTTCCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGC
AGAA 

 

Оро223 (Mesorhizobium sp.) 
GCCCGCAGGGGAGCGGCAGAACGGGTGAGTAACGCGTGGGAATCTACCCATCTCTACGGAACAACTCCGGGAAACTGGAGCTAATACCGTATACGTCCTTTTGGAGAAAGATTTATCGGA GATG
GATGAGCCCGCGTTGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAATGGCCTACCAAGGCGACGATCCATAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAG
GCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGAGTGATGAAGGCCCTAGGGTTGTAAAGCTCTTTCAACGGTGAAGATAATGACGGTAACCGTAGAAGAA
GCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGTTCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGTAGGCGGATACTTAAGTCAGGGGTGAAATCCCGGGGCTCAAC
CCCGGAACTGCCTTTGATACTGGGTATCTCGAGTCCGGAAGAAGTGGAGTGGAATTCCGAGTGGTAGAGG 

 
Оро227 (Mesorhizobium sp.) 
GCAGGGGAGCGGCAGAACGGGTGAGTAACGCGTGGGAATCTACCCATCTCTACGGAACAACTCCGGGAAACTGGAGCTAATACCGTATACGTCCTTTTGGAGAAAGATTTATCGGAGATGGATG
AGCCCGCGTTGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAATGGCCTACCAAGGCGACGATCCATAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAG
CAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGAGTGATGAAGGCCCTAGGGTTGTAAAGCTCTTTCAACGGTGAAGATAATGACGGTAACCGTAGAAGAAGCCC
CGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGTTCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGTAGGCGGATACTTAAGTCAGGGGTGAAATCCCGGGGCTCAACCCCG
GAACTGCCTTTGATACTGGGTATCTCGAGTCCGGAAGAAGTGGAGTGGAATTCCGAGTGGTAGA 

 

Оро229 (Mesorhizobium sp.) 
GCTTAACACATGCAAGTCGAGCGCCCCGCAAGGGGAGCGGCAGACGGGTGAGTAACGCGTGGGAATCTACCCATCTCTACGGAACAACTCCGGGAAACTGGAGCTAATACCGTATACGTCCTTTT
GGAGAAAGATTTATCGGAGATGGATGAGCCCGCGTTGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAATGGCCTACCAAGGCGACGATCCATAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGAC
ACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGAGTGATGAAGGCCCTAGGGTTGTAAAGCTCTTTCAACGGTGAAGAT
AATGACGGTAACCGTAGAAGAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGTTCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGTAGGCGGATACTTAAGTCAG
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GGGTGAAATCCCGGGGCTCAACCCCGGAACTGCCTTTGATACTGGGTATCTCGAGTCCGGAAGAGGTGAGTGGAATTCCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGGAGGAACACCAGTGG
CGAAGGCGGCTCACTGGTCCGGTACTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGGAAGCTAGCCGTTGGCAAGTTTACTTGTC
GGTGGCGCAGCTAACGCATTAAGCTTCCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGCA
GAACCTTACCAGCCCTTGACATCCCGGTCGCGGTTTCCAGAGATGGATACCTTCAGTTCGGCTGGACCGGTGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCC
CGCAACGAGCGCAACCCTCGCCCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGGGACTGCCGGTGATAAGCCGAGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTACGGGCTGG
GCTACACACGTGCTACAATGGTGGTGACAGTGGGCAGCGAGACCGCGAGGTCGAGCTAATCTCCAAAAGCCATCTCAGTTCGGATTGCACTCTGCAACTCGAGTGCATGAAGTTGGAATCGCTAG
TAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTTGGTTTTACCCGAAGGCGCTGTGCTAACCGCAAGGAGGCAGGCGACCACGGT
AGGGTCAGCGACTGGGGTGAAGTCG 

 

Оро234 (Rhizobium lusitanum) 
GCTTAACACATGCAAGTCGAGCGCCCCGCAAGGGGAGCGGCAGACGGGTGAGTAACGCGTGGGAATCTACCCTTTTCTACGGAATAACGCAGGGAAACTTGTGCTAATACCGTATGTGTCCTTCG
GGAGAAAGATTTATCGGGAAAGGATGAGCCCGCGTTGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCCATAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACATTGGGACTGAGAC
ACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGAGTGATGAAGGCCCTAGGGTTGTAAAGCTCTTTCACCGGAGAAGAT
AATGACGGTATCCGGAGAAGAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGTTCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGTAGGCGGATCGATCAGTCAG
GGGTGAAATCCCAGGGCTCAACCCTGGAACTGCCTTTGATACTGTCGATCTGGAGTATGGAAGAGGTGAGTGGAATTCCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGGAGGAACACCAGTGGC
GAAGGCGGCTCACTGGTCCATTACTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAATGTTAGCCGTCGGGCAGTATACTGTTCG
GTGGCGCAGCTAACGCATTAAACATTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATG 

 

Оро227 (Mesorhizobium sp.) 
GCGCCCGCAGGGGAGCGGCAGAACGGGTGAGTAACGCGTGGGAATCTACCCATCTCTACGGAACAACTCCGGGAAACTGGAGCTAATACCGTATACGTCCTTTTGGAGAAAGATTTATCGGAGAT
GGATGAGCCCGCGTTGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAATGGCCTACCAAGGCGACGATCCATAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGA
GGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGAGTGATGAAGGCCCTAGGGTTGTAAAGCTCTTTCAACGGTGAAGATAATGACGGTAACCGTAGAAGA
AGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGTTCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGTAGGCGGATACTTAAGTCAGGGGTGAAATCCCGGGGCTCAA
CCCCGGAACTGCCTTTGATACTGGGTATCTCGAGTCCGGAAGAAGTGGAGTGGAATTCCGAGTGGTAGAGGTGA 

 

Оро230 (Bosea vaviloviae) 
TGCAAGTCGAACGGGTATCTTCGGATACTAGTGGCAGACGGGTGAGTAACACGTGGGAACGTACCTTTCGGTTCGGAATAATTCAGGGAAACTTGGACTAATACCGGATACGCCCTTCGGGGGAA
AGATTTATCGCCGATAGATCGGCCCGCGTCTGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCAGTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCC
AAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGAGTGATGAAGGCCTTAGGGTTGTAAAGCTCTTTTGTCCGGGAAGATAATGACT
GTACCGGAAGAATAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGCTCGGAATCACTGGGCGTAAAGGGCGCGTAGGCGGACTCTTAAGTCGGGGGGTG
AAAGCCCAGGGCTCAACCCTGGAATTGCCTTCGATACTGAGAGTCTTGAGTTCGGAAGAGGTTGGTGGAACTGCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGCAAGAACACCAGTGGCGAAG
GCGGCCAACTGGTCCGATACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAATGCCAGCCGTTGGGGTGCATGCACCTCAGTG
GCGCAGCTAACGCTTTAAGCATTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGCAGAAC
CTTACCAGCTTTTGACATGTCCGGTTTGAGGAACAGAGATGTACCTCTTCAGTTCGGCTGGCCGGAACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCA
ACGAGCGCAACCCTCGCCCCTAGTTGCCATCATTCAGTTGGGAACTCTAGGGGGACTGCCGGTGATAAGCCGCGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTACAGGCTGGGCTAC
ACACGTGCTACAATGGCGGTGACAATGGGCAGCGAAGGAGCGATCCGGTGCTAATCCCAAAAAGCCGTCTCAGTTCAGATTGCACTCTGCAACTCGAGTGCATGAAGGTGGAATCGCTAGTAATC
GTGGATCAGCATGCCACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTTGGGTTTACCCGAAGGCGTCGCGCTAACCGCAAGGAGGCAGGCGACCCACGGTAGGC
TTCAGCGACTGGG 

 

Оро238 (Mesorhizobium sp.) 
ACGGAACAACTCCGGGAAACTGGAGCTAATACCGTATACGTCCTTTTGGAGAAGATTATCGGAGATGGATGAGCCCGCGTTGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAATGGCCTACCAAGGCGACGA TC
CATAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGAG
TGATGAAGGCCCTAGGGTTGTAAAGCTCTTTCAACGGTGAAGATAATGACGGTAACCCGTAGAAGAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGTTCG
GAATTACTGGGGCGTAAAGCGCACGTAGGCGGATACTTAAGTCAGGGGTGAAATCCCGGGGCTCAACCCCGGAACTGCCTTTGATACTGGGTATCTCGAGTCCGGAAGAAGGTGAGTGGAATTC
CGAGTGT 

 

Оро246 (Mesorhizobium sp.) 
GACTTCACCCCAGTCGCTGAACCTACCGTGGGTCGCCTGCCTCCTTGCGGTTAGCACAGCGCCTTCGGGTAAACCAACTCCCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCA C
CGCGGCATGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCAACTTCATGCACTCGAGTTGCAGAGTGCAATCCGAACTGAGATGGCTTTTGGAGATTAGCTCGACCTCGCGGTCTCGCTGCCCACTGTCACCA
CCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGCCCGTAAGGGCCATGAGGACTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCTCGGCTTATCACCGGCAGTCCCCTTAGAGTGCCCAACTGAATGCTGGCAACTAAGGGCG
AGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGTCACCGGTCCAGCCGAACTGAAGGTATCCATCTCTGGAAACCGCGACCGGGATG T
CAAGGGCTGGGTAAGGTTCTGCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTTAATCNTGCGACCGTACTCCCCAGGCGGGAAGCTTAATG
CGTTAGCTGCGCCACCGACAAGTAAACTTGCCAACGGCTAGCTTNCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCACCTCAGCGTCAGTA 

 

Оро247 (Rhizobium sp.) 
ACGGAATAACGCAGGGAAACTTGTGCTAATACCGTATGTGTCCTTCGGGAGAAAGATTTATCGGGAAAGGATGAGCCCGCGTTGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACG
ATCCATAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGT
GAGTGATGAAGGCCCTAGGGTTGTAAAGCTCTTTCACCGGAGAAGATAATGACGGTATCCGGAGAAGAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGT
TCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGTAGGCGGATCGATCAGTCAGGGGTGAAATCCCAGGGCTCAACCCCTGGAACTGCCTTTGATACTGTCGATCTGGAGTATGGAAGAGGTGAGTGGAATT
CCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCACTGGTCCATTACTGACGCTGAGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAG
TCCACGCCGTAAACGATGAATGTTAGCCGTCGGGCAGTATACTGTTCGGTGGCGCAGCTAACGCATTAAACATTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGG
CCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGCAGAACCTTACCAGCCCTTGACACCCTGTGTTACCCGTAGAGATATGGGGTCCACTTCGGTGGCGCAGAGACAGGTGCTGC
ATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGCCCTTAGTTGCCAGCATTTAGTTGGGCACTCTAAGGGGACTGCCGGTGATAAGCCGAGAGGA
AGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTACGGGCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGTGGTGACAGTGGGCAGCGAGCACGCGAGTGTGAGCTAATCTCCAAAAGCCATCTCAGTTCGG
ATTGCACTCTGCAACTCGAGTGCATGAAGTTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTTGGTTTTACCC
GAAGG 

 

Оро248 (Mesorhizobium sp.) 
GCTTACACATGCAAGTCGAGCGCCCGCAAGGGGAGCGGCAGACGGGTGAGTAACGCGTGGGAATCTACCCATCTCTACGGAACAACTCCGGGAAACTGGAGCTAATACCGTATACGTCCTTTTGG
AGAAAGATTTATCGGAGATGGATGAGCCCGCGTTGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAATGGCCTACCAAGGCGACGATCCATAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACAC
GGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGAGTGATGAAGGCCCTAGGGTTGTAAAGCTCTTTCAACGGTGAAGATA
ATGACGGTAACCCGTAGAAAGAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGTTCGGAATTACTGGGGCGTAAAGCGCACGTAGGCGGATACTTAAGTC
AGGGGTGAAATCCCGGGGCTCAACCCCGGAACTGCCTTTGATACTGGGTATCTCGAGTCCGGAAGAAGGTGGAGTGGAATTCCGAGTGGTAAAGGTGAAATTCGTAGATATTTCGAAGGAACACC
AGTGGGCGAAGGCGGCTCACTGGTCCGGTACTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGGAAGCTAGCCGTTGGCAAGTTT
ACTTGTCGGTGGCGCAGCTAACGCATTAAGCTTCCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAA
CGCGCAGAACCTTACCAGCCCTTGACATCCCGGTCGCGGTTTCCAGAGATGGATACCTTCAGTTCGGCTGGACCGGTGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTT
AAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGCCCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGGGACTGCCGGTGATAAGCCGAGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTACGG
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GCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGTGGTGACAGTGGGCAGCGAGACCGCGAGGTCGAGCTAATCTCCAAAAGCCATCTCAGTTCGGATTGCACTCTGCAACTCGAGTGCATGAAGTTGGAATC
GCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTTGGTTTTACCCGAAGGCGCTGTGCTAACCGCAAGGAGGCAGGCGACC
ACGGTAGGGTCAGCGACTGGGGTGAAGT 

 

Оро251 (Mesorhizobium sp.) 
GGAGCGGCAGACGGGTGAGTAACGCGTGGGAATCTACCCATCTCTACGGAACAACTCCGGGAAACTGGAGCTAATACCGTATACGTCCTTCGGGAGAAAGATTTATCGGAGATGGATGAGCCCG
CGTTGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAATGGCCTACCAAGGCGACGATCCATAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGG
GGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGAGTGATGAAGGCCCTAGGGTTGTAAAGCTCTTTCAACGGTGNAGATAATGACGGTAACCGTAGAAG AAGCCCCGGCTA
ACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGTTCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGTAGGCGGATTGTTAAGTTAGGGGTGAAATCCCGGGGCTCAACCCCGGAACTG
CCTTTAATACTGGCAATCTCGAGTCCGAGAGAGGTGAGTGGAATTCCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCACTGGCTCGGTACTGA CGCTG
AGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACTATGAGAGCTAGCCGTCGGCAAGTTTACTTGTCGGTGGCGCAGCTAACGCATTAAGCTCTCCGCCT
GGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGCAGAACCTTACCAGCCCTTGACATCCCGGTCGCGG
TTTCCAGAGATGGTAACCTTCAGTTCGGCTGGACCGGTGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGCCCTTAGTTGCCA
GCATTAAGTTGGGCACTCTAAGGGGACTGCCGGTGATAAGCCGAGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTACGGGCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGTGGTGACAGTGG
GCAGCGAGACCGCGAGGTCGAGCTAATCTCCAAAAGCCATCTCAGTTCGGATTGCACTCTGCAACTCGAGTGCATGAAGTTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTT
CCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTTGGTTTTACCCGAAGGCGCTGTGCTAACCGCAAGGAGGCAGGCGACCACGGTAGGTCAGCGACTGG 

 

Оро252 (Mesorhizobium sp.) 
AGCGCCTCGCAAGAGGAGCGGCAGACGGGTGAGTAACGCGTGGGAATCTACCCATCTCTACGGAACAACTCCGGGAAACTGGAGCTAATACCGTATACGTCCTTCGGGAGAAAGATTTATCGGA
GATGGATGAGCCCGCGTTGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAATGGCCTACCAAGGCGACGATCCATAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACG
GGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGAGTGATGAAGGCCCTAGGGTTGTAAAGCTCTTTCAACGGTGRAGATAATGACGGTAACCGTAGA
AGAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGTTCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGTAGGCGGATTGTTAAGTTAGGGGTGAAATCCCGGGGCT
CAACCCCGGAACTGCCTTTAATACTGGCAATCTCGAGTCCGAGAGAGGTGAGTGGAATTCCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCACTGGCT
CGGTACTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACTATGAGAGCTAGCCGTCGGCAAGTTTACTTGTCGGTGGCGCAGCTAACGCAT
TAAGCTCTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGCAGAACCTTACCAGCCCTTGAC
ATCCCGGTCGCGGTTTCCAGAGATGGTAACCTTCAGTTCGGCTGGACCGGTGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTC G
CCCTTAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCACTCTAAGGGGACTGCCGGTGATAAGCCGAGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTACGGGCTGGGCTACACACGTGCTACAATGG
TGGTGACAGTGGGCAGCGAGACCGCGAGGTCGAGCTAATCTCCAAAAGCCATCTCAGTTCGGATTGCACTCTGCAACTCGAGTGCATGAAGTTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCG
CGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTTGGTTTTACCCGAAGGCGCTGTGCTAACCGCAAGGAGGCAGGCGACCACGGTAGGTCAGCGACT 
 

Оро254 (Mesorhizobium sp.) 
TCGAGCGCCTCGCAGAGGAGCGGCAGACGGGTGAGTAACGCGTGGGAATCTACCCATCTCTACGGAACAACTCCGGGAAACTGGAGCTAATACCGTATACGTCCTTCGGGAGAAAGATTTATCGG
AGATGGATGAGCCCGCGTTGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAATGGCCTACCAAGGCGACGATCCATAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACG
GGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGAGTGATGAAGGCCCTAGGGTTGTAAAGCTCTTTCAACGGTGNAGATAATGACGGTAACCGTAGA
AGAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGTTCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGTAGGCGGATTGTTAAGTTAGGGGTGAAATCCCGGGGCT
CAACCCCGGAACTGCCTTTAATACTGGCAATCTCGAGTCCGAGAGAGGTGAGTGGAATTCCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCACTGGCT
CGGTACTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACTATGAGAGCTAGCCGTCGGCAAGTTTACTTGTCGGTGGCGCAGCTAACGCAT
TAAGCTCTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGCAGAACCTTACCAGCCCTTGAC
ATCCCGGTCGCGGTTTCCAGAGATGGTAACCTTCAGTTCGGCTGGACCGGTGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCG
CCCTTAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCACTCTAAGGGGACTGCCGGTGATAAGCCGAGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTACGGGCTGGGCTACACACGTGCTACAATGG
TGGTGACAGTGGGCAGCGAGACCGCGAGGTCGAGCTAATCTCCAAAAGCCATCTCAGTTCGGATTGCACTCTGCAACTCGAGTGCATGAAGTTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCG
CGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTTGGTTTTACCCGAAGGCGCTGTGCTAACCGCAAGGAGGCAGGCGACCACGGTAGGTCAGCGACTGGG 

 

Оро325 (Mesorhizobium sp.) 
GCCAGCCGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGTTCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCASGTAGGCGGATTGTTAAGTTAGGGGTGAAATCCCGGGGCTCAACCCGGAACTGCCTTTAATA
CTGGCAATCTCGAGTCCGAGAGAGGTGAGTGGAATTCCGAGTGTAGAGGTGAAATTSGTAGATATTCGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCACTGGCTCGGTACTGACGCTGAGGTGCGA
AAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCANGCCGTAAACTATGAGAGCTAGCCGTCGGCAAGTTTACTTGTCGGTGGCGCAGCTAACGCATTAAGCTCTCCGCCTGGGGAGTA
CGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGCAGAACCTTACCAGCCCTTGACATCCCGGTCGCGGTTTCCAGAG
ATGGTAACCTTCAGTTCGGCTGGACCGGTGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGCCCTTAGTTGCCAGCATTAAGT
TGGGCACTCTAAGGGGACTGCCGGTGATAAGCCGAGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTACGGGCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGTGGTGACAGTGGGCAGCGAG
ACCGCGAGGTCGAGCTAATCTCCAAAAGCCATCTCAGTTCGGATTGCACTCTGCAACTCGAGTGCATGAAGTTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCC
TTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTTGGTTTTACCCGAAGGCGCTGTGCTAACCGCAAGGAGGCAGGCGACCACGGTAGGGTCAGCGACTGGGGTGAAGTCGTAACAA 

 

Оро326 (Mesorhizobium sp.) 
CATGCAAGTCGAGCGCCTCGCAGAGGAGCGGCAGACGGGTGAGTAACGCGTGGGAATCTACCCATCTCTACGGAACAACTCCGGGAAACTGGAGCTAATACCGTATACGTCCTTCGGGAGAAAG
ATTTATCGGAGATGGATGAGCCCGCGTTGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAATGGCCTACCAAGGCGACGATCCATAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAA
ACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGAGTGATGAAGGCCCTAGGGTTGTAAAGCTCTTTCAACGGTG RAGATAATGACGGT
AACCGTAGAAGAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGTTCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGTAGGCGGATTGTTAAGTTAGGGGTGAAAT
CCCGGGGCTCAACCCCGGAACTGCCTTTAATACTGGCAATCTCGAGTCCGAGAGAGGTGAGTGGAATTCCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGG
CTCACTGGCTCGGTACTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACTATGAGAGCTAGCCGTCGGCAAGTTTACTTGTCGGTGGCGCA
GCTAACGCATTAAGCTCTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGCAGAACCTTACC
AGCCCTTGACATCCCGGTCGCGGTTTCCAGAGATGGTAACCTTCAGTTCGGCTGGACCGGTGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAG C
GCAACCCTCGCCCTTAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCACTCTAAGGGGACTGCCGGTGATAAGCCGAGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTACGGGCTGGGCTACACACGT
GCTACAATGGTGGTGACAGTGGGCAGCGAGACCGCGAGGTCGAGCTAATCTCCAAAAGCCATCTCAGTTCGGATTGCACTCTGCAACTCGAGTGCATGAAGTTGGAATCGCTAGTAATCGCGGAT
CAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTTGGTTTTACCCGAAGGCGCTGTGCTAACCGCAAGGAGGCAGGCGACCACGGTAGGTCAGCGAC
TGGGTGAAGT 

 

Оро327 (Bacillus sp.) 
AGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCGCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGNTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGA
ACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAACTCTAGAGATAGAGCGTTCCCCTTCGGGGGACAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCA
ACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACA C
ACGTGCTACAATGGATGGTACAAAGGGCTGCAAGACCGCGAGGTCAAGCCAATCCCATAAAACCATTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGC
GGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTACACCCGAAGTCGGTGGAGTACCGTA 

 

Оро340 (Sphingomonas sp.) 
CCCACCGTGGGTCGCCGGCCTCTCTTGCGAGTTAGCGCAACGCCTTCGGGTGAATCCAACTCCCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCTGGGAACGTATTCACCGCGGCATGCTGATCCG C
GATTACTAGCGATTCCGCCTTCATGCACTCGAGTTGCAGAGTGCAATCCGAACTGAGACGACTTTTGGAGATTAGCTCACCCTCGCGAGATTGCTGCCCACTGTAGTCGCCATTGTAGCACGTGTGT
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AGCCCAGCGCGTAAGGGCCATGAGGACTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGCTTATCACCGGCGGTTCCTTTAGAGTACCCAACTGAATGATGGTAACTAAAGGCGAGGGTTGCGCTCGTTGCG
GGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGTGTTCCAGTCCCCGAAGGGAAGAGATCCATCTCTGGAAATCGTCCGGACATGTCAAACGCTGGTAAGGTTCCT
GCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCAGGCCCCCGTCAATTCATTTGAGTTTTAACCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGATAACTTAATGCGTTAGCTGCGCCACCCAAGC
ACTAAGTGCCCGGACAGCTAGTTATCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCACCTCAGCGTCATA 
 

 Supplement 2.4.2. Sequences of the partial ITS region of isolates isolated from 
Oxytropis popoviana nodules. 
 
Оро69 частичный итс регион (Microbacterium sp.) 
TTTGCGGGCTGGATCCCCTCCTTTCTAAGGAGCATCTGGCGCCTCTTCGGGGGTTGTCCAGGCGCCGTGTCGAGCGAATGTCTCGTCCGGTTGCTCATGGGTGGAACGTTTGACGAGGTGCGAGG G
ATGGGGGTTCTCACTTAGTACGCTGCTTGCAGTTGGAACGGTGGGGGTTTTCTGGTCTTGCACGTGCACGCTGTTGGGTCCTGAGGGACCGGGGGCAGGAGTTTTGTTTTCCGTTTCTTCTTGGG CT
CATCTTCCGTTTGCTGGCTGTTGCTGGTGGGTGGGGGTGGGTACCGCCCGTACTTTGAGAACTACACAGTGGACGCGAGCATCTTTGAACCGACCTTCGGGTTGGTTCGGAAAAGATGATCTTAAA
GATCATTAGTCAATTTCGACGCATGCCCTTTCGGGGGTGTGTGTTTTCGATTCTGATTTTGGACTCATGTTTCAAGTCTTTAAGAGCAAACGGTGGATGCCTTGGCATCTGGAGCCGAAGAAGGA CG
TAGCAATCTGCGATAAGCCTCGGGGAACTGATAAGCAAGTTTTGATCCGAGGGTGTCCGAATGGGGAAACCCGGA 

 

 
Оро72 частичный итс регион (Sphingobacterium sp.) 
CCCTCCTTTCTAGAGGACGGGTCGATCGGGCTCGTTACGCCATGAAGATTTCTTAATGAAAGAAAAGAAGAAAAAAAGAAGATAGTACCCGCACACCCTACAGGGGGTACCGGAGCAGAAGAGA
GAGAGATGCAGTCCCGTAGCTCAGTTGGTTAGAGCACTACACTGATAATGTAGGGGTCAGCAGTTCAAATCTGCTCGGGACTACCGTAAAGGGGGATTAGCTCAGCTGGCTAGAGCACCTGCCTT
GCACGCAGGGGGTCAACGGTTCGAATCCGTTATTCTCCACGCTCATCCCTGGATGGAACCCGAAGCCTGAAAAGCAAAGGGGGATATTTATATGGATGAAAAAGTTCTTTGACATATTGGAAGAAA
AAAACACAAGAGAAGACAACAGTAGAGACGTTTCTTTCCTACGGGGAAGGGACAATATACAAAAAGCATCCCTGTACAGCAAAAGGGTACAGGGAGAAGAAAGTAAGAAAGGGCACACGGGGG
ATGCCTAGGCTCTCAGAGGCGAAGAAGGACGTGATAAGCTGCGATAAGCACCGGGGATCTGCAAATGAGACTCGATCCGGTGATTTCCGAATGGGGAAACCCGGA 

 
Supplement 2.5. Partial gene sequences of 16s RNA isolates isolated from 

Astragalus chorinensis nodules. 
 

Ach280 (Mesorhizobium sp.) 
CATGCAAGTCGAGCGCCTCGCAGAGGAGCGGCAGACGGGTGAGTAACGCGTGGGAATCTACCCATCTCTACGGAACAACTCCGGGAAACTGGAGCTAATACCGTATACGTCCTTCGGGAGAAAG
ATTTATCGGAGATGGATGAGCCCGCGTTGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAATGGCCTACCAAGGCGACGATCCATAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAA
ACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGAGTGATGAAGGCCCTAGGGTTGTAAAGCTCTTTCAACGGTG RAGATAATGACGGT
AACCGTAGAAGAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGTTCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGTAGGCGGATTGTTAAGTTAGGGGTGAAAT
CCCGGGGCTCAACCCCGGAACTGCCTTTAATACTGGCAATCTCGAGTCCGAGAGAGGTGAGTGGAATTCCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGG
CTCACTGGCTCGGTACTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACTATGAGAGCTAGCCGTCGGCAAGTTTACTTGTCGGTGGCGCA
GCTAACGCATTAAGCTCTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGCAGAACCTTACC
AGCCCTTGACATCCCGGTCGCGGTTTCCAGAGATGGTAACCTTCAGTTCGGCTGGACCGGTGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAG C
GCAACCCTCGCCCTTAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCACTCTAAGGGGACTGCCGGTGATAAGCCGAGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTACGGGCTGGGCTACACACGT
GCTACAATGGTGGTGACAGTGGGCAGCGAGACCGCGAGGTCGAGCTAATCTCCAAAAGCCATCTCAGTTCGGATTGCACTCTGCAACTCGAGTGCATGAAGTTGGAATCGCTAGTAATCGCGGAT
CAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTTGGTTTTACCCGAAGGCGCTGTGCTAACCGCAAGGAGGCAGGCGACCACGGTAGGTCAGCGAC
TGGGTGAAGT 

 
Ach301 (Rhizobium lusitanum) 
TCGAGCGCCCCGCAAGGGGAGCGGCAGACGGGTGAGTAACGCGTGGGAATCTACCCTTTTCTACGGAATAACGCAGGGAAACTTGTGCTAATACCGTATGTGTCCTTCGGGAGAAAGATTTATCG
GGAAAGGATGAGCCCGCGTTGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCCATAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTA
CGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGAGTGATGAAGGCCCTAGGGTTGTAAAGCTCTTTCACCGGAGAAGATAATGACGGTATCCGGA
GAAGAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGTTCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGTAGGCGGATCGATCAGTCAGGGGTGAAATCCCAGGG
CTCAACCCTGGAACTGCCTTTGATACTGTCGATCTGGAGTATGGAAGAGGTGAGTGGAATTCCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCACTGG
TCCATTACTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAATGTTAGCCGTCGGGCAGTATACTGTTCGGTGGCGCAGCTAACGC
ATTAAACATTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAAAACGAAGCAACGCGCAGAACCTAACCAGCCCTT
GACATC 
 
Ach307 (Bosea vaviloviae) 
TGCAAGTCGAACGGGTATCTTCGGATACTAGTGGCAGACGGGTGAGTAACACGTGGGAACGTACCTTTCGGTTCGGAATAATTCAGGGAAACTTGGACTAATACCGGATACGCCCTTCGGGGGAA
AGATTTATCGCCGATAGATCGGCCCGCGTCTGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCAGTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCC
AAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGAGTGATGAAGGCCTTAGGGTTGTAAAGCTCTTTTGTCCGGGAAGATAATGACT
GTACCGGAAGAATAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGCTCGGAATCACTGGGCGTAAAGGGCGCGTAGGCGGACTCTTAAGTCGGGGGGTG
AAAGCCCAGGGCTCAACCCTGGAATTGCCTTCGATACTGAGAGTCTTGAGTTCGGAAGAGGTTGGTGGAACTGCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGCAAGAACACCAGTGGCGAAG
GCGGCCAACTGGTCCGATACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAATGCCAGCCGTTGGGGTGCATGCACCTCAGTG
GCGCAGCTAACGCTTTAAGCATTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGCAGAAC
CTTACCAGCTTTTGACATGTCCGGTTTGAGGAACAGAGATGTACCTCTTCAGTTCGGCTGGCCGGAACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCA
ACGAGCGCAACCCTCGCCCCTAGTTGCCATCATTCAGTTGGGAACTCTAGGGGGACTGCCGGTGATAAGCCGCGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTACAGGCTGGGCTAC
ACACGTGCTACAATGGCGGTGACAATGGGCAGCGAAGGAGCGATCCGGTGCTAATCCCAAAAAGCCGTCTCAGTTCAGATTGCACTCTGCAACTCGAGTGCATGAAGGTGGAATCGCTAGTAATC
GTGGATCAGCATGCCACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTTGGGTTTACCCGAAGGCGTCGCGCTAACCGCAAGGAGGCAGGCGACCCACGGTAGGC
TTCAGCGACTGGGTGAAGT 
 

Ach309 (Mesorhizobium sp.) 
CCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCACTGGTCCGGTACTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTA
GTCCACGCCGTAAACGATGGAAGCTAGCCGTTGGCAAGTTTACTTGTCGGTGGCGCAGCTAACGCATTAAGCTTCCCGCCTGGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGG
GGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGCAGAACCTTACCAGCCCTTGACATCCCGGTCGCGGTTTCCAGAGATGGATACCTTCAGTTCGGCTGGACCGGTGACAGG
TGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGCCCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGGGACTGCCGGTGATAAGCCG A
GAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTACGGGCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGTGGTGACAGTGGGCAGCGAGACCGCGAGGTCGAGCTAATCTCCAAAAGCCATCTCA
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GTTCGGATTGCACTCTGCAACTCGAGTGCATGAAGTTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTTGGTT
TACCCGAAGGCGCTGTGCTACCGCAAGGAGGCAGGCGACCCACGGTAGGTTCAGCG 
 

Ach314 (Mesorhizobium sp.) 
ACGTTCCTTCGGGAGAAGATTATCGGAGATGGATGAGCCCGCGTTGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAATGGCCTACCAAGGCGACGATCCATAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGG
GACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGAGTGATGAAGGCCCTAGGGTTGTAAAGCTCTTTCAAC
GGTGAAGATAATGACGGTAACCGTAGAAGAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGTTCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGTAGGCGGATAC
TTAAGTCAGGGGTGAAAATCCCGGGGCTCAACCCCGGAACTGCCTTTGATACTGGGTATCTCGAGTCCGGAAGANGTGAGTGGAATTCCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGGAGGAA
CACCAGTGGCGAAGGCGGCTCACTGGTCCGGTACTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGGAAGCTAGCCGTTGGCAAG
TTTACTTGTCGGTGGCGCAGCTAACGCATTAAGCTTCCCGCCTGGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAA
GCAACGCGCAGAACCTTACCAGCCCTTGACATCCCGGTCGCGGTTTCCAGAGATGGATACCTTCAGTTCGGCTGGACCGGTGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTG
GGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGCCCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGGGACTGCCGGTGATAAGCCGAGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTT
ACGGGCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGTGGTGACAGTGGGCAGCGAGACCGCGAGGTCGAGCTAATCTCCAAAAGCCATCTCAGTTCGGATTGCACTCTGCAACTCGAGTGCATGAAGTTGG
AATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTTGGTTTACCCGAAGGCGCTGTGCTACCGCAAGGAGGCAGGCGA
CCCACGGTAGGTTCAGCG 

 

Ach315 (Mesorhizobium sp.) 
CAGTGGCGAAGGCGGCTCACTGGCTCGGTACTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACTATGAGAGCTAGCCGTCGGCAAGTTT
ACTTGTCGGTGGCGCAGCTAACGCATTAAGCTCTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAA
CGCGCAGAACCTTACCAGCCCTTGACATCCCGGTCGCGGTTTCCAGAGATGGTAACCTTCAGTTCGGCTGGACCGGTGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTT
AAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGCCCTTAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCACTCTAAGGGGACTGCCGGTGATAAGCCGAGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTACGG
GCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGTGGTGACAGTGGGCAGCGAGACCGCGAGGTCGAGCTAATCTCCAAAAGCCATCTCAGTTCGGATTGCACTCTGCAACTCGAGTGCATGAAGTTGGAATC
GCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTTGGTTTTACCCGAAGGCGCTGTGCTAACCGCAAGGAGGCAGGCGACC
ACGGTAGGTCAGCGACTGGGGTGAAGT 

 

Ach330 (Mesorhizobium sp.) 
CCGTGGGTCGCCTGCCTCCTTGCGGTAGCACAGCGCCTTCGGGTAAACCAACTCCCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGGCATGCTGATCCGCGATTACTA
GCGATTCCAACTTCATGCACTCGAGTTGCAGAGTGCAATCCGAACTGAGATGGCTTTTGGAGATTAGCTCGACCTCGCGGTCTCGCTGCCCACTGTCACCACCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGC
CCGTAAGGGCCATGAGGACTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCTCGGCTTATCACCGGCAGTCCCCTTAGAGTGCCCAACTGAATGCTGGCAACTAAGGGCGAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTA
ACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGTCACCGGTCCAGCCGAACTGAAGGTATCCATCTCTGGAAACCGCGACCGGGATGTCAAGGGCTGGTAAGGTTCTGCGCG
TTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTTAATCTTGCGACCGTACTCCCCAGCGGGAAGCTTAATGCGTTAGCTGCGCCACCGACAAGTAAAC
TTGCCAACGGCTAGCTTCCATCGTT 

 
 

 


