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логическим потенциалом. Динамично развивающаяся система-
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Введение

Коллекция ризосферных микроорганизмов 
ИБФРМ РАН (акроним IBPPM; www.collection.
ibppm.ru, http://ckp-rf.ru) является специализи-
рованным научным депозитарием, деятельность 
которого направлена на накопление и сохранение 
непатогенных бактерий, выделенных главным 
образом из ризосферы растений. Коллекция 
зарегистрирована во Всемирной федерации 
коллекций культур (World Federation for Culture 
Collections, WFCC, #975) и во Всемирном центре 
данных о микроорганизмах (World Data Centre 
for Microorganisms, WDCM, #1021). 

Ядро коллекции составляет крупное собра-
ние бактерий рода Azospirillum, насчитывающее 
в настоящее время порядка 150 культур. Это 

штаммы азоспирилл, выделенные в основном 
из-под диких и культурных злаков, произрас-
тающих в Саратовской области – одном из 
ведущих регионов России по селекции и выра-
щиванию сельскохозяйственных культур. Есть 
изоляты из Бразилии, Индии, Сенегала, США 
и Эквадора. Типовые штаммы представлены 
двенадцатью из семнадцати описанных к на-
стоящему времени видов азоспирилл с валидно 
опубликованными названиями: A. lipoferum, 
A. brasilense, A. halopraeferens, A. doebereinerae, 
A. oryzae, A. melinis, A. canadense, A. zeae, A. picis, 
A. thiophilum, A. formosense и A. fermentarium. В 
таких известных биоресурсных центрах, как, на-
пример, ATCC (American Type Culture Collection, 
www.lgcstandards-atcc.org) и DSMZ (Deutcsche 
Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen, 
www.dsmz.de) общий фонд представителей рода 
Azospirillum составляет 14 и 27 штаммов, из них 
типовых 3 и 6 соответственно.

Род Azospirillum относится к семейству 
Rhodospirillaceae, входящему в порядок Rhodo-
spirillales класса Alphaproteobacteria. Обычно 
представители этого таксона – подвижные грамо-
трицательные палочко- или спиралевидные не-
спорообразующие диазотрофы, накапливающие 
гранулы поли-β-гидроксибутирата. Основные 
жирные кислоты представлены C16:0, C16:03-OH, 
C18:12-OH, C14:03-OH/iso-C16:1, C16:1ω7c/C16:1ω6c 
и C18:1ω7c/C18:1ω6c; основной дыхательный хи-
нон – Q-10. ГЦ-состав ДНК варьирует от 64 до 
71 мол. % [1–3]. 

Бактерии рода Azospirillum – общепризнан-
ные стимуляторы роста растений. Они являются 
модельными объектами в исследованиях фено-
мена растительно-микробной ассоциативности. 
В ассоциации с растениями эти бактерии демон-
стрируют свою полезность для очистки почвы 
от поллютантов и предотвращения почвенной 
эрозии [4–6]. Наиболее широко представители 
этого рода известны в качестве биоудобрений, 
успешно применяемых на коммерческом уровне 
в сельском хозяйстве [7]. Вместе с тем создание 
новых бактериальных препаратов, в составе ко-
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торых присутствуют азоспириллы, остается акту-
альным по ряду причин. Во-первых, из-за возрас-
тающего техногенного загрязнения окружающей 
среды, требующего перехода на экологически 
рациональное сельское хозяйство, и роста цен 
на химические удобрения [8]. Во-вторых, из-за 
особенностей взаимодействия видов/штаммов 
азоспирилл с различными видами растений [9]. 
В-третьих, из-за влияния почвенно-климатиче-
ских условий на растительно-бактериальные 
взаимодействия [10]. 

Оптимальным источником отбора перспек-
тивных в качестве биоудобрений природных 
штаммов азоспирилл (как и представителей 
других бактериальных родов), адаптированных 
к конкретным условиям существования, могут 
стать специализированные коллекции, подобные 
нашей, объединенные в единую сеть. Работа в 
этом направлении уже начата силами специа-
листов коллекций культур Западной Европы и 
Российской Федерации и реализована в виде 
Общеевропейской сети ризосферных ресурсов 
(Pan-European Rhizosphere Network, PERN, http://
www.pern-brio.eu), предназначенной для под-
держки как научных исследований микробиома 
ризосферы, так и практической биотехнологии 
[11]. Сохранение и изучение биоразнообразия 
азоспирилл на базе Коллекции ризосферных 
микроорганизмов, интегрированной в сеть 
PERN, позволит систематизировать информацию 
о степени полезности/необходимости штаммов 
бактерий и их отдельных свойств для различных 
видов растений и условий окружающей среды, 
лучше понимать взаимодействия в системе расте-
ния-бактерии и, следовательно, предоставит воз-
можность управления аграрными экосистемами.

Цель настоящей работы заключалась в по-
полнении таксономически значимых свойств 
штаммов азоспирилл из Коллекции ризосферных 
микроорганизмов результатами анализа нукле-
отидных последовательностей гена 16S рРНК и 
последующей корректировке таксономического 
положения изолятов на основании совокупности 
полученных гено- и фенотипических данных.

Материал и методы 

Бактериальные культуры рода Azospirillum, 
использованные в этой работе (табл. 1), куль-
тивировали на чашках с картофельным агаром. 
Выделение геномной ДНК из единичной колонии 
бактериальной культуры осуществляли с помо-
щью набора реагентов Genomic DNA Purifi cation 
Kit (Fermentas), следуя протоколу производителя. 
Полноразмерный ген 16S рРНК амплифицирова-
ли на термоциклере T100TМ (Bio-Rad Laboratories, 

США) с использованием набора праймеров 27f: 
5’-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3’ и 1492r: 
5’-TACGGYTACCTTGTTACGACTT-3’ [12]. 
Реакционную смесь готовили, применяя набор 
2×PCR Master Mix (Fermentas), как рекомендо-
вано производителем. Наличие ПЦР-продуктов 
ожидаемого размера проверяли электрофорезом 
в 0,7% агарозном геле на трис-ацетатном буфере 
в соответствии с рекомендациями [13], применяя 
в качестве маркеров молекулярных размеров на-
бор фрагментов ДНК FastRulerTM DNA Ladder, 
High Range (Fermentas). Визуализацию и доку-
ментирование результатов гель-электрофореза 
осуществляли посредством системы BDA digital 
(Biometra, Германия). Определение нуклео-
тидной последовательности полученных ПЦР-
продуктов проводили в научно-производствен-
ной компании «Синтол» (Москва, www.syntol.ru) 
на секвенаторе ABI 3130xl (Applied Biosystems 
Inc., США) с использованием набора BigDye 
Terminator v 3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied 
Biosystems Inc., США) в соответствии с про-
токолом производителя. Поиск гомологов и рас-
чет величин попарного сходства нуклеотидных 
последовательностей этого гена проводили на 
сервере AzBioCloud (http://www.ezbiocloud.net) 
[14]. Реконструкцию филогенетических деревьев 
осуществляли с помощью MEGA 6 [15]. 

Для дот-гибридизации ДНК-ДНК исполь-
зовали нитроцеллюлозные фильтры (BA-85/20, 
S&S). Мечение ДНК (3H-дезокси нуклео тид-
трифосфаты) «ник»-трансляцией, нанесение 
ДНК на фильтры и гибридизацию проводили по 
традиционным методикам [13, 16, 17].

Результаты и их обсуждение

Предварительная идентификация тестируе-
мых в настоящей работе штаммов рода Azospiril-
lum из Коллекции ризосферных микроорганизмов 
(см. табл. 1) была осуществлена сотрудниками 
группы коллекционных культур ИБФРМ, зало-
жившими основу этого уникального собрания 
бактерий [18]. Все штаммы – микроаэрофилы. 
По Граму красились отрицательно и имели при-
сущие азоспириллам морфологические призна-
ки: короткие палочки (~1.0×1.5 мкм), округлые 
на концах, спиральной формы, с характерным 
винтообразным движением. Их колонии на 
диагностической малатно-солевой среде мелкие 
( 2–3 мм), сухие, полупрозрачные, белые 
или слегка розовые, похожие на таковые у 
A. lipoferum, A. brasilense и A. doebereinerae 
[19]. На среде с конго-красным – красителем, 
который, как известно, адсорбируется клетка-
ми таких видов, как A. brasilense, A. lipoferum, 
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A. doebereinerae, A. largimobile, они очень мелкие 
( 0,5–2 мм), ярко-красного цвета, сухой конси-
стенции, округлые или неправильной формы с 
волнистым краем, морщинистой поверхностью 
и бороздами, расходящимися радиально из цен-
тра колонии. На картофельном агаре колонии 
среднего размера ( 2–8 мм), округлые, полу-
прозрачные с плотным центром, сначала непиг-
ментированные, а позднее окрашивающиеся в 
розоватый цвет. Подобная морфология колоний 
на этой среде присуща A. lipoferum, A. brasilense и 
A. doebereinerae [19]. По физиолого-биохимиче-
ским свойствам идентифицируемые штаммы были 
ближе к A. brasilense (табл. 2). Но при этом следует 
учитывать, что на момент идентификации было 
описано только 4 вида азоспирилл: A. brasilense, 
A. lipoferum, A. halopraeferens и A. amazonense, 
последний из которых был реклассифицирован 
в Nitrospirillum amazonense [1]. Высокая степень 
сходства ДНК штаммов SR15, SR41, SR50, SR55, 
SR80, SR88, SR109 и SR111 с типовым штаммом
A. brasilense Sp7 позволила отнести их к виду 
A. brasilense (см. табл. 1). Согласно [20] ДНК-ДНК 
гибридизация рекомендована как метод для опре-
деления бактерий на уровне вида, а 70% уровень 
подобия ДНК – как условная граница разделения 
видов. В отсутствии значимых генотипических 
данных идентифицировать до вида оставшиеся 
штаммы не представлялось возможным, и они 
были определены как Azospirillum sp.

В настоящее время назрела необходимость 
проверки таксономического положения штаммов 
азоспирилл, на протяжении долгого времени под-
держиваемых в Коллекции ризосферных микро-
организмов, что особенно актуально на фоне 
увеличившегося числа (до 17) описанных видов 
этого рода бактерий с валидно опубликованными 
названиями [3]. Для этой цели подходящим и до-
статочно надежным методом (хотя и имеющим 
некоторые ограничения) является филогенетиче-
ский анализ, основанный на сравнении полнораз-
мерных нуклеотидных последовательностей гена 
16S рРНК [14, 21]. 

Согласно проведенному филогенетическому 
анализу (рисунок) все исследуемые штаммы за-
нимают прочное положение среди представителей 
рода Azospirillum и группируются с типовым 
штаммом вида A. brasilense. Однако внутри этого 
кластера наблюдается разделение штаммов на 
2 субклады. Одна из них, наряду с типовым штам-
мом вида, включает штаммы SR15, SR41, SR50, 
SR55, SR80, SR88, SR109 и SR111, которые ранее 
на основании совокупности морфологических, 
культуральных и физиолого-биохимических 
свойств, а также данных ДНК-ДНК гибридиза-
ции были отнесены к виду A. brasilense. В эту 

же кладу вошли штаммы SR57, SR96, SR103, 
SR108 и SR115, тяготеющие к вышеуказанному 
виду азоспирилл по своим фенотипическим 
признакам. При этом нуклеотидные последова-
тельности гена 16S рРНК всех этих 13 штаммов 
практически идентичны. Уровень их сходства 
выше пороговой величины 98,65%, предложенной 
для разграничения видов прокариот [21] и исполь-
зуемой в обновленной версии облачного сервиса 
EzBioCloud (http://www.ezbiocloud.net) [14], отме-
чается только в отношении типового штамма вида 
A. brasilense, составляя 99,72–99,78%. Штамм 
SR105 не так тесно связан с типовым штаммом 
A. brasilense по сравнению с остальными пред-
ставителями рассматриваемой субклады. Но 
эта связь все равно не выходит за пределы вида: 
значимый уровень сходства SR105 имеет только 
с A. brasilense (98,98%). Перечень выявленных у 
штамма SR105 морфологических, культуральных 
и физиолого-биохимических свойств не противо-
речит результатам анализа гена 16S рРНК. Важно 
подчеркнуть, что в геноме типового штамма 
A. brasilense обнаружено несколько копий гена 
16S рРНК: на хромосоме локализованно 2 копии,
на плазмидах ABSP7_p1 – 3 копии, ABSP7_p2 – 
2 копии и на ABSP7_p3 – 3 копии (NCBI, Bioproject 
“Azospirillum brasilense strain: Sp7 Genome 
sequencing”, Accession PRJNA293508, ID 293508). 
Тем не менее их сравнение между собой посред-
ством алгоритма попарного глобального вырав-
нивания, рекомендованного для использования в 
таксономических целях [14, 21, 24], показывает 
уровень сходства в диапазоне 98,61–100%, то есть 
практически не выходит за пределы внутривидо-
вой нормы, предложенной в [21]. Отмеченный 
факт согласуется с результатами оценки измен-
чивости гена 16S рРНК в геномах Azospirillum 
sp. B510, A. thiophilum BV-ST, A. brasilense Sp7T, 
A. brasilense Az39 и A. lipoferum 4B [25], согласно 
которым самая высокая степень внутригеномной 
дивергенции гена имело место в последнем слу-
чае – 1,73%, не превышая в остальных 0,90%. 
Отличие диапазона величин сходства различных 
копий гена 16S рРНК в геноме A. brasilense Sp7T 
(99,10–100%) по сравнению с аналогичными 
данными, полученными нами (98,61–100%), 
объясняется способом расчета: авторы цитируе-
мого исследования для этих целей использовали 
значения матрицы идентичности, генерируемой 
в результате множественного выравнивания ну-
клеотидных последовательностей. Таким образом, 
на основании имеющейся информации можно 
сделать заключение о принадлежности штаммов 
SR15, SR41, SR50, SR55, SR57, SR80, SR88, SR96, 
SR103, SR105, SR108, SR109, SR111 и SR115 к 
виду A. brasilense.
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Отдельную субкладу в кластере A. brasilense 
формируют штаммы SR7 и SR100. Несмотря 
на то что указанные штаммы филогенетически 
близки виду A. brasilense и по выявленным фе-
нотипическим признакам не отличаются от его 
типичных представителей, они, вероятно, не 
принадлежат этому таксону. На это указывают 
результаты, полученные с применением двух 
классических подходов определения границ 

прокариотического вида, используемых в со-
временной таксономии, – анализа нуклеотидных 
последовательностей гена 16S рРНК и ДНК-ДНК 
гибридизации. Так, наилучшее сходство по гену 
16S рРНК SR7 и SR100 показывают с типовым 
штаммом A. brasilense: 98,22 и 98,25% соответ-
ственно, что находится ниже видового порога 
отсечения в 98,65% согласно [21]. ДНК-ДНК 
гомология SR7 и SR100 в отношении типового 

Филограмма изолятов SR7, SR15, SR41, SR50, SR55, SR57, SR80, SR88, SR96, SR100,SR103, SR105, SR108, SR109, 
SR111 и SR115, основанная на сравнении нуклеотидных последовательностей гена 16S рРНК. Для построения фило-
граммы использован метод объединения соседей [22], для расчета эволюционных расстояний – трехпараметрическая 
модель Тамуры [23] с учетом неравномерности скоростей замен в последовательностях, следующих гамма-распреде-
лению. Указаны значения статистической достоверности порядка ветвления (бутстрэп тест) для 1000 альтернативных 
деревьев (≥50%). Номера последовательностей в GenBank приведены после названий штаммов. Масштаб: одна замена 

на каждые 100 нуклеотидов

 Azospirillum lipoferum NCIMB 11861(T)/Z29619

 Azospirillum humicireducens SgZ-5(T)/CP015285

 Azospirillum melinis TMCY 0552(T)/DQ022958

 Azospirillum largimobile ACM 2041(T)/X90759

 Azospirillum zeae N7(T)/DQ682470

 Azospirillum oryzae COC8(T)/AB185396

 Azospirillum doebereinerae GSF71(T)/AJ238567

 Azospirillum agricola CC-HIH038(T)/KR296799

 Azospirillum thiophilum DSM 21654(T)/LAEL01000007

 Azospirillum picis IMMIB Tar-3(T)/AM922283

 Azospirillum canadense DS2(T)/DQ393891

 Azospirillum rugosum IMMIB AFH-6(T)/AM419042

 Azospirillum formosense CC-Nfb-7(T)/GU256444

 SR7

 SR100

 SR105

 Azospirillum brasilense ATCC 49958(T)/AY150046

 SR111

 Azospirillum soli CC-LY788(T)/KC297124

 Azospirillum fermentarium CC-LY743(T)/JX843282

 Azospirillum halopraeferens DSM 3675(T)/Z29618

 Skermanella stibiiresistens SB22(T)/HQ315828

 Skermanella aerolata 5416T-32(T)/DQ672568

 Skermanella rosea M1(T)/LT545982

 Skermanella xinjiangensis 10-1-101(T)/EU586202

 Nitrospirillum iridis YC6995(T)/GU048666

 Rhodocista pekingensis 3-p(T)/AF523824

 Rhodocista centenaria SW/CP000613

 Niveispirillum fermenti CC-LY736(T)/JX843283

 Niveispirillum irakense KBC1(T)/Z29583

 Niveispirillum cyanobacteriorum TH16(T)/KJ862840

 Dongia mobilis CGMCC 1.7660(T)/jgi.1076222

84
100

100

100

100

97

74

67

100

100
77

97

99

94

72

95

100

57

58

52

80

69

61

0.01

SR7
SR100

SR15, SR41, SR50, SR55, SR57, SR80, SR88, SR96, SR103,
SR108, SR109, SR111, SR115

SR105
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штамма A. brasilense составила 25 и 18% соот-
ветственно, в то время как к одному виду, как 
правило, относят штаммы, имеющие не менее 
70% сходства [20]. Учитывая данные перекрест-
ной ДНК-ДНК гибридизации, согласно которым 
SR7 и SR100 обладают 56% уровнем гомологии, 
указанные штаммы, вероятно, являются пред-
ставителями разных видов. Таким образом, 
представленные результаты дают основание 
рассматривать SR7 и SR100 в качестве претен-
дентов на выделение в новые виды внутри рода 
Azospirillum. Окончательное решение по этому 
вопросу может быть сделано только в рамках 
так называемого «полифазного» подхода, то есть 
получив комплекс таксономически значимых 
характеристик, позволяющих отличать предпо-
лагаемые новые виды друг от друга и от ранее 
описанных видов азоспирилл на уровне гено- и 
фенотипа, а также пополнив каждый из таких 
таксонов несколькими независимо выделенными 
представителями [26].

Заключение

Таксономическая характеристика 16 штам-
мов азоспирилл, поддерживаемых в Коллекции 
ризосферных микроорганизмов, дополнена 
результатами анализа нуклеотидных последо-
вательностей гена 16S рРНК. С учетом сово-
купности полученных данных подтверждена 
принадлежность SR15, SR41, SR50, SR55, 
SR80, SR88, SR109, SR111 к виду A. brasilense. 
Осуществлена видовая дифференциация (до 
A. brasilense) нескольких штаммов Azospirillum sp.:
SR57, SR96, SR103, SR105, SR108 и SR115. 
Представлены свидетельства возможной при-
надлежности штаммов SR7 и SR100 к новым 
видам рода Azospirillum, но близкородственным 
A. brasilense.
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The IBPPM Collection maintains unique pool of bacterial strains 
related to Azospirillum genus, notable for its biotechnological po-
tential. Progressively developing systematics of this genus requires 
checking and clarifying the taxonomic position for long-term stored 
isolates in the collection. Consequently, the species membership was 
confirmed or defined in the tested Azospirillum strains using a com-
parative analysis of their full-length 16S rRNA genes combined with 
morphological, cultural, physiological and biochemical properties, as 
well as DNA-DNA hybridization data. Members of two proposed new 
Azospirillum species were found.
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