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ФИЛОГЕНЕТИЧЕСКИЙ АНАЛИЗ ШТАММОВ  
„PSEUDOMONAS XANTHOCHLORA” – ВОЗБУДИТЕЛЯ МОКРОЙ 

ВОДЯНИСТОЙ ГНИЛИ ЛЮПИНА
Проведено определение нуклеотидной последовательности гена 16S рРНК 12 штаммов 

„P.  xanthochlora”, коллекционного штамма Pseudomonas marginalis 8572 и типовых штаммов 
Pseudomonas marginalis pv. marginalis 9175Т, P. fluorescens В-17Т. Анализ нуклеотидной последовательнос-
ти гена 16S рРНК выявил высокий уровень гомологии (98-99 %) исследуемых штаммов „P. xanthochlora” 
как с представителями вида P. fluorescens, так и P. marginalis. 

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  филогенетический анализ, нуклеотидная последовательность гена 16S рРНК, 
„P. xanthochlora”, P. marginalis, P. fluorescens.

Стремительное развитие молекулярной биологии во второй половине XX века привело 
к разнообразию и удешевлению методов анализа нуклеиновых кислот, что позволило ши-
роко использовать их для непосредственной характеристики микроорганизмов и создания 
принципиально новой системы классификации прокариот, отражающей их генетическую 
родственность и эволюцию [6,7]. В соответствии с решением Международного комитета по 
согласованию подходов в бактериальной систематике, основными генотипическими крите-
риями вида являются: молярный процент ГЦ пар в геномной ДНК, а также сродство, опре-
деленное в результате ДНК-ДНК гибридизации и анализа нуклеотидной последовательности 
гена 16S рРНК. Порогом для отнесения штаммов к одному виду служит не менее чем 60-70 % 
уровень сродства, определенный по данным ДНК-ДНК гибридизации, 97,5−99,9 % гомология 
нуклеотидных последовательностей гена 16S рРНК и разница содержания ГЦ пар в ДНК 
не более чем 1 мол. % [4,6,8]. Поскольку определение степени сродства бактерий на основе 
ДНК-ДНК гибридизации и по содержанию ГЦ пар в геномной ДНК довольно трудоемко, 
дорого и требует наличия обширной коллекции типовых штаммов, чаще всего данные при-
емы используются при описании новых видов [1,9]. Последнее время большую популярность 
приобрела филогенетическая систематика прокариот, основанная на анализе последователь-
ности гена 16Sp РНК [1,9,11]. В частности, создана обширная и общедоступная интернет 
база последовательностей гена 16S рРНК, включая последовательности типовых штаммов, 
что позволяет проводить быструю и надежную идентификацию микроорганизмов на любом 
таксономическом уровне [1,4]. 

Впервые объединить в отдельный вид „P. xanthochlora” штаммы, вызывающие мокрое во-
дянистое гниение люпина и поражающие отдельные бобовые культуры, предложила И.Б. Ко-
рольова [2]. Позднее, J.M. Young провел рекласификацию данного возбудителя и отнес его к 
виду Pseudomonas marginalis, объединяющего в своем составе три фенотипически разнород-
ных патовара − pv. alfalfae, pv. marginalis, pv. pastinacae, которые в свою очередь являются по-
лифагами и способны поражать более чем 50 видов растений [13]. Но, ни в вышедших гораз-
до позднее одобренных списках [20], предшествующих очередному изданию определителя 
Берджи [11], ни в самом определителе, ссылка на подобную реклассификацию отсутствует. 

Поэтому, целью наших исследований был сравнительный анализ нуклеотидных последо-
вательностей гена 16S рРНК коллекционных и выделенных нами штаммов „P. xanthochlora” 
с наиболее сродненными типовыми представителями рода Pseudomonas для корректной их 
таксономии.

Материалы и методы. Объектами исследования были 7 изолированных нами в 2006-
2007 годах на территории России и Украины и 5 коллекционных, выделенных И.Б. Корольовой 
в 1963 году (Украина), штаммов „P. xanthochlora”. В работе также использовали коллекцион-
ный штамм Pseudomonas marginalis 8572, типовой штамм Pseudomonas marginalis pv. marginalis 
9175Т, а также условно патогенный для растений типовой штамм P. fluorescens В-17Т.

Для выделения ДНК применяли Silica Spin колонки фирмы Qiagen и набор реактивов 
«ДНК-сорб-В». ДНК копию гена 16S pPHK амплифицировали с использованием универ-
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сальных праймеров рА − 5' -AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3' (8-27, нумерация по E. coli) и 
рН − 3'-ААGGAGGTGATCCAGCCGCA-5'(1542-1523, нумерация по E. coli) [14] при следую-
щих условиях: денатурация ДНК – 940С/15c, отжиг праймеров − 650С/15c, элонгация ДНК − 
720С/5мин. Продукты амплификации клонировали с учетом наличия дополнительного адено-
зина на 3' конце фрагмента за счет терминальной трансферазной активности Tag ДНК – поли-
меразы в Т-вектор на основе плазмиды pBLuescript SK(+) по сайту рестрикции Есо RV [16]. 
Рекомбинатные векторы, несущие в себе вставку продукта амплификации, выделяли из транс-
формированных клеток E. coli XL 1-blue методом щелочного лизиса [12, 18]. Амплификаты 
16S рРНК сиквенировали с 5'- и 3' концов на автоматическом сиквенаторе Genetic Analyzer. 
Начало и конец гена 16S рРНК исследуемых штаммов определяли сравнительным анали-
зом с аналогичными фрагментами референтных штаммов P. fluorescens PC37 (DQ 178234) и 
Pseudomonas marginalis ATCC 10844T (AB 021401.1), предоставленных GenBank. Построе-
ние обратного комплимента, редактирование, выравнивание и элаймент последовательнос-
тей осуществляли с помощью программ Multalin (http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/) и 
Sequence Manipulation Suite (http://www.bioinformatics.org/sms2/), доступных в сети Internet. 
Поиск гомологичных, задепонированых в GenBank, нуклеотидных последовательностей гена 
16S рРНК, проводили, используя программу BLASTN (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/). 
Для построения деревьев применяли программу GeneBee, доступную на сайте Института 
им. Белозерского (http://www.genebee.msu.su/genebee.html). 

Результаты и их обсуждение. По результатам анализа данных сиквенирования после-
довательностей гена 16S рРНК все исследованные штаммы „P. xanthochlora” сроднены как 
с типовым-референтным штаммом P. fluorescens PC37, так и − P. marginalis ATCC 10844T 
(98‑99 % гомологии) (табл. 1). Такой высокий уровень гомологии (не ниже 97 %) коллекцион
ных и изолированных нами штаммов с типовыми штаммами упомянутых выше известных 
видов подтверждает отсутствие отдельного вида „P. xanthochlora”. Одинаково высокая сте-
пень гомологии типовых штаммов P. marginalis pv. marginalis 9175Т и P. fluorescens В-17Т, а 
также коллекционного штамма P. marginalis 8572, с предоставленными Gen Bank референы-
ми шаммами P. fluorescens PC37 и P. marginalis ATCC 10844T свидетельствует о филогенети-
ческой близкородственности видов P. marginalis и P. fluorescens. Данный факт значительно 
затрудняет корректную идентификацию на основе анализа нуклеотидных последовательнос-
тей гена 16S рРНК, возбудителя мокрой водянистой гнили люпина „P. xanthochlora” как на 
видовом, так и на внутренне видовом уровне. 

Полученные нами результаты корелируют c данными литературы [9,19]. Так, рядом ис-
следователей показано, что четко идентифицировать представителей рода Pseudomonas на 
основе гомологии гена 16S рРНК на уровне вида (в том числе P. fluorescens и P. marginalis), 
особенно в случае близкородственных бактерий, крайне затруднительно [9, 11]. В частности 
филогенетическое древо рода Pseudomonas, построенное по данным сиквенса последователь-
ности гена 16S pPHK размером 1400 п.н., представлено двумя главными кластерами, причем 
достоверность такого ветвления, установленная с помощью bootstrap анализа, является стоп-
роцентной (достоверными признаются значения выше 70 %). Первый кластер объединяет в 
себе шесть групп видов: «P. syringae group», «P. chlororaphis group», «P. fluorescens group», 
«P. putida group», «P. stutzeri group», и «P. aeruginosa group». Второй кластер содержит одну 
группу «P. pertucinogena» [9, 11].

Следует отметить, что сродство видов P. fluorescens и P.marginalis в средине «Pseudomonas 
fluorescens group» также составляет 100 % [11]. Не очень корректным и малоинформативным 
является еще один обязательный критерий вида − определение содержания ГЦ пар в ДНК 
[19]. По литературным данным, для представителей вида P. marginalis процент ГЦ пар в ДНК 
составляет 60, а для представителей рода P. fluorescens эта характеристика генотипа колеб-
лется в интервале от 59,4−61,3 мол. % [11]. Согласно с упомянутым выше правилом (не более 
чем 1 мол. %), деление данных видов исключительно на основе содержания ГЦ пар в ДНК 
на два отдельных было бы неуместно. Далеко не точной оказалась идентификация близко-
родственных фитопатогенных представителей рода Pseudomonas исключительно на основе 
данных ДНК-ДНК гибридизации [15,17]. В подтверждение этого факта свидетельствуют ре-
зультаты, приведенные в работе L. Gardan, H. Shafik, S. Belouin, et al. [15], согласно которым 
патовары lachrymans, tabaci, morsprunorum более родственны с видом Р. savastanoi (72-82 %), 
чем с видом P. syringae (47-53 %), но по современным систематическим данным являются 
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патоварами в составе вида P. syringae. Рядом исследователей также отмечено значительное 
сродство видов P. fluorescens и P.marginalis по данным ДНК-ДНК гибридизации [17].

Таблица 1
Уровень гомологии нуклеотидных последовательностей гена 16S рРНК штаммов  

«P. xanthochlora», коллекционного P. marginalis 8572 и типовых штаммов  
P. marginalis pv. marginalis 9175т, P. fluorescens В-17т.

Штамм Вид, номер и код доступа 
референс-штамма в базе 

данных GenBank

Количество нуклео-
тидов в фрагментах 

гена 16S рРНК

Идентичность  
последовательностей, 

(%)
1 2 3 4

«P. xanthochlora» 
1л, 3л, 7л, 8л, 8536, 
8538, 8539, 8540,  
P.marginalis 8572

Pseudomonas marginalis ATCC 
10844T (AB 021401.1)

1504 99

Pseudomonas fluorescens PC37 
(DQ178234)

«P. xanthochlora» 
2л, 4л, 5л, 8537, 
P.marginalis pv. 
marginalis 9175Т, 
P. fluorescens В-17Т

Pseudomonas marginalis ATCC 
10844T (AB 021401.1)

1504 98

Pseudomonas fluorescens PC37 
(DQ178234)

99

Среди исследованных штаммов наблюдается незначительная гетерогенность. По уров-
ню гомологии часть штаммов «P. xanthochlora» и коллекционный штамм P. marginalis 8572 
одинаково сроднены как с типовым референтным-штаммом Pseudomonas marginalis ATCC 
10844T, так и с Pseudomonas fluorescens PC37 (99 % уровень гомологии). Остальные штам-
мы «P. xanthochlora», типовые штаммы P. marginalis pv. marginalis 9175Т, P. fluorescens В-17Т 
несколько больше сроднены с предоставленным GenBank референым шаммом P fluorescens 
PC37 (99 % гомологии), чем с P. marginalis ATCC 10844T (98 % гомологии). Такое группиро-
вание нашло свое отображение и при постройке филогенетических деревьев (рис. 1). Соглас-
но рис.  1, все исследуемые штаммы образовали два четко дифференцированных кластера. 
Первый кластер составили часть штаммов «P. xanthochlora» (1л, 3л, 7л, 8л, 8536, 8538, 8539, 
8540), коллекционный штамм P. marginalis 8572 и типовой референтный-штамм Pseudomonas 
marginalis ATCC 10844T. Во второй кластер вошли остальные штаммы «P. xanthochlora» (4л, 
5л, 8537, 2л), типовые штаммы P. marginalis pv. marginalis 9175Т, P. fluorescens В-17Т и рефе-
реный штамм P. fluorescens PC37. 

 
 Рис. 1. Филогенетическое дерево (кластерный алгоритм), основанное на сравнении 

нуклеотидных последовательностей гена 16S рРНК исследуемых штаммов. Масштаб 
показывает эволюционное расстояние, соответствующее 1 нуклеотидной замене на 

каждые 1000 нуклеотидов. 
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Конфигурация филогенетического дерева коррелирует с элайментом нуклеотидных пос-
ледовательностей исследуемых штаммов. Среди точечных изменений, обнаруженных в ре-
зультате выравнивания нуклеотидных последовательностей, встречаются общие для целой 
группы видов и свойственные отдельным штаммам (рис. 2). В частности, больше половины 
всех общих для различных исследуемых видов и штаммов точечных замен свойственны точ-
но таким группам, которые вошли в первый и второй кластер (рис. 1). Согласно проведенному 
елайменту, наибольшая индивидуальная вариабельность нуклеотидной последовательности 
гена 16S рРНК наблюдается у типового штамма P. fluorescens В-17Т (четыре индивидуальные 
точечные замены), что подтверждается и его значительной уособленностью на филогенети-
ческом дереве (рис. 1). Также высокая индивидуальная вариабельность свойственна штам-
мам «P. xanthochlora» 1л, 3 л, 8540, 8538 (от двух до трех индивидуальных точечных замен).

 

 Рис. 2. Фрагмент выравнивания последовательностей гена 16S рРНК 12 штаммов 
«P. xanthochlora», коллекционного P. marginalis 8572 и типовых штаммов  

P. marginalis pv. marginalis 9175т (9175), P. fluorescens В-17т (4125).

В виду значительной близкородственности видов P. fluorescens и P. marginalis, на основе 
анализа гена 16S рРНК корректно идентифицировать исследуемые штаммы «P. xanthochlora» 
на уровне вида не удалось. На наш взгляд корректная таксономия данных фитопатогенов 
возможна только при комбинации как можно большего количества фенотипических и гено-
типических признаков. Ранее нами был детально изучен комплекс фенотипических свойств 
13 штаммов «P. xanthochlora» [3]. Анализ патогенных, морфолого-культуральных, физиоло-
го-биохимических свойств, а также антигенного и жирнокислотного состава клеток хотя и 
не дал конечного ответа на вопрос видового статуса возбудителя мокрой водянистой гнили 
люпина, но подтвердил его сродство с представителями вида P. marginalis и P. fluorescens. 
Поэтому, для конечной корректной видовой и внутренне видовой идентификации данного 
фитопатогена необходимо применить ряд других генотипических методов [5,7]. В частности, 
в данном случае может быть полезным «фингепритирование» геномной ДНК исследованных 
и типовых штаммов, что позволит оценить степень гомологии геномов без проведения трудо-
емкой и дорогой ДНК-ДНК гибридизации.
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Р е з ю м е
Здійснено визначення нуклеотидної послідовності гену 16S рРНК 12 штамів «P. xanthochlora», ко-

лекційного штаму Pseudomonas marginalis 8572 і типових штамів Pseudomonas marginalis pv. marginalis 
9175Т, P. fluorescens В-17Т. Аналіз нуклеотидної послідовності гену 16S рРНК виявив високий рівень 
гомології (98-99 %) досліджуваних штамів «P. xanthochlora» як з представниками виду P. fluorescens, так 
і P. marginalis.

Ключові слова: філогенетичний аналіз, нуклеотидна послідовність гену 16S рРНК, «P. xanthochlora», 
P. marginalis, P. fluorescens.
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S u m m a r y
The sequencing of 16S rRNA gene nucleotide chain of the 12 “P. xanthochlora” strains, collection 

Pseudomonas marginalis 8572 strain and Pseudomonas marginalis pv. marginalis 9175 Т P. fluorescens В-17Т 
typical strains has been determined. The analysis of the 16S rRNA gene nucleotide chain showed high level of 
homology (98-99%) of “P. xanthochlora” investigated strains with the same of representatives of both P. fluo-
rescens and P. marginalis species.
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