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Îáúåêòîì èññëåäîâàíèÿ áûëè 16 øòàììîâ èç Âåäîìñòâåííîé êîëëåêöèè ïîëåçíûõ ìèê-
ðîîðãàíèçìîâ ñåëüñêîõîçÿéñòâåííîãî íàçíà÷åíèÿ Ðîññåëüõîçàêàäåìèè (ÂÊÑÌ), îòíîñÿùèåñÿ ê 
ðîäàì Bacillus, Lactobacillus, Rhizobium è Bradyrhizobium. Öåëüþ ðàáîòû áûëà ðàçðàáîòêà ìåòî-
äèêè ãåíîòèïè÷åñêîé ïàñïîðòèçàöèè øòàììîâ ñ ïîìîùüþ AFLP-ôèíãåðïðèíòèíãà, îáåñïå÷èâàþ-
ùåãî äåòåêöèþ íóêëåîòèäíîãî ïîëèìîðôèçìà è ìåëêèõ ãåíîìíûõ ïåðåñòðîåê. Â ðåçóëüòàòå èññëå-
äîâàíèé ðàçðàáîòàí ïðîòîêîë ïðîâåäåíèÿ AFLP-ôèíãåðïðèíòèíãà, íà÷èíàÿ îò âûäåëåíèÿ ÄÍÊ èç 
êëåòîê ìèêðîîðãàíèçìîâ è çàêàí÷èâàÿ êîìïüþòåðíîé îáðàáîòêîé äàííûõ. Ïîêàçàíî, ÷òî ìåòîä 
AFLP-ôèíãåðïðèíòèíãà îáëàäàåò âûñîêîé øòàììîâîé ñïåöèôè÷íîñòüþ, ðàçðåøàþùåé ñïîñîáíî-
ñòüþ è âîñïðîèçâîäèìîñòüþ ðåçóëüòàòîâ. Ìåòîä ìîæåò áûòü èñïîëüçîâàí äëÿ ïîëó÷åíèÿ èíäèâè-
äóàëüíûõ ãåíåòè÷åñêèõ ïàñïîðòîâ ìèêðîîðãàíèçìîâ, äåïîíèðóåìûõ â ÂÊÑÌ, â öåëÿõ çàùèòû àâ-
òîðñêèõ ïðàâ íà êîììåð÷åñêèå øòàììû.  
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Ê âàæíûìè çàäà÷àì êîëëåêöèîííîé ðàáîòû îòíîñèòñÿ èäåíòèôèêà-
öèÿ è ïàñïîðòèçàöèÿ êóëüòóð ìèêðîîðãàíèçìîâ, êîòîðûå íåîáõîäèìû äëÿ 
áåçîïàñíîãî èñïîëüçîâàíèÿ ìèêðîáèîëîãè÷åñêèõ ðåñóðñîâ â áèîòåõíîëî-
ãè÷åñêîé îòðàñëè (âêëþ÷àÿ ðàñòåíèåâîäñòâî, æèâîòíîâîäñòâî è ïèùåâóþ 
ïðîìûøëåííîñòü), à òàêæå çàùèòû àâòîðñêèõ ïðàâ íà êîììåð÷åñêèå øòàì-
ìû. Äëÿ ýòèõ öåëåé â íàñòîÿùåå âðåìÿ ïðèâëåêàþòñÿ êàê ìåòîäû, îñíî-
âàííûå íà èçó÷åíèè ôèçèîëîãî-áèîõèìè÷åñêèõ ñâîéñòâ øòàììîâ, òàê è ñî-
âðåìåííûå ìîëåêóëÿðíî-ãåíåòè÷åñêèå ìåòîäû, íàïðèìåð BOX, ERIC, REP-
PCR è AFLP-ôèíãåðïðèíòèíã (1, 2). Ðàçëè÷íûå âàðèàíòû ôèíãåðïðèíòèí-
ãà îñíîâàíû íà èçó÷åíèè ãåíîìíîé ÄÍÊ ìèêðîîðãàíèçìîâ äëÿ âûÿâëåíèÿ 
èíäèâèäóàëüíûõ îñîáåííîñòåé øòàììîâ, êîòîðûå ìîãóò áûòü èñïîëüçîâàíû 
ïðè ñîçäàíèè øòàìì-ñïåöèôè÷íûõ ïàñïîðòîâ. AFLP-ôèíãåðïðèíòèíã (am-
plified fragment length polymorphism) — îäèí èç íàèáîëåå ïåðñïåêòèâíûõ 
ïðèåìîâ ìîëåêóëÿðíî-ãåíåòè÷åñêîé ïàñïîðòèçàöèè ìèêðîîðãàíèçìîâ. Ìå-
òîä çàêëþ÷àåòñÿ â àíàëèçå ïîëèìîðôèçìà äëèí ðåñòðèöèðîâàííûõ è àì-
ïëèôèöèðîâàííûõ ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ (3, 4). Åãî ïðåèìóùåñòâî — î÷åíü âû-
ñîêàÿ ÷óâñòâèòåëüíîñòü, êîòîðàÿ ïîçâîëÿåò ãåíåðèðîâàòü èíäèâèäóàëüíûå 
ïðîôèëè øòàììîâ è ðàçëè÷àòü èõ â ïðåäåëàõ îäíîãî âèäà. Ðàíåå ñ ïîìî-
ùüþ AFLP-ôèíãåðïðèíòèíãà áûëè óñïåøíî ïðîâåäåíû èññëåäîâàíèÿ ãå-
íåòè÷åñêèõ ðàçëè÷èé ìåæäó áëèçêîðîäñòâåííûìè øòàììàìè êëóáåíüêî-
âûõ áàêòåðèé, îòíîñÿùèõñÿ ê ðàçíûì ðîäàì (5-7).   

Â ñâÿçè ñ ýòèì íàøà öåëü çàêëþ÷àëàñü â ðàçðàáîòêå ìåòîäèêè ãåíå-
òè÷åñêîé ïàñïîðòèçàöèè øòàììîâ, äåïîíèðîâàííûõ â Âåäîìñòâåííîé êîë-
ëåêöèè ïîëåçíûõ ìèêðîîðãàíèçìîâ ñåëüñêîõîçÿéñòâåííîãî íàçíà÷åíèÿ Ðîñ-
ñåëüõîçàêàäåìèè, ñ ïîìîùüþ AFLP-ôèíãåðïðèíòèíãà.  

Ìåòîäèêà. Îáúåêòàìè èññëåäîâàíèÿ áûëè 16 ïðàêòè÷åñêè öåííûõ 
øòàììîâ èç êîëëåêöèè ÂÊÑÌ: Rhizobium leguminosarum (348, 700, 261 è 
                                                 
∗
 Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ïîääåðæêå Ìèíèñòåðñòâà îáðàçîâàíèÿ è íàóêè ÐÔ â ðàìêàõ ÔÖÏ «Èññëåäîâà-
íèÿ è ðàçðàáîòêè ïî ïðèîðèòåòíûì íàïðàâëåíèÿì ðàçâèòèÿ íàó÷íî-òåõíè÷åñêîãî êîìïëåêñà Ðîññèè íà 
2007-2013 ãîäû» (Ãîñóäàðñòâåííûé êîíòðàêò ¹ 16.518.11.7095). 
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712), Rhizobium galegae 912, Bradyrhizobium japonicum 630, Bradyrhizobium sp. 
820, Bacillus thuringiensis (626, 634, 603, 640 è 642), à òàêæå øòàììû Lacto-
bacillus plantarum (616, 621, 631 è 613). Øòàììû êëóáåíüêîâûõ áàêòåðèé 
êóëüòèâèðîâàëèñü ïðè 28 °Ñ íà ìàííèòíî-äðîææåâîì àãàðå (YMA), Bacil-
lus thuringiensis — íà ìÿñîïåïòîííîì àãàðå (ÌÏÀ), ìîëî÷íîêèñëûå áàêòå-
ðèè — íà æèäêîì ñóñëå (8).   

Îáùóþ ÄÍÊ êëóáåíüêîâûõ áàêòåðèé âûäåëÿëè ïî ñëåäóþùåé ìå-
òîäèêå: 1,5 ìë íî÷íîé êóëüòóðû êëåòîê ðèçîáèé öåíòðèôóãèðîâàëè ïðè 
14000 îá/ìèí â òå÷åíèå 2 ìèí. Íàäîñàäî÷íóþ æèäêîñòü óäàëÿëè, à êëåòêè 
ðåñóñïåíäèðîâàëè â 500 ìêë áóôåðà TE (Òðèñ-HCl — 10 ììîëü/ë, EDTA — 
5 ììîëü/ë, pH 8,0). Ê ñóñïåíçèè äîáàâëÿëè ëèçîöèì (1 ìã/ìë), èíêóáèðî-
âàëè 5 ìèí ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå, çàòåì âíîñèëè SDS äî êîíöåí-
òðàöèè 0,5 % è ïðîòåèíàçó Ê äî êîíöåíòðàöèè 0,05 ìã/ìë è èíêóáèðîâàëè 
ïðè 37 °Ñ â òå÷åíèå 1 ÷. Ýêñòðàêöèþ ïðîâîäèëè ñìåñüþ ôåíîëà, õëîðî-
ôîðìà è èçîàìèëîâîãî ñïèðòà (24:24:1). ÄÍÊ îñàæäàëè äâóìÿ îáúåìàìè 
ýòàíîëà 5 ìèí ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå. Ðàñòâîð öåíòðèôóãèðîâàëè 
2 ìèí ïðè 14 000 îá/ìèí è ðàñòâîðÿëè îñàäîê â 100 ìêë äèñòèëëèðîâàííîé 
âîäû. Â ñëó÷àå âûäåëåíèÿ ÄÍÊ èç áàêòåðèé ðîäà Bacillus è Lactobacillus ââî-
äèëè ñòàäèþ ïðåäâàðèòåëüíîé îáðàáîòêè ïðîòåèíàçîé Ê â êîíöåíòðàöèè 
0,05 ìã/ìë ïðè 60 °Ñ â òå÷åíèå 1 ÷, ïðè íåîáõîäèìîñòè äëÿ ðàçðóøåíèÿ 
êëåòîê ñóñïåíçèþ âñòðÿõèâàëè ñî ñòåêëÿííûìè øàðèêàìè â ãîìîãåíèçàòî-
ðå FastPrep24 («MP Biomedicals», ÑØÀ) ïðè ìàêñèìàëüíîé ìîùíîñòè â 
òå÷åíèå 1 ìèí. Îêîí÷àòåëüíóþ î÷èñòêó ïðîâîäèëè, êàê îïèñàíî âûøå.   

Ïîëó÷åííóþ ãåíîìíóþ ÄÍÊ (50 íã) èñïîëüçîâàëè äëÿ îäíîâðåìåí-
íîé ðåàêöèè ðåñòðèêöèè è ëèãèðîâàíèÿ. Â ñîñòàâ ðåàêöèîííîé ñìåñè âõî-
äèëè ïî 2,5 åä. ðåñòðèêòàç MseI è EcoRI («MBI Fermentas», Ëèòâà), 1 åä. 
ëèãàçû ôàãà Ò4 («MBI Fermentas», Ëèòâà), äâà îëèãîíóêëåîòèäíûõ àäàïòå-
ðà — äëÿ ñàéòà EcoRI (adEco1 CTCGTAGACTGCGTACC è adEco2 AAT-
TGGTACGCAGTCTAC) è äëÿ ñàéòà MseI (adMse1 GACGAGAGTCCTG-
AG è adMse2 TACTCAGGACTCAT) â êîëè÷åñòâå 5 ïìîëü êàæäîãî. Ðåàê-
öèþ ïðîâîäèëè â áóôåðå äëÿ ëèãàçû («MBI Fermentas», Ëèòâà) ïðè 37 °Ñ â 
òå÷åíèå 16 ÷.  

Â ôèíàëüíîé àìïëèôèêàöèè, ðåçóëüòàòîì êîòîðîé áûëè ãåíîìíûå 
ôèíãåðïðèíòû, â êà÷åñòâå ìàòðèöû èñïîëüçîâàëè 1 ìêë ðåàêöèîííîé ñìå-
ñè, ïîëó÷åííîé íà ïðåäûäóùåé ñòàäèè, è ñåëåêòèâíûå ïðàéìåðû (ïî îä-
íîìó äëÿ êàæäîãî àäàïòåðà, ôëóîðåñöåíòíî ìå÷åííîãî êðàñèòåëåì FAM): 
Mse_a GA-TGAGTCCTGAGTAAA, Mse_cg GATGAGTCCTGAGTAACG èëè 
Mse_ca GATGAGTCCTGAGTAACA — äëÿ ñàéòà MseI; Eco_0 GACTGC-
GTACCAATT èëè Eco_a GACTGCGTACCAATTCA — äëÿ ñàéòà EcoRI (ïî 
10 ïìîëü êàæäîãî). Äëÿ ïîèñêà îïòèìàëüíîãî ñî÷åòàíèÿ èñïûòûâàëè âñå 
âîçìîæíûå êîìáèíàöèè MseI/EcoRI ñåëåêòèâíûõ ïðàéìåðîâ. Ïðåäâàðè-
òåëüíóþ îöåíêó ðåçóëüòàòà ïðîâîäèëè â àãàðîçíîì 3 % ãåëå, ôèíàëüíóþ – 
â óñëîâèÿõ àâòîìàòè÷åñêîãî êàïèëëÿðíîãî ýëåêòðîôîðåçà íà ãåíåòè÷åñêîì 
àíàëèçàòîðå ABI 3500xl («Applied Biosystems», ÑØÀ). Â ñìåñü äëÿ ýëåêòðî-
ôîðåòè÷åñêîãî ðàçäåëåíèÿ äîáàâëÿëè òàêæå èíòåðíàëüíûé ìàðêåð ìîëåêó-
ëÿðíîé ìàññû GeneScan-600 LIZ Size Standard («Applied Biosystems», ÑØÀ).   

Ïðè ñîïîñòàâëåíèè ôèíãåðïðèíòîâ èñïîëüçîâàëè ïðîãðàììó FPQuest 
(«Bio Rad», ÑØÀ). Èñõîäíûì ìàòåðèàëîì äëÿ àíàëèçà ñëóæèëè ôàéëû, ïî-
ëó÷åííûå ïîñëå ýëåêòðîôîðåòè÷åñêîãî ðàçäåëåíèÿ ôðàãìåíòîâ è ñîäåðæà-
ùèå êðèâûå, êîòîðûå ñîîòâåòñòâîâàëè ôðàãìåíòàì AFLP (FAM) è ñòàí-
äàðòó ìîëåêóëÿðíîé ìàññû (LIZ). Ôàéëû ïðåäâàðèòåëüíî ýêñïîðòèðîâàëè 
â TIFF-ôîðìàò.   

Ñòåïåíü ñõîäñòâà ìåæäó ôèíãåðïðèíòàìè îöåíèâàëè ïî êîððåëÿ-
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öèè Ïèðñîíà, îðèåíòèðîâàííîé ñêîðåå íà ïîèñê îáùåãî ñõîäñòâà ìåæäó 
êðèâûìè, ÷åì íà ïîèñê ôðàãìåíòîâ îäèíàêîâîãî ðàçìåðà.   

Ðåçóëüòàòû. Èç âñåõ ïðîàíà-
ëèçèðîâàííûõ øòàììîâ ìû âûäåëè-
ëè ãåíîìíóþ ÄÍÊ, êîíöåíòðàöèÿ è 
ñòåïåíü î÷èñòêè êîòîðîé áûëè äîñòà-
òî÷íûìè äëÿ ïðîâåäåíèÿ AFLP. Ðå-
àêöèè ðåñòðèêöèè è ëèãèðîâàíèÿ ñ 
àäàïòåðàìè äàëè îòëè÷íûé ðåçóëüòàò, 
òàê êàê ïðè èñïîëüçîâàíèè ðåñòðèê-
öèîííî-ëèãàçíîé ñìåñè â êà÷åñòâå 
ìàòðèöû íà çàâåðøàþùåì ýòàïå AFLP-
ÏÖÐ äëÿ âñåõ ïðîàíàëèçèðîâàííûõ 
ìèêðîîðãàíèçìîâ ïîëó÷èëè âûñîêî-
ñïåöèôè÷íûå ïðîôèëè. Â ðåçóëüòàòå 
èçó÷åíèÿ ðàçíûõ êîìáèíàöèé ñåëåê-
òèâíûõ ïðàéìåðîâ áûëà îòîáðàíà ïàðà 
Mse_ca/Eco_a êàê äàþùàÿ îïòèìàëü-
íîå ñîîòíîøåíèå êîëè÷åñòâà è ñïåöè-
ôè÷íîñòè ôðàãìåíòîâ (ðèñ. 1). 

Îáðàáîòêà ïîëó÷åííûõ äàííûõ 
â ïðîãðàììå FPQuest ïîçâîëèëà ýô-

ôåêòèâíî âûðàâíÿòü ôèíãåðïðèíòû, âû÷èñëèòü ñòåïåíü èõ ðîäñòâà è ïðî-
âåñòè êëàñòåðíûé àíàëèç, âêëþ÷àþùèé ñòàòèñòè÷åñêóþ ïîääåðæêó êëàñòå-
ðèçàöèè. Íà ïåðâîì ýòàïå áûëà ïîñòðîåíà äåíäðîãðàììà ðîäñòâà, îáúåäè-
íÿþùàÿ âñå ïîëó÷åííûå äàííûå, âêëþ÷àÿ ðàçëè÷íûå øòàììû è ðàçíûå 
îáúåìû ñìåñè ôðàãìåíòîâ, èñïîëüçîâàííûå ïðè ýëåêòðîôîðåçå (1; 0,5; 0,25 
èëè 0,1 ìêë) ñ öåëüþ ïîäáîðà îïòèìàëüíîãî ñîîòíîøåíèÿ äëÿ îáåñïå÷åíèÿ 
ýôôåêòèâíîãî ðàçäåëåíèÿ è ýëèìèíàöèè ýôôåêòîâ, ñâÿçàííûõ ñ ïåðåãðóç-
êîé èëè íåäîñòàòî÷íûì êîëè÷åñòâîì âíåñåííîãî ìàòåðèàëà (ðèñ. 2). 

Àíàëèç ïîëó÷åííûõ äàííûõ ïîêàçàë, ÷òî çà èñêëþ÷åíèåì øòàììîâ, 
èìåþùèõ âûñîêèé óðîâåíü ñõîäñòâà (øòàììû 621, 616, 631 è 613 Lactoba-
cillus; 626/634 è 640/642 Bacillus thuringiensis), ôèíãåðïðèíòû ãðóïïèðóþòñÿ 
ñòðîãî ïî øòàììàì, äåìîíñòðèðóÿ î÷åíü âûñîêîå ñõîäñòâî ìåæäó ïðîôè-
ëÿìè, ñîîòâåòñòâóþùèìè ðàçíûì êîëè÷åñòâàì AFLP-ñìåñè è ïðèíàäëå-
æàùèì îäíîìó è òîìó æå øòàììó. Íà îñíîâàíèè ñîïîñòàâëåíèÿ ðåçóëüòà-
òîâ áûëî ïðîäåìîíñòðèðîâàíî, ÷òî â ïðîâîäèìîì ýêñïåðèìåíòå îïòè-
ìàëüíîå äëÿ íàíåñåíèÿ â ãåíåòè÷åñêèé àíàëèçàòîð êîëè÷åñòâî ñîîòâåòñò-
âóåò 0,1 ìêë ñìåñè AFLP. Ïîýòîìó äëÿ ôèíàëüíîãî ñðàâíåíèÿ âûáðàëè 
èìåííî ýòè îáðàçöû ñ íàèìåíüøåé êîíöåíòðàöèåé (ðèñ. 3). Èõ àíàëèç âû-
ÿâèë î÷åâèäíûå ðàçëè÷èÿ â íàáîðàõ ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ, ÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò 
îá î÷åíü âûñîêîé ÷óâñòâèòåëüíîñòè ìåòîäà, êîòîðûé ïîçâîëÿåò ïîëó÷àòü 
óíèêàëüíûå ïðîôèëè äëÿ êàæäîãî øòàììà è äèñêðèìèíèðîâàòü èõ â ïðå-
äåëàõ îäíîãî âèäà. Òåì íå ìåíåå, íåñìîòðÿ íà î÷åíü âûñîêóþ ñïåöèôè÷-
íîñòü ìåòîäà, êëàñòåðíûé àíàëèç AFLP-ïðîôèëåé ïîçâîëÿåò äîñòàòî÷íî 
÷åòêî ãðóïïèðîâàòü øòàììû â ñîîòâåòñòâèè ñ èõ ôèëîãåíåòè÷åñêèì ðîäñò-
âîì. Íà äåíäðîãðàììå (ñì. ðèñ. 3) øòàììû ðèçîáèé (348, 912, 630, 820, 
700, 261 è 712), øòàììû Bacillus (626, 634, 603, 640 è 642), à òàêæå øòàììû 
Lactobacillus (616, 621, 631 è 613) îáðàçóþò îáîñîáëåííûå ãðóïïû. Ñðåäè 
ïðîàíàëèçèðîâàííûõ êëóáåíüêîâûõ áàêòåðèé ïÿòü øòàììîâ — 348 (Rhizo-
bium leguminosarum bv. trifolii), 912 (Rhizobium galegae), 630 (Bradyrhizobium 
japonicum), 820 (Bradyrhizobium sp.), 700 (Rhizobium leguminosarum bv. phaseoli) 
îêàçàëèñü âíå êëàñòåðîâ (óðîâíè ñõîäñòâà ìåíåå 30 %). Äðóãèå äâà øòàììà  

 
Ðèñ. 1. Ïðåäâàðèòåëüíûé ýëåêòðîôîðåç â 3 % 
àãàðîçíîì ãåëå AFLP-ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ ðèçî-
áèé, ïîëó÷åííûõ ñ èñïîëüçîâàíèåì ñåëåêòèâ-
íûõ ïðàéìåðîâ Mse_ca/Eco_a. 
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Ðèñ. 2. Ñîïîñòàâëåíèå âñåõ äàííûõ (âñå øòàììû ìèêðîîðãàíèçìîâ è âñå êîëè÷åñòâà), ïîëó÷åí-
íûõ ïðè ðàçäåëåíèè AFLP-ôðàãìåíòîâ íà ãåíåòè÷åñêîì àíàëèçàòîðå (ABI 3500xl, «Applied Biosys-
tems», ÑØÀ): 1 — 1 ìêë, 2 — 0,5 ìêë, 3 — 0,25 ìêë, 4 — 0,1 ìêë. 

 

ðèçîáèé (261 è 712 Rhizobium leguminosarum bv. viciae), êàê è øòàììû Bacil-
lus è Lactobacillus, ìîãóò áûòü îòíåñåíû ê îòäåëüíûì ãðóïïàì, ïîñêîëüêó 
ñòåïåíü ñõîäñòâà áîëåå 50 % äîñòàòî÷íà äëÿ ñòàòèñòè÷åñêè äîñòîâåðíîãî 
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ðàçäåëåíèÿ êëàñòåðîâ (9, 10).  
 

Ðèñ. 3. Ñîïîñòàâëåíèå äàííûõ AFLP-ôèíãåðïðèíòèíãà, ñîîòâåòñòâóþùèõ âíåñåíèþ 0,1 ìêë ñìå-
ñè, äëÿ âñåõ ïðîàíàëèçèðîâàííûõ øòàììîâ.  

 

Òàêèì îáðàçîì, ìåòîä AFLP-ôèíãåðïðèíòèíãà ïðîäåìîíñòðèðîâàë 
âûñîêóþ ðàçðåøàþùóþ ñïîñîáíîñòü ïðè ïðîâåäåíèè êàê âíóòðèâèäîâîé, 
òàê è ìåæâèäîâîé äèôôåðåíöèàöèè ãåíîòèïîâ. Ìåòîä õàðàêòåðèçóåòñÿ âû-
ñîêîé âîñïðîèçâîäèìîñòüþ, íàëè÷èåì ðÿäà ýôôåêòèâíûõ ïîäõîäîâ ê àíà-
ëèçó ïîëó÷åííûõ äàííûõ è ìîæåò ñ óñïåõîì ïðèìåíÿòüñÿ â ðàñòåíèåâîäñò-
âå, âåòåðèíàðèè è â ïèùåâîé ïðîìûøëåííîñòè äëÿ ìîëåêóëÿðíî-ãåíåòè÷å-
ñêîé õàðàêòåðèñòèêè ïðàêòè÷åñêè öåííûõ øòàììîâ ìèêðîîðãàíèçìîâ. Ðå-
çóëüòàòû èññëåäîâàíèÿ áóäóò èñïîëüçîâàíû äëÿ ñòàíäàðòèçàöèè ïðîöåäóðû 
ïðîâåäåíèÿ êîìïëåêñíîé äîêàçàòåëüíîé ïàñïîðòèçàöèè øòàììîâ ñåëüñêî-
õîçÿéñòâåííûõ ìèêðîîðãàíèçìîâ, äåïîíèðîâàííûõ â Âåäîìñòâåííîé êîë-
ëåêöèè ïîëåçíûõ ìèêðîîðãàíèçìîâ ñåëüñêîõîçÿéñòâåííîãî íàçíà÷åíèÿ Ðîñ-
ñåëüõîçàêàäåìèè (ÂÊÑÌ).   
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OPTIMIZATION OF THE AFLP-FINGERPRINTING METHOD FOR  
A MOLECULAR-GENETIC CERTIFICATION OF AGRICULTURAL  

MICROORGANISMS 
 

V.I. Safronova, E.P. Chizhevskaya, E.E. Andronov 
 

S u m m a r y  
 

The study involved 16 strains of the Russian collection of agricultural microorganisms 
(RCAM) related to the genera Bacillus, Lactobacillus, Rhizobium, and Bradyrhizobium. The aim of 
the work was to develop a procedure of the genotypic certification of strains with AFLP-fingerprinting 
(amplified fragment length polymorphism), providing detection of nucleotide polymorphisms and 
small rearrangements. As a result the protocol of AFLP-fingerprinting, ranging from the isolation of 
DNA from microbial cells and ending with computer data processing is developed. It is shown that 
the method of AFLP-fingerprinting has a high specificity, resolution and reproducibility of results. 
This method can be used to obtain individual genetic passports of microorganisms deposited in the 
RCAM, in order to protect the copyright of the commercial strains. 
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