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Rhizobium leguminosarum – это грамотрица-
тельные почвенные бактерии, способные фик-
сировать азот. Ризобии могут существовать и 
как свободно живущие микроорганизмы, и как 
азотфиксирующие симбионты внутри клубень-
ков растения-хозяина. Установление специфич-
ных симбиотических отношений между ризо-
биями и бобовыми растениями представляет 
собой сложный процесс, требующий обмена 
сигнальными молекулами-посредниками меж-
ду обоими партнерами. Выделяемые корнями 
бобовых растений флавоноиды индуцируют у 
ризобий экспрессию генов клубенькообразо-
вания (nod, nol и noe). В результате ризобии 
синтезируют специфические сигнальные мо-
лекулы – липохитоолигосахариды, называемые 
Nod факторами [1]. Nod факторы отвечают за 
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формирования клубеньков, то есть новой спе-
циализированной структуры, в которой проис-
ходит фиксация азота [2], [3]. 

Nod факторы играют важную роль в фор-
мировании клубеньков, однако, для формирова-
ния эффективных фиксирующих азот клубень-
ков необходимо участие генов, вовлеченных 
в формирование бактериальной клеточной 
поверхности, таких как гены, ответственные 
за синтез экзополисахаридов (exo/pss гены), 
липополисахаридов (lps гены), капсулярных 
полисахаридов или К-антигенов и β-1,2(1,3)-
глюканов (ndv гены) [4]. Мутации по этим ге-
нам нарушают инфекционный процесс в раз-
личной степени.

Ризобактерии синтезируют большое коли-
чество кислых внеклеточных полисахаридов 
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(ЭПС), так как они играют решающую роль 
в симбиотических взаимодействиях клубень-
ковых бактерий с бобовыми растениями [5]. 
Так синтез ЭПС ризобиями, которые образуют 
клубеньки недетерминированного типа (на-
пример, Trifolium, Pisum, Vicia и Medicago), 
необходим для скручивания корневых воло-
сков, правильного формирования инфекци-
онных нитей, дифференцировки бактерои-
дов и эффективного клубенькообразования 
[6]. Экзополисахарид-дефицитные мутанты 
Rhizobium leguminosarum bv. trifolii индуци-
руют образование небольших, клубеньков на 
растениях клевера, которые неэффективны при 
фиксации азота [7]. 

Биосинтез ЭПС у ризобий, происходит в 
3 этапа: синтез повторяющихся олигосахарид-
ных звеньев, их модификация и полимеризация, 
а также транслокация на поверхность клет-
ки. ЭПС синтезированный R. leguminosarum, 
представляет собой полимер, состоящий из 
октасахаридных повторяющихся единиц, со-
держащих D-глюкозу, D-глюкуроновую кис-
лоту и D-галактозу в молярном соотношении 
5:2:1. Этот октасахарид модифицируется дву-
мя остатками ацеталя пировиноградной кис-
лоты, О-ацетильными и гидроксибутаноиль-
ными группами [6]. Сборка повторяющихся 
звеньев инициируются путем переноса глюкозо-
1-фосфата с UDP-глюкозы на носитель C55-
изопренилфосфата (IP), который расположен на 
внутренней мембране. Эта стадия синтеза ЭПС 
обеспечивается глюкозил-IP-трансферазой, 
кодируемой консервативным геном pssA. Ген 
pssA не связан с другими генами синтеза ЭПС 
и представлен отдельной открытой рамкой счи-
тывания [8]. 

Регуляция биосинтеза ЭПС важна для 
выполнения биологических функций этого 
полимера в симбиозе. Однако все еще мало 
известно о регуляции экспрессии генов pss в 
ответ на сигналы окружающей среды. Один 
из таких регуляторных генов rosR, который 
кодирует транскрипционный регулятор, уча-
ствующий в биосинтезе ЭПС. Мутация в гене 
rosR в R. leguminosarum bv. trifolii приводит к 
3-кратному уменьшению синтеза ЭПС и об-
разованию клубеньков у клевера, неспособ-
ных фиксировать атмосферный азот, тогда 

как множественные копии этого гена вызвали 
2-кратное увеличение синтеза этого полимера 
[9]. RosR представляет собой белок массой 
15,7 кДа. C-конец белка представлен мотивом 
цинкового пальца типа C2H2, который связы-
вается с последовательностью в 22-п.н., на-
зываемой RosR box. Было показано, что RosR 
распознает и связывается с мотивом RosR 
box, расположенным до rosR и, в следствии, 
отрицательно регулирует транскрипцию гена. 
На экспрессию rosR влияют такие факторы 
окружающей среды, как источники углерода, 
фосфатов и флавоноиды. Те же внешние фак-
торы влияют на уровень производства ЭПС в 
R. leguminosarum [10].

В свободноживущих клетках ризобий ЭПС 
выполняют несколько другие функции, такие 
как сбор питательных веществ, защита от воз-
действия окружающей среды, прикрепление 
к абиотическим и биотическим поверхностям 
и формирование биопленок, обеспечивающих 
адаптацию бактерий к изменяющимся условиям 
окружающей среды [7].

Прикрепление почвенных бактерий к расти-
тельным клеткам является одним из самых ран-
них этапов взаимодействия симбионтов в слож-
ном специфическом инфекционном процессе, 
необходимом для растительно-микробных взаи-
модействий. Первой фазой прикрепления явля-
ется обратимое и неспецифическое связывание, 
в котором участвуют ризобиальные экзополиса-
хариды. Такое прикрепление представляет со-
бой начальный этап формирования ризобиями 
биопленок на корнях растений [11].

В настоящее время формирование биопле-
нок ризобиями и взаимосвязь этого процесса с 
эффективным клубенькообразованием интен-
сивно изучается [12]. Для исследования генов, 
ответственных за синтез экзополисахаридов, в 
рамках их воздействия на формирование био-
пленок ризобиями, в частности в искусствен-
ных симбиотических системах, где большую 
роль играет колонизация корней растений, не-
обходима визуализация взаимодействия азот-
фиксирующих бактерий с корнями растений. 
В виду этого целью данной работы являлось 
получение рекомбинантных по генам pssA и 
rosR ризобиальных штаммов, меченных флуо-
ресцентным белком GFP.

Получение рекомбинантных по генам pssA и rosR...Лавина А.М. и др.



78 ВЕСТНИК ОРЕНБУРГСКОГО ГОСУДАРСТВЕННОГО УНИВЕРСИТЕТА 2017 № 9 (209)

Материалы и методы
Объекты и материалы исследования
В экспериментах по клонированию при-

меняли плазмидные векторы pJN105TurboGFP, 
pAL-2T, pJB658, а также штамм Escherichia coli 
NEB 10. В опытах трансформации ризобиаль-
ных штаммов использовали дикие штаммы R. 
leguminosarum VCr7 и штамм R. leguminosarum 
VSy3 из коллекции штаммов бактерий ИБГ 
УНЦ РАН.

Молекулярно-биологические 
манипуляции
Выделение высокомолекулярной бактери-

альной ДНК проводили по методу Грэхэма с 
некоторыми модификациями. Выделение плаз-
мидной ДНК, анализ рекомбинантных клонов, 
клонирование амплифицированной ДНК в 
плазмидные векторы, расщепление ДНК ре-
стрикционными эндонуклеазами и лигирование, 
подготовку компетентных клеток и их транс-
формацию плазмидной ДНК, электрофорез 
фрагментов ДНК и их элюцию из легкоплавкой 
агарозы проводили полабораторному руковод-
ству Сэмбрука и соавт. Полимеразную цепную 
реакцию (ПЦР) проводили с использованием 
стандартных наборов для амплификации ДНК 
«ДНК-технология» (Россия) в приборе Терцик 
МС2 («ДНК-технология», Россия). Определе-
ние нуклеотидных последовательностей ДНК 
выполняли на автоматическом секвенаторе 
ABI PRISM 310 (“Applied Biosystems”, США), 
используя наборы для секвенирования “Big 
Dye Terminator v. 3.0”. Анализ нуклеотидных 
последовательно стей проводили с помощью 

пакета компьютерных программ Lasergene 
(“DNASTAR, Inc.”, США).

Результаты и обсуждение
Для визуализации взаимодействия ризобий 

с корнями растений, нами была получена генно-
инженерная конструкция с зеленым флуорес-
центным белком GFP. Так целевой ген GFP был 
амплифицирован из вектора pJN105TurboGFP, 
который ранее был получен в нашей лаборато-
рии [13]. Для того чтобы обеспечить конститу-
тивную экспрессию зеленого флуоресцентного 
белка, данный ген был амплифицирован вместе 
с промотором фага Т5 при помощи специфич-
ных праймеров, содержащих сайт рестрикции 
HindIII. Далее амплифицированную последова-
тельность ДНК клонировали в промежуточный 
вектор pAL-2T. Затем из плазмиды pAL-2T с 
помощью рестриктазы HindIII была вырезана 
последовательность ДНК, содержащая консти-
тутивный промотор фага Т5 и ген GFP. После 
этого последовательность ДНК была клони-
рована в вектор pJB658 по сайту рестрикции 
HindIII (рис. 1). Так был получен штамм E. coli 
+ pJB658GFP, меченный флуоресцентным бел-
ком GFP (рис. 2).

Данный вектор использовался для созда-
ния плазмидных конструкций с генами pssA и 
rosR, которые ответственны за синтез экзопо-
лисахаридов. Для этого гены pssA и rosR были 
амплифицированы, с помощью специфичных 
праймеров с сайтами рестрикции NdeI, флан-
кирующих структурную часть генов. Данные, 
полученные при секвенировании исследуемых 
последовательностей, подтвердили их идентич-

Рисунок 1 – Схема создания генно-инженерной конструкции pJB658GFP

Микробные симбиозы в экосистемах
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Рисунок 2 – А – Изображение штамма E. coli + pJB658GFP на чашке Петри,
Б – Изображение штамма E. coli + pJB658GFP, полученное с помощью флуоресцентного микроскопа.

Рисунок 3 – Схема создания конструкций с геном GFP и генами pssA или rosR

Рисунок 4 – A - R. leguminosarum VCr7; Б - R. leguminosarum VCr7 + pJB658GFP pssA; В - R. leguminosarum VSy3; 
Г - R. leguminosarum VSy3 + pJB658GFP rosR.

Рисунок 5 – Изображения ризобактерий, меченых GFP, полученные 
с применением флуоресцентного микроскопа:
А - R. leguminosarum VCr7 + pJB658GFP_pssA,
Б - R. leguminosarum VSy3 + pJB658GFP_rosR.

Получение рекомбинантных по генам pssA и rosR...Лавина А.М. и др.
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ность с последовательностями, представленны-
ми в GenBank. Так гены pssA и rosR были кло-
нированы в промежуточный вектор pAL-2T, а 
затем в вектор pJB658GFP под индуцибельным 
промотором Pm (рис. 3).

Далее данными конструкциями были 
трансформированы ризобиальные штаммы. Так 
были получены штамм R. leguminosarum VCr7 
pJB658GFP+pssA и штамм R. leguminosarum 
VSy3 pJB658GFP+rosR (рис. 4). 

Флуоресцентное свечение трансформи-
рованных штаммов было проанализировано 
с помощью флуоресцентного микроскопа 
(рис. 5). 

Согласно литературным данным ризоби-
альная клеточная поверхность покрыта капсу-
лой, состоящей главным образом из ЭПС. Ри-
зобактерии синтезируют большое количество 
ЭПС, необходимых для установления симбио-
тических отношений с бобовыми растениями, 
питания, защиты от вредных факторов окру-
жающей среды, формирования биопленок [12]. 
Чем больше ризобии синтезируют ЭПС, тем 
выше их конкурентоспособность по сравне-
нию с другими штаммами. Полученные в дан-
ной работе рекомбинантные штаммы ризобий 
характеризуются большей наработкой ЭПС по 
сравнению с дикими штаммами, что выража-

ется наибольшим ослизнением азотфиксирую-
щих бактерий.

Заключение
Таким образом, были получены штамм 

Rhizobium leguminosarum VCr7 pJB658GFP + 
pssA и штамм R. leguminosarum VSy3 pJB658-
GFP + rosR, которые характеризуются большей 
наработкой экзополисахаридов, что выражает-
ся наибольшим ослизнением азотфиксирую-
щих бактерий.

Таким образом, была получена генно-
инженерная конструкция с зеленым флуорес-
центным белком GFP, который необходим для 
визуализации взаимодействия ризобий с кор-
нями растений, а также исследуемыми генами, 
участвующими в биосинтезе экзополисахари-
дов (pssA/rosR). С помощью данной конструк-
ции были получены штаммы R. leguminosarum 
VCr7 + pJB658GFP_pssA и R. leguminosarum 
VSy3 + pJB658GFP_rosR. Показано, что реком-
бинантные ризобиальные штаммы с дополни-
тельной копией гена pssA/rosR характеризуются 
большим ослизнением клеточных стенок, по 
сравнению с дикими штаммами, что указывает 
на их большую выработку экзополисахаридов 
и, как следствие, указывает на повышение кон-
курентоспособности штаммов.
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