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Список сокращений и условных обозначений 

ЭПС – экзополисахариды 

ЛПС – липополисахариды 

КПС – капсульные полисахариды 

NF - Nod – факторы 

ПБМ – перибактероидная мембрана 

UDP – уридиндифосфат 

IMP – инозитолмонофосфотаза 

АТЛ – N–ацетил-гомосеринлактон 

ПЦР – полимеразная цепная реакция 

ТАЕ – трис-ацетатный буфер 

YM-среда – маннитно-дрожжевая среда 

ДНК – дизоксирибонуклеиновая кислота 

П.н. – нуклеотидная пара 
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ВВЕДЕНИЕ 

Актуальность темы исследования.  

В род Rhizobium объединены почвенные бактерии, вызывающие 

образование специальных структур (клубеньков) на корнях бобовых 

растений. Внутри этих клубеньков, в условиях симбиоза ризобии способны 

фиксировать азот, путем восстановления атмосферного азота до аммиака 

ферментативным комплексом – нитрогеназой (Janczarek, 2011). 

Первоначальным этапом в формировании симбиотических отношений 

является прикрепление ризобий к поверхности корней растения-хозяина, 

путем обратимого и неспецифического связывания. Такое прикрепление 

представляет собой начальный этап формирования ризобиями биопленок на 

корнях растений. Наиболее важная роль в данном процессе принадлежит 

кислым внеклеточным полисахаридам или экзополисахаридам (ЭПС), 

синтезируемые азотфиксирующими бактериями (Rinaudi et al., 2010). 

Изучение биопленок в настоящее время вызывает огромный интерес 

исследователей, главным образом, в связи с тем, что этот способ 

существования бактерий создает большие проблемы в медицинской 

практике, поскольку они часто образуются при различных инфекционных 

патологиях. Течение инфекционных болезней может протекать с 

осложнениями именно из-за формирования в организме микробных 

биопленок. С биопленочными инфекциями связаны многие хронические 

заболевания – муковисцидозная пневмония, средний отит, патология зубов и 

околозубных тканей, остеомиелит, инфекции мочевыводящих путей и 

другие. В виду этого важно изучать процессы генетического контроля 

образования биопленок (Глушанова и др., 2015). 

Однако, генетический контроль образования биопленок изучен 

недостаточно. В данном исследовании мы остановимся лишь на нескольких 

факторах генетической регуляции формирования бактерий и ограничимся 

генами: pssA, ответственным за инициацию биосинтеза ЭПС (Ivashina et al., 
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1994), pssB, кодирующим инозитолмонофосфатазу (Janczarek, 2011), rosR, 

ответственным за регуляцию транскрипции (Janczarek, 2011), и prsD и prsE, 

отвечающим за секрецию белка NodO, который играет роль в передаче 

сигналов в процессе образования клубеньков (Skorupska et al., 2006). 

Накопленные данные подтверждают важность генетического контроля 

синтеза экзополисахаридов и изучения их биологических функций в 

симбиотических взаимодействиях между ризобиями и растением-хозяином. 

Цель исследования 

Целью данной работы являлась идентификация генов pssA, pssB, prsD, 

prsE и rosR, регулирующих биосинтез экзополисахаридов у бактерий рода 

Rhizobium. 

Задачи исследования 

1. Проведение сравнительного анализа последовательностей генов pssA, 

pssB, rosR, prsD, prsE зарегистрированных в GenBank. 

2. Подбор специфичных праймеров к исследуемым генам. 

3. Выделение геномной ДНК из ризобактерий. 

4. Амплификация генов pssA, pssB, rosR, prsD, prsE.  

5. Секвенирование, полученных при амплификации генов pssA, pssB, rosR, 

prsD, prsE, последовательностей ДНК и их сравнение с 

последовательностями представленными в GenBank. 

6. Скрининг штаммов Rhizobium leguminosarum на наличие генов pssA, pssB, 

rosR, prsD, prsE. 

Обоснование новизны исследования 

Для бактерий рода Rhizobium провели сравнительный анализ 

последовательностей генов pssA, pssB, rosR, prsD, prsE, зарегистрированных 

в GenBank. Подобрали специфичные праймера, франкирующие структурную 

часть каждого гена для штаммов Rhizobium leguminosarum. Провели 
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секвенирование последовательностей ДНК, амплифицированных с помощью 

подобранных праймеров. Данные полученные при секвенировании 

исследуемых последовательностей подтвердили их идентичность с 

последовательностями, представленными в GenBank. Таким образом, 

впервые был проведен скрининг 99 штаммов R. leguminosarum из коллекции 

ИБГ УНЦ РАН. В результате скрининга был выявлен 1 штамм ризобий, 

содержащий все исследуемые гены, регулирующие биосинтез ЭПС. Ген pssA, 

ответственный за инициацию биосинтеза экзополисахаридов, был 

идентифицирован у 26 ризобиальных штаммов, ген pssB, кодирующий 

инозитолмонофосфатазу - у 21, ген rosR, ответственный за регуляцию 

транскрипции - у 31, гены prsD и prsE, отвечающие за секрецию белка NodO 

- у 20 и 21 ризобиального штамма соответственно. 

Теоретическая значимость и практическая ценность полученных 

результатов 

Проведенное исследование показывает оценку степени важности 

генетического контроля биосинтеза ЭПС в процессе образования 

ризобиальных биопленок. Поскольку, ЭПС играют решающую роль в 

прикрепление бактерий к поверхностям, в установлении симбиотических 

отношений с бобовыми растениями, в питании и защите от вредных 

факторов окружающей среды. В данной работе было показано, как наличие 

генов ЭПС влияет на образование биопленок. 

В рамках исследования, был проведен скрининг 99 штаммов R. 

leguminosarum из коллекции ИБГ УНЦ РАН на предмет наличия у них генов 

pssA, pssB, prsD, prsE и rosR, регулирующих биосинтез ЭПС. В результате 

скрининга был выявлен 1 штамм ризобий, содержащий все исследуемые 

гены и 23 штамма, у которых не было обнаружено ни одного из 

представленных генов. Такие штаммы характеризовались скудным 

ослизнением клеток, по сравнению с другими штаммами. Данное 
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исследование показало, как наличие генов, ответственных за синтез ЭПС, 

влияет на образование ризобиальных биопленок.  

Полученные результаты раскрывают функциональную особенность 

каждого из исследуемых генов, участвующих в биосинтезе ЭПС в процессах, 

связанных с образованием ризобактериями биопленок, показывают их роль в 

установлении симбиотических отношений и выживании ризобактерий в 

естественных условиях ризосферы. Чем больше ризобии синтезируют ЭПС, 

тем выше их конкурентоспособность по сравнению с другими штаммами 

В медицинской практике формирование биопленок создаёт большую 

проблему из-за трудностей борьбы с ними. Так, методы идентификации и 

изучение генов, которые участвуют в образовании патогенных биопленок в 

организме человека, позволяют найти способ борьбы с биопленками, путём 

регулирования этих генов, что приведет к тому, что бактерии окажутся 

неспособны образовывать биопленки. 

Проведенное нами исследование, свидетельствуют о существенной 

роли изучения генетической регуляции ЭПС не только у ризобиальных 

биопленок, но и у биопленок, образованными патогенными бактериями в 

организме человека. 
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ГЛАВА 1. ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ 

1.1. Характеристика бактерий рода Rhizobium 

Род Rhizobium включает в себя грамотрицательные почвенные 

бактерии, которые способны устанавливать симбиоз с некоторыми бобовыми 

растениями. При стимуляции флавоноидами, выделяющимися из корней 

бобовых в почву, ризобии начинают синтезировать сигнальные молекулы, 

которые отвечают за образование клубеньков. Эти сигнальные молекулы, 

называемые Nod – факторами (NF), были идентифицированы как 

липохитоолигосахариды. Nod - факторы провоцируют деформацию и 

скручивание корневых волосков, что ведет к образованию инфекционной 

нити, трубчатой структуры, через которую ризобии попадают внутрь корня 

растения-хозяина. Зесь ризобии интенсивно размножаются и образуют 

азотфиксирующие клубеньки (Овцына и др., 2004).  

Клубеньки, образованные на корнях бобовых растений, делятся на два 

разных типа: недетерминированные и детерминированные. Такие бобовые 

культуры, как клевер, горох и люцерна, образуют клубеньки 

недерминированного типа, они имеют цилиндрическую форму, с постоянной 

меристематической активностью, ответственной за рост клубенька на 

протяжении всей его жизни. Тропические бобовые, такие как соя и бобы, 

образуют клубеньки детерминированного типа, которые имеют сферическую 

форму и утрачивают меристематическую активность вскоре после 

образования клубенька. В обоих случаях ризобии пройдя через 

инфекционную нить, высвобождаются в корковые клетки и окружаются 

перибактероидными мембранами (ПБМ), дифференцируясь в бактероиды 

(рисунок 1). Бактероиды синтезируют азотистый комплекс и другие белки, 

которые позволяют им фиксировать азот и превращать его в аммиак. В свою 

очередь, растения поставляют бактериям углеводы в качестве источника 

углерода и энергии. Каждый шаг установления симбиоза тесно 
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контролируется через сложную сеть сигнальных каскадов (Цыганова и др., 

2012). 

 

Рисунок 1 (Dewi, 2007) - Этапы формирования клубеньков: A - Белок на 

поверхности корневых волосков – лектин – «узнает» полисахарид наружной 

поверхности клеточной стенки бактерии и прочно связывается с ним; B - 

Проникновение бактерий внутрь клеток корня, за счет разрушения клеточной 

стенки ферментами растения и формирования инфекционной нити; C - Здесь 

ризобии активно делятся, и увеличиваясь в размерах становятся 

бактероидами, что способствует формированию клубеньков 

1.2. Химическая структура ризобиальных экзополисахаридов 

Ризобиальные ЭПС являются видоспецифичными (или даже 

штаммоспецифическими) линейными или разветвленными 

гетерополимерами, состоящими из повторяющихся единиц, содержащих в 

основном обычные моносахариды (D-глюкозу, D-галактозу, D-маннозу, L-
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рамнозу, D-глюкуроновую кислоту и D-галактуроновую кислоту), которые 

присоединяются к молекулам неуглеводной природы, (например, ацетил, 

пировинил, сукцинил и 3-гидроксибутаноильные группы), ответственным за 

кислотный характер ЭПС (Skorupska, 2006). Среди ЭПС было описано 

большое разнообразие в химической структуре, которое касается их состава 

сахаров и размера их повторяющихся звеньев, типы гликозидных связей, 

молекул неуглеводной природы и степени полимеризации (Fraysse et al., 

2003; Laus et al., 2006) 

ЭПС производятся в двух формах различных молекулярных масс: в 

высокомолекулярной фракции, содержащей полимеры от 106 до 107 Да и в 

низкомолекулярной фракции, состоящей из мономерных, димерных и 

тримерных повторов. Низкомолекулярная фракция является активной 

биологической формой ЭПС, необходимой для успешного проникновения 

ризобий в клетки корня растения, образующих клубеньки  

недетерминированного типа (Цыганова и др., 2012).  

В общем, ЭПС, синтезированные быстрорастущими ризобиями 

(например, Sinorhizobium meliloti и R. leguminosarum), состоят из 

повторяющихся единиц октасахарида, в которых глюкоза является 

доминирующим компонентом сахара (рисунок 2). Синтезируемые ими ЭПС 

имеют сходную основную структуру, но могут различаться по своим 

неуглеводным заместителям. ЭПС R. leguminosarum состоят из 

повторяющихся единиц, которые содержат D-глюкозу, D-глюкуроновую 

кислоту и D-галактозу в молярном соотношении 5: 2: 1, соединенных β-1,3 и 

β-1,4-гликозидными связями, и модифицированных ацетильной, 

пирувильной и 3-гидроксибутаноильной группами. Однако, R. leguminosarum 

штамм 248 продуцирует ЭПС, повторяющиеся звенья которого имеют 

дополнительный остаток глюкуроновой кислоты и отсутствие 3-

гидроксибутаноильной группы (Laus et al., 2005; Janczarek, 2014).  

http://www.xumuk.ru/encyklopedia/2650.html
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Рисунок 2 (Marczak et al., 2017) - Химические структуры 

повторяющихся звеньев ризобиальных ЭПС R. leguminosarum 

1.3. Гены, участвующие в синтезе ЭПС у R. leguminosarum 

Гены, участвующие в синтезе предшественников нуклеотидных 

сахаров, а также гены, участвующие в синтезе и экспорте ЭПС, расположены 

на хромосоме R. leguminosarum, и большинство из них сгруппированы в 

большой кластер, называемый Pss-I (рисунок 3) (Król et al., 2007).  

 

 

 

Рисунок 3 (Young et al., 2006; Król et al., 2007) – Кластерная 

организация генов, отвечающих за синтез ЭПС у R. leguminosarum 

Известно два гена exoB и exo5, ответственные за синтез 

предшественников сахаров, которые были идентифицированы у R. 
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leguminosarum. Ген exoB кодирует фермент UDP-глюкоза-4-эпимеразу, 

необходимую для синтеза UDP-галактозы, которая является донором этого 

сахара в синтезе ЭПС и других полисахаридов, содержащих галактозу. 

Мутант по гену exoB продуцирует ЭПС, лишенные галактозы в 

повторяющихся единицах и почти полностью не способен проникать в корни 

растений-хозяев, вызывая образование аномальных клубеньков. Ген exo5, 

расположенный в кластере Pss-I, кодирует UDP-глюкозодегидрогеназу, 

которая отвечает за превращение UDP-глюкозы в UDP-глюкуроновую 

кислоту. Мутант по гену exo5 проявляет плейотропные эффекты, включая 

изменения в оболочке бактериальных клеток и ухудшение симбиоза (Laus et 

al., 2004). Мутант по гену exo5 не способен синтезировать ни UDP-

глюкуроновую, ни UDP-галактуроновую кислоту, и, как следствие, не 

производит ЭПС (Muszyński et al., 2011). 

Ген pssA, кодирует белок, участвующий в первом этапе синтеза 

октасахаридной субъединицы. Он представляет собой одну открытую рамку 

считывания и расположен на большом расстоянии от других генов pss. Этот 

ген кодирует активность интегрального мембранного белка глюкозил-IP-

трансферазы, который переносит глюкозо-1-фосфат из UDP-глюкозы на 

липидный носитель. Ген pssA является очень консервативным геном, 

который присутствует не только у бактерий вида R. leguminosarum (Janczarek 

et al., 2003), но и у других близкородственных видов, таких как Rhizobium etli 

и Rhizobium gallicum (Janczarek et al., 2009). Мутации гена pssA полностью 

подавляют продукцию ЭПС и приводят к индукции пустых (без бактерий) 

клубеньков недетерминированного типа на корнях растений-хозяев (клевера, 

гороха и горошка) (Janczarek et al., 2009). Транскрипция pssA находится на 

очень низком уровне, что говорит о том, что экспрессия этого ключевого 

гена для синтеза ЭПС находится под очень строгим регулированием 

(Janczarek et al., 2004). Кроме того, внутри клубеньков экспрессия гена pssA 

находится на очень низком, почти неопределяемом уровне (Жуков и др., 

2008).  
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Последующие этапы сборки повторяющегося блока включают белки, 

кодируемые генами pss, расположенными в кластере Pss-I. Эта область 

длиной 35 Кб, охватывает более 20 генов, высоко сохраняется среди всех до 

сих пор секвенированных геномов штаммов R. leguminosarum (Young et al., 

2006; Król et al., 2007; Reeve et al., 2010) и близкородственного штамма R. etli 

(González.et al., 2006). Добавление второго субстрата сахара в субъединицу 

катализируется глюкуронозил-β-1,4-глюкозилтрансферазой, кодируемой 

двумя генами этой области – pssD и pssE (Janczarek et al., 2017). Мутант по 

гену pssD демонстрирует очень похожий фенотип мутанта по гену pssA; он 

не продуцирует ЭПС и образует азотсодержащие клубеньки на растениях-

хозяевах, в которых почти нет бактерий. Мутации генов pssD и pssE еще 

более выраженнее гена pssA проявляют также другие эффекты, в том числе 

различия в уровнях синтеза нескольких белков (Janczarek et al., 2003) и 

профилей ЛПС по сравнению с родительским штаммом (Kutkowska et al., 

2011). 

Третий этап повторного модульного синтеза осуществляется 

глюкуронозил-β-1,4-глюкуронозилтрансферазой, кодируемая геном pssC. 

Мутация в данном гене приводит к более чем двукратному уменьшению 

производства ЭПС и индукции азотфиксирующих клубеньков на корнях 

клевера, в то время как на горошке клубеньки не образуются (Janczarek et al., 

2011). .  

До сих пор ферменты, участвующие в следующих этапах синтеза ЭПС, 

не были охарактеризованы, хотя весьма вероятно, что некоторые из pss-

генов, расположенных в кластере Pss-I, которые кодируют предполагаемые 

гликозилтрансферазы (например, pssF, pssG, pssH, pssI, pssJ и pssS) могут 

участвовать в этом процессе (Król et al., 2007). Другие pss-гены, 

присутствующие в этом кластере, такие как pssR, кодирующие 

предполагаемую ацетилтрансферазу и pssM, кодирующие 

кетальпируваттрансферазу, наиболее вероятно участвующую в добавлении 

несахарных заместителей к субъединицам ЭПС. Недавно была подтверждена 
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роль гена pssM в модификации ЭПС и симбиоза R. leguminosarum с 

растениями гороха. Мутация этого гена приводила к отсутствию 

пирувильных групп на субтерминальной глюкозе в повторяющихся звеньях. 

В результате этого изменения состава ЭПС, бактерии вызывают 

неазотирующие клубеньки на растениях-хозяевах. Клубеньки, 

индуцированные мутантом по гену pssM, показали нормальную инвазию и 

высвобождение бактерий в растительные клетки, но их дифференцировка на 

бактериоиды была нарушена (Ivashina et al., 2010). Эти данные 

подтверждают, что этот тип модификации ЭПС у R. leguminosarum имеет 

решающее значение для его биологической функции при установлении 

эффективного симбиоза.  

Кроме того, у R. leguminosarum, был идентифицирован ген exo-344, 

кодирующий гликозилтрансферазу, ответственную за добавление 

галактозного остатка, который может быть задействован на последнем этапе 

сборки субъединицы. Мутант по гену exo-344 демонстрирует фенотип, очень 

похожий на мутанта по гену exoB, поскольку он продуцирует только 

мономерные единицы, не имеющие терминальной галактозы (Skorupska et al., 

2006).  

Полимеризация и экспорт бактерий, находящихся вне ЭПС, 

осуществляются системой секреции, состоящей не менее чем из трех белков, 

кодируемых генами pssT, pssN и pssP оперона pssTNOP (Król et al., 2007). 

Белок PssP, демонстрирующий значительную идентичность с S. meliloti ExoP 

и другими мембранно-периплазматическими вспомогательными белками, 

участвующими в синтезе высокомолекулярной фракции ЭПС I и капсульных 

полисахаридов (КПС), является основным компонентом этой системы (Mazur 

et al., 2002). Аналогично фенотипу мутанта по гену exoP S. meliloti делеция 

гена pssP полностью отменяет продукцию ЭПС у R. leguminosarum. PssT 

представляет собой интегральный белок внутренней мембраны, подобный 

Wzy-подобным белкам, а мутация в этом гене приводит к перепроизводству 

ЭПС (Mazur et al., 2003). Третий компонент этой системы секреции – 
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липопротеин PssN, является наружным мембранным белком, направленным в 

периплазматическое пространство его N-концевой сигнальной 

последовательностью (Marczak et al., 2006). Кроме того, PssL-белок, который 

демонстрирует значительное сходство с флиппазами Wzx-типа, 

участвующими в транслокации O-антигена из внутренней мембраны во 

внешнюю, также может быть компонентом этого комплекса (Mazur et al., 

2006). 

pssO – другой ген оперона pssTNOP, кодирует белок, уникально 

найденный у R. leguminosarum и R. etli, который выделяется вне бактерий и 

остается прикрепленным к клеткам (Marczak et al., 2008). Мутант по гену 

pssO не продуцирует ЭПС и образует клубеньки, неэффективные при 

фиксации азота на корнях клеверных растений, что указывает на то, что этот 

белок важен для синтеза и / или переноса ЭПС, хотя его функция в этом 

процессе точно не установлена. 

Также pssB, расположенный выше гена pssA, по-видимому, участвует в 

отрицательной регуляции синтеза ЭПС; однако его точная роль в этом 

процессе трудно установить. Мутант по гену pssB продуцирует большее 

количество ЭПС, чем дикий тип, и индуцирует клубеньки, не способные 

фиксировать азот на корнях клевера и горошка, тогда как дополнительные 

копии этого гена приводят к увеличению производства ЭПС. Ген pssB 

кодирует белок, принадлежащий к семейству инозитолмонофосфатаз (IMP-

ases), охватывающий ферменты как прокариотических, так и 

эукариотических организмов (Kutkowska et al., 2007). В клетках 

млекопитающих инозитолмонофосфатазы ответственны за превращение 

монофосфата инозита в инозитол, который необходим для регенерации 

фосфолипидов, содержащих инозитол. Но роль инозитолмонофосфатаз в 

метаболизме ризобий неясна. Этот фермент может генерировать пул инозита, 

который является соединением, обычно встречающимся внутри 

бактериоидов R. leguminosarum, а также обильно встречаются в клубеньках 

гороха. С другой стороны, катаболизм инозита, по-видимому, важен для 
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выживания и конкуренции ризобиальных штаммов, что имеет решающее 

значение для успешного проникновения ризобий в клетки корня растения-

хозяина (Janczarek et al., 2011). 

Помимо генов pss, упомянутых выше, есть и другие гены, необходимые 

для синтеза ЭПС, но не обязательно непосредственно вовлеченные в этот 

процесс. Они также присутствуют в кластере Pss-I. К ним относятся гены 

plyA и prsD и prsE, расположенные близко к оперону pssCDE (Król et al., 

2007). Гены prsD и prsE кодируют компоненты системы секреции белка типа 

I, которая сохраняется во всех биоварах R. leguminosarum. Эта система 

секреции проявляет атипичную широкую субстратную специфичность, 

экспортируя по меньшей мере 13 субстратов, среди которых гликаназы 

(PlyA, PlyB и PlyC), ризобиальные адгезионные белки (RapA2, RapB и RapC) 

и белок NodO. Гликозильгидролазы PlyA и PlyB расщепляют ЭПС, влияя на 

его обработку (Krehenbrink et al., 2008). Мутант по гену prsD продуцирует 

ЭПС с более высокой степенью полимеризации, чем штамм дикого типа, и 

вызывает большее количество узлов, неспособных к фиксации азота (Russo, 

2006). 

Ген rosR, который, как представляется, играет ключевую роль в 

регуляции синтеза ЭПС среди всех описанных регуляторных генов, был 

идентифицирован на хромосоме R. leguminosarum (Janczarek et al., 2007). 

Данный ген очень консервативен и присутствует в геномах штаммов, 

принадлежащих к виду R. leguminosarum, а также у близкородственных 

видов R. etli и R. gallicum, что указывает на его важную регуляторную роль у 

других ризобиальных видов (Janczarek et al., 2009). У R. leguminosarum ген 

rosR также имеет значительную идентичность с геном ros у Agrobacterium 

tumefaciens , с геном rosAR у A. Radiobacter и с геном mucR  у S. meliloti. Все 

эти гены кодируют регуляторы транскрипции, принадлежащие к семейству 

белков Ros / MucR, которые имеют мотивы цинкового пальца Cys2His2 и 

участвуют в регуляции синтеза ЭПС. Генетический скрининг генома 

показывает, что белок RosR у R. etli влияет на экспрессию многих 
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функционально разнообразных генов, в том числе тех, которые ответственны 

за синтез и модификацию поверхностных полисахаридов (exoB, prsD, pssK и 

plyA) (Janczarek et al., 2011). Мутация гена rosR у R. leguminosarum 

способствует к существенному снижению производства ЭПС и к 

неэффективному симбиозу с клевером, тогда как дополнительные копии 

этого гена приводят к почти двукратному увеличению синтеза ЭПС 

(Janczarek et al., 2007; Janczarek et al., 2009), что указывает на то, что ген rosR 

функционирует как положительный регулятор этого процесса. Кроме этого, 

мутант по гену rosR проявляет несколько других эффектов, включая 

снижение отношения низкомолекулярной к высокомолекулярной фракциям 

ЭПС, количественные изменения в полисахаридной составляющей ЛПС, 

изменения в мембранах и секретируемых профилях белка, повышенную 

чувствительность к поверхностно-активным детергентам и некоторым 

осмолитам, и снижение подвижности и конкурентоспособности клубеньков 

(Janczarek et al., 2010). Но самым ярким эффектом мутации гена rosR 

является значительное снижение прикрепление и колонизации корневых 

волосков, что указывает на то, что мутация в этом гене влияет на первые 

шаги процесса инвазии. С другой стороны, несколько копий гена rosR 

значительно повышают конкурентоспособность и образование клубеньков у 

R. leguminosarum, подтверждая существенную роль этого гена в симбиозе 

(Janczarek et al., 2007). 

1.4. Синтез ЭПС у ризобий 

Подобно другим бактериям, синтез ЭПС в ризобиях представляет 

собой многостадийный процесс, требующий скоординированной активности 

многих ферментных белков. Гены, участвующие в этом процессе, обычно 

группируются в крупные кластеры и расположены на ризобиальных 

хромосомах или мегаплазмидах (González et al., 2006; Young et al., 2006; Król 

et al., 2007, Reeve et al., 2010). К ним относятся гены, кодирующие ферменты, 

необходимые для синтеза предшественников нуклеотидных сахаров, 
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ферменты, участвующие в единичной сборке и модификации, и белки, 

ответственные за полимеризацию повторяющихся звеньев и транспортировку 

ЭПС бактерий (Skorupska, 2006). Биосинтез ЭПС зависит от активности 

белкового комплекса, локализованного как во внутренней (IM), так и в 

наружной мембранах (ОМ). Ундекапренил-фосфат, закрепленный во 

внутренней мембране, является акцептором сахара для синтеза ЭПС и других 

бактериальных гетерополисахаридов. Нуклеотидные дифосфосахара, 

служащие в качестве предшестенников, последовательно связываются с 

акцептором с помощью специфических гликозилтрансфераз, в результате 

чего происходит рост полисахаридной цепи. Затем субъединицы 

переворачиваются через внутреннюю мембрану к периплазматическому 

пространству действием Wzx-подобной транслоказы (Whitfield et al., 2003; 

Marolda et al., 2006; Islam et al., 2013). Полимеризация повторяющихся 

единиц, скорее всего, связана с экспортом растущей цепи полимера на 

поверхности бактерий. Этот процесс включает активность Wzy-подобной 

полимеразы и Wzc-подобного внутреннего мембранно-периплазматического 

вспомогательного белка. (Marolda et al., 2006; Woodward et al., 2010). 

В ризобиях процесс синтеза ЭПС очень сложен и регулируется как на 

транскрипционном, так и на посттранскрипционном уровнях, с множеством 

регуляторных систем, которые до настоящего времени лучше всего 

изучались у двух видов: S. meliloti и R. leguminosarum. Адаптация синтеза 

ЭПС к различным условиям окружающей среды требует сложной 

регулирующей сети, включающей перекрестные переговоры между 

различными регулирующими компонентами. Несколько факторов 

окружающей среды и стрессовых условий, таких как осмолярность среды, 

доступность аммония и фосфата, а также флавоноиды, влияют на биосинтез 

ЭПС (Janczarek et al., 2011). Кроме того, другие условия культивирования, 

такие как тип источника углерода и возраст культуры, могут изменять 

количество и состав производимого ЭПС (Quelas et al., 2006). 
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1.5. Регулирование синтеза ЭПС у R. leguminosarum 

До сих пор было описано лишь несколько регуляторных генов, 

участвующие в процессе биосинтеза ЭПС. К ним относятся два гена psiA и 

psrA, расположенные на симбиотических мегаплазмидах (pSym) и гены exoR, 

pssB, rosR и expR, расположенные на хромосоме R. leguminosarum (рисунок 

4) (Edwards et al., 2009). 

 

Рисунок 4 (Janczarek et al., 2011) - Модель регуляции синтеза ЭПС у R. 

leguminosarum 

psiA (ген ингибирования синтеза ЭПС) и psrA (ген восстановления 

синтеза ЭПС), первый из которых идентифицируется среди этих генов, были 

найдены на мегаплазмиде pSym R. leguminosarum, вблизи nod-nif областей, 

участвующих в узловой и азотной фиксации (Skorupska, 2006). Хотя мутация 

в гене psiA не влияет на продукцию ЭПС, дополнительные копии этого гена 

предотвращают синтез ЭПС и образование клубеньков у фасоли. 

Ингибирующий эффект дополнительных psiA-копий преодолевается при 

наличии нескольких копий psrA или pssA генов, кодирующих глюкозил-IP-
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трансферазу, участвующую в первой стадии синтеза ЭПС (Janczarek et al., 

2011). Это указывает на то, что для правильной продукции ЭПС требуется 

сбалансированное количество копий psiA, pssA и psrA. Ген psiA кодирует 

небольшой внутренний мембранный белок, который показывает сходство с 

регулятором ExoX у S. meliloti. Также белок PssA, содержащий гидрофобный 

N-концевой конец и домен трансмембранной спирали, расположен во 

внутренней мембране. Такая же субклеточная локализация белков PsiA и 

PssA предполагает, что PsiA, скорее всего, функционирует как 

посттрансляционный ингибитор PssA, который связывает и ингибирует 

активность этого фермента (Ksenzenko et al., 2007). 

Второй регулятор PsrA принадлежит к семейству регуляторов 

транскрипции, содержащий мотив «спираль-поворот-спираль», который 

подавляет транскрипцию гена psiA. Мутант по гену psrA продуцирует 

уменьшенное количество ЭПС по сравнению со штаммом дикого типа, что 

указывает на положительную роль этого гена в синтезе ЭПС. Оба штамма с 

множественными копиями мутаций генов psrA и psiA демонстрируют 

сходные симбиотические фенотипы – они вызывают образование 

неадгезивных клубеньков на растении-хозяине. Эти данные свидетельствуют 

о том, что ген psiA, скорее всего, ингибирует продукцию ЭПС в клубеньках 

посредством репрессии гена psrA (Janczarek et al., 2009). 

Производство ЭПС у R. leguminosarum также отрицательно 

регулируется геном exoR, что показывает значительное сходство с exoR S. 

meliloti. У R. leguminosarum мутант по гену exoR производит в 3 раза больше 

ЭПС, чем штамм дикого типа, аналогично мутанту S. meliloti (Reeve et al., 

2010), но в отличие от этого последнего мутанта, он индуцирует как 

эффективные, так и неинфекционные клубеньки на корнях гороха.  

  



22 
 

1.6. Проблемы, связанные с регулированием образования биопленок 

патогенных микроорганизмов 

Микробное сообщество, состоящее из прикрепленных к поверхности 

или к друг другу клеток, которые заключены в матрикс синтезированных ими 

внеклеточных полимерных веществ, называется биопленкой. В этом 

состоянии бактериальные клетки очень устойчивы к стрессам, включая 

антибактериальное лечение и дезинфекцию (Глушанова и др., 2015). В связи 

с большей агрессивностью патогенных микроорганизмов по сравнению с 

комменсалами происходит преимущественное заселение ими любых 

инородных тел, вводимых в организм человека. Биоплёнки образуются на 

постоянных катетерах, эндоскопах, внутренних имплантантах, контактных 

линзах и протезах. В наибольшей степени адгезии микроорганизмов 

способствуют полиэтиленовые и поливиниловые устройства, в наименьшей – 

силиконовые, тефлоновые и полиуретановые, однако до настоящего времени 

не существует материалов, применение, которых одновременно было 

безвредно для макроорганизма и исключало бы биологическое обрастание 

(Доброхотский и др., 2008). Специальные исследования показали, что в 

биопленке по-иному, в сравнении с чистыми культурами бактерий, 

происходят их многочисленные физиологические процессы, в том числе 

продукция метаболитов и биологически активных веществ. Сообщество 

организует единую генетическую систему в виде плазмид-кольцевых ДНК, 

несущих поведенческий код для членов биопленки, определяющих их 

пищевые (трофические), энергетические и другие связи между собой и 

внешним миром. Последнее получило специальное определение как 

социальное поведение (quorum sensing) микроорганизмов. Реакция 

микроорганизмов на изменение условий окружающей среды в биопленке 

существенно отличается от реакции каждого отдельного вида в 

монокультуре. Такая организация обеспечивает ее физиологическую и 

функциональную стабильность и, следовательно, является залогом 
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конкурентного выживания в экологической нише. В организме человека 

специфическое преимущество такой организации заключается в обеспечении 

гомеостаза органов, функциональность которых зависит от населяющих их 

микробов. Преимущество коллективного реагирования имеет и 

отрицательную сторону: таким сообществом трудно управлять извне. 

Например, лечить заболевания полимикробного происхождения, когда 

чувствительность к антибиотикам микроорганизмов, ассоциированных в 

биопленку, не соответствует таковой, определенной в лабораторных тестах 

на клинических изолятах чистых культур бактерий. Коллективный 

иммунитет биопленки практически сводит на нет возможность коррекции 

дисбактериозов с помощью пробиотиков (препаратов живых культур 

ключевых микроорганизмов кишечника: бифидобактерий, лактобацилл, 

энтеробактерий и других) (Честнова и др., 2009). 

К настоящему времени накопилось значительное количество данных о 

том, что микроорганизмы в составе биоплёнки влияют на течение 

хронических воспалительных заболеваний. Биопленки обладают высоким 

уровнем толерантности к антителам, антибиотикам, антисептикам, 

дезинфектантам и фагоцитам (Афиногенова и др., 2012). К сожалению, 

стандартные методы антибактериального лечения направлены на отдельно 

существующие планктонные клетки, тогда как бактерии внутри биоплёнки 

размножаются и вновь диссеминируют после завершения курса лечения, 

нередко формируя очаги хронической персистирующей инфекции, 

способствуя рецидивированию заболевания (Lewis et al.,2005). 

К числу заболеваний, связанных с присутствием биоплёнок, относят 

инфекции мочевых путей (вызванные E. coli и другими бактериями), 

мочекаменную болезнь, катетер-ассоциированные инфекции кровотока – 

КАИК (золотистый и коагулазонегативные стафилококки, другие бактерии и 

грибы рода Candida), стоматологические проблемы (зубной камень, кариес, 

гингивит), хронический простатит, инфекции среднего уха у детей 

(обусловленные, например, Haemophilus influenzae), хронический синусит, 
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хроническую обструктивную болезнь лёгких (ХОБЛ), муковисцидоз, 

инфекционный эндокардит, хронический остеомиелит, инфекции 

протезированных клапанов и суставов и т.д. (Parsek et al., 2003). Все эти 

заболевания трудны для лечения, имеют высокую частоту рецидивов и 

некоторые из них могут явиться причиной летальных исходов. 

Показано, что бактерии в биопленках могут обмениваться плазмидами, 

содержащими гены, ответственные за их резистентность к антибиотикам. В 

своих исследованиях Робертс с соавторами описал обмен плазмидами между 

различными родами микроорганизмов полости рта. Физическая близость 

клеток в биопленках облегчает обмен плазмидами по тому же механизму, что 

и среди планктонных микроорганизмов. Показано что обмен плазмидами 

между разными видами Pseudomonas были значительно выше в биопленках, 

чем для тех же микроорганизмов во взвешенной культуре. Появление 

резистентных микроорганизмов особенно опасно в случае их роста и 

размножения в условиях стационара, поскольку они способны 

распространяться от пациента к пациенту через руки медперсонала 

(Белобородова и др., 2009). 

Сейчас не вызывает сомнений необходимость пересмотра концепции 

патогенеза различных хронических инфекций, используя имеющиеся данные 

о биопленках. В практическом отношении это требует внедрения новых 

методов диагностики и лечения. (Dowd et al., 2008).  

Среди методов борьбы с биопленками выявлена новая мишень – 

внеклеточная ДНК матрикса биопленок для воздействия на бактерии с целью 

повышения эффективности антибиотикотерапии. Использование ДНК 

матрикса, как дополнительной мишени при терапии, позволяет повысить 

эффективность действия различных антибиотиков на неродственные 

микробы, находящиеся в биопленках, снизить вероятность возникновения, 

распространения и сохранения устойчивости к лечебному агенту, сократить 

общую продолжительность терапии, уменьшить сроки пребывания больных 

в стационаре и снизить частоту рецидивов заболевания (Тец,и др., 2007). 
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Большое количество лабораторий в настоящее время пытается выявить 

гены, которые экспрессируются или наоборот репрессируются во время 

начального формирования биопленок, что также может служить отправной 

точкой для появления диагностических тестов или выработки стратегии 

подавления биопленок на генном уровне. Так, в одной из работ 

исследователи (Ealand et al., 2018) изучали способность штаммов 

Mycobacterium smegmatis (быстрорастущих нетуберкулезных микобактерий) 

без генов rpf образовывать биопленки и тестировали их восприимчивость к 

агентам, нацеленным на клеточные стенки. M. smegmatis кодирует четыре 

различных гомолога rpf, а именно MSMEG_5700 (rpfA), MSMEG_5439 (rpfB), 

MSMEG_4640 (rpfE2) и MSMEG_4643 (rpfE)). В результате удаления генов 

rpf наблюдались изменения в морфологии колоний и невозможность 

образования типичных биопленок. Более того, у штаммов, не имеющих rpfA 

и rpfB, одновременно наблюдалась повышенная восприимчивость к 

рифампицину, ванкомицину и SDS. Таким образом, исследователи 

продемонстрировали, что прогрессивное удаление генов rpf препятствует 

развитию биопленок и снижению толерантности к лекарственным средствам. 

Все это сопровождалось снижением продуцирования муропептида и 

изменением пептидогликанового сшивания (Ealand et al., 2018). В 

совокупности эти наблюдения указывают на важную роль генов в 

микобактериальной коммуникации и лекарственной толерантности. 

Анализ имеющихся литературных данных убедительно демонстрирует 

роль биоплёнок в патогенезе воспалительных заболеваний и их участие в 

хронизации воспалительного процесса. Полученные в ходе исследований 

разных авторов данные, имеют важное значение для понимания патогенеза 

воспалительных заболеваний и новым подходам к терапии хронических 

инфекций. Воздействие на биопленки может быть направлено на 

блокирование механизмов адгезии бактерий к поверхности, синтеза или 

разрушение полимерного матрикса, нарушение межклеточного обмена 

информацией, а также оно может сочетаться с собственно бактерицидными 
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агентами. Результаты исследований по данным направлениям приносят 

положительные результаты и внедредряются в клиническую практику. 

Безусловным является пересмотр современных представлений о патогенезе 

воспалительных заболеваний с позиций имеющихся данных о микробных 

биоплёнках (Доброхотский и др., 2008). 
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ГЛАВА 2. МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

2.1. Объекты исследования 

Объектами исследования являлись гены pssA, pssB, prsD, prsE и rosR, 

регулирующие биосинтез ЭПС у бактерий рода Rhizobium, а также 99 

штаммов Rhizobium leguminosarum из коллекции микроорганизмов ИБГ 

УФИЦ РАН. Штаммы были изолированы из клубеньков 6 видов 

дикорастущих бобовых растений, представленных в таблице 1. 

Таблица 1 - Список растений, из клубеньков которых были 

изолированы штаммы 

Растение-хозяин 
Количество 

штаммов 

Горошек заборный 9 / Vicia sepium 12 

Горошек лесной 7 / Vicia sylvatica 11 

Чина лесная 1 / Lathyrus sylvestris 12 

Чина лесная  2 / Lthyrus sylvestrisa 12 

Чина лесная  3 / Lathyrus sylvestris 10 

Чина лесная  4 / Lathyrus sylvestris 10 

Чина гороховидная 4 / Lathyrus pisiformis 12 

Чина луговая 5 / Lathyrus pratensis 10 

Чина Литвинова 3 / Lathyrus litvinovii 10 

2.2. Выделение ДНК 

Для выделения ДНК микроорганизмов использовали ионообменную 

смолу Chelex100, приготовленную с использованием следующих реагентов: 

Triton X-100 (1%), Tween-20 (1%), Chelex 100, TRIS-HCl (pH 9,1, 100 mM), 

крезоловый красный и ddH2O. Для этого растворяли 0,5 г Chelex 100, 5 мл 
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TRIS-HCl и 0,5 мл Triton Х-100 в 50 мл в ddH2O. Добавляли щепотку 

красителя крезолового красного и перемешивали до полного растворения. Во 

время использования постоянно перемешивали готовый реактив для 

растворения частичек, осевших на дно. 

Для выделения ДНК бактерий было отобрано необходимое количество 

одноразовых пробирок типа Eppendorf объемом 1,5 мл, которые размещались 

в штативе и промаркировывались. Стерильной бактериальной петлей брали 

небольшое количество бактерий и помещали на стенку эппендорфа. Затем, в 

каждую пробирку с бактериями  одним наконечником добавляли по 200 мкл 

смолы Chelex. Содержимое пробирок тщательно ресуспендировали на 

Wortex. Инкубировали в термостате в течение 10 минут при температуре 

95°C. После окончания инкубации повторно перемешивали содержимое 

пробирок на Wortex, а затем центрифугировали пробирки на 

микроцентрифуге при максимальных оборотах 5 минут. Надосадочная 

жидкость содержала очищенную ДНК.  

В дальнейшем полученную ДНК использовали в качестве матрицы для 

амплификации нужных генов (pssA, pssB, rosR, prsD и prsE), регулирующих 

биосинтез ЭПС у R.leguminosarum, выявляемые методом ПЦР. 

2.3. Культивирование и питательные среды 

Бактерии рода Rhizobium достаточно легки в культивировании и не 

особо привередливы по своим требованиям к питательным средам. Почти все 

ризобии легко используют моносахариды и дисахариды, и в меньшей 

степени трисахариды, спирты и кислоты. Сахароза и маннит - это, вероятно, 

наиболее часто используемые источники энергии. А также растительные 

экстракты, таких растений как люцерна, капуста,горох и кукуруза считаются 

полезными для роста ризобий. Эти экстракты и гидролизаты могут также 

обеспечивать углеводы для роста ризобий. Наиболее часто используемой 

добавкой фактора роста для ризобий является дрожжевой экстракт (таблица 

2). 
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Среда YM (NJYM). 

Таблица 2 - Состав среды YM 

Ингредиенты Вес (На 100 мл H2O дист.) 

Дрожжевой экстракт 0.4 г 

Маннит 1 г 

CaCO3 10% 30 мкл 

Агар-агар (для твердых 

питательных сред) 
1,5 г 

Растворы солей: 

MgSO4 – 1 мл 

K2HPO4 × 3 H2O×0.05 1 мл 

NaCl 1 мл 

Для приготовления среды YM сначала размешивали 0.4 г дрожжевого 

экстракта, 1,5 г агар-агара и 1 г маннита в 100 мл дистиллированной воды. 

Затем добавляли 30 мкл CaCO3 10%. В конце в полученную смесь добавляли 

по 1 мл растворов солей: NaCl, MgSO4, K2HPO4 × 3 H2O×0.05. После чего 

подогревали до кипения для полного растворения частиц. Стерилизовали 

автоклавированием при 120 °С в течение 30 мин. Ризобии инкубировали в 

течение 2 суток при температуре 28°С. 

2.4. Подбор специфичных праймеров к исследуемым генам 

При подборе праймеров к исследуемым генам мы принимали во 

внимание несколько параметров, среди которых были: длина праймера (15-30 

нуклеотдов), температура плавления (Tm) (55-72 °C), разница температур 

отжига (не более 2 °C), специфичность, комплементарная 

последовательность праймеров, GC - состав не менее 50%. 

Поиск заданной последовательности ДНК провдоили в GenBank., на 

базе данных NCBI. Для этого в окошке Search открывали вкладку Nucleotide 

и вводили в поле название искомого микроорганизма -  Rhizobium 
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leguminosarum вместе с интересующим нас геном, и осуществляли поиск 

последовательности. Выданную нуклеотидную последователньость 

копировали в буфер обмена, а затем вставляли в окно программы EditSeq 

пакета Lasergene и сохраняли файл. 

Подбор специфичных праймеров производили в программе 

PrimerSelect. В запущенной программе PrimerSelect в меню File выбирали 

Enter sequence, и вставляли нужный файл с нуклеотидной 

последовательностью. Для настройки основных характеристик праймеров и 

ампликонов запускали меню Conditions. В подменю Primer Characteristics 

установливали желаемую температуру плавления праймеров, а так же длину 

и размеры шпилек и димеров. В подменю Primer Locations установливали 

размер ампликона. Для автоматического подбора праймеров по указанным 

характеристикам переходили в меню Locate и выбирали Primers&Probes. Для 

копирования нуклеотидной последовательности праймера мы снова 

открывали последовательность, используя программу EditSeq, и копировали 

указанные участки цепи ДНК. 

2.5. Полимеразная цепная реакция (ПЦР) 

Амплификацию участков ДНК осуществляли с использованием 

стандартных наборов на амплификаторе «Терцик МС-2», «ДНК-технология», 

г. Москва. 

Перед началом работы располагали в штативе буфер Taq-полимеразы, 

dNTP, растворы праймеров для разморозки, затем ресуспендировали на 

вортексе. Пока компоненты для реакционной смеси отттаивали мы отбирали 

необходимое количество пробирок типа Eppendorf объемом 0,6 мл, 

промаркироваывали и расставляли в штатив соответствующим образом. 

Реакционную смесь для общего количества анализируемых проб готовили в 

отдельной пробирке на 1,5 мл и вносили по 22 мкл в каждую пробирку для 

амплификации. Состав реакционной смеси для 1 пробирки составлял: 2,5 мкл 

10× Taq – буфера, 2,5 мкл раствора дизоксинуклеотидтрифосфатов (dNTP), 
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по 1 мкл каждого праймера, 0,5 мкл Taq-полимеразы, 14,5 мкл mQ. В каждую 

пробирку вносили по 3 мкл ДНК исследуемого образца. Во избежание 

испарения жидкости на поверхность каждой реакционной смеси наслаивали 

по 1 капли минерального масла. Пробирки закрывали и центрифугировали 5 

с при 3000 об/мин на микроцентрифуге - вортекс. После чего, пробирки 

переносили в прогретый до 94 °С амплификатор.  

На ДНК-амплификаторе запускали следующую программу: 

 Температура Время Кол-во циклов 

Начальная денатурация 95 °С 1 мин 1 

Денатурация 95 °С 30 сек 

30 Отжиг* 51-55°С 40 сек 

Элонгация 72 °С 20сек 

Финальное удлинение 72 °С 2 мин 1 

Хранение 10 °С пауза - 

Каждой паре специфических праймеров соответствует своя температура 

отжига 

Ген F R t опт. 

pssA 51.5°С 50.9 °С 51 °С 

pssB 52.9 °С 52.7 °С 53 °С 

prsD 50.1 °С 50.0 °С 50 °С 

prsE 53.5 °С 54.2 °С 54 °С 

rosR 54.3 °С 55.8 °С 55 °С 
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2.6. Электрофорез 

Электрофоретический анализ продуктов ПЦР осуществляли с 

использованием стандартных наборов на сертифицированном оборудовании 

(Биоком, г. Москва) в 1% горизонтальном агарозном геле. Детекцию 

результатов проводили путем окрашивания агарозного геля бромистым 

этидием с последующей визуализацией при освещении УФ на 

трансиллюминаторе. Документирование результатов проводили с 

использованием цифровой видеокамеры «Mintron» и программы «Biotest-D» 

(Биоком, Россия). 

Буфер для проведения электрофореза готовили путем добавления к 20 

мл 50х-ного трис-ацетатного (ТАЕ) буфера 980 мл дистиллированной воды и 

тщательно перемешивали. Для приготовления геля к 1 г агарозы добавляли 2 

мл 50х-ного ТАЕ буфера, перемешивали и расплавляли смесь в 

микроволновой печи в течение 2-3 минут. Периодически помешивая, 

доводили до кипения до тех пор, пока смесь не становилась прозрачного 

цвета. Агарозу разливали на ровную поверхность в специальную форму 

(заливку), соблюдая толщину геля 2 - 5 мм. Затем для просечения лунок в 

геле устанавливали две пластиковые гребенки. После застывания агарозы (в 

течение 15-20 минут), гребенки аккуратно извлекали, а гель перемещали в 

камеру для проведения электрофореза с 2х-ным ТАЕ буфером.  

Пробы ДНК с красителем вносили при помощи ручного дозатора по 8 

мкл в каждую лунку геля в последовательности, соответствующей нумерации 

проб. Образцы маркерной лестницы вносили по 1 мкл в отдельную лунку, 

расположенную вблизи одного из краев пластинки. После внесения образцов 

в лунки, мы подключали клеммы прибора к источнику питания так, чтобы (–) 

находился на старте, а (+) – на финише. Запуск электрофореза производили 

при помощи источника питания (Эльф-4, ДНК-Технология) при следующих 

параметрах: сила тока 400 мА, мощность 80Вт, напряжение 100 В. Контроль 

за электрофоретическим разделением осуществлялся визуально по движению 
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полосы красителя. Электрофорез проводили 30 минут, затем гель вынимали 

из формы и помещали в кювету для окрашивания. В кювету с гелем наливали 

слабый раствор бромистого этидия и окрашивали в течение 5-7 мин. После 

окрашивания краситель сливали в колбу. Гель промывали под проточной 

водой и помещали на стекло УФ-трансиллюминатора. Под УФ светом 

трансиллюминатора проводили анализ, полученных результатов.  
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ГЛАВА 3. РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЯ 

3.1. Проведение анализа последовательностей генов, участвующих в 

биосинтезе ЭПС 

В результате проведенного нами поиска последовательностей генов 

pssA, pssB, rosR, prsD и prsE, участвующих в биосинтезе ЭПС у 

R.leguminosarum, который производился в GenBank, нам удалось получить 

нуклеотидные последовательности всех исследуемых генов, с помощью базы 

данных NCBI. Для этого в окошке Search открывали вкладку Nucleotide и 

вводили в поле название искомого микроорганизма, в нашем случае, 

Rhizobium leguminosarum вместе с интересующим нас геном, и осуществляли 

поиск. После чего данную нуклеотидную последователньость копировали в 

буфер обмена и вставляли в окно программы EditSeq пакета Lasergene. 

Последовательность гена pssA, участвующего в биосинтезе ЭПС у R 

leguminosarum. Длина гена составляет 764 нуклеотида. 

gatccttgag catcacggaa ctaaacaaca gcatttcgac agagtccttc cggccgagcc 

gccgccagca gccgagcctg aagatccaga cccctgttat ccatagcgat gcgccgcagg 

cgccgttggt ggatctggtc ctgaagcggg cgttcgacat tttttcgtcg ttgagcgccc 

tcctcgtcct cgccccgttc cttctgttcg tcgccatgct gatcaagctc gacagcccgg 

gaccggtgct cttcaagcag acccgctggg gcaagaactg caaggccatc aaggtctaca 

agttccgttc catgcgcacc gacctctgcg acgtctccgg cgttgcccag acggtcaagg 

cccgcgcgtc acccgcatcg gcgccatcct gcgccggacg aatgtcgatg agttgccgca 

gctgctgaac gtgctgctgg gccacatgtc ggtcgtcggc ccgcgttgcc atgcaatcgg 

catgcgcgcc ggcggcgtgc tctacgaaga gctcgtaccg gaataccatc agcgccatgc 

gatgcgcccc ggcatgacgg gtcttgccca gatgcgtggc ctgcgcggcc cgaccgatcg 

tcccgccaag gcgcgcgccc gcattgccag cgatctctac tacgtcggga atttctcgat 

ctggatggac atgcgcatca ttgtcggaac cgtaatgtcg gagctgaccg gtggtaaagg 

cttctaagct ttaagctttg tgagaagaga ccggctgcct 

Последовательность гена pssB, участвующего в биосинтезе ЭПС у 

R.leguminosarum. Длина гена составляет 798 нуклеотидов. 

atgctgagga catttgaaaa ggcggcactc gaagccggca gggccatcat cacggtcttg 

cgcgaaggct tccccgtcgc catgaaggcg gatgccagtc cggtcacggt cgccgacgag 

gaggctgaac gtatcatcct cgctcatctc gccagagatt atcccgaaat acccgtcgtg 

gcggaagaat cggtcgccgc cggaaaagtg cccgacattg ccggccgcgg cttctttctt 

gtcgaccctc tcgacgggac ccgcgagttc gtcgacggac ggcaggaatt caccgtcaac 
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atcgcctata tcgagaacgg cgccccggtg gcgggcatcg tctacgcgcc agcgctcgga 

cttgccttct cgggagaacg cggccacgcc gaaagcgtcg tcgtcgcgga cgatttcacg 

gttggcgcac gcagcacaat cactgtgcgc gagcagcctg acgacaggct ggcgcttgca 

agccttcgcc acaacagccc ggagaccgga agcttcctcg ccgaccacgc gatcttcaaa 

tgcaccaata tcggctcctc gctgaaattc tgcctgctgg ccgaacggaa ggccgacgtc 

tacccgcgtt tcacccgcac gatggaatgg gacaccgcgg ccggcgatgc ggtgctgcgc 

gccgtcggcg gttcgacggt gacgctggac ggaacgccgc tgacctatgg caagacggga 

accgcggccg atttcgactt cgccaacccg aacttcatct ctggggcggc aggaaacgcg 

tcctcgaacc ggcgtga 

Последовательность гена prsE, участвующего в биосинтезе ЭПС у 

R.leguminosarum. Длина гена составляет 1302 нуклеотида. 

tcactcctga cgaaatacgt gctgcatctg atcggtcaga ggcttggtga gataggatat 

aaccgtccgg tcgccgatct tgataaagac ctccgccggc atgccgggat agagctttat 

tgtcttcatc ctggcgatgc tttcaggttt cggcttgacg cgcaggggat agtagctaat 

gcccgtgcgc tcatccttga cgatatcagg agcgatagag gtaatctcac cgctcacgtc 

aggcgtcgtg cgttgatcga aagcgctgaa acgcacatcg acggactgac cgacgtgaac 

ctgatcaatg tcgcgggtgg caactttcgc ctcgaccgta agctcgttgt tttcgggcac 

gacgagcatc agcgtctgac cgggatcgat gacgccattg acggtgtgaa cgaaagctcg 

tgaactcgtc cggtcagcgg cgcgtgatgt cgagacggtg cagctgatcg agcgcggttc 

cgcgcgctct tcatattcgg ctatctgcgc ctcgacgtcg gtcaggtcct ttgcgatctc 

cgaacgacga tcctcgtcga gctggatcga ctggcgatcg atctcgattg ccttgccctc 

gcctccgcct ttgctgcaat ttcctggccg ctgttgccct ggagatcggc acgtgcccgc 

ttgagctgat tcaaagtgaa gcgtgaccag ccccttctta tagagcacat caatgcctcc 

aagctcctct tcgatcaagc ccagggaatc attggtggca ttgatctgaa cgaccaaccc 

ctttatctgc tcggccagct gatccttacg cgatgccagc tggctcttca tcccgataag 

cgccgacctg cgactgtcga acaacttctg ctcgccatcg agaagcttct gcgccgaggt 

gctggatgtc agatcggtga tgttttcctc gacctcgaac gattcggcgc cgatccgttc 

cgcctttaga cgggcacggc gcgcataaag ctgagcgagc gtgctttcga caatcgagag 

gttcgctctg gtcgtcgttc catcgagccg gatcagcacc tgccctgccg tcacatggtc 

gttttcggag accagcaatt ccgacacgat accacctgtc aggtgctgga tgttctgaca 

tcgagggtcg acgacgatca cgccctcgcc gatgactgcg ctcgaaagct ctgtcgtcgc 

cgcccaaccg ccgatgccac aaacgagggc tatcgacaac acaccgacaa cggcaacatg 

ccgattgagg gagcgtttcg attcactgat aaccttgctc ac 

Последовательность гена prsD, участвующего в биосинтезе ЭПС у 

R.leguminosarum. Длина гена составляет 1719 нуклеотидов. 

ctattcggcc gcattcatgc cgtcgaccac gactttaagc tgagccacgc gctcggcaat 

cggcgtacgc gccgcttccg gccggctgac ccttgccaga acttcctctt tgggaccaaa 

cgcgatcata cggccttcct gcatcatcag cacgaagtcg cagaccgcca gaacgccgga 

ccgatgtgcg atgacaacga caatgccgcc gcgcgcccgc acgctcatga tcgcggcact 

cagcgcccgc tcgccttctt catcgagatt ggagttcggt tcgtcgagca cgacgaggaa 

tggttcgccg taaagcgctc ttgccagcgc gatacgctgt ctctggccgg ccgaaagtgc 
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agcaccgcc ttcgccgatt tcggtttcgt aaccgttcgg tagacgaaga ataagatcgtg 

aacacgcgc cgcccgcgct gcggcaacca cgacctcggg tgacatctcc ttcgcgaaacg 

gcagatatt ctgcgcgacg gtccccgaga aaagctccac atcctgcggg agataaccgat 

atgccggcc aagtgcgtcg ccgtcccact gatccagcgc agcgccatcg agacgaatgga 

tcctctgac ggtcggccag atgcccatca tcgcccgtgc caacgacgac ttgcccgaggc 

actgtaacc aatgacccca agcgcgctcc ccgccctcaa gccgaagctg acatcggagat 

gaccaagcg ctggcccgcc ggcggtccgc tcgccaagcc ctcgacagtg acttgcttggt 

aggagccgc gagcgcaagg ggggctggaa tctcaggaat ggttttcagc aggctcgaaag 

ccgcgccca gctctgctga gcagaaacga aaccacgcca atttccgatc gccgcttcgac 

aggcgccag agcgcgcgag gtcaatatcg agcccgcgat gataattccc gaagaggcctg 

cccttgaat gaccaggatt gcgccggtcg cgagcgttcc cgattgcaaa gcaatacggaa 

aatcttcga caaggtcgca tatccgttgc cgacatccga tgcctgccgg gtgatcgtccg 

gtattcact gttcttgcgg tcccagattt cggccatcgt gcctgccatg cccatggcgtg 

aataacctc ggagttgcgg atcgaggtct gcgcgaaggc attccgcata ttggcggagtc 

agattgctt ttttgagagc gtacgcgttc cctgattggt catgaacgtc aggatggcgag 

aaccagcga tccaccgatc gcgatatatc cgatcgccgg atgaaagagg aagcagatcac 

gatatagaa cggcaaccag ggcagatcga acatcgctgt cgggcccata ccggacaggaa 

ggttctgat ctggtcgaag tcgcgcaacg gctgaagccc gtcgccgccg attttgacctt 

caacggagc cttgatcagc gcgcggaaca cacgtccgtt caccatctcg tcaagcgcacc 

ggcaacacg cacaagcatc ctgcttcgca gaacctcgaa cgctccttga aaacagtaaag 

cattaacgc agtattgcca ggacagccag cgaaggtatg cttttgctgg ggatgacccgg 

tcatacacc tcaagcataa aaaatgaact tgtaaggtat aggatattga taagcgcgctt 

gctattcca atgaaaacaa gccccccttg catttcctc 

Последовательность гена rosR, участвующего в биосинтезе ЭПС у 

R.leguminosarum. Длина гена составляет 422 нуклеотида. 

atgacggata tagcgaccgg caatgcgccg gagctgcttg tggaactgac agccgacatt 

gtcgcggcct atgtcagcaa ccatgttgta ccggtcagcg acctggccaa tctgatttcc 

gacgtgcatt cggcactgag caacacgtcc gtaccgcagc ctgctgcggc gatcgtcgaa 

aagcagaagc ctgcagtttc tgtccgcaag tccgtacagg acgagcagat cacatgtttg 

gaatgcggcg gcaacttcaa gtccctcaag cgtcacttga tgacgcatca cagcctctcg 

ccggaagaat accgcgagaa gtgggacctg ccgaccgatt acccgatggt agcgcccgct 

tatgccgaag cgcgttcgcg cctggcaaag gagatgggcc tcgggcagcg ccgcaagcgc 

gg 

3.2. Подбор специфичных праймеров к исследуемым генам 

После нахождения нуклеотидных поледовательностей целевых генов, с 

помощью программы PrimerSelect были установлены длины 

поседовательностей праймеров, температуры их отжига, длины продуктов 
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реакции, качественное и количественное соотношение нуклеотидов и 

разница температур плавления каждой пары праймеров. 

В итоге, для каждого исследуемого гена были подобраны 5’ – 3’ 

последовательности прямого (forward) и обратного (reverse) праймеров, а 

также оптимальные температуры их отжига (таблица 3). 

 5’-3’ последовательности прямого и обратного праймеров для 

гена pssA: 

F: AACAGAGTACGATCCTTGAGCAT 

R: GACGTAGTAGAGATCGCTGGC 

Установленная длина последовательностей праймеров для гена pssA 

представлла собой 23 нуклеотида у прямого праймера и 21 нуклеотид у 

обратного. Для прямого праймера, выданная программой температура отжига 

составляла 51.5 °С, а для обратного – 50.9 °С. Исходя из этого, была 

установлена оптимальная температура отжига для обоих праймеров, которая 

составляла 51°С. Также была выбрана длина продукта реакци размером в 660 

пар нуклеотидов. 

 5’-3’ последовательности прямого и обратного праймеров для 

гена pssB: 

F: ACAGGAATTCACCGTCAACATC  

R: TCCCGTCTTGCCGTAGGT 

Установленная длина последовательностей праймеров для гена pssB 

представлла собой 22 нуклеотида у прямого праймера и 18 нуклеотидов у 

обратного. Для прямого праймера, выданная программой температура отжига 

составляла 52.9 °С, а для обратного – 52.7 °С. Исходя из этого, была 

установлена оптимальная температура отжига для обоих праймеров, которая 

составляла 53°С. Также была выбрана длина продукта реакци размером в 439 

пар нуклеотидов. 

 5’-3’ последовательности прямого и обратного праймеров для 

гена prsD: 

F: TACTTGCGTTGATGCTTTACAC  
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R: CGACAGTGACTTGCTTGGTAG  

Установленная длина последовательностей праймеров для гена prsD 

представлла собой 22 нуклеотида у прямого праймера и 21 нуклеотид у 

обратного. Для прямого праймера, выданная программой температура отжига 

составляла 50.1 °С, а для обратного – 50.0 °С. Исходя из этого, была 

установлена оптимальная температура отжига для обоих праймеров, которая 

составляла 50°С. Также была выбрана длина продукта реакци размером в 296 

пар нуклеотидов. 

 5’-3’ последовательности прямого и обратного праймеров для 

гена prsD: 

F: TACTTGCGTTGATGCTTTACAC  

R: CGACAGTGACTTGCTTGGTAG  

Установленная длина последовательностей праймеров для гена prsD 

представлла собой 22 нуклеотида у прямого праймера и 21 нуклеотид у 

обратного. Для прямого праймера, выданная программой температура отжига 

составляла 50.1 °С, а для обратного – 50.0 °С. Исходя из этого, была 

установлена оптимальная температура отжига для обоих праймеров, которая 

составляла 50°С. Также была выбрана длина продукта реакци размером в 296 

пар нуклеотидов. 

 5’-3’ последовательности прямого и обратного праймеров для 

гена prsE: 

F:GCATGCCGGGATAGAGTTTTA  

R:GCTCTACAAGAAGGGGCTCGT  

Установленная длина последовательностей праймеров для гена prsD 

представлла собой 21 нуклеотид у прямого праймера и 21 нуклеотид у 

обратного. Для прямого праймера, выданная программой температура отжига 

составляла 53.5 °С, а для обратного – 54.2 °С. Исходя из этого, была 

установлена оптимальная температура отжига для обоих праймеров, которая 

составляла 54°С. Также была выбрана длина продукта реакци размером в 614 

пар нуклеотидов. 
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Длины продуктов реакции выбирали в диапозоне 200 – 900 пар 

нуклеотидов. 

Таблица 3 - Последовательности праймеров, температуры отжига и 

размеры ожидаемых продуктов 

Объект 

(GenBank) 

Название 

праймера 

5’-3’ последовательность 

(формат nnn-nnn-nnn-…) 

Опт. 

темп. 

отжига 

Ожидаемый 

размер 

продукта 

(п.н.) 

Rhizobium 

leguminosarum 

pssA 

F_Pr1 

R_Pr2 

F:AACAGAGTACGATCCTTGAGCT 

R:GACGTAGTAGAGATCGCTGGC 
51 °С 660 

Rhizobium 

leguminosarum 

pssB 

F_Pr1 

R_Pr2 

F:ACAGGAATTCACCGTCAACATC 

R:TCCCGTCTTGCCGTAGGT 
53 °С 439 

Rhizobium 

leguminosarum 

prsD 

F_Pr1 

R_Pr2 

F:TACTTGCGTTGATGCTTTACAC 

R:CGACAGTGACTTGCTTGGTAG 
50 °С 813 

Rhizobium 

leguminosarum 

prsE 

F_Pr1 

R_Pr2 

F:GCATGCCGGGATAGAGTTTTA 

R:GCTCTACAAGAAGGGGCTCGT 
54 °С 614 

3.3. Выделение ризобиальной ДНК и амплификация исследуемых генов 

В результате двухдневной инкубации ризобий в термостате при 28 °C, 

на среде YM наблюдается рост слизистых колоний белого цвета (рисунок 5). 

Для культивирования ризобий среда YM была выбрана, поскольку, 

содержащие в ней маннит и дрожжевой экстракт являются источником 

азотистых питательных веществ, углерода, серы, витаминов и 

микроэлементов, необходимых для роста бактерий, а соли, служат 

источниками необходимых ионов и придают буферные свойства питательной 

среде. Благодаря богатому составу среды YM были получены 99 

ризобиальных штаммов, из которых в последующем были выделены ДНК. 
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Рисунок 5 - Рост бактерий рода Rhizobium на среде YM 

С помощью ионообменной смолы Chelex,  из выросших колоний 

ризобий было выделено 99 образцов ДНК (таблица 4).  

Таблица 4 - Список штаммов R.leguminosarum, из которых были 

выделены ДНК 

Растение - хозяин Выделенные ДНК штаммов 

Горошек лесной 7 / Vicia sylvatica 

1. г. л. 1 

2. г. л. 2 

3. г. л. 3 

4. г. л. 4 

5. г. л. 5 

6. г. л. 6 

7. г. л. 7 

8. г. л. 8 

9. г. л. 9 

10. г. л. 10 

11. г. л. 12 
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Горошек заборный 9 / Vicia sepium 

12. г.з. 2 

13. г.з. 3 

14. г.з. 4 

15. г.з. 5 

16. г.з. 7 

17. г.з. 8 

18. г.з. 9 

19. г.з. 10 

20. г.з. 11 

21. г.з. 12 

22. г.з. 17 

23. г.з. 18 

Чина лесная 1 / Lathyrus sylvestris 

24. ч. л. 1 1 

25. ч. л. 1 2 

26. ч. л. 1 3 

27. ч. л. 1 4 

28. ч. л. 1 5 

29. ч. л. 1 6 

30. ч. л. 1 7 

31. ч. л. 1 8 

32. ч. л. 1 9 

33. ч. л. 1 10 

34. ч. л. 1 11 

35. ч. л. 1 12 

Чина лесная 2 / Lathyrus sylvestris 

36. ч. л. 2 13 

37. ч. л. 2 14 

38. ч. л. 2 15 

39. ч. л. 2 16 

40. ч. л. 2 17 

41. ч. л. 2 18 

42. ч. л. 2 19 

43. ч. л. 2 20 

44. ч. л. 2 21 

45. ч. л. 2 22 
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46. ч. л. 2 23 

47. ч. л. 2 24 

Чина лесная 3 / Lathyrus sylvestris 

48. ч. л. 3 1 

49. ч. л. 3 3 

50. ч. л. 3 4 

51. ч. л. 3 6 

52. ч. л. 3 7 

53. ч. л. 3 8 

54. ч. л. 3 9 

55. ч. л. 3 11 

56. ч. л. 3 12 

57. ч. л. 3 13 

Чина лесная 4 / Lathyrus sylvestris 

58. ч. л. 4 2 

59. ч. л. 4 3 

60. ч. л. 4 4 

61. ч. л. 4 5 

62. ч. л. 4 7 

63. ч. л. 4 8 

64. ч. л. 4 9 

65. ч. л. 4 13 

66. ч. л. 4 14 

67. ч. л. 4 15 

Чина Литвинова 3 / Lathyrus litvinovii 

68. ч. л. 3 1 

69. ч. л. 3 2 

70. ч. л. 3 3 

71. ч. л. 3 4 

72. ч. л. 3 5 

73. ч. л. 3 6 

74. ч. л. 3 7 

75. ч. л. 3 8 

76. ч. л. 3 9 

77. ч. л. 3 12 

Чина гороховидная 4 / Lathyrus pisiformis 
78. ч. г. 4 1 

79. ч. г. 4 2 
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80. ч. г. 4 3 

81. ч. г. 4 4 

82. ч. г. 4 5 

83. ч. г. 4 6 

84. ч. г. 4 7 

85. ч. г. 4 8 

86. ч. г. 4 9 

87. ч. г. 4 10 

88. ч. г. 4 11 

89. ч. г. 4 12 

Чина луговая 5 / Lathyrus pratensis 

90. ч. л. 5 2 

91. ч. л. 5 3 

92. ч. л. 5 4 

93. ч. л. 5 5 

94. ч. л. 5 6 

95. ч. л. 5 7 

96. ч. л. 5 9 

97. ч. л. 5 11 

98. ч. л. 5 17 

99. ч. л. 5 17.2 

3.4. Идентификация генов pssA, pssB, prsD, prsE и rosR у R. leguminosarum 

Результаты ПЦР анализа с праймерами специфичными к гену pssA 

В результате амплификации 99 штаммов R. leguminosarum на наличие у 

них гена pssA, положительный результат был отмечен у 26 штаммов. Среди 

которых были 6 штаммов (г.л. 2, 4, 6, 7, 9, 10), выделенных из клубеньков 

растения Горошка лесного 7, 3 штамма (г.з. 4, 8, 11), выделенных из 

клубеньков Горошка заборного 9, 1 штамм (ч.л. 2 17), выделенный из 

клубеньков Чины лесной 2, 2 штамма (ч.л. 3 3, 3 12), выделенных из 

клубеньков Чины лесной 3, 1 штамм (ч.л. 4 7), выделенный из клубеньков 

Чины лесной 4, 3 штамма (ч. лит. 3 1, 3 3, 3 7), выделенных из клубеньков 

Чины Литвиновой 3, 8 штаммов (ч.г. 4 1, 4 2, 4 4, 4 7, 4 8, 4 9, 4 10, 4 11), 
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выделенных из клубеньков Чины гороховидной 4 и 2 штамма (ч.л. 5 4, 5 5), 

выделенных из клубеньков Чины луговой 5 (рисунок 6). 

 

Рисунок 6 - Электрофореграмма амплификации образцов ДНК R. 

leguminosarum на наличие гена pssA 

1 - 99 штаммы R. leguminosarum, 

К- - отрицательный контроль 

о1 – R. leguminosarum VSy12 

о8 - R. leguminosarum THy1 

К+,о1,о8 - положительные контроли 
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М – маркер, п.н. 

Размер продукта анализа ПЦР составляет 660 п.н. 

Так, положительный результат отмечен только у 26 штаммов, 

остальные дали отрицательный результат. 

Результаты ПЦР анализа с праймерами специфичными к гену pssB  

В результате амплификации 99 штаммов R. leguminosarum на наличие у 

них гена pssB, положительный результат был отмечен у 21 штамма. Среди 

которых были 3 штамма (г.л. 3, 5, 7), выделенных из клубеньков растения 

Горошка лесного 7, 5 штаммов (г.з. 4, 8, 11, 12, 18), выделенных из 

клубеньков Горошка заборного 9, 6 штаммов (ч.л. 1 1, 1 2, 1 8, 1 9, 1 10, 1 11), 

выделенных из клубеньков Чины лесной 1, 3 штамма (ч.л. 2 14, 2 17, 2 21), 

выделенных из клубеньков Чины лесной 2, 1 штамм (ч.л. 3 11), выделенный 

из клубеньков Чины лесной 3 и 3 штамма (ч.л. 4 8, 4 9, 4 13), выделенных из 

клубеньков Чины лесной 4 (рисунок 7). 
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Рисунок 7 - Электрофореграмма амплификации ДНК R. leguminosarum 

на наличие гена pssB 

1 - 99 штаммы R. leguminosarum, 

К- - отрицательный контроль 

о1 – R. leguminosarum VSy12 

о8 - R. leguminosarum THy1 

о11 - R. leguminosarum Pvu5 

o14 – R. leguminosarum TPr3 

o1, o8, o11, o14 - положительные контроли 

М – маркер (снизу вверх 500, 1000, 1500 п.н.) 

Размер продукта анализа ПЦР составляет 439 п.н. 

Так, положительный результат отмечен 21 у штамма R. leguminosarum, 

остальные дали отрицательный результат. 
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Результаты ПЦР анализа с праймерами специфичными к гену rosR  

В результате амплификации 99 штаммов R. leguminosarum на наличие у 

них гена rosR, положительный результат был отмечен у 32 штаммов. Среди 

которых были 3 штамма (г.л. 1, 6, 8), выделенных из клубеньков растения 

Горошка лесного 7, 2 штамма (г.з. 8, 11), выделенных из клубеньков Горошка 

заборного 9, 3 штамма (ч.л. 1 10, 1 11, 1 12), выделенных из клубеньков Чины 

лесной 1, 9 штаммов (ч.л. 2 14, 2 15, 2 16, 2 17, 2 18, 2 19, 2 21, 2 22, 2 24), 

выделенных из клубеньков Чины лесной 2, 3 штамма (ч.л. 3 3, 3 6, 3 9), 

выделенных из клубеньков Чины лесной 3, 6 штаммов (ч.л. 4 2, 4 5, 4 7, 4 9, 4 

13, 4 15), выделенных из клубеньков Чины лесной 4, 2 штамма (ч. лит. 3 2, 3 

3), выделенных из клубеньков Чины Литвиновой 3, 2 штамма (ч.г. 4 6, 4 11), 

выделенных из клубеньков Чины гороховидной 4 и 2 штамма (ч.л. 5 4, 5 5), 

выделенных из клубеньков Чины луговой 5 (рисунок 8). 
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Рисунок 8 - Электрофореграмма амплификации ДНК R. 

leguminosarum на наличие гена rosR 

1 - 99 штаммы R. leguminosarum, 

К- - отрицательный контроль 

о1 – R. leguminosarum VSy12 

о8 - R. leguminosarum THy1 

о11 - R. leguminosarum Pvu5 

o14 – R. leguminosarum TPr3 

o1, o8, o11, o14 - положительные контроли 

М – маркер, п.н. 

Размер продукта анализа ПЦР составляет 296 п.н. 
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Так, положительный результат отмечен у 34 штаммов R. 

leguminosarum, остальные дали отрицательный результат. 

Результаты ПЦР анализа с праймерами специфичными к гену prsD 

В результате амплификации 99 штаммов R. leguminosarum на наличие у 

них гена prsD, положительный результат был отмечен у 20 штаммов. Среди 

которых были 2 штамма (г.л. 4, 10), выделенных из клубеньков растения 

Горошка лесного 7, 4 штамма (г.з. 2, 5, 7, 8), выделенных из клубеньков 

Горошка заборного 9, 6 штаммов (ч.л. 3 1, 3 3, 3 6, 3 7, 3 8, 3 9), выделенных 

из клубеньков Чины лесной 3, 4 штамма (ч.л. 4 2, 4 3, 4 8, 4 14), выделенных 

из клубеньков Чины лесной 4, 2 штамма (ч. лит. 3 2, 3 6), выделенных из 

клубеньков Чины Литвиновой 3 и 2 штамма (ч.л. 5 6, 5 11), выделенных из 

клубеньков Чины луговой 5 (рисунок 9). 

 

Рисунок 9 - Электрофореграмма амплификации ДНК R. 

leguminosarum на наличие гена prsD 

1 - 99 штаммы R. leguminosarum, 

К- - отрицательный контроль 
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о1 – R. leguminosarum VSy12 

о8 - R. leguminosarum THy1 

о11 - R. leguminosarum Pvu5 

o14 – R. leguminosarum TPr3 

o1, o8, o11, o14 - положительные контроли 

М – маркер, п.н 

Размер продукта анализа ПЦР составляет 813 п.н. 

Так, положительный результат отмечен у 20 штаммов R. 

leguminosarum, остальные дали отрицательный результат. 

Результаты ПЦР анализа с праймерами специфичными к гену prsE 

В результате амплификации 99 штаммов R. leguminosarum на наличие у 

них гена prsE, положительный результат был отмечен у 21 штамма. Среди 

которых были 9 штаммов (г.з. 3, 5, 7, 8, 9, 11, 17, 18), выделенных из 

клубеньков Горошка заборного 9, 1 штамм (ч.л. 2 23), выделенный из 

клубеньков Чины лесной 2 и 10 штаммов (ч.г. 4 1, 4 2, 4 3, 4 4, 4 5, 4 6, 4 7, 4 

8, 4 9, 4 11), выделенных из клубеньков Чины гороховидной 4 (рисунок 10). 
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Рисунок 10 - Электрофореграмма амплификации ДНК R. 

leguminosarum на наличие гена prsE 

1 - 99 штаммы R. leguminosarum, 

К- - отрицательный контроль 

о1 – R. leguminosarum VSy12 

о8 - R. leguminosarum THy1 

о11 - R. leguminosarum Pvu5 

o14 – R. leguminosarum TPr3 

o1, o8, o11, o14 - положительные контроли 

М – маркер, п.н 

Размер продукта анализа ПЦР составляет 614 п.н. 

Так, положительный результат отмечен у 21 штамма. R. leguminosarum, 

остальные дали отрицательный результат. 

Проведенный скрининг штаммов R. leguminosarum на предмет наличия 

у них генов pssA, pssB, prsD, prsE и rosR, показал, что из 99 исследуемых 

штаммов только 1 штамм имеет все исследуемые гены.  
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В результате скрининга нами были идентифицированы все 

исследуемые гены, однако, их наличие в штаммах не всегда было 100% 

(таблица 5). Оказалось, что в некоторых штаммах гены могут не 

идентифицироваться. При этом в 23 из них мы не обнаружили ни одного из 

представленных генов. Такие штаммы характеризуются скудным 

ослизнением клеток, по сравнению сдругими штаммами. У большинства 

штаммов гены prsD и prsE не были найдены. Это можно объяснить тем, что 

они являются вспомогательными генами в процессе синтеза ЭПС, так как 

основная их роль заключается в секреции белка NodO, который служит для 

образования каналов в растительной плазматической мембране и играет роль 

в передаче сигналов в процессе образования клубеньков. 

Таблица 5 - Результаты скрининга штаммов R. leguminosarum 

Растение-хозяин 
Кол-во 

штаммов 
pssA pssB rosR prsD prsE 

Горошек заборный 9 / Vicia sepium 12 3 5 2 5 9 

Горошек лесной 7 / Vicia sylvatica 11 6 3 3 2 0 

Чина лесная 1 / Lathyrus sylvestris 12 0 6 3 0 0 

Чина лесная 2 / Lathyrus sylvestris 12 1 3 8 0 1 

Чина лесная 3 / Lathyrus sylvestris 10 2 1 3 6 0 

Чина лесная 4 / Lathyrus sylvestris 10 1 3 6 4 0 

Чина гороховидная 4 / Lathyrus 

pisiformis 
12 7 0 2 0 10 

Чина луговая 5 / Lathyrus pratensis 10 2 0 2 2 0 

Чина Литвинова 3 / Lathyrus litvinovii 
10 3 0 2 2 0 

Для наглядного отображения результатов приведена гистограмма 

(рисунок 11). Она показывает, что больший процент из исследуемых генов 

составил rosR. Это связяно с тем, что он играет ключевую роль в регуляции 

синтеза ЭПС, функционируя как положительный регулятор этого процесса. 
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На 5 % ниже дал результат гена pssA, учавствующего в первом этапе синтеза 

экзополисахарида. Ген pssB наравне с геном prsD составили 21%. Самый 

низкий результат в идентификации показал ген prsE. 

 

Рисунок 11 - Сравнительная количественная характеристика содержания 

исследуемых генов в 99 образцах ДНК штаммов R. leguminosarum. 
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

Изучение биопленок в настоящее время вызывает огромный интерес 

исследователей, главным образом, в связи с тем, что такой способ 

существования бактерий создает большие проблемы в медицинской 

практике, поскольку бактериальные клетки, представленные в виде 

биопленок очень устойчивы к стрессам, включая антибактериальное лечение 

и дезинфекцию. С биопленочными инфекциями связаны многие хронические 

заболевания, такие как муковисцидозная пневмония, средний отит, патология 

зубов и околозубных тканей, остеомиелит, инфекции мочевыводящих путей 

и другие. Кроме этого, многие из важных заболеваний людей, животных и 

растений осложняются тем фактом, что бактерии связаны с тканями хозяина 

или посторонними предметами, такими как катетеры, имплантаты и протезы, 

образуя биопленки.  

В виду этого, в рамках данной работы мы изучали процессы 

генетического контроля образования биопленок, так как, путем 

идентификации и изучения бактериальных генов, которые участвуют в 

формировании биопленок, возможно, разработать лекарства или процедуры 

для профилактики или лечения инфекций, связанных с биопленками. 

В нашем исследовании мы рассмотрели лишь несколько факторов 

генетической регуляции формирования биопленок и ограничились 

идентификацией генов pssA, pssB, prsD, prsE и rosR, которые учавствуют в 

регуляции биосинтеза ЭПС у бактерий R.leguminosarum. Для этого был 

проведен сравнительный анализ последовательностей генов pssA, pssB, rosR, 

prsD, prsE, зарегистрированных в GenBank. Также был произведен подбор 

специфичных праймеров, франкирующих структурную часть каждого гена 

для штаммов R. leguminosarum. После чего нам удалось провести 

секвенирование последовательностей ДНК, амплифицированных с помощью 

подобранных праймеров. Данные полученные при секвенировании 

исследуемых последовательностей подтвердили их идентичность с 
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последовательностями, представленными в GenBank. Так, впервые был 

проведен скрининг 99 штаммов R. leguminosarum из коллекции ИБГ УНЦ 

РАН, в результате которого был выявлен только 1 штамм ризобий, 

содержащий все исследуемые гены. Ген pssA был идентифицирован у 26 

ризобиальных штаммов, ген pssB - у 21, ген rosR - у 31, ген prsD - у 20 и ген 

prsE у 21 ризобиального штамма. Больший процент из исследуемых генов 

составил rosR. Это связяно с тем, что он играет ключевую роль в регуляции 

синтеза ЭПС, функционируя как положительный регулятор этого процесса. 

На 5 % ниже дал результат гена pssA, учавствующего в первом этапе синтеза 

ЭПС. Ген pssB, кодирующий инозитолмонофосфатазу, наравне с геном prsD 

составили 21%. Самый низкий результат в идентификации показал ген prsE. 

Также было отмечено, что у большинства штаммов гены prsD и prsE не были 

найдены. Это можно объяснить тем, что они являются вспомогательными 

генами в процессе синтеза ЭПС, так как основная их роль заключается в 

секреции белка NodO, который служит для образования каналов в 

растительной плазматической мембране и играет роль в передаче сигналов в 

процессе образования клубеньков. 

Таким образом, проведенное исследование показывает оценку 

важности генетического контроля биосинтеза ЭПС в процессе образования 

ризобиальных биопленок. Поскольку, регуляция биосинтеза ЭПС очень 

важна для установления симбиотических отношений с бобовыми 

растениями, а также для питания, защиты от вредных факторов окружающей 

среды и формирования биопленок. Чем больше ризобии синтезируют ЭПС, 

тем выше их конкурентоспособность по сравнению с другими штаммами. 

Кроме этого, касаясь проблем образования биопленок в медицинской 

практике, методы идентификации и изучение генов, которые участвуют в 

образовании патогенных биопленок в организме человека, позволяют 

бороться с биопленками, путём регулирования этих генов, что может 

привести к тому, что бактерии окажутся неспособны к образованию 

биопленок. 
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В последние годы число бактерий с множественной лекарственной 

устойчивостью быстро возросло, и в разных регионах мира выявлено 

несколько эпидемий. Столкнувшись с такой ситуацией, которая представляет 

собой серьезную проблему общественного здравоохранения, разработка и 

использование новых и быстрых технологий имеет решающее значение. 
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ВЫВОДЫ 

1. Проведен сравнительный анализ последовательностей генов pssA, 

pssB, prsD, prsE и rosR, зарегистрированных в GenBank. 

2. Произведен подбор специфичных праймеров к генам pssA, pssB, 

prsD, prsE и rosR, регулирующих биосинтез экзополисахаридов у бактерий 

Rhizobium leguminosarum. 

3. С помощью ионообменной смолы Chelex были выделены ДНК из 99 

штаммов R. leguminosarum. 

4. Методом полимеразной цепной реакции были амплифицированы 

гены pssA, pssB, prsD, prsE и rosR. 

5. Проведено секвенирование, полученных при амплификации генов 

pssA, pssB, rosR, prsD, prsE, последовательностей ДНК и их сравнение с 

последовательностями, представленными в GenBank.  

6. Проведен скрининг штаммов Rhizobium leguminosarum на наличие 

генов pssA, pssB, rosR, prsD, prsE. В результате проведенного скрининга из 99 

штаммов Rhizobium leguminosarum был выявлен лишь 1 штамм ризобий, 

содержащий все исследуемые гены. Ген pssA был идентифицирован у 26 

ризобиальных штаммов, ген pssB - у 21, ген rosR - у 31, ген prsD - у 20 и ген 

prsE у 21 ризобиального штамма.  
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Доклад к защите дипломной работы Аздерхановой Г.С. 

[1 слайд] 

Уважаемые председатель и члены государственной экзаменационной 

комиссии, разрешите представить Вам доклад на тему: 

«ИДЕНТИФИКАЦИЯ ГЕНОВ, РЕГУЛИРУЮЩИХ БИОСИНТЕЗ 

ЭКЗОПОЛИСАХАРИДОВ У БАКТЕРИЙ РОДА RHIZOBIUM» 

[2 cлайд] 

В род Rhizobium объединены почвенные бактерии, способные 

фиксировать азот атмосферы с образованием специальных структур 

(клубеньков) на корнях бобовых растений.  

[3 cлайд] 

В первоначальным этапе формирования симбиотических отношений 

ризобии прикрепляются к поверхности корней растения-хозяина, а затем 

колонизируют их поверхность с образованием особых структур – биопленок.. 

[4 cлайд] 

Формирование биопленок – очень сложный, многофакторный и 

многостадийный процесс, так как биопленки представляют собой 

совокупность микроорганизмов, прикрепленных к твердой поверхности 

посредством выделяемого ими полимерного матрикса. Генетический 

контроль образования биопленок изучен недостаточно.  

[5 cлайд] 

Бактериальные клетки, представленные в виде биопленок очень 

устойчивы к стрессам, включая антибактериальное лечение и дезинфекцию. 

С биопленочными инфекциями связаны многие хронические заболевания 

людей, растений и животных. Путем идентификации и изучения 
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бактериальных генов, которые участвуют в формировании биопленок, 

возможно, разработать лекарства или процедуры для профилактики или 

лечения инфекций, связанных с биопленками 

В данной работе мы исследовали распространение в популяции 

клубеньковых бактерий Rhizobium leguminosarum нескольких ключевых 

генов-регуляторов формирования биопленок. pssA, ответственного за 

инициацию биосинтеза экзополисахаридов, pssB, кодирующего 

инозитолмонофосфатазу,  rosR, ответственного за регуляцию транскрипции, и 

prsD и prsE, отвечающие за секрецию белка NodO , который играет роль в 

передаче сигналов в процессе образования клубеньков. 

[6 cлайд]  

Целью данного исследования являлось: идентификация генов pssA, 

pssB, prsD, prsE и rosR, регулирующих биосинтез экзополисахаридов у 

бактерий Rhizobium leguminosarum 

[7 cлайд] 

В связи с поставленной целью были определены следующие задачи: 

1. Проведение сравнительного анализа последовательностей генов 

pssA, pssB, rosR, prsD, prsE зарегистрированных в GenBank. 

2. Подбор специфичных праймеров к исследуемым генам. 

3. Выделение геномной ДНК из ризобактерий. 

4. Амплификация генов pssA, pssB, rosR, prsD, prsE.  

5. Секвенирование, полученных при амплификации генов pssA, 

pssB, rosR, prsD, prsE, последовательностей ДНК и их сравнение с 

последовательностями представленными в GenBank. 

6. Скрининг штаммов R. leguminosarum на наличие генов pssA, pssB, 

rosR, prsD, prsE.  

[8 cлайд] 
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Объекты исследования. Объектами исследования являлись гены pssA, 

pssB, prsD, prsE и rosR Материалом для исследования генов послужили 99 

штаммов Rhizobium leguminosarum из коллекции микроорганизмов ИБГ 

УФИЦ РАН (штаммы были изолированы из клубеньков 6 видов 

дикорастущих бобовых растений). 

[9 слайд] 

Методы исследования.  

В работе использовали ряд микробиологических и молекулярно-

биологических методов. 

[10 cлайд] 

Результаты и обсуждения.  

По результатам электрофореграмм , было выявлено, что:  

 ген pssA, ответственный за инициацию биосинтеза ЭПС был 

идентифицирован у 26 ризобиальных штаммов, 

[11 cлайд] 

 ген pssB, кодирующий инозитолмонофосфатазу - у 21, 

[12 cлайд] 

  ген rosR ответственный за регуляцию транскрипции - у 32.  

[13 cлайд] 

 ген prsD, отвечающий за секрецию белка NodO - у 21 

[14 cлайд] 

  ген prsE, отвечающий за секрецию белка NodO - у 20 

ризобиальных штаммов. 



89 
 

[15 cлайд] 

Проведенный скрининг штаммов R. leguminosarum на предмет наличия 

у них генов pssA, pssB, prsD, prsE и rosR, показал, что из 99 исследуемых 

штаммов только 1 штамм имеет все исследуемые гены.  

В результате скрининга нами были идентифицированы все 

исследуемые гены, однако, их наличие в штаммах не всегда было 100%. 

Оказалось, что в некоторых штаммах гены могут не идентифицироваться. 

При этом в 15 из них мы не обнаружили ни одного из представленных генов. 

Такие штаммы характеризуются скудным ослизнением клеток. У 

большинства штаммов гены prsD и prsE не были найдены. Это можно 

объяснить тем, что они являются вспомогательными генами в процессе 

синтеза ЭПС, так как основная роль их заключается в секреции белка NodO, 

который служит для образования каналов в растительной плазматической 

мембране и играет роль в передаче сигналов в процессе образования 

клубеньков. 

[16 cлайд] 

Для наглядного отображения результатов на слайде приведена 

гистограмма. Она показывает, что больший процент из исследуемых генов 

составил rosR. Это связяно с тем, что он играет ключевую роль в регуляции 

синтеза ЭПС, функционируя как положительный регулятор этого процесса. 

На 5 % ниже дал результат гена pssA, учавствующего в первом этапе синтеза 

экзополисахаридов. Ген pssB наравне с геном prsD составили 21%. Самый 

низкий результат в идентификации был отмечен у гена prsE. 

[17 слайд] 

Регуляция биосинтеза ЭПС очень важна для установления 

симбиотических отношений с бобовыми растениями, питания, защиты от 

вредных факторов окружающей среды и формирования биопленок. Чем 
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больше ризобии синтезируют ЭПС, тем выше их конкурентоспособность по 

сравнению с другими штаммами. 
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