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ВЛИЯНИЕ МУТАЦИЙ В МЕЖГЕННЫХ ОБЛАСТЯХ  
БАКТЕРИИ PSEUDOMONAS CHLORORAPHIS SUBSP. 

AURANTIACA B-162 НА СВЕРХСИНТЕЗ 

ФЕНАЗИНОВЫХ СОЕДИНЕНИЙ 

Бактерии Pseudomonas chlororaphis subsp. aurantiaca B-162 яв-

ляются продуцентами феназинов - азотсодержащих гетероцикличе-

ских соединений, свойства которых обусловлены присутствием и рас-

положением в этих соединениях различных функциональных групп. 

Они используются в сельском хозяйстве (в качестве антимикробных 

агентов), медицине (как антифунгальные и противоопухолевые сред-

ства). Благодаря их способности к переносу электронов перспективно 

использование феназинов в биосенсорных технологиях [1].  

На основе штамма P. chlororaphis subsp. aurantiaca B-162 дикого 

типа (номер доступа CP050510.1) был получен, штамм-

сверхпродуцент P. chlororaphis subsp. aurantiaca B-162/17, который 

способен продуцировать феназиновые соединения на минимальной 

среде в отличие от бактерий дикого типа [2]. Сравнительный анализ 

геномов этих бактерий не показал наличия значимых мутаций в генах, 

напрямую связанных с синтезом феназиновых соединений у данных 

штаммов. Однако была найдена потенциально значимая мутация в 

межгенной области (координаты 3443576 – 3443752 п.н.), располо-

женной между генами, экспрессирующими ABC-транспортер перме-

азы и флавин-зависимую оксидоредуктазу класса LLM [3].  

С помощью программы SigmoID был проведен скрининг всего 

генома P. chlororaphis subsp. aurantiaca B-162 и предсказано располо-
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жение в данной области регуляторных последовательностей, способ-

ных влиять на транскрипцию генов этих бактерий. Наиболее правдо-

подобными оказались два сайта, общие паттерны которых имели 

сходство с областями связывания для регуляторных белков LuxR и 

TetR семейств. После чего были предсказаны координаты генов, ко-

дирующих регуляторные белки вышеуказанных семейств, предполо-

жительно способные связываться с данными областями. 

Было выяснено, что последовательность гена, кодирующая бе-

лок, относящийся к регуляторным белкам LuxR-семейства, который 

сможет связаться с данной областью, находится на координатах 

2512879 – 2513526. С данной области считывается белок, который 

определяется программами аннотации как двухкомпонентный тран-

скрипционный регулятор ответа семейства LuxR. Данный белок со-

держит 215 аминокислот и имеет молекулярную массу 23,8 кДа. В ли-

тературе описано, что семейство LuxR - широко распространенное 

среди прокариот семейство белков-регуляторов транскрипции, при-

нимающих участие в чувстве кворума микроорганизмов. Большинство 

белков-регуляторов данного семейства - активаторы транскрипции, 

некоторые белки - репрессоры. Белки LuxR работают совместно с 

белками LuxI семейства (система LuxR/ LuxI) [4]. 

Последовательность гена, кодирующая белок, относящийся к 

регуляторным белкам TetR-семейства, который сможет связаться с 

данной областью, находится на координатах 2349392 – 2350156. С 

данной области считывается белок, который определяется програм-

мами аннотации как активатор транскрипции оперона, отвечающего 

за утилизацию гликоната GlcC. По литературным данным, регулятор 

GlcC относится к регуляторам TetR семейства. Данный белок содер-

жит 254 аминокислоты и имеет молекулярную массу 28,4 кДа. Семей-

ство TetR - широко распространенное семейство регуляторов тран-

скрипции, контролирующие гены, продукты которых вовлечены в 

устойчивость к широкому спектру антибиотиков, а также являются 

ферментами, участвующими в катаболических путях, биосинтезе ан-

тибиотиков, осмотическом стрессе, а также регулируют гены чувства 

кворума. Члены семейства TetR в основном являются репрессорами 

транскрипции, но некоторые представители выполняют функцию ак-

тиваторов. Для того чтобы стать функционально активными члены 

данного семейства должны связаться со специфическими лигандами, 

после чего белки мультимеризуются, и в такой форме они распознают 

гены-мишени на ДНК [5]. 

Для выяснения, какой из отобранных белков связывается с дан-

ной межгенной областью необходимо было создать специальные ге-
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нетические конструкции. Для начала изучаемую межгенную область 

необходимо было клонировать в специальный вектор pUA66, содер-

жащий ген устойчивости к канамицину. Особенностью данного век-

тора является наличие в его составе последовательности, кодирующей 

белок GFP (от англ. green fluorescent protein). При встраивании после-

довательностей, содержащих регуляторные участки, в область перед 

последовательностью данного белка происходит экспрессия GFP, что 

может свидетельствовать о наличии регуляторных областей во встра-

иваемой последовательности. Так как исследуемая межгенная  об-

ласть в геноме P. chlororaphis subsp. aurantiaca B-162 находится меж-

ду последовательностями, кодирующими ABC-транспортерную пер-

меазу и флавин-зависимую оксидоредуктазу класса LLM, и их рамки 

считывания направлены в разные стороны, то и регуляторные участ-

ки, расположенные в этой межгенной области могут индуцировать 

транскрипцию данных генов в обе стороны. Следовательно, необхо-

димо проверить обе ориентации данного участка в составе вектора 

pUA66. Для этого были выбраны два сайта рестрикции BamHI и XhoI, 

благодаря которым ориентацию вставки можно будет контролировать. 

Для получения межгенной области в двух разных ориентациях 

были разработаны следующие праймеры: 

Межгенная область ориентация 1: 

Прямой праймер – CGGATCCTCCTTCCTCATCAAGCC  

(жирным шрифтом выделена навеска сайта рестрикции BamHI);  

Обратный праймер – CCTCGAGCAAAGGGCGTTGGTC  

(жирным шрифтом выделена навеска сайта рестрикции XhoI).  

Межгенная область ориентация 1: 

Прямой праймер – CCTCGAGTCCTTCCTCATCAAGCC  

(жирным шрифтом выделена навеска сайта рестрикции XhoI);  

Обратный праймер – CGGATCCCAAAGGGCGTTGGTC  

(жирным шрифтом выделена навеска сайта рестрикции BamHI). 

В результате были получены 2 ПЦР-продукта (размер 190 п.о.), 

содержащие межгенную область, которые, после проведения рестрик-

ции двумя ферментами были залигированы в вектор pUA66 и далее с 

использованием трансформации с применением CaCl2 полученные 

генетические конструкции были клонированы в бактерии Escherichia 

coli DH5α. 

Параллельно были созданы ещё две генетические конструкции, 

необходимые для осуществления экспрессии генов, кодирующих ре-

гуляторные белки LuxR и TetR семейств.  

Для корректной вставки генов, кодирующих белки-регуляторы 

были выбраны сайты рестрикции NdeI и XhoI. Для получения ПЦР-
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продуктов, кодирующих белки-регуляторы были использованы сле-

дующие праймеры: 

Для получения ПЦР-продукта LuxR использовались прямой 

праймер – TATCATATGAATAAAATAAAAGTGGTGCTGG (жирным 

шрифтом выделена навеска сайта рестрикции NdeI); обратный прай-

мер – TATCTCGAGTCAGACGACCTGATGTTCC (жирным шрифтом 

выделена навеска сайта рестрикции XhoI). Для получения ПЦР-

продукта TetR использовались прямой праймер – 

TATCATATGCACAGCAAGGATTCGACC (жирным шрифтом выде-

лена навеска сайта рестрикции NdeI); обратный праймер – 

TATCTCGAGTCAGTTCCAGCCTTCCAG (жирным шрифтом выде-

лена навеска сайта рестрикции). 

С полученными ПЦР-продуктами также была выполнена двой-

ная рестрикция и их последующее лигирование в экспрессионный 

вектор pFLAG-CTC, который в отличие от вектора, использованного 

для клонирования регуляторных участков, содержал ген устойчивости 

к ампициллину. Таким образом, были получены все необходимые ге-

нетические конструкции для проверки связывания регуляторных бел-

ков с мотивами в межгенной области. 

После трансформации клеток E. coli DH5α комбинациями полу-

ченных генетических конструкций визуально флуоресценции белка 

GFP в полученных трансформантах не наблюдалось. Это может сви-

детельствовать, что данные белки предположительно выполняют роль 

репрессоров при связывании с данными областями, следовательно, 

мутации, нарушающие строение сайта связывания регуляторных мо-

лекул, могло стать причиной повышения биосинтеза феназиновых со-

единений в штамме штамм-сверхпродуцент P. chlororaphis subsp. au-

rantiaca B-162/17. 

Данное исследование выполнено в рамках конкурса БРФФИ 

«Мой первый грант» (№ гос.регистрации 20241320). 
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ОЦЕНКА ВЛИЯНИЯ ОСНОВНЫХ ТЕХНОГЕННЫХ 

ЗАГРЯЗРИТЕЛЕЙ НА РОСТ И РАЗВИТИЕ БАКТЕРИАЛЬНЫХ 

ИЗОЛЯТОВ, ВЫДЕЛЕННЫХ ИЗ ПОЧВ 

ГОРОДСКИХ ТЕРРИТОРИЙ 

Почвы городских территорий представляют собой сложные и 

уникальные системы, которые испытывают влияние различных стрес-

совых факторов, существенно ухудшающих их качество. В связи с 

концентрацией производственных мощностей города, неуклонным 

ростом населения и, как следствие этого, количества транспорта, 

сельскохозяйственных работ, а также хозяйственно-бытовой деятель-

ности человека в почве происходит аккумуляция большого количества 

техногенных загрязнителей [1]. 

Преобразование и обезвреживание вредных веществ в почве за-

висит от состояния микробных сообществ почв. Микроорганизмы 

наиболее чутко реагируют на изменение окружающих условий. Изме-

нения в составе почвы приводят к существенным изменениям родово-

го и видового состава микроорганизмов. Отдельные группы микроор-

ганизмов способны адаптироваться в определенных условиях среды 

обитания и противостоять токсичному воздействию загрязнителей [2]. 

Цель работы – оценить влияние основных техногенных загряз-

нителей на рост и развитие бактериальных изолятов, выделенных из 

почв городских территорий. 


