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ВВЕДЕНИЕ 

 

Сельское хозяйство, как одна из важнейших отраслей экономики, из 

года в год нуждается в усовершенствовании применяемых технологических 

приемов. Одним из передовых методов повышения продуктивности является 

вовлечение в производство микроорганизмов. Бактерии, сосуществующие с 

растениями на взаимовыгодных условиях, могут быть использованы для 

сокращения воздействия применяемых в сельском хозяйстве химикатов на 

окружающую среду. Одним из наиболее часто применяемых в качестве 

биоудобрения PGPR (plant growth promoting rhizobacteria) является Bacillus 

pumilus. Данный вид характеризуется выработкой спектра метаболитов, 

стимулирующих рост растений [Dobrzyński et al., 2022]. К таким веществам 

относятся сидерофоры, позволяющие микроорганизмам захватывать железо 

из окружающей среды, переводить в биохимически доступную форму, а также 

накапливать его [Rabbee et al.,2019]. Из коллекции микроорганизмов НИЛ 

«Агробиоинженерия» ИФМиБ КФУ был выбран штамм Bacillus pumilus 3-19, 

являющийся производным почвенного изолята B. pumilus 7Р. Ранее была 

определена полная последовательность генома B. pumilus 3-19 [Pudova et al., 

2022].  Анализ данной последовательности показал наличие у B. pumilus 3-19 

гена сидерофора катехолового типа – бациллибактина. 

Для оценки вклада бактериального метаболита в комплекс 

взаимоотношений растение-микроорганизм часто применяются мутантные 

штаммы микроорганизмов с делетированным геном метаболита. Для удаления 

гена может быть использована система редактирования генома CRISPR/Cas9. 

В данном исследовании мы конструировали плазмидный вектор системы 

CRISPR/Cas9, который в последствии будет использован для целевой 

инактивации гена сидерофора и получения рекомбинантного штамма B. 

pumilus 3-19, лишённого способности синтезировать сидерофор 

бациллибактин. 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Dobrzy%C5%84ski%20J%5BAuthor%5D
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Rabbee%20MF%5BAuthor%5D
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Цель работы: сборка плазмидного вектора для инактивации гена 

бациллибактина в геноме B. pumilus 3-19. 

Задачи исследования:  

1) Подобрать целевые последовательности гена бациллибактина для 

комплектации рабочей векторной конструкции: 

последовательность гидовой РНК (sgRNA), а также 

фланкирующих участков гена бациллибактина (L,R-dhb). 

2) Наработать подобранные участки методом ПЦР. 

3) Собрать рабочий вектор на основе базовой CRISPR/Cas9 

конструкции pJOE9282.1 с целевыми элементами (sgRNA, L, R-

dhb) для гена бациллибактина. 

4) Подтвердить правильность сборки конструкции. 
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ВЫВОДЫ 

 

1) В ходе работы были подобраны последовательности sgRNA и 

фланкирующие L, R-участки гена бациллибактина B. pumilus 3-19, 

необходимые для функционирования векторной конструкции. 

2) Подобранные участки были наработаны методом ПЦР с 

использованием соответствующих праймеров в оптимизированных условиях.  

3) На основе плазмиды pJOE9282.1 был сконструирован рабочий 

вектор pVEb11.23, содержащий направляющую РНК и фланкирующие 

участки для гена бациллибактина.  

4) Правильность сборки готовой конструкции была подтверждена 

методом постановки ПЦР с праймерами по гену cas9 и праймерами DеsVer, а 

также секвенированием.  

 


