
МИКРОБИОЛОГИЯ, 2021, том 90, № 4, с. 471–479

471

ФУНКЦИОНАЛЬНАЯ СПЕЦИФИЧНОСТЬ ПРОДУКТА ГЕНА nifA
В ПРЕДЕЛАХ ГРУППЫ КЛУБЕНЬКОВЫХ БАКТЕРИЙ

© 2021 г.   А. А. Владимироваa, *, Р. С. Гуменкоa, Е. С. Акимоваa, Ал. Х. Баймиевa, Ан. Х. Баймиевa

aИнститут биохимии и генетики Российской академии наук, Уфа, 450054 Россия
*e-mail: vladimirovaw@bk.ru

Поступила в редакцию 22.01.2021 г.
После доработки 04.03.2021 г.

Принята к публикации 10.03.2021 г.

Проведен анализ функциональной активности разных филогенетических вариантов белка-регулятора
транскрипции генов нитрогеназного комплекса NifA в клетках клубеньковых бактерий (ризобий) раз-
ных таксонов. Для этого были созданы рекомбинантные штаммы ризобий родов Mesorhizobium, Ensifer
(Sinorhizobium) и Rhizobium с генно-инженерными конструкциями на основе плазмиды pJN105, со-
держащие разные филогенетические варианты гена nifA, характерные для бактерий родов Mesorhi-
zobium, Ensifer и Rhizobium под управлением бактериального промотора ParaBAD. Показано, что у
свободноживущих рекомбинантных клеток всех трех родов бактерий привнесение в их геном допол-
нительной экспрессирующейся копии гена nifA приводит к появлению детектируемой нитрогеназной
активности. При этом уровень нитрогеназной активности не имеет прямой связи с филогенией при-
внесенного гена nifA, что, скорее всего, объясняется универсальностью продукта исследуемого гена
внутри проанализированной группы бактерий. Полученные данные указывают на возможность
комбинаторных процессов в эволюции генов азотфиксации.
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Симбиотическая азотфиксация опосредуется
тремя основными группами генов: nod-гены
(участвуют в формировании клубенька), nif-гены
(от англ. nitrogen fixation, кодируют ферментный
комплекс – нитрогеназу) и fix-гены (участвуют в
работе нитрогеназного комплекса) (Laranjo et al.,
2014). У всех азотфиксирующих микроорганиз-
мов nif-гены организованы в один (характерно
чаще для свободноживущих азотфиксаторов) или
несколько кластеров (свойственно клубеньковым
бактериям) (Dai et al., 2014). При этом данные ге-
ны у ризобий могут локализоваться как на сим-
биотической плазмиде (Rhizobium, Ensifer), так и на
хромосомных островках (Mesorhizobium, Bradyrhi-
zobium), но во всех случаях отмечается активное уча-
стие этих генов в процессе горизонтального перено-
са. Биологическая фиксация азота на транскрип-
ционном уровне находится под управлением
одноименного продукта гена nifA, который участву-
ет в запуске синтеза белковых компонентов фер-
ментного комплекса – нитрогеназы. Белок NifA
является транскрипционным активатором и отно-
сится к группе бактериальных энхансер-связываю-
щих белков (bEBPs). Он связывается совместно с
сигма-фактором РНК-полимеразы RpoN (σ54) с ак-
тивирующей последовательностью (UAS; 5'-TGT-
N10-ACA-3'), тем самым запуская экспрессию nif-

генов (Dixon, Kahn, 2004; Wongdee et al., 2018). В
структуре белка NifA выделяют три домена.
N-концевой домен является сигнальным моти-
вом, центральный – взаимодействует с σ54 и обла-
дает АТФ-азной активностью, необходимой для
активации транскрипции, С-концевой домен
участвует непосредственно в связывании с ДНК за
счет мотива спираль–поворот–спираль (HTH), рас-
познающий специфические сайты посадки белка
(Xu et al., 2004; Bush, Dixon, 2012).

Многочисленные молекулярно-генетические
исследования природы азотфиксации у различ-
ных диазотрофов привели к возможности искус-
ственного создания азотфиксирующих микроор-
ганизмов. Такие попытки были предприняты
посредством переноса кластеров nif-генов от
различных азотфиксаторов к бактериям, не обла-
дающим данной способностью (Dixon, Postgate,
1972; Setten et al., 2013; Wang et al., 2013; Yang et al.,
2014; Han et al., 2015; Li et al., 2016). Однако вопрос
о том, как интегрировать гены азотфиксации в
клетку-реципиент так, чтобы экспрессия nif-ге-
нов не ингибировалась различными факторами, а
процесс фиксации азота был эффективным по срав-
нению с диазотрофами, остается открытым. Неко-
торые исследователи имели иной подход к созданию
эффективных азотфиксирующих штаммов бакте-
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рий, основанный на изменении регуляции экс-
прессии гена nifA. Впервые конститутивная экс-
прессия nifA в присутствии кислорода и азота была
продемонстрирована Buchanan-Wollaston и соавт.
в начале 80-х годов (Buchanan-Wollaston et al.,
1981). Позднее Kennedy и соавт. отметили актива-
цию экспрессии nif-генов у Azotobacter vinelandii и
Azotobacter chroococcum при привнесении экспрес-
сирующегося гена nifA Klebsiella pneumonia (Ken-
nedy, Robson, 1983). Прикладной аспект исполь-
зования азотфиксатора с измененной регуляцией
генов нитрогеназного комплекса описан в работе
An и соавт., где было показано, что свободножи-
вущий ассоциативный азотфиксирующий мик-
роорганизм Enterobacter gergoviae с конститутив-
ной экспрессией транскрипционного активатора
nifA гена стимулировал (улучшал) рост кукурузы
(An et al., 2007). Таким образом, искусственное
изменение экспрессии nif-генов оказывает влияние
на азотфиксирующий статус микроорганизмов.

Ризобии в свободноживущем состоянии не
способны к преобразованию атмосферного азота,
поскольку индукция генов азотфиксации (в том
числе и nifA гена) происходит в условиях низкого
содержания кислорода: в тканях центральной ча-
сти клубенька (Fischer, 1998). Однако ранее нами
была описана возможность активации экспрес-
сии nif-генов ex planta посредством введения в
бактериальную клетку дополнительной копии nifA
под искусственной регуляцией. Таким образом, в
ризобиальные клетки была введена собственная
активная копия nifA гена (Баймиев и соавт., 2019).

Ген nifA проявляет невысокую сцепленность с
генами, кодирующими белки коровой части нит-
рогеназного комплекса, и может вовлекаться в
горизонтальный перенос отдельно от остальных
nif-генов. Это может привести к различным соче-
таниям регуляторной и коровой части генов нитро-
геназы. На сегодняшний день известно достаточно
большое количество случаев, когда бактерии одного
штамма в составе своего генома содержат разные
филогенетические варианты одноименных nif-ге-
нов, что, скорее всего, является результатом ком-
бинаторной эволюции вследствие рекомбинаци-
онных процессов между разными таксонами ри-
зобий (Norel, Elmerich 1987; Sullivan et al., 2013;
Wongdee et al., 2018). Исходя из этого, исследова-
ние функциональной специфичности белка NifA
среди клубеньковых бактерий позволит прибли-
зиться к пониманию эволюции генетики азот-
фиксации и даст возможность целенаправленно-
го создания эффективных сельскохозяйствен-
ных штаммов ризобий.

Целью данной работы являлось выявление
функциональной специфичности разных фило-
генетических вариантов регуляторного белка NifA в
гетерологичных системах внутри группы клубень-
ковых бактерий.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Объектами исследования были штаммы бакте-

рий из коллекции “Симбионт” ИБГ УФИЦ РАН,
выделенные из клубеньков дикорастущих бобовых
растений Южного Урала: Vicia sylvatica L. (горошек
лесной), Lathyrus pisiformis L. (чина гороховидная)
Lotus zhegulensis Klokov (лядвенец жигулевский) и
Medicago lupulina L. (люцерна хмелевидная). Для
генно-инженерных манипуляций использовали
штамм XL-1 Blue E. coli.

Культивирование бактериальных клеток. Выра-
щивание клубеньковых бактерий дикого типа
осуществляли на питательной среде YM (1% манни-
тол, 0.01% NaCl, 0.05% K2HPO4, 0.02% MgSO4, 0.1%
дрожжевой экстракт) при 28°С. Отбор трансфор-
мированных штаммов проводили на среде YM с
селективным антибиотиком – гентамицином
(15 мкг/мл). Для анализа азотфиксирующей ак-
тивности модифицированные штаммы ризобий
выращивали на жидкой безазотной среде С40
(0.02% KH2PO4, 0.08% K2HPO4, 0.02% MgSO4 ⋅ 7H2O,
FeCl3 (следы), Na2MoO4 (следы), 0.04% дрожжевой
экстракт, 2% сахароза) с добавлением антибиотика.
Индукцию экспрессии гена nifA, находящегося
под управлением промотора ParaBAD, активирова-
ли арабинозой в диапазоне концентраций от 0.1 до
2 мM. Клетки E. coli культивировали на LB среде
(1% бактотриптон, 0.5% дрожжевой экстракт,
0.5% NaCl) при 37°С.

Работа с ДНК. Выделение тотальной ДНК из
клубеньковых бактерий проводили лизировани-
ем клеток в 1% Triton X100 и 1% суспензии Chel-
ex100 (Баймиев и соавт., 2011).

Создание генно-инженерной конструкции. В ка-
честве целевого гена использовалась последователь-
ность гена nifA, принадлежащая к трем основным
родам: Rhizobium (Rhizobium leguminosarum), Ensifer
(Sinorhizobium meliloti) и Mesorhizobium (Mesorhizo-
bium loti). Данные последовательности были ампли-
фицированы с помощью ПЦР с использованием
следующих праймеров: nifAvicF 5'-cagtgactgcgag-
gagttttgtaggcatgatta-3'; nifAvicR 5'-tggcgatcgcggt-
cactccttcttcaca-3'; nifAsinoF 5'-catgcgcaaacaggacaa-3';
nifAsinoR 5'-gctcgcgacgcctttatc-3'; nifAmesoF 5'-catg-
cacgatactcgcaac-3'; nifAmesoR 5'-cgcgagccggttcagag-3'.
Данные варианты гена nifA клонировали в вектор
pJN105 по сайту рестрикции SmaI. Вектор с целе-
вым геном проклонировали в штамме XL-1 Blue
E. coli. Затем методом щелочного лизиса по стан-
дартной методике выделили плазмиду в достаточ-
ном количестве для трансформации компетентных
клеток ризобий (Sambrook, Russell, 2001). Транс-
формацию штаммов клубеньковых бактерий про-
водили методом электропорации по протоколу
для агробактерий в кювете 0.1 см в приборе Mi-
croPulser (“BioRad”, США).

Анализ азотфиксирующей активности клубень-
ковых бактерий, как дикого типа, так и модифи-
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цированных штаммов проводили методом редук-
ции ацетилена, предложенным Умаровым (Умаров,
1989). Для этого штаммы ризобий выращивали на
безазотной среде С40 в течение 1–2 сут (для бакте-
рий рода Rhizobium и Ensifer) и 3–5 сут (род Mezorhi-
zobium) до концентрации клеток 1–2 × 108 КОЕ/мл
на термостатируемом орбитальном шейкере ES20
при 180 об./мин и температуре 28°С. Рекомбинант-
ные штаммы выращивались при тех же условиях, но
с добавлением селективного антибиотика. Суспен-
зию бактериальных клеток объемом 1 мл перено-
сили в стерильные стеклянные флаконы на 15 мл,
содержащие 5 г стерильного песка. Затем флако-
ны закрывали ватными пробками и помещали в
термостат на 28°С на сутки. После инкубации за-
меняли ватные пробки на стерильные резиновые
и во флаконы вводили ацетилен в объеме 1 мл.
Через 1 ч проводили анализ содержания ацетиле-
на и этилена по времени выхода каждого газа в
исследуемых образцах на газовом хроматографе с
пламенным ионизационным детектором Shimad-
zu GC-2014 (“Shimadzu”, Япония).

Оценку экспрессии nifA-гена у рекомбинантных
штаммов проводили методом ОТ-ПЦР. РНК вы-
деляли с применением набора FastRNA Pro Blue
Kit (США). Для удаления остатков ДНК препарат
РНК обрабатывали ДНКазой свободной от РНКаз
(“Thermo Scientific”, США). Используя фермент
MMLV-ревертазу (обратная транскриптаза вируса
лейкемии мышей) (“Евроген”, Россия) получали
первую цепь ДНК, комплементарную мРНК. Ре-
акционная смесь содержала следующие компо-
ненты: 1–5 мкг РНК, 20 мкМ случайного гекса-
мерного праймера (“Fermentas”, США), одно-
кратный буфер для ревертазы (50 мМ трис-HCl
рН 8.3, 10 мМ MnCl2, 10 мМ DTT, 0.5 мМ сперми-
дина), по 500 мкМ каждого из дезоксинуклеотид-
трифосфатов и 5 единиц MMLV-ревертазы. Инку-
бировали в течение 2 ч при 42°С, затем реакционную
смесь инактивировали нагреванием до 70°С 10 мин.
Полученные образцы использовали для поста-
новки ОТ-ПЦР.

Выделение тотального белка из культуры бакте-
риальных клеток проводили по описанной ранее
методике (Towbin et al., 1979). Вестерн-блот-анализ
осуществляли по методике, описанной в работе
Mongiardini (Mongiardini et al., 2008). В качестве
мембраны для переноса белков методами Вестерн-
блот и дот-блот использовали PVDF-мембрану
(“Bio-Rad”, США). Дот-блоттинг (метод вакуум-
ной фильтрации) осуществляли по следующей
схеме: PVDF-мембрану помещали в прибор Bio-
Dot Microfiltration System (“Bio-Rad”, США), затем
наносили по 500 мкл суспензии в лунки предва-
рительно разрушенных бактериальных клеток
после ультразвуковой дезинтеграции в ресуспен-
дирующем буфере (50 мM Tris-HCl, 1 мM ЭДТА,
100 мM NaCl, 1 мM PMSF).

Обнаружение корового белка нитрогеназы –
NifH проводили с использованием коммерческих
поликлональных куриных антител (первичные
антитела) (AS01021A, “Agrisera”, Швеция). После
блокировки мембраны в 0.5% сухом обезжирен-
ном молоке иммобилизированные белки обраба-
тывали первичными антителами, которые пред-
варительно разводили в 2000 раз в ТBS-буфере c
добавлением 0.5% сухого обезжиренного молока
(10 мM трис-основание, 0.9% NaCl, 0.1% Tween-
20, 0.5% сухое молоко). По окончании инкубации
в течение 10–16 ч при 4°С мембраны трижды про-
мывали в TBS-буфере от остатков первичных ан-
тител. Для обнаружения связавшихся первичных
антител использовали моноклональные кроли-
чьи антитела в разведении 1 : 2000, конъюгиро-
ванные с пероксидазой хрена HPR (“Agrisera”,
Швеция). Инкубацию проводили в течение 1.5–2 ч
при комнатной температуре. После трех отмывок
в TBS-буфере связывание вторичных антител де-
тектировали с помощью субстрата DAB (“Cell
Marque Corporation”, США).

Филогенетический анализ последовательно-
стей генов nifA проводили в программе Megalign
(Lasergene, DNASTAR) на основе множественно-
го выравнивания ClustalW. Нуклеотидные после-
довательности гена nifA штаммов клубеньковых
бактерий были взяты из GenBank.

Статистическую обработку полученных данных
осуществляли с использованием программы Mic-
rosoft Office Excel 2010. Эксперименты проводили
в трехкратной повторности. При оценке получен-
ных результатов использовался критерий Краске-
ла–Уоллиса. Представленные данные имеют со-
ответствующие доверительные интервалы при
уровне доверительной вероятности равной 0.95.

Обработку результатов дот-блот-анализа про-
водили с использованием компьютерной про-
граммы TatalLab v2.01.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Для выявления степени функциональной спе-
цифичности гена nifA внутри группы клубенько-
вых бактерий были созданы генно-инженерные
плазмидные конструкции с его различными фи-
логенетическими вариантами под управлением
бактериального промотора. В качестве основы
была выбрана плазмида широкого круга хозяев
pJN105, содержащая репликон pBBR1 (Newman,
Fuqua, 1999). При сравнительном анализе после-
довательностей гена nifA клубеньковых бактерий,
несмотря на высокую гетерогенность, тем не менее,
наблюдалось определенное филогенетическое
разделение по группам в зависимости от принад-
лежности к основным родам ризобий (рис. 1). В
этой связи в качестве целевых генов при получе-
нии генно-инженерных конструкций были ис-
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пользованы три гена nifA, принадлежащие преиму-
щественно к бактериям родов Rhizobium, Mesorhizo-
bium, Ensifer, которые в плазмидe pJN105 были
встроены под управление промотора ParaBAD,
индуцируемого сахаром арабинозой. Известно,
что бактерии рода Mesorhizobium содержат две ко-
пии гена регуляторного белка NifA: nifA1 и nifA2
(Sullivan et al., 2013). Нами для работы была кло-
нирована последовательность гена, которая соот-
ветствует варианту гена nifA2.

Для того чтобы удостовериться, что получен-
ные векторы функциональны в штаммах ризобий,
нами параллельно была создана подобная же кон-
струкция, где вместо целевого гена был вставлен ре-
портерный ген зеленого флуоресцентного белка.
При трансформации данной плазмидой ризобий
образовывались зелено-окрашенные клоны мик-
роорганизмов, что показывает функциональность
полученных конструкций в клубеньковых бакте-
риях.

Рис. 1. Филогенетическое древо, построенное на основании сравнительного анализа последовательностей гена nifA
клубеньковых бактерий.
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Наиболее распространенными родами ри-
зобий, вступающими в симбиоз с бобовыми рас-
тениями умеренного климата, являются бактерии
рода Rhizobium, Mesorhizobium, Bradyrhizobium и
Ensifer. Выбор штаммов реципиентов для получе-
ния рекомбинантных по созданным конструкциям
микроорганизмов осуществлялся из числа пред-
ставителей перечисленных родов ризобий по сле-
дующим критериям: во-первых, штаммы должны
были быть эффективными, т.е. иметь хорошую
клубенек-образующую и азотфиксирующую актив-
ности, что свидетельствовало бы о присутствии пол-
ного набора необходимых для азотфиксирующего
симбиоза генов; во-вторых, неустойчивыми к дей-
ствию антибиотика гентамицина для возможно-
сти селекции рекомбинантных бактерий после их
трансформации. Штаммы, удовлетворяющие нас
по условиям эффективности, были взяты из кол-
лекции симбиотических микроорганизмов ИБГ
УФИЦ РАН “Симбионт”. Далее, более 130 штам-
мов клубеньковых бактерий были проверены на
устойчивость к действию антибиотика гентами-
цина (Gm), используемого в качестве маркера
при скрининге рекомбинантных клонов. Таким
образом, для данного исследования были отобра-
ны штаммы VSyl1, VSyl3, VSyl7, VSyl8, LPis4 (род
Rhizobium); MLu2 (род Ensifer); LZh1 и LZh3 (род
Mesorhizobium), не проявляющие резистентность
к гентаминицину и имеющие азотфиксирующую
активность в симбиозе с растением-хозяином.

В дальнейшем на основе выбранных штаммов
были получены их рекомбинантные варианты со
всеми созданными векторными конструкциями,
несущими гены nifA, принадлежащие родам Rhi-
zobium, Ensifer, Mesorhizobium.

Поскольку белок NifA является основным ак-
тиватором генов нитрогеназного комплекса, функ-
циональную активность привнесенных копий его
гена проверяли определением индукции наработки
корового белка нитрогеназы NifH методом вестерн-
блот анализа с использованием поликлональных

куриных антител, полученных к данному белку
(рис. 2).

Было обнаружено, что при индукции привне-
сенного гена nifA арабинозой в концентрации
1 мM белок NifH нарабатывается во всех реком-
бинантных штаммах, тогда как у диких вариантов
в свободноживущем состоянии он отсутствует.

Анализ влияния различных концентраций ин-
дуктора бактериального промотора ParaBAD, под
регуляцией которого находятся привнесенные ко-
пии генов nifA, на уровень наработки белка NifH по-
казал неоднозначные результаты. Так, при иссле-
довании концентраций индуктора арабинозы в
диапазоне от 0.1 до 2 мM было показано, что наи-
больший уровень наработки целевого белка у раз-
ных рекомбинантных штаммов происходит при
различных его концентрациях, хотя транскрип-
ционная активность самого гена увеличивалась с
повышением концентрации индуктора (рис. 3).

Так, например, у рекомбинантного штамма
R. leguminosarum VSyl7 c конструкцией
pJN105RhizonifA и Mesorhizobium sp. с
конструкцией pJN105MesonifA было обнаружено
повышение индукции гена nifH уже при концен-
трации 0.1 мM, которая при 0.5 мM падала и опять
повышалась при 1 мM. Выявить какую-то зако-
номерность влияния определенных концентра-
ций индуктора гена nifA на активацию генов нит-
рогеназного комплекса не получилось, поскольку
индуктор на конечный белок влияет опосредова-
но через продукт гена nifA, который, в свою оче-
редь может подвергаться различным воздействи-
ям, например, действию ингибиторов. Поэтому
каждый вариант штаммов имеет свою особен-
ность при ответе на воздействие на них индукто-
ром. Но, тем не менее, было показано, что у всех
штаммов при воздействии арабинозой в концен-
трации 1 мM происходит наработка белка NifH на
близких к максимальному уровню (рис. 4). Поэто-
му при выполнении следующего этапа работы
была использована именно эта концентрация

Рис. 2. Вестерн-блот анализ белков NifН, выделенных из штаммов клубеньковых бактерий дикого типа и их рекомби-
нантных вариантов. 1 – белок NifH, полученный из клубеньков гороха посевного; 2–4 – белок NifH, выделенный у
штаммов дикого типа VSyl7, MLu2 и LZh1 соответственно; 5–7 – белок NifH, полученный из рекомбинантных штам-
мов VSyl7ParaBADVic, MLu2ParaBADSino и LZh1ParaBADMeso соответственно. Концентрация индуктора арабинозы
1 мM.

32.5 кДа

ММ 7654321
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индуктора. Наибольший ответ происходил при
концентрациях близких к 1 мM. Хотя есть и ис-
ключения.

Далее, все полученные рекомбинантные штам-
мы были проанализированы на наличие азотфикси-
рующей активности методом редукции ацетилена. В
результате этого было выявлено, что привнесение
активной дополнительной копии nifA гена у ри-
зобий приводит к появлению процесса фиксации
молекулярного азота ex planta. Так же как и на
предыдущем этапе, азотфиксирующая активность
рекомбинантных штаммов в свободноживущем
состоянии наблюдалась как при привнесении
конструкций с геном nifA, характерным бактериям
своего рода, так и аналогичными генами, клони-
рованными из микроорганизмов других родов
ризобий (рис. 5). Это говорит о том, что продукты
генов nifA имеют универсальность среди исследо-
ванных родов клубеньковых бактерий. Тем не ме-

Рис. 3. Анализ транскрипционной активности гена
nifA методом ОТ-ПЦР у рекомбинантного штамма
бактерий Rhizobium sp. VSyl7 c дополнительной ко-
пией данного гена рода Rhizobium при воздействии
различных концентраций индуктора арабинозы: 1 –
без индуктора; 2 – 0.1 мM; 3 – 0.5 мM;4 – 1 мM; 5 –
1.5 мM; 6 – 2 мM.

ММ 654321

Рис. 4. Гистограммы анализа наработки белка NifH рекомбинантными бактериями и штаммами дикого типа дот-
блот-методом, выращенными на питательной среде в присутствии/отсутствии индуктора – арабинозы в диапазоне
концентраций 0.1–2 мM. (а) – Рекомбинантный штамм бактерий Rhizobium sp. VSyl7 c дополнительной активной ко-
пией nifA гена рода Rhizobium, штамм дикого типа – VSyl7. (б) – Рекомбинантный штамм бактерий Ensifer sp. MLu2 c
дополнительной активной копией nifA гена рода Ensifer, штамм дикого типа – MLu2. (в) – Рекомбинантный штамм
бактерий Mesorhizobium sp. LZh1 c дополнительной активной копией nifA гена рода Mesorhizobium, штамм дикого
типа – LZh1. Средняя интенсивность пикселей по точкам представлена в графическом режиме. Знаком “*” помечены
столбцы, где данные представляют статистическую значимость при p < 0.05.
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нее, нами были обнаружены и некоторые различия
в активности при разных сочетаниях nifA и штам-
мов ризобий. При этом большее значение имел
именно штамм, а не родовая принадлежность
микроорганизмов. Так, наибольшая азотфикси-
рующая активность нами была обнаружена у
штамма R. leguminosarum VSyl3 при привнесении
гена nifA, характерного для бактерий рода Rhizobium.
В то же время другой штамм R. leguminosarum –
VSyl1, трансформированный той же конструкцией,
показал значительно меньшие значения. При этом у
него наибольшую азотфиксирующую активность
вызывала трансформация конструкцией, содержа-
щей ген nifA бактерий рода Mesorhizobium. Интерес-
ные данные были получены по штамму Ensifer sp.
Штамм MLu2 показал наименьшую азотфиксирую-
щую активность при привнесении в его клетки
дополнительной активной копии гена nifA харак-
терной для своего рода, тогда как рекомбинантные
штаммы, трансформированные конструкциями,
содержащими ген nifA бактерий рода Rhizobium и
Mesorhizobium, отличались более высокой нитро-
геназной активностью. Рекомбинантные штам-
мы рода Mesorhizobium также характеризовались
тем, что привнесение в их клетки гена nifA бакте-
рии своего же рода приводила к меньшей степени
активации азотфиксации по сравнению с при-
внесением гена nifA других родов ризобий. Наи-
большие показатели нитрогеназной активности у
штаммов рода Mesorhizobium наблюдали при
трансформации их конструкциями с геном nifA
бактерий рода Ensifer.

Индукция азотфиксирующей активности ис-
следованных родов клубеньковых бактерий при
искусственной активации экспрессии гена регу-
ляторного белка NifA, как было показано в рабо-
те, возможна. При этом наблюдается функцио-
нальная универсальность NifA внутри бактерий
трех взятых в анализ родов ризобий. Уровни ак-

тивации азотфиксации у штаммов одного вида
разными филогенетическими вариантами NifA
имеют различные значения, что говорит о том,
что кроме эволюционной составляющей большое
значение имеет генетическое сочетание набора
генов, участвующих в процессе азотфиксации.
Работы по искусственной комбинаторной эволю-
ции nif-генов проводятся регулярно. Но до сих пор
не известен механизм совместной работы всех про-
дуктов данных генов, значение разных их сочета-
ний в эффективности азотфиксации (Smanski et al.,
2014). И поскольку в природе встречаются штам-
мы бактерий даже одного вида с отличающейся
эффективностью азотфиксации и, соответствен-
но, разным набором и локализацией nif-генов, то
значит процесс образования разных их комбина-
ций постоянный и имеет огромное значение в
биологической минерализации атмосферного азо-
та. Скорее всего, именно универсальность от-
дельных компонентов группы nif-генов делает
возможным участие комбинаторных механизмов в
эволюции генов азотфиксации, а также дает объ-
яснение возможности образования химерных
штаммов ризобий, когда в клетках клубеньковых
бактерий обнаруживаются симбиотические гены
другой филогенетической принадлежности. Та-
ким образом, еще раз подтверждается ключевая
роль горизонтального переноса генов между клу-
беньковыми бактериями в формировании боль-
шого разнообразия потенциально способных к
азотфиксирующему симбиозу генетических ва-
риантов ризобий и главенствующая роль бобово-
го растения в отборе наиболее оптимальных для
него штаммов клубеньковых бактерий.

Работа выполнена с использованием оборудо-
вания РЦКП “Агидель” и УНУ “КОДИНК”.

Риc. 5. Анализ азотфиксирующей активности рекомбинантных штаммов клубеньковых бактерий. В качестве образца
для сравнения взяты дикие варианты штаммов клубеньковых бактерий К1−К8.
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Abstract—The functional activity of different phylogenetic variants of the transcriptional activator of nitrogen
fixation genes in the cells of root nodule bacteria (rhizobia) of different taxa was analyzed. For this purpose,
recombinant strains of root nodule bacteria of the genera Mesorhizobium, Ensifer (Sinorhizobium), and Rhi-
zobium were created using genetic engineering constructs based on the plasmid pJN105. This plasmid con-
tains different phylogenetic variants of the nifA gene typical for bacteria of the genera Mesorhizobium, Ensifer,
and Rhizobium under the control of the ParaBAD bacterial promoter. It was shown that in free-living recom-
binant cells of all three bacterial genera, the introduction of an additional active copy of the nifA gene to their
genome resulted in emergence of detectable nitrogenase activity. The level of nitrogenase activity was not di-
rectly related to the phylogeny of the introduced nifA gene, which is most likely explained by the universality
of the product of this gene within the studied group of bacteria. The data obtained indicate the possibility of
combinatorial processes in the evolution of nitrogen fixation genes.

Keywords: root nodule bacteria, nitrogen fixation, nitrogenase, nif-genes
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