Адгезин RapA1, связывающий ризобии с корнями растений
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Бактерии, колонизирующие ризосферу и ускоряющие рост растений с помощью различных механизмов, называются ростстимулирующими ризобактериями (PGPR). К ним относятся и клубеньковые бактерии (ризобии), которые вступают в азотофиксирующий симбиоз с бобовыми растениями. Адсорбция ризобий к корневым волоскам растений является специфическим и сложным процессом, для этого необходимы молекулы-посредники такие, как адгезины. К подобным адгезинам относится семейство rap-белков. Адгезин RapA1 - внеклеточный Ca2+-связывающий белок, который распознает полисахарид на бактериальной поверхности и способствует ризобиальной аутоагглютинации через клеточные полюса. Благодаря такому свойству белка RapA1, увеличив число копий гена в самой бактерии, возможно повысить число адсорбированных бактериальных клеток на поверхности корневых волосков. Таким образом, целью работы было проверить влияние гена RapA1 в ризобиях на эффективность клубенькообразования.
Объектами исследования в работе служили растения фасоли обыкновенной (Phaseolus vulgaris) сорта Эврика. При проведении экспериментов по клонированию применяли штамм E. coli XL1‑Blue и плазмиды pJN105, pTurboGFP-B, pAL-TA. Для инокуляции растений использовали ризобии Rhizobium leguminosarum. Выделение плазмидной ДНК, рестрикцию и лигирование ДНК, подготовку компетентных клеток, их трансформацию плазмидной ДНК, а также электрофорез фрагментов ДНК проводили по лабораторному руководству Сэмбрука с соавт. Компьютерный анализ нуклеотидных последовательностей проводили с помощью пакета компьютерных программ «Lasergene» фирмы «DNASTAR, Inc.» (США). ПЦР проводили с использованием стандартных наборов для амплификации ДНК.
В результате трансформации был получен штамм ризобий Rhizobium leguminosarum, несущий плазмиду pJN105TurboRapA1. Затем сажали семена фасоли, инокулированные полученным штаммом ризобий, и незараженные семена в качестве контроля, а для сравнения эффективности работы гена RapA1, высаживали фасоль, зараженный исходным штаммом ризобий, без плазмиды pJN105TurboRapA1. Через месяц после закладки опыта смотрели результаты: у контрольных растений клубеньки отсутствовали, во всех остальных вариантах опытов клубеньки на корнях сформировались, но их количество у растений фасоли, зараженных ризобиями, трансгенными по гену RapA1, было примерно в 2 раза больше, чем у растений, зараженных исходным штаммом ризобий.
Полученные данные показали, что трансгенные по гену RapA1 ризобии способствовали повышению клубенькообразования у опытных растений. Возможно, это произошло за счет увеличения числа адгезированных ризобий на корнях растений, что доказывает узнавание белком RapA1 полисахаридных компонентов клеточной стенки растений. Таким образом, проведенный эксперимент подтверждает принципиальную возможность увеличения таким способом урожайности бобовых растений, за счет повышения клубенькообразования с усилением симбиотической азотофиксации и улучшением минерального питания растений.

