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Биосурфактанты представляют собой вторичные метаболиты микроорганизмов, рас-
тений, высших животных, и по своим свойствам они выступают в качестве поверхносто-
активных веществ (ПАВ). На сегодняшний день область применения биосурфактантов
весьма разнообразна, они зарекомендовали себя в нефтяной и добывающей промышленно-
сти, медицине, косметологии и т.д. Рассмотрение функций биосурфактантов также нема-
ловажно и для устойчивого развития сельского хозяйства. Известно, что биосурфактан-
ты, продуцируемые ризобактериями, обладают антагонистическими свойствами против
патогенов растений. Применение биосурфактантов в сельском хозяйстве также способ-
ствует развитию таких механизмов взаимодействия микроорганизмов с растениями, как
антибиоз, конкуренция и индуцированная системная устойчивость [1]. Однако для более
глобального понимания роли биосурфактантов микроорганизмов на растения необходи-
мо изучить как целевая инактивация генов, отвечающих за выработку сурфактантов у
штаммов-продуцентов ризобактерий скажется на их микробно-растительных взаимодей-
ствиях. В качестве перспективных продуцентов биосурфактантов выступают почвенные
бактерии рода Bacillus, поэтому в настоящей работе нами был выбран штамм Bacillus
pumilus 3-19 из коллекции микроорганизмов НИЛ «Агробиоинженерия», продуцирющий
биосурфактант лихенизин.

Целью данного исследования явилось создание плазмидного вектора для целевой инак-
тивации гена гена лихенизина в геноме Bacillus pumilus 3-19 методом CRISPR/Cas9 ре-
дактирования.

В настоящей работе был использован вектор pJOE9282.1, содержащий систему CRISPR/Cas9,
находящуюся под контролем ксилоза-индуцируемого промотора Pxyl [2]. Для вставки на-
правляющей последовательности (sgRNA) вектор предварительно расщепляли по сайту
рестрикции BsaI, после чего последовательность sgRNA интегрировали в рестрицирован-
ный вектор. После этого были получены фланкирующие последовательности гена лихе-
низина методом ПЦР с геномной ДНК B. pumilus 3-19, которые затем встроили по сайту
рестрикции SfiI вектора pJOE9282.1. Наличие вставок sgRNA и фланкирующих последо-
вательностей гена-мишени подтверждали методом ПЦР и секвенированием.

В результате работы был получен и клонирован вектор pLEl11.23, который будет транс-
формирован в клетки B. pumilus 3-19 методом электрофорации для получения делеци-
онного мутанта с инактивированным геном лихенизина. После чего полученный штамм
будет трансформирован плазмидным вектором, содержащим GFP белок для дальнейших
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экспериментов по выяснению роли биосурфактантов в микробно-растительных взаимо-
действиях на Solanum tuberosum L. и Arabidopsis thaliana.

Работа выполнена при поддержке Программы стратегического академического лидер-
ства "ПРИОРИТЕТ 2030".
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