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Аннотация. В статье описывается методика молекулярного клонирования, используемая для 
идентификации фитопатогенов в коллекционных образцах редких и эндемичных видов растений 
Ульяновской области. Экстракцию ДНК проводили с использованием набора GeneJET Genomic DNA 
Purification Kit (Thermo Scientific) в соответствии с протоколом изготовителя. Образцы гомогенизи-
ровались пластиковыми пестиками в пробирках типа Эппендорф на 1.5 мл и помещались для ин-
кубации в литический раствор (Lysis Solution, Thermo Scientific), содержащий протеиназу К. Далее 
проводилось выделение нуклеиновых кислот на силиконовых колонках. Для успешной амплифика-
ции использован следующий протокол ПЦР. Праймеры подбирались к участку 16S рибосомальной 
ДНК (прямой – AGAGTTTGATCCTCCCTCAG и обратный – ACGGCTACCTTGTTACGACTT). Ре-
акция велась в реакционной смеси объёмом 20 мкл, содержащей: 1x буфер, дезоксирибонуклео-
тиды (250 мкМ), праймеры (0.25 мкМ), taq-полимераза (10 ед.), деионизированная вода, матрица 
ДНК (3 мкл). Температурные параметры ПЦР: температурными параметрами: денатурация ДНК 
проходила при 94°С в течение 2 мин, циклирование – плавление матрицы при 94°С, 30 сек; отжиг 
праймеров при 55°С, 30 сек; элонгация цепи при 72°С, 1 мин (всего 30 циклов); окончательная до-
стройка цепей проводилась при 72°С в течение 5 мин. ПЦР проводили  с использованием ампли-
фикатора SpeedCycler 2 (Analytik Jena). В результате молекулярно-генетических исследований вы-
явлено 4 вида бактерий, включающие только один болезнетворный вид для растений: Agrobacterium 
tumefaciens (Rhizobium radiobacter) – фитопатоген, способный вызвать образование корончатых гал-
лов; Bacillus cereus; Bacillus pumilus и Pseudomonas fluorescens. Важность такой фундаментальной 
проблемы, как скрининг наличия патогенов в культурах и образцах редких видов растений, вытекает 
из необходимости мониторинга состояния ботанических коллекций, которые могут подвергаться 
воздействию стрессовых неблагоприятных факторов и инвазии фитопатогенов. В ходе выполнения 
работы была предпринята попытка разработки лабораторных протоколов, позволяющих, при нали-
чии оборудования для молекулярно-генетических исследований, выявлять патогены на поверхности 
семян редких растений, занесенных в Красные книги РФ и Ульяновской области.
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Сохранение редких и эндемичных видов рас-
тений Ульяновской области является важнейшей 
задачей "Стратегии сохранения редких и находя-
щихся под угрозой исчезновения видов...в период 
до 2030 года" на региональном уровне (в соответ-
ствии с положениями Экологической доктрины 
Российской Федерации). Коллекционные образцы 
плодов и семян ценных растений нуждаются в 
постоянной проверке на предмет жизнеспособ-
ности и наличия патогенов, поскольку только 
качественный посевной материал, хранящийся 

в банках культур, позволит в будущем воспро-
изводить и преумножать популяции охраняемых 
видов растений Ульяновской области. В связи с 
этим разработка новых молекулярно-генетиче-
ских методов проверки инфицированности как 
семян, так и клеточных культур растений, скри-
нинга жизнеспособности посевного материала, 
является весьма актуальной целью фундамен-
тальных исследований нашего коллектива. Пер-
спективы использования полимеразной цепной 
реакции (ПЦР) в оценке качества растительного 
материала любой природы (вегетативные органы, 
плоды, семена, клеточные культуры и т.д.) позво-
ляют в кратчайшие сроки определить широкий 
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спектр фитопатогенов, которыми может быть за-
ражён биоматериал, а также оценить его жизне-
способность. Уникальность и чувствительность 
ПЦР состоит и в том, что данный метод позволяет 
выявлять возбудителей заболеваний, не культи-
вирующихся даже на селективных питательных 
средах, а также патогены, находящиеся в исследу-
емых образцах в весьма малых количествах. 

При определении конкретных видов класси-
ческими методами с использованием посевов мо-
гут возникнуть затруднения, связанные с невоз-
можностью культивировать бактерии отдельных 
видов на питательных средах и субъективными 
ошибками при проведении микробиологических 
исследований (неправильный забор и консервация 
биологического материала с микрофлорой, отсут-
ствие навыков идентификации при микроскопии 
и пр.). Современные молекулярно-генетические 
методы исследования, например такие, как моле-
кулярное клонирование, позволяют с высокой сте-
пенью достоверности определить в исследуемом 
образце (растительная ткань, клеточная культура 
и пр.), содержащем несколько микроорганизмов 
(метагеном), любой вид бактерий (в том числе 
патогенных). Целью данной работы являлась от-
работка метода молекулярного клонирования для 
определения видов бактерий, заселяющих коллек-
ционные образцы редких и эндемичных растении 
Ульяновской области, хранящихся в Ульяновском 
государственном педагогическом университете 
имени И.Н. Ульянова. В коллекции насчитывается 
свыше 200 видов редких и эндемичных растений, 
занесённых в Красную книгу. Многие из них име-
ют большое значение как ценные медоносы, как 
лекарственные, эфирно-масличные, пищевые, ин-
дикаторные растения. 

МЕТОДИКА ЭКСПЕРИМЕНТА
Для определения бактериальных патогенов 

использовались навески семян массой 500 мг. 
Материал гомогенизировался в литическом рас-
творе (содержащим додецилсульфат натрия) в те-
чении 10 минут; после чего добавлялась протеаза 
К и проводилась инкубация при температуре 56ºС 
продолжительностью 6 часов. Далее гомогенизат 
центрифугировался и из полученного суперна-
танта проводилось выделение ДНК на силиконо-
вых колонках с помощью набора GeneJET Plant 
Genomic DNA Purification Kit (Thermo Scientific). 

В качестве генетического маркёра исполь-
зовали участок гена 16S рибосомальной РНК, 
который фланкировали праймерами: прямой 

– AGAGTTTGATCCTCCCTCAG и обратный –  
ACGGCTACCTTGTTACGACTT. Для успешной 
амплификации фрагмента был подобран состав 
реакционной смеси для полимеразной цепной ре-
акции (ПЦР): 1x буфер, дезоксирибонуклеотиды 
(250 мкМ), праймеры (0.25 мкМ), taq-полимераза 
(10 ед.), деионизированная вода, матрица ДНК (3 
мкл). ПЦР проводили в пробирках объёмом 0.2 мл 
с использованием амплификатора SpeedCycler 2  
(Analytik Jena) со следующими температурными 
параметрами: денатурация ДНК проходила при 
94°С в течение 2 мин, циклирование – плавле-
ние матрицы при 94°С, 30 сек; отжиг праймеров 
при 55°С, 30 сек; элонгация цепи при 72°С, 1 мин 
(всего 30 циклов); окончательная достройка цепей 
проводилась при 72°С в течение 5 мин. После за-
вершения реакции по 5 мкл смеси наносили на 1% 
агарозный гель для оценки качества ПЦР и раз-
деления фрагментов; после чего готовился препа-
ративный гель, из которого проводили выделение 
и очистку фрагментов нужной длины (около 1400 
п.о.) (при этом использовали набор GeneJET Gel 
Extraction Kit (Thermo Scientific)). 

Очищенные фрагменты гена 16S рибосо-
мальной РНК бактерий лигировали с вектором  
pTZ57R/T по протоколу из набора InsTAclone 
PCR Cloning Kit  (Thermo Scientific), при этом 
готовили смесь, содержащую компоненты: 5X 
Ligation Buffer, Vector pTZ57R/T (55 нгр/мкл), T4 
DNA Ligase (5 u/мкл), очищенный ПЦР-продукт 
(10 мкл), деионизированная вода. По 2 мкл полу-
ченного лигата электропорировали (с помощью  
MicroPulser Electroporator, Bio-Rad) с 50 мкл су-
спензии компетентных клеток Escherichia coli 
(штамм DH5-alfa). Для отбора трансформирован-
ных бактерий, суспензия клеток высевались на 
чашки Петри с селективным LB-агаром, содер-
жащим антибиотик ампициллин, индуктор IPTG 
и индикатор X-gal. Чашки с трансформантами 
инкубировались в течение 24 ч при температуре 
37°С (в термостате LIB-010M, Daihan Labtech), 
после чего проводился визуальный отбор неокра-
шенных колоний  E. coli и пересев на селектив-
ную жидкую LB-среду с ампициллином. Инку-
бацию проводили 24 ч при температуре 37°С и 
перемешивании в шейкер-инкубаторе LSI-3016A 
(Daihan Labtech).

Выделение плазмидной ДНК с фрагмента-
ми гена 16S рибосомальной РНК из трансфор-
мированных клеток проводили с использовани-
ем набора GeneJET Plasmid Miniprep Kit (Thermo 
Scientific), концентрацию измеряли на спектрофо-
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Молекулярное клонирование

тометре ScanDrop (Analytik Jena). Сиквенсовую 
реакцию осуществляли по протоколу с набором 
BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Life 
Technologies) со следующим составом реакцион-
ной смеси: Ready Reaction Premix 2.5X, BigDye® 
Sequencing Buffer 5X, прямой праймер (3.2 пмоль), 
матрица ДНК (плазмидная, кол-во в зависимости 
от концентрации), деионизированная вода (до фи-
нального объёма – 20 мкл); для очистки использо-
вали BigDye® XTerminator TM Purification Kit (Life 
Technologies). Секвенирование проводили с помо-
щью генетического анализатора ABI PRISM 3500 
(Life Technologies), полученные последовательно-
сти анализировали в программе Sequence Scanner 2 
software (Life Technologies Corporation) [1].

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Принадлежность фрагментов бактериальной ДНК 

определяли, сравнивая обработанные и скорректиро-
ванные последовательности гена 16S рибосомальной 
РНК с депонированными ранее в базу GenBank [2]. 
Для учёта брались последовательности, давшие 100% 
совпадение по нуклеотидному составу с имеющими-
ся в базе (Рис. 1). В итоге выявлено 4 вида бактерий, 
включающих только 1 патогенный для растений:

1) Agrobacterium tumefaciens (Rhizobium 
radiobacter) – палочковидные грамотрицательные 
аэробные бактерии, обитатели почв. Является 
распространённым фитопатогеном, способным 
вызывать образование корончатых галлов. Неко-
торые источники указывают условную патоген-
ность данного вида и для людей [3, 4, 5, 6].

2) Bacillus cereus – грамположительные спо-
рообразующие почвенные бактерии. Не являются 
фитопатогенами, но способны вызывать пищевые 
токсикоинфекции у человека, образуя энтероток-
сины [7, 8, 9, 10, 11].

3) Bacillus pumilus – почвенные аэробные 
грамположительные спорообразующие бациллы. 
По некоторым данным, развиваясь на корнях рас-
тений, могут быть антагонистами таких фитопа-
тогенов, как представители родов Rhizoctonia и 
Fusarium [12, 13].

4) Pseudomonas fluorescens – грамотрицатель-
ные подвижные почвенные палочковидные бакте-
рии. Вид активно используется для защиты куль-
турных растений от грибковых заболеваний [14, 
15, 16, 17, 18, 19, 20].

Важность такой фундаментальной проблемы, 
как скрининг наличия патогенов в культурах и об-
разцах редких и эндемичных растений, вытекает 
из необходимости постоянного мониторинга со-
стояния коллекционных образцов, которые могут 
в течение длительного хранения терять жизнеспо-
собность, подвергаться воздействию стрессовых 
неблагоприятных факторов и инвазии фитопато-
генов. В ходе выполнения работы была предпри-
нята попытка разработки лабораторных прото-
колов, позволяющих, при наличии оборудования 
для молекулярно-генетических исследований, вы-
являть фитопатогены в хранимых образцах семян 
редких растений. В данном случае применялась 
методика молекулярного клонирования, позво-
лившая разделить полученные фрагменты одного 
и того же бактериального гена для разных видов, 
и, в дальнейшем, идентифицировать их. 

Исследование выполнено при финансовой поддержке 
РФФИ и Правительства Ульяновской области в рамках на-
учного проекта № 16-44-732017 "Разработка методов мо-
лекулярно-генетического скрининга жизнеспособности и 
наличия патогенов в клеточных культурах и коллекционных 
образцах редких и эндемичных видов растений Ульяновской 
области". 
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MOLECULAR CLONING AS A METHOD IN IDENTIFICATION 
OF BACTERIA IN COLLECTION SAMPLES OF RARE AND 

ENDEMIC SPECIES
A. V. Mishchenko, L. A. Maslennikova, D. K. Makarov, V. V. Soltis 

Ulyanovsk State Pedagogical University

Abstract. The article describes the molecular cloning methods for detection of bacteria that inhabit the 
collection of rare and endemic species of plants of the Ulyanovsk region. DNA was extracted using the 
GeneJET Genomic DNA Purification Kit (Thermo Scientific) according to the protocol provided by the 
manufacturer. Samples were homogenized with plastic pestles in 1.5-mL Eppendorf-type tubes and incubated 
in a lytic solution (Lysis Solution, Thermo Scientific) containing proteinase K. Further isolation of nucleic 
acids was performed on silicon columns. PCR protocol. Primers used were designed from the 16S ribosomal 
DNA (forward –AGAGTTTGATCCTCCCTCAG and reverse – ACGGCTACCTTGTTACGACTT). 
Reactions were performed in a volume of 20 µl containing: 10 mM PCR buffer 1X, 1.5 mM MgCl2, 250 
µM each dNTPs, 0.25 µM each primer, 10 U Taq DNA Polymerase, 3 µl extracted DNA. After 2 min 
denaturation at 94°C, the profile of amplification cycle was: 94°C × 30 sec, 55°C × 30 sec, 72°C × 2 min, 
performed 30 times, and a final extension step at 72°C × 5 min. The PCRs were done using a SpeedCycler 
2  (Analytik Jena).

As a result of molecular-genetic studies of the surface of seeds, 4 types of bacteria are revealed, 
including only one pathogenic species for plants: Agrobacterium tumefaciens (Rhizobium radiobacter), 
phytopathogens that can cause the formation of crown galls; Bacillus cereus; Bacillus pumilus; Pseudomonas 
fluorescens. The importance of such fundamental issues as the screening of the presence of pathogens in the 
cultures and specimens of rare species of plants, stems from the need to monitor the state of host plants of 
rare species of insects, which can be exposed to stress and unfavorable factors of plant pathogens invasion. 
In the course of the work, an attempt to develop laboratory protocols was made to allow, in the presence of 
equipment for molecular genetic studies, to identify phytopathogens on the surface of the rare plant seeds, 
rare prey insect species listed in the Red Data Book of the Russian Federation and the Ulyanovsk Region.

Keywords: rare and endemic species of plants, phytopathogens, molecular cloning, bacteria.
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