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Резюме 

Биопленки служат для многих бактерий физическим барьером от токсичных соединений и защитой 

от неблагоприятных условий окружающей среды. Кроме того, для клубеньковых бактерий 

(ризобий) биопленкообразование является фактором, определяющим конкурентоспособность 

штаммов ризобий в почвенных условиях. В этом процессе немаловажную роль играют 

экзополисахариды (ЭПС), биосинтез и функции которых для Rhizobium leguminosarum на 

сегодняшний день изучены недостаточно, в отличие, например, от Sinorhizobium meliloti. В данной 

статье рассмотрена основная информация о структуре и биосинтезе ЭПС у R. leguminosarum, 

описываются основные функции ЭПС, а также эксперименты с генами, связанными с синтезом 

ЭПС, с целью модификации биопленкообразования, в том числе для целей биотехнологии. 
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Resume 
For many bacteria, biofilms serve as a physical barrier against toxic compounds and protection against 

adverse environmental conditions. In addition, for nodule bacteria (rhizobia), biofilm formation is a factor 

determining the competitiveness of rhizobia strains in soil conditions. In this process, an important role is 

played by exopolysaccharides (EPS), the biosynthesis and functions of which for Rhizobium 

leguminosarum are currently insufficiently studied, unlike, for example, Sinorhizobium meliloti. This 

article discusses basic information about the structure and biosynthesis of EPS in R. leguminosarum, 

describes the main functions of EPS, as well as experiments with genes associated with the synthesis of 

EPS, with the aim of modifying biofilm formation, including for biotechnology. 
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Введение 
 Ризобии - это грамотрицательные почвенные 

бактерии, принадлежащие к α- и β-протеобактериям, 

которые известны своей способностью формировать 

азотфиксирующие клубеньки в симбиозе с бобовыми 

растениями. Геном большинства ризобий состоит из 

хромосомы и нескольких плазмид. Гены, связанные с 

формированием симбиоза, обычно располагаются в 

одной из плазмид (так называемая, симбиотическая 

плазмида или pSym) или в хромосоме в виде 

симбиотических островков [Long, 1996; Masson-Boivin 

et al., 2009]. Помимо pSym, другие части генома 

ризобий, в частности несимбиотические плазмиды, 

могут участвовать в формировании симбиотических 

взаимоотношений, кодируя дополнительные факторы, 

такие как белки-адгезины и поверхностные 

полисахариды, которые влияют на 

конкурентоспособность и развитие эффективного 

симбиоза, особенно в случае образования 

недетерминированных клубеньков [Downie, 2010; 

Gibson et al., 2008; Lopez-Guerrero et al., 2012; Skorupska 

et al., 2006; Wielbo et al., 2010; Wielbo et al., 2007]. 

Поверхность ризобиальных клеток содержит 

множество полисахаридов, таких как 

липополисахариды, капсулярные полисахариды, 

гелеобразующие полисахариды, экзополисахариды 

(ЭПС), K-антигены, циклические β-(1,2) глюканы и 

глюкоманнаны [Janczarek, 2011; Laus et al., 2006; 

Skorupska et al., 2006]. ЭПС ризобий разнообразны и 

обычно штамм-специфичны. Они представляют собой 

гетерополимеры, состоящие из линейных или 

разветвленных повторяющихся единиц, содержащих 

моносахариды, такие как D-глюкоза, D-галактоза, D-

манноза, L-рамноза, D-глюкуроновая кислота и D- 

галактуроновая кислота. Иногда моносахариды 

бывают замещены другими - не углеводными - 

группами (например, ацетил, пирувил, сукцинил и 3 3-

гидроксибутаноил) [Canter Cremers et al., 1991; Laus et 

al., 2005; O’Neill et al., 1991; Robertsen et al., 1981]. 

Неоднородность экзополисахаридных структур, а 

также разнообразие гликозидных связей и степени 

полимеризации обуславливают сложность 

биосинтетического пути ЭПС [Janczarek, 2011].  

Одним из наиболее изученных 

ризобиальных ЭПС является сукциногликан, 

продуцируемый различными штаммами Sinorhizobium 

meliloti, Agrobacterium и Alcaligenes. Структура 

сукциногликана, синтезируемого штаммами S. meliloti 

SU47, Rml021 и YE-2 изучена детально. Данный 

полимер состоит из октасахаридных повторяющихся 

единиц, содержащих 1 галактозный и 7 глюкозных 

остатков, соединенных β-1,3; β-1,4 и β-1,6 

гликозидными связями. При этом в качестве 

заместителей в составе повторяющейся единицы 

могут быть ацетильные, пирувильные или 

сукцинильные группы [Gonzalez et al., 1996; Matulova 

et al., 1994; Mendrygal, Gonzalez, 2000]. Кроме 

сукциногликана, обычно обозначаемого ЭПС-1, 

штаммы S. meliloti  могут продуцировать второй ЭПС, 

называемый галактоглюканом или ЭПС-2. ЭПС-2 

содержит глюкозные и галактозные остатки в 

соотношении 1:1, соединенные α-1,3 and β-1,3 

гликозидными связями. В его составе также могут 

присутствовать ацетильные и пирувильные группы 

[Ghosh, Maiti, 2016; Her et al., 1990; Rinaudi, Gonzalez, 

2009; Sorroche et al., 2010]. ЭПС, продуцируемый 

штаммом Rhizobium sp. NGR234 , сходен с 

сукциногликаном: повторяющиеся единицы этих ЭПС 
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практически идентичны, а в качестве заместителей 

обычно присутствуют ацетильные и пирувильные 

остатки [Djordjevic et al., 1986; Staehelin et al., 2006]. 

Многие штаммы различных биотипов R. 

leguminosarum и R. etli имеют сходный состав 

наиболее часто синтезируемых ЭПС, хотя состав 

замещающих групп может быть различным [Ghosh, 

Maiti, 2016; Ivashina, Ksenzenko, 2012]. Штаммы 

Bradyrhizobium japonicum образуют ЭПС, содержащий 

глюкозу, маннозу, галактозу, глюкуроновую кислоту 

и 4-О-метилглюкозу, тогда как В. elkanii продуцирует 

ЭПС, состоящий из рамнозы и 4-О-

метилглюкуроновой кислоты [Becker et al., 1998; 

Bomfeti et al., 2001; Karr et al., 2000]. Также интересен 

факт, что некоторые штаммы ризобий образуют 

формы ЭПС, различающиеся по молекулярной массе. 

Так две формы - высокомолекулярные полимеры и 

низкомолекулярные олигосахариды — выделены из 

культуральных жидкостей S. meliloti [Rinaudi, 

Gonzalez, 2009], Rhizobium sp. NGR234 [Staehelin et al., 

2006], R. leguminosarum bv. trifolii [Ciesla et al., 2016], 

Rhizobium sp. GRH2 [Lopez-Lara et al., 1993], B. 

japonicum [Louch, Miller, 2001]. Несмотря на большое 

количество работ, посвященных влиянию различных 

генов на состав и молекулярную массу ЭПС, все еще 

не найдено эффективных способов модификации 

синтеза ЭПС в ризобиальных клетках с целью 

дальнейшего прикладного применения 

трансформированных штаммов. Большинство статей 

описывают мутантные штаммы, в которых экспрессия 

тех или иных генов, участвующих в биосинтезе ЭПС, 

заблокирована. Зачастую подобные штаммы теряют 

свою конкурентоспособность и не могут вступать в 

полноценные симбиотические взаимоотношения. В 

связи с этим исследования в области усиления 

производства ЭПС, а также изменения состава ЭПС 

ризобий несомненно актуальны и открывают не 

только новые перспективы в области биотехнологии, 

но и позволят принести новые фундаментальные 

знания об основах регуляции продукции 

экзополисахаридов у клубеньковых бактерий.  
 

Гены, участвующие в синтезе ЭПС у R. leguminosarum 

Знания о биосинтезе ЭПС были получены в 

результате всесторонних исследований 

сукциногликана, производимого S. meliloti и, в 

меньшей степени, из исследований синтеза ЭПС в R. 

leguminosarum [Janczarek, 2011; Ivashina, Ksenzenko, 

2012] Если говорить кратко, то гены, участвующие в 

биосинтезе экзополисахаридов, многочисленны и 

формируют крупные кластеры, расположенные либо в 

хромосоме, либо в мегаплазмидах [Finan et al., 2001; 

González et al., 2006; Król et al., 2007; Young et al., 

2006]. Генетический контроль биосинтеза ЭПС в R. 

leguminosarum был лишь частично раскрыт во время 

исследования функций группы генов, названных pss 

гены (от англ. «polysaccharide synthesis»). У R. 

leguminosarum основной набор генов биосинтеза ЭПС 

(более 20 генов) образует кластер Pss-I в хромосоме 

[González et al., 2006; Król et al., 2007; Young et al., 

2006]. Область Pss-I содержит гены, кодирующие 

белки, ответственные за синтез субъединиц ЭПС (за 

исключением pssA, который кодирует белок, 

ответственный за добавление глюкозо-1-фосфата к 

полипренилфосфату на первой стадии синтеза ЭПС 

[Janczarek, Rachwał, 2013; Król et al., 1998] и гены, 

продукты которых ответственны за сборку и 

транспорт ЭПС [Mazur et al., 2002; Mazur et al., 2003; 

Mazur et al., 2005; Marczak et al., 2006]. 

Кластер Pss-I очень консервативен и 

практически идентичен у R. leguminosarum bvs. trifolii 

и viciae, а также Rhizobium etli. Подобная 

консервативность обычно не является случайным 

признаком, и, скорее всего, дает адаптивное 

преимущество бактериальной клетке [Guerrero et al., 

2005]. Таким образом, объединение основного набора 

генов EPS в кластер, вероятно, отражает их 

скоординированную экспрессию и регуляцию, 

осуществляемое как на транскрипционном, так и на 

посттранскрипционном уровнях, в зависимости от 

многочисленных факторов окружающей среды 

(включая свет), а также скорости роста и различных 

стрессовых воздействий [Janczarek, 2011; Bonomi et 

al., 2012; Cieśla et al., 2016; Mendrygal et al., 2000]. 

До недавнего времени в кластере Pss-I R. 

leguminosarum были идентифицированы лишь два 

гена exoB и exo5, ответственные за синтез 

предшественников ЭПС. exoB кодирует УДФ-

глюкозо-4-эпимеразу, необходимую для синтеза УДФ-

галактозы, которая является донором этого сахара в 

синтезе ЭПС и других полисахаридов, содержащих 

галактозу [Canter Cremers et al., 1990; Sánchez-Andújar 

et al., 1997]. Мутант exoB продуцирует ЭПС без 

остатков галактозы и практически не способен 

проникать в корни растений. Также было выявлено, 

что данный мутант формирует дефектные клубеньки. 

Ген exo5 кодирует УДФ-глюкозодегидрогеназу, 

которая отвечает за превращение УДФ-глюкозы в 

УДФ-глюкуроновую кислоту. Мутант exo5 

характеризуется изменениями в составе 

бактериальной клеточной стенки и нарушениями при 

формировании симбиоза [Laus et al., 2004]. Этот 

мутант не способен синтезировать ни УДФ-

глюкуроновую, ни УДФ-галактуроновую кислоты, и, 

как следствие, не производит ни ЭПС, ни 

капсулярных полисахаридов, а в его 

липополисахаридах не хватает галактуроновой 

кислоты [Laus et al., 2004, Muszyński et al., 2011]. 

Большинство генов кластера Pss-I кодируют 

белки-гликозилтрансферазы. На сегодняшний день 

мало информации о функциях данных белков в 
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ризобиях [Lombard et al., 2014], однако функции 

нескольких гликозилтрансфераз, кодируемых внутри 

и за пределами кластера Pss-I в R. leguminosarum bv. 

trifolii были исследованы. Среди них наиболее 

изученным является гликозил-изопренилфосфат 

трансфераза PssA, инициализирующая синтез ЭПС 

путем переноса остатка глюкозы на 

полипренилфосфат [Janczarek, Rachwał, 2013; 

Janczarek, Skorupska, 2003]. pssA является очень 

консервативным геном, присутствующим во всех 

видах R. leguminosarum [van Workum et al., 1997; 

Borthakur et al., 1988; Ivashina et al., 1994; Janczarek, 

Skorupska, 2003], а также в других близкородственных 

видах, таких как Rhizobium etli и Rhizobium gallicum 

[Janczarek et al., 2009]. Существует также гипотеза об 

участии PssA в регуляции длины ЭПС [Janczarek, 

Skorupska, 2003]. Мутации в гене pssA полностью 

блокируют биосинтез ЭПС и приводят к 

формированию пустых (без бактерий) клубеньков на 

корнях растений-хозяев, которые в норме образуют 

клубеньки недетерминированного типа (клевер, горох 

и вика) [Rolfe et al., 1996; van Workum et al., 1997; 

Janczarek et al., 2009]. Транскрипция pssA ex planta 

находится на очень низком уровне, что говорит о том, 

что экспрессия данного ключевого для синтеза ЭПС 

гена находится под строгой регуляцией [Janczarek и 

Skorupska, 2004]. Кроме того, экспрессия pssA 

находится на очень низком, почти неопределяемом 

уровне внутри клубеньков [Latchford et al., 1991; 

Mimmack et al, 1994a; Mimmack et al., 1994b].  

На последующих этапах сборки ЭПС 

участвуют белки, кодируемые другими генами pss, 

расположенными в кластере Pss-I. В частности 

глюкуронозил-β-1,4-гликозилтрансфераза PssDE 

переносит глюкуроновую кислоту на глюкозу, а 

другой остаток глюкуроновой кислоты переносится 

глюкуронозил-β-1,4-глюкуронозилтрансферазой PssC. 

Мутации в генах, кодирующих данные 

гликозилтрансферазы, могут привести к полному 

ингибированию синтеза ЭПС или снижению уровня 

синтеза, как в случае мутанта с дефектным геном 

pssC. Возможно, мутация pssC не блокирует 

полностью биосинтез ЭПС, так как функции 

соответствующей гликозилтрансферазы дублируются 

другим белком [Marczak et al., 2017]. Ферменты, 

участвующие в последующих стадиях синтеза 

субъединиц ЭПС, подробно не исследовались. Весьма 

вероятно, что некоторые из pss-генов, расположенных 

в кластере Pss-I, кодируют также гликозилтрансферазы 

(pssF, pssG , pssH, pssI, pssJ и pssS) [Janczarek, 2011; 

Król et al., 2007, Sadykov et al., 1998]. Другие pss-гены, 

присутствующие в этом кластере, такие как pssR, 

кодирующий предположительно ацетилтрансферазу и 

pssM, кодирующий кеталь-пируваттрансферазу, 

наиболее вероятно участвуют в добавлении 

неуглеводных заместителей к субъединицам ЭПС. 

Недавно была подтверждена роль гена pssM в 

модификации ЭПС и симбиозе R. leguminosarum с 

растениями гороха. Мутация этого гена приводила к 

формированию не фиксирующих азот клубеньков из-

за нарушения процессов образования бактероидов 

[Ivashina et al., 2010]. Эти данные показали, что 

экспрессия pssM у R. leguminosarum имеет решающее 

значение для формирования и развития симбиоза 

[Janczarek et al., 2011]. 

Также в R. leguminosarum bv. viciae, был 

идентифицирован ген exo-344, кодирующий 

гликозилтрансферазу, ответственную за добавление 

галактозного остатка, которая, возможно, 

задействована на последних этапах сборки 

субъединиц ЭПС [Breedveld et al., 1993]. Мутант exo-

344 демонстрирует фенотип, очень похожий на exoB-

мутант, поскольку он продуцирует субъединицы, не 

имеющие терминальной галактозы. 

Несмотря на, казалось бы, большое 

количество работ, посвященных изучению 

гликозилтрансфераз, механизмы действия, 

субстратная специфичность, доменная структура и 

взаимодействия между гликозилтрансферазами и 

другими белками остаются все еще не раскрытыми 

[Marczak et al., 2017].  

Полимеризация и выделение ЭПС на 

поверхность клетки осуществляются системой 

секреции, состоящей, по меньшей мере, из трех 

белков, кодируемых генами pssT, pssN и pssP, 

образующих оперон pssTNOP [Król et al., 2007]. Белок 

PssP является основным компонентом данной системы 

[Mazur et al., 2002]. Делеция pssP полностью отменяет 

продукцию ЭПС в R. leguminosarum. PssT 

представляет собой интегральный белок внутренней 

мембраны, мутация в этом гене приводит к 

перепроизводству ЭПС [Mazur et al., 2003]. Третий 

компонент этой системы секреции, липопротеин PssN, 

является наружным мембранным белком, N-концевая 

сигнальная последовательность которого направлена в 

периплазматическое пространство [Marczak et al., 

2006]. Кроме того, высказано предположение, что 

белок PssL может быть одним из компонентов 

вышеописанной системы секреции [Mazur et al., 2005]. 

Ген pssO - другой ген оперона pssTNOP 

кодирует белок, найденный лишь в R. leguminosarum и 

R. etli, который выделяется бактериями наружу, но 

остается прикрепленным к клеткам [Marczak et al., 

2008]. Мутанты pssO не продуцируют ЭПС и 

образуют на растениях клевера клубеньки, не 

способные к фиксации азота, что указывает на 

важность белка PssO для синтеза и/или переноса ЭПС. 

Помимо генов pss, описанных выше, другие 

гены, необходимые для синтеза ЭПС также находятся 

в кластере Pss-I. К ним относятся гены plyA и prsDE, 
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расположенные близко к pssCDE [Król et al., 2007]. 

Гены prsDE кодируют компоненты системы секреции 

белка типа I, который характерен для всех видов R. 

leguminosarum, а также R. etli, S. meliloti и 

Agrobacterium tumefaciens [Downie, 2010]. Эта система 

секреции проявляет атипично широкую субстратную 

специфичность, экспортируя по меньшей мере 13 

веществ, среди которых глюканазы (PlyA, PlyB и 

PlyC), ризобиальные адгезионные белки (RapA2, RapB 

и RapC) и белок NodO [Finnie et al., 1997; Finnie et al., 

1998; Ausmees et al., 1991; Krehenbrink, Downie, 2008]. 

Гликозилгидролазы PlyA и PlyB расщепляют ЭПС, 

влияя на их процессинг [Krehenbrink, Downie, 2008; 

Zorreguieta et al., 2000]. Мутант prsD продуцирует 

ЭПС с более высокой степенью полимеризации, чем 

штамм дикого типа, и вызывает образование большого 

количества клубеньков, не способных к фиксации 

азота [Finnie et al., 1997]. 
 

Регуляция биосинтеза ЭПС в R. leguminosarum 

Данные о регуляции биосинтеза ЭПС в R. 

leguminosarum очень фрагментарны. До сих пор было 

описано лишь несколько регуляторных генов, 

участвующих в этом процессе. К ним относятся два 

гена psiA и psrA, расположенные на симбиотической 

мегаплазмиде (pSym), и гены exoR, pssB, rosR и expR, 

расположенные на хромосоме R. leguminosarum 

[Mimmack et al., 1994a; Mimmack et al., 1994b; 

Borthakur, Johnston, 1987; Reeve et al., 1997; , Janczarek 

et al., 1999; Janczarek, Skorupska, 2007; Edwards et al., 

2009]. 

psiA (ген ингибирования синтеза 

полисахарида) и psrA (ген стимулирования синтеза 

полисахарида) были впервые обнаружены на pSym R. 

leguminosarum bv. phaseoli, недалеко от учатсков nod-

nif, участвующих в образовании клубеньков и 

фиксации азота [Borthakur, Johnston, 1987]. Хотя 

мутация в psiA не влияют на синтез ЭПС, 

дополнительные копии этого гена полностью 

ингибируют синтез ЭПС и предотвращают 

образование клубеньков на растениях фасоли 

[Latchford et al., 1991; Mimmack et al., 1994a, Mimmack 

et al., 1994b, Borthakur, Johnston, 1987]. 

Ингибирующий эффект дополнительных копий psiA 

преодолевается при наличии нескольких копий psrA 

или pssA генов [Latchford et al., 1991; Mimmack et al., 

1994a]. Это указывает на то, что для правильной 

продукции ЭПС требуется сбалансированное 

количество копий psiA, pssA и psrA. PsiA, скорее 

всего, функционирует как посттрансляционный 

ингибитор PssA [Janczarek, 2011]. 

Второй регулятор PsrA, который 

принадлежит к семейству регуляторов транскрипции, 

подавляет транскрипцию psiA [Mimmack et al., 1994b; 

Borthakur, Johnston, 1987]. Мутант psrA продуцирует 

уменьшенное количество ЭПС по сравнению с 

штаммом дикого типа, что указывает на 

положительное влияние этого гена на синтез ЭПС. 

Штаммы с несколькими копиями генов psrA и psiA 

вызывают образование на растениях клубеньков, не 

способных фиксировать азот. Эти данные 

свидетельствуют о том, что psiA, скорее всего, 

ингибирует продукцию ЭПС в клубеньках, 

непосредственно блокируя экспресию гена psrA. Гены 

psiA и psrA были идентифицированы исключительно 

на плазмиде pSym R. leguminosarum bv. phaseoli, что 

указывает на то, что этот регуляторный механизм 

специфичен только для этого биотипа [Janczarek et al., 

2009; Borthakur, Johnston, 1987].  

Производство ЭПС в R. leguminosarum 

также отрицательно регулируется. exoR мутант R. 

leguminosarum bv. viciae производит в 3 раза больше 

ЭПС, чем штамм дикого типа [Reeve et al., 1997], 

однако он индуцирует как эффективные, так и не 

фиксирующие азот клубеньки на растениях гороха 

[Janczarek, 2011]. 

Ген pssB, по-видимому, участвует в 

отрицательной регуляции синтеза ЭПС, однако его 

точная роль в этом процессе не установлена. Мутант 

pssB продуцирует больше ЭПС, чем дикий тип, и 

вызывает образование не фиксирующих азот 

клубеньков на клевере и вике [Janczarek et al., 1999; 

Ivashina et al., 1996; Kutkowska et al., 2007], тогда как 

дополнительные копии этого гена приводят к 

остановке производства ЭПС [Janczarek, Skorupska, 

2001]. pssB кодирует белок, принадлежащий к 

семейству фосфатаз инозитолмонофосфатов, 

присущих как прокариотическим, так и 

эукариотическим организмам [Kutkowska et al., 2007; 

Janczarek, Skorupska, 2001]. В клетках млекопитающих 

эти ферменты ответственны за превращение 

инозитолмонофосфата в инозитол, но их роль в 

метаболизме ризобий не ясна. PssB, видимо, участвует 

в поддержании высокого уровня инозитола как в 

бактериоидах, так и в клубеньках. С другой стороны, 

катаболизм инозитола важен для выживания и 

конкурентоспособности ризобий, что имеет 

решающее значение для успешного становления 

симбиоза [Janczarek, Skorupska, 2001]. 

Недавно в хромосоме R. leguminosarum bv. 

trifolii был найден ген rosR, который, по-видимому, 

играет ключевую роль в регуляции синтеза ЭПС 

[Janczarek, Skorupska, 2007]. Этот ген очень 

консервативен и присутствует в геномах всех 

штаммов, принадлежащих трем биоварам R. 

leguminosarum и близкородственным видам R. etli и R. 

gallicum [Janczarek et al., 2009; Bittinger et al., 1997]. 

Также rosR R. leguminosarum имеет значительное 

сходство с ros A. tumefaciens [Chou et al., 1998], rosAR 

A. radiobacter [Hussain, Johnston, 1997] и mucR S. 

meliloti [Keller et al., 1995]. Все эти гены кодируют 
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регуляторы транскрипции, принадлежащие к 

семейству белков Ros/MucR, которые участвуют в 

регуляции синтеза ЭПС. Исследования показали, что 

RosR R. etli влияет на экспрессию многих генов, в том 

числе тех, которые ответственны за синтез и 

модификацию полисахаридов (exoB, prsD, pssK и plyA) 

[Bittinger, Handelsman, 2000]. Мутация в rosR R. 

leguminosarum bv. trifolii приводит к существенному 

снижению синтеза ЭПС, тогда как дополнительные 

копии этого гена приводят к почти двукратному 

увеличению [Janczarek et al., 2009; Janczarek, 

Skorupska, 2007], что указывает на то, что rosR 

функционирует как положительный регулятор 

производства ЭПС. Также показано, что мутация rosR 

R. leguminosarum bv. trifolii приводит к снижению 

эффективности колонизации корневых волосков 

клевера данными бактериями, однако, несколько 

копий гена rosR значительно повышают 

конкурентоспособность ризобий и эффективность 

образования клубеньков, подтверждая ключевую роль 

rosR в симбиозе [Janczarek et al., 2009]. 

Уровень экспрессии гена rosR зависит от 

различных факторов окружающей среды [Janczarek, 

Skorupska, 2007; Janczarek, Skorupska, 2009; Janczarek, 

Skorupska, 2011]. В присутствии глюкозы 

транскрипция rosR значительно снижается, что 

указывает на регуляцию экспрессии данного гена 

путем катаболической репрессии [Janczarek, 

Skorupska, 2009]. Кроме того, транскрипция rosR 

увеличивается в присутствии корневых экссудатов 

клевера и активатора NodD [Janczarek, Skorupska, 

2011]. Синтез ЭПС в R. leguminosarum зависит от 

концентрации фосфатов, аммония, растительных 

флавоноидов и вида источника углерода [Janczarek, 

Skorupska, 2009; Janczarek, Skorupska, 2011; Wielbo, 

Skorupska, 2008]. Увеличение синтеза ЭПС в 

присутствии флавоноидов, глицерина и при 

ограниченном количестве фосфора опосредуется rosR, 

чья транскрипция также значительно возрастает в 

этих условиях. Это, по-видимому, связано с 

положительной регуляцией RosR экспрессии pssA 

[Janczarek, Skorupska, 2007] и репрессией экспрессии 

генов exoR и pssB, подавляющих синтез ЭПС 

[Janczarek, 2011]. Возможно, тот факт, что корневые 

экссудаты, недостаток фосфатов и аммония также 

влияют на транскрипцию некоторых pss-генов (pssA, 

pssB, pssO и pssP), также опосредован работой rosR 

[Janczarek et al., 2009; Wielbo et al., 2004]. 

Исследования показали в большинстве 

случаев положительный эффект флавоноидов и 

продуктов nod-генов на производство ЭПС в R. 

leguminosarum и S. meliloti, что предполагает 

непосредственное участие ЭПС в «молекулярном 

диалоге» между растением и ризобиями [Овцына, 

Тихонович (Ovtsyna, Tikhonovich), 2004]. Однако 

положительное влияние флавоноидов на продукцию 

ЭПС не так однозначно. Например, воздействие 

генистеина - эффективного индуктора nod-генов - 

приводит к снижению выработки ЭПС в S. fredii 

HH103. С другой стороны, сверхэкспрессия гена nolR, 

регулирующего работу nod-генов, оказывает 

положительное влияние на синтез ЭПС в этом штамме 

[Vinardell et al., 2004; Chen et al., 2005]. 
 

Роль ЭПС в образовании биопленок R. leguminosarum 

Подобно другим бактериальным ЭПС, 

ризобиальные ЭПС играют важную роль в 

образовании биопленок, формируя матрикс, 

служащий физическим барьером от токсичных 

соединений и защищающий от неблагоприятных 

условий окружающей среды [Rinaudi, Giordano, 2010]. 

Мутация в pssA R. leguminosarum, ключевом гене для 

синтеза ЭПС, полностью блокирует производство 

этого полисахарида и образование биопленок. Кроме 

того, для формирования биопленок очень важен 

размер ЭПС. Это подтверждается тем фактом, что 

мутанты по генам prsD, prsE, plyB и plyBplyA, которые 

производят более длинные ЭПС, чем дикие штаммы, 

не могут эффективно формировать биопленки [Russo 

et al., 2006]. Также показано, что штаммы с мутациями 

в генах prsD и prsE, кодирующих компоненты PrsD-

PrsE системы секреции, способны образовывать 

только незрелые биопленки. Кроме того, мутации в 

генах plyA и plyB, которые кодируют глюканазы, 

расщепляющие ЭПС, замедляют образование 

биопленок, а образованные биопленки обладают 

атипичной структурой. Мутации в rosR приводят к 

образованию биопленок, которые в значительной мере 

отличаются от биопленок, образуемых диким 

штаммом, несовершенством структуры и снижением 

жизнеспособности клеток, что подтверждает важную 

роль rosR в формировании биопленок [Janczarek et al., 

2010; Janczarek, Skorupska, 2011].  

Кроме того, образование биопленок у R. 

leguminosarum регулируется количеством 

питательных веществ и стрессовыми факторами. 

Концентрации фосфатов и аммония, тип источника 

углерода и присутствие флавоноидов растений, 

несомненно, влияют на эффективность формирования 

биопленок [Janczarek, Skorupska, 2011]. Частично это 

связано с изменением в количестве вырабатываемых 

при данных условиях ЭПС. Помимо ЭПС, в 

созревании биопленок также участвуют другие 

полисахариды и клеточные компоненты ризобий, 

например Nod-факторы, жгутики и пили, что 

указывает на сложность данного процесса [Rinaudi, 

Giordano, 2010]. Было показано, что мутации в генах 

celA (участвует в синтезе целлюлозы) и gmsA 

(участвует в синтезе глюкоманнана) у R. 

leguminosarum приводят к ингибированию 

образования биопленок на корневых волосках 
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растений, хотя образование биопленок in vitro 

происходит без отклонений, что подтверждает 

значительную роль данных полисахаридов в 

симбиотических взаимодействиях. [Janczarek et al., 

2009; Janczarek, 2011]. 
 

Роль ЭПС в бобово-ризобиальном симбиозе 

Хотя существует достаточно много 

исследований, где рассматриваются роли ЭПС в 

симбиозе, до полного понимания функций ЭПС в 

формировании и функционировании симбиотических 

систем еще далеко. Было показано, что качество и 

количество полисахаридов, особенно ЭПС и 

липополисахаридов, вырабатываемых ризобиями, 

могут влиять как на их агглютинацию этих бактерий, 

так и на образование биопленок на поверхности 

корней растений, что играет решающую роль на 

начальных этапах симбиоза [Rinaudi, González, 2009; 

Sorroche et al., 2012; Bogino et al., 2013; Fujishige et al., 

2006]. Роли ЭПС на начальных этапах симбиоза 

преимущественно изучались на примере Sinorhizobium 

meliloti и Rhizobium leguminosarum. Мутанты, которые 

не производили ЭПС, могли вызывать скручивания 

корневых волосков, но не образовывали 

инфекционных нитей и клубеньков [Skorupska et al., 

2006; Jones et al., 2007; Cheng H.P., Walker, 1998; Leigh 

et al., 1985; Rolfe et al., 1996; Battisti et al., 1992; Pellock 

et al., 2000; Wang et al., 1999]. Также показано, что 

ЭПС принимают участие в различных этапах развития 

инфекционной нити, бактероидов и подавлении 

иммунного ответа растения-хозяина [Kelly et al., 2013; 

Fraysse et al., 2003, Brewin, 2004, Ивашина и Ксененко, 

2012, D'Haeze et al., 2004, Wielbo et al., 2004]. Также 

было выявлено положительное влияние штамма R. 

leguminosarum, которые вырабатывал большее 

количество экзополисахарида с более высокой 

степенью полимеризации, чем штамм дикого типа, на 

биомассу растений клевера [Mazur et al., 2003; 

Marczak et al., 2013]. Существует несколько работ, 

которые были посвящены специфичности бобово-

ризобиального симбиоза, обусловленного структурой 

ЭПС [Kawaharada et al., 2015; Kawaharada et al., 2017]. 

Было высказано предположение, что количество ЭПС, 

вырабатываемых ризобиями, связано с оптимизацией 

взаимодействия микросимбионта с макросимбионтом 

[Jones, 2012]. Таким образом, ЭПС это один из 

ключевых факторов для достижения успешного 

взаимодействия между симбиотическими партнерами 

[Downie, 2010; Ghosh, Maiti, 2016; Skorupska et al., 

2006]. 
 

ЭПС и биопленки ризобий в биоремедиации 

Биоремедиация представляет собой 

устранение, обезвреживание или перевод в менее 

токсичную форму экополлютантов с помощью 

биологических процессов. Данный метод достаточно 

часто применяют в случаях загрязнения почв 

тяжелыми металлами (ТМ), используя 

микроорганизмы и растения для восстановления 

биологической продуктивности экосистемы [Singh et 

al., 2006, Lynch, Moffat, 2005].  

У бактерий существуют различные 

механизмы для преодоления токсичного действия ТМ, 

включая процессы пассивной адсорбции на 

поверхности клеток, ионный обмен, 

комплексообразование, хелатирование и осаждение. 

Бактериальные полисахариды (в том числе и ЭПС) 

являются одними из метаболитов, которые принимают 

непосредственное участие в связывании ТМ [Ledin, 

2000; Nocelli et al., 2016]. Будучи полианионным по 

своей природе, ЭПС образуют комплексы с катионами 

металлов, что приводит к их иммобилизации. Более 

того, ферментативная активность ЭПС также 

способствует детоксикации ТМ путем трансформации 

и последующего осаждения [Pal, Paul, 2008]. 

Участию ЭПС различных бактерий в 

детоксикации ТМ посвящено достаточно много статей 

[Flemming, Wingender, 2001; Kazy et al., 2002; González 

et al., 2010; Joshi et al., 2012], однако ЭПС ризобий в 

этом плане изучались очень мало. Данный факт 

является досадным упущением, во-первых, из-за 

пагубного воздействия ТМ на симбиотические 

процессы, что требует дальнейшего изучения 

формирования устойчивости ризобий и растений к 

ТМ, во-вторых, из-за, несомненно, большого 

потенциала бобово-ризобиального симбиоза в 

фиторемедиации [Younis, 2007; Белимов, Тихонович 

(Belimov, Tikhonovich), 2011]. Среди работ, 

посвященных полисахаридам ризобий и различным 

металлам, можно упомянуть статьи про осаждение 

металлических катионов экзополисахаридами из 

штаммов Bradyrhizobium [Corzo et al., 1994], 

связывание ионов марганца, свинца, цинка и меди 

капсулярными полисахаридами из Rhizobium etli 

[Foster et al., 2000; Pulsawat et al., 2003], образование 

комплексов с кадмием внеклеточными полимерными 

веществами из S. meliloti [Slaveykova et al., 2010], 

устойчивость Rhizobium к высоким концентрациям 

алюминия, опосредуемая производством ЭПС [Avelar 

Ferreira et al., 2012], и использование ЭПС S. meliloti 

для очищения сточных вод от оксида хрома 

[Szewczuk-Karpisz et al., 2014]. Также было показано, 

что ЭПС, выделенные из B. japonicum USDA110 и B. 

elkanii USDA76, эффективно связывают ионы магния 

[Osińska-Jaroszuk et al., 2018], ЭПС S. meliloti 

обеспечивает устойчивость штаммов этих бактерий к 

ртути и мышьяку [Nocelli et al., 2016], а ЭПС 

Rhizobium leguminosarum bv. trifolii защищает от 

избытка цинка бактерии как в свободно живущем 

состоянии, так и на различных этапах симбиотических 

взаимодействий [Kopycińska et al., 2018]. 
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Образование биопленок бактериями 

повышает эффективность биоремедиации, поскольку 

биопленка обеспечивает адаптацию бактерий к 

неблагоприятным условиям среды и повышает шансы 

на выживание [Donlan, 2002; Costerton et al., 1995; 

Singh et al., 2006]. Так биопленка поддерживает 

оптимальный уровень рН, концентрацию 

растворенных веществ и редокс-потенциал, что 

позволяет клеткам эффективно проводить процессы 

минерализации [Singh et al., 2006]. Биопленки 

бактерий обычно используются для сорбции 

углеводородов и ТМ из больших объемов 

разбавленных водных растворов, таких как 

промышленные и бытовые сточные воды [Singh et al., 

2006; Singh, Cameotra, 2004; Vu et al., 2009]. 

Образование биопленок ризобиями в ответ 

на воздействие ТМ, в основном, обусловлено 

повышением синтеза ЭПС, однако, по всей 

видимости, это не единственный фактор. Так кадмий 

положительно влияет на формирование биопленок 

бактерией Rhizobium alamii [Schue et al., 2011], но при 

этом не наблюдается повышение выработки ЭПС. 

Высокие концентрации железа способствуют 

образованию биопленки S. meliloti на абиотических 

поверхностях, что экспериментаторы объясняют 

изменениями в работе генов регуляторов уровня 

железа и метаболизма жирных кислот [Amaya-Gómez 

et al., 2015]. В экспериментах с S. meliloti ртуть и 

мышьяк способствовали формированию биопленок, 

что было опосредовано увеличением выработки ЭПС 

[Nocelli et al., 2016]. Тот же фактор способствовал 

формированию биопленок Rhizobium leguminosarum 

bv. trifolii в присутствии повышенных концентраций 

цинка [Kopycińska et al., 2018]. 
 

Заключение 

Таким образом, исследования, посвященные 

фундаментальным основам регуляции производства 

ЭПС штаммами ризобий и формированию биопленок, 

в том числе при воздействии токсичных концентраций 

ТМ, несомненно, важны, как для создания 

эффективных симбиотических систем для сельского 

хозяйства, так и для применения растительно-

микробных симбиозов в биоремедиации. 
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