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Резюме 

В данном обзоре рассматриваются компоненты клеток бактерий, участвующие на ранних этапах 

формирования растительно-микробных взаимодействий. Для успешного прикрепления 

бактериальных клеток необходим синтез бактериальных поверхностных полисахаридов 

(экзополисахаридов (ЭПС), липополисахаридов (ЛПС), капсулярных полисахаридов (КПС, К-

антигены)), лектинов растений и бактериальных адгезинов, в том числе и белка RapA1. Адгезин 

RapA1 имеет сходство с рикадгезином, так как он также может связывать Са
2+

 и участвовать в 

адсорбции бактерий к поверхности корневых волосков растений, но отличается некоторыми 

биохимическими свойствами и имеет размер 24 кДа вместо 14 кДа. Кроме того, RapA1 является 

производным только небольшой группы ризобий. Все эти компоненты являются молекулами-

посредниками в растительно-микробных взаимодействиях и критичны для формирования 

эффективных симбиозов. 

Нами была поставлена цель – исследовать возможность использования бактериального адгезина 

RapA1 R. leguminosarum в качестве инструмента для создания искусственных ассоциаций 

культурных растений с PGPR микроорганизмами. Для ее выполнения были получены 

рекомбинантные штаммы ризобий R. leguminosarum с повышенной продукцией белка RарA1, а 

также штаммы R. galegae и E. coli, в которых данный белок синтезируется de novo. Исследования 

показали усиление способности модифицированных штаммов к аутоагглютинации, что 

свидетельствует о повышении адгезивных свойств.  

Бактериальный адгезин RapA1 R. leguminosarum можно использовать в качестве инструмента для 

улучшения эффективности формирования существующих эндосимбиозов, а также для создания 

ассоциативных симбиотических систем de novo. При этом спектр штаммов не ограничивается 

ризобиями, так как данный адгезин не обладает строгой специфичностью по отношению к данным 

микросимбионтам. Кроме свойств адгезина белок RapA1 имеет также агглютинирующую 

способность, что является необходимым в процессах формирования биопленок на поверхности 

корней растений, что также повышает конкурентоспособность интродуцированных штаммов 

ризобий в условиях агроценоза.  
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Resume 

In this review we consider the components of bacterial cells involved in the early stages of the formation of 

plant-microbial interactions. For the successful attachment of bacterial cells, the synthesis of bacterial 

surface polysaccharides (exopolysaccharides (EPS), lipopolysaccharides (LPS), capsular polysaccharides 

(KPS, K-antigens)), plant lectins and bacterial adhesins, including the RapA1 protein, is necessary. All 

these components are molecules mediators in plant-microbial interactions and are critical for the formation 

of effective symbiosis. 

Our goal was to investigate the possibility of using the bacterial adhesin RapA1 R. leguminosarum as a tool 

for creating artificial associations of cultivated plants with PGPR microorganisms.  

To achieve this goal, recombinant R. leguminosarum rhizobium strains with increased production of RapA1 

protein, as well as R. galegae and E. coli strains, in which the protein was synthesized de novo, were 

obtained. Studies have shown an increase in the ability of modified strains to autoagglutination, which 

indicates an increase in adhesive properties. 

The bacterial adhesin RapA1 of R. leguminosarum can be used as a tool for improving the efficiency of the 

formation of existing endosymbiosis, as well as for creating associative symbiotic systems de novo. 

Moreover, the spectrum of strains is not limited to rhizobia, since this adhesive does not have strict 

specificity with respect to these microsymbionts. In addition to the properties of the adhesive, the RapA1 

protein also has an agglutinating capacity, which is necessary in the processes of biofilm formation on the 

surface of plant roots, which also increases the competitiveness of the introduced rhizobium strains in 

agrocenosis. 
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Введение 

Корневая зона растений заселена 

множеством микроорганизмов, которые составляют 

60–90% почвенной биоты [Благодатская и др., 2004; 

Патика и др., 2007]. Бактерии распространены в 

почве неравномерно: основная масса 

сконцентрирована в ризосфере растений, в которой 

накапливаются выделяемые корнями растительные 

экссудаты, кроме того, корни определенного растения 

«заселяются» только определенными видами 

микроорганизмов, специфических именно к данному 

растению [Ryan, Delhaize, 2001]. Ризосфера – слой 

почвы, прилегающая к корням растений (от греч. 

rhiza – корень и sphaira – шар, область), где обитают 

уникальные популяции микроорганизмов [Hartmann, 

2008]. Именно в ризосфере осуществляются тесные 

взаимоотношения между растением и 

микроорганизмами. Такое взаимовлияние может быть 

как положительным (мутуалистическим), так и 

отрицательным (антагонистическим) [Spaink, 2002]. 

Мутуалистический эффект проявляется в улучшении 

снабжения микроорганизмов питательными 

веществами, а растения в свою очередь получают 

защиту от фитопатогенов, индукцию резистентности 

к заболеваниям, а также улучшение минерального 

питания. Антагонистической стороной 

взаимодействия растений и микроорганизмов 

является ингибирование роста друг друга, а также 

различные бактериозы и другие заболевания 

[Наплекова, Чудинова, 2009]. 

Наиболее важными и изучаемыми 

мутуалистическими отношениями считаются 

микоризные, актиноризные, бобово-ризобиальные и 

ассоциативные симбиозы.  
 

Ростостимулирующие ризобактерии и 

возможности их применения 

Ассоциативный симбиоз образуют бактерии, 

колонизирующие ризосферу и ускоряющие рост 

растений с помощью различных механизмов, которые 

называются ростостимулирующими ризобактериями 

(от Plant Growth-Promoting Rhizobacteria или PGPR – 

ризобактерии, способствующие росту растений) [Dey 

et al., 2004; Herman et al., 2008]. PGPR – это обширная 

группа бактерий, влияющих на всхожесть семян, 

увеличивающих массу растений и повышающих 

урожайность [Kloepper et al, 2003]. Применение PGPR 

в сельском хозяйстве позволяет снизить уровень 

использования химических удобрений, пестицидов 

[Моргун и др., 2009], а также увеличить рост важных 

сельскохозяйственных культур [Lucy et al., 2004] и 

подавлять рост патогенов растений [Probanza et al., 

2001; Recep et al., 2009], в том числе патогенных 

грибов [Благова и др., Оркодашвили, 2013; 

Вершинина и др., 2013, 2015]. Кроме того, обработка 

растений PGPR вызывает у них развитие защитных 

механизмов, например, приводит к состоянию 

индуцированной системной устойчивости [Kloepper 

et al., 1999].  

К PGPR-бактериям принадлежат 

микроорганизмы, относящиеся к следующим родам: 

Pseudomonas, Bacillus, Azospirillum, Agrobacterium, 
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Azotobacter, Arthrobacter, Alcaligenes, Serratia, 

Rhizobium, Enterobacter, Burkholderia, Beijerinckia, 

Klebsiella, Clostridium, Vario-vovax, Xanthomonas и 

Phyllobacterium [Kloepper, 1999; DeFreitas, 1990; 

Young, 1995; Quadt-Hallmann,1997; DeSilva, 2000; 

Bullied, 2002; Nicholson, 2002;]. Наиболее широко из 

них изучены Azospirillum [Bashan et al., 2004], 

Pseudomonas [Kloepper et al., 1999; Cattelan et al., 

1999; Adesemoye, 2009], Bacillus [Probanza et al., 

2001; Recep et al., 2009], Burkholderia [Joo et al., 

2009].  

PGPR-бактерии характеризуются 

положительными (прямыми и косвенными) 

действиями на растения [Liu, Zhang, 2015]. К прямым 

относится синтез бактериями некоторых метаболитов 

(ауксинов, цитокининов и гиббереллинов), индукция 

1-аминоциклопропан-1-карбоксилат (АЦК) 

деаминазы, продуцирование сидерофоров, синтез 

антибиотиков и цианида водорода (HCN), летучих и 

гормоноподобных соединений. Косвенные 

механизмы включают в себя растворение минералов 

(например, неорганического фосфора), а также 

облегчение усвоения растениями различных 

питательных веществ из окружающей среды, 

например, растворение фосфатов и фиксация 

атмосферного азота [Glick, 1995; Kao et al., 2005; 

Цавкелова и др., 2005; Kang et al., 2006; Цавкелова и 

др., 2006; Ashraf, 2013]. 
 

Ризобии как PGPR 

Существует много работ, посвященных 

исследованию образования ассоциативных 

симбиотических систем на корнях небобовых 

растений различными штаммами ризобий. Например, 

было обнаружено, что клубеньковые бактерии 

способны существовать в почве даже в отсутствии 

бобового растения-хозяина и колонизировать корни 

небобовых растений [Perez-Montano, 2014]. Так была 

показана возможность колонизации бактериями 

R. leguminosarum bv. phaseoli корней кукурузы и 

салата [Chabot et al., 1996]. Эндофитная колонизация 

ризобиями небобовых растений была обнаружена на 

таких растениях как рис [Yanni et al., 2001], кукуруза 

[Gutiérrez-Zamoraand Martínez-Romero, 2001], табак 

[Ji et al., 2010]. Показана колонизация корней томата 

и перца штаммами R. leguminosarum и стимуляция 

роста этих растений [Garcia-Fraile et al., 2012].  

Таким образом, бактерии рода Rhizobium 

(клубеньковые бактерии или ризобии) являются 

одной из наиболее важных и перспективных групп 

PGPR, поскольку инокуляция ими бобовых и 

небобовых растений может широко применяться в 

сельском хозяйстве для повышения урожайности 

[Тихонович, Круглов, 2006; Pena, Reyes, 2007].  

По многим литературным данным ризобии 

обладают ростостимулирующим эффектом, который 

обеспечивается путем синтеза веществ 

фитогормональной природы (ауксины, 

гиббереллины, цитокинины и другие), витаминов, 

веществ антибиотической и противогрибковой 

природы, фиксацией молекулярного азота, 

ингибирования синтеза этилена растений и т.д. 

[Цавкелова и др., 2005, 2006; Kao et al., 2005; Kang et 

al., 2006]. 

Тем не менее, некоторые исследования 

показали, что инокуляция растений ризобиями также 

может оказывать и негативное влияние на рост и 

урожайность небобовых. Например, R. leguminosarum 

bv. trifolii, выделенный из клубеньков клевера, 

ингибирует развитие риса [Perrine et al., 2001]. 

Аналогичным образом, Antoun и Prevost [2006] 

показали, что штаммы Rhizobium проявляют 

двойственный эффект воздействия на рост 

небобовых культур как положительный, так и 

негативный. Исходя из этого, они пришли к выводу, 

что только конкретные штаммы Rhizobium и 

Bradyrhizobium могут обладать потенциалом для 

использования их в качестве PGPR небобовых 

растений [Antoun, Prevost, 2006]. 

PGPR-микроорганизмы могут выступать в 

качестве эффективного стимулятора роста и 

урожайности растений путем улучшения 

ризобиальной фиксации атмосферного азота. Одна из 

наиболее значимых черт ризобактерий – 

несимбиотическая фиксация азота, и некоторые 

исследователи полагают, что ризобии способны 

фиксировать азот и в ассоциативном симбиозе с 

небобовыми растениями. Например, Sabry [1997] 

выявил высокий уровень нитрогеназной активности, 

и, как следствие, увеличение роста и содержания 

азота в пшенице, инокулированной Azorhizobium 

caulinodans [Sabry, 1997]. Так же была обнаружена 

редукция ацетилена в растениях риса, 

инокулированных Bradirhizobium [Chaintreuil et al., 

2000] и A. caulinodans [Naidu et al., 2004]. Также 

влияние ризобий было изучено на репе: обработка 

семян штаммами ризобий значительно увеличивало 

их всхожесть (от 26% до 64% выше показателя 

контрольных растений). Кроме того, было показано 

положительное влияние ризобий на рост проростков 

репы. Такие результаты подтверждают 

положительное влияние PGPR-бактерий на всхожесть 

и рост небобовых растений [Лавина и др., 2015]. 

Таким образом, селекция различных 

штаммов ризобий в качестве альтернативы 

пестицидам и удобрениям, которая позволит создать 

современные технологии в сельском хозяйстве для 

увеличения урожая и улучшения его качества 

является актуальной проблемой на сегодняшний день 

[Соколова и др., 2009]. В связи с этим необходимо 

получать новые эффективные штаммы клубеньковых 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Guti%C3%A9rrez-Zamora%20ML%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11566384
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бактерий. Одним из критериев выбора эффективного 

штамма может служить его адгезионная способность, 

ввиду того, что прикрепление бактериальной клетки к 

корневым волоскам растений является критичным 

этапом в формировании растительно-микробных 

взаимодействий. 
 

Бактериальные и растительные компоненты 

клеток, участвующие на ранних этапах 

формирования растительно-микробных 

взаимодействий 

На начальных этапах формирования бобово-

ризобиального симбиоза корнями бобовых растений 

выделяются флавоноиды, которые индуцируют у 

клубеньковых бактерий экспрессию генов 

клубенькообразования (nod-гены). В результате 

ризобии синтезируют так называемые Nod-факторы. 

Nod-факторы (NF) – сигнальные вещества, 

липохитоолигосахаридной природы, состоящие из 

трех-пяти 1-4 β-связанных остатков ацетил-

глюкозамина. Тем не менее, различные модификации 

этой основной структуры возможны, и каждый вид 

ризобий производит определенный набор NF 

[Cooper, 2007].  

NF не являются единственными 

детерминантами специфичности симбиоза, кроме них 

необходимы и другие факторы для формирования 

активных клубеньков [Perret et al., 2000; Цыганова, 

Цыганов, 2012]. Для успешного симбиоза необходим 

также синтез экзополисахаридов (ЭПС), 

липополисахаридов (ЛПС), капсулярных 

полисахаридов (КПС, К-антигены) и поверхностных 

белков. Мутации по генам, кодирующим эти 

вещества, приводят к нарушениям инфекционного 

процесса [Цыганова, Цыганов, 2012].  

Первоначальным этапом необходимым для 

инфекционного процесса и формирования клубеньков 

является прикрепление ризобий к корням растений-

хозяина. Ранее исследователи предполагали, что 

специфичность бактерий к растению-хозяину 

проявляется уже на этапе адгезии, но сейчас 

считается, что ризобии на начальных этапах 

прикрепляются к корням неспецифично с помощью 

своих поверхностных компонентов [Rodriguez-

Navarro et al., 2007; Cooper et al., 2007]. 

Первый этап адгезии является слабым и 

обратимым, в нем участвуют бактериальные 

поверхностные полисахариды, лектины растений и 

бактериальные адгезины, в том числе Са
2+

-

связывающие белки. В это же время начинается 

формирование микробной биопленки на корнях 

растений. Следующая фаза адсорбции ризобий к 

корням растений, опосредуемая бактериальными 

целлюлозными фибриллами, является более сильной 

и уже необратимой [Laus et al., 2005; Rodriguez-

Navarro et al., 2007; Цыганова, Цыганов, 2012].  

Таким образом, разные компоненты 

клеточной поверхности ризобий способствуют 

прикреплению и агрегации бактерий на поверхности 

корней растений, а также в той или иной степени 

влияют на образование клубеньков [Цыганова, 

Цыганов, 2012].  
 

Бактериальная аутоагглютинация 

Интересным свойством микроорганизмов 

является тенденция к агрегированию. Общее 

фенотипическое проявление такого поведения – 

аутоагглютинация, которая основана на адгезивных 

взаимодействиях между бактериями. 

Аутоагглютинация может быть определена путем 

визуализации скоплений (конгломератов/агрегатов) 

бактериальных клеток в статических условиях 

[Sorroche et al., 2010]. Было установлено, что при 

неблагоприятных условиях роста или низкой 

метаболической активности индуцируется 

формирование скопления бактерий, которые обычно 

растут без агрегирования. В таком случае можно 

говорить о том, что аутоагглютинация является 

стратегией выживания, которая срабатывает при 

неблагоприятных условиях среды [Bahat-Samet et al., 

2004; Klebensberger et al., 2009]. 

Аутоагглютинация рассматривается как 

характеристика микроорганизмов, которая имеет 

важное значение для производства биопрепаратов на 

основе бактерий для сельского хозяйства. Биомасса 

агрегированных бактериальных клеток в 

биореакторах остается более постоянной, а 

выживаемость бактерий увеличивается по сравнению 

с неагрегированными клетками [Malik et al., 2003; 

Bahat-Samet et al., 2004]. 

Таким образом, некоторые бактерии 

выделяют молекулы, которые способствуют 

агглютинации. В основном, в качестве 

«молекулярного клея» у бактерий выступают 

агглютинины и ЭПС [González et al., 1996], синтез 

которых индуцируется при неблагоприятных 

условиях окружающей среды или низкой 

метаболической активности. Например, агрегатное 

состояние ризобактерий А. brasilense зависит от 

производства арабиноза-богатых внеклеточных 

полисахаридов [Klebensberger et al., 2009], а у 

ризобактерий Sinorhizobium meliloti агглютинация и 

образование биопленки зависят от комбинации 

бактериальных сигналов, поверхностных 

компонентов и ЭПС [Sorroche et al., 2010; Rinaudi, 

Giordano, 2010]. Следовательно, бактерии имеют 

уникальную способность образовывать сложные 

клеточные ассамблеи на биотических и абиотических 

поверхностях. В зависимости от количества 

бактериальных клеток и внеклеточных компонентов 

такие скопления варьируют от агрегированных 

бактерий, наблюдаемых на поверхности или в жидкой 
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суспензии, до сложных собраний клеток, 

заключенных в экзополимерную матрицу и 

прикрепленных к поверхности, то есть до биопленок 

[Stoodley et al., 2002].  

Агглютинация бактерий на различных 

поверхностях, скорее всего, представляет собой 

переходное состояние, которое предшествует 

развитию структурированной биопленки. Переход от 

бактериальной агрегации к образованию биопленки 

имеет решающее значение для создания 

положительных или патогенных взаимоотношений 

между бактериями и растениями [Dulce et al., 2007]. 

 

Биопленки 
Биопленки – это бактериальные 

сообщества, состоящие из клеток, которые 

прикреплены к поверхности или друг к другу и 

заключены в матрикс синтезированных ими 

внеклеточных полимерных веществ (в первую 

очередь ЭПС) [Branda et al., 2005]. Также активную 

роль при формировании биопленок играют ЛПС и NF 

[Fujishige et al., 2008; Rinaudi, Giordano, 2010]. 

Биопленки помогают защищать бактерии от 

неблагоприятных условий среды и являются важным 

фактором в жизненном цикле бактериальных 

патогенов животных и растений [Davey et al., 2000]. 

Ризосфера формирует среду, отвечающую всем 

требованиям для формирования биопленок. 

Исследования изолятов показали весьма 

упорядоченную, трехмерную организацию 

внеклеточного матрикса, который имеет большое 

значение для физиологии микроорганизмов, 

образующих биопленки [Rudrappa et al., 2008]. 

Формирование биопленок на растениях связано с 

появлением симбиотических и патогенных реакций. 

Однако не выяснено, как растения регулируют 

создание ассоциаций с бактериями. Биопленки 

функционируют как структуры устойчивые к 

стрессовым факторам, таким как засуха, УФ-

излучения, хищничество и антибиоз, защищая таким 

образом, ризобии [Стрелкова и др., 2013]. Многие 

виды PGPR-бактерий, включая ризобии, образуют 

микроколонии или биопленки во время колонизации 

корней растений [Rinaudi, Giordano, 2010]. Развитие 

биопленки также способствует повышению 

вирулентности фитопатогенных бактерий, например, 

путем блокирования сосудов ксилемы, повышения 

устойчивости к растительным антимикробным 

соединениям и/или увеличения 

конкурентоспособности в конкретных местах 

обитания [Mansfield et al., 2012]. Процессы 

аутоагглютинации и развитие биопленок 

способствуют выживаемости бактерий и колонизации 

макросимбионта. Взаимовлияние этих процессов 

показано на рисунок 1.  

 
Рисунок 1. Связь бактериальной аутоагглютинации и 

формирования биопленок с колонизацией корней 

растений [по Bogino et al., 2013]. 

 

Тем не менее, продолжается изучение роли 

биопленок в симбиозах, так как механизмы, 

участвующие в их формировании и закреплении на 

корнях растений, а также соотношение этих 

механизмов в выживании ризобий еще не выяснены и 

пересматриваются [Fujishige et al., 2008; Rinaudi, 

Giordano, 2010]. 

 

Полисахариды клеточной стенки ризобий 

Клеточная стенка ризобий имеет типичное 

строение для грамотрицательных бактерий 

[Rodriguez-Navarro et al., 2007]. Секретируемые 

бактериями клеточные компоненты свободно 

находятся на поверхности ризобий и являются 

сигнальными молекулами в процессах адсорбции 

бактерий к поверхности растений [Цыганова, 

Цыганов, 2012]. 

Экзополисахариды (ЭПС) находятся на 

клеточной поверхности ризобий и являются штамм-

специфичными кислыми гетерополисахаридами 

[Цыганова, Цыганов, 2012]. Функции и химический 

состав ЭПС различаются в зависимости от вида или 

штамма бактерий. Некоторые штаммы способны 

производить различные ЭПС в зависимости от 

условий окружающей среды, например, P. aeruginosa 

[Ryder et al., 2007] и Streptococcus thermophilus 

[Vaningelgem et al., 2004]. Углеводные компоненты, 

выявляемые в ЭПС ризобий, представляют собой в 

основном моносахариды, такие как D-глюкоза, D-

галактоза, D-манноза, D-глюкуроновая кислота и D-

галактуроновая кислота. Неуглеводные заместители 

обычно представлены О-ацетильными группами, а 

также кетосвязанными пируватными и 

сукцинильными полуэфирными группами, реже 

встречаются гидроксибутанол, пропионил и 

глицерол. В дополнение к уроновым кислотам в 
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состав ризобиальных ЭПС входят отрицательно 

заряженные радикалы, которые определяют их 

кислую реакцию. Также были описаны 

поликатионные ЭПС [Jefferson, 2009]. Наличие β-1,4 

[или β-1,3] и α-1,2 [или α-1,6] взаимосвязей дают 

большую жесткость и гибкость структуре матрицы 

биопленок. Таким образом, стабильность структуры 

биопленки зависит от физико-химических и 

биологических свойств ЭПС и от их взаимодействия 

с ионами растворенных веществ, с низкой 

молекулярной массой и других макромолекул. ЭПС 

придают механическую стабильность и архитектуру 

биопленкам, а также играют важную роль в основных 

функциях матрикса, в том числе в удержании воды, 

защите от экологических стрессов, адсорбции 

соединений и наличии питательных веществ 

[Flemming, 2010]. 

ЭПС играют важную роль в процессах 

адаптации и прикрепления бактерий, защиты 

ризобиальных клеток от негативных влияний 

окружающей среды, а также в питании и проявлении 

антигенных свойств [Markova et al., 2007].  

Липополисахариды (ЛПС) являются 

важными поверхностными компонентами 

грамотрицательных бактерий с молекулярной массой 

около 10 кДа. ЛПС – имеет три структурных домена, 

состоящих из липида А, корового олигосахарида и O-

антигена, формируются амфифильными 

гликоконъюгатами, состав которых меняется внутри 

и между видами [Цыганова, Цыганов, 2012]. Ввиду 

расположения на поверхности клеток и физико-

химических свойств, ЛПС играют ключевую роль на 

начальных этапах формирования биопленок 

(например, во время адгезии к поверхности корней) 

[Bogino et al., 2013]. Молекулы ЛПС расположены 

среди белков и фосфолипидов внешней мембраны 

бактерий и влияют на ее структурные свойства. 

Например, действуют в качестве барьера в 

отношении различных видов молекул при 

прохождении через мембрану. Структурная 

неоднородность О-антигена (самая внешняя часть 

молекулы ЛПС) придает гибкость и адаптивность 

бактериям, которые подвергаются различным 

воздействиям окружающей среды [Lerouge, 

Vanderlayden, 2002]. Изменения структуры ЛПС 

влияют на силу адгезии бактерий, возможно, за счет 

изменения гидрофобности клеточной мембраны. 

Модификации ЛПС у ризобий обычно изменяют 

фенотип аутоагглютинации [Bogino et al., 2013]. 

Также O-антиген во внешней части ЛПС 

фитопатогена Xylella fastidiosa участвует в 

межклеточной агрегации [Clifford et al., 2013]. 

Агрегирующая способность X. fastidiosa является 

важным механизмом вирулентности, так как 

бактериальные кластеры блокируют прохождение 

воды и питательных веществ от корней в листья 

макросимбионта [Bogino et al., 2013]. 

Как было показано, структурные изменения 

ЛПС ризобактерий изменяют процесс образования 

биопленок, например, у Pseudomonas fluorescens 

[Spiers, Rainey, 2005]. У B. japonicum мутантный О-

антиген показал повышенную адгезию также к 

пластмассовым опорам [Lee et al., 2010]. Липидный 

мутант R. leguminosarum продемонстрировал 

увеличение латерального взаимодействия с 

абиотической поверхностью, однако, этот эффект не 

оказывал влияния на способность бактерий 

образовывать биопленки [Vanderlinde et al., 2009].  

Капсулярные полисахариды (КПС, К-

антигены) тесно связаны с бактериальными клетками, 

образуя капсулу вокруг бактерий. В настоящее время 

известно два типа ризобиальных КПС [Townsend, 

Keating, 2008]. Первый тип состоит из нейтрального 

полисахарида, который был обнаружен у штаммов 

R. leguminosarum. Второй тип КПС представляет 

собой класс кислых полисахаридов варьирующей 

структуры. Общим для большинства из них является 

присутствие 3-дезокси-D-манно-2-дезоксиоктоновой 

кислоты (Кдо) и ее вариантов. Считалось, что КПС не 

имеет липидной части, однако, был обнаружен 

фосфолипидный якорь ризобиальных КПС. Кроме 

того, у штамма S. meliloti Rm1021 был 

идентифицирован КПС низкой молекулярной массы, 

который состоит исключительно из β-(2→7)-

связанных остатков Кдо [Fraysse et al., 2005; 

Цыганова, Цыганов, 2012]. 

При изучении КПС ризобий было выявлено, 

что они являются штамм-специфичными антигенами. 

Продукция одного или более КПС может зависеть от 

условий роста культивируемых клеток, например, 

температуры, рН среды, и факторов растительного 

происхождения, в том числе флавоноидов [Becker et 

al., 2005; Цыганова, Цыганов, 2012]. 

Таким образом, ЭПС являются 

необходимыми элементами взаимодействия на 

ранних стадиях инфекционного процесса. 

Ризобиальные NF и ЭПС играют ключевую роль в 

инициации развития инфекционных нитей и их 

удлинении [Gage, 2004]. ЛПС проявляются на более 

поздней стадии образования клубеньков при 

проникновении инфекционных нитей в клетки 

кортекса. Полисахариды способствуют преодолению 

защитных реакций растений, что позволяет 

бактериям проникать в их корни [Fraysse et al., 2003]. 

 

Бактериальные адгезины 

Адгезины – поверхностные компоненты 

клеток, определяющие процесс адсорбции. 

Бактериальные адгезины могут быть различной 

природы: белковой (у определенных штаммов 
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Е. coli), липидной или углеводной (у некоторых 

фитопатогенных бактерий). У ризобий адгезивными 

свойствами обладают поверхностные полисахариды 

клеток и поверхностные белки, такие как рикадгезин 

и другие. Адгезины (агглютинины) являются 

молекулами-посредниками для прикрепления 

клубеньковых бактерий к корням бобовых растений. 

Большинство таких агглютининов имеют 

растительное или бактериальное происхождение. 

Последние специфически связываются с 

макросимбионтом или с бактериями, которые 

вырабатывают данный адгезин [Mongiardini et al., 

2008]. В таблице 1 приведены примеры некоторых 

бактериальных адгезинов. 

 

Таблица 1. 

Поверхностные белки бактерий, обладающие адгезивными свойствами 

Адгезин Действие адгезина Источник 

 

рикадгезин 

Белок семейства Rhizobiaceae, опосредующий 

прикрепление бактерий к корневым волоскам растений. 

Smit et al., 1992. 

 

RapA1 

Поверхностный клеточно-ассоциированный агглютинин 

R. leguminosarum и R. etli, который распознает 

полисахариды на поверхности бактерий и способствует 

агглютинации ризобий через клеточные полюса. 

Ausmees et al., 2001; 

Mongiardini et al., 2008, 

2009. 

LapA 

LapB 

LapC 

LapD 

LapF 

 

Белки P. putida NBRC 14164, P. fluorescens 721. 

Имеют адгезивные свойства, С-конец специфически 

связывается с Ca
2+

. 

Hinsa, 2003;  

Cho, 2009;  

Martínez-Gil, 2014.  

 

 

На начальной стадии адсорбции 

бактериальных клеток к корням растений все ризобии 

используют Са
2+

-связывающие белки, называемые 

рикадгезинами [Smit et al., 1992]. Рикадгезины 

(rhicadhesin) – белки, обладающие двумя 

обязательными функциональными центрами: для 

рецептора, локализованного на бактериальной 

поверхности клетки, и для рецептора на поверхности 

корневых волосков растений. Рикадгезин был найден 

у различных представителей семейства Rhizobiaceae, 

но не у других семейств микроорганизмов [Spaink, 

2002]. Было показано, что решающее значение в 

заякоривании белка играет наличие ионов Са
2+ 

на 

поверхности бактерий [Smit et al., 1992]. Клетки 

R. leguminosarum bv. viciae, выращенные при низких 

концентрациях Са
2+

, показывают пониженную 

адсорбцию к поверхности корневых волосков гороха 

(Pisum sativum). В таких условиях рикадгезин 

освобождается с бактериальной поверхности в 

питательную среду. Сами ионы Са
2+

 не участвуют в 

связывании рикадгезина с корневой поверхностью, 

вместо этого, Са
2+ 

заякоревает рикадгезин на 

поверхности ризобиальных клеток [Smit et al., 1992; 

Rodriguez-Navarro et al., 2007].  

По предположению Laus с соавт. [2006] 

прикрепление ризобий к кончикам корневых 

волосков растений является чувствительным к рН 

среды. Так в слабощелочных условиях среды 

прикрепление бактерий к корням растений 

опосредуется рикадгезином [Laus et al., 2006].  

 

 

Ризобиальный адгезин RapA1 

Некоторые адгезины могут опосредовать 

определенный тип адсорбции, например, 

прикрепление к корням, но не к инертным 

поверхностям. К таким адгезинам относятся белки 

адгезии семейства Rap (Rhizobium-adhering proteins), 

выделенные из R. leguminosarum bv. trifolii [Ausmees 

et al., 2001]. Они содержат один или несколько так 

называемых RА доменов, которые имеют высокую 

степень гомологии и состоят из 100-120 аминокислот. 

Известно несколько белков данного семейства: RарA, 

RарB и RарC. RapA белок имеет два RА домена и две 

изоформы, называемые RapA1 и RapA2. RapA1 имеет 

сходство с рикадгезином, так как он также может 

связывать Са
2+

 и участвовать в адсорбции бактерий к 

поверхности корневых волосков растений, но, тем не 

менее, отличается некоторыми биохимическими 

свойствами и имеет размер 24 кДа вместо 14 кДа. 

Кроме того, RapA1 является производным только 

небольшой группы ризобий [Ausmees et al., 2001]. С 

помощью RapA1-антител данный белок был 

обнаружен только у близкородственных штаммов и 

видов: R. leguminosarum bvs. trifolii, viciae, phaseoli и 

R. etli, а не у всех представителей рода Rhizobium 

[Ausmees et al., 2001]. В соответствии с этим, в 

геномах R. leguminosarum и R. etli были найдены 

гомологичные Rap последовательности. В 

естественных условиях белок RарA1 распознает 

полисахариды на поверхности бактерий и 

способствует агглютинации ризобий через клеточные 

полюса [Ausmees et al., 2001]. 
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Было показано, что последовательность гена 

rapA1 имеет гомологию с PssP (ЭПС полимеризации 

белка в R. leguminosarum bv. trifolii; GenBank 

AF067140), а также большое сходство с 

последовательностью ExoP, кодирующую 

сукциногликан-транспортные белки у Sinorhizobium 

meliloti [Glucksmannet al., 1993]. Эти данные могут 

говорить о том, что ген белка RapA1 располагается 

вблизи кластера генов, участвующих в синтезе 

кислых ЭПС (симбиотически активных веществ у 

некоторых ризобий) [Ausmees et al., 2001].  

RА области RapA1, RapA2, RapB и RapC 

белков имеют гомологию с С-концевой частью 

белков PlyA и PlyBR. leguminosarum [Finnie et al., 

1998], которые являются внеклеточными белками, 

способными деградировать ЭПС и 

карбоксиметилцеллюлозу [Ausmees et al., 2001; 

D’Haeze et al., 2004]. 

Ausmees с соавт. [2001] доказали, что RapA1 

является Са
2+

-связывающим белком. Для этого 

использовали RapA1 белок с укороченным С-концом 

(RapA1d). Иммуноблоттинг на нитроцеллюлозном 

фильтре дал значительно более сильный сигнал с 

целым RapA1 белком по сравнению с мутантным 

RapA1d. Это показало, что С-конец белка, который 

укорочен в RapA1d, участвует в связывании Са
2+ 

[Ausmees et al., 2001]. Для доказательства того, что 

RapA1 является полярным клеточно-

ассоциированным поверхностным белком, Ausmees с 

соавт. (2001) провели косвенный 

иммунофлюоресцентный анализ с клетками ризобий 

и цельными и мутантными белками RapA1. Было 

показано, что при рассмотрении клеток под 

флуоресцентным микроскопом сигналы были 

расположены исключительно на одном полюсе 

бактерий. Кроме того, цельный RapA1 белок 

содержал большие, сильно флуоресцирующие 

скопления агрегированных бактерий. Это доказывает, 

что белок, содержащий два функциональных Ra 

домена, может агглютинировать бактерии, а 

неспособность RapA1d белка к агрегации показывает, 

что удаление аминокислот с С-конца белка делает и 

второй Ra домен нефункциональным. Все это 

подтвердило предположение, что весь Ra домен 

составляет один сайт-связывающий рецептор 

[Ausmees et al., 2001].  

Как было сказано, RapA1 является 

производным только небольшой группы ризобий. Это 

показано при оценке способности RapA1 белка 

агглютинировать различные ризобии. Были 

проанализированы штаммы бактерий: 

R. leguminosarum bv. trifolii R200, R. leguminosarum 

bv. viciae USDA 2370, R. leguminosarum bv. phaseoli 

USDA 2671, S. medicae USDA 1037, S. fredii USDA 

257, S. teranga USDA 4894, R. etli CFN42, R. tropici 

CIAT299, R. loti USDA 3471, R. galegae USDA 4128 и 

R. huakuii USDA 4779. Агглютинировались только 

клетки R. leguminosarum bvs. trifolii, phaseoli, viciae и 

R. еtli. В этих же штаммах ранее была показана 

экспрессия RapA1 белков. Таким образом, рецепторы 

для связывания RapA1 белков имеют только 

определенные штаммы ризобий [Ausmees et al., 2001]. 

Также было высказано предположение, что 

RapA1 белок имеет лектиновую природу, так как есть 

несколько причин полагать, что рецепторы для Rap 

белков имеют углеводную структуру: близость rapA1 

генов к генам кластера, участвующих в синтезе ЭПС, 

а также сходство Ra последовательностей между 

белками Rap, PlyA и PlyB. А, как известно, углевод-

связывающие белки, которые специфически 

распознают дисахара, называются лектинами. По 

некоторым признакам RapA1 напоминает лектин 

B. japonicum BJ38 [Ho et al., 1994]. Оба белка 

являются полярными, поверхностными и клеточно-

ассоциированными и способны агглютинировать 

бактерии. Это позволяет предположить, что белок 

RapA1 играет важную роль в процессах 

прикрепления, как и лектин BJ38 [Ausmees et al., 

2001].  

Таким образом, основываясь на 

литературных данных, было решено использовать 

белок RapA1 в качестве инструмента для создания 

различных симбиотических систем между 

клубеньковыми бактериями и растениями, с целью 

улучшения колонизации корневой системы 

ризобиями. Подобные эксперименты уже 

проводились в нашей лаборатории, где в качестве 

инструмента был использован лектин бобового 

растения, способный специфически связываться с 

полисахаридами на поверхности клеточных стенок 

ризобий. Было доказано, что трансформация геном 

лектина небобовых растений позволяет получать 

искусственные корневые ассоциации с ризобиями, 

что в сочетании с использованием микроорганизмов с 

фунгистатической активностью может более 

эффективно защищать корневую систему растений от 

патогенных грибов [Вершинина и др., 2011; Благова, 

2015]. 

По данным Ausmees с соав. [2001] ген rapA1 

обнаруживается только у небольшой группы ризобий: 

R. leguminosarum bvs. trifolii, phaseoli, viciae и R. еtli. 

Поэтому для поиска гена rapA1 ранее были выбраны 

12 штаммов из коллекции бактерий Института 

биохимии и генетики Уфимского научного центра 

РАН, относящиеся по последовательности гена 16S 

рРНК к виду R. leguminosarum и обладающие 

ростостимулирующей активностью по отношению к 

растениям клевера, репы и салата латука. В 

результате исследований ген rapA1 был обнаружен в 

большинстве исследуемых штаммов 
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R. leguminosarum. Для дальнейших экспериментов 

были отобраны штаммы PVu5 и TPr4, выделенные из 

фасоли обыкновенной и клевера лугового.  

С помощью подобранных праймеров rapF и 

rapR была амплифицирована кодирующая часть гена 

rapA1 из ДНК штаммов R. leguminosarum с помощью 

Pfu-полимеразы. Затем амплифицированную ДНК 

клонировали в промежуточный вектор pAL-TA. Из 

плазмиды pJN105TurboGFP с помощью рестриктаз 

BamHI и HindIII вырезали ген флуоресцентного белка 

gfp и на его место под управлением сильного 

конститутивного промотора фага РТ5 

переклонировали ген rapA1 (рис. 2).  

 

 
Рисунок 2. Схема конструирования вектора pJN105TurboRapA1 

 

 

Полученной конструкцией трансформировали 

E. coli XL1-Blue. Наличие гена подтвердил ПЦР-

анализ. Кроме амплификации правильность 

ориентации гена и рамки считывания была 

подтверждена путем секвенирования 

последовательности вектора на месте стыка 

промотора и целевого гена. В результате 

секвенированные последовательности генов rapA1 из 

разных штаммов оказались гомологичны 

последовательности данного гена у R. leguminosarum 

bv. trifolii, зарегистрированного под номером 

AF265223 в GenBank. Для дальнейших исследований 

полученной плазмидой pJN105TurboRapA1 были 

трансформированы исходные штаммы бактерий 

R. leguminosarum. Наличие вектора проверяли путем 

амплификации специфичных участков ДНК вектора 

pJN105TurboRapA1. Далее для анализа 

эффективности работы векторной конструкции в 

трансформированных и исходных штаммах 

проводили Вестерн-блот анализ белков бактерий на 

наличие белка RapA1. В результате анализа белков, 

иммунореактивных к поликлональным кроличьим 

антителам, полученным к пептиду RapA1, у 

рекомбинантных штаммов бактерий были 

обнаружены полосы около 25 кДа, соответствующие 

ожидаемому размеру адгезина, которые 

отсутствовали у контрольных штаммов. Полученный 

результат доказал эффективную работу вектора 

pJN105TurboRapA1 и стабильную продукцию белка 

RapA1 в трансформированных ризобиальных 

клетках. Далее был проведен анализ сверхэкспрессии 

гена rapА1 в штаммах R. leguminosarum, из которых 

выделен этот ген: изучено влияние на агглютинацию, 

на нитрогеназную активность и образование 

клубеньков. 

Визуальная оценка степени агглютинации 

бактериальных клеток под флуоресцентным 

микроскопом на клетках как E. coli, так и 

R. leguminosarum показала, что они агглютинируют, 

главным образом, в присутствии рекомбинантных 

бактерий, вырабатывающих адгезин RapA1. 

Несомненно, интересным в проведенных нами 

экспериментах представлялся тот факт, что для 

связывания и агрегации ризобий достаточно 

наработки RарA1 в сокультивируемом штамме 

микроорганизмов. При этом это могут быть как 

клубеньковые бактерии, так и другие бактерии, 

например, E. coli и P. aureofaciens. Данный результат 

является предпосылкой возможности создания 

бинарных биопрепаратов на основе клубеньковых 

бактерий, в которых, кроме основного штамма 

ризобий, будет присутствовать штамм-продуцент 
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RарA1, способствующий активному прикреплению 

ризобий к поверхности корня растений и 

агглютинирующей способности для эффективного 

формирования биопленок [Хакимова и др., 2017]. 

Кроме того, была проведена проверка влияния 

конститутивной экспрессии гена rapA1 в клетках 

микросимбионта на эффективность образования 

клубеньков, на биомассу, на ростовые параметры 

растений и нитрогеназную активность. Для этого 

растения фасоли обработали исходными 

(R. leguminosarum PVu5) и рекомбинантными 

штаммами ризобий (R. leguminosarum PVu5 + RapA1). 

В качестве контроля брали растения, не обработанные 

бактериями. Через месяц после закладки эксперимента 

были проведены замеры всех перечисленных 

показателей. Визуальная оценка формирования 

клубеньков показала, что у необработанных 

контрольных растений фасоли клубеньки отсутствуют. 

Во всех остальных вариантах опыта клубеньки на 

корнях сформировались, но их количество у растений 

фасоли, обработанных рекомбинантными ризобиями, 

было примерно в 2 раза больше (15,6 ± 3), чем у 

контрольных растений, инокулированных исходным 

штаммом ризобий (7,1 ± 2). 

Полученные нами данные показывают, что 

обработка растений штаммами R. leguminosarum с 

повышенной экспрессией RapA1 увеличивает 

количество клубеньков и, соответственно, 

нитрогеназную активность, что, возможно, связано с 

лучшей адсорбцией ризобий на поверхности корней 

на начальных этапах симбиоза. Несомненно, 

улучшение ростовых параметров, сырой и сухой 

биомассы связано с улучшением азотного питания 

растений. 

При этом рекомбинантный штамм ризобий 

оказал лучшее влияние на растения, показывая 

наибольший эффект на все параметры. Повышение 

числа клубеньков, сформировавшихся на корнях 

опытных растений, может свидетельствовать о 

связывании RарA1 с полисахаридными 

компонентами клеточной стенки корней фасоли 

[Нигматуллина и др., 2015].  

 

Заключение 

Первоначальным этапом, необходимым для 

инфекционного процесса и формирования 

клубеньков, является прикрепление ризобий к 

корневым волоскам растения-хозяина. Корнями 

растений выделяются флавоноиды, которые 

индуцируют у клубеньковых бактерий экспрессию 

генов клубенькообразования (nod-гены). В результате 

ризобии синтезируют Nod-факторы. Кроме них 

необходимы и другие факторы для формирования 

активных клубеньков, такие как ЭПС, ЛПС, КПС, 

лектины растений и бактериальные адгезины 

(агглютинины). Все эти вещества являются 

молекулами-посредниками для прикрепления 

клубеньковых бактерий к корням бобовых растений. 

Изучая их свойства, теоретически возможно 

использование их потенциала для усиления 

адгезионной способности бактериальных клеток в 

процессах прикрепления к поверхности корневых 

волосков растений. Ранее в нашей лаборатории уже 

проводились подобные работы, где в качестве 

инструмента был использован растительный лектин, 

способный специфически связываться с 

полисахаридами на поверхности клеточных стенок 

ризобий. Было доказано, что применение лектинов в 

качестве трансгенов позволяет получать 

искусственные корневые ассоциации с ризобиями, 

что в сочетании с использованием микроорганизмов с 

фунгистатической активностью может более 

эффективно защищать корневую систему растений от 

патогенных грибов (Вершинина и др., 2011; Благова и 

др., 2015). Как показали наши дальнейшие 

исследования, использование бактериального 

агглютинина как RapA1 может помочь в создании 

искусственных симбиотических взаимодействий 

ризобий с различными растениями, где данный белок, 

как и лектины бобовых растений, может оказаться 

хорошим инструментом для модификации таких 

систем. При этом спектр штаммов не ограничивается 

только ризобиями, так как данный адгезин не 

обладает строгой специфичностью по отношению к 

данным микросимбионтам. Кроме свойств адгезина 

белок RapA1 имеет также агглютинирующую 

способность, что является необходимым в процессах 

формирования биопленок на поверхности корней 

растений, что также повышает 

конкурентоспособность интродуцированных 

штаммов ризобий в условиях агроценоза. А 

биопрепараты на основе рекомбинантных ризобий 

могут найти свое применение в сельском хозяйстве в 

рамках перехода на экологическое земледелие. 

Работа была выполнена в рамках госзадания 

(тема № АААА-А16-116020350028-4) при 

финансовой поддержке Российского фонда 

фундаментальных исследований (РФФИ-

Инициативный № 16-04-00902 а, РФФИ мол_а № 16-

34-01076. 
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