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Кодируемый геном rosR регуляторный белок участвует в процессах, связанных с адаптацией клу-
беньковых бактерий Rhizobium leguminosarum к изменяющимся условиям окружающей среды. Он
влияет на экспрессию многих генов, связанных с синтезом экзополисахаридов, которые играют
критическую роль в формировании биопленок бактериями на различных поверхностях. Целью дан-
ной работы являлось изучение влияния сверхэкспрессии гена rosR у ризобий R. leguminosarum на об-
разование биопленок на инертных поверхностях и корнях гетерологичных растений-макросим-
бионтов путем получения рекомбинантных вариантов штаммов с дополнительной копией гена rosR
под управлением промотора Pm. Проведенный анализ рекомбинантных штаммов показал, что до-
полнительные экспрессируемые копии гена rosR позволяли ризобиям преодолевать ингибирующее
воздействие на биопленкообразование низких концентраций кальция в среде, воздействие протеаз,
детергентов и более эффективно формировать биопленки на поверхности корней томата и клевера.
Полученные результаты открывают перспективы для использования rosR в качестве инструмента
как для повышения эффективности эндосимбиоза ризобий с бобовыми растениями, так и для фор-
мирования устойчивых ассоциативных взаимодействий с другими сельскохозяйственными культу-
рами.
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Одним из наиболее изученных взаимодей-
ствий между растениями и микроорганизмами
является бобово-ризобиальный симбиоз. Ри-
зобии – это грамотрицательные бактерии, форми-
рующие азотфиксирующие клубеньки на корнях
бобовых растений. Симбиоз растений с этими бак-
териями играет значительную роль в круговороте
азота в биосфере, а бобовые растения являются
одними из самых важных сельскохозяйственных
растений в мире. Rhizobium leguminosarum bv. trifolii
в природе вступает в симбиоз с растениями кле-
вера (Trifolium spp.) (Kopycińska et al., 2018). В сво-
бодноживущем состоянии этот микросимбионт
подвергается воздействию, в том числе и негатив-
ному, различных факторов окружающей среды.
Чтобы приспособиться к изменяющимся условиям
существования, ризобии выработали ряд эффектив-
ных стратегий защиты, которые позволяют им вы-
живать в почве. Важнейшей адаптационной формой
развития этих бесспоровых бактерий является фор-

мирование биопленок на различных поверхно-
стях (Rinaudi et al., 2006; Rachwał et al., 2017).

Биопленки служат для многих бактерий физи-
ческим барьером от токсичных соединений и за-
щитой от неблагоприятных условий окружающей
среды. Кроме того, для клубеньковых бактерий
(ризобий) биопленкообразование является фак-
тором, определяющим конкурентоспособность
штаммов ризобий в почвенных условиях. В этом
процессе немаловажную роль играют экзополи-
сахариды (ЭПС), биосинтез и функции которых
для R. leguminosarum, в отличие, например, от
Sinorhizobium meliloti, изучены на сегодняшний
день недостаточно. У R. leguminosarum основной
набор генов биосинтеза ЭПС (более 20 генов) об-
разует кластер Pss-I в хромосоме (González et al.,
2006; Вершинина и соавт., 2020). Данные о регу-
ляции биосинтеза ЭПС в R. leguminosarum очень
фрагментарны. До сих пор было описано лишь
несколько регуляторных генов, участвующих в
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этом процессе. К ним относятся гены psiA и psrA,
расположенные на симбиотической мегаплазми-
де (pSym), и гены exoR, pssB, rosR и expR, располо-
женные на хромосоме R. leguminosarum (Reeve et al.,
1996; Janczarek et al., 1999; Janczarek, Skorupska,
2007; Edwards et al., 2009).

Регуляторный белок, кодируемый геном rosR,
необходим для адаптации R. leguminosarum к из-
меняющимся условиям окружающей среды. Этот
белок влияет на экспрессию многих генов, свя-
занных с синтезом ЭПС и поверхностных компо-
нентов клеточной стенки ризобий, выделением
внеклеточных белков и другими процессами. Бы-
ло показано, что RosR, массой 15.7 кДа, содержит
структурный мотив “цинковый палец” C2H2, от-
ветственный за связывание с промоторными об-
ластями таких генов, как exoB, exoR, prsD, pssA,
pssB, pssK и plyA (Janczarek, Skorupska, 2007; Jaszek
et al., 2014; Rachwał et al., 2017). Продукт гена rosR
R. leguminosarum bv. trifolii принадлежит к семейству
регуляторов транскрипции Ros/MucR, которые
участвуют в регуляции синтеза ЭПС у нескольких
видов ризобий, включая S. meliloti, Rhizobium etli и
Agrobacterium tumefaciens (D’Souza-Ault et al., 1993;
Keller et al., 1995; Bittinger et al., 1997; Chou et al.,
1998). Мутации в rosR и mucR влияют на образова-
ние биопленок как свободноживущих ризобий,
так и на начальных этапах симбиоза с растения-
ми-хозяевами. Так экспрессия гена rosR необхо-
дима R. etli не только для производства ЭПС, а
также для колонизации и образования клубень-
ков на фасоли (Phaseolus spp.) (Bittinger et al.,
1997). Мутантный по rosR штамм R. leguminosarum
продуцирует значительно меньшее количество
ЭПС, чем дикий тип, он более чувствителен к по-
верхностно-активным веществам (ПАВ), прояв-
ляет пониженную подвижность и образует не
фиксирующие азот клубеньки на корнях клевера
(Rachwał et al., 2015, 2016, 2017). Все эти данные
свидетельствуют о том, что RosR является важ-
ным белком, участвующим в клеточных процес-
сах на различных этапах становления и функцио-
нирования бобово-ризобиального симбиоза.

Целью данной работы являлось изучение влия-
ния сверхэкспрессии rosR на образование биопле-
нок рекомбинантными по данному гену штаммами
Rhizobium leguminosarum bv. viciae на инертных по-
верхностях и корнях гетерологичных растений
макросимбионтов.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Бактериальные штаммы и растения. В качестве

объектов были использованы штаммы R. legumi-
nosarum bv. viciae VSy12 и VSy3 из коллекции клу-
беньковых и ризосферных бактерий “Симбионт”
ИБГ УФИЦ РАН, выделенные из клубеньков дико-
растущего бобового растения Южного Урала го-
рошка лесного (Vicia sylvatica L.). Бактерии культи-

вировали на среде YM (масс. % в водном раство-
ре: маннитол – 1, дрожжевой экстракт – 0.04,
NaCl – 0.01, MgSO4 – 0.01, K2HPO4 ∙ 3H2O – 0.05)
и RDM (Vincent, 1970) при оптимальной темпера-
туре 28°C.

Escherichia coli XL1-Blue выращивали на среде
LB (масс. % в водном растворе: бактотриптон – 1,
дрожжевой экстракт – 0.5, NaCl – 0.5) при темпе-
ратуре 37°C.

В качестве селективного антибиотика для
трансформированных штаммов использовали
ампициллин в конечной концентрации 100 мг/л
(“Fisher scientific”, США). Экспрессию гена rosR,
находящегося в составе плазмиды pJB658 под
контролем индуцируемого промотора Pm, акти-
вировали 1 мM m-толуиловой кислотой (“Sigma
Aldrich”, США).

В качестве макросимбионтов были выбраны
клевер белый (Trifolium repens L.) сорта Ривендел
(“DLF”, Дания) и томат сорта Грунтовый Гри-
бовский 1180 (“СибНИИРС”, Россия). Выбор
клевера белого был обусловлен тем, что феноти-
пические проявления штаммов, трансформиро-
ванных дополнительной копией гена rosR, ранее
изучались на растениях клевера. Это позволило
провести сравнения активностей колонизации
корней и образования биопленок полученных на-
ми рекомбинантных штаммов с литературными
данными. Выбор томата объясняется тем, что ра-
нее была разработана система агробактериальной
трансформации томата промышленного сорта
Грунтовый Грибовский 1180 геном лектина гороха
посевного psl, что позволило получить устойчивые
корневые ассоциации этой важной для сельского
хозяйства культуры с ризобиями, защищающими
от фитопатогенных грибов (Вершинина и соавт.,
2015). Кроме того, трансформация томата ризоби-
альным агглютинином RapA1 способствовала со-
зданию эффективных симбиотических систем
для фиторемедиации почв, загрязненных кадми-
ем (Вершинина и соавт., 2019).

Получение генно-инженерной конструкции, не-
сущей ген rosR, на основе вектора pJB658GFP. В
рамках данного исследования были получены
векторные конструкции на основе плазмиды ши-
рокого круга хозяев pJB658 с копийностью 5–7 на
клетку (Blatny et al., 1997). В вектор pJB658 был
клонирован ген зеленого флуоресцентного белка gfp
под контролем конститутивного промотора T5. Для
этого фрагмент ДНК, включающий промотор T5 и
ген gfp был вырезан рестриктазой HindIII из полу-
ченного ранее вектора pJN105TurboGFP (Баймиев и
соавт., 2011) и клонирован по аналогичному сайту в
вектор pJB658 (рис. 1). Ризобии, трансформиро-
ванные полученной плазмидой pJB658GFP, имели
устойчивое зеленое окрашивание, что значительно
облегчало отбор рекомбинантных штаммов и позво-
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ляло отслеживать стабильность данной плазмиды в
процессе культивирования бактерий.

Для секвенирования и амплификации полнораз-
мерной последовательности гена rosR из R. legumino-
sarum VSy3 были использованы праймеры 5'-TACG-
TACATATGACGGATATAGCGACCGGCAA-3' (с
сайтом для рестриктазы NdeI), 5'-TACGATGAAT-
TCTTCGCACGTTCCTGACTGGCT-3' (с сайтом
для рестриктазы EcoRI). Праймеры были подобра-
ны к последовательности ДНК R. leguminosarum bv.
trifoli штамм 24.1. (AY683453.1). Последующее секве-
нирование показало идентичность генов rosR для
изучаемых штаммов ризобий. Амплификация про-
водилась с помощью высокоточной термостабиль-
ной ДНК полимеразы Q5 (“NEB”, Великобрита-
ния). Размер полученного амплификата составил
564 п.н., который включал полноразмерную после-
довательность гена rosR и 111 п.н. из 3'-нетранслиру-
емой области. Затем плазмиду pJB658GFP и ПЦР
продукт расщепляли соответствующими рестрик-
ционными эндонуклеазами NdeI и EcoRI (“NEB”,
Великобритания) и лигировали фрагменты ДНК с
помощью Т4 ДНК лигазы (“NEB”, Великобрита-
ния) (рис. 1). Таким образом, в плазмиду
pJB658GFP был направленно клонирован ген rosR
под регуляцией индуцируемого промотора Pm. По-
лученная конструкция была проверена секвениро-
ванием, и в дальнейшем ей были трансформирова-
ны путем электропорации штаммы R. leguminosarum
VSy12 и VSy3.

Выделение бактериальной ДНК, подготовка
компетентных клеток и их трансформация, а так-
же электрофорез фрагментов ДНК проводились
согласно (Sambrook et al., 1989).

Исследование уровня экспрессии гена rosR в кон-
трольных и рекомбинантных штаммах методом ПЦР в
реальном времени. РНК из бактерий выделяли с при-
менением набора FastRNA Pro BlueKit (“MP Bio-
medicals”, США). Для активации экспрессии гена
rosR культура клеток R. leguminosarum предваритель-
но выращивалась в течение 1 сут на среде RDM с до-
бавлением m-толуиловой кислоты (1 мМ) до OD660
0.9–1.0. Для построения кДНК использовали
MMLV-ревертазу (“Евроген”, Россия). Для поста-
новки ПЦР в реальном времени использовали прай-
меры 5'-GTGGAACTGACAGCCGACATTG-3' и
5'-GTGACGCTTGAGGGACTTGAA-3'. В качестве
референсного гена (housekeeping) был использован
ген recA, кодирующий белок, необходимый для го-
мологичной рекомбинации, с праймерами 5'-GGC-
GAGGGTGTTTCCAAGAC-3' и 5'-GACGCTG-
GCTGTTATAGGAGAAC-3' согласно исследова-
нию (Rachwał et al., 2017). Для анализа
относительного уровня экспрессии генов применя-
ли 2–ΔΔCT метод (Livak, Schmittgen, 2001).

Анализ ризобиальных биопленок, формируемых
на инертных поверхностях. Для получения био-
пленок использовали среды YM и RDM (Vincent,

1970) с применением 24-луночных пластиковых
планшетов (полистирол) (“Corning Inc.”, США).
Для этого исходные и рекомбинантные штаммы
R. leguminosarum выращивали 48 ч в жидкой среде
на качалке при 28°С и 140 об./мин до концентра-
ции 108–109 КОЕ/мл. Концентрация ризобий из-
мерялась на спектрофотометре Benchmark Plus
(“Biorad”, США). Затем культуру разводили све-
жей средой до 106 КОЕ/мл и переносили по 1 мл в
лунки 24-луночного пластикового планшета. На
данном этапе также добавляли ампициллин, ин-
дуктор m-толуиловую кислоту в случае трансфор-
мированных штаммов, а также хлорид кальция
(Ca2+ 0–4.5 мМ) или додецилсульфат натрия
(ДДС) (0.05%, об.) в экспериментах по влиянию
Ca2+ и ДДС на относительное количество биомас-
сы в биопленках. Планшеты герметизировали
Parafilm (“Amcor”, США) и инкубировали при
температуре 18–37°С и 50 об./мин в течение 7 сут.
После культивирования из лунок удаляли среду с
планктонными клетками. Биопленки промывали
1 М фосфатносолевым буфером (PBS, pH 6.5),
окрашивали 5 мин 0.1% об. раствором генциан фио-
летового (“Агат-Мед”, Россия) и осторожно промы-
вали водой. Связавшийся с биомассой биопленок
краситель растворяли в этаноле и измеряли оптиче-
скую плотность при длине волны 590 нм (O’Toole,
Kolter, 1998). Оптическую плотность образцов изме-
ряли с помощью прибора Enspire Model 2300 Multila-
bel Microplate Reader (“PerkinElmer”, США).

Исследование влияния бактерий на ростовые па-
раметры растений. Семена растений в течение
1 мин стерилизовали в 70% спирте, а после –
20 мин в 5% растворе гипохлорита натрия. Далее
семена были обработаны трехсуточными культу-
рами ризобий, которые предварительно выращива-
ли на качалках в жидкой среде RDM (перед иноку-
ляцией плотность суспензии ризобий была измере-
на на спектрофотометре и доведена до 105 КОЕ/мл).
Затем инокулированные семена раскладывали на
влажную фильтровальную бумагу в чашки Петри.
Часть семян оставили неинокулированными в
качестве контроля. Неделю инкубировали при
комнатной температуре и проводили расчет про-
росших и не проросших семян.

Для определения ростостимулирующего эф-
фекта ризобактерий на корневую систему про-
ростков измеряли длину корня опытных пророст-
ков и сравнивали с длиной контрольных про-
ростков.

Исследование ростовых параметров и биомассы
растений. Стерильные семена выращивали в течение
2 нед. в предварительно прокаленном вермикулите в
условиях светоплощадки (освещение 5000 Лк, све-
товой день 16 ч). После этого отмытые от верми-
кулита корни растений обрабатывали штаммами
бактерий, которые выращивали до плотности
OD660 0.75 при 28°C на среде RDM. Проростки
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Рис. 1. Этапы получения генно-инженерных конструкций pJB658GFP и pJBGFProsR для экспрессии генов gfp и rosR
в клетках ризобий.
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высаживали в торфяной грунт (“Terra Vita”, Рос-
сия), прогретый в течение 1 ч при 70°C, и культи-
вировали в теплице. Ростовые параметры и био-
массу определяли после роста растений в течение
1 мес. Для анализа использовали по 50 проростков.

Микроскопирование корней растений и обра-
ботка корней протеазами. Стерильные семена про-
ращивали в течение 1 нед. на влажной фильтро-
вальной бумаге в чашках Петри. Далее проростки
выдерживали при покачивании (25 об./мин) в
суспензии ризобий (105 КОЕ/мл) в 50 мМ PBS
(рН 7.2). Для приготовления суспензий использо-
вали двухсуточные культуры бактерий, выращен-
ные в жидкой среде RDM и отмытые от PBS. Че-
рез 3 ч проростки промывали стерильным PBS и
помещали в пробирки, содержащие 10 мл жидкой
среды MS (Murashige, Skoog, 1962). Растения вы-
ращивали в стерильных условиях 3 сут при 25°С и
естественном освещении. Затем проростки одно-
кратно отмывали стерильным PBS (5 мин при по-
качивании 25 об./мин) и корни нарезали на фраг-
менты длиной 10–15 мм для микроскопирования
или обработки протеазами.

Пепсин (“Sigma-Aldrich”, США) растворяли в
10 мМ HCl до концентрации 10 мг/мл. Для экспери-
мента фермент разводили 1 : 1 дистиллированной
водой, проводили через бактофильтр и выдержива-
ли в этом растворе корни растений в течение 2 ч при
37°С. Для оценки количества адгезированных на
корнях растений бактерий, фрагменты корней,
предварительно взвесив, трижды отмывали сте-
рильной водой по 5 мин на микрошейкере и го-
могенизировали в 50 мкл среды RDM. Получен-
ный объем разбавляли в 1000 раз и 50 мкл этой
суспензии рассевали на агаризованную RDM сре-
ду с ампициллином (100 мг/л) или без антибиоти-
ков и выращивали в термостате при 28°С в тече-
ние 2 сут. Количество адгезированных бактерий
определяли по числу выросших колоний.

Визуальное наблюдение меченых бактерий на
корнях растений проводили на флуоресцентном
микроскопе AxioImagerM1 (“CarlZeiss”, Герма-
ния).

Статистическая обработка результатов. На всех
этапах исследования проводили не менее пяти
независимых экспериментов как минимум в пяти
повторностях. Результаты обрабатывали с ис-
пользованием пакета Microsoft Office Excel 2010,
доверительные интервалы определяли для 95%
уровня значимости.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Получение трансформированных штаммов бак-

терий и ПЦР в реальном времени. Для контроль-

ных и рекомбинантных по гену rosR штаммов был
исследован уровень экспрессии гена rosR в усло-
виях индукции Pm промотора и без индуктора
методом ПЦР в реальном времени. Было показа-
но, что относительное содержание мРНК гена
rosR превышает таковое в контрольных штаммах
более чем в 5–7 раз даже в отсутствии индуктора
(рис. 2а). Этот факт может объясняться в данном
случае присутствием, так называемого эффекта
“протекания”, т.е. неполным блокированием
операторной области Pm промотора, в результате
чего РНК-полимераза постоянно транскрибиру-
ет ген rosR, находящийся под контролем Pm про-
мотора.

Отсутствие реакции на использование индук-
тора, выраженной в виде повышения экспрессии
гена, требует дальнейшего изучения и может ча-
стично объясняться тем, что белок RosR распо-
знает и связывается с мотивом RosR-box на хро-
мосоме и негативно регулирует транскрипцию
собственного гена rosR у изучаемых штаммов бак-
терий (Janczarek, Skorupska, 2007; Rachwał et al.,
2017).

Подбор оптимальных условий для оценки эф-
фективности биопленкообразования на инертных
поверхностях. Была изучена эффективность обра-
зования биопленок дикими штаммами ризобий
R. leguminosarum VSy12 и VSy3 и штаммами,
трансформированных плазмидой pJBGFProsR,
на инертных поверностях: 24-луночных пластико-
вых планшетах и пластиковых чашках Петри на
различных питательных средах. Для формирова-
ния биопленок использовались углеводные, без-
белковые среды YM и RDM. Проведенные иссле-
дования показали, что как контрольные, так и
трансформированные бактерии эффективно обра-
зовывали биопленки на инертных поверхностях в
обеих средах. Однако относительное количество
биомассы в биопленках диких и трансформирован-
ных штаммов ризобий при культивировании на сре-
де RDM превышало соответствующие показатели
на среде YM более чем в два раза (рис. 2б, 2в).

Ранее было показано, что ризобии эффективнее
образуют биопленки при росте в бедной на пита-
тельные вещества среде RDM, а не в более богатых
средах, таких как LB или TY (Fujishige et al., 2006).
Для ризобий формирование биопленок является
стратегией выживания в условиях ограниченного
питания, поскольку подобная организация клеток
обеспечивает ряд преимуществ, таких как, на-
пример, повышение концентрации необходимых
для роста питательных веществ, которые могут
поглощаться поверхностью биопленки (Wimpen-
ny, Colasanti, 1997; Rinaudi et al., 2006).

В статье Janczarek et al. (2009) было обнаружено,
что введение дополнительной копии гена rosR,
клонированного в плазмиду pBBR1MCS-2 под
управлением собственного промотора, значитель-
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Рис. 2. (а) – Количественный ПЦР анализ уровня транскрипции гена rosR. По оси Y – условные единицы, обознача-
ющие уровень транскрипции гена rosR в рекомбинантных штаммах относительно дикого штамма. (б, в) – Относитель-
ная биомасса биопленок исходных и трансформированных штаммов бактерий после 7 сут культивирования. По
оси Y – оптическая плотность кристаллического фиолетового, десорбированного после окрашивания биопленок, об-
разованных на пластиковых планшетах; (б) – среда YM; (в) – среда RDM. (г, д) – Скорость роста штаммов на разных
питательных средах. По оси Y – 107 КОЕ/мл; (г) – среда YM; (д) – среда RDM. Обозначения штаммов R. leguminosarum
(1–8): 1 – VSy3; 2 – VSy3 при воздействии индуктора; 3 — VSy3 (pJBGFProsR); 4 – VSy3 (pJBGFProsR) при воздей-
ствии индуктора; 5 – VSy12; 6 – VSy12 при воздействии индуктора; 7 – VSy12 (pJBGFProsR); 8 – VSy12 (pJBGFProsR)
при воздействии индуктора.
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но увеличивает скорость роста ризобий. В настоя-
щей работе не было зафиксировано разницы в
скорости роста между трансформированными и
контрольными бактериями, что, возможно, объяс-
няется особенностями использованных в экспери-
ментах штаммов или конструкции pJB658GFP и
требует дальнейшего изучения (рис. 2г, 2д).

Влияние содержания кальция в питательной среде
и температуры на образование биопленок исходными и
трансформированными штаммами бактерий. Прове-
денные исследования выявили, что эффективность
образования биопленок напрямую зависит от кон-
центрации кальция Ca2+ в культуральной среде.
Было показано, что добавление в среду 4.5 мМ
Ca2+ увеличивает относительное количество био-
массы в биопленках на 80% в среде YM и на 65% в
среде RDM (рис. 3а). В связи с этим в экспери-
ментах с воздействием температурного режима была
использована концентрация Ca2+ в среде 4.5 мМ.
Проведенные исследования показали зависи-
мость биопленкообразования штаммов R. legumi-
nosarum VSy12 и VSy3 от температурных условий.
Как контрольные, так и трансформированные бак-
терии эффективно образовывали биопленки при
температуре 28°С. При культивировании в условиях
более низкой температуры, способность штаммов
формировать биопленки снижалась более чем в
2 раза. При повышении температуры до 38°С ста-
тистически значимых различий в эффективности
формирования биопленок по сравнению со штам-
мами, выращенными при 28°С, найдено не было
(рис. 3б).

Ранее было показано, что оптимальная концен-
трация Ca2+ для роста S. meliloti в RDM составляет
0.7 мМ (Flemming et al., 2000). Увеличение концен-
трации Ca2+ выше этого оптимума стимулировало
биопленкообразование, незначительно ингибируя
скорость размножения бактериальных клеток. Свя-
зано это с тем, что двухвалентные катионы, такие
как Ca2+ и Mg2+, неспецифически связываются с от-
рицательно заряженными группами полисахарид-
ных цепей ЭПС, тем самым обеспечивая большую
стабильность образуемой биопленки (Flemming
et al., 2000). Известно, что у бактерий Ca2+ принима-
ет непосредственное участие не только в форми-
ровании внешнего липополисахаридного слоя и
клеточной стенки, но и во многих процессах клеточ-
ного цикла и деления. Полученные в настоящей ра-
боте результаты объясняются тем, что снижение
скорости размножения клеток могло способство-
вать образованию биопленок, как ответ на стресс,
или, наоборот, изначальное присутствие высокого
уровня Ca2+ могло стабилизировать ЭПС, спо-
собствуя формированию “зрелой” биопленки
(Smith, 1995; Rinaudi et al., 2006).

Одним из критически важных абиотических
факторов как для размножения ризобий, так и для
формирования биопленок является температура.

Для большинства ризобий оптимум роста нахо-
дится между 28 и 31°С, и многие не растут при
37°С. Несмотря на то, что экстремальные темпе-
ратуры отрицательно влияют на рост и биопленко-
образование, существуют работы, описывающие
устойчивые к высоким температурам штаммы ри-
зобий (Rinaudi et al., 2006). Изучение устойчиво-
сти ризобий к повышенным или пониженным
температурам необходимо для подбора оптималь-
ных микросимбионтов для растений, обитающих
в зоне пустынь и тундр. Штаммы R. leguminosa-
rum, использованные в настоящей работе, растут
и эффективно образуют биопленки при 37°С, что в
сочетании с их ростостимулирующим эффектом от-
крывает дополнительные перспективы для приме-
нения этих микросимбионтов для производства
биоудобрений.

Анализ эффективности использования генов,
регулирующих биосинтез ЭПС, для изменения
биопленкообразования ризобий. Проведенные иссле-
дования выявили, что трансформация штаммов
R. leguminosarum VSy12 и VSy3 дополнительной ко-
пией гена rosR положительно влияет на эффектив-
ность образования биопленок. В экспериментах с
трансформированными геном rosR штаммами от-
носительное количество биомассы в биопленках
увеличивалось в среднем в 1.4 раза по сравнению
с контрольными штаммами (при 28°С и 4.5 мМ
Ca2+ в среде). Полученные результаты также вы-
явили, что использование индуктора Pm не влия-
ет на этот показатель у трансформированных
штаммов ризобий (рис. 2б, 2в, 3а–3в). Данный
факт согласуется с результатами ПЦР в реальном
времени, описанными выше (рис. 2а).

Ранее было показано, что дополнительные ко-
пии гена rosR увеличивают выработку ЭПС у R. le-
guminosarum bv. trifolii в 1.5–2 раза. Объясняется
это тем, что RosR положительно регулирует экс-
прессию гена pssA, кодирующего ключевой фер-
мент в синтезе ЭПС. При этом интересно, что
увеличение копий гена pssA не несет столь же по-
ложительного эффекта на количество ЭПС, как
дополнительные копии гена rosR (Bittinger et al.,
1997; Janczarek, Skorupska, 2007; Janczarek et al.,
2009).

Анализ устойчивости исследуемых штаммов к
ДДС показал, что данный детергент практически не
влияет на образование биопленок трансформиро-
ванными штаммами, хотя в случае контрольных
штаммов относительное количество биомассы в
биопленках уменьшалось в среднем в 2 раза (рис. 3в).
Ранее было показано, что мутации в гене rosR
приводят к повышенной чувствительности штам-
мов к воздействию детергентов, гипер- и гипоос-
мотического стресса и бета-лактамных антибио-
тиков. Связано это, по всей видимости, с тем, что
RosR регулирует синтез белков, участвующих в фор-
мировании клеточной мембраны. К таким белкам у
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R. leguminosarum, например, относятся RopA, RopA1
и RopB1. Экспрессия данных белков значительно
снижается в мутантных по гену rosR штаммах
(Janczarek et al., 2010).

Анализ уровня колонизации корней и образования
биопленок, в том числе при воздействии протеаз.
Штаммами R. leguminosarum VSy12 и VSy3, кон-
трольными и трансформированными pJBGFPRosR,

Рис. 3.  Относительная биомасса биопленок исходных и трансформированных штаммов бактерий после 7 сут культи-
вирования при 28°C в зависимости от: (а) – содержания Ca2+ (мМ) в среде; (б) – температуры (°С); (в) – ДДС (об. %).
По оси Y – оптическая плотность кристаллического фиолетового, десорбированного после окрашивания биопленок,
образованных на пластиковых планшетах. Обозначения штаммов R. leguminosarum (1–8) – как на рис. 2.
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были обработаны растения клевера лугового. Было
показано, что трансформация не оказывает суще-
ственного влияния на прорастание семян (рис. 4а),
ростовые параметры (рис. 4б) и биомассу расте-
ний (рис. 4в) – разница с дикими типами штам-
мов не имела достоверных различий.

Анализ уровня колонизации корней после
7 сут совместного культивирования показал не-
значительное увеличение “заякорившихся” на кор-
нях бактерий в случае трансформированных штам-
мов по сравнению с контрольными штаммами (рис.
5а). При этом через 3–4 сут микроскопирование
выявило образование на корнях клевера и тома-
та бактериальных агломераций и микроколоний
преимущественно для трансформированных
штаммов (рис. 5б). Также было показано, что штамм
VSy12 образует биопленки преимущественно на по-
верхности корней растений, в отличие от VSy3,
сродство которого выше к корневым волоскам
(рис. 5в). Эксперимент по обработке протеазами
выявил повышение устойчивости клеточных аг-
ломераций в случае трансформированных штам-
мов по сравнению с контрольными штаммами в
среднем на 30% (рис. 5г).

Способность ризобиальных клеток прикреп-
ляться к поверхности корней растений-макро-

симбионтов является критическим фактором вза-
имодействий, и ЭПС ризобий вносят существен-
ный вклад в бактериальную адгезию (Rinaudi,
Gonzalez, 2009). Ранее было показано, что транс-
формация R. leguminosarum bv. trifolii дополнитель-
ными копиями гена rosR приводит к повышению
конкурентоспособности рекомбинантных ри-
зобий по сравнению с дикими штаммами, почти в
два раза (Bittinger et al., 1997; Janczarek, Skorupska,
2007; Janczarek et al., 2009). Мутантные по гену
rosR штаммы образовывали значительно меньше
клубеньков на корнях клевера красного; в отли-
чие от диких штаммов, для них были характерны
различные дефекты в образовании и развитии ин-
фекционных нитей и низкая колонизация по-
верхности корня (Janczarek et al., 2010). Кроме
очевидного влияния на выработку ЭПС ризобиями,
полученные данные указывают на активацию бел-
ком RosR экспрессии ряда генов, непосредственно
связанных с симбиозом (Janczarek, Skorupska, 2011).
Немаловажным является и тот факт, что ЭПС играет
защитную роль на ранних и поздних стадиях сим-
биотических взаимодействий, когда ризобии
подвергаются окислительному стрессу со сторо-
ны растений-хозяев (Santos et al., 2001; Janczarek
et al., 2009).

Рис. 3. Окончание

0.2

0.4

0.6

1.0

1.2

0.8

1.4
(в)

YM

0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5

1 2 3

RDM

4 5 6 7 8 1 2 3 4 5 6 7 8

0
1 2 3 4 5 6 7 8 1 2 3 4 5 6 7 8

0% об. 0.05% об.



200

МИКРОБИОЛОГИЯ  том 90  № 2  2021

ВЕРШИНИНА и др.

Таким образом, в данной работе впервые была
получена генно-инженерная конструкция для экс-
прессии дополнительных копий гена rosR под
управлением промотора Pm и изучена способ-
ность к симбиозу, в том числе и к ассоциативному,
у трансформированных полученной плазмидой
штаммов ризобий. Было показано, что клубенько-
вые бактерии с дополнительными копиями гена
rosR отличались более эффективным образовани-
ем биопленок и обладали значительно большей
способностью прилипать к различным поверхно-

стям, включая абиотические поверхности и кор-
ни макросимбионтов. Более того, было обнару-
жено, что повышенная экспрессия гена rosR и
опосредованное им усиленное образование био-
пленок может защитить эти бактерии от протеаз,
детергентов, а также способствовать выживанию
ризобий при низком содержании питательных
веществ в окружающей среде. Вследствие этого,
использование генов, участвующих в образова-
нии ЭПС ризобиями, в качестве трансгенов име-
ет перспективы не только для создания эффек-

Рис. 4. Влияние исходных и трансформированных штаммов ризобий на: (а )– всхожесть семян растений (по оси ор-
динат число проросших семян из 100 шт.); (б) – рост корней растений (по оси ординат изменение длины корней в %);
(в) – биомассу растений (по оси ординат изменение сухой биомассы растений в %). К – клевер, Т – томат, 0 – без об-
работки бактериями. Обозначения штаммов R. leguminosarum (1–8) – как на рис. 2.
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Рис. 5. Анализ колонизации корней бактериями после инокуляции исходными и трансформированными штаммами:
(а) – число бактерий, “заякорившихся” на корнях (по оси ординат изменение числа бактерий в %); (б) – агглютина-
ция штаммов на поверхности корней растений через 4 дня совместного культивирования; (в) – образование биопле-
нок на поверхности корней растений томата через 7 дней совместного культивирования; (г) – анализ количества бакте-
рий на корнях растений после обработки пепсином (по оси ординат изменение числа бактерий в % от исходного количества
до обработки ферментом). К – клевер, Т — томат. Обозначения штаммов R. leguminosarum (1–8) – как на рис. 2.
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тивных биоудобрений для бобовых растений, но
и для конструирования ассоциативных взаимо-
действий ризобий с небобовыми растениями, ко-
торые могут найти применение в сельском хозяй-
стве и биоремедиации.
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Abstract—The regulatory protein encoded by the rosR gene is involved in the processes of adaptation of root
nodule bacteria Rhizobium leguminosarum to changes in environmental conditions. It affects the expression
of a number of genes associated with the synthesis of exopolysaccharides, which play a critical role in forma-
tion of bacterial biofilms on various surfaces. The goal of this work was to study the effect of overexpression
of the rosR gene on formation of R. leguminosarum biofilms on inert surfaces and roots of heterologous plant
hosts by obtaining recombinant strains with an additional copy of the rosR gene under the control of the Pm
promoter. Our analysis of recombinant strains showed that additional expressed copies of the rosR gene al-
lowed rhizobia to overcome the inhibitory effect on biofilm formation of low calcium concentrations in the
medium, the effect of proteases and detergents, and to form biofilms more efficiently on the surface of tomato
and clover roots. The results obtained open up prospects for using rosR as a tool both for increasing the effi-
ciency of endosymbiosis of rhizobia with legumes, and for the formation of stable associative interactions with
other agricultural crops.

Keywords: Rhizobium leguminosarum, rosR gene, gene dosage, biofilm, plant–microbe interaction, clover, to-
mato
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