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Выявлены особенности в организации и локализации генов alkB и кодируемых ими алкан-1-монок-
сигеназ у бактерий рода Rhodococcus. Установлено, что для всех представителей одной филогенети-
ческой группы характерен определенный тип генов alkB (тип alkB1 в составе оперонов, содержащих
гены, кодирующие рубредоксины, рубредоксинредуктазу и регуляторный белок, и/или тип alkB2 в
составе оперонов без гена, кодирующего рубредоксинредуктазу, и дополнительно отдельно локализо-
ванные детерминанты типа alkB3‒alkB8). Гены alkB1-типа присутствовали в хромосомах бактерий
групп B1 (R. aetherivorans, R. ruber), С (R. opacus, R. jostii, R. wratislaviensis, R. koreensis), D (R. erythropolis,
R. qingshengii), G (R. triatomae) и E (R. fascians). Гены alkB2-типа находились в строго определенных
локусах хромосом бактерий филогенетических групп А (R. hoagii/R. equi), В2 (R. coprophilus, R. pyri-
dinivorans, R. rhodochrous) и D (R. erythropolis, R. qingshengii). Отдельно локализованные гены
alkB3‒alkB5 обнаруживались в хромосомах бактерий группы D (alkB5 только у представителей вида
R. qingshengii), гены alkB6 – бактерий группы B1 и В2, гены alkB7‒alkB8 – бактерий группы Е. Бел-
ки, кодируемые генами alkB1 и alkB2, представлены тремя филогенетическими группами. Первая
из них включала белки AlkB1-типа бактерий группы В1 и С, а также белки AlkB2-типа бактерий
группы D и А; вторая – белки AlkB2-типа бактерий группы В2; третья ‒ белки AlkB1-типа бактерий
группы G и D. Алкан-1-монооксигеназы, кодируемые отдельно локализованными генами
alkB3‒alkB8, представлены тремя филогенетическими линиями: первая – AlkB3‒AlkB5, вторая –
AlkB6 третья – AlkB7 и AlkB8. В геноме бактерий R. pyridinivorans 5Ар выявлены характерные для
представителей группы В1 гены alkB2 и alkB6. Показано, что данные детерминанты необходимы для
синтеза биоПАВ. У мутанта с нарушенным геном alkB2 эмульгирующая активность уменьшалась
при 28 и 42°С, соответственно, в 16 и 3 раза, а количество содержащих трегалозу сурфактантов – в
7  и 3 раза. У мутанта с нарушенным геном alkB6 вне зависимости от температуры культивирования
регистрировали снижение эмульгирующей активности в 1.2 раза и уменьшение синтеза содержащих
трегалозу сурфактантов более чем в 2 раза. Полученные результаты свидетельствовали о ключевой
роли гена alkB2 в синтезе биоПАВ при разных температурных режимах. В то же время роль гена
alkB6 возрастала при температуре 42°С, что могло быть обусловлено его повышенной транскрипци-
онной активностью.
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Сырая нефть и продукты ее переработки широко
используются в качестве основных источников
энергии. В результате утечек при добыче, транс-
портировке и несоблюдения условий хранения
углеводороды природного и антропогенного про-
исхождения накапливаются в окружающей среде
и негативно влияют на жизнедеятельность всех
живых организмов. Наиболее распространенны-
ми загрязнителями являются алканы, составляю-
щие от 20 до 50% сырой нефти, а также входящие

в состав нефтепродуктов и отходов переработки
нефти (нефтешламы) (Liu et al., 2014). Кроме того,
алканы могут выделяться в окружающую среду в
результате жизнедеятельности бактерий, водо-
рослей и грибов (Schirmer et al., 2010). Такие свой-
ства, как неполярность, низкая растворимость в
воде, высокая степень накопления в клеточных
мембранах, большие энергетические затраты на
окисление делают эти молекулы инертными и
сложными для микробного метаболизма (Rojo,

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ
СТАТЬИ



МИКРОБИОЛОГИЯ  том 92  № 2  2023

МОЛЕКУЛЯРНО-ГЕНЕТИЧЕСКИЙ И ФУНКЦИОНАЛЬНЫЙ АНАЛИЗ ГЕНОВ 205

2009; Liu et al., 2014). Тем не менее, широкий круг
микроорганизмов (бактерии, одноклеточные гри-
бы и водоросли) способны утилизировать алифа-
тические углеводороды за счет присутствия в их
хромосомах генов, кодирующих синтез гидрокси-
лаз (алкан-1-моноксигеназы, цитохромы Р450),
обеспечивающих окисление алканов (van Beilen,
Funhoff, 2007; Rojo, 2009; Nie et al., 2014). Алкан-
1-моноксигеназы, содержащие гистидин в функ-
ционально значимых доменах Hist1 [HELGHK];
Hist2 [EHNXGHH], Hist3 [LQRHSDHHA] и HYG
[NYLEHYGI] (Shanklin et al., 1994; Smits et al.,
1999; Whyte et al., 2002), могут входить в состав
ферментативных комплексов, функциональная
активность которых зависит от переносчиков
электронов (рубредоксины и рубредоксинредук-
тазы) (van Beilen et al., 2002; Nie et al., 2014).

Среди деструкторов особое место принадле-
жит бактериям рода Rhodococcus, способным ис-
пользовать в качестве единственного источника
углерода и энергии широкий спектр алифатиче-
ских, ароматических и полициклических углево-
дородов природного и антропогенного происхож-
дения (Larkin et al., 2005; Martínková et al., 2009;
Kim et al., 2018). Практически неограниченные
метаболические возможности данных микроор-
ганизмов, большинство видов которых не явля-
ются патогенными для растений и животных (па-
тогены растений представлены штаммами вида
R. fascians, патогены животных – R. hoagii/R. equi),
во многом обусловлены особенностями генети-
ческой организации (Ceniceros et al., 2017). Они не
только содержат сложно организованные системы
деградации, но и способны синтезировать поверх-
ностно-активные вещества (биоПАВ) с уникальны-
ми свойствами (Kügler et al., 2015). Эти соединения,
обладая высокой функциональной активностью в
небольших концентрациях, снижают поверхност-
ное и межфазное натяжение жидкостей и эмульги-
руют гидрофобные субстраты, повышая их доступ-
ность для микробной деградации (da Rosa et al.,
2015; Eras-Muñoz et al., 2022). Для отдельных
представителей данной таксономической группы
достаточно подробно охарактеризованы системы
деградации и установлен химический состав по-
верхностно-активных соединений. При этом наи-
более детально изучены гликолипиды, продуцируе-
мые бактериями R. erythropolis (Kuyukina et al., 2015;
Luong et al., 2018). Показано, что оптимальным
индуктором синтеза данных соединений является
гексадекан (Mutalik et al., 2008). Первый этап
окисления гексадекана обеспечивается алкан-1-
моноксигеназами, а в результате последующих
химических реакций образуются продукты (аце-
тилКоА, жирные кислоты), способные в ходе
глюконеогенеза включаться синтез углеводов
(например, триозы) и синтез жирных кислот, вхо-
дящих в состав клеточной стенки (миколаты)
(Kuyukina, Ivshina, 2010). Для штамма Rhodococcus

sp. SD-74 показано, что при нарушении гена alkB
не происходило синтеза биоПАВ (сукцинилтре-
галозолипидов) (Inaba et al., 2013).

В силу практической значимости идентифика-
ции бактерий рода Rhodococcus уделяется доста-
точно большое внимание. Тем не менее, ряд
практически важных штаммов не определены до
вида даже при наличии полной нуклеотидной по-
следовательности их геномов. Дело в том, что так-
сономический статус филогенетически близких
видов бактерий рода Rhodococcus затруднен в силу
генетического полиморфизма и сходства генов,
кодирующих синтез 16S РНК (Majidzadeh, Fatahi-
Bafghi, 2018). На основании сравнения геномов,
жизненно важных генов, консервативных белков,
ДНК‒ДНК гибридизации и физиолого-биохи-
мических особенностей выделено 7 основных
филогенетических групп бактерий рода Rhodococ-
cus (A, B, C, D, E, F и G), наиболее полиморфны-
ми из которых являются группы В (В1 и В2) и Е
(Е1 и Е2) (Gürtler et al., 2004; Sangal et al., 2016).
Типичными представителями группы А являются
бактерии R. hoagii/R. equi; группы B1 – R. aetheriv-
orans, R. ruber; группы В2 – R. coprophilus, R. pyri-
dinivorans, R. rhodochrous; группы С – R. opacus,
R. jostii, R. wratislaviensis, R. koreensis; группы D –
R. erythropolis, R. qingshengii; группы E – R. fascians;
F – R. corynebacterioides, R. kroppenstedtii; группы G –
R. triatomae. Для идентификации бактерий рода
Rhodococcus использовали, в том числе, последо-
вательности генов alkB (Táncsics et al., 2015). Од-
нако систематический анализ данных детерми-
нант и кодируемых ими белков в зависимости от
филогенетического статуса содержащих их бакте-
рий не проводился.

Целью данной работы являлся молекулярно-
генетический анализ alkB-генов и кодируемых
ими белков бактерий рода Rhodococcus в зависи-
мости от их филогенетического статуса, а также
установление роли генов, кодирующих алкан-1-
моноксигеназы, в синтезе биоПАВ бактериями
R. pyridinivorans 5Ap.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Штаммы, плазмиды и условия культивирования

бактерий. В работе использовали штамм R. pyri-
dinivorans 5Ap (депонирован в Белорусскую коллек-
цию непатогенных микроорганизмов Института
микробиологии НАН Беларуси под номером БИМ
В-939 Г), E. coli BW19851 (Metcalf et al., 1994) и
плазмиду рK18mob (Schäfer et al., 1994). Бактерии
культивировали при температуре 28 и 42°С в полно-
ценной пептонно-дрожжевой среде (г/л: пептон
ферментативный – 10, дрожжевой экстракт – 5,
NaCl – 8) с добавлением гексадекана (2%) в каче-
стве индуктора и минеральной модицифированной
среде Мюнца (Pirog et al., 2010), содержащей сукци-
нат натрия (0.4%) или гексадекан (2%) в качестве
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БУКЛЯРЕВИЧ и др.

источников углерода. Агаризованные среды со-
держали 1.5% агара.

Выделение ДНК. Тотальную ДНК выделяли
саркозиловым методом (te Riele et al., 1986). Плаз-
мидную ДНК выделяли с использованием набора
реактивов Fast-n-Easy Plasmid Mini-Prep Kit (“Je-
na Bioscience”, Германия).

Амплификация и клонирование генов. Для ам-
плификации использовали Pfu ДНК-полимеразу
производства “Thermo Scientific” (ЕС) и прайме-
ры производства ОДО “Праймтех” (Беларусь).
Реакционная смесь для ПЦР (50 мкл) содержала
около 100 нг ДНК-матрицы, 0.2 ммоль/л каждого
дНТФ, 0.5 мкмоль/л каждого праймера, 5%
DMSO, 3% глицерина, 2.5 ед. ДНК-полимеразы и
соответствующий буфер. Для амплификации
фрагмента гена alkB2 размером 550 п.н. использо-
вали праймеры alk-H1F (5'-cigiicacgaiitiggica-
caagaagg-3') и alk-H3R (5'-igcitgitgatciiigtgicgctgiag-3')
(Chénier et al., 2003) при режиме: 95°C – 5 мин
(1 цикл); 95°C – 30 с, 55°C – 1 мин, 68°C – 40 с
(30 циклов); 68°C – 10 мин (1 цикл). Для амплифи-
кации гена alkB6 размером 660 п.н. использовали
праймеры alkB1-F (5'-cttctacgtcgaacacaatcg-3') и
alkB1-R (5'-tgaatcgcatttcgtttctcag-3') при режиме:
95°C – 5 мин (1 цикл); 95°C – 30 с, 60°C – 1 мин,
68°C – 30 с (30 циклов); 68°C – 10 мин (1 цикл).

Продукты амплификации генов alkB2 и alkB6
очищали с помощью набора Agarose Gel Ex-
traction Kit производства “Jena Bioscience” (Гер-
мания) и лигировали с суицидальным вектором
pK18mob, предварительно обработанным ре-
стриктазой SmaI.

Введение плазмид в клетки бактерий. Транс-
формацию бактерий E. coli осуществляли соглас-
но методу, приведенному в работе (Wood, 1983).

Плазмиды pK18mob с клонированными фраг-
ментами генов alkB2 и alkB6 в клетки R. pyridini-
vorans 5Ap вводили методом конъюгации, описан-
ным в работе (van der Geize et al., 2001). В качестве
доноров в конъюгационных скрещиваниях для
введения гибридных плазмид использовали
штамм бактерий E. coli BW19851. В качестве реципи-
ентов использовали рифампицинрезистентные ва-
рианты бактерий R. pyridinivorans 5Ар, отобранные в
результате спонтанного мутагенеза. Для получения
спонтанных мутантов бактерий R. pyridinivorans 5Ар
устойчивых к рифампицину, бактерии культивиро-
вали в 5 мл жидкой полноценной пептонно-дрож-
жевой среды в течение 24 ч при 28°С, 140 об./мин.
Центрифугировали 5 мин при 6500 об./мин. Осадок
высевали на плотную среду с рифампицином
(100 мг/мл) и инкубировали при 28°С до появле-
ния устойчивых к антибиотику колоний.

Анализ инсерционных мутантов. Интеграцию
гибридных плазмид в хромосому бактерий R. pyr-
idinivorans 5Ap устанавливали с помощью поли-
меразной цепной реакции. В результате с исполь-

зованием праймера M13F (5'-actggccgtcgttttaca-3'),
отжигающегося на последовательности вектора
pK18mob, и праймеров FAlkB2-r (5'-tgatgtc-
gaagatcggactc-3') и RAlkB6-out (5'-ctaactgcgaccac-
cgtatc-3'), отжигающихся, соответственно, вне
области встраивания гибридных векторов в ген
alkB2 и alkB6, были получены фрагменты иско-
мого размера 663 и 743 п.н. В обоих случаях ам-
плификацию проводили при режиме 95°С – 5 мин
(1 цикл); 95°С – 30 с, 52°С – 30 c, 72°С – 50 с
(25 циклов); 72°С – 10 мин (1 цикл).

Анализ синтеза биоПАВ. Для определения содер-
жания гликолипидов бактерии R. pyridinivorans 5Ap
культивировали в полноценном пептонно-дрожже-
вом бульоне с добавлением 2% гексадекана в тече-
ние 72 ч с аэрацией (140 об./мин). Экстракцию сур-
фактанта осуществляли с использованием метил-
третбутилового эфира (Kuyukina et al., 2001) с
последующим разведением полученного препарата
в 10 раз. С использованием фенол-сернокислого
метода (DuBois et al., 1956) определяли содержание
трегалозы, являющейся частью гликолипида, на
спектрофотометре Metertech SP-8001 (Тайвань).
Концентрацию сахара устанавливали согласно
построенному градуировочному графику зависи-
мости оптической плотности раствора от концен-
трации трегалозы (0–130 мг/л) при длине волны
483 нм.

Индекс эмульгирования определяли по методи-
ке, описанной в работе (Cooper, Goldenberg, 1987), и
рассчитывали как отношение объема эмульсии, об-
разуемой при перемешивании культуральной жид-
кости с гексадеканом, к общему объему раствора.

ПЦР в реальном времени. Для определения
экспрессии генов alkB использовали культуру
бактерий R. pyridinivorans 5Ap на поздней экспо-
ненциальной фазе роста после культивирования
в модифицированной среде Мюнца с гексадека-
ном 2%, либо 0.4% сукцината натрия в качестве
единственного источника углерода. Для получе-
ния препаратов тотальной РНК использовали на-
бор Aurum™ Total RNA Mini Kit (“Bio-Rad”,
США), концентрацию РНК определяли спектро-
фотометрически, качество препаратов оценивали
с помощью электрофореза в агарозном геле. Для
удаления примесей геномной ДНК выделенную
РНК (1 мкг) обрабатывали ДНКазой (“Thermo
Fisher Scientific”, США). Для синтеза кДНК ис-
пользовали набор RevertAid RT Reverse Transcrip-
tion Kit (“Thermo Fisher Scientific’, США). Реак-
цию амплификации проводили с использовани-
ем набора реагентов для проведения ПЦР в
реальном времени в присутствии красителя SYBR
Green I (“Синтол”, Россия) при режиме: 95°C –
3 мин; 95°C – 20 с, 60°C – 20 с, 72°C – 5 с
(40 циклов). Контаминация геномной ДНК во
всех исследуемых образцах не превышала 3%. В
качестве референсного использовали ген 16S
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рРНК (SD – 0.82; CV – 8.5%). Относительное ко-
личество мРНК определяли по формуле Pfaffl
(Pfaff l, 2001). Для статистического анализа дан-
ных использовали непарный критерий Стьюден-
та для сравнения данных с помощью программы
RStudio версии 4.0.0. Все результаты получены из
пяти независимых повторностях.

Для амплификации фрагмента генов alkB2 в
режиме реального времени использовали прайме-
ры F-alkB2-r (5'-tgatgtcgaagatcggactc-3') и R-alkB2-r
(5'-tagaagtgtccgtagaacgac-3'). Для амплификации ге-
на alkB6: F-alkB1-r (5'-tattgatcatcctggctctgttc -3') и
R-alkB1-rn (5'-tgaatcgcatttcgtttctcag-3'), для референ-
сного гена 16S: 5Ap_835f (5'-gccgtagccaacgcattaag-3')
и 5Ap_1163r (5'-caccttcctccgagttgacc-3'). Для каждой
пары праймеров эффективность амплификации
определяли по значению угла наклона калибро-
вочной кривой. Специфичность реакции под-
тверждали анализом кривой плавления и элек-
трофорезом в агарозном геле.

Информативный анализ. С помощью програм-
мы SyntTax (сайт: https://archaea.i2bc.paris-sa-
clay.fr/synttax/Default.aspx) проводили анализ детер-
минант, локализованных выше и ниже по течению
от оперонов с генами alkB1–alkB2 и отдельно рас-
положенными генами alkB3–alkB8 в 122 геномах
бактерий рода Rhodococcus. Для анализа генов
alkB использовали полные нуклеотидные после-
довательности геномов или отдельные контиги из
ГенБанка NCBI.

Для анализа нуклеотидных последовательно-
стей использовали программы BLASTN2.8.0 (сайт:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Поиск гомологичных
алкан-1-монооксигеназ бактерий рода Rhodococcus
осуществляли в базе данных NCBI с использова-
нием программы psi-blast. Для поиска гомологич-
ных алкан-1-монооксигеназ использовали типо-
вые аминокислотные последовательности белков
AlkB2 (BCN60035) бактерий R. hoagii JCM94-27
(группа А); AlkB1 (UGQ42164), AlkB6
(UGQ42459) бактерий R. aetherivorans CBO21-1;
AlkB2 (AHD20546), AlkB6 (AHD21141) бактерий
R. pyridinivorans SB3094 (группа В); AlkB1
(UDG96167) бактерий R. opacus PD630 (группа С);
AlkB1 (AUS30370), AlkB2 (AUS31590), AlkB3
(AUS34488), AlkB4 (AUS31854), AlkB5 (AUS30751)
бактерий R. qingshengii djl-6-2 и AlkB1 (ALU73034),
AlkB2 (ALU71748), AlkB3 (ALU68780), AlkB4
(ALU71564) бактерий R. erythropolis R138
(группа D); AlkB1 (AMY52517), AlkB7
(AMY52949), AlkB8 (AMY51400) бактерий R. fas-
cians D188 (группа E) и AlkB1 (QNG18787) бакте-
рий R. triatomae DSM 44893 (группа G). Амино-
кислотные последовательности гомологичных
алкан-1-монооксигеназ выравнивали с помощью
программы ClustalX version 2.1 и использовали
для поиска функциональных доменов с примене-

нием программы MEME (сайт: http://meme-
suite.org/index., версия 5.1.1).

Построение филогенетического дерева полно-
размерных аминокислотных последовательно-
стей алкан-1-монооксигеназ осуществляли мето-
дом ближайших соседей (1000 бутстрепов) в про-
грамме MEGA7 (Kumar et al., 2016).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Особенности генетической организации генов,
кодирующих синтез алкан-1-монооксигеназ. В со-
став всех известных алкан-1-монооксигеназ вхо-
дят функциональные домены Hist1 [HELGHK];
Hist2 [EHNXGHH], Hist3 [LQRHSDHHA] и HYG
[NYLEHYGI], наиболее консервативным из кото-
рых является аминокислотная последовательность
HYG-домена, присутствующая в родственных мо-
нооксигеназах, таких как три ксилолмонооксигена-
зы (XylM), нитротолуолмонооксигеназа (NtnMa)
и две цименмонооксигеназы (CymAa) (Whyte et al.,
2002). Анализ генов alkB бактерий рода Rhodococ-
cus, кодирующих содержащие данные функцио-
нальные домены белки (исключение составили
бактерии группы F, для которых отсутствовали
данные о полногеномном секвенировании), поз-
волил установить, что их количество и генетиче-
ская организация зависела от принадлежности к
определенной филогенетической группе (рис. 1).

На основании генетической организации
можно выделить три типа генов, кодирующих
синтез алкан-1-монооксигеназ у бактерий рода
Rhodococcus. Гены alkB1 и alkB2 входили в состав
оперонов. При этом опероны, содержащие гены
alkB1, представлены пятью генами (alkB1, rubA1,
rubA2, rubB и alkU1), три из которых, определяли
синтез переносчиков электронов (рубредоксины,
кодируемые генами rubA1, rubA2 и рубредоксин-
редуктазы, кодируемые генами rubB), необходи-
мых для функциональной активности алкан-1-
монооксигеназ (van Beilen et al., 2002; Nie et al.,
2014). Последний ген в оперонах являлся регуля-
торным. Гены alkB2 локализованы в оперонах
(alkB2, rubA3, rubA4 и alkU2), в которых отсутство-
вали детерминанты, кодирующие рубредоксин-
редуктазы. Все остальные гены (обозначены как
alkB3‒alkB8) были представлены отдельными
транскрипционными единицами, локализован-
ными в разных участках хромосом.

В результате анализа геномов было установле-
но, что в хромосомах бактерий филогенетических
групп В1, С, D, Е и G в составе оперонов выявля-
лись гены alkB1. При этом у бактерий группы В1
регуляторный ген alkU1 не входил в состав оперо-
на, а присутствовал в виде детерминанты, распо-
ложенной в конце оперона (за геном rubB), и
транскрибировался в противоположном направ-
лении
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Рис. 1. Схема генетической организации локусов, содержащих гены alkB бактерий рода Rhodococcus филогенетических
групп A, B1, B2, C, D, E, G.

Филогенетическая группа А (R. hoagii)

Филогенетическая группа C (R. opacus, R. jostii, R. koreensis, R. wratislaviensis, Rhodococcus sp.)

Филогенетическая группа E (R. fascians, Rhodococcus sp.)

Филогенетическая группа G (R. triatomae)

Филогенетическая группа D (R. erythropolis, R. qingshengii, Rhodococcus sp.)

Филогенетическая группа B2 (R. coprophilus, R. pyridinivorans, R. rhodochrous)

Филогенетическая группа B1 (R. aetherivorans, R. ruber, Rhodococcus sp.)
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В геномах бактерий филогенетической груп-
пы А (R. hoagii/R. equi) и В2 (R. coprophilus, R. pyri-
dinivorans, R. rhodochrous) гены alkB1-типа отсут-
ствовали, но выявлялись alkB2-гены, входящие в
состав оперонов (alkB2, rubA3, rubA4 и alkU2), в
которых отсутствовали детерминанты, кодирую-
щие рубредоксинредуктазы. Такой же тип детер-
минант выявлен в хромосомах бактерий группы
D, в которой также присутствовали гены alkB1-
типа.

В хромосомах бактерий группы В, D и Е до-
полнительно выявлено от одного до пяти отдель-
но локализованных генов alkB (alkB3‒alkB8). В то
же время отдельные детерминанты не выявлены в
геномах бактерий филогенетических группы А, С
и G. Наибольшее число отдельных генов alkB (alkB3,
alkB4, alkB5) обнаружено в хромосомах бактерий
филогенетической группы D (R. erythropolis, R. qing-
shengii). При этом гены alkB3 и alkB4 присутство-
вали у всех представителей этой филогенетиче-
ской группы, тогда как гены alkB5 выявлялись
только в хромосомах представителей вида R. qing-
shengii (рис. 1).

Разнообразие в организации генов alkB в гено-
мах бактерий рода Rhodococcus свидетельствует в
пользу установленных ранее закономерностей,
выявленных при анализе алкан-1-монооксигеназ
бактерий разных систематических групп (Nie
et al., 2014; Williams, Austin, 2022).

Во-первых, для функциональной активности
алкан-1-монооксигеназы могут использовать раз-
ные и взаимозаменяемые белки-переносчики элек-
тронов (рубредоксины и ферредоксины, рубре-
доксинредуктазы и ферредоксинредуктазы), ко-
дируемые генами, локализованными отдельно от
генов alkB. Системы переноса электронов, необхо-
димые для первых реакций аэробного окисления
углеводородов, в достаточно большом количестве
представлены в геномах бактерий-деструкторов, в
том числе бактерий рода Rhodococcus. Предполага-
ется, что такая организация является наиболее ла-
бильной и расширяет спектр функциональных
возможностей алкан-1-монооксигеназ, в том чис-
ле, для генно-инженерных манипуляций (Williams,
Austin, 2022). Исходя из вышесказанного, можно
предположить, что разные типы генов alkB (отдель-
но локализованные и в составе оперонов) обладают
функциональной активностью, а увеличение их ко-
личества либо страхует жизненно важные процессы,
либо увеличивает спектр функциональных возмож-
ностей. В этом плане определенный интерес пред-
ставляют бактерии R. qingshengii, в геноме которых
выявляется пять alkB-генов (alkB1‒alkB5).

Во-вторых, становление генетических систем,
определяющих деградацию алканов, могло про-
исходить до процессов видообразования (Nie et al.,
2014). Выявленные в данной работе закономерно-
сти подтверждают данное предположение, по-

скольку виды, образующие одну филогенетиче-
скую группу, характеризуются одинаковой органи-
зацией генов alkB. Например, в филогенетически
гетерогенной группе В выявлялись гены alkB1,
присутствующие у всех представителей подгруп-
пы В1 (R. aetherivorans, R. ruber) и alkB2, характер-
ные для бактерий подгруппы В2 (R. coprophilus,
R. pyridinivorans, R. rhodochrous). Однако в хромо-
сомах всех представителей этой разнородной
филогенетической группы выявлены одиночно
локализованные гены alkB6, имеющие достаточ-
но консервативную локализацию (перед генами
alkB6 расположены детерминанты, кодирующие
синтез белков холодового шока). Данный факт мо-
жет однозначно свидетельствовать в пользу моно-
филетического происхождения бактерий группы В.
Исходя из вышесказанного, можно предположить,
что при становлении геномов одними из первых
могли появиться одиночные детерминанты alkB,
использующие для своей функциональной актив-
ности переносчики электронов, кодируемые гена-
ми, локализованными в других локусах хромосом. В
то же время для более эффективной деградации
определенных типов алканов появлялись alkB-ге-
ны в составе оперонов, кодирующих часть
(рубредоксины) или комплексные системы пере-
носа электронов (рубредоксины и рубредоксин-
редуктазы), имеющие собственные системы регу-
ляции (соответственно, гены типа alkB2 и alkB1)
(Nie et al., 2014). В пользу этого предположения
свидетельствует консервативная локализация ге-
нов alkB2 в составе оперонов и отдельно локализо-
ванных генов alkB3, alkB4, alkB5 и alkB8. Генетиче-
ские детерминанты, окружающие данные опероны
и отдельные гены, определяли синтез функцио-
нально схожих белков у всех представителей груп-
пы А, B2, D и Е, независимо от их видового стату-
са (штаммы бактерий R. hoagii/equi, R. coprophilus,
R. pyridinivorans, R. rhodochrous, R. erythropolis,
R. qingshengii и R. fascians). Опероны, содержащие
гены alkB1, имели менее консервативную локали-
зацию, тем не менее, ниже по течению содержали
функционально сходные детерминанты у всех
представителей филогенетических групп B1
(R. aetherivorans, R. ruber), C (R. opacus, R. jostii,
R. wratislaviensis, R. koreensis) и D (R. erythropolis,
R. qingshengii). Только у представителей группы Е
(R. fascians) alkB1-гены в составе оперонов распо-
лагались в разных локусах хромосом. При этом в
геномах этих патогенных для растений бактерий
выявлялись гены alkB7 и alkB8, которые, в отли-
чие от генов alkB1, имели более консервативную
локализацию. В геномах разных штаммов R. fas-
cians гены alkB8 окружены детерминантами, опре-
деляющими белки с одинаковой функциональной
активностью. Гомологичные гены присутствовали
и перед детерминантами alkB7 (рис. 1).

Факт наличия генов alkВ в геномах патоген-
ных бактерий является весьма примечательным.
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Известно, что в хромосомах представителей рода
Mycobacterium, в том числе патогенных (напри-
мер, M. tuberculosis), присутствуют только гены
alkB2-типа (в составе оперонов отсутствует ген,
кодирующий рубредоксинредуктазу). Подобным
образом организованы гены alkB2 в геномах бак-
терий Rhodococcus группы А, представленной па-
тогенами животных R. hoagii/R. equi, а также бак-
терий деструкторов группы B2 и D. В то же время
патогенные для растений бактерии R. fascians со-
держали помимо генов alkB1-типа, расположен-
ных в разных участках хромосом, генетические
детерминанты типов alkB7 и alkB8 с достаточно
консервативной локализацией. Поскольку алканы
широко распространены в естественной среде, на-
личие в геноме генов alkB у патогенных бактерий
может обеспечивать защитную функцию, либо
являться ключевой детерминантой, определяющей
окисление алканов, с последующим образованием
липидов и углеводов, которые включаются в по-
верхностные структуры бактериальной клетки в
виде поверхностно-активных соединений, обла-
дающих широким спектром функциональной ак-
тивности.

Таким образом, на основании проведенного
анализа можно заключить, что наибольшее число
alkB-генов локализовано в хромосомах бактерий
группы D (4 и 5 генов в хромосомах R. erythropolis
и R. qingshengii соответственно). В то же время
бактерии R. opacus, R. jostii, R. wratislaviensis, R. ko-
reensis, способные окислять алканы, содержат
один ген аlkB1-типа. Поскольку все исследован-
ные филогенетические группы содержали опре-
деленные типы генов alkB, можно предположить,
что становление данных детерминант происходи-
ло до процесса видообразования за счет дуплика-
ций и горизонтального переноса генов (Nie et al.,
2014). В настоящее время в силу возрастающей
антропогенной нагрузки на экосистемы горизон-
тальный перенос alkB-генов может играть важ-
ную роль в изменчивости геномов бактерий рода
Rhodococcus. В качестве переносчиков генов alkB
могут выступать внехромосомные генетические
элементы. Анализ нуклеотидных последовательно-
стей секвенированных плазмид позволил выявить в
их составе гены alkB. Например, в крупной плазми-
де pROB01 размером 558192 п.н. бактерий R. opacus
B4 локализован оперон, характерный для генов
alkB1-типа (координаты 414120–417617), в непо-
средственной близости от которого (ниже по тече-
нию) располагался ген, кодирующий транспозазу
семейства IS6 (нуклеотидная последовательность
плазмиды депонирована в ГенБанк NCBI под но-
мером NC_012520.1). В составе плазмиды pdjl-6-1
размером 108815 п.н. бактерий R. qingshengii JCM
15477 присутствовал одиночный ген alkB, перед
которым локализовались детерминанты, определя-
ющие синтез транспозазы семейства IS21 (нуклео-
тидная последовательность плазмиды депонирова-

на в ГенБанк NCBI под номером CP096564). В
плазмиде 1 размером 179109 п.н. бактерий R. ruber
R1 выявлен одиночный alkB-ген (нуклеотидная
последовательность плазмиды депонирована в
ГенБанк NCBI под номером NZ_CP038031). Без-
условно, по мере увеличения числа секвениро-
ванных геномов бактерий рода Rhodococcus, не
исключается возможность обнаружения разных
по организации генов alkB в составе внехромо-
сомных генетических элементов. Следует отме-
тить, что присутствие определенных комбинаций
генов alkB плазмидного и хромосомного проис-
хождения может обеспечить расширение спектра
или увеличение эффективности утилизируемых
углеводородных субстратов.

Филогенетический анализ алкан-1-монооксигеназ.
Анализ белков, кодируемых генами alkB, показал,
что их условно можно разбить на три филогенетиче-
ские группы. Первая группа являлась достаточно
разнородной и представлена белками AlkB1-типа
бактерий R. aetherivorans, R. ruber (группа В1) и
R. opacus, R. jostii, R. wratislaviensis, R. koreensis
(группа С), а также белками AlkB2-типа бактерий
R. erythropolis и R. qingshengii (группа D) и R. hoa-
gii/equi (группа А). Вторая филогенетическая
группа включала только белки AlkB2-типа бакте-
рий R. coprophilus, R. pyridinivorans, R. rhodochrous
(группа В2). Третью группу составляли наиболее
отдаленные от остальных в филогенетическом от-
ношении белки AlkB1-типа бактерий R. triatomae
(группа G) и R. erythropolis, R. qingshengii
(группа D) (рис. 2).

Следует отметить, что ферменты типа АlkB1
характерны для непатогенных бактерий-деструкто-
ров филогенетических групп В1, C и G и патоген-
ных для растений бактерий группы Е. Ферменты
второго типа AlkB2 синтезируются в клетках бакте-
рий-деструкторов группы В2 и патогенных для
животных бактерий группы А. Особое положение
занимает группа D, представленная бактериями-
деструкторами и наиболее изученными проду-
центами биоПАВ (R. erythropolis, R. qingshengii),
которые синтезируют два типа филогенетически
отдаленных алкан-1-монооксигеназ. При этом
тип AlkB1 наиболее близок к таковому бактерий G
(R. triatomae), а тип AlkB2 проявляет наибольшее
сходство с таковым патогенных для животных
бактерий группы А (R. hoagii/R. equi).

Анализ алкан-1-монооксигеназ, кодируемых
генами alkB3‒alkB8, расположенными отдельно
в достаточно определенных локусах хромосом,
показал, что они образуют отдельные филогене-
тические группы. В первую группу входили белки
AlkB3‒AlkB5. При этом белки AlkB5 синтезиро-
вались только бактериями R. qingshengii. Алкан-1-
монооксигеназы AlkB6 отличались по аминокис-
лотной последовательности у бактерий группы B1
и B2. Наибольшим отличием характеризовались
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Рис. 2. Филогенетическое дерево алкан-1-монооксигеназ, детерминируемых генами alkB1 и alkB2 бактерий рода
Rhodococcus.
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белки AlkB7 и AlkB8, синтез которых обеспечи-
вался фитопатогенами R. fascians (рис. 3).

Выявленные закономерности представляются
важными для изучения функциональной роли от-
дельных алкан-1-монооксигеназ в жизнедеятель-
ности бактерий рода Rhodococcus и открывают но-
вые возможности для установления/уточнения их
таксономического статуса. Как указывалось ра-
нее, систематике родококков уделяется большое
внимание, поскольку большинство видов этого
обширного рода являются эффективными де-
структорами органических и неорганических со-
единений, а два вида вызывают заболевания жи-
вотных (R. hoagi) и растений (R. fascians). Знание
видовой принадлежности практически значимых
микроорганизмов является неотъемлемой частью
их детального генетического анализа и абсолютно
необходимо для дальнейшего практического ис-
пользования. Выявленные в ходе данного иссле-
дования закономерности дополняют имеющиеся
данные и могут учитываться при анализе полноге-
номного секвенирования, а также при диагностике
близкородственных видов. Например, с использо-
ванием праймеров, обеспечивающих амплифика-
цию генов alkB5, достаточно быстро можно отли-
чить R. qingshengii от близкородственного вида
R. erythropolis (Ратникова, Титок, 2020). Весьма
показательным может быть пример бактерий с не-
установленным видовым статусом. Например, в
хромосомах охарактеризованных штаммов Rhodo-
coccus sp. Q15 и R. erythropolis NRRL B-16531 выяв-
лено 4 гена, кодирующих алкан-1-монооксигена-
зы (Whyte et al., 2002). Проведенный анализ генов
alkB этих бактерий показал, что они содержат ген
alkB5 и, следовательно, могут быть отнесены к
виду R. qingshengii. Наличие детерминанты alkB5 в
геноме штаммов с неустановленной видовой
принадлежностью позволяет уточнить их таксо-
номический статус (Ратникова, Титок, 2020).
При этом, необходимо учитывать, что природные
бактерии даже одного вида, несмотря на присут-
ствие в их геномах систем, обеспечивающих гене-
тическую стабильность, могут достаточно быстро
изменяться за счет мутационного процесса и го-
ризонтального переноса генов, что вызывает
сложности не только в систематике, но и при про-
ведении генетического анализа. Тем не менее, на-
личие особенностей в организации генов alkB в
зависимости от таксономического статуса может
лежать в основе понимания становления геномов
этой практически значимой группы микроорга-
низмов, а наличие сходства белков, кодируемых
данными генетическими детерминантами, позво-
лит целенаправленно изучать их роль в метабо-
лизме бактерий.

Гены, кодирующие алкан-1-монооксигеназы у
природных бактерий R. pyridinivorans 5Ap. Анализ
генома исследуемых бактерий R. pyridinivorans 5Ap
показал, что в хромосоме этих микроорганизмов

локализовано два alkВ-гена, один из которых имел
организацию, сходную с детерминантами alkB2-
типа бактерий филогенетических групп группы А,
представленной патогенами животных R. hoagii/
R. equi, бактерий деструкторов группы B2
(R. coprophilus, R. pyridinivorans, R. rhodochrous) и D
(R. erythropolis и R. qingshengii). Данные гены коди-
ровали белки с одинаковыми аминокислотными
последовательностями в области функциональ-
ных доменов. Однако N- и C-концевые участки
данных белков содержали разные по составу и ко-
личеству аминокислотные последовательности.
Достаточно большое количество несинонимиче-
ских отличий, приводящих к консервативным за-
менам, приходилось на участки, расположенные
между функционально значимыми доменами
(обозначены на рис. 4 двумя точками) (рис. 4).

Вторая отдельно локализованная детерминанта
alkB6 определяла синтез белка, который отличался
не только от удаленных в филогенетическом отно-
шении белков AlkB3, AlkB4, AlkB5, AlkB7 и AlkB8,
но и от филогенетически близкого белка, кодиру-
емого геном alkB6 бактерий группы B1. Кроме
консервативных несинонимических замен в N-,
C-концевых и междоменных участках данных
белков, одиночные аминокислотные замены вы-
являлись в белке AlkB8 бактерий R. fascians в об-
ласти всех функциональных доменов кроме Hist3
(рис. 5). Приведенные данные согласуются с ре-
зультатами филогенетического анализа (рис. 2, 3).

Роль генов, кодирующих алкан-1-монооксиге-
назы, в синтезе биоПАВ бактериями R. pyridini-
vorans 5Ap. Перед проведением функционального
анализа генов alkB был осуществлен поиск гене-
тических детерминант, способных определять
синтез биоПАВ бактериями R. pyridinivorans 5Ap.
В результате в хромосоме данных микроорганиз-
мов выявлены детерминанты, способные опреде-
лять синтез трегалозы (наиболее часто входит в
состав гликолипидов). Данный дисахарид образу-
ется в результате превращения молекул глюкозы во
фруктозу с последующим расщеплением на три-
озы, которые в ходе основного (определяется
продуктами генов ostA и ostB) и альтернативного
(определяется продуктами генов treY и treZ) путей
превращаются в трегалозу. При этом глюкоза, яв-
ляющаяся исходным субстратом для образования
трегалозы, образуется в ходе глюконеогенеза. В
ходе двух первых необратимых реакций глюконео-
генеза (всего включает 10 реакций, 3 из которых не-
обратимы) пируват превращается оксалоацетат, ко-
торый под действием фосфоенолпируват киназы
(фосфоенолпируват синтазы) превращается фос-
фоенолпируват. Данные реакции являются клю-
чевыми в глюконеогенезе. Фосфоенолпируват
киназа кодируется геном ppsA. В геноме бактерий
R. pyridinivorans 5Ap ген ppsA представлен тремя
копиями (ppsA1, ppsA2 и ppsA3 с координатами
1629179‒1631701, 2838142‒2840427 и 3924850‒
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Рис. 3. Филогенетическое дерево алкан-1-монооксигеназ, детерминируемых генами alkB3–alkB8 бактерий рода
Rhodococcus.
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3925956 соответственно). Присутствие трех копий
детерминант ppsА может свидетельствовать о важ-
ности процесса глюконеогенеза для данных мик-
роорганизмов, поскольку образующаяся de novo
глюкоза используется, в частности, для синтеза
трегалозы, играющей важную роль в клеточном
метаболизме, в том числе, для синтеза гликоли-
пидов (Inaba et al., 2013).

Как указывалось ранее, ключевой путь синтеза
тригалозы de novo происходит с участием трегало-
зо-6-фосфат синтазы (продукт гена ostA) и трега-
лозо-6-фосфат фосфатазы (продукт гена ostВ). В

хромосоме бактерий R. pyridinivorans 5Ap локали-
зовано две копии гена otsA (с координатами
637208‒638719 и 3936036‒3937479 соответствен-
но) и две копи ostB (с координатами 509155‒
511689 и 2588284‒2589099 соответственно). В то же
время гены treY (координаты 2929869‒2932262) и
treZ (координаты гена 2935639‒2937414), опреде-
ляющие альтернативный путь синтеза трегалозы,
являются уникальными.

Отличительной особенностью всех актино-
бактерий является присутствие в составе клеточ-
ной стенки миколовых кислот (квалификацион-

Рис. 4. Сравнительный анализ аминокислотных последовательностей алкан-1-монооксигеназ, детерминируемых ге-
нами alkB2 бактерий филогенетических групп А, B2 и D.
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Рис. 5. Сравнительный анализ аминокислотных последовательностей алкан-1-монооксигеназ бактерий R. qingshengii
и R. erythropolis, кодируемых генами alkB3–alkB5; бактерий R. pyridinivorans и R. ruber, кодируемых генами alkB6; бак-
терий R. fascians, кодируемых генами alkB7–alkB8.
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ный признак). Для синтеза этих соединений клю-
чевую роль играют гены fadD32, pks13 и accD4,
входящие у бактерий R. pyridinivorans 5Ap в состав
одного оперона.

Следует отметить, что всем вышеуказанным
генетическим детерминантам (ppsA, ostA, ostB,
treY, treZ, fadD32, pks13 и accD4) отводится важная
роль в способности бактерий R. erythropolis синте-
зировать гликолипиды (Retamal-Morales et al.,
2018). Присутствие гомологичных генов в хромо-
соме R. pyridinivorans 5Ap может свидетельство-
вать об их способности синтезировать биоПАВ
данного химического состава.

Установлено, что бактерии R. pyridinivorans 5Ap,
растущие с одинаковой эффективностью при 28 и
42°С, синтезировали биоПАВ с высокой эмульги-
рующей активностью вне зависимости от темпера-
туры культивирования (индекс эмульгирования со-
ставлял более 50%). При этом содержание трега-
лозы в составе биоПАВ не превышало 300 мг/л,
что более чем в 100 раз меньше известных проду-
центов трегалолипидов (до 40 г/л) (Uchida et al.,
1989). Полученные данные свидетельствовали в
пользу того, что эмульгирующая активность бак-
терий R. pyridinivorans 5Ap определялась не только
продукцией гликолипидов (Uzoigwe et al., 2015).

Предварительно проведенный анализ экс-
прессии генов alkB2 и alkB6 бактерий дикого типа
при выращивании в минимальной солевой среде
показал, что транскрипция гена alkB2 индуцирова-
лась в присутствии гексадекана. При этом эффек-
тивность транскрипции данного гена не менялась
при разных температурных режимах (28 и 42°С). В
то же время ген alkB6 с низкой эффективностью
экспрессировался при температуре 28°С, но его
транскрипция достоверно возрастала в присут-
ствии гексадекана при температуре 42°С (рис. 6).
Полученные данные обосновали определение эф-
фективности синтеза биоПАВ бактериями R. pyri-
dinivorans 5Ap при разных температурных ре-
жимах.

Для установления роли алкан-1-монооксиге-
наз в синтезе биоПАВ были получены мутанты
бактерий R. pyridinivorans 5Ap с нарушенными ге-
нами alkB2 и alkB6. Для этого фрагменты данных
генов были клонированы в состав суицидального
вектора pK18mob, который вносили в клетки ис-
следуемых бактерий путем конъюгации. В каче-
стве селективного маркера использовали канами-
цин, устойчивость к которому обеспечивалась
плазмидой pK18mob, в качестве контрселектив-
ного – рифампицин, устойчивость к которому
была получена для штамма R. pyridinivorans 5Ap.
Встраивание плазмиды в состав исследуемых ге-
нов, обеспечивающее их инактивацию, подтвер-
ждали полимеразной цепной реакцией (исполь-
зовали праймеры, отжигающиеся на плазмиде и на
хромосоме вне области инсерции). Для отобранных
мутантов определяли эмульгирующую активность и
количество продуцируемых гликолипидов (коли-
чество трегалозы в сыром сурфактанте). Следует
отметить, что в минимальной среде, содержащей
в качестве единственного источника углерода
гексадекан, у мутанта с нарушенным геном alkB2
количество жизнеспособных клеток не увеличи-
валось, но не становилось меньше (через 96 ч
культивирования число жизнеспособных клеток
соответствовало количеству внесенных бактерий
в среду культивирования). Это свидетельствовало
о том, что данная детерминанта является ключевой,
но не единственной, обеспечивающей способность
утилизировать гексадекан. В то же время в мини-
мальной среде с гексадеканом рост мутанта с инак-
тивированным геном alkB6 практически не отли-
чался от исходного штамма. В связи с неспособ-
ностью мутанта с нарушенным геном alkB2 расти
в минимальной среде с гексадеканом, для после-
дующего анализа бактерии культивировали в
полноценной среде с добавлением гексадекана в
качестве индуктора. В этих условиях все исследуе-
мые бактерии росли с одинаковой эффективно-
стью. В результате было установлено, что относи-
тельно исходного штамма у мутанта с нарушенным
геном alkB2 эмульгирующая активность снижа-

Рис. 6. Относительное количество мРНК, кодируемой генами alkB2 и alkB6 при разных температурах культивирова-
ния бактерий R. pyridinivorans 5Ap в минимальной среде, содержащей в качестве источника углерода сукцинат натрия
или гексадекан. Обозначения: ns – P > 0.05; * – P ≤ 0.1; ** – P ≤ 0.01; **** – P ≤ 0.0001.
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лась в 16 и 3 раза соответственно после культиви-
рования при 28 и 42°С. Такую же закономерность
регистрировали и для биоПАВ, содержащих тре-
галозу (количество уменьшалось соответственно
в 7 и 3 раза после культивирования при 28 и 42°С).
Для мутанта с нарушенным геном alkB6 регистри-
ровали снижение эмульгирующей активности и
синтеза трегалолипидов (трегалозы) соответствен-
но в 1.2 и более чем в 2 раза вне зависимости от тем-
пературы культивирования (рис. 7). Полученные
результаты свидетельствовали о роли обоих ис-
следованных детерминант в синтезе биоПАВ бак-
териями R. pyridinivorans 5Ap. При этом ген alkB2
играл ключевую роль, но его инактивация не яв-
лялась летальной, и отсутствие его активности в
большей степени компенсировалось при повы-
шенной температуре увеличенной экспрессией
гена alkB6.
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Abstract—Organization and localization of the alkB genes and of alkane 1-monooxygenases they encode in
members of the genus Rhodococcus was investigated. All members of a phylogenetic group were found to pos-
sess specific types of the alkB genes (alkB1-type in the operons containing rubredoxin-coding genes, rubre-
doxin reductase, and a regulatory protein and/or alkB2-type in the operons lacking the rubredoxin-reduc-
tase-coding gene, and supplementary, separately located determinants of the alkB3−alkB8 type). The alkB1-
type genes were present in the chromosomes of bacteria of groups B1 (R. aetherivorans, R. ruber), С (R. opa-
cus, R. jostii, R. wratislaviensis, R. koreensis), D (R. erythropolis, R. qingshengii), G (R. triatomae), and E
(R. fascians). The alkB2-type genes occurred in strictly specified loci of the chromosomes of members of the
phylogenetic groups А (R. hoagii/R. equi), В2 (R. coprophilus, R. pyridinivorans, R. rhodochrous), and D
(R. erythropolis, R. qingshengii). The separately located alkB3−alkB5 were revealed in the chromosomes of
members of the D group D (alkB5 was found only in R. qingshengii), the alkB6 genes occurred in members
of the groups B1 and В2, and alkB7−alkB8 were present in members of group Е. The proteins coded by the
genes alkB1 and alkB2 belonged to three phylogenetic groups. The first one comprised AlkB1-type proteins
of members of groups В1 and С and the AlkB2-type proteins of members of groups D and A. The second one
was represented by AlkB2-type proteins of bacteria of group В2. The third group comprised AlkB1-type pro-
teins of members of groups G and D. Alkane 1-monooxygenases encoded by separately localized genes
alkB3−alkB8 were represented by three phylogenetic lineages: AlkB3−AlkB5, AlkB6, and AlkB7 and AlkB8.
In the genome of R. pyridinivorans 5Ар, the genes alkB2 and alkB6 characteristic of group В1 were revealed.
This determinants were shown to be required for biosurfactant synthesis. Emulsifying activity of the mutant
with impaired alkB2 gene at 28 and 42°С was 16 and 3 times lower, respectively, while the amount of treha-
lose-containing surfactants decreased 7 and 3 times, respectively. Independent on the cultivation tempera-
ture, the mutant with impaired alkB6 gene exhibited 1.2 times lower emulsifying activity and more than two-
fold lower decrease of the synthesis of trehalose-containing surfactants. These results indicated the key role
of alkB2 in biosurfactant synthesis at different cultivation temperatures. The role of alkB6 increased at 42°С,
probably due to its elevated transcriptional activity.
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