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Планктомицеты являются типичными обитателями северных болотных экосистем. В настоящей
работе новый планктомицет рода Paludisphaera, штамм Pla2T, был выделен из низинного болота бо-
реальной зоны России. Изолят был представлен розово-пигментированными, одиночными или со-
бранными в небольшие группы неподвижными сферическими клетками, размножающимися поч-
кованием. Штамм Pla2T являлся хемоорганотрофным психротолерантным мезофилом с оптиму-
мом роста при pH 5.5‒6 и температуре 15‒20°C. Предпочтительными ростовыми субстратами
нового планктомицета являлись полисахариды ксилан, ксантановая камедь и фитагель, а также не-
которые сахара. Наиболее высокое сходство последовательности гена 16S рРНК штамма Pla2T

(97.9%) наблюдалось с последовательностью планктомицета “Paludisphaera soli” JC670Т, выделенно-
го из почвы высокогорья Гималаев. С другими представителями рода Paludisphaera, “P. rhizosphae-
rae” JC665Т и P. borealis PX4Т, это сходство составляло 97.0 и 93.8% соответственно. Геном штамма
Pla2T, размером 8.21 млн п.о., содержал около 6.5 тыс. белок-кодирующих генов и 3 копии оперона
рРНК. Содержание пар Г + Ц в ДНК составляло 67 мол. %. Сходство нуклеотидных последователь-
ностей генома штамма Pla2Т и ранее описанных представителей рода Paludisphaera составило от 79.4
до 82.6%. Эти генотипические отличия, а также ряд фенотипических особенностей позволили отне-
сти планктомицет из низинного болота к новому виду рода Paludisphaera, Paludisphaera mucosa sp.
nov. с типовым штаммом Pla2T (=KCTC92668T = VKM B-3698T).
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DOI: 10.31857/S0026365623600104, EDN: RKYILM

Семейство Isosphaeraceae было сформировано
в 2016 г. на основании данных сравнительного
анализа последовательностей генов 16S рРНК
культивируемых представителей филума Plancto-
mycetota (Kulichevskaya et al., 2016). В настоящее
время это единственное семейство порядка Isos-
phaerales (класс Planctomycetia). В состав семей-
ства входят планктомицеты c клетками сфериче-
ской формы, которые могут быть собраны в ко-
роткие цепочки, длинные нити или образовывать
бесформенные агрегаты. Клетки этих планкто-
мицетов покрыты кратериформными структура-
ми, расположенными по всей поверхности. Деле-

ние клеток происходит путем почкования; дочер-
ние клетки неподвижны. Представители семейства
Isosphaeraceae являются хемоорганотрофными
аэробами, хотя некоторые из них способны расти в
микроаэробных условиях. Типовым родом дан-
ного семейства является род Isosphaera с един-
ственным представителем Isosphaera pallida IS1BT

(Giovannoni et al., 1987), выделенным из горячего
источника Северной Америки. Помимо Iso-
sphaera, в состав семейства Isosphaeraceae входят
роды Singulisphaera (Kulichevskaya et al., 2008),
Aquisphaera (Bondoso et al., 2011), Paludisphaera
(Kulichevskaya et al., 2016), Tundrisphaera (Kuli-
chevskaya et al., 2017) и Tautonia (Kovaleva et al.,
2019). Еще один род, Candidatus Nostocoida, пред-
ставлен нитчатыми планктомицетами, которые

1 Дополнительная информация для этой статьи доступна по
doi: 10.31857/S0026365623600104 для авторизованных поль-
зователей.
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пока не получены в чистых культурах (Liu et al.,
2001; Kulichevskaya et al., 2012).

Размеры геномов представителей Isosphaera-
ceae варьируют от 5.53 млн п.о. у Isosphaera pallida
IS1BT до 9.74 млн п.о. у Singulisphaera acidiphila
DSM 18658T (Göker et al., 2011; Ivanova et al., 2017).
Примечательно, что во всех полных геномах этих
бактерий были выявлены плазмиды в количестве
от 1 до 4 (Ivanova et al., 2017).

Одной из характерных особенностей планкто-
мицетов семейства Isosphaeraceae является нали-
чие гидролитического потенциала. Таксономиче-
ски охарактеризованные представители этого се-
мейства способны утилизировать широкий
спектр полисахаридов растительного и микроб-
ного происхождения (Dedysh, Ivanova, 2019). Ге-
номы этих бактерий содержат большое количе-
ство генов гликозил-гидролаз, многие из которых
не принадлежат ни к одному из известных се-
мейств классификации CAZy (Ivanova et al., 2017).

Планктомицеты семейства Isosphaeraceae на-
селяют широкий спектр наземных и водных эко-
систем, богатых органическим веществом. По
данным молекулярных исследований, Isosphaera-
ceae является одной из численно доминирующих
групп планктомицетов в бореальных и субаркти-
ческих торфяных болотах (Serkebaeva et al., 2013;
Moore et al., 2015; Dedysh, Ivanova, 2019). Работы
по выделению новых микроорганизмов из этих
экосистем имели своим результатом описание
трех новых родов семейства (Kulichevskaya et al.,
2008, 2016, 2017).

Настоящая работа была посвящена изучению
планктомицета, штамма Pla2T, выделенного из
низинного болота бореальной зоны России и
идентифицированного по данным анализа гена
16S рРНК как представитель рода Paludisphaera. В
настоящее время этот род включает 3 таксономи-
чески описанных представителя – P. borealis PX4T

(Kulichevskaya et al., 2016), выделенный из торфа
верхового болота, “P. soli” JC670T из почвы высоко-
горья Гималаев (Kaushik et al., 2020) и “P. rhizosphae-
rae” JC665T из почвы ризосферы (Lhingjakim et al.,
2022).

Целью настоящего исследования явилось изу-
чение совокупности морфологических, экофи-
зиологических и геномных характеристик нового
штамма Pla2T, отличающих его от ранее описан-
ных представителей рода Paludisphaera, и уста-
новление его таксономического статуса.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Источник выделения и условия культивирова-

ния. Штамм Pla2T был выделен из образца торфя-
ной почвы (рН 7.1), отобранной в августе 2019 г. с
глубины 5‒10 см профиля низинного болота Ча-

розерское (Вологодская обл., 60°30′42″ N,
38°38′59″ E). Растительное сообщество места от-
бора образца было представлено ассоциацией
Carex lasiocarpa и Campylium stellatum. Электропро-
водность воды в этом низинном болоте варьиро-
вала в диапазоне 236‒279 мкСм/см. Содержание
общего органического углерода в отобранном об-
разце торфа составляло 66.2%, общего азота ‒
2.4%. Более подробная характеристика места от-
бора образца приведена в ранее опубликованном
исследовании (Dedysh et al., 2020).

Отобранный образец торфа был использован
для получения накопительной культуры микро-
организмов, участвующих в гидролизе одного из
ключевых биополимеров болотных экосистем –
ксилана. Для этого в стеклянные флаконы объе-
мом 160 мл, содержащие 2 г измельченного сте-
рильными ножницами торфа и 0.1% березового
ксилана (“Sigma-Aldrich”), было добавлено 30 мл
нативной болотной воды. Инкубацию накопи-
тельной культуры проводили при комнатной тем-
пературе (20‒22°С) в течение 8 нед. Изолят,
штамм Pla2T, был получен путем высева аликвоты
(0.2 мл) накопительной культуры на среду M31
следующего состава (г/л дистиллированной во-
ды): KH2PO4 – 0.1, N-ацетилглюкозамин – 0.5,
пептон – 0.1, дрожжевой экстракт ‒ 0.1, раствор
солей Хатнера – 20 мл; раствор витаминов № 6
(Staley et al., 1992) – 1 мл; рН 7.0. В качестве жели-
рующего агента использовали 1% раствор поли-
сахарида микробного происхождения фитагеля
(PhytaGel, “Fluka”). Очистку изолята проводили
путем его рассева на аналогичную среду с добав-
лением ампициллина (200 мг/л). Посевы инкуби-
ровали при 22°С в течение трех недель.

Идентификация изолята. Выделение тотальной
ДНК из клеток штамма Pla2T производили с ис-
пользованием набора FastDNA SPIN kit for soil
(“Biol 101”, США) в соответствии с рекоменда-
цией производителя. Полученную ДНК исполь-
зовали в качестве матрицы в ПЦР-амплифика-
ции генов 16S рРНК со стандартными бактери-
альными праймерами 9F/1492R (Lane, 1991).
Очистку ПЦР-продукта осуществляли с исполь-
зованием набора Wizard® SV Gel and PCR Clean-
Up System (“Promega”, США). Секвенирование
проводили на базе ЦКП “Биоинженерия” ФИЦ
Биотехнологии РАН. Редактирование полученных
нуклеотидных последовательностей проводили с
помощью программы BioEdit. Построение филоге-
нетических дендрограмм производили с использо-
ванием программного пакета MEGAX (Kumar et
al., 2018) методом максимального правдоподобия.
Статистическую достоверность дендрограмм рас-
считывали с помощью “bootstrap”-анализа путем
построения 100 альтернативных деревьев. Опреде-
ленная в работе последовательность гена 16S рРНК
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штамма Pla2T депонирована в GenBank под номе-
ром OQ533426.

Геномное секвенирование и аннотирование. Выде-
ление ДНК для геномного секвенирования осу-
ществляли по стандартному протоколу CTAB – фе-
нол/хлороформ. Часть полученной геномной
ДНК секвенировали на ячейке R9.4 прибора
MinION (“Oxford Nanopore”, Великобритания),
используя Ligation Sequencing kit 1D согласно ре-
комендациям производителя. Другая часть ге-
номной ДНК была секвенирована на платформе
Illumina MiSeq. Подготовка библиотеки и проце-
дура секвенирования осуществлялись коммерче-
ски, компанией “ReaGen” (Москва, Россия). Ги-
бридная сборка прочтений Illumina и Nanopore
была выполнена с использованием программы
Unicycler (Wick et al., 2017). Последовательность
генома штамма Pla2T депонирована в GenBank
под номером PRJNA940391.

Аннотацию генома проводили с помощью
программного пакета PROKKA (Seemann, 2014) и
BLASTKoala (Kanehisa et al., 2016). Поиск генов
синтеза вторичных метаболитов осуществляли в
программе AntiSmash (Medema et al., 2011). По-
строение геномного дерева производили в про-
грамме GTDB-Tk (Chaumeil et al., 2020), путем
множественного выравнивания 120 маркерных
генов. В анализ были также взяты геномы других
охарактеризованных представителей семейства
Isosphaeraceae.

Поиск генов гликозил-гидролаз и их гомологов.
В работе использовали основанную на гомологии
аминокислотных последовательностей каталити-
ческих доменов классификацию гликозил-гидро-
лаз CAZy (Drula et al., 2022). Поиск потенциальных
гликозил-гидролаз среди белков, закодированных в
геноме штамма Pla2T, проводили с помощью серве-
ра dbCAN3 (https://bcb.unl.edu/dbCAN2/index.php),
используя три алгоритма: HMMER:dbCAN,
DIAMOND:CAZy и HMMER:dbCAN-sub. Все
найденные хотя бы одним из алгоритмов белки,
распознанные как гликозил-гидролазы семейств
GH1–GH173 или как неклассифицированные
гликозил-гидролазы (условное семейство GH0
или GH_NC), проверяли вручную на предмет
принадлежности семействам GH1–GH180. Спи-
сок обсуждаемых в работе гликозил-гидролаз
штамма Pla2T приведен во вспомогательной таб-
лице S1. По алгоритму blastp на сайте NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) проводили скри-
нинг пула белков, закодированных в штамме
Pla2T, с помощью 37 планктомицетных белков из
24 семейств: GH1, GH3, GH9, GH17, GH23,
GH25, GH26, GH35, GH55, GH62, GH65, GH73,
GH76, GH79, GH88, GH92, GH104, GH108,
GH125, GH133, GH135, GH136, GH137 и GH144.

Оценка фенотипических характеристик. Опре-
деление ростовых характеристик изолята Pla2T

проводили при культивировании в жидкой среде,
указанной выше, во флаконах на шейкере
(120 об./мин) в диапазоне температур от 4 до 35°С
(с шагом в 5°С), значений рН от 4 до 8 (шаг 0.5) и
концентрации NaCl в среде 0–3.0% (шаг 1%).
Окислительное и ферментативное использование
углеводов определяли с использованием набора
API 20NE kit (“bioMérieux”). Энзиматическую ак-
тивность проверяли с помощью набора API ZYM
(“bioMérieux”). Спектр используемых источни-
ков углерода определяли на минеральной среде MM
следующего состава (г/л дистиллированной воды):
KH2PO4 ‒ 0.1; (NH4)2SO4 ‒ 0.1; MgSO4 · 7H2O ‒ 0.1;
CaCl2 · 2H2O – 0.02; 1 мл раствора “44” (Staley et al.,
1992) и 1 мл витаминов № 6 (Staley et al., 1992).
Культивирование проводили в 100 мл флаконах,
содержащих 10 мл среды в 3-х повторностях. В ка-
честве источников углерода проверяли сахара
(глюкоза, сахароза, ксилоза, лактоза, манноза,
раффиноза, мелибиоза) и полимерные соедине-
ния (фитагель, крахмал, пектин, ксилан, ксанта-
новая камедь, хитин и микрокристаллическая
целлюлоза). Тестируемые субстраты вносили в
концентрации 0.5 г/л.

Эксперимент по проверке используемых ис-
точников азота проводили на жидкой среде ММ,
в которой (NH4)2SO4 был заменен одним из сле-
дующих соединений в концентрации 0.01%:
KNO3, NaNO2, мочевиной, дрожжевым экстрак-
том, N-ацетилглюкозамином, пептоном, хлори-
дом аммония или одной из аминокислот ‒ изо-
лейцином, аланином, треонином, триптофаном,
пролином, валином, фенилаланином, глутамином,
лизином, аспарагином, аргинином, глицином.

Рост штамма Pla2T оценивали путем регуляр-
ных измерений оптической плотности культуры
на спектрофотометре Eppendorf Biophotometer
AG 22331 (“Eppendorf”, Германия) при длине
волны 600 нм. Перед измерением культуру гомо-
генизировали путем активного встряхивания.
Чувствительность штамма Pla2T к антибиотикам
проверяли на твердой среде путем наложения на
газоны культуры тест-дисков с различными анти-
биотиками и последующим измерением зон по-
давления роста.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Выделение, анализ морфологии и идентифика-

ция нового изолята. Полученный из торфа низин-
ного болота изолят Pla2T рос в жидкой среде M31
в виде слизевого агрегата розового цвета (рис. 1а).
На твердой среде с фитагелем этот штамм форми-
ровал бледно-розовые колонии плотной конси-
стенции, несколько погруженные в толщу среды
(рис. 1б). Аналогичный эффект деградации фита-
геля вокруг формирующихся колоний был ранее
описан для Paludisphaera borealis PX4T (Kuli-
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chevskaya et al., 2016). Микроскопический анализ
показал, что колонии образованы шаровидными
неподвижными клетками размером 1.5‒2.8 мкм,
которые размножались почкованием (рис. 1в). В
культуре редко встречались одиночные клетки,
чаще они формировали плотные скопления в ви-
де бесформенных агрегатов. В некоторых старых
культурах (более 3-х нед. инкубации) можно было
наблюдать образование внеклеточных аморфных
структур типа “выростов”, которые, по всей ви-
димости, служат для прикрепления клеток к раз-
личным поверхностям, однако условия их фор-
мирования определить не удалось (рис. 1г).

Определение и сравнительный анализ после-
довательности гена 16S рРНК штамма Pla2T поз-
волили идентифицировать его в качестве пред-
ставителя рода Paludisphaera (рис. 2). Ближайшим
филогенетическим родственником штамма Pla2T

со сходством последовательностей гена 16S рРНК
в 97.9% оказался планктомицет “Paludisphaera so-
li” JC670Т, выделенный из почвы высокогорного
участка западной цепи Гималаев (Kaushik et al.,

2020). С другими представителями рода Paludis-
phaera сходство составляло 97.0% в случае “Paludi-
sphaera rhizosphaera” JC665Т из ризосферы расте-
ния Erianthus ravennae (Lhingjakim et al., 2022) и
93.8% с Paludisphaera borealis PX4Т, выделенной из
торфа верхового болота (Kulichevskaya et al., 2016).

Физиологические характеристики. Штамм
Pla2T рос в интервале pH среды от 6 до 8 (оптимум
рН 5.5‒6.5) и солености среды от 0 до 2%. Темпе-
ратурный диапазон роста этого планктомицета
составил 4‒28°С, с оптимумом при 15‒20°С. Те-
сты на отношение к кислороду показали, что
штамм Pla2T является строго аэробным микроор-
ганизмом. Попытки вырастить его в анаэробных
условиях не увенчались успехом.

Анализ ферментативных свойств штамма
Pla2T, проведенный с использованием стандарт-
ного набора API ZYM (“bioMérieux”), показал на-
личие активности ряда ферментов, включая, эс-
теразу (С4), липазу (С8), лейцин-, валин-цистин-
ариламидазы, трипсин, α-химотрипсин, кислую
фосфатазу и нафтол-AS-BI-фосфогидролазу. Ак-

Рис. 1. Особенности роста и морфология клеток штамма Pla2T: (а) – рост культуры в жидкой среде с формированием
слизевого агрегата; (б) – рост планктомицета на твердой среде с фитагелем (колонии, погруженные в толщу среды,
указаны стрелками); (в) − морфология клеток 10-суточной культуры штамма Pla2T на твердой среде; (г) – клетки со
структурами – “выростами” – в старой жидкой культуре планктомицета. Маcштабные метки – 10 мкм.

(а) (б)

(в) (г)
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тивности щелочной фосфатазы, α- и β-глюкози-
дазы, α- и β-галактозидазы, β-глюкуронидазы,
N-ацетил-β-глюкозаминидазы, α-маннозидазы и
α-фукозидазы выявлены не были. По результатам
тестов системы API NE новый планктомицет не
способен к брожению и к восстановлению нитра-
тов до нитритов и молекулярного азота.

Проверка спектра используемых субстратов
показала, что предпочтительными источниками
углерода и энергии штамма Pla2T являются поли-
сахариды ксилан, фитагель, ксантановая камедь.
Из простых сахаров хороший рост нового изолята
был зафиксирован на глюкозе, маннозе, ксилозе
и мелибиозе. В качестве источников азота планк-
томицет мог использовать нитрат, пептон, дрож-
жевой экстракт, N-ацетилглюкозамин, лизин,
глицин, аспарагин, аспартат, валин, пролин,
триптофан, треонин, изолейцин, аргинин.

Проверка устойчивости штамма Pla2T к ряду
антибиотиков выявила устойчивость к хлорамфе-
николину, гентамицинину, ампициллину, кана-
мицину, имипениму, в то же время он оказался
чувствительным к тетрациклину.

Геномные характеристики. По итогам секвени-
рования ДНК штамма Pla2T на платформе
Nanopore было получено 140874 прочтения с об-
щей длиной 1.4 ГБ. Дополнительный раунд секве-
нирования на платформе Illumina MiSeq сгенери-
ровал в общей сложности 10517034 парных про-
чтений со средней длиной считывания 150 п.о. По
итогам гибридной сборки генома удалось получить
9 контигов длиной от 15502 п.о. до 7626770 п.о. Со-
держание пар Г + Ц в геноме штамма Pla2T соста-
вило 67 мол. % (табл. 1). Геномным аннотатором
Prokka было предсказано около 6.5 тыс. потенци-
альных белок-кодирующих последовательно-

Рис. 2. Филогенетическая дендрограмма, построенная методом максимального подобия на основе сравнительного
анализа нуклеотидных последовательностей гена 16S рРНК штамма Pla2T и других представителей филума Planctomy-
cetota. В качестве внешней группы использованы нуклеотидные последовательности генов 16S рРНК пяти anammox-
планктомицетов (AF375994, AF375995, AY254883, AY254882, AY257181). Показаны значения бутстрэп-анализа >60.
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стей, 3 копии оперона рРНК и 93 гена тРНК. По-
лученная геномная сборка не позволила точно
определить количество плазмид. Однако нам уда-
лось выявить сходство части контигов генома
штамма Pla2Т с последовательностями плазмид
других представителей семейства Isosphaeraceae.
Наибольшее покрытие и сходство наблюдались с
плазмидой PALBO1 из Paludisphaera borealis PX4Т

(78.6%) и двумя плазмидами неохарактеризован-
ного штамма SH-PL62 (84.5 и 86.9%).

ДНК‒ДНК гибридизация in silico выявила сле-
дующие величины сходства штамма Pla2Т с тремя
представителями рода Paludisphaera: 24.4 ± 2.3% c
“P. soli” JC670Т, 22.0 ± 2.3% c “P. rhizosphaerae”
JC665Т и 21.0 ± 2.3% c P. borealis PX4Т. Согласно
калькулятору ANI (average nucleotide identity)
сходство последовательности генома Pla2Т с тако-
выми у представителей рода Paludisphaera соста-
вило 82.6% (“P. soli” JC670Т), 80.8% (“P. rhizos-
phaera” JC665Т) и 79.4% (P. borealis PX4T). Соглас-
но ныне принятым стандартам, такие величины

Таблица 1. Отличительные характеристики штамма Pla2Т от ранее описанных видов рода Paludisphaera

Характеристика Штамм Pla2Т “P. rhizosphaerae” 
JC665Т “P. soli” JC670Т P. borealis PX4T

Размер клеток, мкм 1.5−2.8 1.8–1.7 1.6–1.7 1.5−2.5

Диапазон pH, (оптимум) 6−8 (5.5−6) 6–9 (7.0) 7.0–8.0 (7.0) 3.8–8.0 (5.0–5.5)

Диапазон T, °C, (оптимум) 4−28 (15−20) 4–34 (26–28) 4–30 (22–25) 4–37 (15–25)

Соленость, % 0–2 (0) 0–2 (0) 0–2 (0) 0–3 (0)

Источники углерода:

сахароза − + − +

мелибиоза + ND ND −

лактоза − + − +

Источники азота:

фенилаланин − + + −

лизин + + + −

треонин + + + −

глицин + + + −

изолейцин + + + −

глутамин − − + −

пролин + + + −

аспартат + − − −

валин + − − −

Ферментативная активность:

щелочная фосфатаза − − + −

β-галактозидаза − − − +

N-ацетил-β-глюкозаминидаза − − − +

Размер генома, млн п.о. 8.21 8.05 7.97 7.65

Г + Ц, мол. % 67 66.4 70.4 66.3

Количество белок-кодирующих генов 6468 6364 6389 5785

Кластеры генов синтеза вторичных 
метаболитов, шт.

6 6 6 5

Источник выделения Торф низинного 
болота

Почва ризосферы Почва высокогорья Торф верхового 
болота
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ANI свидетельствуют о принадлежности изолята
к новому виду (Chun et al., 2018). Аналогичное за-
ключение позволил сделать и филогеномный
анализ, согласно которому штамм Pla2Т образует
общий кластер с другими представителями рода
Paludisphaera в семействе Isosphaeraceae (рис. 3).

Гены, кодирующие основные метаболические
пути хемоорганотрофных бактерий, такие как
гликолиз, ЦТК, пентозо-фосфатный путь и окис-
лительное фосфорилирование, присутствуют в
геноме штамма Pla2Т. У этого планктомицета
имеется геномный потенциал для синтеза всех
аминокислот. Большинство генов, ответствен-
ных за хемотаксис, включая cheB, cheR и cheW,
присутствуют в геноме Pla2Т.

Анализ генов, кодирующих синтез вторичных
метаболитов. Геномы планктомицетов кодируют
большое количество генных кластеров, отвечаю-
щих за синтез вторичных метаболитов. Данное
свойство делает эту группу микроорганизмов по-
тенциально интересным объектом для биотехно-
логии (Wiegand et al., 2018). С помощью програм-
мы Antismash в геноме штамма Pla2Т был произ-
веден поиск таких генных кластеров. По итогам
анализа в геноме было выявлено 6 кластеров,
содержащих гены, потенциально кодирующие
синтез вторичных метаболитов. Из них три кла-
стера отвечали за синтез поликетидсинтаз (PKS),
один кластер отвечал за синтез индола и два за

синтез терпенов. Поликетидсинтазы ‒ ключевые
ферменты синтеза биологически-активных ве-
ществ поликетидов (Donadio et al., 2007). Бли-
жайшими гомологами PKS штамма Pla2Т были
таковые у планктомицетов P. borealis PX4Т (100%
сходства) и I. pallida ATCC43644Т (16% сходства),
а также цианобактерии Scytonema hofmannii (8%
сходства).

Индол повсеместно распространен в природе
и представляет собой азотсодержащее гетероцик-
лическое ароматическое соединение. У бактерий
индол влияет на образование спор, вирулент-
ность и формирование биопленок. В промыш-
ленности используется как усилитель вкуса и от-
душка (Ferrer et al., 2022). Ближайшим гомологом
индольного генного кластера у Pla2Т был обнару-
женный у планктомицета Aquisphaera giovannonii
OF2Т. Терпены представляют собой структурно
наиболее разнообразный класс природных со-
единений. Их структурное многообразие привело
к широкому диапазону функциональных ролей, к
которым относятся витамины, каротиноиды,
гормоны, ароматические вещества и защитные
метаболиты (Helfrich et al., 2019). Для двух терпе-
новых кластеров Pla2T гомологичным был генный
кластер неохарактеризованного планктомицета
семейства Isosphaeraceae штамма SH-PL62 со
сходством 50 и 100%.

Рис. 3. Филогеномная дендрограмма, построенная на основании результатов сравнительного анализа 120 конкатени-
рованных последовательностей консервативных маркерных белков штамма Pla2T и других представителей семейства
Isosphaeraceae. В качестве внешней группы использованы геномы anammox-планктомицетов, доступные в базе дан-
ных GTDB (Parks et al., 2022).
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Репертуар гликозил-гидролаз, закодированных в
геноме штамма Pla2T. Поиск потенциальных гли-
козил-гидролаз с помощью сервера dbCAN3 и
дальнейшая их верификация позволили обнару-
жить 108 белков, принадлежащих 40 семействам:
GH2 (2 белка), GH5 (11), GH10 (3), GH13 (11),
GH15 (2), GH16 (3), GH18 (2), GH20 (1), GH27 (2),
GH29 (3), GH32 (3), GH33 (4), GH36 (2), GH38
(2), GH39 (4), GH43 (5), GH50 (1), GH51 (2),
GH57 (4), GH77 (1), GH78 (3), GH94 (2), GH95
(1), GH97 (1), GH99 (1), GH106 (1), GH116 (1),
GH127 (5), GH130 (2), GH140 (2), GH141 (2),
GH146 (1), GH148 (3), GH151 (1), GH163 (2),
GH165 (1), GH171 (1), GH172 (3), GH176 (1) и
GH177 (6). Сравнение этого списка семейств с
размещенными на сайте CAZy списками се-
мейств, представленных у шести планктомицетов
семейства Isosphaeraceae (A. giovannonii OJF2T,
I. pallida ATCC 43644T, P. borealis PX4T, S. acidiphila
DSM 18658T, T. plasticadhaerens ElPT и штамма
SH-PL62), выявило 24 семейства гликозил-гид-
ролаз, представители которых не были обнаруже-
ны алгоритмами dbCAN3 у штамма Pla2T. 37 соот-
ветствующих планктомицетных белков были ис-
пользованы нами в качестве запросов для
скрининга пула белков штамма Pla2T, его резуль-
таты не позволили обнаружить близких гомоло-
гов ни в одном из случаев.

Семейства GH27 и GH36 гликозил-гидролаз
находятся в близком родстве (клан GH-D) и объ-
единяют почти исключительно ферменты, обла-
дающие α-D-галактозидазной (КФ 3.2.1.22) ак-
тивностью (Наумов, 2004, 2011). Гены белков
этих двух семейств крайне редко обнаруживаются
в геномах планктомицетов. Среди 101 генома,
представленных в базе данных CAZy, лишь в
11 закодированы белки семейства GH27 и в 16 –
GH36. В семействе Isosphaeraceae только у штам-
ма A. giovannonii OJF2T закодирован белок семей-
ства GH27 (GenPept, QEH34490.1). Он на 48% и
28% идентичен с белками Pla2_02372 и Pla2_03258
штамма Pla2T (между собой они имеют 30% иден-
тичности). Белки Pla2_03686 и Pla2_05159 семей-
ства GH36 из штамма Pla2T имеют 41% и 37%
идентичности на N- и C-концевом фрагментах,
которые у второго разделены длинной инсерци-
ей. Оба белка принадлежат одному подсемейству
GH36A. Низкий уровень сходства аминокислот-
ных последовательностей позволяет сделать вы-
вод, что все пять генов α-галактозидаз попали в
планктомицеты семейства Isosphaeraceae в ре-
зультате независимых горизонтальных перено-
сов. Накопление четырех α-галактозидазных ге-
нов у штамма Pla2T явно имеет адаптивное значе-
ние, природа которого пока остается неясной.
Проведенные нами тесты позволили подтвердить
способность Pla2T к росту на мелибиозе, анало-

гичные данные имеются в литературе для штамма
A. giovannonii OJF2T (Bondoso et al., 2011).

Семейство GH10 гликозил-гидролаз представ-
лено у планктомицетов двумя четко обособлен-
ными подсемействами (Наумов, 2016; Наумов
и др., 2022). Гены представителей одного из них
закодированы в каждом геноме в одной копии, на
филогенетическом древе они образуют компакт-
ный кластер, а в аминокислотных последователь-
ностях отсутствуют два каталитически важных
остатка Glu, что указывает на отсутствие у них ка-
кой-либо ферментативной активности. К этому
подсемейству относится белок Pla2_04228 из штам-
ма Pla2T. Гены второго подсемейства закодированы
лишь в редких штаммах планктомицетов, но обыч-
но представлены в нескольких копиях. Сюда от-
носятся белки Pla2_03346 и Pla2_05951 из штамма
Pla2T, имеющие 71% идентичности аминокислот-
ных последовательностей и сохранные каталити-
чески значимые остатки. Они, вероятно, облада-
ют эндо-β-ксиланазной активностью и частично
ответственны за способность штамма Pla2T к ро-
сту на ксилане.

Семейство GH32 гликозил-гидролаз содержит
разнообразные β-фруктозидазы. Гены его белков
закодированы в 43 из 101 генома планктомице-
тов, представленного в базе данных CAZy. Ранее
нами было предложено разбиение этого семей-
ства на несколько подсемейств (Naumoff, 2001).
Белки Pla2_05839 и Pla2_05968 имеют 38% иден-
тичности, содержат оба каталитически важных
остатка и относятся к подсемейству GH32b, для
бактериальных представителей которого харак-
терно наличие эндо-β-фруктозидазных активно-
стей (расщепление полимеров фруктозы). Белок
Pla2_05993 не относится ни к одному из ранее вы-
деленных подсемейств, но находится в близком
родстве (71% идентичности) с белком из P. borealis
PX4T (GenPept, APW62066.1), для которого нами
(Ivanova et al., 2017) на основании необычного
строения предполагаемого активного центра бы-
ло сделано предположение о вероятном отсут-
ствии каталитической активности. Низкий уро-
вень сходства трех рассмотренных белков штамма
Pla2T указывает на независимую эволюционную
историю, исключающую недавнюю дупликацию
их генов.

Проведенный нами сравнительный анализ
морфологических, физиолого-биохимических и
генетических характеристик нового изолята Pla2T

с описанными ранее у представителей рода Pa-
ludisphaera позволил выявить ряд различий, при-
веденных в табл. 1. Новый штамм филоге-
нетически наиболее близок к выделенному из
почвы планктомицету “Paludisphaera soli” JC670T,
но, в отличие от последнего, имеет оптимум роста
при 15‒20°С и предпочитает условия с более низ-
кими значениями pH. Также имеется ряд разли-
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чий в способности к росту на разных источниках
углерода и азота. Отличия в температурном и рН-
диапазонах роста, а также ростовых субстратах
наблюдались и с “P. rhizosphaerae” JC665Т. Значе-
ния ДНК‒ДНК гибридизации и калькулятора
ANI соответствуют стандартам таксономической
классификации (Chun et al., 2018) для отнесения
штамма Pla2T к новому виду рода Paludisphaera.

Диагноз нового вида – Paludisphaera mucosa sp. nov.

Paludisphaera mucosa sp. nov. (mu.co′sa. L. fem.
adj. mucosa слизистый). Шаровидные неподвиж-
ные клетки диаметром 1.5–2.8 мкм, одиночные
или объединенные в бесформенные скопления.
Колонии розово-пигментированные. В жидкой
культуре растут в виде слизевого агрегата. Обли-
гатные аэробы. Психротолерантные мезофилы и
нейтрофилы с оптимумом роста при 15‒20°С и
рН 5.5‒6. Предпочтительные ростовые субстраты ‒
полисахариды, в том числе ксилан, фитагель и
ксантановая камедь. Хороший рост наблюдается
на глюкозе, ксилозе, маннозе и мелибиозе. Обна-
ружены активности ряда ферментов: эстеразы
(С4), липазы (С8), лейцин-, валин-цистин-арил-
амидазы, трипсина, α-химотрипсина, кислой фос-
фатазы и нафтол-AS-BI-фосфогидролазы. Актив-
ности щелочной фосфатазы, α- и β-глюкозидазы, α-
и β-галактозидазы, β-глюкуронидазы, N-ацетил-β-
глюкозаминидазы, α-маннозидазы и α-фукозидазы
не выявлены. Типовым штаммом вида является
штамм Pla2T (=KCTC92668T = VKM B-3698T). Ме-
стообитания представителей вида – низинные
болота.
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Abstract—Planctomycetes are common inhabitants of northern wetland ecosystems. In this study, a new
planctomycete of the genus Paludisphaera, strain Pla2T, was isolated from a boreal fen in Russia. The novel
isolate was represented by nonmotile, pink-pigmented, spherical cells that multiplied by budding and oc-
curred singly or were assembled in small aggregates. Strain Pla2T was a chemoorganotrophic, psychrotolerant
mesophile with a growth optimum at pH 5.5‒6 and 15‒20°C. The preferred growth substrates were polysac-
charides, including xylan, xanthan gum, and phytagel, as well as some sugars. The 16S rRNA gene sequence
of strain Pla2T displayed the highest similarity (97.9%) to that of ‘Paludisphaera soli’ JC670T isolated from
highland soil of the western Himalayas. With other members of the genus Paludisphaera, “P. rhizosphaerae”
JC665T and P. borealis PX4T, this similarity was 97.0 and 93.8%, respectively. The genome of strain Pla2T was
8.21 Mb in size and contained about 6500 protein-coding genes and 3 copies of the rRNA operon. The DNA
G + C content was 67 mol %. The average nucleotide identity between the genome sequence of strain Pla2T

and those of previously described members of the genus Paludisphaera was between 79.4 and 82.6%. This ge-
notypic distance as well as several phenotypic differences allowed classifying the new planctomycete from a
fen as representing a novel species of the genus Paludisphaera, Paludisphaera mucosa sp. nov. with the type
strain Pla2T (=KCTC92668T = VKM B-3698T).

Keywords: Planсtomycetes, phylum Planctomycetota, family Isosphaeraceae, genus Paludisphaera, fens, poly-
saccharide degradation


