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Вирусы — самые многочисленные биологиче-
ские объекты в водных экосистемах. Являясь об-
лигатными внутриклеточными паразитами, они 
состоят из одноцепочечной или двухцепочечной 
молекулы РНК или ДНК, заключенной в белковый 
капсид, некоторые вирусы имеют дополнительную 
мембранную оболочку (суперкапсид). Бактериофа-
ги (цианофаги) — вирусы, поражающие бактерии 
(цианобактерии), влияют на генетическое разно-
образие и контролируют их численность, в значи-
тельной мере определяя биоразнообразие, структу-
ру, продуктивность и функционирование водных 
экосистем (Suttle, 2007).

Исследование разнообразия вирусов в природ-
ных популяциях представляет сложную задачу, по-
скольку универсальных генетических маркеров для 
всех таксонов вирусов нет. Фаги содержат ко́ровые 
гены, т. е. гены, имеющиеся только у данной груп-
пы вирусов, капсидные и некоторые другие струк-
турные гены. Ген g20 T4-подобных вирусов коди-
рует портальный белок, который принимает уча-
стие в инициации сборки капсида, последующей 
упаковке ДНК; он является также маркерным ге-
ном и успешно применяется для идентификации 
цианофагов семейства Kyanoviridae (ранее входив-
шие в состав сем. Myoviridae) в природных образ-
цах (Fuller et al., 1998; Zhong et al., 2002; Wang et 
al., 2004; Wilhelm et al., 2006; Zhong, Jacquet, 2013). 
Разнообразие и оценка с точки зрения биогеогра-
фии гена g20 позволяет выявить пул цианофагов, 

приуроченных к определенному местообитанию 
(эндемизм) или присутствующих в разных экоси-
стемах (космополитность).

В  2012  году в  пелагиали оз. Байкал выявлено 
высокое генетическое разнообразие цианофагов 
на основе анализа гена g20. Полученные резуль-
таты свидетельствуют о циркуляции в озере уни-
кальных цианофагов. Также были показаны отли-
чия в составе цианофагов из разных котловин озе-
ра (Бутина и соавт., 2012). В 2015 году на основе 
фрагментов гена g20 проведен молекулярно-гене-
тический анализ цианофагов в  составе ассоции-
рованного сообщества эндемичной байкальской 
губки Lubomirskia baicalensis (Бутина и соавт., 2015).

В настоящее время литоральная зона озера Бай-
кал и ее мелководные заливы с высокой рекреа-
ционной нагрузкой испытывают значительное 
антропогенное воздействие (Shtykova et al., 2019). 
В этой связи очень важно проводить исследования 
в период изменения состояния качества вод Бай-
кала, в частности, наблюдать изменения в составе 
цианофагов.

Цель настоящей работы заключается в  выяв-
лении генетического разнообразия Т4-подобных 
цианофагов по маркерному гену g20 в мелковод-
ном заливе оз. Байкал и анализе полученных дан-
ных с точки зрения биогеографии.

Пробы воды отбирали в  летнее время (ав-
густ) в  мелководном заливе Посольский сор 

DOI: 10.31857/S0026365624020216

На основе анализа маркерного гена изучено разнообразие и биогеография Т4-подобных цианофагов 
из мелководного залива Посольский сор оз. Байкал. Выявлено высокое разнообразие нуклеотидных 
последовательностей фрагмента гена g20, установлена их уникальность. Наибольшее сходство после-
довательностей вирусов отмечено с таковыми из оз. Байкал, полученными ранее, и пресноводных 
озер, таких как олиготрофные Грин, Раунд, олигомезотрофное Анси и мезотрофное Бурже. С точки 
зрения биогеографии, определено, что последовательности фагов из разных экотопов оз. Байкал более 
сходны между собой, чем с соответствующими последовательностями из других экосистем.

Ключевые слова: цианофаги, генетическое разнообразие, биогеография, ген g20, оз. Байкал

Поступила в редакцию 13.10.2023 г.
После доработки 02.11 2023 г.

Принята к публикации 02.11.2023 г. 

aФГБУН Лимнологический институт СО РАН, Иркутск, 664033, Россия
bФГБОУ ВО Педагогический институт “Иркутский государственный университет”, Иркутск, 664011, Россия

*e-mail: poet1988@list.ru

© 2024 г.    С. А. Потаповa, *, И. В. Тихоноваa, Е. Л. Кречетоваb, О. И. Белыхa

T4-ПОДОБНЫЕ ЦИАНОФАГИ ОЗ. БАЙКАЛ:  
ГЕНЕТИЧЕСКОЕ РАЗНООБРАЗИЕ И  БИОГЕОГРАФИЯ

УДК 578.819+578.347+579.26

КРАТКИЕ СООБЩЕНИЯ



	 МИКРОБИОЛОГИЯ	 том 93	 № 2	 2024

214	 Потапов и др.

в  стерильные флаконы (2018 г.; 51.96556  с.ш.; 
106.17181  в.д.) на глубине 0.5  м. Для получения 
цианофагов, ассоциированных с  их хозяевами 
(бактериальная фракция, более 0.2 мкм), образцы 
воды фильтровали через стерильные поликарбо-
натные фильтры (“Millipore”, США) с диаметром 
пор 0.2 мкм. Выделение ДНК проводили фенол-
хлороформным методом.

ПЦР выполняли с использованием праймеров 
к гену g20: CPS1 и CPS4 (Fuller et al., 1998; Zhong 
et al., 2002). Ампликоны очищали на магнитных 
шариках CleanMag DNA (“Евроген”, Россия) по 
методике, описанной в  протоколе. Подготовка 
библиотеки и секвенирование на Illumina MiSeq 
(2*300) выполнены в ЦКП “Геномика” (Новоси-
бирск, Россия).

Контроль качества полученных прочтений 
осуществляли с  помощью программы FastQC v. 
1.11.4 (Andrews, 2010), затем данные были отсор-
тированы по качеству с помощью Trimmomatic v. 
0.36 (Bolger et al., 2014). В программе USEARCH v. 
11.0.667 (Edgar, 2010) объединяли левые и правые 
риды, удаляли праймеры. Идентичные последо-
вательности исключали из последующего анализа 
путем кластеризации на 100% (алгоритм Unoise3), 
на этом же этапе удаляли химеры.

Полученные нуклеотидные последовательно-
сти транслировали в белки с помощью программы 
BioEdit v. 7.2.6.1 (Hall, 1999). Ближайших родствен-
ников определяли с помощью BLASTp анализа (па-
раметр e-value 10–3), используя базы данных NCBI. 
Выравнивание аминокислотных последовательно-
стей проводили в программе MEGA7 (Kumar et al., 
2016), алгоритм Clustal W. Деревья строили в про-
грамме Mr. Bayes v. 3.2.7 (Huelsenbeck, Ronquist, 
2001). Для визуализации дерева использовали про-
грамму FigTree v. 1.4.4 (Rambaut, 2010).

Для оценки α- и β-разнообразия использова-
ли нуклеотидные последовательности, доступные 
в  NCBI. Оценку α-разнообразия осуществляли 
с помощью программы DNASP v. 6.12 (Rozas et al., 
2017). Для оценки β-разнообразия на основе ами-
нокислотных последовательностей гена g20 из раз-
личных водоемов получали матрицу дистанций ме-
трикой UniFrac, с последующим использованием 
иерархического кластерного анализа Unweighted 
Pair Group Method with Arithmetic Mean (UPGMA). 
Дендрограммы получали на основе сравнения бай-
кальских фрагментов гена g20 с 17 пулами фраг-
ментов из различных источников (озера, рисовые 
поля, моря), доступные в базе данных NCBI.

Обработанные нуклеотидные последовательно-
сти данного исследования депонированы в между-
народную базу данных GenBank (NCBI) под номе-
рами ON089135–ON089292.

В результате обработки первичных данных се-
квенирования фрагмента гена g20 получено 158 по-
следовательностей Zotu (zero-radius OTU). Анализ 

BLASTp (база данных NCBI NR) показал, что наи-
большее количество последовательностей (32.3%) 
сходно с последовательностями из оз. Байкал, по-
лученных в предыдущих исследованиях. Следует 
отметить, что только 1.9% последовательностей 
из планктона Посольского сора близкородствен-
но с вирусами из байкальской губки (Lubomirskia 
baicalensis), вероятно, из-за уникального как ми-
кробного, так и вирусного сообщества губки. Сре-
ди других экосистем большее количество сходных 
последовательностей было с субальпийскими озе-
рами Анси и Бурже (Франция) — 15.8%, возмож-
но, из-за значительного сходства гидрофизических 
и гидрохимических параметров (общий фосфор, 
общий азот, нитраты, pH), а также сходного соста-
ва бактериопланктона.

BLASTp анализ фрагмента гена с  последова-
тельностями, принадлежащими культивирован-
ным фагам, показал наибольшее сходство с циа-
нофагами из Саргассова моря Synechococcus phage 
S-SSM7 (сходство 88.5%), хозяином которого яв-
ляется Synechococcus sp. WH8109 и Prochlorococcus 
phage Syn33 (сходство 72.7%), изолированного из 
Атлантического океана, хозяин Synechococcus sp. 
WH7803. Среди культивированных ближайших 
родственников не было последовательностей со 
100% идентичностью.

Для оценки α-разнообразия проведен сравни-
тельный анализ последовательностей на основе ну-
клеотидов (π). Последовательности из Посольско-
го сора имели значение нуклеотидного разнообра-
зия 0.30. Среди байкальских, последовательности 
из Посольского сора отличаются наибольшим ну-
клеотидным разнообразием по гену g20. Такое же 
значение характерно для последовательностей, по-
лученных из Чесапикского залива и оз. Бурже.

Филогенетический анализ аминокислотных 
последовательностей g20 с последовательностями 
культивированных и некультивированных фагов из 
различных природных источников показал высо-
кое генетическое разнообразие вирусов в оз. Бай-
кал. Последовательности из залива Посольский 
сор распределились по всему дереву, формируя 
как отдельные ветви, так и несколько монофиле-
тических групп, что говорит об уникальности этих 
генотипов.

Методом UPGMA продемонстрировано, что 
распределение вирусов связано со средой обита-
ния. Морские и пресноводные вирусы обычно не 
являются генетически близкими и группируются 
в обособленные филогенетические кластеры, как 
и следует из выполненного нами анализа. Последо-
вательности из планктона залива Посольский сор 
сформировали общий кластер вместе с  последо-
вательностями, ранее полученными из различных 
экотопов оз. Байкал, включая эндемичные губки. 
Последовательности из оз. Байкал вошли в  со-
вместный кластер с таковыми из оз. Грин (США), 
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фагов, инфицирующих виды рода Synechococcus, со-
гласуется с фактом большого видового разнообра-
зия и массового развития пикоцианобактерий этого 
рода в озере (Belykh et al., 2006). Поскольку после-
довательности, полученные из Посольского сора, на 
филогенетическом древе кластеризуются с последо-
вательностями некультивированных фагов из прес-
ных водоемов, определить круг хозяев этих вирусов 
очень сложно; вероятно, что они поражают прес-
новодные виды цианобактерий и филогенетически 
далеки от морских цианофагов. Анализ с точки зре-
ния биогеографии показал, что последовательно-
сти из залива Посольский сор формируют группу 
с байкальскими последовательностями, несмотря 
на отдаленные точки отбора, сезон, различный тро-
фический статус пелагиали и литорали оз. Байкал, 
глубину и фракцию отбора. Такую же картину мы 
наблюдали при анализе g23 гена бактериофагов из 
фракции более 0.2 мкм (Potapov et al., 2022).

ФИНАНСИРОВАНИЕ

Работа выполнена в  рамках темы госзадания 
ЛИН СО РАН № 0279-2021-0015 “Исследования 
вирусных и  бактериальных сообществ как осно-
вы стабильного функционирования пресноводных 
экосистем и эффективного ответа в условиях ан-
тропогенного воздействия”.

СОБЛЮДЕНИЕ ЭТИЧЕСКИХ СТАНДАРТОВ

Настоящая статья не содержит результатов ис-
следований, в которых в качестве объектов исполь-
зовались люди или животные.

КОНФЛИКТ ИНТЕРЕСОВ

Авторы заявляют об отсутствии конфликтов 
интересов.

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ

Бутина Т.В., Потапов С.А., Белых О.И., Дамдинсурэн Н., 
Чойдаш Б. Генетическое разнообразие цианофагов се-
мейства Myoviridae в озере Байкал // Известия ИГУ. Сер. 
Биология. Экология. 2012. Т. 5. № 3. С. 17–22.
Бутина Т.В., Потапов С.А., Белых О.И., Беликов С.И.  
Генетическое разнообразие цианофагов семейства 
Myoviridae в  составе сообщества байкальской губки 
Lubomirskia baicalensis // Генетика. 2015. Т. 51. С. 384–388.
Butina T.V., Potapov S.A., Belykh O.I., Belikov S.I. Genetic 
diversity of the family Myoviridae cyanophages in the com-
munity of the Baikal sponge Lubomirskia baicalensis // Ge-
netics. 2015. V. 51. P. 313–317.
Andrews S. FastQC: A Quality Control Tool for High Through-
put Sequence Data // 2010. [Online]. Available online at: 
http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/.
Belykh O.I., Sorokovikova E.G, Saphonova A., Tikhono-
va I.V. Autotrophic picoplankton of Lake Baikal: composition, 

Рис.  1. Дендрограмма UPGMA, построенная с  ис-
пользованием последовательности гена g20 (амино-
кислотный уровень). BsL  — Lubomirskia baicalensis; 
BwC — вода, южная котловина; SB — вода, южная 
котловина; MB  — вода, средняя котловина; NB  — 
вода, северная котловина. Образец из этого исследо-
вания выделен жирным шрифтом.

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2

Дистанция

Атлантический океан

Гольфстрим

Саргассово море

Чесапикский залив

Эстуарий р. Саванна

оз. Восточное

оз. Эри

оз. Дяньчи

оз. Бурже

Рисовые поля (Япония)

Посольский сор

оз. Байкал, BsL

оз. Байкал, BM

оз. Байкал, BN

оз. Байкал, BS

оз. Байкал, BwC

оз. Анси

оз. Грин

оз. Раунд

М
о

р
с

к
и

е
П

р
ес

н
о

в
о

д
н

ы
е
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вательностями из рисовых полей (Япония), образо-
вали отдельный кластер. Также, показано, что все 
байкальские последовательности группируются 
в общий кластер (рис. 1).

Таким образом, анализ последовательностей g20 
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g20 некультивированных цианофагов из оз. Байкал 
и озер Бурже и Анси. Филогенетическая близость 
значительной доли генов g20 из оз. Байкал с генами 
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Abstract—The work deals with investigation of genetic diversity and biogeography of T4-like cyanophages 
from the shallow bay of the Posolsk Sor (Lake Baikal), based on analysis of the g20 marker gene. High 
diversity of g20 gene fragments and their uniqueness were revealed. The greatest similarity was noted 
with the previously obtained sequences from Lake Baikal and with those from freshwater ecosystems: 
oligotrophic Lake Green, Lake Round, oligomesotrophic Lake Ancy, and mesotrophic Lake Bourget. 
From the point of view of biogeography, it was determined that the phage sequences were similar to 
the previously obtained ones from different Lake Baikal ecotopes than to those from other ecosystems.
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