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Определена и  проанализирована полная последовательность генома нового штамма галоархеи 
Halorubrum distributum ICIS4, выделенного из длительно поддерживаемой в лабораторных условиях  
каротиногенной культуры микроводоросли Dunaliella salina. Геном размером 3.32 МБ  включает 
3236 белок-кодирующих генов. Из 2817 групп гомологичных генов 11 ‒ уникальны для этого штамма. 
В геноме выявлены гены утилизации глицерина, крахмала, синтеза витаминов, пигментов и сидеро-
форов, которые могут участвовать в формировании и поддержания ассоциации с микроводорослями. 
В геноме обнаружен регион, схожий с вирусом HRPV9, и другой кольцевой контиг, имеющий сход-
ство с фагом галоархеи Haloquadratum walsbyi.
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В гипергалинных водоемах галофильные ми-
кроводоросли рода Dunaliella являются наиболее 
распространенными представителями фитопланк- 
тона, играют ведущую роль в структуре микро-
биоценоза, выступая в качестве первичного про-
дуцента (Bardavid et al., 2008). Клетки Dunaliella 
синтезируют глицерин в  больших количествах 
в качестве осмопротектора и ключевого компо-
нента питания гетеротрофных сообществ (Oren, 
2017). Несмотря на  активное использование 
Dunaliella в биотехнологии, исследования ассо-
циаций прокариот с длительно поддерживаемы-
ми культурами данной водоросли малочисленны 
(Cao et al., 2013; Keerthi et al., 2018). Ранее нами 
показано преобладание архей рода Halorubrum 
и бактерий рода Halomonas в лабораторных куль-
турах микроводорослей D. parva (Selivanova 
et al., 2019), выявлено стимулирующее влияние 
Halorubrum tebenquichense на рост и развитие водо-
росли D. parva (Немцева и соавт., 2013). Важным 
практическим аспектом исследований ассоциа-
ций водорослей и прокариот является поиск рост-
стимулирующих прокариотных культур, который 

в основном ограничивался ассоциантами морских 
видов Dunaliella (Le Chevanton et al., 2013) и не за-
трагивал галофильные, в том числе, биотехноло-
гически важный вид D. salina.

Целью данного исследования является анализ 
генома нового штамма галоархей, выделенного 
из  длительно поддерживаемой в  лабораторных 
условиях культуры D. salina.

Штамм архей ICIS 4 получен из лабораторной 
культуры каротиногенного штамма галофильной 
зеленой микроводоросли D. salina BS2, выделенной 
в 2012 г. (Соловченко и соавт., 2015) и депониро-
ван в Сетевую коллекцию симбионтных микро-
организмов ИКВС УрО РАН (https://ikvs.info/
biobank). Культивирование D. salina и прокариот-
ассоциантов осуществляли в соответствии с ме-
тодиками, описанными ранее (Немцева и соавт., 
2013). Тотальную ДНК из чистой культуры архей 
выделяли набором Quick-DNA Fungal/Bacterial 
Miniprep Kit (“Zymo Research”, США). ДНК би-
блиотеку готовили с применением набора реаген-
тов NEBNext Ultra II DNA Library Prep Kit (“New 
England Biolabs”, США). Высокопроизводительное 
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секвенирование на  приборе MiSeq (“Illumina”, 
США) проводили с использованием набора ре-
агентов MiSeq Reagent Kit v.2. Риды фильтро-
вали по  качеству (Q = 30) и  длине (30 н.п.), 
удаляли адаптеры с  применением программы 
Trimmomatic v. 0.39 (Bolger et al., 2014). Сборку 
генома проводили с  использованием Unicycler 
(Wick et  al., 2017). Качество сборки оценивали 
в программе Quast v. 5.0.2 (Gurevich et al., 2013), 
полноту сборки – в BUSCO v. 5.4.3 (Simão et al., 
2015) и CheckM v1.1.3 (Parks et al., 2015). Геном 
аннотировали на сервере NCBI с помощью ин-
струмента для аннотации генома прокариот 
PGAP (Li et al., 2021). Функциональную аннота-
цию белок-кодирующих генов проводили с по-
мощью сервера eggNOG-mapper v2 (Cantalapiedra 
et  al., 2021) и  алгоритма BlastKOALA (Kanehisa 
et  al., 2016). Мультилокусный филогенетиче-
ский анализ проводили с  использованием по-
следовательностей 81 консервативного гена, вы-
деленных из сборок полных геномов с помощью 
UBCG v2 (Kim et al., 2021). Показатели сходства 
геномов: средние уровни идентичности нукле-
отидных последовательностей ANI и OrthoANI, 
средний уровень идентичности аминокислот-
ных последовательностей AAI, рассчитывали 
с помощью программ OrthoANI (Lee et al., 2015) 
и EzAAI (Kim et al., 2021) соответственно. Орто-
логичные группы генов определяли с  помощью 
веб-сервера OrthoVenn3 (Sun et al., 2023). Поиск 
потенциальных регионов профагов проводили, 
используя сервер PHASTER (Arndt et al., 2016). 
Последовательности ДНК штамма ICIS4 депони-
рованы в базе данных GenBank (NCBI): полноге-
номная сборка (GCA_033100775.1), ген 16S рРНК 
(OR711529), отдельная кольцевая, предположи-
тельно, вирусная последовательность (OR762182).

В результате секвенирования получе-
но 7099520  парноконцевых ридов (покрытие 
243,1×), объединившихся в 80 контигов с  об-
щей длиной 3.32 МБ, с показателями N50 398903 
и L50 4, и высоким GC-контентом (67.8%). По-
казатель полноты сборки по  BUSCO составил 
98.2%. Среди 904  референсных белков порядка 

Halobacteriales 881 присутствовали в сборке в един-
ственной копии, 6 белков были дуплицированы. 
Показатели полноты сборки (99.39) и контамина-
ции (0.48) по CheckM (против белков семейства 
Halobacteriaceae) свидетельствуют о высоком каче-
стве сборки генома.

В базе данных GenBank NCBI выявлена схо-
жая (100%) последовательность Halorubrum terrestre 
JCM 10247 (NR113487) при покрытии 99%. Шесть 
наиболее близких по  гену 16S рРНК (≥ 99%) 
штаммов Halorubrum были отобраны для опреде-
ления сходства геномов: H. distributum JCM 9100 
и JCM 10118, H. terrestre JCM 10247, 22517 05 Cabo, 
22502 06 Cabo, H. litoreum JCM 13561 (табл. 1).

Геном штамма ICIS4 оказался наиболее сход-
ным с  H. litoreum JCM 13561 по  всем трем по-
казателям: ANI (98.05%), OrthoANI (98.08%) 
и AAI (97.93%). Сходство с геномами других штам-
мов также было высоким: 97.71 и более ‒ по дан-
ным ANI теста и 97.50 и  более  – по  AAI, что 
выше общепринятого уровня видовых различий 
(Chun et  al., 2018). Филогеномный анализ с  ис-
пользованием базы данных GenBank показал, что 
штамм ICIS4 входит в кластер вида H. distributum 
Zvyagintseva and Tarasov 1989; Oren and Ventosa 
1996 (дополнительные материалы, рис. S1), к ко-
торому, согласно расширенному описанию, от-
носятся штаммы H. distributum и H. terrestre, выде-
ленные из засоленных почв, H. arcis из соленого 
озера и H. litoreum из пруда для выпаривания соли 
(Infante-Domínguez et al., 2020).

В геноме H. distributum ICIS4 с  помощью 
PGAP было обнаружено 3340 генов, среди кото-
рых 3236  белок-кодирующих гена, 9 генов, ко-
дирующих рРНК (3 рибосомальных оперона), 51 
ген, кодирующий тРНК и 2 гена малых некоди-
рующих РНК. Среди белок-кодирующих генов, 
2454 присвоена соответствующая категория COG, 
703 гена имеют классификационный номер фер-
мента по международной иерархической класси-
фикации (EC number assignment), 24 гена имеют 
онтологию в базе данных GO. С помощью алго-
ритма BlastKOALA 1388 белок-кодирующим ге-
нам присвоена соответствующая функциональная 

Таблица 1. Показатели сходства ANI, OrthoANI, AAI генома Halorubrum distributum ICIS4 с ближайшими 
гомологами

Ближайшие гомологи Идентификационный номер генома (RefSeq) ANI OrthoANI AAI
H. distributum JCM 9100 GCF_000337055 97.76 97.86 97.74
H. distributum JCM 10118 GCF_000337335 97.76 97.85 97.73
H. litoreum JCM 13561 GCF_000337395 98.05 98.08 97.93
H. terrestre JCM 10247 GCF_000337435 97.71 97.67 97.50
H. terrestre 22517 GCF_009856205 97.78 97.81 97.70
H. terrestre 22502 GCF_009856455 97.84 97.98 97.70
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аннотация. Выявленные гены метаболизма углево-
дов свидетельствуют о возможности осуществления 
гликолиза, окислительного декарбоксилирования 
пирувата в ацетил-КоА, биосинтеза фосфорибо-
зил-пирофосфата (PRPP), цикла трикарбоновых 
кислот, полуфосфорилирующего варианта пути 
Энтнера‒Дудорова, метаболизма пропаноил-
КоА, пентозобифосфатного пути деградации ну-
клеотидов. Энергетический метаболизм может 
осуществляться с помощью сукцинатдегидроге-
назы, цитохром С-оксидазы, АТФазы V/A типа. 
Присутствуют гены, ответственные за биосинтез 
аминокислот: треонина, валина, лейцина, изо-
лейцина, орнитина, аргина, пролина, гистидина 
и триптофана. Обнаружены 3 гена, кодирующие 
родопсин, и 1 ген, кодирующий родопсин-подоб-
ный белок. Биосинтез терпеноидов представлен 
двумя метаболическими путями ‒ биосинтез ге-
митерпена (C5) и моно- и дитерпенов (C10‒C20 
изопреноиды). Обнаружено 28 генов, участвую-
щих в хемотаксисе и подвижности, в том числе 
гены flaBEFGHIJK, кодирующие синтез флагелли-
на архей, а также гены cheAWCDRBY, mcp, hemAT, 
ответственные за хемотаксис. В геноме найдены 
8 генов секреции, а также двойной аргининовый 

путь транслокации. Обнаружен ген tlyC, кодиру-
ющий экспортер магния и кобальта, относящий-
ся к мембрано-повреждающим токсинам. Наряду 
с  CRISPR-регионом Cas4, обнаружен ген Cas3, 
кодирующий хеликазу.

При сравнении генома H. distributum ICIS4 
с четырьмя геномами близкородственных штам-
мов число уникальных белок-кодирующих генов 
составило 309. Однако только 11 из 2817 групп 
гомологичных генов оказались уникальными для 
штамма ICIS4; они включали гены, участвующие 
в  транспорте калия и  других катионов, отвеча-
ющие за  мобильность генетических элементов 
и связывание гуанозинтрифосфота, а также гены 
с неизвестными функциями. 2392 группы ортоло-
гичных генов были общими для всех пяти штам-
мов данного вида, 64  – с  тремя, 135  – с  двумя 
и 214 – с одним (рис. 1).

Интересной находкой оказался контиг коль-
цевой ДНК (OR762182), что часто является при-
знаком вируса или плазмиды (Grossi et al., 2016). 
Последовательность длиной 25290 н.п., с содер-
жанием GC 67.5%, включала 62 предсказанных 
белок-кодирующих гена. Функции 59 из них неиз-
вестны, два отвечают за метаболизм нуклеотидов, 
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Рис. 1. Диаграмма Венна, демонстрирующая уникальные и ортологичные группы генов для геномов H. distributum 
ICIS4, H. distributum JCM9100 (GCA_000337055), H. distributum (GCF_000337335), H. litoreum JCM13561 
(GCA_000337395), H. terrestre 22502 (GCA_009856455).
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один – за регуляцию транскрипции. Ближайшим 
гомологом в базе данных Genbank (80.57% при по-
крытии 41%) оказался фаг MT764234.1 галоархеи 
Haloquadratum walsbyi из гипергалинного пруда для 
выпаривания соли в Санта-Пола (Испания), ге-
ном которого имеет схожие размер и число генов, 
по  большей части с  неизвестными функциями 
(Luk et al., 2014). Хотя генов, отвечающих за вне-
дрение, формирование структурных компонентов 
вируса и лизис, не обнаружено, для оценки воз-
можности интеграции этого вероятного вируса 
в геном галоархеи, репродукции и влияния на ре-
гуляцию метаболизма хозяина необходимы допол-
нительные исследования. В геномах ближайших 
филогенетических родственников схожие после-
довательности обнаружены не были. Кроме того, 
в геноме H. distributum ICIS4 был выявлен реги-
он длиной 12.8 т.п.н., имеющий довольно высо-
кое сходство (86.05% при покрытии 62%) с  ра-
нее описанным вирусом Halorubrum pleomorphic 
virus 9 (HRPV9) галоархеи Halorubrum sp. B2-2 
(Atanasova et al., 2018).

Для формирования ассоциации H. distributum 
ICIS4 с микроводорослями D. salina могут иметь 
значение гены, кодирующие ферменты катаболизма 
глицерина (Williams et al., 2017). Из двух возможных 
путей деградации глицерина в геноме H. distributum 
ICIS4 представлен один, реализующийся через 
глицеролкиназу GlpK  (2.7.1.30) и  глицерол-3-
фосфатдегидрогеназу GlpABC  (1.1.5.3). Специ-
фической системы транспорта глицерина внутрь 
клетки не выявлено, однако глицерин может по-
ступать клетку в результате диффузии (Oren, 2017). 
Анализ генома H. distributum ICIS4 выявил фер-
менты гидролиза и  превращения других угле-
водов, продуцируемых водорослями, напри-
мер, крахмала (EC: 3.2.1.20, 3.2.1.3), трегалозы 
(EC: 3.2.1.28). Обнаружены гены, формирующие 
полноценные пути биосинтеза витаминов: тиа-
мина (B1) и пиридоксаль-5-фосфата (B6), а так-
же гены синтеза кобаламина (В12), стимулирую-
щих рост микроводорослей (Croft et  al., 2005). 
Обнаружены гены сидерофоров, благодаря ко-
торым микроводоросли могут получать железо 
в доступной форме (Amin et al., 2009). В геноме 
присутствуют все гены, катализирующие обра-
зование каротиноидных пигментов бактерио-
руберина и β-каротина из ликопина. Учитывая, 
что бактериоруберин обладает более выражен-
ной антиоксидантной активностью по  сравне-
нию с β-каротином (Delgado-Garcia et al., 2023), 
присутствие в биомассе каротиногенной микро-
водоросли пигментов H. distributum может усили-
вать ее суммарную антиоксидантную активность, 
как это было отмечено ранее для смеси D. parva 
и H. tebenquichense (Немцева и соавт., 2013).

Таким образом, результаты анализа генома 
штамма ICIS4 подтвердили его принадлежность 

к виду H. distributum и продемонстрировали метабо-
лический потенциал для длительного сосущество-
вания в ассоциации с D. salina. Выделенный штамм 
перспективен для экспериментального выявления 
рост-стимулирующего действия на микроводоросль 
D. salina и повышения антиоксидантного действия 
получаемой из  данной микробной ассоциации 
биомассы.
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The Genome of a New Halorubrum distributum Strain ICIS4  
Isolated from the Culture of a Microalga Dunaliella salina
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Abstract. The complete genome sequence of a new strain of the haloarchaeaon Halorubrum distributum 
ICIS4 was revealed and analyzed. The strain was isolated from a culture of a carotenogenic microalga 
Dunaliella salina maintained in laboratory conditions for a long period of time. The genome (3.32 Mb) 
contained 3236 protein-coding genes. Of the 2817 groups of homologous genes, 11 were unique to this 
strain. In  the genome, the genes were revealed, which were responsible for utilization of glycerol 
and starch and for synthesis of vitamins, pigments, and siderophores. These genes may be involved 
in formation and maintenance of the association with microalgae. A region similar to the HRPV9 virus 
and another circular contig similar to a phage of the haloarchaean Haloquadratum walsbyi were revealed 
in the genome assembly.

Keywords: halophilic microorganisms, haloarchaea, Halorubrum distributum, Dunaliella salina, microalgae-as-
sociated prokaryotes
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ДОПОЛНИТЕЛЬНЫЕ МАТЕРИАЛЫ

КРАТКИЕ СООБЩЕНИЯ

ГЕНОМ НОВОГО ШТАММА HALORUBRUM DISTRIBUTUM ICIS4,  
ВЫДЕЛЕННОГО ИЗ КУЛЬТУРЫ МИКРОВОДОРОСЛИ  

DUNALIELLA SALINA
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Рис. S1. Положение штамма H. distributum ICIS4 на филогенетическом древе, построенном методом максимального 
правдоподобия по результатам анализа геномов представителей рода Halorubrum с помощью алгоритма UBCG2 (Kim 
et al., 2021). Уровни поддержки узлов (gene support index, GSI) рассчитаны на основе построения 100 альтернативных 
генных деревьев. В качестве внешней группы использован геном Haloferax denitrificans ATCC35960 (GCF_000337795).
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