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Для изучения механизмов защиты мембран и макромолекул клетки от холода исследовали состав осмоли-
тов, мембранных липидов и их жирных кислот в погруженной культуре Mucor flavus в динамике роста при   
20 и 4°С. Этот микромицет является психротолерантом, так как имеет широкий температурный диапазон 
роста (от 2 до 25°С) с оптимумом при 20°С. Mucor flavus отличается высокой скоростью роста (15 мм/сут 
при 20°С, 4 мм/сут при 0°С). При обеих температурах в составе мембранных липидов доминировали фос-
фатидные кислоты и фосфатидилэтаноламины, тогда как фосфатидилхолины являлись минорными ком-
понентами. Основное различие в составе мембранных липидов ‒ втрое более низкое относительное содер-
жание стеринов при 4°С. В процессе роста в оптимальных условиях снижалась доля фосфатидных кислот 
на фоне небольшого повышения долей стеринов, фосфатидилэтаноламинов и фосфатидилхолинов, тог-
да как при 4°С незначительно снижалась доля фосфатидных кислот, и повышалась доля фосфатидил-
холинов. Состав жирных кислот фосфолипидов, где доминировали линолевая, олеиновая, линоленовая 
и пальмитиновая кислоты, в процессе роста при 20°С практически не изменялся. При 4°С снижалась доля 
пальмитиновой, и повышалась доля олеиновой кислоты, а также снижалась вдвое доля γ-линоленовой 
кислоты на фоне повышения доли α-линолевой. Однако эти изменения не приводили к существенному 
изменению степени ненасыщенности фосфолипидов, которая варьировала в диапазоне 1.5–1.6. В составе 
осмолитов цитозоля преобладали трегалоза и глюкоза, глицерин присутствовал в минорном количестве 
только при 4°С. В процессе роста, независимо от температуры, количество осмолитов достигало 3% от су-
хой массы, и доля трегалозы составляла 70%. При обеих температурах наблюдалось постоянство состава 
осмолитов, слабые изменения в составе мембранных липидов и их степени ненасыщенности, что, 
вероятно, способствует высокой скорости роста гриба в широком диапазоне температур.

Ключевые слова: психротолерантность, осмолиты, трегалоза, мембранные липиды, фосфатидные кис-
лоты, стерины, степень ненасыщенности

DOI: 10.31857/S0026365624040011

Земля является холодной планетой, 85% терри-
тории которой постоянно или сезонно подвергает-
ся действию температур ниже 5°C. К низкотемпе-
ратурным местообитаниям относят Арктический 
и  Антарктический регионы, горные вершины, 
морские глубины, холодные почвы, озера, пещеры, 
холодные пустыни, криопэги (Кочкина и соавт., 
2007; Hoshino, Matsumoto, 2012; Кочкина и  со-
авт., 2014; Wang et al., 2015; Marchetta et al., 2023). 
Около 70% Земли занято океанами, вода которых 
на глубине имеет температуру от −1 до 4°C, снег 

покрывает ~ 35% суши, замерзшая земля составляет 
~ 24%, морской лед ~ 13% и ледники ~ 10%. Коле-
бания температур в таких местообитаниях создают 
условия для развития микроорганизмов, включая 
грибы. Так, в Антарктиде преобладают предста-
вители отдела Ascomycota (99.2% микобиоты),  
в  основном дрожжи, тогда как грибы отделов 
Basidiomycota и Mucoromycota составляют лишь 0.7 
и 0.1%, соответственно (Pudasaini et al., 2017). На-
против, в Арктике присутствуют базидиальные мико-
ризные грибы, которые необходимы для выживания 
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растений-хозяев (Smith, Read, 2008). Холодоустойчи-
вые грибы играют важнейшую роль в круговороте ве-
ществ и биоценозе холодных местообитаний. Кроме 
того, они привлекают внимание астробиологов, так 
как способны развиваться в условиях, аналогичных 
марсианским, например, в присутствии перхлора-
тов (Cassaro et al., 2021). Возрастает также интерес 
к экстремофильным грибам, в том числе и холодо-
устойчивым, как к источникам биологически актив-
ных веществ и ферментов с необычными свойствами 
(Feller, Gerday, 2003; Ibrar et al., 2020).

До настоящего времени дискуссионным оста-
ется вопрос об определениях психрофильности/
психротолерантности. Наиболее распространен-
ное определение сформулировано для бактерий: 
психрофилы – микроорганизмы, способные расти 
при 0°С, имеющие оптимум роста при температу-
ре ≤ 15°С и не растущие при 20°С (Morita, 1975). 
Однако некоторые исследователи считают, что для 
эукариотных организмов такое определение не под-
ходит, поскольку отдельные стадии цикла развития 
могут протекать при различных оптимальных тем-
пературах (Feller, Gerday, 2003; Cavicchioli, 2006; 
Hoshino, Matsumoto, 2012). Поэтому предложе-
ны также новые термины: стенопсихрофил (аналог 
“психрофила”) ‒ для микроорганизмов с ограничен-
ным диапазоном температур роста и эврипсихрофил 
(аналог “психротолеранта”)  для микроорганизмов, 
которые предпочитают стабильно холодную среду, 
но могут также расти в широком диапазоне темпе-
ратур, вплоть до мезофильного. Существует также 
предложение считать организм психрофилом, если 
он способен расти при температуре ≤ 5°С, и крио-
филом, если рост возможен при ≤ 0°С, а весь цикл 
развития осуществляется в  криозоне (Hoshino, 
Matsumoto, 2012; Coker, 2019).

Развитие психрофилов в  холодных условиях 
стало возможным благодаря их способности про-
тивостоять низкой кинетической энергии среды 
и замерзанию воды, сформировавшейся в процес-
се молекулярной эволюции и адаптации (Casanueva 
et al., 2010). В процессе эволюции холодоустойчи-
вых грибов происходила адаптация всех систем 
и процессов к холоду на молекулярном (особенно-
сти генома и экспрессии генов, строение белков, 
в том числе и ферментов) и физиологическом (об-
разование антифризных белков, белков теплово-
го и холодового шоков, поддержание жидко-кри-
сталлического состояния мембран, накопление 
в цитозоле осмолитов, антиоксидантная защита) 
уровнях (Yusof et al., 2021). Известно, что при хо-
лодовом шоке наблюдается снижение активности 
мембранно-связанных ферментов и транспорте-
ров, скорости трансляции и фолдинга, стабили-
зируются вторичные структуры РНК и ДНК, по-
вышается упорядоченность мембранных липи-
дов, приводящая к снижению текучести мембран 
(Sahara et al., 2002; Redón et al., 2012). Поэтому для 

психрофилов важным звеном адаптации является 
поддержание функций мембран, что важно для ра-
боты связанных с мембранами белков и процессов. 
Текучесть мембраны зависит от свободного движе-
ния ацильных групп мембранных фосфолипидов, 
латеральной диффузии и колебательного движения 
фосфолипидов, а также взаимодействия между раз-
личными доменами в мембране (Hayashi, Maeda, 
2006). На текучесть мембран оказывают влияние 
степень ненасыщенности жирных кислот мем-
бранных липидов (Inouye, Phadtare, 2014), соотно-
шения стерины/фосфолипиды (Gostinčar, Gunde-
Cimerman, 2018) и  фосфатидилэтаноламины/
фосфатидилхолины (Dawaliby et al., 2016), а также 
малые белки теплового шока (Tiwari et al., 2015).

Большое значение для криоустойчивости дрож-
жей имеют осмолиты трегалоза и  глицерин, син-
тез которых регулируется HOG-путем (Inouye, 
Phadtare, 2014). Так, делеция гена HOG1 не влия-
ет на рост дрожжей при 12°C, но снижает криоу-
стойчивость при 4°С, поскольку не  происходит 
индукции экспрессии генов ферментов синтеза 
трегалозы и глицерина. Трегалоза является много-
функциональным соединением с протекторной, 
антиоксидантной, шаперонной, транспортной, 
запасной функциями (Elbein et al., 2003; Iturriaga 
et al., 2009; Tapia, Koshland, 2014; Argüelles et al., 
2017; Kahraman et al., 2019; Kosar et al., 2019). Уни-
кальность этого нередуцирующего дисахарида за-
ключается в том, что он способен защищать как 
макромолекулы, так и мембраны клетки, оказывая 
стабилизирующее действие благодаря замещению 
молекул воды в гидратных оболочках головок фос-
фолипидов и  макромолекул путем образования 
многочисленных водородных связей. Способность 
трегалозы защищать мембраны предполагает, что 
мембранная и осмолитная система клетки взаи-
мосвязаны, и необходимо совместное исследова-
ние мембранных липидов и  осмолитов. Однако 
все исследования степени ненасыщенности жир-
ных кислот психрофилов до настоящего времени 
проводили на общих липидах, включающих как 
мембранные, так и запасные, что не позволяет от-
нести этот показатель к мембранам. Кроме того, 
большинство исследований посвящено психро-
фильным дрожжам, а не мицелиальным грибам. 
Но даже для дрожжей исследования состава мем-
бранных липидов единичны.

Целью данного исследования является изучение 
роли мембранных липидов и осмолитов в адапта-
ции холодоустойчивого микромицета Mucor flavus.

МАТЕРИАЛЫ
И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Объект исследования. В работе использовали 
мукоровый гриб Mucor flavus Bainier 1903 ВКМ 
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F-4102D Mucoraceae, Mucorales, Insertae sedis, 
Mucoromycetes, Mucoromycota, Fungi. Микро-
мицет изолирован из грунта пещеры “Ледяная” 
(Красноярский край, Березовский район), тем-
пература воздуха и  грунта в  которой составля-
ла 4–6°С (Хижняк, 2009; Илиенц, 2011). При 
выделении получил наименование Mucor sp., 
в дальнейшем был идентифицирован в ВКМ как 
M. flavus на основании культурально-морфологи-
ческих признаков и молекулярно-генетического 
анализа. Последовательность LSU rDNA этого 
штамма была депонирована в Генбанке под но-
мером OR575477.

Гриб выращивали при оптимальной температу-
ре (20°С) в течение 4–5 сут на скошенном сусло-
агаре (7°Б), хранили при температуре 4–8°С.

Оптимальную температуру роста определяли, 
измеряя линейную скорость роста гриба в поверх-
ностной культуре при различных температурах 
(−2…27°С). Споровую суспензию с концентраци-
ей 107 спор/мл в количестве 5 мкл вносили в центр 
чашки Петри с сусло-агаром (7°Б). Диаметр коло-
ний измеряли каждые 1–3 сут до момента, когда 
мицелий достигал краев чашки.

Выращивание гриба в глубинной культуре про-
водили в  колбах емкостью 250 мл  с 50 мл  сре-
ды Гудвина (Garton et al., 1951) на шейкерах New 
Brunswick Innova 44 и 44R (Eppendorf, США) 
со скоростью вращения 120 об./мин. В качестве 
инокулята использовали споровую суспензию, ко-
торую вносили до концентрации 105–106 спор/мл 
среды. Культивирование проводили при оптималь-
ной температуре 20°С в течение 1–4 сут и при тем-
пературе 4°С в течение 4–15 сут.

Анализ липидов, углеводов и полиолов. Опреде-
ление количества липидов, углеводов и полиолов 
проводили, как описано ранее (Януцевич и соавт., 
2023). Вкратце, липиды экстрагировали по методу 
Николса с изопропанолом, дезактивирующим фос-
фолипазы, разделяли двумерной (полярные липиды) 
или одномерной (нейтральные липиды) тонкос-
лойной хроматографией (ТСХ) и количественно 
определяли с  использованием стандартных со-
единений методом денситометрии (программное 
обеспечение DENS). Для изучения состава жир-
ных кислот полярные липиды выделяли методом 
одномерной ТСХ в системе для нейтральных ли-
пидов, элюировали смесью хлороформ‒метанол 
(1:1), затем экстракт упаривали и проводили ме-
танолиз 2.5% H2SO4 в метаноле в течение 2 ч при 
70°С. Полученные метиловые эфиры жирных кис-
лот анализировали методом ГЖХ.

Растворимые в  цитозоле углеводы и  полиолы 
экстрагировали кипящей водой, удаляли белки и за-
ряженные соединения, из лиофильно высушенного 
образца получали триметилсилильные производные 
(Brobst, 1972) и анализировали методом ГЖХ с вну-
тренним стандартом.

Статистический анализ. Для каждого варианта экс-
перименты проводили трижды (n = 3). На графиках 
каждая точка данных представляет собой среднее 
значение ± стандартная ошибка среднего (n = 3).

РЕЗУЛЬТАТЫ

В поверхностной культуре гриб рос в широком 
диапазоне температур от –2 до 25°С. Максималь-
ная скорость роста 15 мм/сут наблюдалась при оп-
тимальной температуре 20°С (рис. 1). При самой 
низкой использованной температуре (‒2°С) ско-
рость роста гриба снижалась до 2 мм/сут.

В глубинной культуре гриб рос в виде пеллетов 
белого цвета. При оптимальной для роста темпе-
ратуре гриб накапливал биомассу около 7–8 г/л 
к 3 сут, а при 4°С  такую же к 10 сут.

Исследование состава растворимых углеводов 
и полиолов (УиП) цитозоля мицелия гриба по-
казало, что при обеих использованных темпера-
турах общее количество углеводов у Mucor flavus 
было невелико и составляло около 3% от сухой 
биомассы (рис. 2).

Качественный состав углеводов не различался, 
основными являлись трегалоза и глюкоза, в сле-
довом количестве присутствовали полиолы: глице-
рин и маннит. При 20°С в молодой культуре гриба 
(1 сут) доминирующими углеводами были глюко-
за (57% от суммы) и трегалоза (38%) (рис. 2а). За-
тем в течение суток доля трегалозы повышалась до 
70% на фоне снижения доли глюкозы до 27%. Дан-
ное соотношение углеводов поддерживалось далее 
в процессе роста. При 4°С в молодой культуре гриба 
(4 сут) доминирующими углеводами были глюкоза 
(53%), трегалоза (24%) и глицерин (21%) (рис. 2б). 
В динамике роста культуры резко изменялось соот-
ношение УиП: относительное содержание глюкозы 
снижалось до 27%, глицерина  до 3%, в то время как 
доля трегалозы возрастала до 70%.

Для исследования роли липидов в  адапта-
ции гриба к понижению температуры был изучен 

Рис. 1. Скорость роста M. f lavus в  зависимости 
от температуры.
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состав мембранных и запасных липидов, а также 
состав жирных кислот фракции мембранных ли-
пидов в ходе роста глубинной культуры гриба при 
температурах 20 и 4°С. Количество мембранных 
липидов гриба варьировало в  пределах 10–15% 
и  слабо изменялось как в  динамике роста, так 
и при различных температурах (рис. 3).

При оптимальной температуре в  составе мем-
бранных липидов доминировали фосфатидные кис-
лоты (ФК) и фосфатидилэтаноламины (ФЭ) (рис. 4).

Фосфатидилхолины (ФХ) и стерины (Ст) при-
сутствовали в  минорном количестве, остальные 

липиды (кардиолипины, фосфатидилсерины, фос-
фатидилинозиты и лизофосфатидилэтаноламины, 
лизофосфатидилхолины и сфинголипиды)  в виде 
следов. В  динамике роста доля ФК  снижалась, 
а доли ФЭ, ФХ и Ст возрастали. При росте в ус-
ловиях 4°С состав мембранных липидов такой же, 
можно отметить только, что доля стеринов была 
втрое ниже (рис. 5). При пониженной температуре 
состав мембранных липидов в динамике роста бо-
лее стабилен, чем при оптимальной.

Исследование жирнокислотного состава фрак-
ции полярных липидов показало, что при обеих 
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температурах доминирующими жирными кислота-
ми являлись линолевая (С18:2n6c), пальмитиновая 
(С16:0), олеиновая (С18:1n9c), и α- и γ-линоленовая 
кислоты (С18:3n3 и  С18:3n6 соответственно) 
(рис. 6а и 7а).

Тем не менее, была выявлена разница в соотноше-
нии жирных кислот. Так, при 20°С доля линолевой 

кислоты достигала 35%, а олеиновой  20% (рис. 6а), 
тогда как при 4°С доля линолевой кислоты не пре-
вышает 25%, а относительное содержание олеиновой 
кислоты достигает 33% (рис.  7а). Кроме того, в оп-
тимальных условиях линоленовая кислота представ-
лена 20% от суммы γ-формы и следами α-формы, 
а при 4°С доля γ-линоленовой кислоты снижалась 
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Рис. 5. Состав мембранных липидов в динамике роста M. flavus при 4°C. ФЭ ‒ фосфатидилэтаноламины, ФХ ‒ фос-
фатидилхолины, КЛ ‒ кардиолипины, ФК ‒ фосфатидные кислоты, ФС ‒ фосфатидилсерины, ФИ ‒ фосфатиди-
линозиты, ЛФЭ ‒ лизофосфатидилэтаноламины, ЛФХ ‒ лизофосфатидилхолины, СЛ ‒ сфинголипиды. 1 ‒ 4 сут, 
2 ‒ 7 сут, 3 ‒ 10 сут, 4 ‒ 15 сут.
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вдвое, в  то время как относительное содержание 
α-линоленовой кислоты достигало 10%. Однако, не-
смотря на эти различия в составе жирных кислот, 
степень ненасыщенности (СН) фракции фосфоли-
пидов, независимо от стадии роста и температуры, 
слабо изменялась в пределах 1.5–1.6 (рис. 6б и 7б).

Количество запасных липидов с возрастом уве-
личивалось от 5 до 15%, независимо от температуры 

выращивания (рис. 3). Основными запасными 
липидами были триацилглицериды (ТАГ) и диа-
цилглицериды (ДАГ) (рис. 8).

При оптимальной температуре доля ТАГ дости-
гала 75%, а ДАГ  не превышала 20%, и в динами-
ке роста изменения были незначительны (рис. 8а). 
При 4°С в молодой культуре в равных долях (около 
30%) присутствовали ТАГ, ДАГ и свободные жирные 
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Рис. 7. Жирнокислотный состав мембранных липидов (а) и их степень ненасыщенности (б) в динамике роста M. flavus 
при 4°C. 1 ‒ 4 сут, 2 ‒ 7 сут, 3 ‒ 10 сут, 4 ‒ 15 сут.



	 ОСОБЕННОСТИ АДАПТАЦИИ К ХОЛОДУ � 391

МИКРОБИОЛОГИЯ том 93 № 4 2024

кислоты (СЖК), в процессе роста доля СЖК снижа-
лась до 5%, доля ДАГ не изменилась, а относитель-
ное содержание ТАГ возрастало до 55% (рис. 8б).

ОБСУЖДЕНИЕ

По основным определениям (Morita, 1975; 
Cavicchioli, 2006) исследуемый микромицет 
M. flavus относится к психротолерантным грибам, 
так как растет в широком диапазоне температур 
(−2…25°С), но имеет температурный оптимум ро-
ста при 20°С. Особенностью этого гриба являет-
ся высокая линейная скорость роста, достигаю-
щая 15 мм/сут в оптимальных условиях, 4 мм/сут 
при 0°С, 6 мм/сут при 25°С. Эти показатели ин-
тересны с позиций адаптации к холоду, поэтому 
мы исследовали состав УиП цитозоля, мембранных 
и запасных липидов, а также состав жирных кислот 
фракции мембранных липидов в динамике глубин-
ного роста гриба в оптимальных условиях (20°С) 
и при 4°С, когда скорость роста снижалась вдвое.

Изучение динамики роста биомассы в глубин-
ной культуре показало, что кривые роста сходны 
и максимальная биомасса 7–8 г/л накапливается 
к 3 сут в оптимальных условиях и к 10 сут при 4°С. 
Количество УиП при обеих температурах невели-
ко и варьирует в процессе роста в пределах 1–3% 
от сухой массы, основные компоненты представ-
лены трегалозой, глюкозой и глицерином, что ха-
рактерно для мукоровых грибов из-за слабо раз-
витого пентозофосфатного цикла (Jennings, 1985). 

В молодом мицелии при обеих температурах до-
минирует глюкоза (около 60% от суммы). В опти-
мальных условиях количество глицерина незна-
чительно, а при 4°С выше и сравнимо по уровню 
с трегалозой (0.25 % от сухой массы). В процессе 
роста количество трегалозы существенно повы-
шается, и она становится доминирующим компо-
нентом (около 1.5% от сухой массы, 70% от суммы 
УиП). Неожиданным является тот факт, что ко-
личество трегалозы в процессе роста при 20 и 4°С 
было сходным, достоверных различий не обнару-
жено. По данным литературы, у дрожжей в холод-
ных условиях накапливалось большое количество 
глицерина, а трегалоза появлялась только в крио-
зоне (0–4°С) (Inouye, Phadtare, 2014). У облигат-
ных психрофильных дрожжей Mrakia psychrophila 
при 4°C увеличивалась экспрессия генов десатура-
зы и глицерин-3-фосфат дегидрогеназы (Su et al., 
2016). У исследуемого гриба при обеих темпера-
турах количество глицерина не превышало 0.25% 
от сухой массы, и он не становился доминирую-
щим с возрастом. Низкое количество глицерина 
обнаружено также в глубинном мицелии трех хо-
лодоустойчивых антарктических микромицетов 
Humicola marvinii, Geomyces pannorum и Mortierella 
elongata (Weinstein et al., 2000). В совокупности, эти 
данные указывают на особое значение трегалозы 
у мицелиальных грибов, в отличие от дрожжей.

Фосфолипиды являются основным классом 
мембранных липидов у исследуемого гриба, тогда 
как доля стеринов не превышает 15%, а сфинголи-
пиды присутствуют в следовом количестве. Нужно 
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Рис. 8. Состав запасных липидов в динамике роста M. flavus при 20°С (а) и при 4°C (б). МАГ ‒ моноацилглицериды, 
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отметить, что количество мембранных липидов 
было велико при обеих температурах, составляло 
около 10% от сухой массы и мало изменялось с воз-
растом. При обеих температурах доминирующим 
компонентом мембранных липидов были ФК (40–
60% от суммы), доля ФЭ составляла около 20–30%, 
а ФХ  не превышала 10%. В процессе роста в оп-
тимальных условиях доля ФК снижалась на фоне 
повышения долей ФЭ и стеринов, тогда как при 
пониженной температуре эти изменения выраже-
ны намного слабее. Основное различие между ва-
риантами выращивания касается доли стеринов, 
которая при 20°С втрое выше, чем при 4°С, т.е. 
соотношение стерины/фосфолипиды при пони-
женной температуре было значительно ниже. Это 
согласуется с данными о низкой доле стеринов, по-
лученными для дрожжей (Inouye, Phadtare, 2014), 
и  отсутствии эргостерина у  психротолерантно-
го мукорового гриба Mortierella elongata (Weinstein 
et al., 2000). Самым необычным в составе мембран-
ных липидов исследуемого гриба было преоблада-
ние небислойных липидов, ФК (40‒60% от суммы) 
и ФЭ (20‒30%), при низком относительном содер-
жании характерного для грибов бислойного фос-
фолипида  ФХ (менее 10%). Такие же особенности 
состава мембранных липидов выявлены нами ранее 
для других экстремофильных грибов  термофилов 
(Ianutsevich et al., 2016), алкалофилов (Bondarenko 
et  al., 2017; Ianutsevich et  al., 2021), ксерофилов 
(Danilova et al., 2022; Ianutsevich et al., 2023a), аци-
дофилов (Януцевич et al., 2023; Ianutsevich et al., 
2023b). Роль фосфатидных кислот в  структуре 
и функционировании мембран остается неясной. 
Этот необычный фосфолипид может быть как 
бислойным (при нейтральном значении рН и в от-
сутствии дивалентных ионов), так и небислойным 
(в слабокислых условиях и в присутствии ионов) 
(Kooijman et  al., 2003; McMahon, Gallop, 2005). 
Кроме того, авторы полагают, что способность 
ФК к агрегации может приводить к образованию 
микродоменов, участвующих в формировании из-
гибов мембран – первому этапу формирования ве-
зикул, регулируя, таким образом, везикулярный 
транспорт из аппарата Гольджи, эндо- и экзоци-
тоз. Установлено, что изменение соотношения 
бислойных и небислойных липидов меняет про-
филь латерального давления в мембране, влияя 
на структуру и стабильность мембранных белков, 
их конформацию и/или функции (Renne, Kroon 
de, 2018). Было выдвинуто предположение о роли 
небислойных липидов в связывании перифериче-
ских мембранных белков и влиянии на стабиль-
ность трансмембранных белковых комплексов 
путем изменения профиля латерального давления 
(Brink-Van Der Laan Van Den et al., 2004). Счита-
ют, что увеличение доли небислойных липидов 
приводит к  формированию участков мембран 
в гексагональной фазе (Lε), при этом некоторые 

ацильные цепи фосфолипидов становятся направ-
ленными “внутрь” клетки, что облегчает связы-
вание с ними G-белков, фосфолипаз и др. (Vigh 
et al., 2005). В совокупности эти данные позволя-
ют говорить о важной структурной и регуляторной 
функции ФК, как при адаптации к стрессорным 
факторам, так и в адаптации экстремофилов. Для 
таких небислойных липидов, играющих важную 
роль в динамической организации мембран при 
стрессе, предложен термин “липидный морфоген” 
(Frolov et al., 2011).

На примере 8 психрофильных дрожжей было 
показано, что основным фосфолипидом являлся 
небислойный ФЭ, отношение которого к ФХ при 
понижении температуры выращивания возрастало 
(Řezanka et al., 2016). Кроме того, был показан зна-
чительный рост содержания полиненасыщенных 
жирных кислот при понижении температуры, что 
приводило к увеличению степени ненасыщенности 
фосфолипидов.

Степень “бислойности” липидной молекулы 
и  ее форма зависят от  состава ацильных цепей. 
Так, показано, что в отсутствие бислойного ФХ 
в клетках дрожжей происходило замещение в ФЭ 
диненасыщенных ЖК  на мононенасыщенные, 
что придавало молекуле ФЭ более “бислойную” 
структуру (Boumann et  al., 2006). Исследование 
состава жирных кислот фракции фосфолипидов 
у M. flavus показало, что основными были нена-
сыщенные олеиновая, линолевая, линоленовая 
и насыщенная пальмитиновая кислоты. В опти-
мальных условиях преобладает линолевая кисло-
та (35% от суммы), остальные   по 20%, и их со-
став слабо изменялся в процессе роста. При 4°С 
доли олеиновой, линолевой и линоленовой кислот 
сравнимы (по 25%), в процессе роста наблюдается 
снижение доли пальмитиновой и повышение доли 
олеиновой кислоты. Интересным фактом является 
то, что при 20°С линоленовая кислота представ-
лена, в основном γ-формой, а при 4°С  равными 
долями γ- и α-форм, что указывает на важность 
α-линоленовой кислоты в адаптации к понижению 
температуры. Следует отметить, что обнаруженные 
различия в составе жирных кислот при различных 
температурах в процессе роста не привели к изме-
нению степени ненасыщенности, которая варьи-
рует в узких пределах 1.5–1.6. Ранее постоянство 
состава жирных кислот и, следовательно, их степе-
ни ненасыщенности (около 1.4), было обнаруже-
но у психрофильных дрожжей Glaciozyma antarctica 
при всех изученных температурах (15, 0 и 12°С), 
несмотря на то, что во всех вариантах наблюдалась 
экспрессия генов Δ9- и Δ12-десатураз жирных кис-
лот (Bharudin et al., 2018). У психротолерантного 
мукорового гриба Mortierella elongata СН достигала 
1.8 и не изменялась при глубинном выращивании 
в условиях 5 и 15°С (Weinstein et al., 2000). В со-
вокупности, эти данные позволяют предположить, 
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что у холодоустойчивых грибов существуют меха-
низмы поддержания СН фосфолипидов на посто-
янном высоком уровне. У бактерий при снижении 
температуры наблюдается повышение степени не-
насыщенности жирных кислот, снижение средней 
длины цепи, образование метиловых произво-
дных и увеличение отношения антеизо-/изо-про-
изводных жирных кислот (Casanueva et al., 2010). 
У изучаемого гриба мы не наблюдали образования 
каких-либо производных жирных кислот и сни-
жения средней длины цепи жирных кислот мем-
бранных липидов. Более того, в процессе роста 
и при двух использованных температурах мы не 
обнаружили существенного изменения степени 
ненасыщенности жирных кислот, что свидетель-
ствует о высокой стабильности липидного бислоя.

Прямая корреляция между степенью нена-
сыщенности жирных кислот и текучестью мем-
браны подтверждена в опытах с Rhodosporidium 
kratochvilovae (Wang et al., 2017). Так, нокаут гена 
RKD12, кодирующего Δ12/Δ15-десатуразу, при-
водил к  снижению долей линолевой и  линоле-
новой кислот, снижению текучести и скорости 
роста при пониженной температуре. Делеция ге-
нов FAD12 и FAD15 отдельно у психрофильных 
дрожжей Metschnikowia australis W7-5 позволила 
выяснить, что снижение доли линолевой кис-
лоты существенно замедляло рост в  холодных 
условиях, чего не  наблюдалось при отсутствии 
линоленовой кислоты (Wei et al., 2023). У иссле-
дуемого гриба, напротив, можно отметить значи-
тельное повышение доли α-линоленовой кислоты 
(с 2 до 10%) при 4°С, что указывает на ее значе-
ние в адаптации.

СН жирных кислот мембранных липидов у хо-
лодоустойчивых грибов может достигать высо-
ких значений. Так, у  психрофильных дрожжей 
Leucosporidium frigidum и L. nivalis, растущих при 
температуре 1°С, 80% жирных кислот представле-
ны линоленовой (35–50%) и линолевой (25–30%) 
кислотами, что приводило к  очень высокой СН 
(>2) (Watson et al., 1976). Однако нужно учесть, что 
состав жирных кислот определяли в общих липи-
дах, включающих как запасные ацилглицериды, 
так и  фосфолипиды, что создает трудности для 
сравнения. У исследуемого гриба СН оставалась 
относительно постоянной (1.5–1.6) как в процес-
се роста, так и при изменении температуры. Этот 
неожиданный факт позволяет предположить, что 
выявленная очень высокая скорость роста гриба 
в широком диапазоне температур может быть свя-
зана с доминированием трегалозы и относительно 
стабильными составом фосфолипидов и степени 
их ненасыщенности. Основное изменение в соста-
ве мембранных липидов при пониженной темпе-
ратуре по сравнению с оптимальной – снижение 
доли стеринов на фоне повышения доли фосфоли-
пидов. Не исключено, что именно эта стабильность 

осмолитной и мембранной систем обеспечивает 
возможность высокой скорости роста в очень ши-
роком диапазоне температур.
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Cold Adaptation in a Psychrotolerant Micromycete Mucor flavus
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Abstract. To study the mechanisms of protection of the cell membranes and macromolecules from 
cold, the composition of osmolytes, membrane lipids, and their fatty acids in a submerged culture 
of Mucor flavus was analyzed in growth dynamics at 20 and 4°C. This micromycete is psychrotolerant, 
having a wide growth temperature range (from –2 to 25°C) with an optimum at 20°C. Mucor flavus 
has a high growth rate (15 mm/day at 20°C, 4 mm/day at 0°C). At both temperatures, phosphatidic 
acids and phosphatidylethanolamines were predominant in the composition of membrane lipids, while 
phosphatidylcholines were the minor components. The main difference in the composition of membrane 
lipids was the threefold lower share of sterols at 4°C. During growth under optimal conditions, the 
proportion of phosphatidic acids decreased against the background of a slight increase in the levels 
of  sterols, phosphatidylethanolamines, and phosphatidylcholines, while at 4°C the proportion 
of phosphatidic acids decreased slightly and the proportion of phosphatidylcholines increased. The fatty 
acids composition of phospholipids during growth at 20°C did not change significantly; linoleic, oleic, 
linolenic, and palmitic acids were predominant. At 4°C, the proportion of palmitic acid decreased and 
that of oleic acid increased, while the proportion of γ-linolenic acid decreased by half while that of 
α-linoleic acid increased. However, these changes did not lead to a significant change in the unsaturation 
degree of phospholipids, which varied between 1.5 and 1.6. Trehalose and glucose were the predominant 
osmolytes of the cytosol; glycerol was present in minor amounts only at 4°C. At both temperatures, 
the amount of osmolytes reached 3% of the dry weight in the course of growth, and the proportion 
of trehalose reached 70%. At both temperatures, a constant composition of osmolytes and slight changes 
in the composition of membrane lipids and their degree of unsaturation were observed, which probably 
contributes to the high growth rate of the fungus over a wide temperature range.

Keywords: psychrotolerance, osmolytes, trehalose, membrane lipids, phosphatidic acids, sterols, degree 
of unsaturation
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Впервые изучено культивируемое разнообразие микроводорослей эродированных почв северной ча-
сти Ферганской долины (Узбекистан) на основе морфологического и молекулярно-генетического 
анализов. Было обнаружено 10 штаммов зеленых микроводорослей (Chlorophyta) и 1 – харофито-
вых (Charophyta). Только 7 штаммов микроводорослей было определено до вида: Chlorella vulgaris, 
Chromochloris zofingiensis, Deuterostichococcus epilithicus, Pseudomuriella schumacherensis и Pseudostichococcus 
monallantoides. Еще 4 штамма идентифицированы только до рода и нуждаются в дальнейших исследо-
ваниях: Bracteacoccus sp., Chlorosarcinopsis sp., Klebsormidium sp. и Tetratostichococcus sp. Невысокое видо-
вое разнообразие микроводорослей можно объяснить как эродированностью и малоплодородностью 
почв на склонах, так и особенностями культурального подхода, выявляющего только часть от реаль-
ного разнообразия микроорганизмов. Колонизировать эродированные почвы в условиях засушливой 
предгорной зоны микроводоросли могут с помощью различных адаптаций: мелкие клеточные размеры, 
продукция внеклеточных экзополисахаридов, микоспорин-подобные аминокислоты и вторичные 
каротиноиды. Проведенное исследование может стать основой для дальнейшей разработки высоко-
функциональных консорциумов на основе микроводорослей с целью улучшения и устойчивого 
развития низкопродуктивных, засушливых, деградированных наземных экосистем.

Ключевые слова: микроводоросли, разнообразие, морфология, rbcL, ITS2, почвы, эрозия

DOI: 10.31857/S0026365624040024

Эрозия представляет собой деградацию почвен-
ного покрова под действием поверхностного стока 
и (или) ветра с последующим перемещением и пе-
реотложением почвенного материала. Проблема 
охраны почв от эрозии актуальна для многих стран 
аридной зоны мира. Так, в Центральной Азии об-
щая площадь, затронутая водной эрозией, состав-
ляет более 30 млн. гектаров, а ветровой эрозией – 
около 67 млн. гектаров; в частности, в Узбекистане 
до 80% сельскохозяйственных земель затронуты 
водной эрозией (ФАО ООН, 2015). При этом тем-
пы, масштабы и интенсивность эрозии возрастают 
из-за некачественного управления почвенными ре-
сурсами. Учитывая, что за последние 50 лет населе-
ние Центральной Азии выросло в 3 раза, а водные 
ресурсы в сложных климатических условиях сокра-
щаются, страны региона сталкиваются с серьезны-
ми вызовами в сфере продовольственной безопас-
ности (ФАО ООН, 2015). Известно, что почвенные 

биокорочки образуют наиболее продуктивную ми-
кробную биомассу во многих засушливых и нару-
шенных территориях, включая эродированные по-
чвы, где высшая растительность редка, а ключевым 
компонентом биокорочек являются микроводорос-
ли и цианобактерии (Glaser et al., 2018). Их можно 
охарактеризовать как “экосистемных инженеров”, 
которые играют важную экологическую роль в пер-
вичной продукции углерода, круговороте азота, ми-
нерализации, удержании воды, образовании водо-
устойчивых агрегатов и стабилизации почв в целом 
(Evans, Johansen, 1999; Castillo-Monroy et al., 2010). 
Многие микроводоросли и цианобактерии выделя-
ют высокогидратированные полимеры ‒ экзополи-
сахариды (ЭПС) в окружающую среду (Xiao, Zheng, 
2016). Они имеют основополагающее значение для 
микробной жизни и обеспечивают идеальную среду 
для химических реакций, адсорбцию питательных 
веществ, защиту от стрессов окружающей среды, 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ
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таких как засоление и засуха, усиливая агрегацию 
почвенных частиц и поддерживая влажность окру-
жающей среды (Costa et al., 2018). Таким образом, 
водоросли защищают нарушенные территории 
от  эрозии (Metting, 1981), улучшают почвенные 
условия для колонизации более поздних сукцес-
сионных видов, в том числе, способствуя успеш-
ному возобновлению роста сосудистых растений 
(Seitz et al., 2017). В связи с этим были предложены 
природоподобные технологии по восстановлению 
деградированных почв с  помощью инокуляции 
микроводорослей и цианобактерий (Perera et al., 
2018; Lu et al., 2022; Rabiei et al., 2023).

Цель данной работы ‒ изучить культивируемое 
разнообразие микроводорослей эродированных почв 
северной части Ферганской долины (Узбекистан) 
с использованием методов световой микроскопии 
и ДНК-анализа. Молекулярно-генетическая иденти-
фикация почвенных микроводорослей Узбекистана 
проведена впервые.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Описание районов исследования. Ферганская 
долина представляет собой межгорную впадину 
в горах Средней Азии, разделенную между тремя 

государствами: Узбекистаном, Таджикистаном 
и Киргизией. В северной части Ферганской до-
лины, на правом берегу реки Сырдарья распо-
ложена Наманганская область Республики Уз-
бекистан. Климат в области континентальный, 
с  сухим летом и  мягкой, влажной зимой. Сред-
няя температура в январе составляет 4°С, в июле 
35°C. На равнинах количество осадков колеблется 
от 135 мм до 370 мм в год, в предгорных районах ‒ 
от 460 до 630 мм. Почвенно-альгологические об-
разцы были отобраны в трех административных 
единицах Наманганской области ‒ Папском, Чуст-
ском и Чартакском районах (рис. 1).

Ниже приводим описание точек пробоотбора:
1. Чуст-Папские холмы (Папский район). Вы-

сота над уровнем моря 496 м. В результате размыва 
гравийные и третичные засоленные глины, а также 
каменно-гравийные оштукатуренные, осыпчато-
скелетные, слаборазвитые серо-бурые почвы. GPS-
координаты: 40°52′37.14″ с.ш. 70°59′44.76″ в.д.

2. Резаксайские овраги (Чустский район). Высота 
над уровнем моря 502 м. Окрестности оврагов под-
вержены водной эрозии. Почвы аллювиальные, свет-
ло-серые со средним суглинком. GPS-координаты: 
40°58′34.92″ с.ш. 71°19′21.8″ в.д.

3. Левые холмы (Чартакский район). Высо-
та над уровнем моря 707 м. Почвы представлены 

Рис. 1. Фотографии мест отбора почвенно-альгологических образцов и карта районов исследования эродированных 
почв северной части Ферганской долины с указанием точек отбора.
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типичными сероземами с тяжелыми и средними 
суглинками, в  разной степени промыты, места-
ми покрыты гравием толщиной 0.5‒1 м. GPS-
координаты: 41°10′22.14″ с.ш. 71°49′29.34″ в.д.

Географические координаты были получе-
ны с  помощью программы Google Earth Pro 7.1 
(https://www.google.com/earth/).

Отбор почвенно-альгологических образцов. По-
чвенные пробы стерильно отбирали в  апреле 
2022  года из  верхнего горизонта А1 на  глубину 
5‒10  см. Металлический нож для пробоотбора 
обрабатывали 96%-ным этиловым спиртом и об-
жигали в  пламени горелки. Пробы помещали 
в стерильные пакеты и транспортировали в ла-
бораторию для дальнейших анализов. Всего было 
отобрано 4 смешанных почвенных пробы: по од-
ной из  Левых холмов и  Резаксайских оврагов 
и две – из Чуст-Папских холмов.

Изоляция и культивирование штаммов микрово-
дорослей. Для выделения водорослей применяли 
метод накопительных водно-почвенных и чашеч-
ных культур, а также посев почвенной суспензии 
на жидкие и агаризованные среды Bristol и BG-11 
(Темралеева и  соавт., 2014). Для получения мо-
нокультур использовали метод посева штрихом 
и  изоляции отдельных колоний с  помощью пи-
петки Пастера (Темралеева и соавт., 2014). Далее 
штаммы культивировали на твердой питательной 
среде BG-11 с азотом (pH 7.0; агар 1%) в клима-
тостате при стандартных условиях (температура 
23–25°С, интенсивность освещения 60–75 мкмоль 
фотонов м–2 с–1, фотопериод 12 ч). Все изученные 
штаммы были депонированы в Альгологическую 
коллекцию ACSSI (http://acssi.org/).

Световая микроскопия. Морфологию и  жиз-
ненные циклы штаммов микроводорослей изуча-
ли методом световой микроскопии с  помощью 
микроскопа Leica DM750 (Германия). Результаты 
наблюдений документированы фотографиями, 

снятыми с помощью цветной цифровой камеры 
Leica Flexacam C3 (Германия). Сроки наблюдения 
составляли от 1 до 12 недель. При морфологической 
идентификации штаммов микроводорослей учитыва-
ли важные диакритические признаки, такие как тип 
организации таллома, форма и размеры клеток, ко-
личество и тип хлоропласта, присутствие пиренои-
да, наличие и толщина слизистых оболочек, способ 
размножения и др. Для морфометрических измере-
ний использовали программу Leica Application Sute X. 
Для сравнения размеров измеряли 100 клеток каж-
дого штамма. При морфологической идентифика-
ции микроводорослей использовали тематические 
определители (Андреева, 1998; Ettl, Gärtner, 1995) 
и избранные статьи (Fucíková et al., 2011; Fucíková, 
Lewis, 2012; Pröschold, Darienko, 2020). За основу 
в данной работе выбрана система водорослей, при-
нятая в международной электронной базе данных 
Algae Base (Guiry, Guiry, 2023).

Выделение тотальной ДНК, амплификация, 
очистка и  секвенирование ампликонов. Суммар-
ную ДНК из штаммов выделяли с помощью коло-
ночного набора DNeasy Plant Mini Kit (“Qiagen”, 
США), следуя протоколу производителя. Для ам-
плификации использовали готовую смесь Screen 
Mix-HS (“Евроген”, Россия). Условия и праймеры 
для амплификации rbcL (McManus, Lewis, 2011) 
и ITS2 (Johnson et al., 2007), которые были выбра-
ны в качестве молекулярных маркеров для штамма 
Klebsormidium sp. и всех остальных микроводорос-
лей, соответственно, указаны в таблице 1.

Детекцию целевых ПЦР-продуктов проводили 
электрофоретически в 1%-ном агарозном геле. Для 
дальнейшей очистки ампликонов из геля приме-
няли набор Cleanup Standard (“Евроген”, Россия). 
Cеквенирование осуществляли в  коммерческой 
компании “Евроген” (Россия).

Молекулярно-филогенетический анализ. Для мо-
лекулярно-генетической идентификации штаммов 

Таблица 1. Праймеры и условия амплификации ITS2 и rbcL
Локус Праймер Последовательность (5'–3') Условия амплификации

ITS2

ITS-AF CGTTTCCGTAGGTGAACCTGC 95°C ‒ 3 мин.;
95°C ‒ 30 с,

57.6°C – 30 с,
72°C – 40 с, 30 циклов

72°C – 10 мин
ITS-BR CATATGCTTAAGTTCAGCGGG

rbcL

M28F GGTGTTGGATTWAAAGCTGGTGT 94°C – 5 мин;
94°C – 1 мин 15 с,

56°C – 2 мин,
72°C – 2 мин 15 с, 30 циклов;

72°C – 7 мин
M1390Ra CTTTCCAAAYTTCACAAGCAGCAG

M633F* CATGCGTTGGAGAGACCGT
M650R* CGGTCTCTCCAACGCATGA

*Внутренние секвенирующие праймеры.
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микроводорослей был осуществлен поиск гомоло-
гии нуклеотидных последовательностей ITS2/rbcL 
по алгоритму BLASTn в GenBank NCBI (https://
blast.ncbi.nlm.nih.gov). Отбор последовательностей 
осуществляли исходя из критериев максимального 
родства (сходство ≥ 95%), качества прочтения (без 
вырожденных и неизвестных нуклеотидов), дли-
ны прочтения и принадлежности к типовым видам 
и коллекционным аутентичным штаммам. Мно-
жественное выравнивание было выполнено в про-
грамме BioEdit по алгоритму ClustalW. Выбор нукле-
отидных замен осуществляли с помощью програм-
мы IQ-TREE v. 2.2, ориентируясь на минимальное 
значение BIC критерия (Bayesian information 
criterion). Оценка топологии ветвей с помощью те-
ста SH-aLRT была реализована в блоке построения 
филогенетического дерева uGENE. Реконструк-
цию филогенетических взаимосвязей с помощью 
метода максимального правдоподобия (ML) осу-
ществляли в программе PhyML, с использованием 
байесовского вывода (BI) – с использованием про-
граммного пакета BEAST 2 v. 2.7.5 и рекомендаций 
Barrido-Sottani et al. (2018). В качестве статистиче-
ской поддержки узлов дерева указаны значения 
SH-aLRT-поддержки (SH-aLRT), бутстреп-под-
держки ML (BP) и апостериорных вероятностей 
BI (PP). Филогенетические деревья были визуа-
лизированы в программе FigTree v. 1.3.1. Различия 
между нуклеотидными последовательностями оха-
рактеризовали с помощью генетических различий, 
мерой которых являлся процент несовпадений 
нуклеотидов при попарном сравнении выравнен-
ных последовательностей, вычисленный в  про-
грамме MEGA 11. Для сравнения топологий дере-
вьев использовали данные статей Fucíková, Lewis 
(2012); Mikhailyuk et al. (2015); Samolov et al. (2018); 
Pröschold, Darienko (2020); Krivina et al. (2023) и др.

Для анализа вторичной структуры ITS2 была 
выполнена аннотация спейсера в ITS2-DataBase 
(http://its2.bioapps.biozentrum.uni-wuerzburg.de) и его 
фолдинг с помощью веб-сервера RNAfold web server 
(http://rna.tbi.univie.ac.at//cgi-bin/RNAWebSuite/
RNAfold.cgi), руководствуясь принципом мини-
мальной энергии. Правильность фолдинга ITS2 
микроводорослей оценивали, ориентируясь на ра-
боту Caisová et  al. (2013). Сравнение вторичной 
структуры ITS2 между штаммами и поиск компен-
саторных замен (CBCs) осуществляли между всеми 
штаммами выборки в программе 4SALE. При ана-
лизе вторичных структур ITS2 для разделения ви-
дов особое внимание было уделено подходу, пред-
ложенному А. Coleman (2009), который показал, 
что наличие хотя бы одной CBC в консервативных 
регионах ITS2 (5 п.н. I шпильки, 10 п.н. II шпиль-
ки, вся III шпилька) у двух микроводорослей кор-
релирует с их полной половой несовместимостью. 
Напротив, CBC в менее консервативных регионах 
не были связаны со способностью скрещиваться. 

Все полученные последовательности были депони-
рованы в GenBank NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.
gov/) под номерами OR838744 (rbcL) и OR852641‒
OR852650 (ITS2).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

В результате изоляции и очистки были полу-
чены 2 штамма микроводорослей из почв Левых 
холмов, 4 штамма из  почв Чуст-Папских хол-
мов и 5 штаммов из почв Резаксайских оврагов. 
Из 11 альгологически чистых культур 10 принад-
лежали зеленым микроводорослям (Chlorophyta) 
и 1 ‒ харофитовым (Charophyta). Ниже приводим 
их морфологическое описание и молекулярно-ге-
нетический анализ по районам исследования.

Морфологический и  молекулярно-генетический 
анализ штаммов микроводорослей

Klebsormidium sp. ACSSI 436 (Чуст-Папские 
холмы). Клетки в однорядных неразветвленных, 
легко распадающихся нитях, цилиндрической 
формы, на концах нитей ‒ закругленные, 7‒8 мкм 
шириной, 7‒22 мкм длиной. Клеточная стенка 
тонкая и  гладкая. Хлоропласт один  – пристен-
ный, с одним пиреноидом в центре, окруженным 
крахмальной обверткой. Бесполое размножение 
фрагментацией нитей, зооспорогенез в культуре 
не  наблюдали. Таким образом, штамм является 
единственным представителем харофитовых водо-
рослей и, в целом, соответствует описанию рода 
Klebsormidium (рис. 2a).

Для него ген 18S рРНК, а  также внутренние 
транскрибируемые спейсеры (ITS1 и ITS2) являют-
ся консервативными молекулярными маркерами; 
последние не позволяют провести четкое разделе-
ние между некоторыми кладами (особенно B и С) 
и между видами (особенно в кладе E) по данным 
Mikhailyuk et al. (2015). Поэтому для видовой иден-
тификации представителей данной группы исполь-
зуют более вариабельный пластидный ген rbcL. 
Исследуемый штамм ACSSI 436 вошел в  состав 
клады E рода Klebsormidium в соответствии c клас-
сификацией, предложенной F. Rindi et al. (2011). 
В рамках данной клады он совместно с рядом неау-
тентичных штаммов Klebsormidium spp. формировал 
независимый кластер (рис. 3).

Генетические дистанции внутри данного кла-
стера варьировали в  диапазоне 0–2.2%. Меж-
ду ACSSI 436 и аутентичным штаммом K. subtile 
SAG 384-1, формирующим сестринскую филоге-
нетическую линию, уровень генетических разли-
чий составлял 3.7%. На примере представителей 
клад F и G, видовое разнообразие которых в насто-
ящее время наиболее полно описано (Mikhailyuk 
et al., 2015; Samolov et al., 2018), можно сказать, что 
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уровень межвидовых различий внутри рода коле-
блется от 2 до 16.6% по rbcL. Таким образом, учи-
тывая независимое филогенетическое положение 
исследуемого штамма ACSSI 436 и уровень гене-
тических различий с  сестринским аутентичным 

штаммом K. subtile SAG 384-1, он, вероятно, явля-
ется кандидатом в новый неописанный вид и пока 
идентифицирован как Klebsormidium sp.

Chlorosarcinopsis sp. ACSSI 445 (Чуст-Папские 
холмы). Клетки в пакетах по 2‒4 и более клеток 

Рис. 2. Фотографии штаммов микроводорослей, выделенных из  эродированных почв Ферганской доли-
ны: a – Klebsormidium sp. ACSSI 436; б – Chlorosarcinopsis sp. ACSSI 445, на вставке продемонстрированы зо-
оспоры, стрелка указывает на  cлизь; в  – Tetratostichococcus sp. ACSSI 446; г  – Chlorella vulgaris ACSSI 441; 
д – Pseudostichococcus monallantoides ACSSI 438, стрелки указывают на капли масла; е ‒ P. monallantoides ACSSI 439; 
ж – Chromochloris zofingiensis ACSSI 437; з – Pseudomuriella schumacherensis ACSSI 444; и – Deuterostichococcus 
epilithicus ACSSI 440; к – Bracteacoccus sp. ACSSI 443. Масштабная метка ‒ 10 мкм.
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Рис. 3. Укорененное филогенетическое дерево харофитовых микроводорослей рода Klebsormidium, построенное ме-
тодом Байеса, на основе последовательностей пластидного гена rbcL (1255 н.). В качестве статистической поддержки 
узлов дерева указаны значения SH-aLRT/BP/PP. Значения SH-aLRT и BP менее 70% и PP менее 0.7 не указаны. 
Модель нуклеотидных замен: TIM2 + F + I + G4. Обозначения: * ‒ аутентичные штаммы; (T) – типовой вид.
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со слизью, иногда образуют псевдонитчатые ско-
пления. Одиночные клетки шаровидные, в  кле-
точных агрегатах ‒ слегка уплощенные, до 12 мкм 
в диаметре. Хлоропласт один, в молодых клетках 
пристенный чашевидный, во взрослых занимает 
всю полость клетки, с одним пиреноидом, окружен-
ным крахмальной обверткой. Запасные продукты ‒ 
оранжевые липидные капли. При старении культура 
краснеет. Размножение голыми зооспорами широко 
эллипсоидной или шаровидной формы 3.5‒4 мкм 
в диаметре, со стигмой. От описания C. eremi отли-
чается наличием слизи (рис. 2б), формой и разме-
рами зооспор ‒ в диагнозе вида указана яйцевид-
ная форма и длина до 11 мкм (Андреева, 1998). 
По  данным молекулярно-генетического анализа 
ITS2, исследуемый штамм ACSSI 445 вошел в состав 
кластера, объединяющего штаммы Chlorosarcinopsis 
eremi, но разделенного на 4 группы (рис. 4).

Штамм ACSSI 445 вошел в  состав группы I. 
Уровень генетических различий между ним и дру-
гими членами  – 0–1.6%. Аутентичный штамм 
UTEX 1186 вошел в состав группы II, в рамках ко-
торой генетические дистанции составляли 0–0.5%. 
Генетические различия в  группе III варьирова-
ли в диапазоне 1.1–2.2%, в группе IV – 0–1.1%. 
При этом генетические дистанции между штам-
мом ACSSI 445 и  aутентичным штаммом UTEX 
1186 были равны 3.8%, а в целом между предста-
вителями разных групп ‒ от 1.6 до 5.5%. Различия 
ITS2 между кластером C. eremi, неаутентичным 
штаммом С. gelatinosa и неаутентичным штаммом 
C. bastropiensis составляли 33–40.6%. CBCs отсут-
ствовали. В связи с ограниченной выборкой видов 
Chlorosarcinopsis, у которых есть доступные после-
довательности ITS2, четко идентифицировать гра-
ницы межвидовой и внутривидовой изменчивости 

Рис. 4. Укорененное филогенетическое дерево исследуемых зеленых микроводорослей рода Chlorosarcinopsis, постро-
енное методом Байеса, на основе последовательностей внутреннего транскрибируемого спейсера ITS2 (284 н.). В ка-
честве статистической поддержки узлов дерева указаны значения SH-aLRT/BP/PP. Значения SH-aLRT и BP менее 
70% и PP менее 0.7 не указаны. Модель нуклеотидных замен: TIM2e + G4. Обозначения: * ‒ аутентичные штаммы.
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не  представляется возможным. Поэтому штамм 
ACSSI 445 определен как Chlorosarcinopsis sp.

Tetratostichococcus sp. ACSSI 446 (Чуст-Папские 
холмы). Клетки цилиндрические с закругленными 
концами, иногда слегка искривленные (рис. 2в). 
Размеры клеток 4‒19 × 2.5‒3.9 мкм. Средний раз-
мер 7.8 × 3.2 мкм при отношении длины к ши-
рине 2.4. Хлоропласт один, пристенный, с пире-
ноидом. Изредка в культуре наблюдали короткие 
нити из 2 клеток. Размножение осуществлялось 
вегетативным делением клеток или фрагмента-
цией нитей. В  целом соответствует описанию 
вида Tetratostichococcus jenerensis (Neustupa et al., 
2007; Pröschold, Darienko, 2020). Штамм ACSSI 
446 группировался со штаммами Tetratostichococcus 
jenerensis (рис. 5).

Уровень генетических различий ITS2 с аутен- 
тичным штаммом SAG 2138 составил 3.5%, 
со штаммом KS126SM6L – 2.1%. При этом была 
обнаружена 1  CBC в  вариабельном регионе 
шпильки I (10 п.н.) (ESM_1), отличающая штамм 
KS126SM6L от  других представителей класте-
ра (дополнительные материалы). Так как род 
Tetratostichococcus монотипный и включает всего 
три опубликованные последовательности ITS2, 
данная группа нуждается в дополнительном из-
учении. Штамм ACSSI 446 был идентифицирован 
как Tetratostichococcus sp.

Chlorella vulgaris ACSSI 441 (Чуст-Папские 
холмы), ACSSI 442 (Резаксайские овраги). Клет-
ки одиночные или в  скоплениях, шаровидные, 
3‒11 мкм в диаметре (рис. 2г). Хлоропласт один, 
пристенный, чашевидный, с одним пиреноидом, 
окруженным крахмальной обверткой. Размно-
жение 2‒8 автоспорами. В  целом соответству-
ют описанию вида Chlorella vulgaris (Андреева, 
1998). Исследуемые штаммы ACSSI 441 и ACSSI 
442 в рамках клады Chlorella формируют кластер 
с представителями C. vulgaris (рис. 6), в т.ч. аутен-
тичным штаммом SAG 211-11b.

Генетические дистанции между ACSSI 441 
и ACSSI 442 – 1.4%, ACSSI 441 и SAG 211-11b – ме-
нее 0.6%, ACSSI 442 и SAG 211-11b – 1.3%. В рам-
ках клады Chlorella такой уровень генетических 
различий ITS2 соответствует внутривидовому 
уровню. Для сравнения наименьшие межвидовые 
генетические различия в рамках данной клады от-
мечены между Micractinium variabile и M. singularis – 
1.5%. CBCs отсутствуют. Таким образом, штаммы 
ACSSI 441 и ACSSI 442 отнесены к виду C. vulgaris.

Pseudostichococcus monallantoides ACSSI 438, 
ACSSI 439 (Резаксайские овраги). Штамм ACSSI 438 
характеризовался цилиндрическими клетками с за-
кругленными концами, иногда искривленными 
или расширенными с одной из сторон (рис. 2д). 
Размеры клеток 3.6‒13 × 2.7‒4.1 мкм. Средний 

Pseudostichococcus monallantoides ACSSI 438 (OR852642)
ACSSI 439 (OR852643)Pseudostichococcus monallantoides

Pseudostichococcus monallantoides ( ) SAG 380-1 * ( 020066)
SAG 379-4 ( 078184)
SAG 2067 ( 078185)
UTEX 2249 ( 0781 g6)

sp. KP09AW1004 ( 081407)
( ) SAG 2481 * ( 078161)
ST-9* ( 078172)
ST-7 (MT078173)
ST-6 ( 078174)
ST-8 (M 78175)

Т КМ
Pseudostichococcus monallantoides МТ
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Stichococcus КР
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Tritostichococcus coniocybes
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Tetratostichococcus sp. ACSSI 446 (OR852650)
Tetratostichococcusjenerensis ( ) SAG 2138* ( 078183)

KS 126SM6L ( 094844)
SAG 11.88 ( 078117)
( ) SAG 48.86* ( 078178)

( ) SAG 2406* ( 078171)
ST-2* ( 078176)
SAG 108.80 ( 078163)
SAG 107.80* ( 078162)

( ) SAG 379-2* ( 610125)
SAG 249.80 ( 078156)
SAG 25.92 ( 078157)
( ) SAG 1.92* ( 078158)

ASI 37 ( 670394)
-0019674 ( 670395)

Т МТ
Tetratostichococcus jenerens is КХ
Diplosphaera chodatii МТ
Diplosphaera chodatii Т МТ
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Tritostichococcus corticulus МТ
Deuterostochococcus lewinii МТ
Deuterostochococcus lewinii МТ
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Рис. 5. Укорененное филогенетическое дерево зеленых микроводорослей Stichococcus-клады, построенное методом 
Байеса, на основе последовательностей внутреннего транскрибируемого спейсера ITS2 (375 н.). В качестве статисти-
ческой поддержки узлов дерева указаны значения SH-aLRT/BP/PP. Значения SH-aLRT и BP менее 70% и PP менее 0.7 
не указаны. Модель нуклеотидных замен: HKY + F+ G4. Обозначения: * ‒ аутентичные штаммы; (T) – типовой вид.
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Chlorella vulgaris ACSSI 441 (OR852645)
211/81 (F 205854)
211/80 (F 205853)
211/11Q (FR865659)

( ) SAG 211-11b* (F 205832)
I 856 (FM205856)

ACOI 311* (GQ176853)
OK1-ZK ( 162912)
SAG 211-6* (F 205849)
( ) 283/2* (FM205843)

283/1 (F 205842)
sp. 283/3 (F 205844)

ACSSI 428* (OQ650228)
( ) 2446* ( 543045)

ACSSI 346* (OL619997)
NIES 2167* ( 731603)

SAG 18.91 (F 205839)
( ) SAG 30.92 (F 205840)
SAG 211-8k* (F 205834)
CCALA260 (F 205860)

211/90* (F 205861)
222/18* (FM205858)

SAG 42.98* (F 205879)
NIES 4034 (LC228606)
( ) NIES 4033* (LC228604)

ACSSI 338 ( 827196)
SAG 37.88* (F 205833)

SAG 3.83* (F 205850)
260/11* (HQ111433)

211/117 ( Q111430)
211/118* ( Ql11431)
211/116* ( Q111432)

sp. ACSSI 368 (OL619996)
211/119* ( Q111435)

I HTAl-65* ( J 02639)
( ) IPPAS -1210* ( 890143)
SAG 241.80 (F 205851)

211/83 (F 205852)
ACSSI 287 ( 780113)
ACSSI 198* ( 010393)

(T) 222/2D* (GQ487221)
222/47 (GQ487225)

222/29*(GQ487223)
222/30 (GQ487224)

222/73 (GQ487231)
( ) 222/80* (GQ487233)

UTEX 938* (F 205862)
SAG 211-40 ( 423983)

( ) 200/1 (FM205882)
211/120* ( Q111434)

( ) 248/5* (F 205836)
248/3 (F 205875)

NIES 455* (JX889640)
sp. ehime (MF629793)

ACSSI 332* ( 784118)
SAG 2587* (LT605003)

NLP-F014 ( F597304)
NIES 2171* (JX889641)

ACSSJ 343* ( W939911)
ACSSI 344 ( W939912)

KSF0114 ( N414467)
KSF0100 ( N414472)

KSF0085* ( N414468)

Chlorella vulgaris ССАР М
Chlorella vulgaris ССАР М
Chlorella vulgaris ССАР
Chlorella vulgaris ACSSI 442 (OR852646)
Chlorella vulgaris Т М
Chlorella pituita АСО
Chlorella pituita
Chlorella variabilis АВ
Chlorella variabilis М
Hegewaldia parvula Т ССАР
Hegewaldia parvula ССАР М
Hegewaldia ССАР М
Meyerella krienitzii
Meyerella planktonica Т ССМР АУ
Meyerella similis
Didymogenes sphaerica АВ
Didymogenes ammala М
Didymogenes palatina Т М
Chlorella sorokiniana М
Chlorella sorokiniana М
Chlorella lewinii ССАР М
Chlorella elongata ССАР
Micractinium belenophorun М
Carolibrandtia ciliaticola
Carolibrandtia ciliaticola Т
Lobosphaeropsis lobophora МТ
Lobosphaeropsis lobophora М
Chlorella heliozoae М
Chlorella rotunda ССАР
Chlorella pulchelloides ССАР Н
Chlorella pulchelloides ССАР Н
Chlorella chlorelloides ССАР Н
Chlorella
Chlorella singularis ССАР Н
Neochlorella thermophila ТВВ К О
Neochlorella semenekoi Т С МТ
Micractinium canductrix М
Micractinium canductrix ССАР М
Micractinium kostikovii МТ
Micractinium kostikovii МТ
Heynigia dictyosphaerioides ССАР
Heynigia riparia ССАР
Нindakia fallax ССАР
Нindakia fallax ССАР
Нindokia tetrachotoma ССАР
Нindakia tetrachotoma Т ССАР
Chlorella coloniales М
Lewiniosphaera symbiontica а МТ
Aclinastrum hantzschii Т ССАР
Chlorella volutis ССАР Н
Micractinium pusillum Т ССАР М
Micractinium pusillum ССАР М
Micractinium bornhemiense
Micractiniun
Micraclinium fhermotolerans МТ
Micractinium tetrahymenae
Micractinium inermum К
Micractinium inermum
Micractinium lacustre М
Micractinium lacustre М
Micractinium simplicissimum М
Micractinium simplicissimum М
Micractinium variabile М
Micractinium singularis KSF0094* (МN414469)

Parachlorella kessleri SAG 211-11g* (FM205846)
(T) SAG 2046* (FM205845)Parachlorella beijerinckii

100/100/1.00

97/91/1.00

86/79/0.98

96/76/0.96

91/100/1.00

–/100/0.99

97/100/1.00
77/100/1.00

–/100/1.00

96/81/1.00
91/85/1.00

99/100/1.00

97/90/1.00

84/100/1.00

98/97/1.00

76/100/1.00

100/100/1.00

–/100/1.00

99/97/1.00

94/97/1.00

99/100/1.00

87/–/1.00

91/–/1.00

99/91/1.00

92/–/1.00

89/81/0.98

–/–/0.95

89/88/0.93

93/100/1.00
84/100/1.00

100/100/1.00

100/100/1.00

100/100/1.00

100/100/1.00

92/100/1.00

96/100/1.00

–/100/1.00

–/–/1.00

98/–/1.00

–/–/0.95

–/–/0.84

–/–/0.90

83/100/1.00

100/99/1.00

93/–/0.94

82/100/1.00

92/76/–

97/95/1.00

94/–/1.00

89/–/0.82

70/72/0.96

75/–/0.92

–/82/0.86

0.02

Рис. 6. Укорененное филогенетическое дерево зеленых микроводорослей клады Chlorella, построенное методом 
Байеса, на основе последовательностей внутреннего транскрибируемого спейсера ITS2 (287 н.). В качестве стати-
стической поддержки узлов дерева указаны значения SH-aLRT/BP/PP. Значения SH-aLRT и BP менее 70% и PP 
менее 0.7 не указаны. Модель нуклеотидных замен: TIM2 + F + I + G4. Обозначения: * ‒ аутентичные штаммы; 
(T) – типовой вид.
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размер 6 × 3.3 мкм при отношении длины к ши-
рине 1.8. Хлоропласт один, пристенный, без пи-
реноида. В  клетках хорошо заметны липидные 
капли. Образование нитей в культуре не наблю-
дали. Размножение осуществлялось вегетативным 
делением клеток. Штамм ACSSI 439 имел сход-
ную морфологию: цилиндрические клетки с  за-
кругленными концами, иногда искривленные или 
расширенные с  одной из  сторон. Размеры кле-
ток 4.8‒14 (‒28) × 3.4‒4.6 мкм. Средний размер 
7.8 × 4.3 мкм при отношении длины к ширине 1.8. 
Хлоропласт один, пристенный, без пиреноида. 
Характерно формирование коротких нитей из 
2‒4 клеток. При длительном культивировании 
наблюдали аэрофильную фазу  – образование 
длинных нитей в воздухе. О подобном явлении 
сообщалось и  в работе L. Moewus (1951). При 
старении культуры встречались уродливые ги-
гантские клетки. Размножение осуществлялось 
вегетативным делением клеток или фрагмента-
цией нитей. Морфологические характеристики 
штаммов в целом соответствует описанию вида 
Pseudostichococcus monallantoides. Однако в ориги-
нальном описании указаны несколько меньшие 
размеры клеток  – 4‒6 × 2‒2.5 мкм (Moewus, 
1951). Кроме того, L. Moewus сообщал об образо-
вании зооспор, что впоследствии подтверждено 
не было (Pröschold, Darienko, 2020; данное иссле-
дование). По итогам филогенетического анализа 
ITS2 штаммы ACSSI 438 и ACSSI 439 кластери-
зовались с  представителями Pseudostichococcus 
monallantoides с высокими статистическими под-
держками (рис. 5). При этом генетические раз-
личия с аутентичным штаммом SAG 380-1 отсут-
ствовали, CBCs, соответственно, тоже. На осно-
ве этого штаммы ACSSI 438 и ACSSI 439 были 
отнесены к виду P. monallantoides.

Chromochloris zofingiensis ACSSI 437 (Резаксайские 
овраги). Клетки одиночные, зрелые ‒ шаровидные, 
молодые и  автоспоры ‒ шаровидные, яйцевид-
ные или полигональные (рис. 2е). Диаметр зрелых 
клеток ‒ до 11 мкм, автоспор ‒ от 3.5 мкм. Хло-
ропласт один пристенный, в молодых клетках – 
чашевидный, в зрелых ‒ почти поло-сферический, 
лопастной или с неровными краями, или разде-
ленный на многоугольные диски, без пиреноида. 
Размножение 2‒4 автоспорами. При длительном 
культивировании (более 6 мес.) отмечено наличие 
оранжевых липидных капель, что свидетельствует 
о накоплении вторичных каротиноидов. В целом 
штамм соответствует описанию вида Chromochloris 
zofingiensis (Андреева, 1998; Fucíková, Lewis, 2012). 
Филогенетический анализ с использованием ITS2 
показал, что штамм ACSSI 437 принадлежит виду 
Chromochloris zofingiensis (рис. 7а). Это также под-
тверждается низким уровнем генетических разли-
чий с аутентичным штаммом SAG 211-14 (0.6%) 
и отсутствием CBCs.

Pseudomuriella schumacherensis ACSSI 444 (Резак-
сайские овраги). Клетки одиночные, шаровидные 
или слегка неправильной формы, 6‒20 мкм в диа
метре (рис. 2ж). Хлоропласт один, пристенный, 
без пиреноида, в  молодых клетках разделенный 
на две доли, в зрелых ‒ на несколько сегментов. 
Запасные вещества – оранжевые липидные капли. 
Бесполое размножение путем образования авто-
спор (от 2 штук в материнском спорангии), иногда 
разного размера. В целом соответствует описанию 
вида Pseudomuriella schumacherensis. Однако в диа-
гнозе приводятся меньшие размеры зрелых клеток 
в культуре ‒ до 11 мкм. Кроме того, мы не наблю-
дали образование апланоспор и зооспор. Резуль-
таты филогенетического анализа подтвердили это 
предположение (рис. 7б). Генетические дистан-
ции между исследуемым штаммом и аутентичным 
штаммом P. schumacherensis UTEX 2252 были равны 
0.5%, что соответствовало внутривидовому уровню 
различий. Межвидовые генетические дистанции 
в рамках рода Pseudomuriella составляют 1.6–21%. 
CBCs также не обнаружены.

Deuterostichococcus epilithicus ACSSI 440 (Ле-
вые холмы). Kлетки цилиндрические с  закру-
гленными концами, иногда слегка искривленные 
(рис.  2з). Размеры клеток 6‒23 × 3.9‒4.8 мкм. 
Средний размер 8.6 × 4.6 мкм при отношении 
длины к ширине 1.9. Хлоропласт один, пристен-
ный, с голым пиреноидом. Изредка в культуре на-
блюдали короткие нити из двух клеток. Размно-
жение осуществлялось вегетативным делением 
клеток или фрагментацией нитей. В целом соответ-
ствует описанию вида Deuterostichococcus epilithicus 
(Pröschold, Darienko, 2020), однако для нашего 
штамма характерны несколько большие разме-
ры клеток. Исследуемый штамм ACSSI 440 вошел 
в состав группы, объединяющей представителей 
Deuterostichococcus epilithicus (рис. 5) с  высоким 
уровнем статистической поддержки. Генетические 
дистанции с аутентичным штаммом SAG 2060 со-
ставили 1.4%. Для сравнения, внутривидовые гене-
тические дистанции у других представителей рода 
Deuterostichococcus составляли от 0 до 3.5%, меж-
видовые – от 23 до 29%. CBCs между ACSSI 440 
и SAG 2060 отсутствовали. Таким образом, штамм 
ACSSI 440 был отнесен к виду Deuterostichococcus 
epilithicus.

Bracteacoccus sp. ACSSI 443 (Левые холмы). Клет-
ки одиночные, шаровидные, 4‒40 мкм в диаметре 
(рис. 2и). Клеточная оболочка с возрастом утолщает-
ся до 2.3 мкм. В молодых клетках по 2‒4 хлоропла-
ста, в зрелых ‒ многочисленные, без пиреноидов. 
Запасные вещества – оранжевые липидные капли. 
Бесполое размножение путем образования авто-
спор (от 4 штук в материнской клетке), зооспороге-
нез в культуре не наблюдали. В целом соответствует 
описанию вида Bracteacoccus minor (Андреева, 1998). 
Штамм ACSSI 443 объединился с представителями 
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B. aggregatus, B. occidentalis, B. minor, B. medionucleatus, 
B. grandis с  высокой статистической поддержкой 
в один кластер (рис. 8).

Уровень генетических различий ITS2 между 
исследуемым штаммом и остальными представи-
телями кластера варьировал от 1 до 2.2%. CBCs 
отсутствовали. Систематика рода Bracteacoccus 
сложна: диапазоны межвидовых и  межродовых 
генетических различий перекрываются. Так, вну-
тривидовые дистанции, как правило, составляли 
0–1.6%. Однако между штаммами внутри вида 
B. glacialis – 4.8%, B. aerius – 8.2%. Межвидовые 
дистанции колебались 0–30.7%. Например, между 
B. minor и B. grandis генетические различия в ITS2 
отсутствовали. В связи с этим данный штамм был 
идентифицирован как Bracteacoccus sp.

Особенности альгофлоры эродированных почв

Верхний горизонт почв всех трех районов ис-
следования вследствие высокой степени эроди-
рованности и изреженности растительного покрова 
являлся малоплодородным, с нейтральными зна-
чениями pH, низким содержанием гумуса, ам-
монийного азота, подвижного фосфора и  калия 
(Тухтабоева и соавт., 2023). Изученные штаммы 
зеленых микроводорослей принадлежали клас-
сам Chlorophyceae (Chlorosarcinopsis, Chromochloris, 
Pseudomuriella, Bracteacoccus) и  Trebouxiophyceae 
(Chlorella, Tetratostichococcus, Pseudostichococcus, 
Deuterostichococcus). Единственный штамм харофи-
товых микроводорослей Klebsormidium sp. – отнесен 
к классу Klebsormidiophyceae. Невысокое видовое 

Chromochloris zofingiensis G5 ( 472017)
SAG 4.80 ( W 75308)
CAUP 6503 (GU827477)
( ) SAG 211-14* (HQ902929)

ОМ
Chromochloris zofingiensis М 0
Chromochloris zofingiensis Н
Chromochloris zofingiensis Т

Chromochloris zofingiensis ACSSI 437 (OR852641)

Planktosphaeria gelatinosa SAG 262 1- (JQ281876)
UTEX 2252* (HQ292725)

UTEX 57* (HQ292729)
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r2005/327 ( 21298)
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Kr2008/06 ( 21317)
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( ) SAG 211-11 * (FM205832)

b
Pseudomuriella schumacherensis
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Pediastrum duplex НМ0
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Neochloris vigensis КМ0
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0.1

0.05
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ACSSI 348 ( Z901310)
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М
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( ) SAG 249-1 *(HQ292733)

F2* (HQ292735)
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Рис. 7. Укорененные филогенетические деревья зеленых микроводорослей рода Chromochloris (а) и Pseudomuriella 
(б), построенные методом Байеса, на основе последовательностей внутреннего транскрибируемого спейсера ITS2 
(321 и 280 н., соответственно). В качестве статистической поддержки узлов дерева указаны значения SH-aLRT/BP/PP. 
Значения SH-aLRT и BP менее 70% и PP менее 0.7 не указаны. Модель нуклеотидных замен: TIM2 + G4 и TNe + 
G4, соответственно. Обозначения: * ‒ аутентичные штаммы; (T) – типовой вид.
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разнообразие микроводорослей  – 11  штаммов, 
принадлежащих 8 родам, 3 классам и 2 отделам, 
можно объяснить как нестабильными условия-
ми окружающей среды, вызванными постоянной 
водной эрозией исследованных почв на крутых 
склонах, так и  особенностями культурального 
подхода. Последний занижает реальное богатство 
микроводорослей, сводя его к культивируемому 
разнообразию, что составляет лишь небольшую 
часть от реального (Langhans et al., 2009). Так, при 
сравнении данных высокопроизводительного сек-
венирования с данными, полученными при ми-
кроскопии культур микроводорослей почвенных 
биокорочек Шпицбергена и острова Ливингстон, 
богатство (на уровне родов) различалось в 11 раз 
(Rippin et al., 2018).

Полученные штаммы микроводорослей имеют 
космополитное распространение во  многих на-
земных и(или) пресноводных экосистемах (Ettl, 
Gärtner, 1995; Андреева, 1998). Многие из  них, 
а  именно представители родов Klebsormidium, 
Chlorosarcinopsis,  Chlorel la,  Bracteacoccus, 
Pseudomuriella, Pseudostichococcus были отмечены 
в  составе альгофлоры эродированных почв и  по-
чвенных биокорочек холодных, засушливых, 

засоленных, загрязненных местообитаний (Дубо-
вик, 1995, 2004; Pluis, 1994; Evans, Johansen, 1999; 
Lukešová, 2001; Fischer, Subbotina, 2014; Karsten 
et al., 2016; Sommer et al., 2020; Rybalka et al., 2023). 
Нитчатые (Klebsormidium) и сарциноидные/псев-
донитчатые (Chlorosarcinopsis) водоросли стабили-
зируют почвенные частицы, склеивая их  вместе 
за счет выделения слизи. Они обычно встречают-
ся в небольшом разнообразии, но могут произво-
дить высокую биомассу. Коккоидные водоросли 
(в нашем исследовании это Chlorella, Chromochloris, 
Pseudomuriella, Bracteacoccus, Tetratostichococcus, 
Pseudostichococcus, Deuterostichococcus) прикрепля-
ются к  частицам почвы и  обычно встречаются 
с  более высоким разнообразием, но  с меньшей 
биомассой (Büdel et al., 2016). Пустынные и другие 
наземные зеленые водоросли представляют собой 
микроскопические, в  основном одноклеточные 
шаровидные или палочковидные формы диаметром 
10‒50 мкм, в некоторых случаях образуют неболь-
шие клеточные агрегаты (Cardon et al., 2008). Коло-
низировать эродированные почвы микроводоросли 
могут с помощью различных адаптаций. К ним от-
носится способность к вторичному каротиногене-
зу зеленых микроводорослей родов Chromochloris, 

Bracteacoccus aggregatus U 1272 ( Q246421)
SAG-SO5-1 ( Q246423)
( ) G2- * (JQ281840)

- 2-1 * (JF717412)
ACSSI 099 (MG582209)

U 66* (JF717398)
BCP-ZNP1-VF22 (JF717407)

U 1244* (JF717399)
U 1246* (JF717400)

ТЕХ Н
Bracteacoccus aggregatus Н
Bracteacoccus aggregatus Т З
Bracteacoccus occidentalis ВСР ВС
Bracteacoccus occidentalis
Bracteacoccus minor ТЕХ
Bracteacoccus minor
Bracteacoccus medionucleatus ТЕХ
Bracteacoccus grandis ТЕХ
Bracteacoccus sp. ACSSI 443 (OR852647)
Bracteacoccus bohemiensis f 5* (JF7 7415)

U 1247* ( Q246424)
SAG-2272 ( Q246426)

BCP-CNP2-VF8 (JQ281846)
SAG-2302* (10281848)
ACSSI 108 ( G-523287)

U 1251* (HQ246427)
ATA-l-4-CV4 (HQ246428)

BCP-CNP2-VF 1 (JQ28 858)
BCP-CNP2-VF7 (JQ28 859)
BCP-H -VF 6 (JQ28 860)
BCP-W 7 l-VFNP2(JQ28 l 86 l)

F26 (JQ281838)
U 1250* (JQ281839)

221-7 (JQ28 84 l)
BCP-ZNP1-VF32 (JQ28 873)

BCP-W 36-VFNP6 (JQ28 863)
U 2970* (JQ281862)

N28 (JQ281866)

К З 1
Bracteacoccus pseudominor ТЕХ Н
Bracteacoccus pseudominor Н
Bracteacoccus bullatus
Bracteacoccus bullatus
Bracteacoccus bullatus М
Bracteacoccus giganteus ТЕХ
Bracteacoccus giganteus
Bracteacoccus deserticola 1
Bracteacoccus deserticola 1
Bracteacoccus deserticola 1 1 1
Bracteacoccus deserticola JT
Bracteacoccus aerius К
Bracteacoccus aerius ТЕХ
Bracteacoccus ruber ССАР 1
Bracteacoccus xe philusro 1
Bracteacoccus glacialis Л 1
Bracteacoccus glacialis ТЕХ
Bracteacoccus polaris НК
Bracteacoccus polaris Broady #668* (JQ281865)

88/80/1.00

98/100/1.00

98/100/1.00

98/100/1.00

96/96/1.00

78/–/1.00
96/100/1.00

89/87/0.82

99/100/1.00

99/100/1.00

99/100/1.00
78/86/0.97

73/87/0.93

100/100/1.00

88/96/0.99

99/100/1.00

87/–/1.00

90/84/1.00

–/96/0.70

–/–/0.72

–/–/0.95

95/77/0.99
74/70/0.99
93/76/0.99

0.05
Pseudomuriela aurantiaca (T) SAG 249-1* (HQ292733)

Рис. 8. Укорененное филогенетическое дерево зеленых микроводорослей рода Bracteacoccus, построенное мето-
дом Байеса, на основе последовательностей внутреннего транскрибируемого спейсера ITS2 (347 н.). В качестве 
статистической поддержки узлов дерева указаны значения SH-aLRT/BP/PP. Значения SH-aLRT и BP менее 70% 
и PP менее 0.7 не указаны. Модель нуклеотидных замен: GTR + F + G4. Обозначения: * ‒ аутентичные штаммы; 
(T) – типовой вид.
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Pseudomuriella и  Bracteacoccus, которая является 
защитным механизмом против неблагоприятных 
условий окружающей среды, например, яркого 
света, недостатка питательных веществ, образо-
вания активных форм кислорода, осмотического 
стресса и др. (Chekanov, 2023). Для членов Prasiola-
клады, в которую входят роды Tetratostichococcus, 
Pseudostichococcus и Deuterostichococcus (Karsten et al., 
2005), а также рода Klebsormidium (Kitzing et al., 2014; 
Hartmann et al., 2020), показана способность к про-
дукции микоспорин-подобных аминокислот, кото-
рые защищают клетки от ультрафиолетового излу-
чения и окислительного повреждения при высокой 
инсоляции, дефиците влаги, осмотическом и те-
пловом стрессах. Кроме того, перечисленные роды 
микроводорослей были устойчивы к  высыханию 
(Holzinger et al., 2014; Van, Glaser, 2022).

Более того, некоторые из описанных таксонов 
были ранее обнаружены в экосистемах Узбекиста-
на. Так, представители рода Klebsormidium были 
неоднократно описаны, например, K. dissectum 
(как Hormidium dissectum) – в почвах виноградни-
ков (Мусаев, 1960), в почвах пустыни Кызылкум 
(Троицкая, 1961), K. flaccidum (как H. flaccidum) 
и K. nitens (как H. nitens) – в пахотных и целинных 
почвах (Бут, 1959; Мусаев, 1960; Троицкая, 1961), 
K. rivulare (как H. rivulare) – в почвах пустыни Кы-
зылкум (Троицкая, 1961), K. subtile (как H. subtile 
и  Ulothrix subtilissima)  – в  почвах рисовых полей, 
болотах (Киселев, 1931) и в пахотных почвах (Му-
саев, 1960; Мухамедиев, 1960), в  почвах пусты-
ни Кызылкум (Троицкая, 1961) соответственно. 
Stichococcus-подобные таксоны также встречались 
в почвах пахотных полей и садов (Мусаев, 1960), 
в  почвах пустыни Кызылкум (Троицкая, 1961). 
Зеленая водоросль Сhlorella vulgaris была обнару-
жена во многих почвах (Бут, 1959; Мусаев, 1960; 
Троицкая, 1961; Умарова, 1964), представите-
ли Chlorosarcinopsis, например, Chlorosarcinopsis 
angulosa (как Chlorosphaera angulosa) встреча-
лись редко (Троицкая, 1961; Музафаров, 1965), 
как и  Bracteacoccus, например, B.  anomalus (как 
Pleurochloris anomala) – только в городских почвах 
(Mamasoliev, 2019). Упоминаний об обнаружении 
видов Chromochloris и  Pseudomuriella в  наземных 
и водных биотопах Узбекистана не найдено. Одна-
ко стоит отметить, что все перечисленные таксо-
ны микроводорослей были определены на основе 
морфологии, что исключает точность и надежность 
такой идентификации.

Таким образом, впервые изучено культивируемое 
разнообразие микроводорослей эродированных почв 
северной части Ферганской долины (Узбекистан) 
на основе морфологического и молекулярно-гене-
тического анализов. Было обнаружено 10 штаммов 
зеленых микроводорослей (Chlorophyta) и 1 ‒ харо-
фитовых (Charophyta). Только 7 штаммов микрово-
дорослей было определено до вида: Chlorella vulgaris, 

Chromochloris zofingiensis, Deuterostichococcus epilithicus, 
Pseudomuriella schumacherensis и Pseudostichococcus 
monallantoides. Еще 4 штамма идентифицированы 
только до  рода и  нуждаются в  дальнейших ис-
следованиях: Bracteacoccus sp., Chlorosarcinopsis sp., 
Klebsormidium sp. и  Tetratostichococcus sp. Невы-
сокое видовое разнообразие микроводорослей 
можно объяснить как эродированностью и мало-
плодородностью почв на склонах, так и особен-
ностями культурального подхода, выявляющего 
только часть от реального разнообразия микроор-
ганизмов. Колонизировать эродированные почвы 
в условиях засушливой предгорной зоны микро-
водоросли могут с помощью различных адапта-
ций: мелкие клеточные размеры, продукция вне-
клеточных экзополисахаридов, микоспорин-по-
добных аминокислот и вторичных каротиноидов. 
Проведенное исследование может стать основой 
для дальнейшей разработки высокофункциональ-
ных консорциумов на основе микроводорослей 
с целью улучшения и устойчивого развития низ-
копродуктивных, засушливых, деградированных 
наземных экосистем.
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Microalgae from Eroded Soils in the Northern Fergana Valley, Uzbekistan
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Abstract. For the first time, the cultivated diversity of microalgae in eroded soils in the northern part 
of the Fergana Valley in Uzbekistan has been studied based on both morphological and molecular 
genetic analysis. Ten strains of green microalgae (Chlorophyta) and one Charophyta strain were revealed. 
Only seven strains could be identified at the species level: Chlorella vulgaris, Chromochloris zofingiensis, 
Deuterostichococcus epilithicus, Pseudomuriella schumacherensis, and Pseudostichococcus monallantoides. 
Another four strains were identified only at the genus level and require further study: Bracteacoccus sp., 
Chlorosarcinopsis sp., Klebsormidium sp., and Tetratostichococcus sp. The low species diversity in the 
microalgae is likely due to both the low fertility of the eroded soils on the slopes, and the limitations 
of the culture-based approach that only reveals a fraction of the overall microbial diversity. Microalgal 
colonization of eroded soils in the arid foothill zone can be facilitated by various adaptations, such 
as small cell size and the production of extracellular polysaccharides, mycosporine-like aminoacids, 
and secondary carotenoids. The present work may contribute to the further development of highly 
functional microalgae-based consortia, which can lead to improvements and sustainable development 
of low-productivity, arid, and degraded terrestrial ecosystems.

Keywords: microalgae, diversity, morphology, rbcL, ITS2, soils, erosion
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ДОПОЛНИТЕЛЬНЫЕ МАТЕРИАЛЫ

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ
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УДК 579.252.5

БИОИНФОРМАЦИОННЫЙ И ФУНКЦИОНАЛЬНЫЙ АНАЛИЗ 
ПЛАЗМИДЫ БИОСИНТЕЗА СИДЕРОФОРОВ PSID 
БАКТЕРИЙ RHODOCOCCUS PYRIDINIVORANS 5AP

© 2024 г.  М. И. Мандрикa, *, А. А. Высоцкаяa, Ю. В. Егороваa, 
Д. В. Суржикa, А. Ю. Ларченкоa, С. Л. Василенкоa  и др.

aБелорусский государственный университет, Минск, 220030, Беларусь
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Поступила в редакцию 06.12.2023 г.
После доработки 29.12.2023 г.

Принята к публикации 31.12.2023 г.

В клетках бактерий R. pyridinivorans 5Ар в результате секвенирования полной последовательности 
генома выявлена плазмида pSID (CP063453.1) размером 250428 п.н. За репликацию данной плаз-
миды, по всей вероятности, отвечает ген dnaB. Гены, которые могут быть вовлечены в репликацию 
(dnaB, ssb) и разделение плазмид после репликации (parA), проявляют наибольшую степень сходства 
с детерминантами, расположенными на крупных (224‒343 т.п.н.) плазмидах родококков: unnamed1 
R.  pyridinivorans YF3, unnamed1 R. rhodochrous LH-B3, pRJH1 R. pyridinivorans YC-JH2, pRDE01 
Rhodococcus sp. RDE2 и pRho-VOC14-C342 R. opacus VOC-14. На плазмиде pSID выявлено два локуса, 
ответственных за синтез вторичных метаболитов, один из которых определяет синтез поликетидного 
соединения (сходные последовательности выявлены на плазмидах родококков), а второй – предпо-
ложительно, синтез сидерофора: гены биосинтеза (sid1–5) данного соединения проявляют наиболь-
шую степень сходства (не более 75%) с последовательностями бактерий Streptomyces vilmorinianum YP1 
(CP040244.1), S. ficellus NRRL 8067 (CP034279.1), Streptomyces sp. NBC00162 (CP102509.1) и некоторых 
других стрептомицетов, но не обладают сходством с какими-либо известными генами биосинтеза 
сидерофоров у родококков. Локус плазмиды pSID, отвечающий за синтез сидерофора, имеет уни-
кальную организацию, т.к. ген sid5 (iucC) транскрибируется во встречном направлении, тогда как 
у других бактерий он входит в состав оперона и располагается в начале или в конце. Установлено, 
что при инактивации гена sid1 снижается антагонистическая активность бактерий R. pyridinivorans 5Ар 
против фитопатогенных бактерий P. carotovorum 2.18, снижается устойчивость к ионам железа, кадмия 
и арсенатам, а также появляются фитотоксические свойства в отношении редиса красного, тогда как 
бактерии дикого типа обладают стимулирующей рост растений активностью.

Ключевые слова: Rhodococcus, плазмиды, сидерофоры, стимулирующая рост растений активность, ан-
тагонистическая активность, устойчивость к тяжелым металлам

DOI: 10.31857/S0026365624040034

Бактерии рода Rhodococcus широко известны 
как деструкторы органических соединений раз-
личной природы и в основном применяются в со-
ставе биопрепаратов для биоремедиации сред, 
загрязненных углеводородами. Такие среды ха-
рактеризуются изменением физико-химических 
свойств почвы, нарушением состава микробио-
ценоза, а также растительного покрова. Резуль-
татом же биоремедиации должно стать не только 
разложение загрязнителя, но и восстановление 
всех характеристик почвы. Соответственно, наи-
более перспективными будут те  бактерии-де-
структоры, которые не только разрушают загряз-
нители, но и способствуют росту растений, т.е. 

обладающие рост-стимулирующими и защитными 
свойствами. В этом плане родококки являются 
привлекательными объектами природоохран-
ных биотехнологий, т.к. помимо углеводородов, 
способны разлагать токсины, в том числе мико-
токсины, продуцируемые фитопатогенными гри-
бами (Kriszt et al. 2012; Cserháti et al., 2013; Ji et 
al., 2016), а также продуцируют ряд соединений 
с рост-стимулирующей активностью по отноше-
нию к растениям и антагонистической активно-
стью по отношению к разным группам микроор-
ганизмов, в том числе фитопатогенным (Kundu 
et al., 2016; Stevens et al., 2017; Kuhl et al., 2019; 
Iminova et al., 2022).

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ
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Одной из важных групп соединений с антагони-
стической и стимулирующей рост растений актив-
ностью являются сидерофоры (Глик, Пастернак, 
2002). Родококки, как и другие бактерии, проду-
цируют в  среду различные виды сидерофоров 
для эффективной добычи ионов железа, входящих 
в состав активных центров многочисленных окси-
геназ ‒ ферментов, обеспечивающих окисление 
широкого спектра углеводородов. На  этом уча-
стие сидерофоров в биодеградативной активности 
не  заканчивается. Показано, что они способны 
индуцировать возникновение в средах активных 
форм кислорода, которые, в  свою очередь, обе-
спечивают окисление органических загрязнителей 
(Roskovа et al., 2022). Сидерофоры, наряду с био-
сурфактантами, обеспечивают бактериям устойчи-
вость к тяжелым металлам и металлоидам за счет 
неспецифического связывания с  некоторыми 
из них (Presentato et al., 2020). Такое неспецифиче-
ское связывание играет важную роль при фитобиоре-
медиации загрязненных тяжелыми металлами сред, 
поскольку делает ионы тяжелых металлов более до-
ступными для поглощения растениями (Saha et al., 
2013). Кроме того, сидерофоры являются факторами 
антагонизма, обеспечивая своим продуцентам селек-
тивное преимущество в средах с дефицитом железа 
(Глик, Пастернак, 2002; Saha et al., 2013).

Положительное действие бактерий  – проду-
центов сидерофоров на растения обеспечивается 
за счет нескольких механизмов. Во-первых, бак-
териальные сидерофоры более активны по сравне-
нию с грибными, поэтому бактерии выигрывают 
в конкурентной борьбе с фитопатогенными гриба-
ми в ризосфере растения (Глик, Пастернак, 2002). 
Во-вторых, показано, что сидерофоры способствуют 
выработке бактериальных ауксинов в ризосфере 
растения в условиях загрязнения тяжелыми метал-
лами (Dimkpa et al., 2008). В-третьих, установлено, 
что сидерофоры обладают элиситорным воздей-
ствием и стимулируют иммунный ответ растения 
(Aznar et al., 2014).

Таким образом, бактерии рода Rhodococcus можно 
рассматривать не только как деструкторов опасных 
поллютантов, перспективных для использования 
при биоремедиации и фитобиоремедиации загряз-
ненных сред, но и как перспективных агентов для 
защиты растений и продуцентов ценных биологи-
чески активных метаболитов.

Способность продуцировать биологически 
активные соединения, так же как и способность 
утилизировать различные трудно разлагаемые со-
единения, часто определяется мобильными гене-
тическими элементами, в частности, плазмидами.

Целью данного исследования был анализ вклада 
плазмиды pSID в  устойчивость, антагонистиче-
скую и стимулирующую рост растений активность 
бактерий Rhodococcus pyridinivorans 5Ap – деструк-
торов углеводородов нефти.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
ИССЛЕДОВАНИЯ

Объекты исследования. В работе использова-
ли бактерии R. pyridinivorans 5Ap (депонированы 
в Белорусской коллекции непатогенных микро-
организмов под номером БИМ В-939 Г). Для кло-
нирования фрагмента гена биосинтеза сидерофо-
ров использовали суицидальный вектор pK18mob 
(Kmr, LacZ') (Schäfer et al., 1994). Для отбора ре-
комбинантных молекул ДНК и  последующего 
их  введения в  клетки родококков использова-
ли штаммы E. coli XL1-Blue (Bullock et al., 1987) 
и BW19851 (Metcaff et al., 1994). В качестве тест-
культуры для проверки антагонистической ак-
тивности использовали бактерии Pectobacterium 
carotovorum 2.18 (депонированы в  Белорусской 
коллекции непатогенных микроорганизмов под 
номером БИМ В-1640). Для определения стиму-
лирующих рост растений свойств использовали 
семена редиса красного Raphanus sativus L. var. 
sativus сорта Гранат. Анализируемая нуклеотид-
ная последовательность плазмиды pSID бакте-
рий R. pyridinivorans 5Ap депонирована в GenBank 
NCBI под номером CP063453.1.

Среды и растворы. Для культивирования бак-
терий использовали пептонно-дрожжевую среду 
(жидкую – ПДБ: пептон – 10 г/л, дрожжевой экс-
тракт – 5 г/л, NaCl – 8 г/л, рН 7.0–7.2; плотную ‒ 
ПДА  – добавляли агар бактериологический  – 7 
или 15 г/л); среду Мейнелла с 2% мелаcсой (Мей-
нелл, Мейнелл, 1967), плотную минеральную среду 
М9 (Миллер, 1976) с добавлением глюкозы (0.2%), 
сукцината (0.2%) или нафталина (пары) в качестве 
единственного источника углерода. Для проращи-
вания семян растений использовали 1% водный 
агар (агар бактериологический – 10 г/л).

Определение минимальной ингибирующей кон-
центрации (МИК) тяжелых металлов и металло-
идов. Исследуемые бактерии культивировали 
в среде ПДБ с аэрацией (140 об./мин) в течение 
24 ч  при 28°С. Полученной культурой (20 мкл) 
инокулировали среду ПДБ (3 мл) с различными 
концентрациями тяжелых металлов и металлои-
дов, вносимых в виде солей: NiCl2 (0.1; 0.2; 0.5; 1; 
1.5; 2; 3; 4; 5 ммоль/л), ZnSO4 (0.5; 0.6; 0.75; 0.9; 
1; 1.5; 2; 2.5; 3 ммоль/л), CoCl2 (0.5; 0.75; 1; 1.25; 
1.5 ммоль/л), CuCl2 (0.1; 0.2; 0.5; 1; 1.5; 1.6; 1.7; 
1.8; 1.9; 2; 4; 6; 8; 10 ммоль/л), CdCl2 (0.1; 0.2; 0.5; 
0.75; 1; 1.5 ммоль/л), Hg(NO3)2 (0.05; 0.1; 0.15; 0.2; 
0.5; 1 ммоль/л), Pb(NO3)2 (0.05; 0.1; 0.15; 0.2; 0.5; 
1; 1.5; 2; 2.5; 3 ммоль/л), FeCl3 (0.5; 1; 1.5; 2; 2.5; 
3; 4; 5 ммоль/л), Na3AsO3 (0.05; 0.1; 0.15; 0.2; 0.5; 
1; 1.5; 2; 2.5; 3 ммоль/л). Инкубировали с аэрацией 
(140 об./мин) в течение 48 ч при 28°С. Визуально 
оценивали рост культур и производили измерение 
ОП600 (положительный результат регистрирова-
ли при достижении значения ОП600 0.2). За МИК 
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принимали концентрацию, следующую за той, при 
которой наблюдался рост.

Антагонистическую активность оценивали с по-
мощью метода отсроченного антагонизма. На по-
верхность агаризованной среды (ПДА, М9 с глю-
козой (0.2%), М9 с  сукцинатом (0.2%) или М9 
с  нафталином (пары)) в  чашке Петри медальо-
нами засевали штаммы исследуемых бактерий, 
культивировали при температуре 28°С в  тече-
ние 48 ч. Ночную культуру фитопатогенных бак-
терий Pectobacterium carotovorum 2.18 выращивали 
с аэрацией при 28°С. В 5 мл 0.7% ПДА добавляли 
100 мкл культуры фитопатогенных бактерий. Далее 
наслаивали 0.7% ПДА на  чашку Петри с  меда-
льонами и инкубировали при температуре 28°С. 
Размер зоны задержки роста тест-штамма вокруг 
медальонов замеряли через 24 ч культивирования 
от края медальона до начала роста тест-культуры.

Стимулирующую рост растений активность 
оценивали на растениях редиса красного сорта 
Гранат. Ночную культуру исследуемых штаммов 
выращивали в среде Мейнелла при температуре 
28°C в течение 24 или 48 ч. Семена редиса пред-
варительно замачивали в течение 30 мин в куль-
туральной жидкости каждого штамма, среде 
Мейнелла и воде (контроли). Помещали семена 
на поверхность 1% водного агара, инкубировали 
при комнатной температуре. Через 7 сут опреде-
ляли морфометрические показатели (длина гипо-
котиля, длина корня).

Трансформацию E. coli осуществляли по методике, 
описанной в руководстве (Маниатис и соавт., 1984).

Тотальную ДНК бактерий выделяли саркозило-
вым методом (te Riele et al., 1986).

Выделение плазмидной ДНК. Для выделения 
плазмидной ДНК использовали набор реактивов 
Fast-n-Easy Plasmid Mini-Prep Kit (“Jena Bioscience”, 
Германия).

ПЦР проводили с  использованием набора 
реактивов производства Thermoscientific (EC), 
ОДО  “Праймтех” (РБ) и  праймеров производ-
ства ОДО “Праймтех” (РБ). Реакцию проводили 
в объеме 25–50 мкл. Реакционная смесь содержа-
ла 1× буфер с ионами Mg2+ для соответствующей 
ДНК-полимеразы, смесь дНТФ (0.2 ммоль/л каж-
дого нуклеотида), 0.5 мкмоль/л каждого праймера, 
1.25–2.5 ед. ДНК-полимеразы (Taq или Pfu).

Амплификацию фрагмента плазмидного гена sid 
проводили при режимах: 95°С – 3 мин (1 цикл); 
95°С – 1 мин, 57°С – 1 мин, 72°С – 1 мин (30 циклов); 
72°С – 5 мин (1 цикл). Использовали праймеры 
Sid-fw (AGGAGCAGGCCACCACTTAC) и Sid-rev 
(AGGAGGTTAGAGAGCGATCC), размер полу-
чаемого фрагмента составил 562 п.н.

ПЦР-анализ результатов инсерционного мута-
генеза осуществляли с использованием пары прай-
меров M13 Forward (CACGACGTTGTAAAACGAC) 
или M13 Reverse (GGATAACAATTTCACACAGG) 

и  Sid-fw и  режимов: 94°С  – 5 мин; 94°С  – 30 с, 
48°С – 1 мин, 72°С – 1 мин (5 циклов); 94°С – 30 с, 
50°С  – 1 мин, 72°С  – 1 мин (25 циклов); 
72°С – 10 мин.

Инактивация гена sid1 в  опероне биосин-
теза сидерофоров была осуществлена с  помо-
щью направленного инсерционного мутагенеза 
(Чернявская, 2016). Полученные на среде ПДА 
с рифампицином (100 мкг/мл) и канамицином 
(25 мкг/мкл) клоны рассевали на среде М9 с ка-
намицином (25 мкг/мкл) и нафталином (пары) 
в качестве единственного источника углерода.

Инструменты биоинформационного анализа. 
Для анализа нуклеотидных последовательностей 
и  построения генетической карты использовали 
программу SnapGene Viewer 5.0.8 и онлайн ресурс 
https://proksee.ca/ (Grant et al., 2023). Поиск фраг-
ментов, которые были приобретены в результате 
горизонтального переноса, производили с помощью 
инструмента Alien Hunter (Vernikos, Parkhill, 2006). 
Для идентификации кластеров генов биосинтеза 
вторичных метаболитов использовали онлайн ре-
сурс antiSMASH, версии 7.0.1 (https://antismash.
secondarymetabolites. org) (Blin et al., 2023). Уровень 
синтении генов биосинтеза сидерофора оценива-
ли с помощью ресурса SyntTax (https://archaea.i2bc.
paris-saclay.fr/synttax/) (Oberto, 2013).

Статистический анализ проводили с использова-
нием пакета статистики MS Excel 2010.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Плазмида pSID размером 250428 п.н. (рис. 1) 
была выявлена в клетках бактерий R. pyridinivorans 
5Ар в результате секвенирования полной последо-
вательности генома (Мандрик и соавт., 2024).

При аннотации плазмиды pSID не было выяв-
лено генов rep, кодирующих специфические белки 
инициации репликации. В целом, далеко не все 
плазмиды обладают данными генами (в частности, 
плазмиды тета-типа репликации групп В и Е гра-
мотрицательных и  грамположительных бакте-
рий) (Титок, 2004). В составе репликона выявле-
ны гены dnaB (INP59_27530) и ssb (INP59_27510), 
располагающиеся в  пределах области размером 
5265 п.н. и разделенные 3 генами, кодирующими 
неизвестные белки; а также единственный ген parA 
(INP59_26825), локализованный на большом рас-
стоянии от вышеупомянутых генов.

DnaB – это хеликаза, обеспечивающая расплете-
ние ДНК в точке начала репликации. Как правило, 
при репликации плазмид используется хозяйский 
белок DnaB, кодируемый хромосомными генами. 
Однако есть отдельные группы плазмид (Turner 
et  al., 2002), несущие эти гены в  своем составе. 
В частности, на плазмиде pQBR55 (NZ_LN713927.1) 
вблизи точки начала репликации локализуются два 
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гена dnaB (PQBR55_RS00220 и PQBR55_RS00225). 
S.L. Turner et al. (2002) показали, что, по крайней 
мере, второй из них необходим для репликации. 
Белковые продукты этих генов сходны между со-
бой на 64% (на 79% с учетом синонимичных за-
мен). Сравнение белков DnaB, кодируемых плаз-
мидами pSID (QOW01910.1, 441 а.к.о.) и pQBR55 
(для сравнения использовали последовательность 
белка, участие которого в репликации было уста-
новлено экспериментально, WP_011031943.1, 
464 а.к.о.), выявило сходство по аминокислотному 
составу 31% (46% с учетом синонимичных замен).

Известно также, что плазмидный ген dnaB вхо-
дит в состав мини-репликона линейной плазмиды 

SLP2 бактерий Streptomyces lividans 1326 (Ahsan, 
Kabir, 2013). Кодируемый плазмидным геном белок 
DnaB (AAO61160.1, 451 а.к.о.) проявляет сходство 
26% (44% с учетом синонимичных замен) с белком 
исследуемых бактерий, в то время как гены не об-
наруживают значимого сходства.

Все вышеперечисленное дает основания пред-
полагать, что в репликации плазмиды pSID уча-
ствует белок DnaB, а  вблизи его гена можно 
ожидать наличие сайта начала репликации oriV. 
Поиск повторов, потенциально составляющих 
DnaA-боксы, вблизи гена dnaB не дал результа-
тов. Однако известно, что не всем плазмидам они 
свойственны. В частности, у плазмид групп В и С 

Рис. 1. Генетическая карта плазмиды Psid. INP – обозначение белок-кодирующих последовательностей, HGT 
Region – участок, который, предположительно, был привнесен в результате горизонтального переноса.
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они отсутствуют, как и АТ-богатые области (Титок, 
2002).

Выше гена dnaB на плазмиде pSID расположена 
ОРС (INP59_27525), 3ꞌ-конец которой перекры-
вается с 5ꞌ-концом гена dnaB. Сравнение их ну-
клеотидных последовательностей выявило сход-
ство 90.48%, однако белковые продукты сходства 
не проявляют. Очевидно, в первом гене могли про-
изойти мутации, в результате которых он утратил 
свою функциональность.

SSB-белки выполняют при репликации функ-
цию стабилизации одноцепочечных участков ДНК. 
Обычно они кодируются хромосомными генами: 
сходство с  хромосомным геном (INP59_23825, 
519 п.н.) составляет 85.29%. В то же время на не-
которых плазмидах гены ssb обнаруживаются ря-
дом с точкой начала конъюгационного переноса 
oriT (а с противоположной стороны локализованы 
гены tra), хотя их значимое участие в конъюгации 
не показано (Howland et al., 1989). Сравнение ну-
клеотидных последовательностей генов ssb плазмид 
pSID и  ColIb-P9 (M25505.1, 528 п.н.) не  выяви-
ло значимого сходства, тогда как аминокислот-
ные последовательности белков сходны на 29.55% 
(47% с учетом синонимичных замен). Генов, непо-
средственно связанных с конъюгационным пере-
носом плазмиды pSID, вблизи гена ssb не выяв-
лено. Близкое расположение гена ssb к гену dnaB 
позволяет предполагать его участие в процессе ре-
пликации плазмиды pSID.

Продукт гена parA в клетках бактерий отвеча-
ет за разделение плазмид после репликации. Как 
правило, он работает в паре с белком ParB, явля-
ющимся продуктом гена, входящего в состав одно-
го оперона с parA. Однако известна плазмида pSK1 
бактерий Staphylococcus aureus, за распределение ко-
торой отвечает лишь один белок Par (AAF63251.1, 
245 а.к.о.), ген которого расположен рядом с rep-
геном и транскрибируется в противоположном на-
правлении (Chan et al., 2022). Сравнение белка ParА 
(QOW01990.1, 384 а.к.о.) исследуемых бактерий 
с белком Par S. aureus pSK1 не выявило гомологии. 
Вблизи гена parA не выявлено ОРС, обладающих 
сходством с  известными rep-генами. Сравнение 
последовательностей плазмидного и хромосомного 
(QOV96885.1, 327 а.к.о.) белков ParА выявило сход-
ство 25% (42% с учетом синонимичных замен).

Сходные нуклеотидные последовательности ге-
нов dnaB, ssb и parA были выявлены только в составе 
плазмид бактерий рода Rhodococcus (табл. 1).

Причем все три гена (dnaB, ssb и  parA) обна-
руживались в  составе более крупных плазмид 
(224‒343 т.п.н.), тогда как на плазмидах меньшего 
размера (117‒167 т.п.н.) обнаруживался только го-
мологичный ген parA. В то же время на плазмидах 
меньшего размера выявлены гены parB.

На плазмидах pRJH1, pRDE01, pRho-VOC14-C342 
перед геном dnaB, так же  как на  плазмиде pSID, 
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Таблица 2. Гены биосинтеза вторичных метаболитов

№ ОРС Название продукта
Размер 

гена, 
п.н.

Размер 
белка, 
а.к.о.

Сходство нуклеотидной последовательности гена 
с известными: штамм, № в GenBank NCBI, %

Локус 1 – Биосинтез сидерофора
INP59_27105 Аминотрансфераза IV класса 921 306 ‒

INP59_27110 Фосфотрансфераза 939 312 Rhodococcus sp. 2G plasmid p1  
(CP018064.1, 74.51%)

INP59_27115 SAM-зависимая  
метилтрансфераза I класса 747 248 ‒

INP59_27120 MFS-транспортер 1347 448 Nocardioides sp. TF02-7 (CP092535.1, 71.28%)
INP59_27125 
(sid5)

Белок биосинтеза сидерофора 
семейства IucA/IucC* 1692 563 Streptomyces sp. NBC00162 (CP102509.1, 68.86%)

INP59_27130 
(sid4)

Монооксигеназа семейства 
SidA/IucD/PvdA** 1311 436 S. ficellus NRRL 8067 (CP034279.1, 75.25%)

INP59_27135 
(sid3) Ацетилтрансфераза** 555 184 Streptomyces sp. NBC00162  

(CP102509.1, 69.89%)
INP59_27140 
(sid2) Сидерофорсинтаза* 1800 599 S. vilmorinianum YP1 (CP040244.1, 73.69%)

INP59_27145 
(sid1) Аминотрансфераза** 1512 503 S. vilmorinianum YP1 (CP040244.1, 72.95%)

INP59_27150 Альфа/бета-гидролаза** 978 325 ‒
INP59_27155 Гидролаза семейства HAD 687 228 ‒

Локус 2 – Биосинтез поликетидного соединения

INP59_27520 Белок, содержащий SH3-домен 333 110

R. pyridinivorans YF3, плазмида unnamed1 
(CP040720.1, 99.10%),

R. rhodochrous LH-B3, плазмида unnamed1 
(CP120357.1, 99.10%),

R. pyridinivorans YC-JH2, плазмида pRJH1 
(CP050179.1, 99.10%)

INP59_27530 АТФаза семейства ААА 1326 441 R. pyridinivorans YF3, плазмида unnamed1 
(CP040720.1, 99.92%)

INP59_27585 Транскрипционный регулятор, 
содержащий домен wHTH 312 103 R. pyridinivorans YF3, плазмида unnamed1 

(CP040720.1, 98.72%)

INP59_27605 Субстрат-связывающий белок 
АВС-транспортера 1584 527

R. rhodochrous LH-B3, плазмида unnamed1 
(CP120357.1, 97.92%),

R. pyridinivorans YC-JH2, плазмида pRJH1 
(CP050179.1, 97.92%)

INP59_27610 Пермеаза АВС-транспортера 954 317
R. rhodochrous LH-B3, плазмида unnamed1 

(CP120357.1, 97.17%),
R. pyridinivorans YC-JH2, плазмида pRJH1 

(CP050179.1, 97.17%)
INP59_27615 Пермеаза АВС-транспортера 837 278 Rhodococcus sp. GA1 (CP097186.1, 96.65%)

INP59_27620 АТФ-связывающий белок 
АВС-транспортера 933 310

R. rhodochrous LH-B3, плазмида unnamed1 
(CP120357.1, 96.46%),

R. pyridinivorans YC-JH2, плазмида pRJH1 
(CP050179.1, 96.46%)

INP59_27625 Белок, содержащий  
АТФ-связывающую кассету 783 260 ‒

INP59_27630 НАД(Ф)-зависимая оксидоре-
дуктаза семейства SDR* 14484 4827 R. pyridinivorans P23 плазмида pB  

(CP113800.1, 96.25%)

INP59_27635 Белок, содержащий тиоэфирре-
дуктазный домен** 2292 763 R. pyridinivorans Y6 плазмида unnamed4 

(CP096039.1, 96.29%)

INP59_27640 Альфа/бета-гидролаза** 1074 357 R. pyridinivorans Y6 плазмида unnamed4 
(CP096039.1, 96.28%)

INP59_27645 Кротонил-КоА-карбоксилаза/
редуктаза** 1353 450 R. pyridinivorans Y6 плазмида unnamed4 

(CP096039.1, 96.30%)

*Основные гены биосинтеза. **Вспомогательные гены биосинтеза.
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расположена перекрывающаяся с ним рамка счи-
тывания, но  не проявляющая с  ним какого-либо 
сходства. Для плазмид бактерий R. pyridinivorans YF3 
и R. rhodochrous LH-B3 такой анализ не проведен, 
т.к. они не аннотированы. Гены ssb располагаются 
вблизи генов dnaB, тогда как гены parA обнаружи-
ваются в ином локусе плазмид.

Анализ генома плазмиды на  наличие генов, 
отвечающих за  синтез вторичных метаболи-
тов, позволил выявить два локуса (табл. 2), один 
из  которых определяет биосинтез сидерофора 
(121628‒137136 п.н.), а второй – поликетидного 
соединения (209405‒250428 п.н.).

Многие детерминанты локуса 2 (INP59_27520–
INP59_27620), определяющие синтез поликетид-
ного соединения, проявляют высокую степень 
сходства с гомологичными генами, локализован-
ными на плазмидах unnamed1 R. pyridinivorans YF3, 
unnamed1 R. rhodochrous LH-B3, pRJH1, pRDE01 
и немного меньшую с плазмидными генами pRho-
VOC14-C342, для которых было установлено сход-
ство детерминант, определяющих репликацию, 
конъюгацию и распределение по дочерним клеткам. 
Это может говорить об общем происхождении дан-
ных плазмид. В то же время основные биосинтети-
ческие детерминанты (INP59_27630–INP59_27645) 
проявляют наибольшую степень подобия с гомо-
логичными генами, расположенными на  других 
плазмидах: pB  R. pyridinivorans P23 (CP113800.1), 
unnamed4 R. pyridinivorans Y6 (CP096039.1), 
unnamed2 R. pyridinivorans YF3 (CP040721.1).

Больший интерес представляет локус 1 (табл. 2), 
т.к. гены биосинтеза сидерофора проявляют наи-
большую степень сходства (хотя она и  не пре-
вышает 75%) с  последовательностями бактерий 
S. vilmorinianum YP1 (CP040244.1), S. ficellus NRRL 
8067 (CP034279.1), Streptomyces sp. NBC00162 
(CP102509.1) и  некоторых других стрептомице-
тов, но не обладают сходством с какими-либо из-
вестными генами биосинтеза сидерофоров у родо-
кокков. Данный локус расположен на фрагменте 
плазмиды, который, предположительно, приобре-
тен в результате горизонтального переноса (рис. 1).

В локусе 1 гены sid1–4, по  всей видимости, 
образуют оперон, а  ген sid5 транскрибируется 
во  встречном направлении. Такая организация 
является уникальной для плазмиды pSID, т.к. у из-
вестных бактерий ген sid5 (iucC) транскрибируется 
в том же направлении и находится либо в начале, 
либо в конце оперона (рис. 2).

Для оценки вклада сидерофора, за синтез кото-
рого отвечает локус 1, в биологическую активность 
бактерий R. pyridinivorans 5Ар был проведен инсер-
ционный мутагенез первого гена в опероне ‒ sid1. 
Полученный мутантный вариант бактерий обозна-
чили R. pyridinivorans 5Ар RifR sid::pK18mob.

При инактивации гена sid1 у исследуемых бак-
терий снижается устойчивость к железу, кадмию 
и арсенатам (табл. 3). Это согласуется с данными 
об участии сидерофоров во внеклеточной биосорб-
ции мышьяка, железа, свинца, цинка, кадмия и др. 
(Presentato, 2020).
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Рис. 2. Организация кластера биосинтеза сидерофоров у различных бактерий: 1 – плазмида pSID R. pyridinivorans 
5Ар; 2 – Paenactinomyces guangxiensis s-10 (NZ_JACEIQ000000000.1); 3 – Streptomyces ficellus NRRL 8067 (CP034279.1); 
4 – Myxococcus hansupus mixupus (CP012109.1).

Таблица 3. Минимальные ингибирующие концентрации (МИК) ионов тяжелых металлов и арсената для 
бактерий R. pyridinivorans 5Ap дикого типа и его мутантного варианта 

Штамм МИК иона, ммоль/л
Pb2+ Cu2+ Co2+ Fe2+ Ni2+ Cd2+ Hg2+ Zn2+ As2O4

2–

R. pyridinivorans 5Ap (дикий тип) 0.15 4 <0.5 1 3 0.5 <0.05 2 3
R. pyridinivorans 5Ap RifR sid::pK18mob 0.15 4 <0.5 0.5 3 0.2 <0.05 2 2
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Антагонистическая активность мутантных бак-
терий по отношению к фитопатогенным бактери-
ям P. carotovorum 2.18 снижается (табл. 4), что гово-
рит об антимикробной активности продуцируемо-
го соединения.

Однако способность подавлять рост тест-
штамма не исчезает полностью, что говорит либо 
о синтезе соединения с более низкой активностью 
(т.к. ген sid1 относится к вспомогательным генам 
биосинтеза, а один из основных биосинтетических 
генов sid5 и вовсе не входит в состав оперона), либо 
о синтезе других соединений с антимикробной ак-
тивностью (в частности, локус 2 определяет синтез 
поликетидного соединения). Интересно и то, что 
синтез антимикробных метаболитов происходит 
на полноценной среде (ПДА) и минеральной среде 
с глюкозой, в то время как на средах с сукцинатом 
или нафталином бактерии R. pyridinivorans 5Ар таких 
метаболитов не производят.

Бактерии R. pyridinivorans 5Ар обладают стиму-
лирующим воздействием на корни редиса крас-
ного (рис. 3), в то время как мутантный вариант 
R. pyridinivorans 5Ар RifR sid::pK18mob по какой-то 
причине вызывает достоверное уменьшение длины 
корней проростков.

На рост гипокотиля негативное влияние ока-
зывала сама среда Мейнелла, в то время как при 
обработке культурой (как 24-, так и 48-часовой) 
бактерий R. pyridinivorans 5Ар, а также 24-часовой 
культурой R. pyridinivorans 5Ар RifR sid::pK18mob 
значения длины гипокотиля не отличаются о кон-
трольных с водой. 48-часовая культура мутантных 
бактерий R.  pyridinivorans 5Ар RifR sid::pK18mob 
оказывает угнетающее, по сравнению с водой, воз-
действие. Вероятно, инактивация гена sid1 при-
водит к  образованию соединения, обладающего 
фитотоксичностью.

Таким образом, в результате полногеномного 
секвенирования в клетках бактерий R. pyridinivorans 
5Ар была выявлена плазмида pSID размером 
250428  п.н. За  репликацию данной плазмиды, 
по всей вероятности, отвечает ген dnaB, хотя вбли-
зи него не выявлено характерных для oriV структур 
(повторов, DnaA-боксов, АТ-богатых участков). 
Гены, которые могут быть вовлечены в реплика-
цию (dnaB, ssb) и разделение плазмид после ре-
пликации (parA), проявляют наибольшую степень 

сходства с  детерминантами, расположенными 
на крупных (224‒343 т.п.н.) плазмидах родокок-
ков: unnamed1 R. pyridinivorans YF3, unnamed1 
R. rhodochrous LH-B3, pRJH1 R. pyridinivorans YC-JH2, 
pRDE01 Rhodococcus sp. RDE2 и pRho-VOC14-C342 
R. opacus VOC-14.

Плазмида pSID определяет способность бак-
терий R. pyridinivorans 5Ар синтезировать био-
логически активное соединение, обладающее 
антагонистической активностью против фито-
патогенных бактерий P. carotovorum 2.18, стиму-
лирующей рост активностью в отношении редиса 
красного и определяющее устойчивость к ионам 
железа, кадмия и  арсенатам. Нарушение гена 
sid1 (одного из вспомогательных биосинтетиче-
ских генов, первого гена в опероне sid1–4) при-
водит к снижению антагонистической активно-
сти бактерий и появлению у них фитотоксиче-
ских свойств. Гены биосинтеза (sid1–5) данного 
соединения (предположительно, сидерофора) 

Рис. 3. Влияние бактерий рода Rhodococcus на мор-
фометрические показатели проростков редиса крас-
ного. К1 – вода; К2 – среда Мейнелла; 1 – 24-часовая  
культура бактерий R. pyridinivorans 5Ар; 2  – 48-ча-
совая культура бактерий R. pyridinivorans 5Ар; 3  – 
24-часовая культура бактерий R. pyridinivorans 5Ар 
RifR sid::pK18mob; 4 – 48-часовая культура бактерий 
R. pyridinivorans 5Ар RifR sid::pK18mob. * ‒ Отличия 
от К1 достоверны при р ≤ 0.05; ** ‒ отличия от К2 до-
стоверны при р ≤ 0.05; *** ‒ отличия от дикого типа 
достоверны при р ≤ 0.05. Высота столбцов отражает 
среднее значение, планки погрешностей – среднеква-
дратичное отклонение.

Таблица 4. Антагонистическая активность бактерий R. pyridinivorans 5Ар дикого типа и мутантного варианта

Штаммы-антагонисты Зона задержки роста тест-штамма P. carotovorum 2.18, мм
ПДА М9 + глюкоза М9 + сукцинат М9 + нафталин

R. pyridinivorans 5Ар (дикий тип) 19.0 ± 0.5 37.3 ± 8.0 0 0
R. pyridinivorans 5Ар RifR sid::pK18mob 13.3 ± 0.7* 16.0 ± 2.0* 0 0

*Значение имеет достоверное отличие (р < 0.05) от дикого типа.
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проявляют наибольшую степень сходства (не бо-
лее 75%) с  последовательностями бактерий S. 
vilmorinianum YP1 (CP040244.1), S. ficellus NRRL 
8067 (CP034279.1), Streptomyces  sp. NBC00162 
(CP102509.1) и некоторых других стрептомице-
тов, но не обладают сходством с какими-либо из-
вестными генами биосинтеза сидерофоров у ро-
дококков. Кроме того, данный локус плазмиды 
pSID имеет уникальную организацию, т.к. ген 
sid5 (iucC) транскрибируется во  встречном на-
правлении, тогда как у других бактерий он вхо-
дит в  состав оперона и  располагается в  начале 
или в конце.
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Bioinformatic and Functional Analysis  
of the pSID Siderophore Biosynthesis Plasmid 

of Rhodococcus pyridinivorans 5Ap
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Abstract. Complete genome sequencing of R. pyridinivorans strain 5Ар revealed the pSID plasmid 
(CP063453.1) 250428 bp in size. The gene responsible for replication of this plasmid is, most probably, 
dnaB. The genes which may be involved in the replication (dnaB, ssb) and plasmid separation after 
replication (parA) showed the highest similarity to the determinants located on large (224‒343 kb) 
plasmids of rhodococci: unnamed1 of R. pyridinivorans YF3, unnamed1 of R. rhodochrous LH-B3, 
pRJH1 of R. pyridinivorans YC-JH2, pRDE01 of Rhodococcus sp. RDE2, and pRho-VOC14-C342 
of R. opacus VOC-14. The pSID plasmid was found to contain two loci responsible for the synthesis 
of secondary metabolites, one of them determining the synthesis of a polyketide compound (similar 
sequences have been revealed on plasmids of other rhodococci) and the other one probably determines 
the synthesis of a siderophore: the genes for biosynthesis of this compound (sid1–5) exhibited the highest 
similarity (not exceeding 75%) with the sequences from Streptomyces vilmorinianum YP1 (CP040244.1), 
S. ficellus NRRL 8067 (CP034279.1), Streptomyces sp. NBC00162 (CP102509.1), and some other 
streptomycetes, while showing no similarity to the known siderophore biosynthesis genes of rhodococci. 



424	 МАНДРИК﻿ и др.

МИКРОБИОЛОГИЯ том 93 № 4 2024

The locus of the pSID plasmid responsible for the siderophore synthesis had a unique organization, 
since transcription of the sid5 (iucC) gene occurs in the opposite direction, while in other bacteria 
it belongs to an operon and is located at one of its termini. Inactivation of the sid1 gene was found 
to result in decreased antagonistic activity of R. pyridinivorans 5Ар against plant-pathogenic bacteria 
P. carotovorum 2.18, lower resistance to iron and cadmium ions and arsenate, as well as in emergence 
of phytotoxic properties against radish, while wild-type bacteria exhibit plant growth-promoting activity.

Keywords: Rhodococcus, plasmids, siderophores, plant growth-promoting activity, antagonistic activity, heavy 
metal resistance
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ИССЛЕДОВАНИЕ ВЛИЯНИЯ ВНЕШНИХ ФАКТОРОВ 
НА РЕКОМБИНАНТНУЮ АКТИВНОСТЬ КЛУБЕНЬКОВЫХ БАКТЕРИЙ
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Бобово-ризобиальный симбиоз является уникальным природным явлением, благодаря которому рас-
тение получает необходимый ему минеральный азот за счет фиксации его из атмосферы. В этом вза-
имодействии участвуют два партнера: бобовое растение и клубеньковые бактерии (ризобии). В дикой 
природе представители семейства Fabaceae вступают в симбиоз с полиморфной группой специфичных 
к ним ризобий, механизм и причины формирования гетерогенности которых на сегодняшний день 
являются предметами активного исследования. В своей работе на примере штамма бактерии Rhizobium 
leguminosarum, строго специфичного к фасоли обыкновенной, мы продемонстрировали, что в течение 
30 сут при привнесении его в почву в клетках возникают генетические перестройки, проявляющиеся 
в изменении картины генетического профиля. Кроме того, обнаружено, что на рекомбинационную 
активность клеток оказывают влияние и корневые экссудаты, полученные при прорастании семян, 
что может свидетельствовать об участии растения в формировании полиморфизма своих микросим-
бионтов. Данный факт позволяет взглянуть на этот процесс не как на спонтанное, а как на контро-
лируемое со стороны растения событие.

Ключевые слова: клубеньковые бактерии, симбиотические гены, филогения, симбиоз, бобовые 
растения

DOI: 10.31857/S0026365624040046

Клубеньковые бактерии (ризобии) – микроор-
ганизмы, образующие азотфиксирующий симби-
оз с бобовыми растениями, в результате которого 
на их корнях формируются специализированные 
структуры, называемые клубеньками, где, соб-
ственно, и  происходит фиксация атмосферного 
азота с превращением его в аммонийную форму.

Важность бобово-ризобиального симбиоза 
очевидна не только для сельского хозяйства и для 
всего живого в целом в связи с огромным значени-
ем биологической фиксации азота, но и для изу-
чения взаимоотношений партнеров в данном сим-
биотическом взаимодействии, являясь отличной 
моделью для этой цели. Бактерии рода Rhizobium 
являются типичными клубеньковыми бактерия-
ми, образующими клубеньки на широком круге 
бобовых растений. Вид R. leguminosarum обычно 
разделяют на три симбиовара по специфичности 
к своим растениям-хозяинам: bv. viciae – к расте-
ниям трибы Vicia (Faba); bv. trifolii – к растениям 
рода клевер; и bv. phaseoli – к фасоли (Jordan et al., 
1889; Rogel et al., 2011).

У бобовых растений, особенно у дикорастущих 
видов, клубеньки формируются бактериями, кото-
рые фиксируют азот с разной степенью эффектив-
ности (Баймиев и соавт., 2022). К этому приводит 
высокий полиморфизм данных микроорганизмов. 
Теоретически, за многие тысячелетия совместной 
эволюции бобовых растений и ризобий для каждо-
го вида растения уже должны были быть отобраны 
наиболее оптимальные штаммы бактерий, кото-
рые за  счет размножения в  клубеньках должны 
были сформировать основной пул микроорганиз-
мов, с которыми растение каждый сезон вступа-
ло бы в эффективный азотфиксирующий симбиоз. 
На  самом деле каждый год на  корнях бобовых 
образуются клубеньки, сформированные поли-
морфной группой бактерий. Этому способствует 
необычайно высокая пластичность геномов ризо-
бий (Martinez et al., 1990; Romero, Palacios, 1997), 
связанная с наличием большого количества инсер-
ционных элементов (IS), транспозонов и повторяю-
щихся последовательностей (Minamisawa et al., 1999; 
Romero et  al., 1995), наибольшая концентрация 
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которых обнаруживается вблизи кластеров симби-
отических генов (sym-генов). Кроме того, активное 
участие клубеньковых бактерий в процессе горизон-
тального переноса генов приводит к образованию 
разнообразных штаммов путем комбинации различ-
ных участков генома (Проворов, Воробьев, 2012).

Высокая вариабельность ризобий, приводя-
щая к образованию генетического разнообразия 
данных микроорганизмов в ризосфере, дает воз-
можность бобовому растению в  начале вегета-
ции “выбирать” наиболее подходящие для него 
варианты в зависимости от своих потребностей 
в азоте и возможностей обеспечивать успешную 
азотфиксацию в клубеньках (Проворов, Воробьев, 
2012). Это позволяет макросимбионту очень гибко 
“настраивать” свой азотфиксирующий аппарат 
в зависимости от климатических и эдафических 
факторов.

Поскольку растение-хозяин в обмен на фик-
сированный азот обеспечивает своих микросим-
бионтов углеводным питанием, то  ему прихо-
дится отдавать предпочтение бактериям с такой 
азотфиксирующей активностью, которая не была 
бы для них слишком затратной и не могла бы вме-
сто пользы принести вред. Для того чтобы этот 
выбор был возможен, необходимо наличие в по-
чве специфичных для данного бобового растения 
штаммов ризобий, отличающихся генетическим 
разнообразием. Кроме того, возникновение гете-
рогенности в популяции клубеньковых бактерий, 
несомненно, играет также важную роль и в при-
способлении самих микроорганизмов к изменя-
ющимся условиям обитания. Но  только до  сих 
пор не совсем понятно, как формируются гене-
тические варианты ризобий: возникают ли они 
произвольно по типу генерации случайных чисел 
до появления удачной комбинации, или же име-
ют некоторые закономерности, которые явля-
ются движущей силой, определяющей вектор 
изменений.

Таким образом, целью данной работы являлось 
исследование влияния внешних факторов на фор-
мирование разнообразия бактерий, образующих 
клубеньки на модельном растении.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
ИССЛЕДОВАНИЯ

Бактериальные штаммы и условия культиви-
рования. В  качестве модельного объекта была 
использована фасоль обыкновенная (Phaseolus 
vulgaris  L.) и  два специфичных к  этому расте-
нию штамма ризобий Rhizobium leguminosarum 
bv. phaseoli Pvu2 и  St4. Бактерии из  клубень-
ков изолировали методом получения пункций 
из зоны размножения бактерий и рассевали ее на 
питательную агаризованную среду YM (0.1% 

дрожжевой экстракт, 1% маннит, 0.05% К2НРО4, 
0.05% MgSO4, 0.01 NaCl, 1.5% агар) до отдельных 
колоний (Баймиев и  соавт., 2010). Из  каждого 
клубенька в работу брали по одному изоляту.

Выделение тотальной ДНК. ДНК из  бактерий 
выделяли лизированием клеток в 1% Triton X100 
и 1% суспензии Chelex100. Для этого в 1.5 мл про-
бирки со 100 мкл 1% Triton X100 и 1% суспензии 
Chelex100 помещали небольшое количество бак-
териальной массы и после суспензирования ин-
кубировали при температуре 95°С 10 мин. Кле-
точный дебрис осаждали центрифугированием 
при 12000 g в течение 3 мин. Надосадочную жид-
кость брали в качестве матрицы для ПЦР.

Генетический анализ штаммов. Генетическое 
разнообразие собранных штаммов исследова-
ли с помощью RAPD-анализа (Random Amplified 
Polymorphic DNA) (Williams et al., 1990) с исполь-
зованием следующих “случайных” праймеров: 
LMBD 5ꞌ-gggcgctg-3ꞌ; 2. AFK-1 5ꞌ-acggtggacg-3ꞌ; 
3. OPA 5ꞌ-gcgtccattc-3ꞌ.

Для выявления влияния активных компонен-
тов, выделяемых корнями при прорастании семян 
на рекомбинационную активность клубеньковых 
бактерий, семена проращивали в дистиллирован-
ной воде в стерильных условиях до начала появ-
ления зеленых проростков, после чего остаток 
жидкости отбирали в новую стерильную посуду. 
В разные стерильные пробирки на 50 мл добав-
ляли 1 мл и 0.1 мл отобранной жидкости и при-
ливали к ним по 1 мл культуры клеток бактерий 
R. leguminosarum с концентрацией 1 × 108 КОЕ/мл 
и по 8 мл свежей питательной среды YM. Бактерии 
культивировали в течение 1 сут при 28°С при слабом 
покачивании, после чего ими обработали стериль-
ный песок. После 30 дней инкубации в песок по-
садили стерилизованные семена фасоли. После 
появления клубеньков у  растений их  собирали 
и из них получали чистые культуры ризобий.

Стерилизацию семян проводили в течение 2 мин 
в растворе 10% гипохлорита натрия и после трех-
кратной отмывки стерильной водой еще раз обра-
батывали 2 мин 70% раствором этилового спирта.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Ризобии характеризуются высокой пластично-
стью генома, и для лучшего понимания законо-
мерностей генетических процессов, происходящих 
у данных бактерий, по нашему мнению, необходи-
мо их изучать именно в естественных условиях су-
ществования. Поскольку бактерии R. leguminosarum 
являются почвенными микроорганизмами (осо-
бенно те, которые способны участвовать в образо-
вании бобово-ризобиального симбиоза, обозначае-
мые как клубеньковые бактерии), то на начальных 
этапах работы нами было исследовано влияние 
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данной среды на генетическую изменчивость взя-
тых в анализ штаммов. В первую очередь нами была 
проведена проверка штаммов R. leguminosarum Pvu2 
и St4 на их способность образовывать клубеньки 
на корнях фасоли. Для этого ее стерильные семе-
на инокулировали обоими анализируемыми штам-
мами по отдельности и выращивали на стерильном 
песке. После месяца проращивания на корнях рас-
тений были обнаружены клубеньки, из  которых 
в  дальнейшем были выделены бактерии. Анализ 
на генетическую идентичность выявил абсолютное 
сходство изолятов микроорганизмов, полученных 
из клубеньков, с исходными штаммами, которыми 
осуществляли предпосевную инокуляцию. Это го-
ворит о том, что изменения генома бактерий вну-
три клубенька за счет внутренней рекомбинации 
не произошло.

На следующем этапе нами была выбрана почва, 
на которой фасоль обыкновенная не формирует 
клубеньки ввиду отсутствия в ней специфичных 
для данного растения штаммов ризобий. Хотя дру-
гие бобовые, такие как представители рода клевер 
(Trifolium) и горошек (Vicia), которые также вступа-
ют в симбиоз с бактериями вида R. leguminosarum, 
клубеньки здесь успешно образуют. В дальнейшем 
данная почва была инокулирована выбранными 
для исследования штаммами (Pvu2 и St4), являю-
щимися специфичными к фасоли обыкновенной. 
Причем инокуляцию проводили одновременно 
обоими штаммами для того, чтобы оценить их кон-
курентоспособность. Через 30 дней инкубации 
в анализируемую почву посадили стерильные се-
мена фасоли. После месяца выращивания из об-
разованных клубеньков были выделены изоляты 
бактерий, которые в дальнейшем исследовали ме-
тодом фингерпринт-анализа с целью сопоставле-
ния профилей их геномов с таковыми у исходных 
штаммов. Ввиду высокой специфичности клу-
беньки могут быть сформированы только за счет 
привнесенных в почву микроорганизмов. Таким 
образом, появляется возможность из общего ми-
кробиома почвы обратно вычленить искусственно 
добавленные бактерии, которые какое-то время 
находились в почве.

При анализе изолятов, выделенных из  клу-
беньков фасоли, было выявлено, что все клубеньки 
образованы только дериватами одного из привне-
сенных штаммов ‒ Pvu2, что говорит о большей 
конкурентоспособности данного штамма по срав-
нению с St4. Кроме того, было обнаружено, что 
многие изоляты приобрели отличия в своих ге-
нетических профилях по сравнению с исходным 
вариантом. В  RAPD профилях анализируемых 
микроорганизмов, по  сравнению с  исходным 
штаммом, можно наблюдать появление и исчез-
новение полос, что свидетельствует о произошед-
ших рекомбинационных событиях в геномах дан-
ных бактерий (рис. 1, А).

В то время как у изолятов, полученных из клу-
беньков фасоли, обработанные этими же штамма-
ми семена которой были высажены в стерильный 
песок, в RAPD профилях изменений практически 
не выявляется. Это, с одной стороны, показывает 
изначальную однородность бактерий, с другой ‒ 
отсутствие внутренней рекомбинации микроорга-
низмов после заражения растения, что исключает 
влияние растения на изменение их генетического 
профиля при эндофитном состоянии (рис. 1, Б).

В статье приведены фореграммы RAPD анали-
зов с использованием праймера AFK-1. Именно 
этот праймер оказался наиболее информативным 
и  лучше всего показал полиморфизм образцов. 
С применением остальных олигонуклеотидов обра-
зовывалось меньше полос, и результаты оказались 
менее наглядными. Но тем не менее, использова-
ние нескольких праймеров в RAPD анализе дало 
возможность более уверенно утверждать в некото-
рых случаях об отсутствии изменений в структуре 
генома.

Бобовое растение для своего успешного ро-
ста и  развития нуждается в  эффективном сим-
биозе с клубеньковыми бактериями, где важную 
роль играет наличие в его ризосфере подходящих 
штаммов, специфичных для него ризобий. Фор-
мирование их разнообразия для макросимбионта 
имеет жизненно важное значение. С целью исследо-
вания участия растения в регуляции процессов ре-
комбинации у клубеньковых бактерий нами было 

Рис. 1. Фореграмма RAPD-профилей изолятов ризо-
бий, полученных из клубеньков фасоли обыкновен-
ной, с  использованием праймера AFK-1: А ‒ про-
фили изолятов, выделенных из клубеньков растения, 
выращенного на почве, инокулированной штаммами 
R. leguminosarum Pvu2 и St4 после 30-дневной инку-
бации; Б ‒ профили изолятов, полученных из клу-
беньков растения, выращенного на стерильном песке 
сразу после инокуляции штаммами R. leguminosarum 
Pvu2 и St4; В – профиль штамма Pvu2; Г – профиль 
штамма St4; М – 100 п.н. маркер.
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проанализировано влияние экссудатов, выделяе-
мых корнями при прорастании семян, на измене-
ние генетического профиля исследуемых штам-
мов микроорганизмов. Для этого были взяты 
корневые выделения проростков фасоли обык-
новенной, которыми были обработаны ризобии 
штамма Pvu2. Затем этими бактериями инокули-
ровали стерильный песок. После 30 дней инку-
бации данных микроорганизмов в песке в него 
были посажены стерилизованные семена фасо-
ли. При анализе изолятов, полученных из обра-
зовавшихся на корнях растения клубеньков, было 
обнаружено, что корневые выделения прораста-
ющих семян оказывают влияние на генетические 
перестановки у исследуемого штамма бактерий 
(рис. 2). Таким образом, можно предположить, 
что растение способно активно участвовать в об-
разовании генетического разнообразия у потен-
циальных микросимбионтов.

В естественных условиях дикорастущие бо-
бовые растения редко растут в  монокультурах, 
и в сообществе с одними бобовыми часто произ-
растают и другие представители этого семейства. 
Рядом могут оказаться растения, вступающие 
в симбиоз с одними и теми же видами ризобий, 
но имеющими разную специфичность по отноше-
нию к макросимбионту. В этой связи мы провели 
опыт по исследованию влияния одного растения 
на изменение генетического профиля микросим-
бионтов другого. Для этого в инокулированную 
штаммами Pvu2 и St4 почву после 30 дней инку-
бации вначале были высажены семена гороха по-
севного, который образует клубеньки с абориген-
ными бактериями R. leguminosarum, присутствую-
щими во взятой в работу почве, но который при 
этом не вступает в симбиоз со штаммами, специ
фичными к  фасоли обыкновенной. После про-
растания гороха на стадии 4-го листа проростки 
были срезаны на уровне почвы и в их корневую 
систему были посажены стерилизованные семе-
на фасоли обыкновенной. Таким образом, дости-
галось наибольшее соприкосновение ризосферы 
гороха посевного и  вновь посаженной фасоли 
обыкновенной. Параллельно на ту же инокули-
рованную почву были посажены семена фасоли, 
но без предварительного проращивания в ней го-
роха. Через месяц с ее корней были собраны клу-
беньки и  выделены чистые культуры ризобий. 
С полученными изолятами также был проведен 
фингерпринт-анализ, в ходе которого были получе-
ны интересные данные. Обнаружено, что растения 
фасоли, посаженные на корневище гороха, образо-
вали клубеньки с группой бактерий, которые име-
ли меньше отличий в картине своих генетических 
профилей по сравнению с исходным штаммом, чем 
микроорганизмы, полученные из клубеньков рас-
тений, выращенных на почве без предварительного 
проращивания в ней гороха (рис. 3).

Высокая пластичность геномов ризобий, о ко-
торой известно давно, является основной при-
чиной большого разнообразия штаммов данных 
бактерий. Благодаря этому в начале каждого цик-
ла своего развития растения имеют возможность 
выбирать среди такого разнообразия наиболее 

Рис. 2. Фореграмма RAPD-профилей изолятов ризо-
бий, полученных из клубеньков фасоли обыкновен-
ной, инокулированной бактериями после 30-дневной 
инкубации с  корневыми выделениями проростков 
с использованием праймера AFK-1. А – профиль ис-
ходного штамма Pvu2.

Рис. 3. Фореграмма RAPD-профилей изолятов ри-
зобий, выделенных из  клубеньков фасоли обыкно-
венной с использованием праймера AFK-1. А ‒ про-
фили изолятов, полученных из клубеньков растения, 
выращенного на почве, инокулированной штаммом 
R. leguminosarum Pvu2 после 30-дневной инкубации; 
Б ‒ профили изолятов, полученных из клубеньков 
растения, выращенного в  корневой системе горо-
ха посевного на почве, инокулированной штаммом 
R. leguminosarum Pvu2; В  – профиль штамма Pvu2; 
Г – профиль штамма St4; М – 100 п.н. маркер.
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оптимальные варианты в зависимости от условий 
произрастания (Fischer, 1994; Проворов, Воро-
бьев, 2000; Nandasena et al., 2006; Andam et al., 2007; 
Barcellos et al., 2007; Zhao et al., 2008). В своей рабо-
те по анализу возникновения перестроек в геномах 
у двух штаммов клубеньковых бактерий в условиях 
почвенной среды мы обнаружили, что у исследуе-
мых микроорганизмов довольно быстро, а именно 
уже через 30 дней инкубации, происходят различ-
ные генетические перестройки, проявляющиеся 
в виде изменения генетического профиля. Мы на 
данном этапе работы пока не можем утверждать, 
происходит ли это за счет внутренних рекомбина-
ционных процессов или связано с горизонтальным 
переносом генов. Но, очевидно, что почвенная 
среда и, скорее всего, ее микробиом благоприят-
но влияют на эти процессы. И можно сказать, что 
уже через относительно непродолжительное время 
привнесенные штаммы “растворяются” в общем 
микробиоме, образуя большое количество других 
генетических вариантов этого вида. Новые штам-
мы ризобий при привнесении их в почву, веро-
ятно, недолго сохраняются в  неизменном виде, 
но при этом каждый из них может быть источником 
новых генов или их сочетаний для общего пангено-
ма микробного сообщества этой среды.

Для успешного роста бобовым растениям 
жизненно важно взаимодействовать со  специ-
фичными для них клубеньковыми бактериями, 
формирование разнообразия которых для них 
крайне необходимо. В литературе уже появляют-
ся работы, свидетельствующие о влиянии расте-
ний на генетические процессы бактерий в своей 
ризосфере (Ling et al., 2016). Полученные нами 
данные о  способности макросимбионта через 
корневую экссудацию оказывать воздействие, 
а, возможно, и контролировать процессы генети-
ческих перестроек у микросимбионтов подтверж-
дает, что бобовые являются непосредственными 
участниками формирования разнообразия штам-
мов ризобий в своей ризосфере, что заставляет 
под другим углом взглянуть на эти процессы.

Обнаруженный нами интересный факт о том, 
что растения фасоли, посаженные на корневище 
гороха, образовали клубеньки с группой бакте-
рий, которые имели меньше различий в картине 
своих генетических профилей по сравнению с ис-
ходным штаммом, в отличие от микроорганиз-
мов, полученных из клубеньков растений, выра-
щенных на почве без предварительного проращи-
вания в ней гороха, говорит об очень непростых 
отношениях бобовых и бактерий. В данном слу-
чае мы можем предположить, что растения спо-
собны активировать отдельно взятые штаммы, 
которые в дальнейшем будут формировать боль-
шую часть клубеньков. А также возможно, что 
одни растения способны через корневые выде-
ления оказывать влияние на рекомбинационные 

процессы определенной группы ризобий других 
растений. Но все это требует дальнейшего, более 
детального исследования.

В данной работе мы использовали специфич-
ность образования симбиоза между фасолью и взя-
тыми в работу штаммами как инструмент, позво-
ляющий направленно отбирать среди множества 
разнообразных бактерий, образующих микробиом 
почвы, только те из них, которые имеют фенотип, 
узнаваемый этим растением-хозяином. И посколь-
ку данным фенотипом обладали только привнесен-
ные нами штаммы микроорганизмов, то клубеньки 
могли образовывать лишь только они, их дериваты, 
или же получившие этот фенотип посредством го-
ризонтального переноса генов бактерии. Тридцать 
дней инкубации, вероятно, небольшой срок, и мы 
в своих опытах в клубеньках встречаем в основ-
ном производные только одного штамма, но тем 
не менее, уже получившие некоторые изменения 
в своем генетическом профиле. Но тут нельзя за-
бывать и о том, что мы не можем судить о степе-
ни изменений в генотипах бактерий в целом, по-
скольку не имеем возможности отследить все ми-
кроорганизмы, а лишь только те, которые смогли 
образовать клубеньки на корнях растений. Здесь 
особое значение приобретает элемент конкурен-
тоспособности, поскольку даже при внесении 
нами двух разных штаммов ризобий, способных 
по отдельности активно образовывать клубеньки, 
по факту их формируют только производные од-
ного из них. Любое изменение в генотипе бакте-
рий может сказаться на их клубенекобразующей 
активности, и  те варианты микроорганизмов, 
которых коснулись изменения областей генома, 
связанных с механизмами взаимодействия с рас-
тением, могут выпасть из  поля зрения. Но  тем 
не менее, по тем результатам, которые нами были 
получены, уже можно с  уверенностью судить 
о том, что новые штаммы R. leguminosarum форми-
руются с высокой интенсивностью, и они не яв-
ляются статичными единицами, а представляют 
собой находящиеся в постоянной генетической 
динамике организмы.
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EXPERIMENTAL ARTICLES

Effect of Environmental Factors on Recombinant Activity 
of Root Nodule Bacteria
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Abstract. The legume-rhizobia symbiosis is a unique natural phenomenon, which supplies the plant 
with the necessary mineral nitrogen via fixation of atmospheric dinitrogen. This interaction involves two 
partners: the legume plant and root nodule bacteria (rhizobia). In the wild, members of the Fabaceae 
family enter into symbiosis with a polymorphic group of rhizobia specific to them; the mechanism and 
reasons for the formation of heterogeneity of rhizobia are currently the subject of active research. In the 
present work, a Rhizobium leguminosarum strain strictly specific to Phaseolus vulgaris L. was used to show 
that within 30 days upon its introduction into soil, genetic rearrangements occurred in the cells, as was 
revealed by changes in the pattern of its genetic profile. It was also found that recombination activity 
of thecells was also affected by the root exudates produced during seed germination, which may indicate 
involvement of the plant in the formation of polymorphism of its microsymbionts. These findings suggest 
interpretation of this process not as a spontaneous event, but rather as the event controlled by the plant.

Keywords: root nodule bacteria, symbiotic genes, phylogeny, symbiosis, legumes
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СТРУКТУРА РЕГУЛЯТОРНОЙ ОБЛАСТИ ГЕНОВ НИТРИЛГИДРАТАЗЫ 
В RHODOCOCCUS RHODOCHROUS М8 – БИОКАТАЛИЗАТОРЕ 

ДЛЯ ПОЛУЧЕНИЯ АКРИЛОВЫХ ГЕТЕРОПОЛИМЕРОВ
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Штамм Rhodococcus rhodochrous М8 является платформенным для разработки биотехнологий био-
каталитического получения акриловых мономеров, сырья для получения акриловых гетерополиме-
ров. Сконструирована генетическая система для изучения кобальт-зависимой транскрипции генов 
нитрилгидратазы в этом штамме, на основе репортерного гена металл-независимой ациламидазы 
из Rhodococcus qingshengii TA37. Показано, что кобальт-регулируемый промотор расположен на зна-
чительном удалении (около 0.5 т.п.н.) от генов нитрилгидратазы. Удаление участка между промото-
ром и генами нитрилгидратазы существенно снижает как активность промотора, так и степень регу-
лируемости кобальтом. Полученные результаты улучшают возможности рационального конструи-
рования регулируемых экспрессионных кассет с использованием промотора генов нитрилгидратазы 
в Rhodococcus и дальнейшей разработки биокатализаторов на основе этих бактерий.

Ключевые слова: нитрилгидратаза, Rhodococcus, биокатализ, регуляция транскрипции

DOI: 10.31857/S0026365624040059

Работа направлена на изучение особенностей 
системы кобальт-зависимой регуляции транс-
крипции генов кобальт-содержащей нитрилги-
дратазы (далее  – НГ) в  Rhodococcus rhodochrous 
М8 (Pogorelova et al., 1996). Этот штамм является 
платформенным для разработки биотехнологий 
биокаталитического получения акриловых моно-
меров, сырья для получения акриловых гетеро-
полимеров. Система регуляции транскрипции 
генов НГ  в этом штамме состоит из  регулятор-
ной области генов НГ и гена кобальт-зависимо-
го транскрипционного регулятора CblA (Lavrov 
et al., 2018). Эти генетические элементы исполь-
зуются для конструирования штаммов-биоката-
лизаторов на основе Rhodococcus для получения 
акриловых мономеров и дальнейшего получения 
акриловых гетерополимеров (Lavrov et al., 2013; 
Lavrov, Yanenko, 2013; Lavrov et al., 2014; Lavrov 
et al., 2019; Shemyakina et al., 2021; Grechishnikova 
et al., 2023).

Структура регуляторной области генов НГ не-
достаточно изучена, в частности, неизвестна ло-
кализация в ней собственно промотора. В зада-
чи работы входили биоинформатический анализ 

межгенной области перед генами НГ  для выяв-
ления предполагаемого кобальт-индуцибельного 
промотора и экспериментальная локализация это-
го промотора.

Культуры штамма R.  rhodochrous M8 и  его 
производных выращивали в колбах Эрленмейе
ра (объем среды 50 мл) при 30°С и  встряхива-
нии при 300 об./мин на  жидкой минимальной 
синтетической (МС) среде следующего соста-
ва (г/л): Na2HPO4  ⋅ 12H2O ‒ 2.5; KH2PO4 ‒ 1.0; 
MgSO4 ⋅ 7H2O ‒ 0.1; FeSO4 ⋅ 7H2O ‒ 0.004; глюко-
за ‒ 5; мочевина ‒ 6. Если указано в тексте, до-
бавлялись также CoCl2 ⋅ 6H2O ‒ 0.01 г/л и апра-
мицин  ‒ 0.1 г/л. Удельную ациламидазную ак-
тивность клеток измеряли, как описано ранее 
(Lavrov et al., 2018), и выражали в единицах, со-
ответствующих количеству мкМ 4ꞌ-нитроанилина, 
появившегося за 1 минуту в расчете на 1 мг клеток 
по сухому весу (мкМп‑на/мин × мг с.в.кл). Биоин-
форматические инструменты использовали при 
их стандартных настройках, процедуры клониро-
вания проводили согласно рекомендациям фирм-
производителей ферментов. Конъюгационные 
скрещивания, введение плазмид электропорацией 

КРАТКИЕ СООБЩЕНИЯ
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и RT-qPCR проводили, как описано нами ранее 
(см. соответствующие ссылки в тексте).

Штаммы R. rhodochrous M8, M33, M33 aam 
и M50 хранятся в БРЦ ВКПМ НИЦ “Курчатов-
ский институт” под номерами Ac-2021, Aс-2017, 
Ас-1960 и Aс-2133 соответственно.

Биоинформатический анализ промоторной об-
ласти генов нитрилгидратазы. Протяженность 
межгенной области перед генами НГ, в которой 
может находиться промотор, определяли с  ис-
пользованием полной последовательности гено-
ма R.  rhodochrous M8 (Novikov et  al., 2021). Для 
обнаружения предполагаемых генов перед гена-
ми НГ использовали как аннотации, полученные 
с помощью NCBI Prokaryotic Genome Annotation 
Pipeline (PGAP) (Tatusova et al., 2016), так и до-
полнительные проверки с помощью InterProScan 5 
software (Jones et  al., 2014). Ближайшей к  nhmB, 
первому гену оперона НГ (на расстоянии око-
ло 0.6 т.п.н.), оказалась предполагаемая открытая 
рамка считывания, обозначенная ΔnhmE, гомо-
логичная части предполагаемого гена nhhE с не-
известной функцией из R. rhodochrous J1 (Komeda 
et al., 1996). Предполагаемая регуляторная область 
протяженностью 0.6 т.п.н. (обозначена также Pnh569, 
рис. 1а) была проанализирована с помощью ресур-
са BPROM (http://www.softberry.com/) и аналогов 
(PromoterHunter (http://www.phisite.org/main/index.
php?nav=tools&nav_sel=hunter), NNPP2.2 (Reese, 
2001), SAPPHIRE.CNN (Coppens et al., 2022).

В результате были выделены два предполагаемых 
промотора: P1 на расстоянии [‒472; ‒419] от старт-
кодона и P2 на расстоянии [‒85; ‒39] (рис. 1б). До-
полнительно, весь регион был проанализирован 
с помощью ресурса EMBOSS palindrome (Rice et al., 
2000) (https://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/emboss/
help/palindrome) для поиска предполагаемых сай-
тов посадки кобальт-зависимого регулятора, кото-
рые, по литературным данным (Busenlehner et al., 
2003), могут быть несовершенными инвертирован-
ными повторами. Такие повторы были выявлены 
около обоих предполагаемых промоторов (рис. 1б).

Тестирование системы оценки кобальт-зависимой 
транскрипции в Rhodococcus. Экспериментальная 
проверка предсказаний промоторов в исследуемой 
регуляторной области требовала удобной системы 
оценки транскрипционной активности конструи
руемых вариантов этой области. Для этого была 
протестирована система оценки уровней кобальт-
зависимой транскрипции, содержащая в качестве 
репортера ген металл-независимой ациламидазы 
из R. qingshengii TA37 (Lavrov, Yanenko, 2013). Ак-
тивность этого фермента легко измеряется по цвет-
ной реакции гидролиза п-нитроацетанилида, без 
разрушения клеток (Lavrov et al., 2010).

Для тестирования системы использовали штамм 
R. rhodochrous M33 aam, полученный ранее (Lavrov 
et al., 2018) в результате введения гена ациламидазы 

aam в  хромосому штамма R. rhodochrous М33, 
ΔnhmCD производный от штамма М8. Ген вводи-
ли таким образом, чтобы он оказался под транс-
крипционным контролем регуляторной области ге-
нов НГ. Для этого заменяли гены субъединиц ни-
трилгидратазы nhmBA на ген aam при сохранении 
структуры локуса нитрилгидратазы и его регуля-
торной области Pnh569. Замену nhmBA на aam прово-
дили путем двойной рекомбинации с неспособной 
к автономной репликации в родококках плазмидой 
pRY1-Pnh569-aam-nhmG. Рекомбинация проходила 
после конъюгативного введения этой плазмиды 
по методике (Riabchenko et al., 2006) по плечам, 
содержащим последовательности Pnh569 и  nhmG, 
в результате чего был получен штамм R. rhodochrous 
M33 aam (рис. 1в).

Штамм R. rhodochrous M33 aam в течение 1 сут 
выращивали на  жидкой среде в  присутствии 
и в отсутствие ионов кобальта и измеряли ацила-
мидазные активности клеток и уровни транскрип-
ции Pnh569 (с помощью RT-qPCR). В присутствии 

Рис. 1. Структуры ДНК-локусов, описываемых в рабо-
те: a ‒ гены кластера НГ в R. rhodochrous M8. nhmC, 
nhmD – гены амид-зависимых регуляторов транскрип-
ции генов НГ, ΔnhmE – предположительная открытая 
рамка считывания с неизвестной функцией, Pnh569 – 
регуляторная область генов НГ, nhmB, nhmA – гены β 
и α субъединиц НГ соответственно, nhmG – ген белка-
металлошаперона НГ, cblA – ген кобальт-зависимого 
регулятора транскрипции генов НГ; б ‒ предполагае-
мые промоторы (Р1 и Р2) и сайты связывания кобальт-
зависимого регулятора cblA (пары стрелок 1–6) в регу-
ляторной области Pnh569 перед геном nhmB; в ‒ струк-
тура кластера генов НГ в штаммах R. rhodochrous M33 
и R. rhodochrous M33 aam (в последнем гены nhmBA за-
менены на ген ациламидазы aam). ΔnhmD – частично 
делетированный nhmD.
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ионов кобальта ациламидазные активности клеток 
и уровни транскрипции активировались сходно (в 
14 и 16 раз выше, чем без ионов кобальта, рис. 2a 
и 2б). Дополнительно, сходные тенденции ко-
бальт-зависимой активации транскрипции были 
обнаружены в  тех же  условиях роста в  штаммах 
R. rhodochrous М8 и М33, содержащих под контролем 
Pnh569 гены nhmBA (рис. 2б).

Таким образом, ациламидазная активность кле-
ток, в которых aam находится под контролем Pnh569, 

может быть использована для оценки уровней 
транскрипции, инициирующихся в исследуемой 
регуляторной области.

Локализация кобальт-индуцируемого промотора. 
Промоторная активность исследуемой регулятор-
ной области была обнаружена ранее (Lavrov et al., 
2018), однако детальная проверка предсказаний 
промоторов в ней требовала конструирования экс-
прессионных кассет, содержащих разные делеци-
онные варианты этой области. Для проверки функ-
ционирования предполагаемых промоторов P1 
и P2, входящих в регуляторную область Pnh569, была 
сконструирована серия автономно реплицирую-
щихся плазмид на базе плазмиды pRY16 (Lavrov 
et al., 2018), содержащих варианты экспрессионной 
кассеты 2Tfd-PnhN-aam-nhmG-cblA. В этих вариан-
тах репортерный ген ациламидазы aam находился 
под контролем вариантов регуляторной области 
разной протяженности: Pnh569, Pnh408, Pnh235, Pnh157, 
Pnh31 (индекс обозначает длину варианта от старт-
кодона). Фрагмент 2Tfd (двойной терминатор 
транскрипции из  бактериофага fd) был введен 
для снижения влияния возможных вышележащих 
промоторов на активность исследуемого участка. 
Также был сконструирован контрольный вариант 
с максимально короткой регуляторной областью 
Pnh31, не содержавший 2Tfd (рис. 3а).

Плазмиды ввели в штамм R. rhodochrous M50, 
производный от  штамма М8, не  содержащий 
кластера НГ  nhmBAG-cblA; полученные штаммы 
выращивали в  присутствии апрамицина в  тече-
ние 3 сут в присутствии и в отсутствие ионов ко-
бальта. Штамм с  наиболее длинным вариантом 
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Рис. 2. Сравнение активностей промотора НГ по уров-
ням транскрипции и активности репортерного гена 
aam: a ‒ ациламидазные активности клеток в штам-
ме R. rhodochrous М33 aam, выращенных с добавкой 
и без добавки CoCl2; б ‒ уровни транскрипции опе-
рона Pnh569-nhmBAG в штаммах R. rhodochrous М8, М33 
и оперона Pnh569-aam-nhmG в штамме R. rhodochrous 
М33 aam, выращенных в присутствии и в отсутствие 
CoCl2, определенные с помощью RT-qPCR. Все дан-
ные получены при отборе клеток, находящихся в экс-
поненциальной фазе роста.
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кассеты PnhN-aam-nhmG-cblA на автономной плазмиде pRY16 в штамме R. rhodochrous M50 (стационарные культуры); 
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регуляторной области Pnh569 проявил ациламидаз-
ную активность, и  она регулировалась ионами 
кобальта (1.6 ± 0.6 и 0.2 ± 0.1 ед. +/‒ Со2+ соот-
ветственно). Штаммы с укороченными вариантами 
регуляторной  области не проявили ациламидазной 
активности. Контрольный вариант без 2Tfd фраг-
мента проявлял минимальную активность, изме-
рявшуюся на пределе обнаружения использован-
ной методики, около 0.05 ед. (рис. 3a). Последнее 
указывает на  невысокий уровень транскрипции 
с  вышележащих промоторов, не  влияющий су-
щественно на  уровни активности исследуемых 
фрагментов регуляторной области. Полученные 
результаты указывают на то, что для инициации 
транскрипции требовался участок ДНК, содержа-
щий предполагаемый промотор P1.

Для уточнения функции участков регуляторной 
области сконструировали уменьшенный вариант 
Pnh569, обозначенный Pnh190. Этот вариант был 
лишен внутреннего участка, содержащего предпо-
лагаемый промотор Р2. Pnh190 состоял из фрагмента 
165 п.н., содержащего промотор P1, и фрагмен-
та  25 п.н., прилегающего к  старт-кодону nhmB 
(содержит SD-сайт; рис. 3б). Кассету Pnh190-aam 
в составе интегративной плазмиды ввели в хро-
мосому штамма R. rhodochrous М33 aam и таким 
же  образом сконструировали изогенный штамм 
для сравнения R. rhodochrous М33 Pnh569-aam с ре-
гуляторной областью полной длины. Оба штамма 
выращивали в  жидких средах (без апрамицина) 
в присутствии и в отсутствие ионов кобальта в те-
чение 24 ч (до конца экспоненциальной фазы роста). 
Штамм с кассетой Pnh190-aam продемонстрировал 
ациламидазную активность и способность к ин-
дукции ионами кобальта, однако уровень его ак-
тивности в присутствии ионов кобальта оказался 
в  несколько раз ниже, по  сравнению с  уровнем 
активности штамма с кассетой Pnh569-aam в таких 
же условиях (рис. 3б).

Разницы в относительных количествах мРНК 
в  присутствие и  в отсутствие ионов кобальта 
у штаммов М33 Pnh190-aam и М33 Pnh569-aam корре-
лировали с различиями в их ациламидазных актив-
ностях в тех же условиях, т.е. различались в 4 раза 
и на порядок соответственно (рис. 3б).

Таким образом, промоторной активностью 
и способностью к регуляции ионами кобальта об-
ладал участок ДНК, содержащий предсказанный 
промотор P1. Однако сниженные (по сравнению 
с более полным вариантом Pnh569) уровни активно-
сти указывают на существенную роль внутренне-
го участка регуляторной области от ‒404 до ‒26, 
содержащего предполагаемый промотор Р2. При 
этом, варианты регуляторной области, содержа-
щие только предполагаемый Р2 (Pnh408, Pnh235, Pnh157) 
не проявили промоторной активности. В этой свя-
зи интересно отметить, что ранее (Komeda et al., 
1996) в сходной (но не идентичной) регуляторной 

области генов нитрилгидратазы из  штамма 
R. rhodochrous J1 сайты инициации транскрипции 
(TSS) картировались в районе 71 и 48 нуклеотидов 
перед стартовым кодоном nhhB (гомолог nhmB). 
Промотор НГ в штамме J1, соответствующий та-
ким позициям TSS, может располагаться в районе, 
аналогичном участку Р2 в штамме М8 (рис. 1б). 
К  сожалению, Komeda и  соавторы не  приводят 
описания экспериментов по  картированию TSS 
или ссылок на такие описания. Кроме того, в этой 
работе не проведено тестирование промоторной 
активности участка, аналогичного Р2, с помощью 
какого-либо репортера, поэтому оценить достовер-
ность результатов затруднительно. Данные, получен-
ные нами при использовании гена-репортера, указы-
вают на то, что если транскрипция и инициируется 
на  участке Р2, то  количества такого транскрипта 
недостаточно для синтеза измеряемого количества 
ациламидазы.

Возможная роль внутреннего участка в транс-
крипционной активности исследуемой регуля-
торной области может быть связана с наличием 
РНК-эффекторов, например, рибопереключателей 
(Nudler, Mironov, 2004), и/или иных вторичных 
структур. Биоинформатически обнаружить ри-
бопереключатели нам не  удалось (инструмента-
ми Riboswitch Scanner (Mukherjee, Sengupta, 2016) 
и Infernal (Nawrocki, Eddy, 2013)), что позволяет 
лишь говорить об отсутствии в исследуемом участ-
ке известных структур такого рода.

Что касается вторичных структур мРНК, не от-
носящихся к рибопереключателям, на расстоянии 
‒398 и –237 п.н. от старт-кодона гена nhmB (вну-
три области, удаленной при конструировании Pnh190 
варианта) предсказываются две шпильки со стебля-
ми протяженностью 10 и 7 пар нуклеотидов соот-
ветственно (с помощью Unafold (Markham, Zuker, 
2008) и RNAstructure (Reuter, Mathews, 2010). Воз-
можное влияние предполагаемых шпилек на уров-
ни активности регуляторной области, а  также 
других возможных эффектов (например, коопе-
ративных взаимодействий между отдаленными 
участками ДНК (Dandanell et al., 1987), взаимодей-
ствия транскрипционных регуляторов с анализиру-
емыми участками ДНК в исследуемой регуляторной 
области) станут предметом дальнейшего экспери-
ментального изучения.

В результате проведенной работы мы обнару-
жили, что кобальт-регулируемый промотор распо-
ложен на значительном удалении (около 0.5 т.п.н.) 
от контролируемых им генов НГ, что нехарактерно 
для бактериальных промоторов. Участок между 
обнаруженным нами промотором и  НГ генами 
существенен как для уровня транскрипционной 
активности промотора, так и для степени его кон-
троля в присутствии ионов кобальта. Полученные 
результаты выявляют сложность структуры регуля-
торной области генов нитрилгидратазы и создают 
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базис для дальнейших исследований этого прак-
тически значимого промотора, важных для даль-
нейшей разработки биокатализаторов на основе 
бактерий Rhodococcus.

ФИНАНСИРОВАНИЕ РАБОТЫ

Работа выполнена в рамках Государственного 
задания НИЦ Курчатовский институт, при частич-
ной поддержке Соглашения МОН 075-15-2019-
1659 о создании геномных центров мирового уровня 
(определение уровней транскрипции с помощью 
RT-qPCR).

СОБЛЮДЕНИЕ ЭТИЧЕСКИХ СТАНДАРТОВ

Настоящая статья не содержит исследований 
с использованием животных в качестве объектов.

КОНФЛИКТ ИНТЕРЕСОВ

Авторы заявляют об  отсутствии конфликта 
интересов.

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ

Busenlehner L. S., Pennella M. A., Giedroc D. P. The SmtB/
ArsR family of metalloregulatory transcriptional re-
pressors: structural insights into prokaryotic met-
al resistance // FEMS Microbiol. Rev. 2003. V. 27. 
P. 131‒143.

Coppens L., Wicke L., Lavigne R. SAPPHIRE. CNN: Im-
plementation of dRNA-seq-driven, species-specific 
promoter prediction using convolutional neural net-
works // Comput. Struct. Biotechnol. J. 2022. V. 20. 
P. 4969‒4974.

Dandanell G., Valentin-Hansen P., Erik Løve Larsen J., 
Hammer K. Long-range cooperativity between gene 
regulatory sequences in a prokaryote // Nature. 1987. 
V. 325. P. 823‒826.

Grechishnikova E. G., Shemyakina A. O., Novikov A. D., 
Lavrov K. V., Yanenko A. S. Rhodococcus: sequences 
of genetic parts, analysis of  their functionality, and 
development prospects as a molecular biology plat-
form // Crit. Rev. Biotechnol. 2023. V. 43. P. 835‒850.

Jones P., Binns D., Chang H.-Y., Fraser M., Li W., McAnulla 
C., McWilliam H., Maslen J., Mitchell A., Nuka G. In-
terProScan 5: genome-scale protein function classifi-
cation // Bioinformatics. 2014. V. 30. P. 1236‒1240.

Komeda H., Kobayashi M., Shimizu S. Characterization 
of the gene cluster of high-molecular-mass nitrile hy-
dratase (H-NHase) induced by its reaction product 
in Rhodococcus rhodochrous J1 // Proc. Natl. Acad. 
Sci. USA. 1996. V. 93. P. 4267‒4272.

Lavrov K., Zalunin I., Kotlova E., Yanenko A. A new acy-
lamidase from Rhodococcus erythropolis TA37 can hy-
drolyze N-substituted amides // Biochemistry (Mos-
cow). 2010. V. 75. P. 1006‒1013.

Lavrov K., Larikova G., Yanenko A. Novel biocatalytic pro-
cess of N-substituted acrylamide synthesis // Appl. 
Biochem. Microbiol. 2013. V. 49. P. 702‒705.

Lavrov K., Yanenko A. Cloning of new acylamidase gene from 
Rhodococcus erythropolis and its expression in Escherichia 
coli // Russ. J. Genet. 2013. V. 49. P. 1078‒1081.

Lavrov K., Novikov A., Ryabchenko L., Yanenko A. Expres-
sion of acylamidase gene in Rhodococcus erythropolis 
strains // Russ. J. Genet. 2014. V. 50. P. 1003‒1007.

Lavrov K., Grechishnikova E., Shemyakina A., Novikov A., 
Kalinina T., Epremyan A., Glinskii S., Minasyan R., 
Voronin S., Yanenko A. Optimization of the expression 
of nitrilase from Alcaligenes denitrificans in Rhodococ-
cus rhodochrous to improve the efficiency of biocata-
lytic synthesis of ammonium acrylate // Appl. Bio-
chem. Microbiol. 2019. V. 55. P. 861‒869.

Lavrov K. V., Shemyakina A. O., Grechishnikova E. G., 
Novikov A. D., Derbikov D. D., Kalinina T. I., Yanen-
ko A. S. New cblA gene participates in regulation of co-
balt-dependent transcription of nitrile hydratase genes 
in Rhodococcus rhodochrous // Res. Microbiol. 2018. 
V. 169. P. 227‒236.

Markham N. R., Zuker M. UNAFold: software for nucleic 
acid folding and hybridization // Methods Mol. Biol. 
2008. V. 453. P. 3‒31.

Mukherjee S., Sengupta S. Riboswitch Scanner: an effi-
cient pHMM-based web-server to detect riboswitches 
in genomic sequences // Bioinformatics. 2016. V. 32. 
P. 776‒778.

Nawrocki E. P., Eddy S. R. Infernal 1.1: 100-fold fast-
er RNA homology searches // Bioinformatics. 2013. 
V. 29. P. 2933‒2935.

Novikov A. D., Lavrov K. V., Kasianov A. S., Topchiy M. A., 
Gerasimova T. V., Yanenko A. S. Complete genome se-
quence of Rhodococcus sp. strain M8, a platform strain 
for acrylic monomer production // Microbiol. Resour. 
Announce. 2021. V. 10. № 10. Art. e01314-20.
https://doi.org/10.1128/mra. 01314-20

Nudler E., Mironov A. S. The riboswitch control of bacte-
rial metabolism // Trends Biochem. Sci. 2004. V. 29. 
P. 11‒17.

Pogorelova T. E., Ryabchenko L. E., Sunzov N. I., Yanen-
ko A. S. Cobalt-dependent transcription of the nitrile 
hydratase gene in  Rhodococcus rhodochrous M8  // 
FEMS Microbiol. Lett. 1996. V. 144. P. 191‒195.

Reese M. G. Application of a time-delay neural network 
to promoter annotation in the Drosophila melanogaster 
genome // Comput. Chem. 2001. V. 26. P. 51‒56.

Reuter J. S., Mathews D. H. RNAstructure: software for 
RNA secondary structure prediction and analysis // 
BMC Bioinf. 2010. V. 11. P. 1‒9.

Riabchenko L., Podcherniaev D., Kotlova E., Ianen-
ko A. Cloning the amidase gene from Rhodococcus 



	 СТРУКТУРА РЕГУЛЯТОРНОЙ ОБЛАСТИ ГЕНОВ НИТРИЛГИДРАТАЗЫ � 437

МИКРОБИОЛОГИЯ том 93 № 4 2024

rhodochrous M18 and its expression in  Escherichia 
coli // Genetika. 2006. V. 42. P. 1075‒1082.

Rice P., Longden I., Bleasby A. EMBOSS: the European 
molecular biology open software suite // Trends Gen-
et. 2000. V. 16. P. 276‒277.

Shemyakina A. O., Grechishnikova E. G., Novikov A. D., 
Asachenko A. F., Kalinina T. I., Lavrov K. V., Yanen-
ko A. S. A set of active promoters with different activity 

profiles for superexpressing Rhodococcus Strain  // 
ACS Synth. Biol. 2021. V. 10. P. 515‒530.

Tatusova T., DiCuccio M., Badretdin A., Chetvernin V., 
Nawrocki E. P., Zaslavsky L., Lomsadze A., Pruitt K. D., 
Borodovsky M., Ostell J. NCBI prokaryotic genome 
annotation pipeline // Nucleic Acids Res. 2016. V. 44. 
P. 6614‒6624.

SHORT COMMUNICATIONS

Structure of the Regulatory Region of Nitrile Hydratase Genes 
in Rhodococcus rhodochrous М8, a Biocatalyst for Production 

of Acrylic Heteropolymers

E. G. Grechishnikova1, *, A. O. Shemyakina1, A. D. Novikov1, 
T. I. Kalinina1, K. V. Lavrov1, and A. S. Yanenko1
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*e-mail: sel-sanguine@yandex.ru
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Abstract. Rhodococcus rhodochrous strain М8 is a platform for development of the biotechnologies for 
biocatalytic production of acrylic monomers, the raw material for synthesis of acrylic heteropolymers. 
A genetic system for investigation of  the cobalt-dependent transcription of nitrile hydratase genes 
in this strain was constructed, based the reporter gene of the metal-independent acylamidase from 
Rhodococcus qingshengii TA37. The cobalt-regulated promoter was shown to be located at a significant 
distance (~0.5 kb) from nitrile hydratase genes. Excision of the region between the promoter and the 
nitrile hydratase genes decreased significantly both the promoter activity and the degree of regulation 
by cobalt. Our results improve the possibilities for rational design of regulated expression cassettes using 
the promoter of nitrile hydratase genes in Rhodococcus, and for further development of biocatalysts based 
on these bacteria.

Keywords: nitrile reductase, Rhodococcus, biocatalysis, transcription regulation
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Фосфонаты являются альтернативным источником фосфора для бактерий. Геном Achromobacter 
insolitus LCu2 содержит три предсказанных кластера phn транспортеров АВС-типа-переносчиков фос-
фонатов в клетку. Чтобы понять функциональную, эволюционную и экологическую роль phn кластеров, 
мы провели филогенетический анализ субстрат-связывающих PhnD белков штамма LCu2 с гомолога-
ми других видов рода Achromobacter и близкородственных родов семейства Alcaligenaceae. PhnD транс-
портеры образовывали три отдельных кластера, что свидетельствует о различии в их структурном 
строении. PhnD1 и PhnD2 у Achromobacter присутствовали в геномах всех видов, группировались в ос-
новном отдельно от других представителей Alcaligenaceae, что говорит о вертикальном наследовании 
генов phnD1 и phnD2 и их участии в процессах жизнеобеспечения. PhnD3 найден в геномах у семи ви-
дов рода Achromobacter. Возможно, ген phnD3 приобретен в процессе горизонтального переноса или 
дупликации и индуцируется при адаптации к изменяющимся условиям обитания. Поддержание трех 
структурно разных кластеров phn транспортеров, по-видимому, обеспечивает A. insolitus LCu2 эколо-
гическое преимущество, путем извлечения фосфора не только из фосфонатов, но и других фосфорор-
ганических соединений.

Ключевые слова: фосфонаты, phn транспортеры, Achromobacter insolitus, филогения, Alcaligenaceae

DOI: 10.31857/S0026365624040062

Фосфонаты – органические соединения, со-
держащие высокостабильную (С‒Р) связь, ис-
пользуются бактериями как альтернативный источ-
ник фосфора. Дефицит фосфатов в окружающей 
среде индуцирует у бактерий работу Pho регуло-
на и экспрессию генов phn оперона, отвечающего 
за поглощение и расщепление фосфонатов. Гены 
phn оперона кодируют АТФ-зависимый импортер 
(PhnCE) и периплазматический субстрат-связы-
вающий белок (PhnD) для поглощения фосфонатов, 
регулятор транскрипции (PhnF), а также белко-
вый комплекс (PhnGHIJKLMNOP), непосред-
ственно участвующий в расщеплении С‒Р связи 
(Amstrup et al., 2023). Однако наличие phn оперо-
на не всегда позволяет бактериям утилизировать 
различные по своей структуре фосфонаты. Так, 
например, культура E. coli, у  которой впервые 
был открыт и описан phn оперон, росла на алкил 

фосфонатах, но не была способна к росту на гли-
фосате, даже в присутствии ароматических ами-
нокислот (Kertesz et al., 1991). Одной из причин, 
почему некоторые бактерии, имеющие С‒Р лиазу, 
не  утилизируют те  или иные фосфонаты, мо-
жет быть различная субстратная специфичность 
и  степень аффинности транспортных phn бел-
ков к фосфоновым кислотам и их производным 
(Hove-Jensen et al., 2014).

Целью данного исследования было проведение 
сравнительного филогенетического анализа между 
различными субстрат-связывающими PhnD транс-
портерами штамма Achromobacter insolitus LCu2 
и  гомологами других видов рода Achromobacter, 
а также некоторых близкородственных представи-
телей семейства Alcaligenaceae.

Ризосферный штамм A . insolitus  LCu2 
(IBPPM  631; RCAM 04723) выделен с  корней 

КРАТКИЕ СООБЩЕНИЯ
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люцерны посевной, как деструктор глифосата 
по  С‒Р лиазному пути. Геном A. insolitus LCu2 
секвенирован на базе Казанского федерального 
университета, аннотирован и депонирован в базе 
данных GenBank под номером CP038034.

Для анализа использовали аминокислотные 
последовательности, предсказанные как PhnD, 
экстрагированные из общедоступных в GenBank 
бактериальных геномов рода Achromobacter и се-
мейства Alcaligenaceae, включая исследуемый 
штамм LCu2. Множественное выравнивание по-
следовательностей для филогении осуществляли 
в Clustal Omega (Sievers et al., 2011). Филогенети-
ческую реконструкцию проводили в  программе 
MEGA X (Kumar et al., 2018), используя Neighbor-
joining анализ и бутстрэп-тест (1000 повторов).

Геном A. insolitus LCu2 содержал три класте-
ра предсказанных phn транспортеров: первый 
(phnC1D1E1), расположенный на прямой цепи око-
ло phn оперона, кодирующего С‒Р лиазный фер-
ментный комплекс; второй (phnD2C2E2Е2) и третий 
(phnD3C3E3), размещенные, соответственно, выше 
и ниже phn оперона на обратной цепи ДНК. Таким 
образом, для работы были отобраны три субстрат-
связывающие белка PhnD1 (QEK91627), PhnD2 
(QEK91158) и PhnD3 (QEK94759). Попарное вырав-
нивание аминокислотных последовательностей этих 
белков между собой показало низкую степень иден-
тичности в пределах 25‒29% и покрытие менее 70%.

Первоначально мы проанализировали геномы 
различных видов рода Achromobacter, чтобы выяс-
нить количество phn транспортеров и гомологию 
к PhnD белкам штамма LCu2. Поиск осуществля-
ли с помощью BLASTP анализа. Гомологи PhnD1 
и PhnD2 транспортеров присутствовали у всех ис-
следуемых видов Achromobacter, обладали высокой 
степенью идентичности (> 95%). PhnD3 был най-
ден только в геномах семи видов ‒ A. denitrificans, 
A. arsenitoxydans, A. deleyi, A. aegrifaciens, A. insolitus, 
A. pestifer, A. agilis (дополнительные материалы, 
таблица S1).

Для наглядности в филогенетический анализ были 
добавлены последовательности Phn транспорте-
ров некоторых бактерий семейства Alcaligenaceae, 
близкородственных роду Achromobаcter: Alcaligenes 
faecalis (типовой вид для семейства), Bordetella 
petrii, B. Holmesii, B. pertussis. А  также PhnD по-
следовательности Cupriavidus basilensis, C. pampae, 
C. agavae, демонстрирующие идентичность с бел-
ками штамма LCu2 в BLASTP анализе, исключа-
ющем другие ахромобактерии. Филогенетическая 
реконструкция показала, что исследуемые PhnD 
транспортеры штамма LCu2 расходились в три са-
мостоятельных кластера. Кластер фосфонат-свя-
зывающих белков PhnD1 ахромобактерий, из phn 
оперона, был образован тремя обособленными 
кладами, отстоял отдельно от B. petrii и С. basilensis. 
Транспортер PhnD1 штамма A. insolitus LCu2 

группировался с белками A. aegrifaciens, A. pestifer, 
A. anxifer (рис. 1).

Подобная топология говорит о консервативно-
сти гена phnD1, который наследовался, вероятно, 
путем вертикального переноса и является важным 
для жизнеобеспечения бактерий. Используя мно-
жественное выравнивание последовательностей 
PhnD1 относительно референсного белка из E. coli 
(3P7I), показано наличие консервативных мотивов 
в белке A. insolitus LCu2, а также аминокислотные 
остатки, потенциально отвечающие за связывание 
субстрата (дополнительные материалы, рис. S1).

Второй кластер был образован белками PhnD3 
ахромобактерий, а также Cupriavidus и Bordetella. 
Несмотря на  высокую идентичность (92‒98%) 
между PhnD3 последовательностями ахромобак-
терий (дополнительные материалы, таблица S1), 
белки A. insolitus LCu2, A. agilis, A. denitrificans об-
разовывали самостоятельные клады. Возможно, 
поддержание в геноме PhnD3 транспортеров обе-
спечивает бактериям преимущество в адаптации 
к изменяющимся условиям местообитаний. Ана-
лиз геномного окружения выявил рядом с ABC-
кассетой PhnD3C3E3 ген, кодирующий фосфоли-
пазу С (QEK94757), расщепляющую фосфолипид 
мембраны – фосфатидилхолин до фосфохолина 
и диацилглицерина. У некоторых почвенных и ри-
зосферных бактерий экспрессия фосфолипазы 
С увеличивается в десятки раз в условиях фосфор-
ного голодания, а высвободившийся фосфохолин 
используется на нужды клетки (Krol, Becker, 2004; 
Zavaleta-Pastor et al., 2010).

В кластере, образованном белками PhnD2, 
транспортер штамма LCu2 располагался в общей 
кладе с A. aegrifaciens, A. pestifer, A. anxifer. Видо-
вой состав соответствовал кладе, образованной 
белками PhnD1, но имел иную топологию. Транс-
портер PhnD2 A. insolitus LCu2 был на одной ветви 
с A. anxifer, а PhnD1 штамма LCu2 с A. aegrifaciens. 
В  остальном PhnD2 последовательности ахро-
мобактерий преимущественно группировались 
отдельно от  изолятов Alcaligenaceae. Исключе-
ние составили белки двух видов – A. xylosoxidans 
и A. spanius, которые показали филогенетическую 
близость к Alcaligenes faecalis. Общая топология кла-
стера PhnD2 также свидетельствовала о вертикаль-
ном наследовании гена phnD2, и его роли в жизне-
деятельности клетки. Вокруг кассеты phnD2C2E2Е2 
расположены гены биосинтеза витаминов группы 
В (тиамина, рибофлавина, пантотеновой кислоты), 
а также гены, продукты которых фосфорилируют 
витамины до активных коферментов. Можно пред-
положить, что PhnD2 имеет сродство к фосфори-
лированным витаминам, или транспортирует ис-
точники для фосфорилирования. Безусловно, эта 
гипотеза нуждается в тщательном исследовании.

Таким образом, биоинформатический и филоге-
нетический анализ показали, что три предсказанных 
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Рис. 1. Филогенетический анализ аминокислотных последовательностей PhnD транспортеров бактерий рода 
Achromobacter и некоторых представителей семейства Alcaligenaceae. PhnD последовательности штамма A. insolitus 
LCu2 обозначены звездами; фигурные скобки соответствуют границам кластеров, образованных белками PhnD1, 
PhnD2, PhnD3; структурные организации ABC-кассет phn транспортеров в геномах Achromobacter, включая A. insolitus 
LCu2, приведены справа; phnD маркированы зеленым.
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PhnD субстрат-связывающих транспортера в геномах 
представителей рода Achromobacter, включая после-
довательности A. insolitus LCu2, различаются между 
собой по степени консервативности, структурному 
строению, геномному контексту. Выявленные разли-
чия могут быть опосредованы сродством PhnD транс-
портеров к разным источникам фосфора, включая 
как органофосфонаты, так и соединения с фосфоэ-
фирной связью. Полученные результаты отражают 
адаптационный потенциал A. insolitus LCu2, а также 
демонстрируют его возможные стратегии в условиях 
дефицита неорганического фосфора.
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Phylogenetic Analysis of phn Transporters of Achromobacter insolitus LCu2
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Abstract. Phosphonates are alternative phosphorus sources for bacteria. The genome of Achromobacter 
insolitus strain LCu2 contains three predicted phn clusters of ABC-type phosphonate transporters into 
the cell. To understand the functional, evolutionary, and ecological role of the phn clusters, phylogenetic 
analysis of substrate-binding PhnD proteins from strain LCu2 with their homologs in other Achromobacter 
species and in closely related genera of the family Alcaligenaceae was carried out. The PhnD transporters 
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formed three separate clusters, which indicated the differences in their structural composition. PhnD1 
and PhnD2 were present in the genomes of all Achromobacter species and grouped separately from those 
of other members of the family Alcaligenaceae, which indicated vertical inheritance of the phnD1 and phnD2 
genes and their involvement in the life-supporting processes. PhnD3 was found in the genomes of seven 
Achromobacter species. The phnD3 gene was probably acquired via horizontal transfer or duplication and 
is induced during adaptation to changing environmental conditions. Maintenance of three structurally 
different clusters of  the phn transporters is probably ecologically advantageous to A. insolitus LCu2, 
providing for phosphorus retrieval from synthetic and natural organophosphonates as well as other sources.

Keywords: phosphonates, phn transporters, Achromobacter insolitus, phylogeny, Alcaligenaceae
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Таблица S1. Наличие и идентичность аминокислотных последовательностей PhnD в геномах бактерий рода 
Achromobacter

No. Species Identity, %
PhnD1 PhnD2 PhnD3

1
2
3
4
5
6
7
8
9

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22

A. xylosoxidans
A. piechaudii

A. denitrificans
A. arsenitoxydans

A. insuavis
A. deleyi

A. aegrifaciens
A. mucicolens

A. marplatensis
A. insolitus
A. ruhlandii
A. spanius
A. aestuarii
A. anxifer

A. animicus
A. pestifer

A. kerstersii
A. veterisilvae

A. agilis
A. aloeverae

A. dolens
A. pulmonis

99.69
94.19
95.71
95.06
92.33
94.80
97.55
22.58*

95.71
100

91.41
95.72
78.26
96.63

–
96.93
95.72
95.09
95.71
71.91
91.10
92.33

91.10
96.69
96.39
98.19
97.89
97.59
98.49
97.29
96.39
100

96.12
96.39
48.24
99.70
96.39
98.49
96.08
96.08
96.69
36.08
95.52
96.39

–
–

95.44
93.73

–
92.23
98.70

–
–

100
–
–
–
–
–

98.39
–
–

97.26
–
–
–

Белками запроса в BLASTP анализе были PhnD транспортеры штамма A. insolitus LCu2.
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Рис. S1. Множественное выравнивание PhnD1 из разных бактерий относительно референсного белка из E. coli (3P7I)
(3P7I) E. coli UTI89; (Q1R3F7) E. coli UTI89; (WP_207408615.1) Bordetella petrii; (WP_276287551.1) Cupriavidus basilensis; 
(QQV13938.1) Achromobacter xylosoxidans; (QEK91627) Achromobacter insolitus LCu2; (WP_062683200.1) Achromobacter 
denitrificans. “*” ‒ одинаковые аминокислоты; “:” ‒ аминокислоты одного класса; “.” ‒ часть аминокислот 
одного класса; консервативные мотивы помечены персиковым; аминокислотные остатки, отвечающие за об-
разование водородных связей между субстратом (2-аминоэтилфосфонатом) и белком из E. coli (3P7I), отмечены 
звездочками (Alicea et al., 2011).
Alicea I., Marvin J. S., Miklos A. E., Ellington A. D., Looger L. L., Schreiter E. R. Structure of the Escherichia coli phosphonate 
binding protein PhnD and rationally optimized phosphonate biosensors // J. Mol. Biol. 2011. V. 414. P. 356‒369.
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ВЫДЕЛЕННОГО ИЗ КУЛЬТУРЫ МИКРОВОДОРОСЛИ  
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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.

Ключевые слова: галофильные микроорганизмы, галоархеи, Halorubrum distributum, Dunaliella salina, 
прокариоты-ассоцианты микроводоросли

DOI: 10.31857/S0026365624040075

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 

КРАТКИЕ СООБЩЕНИЯ



МИКРОБИОЛОГИЯ том 93 № 4 2024

	 ГЕНОМ НОВОГО ШТАММА HALORUBRUM DISTRIBUTUM ICIS4, � 445

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).



МИКРОБИОЛОГИЯ том 93 № 4 2024

	 ГЕНОМ НОВОГО ШТАММА HALORUBRUM DISTRIBUTUM ICIS4, � 447

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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SHORT COMMUNICATIONS

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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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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Впервые были выделены бактериофаги, специфичные для Rhodococcus aetherivorans, и впервые была 
показана перспективность беспозвоночных (в частности, Hyalophora cecropia, Eisenia fetida) как объ-
ектов для скрининга фаговой флоры представителей рода Rhodococcus. Часть выделенных фагов 
была способна расти на R. ruber и R. qingshengii. Была разработана эффективная методика размно-
жения бактериофага в жидкой культуре R. aetherivorans. Найденные бактериофаги могут быть ис-
пользованы для разработки эффективных генетических инструментов для Rhodococcus, в том числе 
и промышленно значимых штаммов.
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Бактерии рода Rhodococcus обладают большим 
биотехнологическим потенциалом в силу их спо-
собностей к биотрансформации и биосинтезу ши-
рокого круга органических молекул, таких, как 
лигноцеллюлоза, акриловые мономеры, триацил-
глицеролы, полигидроксиалканоаты, гликоли-
пидные биосурфактанты, стероиды (Larkin et al., 
2005; Martinkova et al., 2009; Kim et al., 2018). Раз-
работка высокоактивных промышленно-значи-
мых штаммов этих бактерий сдерживается огра-
ниченной доступностью методов редактирования 
их генома, а именно, методов введения, замены 
и удаления генов, фрагментов генома и отдель-
ных нуклеотидов (см. Grechishnikova et al., 2022; 
Liang et al., 2021).

Одним из  путей расширения арсенала таких 
методов является поиск новых генов, кодирую-
щих эффективные нуклеазы, рекомбиназы, инте-
гразы, то есть ферменты, способные направленно 
изменять последовательность ДНК. Богатейшим 
источником разнообразия таких генов являются 
геномы бактериофагов, поэтому обнаруживае-
мые в природе фаги могут быть ценным источни-
ком генетического инструментария такого рода. 
Для бактерий E. coli сегодня активно применяют-
ся методы редактирования генома, основанные 
на рекомбинационных системах бактериофагов 
(Bubnov et  al., 2022). Как правило, активность 

у  фаговых рекомбиназ существенно выше, чем 
у бактериальных, что и является решающим фак-
тором для их широкого применения. Для бакте-
рий Rhodococcus такие подходы пока единичны 
(Liang et al., 2020), в первую очередь из-за недо-
статка эффективно работающих в  родококках 
рекомбиназ. Эффективность функционирования 
фаговых генов в Rhodococcus (как и в клетках бак-
терий других родов) существенно зависит от оп-
тимизированности их  экспрессии, т.е. сходных 
с хозяином кодонных предпочтений и других осо-
бенностей. В силу этого, наиболее перспективным 
путем поиска новых ферментов для редактирова-
ния в Rhodococcus является поиск бактериофагов, 
способных размножаться на культурах этих бак-
терий. В  российских и  зарубежных коллекциях 
микроорганизмов количество таких изолятов не-
велико по сравнению с бактериофагами E. coli.

Мы провели анализ находящихся в открытом 
доступе геномов фагов, специфичных в отноше-
нии Rhodococcus (более 70), и выяснили, что лишь 
три генома содержат рекомбиназы RecET семей-
ства, для которых показана функциональность 
в бактериях. Эти результаты указывают на то, что 
для расширения разнообразия рекомбиназ и выбо-
ра наиболее эффективных из них необходим поиск 
новых бактериофагов, специфичных в отношении 
Rhodococcus.

КРАТКИЕ СООБЩЕНИЯ
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Целями настоящей работы были поиск в при-
роде бактериофагов, способных размножаться 
на промышленно-значимых штаммах Rhodococcus, 
определение видоспецифичности изолятов и оп-
тимизация методики выделения ДНК таких фа-
гов, пригодной для молекулярно-биологических 
исследований.

В качестве бактерий-хозяев для исследо-
вания были выбраны промышленно значи-
мые штаммы-биокатализаторы из  коллекции 
ВКПМ R. aetherivorans Ас-926 (SU 1731814, 1990) 
и R aetherivorans Ac-2610 (US 20140187818A1, 2014).

Бактерии рода Rhodococcus являются типичными 
представителями почвенной микрофлоры. Однако 
ряд штаммов был обнаружен в составе микробиоты 
кровососущих насекомых (Yassin, 2005), различных 
полужесткокрылых (Salcedo-Porras et al., 2020), ми-
кробиоты тараканов (Guzman et al., 2021) и в ки-
шечнике некоторых вредителей сельскохозяй-
ственных культур. В связи с этим поиск штаммов 
проводился не  только в  разнообразных почвен-
ных, компостных и водных образцах, полученных 
из различных природных зон, но также и в образ-
цах экскрементов различных насекомых и иных 
беспозвоночных (Hyalophora cecropia, Medauroidea 
extradentata, Peruphasma schultei, Sungaya inexpectata, 
Eisenia fetida).

Фаги были изолированы методом обогащения 
(по Summer et al., 2011). Для этого 10–15 г матери-
ала образцов смешивали с 50 мл стерильной жидкой 
среды LB (триптон казеиновый – 10 г, дрожжевой 
экстракт – 5 г, NaCl – 7 г, H2Oдист. – до 1 л; pH 7.0), 
содержавшей 1% хлороформа, инкубировали 4 ч при 
30°С, 300 об./мин, затем отделяли осадок центри-
фугированием (10 мин, 10 тыс. об./мин). Надоса-
дочную жидкость фильтровали через 0.22  мкм 
шприцевой фильтр (“Merck”), затем не  ме-
нее 5 мл фильтрата добавляли к 45 мл культуры 
R.  aetherivorans в  среде LB  в логарифмической 
стадии роста (ОП600 0.6), с последующей инку-
бацией в течение 4 ч при 30°С без перемешива-
ния. Далее культуру продолжали культивировать 
в течение ночи при 30°С, 300 об./мин. Далее до-
бавляли хлороформ до 1% и продолжали инкуби-
рование при тех же условиях в течение 30 мин. По-
сле инкубации отделяли бактериальную биомассу 
центрифугированием с  последующим фильтро-
ванием через 0.22 мкм фильтр, фильтрат исполь-
зовали для дальнейшей работы. Для изоляции, 
получения чистых культур и наработки посевных 
культур бактериофагов и культур штаммов-хозяев 
использовали агаризованную среду LB (для полу-
чения агаризованной среды дополнительно добав-
лялся агар-агар, 15 г/л). Верхний агар имел сле-
дующий состав (г/л): триптон казеиновый – 10, 
NaCl – 5, агар-агар – 10, H2Oдист. – до 1 л; pH 7.0. 
После автоклавирования в верхний агар добавляли 
5 мM MgSO4 · 7H2O, 5 мM CaCl2 и глюкозу до 0.04%. 

Для получения негативных колоний бактериофагов 
из обогащенных культур 1 мл фильтрата смешива-
ли с 1 мл расплавленного и охлажденного до 48°С 
верхнего агара с  суспензией клеток Rhodococcus 
(конечная концентрация агар-агара в верхнем ага-
ре 0.5%). При необходимости использовали раз-
ведения фильтрата. Чистые культуры бактерио-
фагов получали путем неоднократной изоляции 
отдельной негативной колонии, ее суспендирова-
ния в фаговом буфере (10 мM Tris·HCl с pH 7.6, 
5 мM MgSO4 · 7H2O, 0.01% желатин), разведения 
и посева (не менее 3–4 “раундов” очистки).

Наибольшее разнообразие штаммов бактерио
фагов R. aetherivorans удалось обнаружить в  об-
разцах зрелых компостов из  различных геогра-
фических зон, а также из экскрементов гусениц 
и дождевых червей. Насколько нам известно, это 
первое сообщение о  выделении бактериофагов, 
специфичных для R. aetherivorans. Кроме того, 
мы впервые показали, что экскременты беспоз-
воночных являются перспективным источником 
бактериофагов родококков. Из водных образцов, 
взятых как в морских, так и пресных биотопах, вы-
делить бактериофаги Rhodococcus не удалось.

Часть чистых культур фагов были использованы 
для капельного теста на видоспецифичность, прово-
дившегося, как описано ранее, (Бактериофаги, 2012) 
на штаммах, полученных из ВКПМ. Анализ бакте-
риофагов, выделенных из микробиоты Hyalophora 
cecropia, показал частичную перекрестную видо-
специфичность с  R. ruber Aс-1801, R. qingshengii 
Ас-1800, R. qingshengii Ac-1793, но не со штаммами 
R. erytropolis и R. rhodochrous. Большинство из про-
тестированных изолятов (15 изолятов) были специ
фичны по отношению к R. aetherivorans (табл. 1).

Полученные изоляты были депонированы 
в НБРЦ ВКПМ.

На последнем этапе нашей работы, для получе-
ния больших объемов фаголизатов с высоким ти-
тром для целей выделения ДНК для секвенирова-
ния, депонирования штаммов и закладки их в ла-
бораторную коллекцию нами была разработана 
методика наработки бактериофагов с использова-
нием жидких культур R. aetherivorans. Культиви-
рование проводили в 50 мл разбавленной среды 
LB (г/л): триптон – 5, дрожжевой экстракт – 2.5, 
NaCl – 4. Колбы Эрленмейера с 50 мл среды за-
севали ночной культурой R. aetherivorans до ОП600 
не менее 0.8, после чего заражали посевной куль-
турой бактериофага (конечные значения титра – 
не менее 105 БОЕ/колбу). Посевные культуры для 
получения больших объемов фаголизатов получа-
ли путем смыва верхнего агара фаговым буфером 
с  последующим фильтрованием через 0.22-мкм 
шприцевые фильтры. Зараженную фагом культуру 
культивировали в термостате при 30°С без переме-
шивания в течение не менее 4 ч с последующим куль-
тивированием не менее 12 ч при 30°С, 300 об./мин. 
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Дополнительный цикл культивирования – 4 ч 30°С 
без перемешивания, с последующим культивиро-
ванием не менее 4 ч при 30°С и 300 об./мин повы-
шал выход бактериофага примерно на 10%. Далее 
к фаголизату добавляли хлороформ до конечной 
концентрации 0.1% и культивирование с переме-
шиванием продолжали еще 30 мин. Лизат центри-
фугировали при 4°С, 12000 об./мин и фильтрова-
ли через 0.22-мкм шприцевые фильтры (“Merck”). 
Титр бактериофагов в  лизатах, приготовленных 
таким образом, колебался от 109 до 1011 БОЕ/мл 
(в зависимости от штамма).

Геномную ДНК бактериофагов выделяли фе-
нольным методом, как описано в работе (Petrovski 
et al., 2011), со следующей модификацией: перед 
стадией обработки фенолом образец смешивали 
с равным объемом гуанидинового буфера (Тритон 

Х100 3%, гуанидин гидрохлорид 5%, Трис HCl 
pH 8.0 10 мM, ЭДТА 0.2 мM, H2Odist – до 1 л).

Геномная ДНК из найденных нами 25 новых 
штаммов бактериофагов R. aetherivorans была вы-
делена, как описано выше. Качество препаратов 
геномной ДНК проверяли гель-электрофорезом, 
рестрикционным анализом и  ПЦР. Оказалось, 
что препараты ДНК выглядели как гомогенная 
полоса с молекулярным весом около 40 т.п.н., что 
говорит об отсутствии значительных примесей бо-
лее тяжелой хромосомной ДНК бактерий и про-
дуктов ее  деградации. При гидролизе рестрик-
тазами ДНК бактериофагов давала характерный 
воспроизводимый профиль фрагментов различ-
ного веса (данные не приведены), что указывает 
на достаточную для молекулярно-биологических 
операций чистоту препарата.

Таблица 1. Оценка видоспецифичности выделенных фагов в отношении некоторых видов рода Rhodococcus 
№
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11 Лизис Лизис Нет Нет Нет Нет Нет
12 Лизис Лизис Нет Нет Нет Нет Нет
13 Лизис Лизис Нет Нет Нет Нет Нет
14 Лизис Лизис Нет Нет Нет Нет Нет

15 Лизис Лизис Неполный 
лизис Нет Нет Нет Нет

16 Лизис Лизис Нет Нет Нет Нет Нет
32 Лизис Лизис Нет Нет Нет Нет Нет
33 Лизис Лизис Нет Нет Нет Нет Нет
34 Лизис Лизис Нет Нет Нет Нет Нет
35 Лизис Лизис Нет Нет Нет Нет Нет
36 Лизис Лизис Нет Нет Нет Нет Нет

37 Лизис Лизис Неполный 
лизис Нет Нет Нет Нет

38 Лизис Лизис Нет Нет Нет Нет Нет
39 Лизис Лизис Нет Нет Нет Нет Нет
C1 Лизис Лизис Нет Нет Нет Нет Нет

C2 Лизис Лизис Неполный 
лизис Нет Нет Нет Нет

C3 Лизис Лизис Нет Нет Нет Нет Нет
C4 Лизис Лизис Нет Нет Нет Нет Нет

C5 Лизис Лизис Лизис Неполный 
лизис 

Неполный 
лизис Нет Нет

C6 Лизис Лизис Неполный 
лизис

Неполный 
лизис

Неполный 
лизис Нет Нет

Примечание. Штаммы 11–39 были выделены из различных образцов компоста; штаммы С1–С6 были выделены из экс-
крементов Hyalophora cecropia. Показаны не все выделенные штаммы.
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Таким образом, в работе впервые были выде
лены бактериофаги, специфичные для R. aethe
rivorans, и  впервые была показана перспектив-
ность беспозвоночных как объектов для скри-
нинга фаговой флоры представителей рода 
Rhodococcus. Была разработана методика наработ-
ки суспензий бактериофагов с высоким титром 
с использованием жидких культур R. aetherivorans. 
Найденные бактериофаги могут быть использо-
ваны для разработки эффективных молекуляр-
но-биологических инструментов для Rhodococcus 
aetherivorans, в том числе и промышленно значи-
мых штаммов представителей этого вида.
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of the Genus Rhodococcus

A. D. Novikov1, *, I. P. Tokmakova1, A. A. Samarin1, K. V. Lavrov1, and A. S. Yanenko1

1NRC “Kurchatov Institute”, Kurchatov Genomic Center, 123182 Russia
*e-mail: alexm19@mail.ru

Received October 25, 2023; revised December 23, 2023; accepted December 25, 2023

Abstract. This is the first report on the isolation of Rhodococcus aetherivorans-specific bacteriophages and 
of applicability of such invertebrates as Hyalophora cecropia and Eisenia fetida as objects for screening 
the phage microflora of Rhodococcus species. Some of  the isolated phages were capable of growth 
of R. ruber and R. qingshengii. An efficient procedure for bacteriophage reproduction in the liquid culture 
of R. aetherivorans was developed. The revealed bacteriophages may be used for development of efficient 
genetic tools for Rhodococcus strains, including the industrially significant ones.
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БИОЭЛЕКТРОХИМИЧЕСКИХ СИСТЕМ БЕЗМЕМБРАННОГО ТИПА 
НА ДЕСТРУКЦИЮ ИМИДАКЛОПРИДА И ПРЕДСТАВЛЕННОСТЬ 

ГЕНОВ MTRB И ПЕРОКСИДАЗ DYP-ТИПА
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Деструкция имидаклоприда микрофлорой донных отложений была кратно выше контроля во всех 
вариантах, где имелся углеродный войлок, возрастая до 84.0 ± 1.7% при полярном подключении 
внешнего источника напряжения 1.2 В. При внесении Shewanella oneidensis MR-1 наблюдалась почти 
полная деградация поллютанта, в случае контроля без электродов равная 29.7 ± 6.0%. Относительная 
представленность генов трансмембранного белка дыхательной цепи MtrB, связанного с экзоэлектро-
генезом, зависела от внешней цепи и имела максимальное значение при полярном подключении ис-
точника напряжения, коррелируя с деградацией пестицида автохтонной микрофлорой, аналогично 
генам DyP. Внесение S. oneidensis MR-1 вызвало почти десятикратный рост относительной представ-
ленности DyP. При этом для всех опытных вариантов отмечены кратно более высокие, по сравнению 
с контролем без углеродного войлока, значения показателя DyP, как и в случае прироста деструкции 
имидаклоприда в данных экспериментальных условиях.

Ключевые слова: биоэлектрохимическая система, биоэлектрокатализ, биодеградация, краситель-
обесцвечивающие DyP пероксидазы, перенос электронов, экзоэлектрогенез, имидаклоприд, MtrB, 
пестицид, Shewanella oneidensis MR-1

DOI: 10.31857/S0026365624040096

Применение биоэлектроохимических систем 
в экологической биотехнологии представляет со-
бой перспективное направление, реализующее 
новые механизмы взаимодействия с микробными 
сообществами (Mohanakrishna et al., 2020; Cabrera 
et al., 2021; Wang et al., 2021; Lan et al., 2023). Активи-
зация катаболической активности анаэробных ми-
кробиоценозов, при размещении там проводящих 
материалов, связана с формированием и увеличе-
нием эффективности путей межвидовой передачи 
электронов. Например, при одноэлектродной моде-
ли, когда единый углеродный проводник был разме-
щен в анаэробной зоне, отмечалось возрастание про-
дукции водорода и метана, благодаря интенсифика-
ции прямого транспорта электронов в синтрофных 
ассоциациях ацетогенных бактерий и метаногенов 
(Ножевникова и соавт., 2020; Laikova et al., 2023). 
При наличии двух электродов, один из которых 
размещен в  аэробной зоне и  осуществляет ка-
тодные полуреакции, а другой находится в анаэ-
робной зоне, возможно формирование сложного 

сообщества, в итоге передающего на анод электрон, 
который покидает анаэробную зону по внешней 
электрической цепи (Kiely et al., 2011), что является 
искусственным аналогом работы “бактериальных 
кабелей” из трихомов Desulfobulbaceae и подобных 
(Yuan et al., 2021). В этой ситуации для общей ка-
таболической активности микробиоценоза возрас-
тает важность конечного звена анаэробной цепи 
межвидовой передачи электронов, способного 
эффективно передавать электрон на внешний ак-
цептор, например, представителей рода Shewanella 
(Voeikova et al., 2013) и других микроорганизмов, 
участвующих в  формировании “биоэлектрохи-
мических трубопроводов” (Marzocchi et al., 2020). 
Большой интерес представляет собой использо-
вание внешней электрической стимуляции цепи 
биоэлектрохимической системы. При воздействии 
внешнего напряжения 1.2 В было отмечено изме-
нение состава микробиоценоза: происходила сти-
муляция бродильщиков и гидрогенотрофных мета-
ногенов с увеличением выделения метана в 8.6 раза 

КРАТКИЕ СООБЩЕНИЯ
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(Zhi et al., 2022). При воздействии внешнего источ-
ника напряжения в биоэлектрохимической системе 
мембранного типа на чистую культуру Shewanella 
oneidensis MR-1, обесцвечивающую различные 
красители, было отмечено влияние полярно-
сти подключения внешнего источника и разно-
сти потенциалов на удельную скорость реакции 
(Самков и соавт., 2023). Данный микроорганизм 
хорошо изучен в  части строения и  работы дыха-
тельной цепи, обеспечивающей экзоэлектрогенез 
и содержащей, в том числе мембранный комплекс 
MtrB-MtrC-OmcA, на который электрон передается 
с CymA цитохромом MtrA (Shi et al., 2012). Предста-
вители Shewanellaceae способны к непосредственно-
му участию в биодеградационных процессах, как это 
было продемонстрировано для штамма S. oneidensis 
MR-1, использующего краситель-обесцвечивающие 
пероксидазы DyP-типа в биодеструкционных про-
цессах (Xiao et al., 2012; Самков и соавт., 2023) и при 
этом участвующего в переносе электронов на анод. 
Таким образом, наличие в  донных отложениях 
водоемов микроорганизмов, способных к экзоэ-
лектрогенезу, может оказывать влияние на сопря-
жение электрохимических процессов на электроде 
и биодеградации органических субстратов.

В связи с  интенсивным развитием сельского 
хозяйства одним из актуальных вызовов являет-
ся накопление разнообразных пестицидов, в том 
числе имидаклоприда из ряда неоникотиноидов, 
который из-за аккумуляции в природных средах 
и токсического действия на нецелевые организ-
мы представляет значительную проблему (Zhang 
et al., 2023), при этом лидируя по мировым про-
дажам среди других инсектицидов. Известно, что 
данный пестицид весьма устойчив и крайне мед-
ленно подвергается биодеградации в естественных 
микробиоценозах (Sabourmoghaddam et al., 2015; 
Gautam et  al., 2022). Коррелирующие с  биоде-
градацией имидаклоприда ферменты отличаются 
значительным разнообразием. В частности, для 
Rhodopseudomonas capsulata при деградации ими-
даклоприда был отмечен рост экспрессии генов 
цитохром 450 монооксигеназы (Wu et al., 2020). 
Для Agrobacterium sp. InxBP2 с  биодеградацией 
пестицида была предположена связь ферментов 
семейств амидогидралаз и монооксигеназ, в том 
числе нитратмонооксигеназ и  других (Gautam 
et  al., 2023). Известны недавние работы, посвя-
щенные исследованиям биодеградации ксеноби-
отика в биоэлектрохимических системах. В работе 
(Li  et  al.  2023) было показано, что в безмембран-
ной биоэлектрохимической системе, с размещени-
ем подключенных к источнику тока и напряжения 
электродов в одной камере, при биодеградации ими-
даклоприда смешанной культурой возрастает доля 
протеобактерий, а также копийность целого ряда 
ферментов катаболических путей (Li et al., 2023). 
Наконец, для ряда организмов было обнаружено 

участие в биотрансформации имидаклоприда пе-
роксидаз (Zhu et al., 2023).

Целью работы служило исследование биодегра-
дации имидаклоприда в донных отложениях при 
электрической стимуляции внешней цепи биоэ-
лектрохимической системы, с учетом относитель-
ной представленности генов MtrB – одного из клю-
чевых элементов дыхательной цепи шеванелл, 
связанного с  экзоэлектрогенезом, и  генов кра-
ситель-обесцвечивающих пероксидаз DyР-типа, 
широко распространенных среди протеобактерий 
и потенциально связанных с различными катабо-
лическими процессами. Сравнение результатов 
для автохтонной микрофлоры донных отложений 
и в случае дополнительного внесения Shewanella 
oneidensis MR-1 призвано выяснить роль экзоэлек-
трогенных микроорганизмов в биоэлектрохими-
ческой стимуляции деградации неоникотиноида 
в сложном сообществе.

В донные отложения (ил) пресного водоема  
(оз. Карасунское, г. Краснодар) с общим со-
держанием гетеротрофных микроорганиз-
мов 8 × 107 КОЕ/мл, в  тотальной ДНК из  ко-
торых, с  использованием вырожденных прай-
меров (F 5'-GAYCTGTGCTTYGARCTSGC-3', 
R 5'-ASCCGATRAARTASGTGCC-3') (Tian et al., 
2016), предварительно был обнаружен максималь-
но высокий из исследованных уровень относитель-
ной (к генам 16s рРНК, праймеры 27F, 805R) пред-
ставленности генов DyP, вносили имидаклоприд 
до конечной концентрации 40 мг/л. Ил размещали 
в емкостях слоем высотой 5 см, сверху поддержи-
вали слой воды 2 см. На дне сосуда предваритель-
но размещали анод из углеродного войлока НТМ-
200М толщиной 4 мм, а в слое воды – аналогичный 
катод. К электродам подключали внешнюю цепь: 
пассивное сопротивление (резистор 1 кОм), либо 
заряженный до напряжения 1.2 В, ионистор с пря-
мой полярностью подключения (отрицательный 
полюс подключен к аноду биоэлектрохимической 
системы, “ионистор “+””), либо аналогичный 
ионистор с обратной полярностью подключения 
(положительный полюс к аноду, “ионистор “‒””). 
В контролях отсутствовали оба электрода. При от-
сутствии резистора или ионистора цепь являлась 
разомкнутой. Параллельно был подготовлена ана-
логичная серия экспериментов, отличающаяся 
внесением в ил клеток штамма Shewanella oneidensis 
MR-1, полученного из ВКМ, до титра 5 × 106 кл./мл. 
После инкубации в течение 45 сут в донных отло-
жениях методом ВЭЖХ определяли концентрацию 
остаточного имидаклоприда, процентные доли де-
струкции которого от исходного количества при-
ведены на рис. 1.

В течение эксперимента ионисторы, по  мере 
разрядки менее 1 В, заряжали до 1.2 В. Отмечена 
значительно более быстрая разрядка ионистора, 
подключенного с обратной полярностью. Высокие 
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значения напряжения для вариантов “разомкнутая 
цепь” и “резистор 1 кОм”, не связанных с искус-
ственными источниками напряжения, показали 
отсутствие токсического действия данной концен-
трации пестицида на электрогенную микробиоту, 
обычно выражающегося в значительном снижении 
электрогенеза (Lu et al., 2020). Влияние внешней 
электростимуляции проявлялось в вариантах опы-
та с автохтонной микрофлорой, присутствовавшей 
в  донных отложениях. Максимальное значение 
деструкции было отмечено для варианта, где был 
подключен ионистор с прямой полярностью под-
ключения (ионистор “+”) – 84.0 ± 1.7%. Мини-
мальные значения отмечены для разомкнутой цепи 
и ионистора с обратной полярностью подключения: 
59.4 ± 5.7 и 59.0 ± 3.5% соответственно. В случае 
внесения клеток штамма Shewanella oneidensis MR-1 
отмечено значительное возрастание показателя, 
варьировавшего в пределах 78.8 ± 7.7–95.2 ± 4.6%, 
при этом ключевым для деструкции являлось на-
личие электропроводящего углеродного войлока, 
а  отличия между вариантами опыта, различаю-
щимися внешней цепью, были незначительными. 
В  контроле показатели деструкции были мини-
мальными (27.7 ± 4.0–29.7 ± 6.0%) и не зависели 
от внесения шеванеллы.

Из материала анода и  прилегающего к  нему 
ила выделяли ДНК, в  которой методом ПЦР 
в  реальном времени определяли относитель-
ную представленность гена mtrB трансмем-
бранного белка дыхательной цепи MtrB (прай-
меры F 5'-AAACTCAAGGGTGATCGTTG 
и  R  5'-TGGTTTCACGGTCTTGATAA), связан
ного с  экзоэлектрогенезом, а  также генов 

краситель-обесцвечивающих пероксидаз DyР-
типа. Для получения стандартных кривых и опре-
деления эффективности ПЦР реакции проводили 
с серией десятикратных разбавлений ДНК, выде-
ленной из клеточной биомассы S. oneidensis MR-1 
с праймерами к генам mtrB, DyP и 16s рРНК. Эф-
фективность ПЦР при использованных параметрах 
реакции составила 1.91, 1.87 и 1.99 для генов mtrB, 
DyP и 16s рРНК соответственно. Относительную 
представленность выражали как отношение эффек-
тивностей референсного гена (16s рРНК) к целево-
му в  степенях соответствующих количественных 
циклов (Yuan et al., 2006). Результаты оценки от-
носительной представленности исследуемых генов 
приведены на рис. 2.

В случае автохтонной микрофлоры донных 
отложений сравнение деструкции со  значени-
ями относительной представленности генов 
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Рис. 1. Влияние способа электростимуляции внеш-
ней цепи биоэлектрохимической системы и  внесе-
ния Shewanella oneidensis MR-1 на  биодеградацию 
имидаклоприда в  донных отложениях. 1  – автох-
тонная микрофлора; 2 – автохтонная микрофлора 
и S. oneidensis MR-1.
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Рис. 2. Относительная представленность генов краси-
тель-обесцвечивающих пероксидаз DyP-типа и транс-
мембранного белка дыхательной цепи MtrB в случае 
автохтонной микрофлоры донных отложений (а) и ав-
тохтонной микрофлоры донных отложений, куда до-
полнительно внесли Shewanella oneidensis MR-1 (б). 1 – 
DyP; 2 – MtrB.
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краситель-обесцвечивающих пероксидаз DyP-типа 
и трансмембранного белка дыхательной цепи MtrB 
показало значительную корреляцию показателей. 
Максимальные значения для генов MtrB и DyP 
составили 5.38 ± 0.22 и 6.00 ± 0.26 усл. ед. соот-
ветственно и были отмечены для варианта цепи  
“ионистор “+””. В случае DyP показатель для ва-
риантов “резистор 1 кОм” и “ионистор “‒”” от-
личался от максимального незначительно, в це-
лом сохраняя корреляцию с соответствующими 
значениями деструкции имидаклоприда. Напро-
тив, в случае белка дыхательной системы MtrB, 
для варианта с максимальной деструкцией было 
отмечено значительное превышение показателя 
относительной представленности по отношению 
к остальным вариантам, варьировавшим в диапа-
зоне 1.47 ± 0.1 (ионистор “‒”) – 1.74 ± 0.17 (ре-
зистор 1 кОм).

При внесении S. oneidensis MR-1 отмечено со-
хранение зависимости показателя MtrB от внешней 
цепи – максимальное значение показателя сохра-
нялось для варианта “ионистор “+”” и составило 
5.46 ± 0.39. При этом значения не коррелировали 
со степенью деструкции имидаклоприда. В случае 
же DyP происходило практически десятикратное 
возрастание показателей, величины варьирова-
ли от 19.84 ± 1.76 (резистор 1 кОм) до 53.41 ± 2.88  
(ионистор “‒”), значения зависели от цепи сход-
ным с показателями деструкции образом, с доми-
нированием последнего варианта.

Предположена связь катаболических путей ми-
кроорганизмов, использующих пероксидазы DyP-
типа, с биодеградацией имидаклоприда в условиях 
микробиоценоза донных отложений, поскольку 
наблюдавшаяся корреляция представленности DyP 
с деструкцией сохранялась как в случае автохтон-
ной микрофлоры, где присутствие генов было под-
тверждено экспериментально, так и при внесении 
культуры S. oneidensis MR-1, имеющей их в геноме 
каждой клетки. Это согласуется с данными о во-
влечении внеклеточных пероксидаз в деструкцию 
имидаклоприда (Zhu et al., 2023). Роль дыхатель-
ной цепи экзоэлектрогенных микроорганизмов 
в сопряжении катаболизма поллютантов и элек-
трохимических реакций на электродах биоэлектро-
химической системы может быть связана с недавно 
открытой способностью шеванелл к двусторонне-
му переносу электронов через свою дыхательную 
цепь, что обеспечивало возможность восстанови-
тельной трансформации субстратов электрона-
ми, поступающими от внешнего электрода через 
мембранный комплекс MtrB‒MtrC‒OmcA (Li Y. 
et  al., 2023). Относительно отсутствия прироста 
представленности mtrB при внесении шеванеллы 
на фоне роста деструкции имидаклоприда можно 
отметить, что для восстановительной трансфор-
мации ряда поллютантов S. oneidensis MR-1 спо-
собна использовать, помимо дыхательного пути 

Mtr, альтернативные: в  частности, NfnB (Wang 
et al., 2020). Увеличение биодеградации пестицида 
по сравнению с контролем без углеродного войло-
ка, отмеченное как для аборигенного сообщества, 
так и в еще более выраженной мере при внесении 
S. oneidensis MR-1, согласуется с данными о воз-
можности усиления синтрофных взаимодействий 
за счет прямого транспорта электронов при нали-
чии в анаэробной среде электропроводящих мате-
риалов, обеспечивающих межвидовой перенос за-
ряда (Ножевникова и соавт., 2020).

Таким образом, усиление деградации имида-
клоприда в донных отложениях аборигенной ми-
крофлорой зависело от  электрической стимуля-
ции внешней цепи, а  при обогащении клетками 
S.  oneidensis MR-1 определялось наличием элек-
тропроводящего анода. Изменения относительной 
представленности генов краситель-обесцвечиваю-
щих пероксидаз DyP-типа, а также трансмембранно-
го белка дыхательной цепи шеванелл MtrB, были раз-
ными в случае экспериментов с автохтонной микро-
флорой донных отложений и при добавлении клеток 
S. oneidensis MR-1. Относительная представленность 
генов трансмембранного белка дыхательной систе-
мы шеванелл MtrB во всех случаях зависела от внеш-
ней цепи, показав наибольший показатель в случае 
варианта “ионистор “+””, а для вариантов опытов 
с аборигенной микрофлорой также коррелировала 
с деградацией пестицида. Значительное возрас-
тание представленности генов краситель-обесцве-
чивающих пероксидаз DyP-типа происходило при 
внесении S. oneidensis MR-1, сопровождаясь, при 
наличии в донных отложениях электропроводяще-
го материала анода, практически полной деградаци-
ей имидаклоприда. Можно предположить механизм 
сопряжения электрохимических реакций на аноде 
и биодеструкционных процессов в толще донных 
отложений за счет способности дыхательных систем 
шеванелл к  двустороннему переносу электронов 
на анод и обратно, в зависимости от приложенной 
к системе разности потенциала, либо за счет исполь-
зования электропроводящего материала анода, неза-
висимо от внешней цепи, для передачи заряда в сти-
мулируемом микробном сообществе.
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SHORT COMMUNICATIONS

Effect of Electrical Stimulation of the External Circuit 
of Membraneless Bioelectrochemical Systems on Imidacloprid Degradation 

and Representation of the mtrB and DyP-Type Peroxidases Genes

A. A. Samkov1, *, S. M. Samkova1, and M. N. Kruglova1

1Kuban State University, 350040, Krasnodar Russia
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Abstract. In all variants where carbon felt was present, imidacloprid degradation by the microflora 
of bottom sediments was many times higher than in the control, reaching 84.0 ± 1.7% under the polar 
connection of an external voltage source (1.2 V). When Shewanella oneidensis MR-1 was introduced, 
almost complete degradation of the pollutant was observed, while in the control without electrodes, it was 
29.7 ± 6.0. The relative representation of the genes of the MtrB transmembrane protein of the respiratory 
chain, which is associated with exoelectrogenesis, depended on the external chain and had a maximum 
value when the voltage source was connected polarly, correlating with the pesticide degradation by the 
autochthonous microflora, similar to the DyP-type peroxidase genes. The introduction of S. oneidensis 
MR-1 resulted in an almost tenfold increase in the relative representation of DyP-type peroxidase genes. 
In all experimental variants, the values of the DyP relative representation were significantly higher 
than in the control without carbon felt, as well as the degree of imidacloprid degradation under these 
experimental conditions.

Keywords: bioelectrochemical system, bioelectrocatalysis, biodegradation, dye-decolorizing DyP peroxidases, 
electron transfer, exoelectrogenesis, imidacloprid, MtrB, pesticide, Shewanella oneidensis MR-1
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СВЯЗЬ МЕТАБОЛИЗМА ГЕКСУРОНАТОВ 
СО СПОСОБНОСТЬЮ ESCHERICHIA COLI К АДГЕЗИИ 

И ФОРМИРОВАНИЮ БИОПЛЕНОК

© 2024 г.  Т. А. Бессоноваa,*, У. Д. Кузнецоваb, А. Т. Магкаевc, М. С. Гельфандd, e, 
О. Н. Озолиньa, М. Н. Тутукинаa, d, e и др.

aИнститут биофизики клетки РАН (ФИЦ ПНЦБИ РАН), Пущино, 142290, Россия
bРНИМУ имени Н.И. Пирогова, Москва, 117997, Россия

сНИУ “Высшая школа экономики”, Москва, 117418, Россия
dСколковский институт науки и технологий, Москва, 121205, Россия

еИнститут проблем передачи информации РАН, Москва, 127051, Россия
*e-mail: tatianabessonova66@gmail.com

Поступила в редакцию 15.10.2023 г.
После доработки 07.12.2023 г.

Принята к публикации 08.12.2023 г.

Формирование бактериальных биопленок является важным фактором развития хронических инфек-
ционных заболеваний, требующим поиска эффективных путей сдерживания этого процесса. Установ-
лено, что гексуронаты, являющиеся компонентами пектинов, не влияют на формирование биопленок 
пробиотическим штаммом Escherichia coli Nissle 1917 и его адгезивные свойства, но снижают эффек-
тивность формирования биопленок штаммом E. coli K-12 MG1655, усиливая его адгезию к клеткам 
кишечной карциномы человека. Показано, что регуляторы метаболизма гексуронатов UxuR и YjjM 
вовлечены, наряду с cAMP-CRP, в контроль подвижности, адгезии и формирования биопленок E. coli 
K-12 MG1655. Важную роль также играют закодированные в гене uxuR нетранслируемые РНК, кото-
рые ингибируют транскрипцию с гена основного σ-фактора подвижности.
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Формирование биопленок делает бактериальные 
клетки более защищенными от внешних факторов, 
что в случае патогенных бактерий приводит к раз-
витию хронических заболеваний, трудно поддаю-
щихся антибиотикотерапии. Так, например, актив-
но образующие биопленки уропатогенные штаммы 
Escherichia сoli являются причиной развития 80% 
инфекций мочеполового тракта (Kaper et al., 2004). 
При этом, хотя E. сoli является самой изученной 
бактерией, мы все еще не понимаем, что запускает 
процесс формирования биопленок. Для их разви-
тия E. coli должна обладать способностью не только 
к адгезии, но и к подвижности, обеспечивающей до-
ступ к поверхностям (Wood et al., 2006). Транскрип-
ция всех генов, кодирующих белки, вовлеченные 
в процессы подвижности, находится под контролем 
сигма-фактора подвижности FliA (RpoF, σ28) (Bertin 
et al., 1994). В регуляции образования биопленок ча-
сто задействован сигма-фактор стационарной фазы 

(RpoS, σ38), а также белок CsgD, контролирующий 
экспрессию генов белков, участвующих в сборке за-
витков (curli-пили), транспорте и синтезе структур-
ных компонентов биопленки (Hammar et al., 1996). 
Усиленная подвижность, напротив, мешает коло-
низации, а адгезия бактерий к поверхности является 
важным начальным этапом образования биопленки, 
дальнейшее развитие которой зависит совсем от дру-
гих факторов. За синтез фимбрий отвечают белки 
FliC и FliD, и при удалении их генов, как и генов бел-
ков-адгезинов (fimA, fimI, csgBA), происходит сильное 
угнетение роста биопленок E. coli (Pratt, Kolter, 1998). 
В переключении образа жизни бактерий от планк
тонного к биопленке могут быть задействованы ме-
таболические регуляторы, например, CsrA (Jackson 
et al., 2002), CRP (Jackson et al., 2002b), BssS (YceP) 
и BssR (YliH) (Domka et al., 2006), и нетранслируемые 
РНК CsrB и CsrC, модулирующие функционирова-
ние CsrA (Gudapaty et al., 2001).

КРАТКИЕ СООБЩЕНИЯ
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Важным фактором адгезии бактериальных 
клеток к различным поверхностям является при-
сутствие тех или иных метаболитов. Например, 
D-манноза снижает образование биопленок E. coli 
K-12 MG1655, вероятно, за  счет ее  связывания 
с  пилями первого типа и  блокировки адгезии 
к эпителиальным клеткам (Rodrigues et al., 2009). 
Клинические исследования показали, что прием 
D-маннозы и повышение ее уровня в моче сни-
жают частоту инфекций мочевыводящих путей 
(Mehta et al., 2018). На исход заболеваний, вызы-
ваемых E. coli и Citrobacter rodentium, влияет доступ-
ность сахаров пектина – гексуронатов – в рационе 
(Jimenez et al., 2019).

У E. coli гексуронаты, D-галактуронат и  его 
оптический изомер D-глюкуронат, метаболизи-
руются до 2-кето-3-деоксиглюконата через шунт 
Эшвелла, а затем до пирувата по пути Энтнера‒
Дудорова (Peekhaus, Conway 1998). Способность 
к их утилизации играет важную роль в колониза-
ции E. coli организма млекопитающих (Peekhaus, 
Conway 1998; Fabich et al., 2008). Мутации в генах, 
кодирующих ключевые ферменты превращения 
галактуроната, приводят к снижению эффектив-
ности колонизации кишечника мыши (Fabich 
et al., 2008), что было подтверждено в более позд-
нем исследовании (Jimenez et al., 2019).

Транскрипция генов всех ферментов и транс-
портеров пути Эшвелла контролируется белком 
UxuR, который может образовывать гетероди-
меры с ExuR; в регуляцию также вовлечены YjjM 
и cAMP-CRP (Suvorova et al., 2011; Tutukina et al., 
2016). Интересно, что с гена uxuR, помимо основ-
ного белкового продукта, синтезируются РНК, 
способные ингибировать fliA (Tutukina et al., 2023).

Целью исследования была оценка степени уча-
стия регуляторов пути Эшвелла в адгезии и фор-
мировании биопленок бактериями штамма E. coli 
K-12 MG1655 и влияния гексуронатов на эффек-
тивность этих процессов. Кроме того, мы иссле-
довали роль LeuO, который является регулятором 
подвижности и способности к колонизации бак-
терий рода Salmonella (Guadarrama et al., 2014).

Штаммы и  условия культивирования. В  ра-
боте был использован стандартный лаборатор-
ный штамм Escherichia coli K-12 substr. MG1655 
(U00096.3), его производные с удаленными генами 
yjjM, crp, uxuR, exuR, leuO, штамм c выключенной 
трансляцией белка UxuR (K-12 ΔuxuR-tr) и пробио-
тический штамм E. coli Nissle 1917, чистая культура 
которого была выделена из препарата “Мутафлор”. 
Эффективность формирования биопленок оценива-
ли как описано в (Fuentes et al., 2015). Посевным ма-
териалом служила 18-часовая культура, выращенная 
при 37°С и перемешивании 121 об./мин на среде LB 
(1% триптон, 0.5% дрожжевой экстракт “Oxoid”, 
Великобритания; 1% NaCl “Хеликон”, Россия). 
Поскольку одной из  целей исследования была 

оценка влияния источников углерода на формиро-
вание биопленок, культуры растили на минималь-
ной среде M9 (48 мM Na2HPO4, 22 мМ KH2PO4, 
8.5 мМ  NaCl, 18.7 мМ  NH4Cl, 2 мМ  MgSO4, 
1 мМ CaCl2 (все “Amresco”, “Хеликон”, Россия) 
с добавлением 5% LB и 0.2% источника углерода 
(D-глюкозы, D-маннозы (“NeoFroxx”, Германия), 
D-глюкуроната или D-галактуроната (“Sigma”, 
США). Среды стерилизовали в  течение 20 мин 
при 121°C с помощью автоклава Tuttnauer MK2450 
(Израиль). Источники углерода фильтровали че-
рез 0.22 мкм PES фильтры (“Millipore”, США). 
Формирование биопленок оценивали после роста 
культуры в 96-луночных планшетах (“Sarstedt”, 
Германия) в течение 48 ч в микроаэробных усло-
виях, для создания которых были использованы 
пакеты AnaeroGen™ (1 пакет на контейнер объе-
мом 4.8 л; “Oxoid”, Великобритания). Оптическую 
плотность измеряли при λ = 600 нм на Synergy H1 
(“BioTek”, США).

Оценка подвижности, эффективности адгезии 
и образования биопленок. Подвижность оценива-
ли на чашках Петри с 0.3% LB-агаром, как описа-
но ранее (Fuentes et al., 2015). Адгезию к клеткам 
линии карциномы кишечника человека CaCo-2 
оценивали по  протоколу, описанному в  работе 
(Verma et al., 2016). Интенсивность формирова-
ния биопленок оценивали после окрашивания 
кристаллическим фиолетовым (Fuentes et  al., 
2015) при λ  =  570 нм  на Synergy H1 (“BioTek”, 
США).

Анализ экспрессии генов. РНК выделяли с по-
мощью TriZol (“Invitrogen”, США) из всего со-
держимого лунки (планктонная культура вместе 
с биопленкой). Для обратной транскрипции было 
взято 50 нг РНК (с учетом выделения из одной 
лунки планшета, это максимально возможное коли-
чество). Реакцию проводили с геноспецифическими 
праймерами (табл. 1) в соответствии с протоколом 
производителя.

Реакцию количественной ПЦР проводили 
на амплификаторе DT-lite (“ДНК-Технология”, 

Таблица 1. Праймеры для ОТ-ПЦР в реальном времени
Название 
праймера Последовательность нуклеотидов

hns_PCR 5ꞌ-CGCAGGCAAGAGAATGTAC-3ꞌ
hns_RT 5ꞌ-GCAGTTCGTTCGGGTCAATA-3ꞌ
fliA_PCR 5ꞌ-CTATGCTGGATGAACTCGCA-3ꞌ
fliA_RT 5ꞌ-GCGTTGCGGCCAAGTTCCTG-3ꞌ
csgD_F 5ꞌ-CTTTGCAGGCGACAGCTCTC-3ꞌ
csgD_R 5ꞌ-TCCTGCTCAAAGTATCCTGC-3ꞌ
csrC_F 5ꞌ-CCATAGAGCGAGGACGCT-3ꞌ
csrC_R 5ꞌ-ACGGGTCTTACAATCCTTG-3ꞌ
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Россия) с  использованием qPCRmix-HS SYBR 
(“Евроген”, Россия), как описано в  работе 
(Bessonova et al., 2023). В качестве отрицательного 
контроля использовали пробы с РНК, проведен-
ные через реакцию обратной транскрипции без 
добавления фермента. В  качестве house-keeping 
референса использовали hns (Tutukina et al., 2016). 
Количественный анализ уровня экспрессии прово-
дили при помощи метода 2–ΔΔCt относительно дикого 
типа (wt) варианта K-12.

Статистическую обработку проводили в Microsoft 
Excel с использованием непарного критерия Стью-
дента (различия считали значимыми при p ≤ 0.05). 
Каждый эксперимент проводили не менее чем в трех 
биологических и четырех технических повторах.

Влияние источников углерода и исследуемых фак-
торов транскрипции на способность E. coli к адгезии 
к клеткам кишечной карциномы человека CaCo-2. 
На первом этапе мы оценили влияние делеции ге-
нов, кодирующих потенциальные регуляторы про-
цессов адгезии и формирования биопленок, на эф-
фективность прикрепления клеток E. coli штамма 

K-12 MG1655 к клеткам кишечного эпителия че-
ловека. Делеция leuO немного увеличивала эффек-
тивность адгезии (рис. 1а), что согласуется с дан-
ными группы А. Ишихамы (Shimada et al., 2011). 
В мутантах по генам регуляторов uxuR и exuR ста-
тистически значимого изменения эффективности 
адгезии не происходило, и мы наблюдали очень 
большие разбросы в результатах.

Статистически достоверное снижение прикре-
пления происходило при удалении гена глобаль-
ного регулятора CRP и, особенно, при удалении 
гена одного из регуляторов метаболизма гексуро-
натов YjjM (рис. 1а). Оказалось, что делеция yjjM 
существенно увеличивает подвижность E. coli K-12 
MG1655 (рис. 1б), а комплементация плазмидой 
pLAX_YjjM приводит к  возврату подвижности 
на уровень дикого типа.

YjjM контролирует метаболизм L-галактоната, 
в частности, его превращение в D-тагатуронат, ко-
торый также может образовываться из D-галак
туроната в пути Эшвелла. Данные, полученные 
в работе (Jimenez et al., 2019), свидетельствовали 
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Рис. 1. а – Оценка влияния удаления leuO, uxuR, crp, exuR, yjjM на адгезию E. coli K-12 к клеткам кишечного эпителия 
CaCo-2; б – подвижность клеток E. coli K-12 в 0.3% LB агаре; в – адгезия E. coli K-12 MG1655 и E. coli Nissle 1917 
к клеткам CaCo-2 в присутствии 0.2% D-галактуроната, D-глюкуроната или D-маннозы.
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о способности гексуронатов усиливать адгезивные 
свойства клеток дикого типа, но особенно интересно 
было оценить их влияние на способность к прикре-
плению мутантных штаммов. Как видно из рис. 1в, 
добавление гексуронатов, действительно, на несколь-
ко порядков повышало количество клеток штамма 
K-12 MG1655, прикрепленных к эпителию кишеч-
ника человека, а манноза, как и предполагалось, на 
адгезию практически не влияла. В отсутствие uxuR 
и yjjM активаторного эффекта гексуронатов на адге-
зию E. coli K-12 MG1655 либо не наблюдалось, либо 
он был существенно ниже (рис. 1в).

Таким образом, YjjM ингибирует подвижность 
и активирует способность клеток E. coli K-12 MG1655 
к адгезии, а также, наряду с UxuR, необходим для 
активации адгезии в присутствии гексуронатов. При 
этом прикрепление к клеткам эпителия кишечни-
ка пробиотического штамма Nissle 1917 не зависело 
от присутствия в среде гексуронатов (рис. 1в).

Влияние источников углерода и исследуемых фак-
торов транскрипции на способность E. coli к обра-
зованию биопленок. Как и в случае с адгезией, уда-
ление leuO и exuR не приводило к существенным 

изменениям эффективности формирования био-
пленок бактериями E. coli K-12 MG1655, а  при 
удалении uxuR наблюдался сильный разброс полу-
ченных значений (рис. 2а). Удаление crp и yjjM су-
щественно снижало образование биопленок, что 
подтверждает их способность активировать дан-
ный процесс. При добавлении к среде субстрата 
гликолиза, D-глюкозы, рост биопленок также зна-
чительно снижался (рис. 2б), что было ожидаемо 
вследствие снижения потребности в источнике пи-
тания (Jackson et al., 2002b).

Несмотря на  то что гексуронаты являют-
ся менее энергодающими субстратами, эффект 
D-галактуроната оказался сравнимым с D-глюкозой. 
При добавлении D-глюкуроната образование био-
пленок уменьшалось до уровня, сопоставимого с их 
ростом в присутствии D-маннозы (рис. 2б), которая 
уже используется в качестве добавки при лечении 
хронических бактериальных заболеваний. На штамм 
E. coli Nissle 1917 гексуронаты не влияли.

Влияние CRP, Yj jM, UxuR и  малых РНК 
на экспрессию генов ключевых регуляторов под-
вижности и образования биопленок. На  рис. 2г 
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приведена динамика изменения экспрессии генов, 
кодирующих основные регуляторы процессов био-
пленкообразования (CsgD) и подвижности (FliA), 
а также малую РНК CsrC, в делеционных мутантах 
по генам uxuR, yjjM и crp. Эффекты от удаления leuO 
и exuR незначительны (данные не приведены), что 
согласуется с результатами экспериментов по ад-
гезии и формированию биопленок. Поскольку ген 
uxuR кодирует не  только фактор транскрипции, 
но и регуляторные РНК, ингибирующие подвиж-
ность бактерий за счет связывания с промоторной 
областью fliA (Tutukina et al., 2023), мы использо-
вали два варианта мутантов ‒ с полностью удален-
ным геном (ΔuxuR) и с выключенной трансляцией 
белка (ΔuxuR-tr) (схема приведена на рис. 2в). При 
удалении uxuR наблюдалась сильная активация fliA, 
сопровождавшаяся сильной дисперсией, что согла-
суется с данными экспериментов по образованию 
биопленок. В трансляционном же мутанте эта акти-
вация пропадает и повышается уровень csgD-мРНК, 
что подтверждает ингибиторную роль закодирован-
ных в uxuR малых РНК в отношении подвижности 
кишечной палочки дикого типа. В мутанте по yjjM 
такой сильной дисперсии уже не  наблюдается: 
почти во всех случаях происходит активация fliA, 
как и ожидалось по результатам других экспери-
ментов. Кроме того, YjjM, по-видимому, напря-
мую активирует малую РНК CsrC: при удалении 
yjjM экспрессия ее гена ингибирована более, чем 
в 50 раз (рис. 2г). При удалении crp активируется 
сsgD, но ингибируется csrC, что согласуется с по-
казанным ранее опосредованным влиянием CRP 
на образование биопленок.

Таким образом, гексуронаты влияют на про-
цессы адгезии дикого типа E. coli K-12 MG1655 
и  ее способность к  формированию биопленок. 
Поскольку D-глюкуронат, усиливая адгезию ди-
кого типа E. coli, одновременно снижал формиро-
вание им биопленок (рис. 1) и не влиял на проби-
отический штамм E. coli Nissle 1917 (рис. 1в и 2б), 
его можно рассматривать в качестве потенциаль-
ной пребиотической добавки. YjjM и глобальный 
регулятор cAMP-CRP являются активаторами 
процессов формирования биопленок и адгезии, 
а ключевой регулятор пути Эшвелла UxuR и за-
кодированные в гене uxuR нетранслируемые РНК 
необходимы для нормального функционирования 
этих процессов. Полученные нами данные полно-
стью подтверждают то, что метаболизм гексурона-
тов по пути Эшвелла и Энтнера‒Дудорова играет 
важную роль в успешной колонизации E. coli ки-
шечника хозяев.
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Abstract. The formation of bacterial biofilms is an important factor of the chronic infection development, 
which requires the search for effective ways to prevent it. Here, it was found that hexuronates did not 
affect the biofilm formation by the probiotic strain Escherichia coli Nissle 1917 and its adhesive properties 
but reduced the efficiency of biofilm formation by the E. coli K-12 MG1655 strain, enhancing its adhesion 
to human intestinal carcinoma cells. It was shown that the regulators of hexuronate metabolism, UxuR 
and YjjM, are involved, along with cAMP-CRP, in  the control of motility, adhesion and biofilm 
formation of E. coli K-12 MG1655. In addition, untranslated RNAs encoded in the uxuR gene play 
an important role inhibiting the main sigma factor of motility.
Keywords: biofilms, adhesion, Escherichia coli K-12 MG1655, Nissle 1917, hexuronate metabolism, UxuR, 
YjjM (LgoR)
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Калининградская область имеет богатое историческое наследие, в том числе несколько источников 
воды с высоким содержанием железа. Известные с конца XIX века, они богаты двухвалентным же-
лезом, которое окисляется бактериальными сообществами. В их состав входит множество различных 
таксономических групп бактерий. В данной работе впервые было проведено профилирование ми-
кробных сообществ железосодержащих источников Калининградской области; в ходе исследования 
были взяты 6 проб из четырех географических точек. По результатам профилирования были выявлены 
таксономические группы, относящиеся к филумам Acidobacteriota, Desulfobacteriota, Cyanobacteriota, 
Proteobacteria, Nitrospirota, а  среди преобладающих групп выделяется гаммапротеобактерия рода 
Gallionella.

Ключевые слова: железосодержащие источники, железоокисляющие бактерии, бактериальный мат, 
хемолитоавтотроф, Gallionella

DOI: 10.31857/S0026365624040111

Во многих регионах пресноводные источники 
богаты растворенным железом. В  Калининград-
ской области имеется несколько источников, кото-
рые относятся к региональным особо охраняемым 
природным территориям (ООПТ) или входят в со-
став историко-культурных ландшафтов. Они обла-
дают устаревшей инфраструктурой, и первые досто-
верные упоминания датируются концом XIX века. 
Выход на поверхность вод с повышенной концен-
трацией железа приводит к образованию хемолито-
автотрофных микробных сообществ, которые харак-
теризуются значительным разнообразием. В него, 
например, входят сульфатредуцирующие бактерии 
группы Desulfuromonas (Singh et al., 2018), которые 
могут вступать в синтрофные отношения с окисли-
телями железа, а также многие представители фи-
лумов Proteobacteria, Acidobacteriota и Bacteroidetes 
(Emerson et al., 2015). Помимо этого, рядом с ко-
лониями железоокисляющих бактерий часто обна-
руживаются цианобактерии (Emerson, Weiss, 2004), 
создающие градиент кислорода в толще воды и вли-
яющие на окислительно-восстановительный потен-
циал окружающей среды. Но важнейшую роль игра-
ют железобактерии, которые способны окислять 

и осаждать железо из растворимых двухвалентных 
форм. Железобактерии представляют собой таксо-
номически разнообразную группу, среди которых 
есть представители двух филумов, Pseudomonadota 
и Bacillota, большинство из которых относятся по-
рядку Gallionellales. В  источниках пресной воды 
наиболее часто встречающиеся семейства железо-
бактерий включают Gallionellaceae (Reis et al., 2014), 
Sphaerotilaceae (Emerson et al., 2015). Они являют-
ся анаэробами или факультативными анаэробами. 
Метаболизм железобактерий сосредоточен вокруг 
ферментативного окисления двухвалентного желе-
за Fe(II) до трехвалентного Fe(III). 

Изучение разнообразия подобных пресных эко-
систем помогает детальнее понять биогеохимиче-
ский цикл железа в осадочных экосистемах и раз-
нообразие таксономических групп прокариот, 
осуществляющих восстановление двухвалентного 
железа, а исследование схожих местообитаний по-
зволяет расширить наше знание о  разнообразии 
автотрофных прокариот в составе матов. Также по-
нимание микробного состава сообществ данных ис-
точников, возможно, поможет предположить одну 
из множества причин повышенной концентрации 

КРАТКИЕ СООБЩЕНИЯ
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железа в питьевых источниках воды Калининград-
ской области. 

Целью работы было исследование микробных 
сообществ железосодержащих источников Кали-
нинградской области.

Место отбора проб и определение химических 
параметров воды. Для исследования были выбра-
ны четыре исторических места: источники в Цен-
тральном парке и  Зоопарке города Калинин-
град, а также источники в городе Светлогорске 
и в Национальном парке “Виштынецкий”, нахо-
дящийся в поселке Боровиково. Дно городских 
источников глинистое, характеризуется обилием 
гравия и  бетонных остатков. Приток органики 
преимущественно осуществляется за счет листвы 
окружающих деревьев, а уровень воды в течение 
года в  основном держится на  уровне 40‒60 см 
и более 1 м весной и осенью. Источник зоопар-
ка используют в технических нуждах и, в связи 
с  этим, при пересыхании там возможен обрат-
ный заброс воды из большого вольера водопла-
вающих птиц. Источник в Виштынецком парке 
имеет такое же глинистое дно, но без каменных 
составляющих, а также, в отличие от городских 
источников, он  очень ярко освещен. По  бере-
гам травянистая растительность, на которой на-
ходятся микробные маты, но  при этом приток 
органики гораздо меньше из-за отсутствия по-
близости листопадных деревьев. Уровень воды 
там меньше, но также колеблется в диапазоне от 
20‒40 до 60 см осенью и весной. Сбор 6 образцов 
донных отложений, микробных матов и  образ-
цов воды производили осенью 2022 года. Трудно-
сти пробоотбора в двух точках с одним образцом 
связаны с доступностью только образцов осадка 
вследствие проблем в работе источника (зоопарк) 
или, как в случае образца из  г. Светлогорска, 
с обилием микробных матов на дне и сложностью 
отделения образцов микробного мата и осадка. 

Измерение температуры, концентрации кислоро-
да в воде и значения pH производили на месте при 
помощи кислородомера БПК-тестер Анион-7040 
(“Инфраспак-Аналит”. Россия) и портативного 
рН-метра HI99151 (“HANNA Instruments”, США) 
соответственно. Концентрацию общего и двухва-
лентного железа (Fe(II)) определяли спектрофо-
тометрическим методом, основанным на образо-
вании стабильного комплекса между ортофенан-
тролином и ионами железа (ЦВ 1.04.46-00 “А”, 
2008). Заранее подготовленную пробу окрашива-
ли смесью раствора гидроксиламина, ацетатного 
буфера и раствора ортофентраолина, и получен-
ный окрашенный раствор фотометрировали с по-
мощью спектрофотометра UV-1800 (“Shimadzu”, 
Япония) при длине волны 500 нм. 

Анализ состава микробных сообществ. Выделе-
ние тотальной ДНК проводили с помощью ком-
мерческого набора QuickDNA Fecal/Soil Microbe 
Microprep, 50 reactions (“Zymo Research”, США). 
Выделение ДНК проводили согласно протоко-
лу производителя. Для амплификации исполь-
зовали универсальные праймеры, 515F и 806R 
(Caporaso et  al., 2011). Библиотеки ампликонов 
были подготовлены в два последовательных раун-
да ПЦР, на амплификаторе Bio‐Rad CFX96 (“Bio‐
Rad”, США) с использованием смеси qPCRmix-
HS SYBR (“Евроген”, Россия). ПЦР фрагменты 
секвенировали с  использованием набора MiSeq 
Nano Комплект v2 (500 циклов) (“Illumina”, США) 
на  секвенаторе MiSeq (“Illumina”, США). По-
сле секвенирования прочтения были обработаны 
в программном пакете QIIME 2 (Bolyen et al., 2019). 
Затем объединенные чтения были кластеризованы 
в оперативные таксономические единицы (ОТU). 
Объединенные последовательности были исполь-
зованы для сравнения по базе данных SILVA 1.9.8. 
Индексы Шеннона и Симпсона были получены 
с  помощью программного сервиса SILVA 1.9.8. 

Таблица 1. Концентрация общего железа и  железа (II), температура, pH  и концентрация кислорода 
в исследуемых местах отбора проб

Место и координаты pH Fe(II), 
мг/л

Fe(общ.), 
мг/л Кислород, мг/л Температура, °С

Национальный парк Виштынецкий
54.40542° с.ш. 22.60996° в.д. 8.15 6.78 7.83 1.4 6

Центральный парк
54.71755° с.ш. 20.47837° в.д. 7.25 4.81 5.76 2.3 8

Светлогорск
54.93784° с.ш. 20.15897° в.д. 7.21 5.63 6.19 2.41 7

Зоопарк
54.72361° с.ш. 20.48777° в.д. 7.15 4.92 5.82 2.5 8
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Последовательности отдельных OTUs, относящих-
ся к анализируемым образцам, были использованы 
для анализа бета-разнообразия сообществ в образ-
цах, с метрикой невзвешенного UniFrac.

Вода из  исследуемых источников содержит 
большое количество железа (II), при этом концен-
трация кислорода на границе жидкой и твердой 
фазы (осадка или микробного мата) была достаточ-
но низкой (табл. 1), вследствие чего можно сделать 
вывод о бактериальном происхождении желези-
стых осадков в данных источниках. 

В результате профилирования микробных сооб-
ществ осадков и бактериальных матов (рис. 1а, 1б) 
было показано, что доминирующими филумами 
во всех пробах являются Pseudomonadota (12‒75%), 
Cyanobacteria (5‒85%), Actinobacteriota (1‒55%), 
Nitrospirota (1‒25%), Acidobacteriota (1‒10%) 
и Planctomycetota (1‒8%) Bacillota (1‒10%). Осталь-
ные группы представлены в меньшей степени и яв-
ляются минорными.

Важно отметить, что характер среды напрямую 
может влиять на видовой состав и его соотноше-
ние в сообществе. Это подтверждает тот факт, что 
в образцах бактериального мата из Центрального 
парка представители филума Cyanobacteria состав-
ляют 19% от общего числа, а в пробе бактериаль-
ного мата и  осадка из  источника Виштынецко-
го парка являются доминирующими и составляют 
до 85% сообщества. Данный факт может быть объ-
яснен тем, что обе точки хорошо освещены в тече-
ние дня, но в Виштынецком парке освещенность 
гораздо выше из-за отсутствия древесных расте-
ний; помимо этого, нахождение на южной сторо-
не и меньший приток органики также могут играть 
свою роль. Из  этого можно сделать вывод, что 
остальные представители сообщества в  этом ис-
точнике зависят от цианобактерий как продуцен-
тов органического вещества. Преобладание пред-
ставителей филума Actinobacteriota (55%), играющих 
важную роль в аэробном разложении органических 

а

б

Verrucomicrobiota

Pseudomonadota

Planctomycetota

Nitrospirota

Bacillota

Desulfobacterota

Cyanobacteria

Chloroflexi

Campylobacterota

Actinobacteriota

Acidobacteriota

Thiotrichaceae

Methylomonadaceae

Diplorickettsiaceae

Sulfuricellaceae

Rhodocyclaceae

Nitrosomonadaceae

Methyophilaceae

Hydrogenophilaceae

Gallionellaceae

Comamonadaceae

Sphingomonadaceae

Rhodobacteraceae

Xanthobacteraceae

Rhizobiaes Incertae Sedis

Hyphomicrobiaceae

Зоопарк
осадок

Зоопарк
осадок

Ц. парк
осадок

Ц. парк
осадок

Ц. парк
мат

Ц. парк
мат

Виштынец
осадок

Виштынец
осадок

Виштынец
мат

Виштынец
мат

Светлогорск
мат

Светлогорск
мат

100 %

100 %

100 %

100 %

75 %

75 %

75 %

75 %

25 %

25 %

25 %

25 %

0 %

0 %

0 %

0 %

50 %

50 %

50 %

50 %

Рис. 1. Общий профиль микробных сообществ осадков (а) и микробных матов (б) исследуемых образцов. Соотно-
шение представителей семейств внутри филума Pseudomonadota в осадках (в) и микробных матах (г).
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веществ (Anandan et al., 2016), в образцах осадка 
из зоопарка может быть вызвано обилием попа-
дающей органики, поскольку там источник явля-
ется частью вольера для птиц. Большой процент 
представленности филума Nitrospirota (25%) в об-
разцах бактериального мата из источника г. Свет-
логорска может говорить о большем количестве 
соединений азота в воде источника по сравнению 
с другими точками отбора проб.

Поскольку филум Pseudomonadota (12‒75%) 
составлял, в основном, вторую доминирующую 
группу, и  основные семейства железобактерий 
относятся к  этому филуму микроорганизмов, 
он был рассмотрен более детально (рис. 1в, 1г). 
В образцах из Центрального парка доминирующи-
ми в филуме Pseudomonadota являлись способные 
к окислению двухвалентного железа представите-
ли семейства Gallionellaceae (48%), а также семей-
ства Diplorickettsiaceae (22.84%), Sphingomonadaceae 
(5.45%) и Comamonadaceae (6.75%). Далее, исходя 
из  видового состава проб из  зоопарка, просле-
живались различия: отталкиваясь от имеющихся 
данных условий и химических показателей сре-
ды (а именно кислотности и концентраций же-
леза и кислорода; табл. 1), уместно сделать вывод 
о схожести условий обитания для железоокисля-
ющих бактерий. Однако в отличие от видового 
состав проб из Центрального парка, где процент-
ное содержание доминирующих железоокисли-
телей Gallionellaceae было 48%, в пробах из Зоо-
парка бактерий того же семейства наблюдалось 
значительно меньше ‒ 12.99%. Такое значитель-
ное снижение доли железоокислителей в образце 
может объясняться забросом микроорганизмов 
в  источник из  озера, богатого органотрофами, 
чье обилие объясняется большим количеством 
органических веществ, поэтому приоритет сме-
щается в  сторону других семейств  ‒ Sphingo-
monadaceae (20.34%), Xanthobacteraceae (15.16%), 
а  также Rhodobacteraceae (12,49%) и  Hydrogeno-
philaceae (2.51%). В пробах Национального пар-
ка “Виштынецкий” отмечались существен-
ные различия в  составе сообщества, в  котором 
главенствующую нишу заняли представители 
Cyanobacteria (72.08%), которые создают благо-
приятные условия для существования внутри 
филума Pseudomonadota (26.69%) представителей 
семейства Gallionellaceae (63.88%), образуя био-
пленки и вытесняя других хемотрофов.

Для проб микробных матов, по аналогии с осад-
ками, в пределах филума Pseudomonadota тенден-
ция изменения видового состава сохранялась 
с  небольшими отличиями. В  образцах из  Цен-
трального парка наблюдалось преобладание пред-
ставителей таксонов филума Pseudomonadota: вы-
сокий процент железоокисляющих бактерий 
Gallionellaceae (40.66%) и значительная представ-
ленность семейств метанокисляющих бактерий 

Methylomonadaceae (27.07%), Methylophilaceae 
(8.82%) и Rhodocyclaceae (17.17%), свидетельству-
ющая об  анаэробной трансформации органиче-
ского вещества (Smalley et al., 2015). В образцах 
из  г. Светлогорска также наблюдалось преобла-
дание железоокисляющих бактерий семейства 
Gallionellaceae (37.64%) и представленность мень-
ших в процентном соотношении групп микроор-
ганизмов ‒ от метилотрофных до нитрифицирую
щих бактерий, относящихся к  семействам Hy-
phomicrobiaceae (3.49%), Xanthobacteraceae (1.13%), 
Comamonadaceae (6.66%), Hydrogenophilaceae 
(9.57%), Methylophilaceae (1.47%), Nitrosomonadaceae 
(5.87%) и группе Rhizobiales Incertae Sedis (3.74%). 
В  пробах микробного мата из  Национального 
парка “Виштынецкий”, аналогично с  пробами 
осадка, отмечено полное доминирование филу-
ма Cyanobacteria (85%) и семейства Gallionellaceae 
(15.37%) внутри филума Pseudomonadota (10.41%), 
однако также весомую долю занимали метилотро-
фы семейства Methylophilaceae (42.46%), что свиде-
тельствует об анаэробных процессах разложения 
органического вещества в нижних слоях микроб-
ного мата.

Значения индексов альфа-разнообразия Шен-
нона и Симпсона (рис. 2а) исследуемых сообществ 
имеют сходные показатели для городских точек 
отбора проб: в пробах, взятых с твердого осадка 
Центрального парка и Зоопарка, значения индек-
са Шеннона были 6.35 и 6.64 соответственно, в то 
время как в пробах из Виштынецкого парка (ми-
кробного мата и твердого осадка) значения дости-
гали всего лишь 2.28 и 2.01.

Наибольшее значение индекса Симпсона на-
блюдалось в пробах Виштынецкого парка ‒ 0.41 и 
0.5, в остальных же пробах значение не превыша-
ло 0.02. Интересно, что для осадков было характер-
но большее разнообразие таксономических групп, 
чем для микробных матов; данное явление можно 
объяснить доступностью неорганического субстра-
та дна источников и тем фактом, что соли железа 
при данных условиях малорастворимы и выпадают 
в осадок.

Наибольшее разнообразие по филумам наблю-
далось в образцах из Зоопарка, что связано с нали-
чием органического вещества и привнесением ор-
ганотрофных прокариот из вольера для птиц. Кро-
ме того, как и в случае Центрального парка, они 
находятся в городе, где вероятность антропоген-
ного загрязнения сточными водами или тверды-
ми бытовыми отходами значительно выше. Важно 
отметить, что во всех пробах концентрации Fe(II) 
были значительно выше, чем Fe(III), что свиде-
тельствует о медленном окислении железа, особен-
но, учитывая низкую температуру всех источников. 
Низкие значения индексов Шеннона и  Симп-
сона для проб из  Виштынецкого парка связаны 
с меньшим количеством попадающей органики и, 
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вследствие этого, меньшим разнообразием гетеро-
трофных микроорганизмов в сообществе. 

Важно отметить, что водные источники, ассо-
циированные с городами, имеют сходные параме-
тры бета-разнообразия (рис. 2б), что может ука-
зывать на схожесть сообществ микроорганизмов 
в одинаковых условиях самих источников. Инте-
ресным является факт различия состава сообществ 
микробного мата и осадка источника Виштынец-
кого парка, что, в свою очередь, можно объяснить 
доступностью неорганического вещества для со-
обществ осадка. Важно отметить достаточно выра-
женные отличия городских источников от водного 
источника в сельской местности, которые опреде-
ляются влиянием городской среды на микробные 
сообщества.
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Abstract. The Kaliningrad region has a rich historical heritage, including several water sources with high 
iron content. Known since the end of the 19th century, they are rich in ferrous iron, which is oxidized 
by bacterial communities. They include many different taxonomic groups of bacteria. In this work, 
for the first time, profiling of microbial communities of iron-containing sources in the Kaliningrad 
region was carried out; During the study, 6 samples were taken from four geographical locations. Based 
on the results of profiling, taxonomic groups were identified belonging to the phyla Acidobacteriota, 
Desulfobacteriota, Cyanobacteriota, Proteobacteria, Nitrospirota, and among the predominant groups 
the gammaproteobacterium of the genus Gallionella stands out.

Keywords: iron-containing sources, iron-oxidizing bacteria, bacterial mat, chemolithoautotroph, Gallionella
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НОВЫЙ БАКТЕРИОФАГ PSEUDOMONAS PHAGE KA1 
ИЗ ПРИТОКА ОЗЕРА БАЙКАЛ
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Из воды притока озера Байкал, в районе сброса очищенных сточных вод г. Слюдянка, выделен бак-
териофаг Pseudomonas phage Ka1. Геном бактериофага размером 46092 п.о. и 50% составом Г + Ц пар 
(AN OP455935.1) имеет идентичность в 91% с  геномом Pseudomonas phage PSA37, относящим-
ся к Bruynoghevirus из класса Caudoviricetes, что характеризует его как нового представителя Luz24-
подобных фагов (Bruynoghevirus). Бактериофаг лизирует 62% клинических изолятов Pseudomonas 
aeruginosa и способен повышать эффективность гентамицина, ципрофлоксацина, имипинема и ме-
ропенема в 4‒8 раз в отношении этой бактерии. В геноме не идентифицировано интеграз, транспо-
заз и рекомбиназ, что делает Pseudomonas phage Ka1 возможным для использования в комплексной 
терапии инфекций, вызванных P. aeruginosa.
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На сегодняшний день бактериальные инфекции 
являются одной из острых проблем в сфере здраво
охранения (Mielko et  al., 2019). Эволюционное 
давление, создаваемое активным использованием 
антибактериальных препаратов, приводит к куму-
лятивному приобретению устойчивости к  анти-
биотикам у  патогенов, способствуя появлению 
штаммов с множественной лекарственной устой-
чивостью (МЛУ). Pseudomonas aeruginosa вызывает 
тяжелые инфекции благодаря различным факто-
рам вирулентности, а также способности форми-
ровать биопленки (Linlin et  al., 2023). Перспек-
тивным решением данной проблемы является ис-
пользование бактериофагов как отдельно, так и в 
сочетании с антимикробными препаратами, что 
позволит снизить общее количество используе-
мых антибиотиков в клинической практике (Guo 
et al., 2020). Особенностью бактериофагов являет-
ся их специфичность к бактериям-мишеням, что 
значительно снижает негативное влияние анти-
микробных препаратов на основе бактериофагов 
на нормальную микрофлору человека. Кроме того, 
бактериофаги показали многообещающие резуль-
таты при лечении устойчивых к антибиотикам ин-
фекций P. aeruginosa (Rosa et al., 2021). Доказано, 

что применение литических бактериофагов явля-
ется эффективным подходом против антибиоти-
корезистентных бактерий, так как специфичность 
бактериофагов не зависит от устойчивости микро-
организмов к антимикробным препаратам (Kortright 
et al., 2019). Помимо клинической практики, бакте-
риофагов предложено использовать для устранения 
бактериальных загрязнений с поверхностей пище-
вых продуктов (Endersen et al., 2020).

В данной работе приводится характеристика 
нового бактериофага Pseudomonas phage Ka1, вы-
деленного из воды притока озера Байкал, около 
места сброса очищенных сточных вод г. Слюдянка, 
а также повышение эффективности ципрофлокса-
цина, имипинема и меропинема при их совмест-
ном применении с бактериофагом в отношении 
P. aeruginosa.

Используемые штаммы. В работе использовали 
типовые штаммы бактерий Pseudomonas aeruginosa 
ATCC 27853, P. aeruginosa РАО1 и  P. aeruginosa 
190158. Клинические изоляты P. aeruginosa, полу-
ченные от пациентов с низкой эффективностью 
противомикробной терапии, были предоставлены 
Казанским научно-исследовательским институтом 
эпидемиологии и микробиологии.

КРАТКИЕ СООБЩЕНИЯ
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Бактериофаг Pseudomonas phage Ka1 был выде-
лен в районе поступления очищенных сточных вод 
в приток озера Байкал.

Питательные среды и условия культивирования 
бактерий. Использовали питательную среду LB 
(Sambrook et al., 1989) (%): триптон – 1.0; дрожже-
вой экстракт – 0.5; NaCl – 1.5; pH 8.0 (агаризован-
ная среда LB содержала дополнительно 1.5% ага-
ра) и  полужидкую агаризованную среду (Ames, 
1971)  (г/л): агар – 6; NaCl – 6. Антимикробные 
препараты – гентамицин, амикацин, ципрофлокса-
цин, норфлоксацин, цефтриаксон, стрептомицин, 
эритромицин, азитромицин, ванкомицин, имипе-
нем, меропенем и колистин – были приобретены 
в компании Sigma (США).

Получение фаголизата. В стерильную пробирку 
из зоны лизиса собирали слой верхнего полужид-
кого агара и ресуспендировали в 15 мл раствора 
0.9% NaCl. Полученный раствор центрифугировали 
при 10 тыс. об./мин и супернатант фильтровали че-
рез шприцевой мембранный фильтр с диаметром пор 
0.22 мкм. Полученный фаголизат хранили при 4°С.

Подсчет БОЕ бактериофагов. Подсчет БОЕ бак-
териофага проводили по  методу Грациа (Gratia, 
1936) с модификациями (Mazzocco et al., 2009). Для 
этого в лунки стерильного 96-луночного планшета 
вносили по 90 мкл 0.9% NaCl. В первую лунку до-
бавляли 10 мкл фаголизата и в последующих лун-
ках готовили серийные 10-кратные разведения фа-
голизата в стерильном физиологическом растворе. 
После чего из каждой лунки по 15 мкл суспензии 
вносили к 1 мл полужидкого агара, содержащего 
P. aeruginosa (107 КОЕ/мл), и заливали на поверх-
ность плотной питательной среды в 35-мм чашки 
Петри. БОЕ подсчитывали из чашек, содержащих 
минимум 5 бляшек, умножая на  коэффициент 
разведения.

Оценка чувствительности бактерий к бактерио-
фагу. Способность фага лизировать клинические 
изоляты тестировали с помощью спот-теста, как 
описано в  работе (Fong et  al., 2009), с  объемом 
капли 5 мкл. Для этого на чашки с питательной 
средой LA наносили 3 мл полужидкого LA, со-
держащего 30 мкл ночной культуры P. aeruginosa 
(107 КОЕ/мл). После застывания среды наносили 
капли фагового лизата объемом 5 мкл с концен-
трацией 108 БОЕ/мл, просушивали 15 мин и ин-
кубировали при 37°С в течение 24 ч. Затем про-
водили оценку чувствительности по шкале: пол-
ная активность (++) ‒ полностью прозрачное (не 
мутное) пятно, внутри которого не наблюдается 
роста бактерий; частичная активность (+) ‒ мут-
ное пятно, которое легко видно невооруженным 
глазом, или прозрачное пятно, содержащее изо-
лированные колонии бактерий; отсутствие актив-
ности (‒) ‒ отсутствие легко различимого пятна 
невооруженным глазом. Все анализы бляшек про-
водили в трех биологических повторах.

Определение чувствительности микроорганизмов 
к антибактериальным препаратам. Определение чув-
ствительности изолятов P. aeruginosa к антибиоти-
кам проводили на среде Мюллер-Хинтон (“Sigma”, 
США), согласно рекомендациям EUCAST (Leclercq 
et al., 2013), методом микроразведений при сочета-
нии препаратов с бактериофагом или диско-диффу-
зионным методом с использованием стандартных 
дисков с антибактериальными препаратами (На-
учно-исследовательский центр фармакотерапии 
(НИЦФ), г. Санкт-Петербург) при оценке спектра 
чувствительности изолята к антибиотикам.

Секвенирование и  анализ генома. Shortgun-
секвенирование с  двуконцевыми прочтениями 
проводили на платформе Illumina MySeq. Качество 
прочтений после секвенирования ДНК бактерио-
фага оценивали с  помощью программы FastQC 
(Andrews, 2010), кольцевой геном был собран с по-
мощью SnapGen DNA. Геном был аннотирован 
с помощью сервера Prokka (Seemann, 2014), рас-
пределение генов по функциональным категори-
ям было проведено с помощью сервера RAST (Aziz 
et al., 2008). Идентифицированные рамки считы-
вания белков бактериофага были верифицирова-
ны вручную с использованием алгоритма BLAST, 
сравнивая с базой данных NCBI GenPept.

Характеристика бактериофага Pseudomonas phage 
Ка1. Из притока озера Байкал в зоне сброса сточ-
ных вод вблизи г. Слюдянка был выделен изолят 
Ка1, способный лизировать клетки P. aeruginosa 
ATCC 27853. ДНК изолята была выделена с по-
мощью коммерческого набора Viral RNA/DNA 
Mini Kit (“Invitrogen”) и  проведено shortgun-
секвенирование с  двуконцевыми прочтениями 
на  платформе Illumina MySeq. После удаления 
прочтений, относящихся к  геному P.  aeruginosa 
ATCC  27853, выход секвенирования составил 
14.952 Мб. На  основе оставшихся прочтений 
был собран кольцевой геном размером 46092 п.о. 
с  уровнем ошибки 0.0028 и  покрытием 316×, 
с 50%-ым содержанием Г + Ц пар. Сравнение ге-
нома с помощью алгоритма BLAST с базой данных 
GenBank выявило максимальную идентичность 
в 95.14% при покрытии 79% с геномом Pseudomonas 
phage PSA37 (AN MZ089740.1) рода Bruynoghevirus 
из  класса Caudoviricetes. Выравнивание геномов 
бактериофагов Ка1 и PSA37 алгоритмом ClustalO 
показало 91% идентичности геномов, что позволя-
ет утверждать, что выделен новый представитель 
Luz24-подобных фагов (Bruynoghevirus).

Полный кольцевой геном размером 46092 п.о. 
задепонирован в Генбанке, AN OP455935.1. В ре-
зультате аннотации генома идентифицирована 
71  кодирующая последовательность (табл. S1). 
Из них 34 кодируют гипотетические полипепти-
ды с  неизвестной функцией. Выявлено 6 генов 
метаболизма аминокислот, 4 гена кодируют бел-
ки с нуклеазной активностью, 11 генов участвуют 
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в обмене нуклеиновых кислот, 20 генов кодируют 
структурные белки капсида и хвоста, 3 гена отвеча-
ют за синтез тРНК. При этом в геноме отсутствуют 
гены интегразы, транспозазы и рекомбиназы – 
потенциальных белков, связанных с  переходом 
к лизогенному жизненному циклу. Также не иден-
тифицируются гены литических ферментов, воз-
можно, они входят в состав 34 белков с неизвестной 
функцией (рис. S1, табл. S1).

Оценка штаммоспецифичности бактериофага  
Pseudomonas phage Ка1. Следующим этапом была 
проведена оценка чувствительности различ-
ных типовых штаммов и  клинических изолятов 
P. aeruginosa к бактериофагу Ка1 с помощью спот-
теста с объемом капли 5 мкл (табл. 1). Все типо-
вые штаммы оказались чувствительными к бакте-
риофагу, при этом среди клинических изолятов 
только 62% штаммов (8 из 13) поддавались лизису 
(полная или частичная активность). Это говорит 
об узкой специфичности бактериофага к штаммам 
синегнойной палочки. При этом штаммы с множе-
ственной устойчивостью (изоляты 1475, 305, 410, 
443, 293, 4086, 4241, 3101) также подвергаются ли-
зису, хоть и с частичной активностью (табл. 1).

Следующим этапом с помощью метода серий-
ных разведений исследовали синергетический 
эффект бактериофага Ка1 с 13 антимикробными 
препаратами: гентамицин, амикацин, ципрофлок-
сацин, норфлоксацин, цефтриаксон, цефтазидим, 
стрептомицин, эритромицин, азитромицин, ван-
комицин, имипенем, меропенем и колистин. При 
сочетании с  бактериофагом МПК гентамици-
на, ципрофлоксацина, имипенема и меропенема 

снижались в 4‒8 раз по сравнению с МПК чистого 
антибиотика, что свидетельствует о синергизме 
бактериофага с  данными противомикробными 
препаратами (табл. 2).

В совокупности эти данные позволяют пред-
положить, что бактериофаг Ка1 может быть 

Таблица 2. Изменение минимальной подавляющей 
концентрации антибактериальных препаратов при со-
четанном действии с бактериофагом Ка1. Приведены 
медианные значения из трех биологических повторов

Антибиотик
МПК, мкг/мл

‒ Ка1 + Ка1 Уменьшение 
МПК

Гентамицин 2 0.5 4
Амикацин 2 1 2
Ципрофлоксацин 32 4 8
Норфлоксацин >64 32 2
Цефтриаксон >64 64 1
Цефтазидим 1 0.5 2
Азитромицин >64 >64 1
Стрептомицин >64 >64 1
Эритромицин >64 >64 1
Ванкомицин >64 >64 1
Имипенем >64 16 4
Меропенем >64 8 8
Колистин 8 4 2

Таблица 1. Чувствительность к бактериофагу Ка1 и профиль устойчивости к антибиотикам у клинических изолятов 
P. aeruginosa. Данные приведены из трех биологических повторов

Штамм/изолят  
P. aeruginosa

Резистентность  
к антимикробным препаратам

Чувствительность к бактериофагу  
(“++” ‒ выраженный лизис,  

“+” ‒ слабый лизис, “‒” лизис не наблюдается)
1475 Л-R, Ц-R, Цаз-R, Г-R ‒
293 Азл-R, Аз-R, Л-R, П-R, Цаз-R, Г-R +
305 Аз-R, Азл-R, Л-R, Г-R, П-R, Т-R, Цаз-R ‒
449 Азл-R, Аз-R, П-R, Цаз-R ++
458 Г-R, Азл-R, Аз-R, П-R, Цаз-, Т-R +
278 Аз-R, Азл-R, Г-R, П-R, Цаз-R +
288 Азл-R, Аз-R, П-R, Цаз-R, Г-R ‒
410 Аз-R, Л-R, П-R, Цаз-R, Г-R ++
443 Азл-R, Аз-R, Л-R, П-R, Цаз-R, Г-R, Т-R ‒
250 Азл-R, Аз-R, Л-R, П-R, Цаз-R, Г-R ‒

4086 Азл-R, Аз-R, Л-R, П-R, Цаз-R, Г-R +
4241 Азл-R, Аз-R, Л-R, П-R, Цаз-R, Г-R +
3101 Азл-R, Аз-R, Л-R, П-R, Цаз-R, Г-R +

Условные обозначения: Азлоциллин ‒ Азл, Азтреонам ‒ Аз, Гентамицин ‒ Г, Левофлоксацин ‒ Л, Меропенем ‒ М, 
Пиперацилин ‒ П, Тобрамицин ‒ Т, Цефтазидим ‒ Цаз.
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предложен в качестве инструмента для повышения 
противомикробной активности имеющихся анти-
биотиков против P. aeruginosa, обладающих различ-
ным паттерном резистентности.
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SHORT COMMUNICATIONS

New Bacteriophage Pseudomonas Phage Ka1 from a Trivia of Lake Baikal
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Abstract–The bacteriophage Pseudomonas phage Ka1 was isolated from the water of a tributary of Lake 
Baikal, in the area of discharge of treated wastewater in the city of Slyudyanka. The bacteriophage 
genome is 46,092 bp in size. and 50% composition of G + C pairs (AN OP455935.1) has 91% identity with 
the genome of Pseudomonas phage PSA37, belonging to the Bruynoghevirus from the class Caudoviricetes, 
which characterizes it as a new representative of Luz24-like phages (Bruynoghevirus). The bacteriophage 
lyses 62% of  clinical isolates of  Pseudomonas aeruginosa and is  able to  increase the effectiveness 
of gentamicin, ciprofloxacin, imipinem and meropenem by 4–8 times against this bacterium. Integrases, 
transposases and recombinases are not identified in the genome, which makes Pseudomonas phage Ka1 
possible for use in complex therapy of infections caused by P. aeruginosa.

Keywords: bacteriophage, phage therapy, antibiotic resistance, Pseudomonas aeruginosa
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ДОПОЛНИТЕЛЬНЫЕ МАТЕРИАЛЫ

КРАТКИЕ СООБЩЕНИЯ

НОВЫЙ БАКТЕРИОФАГ PSEUDOMONAS PHAGE KA1 
ИЗ ПРИТОКА ОЗЕРА БАЙКАЛ
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Таблица S1. Распределение генов бактериофага по функциональным категориям с помощью сервера RAST

Количество генов Описание
2 Терминальный повтор

34 Гипотетический белок с неизвестной функцией
1 Аминокислотная лигаза
1 Гамма-глутамилциклотрансфераза
1 Гамма-глутамилциклотрансфераза 
1 Амидолигаза
1 Нуклеофил-аминогидролаза
1 СOOH-NH2 лигаза
1 Хеликаза/ДНК праймаза
2 ДНК-полимераза 1 
1 N-H-N эндонуклеаза Cas9-подобный белок
6 Гипотетический мембранный белок
1 H-N-H эндонуклеаза самонаведения
1 Холин
1 Белок, связывающий одноцепочечную ДНК
1 Лоскутная (flap) эндонуклеаза
1 Нуклеотидилтрансфераза трнк/полиадениловая полимераза
1 Эндодезоксирибонуклеаза I
1 Металлофосфоэстераза
2 Rho-независимый терминатор
1 Фосфоноацетатгидролаза
1 Двусторонний Rho-независимый терминатор

20 Cтруктурные белки капсида и хвоста
2 N-ацетилтрансфераза
1 Крупная субъединица терминазы
1 Малая субъединица терминазы
1 Пролин-тРНК, 
1 Тирозин-тРНК
1 Аспартат-тРНК
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Исследована противогрибковая активность новых субмикронных частиц сложного оксида металлов 
CsTeMoO6. Показано, что они способны оказывать ингибирующее действие на споры микромице-
тов ‒ активных деструкторов промышленных материалов в условиях воздействия света и темноты. 
При действии света фунгицидность исследуемых соединений усиливалась, что связано с наличием 
у них фотокаталитической активности. Впервые были получены композиции ряда полимерных ма-
териалов, обладающие устойчивостью к действию микроскопических грибов за счет введения в их 
состав сложных оксидов металлов CsTeMoO6 и RbTe1.5W0.5O6. Установлено, что ранее неустойчивые 
к действию микромицетов материалы проявили свойства стойкости к грибным поражениям в усло-
виях воздействия света и темноты. При воздействии света противогрибковый эффект был выражен 
в большей степени.

Ключевые слова: сложные оксиды металлов, грибостойкие полимерные композиции, микроскопиче-
ские грибы, фотокаталитическая активность, противогрибковая активность

DOI: 10.31857/S0026365624040136

Различные промышленные материалы и изделия 
из них в процессе эксплуатации, транспортиров-
ки и длительного хранения способны подвергать-
ся процессам микробиологических повреждений 
и разрушений. Основными агентами биоповреж-
дений являются микроскопические грибы. Лабиль-
ность и разнообразие метаболизма позволяет этой 
группе живых организмов использовать в качестве 
источника питания самые разнообразные суб-
страты, как природного, так и синтетического про-
исхождения (Shah et al., 2008; Folino et al., 2020). 
Основным способом защиты промышленных мате-
риалов от биоповреждений, вызываемых грибами, 
является введение в состав композиций различных 
биоцидных присадок. Учитывая высокие адапта-
ционные способности грибов, арсенал биоцидных 
соединений все время обновляется. В  последнее 
время в качестве средств защиты материалов от био-
повреждений используются оксиды металлов (WO3, 
TiO2, Al2O3 и т.д.) (Svetlakova et al., 2021; Tan et al., 
2021). Интерес к этим соединениям вызван тем, что 

многие из них в форме нано- и субмикронных 
частиц способны проявлять фотокаталитическую 
активность, и  их биоцидный эффект возрастает 
в условиях действия света. Это связано с образова-
нием под действием света активных форм кисло-
рода, которые негативно влияют на жизнедеятель-
ность микроорганизмов, и общая антимикробная 
активность возрастает (т.е. работает в этом случае 
два механизма подавления жизнедеятельности ми-
кроорганизмов: темновой и световой) (Sichel et al., 
2007; Ye et al., 2010). Такой эффект позволяет рас-
сматривать использование исследуемых соединений 
в качестве средств защиты промышленных матери-
алов от микробиологических повреждений с учетом 
возрастания их биоцидного действия на свету.

Биоцидный эффект фотокаталитически ак-
тивных микрочастиц оксидов металлов зависит 
от ряда факторов: размера и формы частиц, их кон-
центрации, волнового спектра и интенсивности 
источника света, природы металлов, вида биоло-
гического объекта.

КРАТКИЕ СООБЩЕНИЯ
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Недостатком простых оксидов металлов явля-
ется то, что их фотокаталитическая активность 
проявляется в условиях воздействия ультрафио-
лета. В связи с этим в НИИХ ННГУ были разра-
ботаны новые сложные оксиды металлов, прояв-
ляющие данную активность в спектре солнечного 
света.

Целью настоящей работы было изучение про-
тивогрибкового действия новых сложных оксидов 
тяжелых металлов и использование их для полу-
чения полимерных композиций (ранее не грибо-
стойких), устойчивых к биоповреждениям, вызы-
ваемых микроскопическими грибами.

В качестве объекта исследований использова-
ли сложные оксиды CsTeMoO6 со средним диа-
метром частиц 670 нм и RbTe1.5W0.5O6 со средним 
диаметром частиц 736 нм. Соединения CsTeMoO6 
и RbTe1.5W0.5O6 были получены и описаны ранее 
(Fukina et al., 2021; 2022а; 2022б).

В качестве источника света использовали све-
тодиодный прожектор JAZZWAY PFL-C3 мощ-
ностью 50 Вт. Поверхностная плотность потока 
излучения светодиодного прожектора, воздей-
ствующая на поверхность образцов соединений, 
составляла 524 Вт/м2.

В качестве тест-культур микроорганизмов для 
оценки противогрибковой активности субми-
кронных частиц сложных оксидов металлов ис-
пользовали штаммы Aspergillus niger van Tieghem 
ВКМF-1119, Penicillium chrysogenum Thom ВКМ 
F-245. Для оценки грибостойкости полимерных 
композиций в  качестве тест-культур были вы-
браны штаммы, которые наиболее часто исполь-
зуются в исследованиях при оценке устойчиво-
сти к действию микроскопических грибов про-
мышленных и строительных материалов: A. niger 
van Tieghem ВКМF-1119, A. terreus Thom VKM 
F-1025, Alternaria alternata Keissler BKM F-1120, 
P. chrysogenum Thom ВКМ F-245, P. cyclopium 
Westling BKM F-265, P.  funiculosum Thom VKM 
F-1115, Fusarium moniliforme Sheklon VKM F-136. 
Все культуры получены из Всероссийской коллек-
ции микроорганизмов (ИБФМ РАН, Пущино).

Для оценки действия света на противомикроб-
ную активность исследуемых соединений готовили 
суспензию спор грибов (с титром 1 × 104 кл./мл) 
в стерильной дистиллированной воде. Опытные 
варианты с  исследуемыми соединениями (кон-
центрация частиц 2 мг/мл) помещали в стеклян-
ные бюксы с 10 мл суспензии микроорганизмов 
на орбитальные шейкеры при 150 об./мин и часть 
из них подвергали воздействию света, а другие вы-
держивали в условиях темноты. Время экспози-
ции составляло 60, 120 и 180 мин. Контрольными 
служили варианты эксперимента без исследуемо-
го соединения. Антимикробное действие препа-
ратов на споры грибов оценивали по изменению 
титра микроорганизмов по  истечении времени 

экспозиции, которое определяли чашечным ме-
тодом (метод Коха) путем посева 0.1 мл суспен-
зии грибов на агаризованную среду Чапека‒Докса 
с последующим учетом количества выросших ко-
лоний грибов.

Соединения CsTeMoO6 и RbTe1.5W0.5O6 в кон-
центрации 0.5% масс. были введены в состав во-
дных акриловых эмульсий марок Лакротэн Э–21, 
Лакротэн Э–31, в  водоэмульсионную краску 
ВДАК, а также в органическое стекло на основе 
полиметилметакрилата (ПММА).

Для оценки устойчивости к действию мице-
лиальных грибов образцы твердых полимерных 
композиций (пластины размером 30 × 30 мм) 
и  жидких в  количестве 3 мл  как с  введенными 
присадками, так и без них помещали на дно чаш-
ки Петри, контаминировали водной суспензией 
спор грибов с титром 1 × 106 кл./мл и размеща-
ли в климатических камерах на 28 сут в услови-
ях, оптимальных для их роста (влажность более 
90%, температура 28°С). Грибостойкость оцени-
валась по интенсивности развития грибов на об-
разцах по  6- балльной шкале ГОСТ 9.048-89: 
0 баллов ‒ под микроскопом прорастания спор 
и конидий не обнаружено; 1 балл ‒ под микро-
скопом видны проросшие споры и незначительно 
развитый мицелий; 2 балла ‒ под микроскопом 
виден развитый мицелий, возможно спороноше-
ние; 3 балла ‒ невооруженным глазом мицелий 
и (или) спороношение едва видны, но отчетливо 
видны под микроскопом; 4 балла ‒ невооружен-
ным глазом отчетливо видно развитие грибов, 
покрывающих менее 25% испытуемой поверх-
ности; 5 баллов ‒ невооруженным глазом от-
четливо видно развитие грибов, покрывающих 
более 25% испытуемой поверхности (Smirnov 
et al., 2018). Грибостойкими считаются образцы, 
получившие оценку 1‒2 балла. Контрольные об-
разцы (без биоцидных добавок) и часть образцов 
с введенными биоцидными добавками находи-
лись в условиях темноты, другая часть исследуе-
мых образцов с введенными добавками в течение 
всего срока эксперимента в течение 12 ч в сутки 
подвергалась воздействию света (характеристики 
источника света указаны выше).

Все экспериментальные результаты обрабатыва-
лись с применением непараметрического критерия 
“U” (Манна‒Уилтни) с поправкой Холма.

На первом этапе для оценки влияния микроча-
стиц фотокаталитически активного оксида тяже-
лых металлов CsTeMoO6 в условиях темноты и при 
воздействии светового излучения на споры грибов 
в качестве тест-культур использовали P. chrysogenum 
и A. niger (рис. 1). Для сравнительного анализа влия
ния природы металла в оксидах на их антимикроб-
ные свойства на рис. 1б приведены результаты ра-
нее проведенных нами аналогичных исследований 
сложного оксида RbTe1.5W0.5O6 (Smirnov et al., 2022).
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Представленные сложные оксиды металлов от-
личались тем, что вместе с Te, присутствующим 
в  обоих соединениях, в  состав первого входили 
Cs и Mo, а в состав второго – Rb и W.

Показано, что в условиях темноты соединения 
CsTeMoO6 и RbTe1.5W0.5O6 способны подавлять вы-
живаемость спор грибов P. chrysogenum и A. niger. 

Однако можно отметить, что влияние на  споры 
гриба A. niger обоих соединений без воздействия 
света более выраженное по сравнению с P. chrysoge-
num. Под воздействием света противогрибковая 
активность исследуемых оксидов металлов по отно-
шению к спорам грибов увеличивалась. Сравнивая 
антимикробную активность двух сложных оксидов 
тяжелых металлов, можно отметить, что соединение 
RbTe1.5W0.5O6 обладает более выраженной способ-
ностью подавлять выживаемость спор грибов как 
в условиях темноты, так и под воздействием света.

Известно, что без воздействия света нано- 
и субмикронные частицы тяжелых металлов могут 
вызывать гибель микроорганизмов, т.е. проявлять 
антимикробный эффект. Нано- и субмикронные 
частицы могут не только приводить к разрушению 
клеточной стенки микроорганизмов за счет элек-
тростатических взаимодействий с ней, но и, про-
никая затем внутрь клетки, повреждать органеллы 
(митохондрии и рибосомы), а вызывая конденса-
цию и маргинацию хроматина, приводить к апоп-
тотической гибели клетки. Также наночастицы, 
проникшие в клетку микроорганизмов и связав-
шиеся с транспортными белками, нарушают ра-
боту протонных насосов, инактивацию фосфор- 
и серосодержащих ферментов и ДНК. Большую 
роль наночастицы играют в ингибировании АТФ 
и в уменьшении количества копий гена бактери-
альной 16S рДНК. Токсичность ряда нано- и суб-
микронных частиц оксидов тяжелых металлов, 
в том числе по отношению к мицелиальным гри-
бам, возрастает на свету, что связано с их фото-
каталитической активностью, в результате чего 
образуются активные формы кислорода (АФК), 
способные ингибировать жизнедеятельность ми-
кроорганизмов (Meraat et al., 2016; Xia et al., 2016; 
Yu et al., 2020).

В связи с тем, что исследуемые оксиды тяже-
лых металлов проявили антимикробные свой-
ства, представляло интерес исследовать возмож-
ность их использования в качестве биоцидных 
присадок для защиты полимерных композиций 
от  микробиологических повреждений. Учиты-
вая, что наиболее активными агентами биопов-
реждений являются микроскопические грибы, 
нами оценивалась грибостойкость полимерных 
композиций.
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Рис. 1. Выживаемость спор грибов P. chrysoge-
num и  A.  niger в  присутствии CsTeMoO6 (а) 
и RbTe1.5W0.5O6 (б) в условиях темноты (Т) и при воз-
действии источника света (С) в % по  отношению 
к контролю.

Таблица 1. Природная грибостойкость (без введенных биоцидных присадок) ряда полимерных материалов 
на основе акрилатов

Материал Грибостойкость, балл (по ГОСТ 9.048)
A. niger A. terreus Alt. alernata F. moniliforme P. chrysogenum P. cyclopium P. funiculosum

Лакротэн Э-21 2 3 4 5 2 3 5
Лакротэн Э-31 2 3 2 5 2 3 5
ПММА 3 3 2 3 3 2 2
ВДАК 2 3 2 3 2 2 2
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С этой целью нами были выбраны различные 
группы полимерных материалов, у которых была 
оценена природная грибостойкость, т.е. возмож-
ность их использования грибами в качестве един-
ственного источника питания (табл. 1).

Согласно результатам этой серии эксперимен-
тов установлено, что все исследованные материа-
лы являются негрибостойкими и в неодинаковой 
степени могут использоваться в качестве источ-
ника питания разными грибами. Анализ данных 
показал, что грибы-биодеструкторы A.  niger, 
P.  chrysogenum, используемые нами ранее в экс-
периментах , не вызывают наиболее интенсивное 
биоповреждение. В связи с этим при оценке устой-
чивости к  действию микромицетов материалов 
с введенными в их состав субмикронными части-
цами были использованы иные тест-культуры, ко-
торые проявили наиболее интенсивный рост на ис-
следуемых материалах, а  именно F.  moniliforme, 
A. terreus, P. funiculosum.

В табл. 2 представлены результаты исследова-
ния устойчивости различных полимерных компо-
зиций с введенными в их состав сложными окси-
дами тяжелых металлов (RbTe1.5W0.5O6, CsTeMoO6) 
к действию трех видов мицелиальных грибов ‒ ак-
тивных биодеградантов.

Результаты показали, что введение исследуе-
мых соединений в состав полимерных композиций 

придавало ранее негрибостойким материалам 
свойства грибостойкости как в темноте, так и на 
свету. Отмечено, что при воздействии света устой-
чивость к действию грибов всех полимерных ком-
позиций увеличивалась.

Таким образом, исследуемые нами сложные ок-
сиды металлов могут быть использованы в каче-
стве биоцидных добавок, придающих устойчивость 
к  действию грибов полимерным композициям 
с учетом возрастания их противогрибковой актив-
ности при действии света.
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Таблица 2. Грибостойкость материалов с введенными в их состав микрочастицами RbTe1.5W0.5O6 и CsTeMoO6 
в темноте и в условиях воздействия светового излучения

Материал Сложный оксид (0.5% масс.) Условия экспозиции Грибостойкость, балл (по ГОСТ 9.048)
F. moniliforme A. terreus P. funiculosum

Лакротэн Э-21

‒ ‒ 5 3 5

RbTe1.5W0.5O6
Свет 3 0 2

Темнота 4 2 4

CsTeMoO6
Свет 3 1 1

Темнота 4 1 1

Лакротэн Э-31

‒ ‒ 5 3 5

RbTe1.5W0.5O6
Свет 3 0 3

Темнота 4 2 2

CsTeMoO6
Свет 3 1 1

Темнота 4 1 1

ПММА

‒ ‒ 3 3 2

RbTe1.5W0.5O6
Свет 1 0 0

Темнота 2 2 1

CsTeMoO6
Свет 0 0 0

Темнота 2 1 0

ВДАК

‒ ‒ 3 3 2

RbTe1.5W0.5O6
Свет 1 0 0

Темнота 2 2 1

CsTeMoO6
Свет 0 0 0

Темнота 2 1 2
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SHORT COMMUNICATIONS

Antifungal Activity of Submicrometer Particles  
of Complex Metal Oxides with Photocatalytic Activity
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Abstract. Antifungal activity of newly synthesized submicrometer particles of the CsTeMoO6 complex 
metal oxide was studied. They were found to inhibit spore germination of active micromycete degraders 
of industrial materials both in the dark and under illumination. Illumination increased the fungicidal 
activity of the studied compounds due to their photocatalytic activity. This is the first report on production 
of micromycete-resistant compositions of a number of polymers containing the complex metal oxides 
CsTeMoO6 and RbTe1.5W0.5O6. Upon addition of the studied complex oxides into the composition of the 
previously micromycete-sensitive materials, the latter were found to exhibit micromycete resistance both 
in the dark and under illumination. Treatment with light resulted in a more pronounced antifungal effect.

Keywords: complex metal oxides, fungi-resistant polymer composites, microscopic fungi, photocatalytic activ-
ity, antifungal activity



487

МИКРОБИОЛОГИЯ, 2024, том 93, № 4,  с.  487–496

УДК 579.64

ЭФФЕКТ ПРОБИОТИЧЕСКИХ ЛАКТОБАКТЕРИЙ  
НА МИКРОБИОТУ КИШЕЧНИКА  

И МОРФОЛОГО-ФИЗИОЛОГИЧЕСКИЕ ПОКАЗАТЕЛИ ПЕРЕПЕЛОВ
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В работе показан эффект внесения в корм перепелов биомассы Lactiplantibacillus plantarum AG10. 
У перепелов, получавших в течение семи недель пробиотическую кормовую добавку, отмечено зна-
чимое улучшение таких хозяйственных показателей, как динамика живой массы, масса потрошеной 
тушки и расход кормов на 1 кг прироста. С помощью анализа библиотек последовательностей ге-
нов 16S рРНК, секвенированных на платформе Illumina MiSeq, обнаружены сдвиги в микробиоте 
слепой кишки, которые могут способствовать улучшению морфолого-физиологических показателей 
перепелов.

Ключевые слова: перепела, пробиотик, кормовая добавка, лактобактерии

DOI: 10.31857/S0026365624040148

Перепеловодство является молодой отраслью 
российского сельского хозяйства. Развитию дан-
ного направления способствуют короткий период 
инкубации, скороспелость, маленькие размеры 
птиц, высокие яйценоскость и мясная продуктив-
ность, вкусовые и диетические свойства мяса и яиц  
(Путивская, Норовяткин, 2022). Промышленное вы-
ращивание перепелов, как и другой сельскохозяй-
ственной птицы, предполагает высокую плотность 
поголовья на малых площадях, что усиливает тех-
ногенную и антропогенную нагрузку на организм, 
приводит к снижению продуктивности и увеличи-
вает летальность поголовья (Алиев и соавт., 2008). 
Обеспечить биологическую защиту и  повысить 
продуктивность сельскохозяйственных птиц позво-
ляют пробиотики – живые микроорганизмы, кото-
рые оказывают благотворное действие на организм 
(Hill et al., 2014). Пробиотики нормализуют микро-
биоценоз желудочно-кишечного тракта (ЖКТ), 
оказывают иммуномодулирующее действие, по-
вышают устойчивость организма к  патогенным 
бактериям и  вирусам, проявляют детоксикаци-
онные эффекты, стимулируют функциональное 

состояние пищеварительной системы, синтезируют 
витамины, аминокислоты и ферменты, за счет чего 
улучшают конверсию кормов (Jha et al., 2020). В каче-
стве пробиотиков в птицеводстве обычно использу-
ются представители родов Bifidobacterium, Lactococcus, 
Lactobacillus, Bacillus, Streptococcus, а также дрожжи 
Candida (Park et al., 2016). Известно, что пробиотиче-
ские свойства лактобактерий видо- и даже штаммо-
специфичны (Campana et al., 2017). В данной работе 
в качестве основы пробиотической кормовой добав-
ки использовали штамм Lactiplantibacillus plantarum 
AG10, выделенный нами из силоса. Высокая антаго-
нистическая активность, адгезивность, устойчивость 
к факторам ЖКТ и кислотообразующая активность 
позволяют отнести его к пробиотическим (Hill et al., 
2014; Gavrilova et al., 2019).

Целью данной работы являлась оценка эффек-
тивности применения пробиотической добавки 
на основе биомассы L. plantarum AG10 в кормовом 
рационе перепелов.

Исследование одобрено локальным этическим 
комитетом КФУ (протокол № 40 от 9 марта 2023 г.). 
Двухнедельных перепелов мясного направления 

КРАТКИЕ СООБЩЕНИЯ
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продуктивности породы Техасский белый с  на-
чальной живой массой около 150 г  содержали 
в трехуровневых клетках с одинаковыми условия-
ми освещенности и постоянным доступом к воде. 
Кормление осуществляли комбикормом ДК-52 для 
перепелов (АО “Богдановичский комбикормовый 
завод”, г. Богданович, Россия). Птицы опытной 
группы (n = 8) в течение семи недель ежедневно 
дополнительно получали 1 мл  пробиотического 
препарата, который представлял собой биомассу 
отмытых от питательной среды клеток L. plantarum 
AG10, помещенных в концентрации 109 КОЕ/мл 
в  питательную основу следующего состава (%): 
сухая молочная сыворотка – 10.0; дрожжевой экс-
тракт – 1.0; сахароза – 0.5. Птицы контрольной 
группы (n = 8) получали питательную основу в той 
же концентрации.

В процессе опыта еженедельно фиксировали жи-
вую массу перепелов путем индивидуального взве-
шивания, биоконверсию корма рассчитывали путем 
деления потребленного корма на  прирост массы 
тела на 44-ый день. Птиц выводили из  экспери-
мента на девятой неделе жизни в технологический 
период их убоя на мясо, согласно Ветеринарным 
правилам убоя животных. Учитывали живую массу 
птицы, массу туши, брюшного жира, грудной мыш-
цы и внутренних органов. Пробы крови из ярем-
ной вены анализировали на приборе ChemWell2902 
(“Awareness” Technology, США) с использованием 
наборов SPINREACT S.A. (Испания). Содержи-
мое слепой кишки перепелов использовали в каче-
стве образцов для анализа кишечной микробиоты 
путем секвенирования вариабельных участков V3 
и V4 гена 16S рРНК на приборе MiSeq (“Illumina”, 
США). Статистический анализ проводили с помо-
щью программного пакета GraphPad Prism 6.0.

Использование в кормлении перепелов кормо-
вой добавки на основе биомассы L. plantarum AG10 

приводило к значимому улучшению таких хозяй-
ственных показателей, как динамика живой массы 
и расход кормов на 1 кг прироста (рис. 1а, 1б, 1г). 
В опытной группе превышение по массе потро-
шеной тушки относительно контроля составило 
13.1% (p < 0.05), а затраты кормов на 1 кг прироста 
снизились на 12.7% (3.5 кг).

У птиц, получавших пробиотическую добавку, 
масса мускульного желудка была на 18.9% боль-
ше (p < 0.05), чем у контрольных перепелов, питав-
шихся комбикормом без добавок (рис. 1в). Извест-
но, что у бройлеров увеличение массы мышечного 
желудка коррелирует с улучшением пищеваритель-
ных функций и зоотехнических показателей, таких 
как живая масса и коэффициент конверсии кор-
ма. Хорошо развитый мышечный желудок лучше 
измельчает пищу, стимулирует перистальтику ки-
шечника, способствует высвобождению холеци-
стокинина, который стимулирует секрецию пан-
креатических ферментов и  гастродуоденальные 
рефлексы (Полонский, Сумина, 2021). Возможно, 
с этой особенностью птиц опытной группы связано 
обнаруженное у них превышение содержания аль-
бумина в крови и средней концентрации гемогло-
бина в крови и в эритроцитах относительно птиц 
контрольной группы (дополнительные материалы, 
табл. S1). Масса грудных мышц в опытной группе 
составила 54.1 ± 8.1 г и имела тенденцию к повы-
шению по сравнению с контролем (48.1 ± 6.9 г), од-
нако достоверной разницы не обнаружено (p > 0.1). 
Отношение массы грудных мышц к массе потроше-
ной тушки существенно не отличалось в двух груп-
пах (48.1 ± 6.9 и 54.1 ± 8.1 г). Масса сердца, печени 
и селезенки в возрасте 69 дней не отличались у птиц 
опытной и контрольной групп.

Абдоминальный жир служит важным показате-
лем для качества тушек. Наряду с другими жировы-
ми отложениями, он обусловливает сочность мяса 
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и содержит некоторые жирорастворимые витамины 
(Pourtorabi et al., 2017). Однако чрезмерное накопле-
ние жира в брюшной части является нежелатель-
ным свойством при оценке качественных показате-
лей тушек и сопровождает некоторые патологиче-
ские процессы, например, синдром жирной печени 
(Zaefarian et  al., 2019). У  перепелов, получавших 
с кормом пробиотик, масса брюшного жира хотя 
и превысила на 76.5 ± 47.5% этот показатель у птиц 
контрольной группы, но разница была незначимой 
(p > 0.1), а масса жира составила всего 2% от массы 
потрошеной туши. При этом содержание общих ли-
пидов, холестерина, липопротеидов высокой и низ-
кой плотности в крови у птиц опытной группы было 
даже ниже, чем в контроле (дополнительные мате-
риалы, табл. S1), а при анатомической разделке ту-
шек не было выявлено патологических изменений 
в печени. В целом, ветеринарно-санитарная экспер-
тиза установила, что внутренние органы перепелов 
в изучаемый период выращивания находились в хо-
рошем физиологическом состоянии, а сохранность 
поголовья в обеих группах составила 100%. Отсут-
ствие негативного влияния применения изучае-
мой пробиотической добавки также подтверждено 
данными общего и биохимического анализа крови, 
которые не выявили у птиц опытной группы откло-
нений от нормы и значимых отличий от контроля 
(дополнительные материалы, табл. S1).

Эффект пробиотиков на организм часто опос-
редован воздействием на микробиоту пищевари-
тельного тракта (Stanley et al., 2016). Чтобы опре-
делить влияние пробиотической добавки на ки-
шечную микробиоту перепелов, содержимое 
слепой кишки исследовали с помощью анализа 
библиотек последовательностей генов 16S рРНК, 
секвенированных на платформе Illumina MiSeq. 
Показатели альфа-разнообразия (таксономиче-
ского богатства микробных сообществ), а именно: 
индексы таксономического разнообразия Chao1, 
Шеннона и Симпсона, показатель филогенети-
ческого разнообразия Faith's PD  и количество 
ОТЕ (операционных таксономических единиц), 
не  отличались в  двух группах (дополнительные 
материалы, рис. S1). Для оценки бета-разнообра-
зия (различий между сообществами) определили 
невзвешенные и взвешенные показатели Unifrac 
(Lozupone et al., 2011) с дальнейшей визуализаци-
ей с помощью анализа главных координат (PCoA). 
Установили, что опытная и контрольная группы 
были достаточно гетерогенными и существенно 
отличались друг от друга по составу кишечного 
микробного сообщества.

Основу кишечной микробиоты перепелов в обе-
их группах составляли филы Firmicutes и Bacteroidota 
(рис. 2а), что полностью согласуется с данными 
литературы (Wilkinson et al., 2016).

Отношение Firmicutes к Bacteroidota (F/B) ши-
роко используется в  качестве характеристики 

состояния кишечной микробиоты, при этом суще-
ственное преобладание одной филы над другой, 
как правило, соответствует дисбактериозу и дру-
гим патологиям (Stojanov et  al., 2020). Введение 
L. plantarum AG10 в кормовой рацион перепелов 
благоприятно влияло на кишечное бактериальное 
сообщество, приводя к балансу между Firmicutes 
к Bacteroidota (F/B = 0.8).

Известно, что микробиоту слепой кишки 
у  перепелов в  основном составляют семейства 
Bacteroidaceae, Lachnospiraceae, Ruminococcaceae 
и Enterobacteriaceae. На уровне родов в порядке убы-
вания численности там представлены Bacteroides, 
Ruminococcus,  Faecalibacterium,  Enterococcus 
и Clostridium (Wilkinson et al., 2016). Действитель-
но, указанные семейства присутствовали в  ис-
следуемых кишечных микробных сообществах, 
но их численность сильно варьировала (рис. 2б). 
У перепелов контрольной группы Bacteroidaceae, 
Lachnospiraceae и  Ruminococcaceae суммарно со-
ставляли 33%, а у перепелов, получавших проби-
отическую добавку, доля этих трех семейств была 
60%. Семейство Ruminococcaceae, которое вклю-
чает несколько бутират-продуцирующих родов, 
было богато представлено в кишечной микробиоте 
в обеих группах перепелов, а содержание наиболее 
изученного противовоспалительного и  бутират-
продуцирующего рода Faecalibacterium в них было 
приблизительно равным (8% в контрольной и 7% 
в опытной группах, p > 0.1). Относительно много-
численные в контроле семейства Lactobacillaceae, 
Enterococcaceae и  Staphylococcaceae существенно 
снизились в  опытных пробах (рис. 2в), а  содер-
жание семейств Bacteroidaceae, Lachnospiraceae 
и  Helicobacteraceae, наоборот, возросло при ис-
пользовании кормовой добавки. Воспалитель-
ные заболевания кишечника часто сопровожда-
ются увеличением численности Enterococcaceae 
и  Staphylococcaceae в  кишечнике (Tolnai et  al., 
2021), поэтому снижение численности этих бак-
терий мы рассматриваем как благоприятный эф-
фект пробиотика. Прием Lactobacillus-содержащих 
пробиотиков не всегда приводит к увеличению со-
держания лактобацилл в  анализируемых пробах 
кишечной микробиоты (Beck et al., 2019). Можно 
предположить, что вводимые непродолжитель-
ное время (7 недель) лактобациллы колонизиру-
ют непосредственно толстую кишку и не влияют 
на микробиоту слепой кишки. Проведенный ме-
тагеномный анализ впервые позволил обнаружить 
в слепой кишке перепелов обеих групп достаточно 
высокое содержание семейств Nanoperiomorbaceae, 
Acutalibacteraceae и Atopobiaceae, которые ранее, по-
видимому, были отнесены к неклассифицирован-
ным таксонам (суммарная доля трех семейств 12% 
в  контрольной и 8% в  опытной группе). Наибо-
лее многочисленными родами этих семейств были 
Nanoperiomorbus (8% в контрольной и 1% в опытной 
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группе), Hydrogeniiclostridium (1% в контрольной и 
1% в опытной группе) и Thermophilibacter (1% в кон-
трольной и 4% в опытной группе) соответственно, 
которые также идентифицированы в ЖКТ перепе-
лов впервые (дополнительные материалы, табл. S2, 
рис. S2).

В проведенном исследовании проанализи-
ровали изменение состава микробиоты сле-
пой кишки перепелов в ответ на использование 
в  рационе кормления пробиотической добавки 
на основе L. plantarum AG10. Отмечены опреде-
ленные положительные изменения в микробио-
те кишечника, которые могут вести к улучшению 
физиологических и морфологических параметров 
перепелов. Экономическим эффектом от исполь-
зования пробиотика стало повышение продуктив-
ности перепелов при снижении затрат кормов на 
1 кг прироста.
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Abstract. The work shows the effect of adding Lactiplantibacillus plantarum AG10 biomass to quail feed. 
Quails that received a probiotic feed additive for seven weeks showed a significant improvement in such 
economic indicators as the dynamics of live weight, gutted carcass weight and feed consumption per 
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1 kg of gain. Using the analysis of libraries of 16S rRNA gene sequences sequenced on the Illumina 
MiSeq platform, shifts in the microbiota of the cecum were discovered, which can help improve the 
morphological and physiological parameters of quails.

Keywords: quail, probiotic, feed additive, lactobacilli
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Таблица S1. Анализ форменных элементов и биохимических показателей крови перепелов, получавших 
L. plantarum AG10 в качестве пробиотической добавки. *Значимые различия при p < 0.05 в тесте Манна‒Уитни

Показатель Контроль L. plantarum AG10
Лейкоциты, 109/л 50.0 ± 7.0 54.2 ± 4.2
Лимфоциты, 109/л 38.3 ± 6.5 39.8 ± 1.9
Сумма: нейтрофилы, моноциты, эозинофилы, базофилы, 109/л 2.3 ± 2.2 2.6 ± 2.2
Гранулоциты, 109/л 9.4 ± 2.4 11.8 ± 2.8
Лимфоциты, % 76.5 ± 5.8 73.6 ± 4.3
Сумма: нейтрофилы, моноциты, эозинофилы, базофилы, % 4.7 ± 4.5 4.7 ± 3.9
Гранулоциты, % 18.7 ± 4.2 21.7 ± 4.2
Эритроциты, 1012/л 2.8 ± 0.1 2.8 ± 0.4
Гемоглобин, г/л 223.0 ± 14.4 225.8 ± 16.5
Гематокрит, % 37.2 ± 2.9 36.5 ± 4.2
Средний объем эритроцитов, 1015/л 131.9 ± 10.3 131.0 ± 4.9
Средняя концентрация гемоглобина в крови, 1012/л 79.4 ± 8.0 81.7 ± 9.9
Средняя концентрация гемоглобина в эритроцитах, г/л 601.9 ± 46.3 622.4 ± 61.9
Широта распределения популяции эритроцитах, % 10.5 ± 1.1 10.0 ± 2.2
Тромбоциты, 109/л 20.4 ± 11.6 13.6 ± 4.2
Средний объем тромбоцитов, 1015/л 8.8 ± 2.0 10.1 ± 2.0
Широта распределения популяции тромбоцитов, % 28.8 ± 4.6 25.0 ± 4.2
Альбумин, г/дл 3.1 ± 0.9 3.6 ± 0.8
Общий белок, г/дл 2.5 ± 0.7 2.4 ± 0.6
Билирубин, мг/дл 0.1 0.1
Креатинин, мг/дл 0.2 0.1
Общие липиды, мг/дл 499.3 ± 154.2 465.6 ± 129.6
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Рис. S1. Эффект внесения L. plantarum AG10 в качестве пробиотической добавки в корм перепелов на индексы биораз-
нообразия микробного сообщества слепой кишки: индексы таксономического разнообразия ((а) – Chao1; (г) – индекс 
Шеннона; (д) – индекс Симпсона), показатель филогенетического разнообразия Faith's PD (б) и количество ОТЕ (в).

Показатель Контроль L. plantarum AG10
Холестерин, мг/дл 172.6 ± 46.4 160.7 ± 33.4
Триглицериды, мг/дл 335.0 ± 296.2 333.6 ± 402.3
Липопротеиды высокой плотности, мг/дл 187.7 ± 39.5 180.3 ± 63.4
Липопротеиды низкой плотности, мг/дл 287.2 ± 59.7 264.7 ± 64.2

*Аспартатаминотрансфераза (АСТ), Ед/л 6.6 ± 3.4 14.3 ± 6.4
Аланинаминотрансфераза (АЛТ), Ед/л 22.6 ± 4.9 23.6 ± 6.2
Кальций, мг/дл 9.7 ± 2.2 10.4 ± 0.9

Окончание таблицы S1

Таблица S2. Таксономический профиль бактериального сообщества слепой кишки перепелов, получавших 
с кормом пробиотическую добавку на основе L. plantarum AG10, исследованный методом секвенирования 
гена 16S рибосомной РНК

Таксон Количество
d__Bacteria;__;__;__;__;__;__ 0.001887
d__Bacteria;p__Actinobacteriota;c__Actinomycetia;o__Actinomycetales;f__Bifidobacteriaceae;g__
Bifidobacterium_388775;s__Bifidobacterium pullorum_B_388330 0.023067

d__Bacteria;p__Actinobacteriota;c__Coriobacteriia;o__Coriobacteriales;f__Atopobiaceae;g__
Thermophilibacter;s__Thermophilibacter avicola 0.03858

d__Bacteria;p__Actinobacteriota;c__Coriobacteriia;o__Coriobacteriales;f__Coriobacteriaceae;g__
Collinsella;__ 0.005675

d__Bacteria;p__Actinobacteriota;c__Coriobacteriia;o__Coriobacteriales;f__Coriobacteriaceae;g__
Collinsella;s__Collinsella ihuae 0.001106

d__Bacteria;p__Actinobacteriota;c__Coriobacteriia;o__Coriobacteriales;f__Coriobacteriaceae;g__
Limicola;s__Limicola sp002160065 0.000607

d__Bacteria;p__Actinobacteriota;c__Coriobacteriia;o__Coriobacteriales;f__Eggerthellaceae;__;__ 0.000713
d__Bacteria;p__Actinobacteriota;c__Coriobacteriia;o__Coriobacteriales;f__Eggerthellaceae;g__
CAG-1427;s__CAG-1427 sp000435475 0.000564

d__Bacteria;p__Bacteroidota;c__Bacteroidia;__;__;__;__ 8.06E-05
d__Bacteria;p__Bacteroidota;c__Bacteroidia;o__Bacteroidales;__;__;__ 0.000579
d__Bacteria;p__Bacteroidota;c__Bacteroidia;o__Bacteroidales;f__Bacteroidaceae;__;__ 0.018242
d__Bacteria;p__Bacteroidota;c__Bacteroidia;o__Bacteroidales;f__Bacteroidaceae;g__
Bacteroides_H;__ 0.000107
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Таксон Количество
d__Bacteria;p__Bacteroidota;c__Bacteroidia;o__Bacteroidales;f__Bacteroidaceae;g__
Bacteroides_H;s__Bacteroides_H massiliensis 0.109079

d__Bacteria;p__Bacteroidota;c__Bacteroidia;o__Bacteroidales;f__Bacteroidaceae;g__
Phocaeicola_A_858004;s__ 0.015066

d__Bacteria;p__Bacteroidota;c__Bacteroidia;o__Bacteroidales;f__Bacteroidaceae;g__
Phocaeicola_A_858004;s__Phocaeicola_A_858004 gallinaceus 0.023985

d__Bacteria;p__Bacteroidota;c__Bacteroidia;o__Bacteroidales;f__Bacteroidaceae;g__
Phocaeicola_A_858004;s__Phocaeicola_A_858004 salanitronis 0.001826

d__Bacteria;p__Bacteroidota;c__Bacteroidia;o__Bacteroidales;f__Bacteroidaceae;g__Prevotella;s__
Prevotella copri 0.000386

d__Bacteria;p__Bacteroidota;c__Bacteroidia;o__Bacteroidales;f__Bacteroidaceae;g__Prevotella;s__
Prevotella lascolaii 0.015189

d__Bacteria;p__Bacteroidota;c__Bacteroidia;o__Bacteroidales;f__Bacteroidaceae;g__Prevotella;s__
Prevotella sp003447235 0.000254

d__Bacteria;p__Bacteroidota;c__Bacteroidia;o__Bacteroidales;f__Muribaculaceae;g__
Limisoma;s__Limisoma sp900548875 0.004776

d__Bacteria;p__Bacteroidota;c__Bacteroidia;o__Bacteroidales;f__Rikenellaceae;g__
Alistipes_A_871400;s__ 0.010875

d__Bacteria;p__Bacteroidota;c__Bacteroidia;o__Bacteroidales;f__Rikenellaceae;g__
Alistipes_A_871404;s__ 0.001255

d__Bacteria;p__Bacteroidota;c__Bacteroidia;o__Bacteroidales;f__Tannerellaceae;g__
Parabacteroides_B_862066;s__Parabacteroides_B_862066 sp002159645 0.00217

d__Bacteria;p__Campylobacterota;c__Campylobacteria;o__Campylobacterales;f__
Helicobacteraceae;__;__ 0.050162

d__Bacteria;p__Desulfobacterota_I;c__Desulfovibrionia;o__Desulfovibrionales;f__
Desulfovibrionaceae;g__Desulfovibrio_R_446353;__ 0.001178

d__Bacteria;p__Firmicutes_A;c__Clostridia_258483;o__Christensenellales;f__Borkfalkiaceae;g__
Borkfalkia;s__ 0.000428

d__Bacteria;p__Firmicutes_A;c__Clostridia_258483;o__Lachnospirales;f__Lachnospiraceae;__;__ 0.051638
d__Bacteria;p__Firmicutes_A;c__Clostridia_258483;o__Lachnospirales;f__Lachnospiraceae;g__
Anaerobutyricum;s__Anaerobutyricum faecale 0.000698

d__Bacteria;p__Firmicutes_A;c__Clostridia_258483;o__Lachnospirales;f__Lachnospiraceae;g__
Blautia_A_141781;__ 0.004368

d__Bacteria;p__Firmicutes_A;c__Clostridia_258483;o__Lachnospirales;f__Lachnospiraceae;g__
Lachnoclostridium_B;s__Lachnoclostridium_B sp000765215 0.004055

d__Bacteria;p__Firmicutes_A;c__Clostridia_258483;o__Lachnospirales;f__Lachnospiraceae;g__
Mediterraneibacter_A_155507;__ 0.029052

d__Bacteria;p__Firmicutes_A;c__Clostridia_258483;o__Lachnospirales;f__Lachnospiraceae;g__
Mediterraneibacter_A_155507;s__Mediterraneibacter_A_155507 cottocaccae 0.018415

d__Bacteria;p__Firmicutes_A;c__Clostridia_258483;o__Lachnospirales;f__Lachnospiraceae;g__
Sellimonas;s__Sellimonas intestinalis 0.002748

d__Bacteria;p__Firmicutes_A;c__Clostridia_258483;o__Oscillospirales;f__Acutalibacteraceae;__;__ 0.001186
d__Bacteria;p__Firmicutes_A;c__Clostridia_258483;o__Oscillospirales;f__
Acutalibacteraceae;g__;s__ 0.000386

d__Bacteria;p__Firmicutes_A;c__Clostridia_258483;o__Oscillospirales;f__Acutalibacteraceae;g__
Acutalibacter;s__ 0.001887

d__Bacteria;p__Firmicutes_A;c__Clostridia_258483;o__Oscillospirales;f__Acutalibacteraceae;g__
Eubacterium_R;s__Eubacterium_R faecavium 0.008513

d__Bacteria;p__Firmicutes_A;c__Clostridia_258483;o__Oscillospirales;f__Acutalibacteraceae;g__
Hydrogeniiclostridium;s__ 0.011681

Продолжение таблицы S2



	 ЭФФЕКТ ПРОБИОТИЧЕСКИХ ЛАКТОБАКТЕРИЙ НА МИКРОБИОТУ КИШЕЧНИКА  � 495

МИКРОБИОЛОГИЯ том 93 № 4 2024

Таксон Количество
d__Bacteria;p__Firmicutes_A;c__Clostridia_258483;o__Oscillospirales;f__Butyricicoccaceae;g__
Agathobaculum;s__Agathobaculum sp900291975 0.000725

d__Bacteria;p__Firmicutes_A;c__Clostridia_258483;o__Oscillospirales;f__
Oscillospiraceae_88309;__;__ 0.001182

d__Bacteria;p__Firmicutes_A;c__Clostridia_258483;o__Oscillospirales;f__
Oscillospiraceae_88309;g__Dysosmobacter;__ 0.000419

d__Bacteria;p__Firmicutes_A;c__Clostridia_258483;o__Oscillospirales;f__
Oscillospiraceae_88309;g__Dysosmobacter;s__Dysosmobacter welbionis 0.002286

d__Bacteria;p__Firmicutes_A;c__Clostridia_258483;o__Oscillospirales;f__
Oscillospiraceae_88309;g__Lawsonibacter;s__ 0.004585

d__Bacteria;p__Firmicutes_A;c__Clostridia_258483;o__Oscillospirales;f__
Oscillospiraceae_88309;g__Lawsonibacter;s__Lawsonibacter sp000177015 0.003099

d__Bacteria;p__Firmicutes_A;c__Clostridia_258483;o__Oscillospirales;f__Ruminococcaceae;__;__ 0.003545
d__Bacteria;p__Firmicutes_A;c__Clostridia_258483;o__Oscillospirales;f__Ruminococcaceae;g__
Faecalibacterium;s__Faecalibacterium sp002160895 0.072577

d__Bacteria;p__Firmicutes_A;c__Clostridia_258483;o__Oscillospirales;f__Ruminococcaceae;g__
Gemmiger_A_73129;__ 0.009068

d__Bacteria;p__Firmicutes_A;c__Clostridia_258483;o__Oscillospirales;f__Ruminococcaceae;g__
Gemmiger_A_73129;s__Subdoligranulum variabile 0.002558

d__Bacteria;p__Firmicutes_A;c__Clostridia_258483;o__Oscillospirales;f__Ruminococcaceae;g__
Gemmiger_A_73276;s__Gemmiger_A_73276 avium 0.000886

d__Bacteria;p__Firmicutes_A;c__Clostridia_258483;o__Oscillospirales;f__Ruminococcaceae;g__
Negativibacillus;s__Negativibacillus massiliensis 0.000813

d__Bacteria;p__Firmicutes_A;c__Clostridia_258483;o__Oscillospirales;f__Ruminococcaceae;g__
Paludicola;s__Paludicola psychrotolerans 0.001132

d__Bacteria;p__Firmicutes_A;c__Clostridia_258483;o__Oscillospirales;f__Ruminococcaceae;g__
Phocea;s__ 0.001465

d__Bacteria;p__Firmicutes_A;c__Clostridia_258483;o__TANB77;f__CAG-508;g__CAG-269;s__
CAG-269 sp000431335 0.000434

d__Bacteria;p__Firmicutes_C;c__Negativicutes;o__Selenomonadales;f__
Selenomonadaceae_42771;g__Megamonas;s__Megamonas hypermegale 0.003813

d__Bacteria;p__Firmicutes_C;c__Negativicutes;o__Veillonellales;f__Dialisteraceae;g__
UBA1822;s__UBA1822 sp900545365 0.002162

d__Bacteria;p__Firmicutes_D;c__Bacilli;o__Erysipelotrichales;f__Coprobacillaceae;g__;s__ 0,000305
d__Bacteria;p__Firmicutes_D;c__Bacilli;o__Erysipelotrichales;f__Coprobacillaceae;g__
Erysipelatoclostridium;s__Erysipelatoclostridium spiroforme 0.001474

d__Bacteria;p__Firmicutes_D;c__Bacilli;o__Erysipelotrichales;f__Erysipelotrichaceae;g__
Faecalicoccus;s__Faecalicoccus pleomorphus 0.00051

d__Bacteria;p__Firmicutes_D;c__Bacilli;o__Lactobacillales;f__Lactobacillaceae;g__
Ligilactobacillus;s__Ligilactobacillus salivarius 0.00082

d__Bacteria;p__Firmicutes_D;c__Bacilli;o__RFN20;f__CAG-826;g__Onthovivens;s__
Onthovivens sp002399785 0.005211

d__Bacteria;p__Patescibacteria;c__Saccharimonadia;o__Saccharimonadales;f__
Nanoperiomorbaceae;g__Nanoperiomorbus;s__ 0.008928

d__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__Burkholderiales_595427;f__
Burkholderiaceae_A_595427;g__Aphodousia;s__Aphodousia faecalis 0.003061

d__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__Burkholderiales_595427;f__
Burkholderiaceae_A_595427;g__Sutterella;s__Sutterella parvirubra 0.0014

Окончание таблицы S2
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Рис. S2. Эффект внесения L. plantarum AG10 в качестве пробиотической добавки в корм перепелов на относительное 
содержание таксонов ((а) – на уровне классов; (б) – на уровне отрядов; (в) – на уровне родов).
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