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ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

РЕФЕРАТ Бактерии Propionibacterium freudenreichii играют важную роль в производстве сыров швейцарско-
го типа, однако геномная вариабельность штаммов, влияющая на их технологические свойства, остается 
недостаточно изученной. Охарактеризованы метаболические и генетические различия промышленных 
штаммов P. freudenreichii. Сопоставление фенотипических и геномных данных позволяет выявлять мар-
керы технологически значимых признаков и использовать их для скрининга новых штаммов. Это создает 
основу для подбора консорциумов с заданными свойствами и разработки заквасочных культур с улучшен-
ными производственными характеристиками. В работе проведено полногеномное секвенирование и срав-
нительный анализ пяти промышленных штаммов P. freudenreichii. Эти штаммы, несмотря на их высокую 
геномную идентичность, различались газообразованием и метаболизмом субстратов. Филогенетический 
анализ показал близость штамма P. freudenreichii FNCPS 828 к подвидy P. freudenreichii subsp. shermanii 
(z-score = 0.99948), который не способен восстанавливать нитраты, но метаболизирует лактозу. Ген narG, 
кодирующий альфа-субъединицу нитратредуктазы, идентифицирован только у одного из пяти проана-
лизированных штаммов — FNCPS 828, а также у 39% ранее описанных штаммов P. freudenreichii, что ука-
зывает на этот ген как на потенциальный маркер нитратвосстанавливающей активности. Анализ 112 
геномов P. freudenreichii выявил систему CRISPR-Cas I-G у 74% штаммов, а тип I-E только примерно у 25%. 
Все пять изученных штаммов содержали систему типа I-G; у FNCPS 3 также обнаружена полноценная 
система I-E с наибольшим числом CRISPR-спейсеров, включая соответствовавшие геномам ранее опубли-
кованных бактериофагов. Наиболее распространенные антифаговые системы включали RM I и IV, AbiE, 
PD-T4-6, HEC-06 и ietAS. Таким образом, выявлено генетическое разнообразие штаммов P. freudenreichii, 
имеющее значение для их промышленного применения. Обнаружение narG в качестве потенциального 
маркера восстановления нитратов, а также детальное картирование систем CRISPR-Cas расширяют воз-
можности рационального подбора и инженерной оптимизации заквасочных культур P. freudenreichii с за-
данными метаболическими свойствами и устойчивостью к бактериофагам.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА Propionibacterium, полногеномное секвенирование, метаболизм, CRISPR-Cas, бакте-
риофаги.
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ВВЕДЕНИЕ
Представители рода Propionibacterium играют важ-
ную роль в пищевой промышленности. В частности, 
штаммы Propionibacterium freudenreichii активно 

применяются в процессах созревания сыров швей-
царского типа [1]. Ключевым метаболическим пу-
тем P. freudenreichii является цикл Вуда–Веркмана, 
в котором лактат сначала превращается в пируват, 
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а затем метаболизируется: одна часть превращается 
в пропионат, придающий сыру характерный вкус, 
а другая – в ацетат и углекислый газ, обеспечиваю-
щие образование характерных «глазков» [2].

Каждый штамм P. freudenreichii характеризует-
ся индивидуальным набором ферментов, определя-
ющим особенности его метаболической активности 
[3], что влияет на спектр потребляемых углеводов 
и определяет вкусовые качества конечного продукта 
[4]. Кроме того, эти бактерии синтезируют витамины 
B9 и B12, конъюгированную линолевую кислоту, тре-
галозу, бактериоцины и органические кислоты, а так-
же обладают пробиотическими свойствами [5].

Заражение бактериофагами представляет се-
рьезную проблему для молочной промышленности, 
поскольку может привести к срыву ферментации 
и появлению дефектов в продукте. Бактериофаги об-
наруживаются примерно в половине сыров швейцар-
ского типа в концентрации как минимум 105 БОЕ/г, 
они размножаются по мере роста пропионовокислых 
бактерий в теплой камере при созревании сыра [6]. 
Учитывая ключевую роль P. freudenreichii в форми-
ровании органолептических характеристик сыров, 
изучение систем их иммунной защиты имеет важ-
ное практическое значение для выявления штаммов, 
устойчивых к фагам, и минимизации риска техноло-
гических сбоев на стадии созревания продукции [7].

Несмотря на  промышленную значимость 
P. freudenreichii, геномная характеристика промыш-
ленных штаммов этого вида весьма ограничена. 
Полногеномное секвенирование позволяет выявлять 
межштаммовые вариации и устанавливать связь 
между генотипом и технологическими свойствами, 
включая метаболизм, стрессоустойчивость и защит-
ные системы [4].

В настоящем исследовании представлены ре-
зультаты полногеномного секвенирования пяти 
штаммов P. freudenreichii, используемых в молоч-
ной промышленности, а также комплексная геном-
ная характеристика этих штаммов с акцентом на их 
метаболические особенности, защитные механизмы 
и вариативность функциональных генов. 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Штаммы и условия культивирования
В   р а б о т е  и с п о л ь з о в а л и  п я т ь  ш т а м м о в 
P. freudenreichii: FNCPS 2 (GCA_044990475.1), FNCPS 
3 (GCA_044990455.1), FNCPS 4 (GCA_044990515.1), 
FNCPS 6 (GCA_044990495 .1)  и  FNCPS 828 
(GCA_044990435.1), полученные из коллекции 
Всероссийского научно-исследовательского институ-
та маслоделия и сыроделия молочной промышлен-
ности (ВНИИМС – филиал Федерального научного 

центра пищевых систем имени В.М. Горбатова РАН). 
Штаммы FNCPS 2 и FNCPS 3 были выделены из об-
разцов сырого молока, остальные – из образцов сыра. 
Все штаммы получены из продуктов, произведенных 
на территории Алтайского края, Россия.

Пропионовокислые бактерии культивировали 
в жидкой питательной среде следующего состава: 
пептон – 10 г, дрожжевой экстракт – 10 г, хлори-
стый кобальт – 0.01 г, однозамещенный фосфор-
нокислый калий – 1 г, 40%-ная молочная кисло-
та – 20 см³. Указанные компоненты растворяли в 1 л 
дистиллированной воды, доводили pH до 7.1  ±  0.1, 
разливали по пробиркам и стерилизовали при тем-
пературе 121  ±  2°С в течение 15 мин. В этой же 
среде изучали газообразующую активность штам-
мов P. freudenreichii.

Влияние продуктов протеолиза белков молока 
на газообразование пропионовокислых бактерий из-
учали, используя питательную среду аналогичного 
состава, однако компоненты вносили в обезжирен-
ное молоко, предварительно гидролизованное пан-
креатином и разбавленное дистиллированной водой 
в соотношении 1 : 2.

Для накопления культур пропионовокислых бак-
терий среду культивирования инокулировали 1% 
посевного материала и инкубировали в термостате 
при температуре 30  ±  1°С в течение 72 ч.

Фенотипическая характеристика штаммов
Скорость газообразования и объем выделившего-
ся газа определяли при культивировании в граду-
ированных пробирках Дунбара при температуре 
30  ±  1°С с дозой инокулята 1%. Объем выделивше-
гося газа фиксировали ежедневно в течение 15 сут. 
Скорость газообразования рассчитывали как отно-
шение максимального объема газа к числу суток 
культивирования.

Влияние температуры на газообразующую ак-
тивность культур оценивали, культивируя клетки 
в градуированных пробирках Дунбара при темпера-
туре 18  ±  1°С, 22  ±  1°С и 30  ±  1°С, с дозой ино-
кулята 1%. Объем газа регистрировали ежедневно 
в течение 15 сут. 

Для идентификации анаэробных бактерий иссле-
довали биохимическую активность культур с ис-
пользованием тест-системы API 20A (bioMérieux, 
Франция) в соответствии с инструкцией произво-
дителя. Результаты, полученные на тест-стрипах, 
анализировали с применением онлайн-базы данных 
APIWEB (bioMérieux).

Секвенирование и сборка бактериального генома
ДНК для секвенирования генома выделяли с ис-
пользованием набора ExtractDNA Blood and Cells 
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(«Евроген», Россия) согласно инструкциям произво-
дителя. Библиотеки ДНК готовили с помощью на-
бора MGIEasy Fast FS DNA Library Prep Set V2.0 
(Cat. No. 940-001196-00, MGI, Китай) согласно прото-
колу производителя. Качество библиотек оценивали 
с использованием набора для анализа ДНК Qubit 
1X dsDNA High Sensitivity (Cat. No. Q33230, Thermo 
Fisher Scientific, США) и флуориметра Qubit 
(Thermo Fisher Scientific). Длину фрагментов библи-
отек ДНК оценивали с помощью капиллярного гель-
электрофореза QIAxcel Advanced с использованием 
набора QX DNA Fast Analysis Kit (Cat. No. 929008, 
Qiagen, Германия). Секвенирование проводили с ис-
пользованием проточной ячейки FCS на платформе 
MGI DNBSEQ-G50 (BGI, Китай) в режиме PE150.

Сборку бактериальных геномов выполняли с ис-
пользованием SPAdes [8] в режиме «isolate». Для по-
вышения качества итоговой сборки сырые про-
чтения были выровнены на контиги при помощи 
Bowtie2 [9], после чего файлы выравнивания были 
отсортированы и проиндексированы с использо-
ванием инструментов SAMtools [10] и переданы 
в Pilon [11] для исправления неточностей сборки. 
Качество сборки оценивали с помощью QUAST [12], 
полноту собранных геномов оценивали с помощью 
BUSCO [13]. Собранные геномные последователь-
ности размещены в базе данных NCBI (BioProject: 
PRJNA1184111).

Анализ геномов
Аннотацию геномов и их функциональный анализ 
проводили с использованием конвейера аннотации 
прокариотических геномов NCBI [14] и платфор-
мы BV-BRC [15], использующей алгоритм RASTtk 
[16]. Сравнительный анализ наличия генов у про-
пионовокислых бактерий осуществляли с помо-
щью платформы BV-BRC на основе высококаче-

ственных общедоступных полных сборок геномов 
P. freudenreichii (n = 112).

Идентификация систем бактериального 
иммунитета
Поиск систем бактериального иммунитета прово-
дили с использованием программы PADLOC (v2.0.0) 
[17]. CRISPR-повторы и спейсеры идентифициро-
вали с помощью инструмента CRISPR-Cas Finder 
v4.3.2 [18], аннотацию белков Cas проводили с ис-
пользованием PADLOC. Для определения возмож-
ных мишеней спейсеры выравнивали на геномы фа-
гов бактерий с использованием Bowtie2 v2.5.4 [19]. 
Нуклеотидные последовательности 575 геномов фа-
гов получены из базы данных NCBI (дата доступа: 
04.07.2025).

Филогенетический анализ
Филогенетическую идентификацию и определение 
близкородственных штаммов проводили с помощью 
анализа корреляции тетрануклеотидов через веб-
сервис JSpeciesWS [20]. Среднюю нуклеотидную 
идентичность (ANI) сравнивали с использованием 
алгоритма OrthoANI [21].

РЕЗУЛЬТАТЫ

Общая геномная характеристика
Полногеномное секвенирование считается золотым 
стандартом генетической характеристики микроор-
ганизмов. Общие характеристики геномных последо-
вательностей пяти штаммов представлены в табл. 1. 

Тетракорреляционный анализ показал, что наи-
большее сходство с исследуемыми штаммами P. 
freudenreichii FNCPS 828, 2, 6 и 4 имеет типовой 
штамм P. freudenreichii subsp. shermanii CCUG 
36819 (z-score: 0.99948, 0.96457, 0.97622, 0.98812 со-

Таблица 1. Геномные характеристики исследованных штаммов P. freudenreichii по данным полногеномного сек-
венирования

P. freudenreichii FNСPS 2 FNСPS 3 FNСPS 4 FNСPS 6 FNСPS 828
Контиги 599 205 159 446 83

GC-контент 65.95 67.04 66.68 66.38 67.24
Контиг L50 9 11 5 11 9

Длина генома, п.н. 2806765 2894278 2649124 2734816 2579802 
Контиг N50 101.834 63836 169499 79634 93772

CDS 2.684 2.768 2.497 2.603 2.349
тРНК 48 173 44 58 45

Области повторов 44 48 13 46 38
рРНК 3 3 4 3 4

Гипотетические белки 935 933 790 845 670
Белки с функциональной аннотацией 1.749 1.835 1.707 1.758 1.679
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ответственно). Наиболее близким штамму FNCPS 3 
оказался P. freudenreichii subsp. freudenreichii DSM 
20271 (z-score = 0.98812). Расчет значений OrthoANI 
между всеми исследуемыми штаммами и референс-
ными геномами показал высокую филогенетическую 
близость (ANI > 98 %), что указывает на их веро-
ятную принадлежность к одной клональной группе. 
Результаты представлены в виде матрицы парных 
сходств (рис. 1).

Фенотипирование штаммов

Газообразование. Газообразование (продукция CO2) 
является одной из ключевых технологических ха-
рактеристик пропионовокислых бактерий, опре-
деляющей формирование «глазков» в сырах типа 
Эмменталь [22]. Основным продуцентом CO2 в про-
цессе созревания являются P. freudenreichii, кото-
рые метаболизируют молочную кислоту с образова-
нием пропионата, ацетата и CO2.

Для оценки газообразующей активности были 
проведены эксперименты с использованием двух 
типов питательной среды – с добавлением и без до-
бавления гидролизата молока. Результаты представ-
лены на рис. 2A,Б.

Штамм P. freudenreichii FNCPS 2, растущий 
на среде без гидролизата молока, характеризовал-

ся наибольшей скоростью и объемом газообразова-
ния, тогда как у штаммов FNCPS 3 и FNCPS 4 эти 
показатели имели низкие значения. При исполь-
зовании среды с гидролизованным молоком раз-
личия между штаммами уменьшились: активность 
P. freudenreichii FNCPS 2 сохранялась на высоком 
уровне, показатели FNCPS 6 и FNCPS 828 значи-
тельно возрастали, тогда как FNCPS 3 демонстриро-
вал низкий объем выделяемого газа. Таким образом, 
штамм FNCPS 2 характеризуется стабильной и вы-
сокой газообразующей способностью, в то время 
как FNCPS 3 имеет низкую активность независимо 
от условий культивирования.

Зависимость газообразования штаммами P. 
freudenreichii от  температуры представлена 
на рис. 3. При 18°C наибольшее выделение CO2 
наблюдалось у FNCPS 4, тогда как FNCPS 3 газ 
не продуцировал. Повышение температуры до 22 
и 25°C приводило к увеличению объема образую-
щегося CO2 у всех штаммов, особенно у FNCPS 6 
и FNCPS 828, показавших к 14-м суткам макси-
мальные значения среди всех штаммов.

Метаболическое профилирование бактерий
Метаболическое профилирование штаммов было 
выполнено с использованием системы BioMérieux, 
результаты представлены на рис. 4.

Рис. 1. Тепловая карта 
OrthoANI-выравнивания 
штаммов P. freudenreichii. 
Значения отражают про-
цент средней нуклеотидной 
идентичности между орто-
логичными генами разных 
штаммов. Значения на диа-
гонали (100%) соответству-
ют идентичности каждого 
штамма самому себе
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Согласно полученным данным, единственными 
субстратами, метаболизируемыми всеми штамма-
ми, были D-манноза, D-глюкоза и D-лактоза. Штамм 
FNCPS 3, в отличие от остальных штаммов, не ути-
лизировал глицерин и не обладал каталазной ак-
тивностью. Наиболее широким метаболический про-
филь (12 из 20 протестированных субстратов) был 
у P. freudenreichii FNCPS 2. Кроме того, штаммы 
FNCPS 828 и FNCPS 4 обладали способностью раз-
лагать желатин, что было нехарактерно для осталь-
ных штаммов.

Анализ генома
Анализ кодирующих последовательностей на уров-
не функциональных категорий (role name) анноти-
рованных биологических функций генов показал, 
что все штаммы обладали сопоставимым числом 
уникальных функциональных групп (от 738 до 750), 
из которых 724 были общими для всех (рис. 5). 
Наиболее связанными друг с другом оказались 
штаммы FNCPS 4 и 828, которые имели 16 общих 
уникальных функциональных групп генов. 

Полиморфные варианты ряда генов в исследован-
ных штаммах могут играть ключевую роль в про-
цессе созревания сыров, влияя на органолептические 
свойства продукции, эффективность метаболиче-
ских путей и общую пищевую ценность. Так, только 
у штаммов FNCPS 4 и FNCPS 828 P. freudenreichii 
выявлен полный набор генов, кодирующих фер-
менты метаболизма 1,2-пропандиола и компоненты 
пропандиолдегидратазного комплекса (гены PduA, 
PduB, PduJ, PduK, PduN, PduU, PduV), что указыва-
ет на способность этих штаммов к анаэробному пре-
вращению пропандиола в пропанол и пропионат [23].

Штаммы FNCPS 2, 3 и 6 содержат аспартатра-
цемазу [EC 5.1.1.13], которая участвует в синтезе 
D-аспартата, а также ген OppB, кодирующий ком-
понент олигопептидного транспортера, обеспечи-
вающего поглощение пептидов из окружающей 
среды – важного источника азота в условиях фер-
ментативной матрицы.

Единственным отличием на уровне функциональ-
ного класса стало отсутствие у штамма FNCPS 828 
генов, относящихся к классу Nitrogen Metabolism. 

Определение подвида
Вид P. freudenreichii традиционно подразделяет-
ся на два подвида – freudenreichii и shermanii. 
Основными признаками, дифференцирующими эти 
подвиды, являются способность к восстановлению 

Рис. 2. A – максимальная скорость газообразования пропионовокислых бактерий на различных питательных 
средах; Б – максимальный объем выделившегося газа. Значения представлены в виде среднего ± стандартное 
отклонение 
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нитратов и ферментации лактозы [4]. Как правило, 
штаммы ssp. freudenreichii восстанавливают нитра-
ты, но не метаболизируют лактозу, тогда как ssp. 
shermanii способны ферментировать лактозу, 
но не восстанавливают нитраты [24]. 

Ключевым ферментом, вовлеченным в восста-
новление нитратов, является комплекс дыхатель-
ной нитратредуктазы [EC 1.7.99.4]. Этот фермент 
функционирует как конечный акцептор электро-
нов в анаэробных условиях, участвуя в генерации 
энергии. Геномный анализ показал, что у штам-

ма FNCPS 828 отсутствует ген narG, кодирующий 
альфа-цепь дыхательной нитратредуктазы, в кото-
рой осуществляется непосредственное восстановле-
ние нитрата до нитрита [25]. Отсутствие этого гена 
выявлено у 44 из 112 (39%) проанализированных 
геномов P. freudenreichii (рис. 6A). При этом среди 
штаммов, содержащих ген narG, не найдено ни од-
ного, ранее отнесенного к подвидy shermanii. 

 Единственным отличием в генетическом профи-
ле штамма FNCPS 828 от остальных исследован-
ных штаммов было отсутствие гена, кодирующе-
го α-галактозидазу – фермента, расщепляющего 
α-D-галактоолигосахариды и полисахариды, вклю-
чая мелибиозу, раффинозу, стахиозу и вербаскозу. 
Ген α-галактозидазы выявлен только в 14% геномов 
P. freudenreichii и не найден у всех типовых пред-
ставителей ssp. freudenreichii (рис. 6Б). 

Характеристика систем бактериальной защиты

Общая характеристика. Бактериофаги пред-
ставляют серьезную угрозу для пропионовокис-
лых бактерий, поскольку заражение ими приводит 
к снижению метаболической активности клеток, 
что особенно критично в условиях промышленного 
производства [26]. В ходе эволюции бактерии выра-
ботали разнообразные системы защиты от зараже-
ния бактериофагами.

Анализ 112 ранее опубликованных геномов 
P. freudenreichii показал, что наиболее распро-
страненными системами бактериального иммуни-

Рис. 4. Тепловая карта ферментативного и биохимического профиля штаммов P. freudenreichii. Цветовая шкала 
отражает наличие положительной реакции (синий цвет) или ее отсутствие (белый цвет) на соответствующий суб-
страт. Штаммы сгруппированы по сходству биохимической активности; результаты кластеризации отображены 
в виде дендрограммы
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Рис. 5. Пересечения функциональных групп между 
штаммами P. freudenreichii. Высота столбцов отража-
ет количество функциональных групп, встречающихся 
в одной или нескольких комбинациях штаммов; в ниж-
ней части показано, в каких штаммах представлены 
соответствующие функциональные роли
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тета, представленными более чем в 90% геномов, 
являются системы абортивной инфекции (AbiE, 
PD-T4-6) и рестрикции-модификации (RM) типов I 
и IV. Достаточно часто встречалась также система 
CRISPR-Cas типа I-G, обнаруженная в 74% штам-

мов (83 из 112) (рис.  7). Все перечисленные защит-
ные механизмы выявлены и у пяти штаммов, про-
анализированных в нашей работе.

Помимо широко распространенных систем, в пяти 
проанализированных геномах найдены и менее из-

A

Не детектирован
1
2
3 +

Не детектирован
1
2
3 +

Число копий гена Число копий гена

Б

Рис. 6. Распределение генов метаболизма нитратов и лактозы у представителей P. freudenreichii (n = 112) и ис-
следуемых штаммов. A – гены дыхательной нитратредуктазы; Б – гены, ассоциированные с метаболизмом лак-
тозы. Верхняя панель: матрица наличия/отсутствия генов (синий – присутствие; белый – отсутствие; числа обо-
значают число копий); нижняя панель – процентное распределение каждого гена в популяции. Второй ключевой 
метаболический маркер – способность к ферментации лактозы. Фенотипический анализ показал, что все пять 
исследованных штаммов обладают способностью метаболизировать лактозу (рис. 4). Результаты геномного 
анализа подтвердили наличие полного набора генов, ответственных за утилизацию лактозы, в том числе ключе-
вого фермента β-галактозидазы (lacZ)

Рис. 7. Системы бактериального иммунитета P. freudenreichii (n = 112) и пяти штаммов, полученных из коллекции 
ВНИИМС. На верхней части рисунка изображена бинарная матрица: синий цвет указывает на наличие системы, 
белый цвет – на ее отсутствие. На нижней панели указан процент представленности каждого гена в популяции



ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

 ТОМ 17 № 4 (67) 2025 | ACTA NATURAE | 79

ученные антифаговые механизмы. Так, система 
HEC-05, задействующая нуклеазы для распозна-
вания и разрушения модифицированной фаговой 
ДНК [27], обнаружена у всех штаммов, за исклю-
чением FNCPS 6. В популяции P. freudenreichii она 
встречается в 44% геномов. Система ietAS, харак-
терная для 54% штаммов данного вида, представле-
на во всех исследованных геномах, кроме FNCPS 4. 
Несмотря на то что ее механизм действия пока 
не раскрыт полностью, предполагается, что она мо-
жет функционировать в синергии с другими защит-
ными системами [28].

Интересно, что, несмотря на сравнительно высо-
кую частоту обнаружения таких систем, как SoFic 
(20%) и Uzume (25%), в штаммах P. freudenreichii, 
они отсутствовали во всех пяти исследованных 
геномах. В то же время менее распространенные 
в популяции системы – Hachiman I (11%) и Pycsar 
(9%) – обнаружены в трех из пяти штаммов.

CRISPR-Cas 
CRISPR-Cas является одной из наиболее извест-
ных адаптивных систем защиты, обеспечивающая 
иммунитет к ранее встреченным фагам за счет 
интеграции фрагментов их ДНК в геном бакте-
рии [29]. Проведен анализ наличия и состава си-
стем CRISPR-Cas в пяти исследуемых штаммах 
P. freudenreichii (табл. 2). 

У штаммов FNCPS 2, FNCPS 4 и FNCPS 6 об-
наружена полная система типа I-G, включающая 
все необходимые белки: Cas1, Cas2, Cas3, Cas5, Cas6, 
Cas7 и Cas8, что свидетельствует о ее потенциаль-
ной функциональности. Штамм FNCPS 3 содержит 
две системы CRISPR-Cas: полные кластеры типа 
I-G и I-E (Cas1, Cas2, Cas3, Cas5, Cas6, Cas7, Cas8, 
Cas11), что может обеспечивать повышенную устой-
чивость к инородной ДНК. 

У штамма FNCPS 828 идентифицирована непол-
ная система CRISPR-Cas типа I-G: отсутствует бе-

Таблица 2. Характеристика систем CRISPR-Cas у исследуемых штаммов P. freudenreichii

Штамм P.  
freudenreichii

Система CRISPR-Cas,  
тип

Белки Cas,  
число 

Уникальные спейсеры,  
число

Уникальные CRISPR,  
число

FNCPS 2 I-G 6 44 2
FNCPS 3 I-G, I-E 14 170 5
FNCPS 4 I-G 6 13 3
FNCPS 6 I-G 6 62 4

FNCPS 828 I-G 5 37 2

Рис. 8. Тепловая 
карта совпадений 
спейсеров с гено-
мами протести-
рованных фагов. 
Цифры в ячейках 
обозначают коли-
чество спейсеров 
из каждого бакте-
риального штамма, 
выровненных на со-
ответствующий 
геном фага
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лок Cas2, участвующий во встраивании новых спей-
серов в CRISPR-массив. При этом присутствуют 
остальные ключевые компоненты.

Всего в пяти штаммах P. freudenreichii иденти-
фицировано 326 уникальных спейсеров. Для поиска 
возможных мишеней систем CRISPR-Cas проведе-
но выравнивание выявленных спейсеров на ранее 
опубликованные геномы 575 бактериофагов, зара-
жающих бактерии, используемые в молочной про-
мышленности. В результате анализа обнаружены 
совпадения 69 спейсеров (21%) с геномами девяти 
различных фагов, все из которых инфицируют про-
пионовокислые бактерии (рис. 8).

ОБСУЖДЕНИЕ
В настоящей работе представлены результаты 
анализа пяти филогенетически близких штаммов 
P. freudenreichii, имеющих выраженные фенотипи-
ческие различия. Так, несмотря на высокую степень 
геномной идентичности (orthoANI > 99.9), штаммы 
P. freudenreichii FNCPS 2 и FNCPS 3 существен-
но различались по ряду фенотипических призна-
ков. P. freudenreichii FNCPS 2 отличался стабильной 
и высокой газообразующей активностью как в стан-
дартной среде, так и при добавлении молочного ги-
дролизата, в то время как FNCPS 3 образовывал 
газ только в присутствии гидролизата. Оба штамма 
группировались в один кластер по метаболическому 
профилю, что указывает на адаптацию к среде их 
общего происхождения. Однако FNCPS 3 не утили-
зировал L-арабинозу, D-раффинозу и глицерин – 
соединения, потенциально присутствующие в мо-
лочной среде, тогда как FNCPS 2 метаболизировал 
наибольшее число субстратов, что согласуется с его 
выраженной газообразующей активностью. Ранее 
было показано, что интенсивность газообразования 
у P. freudenreichii напрямую связана с доступно-
стью метаболитов, прежде всего лактата: при ис-
тощении питательных источников уровень фер-
ментации и выделение CO2 снижаются [30]. Кроме 
того, использование таких углеродных субстратов, 
как лактоза сыворотки и глицерин, влияет на фер-
ментацию и газообразование P. freudenreichii ssp. 
shermanii, что подтверждает зависимость данного 
процесса от типа и разнообразия источников пита-
ния [31, 32]. Таким образом, различия в метаболиз-
ме легкоусвояемых источников углерода, вероятно, 
могут объяснять наблюдаемые различия в уровне 
газообразования между штаммами [33].

Последние исследования показывают, что тра-
диционное разделение P. freudenreichii на подвиды 
freudenreichii и shermanii, основанное на способ-
ности ферментировать лактозу и восстанавливать 
нитраты, не отражает фактического генетическо-

го и фенотипического разнообразия этого вида. 
Описаны штаммы с различными комбинациями 
указанных признаков [24, 34], а филогенетический 
анализ методом MLST не выявил четкой кластери-
зации, соответствующей существующей классифи-
кации на подвиды [34]. Недавняя переклассифика-
ция на основе фенотипа показала, что более 45% 
исследованных штаммов не могут быть отнесены 
ни к одному из подвидов [24]. Кроме того, вероятно, 
некоторые штаммы ошибочно классифицированы 
как не восстанавливающие нитрат вследствие недо-
статочной длительности инкубации [24]. В этой свя-
зи актуальной становится разработка генетических 
маркеров для корректного разграничения подвидов 
и предсказания фенотипа.

Штамм FNCPS 828 демонстрировал высокую 
филогенетическую близость к типовому штам-
му P. freudenreichii subsp. shermanii CCUG 36819 
(ESK = 0.99948), был способен к метаболизму лак-
тозы, но при этом не обладал полным набором ге-
нов, необходимых для восстановления нитратов. 
Единственным вариабельным геном, связанным 
с этой способностью у штаммов P. freudenreichii, 
оказался narG, кодирующий альфа-субъединицу 
дыхательной нитратредуктазы, что делает его по-
тенциальным маркером для определения подвида. 

Н а   д а н ный  м ом е н т  с и с т ем ам  з ащиты 
P. freudenreichii посвящено ограниченное число 
исследований. Наиболее распространенным за-
щитным механизмом у бактерий является систе-
ма рестрикции-модификации [35], выявленная 
также у P. freudenreichii [36]. Ранее сообщалось, 
что у этих бактерий наиболее распространена си-
стема CRISPR-Cas типа I-G, встречается также тип 
I-E [37]. Анализ 112 штаммов P. freudenreichii, про-
веденный в нашем исследовании, подтвердил пре-
обладание системы типа I-G, в то время как тип I-E 
представлен примерно у 25% штаммов. Кроме того, 
установлено, что системы AbiE, PD-T4-6 и системы 
рестрикции-модификации типа I и IV встречаются 
более чем у 90% исследованных штаммов. 

Все пять штаммов, проанализированных в на-
шем исследовании, содержали систему CRISPR-
Cas типа I-G. У штамма FNCPS 828 эта система 
оказалась неполной – отсутствовал ген, кодирую-
щий белок Cas2. Штамм FNCPS 3, помимо систе-
мы типа I-G, имел также дополнительную систему 
CRISPR-Cas типа I-E. Этот штамм также отличался 
наибольшим числом спейсерных последовательно-
стей, включая максимальное количество спейсеров, 
мишени которых соответствовали ранее описанным 
фагам пропионовокислых бактерий. Ранее сообща-
лось, что штаммы P. freudenreichii содержат спейсе-
ры к фагам B22, Anatole, E1, Doucette, E6, G4 и B3 
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[38]. В нашем исследовании только штамм FNCPS 
3 имел спейсеры ко всем ранее описанным фагам, 
за исключением E1, а также содержал дополнитель-
ные спейсеры к фагам B5, PFR1 и PFR2, что отра-
жает значительное вирусное давление в процессе 
коэволюции штамма с бактериофагами. Кроме си-
стем CRISPR-Cas, у всех штаммов были выявле-
ны наиболее распространенные у P. freudenreichii 
защитные механизмы, а также менее изученные 
комплексы HEC-05 и ietAS, что свидетельствует 
о многоуровневой системе антивирусной защиты 
у представителей данного вида.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В нашей работе проанализированы как общие чер-
ты, так и внутривидовое разнообразие штаммов 
P. freudenreichii, что имеет непосредственное зна-
чение для молочной промышленности. Различия 
в газообразующей активности, спектре метаболизи-
руемых субстратов и системах бактериальной за-
щиты отражают адаптацию штаммов к различным 
технологическим условиям и подчеркивают необхо-

димость их целенаправленного подбора для оптими-
зации заквасочных культур. Выявление гена narG 
как потенциального маркера восстановления нитра-
тов, а также описание разнообразия защитных си-
стем, включая CRISPR-Cas, открывают перспективы 
для более точной типизации штаммов и прогнози-
рования их технологических свойств. Эти резуль-
таты формируют основу для разработки заквасок 
с повышенной стабильностью, предсказуемыми ха-
рактеристиками и устойчивостью к бактериофагам, 
что в конечном счете способствует созданию более 
надежных и функциональных промышленно зна-
чимых культур, адаптированных к специфике кон-
кретных процессов ферментации. 
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