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Геномика микроорганизмов и вирусов
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Разнообразие и особенности полисахаридлиаз  
из экстремофильных прокариот

Заюлина К. С., Ельченинов А. Г., Подосокорская О. А., Туленков А. С., 
Сорокин Д. Ю.

Институт микробиологии им. С. Н. Виноградского,  
Федеральный исследовательский центр  
«Фундаментальные основы биотехнологии» РАН, Москва, Россия, 
электронный адрес: zauylinakc@gmail.com

Кислые полисахариды  – это полимеры, содержащие уроновые кислоты  
и/или сульфатированные сахара. Они являются разнообразной и масштабной 
группой полисахаридов, которые обнаружены у всех живых организмов. За их 
расщепление отвечают полисахаридлиазы (Polysaccharide Lyases, PL) и неко-
торые гликозидазы. Полисахаридлиазы (ПЛазы) активно применяются в тек-
стильной и пищевой отраслях промышленности, на их основе производят эко-
логически безопасные средства бытовой химии, а также применяют в косме-
тологии. Для этих процессов крайне важна высокая химическая стабильность 
белков в изменчивых или жестких индустриальных условиях. Поиск новых 
ПЛаз, обладающих высокой активностью и стабильностью при таких услови-
ях среды, остается актуальной задачей для современной биотехнологии. Пер-
спективным источником для поиска таких ферментов могут служить прока-
риоты, живущие при экстремальных условиях окружающей среды, например, 
высокой температуре (термальные экосистемы) или повышенной солености 
(нейтральные соленые и содовые озера, солончаки).

В нашей работе внимание было сконцентрировано на поиске и изучении 
ПЛаз у экстремофильных прокариот: гало(алкало)фильных и термофильных 
архей и бактерий. На начальном этапе был проведен анализ 77 геномов экстре-
мофильных прокариот из различных филумов Halobacteriota, Thermoproteota, 
Methanobacteriota, Planctomycetota, Bacteroidota, Verrucomicrobiota и др., для 
которых ранее был показан рост на различных полисахаридах, с целью вы-
явить гены полисахаридлиаз и реконструировать дальнейший метаболизма 
уроновых кислот.

Так, было обнаружено, что гены ПЛаз присутствовали у менее чем 50 % 
геномов архей, причем все эти археи являлись галофильными, но не (гипер)
термофилами. Среди бактерий доля геномов, кодирующие ПЛазы, составляла 
~80 %. Наиболее массовыми среди галоархей были белки семейств PL1 (пек-
татлиазы) и PL14 (альгинатлиазы). Самыми внушительными наборами ПЛаз 
обладали представители Natronoglomus mannanivorans (до 16 генов). В гено-
мах галофильных и термофильных бактерий наиболее распространенными 
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семействам были PL1, PL9, PL10, PL11, а также PL12. Бо́льшая часть охарак-
теризованных белков в семействах PL1, PL9 и PL10 являются пектат-лиазами, 
а PL11 – рамногалактуронан-лиазами, а в сем. PL12 входят гепаринсульфат-
лиазы. Наибольшим количеством полисахаридлиаз обладали термофильные 
планктомицеты: Tepidisphaera mucosa (20 генов), Fontivita pretiosa (23 генов), 
Thermogutta terrifontis (13 генов); термофильные веррукомикробы: Limispha­
era  sp. 4302-co и VF-2 (18–19 генов) и представители филума Bacteroido-
ta: Melioribacter roseus (17 генов), Natronoflexus pectinivorans (12 генов). Для 
предсказания активности изучаемых ПЛаз был проведен филогенетический 
анализ и определение их доменной организации – оказалось, что подавляю-
щее количество ферментов далеки от охарактеризованных гомологов. Почти 
у всех белков детектировался один каталитический домен, принадлежащий 
соответствующему семейству ПЛаз. Многие белки содержали сигнальные 
пептиды. У некоторых лиаз были выявлены дополнительные домены (CBM, 
Ig- и ConA-подобные, докерин, фибронектин и др.), которые могут участвовать 
в адгезии к субстрату и предоставлять дополнительные активности. 

Второй задачей являлась оценка ферментативной активности нескольких 
культур экстремофильных прокариот по отношению к кислым полисахаридам. 
Были детектированы активности нативных ферментов у: 1) клеток T. mucosa 
при 50 °С против пектина, полигалактуронана и рамногалактуронана; 2) кле-
ток и культуральной жидкости (КЖ) Rarispira pelagica при 50 °С по отноше-
нию к альгинату и альгиновой кислоте; 3) клеток M. roseus при 55 °С против 
альгината и альгиновой кислотыты; 4) клеток и культуральной жидкости (КЖ) 
алкалифильной бактерии Evansella sp. ABc-hyl1 против гиалуронана и хондро-
итинсульфата; 5) КЖ археи Natronoarchaeum sp. H-hyl1 против гиалуронана 
и хондроитинсульфата; 6) КЖ Natrarchaeobius versutus A-rgal3 по отношению 
к пектину и полигалактуронату; 7) белков КЖ N. mannanivorans AArc-xg1-1 по 
отношению к пектину и рамногалактуронану.

Таким образом, выбранные нами экстремофильные прокариоты демон-
стрируют разнообразие полисахаридлиаз, закодированных в их геномах. Бо-
лее того, активности этих ферментов из некоторых культур были подтвержде-
ны биохимическими методами.

Полученные результаты являются весьма актуальными для фундамен-
тальной науки ввиду того, что работ по изучению полисахаридлиаз из экс-
тремофильных бактерий достаточно мало. Более того, полисахаридлиазы из 
архей (и их функции) практически не исследованы. 

Работа поддержана грантом РНФ № 25-14-00272.
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Коллекция расшифрованных геномов 128 штаммов  
углеводородокисляющих актиномицетов – ценный источник 
для сравнительной и функциональной геномики
Криворучко А. В., Куюкина М. С., Ившина И. Б.

Пермский федеральный исследовательский центр Уральского отделения  
Российской академии наук, Пермь, Россия,  
электронный адрес: nast@iegm.ru

Уральская профилированная коллекция алканотрофных микроорганизмов 
(далее – Коллекция, акроним ИЭГМ, WDCM #768, http://www.iegmcol.ru) – са-
мый большой в мире фонд штаммов непатогенных углеводородокисляющих 
актиномицетов, содержащий более 3500 бактериальных культур. Ядро Кол-
лекции составляют представители нокардиоформных актиномицетов рода 
Rhodococcus. Особенность Коллекции состоит в том, что виды в ней представ-
лены не просто типовыми штаммами, а множеством природных изолятов, вы-
деленных из контрастных эколого-географических зон [1]. 

Цель настоящей работы – получить массив полногеномных последователь-
ностей штаммов актиномицетов из Коллекции ИЭГМ для исследования функ-
циональных генов и генетических механизмов, обусловливающих высокую 
стресс-толерантность данной экологически и биотехнологически значимой 
группы микроорганизмов.

В работе использовали 128 коллекционных штаммов Dietzia, Gordonia 
и Rhodococcus. Штаммы отбирали на основании их функциональной актив-
ности (деградация углеводородов и фармполлютантов, направленная транс-
формация терпеноидов и органических сульфидов, синтез биосурфактантов, 
устойчивость к тяжелым металлам), источника выделения (нефтезагрязненная 
и чистая почва, нефтешлам, снег, пластовая вода, наземные пресные водоемы, 
ризосфера, водные и почвенные образцы холодных регионов) и таксономиче-
ской принадлежности. Использовали ранее идентифицированные по феноти-
пическим признакам штаммы – представители видов Dietzia maris (2 штамма), 
Gordonia alkanivorans (3  штамма), G.  amicalis (3  штамма), G.  paraffinivorans 
(1  штамм), G.  rubripertincta (3  штамма), G.  terrae (2  штамма), Rhodococcus 
aetherivorans (1  штамм), R.  cerastii (2  штамма), R.  cercidiphylli (1  штамм), 
R. corynebacterioides (1 штамм), R. erythropolis (17 штаммов), R. fascians (2 штам-
ма), R. globerulus (1 штамм), R. jostii (7 штаммов), R. maanshanensis (1 штамм), 
R. opacus (2 штамма), R. pyridinivorans (1 штамм), R. rhodochrous (12 штаммов), 
R. ruber (18 штаммов), R. wratislaviensis (1 штамм) и R. yunnanensis (1 штамм), 
а также неидентифицированные изоляты Gordonia sp. (3 штамма), Nocardia sp. 
(1 штамм) и Rhodococcus sp. (42 штамма).

Для полногеномного секвенирования использовали методы Illumina, 
Polyseq и Nanofor SPS. Полученные геномы имели высокое качество: покры-
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тие >50×, количество контигов <500, N50 >5000 п. н., полнота сборки >90 %, 
загрязнение <10 %. Геном G. alkanivorans ИЭГМ 101 был собран полностью 
(complete genome), остальные геномы были собраны на уровне контигов (draft 
genome). Последовательности доступны в базах данных DDBJ/EMBL/GenBank 
под номером проекта PRJNA783162, а также номерами CCSD01000 001–
CCSD01000115, MRBQ01000001–MRBQ01000231, JANFQL010000001–
JANFQL010 000 087 и JANFQM010 000 001–JANFQM010 000140. В результате 
подсчета общегеномных индексов родства подтвержден таксономический 
статус 61 штамма, реклассифицированы 17 штаммов, идентифицированы до 
вида 12 изолятов и 38 штаммов отнесены к новым, ранее не описанным видам 
Gordonia, Microbacterium и Rhodococcus. Для аннотации геномов использова-
ли программы RASTtk (https://rast.nmpdr.org) и PGAP [2]. Информация о генах 
позволила уточнить метаболические пути деградации родококками аромати-
ческих соединений [3]; найти ключевой фермент окисления (–)-изопулегола 
активными штаммами R. rhodochrous – цитохром P450-зависимую моноокси-
геназу [4]; определить генетические детерминанты процессов окисления про-
пана и н-бутана клетками R. ruber [1]; обнаружить гликозилтрансферазу, обе-
спечивающую повышенную продукцию экзополисахаридов родококками [5]. 
В результате сравнения геномов выявлена высокая гетерогенность внутри ви-
дов по набору функциональных генов, что объясняет штаммоспецифичность 
многих признаков у актиномицетов.

Работа выполнена при поддержке Министерства науки и высшего образо-
вания Российской Федерации (госзадания № 124020500 028-4, 122031400 671-1) 
с использованием оборудования ЦКП «Региональная профилированная коллек-
ция алканотрофных микроорганизмов» Пермского федерального исследова-
тельского центра Уральского отделения Российской академии наук.
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Характеристика систем антифаговой защиты 
и фагоустойчивости бактерий  
Lactococcus lactis и Lactococcus cremoris

Герасимович А. Д., Сидоренко А. В.

Институт микробиологии НАН Беларуси, Минск, Беларусь,  
электронный адрес: gerasimovica88@gmail.com

Бактериофаги, лизирующие заквасочные культуры бактерий рода Lacto-
coccus, наносят существенный ущерб молочной промышленности, нарушая 
процессы ферментации и снижая качество готовой продукции. Исследование 
механизмов формирования фагоустойчивости лактококков будет способство-
вать расширению знаний об особенностях их адаптации к фаговой инфекции 
и повышению стабильности заквасочных культур [1].

Цель работы  – сравнительный анализ генетических детерминант, коди-
рующих системы антифаговой защиты и специфические фаговые рецепторы 
бактерий рода Lactococcus, и их влияние на фагоустойчивость лактококков.

Объектами исследования служили штаммы бактерий Lactococcus lactis 
БИМ В-425, L. lactis БИМ В-1834 и Lactococcus cremoris БИМ В-1989, выделен-
ные из хвои, бактериальной закваски и твердого сыра домашнего приготовле-
ния соответственно. Анализ геномов лактококков проводили с использовани-
ем программ Rast, InterPro, Defense Finder и PADLOC [1]. Определение генов, 
детерминирующих биосинтез полисахаридов клеточной стенки лактококков, 
проводили с помощью мультиплексной ПЦР [2]. Фаготипирование бактерий 
осуществляли общепринятыми методами с использованием фагов родов Ce-
duovirus и Skunavirus из фонда Белорусской коллекции непатогенных микро-
организмов [2]. Эксперименты проводили в трехкратной повторности. Стати-
стический анализ осуществляли, используя пакет программ Microsoft Excel.

Биоинформатический анализ геномов бактерий L.  lactis БИМ В-425, 
L. lactis БИМ В-1834 и L. cremoris БИМ В-1989 показал наличие различных си-
стем антифаговой защиты. Штаммы L. lactis БИМ В-1834 и L. lactis БИМ В-425 
содержали гены, предположительно кодирующие белки системы рестрикции‑
модификации I типа, а также белки недавно описанных антифаговых систем, 
локализованных в хромосоме (PD‑T4‑6 и pVip) и на плазмиде (PDC‑S04). В то 
же время штамм L. cremoris БИМ В-1989 характеризовался увеличенным ко-
личеством предполагаемых систем защиты в составе хромосомы, среди кото-
рых системы рестрикции‑модификации типа I и IIG, а также множество недав-
но описанных предполагаемых антифаговых систем с еще неустановленным 
механизмом действия (PD‑T4‑6 и PDC‑S47), предположительно осуществля-
ющих абортивный механизм защиты (Mokosh, Lamassu, SoFic, AbiV) или по-
давляющих репликацию фага (pVip). Кроме того, в геноме штамма L. cremoris 
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БИМ В-1989 обнаружено большое количество IS-элементов и отдельных ге-
нетических детерминант, входящих в состав других защитных систем, что, 
вероятно, связано с длительной адаптацией бактерии к фаговой инфекции. 

При фаготипировании 44 коллекционных штаммов лактококков установ-
лено, что бактерии, содержащие в составе клеточной стенки полисахариды ти-
пов A и B, сохраняют чувствительность к 22 штаммам фагов родов Ceduovirus 
и Skunavirus, а штаммы, содержащие полисахариды типа C, не инфицируют-
ся ни одним из исследованных фагов. В связи с этим можно предположить, 
что фагоустойчивость штамма L. cremoris БИМ В-1989 (тип полисахарида С), 
вероятно, связана с особенностями строения полисахаридов клеточной стен-
ки и наличием большого количества предполагаемых систем антифаговой 
защиты. При исследовании генов, кодирующих белки‑рецепторы для адсор-
бции фагов штамма L. lactis БИМ В-1834, в кластере генов синтеза полисаха-
рида типа B были обнаружены дополнительные генетические детерминанты, 
характерные для кластера синтеза полисахарида типа A. Кроме того, уста-
новлено, что рецепторы для фагов рода Ceduovirus в геноме данного штам-
ма являются нефункциональными вследствие наличия преждевременного 
стоп‑кодона в центральной части гена pip и фрагментации гена yjaE. Такая 
организация генома, вероятно, препятствует адсорбции фагов на поверхности 
клетки и, соответственно, обусловливает фагоустойчивость бактерии. В то же 
время наличие генов, кодирующих функциональные белки Pip и YjaE, в соче-
тании с небольшим количеством систем антифаговой защиты штамма L. lactis  
БИМ В-425 (тип полисахарида А) и его чувствительностью к фагам рода Ce-
duovirus, вероятно, связано с адаптацией бактерии к условиям естественной 
среды обитания, характеризующейся низкой концентрацией бактериофагов.

Таким образом, фагоустойчивость исследованных штаммов бактерий 
L. lactis и L. cremoris определяется различными молекулярными механизмами 
(модификации полисахаридов клеточной стенки, мутации генов белков-рецеп-
торов, системы антифаговой защиты), а стратегия защиты, вероятно, зависит 
от условий среды обитания. Полученные данные будут способствовать более 
точной оценке фагоустойчивости лактококков для отбора заквасочных куль-
тур, перспективных для использования в молочной промышленности.
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Представители рода Gordonia широко распространены в природных и тех-
ногенных экосистемах и известны благодаря своей способности разлагать 
сложные органические соединения и поллютанты, а также синтезировать вто-
ричные метаболиты, в том числе биосурфактанты и каротиноиды, что делает 
их перспективными агентами в различных отраслях биотехнологии. Тем не 
менее потенциал рода в синтезе структурно новых соединений остается недо-
статочно изученным. Более того, в условиях нарастающей антропогенной на-
грузки становится актуальным поиск микроорганизмов, обладающих специ-
ализированными адаптивными стратегиями. Применение полногеномного 
анализа позволяет подробнее изучить биосинтетический потенциал и выявить 
«молчащие» генетические локусы. В данной работе проведен сравнитель-
ный геномный анализ новых штаммов рода Gordonia с целью выявления их 
биотехнологического потенциала и экологической адаптации. Исследуемые 
штаммы выделены из образцов песка, загрязненного мазутом (Краснодарский 
край, Темрюкский район).

Выделение ДНК осуществлено с использованием набора для выделе-
ния бактериальной ДНК FastPure (Vazyme, DC103-01) в соответствии с про-
токолом производителя. Концентрацию и качество образца ДНК оценивали 
с помощью флуориметра Allsheng Fluo-200 (Китай), спектрофотометра Implen 
Nanophotometer P360 (Германия) и электрофореза в агарозном геле. Полноге-
номное секвенирование выполнено на платформе MGI DNBSEQ-G50. Сырые 
прочтения отфильтрованы с помощью ПО Trimmomatic v. 0.39 и собраны в кон-
тиги с использованием SPAdes v.3.15.4. Для гибридной сборки тот же образец 
ДНК был секвенирован на оборудовании MinION (ONT). Аннотация геномов 
выполнена с помощью сервиса BV-BRC. Полученные данные приведены в та-
блице. Поиск кластеров вторичных метаболитов осуществлен с использова-
нием сервиса antiSMASH 7.0. Видовая идентификация выполнена с помощью 
TYGS и EzBioCloud.

Все штаммы отнесены к виду Gordonia amicalis на основании параметров 
цифровой ДНК-ДНК гибридизации и средней нуклеотидной идентичности. 
В геномах исследуемых штаммов выявлено от 14 до 25 биосинтетических ген-
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ных кластеров, среди которых общими являются кластеры биосинтеза экто-
ина, каротиноидов и арилполиенов. Кластер ε-поли-L-лизина, вещества, об-
ладающего широким спектром противомикробной активности, также обнару-
жен для всех геномов с высоким сходством с известными кластерами. Однако 
значительная часть нерибосомных пептидсинтаз (NRPS) и поликетидсинтаз 
(PKS) обладает низким уровнем или отсутствием гомологии с известными 
кластерами базы MIBiG. Для штамма G. amicalis 26k наблюдается наиболь-
шее разнообразие кластеров вторичных метаболитов, включая идентифици-
рованные кластеры ризомидов и кокурина. Отмечены различия в системах 
транспорта железа: для штамма G. amicalis 42k выявлен кластер мадурастати-
на, в то время как для трех других штаммов – десферриоксамина.

Параметры сборки геномов исследуемых штаммов

Параметр
Штамм

18k 26k 30k 42k

Размер генома, п. н. 5 018 215 5 528 173 5 308 933 5 316 547
N50 55 870 58 152 81 813 5 316 547
ГЦ состав, % 67,35 67,11 67,34 67,32
Полнота сборки 99,6 99,4 99,3 99,2
CDS 4854 5458 5062 4935
тРНК 48 49 49 48
рРНК 5 6 5 9

Высокий адаптационный потенциал штаммов поддерживается благодаря 
наличию широкого спектра ферментов деградации ксенобиотиков и механиз-
мов устойчивости к стрессовым факторам. Так, в геномах штаммов обнару-
жены системы деградации алканов (AlkB, CYP450) и ароматических соеди-
нений (фенол, толуол, бензол, катехол, бензоат, ксилол). Выявлен развитый 
транспортный аппарат, представленный системами транспорта меди (CopCD), 
калия и магния (Trk, Ktr), а также системой секреции VII типа. Кроме того, 
по результатам геномного анализа, штаммы демонстрируют высокую вариа-
тивность в системах детоксикации тяжелых металлов. Для G. amicalis 30k на-
блюдается наибольшее количество генов устойчивости к мышьяку (19 генов).

В результате сравнительного анализа показано сочетание высокого адап-
тационного и биосинтетического потенциала. Наличие значительного числа 
неопределенных биосинтетических генных кластеров (в том числе с низкой 
гомологией) указывает на перспективность штаммов как источников новых, 
неизвестных ранее метаболитов. Выживаемость штаммов в условиях техно-
генной нагрузки обеспечивается наличием таких систем, как системы синтеза 
осмопротекторов, антиоксидантов и устойчивости к тяжелым металлам и ан-
тибиотикам.
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продуцирующих экзополисахариды
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В последние годы все больший интерес вызывают экзополисахариды 
(ЭПС), продуцируемые молочнокислыми бактериями. Показаны их противо-
раковые, антиоксидантные, пребиотические, иммуномодулирующие свойства, 
противовоспалительный и другие эффекты [1]. Синтез ЭПС кодируется кла-
стером генов eps, включающим гликозилтрансферазы, флиппазу, полимеразу, 
а также другие ферменты [2]. По современным данным, гены мезофильных 
молочнокислых бактерий, ответственные за биосинтез ЭПС, часто локализо-
ваны на внехромосомных генетических элементах – плазмидах, что определя-
ет их ключевую роль в регуляции метаболических и адаптационных свойств 
микроорганизмов [3].

Цель исследования – анализ плазмидного профиля продуцирующих ЭПС 
молочнокислых бактерий Weissella cibaria GK67, Weissella cibaria GK69, Lac-
tiplantibacillus plantarum GK25m, Enterococcus faecium GK40, Enterococcus du-
rans GK35, выделенных ранее из самоквасных ферментированных продуктов. 

Скрининг штаммов, продуцирующих ЭПС, проведен по результатам ви-
зуального теста при выращивании бактерий на агаризованной питательной 
среде с конго красным. Культивирование микроорганизмов осуществляли 
в жидкой модифицированной среде MRS при оптимальных температурных 
условиях в течение 16 ч. В состав питательной среды дополнительно вводили 
сахарозу в концентрации 2 %. Клетки осаждали центрифугированием, после 
чего проводили экстракцию плазмид.

Выделение плазмидной ДНК осуществляли с использованием двух ком-
мерческих протоколов, основанных на принципе щелочного лизиса с после-
дующей сорбцией нуклеиновых кислот на кремнеземной матрице: Monarch 
Spin Plasmid Miniprep Kit (New England Biolabs, США) и NucleoSpin Plasmid 
(Macherey-Nagel, Германия). Применение двух независимых методических 
подходов позволило повысить достоверность полученных результатов и оце-
нить эффективность выделения плазмид разного размера и конформации. По-
лученные плазмиды были визуализированы с помощью электрофореза в 1,5 % 
агарозном геле (см. рисунок).

В результате проведенного анализа было установлено, что исследуемые 
штаммы характеризуются наличием плазмидной ДНК. Так, у Weissella cibaria 
GK67 и Weissella cibaria GK69, Lactiplantibacillus plantarum GK25m, Enterococ-
cus faecium GK40, Enterococcus durans GK35 выявлено наличие плазмид раз-
мером более 10 тыс. п. н. Биоинформационный анализ с использованием базы
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Идентификация плазмид Weissella cibaria GK67 и Weissella cibaria GK69:  
1 – плазмидная ДНК Weissella cibaria GK67, выделенная с использованием  

набора NucleoSpin Plasmid; 2 – маркер Gene Ruller 1kb DNA Ladder (3 участка маркера 
отмечены); 3 – плазмидная ДНК Weissella cibaria GK69, выделенная с использованием 

набора NucleoSpin Plasmid; 4 – плазмидная ДНК Weissella cibaria GK69, выделенная 
с использованием набора Monarch Spin Plasmid Miniprep Kit

данных NCBI показал, что плазмиды бактерий Lactiplantibacillus plantarum 
могут нести гены, кодирующие ключевые ферменты биосинтеза экзополиса-
харидов, включая гликозилтрансферазы, полимеразы, полисахаридпирувил-
трансферазы. Учитывая консервативность ряда метаболических путей среди 
молочнокислых бактерий, можно предположить наличие аналогичных гене-
тических детерминант на плазмидах исследуемых штаммов, что требует даль-
нейшего молекулярного анализа с использованием специфических праймеров 
к генам, вовлеченных в биосинтез ЭПС.
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Штамм дрожжей Papiliotrema flavescens 1-АЛ-3 (ранее Cryptococcus fla-
vescens) синтезирует клеточносвязанную β-галактозидазу. Фермент катализи-
рует реакции гидролиза β-галактозидов и/или их трансгалактозилирования, 
приводящего in vitro и in vivo к синтезу галактоолигосахаридов. Это определи-
ло использование штамма как компонента микробного консорциума в составе 
полифункциональной кормовой добавки «Полиэкт» [1]. С целью улучшения 
штамма P.  flavescens 1-АЛ-3 по признаку синтеза β-галактозидазы и повы-
шения выхода галактоолигосахаридов проведен биоинформатический поиск 
в его геноме детерминант, ответственных за экспрессию ферментного белка. 
Следует указать на отсутствие данных о структуре, организации и регуляции 
генов, кодирующих β-галактозидазу у представителей исследуемого вида. 
У микроорганизмов других таксономических групп выявлены молекулярные 
формы ферментных белков, являющихся продуктами различных генов [2].

В базе данных Национального центра биотехнологической информа-
ции США (БД НЦБИ Genome) обнаружен единственный геном представи-
теля рода Papiliotrema  – штамма P.  flavescens NRRL  Y-50378 (код доступа 
GCA_000 442785.1). Ввиду отсутствия аннотации упомянутого генома в ука-
занной базе данных нами проведена его аннотация (программы funannotate 
и INTERPROSCAN) с целью выявления генов, кодирующих β-галактозидазу.

В результате выравнивания (алгоритм megablast в программе BLAST+) ну-
клеотидных последовательностей (н. п.) случайных фрагментов геномов ис-
следуемого (P. flavescens 1-АЛ-3) и референсного (P. flavescens NRRL Y-50378) 
штаммов выровнены 9/16 фрагментов, показатель идентичности которых со-
ставил [78,3; 100,0] %, среднее – 94,7 %, медиана – 98,6 %. Высокая степень 
фрагментации (712 н. п.) генома референсного штамма, его невысокое сходство 
и отсутствие опубликованных геномов других представителей этого вида об-
условили поиск генов-кандидатов, продукты экспрессии которых предполо-
жительно обладают β-галактозидазной активностью, в аннотированных н. п. 
генома P. flavescens NRRL Y-50378. В результате в геноме референсного штам-
ма обнаружены два гена-кандидата с аннотацией «β-галактозидаза», условно 
обозначенные как b_gal_1 и b_gal_2, определены н. п. генов, а также амино-
кислотные последовательности (а. п.) их предполагаемых продуктов.
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Биоинформатический поиск (база данных expressed sequence tags : база дан-
ных секвенированных фрагментов кДНК), ограниченный представителями 
порядка Tremellales, в который входит род Papiliotrema, не выявил каких-либо 
значимых совпадений н.п. гена b_gal_1 P. flavescens NRRL Y-50378, тогда как 
для н. п. гена b_gal_2 обнаружено одно совпадение – с н. п. гена P. laurentii (код 
доступа DY867990.1, сходство 99 %, покрытие 100 %).

Поиск а. п. (база данных Non-redundant protein sequences), схожих с а. п. 
предполагаемых продуктов генов-кандидатов, выявил, что не описанный для 
рода Papiliotrema белок b_gal_1 по а. п. наиболее схож (сходство 60,1–64,4 %, 
покрытие 100,0  %) с неидентифицированными белками, часть из которых 
аннотирована как «гликозид-гидролазы». Белок с условным обозначением 
b_gal_2 наиболее схож (65,3 % при покрытии 99 %) с белком bga8 P. laurentii 
5307AH, обладающим β-галактозидазной активностью. При этом наибольшее 
сходство (89 % при покрытии 95 %) обнаруживали а. п. предполагаемого про-
дукта гена b_gal_2 и β‑галактозидазы P.  terrestris [3]. Следовательно, белки 
с первичной структурой, схожей с предполагаемыми продуктами генов-кан-
дидатов, и аннотированные как β-галактозидазы описаны у дрожжевых гри-
бов, родственных P. flavescens.

Среди секвенированных геномов дрожжевых грибов рода Papiliotrema из 
БД НЦБИ Genome проведен поиск н. п., схожих с н. п. генов-кандидатов из 
генома P. flavescens NRRL Y-50378 (BLAST+, версия 2.14.1), выполнено их мно-
жественное выравнивание (MAFFT, версия 7.505), определены консерватив-
ные н. п. гена-кандидата b_gal_2, подобраны н. п. ПЦР-праймеров, пригодных 
для специфичной амплификации гена. Праймеры к гену b_gal_1 подобраны 
без учета консервативных последовательностей ввиду отсутствия схожих н. п. 
в геномах рода Papiliotrema, а размер ожидаемого продукта оценивали по ге-
ному P. flavescens NRRL Y-50378.

Подобранные пары праймеров после оценки их специфичности и способ-
ности образовывать вторичные структуры (димеры и «шпильки») будут ис-
пользованы для проверки наличия в геноме P. flavescens 1-АЛ-3 н. п., схожих 
с н. п. генов b_gal_1 и b_gal_2.
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Полногеномный анализ штамма  
Aeromonas piscicola БИМ B-1806 –  
возбудителя аэромоноза рыб
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Патогенность бактерий рода Aeromonas – возбудителей заболеваний рыб, 
выращиваемых в условиях аквакультуры, связана с биосинтезом ряда клеточ-
но-ассоциированных и внеклеточных факторов патогенности, участвующих 
в различных стадиях инфекционного процесса. Так, клеточно-ассоциирован-
ные структуры, такие как пили и жгутики, играют роль в адгезии и инвазии 
клеток хозяина. Образование капсулы обеспечивает защиту от иммунной си-
стемы организма рыб. Продукция внеклеточных ферментов способствует ин-
вазии патогенов путем прямого повреждения кожи и внутренних органов рыб, 
а также протеолитической активации цитотонических и цитотоксических эн-
теротоксинов, синтез которых является характерным признаком аэромонад 
[1–3]. Кроме того, многие штаммы бактерий рода Aeromonas характеризуются 
множественной устойчивостью к противомикробным препаратам и способ-
ностью к горизонтальной передаче генов антибиотикорезистентности другим 
бактериям, что затрудняет лечение бактериальных инфекций у рыб [4, 5].

Цель данной работы – анализ генов патогенности и антибиотикорезистент-
ности в геноме штамма Aeromonas piscicola БИМ B-1806 – возбудителя аэро-
моноза, выделенного из язвы на поверхности тела карпа.

Нуклеотидная последовательность генома A. piscicola БИМ B-1806 собра-
на de novo гибридным методом из коротких и длинных прочтений, получен-
ных на платформах MinION и MiSeq. Аннотацию генома проводили с помо-
щью программы Prokaryotic Genome Annotation Pipeline (PGAP) на платфор-
ме НЦБИ. Номер доступа к геномным данным в ГенБанке НЦБИ CM132306. 
Функциональный анализ генома осуществляли с помощью баз данных KEGG 
(Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) и VFDB (Virulence Factor Database).

Геном A.  piscicola БИМ B-1806 представлен кольцевой хромосомой раз-
мером 5 137 694 п. н. с ГЦ составом 59,6 %. Среди клеточно-ассоциирован-
ных факторов патогенности, в нуклеотидной последовательности A. piscicola 
БИМ B-1806 обнаружены кластеры генов, кодирующие белки биогенеза: по-
лярного жгутика (64 гена в 7 кластерах и два отдельно расположенных гена); 
пилей IV типа (13 генов в одном кластере для Flp пилей, 17  генов в одном 
кластере – Msh пилей, 18 генов в четырех кластерах и четыре отдельных рас-
положенных гена  – Tap пилей); фимбрий I типа (6 генов в одном кластере). 
Среди систем секреции, участвующих в транспорте внеклеточных ферментов 
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в процессе инфекционного процесса, выявлены системы II (14 генов в двух 
кластерах) и VI (26 генов в четырех кластерах) типов. Способность штамма 
A. piscicola БИМ B-1806 продуцировать энтеротоксины обусловлена наличием 
в геноме генов, кодирующих цитотоксический энтеротоксин (Act/AerA), вне-
клеточный термолабильный гемолизин AHH1 (ahh1), гемолизины HlyA и III 
(hlyA и hlyIII), термостабильный гемолизин и высокомолекулярный цитоток-
син MARTX в составе RTX-кластера генов. Среди генетических детерминант, 
ассоциированных с устойчивостью к антимикробным препаратам, выявлено 
около 60 генов, ответственных за устойчивость к бета-лактамным антибиоти-
кам, катионным антимикробным пептидам (КАМП) и ванкомицину.

Полученные данные расширяют знания о патогенном потенциале бактерий 
A. piscicola, что имеет важное значение для разработки методов быстрой иден-
тификации и мониторинга целевого патогена в рыбоводческих хозяйствах.
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Штамм Levilactobacillus brevis 47f, выделенный из кишечной микробиоты 
здорового человека, в экспериментальных моделях in vivo и in vitro проявил 
выраженные антиоксидантные, адаптогенные, иммуно- и нейромодулирую-
щие свойства [1–6] и является перспективным в качестве основы препарата-
фармабиотика. 

В геноме L. brevis 47f выявлен ряд генов, потенциально вовлеченных в био-
синтез функционально значимых метаболитов и взаимодействие с организмом 
хозяина. В частности, в результате геномного анализа обнаружен локус, ассо-
циированный с активностью глутаматдекарбоксилазы (GAD-системой), вклю-
чающий регуляторно-метаболический кластер gadR-gadC-gadB-gltX, транс-
портеры семейства глутамат-гамма-аминобутират транспортеров YjeM, а так-
же дополнительный ген глутаматдекарбоксилазы gadA, что согласуется со 
способностью штамма к биосинтезу γ-аминомасляной кислоты, важного ней-
ромедиатора. Кроме того, представлены гены, связанные с фолатным обменом 
и синтезом рибофлавина, что указывает на нутритивную поддержку хозяина. 
Обнаружены гены белков антиоксидантной защиты, включая пероксиредок-
син, тиоредоксин, тиоредоксин-дисульфидредуктазу и γ-глутамилцистеин-
синтетазу. Наличие отдельного кластера из более чем 10 генов, кодирующих 
ферменты синтеза коротко- и среднецепочечных жирных кислот, подтвержда-
ет иммуномодулирующий потенциал целевого штамма. Дополнительный ин-
терес представляют гены, связанные с синтезом внеклеточных полисахаридов 
и поверхностных гликоконъюгатов, потенциально вовлеченных в процессы 
адгезии, колонизации и взаимодействия с иммунной системой хозяина, ана-
лиз по базе данных карбогидрат-активных ферментов (CAZy) выявил 60 генов, 
ответственных за синтез ферментов углеводного обмена, включая гликозил-
трансферазы и гликозидазы. 

Использование биоинформатического инструмента antiSMASH v8.0 по-
зволило предсказать в геноме два кластера синтеза вторичных метаболитов, 
что указывает на потенциальный синтез антимикробных соединений. Важно, 
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что анализ с помощью инструмента AMRFinderPlus не выявил приобретенных 
генов антибиотикорезистентности, а результаты сравнения с базами данных 
факторов вирулентности и белков взаимодействия «патоген-хозяин» (VFDB 
и PHI) показали, что обнаруженные совпадения относятся преимущественно 
к консервативным белкам общего метаболизма и стресс-ответа, а не к класси-
ческим факторам вирулентности.

Таким образом, структура генома L.  brevis 47f подтверждает наличие 
у штамма генетического потенциала к синтезу биоактивных соединений и реа-
лизации механизмов, связанных с антиоксидантной защитой, нейромодулиру-
ющими, протекторными и адаптогенными свойствами, наблюдаемыми in vivo.
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Геномный анализ фитопатогенов Pectobacterium spp. 
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Бактерии рода Pectobacterium (ранее – Erwinia) входят в число основных 
фитопатогенов, снижающих урожайность сельскохозяйственных культур, 
ухудшающих качество продукции и сокращающих сроки ее хранения как на 
территории Беларуси, так и во всем мире. Наибольший негативный эффект ока-
зывается пектобактериальными возбудителями черной ножки и мягкой гнили, 
поражающих широкий круг хозяев [1, 2]. Ввиду экономической значимости 
пектобактерий исследование патогенности данной группы микроорганизмов, 
разработка методов оперативной диагностики возбудителей растительных ин-
фекций и способов борьбы с ними являются актуальными задачами. Решение 
подобного рода задач значительно упрощается при наличии геномных после-
довательностей фитопатогенов.

Цель данного исследования – отработка методов подготовки геномных би-
блиотек фитопатогенных изолятов рода Pectobacterium с последующим анали-
зом нуклеотидных последовательностей методом нанопорового секвенирова-
ния. Преимуществами нанопорового секвенирования являются возможность 
получения одиночных прочтений более 10  тыс.  п.  н., компактность и невы-
сокая стоимость оборудования, делающие процесс полногеномного секвени-
рования доступным. Материалом исследования послужили фитопатогенные 
бактериальные изоляты из коллекции кафедры молекулярной биологии био-
логического факультета БГУ [2]. Данная коллекция ежегодно пополняется но-
выми изолятами, полученными на территории Республики Беларусь из тканей 
пораженных растений. Подготовка геномных библиотек осуществлялась со-
гласно протоколу баркодирования ONT Rapid Barcoding Kit v14. Расшифровка 
данных нанопорового секвенирования и коррекция сборки проводилась с ис-
пользованием программного обеспечения Dorado [3], сборка бактериальных 
геномов – Flye [4], автоматическая аннотация – Prokka [5] последних версий.

На момент публикации отработана методика выделения и очистки полно-
геномной высокомолекулярной ДНК и получено 15 геномных сборок фито-
патогенных изолятов видов Pectobacterium carotovorum, P. versatile, P. brasi­
lience, P. parmentieri. Объем и качество данных, получаемых с использованием 
секвенаторов Oxford Nanopore MinION Mk1B и PrometION P2Solo, достаточны 
для достоверных полногеномных сборок геномов бактериальных фитопато-
генов, необходимость в дополнительной коррекции сборок с применением 
данных других технологий секвенирования отсутствует. В ходе аннотации 
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геномов пектобактерий были обнаружены генные кластеры фитопатогенно-
сти, общие для рода Pectobacterium и видоспецифичные, в том числе системы 
секреции 1-го, 2-го и 6-го типов. Также в ходе исследования была уточнена 
видовая принадлежность ряда изолятов рода Pectobacterium и подтверждено 
распространение на территории Беларуси инвазивного P. brasilience.

Работа выполнена при поддержке гранта БРФФИ Б26М-032.
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В настоящее время большое внимание уделяется изучению почвенных 
бактерий рода Pseudomonas, продуцирующих во внешнюю среду широкий 
спектр биологически активных соединений с антимикробной, фитостимули-
рующей и гербицидной активностью. Одним из таких соединений является 
4-формиламинооксивинилглицин (ФВГ)  – вещество, обладающее выражен-
ной гербицидной и антибактериальной активностью [1]. В  частности, ФВГ 
способен специфически подавляет прорастание семян многих сорных злаков 
(например, мятлика однолетнего – Poa annua), не влияя при этом на уже вы-
росшие однодольные растения или двудольные культуры. Касаемо антими-
кробной активности, ФВГ активен в отношении некоторых бактериальных 
патогенов растений (например, в отношении Erwinia amylovora – возбудителя 
бактериального ожога плодовых культур) [2]. Полифункциональная биологи-
ческая активность ФВГ определяет его потенциал в качестве основы для раз-
работки комплексных биопрепаратов для защиты растений.

Цель данного исследования  – поиск и молекулярно-генетическая харак-
теристика бактерий рода Pseudomonas  – потенциальных продуцентов ФВГ 
и анализ их антимикробных свойств.

На первом этапе работы, в соответствии с литературными данными, 
нами были отобрано 37 штаммов бактерий рода Pseudomonas из фонда Бе-
лорусской коллекции непатогенных микроорганизмов, которые потенциаль-
но могут синтезировать ФВГ. Для дальнейшей идентификации наличия gvg-
кластера, определяющего синтез ФВГ, нами был выбран маркерный ген gvgF, 
присутствующий в геномах всех псевдомонад, способных к продукции ФВГ. 
Для амплификации данного гена были разработаны специфичные праймеры  
Ps-gvgF-F и Ps-gvgF-R. ПЦР-скрининг проводили на матрицах ДНК отобран-
ных штаммов псевдомонад. Данный анализ показал наличие гена gvgF у штам-
мов под номерами БИМ B-158, B-188 и B-1909 (см. рисунок).

Штаммы БИМ B-158 и B-188 были выделены из ризосферы мятлика лу-
гового, а штамм БИМ B-1909 был изолирован из бассейна ОАО ОРХ «Селец» 
и возможно является условно патогенным для рыб. Для уверенной видовой 
принадлежности отобранных штаммов нами были проведены дополнительные
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Электрофореграмма результатов ПЦР-скрининга штаммов B‑158, B-188 и B-1909 на наличие 
гена gvgF: MMB – маркер молекулярной массы ДНК (SM0311); +к – положительный 

контроль, –к – отрицательный контроль

исследования. Для этого ранее амплифицированные гены gvgF и случайные 
геномные фрагменты, которые были получены путем обработки геномных 
ДНК рестриктазой EcoRV, клонировали в составе вектора pJET1.2 и секвени-
ровали по методу Сенгера [3]. В результате были получены и проанализиро-
ваны нуклеотидные последовательности генов gvgF и случайных геномных 
фрагментов. Впоследствии штаммы БИМ B‑158, B-188 и B‑1909 были опре-
делены как штаммы видов P. lactucae, P. fluorescens и P. fluorescens соответ-
ственно.

Была проведена оценка антагонистической активности изучаемых штам-
мов в отношении фитопатогена Erwinia amylovora (штаммы БИМ  B-641  Г  
и БИМ B-1645). По результатам тестирования антимикробная активность была 
зафиксирована для штамма P.  fluorescens БИМ B-1909. На основании сово-
купности полученных данных штамм P. fluorescens БИМ B-1909 был отобран 
для дальнейшего проведения полногеномного секвенирования и биоинфор
матического анализа нуклеотидной последовательности.
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Характеристика генетических детерминант,  
кодирующих экзополисахариды бифидобактерий  
Bifidobacterium longum БИМ B-813 Д
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Способность к продукции экзополисахаридов (ЭПС) является одним из 
критериев, определяющих пробиотический потенциал микроорганизмов. 
ЭПС образуют защитную капсулу вокруг бактериальной клетки, которая 
способствует сохранению жизнеспособности микроорганизмов в стрессовых 
условиях ЖКТ (воздействие кислой среды, желчных кислот, ферментов); уча-
ствуют в модуляции иммунного ответа; обеспечивают адгезию бактериаль-
ных клеток к слизистой оболочке кишечника человека. ЭПС бифидобактерий 
проявляют пребиотическую активность, избирательно стимулируя рост сим-
биотической микробиоты [1].

Большинство изученных геномов бифидобактерий содержат детерминан-
ты, ответственные за синтез экзополисахаридов, но при этом наблюдаются 
межвидовые различия в организации и количестве этих генов. Установлено, 
что существуют консервативные генетические области, характерные для рода 
Bifidobacterium, и у каждого вида выявлены уникальные eps-локусы синте-
за данных высокомолекулярных углеводов, что подтверждает значительную 
долю межвидовой изменчивости [2]. Ключевыми ферментами биосинтеза 
экзополисахаридов бифидобактерий являются гликозилтрансферазы (GTs), 
функция которых заключается в последовательном наращивании углеводных 
цепей путем присоединения моносахаридов. Именно эти ферменты определя-
ют уникальную структуру и разнообразие синтезируемых бактериями поли-
сахаридов.

В Центре аналитических и генно-инженерных исследований Института 
микробиологии НАН Беларуси определена и депонирована в базу данных Ген-
Банк НЦБИ США полная нуклеотидная последовательность генома ГенБанк 
бактерий B. longum БИМ B-813Д (код доступа CP060 493.1). Анализ генома 
B. longum БИМ B-813Д с использованием базы данных CAZy (http://www.cazy.
org) позволил выявить генетические области, кодирующие гликозилтранс-
феразы 9 семейств (см. таблицу). Большинство из этих ферментов относится 
к семействам GT2 и GT4. Ферменты семейства GT2 участвуют в синтезе экзо-
полисахаридов, капсульных полисахаридов и компонентов клеточной стенки. 
Ферменты семейства GT4, в свою очередь, задействованы в модификации ли-
пидов и формировании сложных гликановых структур.
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Генетические детерминанты, определяющие биосинтез гликозилтрансфераз  
в геноме B. longum БИМ В-813 Д

Семейство  
гликозилтрансфераз GT2 GT4 GT8 GT28 GT35 GT51 GT111 GT119 NC

Количество  
последовательностей 13 7 2 1 1 2 2 2 1

Для синтеза экзополисахаридов и построения клеточной стенки бакте-
рии используют активированные формы сахаров  – высокоэнергетические 
производные моносахаридов, в которых остаток сахара связан с нуклеоти-
дом: UDP-глюкоза, UDP-галактоза. В геноме исследуемого штамма выявле-
ны гены galE1 и galE2, кодирующие UDP-глюкозо-4-эпимеразы, которые об-
ратимо катализирует превращение UDP-глюкозы в UDP-галактозу. Ген galT 
кодирует галактозо-1-фосфатуридилтрансферазу, преобразующую галакто-
зо-1-фосфат в глюкозо-1-фосфат. Уровень активности указанных генов, кон-
тролирующих продукцию нуклеотидсахаров, зависит от источника углерода 
в среде культивирования и стадии развития бактерий.

Разнообразие детерминант, отвечающих за синтез ЭПС, указывает на адап-
тацию B. longum БИМ B-813 Д к среде обитания, богатой разнообразными гли-
канами, и обеспечивает метаболическую гибкость, необходимую для успеш-
ной колонизации и персистенции в желудочно-кишечном тракте человека. 
Экзополисахариды обладают широким спектром положительных эффектов на 
организм хозяина, что делает продуцирующие их культуры перспективными 
для создания пробиотиков с улучшенными функциональными свойствами.
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Молочнокислые бактерии – группа микроорганизмов, которые не только 
играют важную роль в природных экосистемах, но и дали начало развитию це-
лого ряда отраслей современной промышленности. Одними из наиболее зна-
чимых по широте распространения и возможности практического применения 
являются представители вида Lactiplantibacillus plantarum, которые традици-
онно широко используются для ферментации пищевых продуктов и кормовых 
субстратов, в качестве основы препаратов пре- и пробиотического действия, 
а также перспективны для разработки технологий получения новых противо-
микробных субстанций, экзополисахаридов и др. 

Успешное использование лактобацилл требует тщательного отбора и ха-
рактеристики конкретных штаммов для достижения желаемых эффектов, что 
обусловливает актуальность исследований, направленных на выделение из 
разных природных источников и изучение свойств этих микроорганизмов. 
По состоянию на апрель 2026 г. в базе данных НЦБИ США каталогизиро-
ваны 2534 отчета о сборке и аннотациях геномов штаммов молочнокислых 
бактерий L.  plantarum. Геном L.  plantarum WCFS1 стал первым полностью 
секвенированным геномом среди всех видов лактобацилл. Эта работа, выпол-
ненная группой М. Клеребезема и соавт. в 2003 г., заложила основу для функ-
циональных геномных исследований L.  plantarum и сделала лактобациллы 
штамма WCFS1 модельным организмом для изучения молочнокислых бакте-
рий [1].

Ранее нами из ферментированной зеленой массы овсяницы тростнико-
вой (Festuca arundinacea Schreb.) был выделен, идентифицирован по фено-
типическим характеристикам, депонирован в Белорусской коллекции непа-
тогенных микроорганизмов и отобран по совокупности свойств для вклю-
чения в состав пробиотических препаратов штамм молочнокислых бактерий 
Lactiplantibacillus plantarum БИМ В-492 Д [2]. В центре аналитических и ген-
но-инженерных исследований Института микробиологии НАН Беларуси было 
проведено секвенирование и последующая сборка de novo нуклеотидной по-
следовательности генома исследуемых микроорганизмов. Сведения, касаю-
щиеся общей характеристики генома L. plantarum БИМ В-492 Д и эталонного 
штамма L. plantarum WCFS1, приведены в таблице.
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Общая характеристика генома исследуемых молочнокислых бактерий  
Lactiplantibacillus plantarum БИМ B-492 Д  

и эталонного штамма Lactiplantibacillus plantarum WCFS1

Параметр L. plantarum БИМ B-492 Д L. plantarum WCFS1

Общее количество генов 3105 3180
Количество генов, кодирующих 
белки

2955 3052

Гены РНК 90 92
Гены рРНК (5S, 16S, 23S) 6, 5, 5 6, 5, 5
Гены тРНК 70 72
Гены некодирующих РНК 4 4
Псевдогены 60 29
Процент ГЦ-пар, % 44,5 44,5
Репликоны Хромосома (CP191766.1); 

три плазмиды (CP191767.1; 
CP191768.1; CP191769.1)

Хромосома (NC_004567.2);
три плазмиды  

(NC_006375.1; NC_006376.1; 
NC_006377.1)

Размер хромосомы, п. н. 3 167 263 3 308 273

Расчет средней нуклеотидной идентичности подтвердил результаты 
идентификации по фенотипическим признакам и принадлежность иссле
дуемых лактобацилл к виду Lactiplantibacillus  plantarum. Геном L.  planta­
rum БИМ  B-492  Д содержит единственную кольцевую хромосому дли-
ной 3 167 263 п. н. с содержанием ГЦ-пар 45,0 % и три плазмиды (3516 п. н.; 
37  795  п.  н.; 42  213  п.  н.) со средним содержанием ГЦ-пар 38,2  %. В отли-
чие от большинства молочнокислых бактерий, изучаемые лактобациллы 
БИМ B-492 Д, как и другие представители вида L. plantarum, характеризуются 
нередуцированным геномом и содержат множество генов, которые были по-
лучены путем горизонтального переноса с помощью мобильных элементов, 
таких как профаги, транспозоны, интегроны, плазмиды. Это обусловливает 
наибольшее среди всех видов лактобацилл функциональное разнообразие ге-
номов представителей вида L. plantarum, что способствует их метаболической 
гибкости, высокому адаптивному потенциалу и позволяет колонизировать 
этим микроорганизмам разные экологические ниши.

Проведение в дальнейшем анализа генома L. plantarum БИМ B-492 Д по-
зволит определить генетические детерминанты экспериментально подтверж-
денных пробиотических свойств исследуемых лактобацилл.
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Микроорганизмы на борту космических аппаратов находятся в специфи-
ческой среде под воздействием комплекса негативных факторов, таких как 
микрогравитация, УФ-излучение, космическая радиация, которые могут вли-
ять на их метаболизм и способствовать развитию адаптаций. Полногеномный 
анализ бактерий, выделенных из среды космических станций, позволяет оце-
нить их адаптационные способности и метаболический потенциал.

Цель данной работы – анализ генома штамма Rhodococcus sp. K11/5, выде-
ленного из обитаемой среды Международной космической станции.

Первоначально на основании данных сравнительного анализа нуклеотид-
ной последовательности гена 16S рРНК, штамм Rhodococcus sp. K11/5 был от-
несен к виду Rhodococcus trifolii (сходство 99,19 %). Однако сравнение полной 
последовательности генома Rhodococcus sp. K11/5 с референсными геномными 
последовательностями из общедоступных баз данных показало наибольшее 
сходство с типовым штаммом Rhodococcus kroppenstedtii K07-23T. Показатель 
средней нуклеотидной идентичности (СНИ) между указанными геномами со-
ставил 84,94 % (данные JSpecies), что ниже порогового значения СНИ 95 % для 
отнесения бактерий к одному виду [1]. Полученные данные свидетельствуют, 
что штамм K11/5 является представителем нового вида рода Rhodococcus.

По результатам полногеномного анализа установлено, что геном штамма 
Rhodococcus sp. K11/5 состоит из кольцевой хромосомы размером 4 352 098 п. н. 
с содержанием ГЦ-пар 68,1  % и кольцевой плазмиды pRho-K11-5 размером 
78 444 п. н. Предсказано наличие 4138 генов, из которых количество последова-
тельностей, кодирующих белки – 4023, рРНК (5S, 16S, 23S) – 3, 3, 3, тРНК – 45, 
генов некодирующих РНК – 3, псевдогенов – 58. В ходе функционального ана-
лиза генома с помощью базы данных кластеров ортологичных генов (Database 
of Clusters of Orthologous Genes) было проаннотировано 80,53  % генов. Из 
них большинство составили гены, кодирующие транскрипционные факторы 
(8,2 %), гены транспорта и метаболизма аминокислот (7,98 %), обмена липидов 
(7,82 %), углеводов (7,14 %), транспорта и метаболизма коферментов (7,05 %). 
Доля генов, кодирующих белки трансляции, составила 6,61 %, энергетическо-
го обмена – 6,33 %, сигнальной трансдукции – 5,65 %, транспорта неорганиче-
ских ионов – 5,71 %, синтеза клеточной стенки – 5,56 %. Гены репликации, ре-
комбинации и репарации составили 4,41 % от общего числа выявленных, гены 
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посттрансляционной модификации, белкового обмена и шаперонов – 3,63 %, 
биосинтеза вторичных метаболитов – 3,14 %, нуклеотидного обмена – 2,73 %, 
систем защиты – 3,1 %. В меньшем количестве были выявлены гены контроля 
клеточного цикла и деления клеток (1,49 %), мобилома (0,87 %) и внутрикле-
точного транспорта (0,75 %). Доля генов, кодирующих белки с неизвестными 
функциями, составила 11,55 %.

В результате анализа генома штамма Rhodococcus sp. K11/5 с помощью 
веб-сервиса PHASTEST выявлена одна неподтвержденная профаговая об-
ласть размером 23 500 п. н. Кроме того, обнаружены гены фаговых интеграз, 
имеющие хромосомную и плазмидную локализацию. По данным PADLOC 
и Defense Finder в геноме штамма Rhodococcus sp. K11/5 присутствуют гены, 
кодирующие системы рестрикции-модификации I и IIG типов, антифаговую 
сигнальную систему CBASS I типа, а также GmrSD-подобный бактериальный 
белок HEC05. Систем CRISPR/Cas в исследуемом геноме не обнаружено. Поиск 
генов, связанных с синтезом вторичных метаболитов, проводили с использо-
ванием веб-сервиса AntiSMASH. Выявлены кластеры синтеза ɛ-поли-L-лизина 
и эктоина, а также гены, кодирующие ряд нерибосомных пептидсинтаз. В ге-
номе изучаемого штамма обнаружен кластер генов mys, кодирующих биосин-
тез микоспориноподобных аминокислот – вторичных метаболитов, способных 
защищать клетки за счет поглощения ультрафиолетового излучения. Кластеры 
биосинтеза микоспориноподобных аминокислот включают 4–5 генов (mysA, 
mysB, mysC, mysD, mysE) и описаны у цианобактерий и актиномицетов [2].

Так как среди бактерий рода Rhodococcus распространены деструкторы 
углеводородов, в геноме штамма К11/5 проведен поиск генов, кодирующих 
ферменты расщепления ароматических соединений. В частности, обнаружены 
гены, кодирующие ферменты катехоловой ветви β-кетоадипатного пути (кате-
хол-1,2-диоксигеназа, муконолактон-D-изомераза, 3-оксоадипатенол-лактона-
за), осуществляющие орто-расщепление катехола.

Геном штамма Rhodococcus sp. K11/5 депонирован в базе данных ГенБанк, 
код доступа GCF_055193735.1. Дальнейший генетический анализ отдельных 
детерминант позволит оценить биотехнологический потенциал изучаемо-
го штамма.
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Бактерии вида Leuconostoc mesenteroides относятся к группе молочнокис-
лых бактерий. В природе эти микроорганизмы обитают на поверхности рас-
тений, в почве, на растительных остатках и играют одну из ключевых ролей 
в ферментации овощей, молока и продуктов его переработки, мясных продук-
тов, хлебных заквасок, вина. 

До недавнего времени классификация лейконостоков основывалась на 
фенотипических и биохимических характеристиках, однако она не отражала 
истинных филогенетических связей между микроорганизмами. Внедрение 
молекулярно-генетических методов исследований послужило основанием 
для ревизии классификации как на уровне рода Leuconostoc, так и в преде-
лах вида L. mesenteroides. В настоящее время внутри вида Leuconostoc mesen­
teroides выделяют четыре подвида: L.  mesenteroides  subsp.  cremoris, L.  me­
senteroides subsp. dextranicum, L. mesenteroides subsp. mesenteroides, L. mesen-
teroides subsp.  jonggajibkimchii. В исследовании А. Риччарди и соавт.  [1] для 
дифференциации штаммов L. mesenteroides на видовом и подвидовом уровнях 
был использован полифазный подход, основанный на анализе полиморфизма 
β-субъединицы РНК-полимеразы (гена rpoB), мультиплексной ПЦР (анализ генов 
rpoB, L- арабинозоизомеразы, декстрансахаразы, субъединицы IIC транспортера 
сорбозы фосфотрансферазной системы) и фенотипических тестах (ферментация 
сахаров, производство декстрана, форма и окраска колоний). 

Ген rpoB является важным молекулярным маркером для идентификации бак-
терий, включая дифференциацию видов и подвидов. Использование rpoB после-
довательности представляет собой эффективный подход для точной идентифика-
ции L. mesenteroides до подвида ввиду его более высокой разрешающей способно-
сти по сравнению с традиционно используемым геном 16S рРНК.

Штамм L. mesenteroides БИМ Б-2063Г выделен из ферментированных ово-
щей и далее отобран в ходе скрининга по уровню альфа-галактозидазной ак-
тивности среди более чем 60 представителей различных видов молочнокис-
лых бактерий [2]. Идентификация проведена с использованием анализа после-
довательности гена 16S рРНК. Представляло интерес определение подвидовой 
принадлежности L. mesenteroides БИМ Б-2063Г. Ранее проведенные фенотипи-
ческие тесты на синтез декстрана из сахарозы и утилизацию L-арабинозы дали 
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положительные результаты, на основании чего можно было заключить, что 
исследуемый штамм не относится к L. mesenteroides subsp. cremoris. 

Секвенирование генома L.  mesenteroides БИМ Б-2063Г (NZ_CP195178), 
проведенное в Центре аналитических и генно-инженерных исследований 
института микробиологии НАН Беларуси, предоставило возможность для 
анализа интересующих нас генов. В аннотации генома L.  mesenteroides 
БИМ Б-2063Г предсказано наличие последовательности ACR640_RS04245, ко-
дирующей синтез белка семейства GH70. В это семейство включены белки 
с трансгликозидазной активностью, в частности декстрансахараза (КФ 2.4.1.5). 
Кроме того, предсказан ген araA, продуктом которого является фермент 
с L-арабинозоизомеразной активностью (КФ 5.3.1.4). Для анализа rpoB у ис-
следуемого штамма в качестве референсной из базы данных НЦБИ США была 
выбрана последовательность гена rpoB штамма L. mesenteroides subsp. mesen-
teroides АТСС 8293 (DQ176 044). Проведенный с использованием BLAST срав-
нительный анализ локусов rpoB показал 100 % идентичность, что позволяет 
идентифицировать L. mesenteroides БИМ Б-2063Г как L. mesenteroides subsp. me­
senteroides.

Список использованных источников

1. Analysis of rpoB polymorphism and PCR-based approaches for the identification of Leucono-
stoc mesenteroides at the species and subspecies level / A. Ricciardi [et al.] // International Journal of 
Food Microbiology. – 2020. – Vol. 318. – Art. 108 474. 

2. Альфа-галактозидазная активность бифидо- и молочнокислых бактерий / Н. А. Голов-
нёва, А. Н. Морозова, М. Е. Сафонова [и др.] // Микробные биотехнологии: фундаментальные 
и прикладные аспекты : сб. науч. тр. – Минск, 2020. – Т. 12. – С. 59–68.



37

Международная научно-практическая конференция
ГЕННО-ИНЖЕНЕРНОЕ КОНСТРУИРОВАНИЕ МИКРООРГАНИЗМОВ. БИОИНФОРМАТИКА	 Минск, 3–5 июня 2026

Характеристика бактериофага БИМ BV-140,  
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Бактерии рода Aeromonas  – грамотрицательные неспорообразующие па-
лочки, широко распространенные в водной среде. Они известны главным 
образом как патогены рыб, наносящие существенный экономический ущерб 
аквакультуре, однако имеются сведения о способности аэромонад вызывать 
заболевания теплокровных животных и человека [1].

Широкое использование антибиотиков в рыбоводческих хозяйствах приве-
ло к появлению антибиотикоустойчивых штаммов бактерий рода Aeromonas, 
в том числе с множественной лекарственной устойчивостью. В качестве аль-
тернативы антибиотикам большой интерес представляют безопасные для 
окружающей среды препараты на основе бактериофагов, обладающие высокой 
специфичностью к определенным видам или штаммам аэромонад [2].

Цель данной работы – характеристика бактериофага БИМ BV-140, инфици-
рующего бактерии Aeromonas veronii.

Бактериофаг БИМ BV-140 вместе с бактерией-хозяином A. veronii БИМ B-2117 
был выделен из воды бетонного бассейна, где содержались двухлетки стерля-
ди. На газоне бактерии-хозяина бактериофаг образовывал негативные колонии 
с ярким прозрачным центром размером ~1–2 мм и более тусклым ореолом раз-
мером до 1 мм.

Анализ спектра литического действия бактериофага БИМ BV-140 на 20 кол-
лекционных штаммах аэромонад (A. allosaccharophila, A. bestiarum, A. media, 
A. piscicola, A. rivipollensis, A. salmonicida, A. sobria и A. veronii) продемонстри-
ровал его высокую специфичность к A. veronii.

Анализ генома бактериофага БИМ BV-140 показал, что его геном пред-
ставляет собой линейную двухцепочечную ДНК размером 46 484 п. н. с со-
держанием ГЦ-пар 49,6 %. В исследуемом геноме аннотировано две тРНК (ар-
гинин и метионин) и 76 белок-кодирующих последовательностей (БКП), но 
большинство из них (51 БКП) кодируют гипотетические белки с неизвестной 
функцией. Продукты 9 открытых рамок считывания, возможно, участвуют во 
взаимодействии с нуклеиновыми кислотами: сигма-фактор РНК-полимера
зы (BV140_00 050), субъединица ДНК-полимеразы (BV140_00310), резольва-
за (BV140_00380), экзодезоксирибонуклеаза VIII (BV140_00 420), две хели-
казы (BV140_00 460 и BV140_00510), ДНК-метилтрансфераза (BV140_00760) 
и два белка с ДНК-связывающим доменом (BV140_00390, BV140_00 470). 
Семь БКП предположительно кодируют структурные гены: два белка 
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капсида (BV140_00170 и BV140_00710), три белка хвоста (BV140_00270, 
BV140_00280 и BV140_00360), белок хвостовой рулетки (BV140_00300), бе-
лок хвостового шипа, участвующий в адсорбции на поверхности бактериаль-
ной клетки (BV140_00370). Две субъединицы (большая BV140_00 630 и малая 
BV140_00580) терминазы, необходимые для упаковки вирусной ДНК в про-
капсид, также обнаружены среди БКП. Две БКП кодируют белки, связанные 
с лизисом бактериальной клетки: эндолизин (BV140_00740) и спанин внутрен-
ней мембраны (BV140_00750). Продукты генетических локусов BV140_00 040 
и BV140_00350 представляют собой гидролазы (нуклеозидтрифосфатгидрола-
за и гидролаза клеточной стенки семейства белков NlpC/P60, соответственно). 
Продукт генетического локуса BV140_00520 сходен с периплазматическими 
белками, связывающими различные соединения и участвующими в хемотак-
сисе. Несмотря на то что среди БПК не обнаружена интеграза, необходимая 
для встраивания генома бактериофага в геном бактерии-хозяина, вирус обла-
дает транскрипционным регулятором (BV140_00 440), схожим с репрессорами 
литического пути cro и C1 умеренных фагов. Кроме того, среди БКП обна-
ружена устойчивая к триметоприму дигидрофолат-редуктаза (BV140_00 090), 
обеспечивающая нечувствительность бактерий к данному антибиотику. На-
личие подобного гена не характерно для литических фагов, но установление 
жизненного цикла бактериофага БИМ BV-140 требует более подробного ис-
следования.

Согласно данным филогенетического анализа, исследуемый бактериофаг 
БИМ BV-140 имеет наибольшее сходство с сифовирусами A. veronii Avpx2 (но-
мер доступа PV296136.1, покрытие 57 %, идентичность 84,90 %) и A. salmonicida 
AsC4_1 (номер доступа PV158 446.1, покрытие 48 %, идентичность 90,89 %).

Работа выполнена при финансовой поддержке БРФФИ, договор  
№ Б25УЗБ-078.
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Создание рекомбинантного штамма бактерий Escherichia coli – 
продуцента оксидазы D-аминокислот

Семашко Т. В.1, Жуковская Л. А.1, Молчан Д. А.2
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Оксидаза D-аминокислот (КФ 1.4.3.3, DAAO) представляет собой FAD-со-
держащий фермент, катализирующий окислительное дезаминирование D-ами
нокислот. Ключевой особенностью DAAO является высокая субстратная спе
цифичность к D-изомерам аминокислот. В пищевой промышленности данный 
фермент применяется для мониторинга процессов ферментации и детекции 
бактериальной контаминации [1]. Ввиду того, что клеточная стенка бактерий 
состоит из пептидогликанов, содержащих D-аминокислоты, определение кон-
центрации свободных D-форм (преимущественно D-аланина) может служить 
маркером бактериального лизиса. В связи с этим актуальной задачей является 
получение новых высокоактивных штаммов-продуцентов [2].

Цель данной работы  – получение рекомбинантного штамма Escherichia 
coli, продуцирующего оксидазу D-аминокислот.

Для создания штамма-продуцента методом ПЦР был выделен ген, коди-
рующий целевой фермент. После линеаризации плазмиды pET42a(+) был осу-
ществлен синтез ДНК методом безлигазного клонирования путем взаимного 
отжига полученных ПЦР-амплификатов. В результате сконструирована ре-
комбинантная плазмида, несущая последовательность гена оксидазы D-ами-
нокислот, осуществлено ее клонирование в E. coli BL (DE3).

На последующих этапах проводили оптимизацию условий экспрессии ко-
дирующего гена D-аминокислот и оценку способности отобранных клонов 
к синтезу фермента. Установлено, что оптимальными для достижения макси-
мальной продуктивности являются следующие параметры: температура 36–
37 °С, концентрация индуктора (ИПТГ) – 0,5–1,0 мМ, начало индукции при 
достижении оптической плотности OD600 в диапазоне 1,7–2,0.

Анализ активности полученных штаммов в условиях глубинного культи-
вирования показал, что уровень продукции DAAO у трансформантов E. coli 
составляет 0,8–5,0 ед./мл (рис. 1, 2). Максимальный уровень биосинтеза фер-
мента (5,0 ед./мл) зафиксирован у штамма E. coli рET42a(+) DAAO-7.

Таким образом, на основе вектора рЕТ42а(+) сконструирована рекомби-
нантная плазмида для экспрессии гена оксидазы D-аминокислот в клетках 
E. coli. Получены генно-инженерные штаммы-продуценты, определены опти-
мальные условия их культивирования и индукции экспрессии гена. Отобран 
наиболее активный штамм-продуцент E. coli рET42a(+) DAAO-7.



40

Международная научно-практическая конференция
ГЕННО-ИНЖЕНЕРНОЕ КОНСТРУИРОВАНИЕ МИКРООРГАНИЗМОВ. БИОИНФОРМАТИКА	 Минск, 3–5 июня 2026

Рис. 1. Карта плазмиды pET42a(+)DAOO

Рис. 2. Активность оксидазы D – аминокислот трансформантов E. coli
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Систематизация данных о наличии оперонов рибосомных РНК 
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Среди бактериальных геномов встречаются такие, в которых гены, необ-
ходимые для жизни при любых условиях (например, опероны рибосомных 
РНК  – рРНК), расположены на нескольких репликонах сразу, в том числе 
и на плазмидах [1]. Более того, для некоторых бактерий, относящихся к раз-
личным классам, экспериментально подтверждено отсутствие оперонов рРНК 
на хромосоме – напротив, они локализованы только на репликонах размером 
до  15  тысяч пар нуклеотидов (т.  п.  н.), а такой размер свойственен плазми-
дам  [2]. Подобная структура геномов не только представляет интерес с эво-
люционной точки зрения, но и может приводить к искаженной оценке пред-
ставленности данных бактерий при метатаксономическом анализе сообществ 
микроорганизмов за счет наличия в единичной клетке нескольких копий та-
ких репликонов [2]. Систематизация данных о таких геномах и о копийности 
подобных репликонов позволила бы снизить величину подобных искажений.

В ходе данной работы была предпринята попытка систематизировать и ак-
туализировать доступную на сентябрь 2025  г. информацию о геномах про-
кариот, которые предположительно (согласно базе данных RiboGrove, выпуск 
26.232 [4]) содержат плазмиды, несущие опероны рРНК.

Чтобы результаты подобного поиска были достоверными, необходимо убе-
диться в правильности сборки каждого генома в выборке. Выполнить проверку 
возможно, если прочтения, из которых геном был собран, опубликованы авто-
рами сборки. При этом ошибками разумно считать только неправильную сты-
ковку контигов, поскольку однонуклеотидные замены, инсерции и делеции не 
могут привести к ошибочному выделению последовательности в отдельный 
репликон. Прокариотические опероны рРНК имеют длину в несколько т. п. н. 
и зачастую содержатся в геноме в нескольких копиях [3]. Следовательно, что-
бы проверить сборку генома, имея в распоряжении только результаты секве-
нирования, необходимо иметь прочтения длиной более нескольких т.  п.  н. 
Считывать последовательности такой длины способны, например, приборы 
компаний Oxford Nanopore Technologies и Pacific Biosciences.

Для систематической проверки выборки геномов на предмет неправильной 
стыковки контигов необходимо разработать критерии обнаружения ошибок. 
Нами предлагается считать неправильно собранными геномы, которые удов-
летворяют хотя бы одному из следующих условий:

1. Более одного процента длины генома не прочитано прочтениями (имеет 
покрытие прочтениями, равное нулю).
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2. Прочтения не подтверждают, что предполагаемая молекула ДНК, на 
чьей последовательности проаннотированы гены рРНК, является кольцевой. 
Для этого предлагается картировать прочтения на референсные последова-
тельности с перенесенной на несколько т. п. н. начальной координатой.

3. В геноме присутствует хотя бы один повторяющийся участок (такой как 
оперон рРНК, IS-элемент и т. п.), который ни разу не прочитан единичным 
прочтением от начала до конца вместе с обоими фланкирующими регионами.

Наличие неправильно состыкованных контигов проверяется напрямую 
условиями 2 и 3. Схожая задача решается программами, детектирующими 
структурные варианты в геномах (инсерции и делеции длиннее 50 п. н., ин-
версии, транслокации), однако напрямую ни условие 2, ни условие 3 такими 
программами не проверяются [4].

Всего в ходе данной работы обнаружено 128 геномов, содержащих анно-
тацию генов рРНК вне самой длинной в геноме последовательности, а также 
имеющих опубликованные прочтения, позволяющие проверить корректность 
сборки. Восемь произвольно взятых геномов из выборки были проверены 
на предмет наличия ошибок сборки по критериям, перечисленным ниже. Не-
которые из них действительно содержат ошибки стыковки контигов, напри-
мер: GCF_030389775.1 (Escherichia coli TUM2805), GCF_001457675.1 (Sal-
monella enterica NCTC 10384), GCF_020388395.1 (Staphylococcus aureus 359). 
В иных же сборках таких ошибок обнаружить не удалось, например 
в GCF_013347125.1 (Pseudosulfitobacter pseudonitzschiae H46).

Наличие ошибок указывает на необходимость проверки всей выборки ге-
номов. Это может быть выполнено в дальнейшем с помощью компьютерной 
программы, которая позволила бы за разумное время повысить достоверность 
геномов, отобранных для поиска внехромосомных оперонов рРНК. Кроме 
того, она была бы полезна при сборке любого прокариотического генома.
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Несмотря на клональную структуру популяции Mycobacterium tuberculosis, 
характеризующуюся относительно низким уровнем общей геномной дивер-
генции, большинство мутаций в кодирующих регионах являются синонимич-
ными и оказывают функциональные эффекты. Это указывает на существова-
ние недооцененных механизмов, определяющих пространственно-локализо-
ванную и направленную мутационную изменчивость.

Семейство генов PE_PGRS, обогащенное GC-повторами и вовлеченное во 
взаимодействие с макроорганизмом, демонстрирует аномально высокий уро-
вень полиморфизма, однако молекулярные детерминанты этой вариабельно-
сти остаются неясными.

В данной работе выдвигается и обосновывается гипотеза о том, что первич-
ная структура генома M. tuberculosis кодирует предрасположенность к мута-
циям через формирование вторичных конформаций ДНК. В частности, стери-
чески активные тетрануклеотидные мотивы (CGGC, GCCG и др.) индуцируют 
образование шпилечных структур одноцепочечной ДНК, создавая локальные 
«горячие точки» мутагенеза.

Цель исследования  – выявление структурных факторов, определяющих 
мутационную пластичность генов PE_PGRS, и сравнительный анализ этих 
характеристик у различных генотипов M. tuberculosis.

Была проведена количественная оценка плотности  тетрануклеотидов 
(CGGC, GCGC, CTGC, GGG, GGGG), участвующих в формировании вто-
ричных структур одноцепочечной ДНК, и  стоп-кодонов вне рамок считыва-
ния (пре-стоп кодонов: TGA, TAG, TAA) в кодирующих генах микобактерий 
туберкулеза с последующим сравнением с геномами бактерий из различных 
таксонов (88 геномов, 74 вида). Анализ выполняли с использованием Java-инст
румента (https://github.com/ashakirin/microbilogy-2). Вторичные структуры ДНК 
предсказывали in silico с помощью веб-сервера Quikfold (m-fold).

Установлено, что мутации преимущественно локализуются в участках, 
способных формировать вторичные структуры ДНК – шпильки. Наличие тет
рануклеотидов CGGC, GCCG и сходных мотивов способствует образованию 
таких структур. Повышенная концентрация этих «стерически активных» мо-
тивов в ряде генов PE_PGRS ассоциирована с усилением мутационного по-
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тенциала. Показано, что вариабельность генома M. tuberculosis распределена 
неравномерно и определяется локальной нуклеотидной структурой, способству-
ющей формированию вторичных конформаций ДНК. Это свидетельствует о ча-
стично программируемом характере мутационного процесса.

Выявлена достоверная обратная корреляция между высоким содержа-
нием тетрануклеотида CGGC (≥5 %) и сниженным уровнем потенциальных 
стоп-кодонов (TGA, TAG, TAA; <1,3 % (p < 0,01)). Выраженное снижение ча-
стоты потенциальных стоп-кодонов может представлять собой генетический 
механизм, предотвращающий преждевременную терминацию трансляции 
и обеспечивающий синтез удлиненных полипептидов с измененной структур-
ной организацией, что может способствовать антигенному дрейфу и уклоне-
нию белков PE_PGRS от иммунного ответа.

Показано, что гены PE_PGRS демонстрируют генотип-специфические 
структурные различия: изолят 4860 (LAM) ближе к M. bovis BCG, тогда как 
изолят 31d (Beijing) характеризуется более выраженной дивергенцией. Допол-
нительно установлено, что генотип Beijing отличается повышенной мутацион-
ной нагрузкой в генах системы репарации, рекомбинации и репликации (3R), 
включая множественные мутации в polA и ligA, что может усиливать мутаген-
ный потенциал и адаптивные возможности данного генотипа.

Таким образом, впервые показано существование аналогового механизма 
структурного «программирования» мутаций, при котором первичная последо-
вательность ДНК задает вероятность возникновения мутаций в конкретных ло-
кусах: стерически активные тетрануклеотидные мотивы (CGGC, GCCG) играют 
ключевую роль в формировании шпилечных структур ДНК и выступают как про-
мутогенные элементы, определяющие вариабельность генов PE_PGRS.

Обратная зависимость между содержанием CGGC и уровнем потенциаль-
ных стоп-кодонов определяет последствия сдвига рамки считывания и способ-
ствует расширению спектра белковых вариантов. 

Установлены принципиальные различия в структуре генов PE_PGRS 
между генотипами M. tuberculosis (Beijing, LAM) и вакцинными штаммами 
M. bovis BCG, что может лежать в основе различий в вирулентности, иммун-
ном ответе и эффективности вакцинации. 
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Анализ генома углеводородокисляющих бактерий  
Rhodococcus erythropolis A29-k1 – продуцентов 
антифунгальных и стимулирующих рост растений 
метаболитов

Ткачева В. Д.1, Делеган Я. А.2, Мандрик М. И.1, Букляревич А. А.1,  
Василенко С. Л.1, Титок М. А.1

1Белорусский государственный университет, Минск, Беларусь,  
электронный адрес: bio.tkachevavd1@bsu.by 
2Институт биохимии и физиологии микроорганизмов  
им. Г. К. Скрябина Российской академии наук, Пущино, Россия

Бактерии рода Rhodococcus являются перспективным объектом биотех-
нологии и агрономии за счет уникальной способности разлагать различные 
органические соединения и синтезировать биологически активные веще-
ства, некоторые из которых обладают антимикробной активностью против 
фитопатогенов [1]. Экспериментально установлено, что штамм Rhodococcus 
erythropolis (ранее R. qingshengii) A29-k1 является эффективным деструктором 
углеводородов, продуцентом биоПАВ, подавляет рост фитопатогенных грибов 
Alternaria alternata, A. petroselini, Fusarium oxysporum, Botritis cinerea, а также 
обладает стимулирующей рост растений активностью [2, 3]. Гены, отвечаю-
щие за деградацию углеводородов и синтез биоПАВ, ранее были описаны [4], 
поэтому интерес представляла характеристика вторичных метаболитов с по-
тенциально антимикробной и стимулирующей рост растений активностью.

Цель работы – анализ локусов биосинтеза вторичных метаболитов в гено-
ме бактерий R. erythropolis A29-k1.

В результате полногеномного секвенирования установлено, что ге-
ном бактерий R.  erythropolis A29-k1 (номер биопроекта в ГенБанке NCBI 
PRJNA1028302) представлен хромосомой размером 6  306  556  п.  н., а также 
двумя относительно небольшими кольцевыми плазмидами pCP61 (61 845 п. н.) 
и pCP67 (67 059 п. н).

Анализ генома с использованием программы antiSMASH [5] позволил вы-
явить в хромосоме 18 кластеров генов, ответственных за биосинтез вторич-
ных метаболитов, тогда как на плазмидах таких кластеров выявлено не было. 
В восьми из 18 локусов выявлены нерибосомальные пептидсинтетазы или 
подобные им белки; три кластера определяют рибосомальный синтез биоло-
гически активных пептидов; два кластера – поликетидные соединения; пять 
кластеров – другие метаболиты. 

Кластеры, определяющие нерибосомальный синтез пептидов, проявляют 
сходство с известными последовательностями, детерминирующими синтез 
эритрохелина (локус 8), коринецина III (локус 10), гетеробактина B (локус 12), 
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целихелина (локус 14), рифаморфолина (локус 15), моненсина (локус  16). 
Данные соединения характеризуются антибактериальной и/или антифунгаль-
ной активностью [1, 6].

Таким образом, бактерии R. erythropolis A29-k1 являются потенциальны-
ми продуцентами широкого спектра антимикробных метаболитов, что делает 
их привлекательным объектом для разработки средств защиты растений от 
фитопатогенов, а также технологий фитобиоремедиации.

Финансирование работы: грант БРФФИ-Минобразования № Б24МВ-009, 
задание ГПНИ «Геном, молекула и клетка».
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Ген фактора множественной пептидной устойчивости (mprF) 
у непатогенных листерий

Ябурова Е. В., Полюдова Т. В.
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Ген mprF (Multiple Peptide Resistance Factor) кодирует фермент, катализи-
рующий лизилирование фосфатидилглицерола. Эта модификация снижает об-
щий отрицательный заряд бактериальной клеточной мембраны, обеспечивая 
защиту от катионных антимикробных пептидов (КАМП). У патогенного вида 
Listeria monocytogenes ген mprF традиционно рассматривается как фактор 
патогенности, необходимый для инвазивности и устойчивости к КАМП хо- 
зяина [1, 2].

Однако недавние исследования показывают, что гены устойчивости 
к антимикробным пептидам широко распространены и у непатогенных видов 
Listeria, населяющих почву и другие среды обитания [3]. Это ставит вопрос 
о том, является ли функция mprF патогенспецифичной или же ген выполняет 
более фундаментальную роль в адаптации бактерий к различным экологиче-
ским условиям. Несмотря на подтвержденное наличие гена у непатогенных 
видов, эволюционное давление, действующее на mprF в отсутствие селекции 
со стороны иммунной системы хозяина, до настоящего времени не анализи-
ровалось.

Цель работы – оценка межвидовой дивергенции гена mprF у четырех видов 
листерий: L. innocua, L. seeligeri, L. welshimeri и L. grayi, различающихся по 
экологическим нишам [4]. 

Для оценки характера эволюционного давления на ген mprF у исследуе-
мых видов листерий был проведен анализ соотношения несинонимичных (dN) 
и синонимичных (dS) замен [5]. Были отобраны референсные нуклеотидные 
последовательности гена mprF из полностью аннотированных геномов каждо-
го вида: L. grayi (LR134 483.1), L. innocua (CP117229.1), L. seeligeri (NC_013891.1) 
и L. welshimeri (LT906 444.1).

В результате выравнивания аминокислотных последовательностей обна-
ружено, что белок MprF бактерий L. grayi короче на одну аминокислоту, чем 
белки L. innocua, L. seeligeri и L. welshimeri. При этом нуклеотидная идентич-
ность гена mprF имеющихся в базе данных NCBI геномов L. grayi с  генами 
L. innocua, L. seeligeri и L. welshimeri составила всего ~72 %, что указывает на 
его длительную эволюционную обособленность у данного вида.

Анализ попарных сравнений нуклеотидных последовательностей гена 
mprF выявил различия в характере эволюционного давления между видами 
Listeria (см. таблицу).



48

Международная научно-практическая конференция
ГЕННО-ИНЖЕНЕРНОЕ КОНСТРУИРОВАНИЕ МИКРООРГАНИЗМОВ. БИОИНФОРМАТИКА	 Минск, 3–5 июня 2026

Попарные значения dN/dS для гена mprF у видов Listeria

Вид 1 Вид 2 dN dS dN/dS (ω) pS

L. innocua L. seeligeri 0,047 1,402 0,0335 –
L. innocua L. welshimeri 0,016 1,069 0,0147 –
L. seeligeri L. welshimeri 0,044 1,279 0,0343 –

L. grayi L. innocua NaN NaN – 0,76
L. grayi L. seeligeri NaN NaN – 0,76
L. grayi L. welshimeri 0,221 NaN – 0,76

П р и м е ч а н и е: pS – доля синонимичных замен; NaN – при значениях pS ≥ 0,75, значения 
dN и dS не могут быть достоверно рассчитаны [5].

Для трех видов L. innocua, L. seeligeri и L. welshimeri все попарные сравне-
ния продемонстрировали значения dN/dS (ω), значительно меньше 1, в диапа-
зоне от 0,0147 до 0,0343. Это свидетельствует о действии сильного очищающе-
го (стабилизирующего) отбора, направленного на сохранение аминокислотной 
последовательности белка MprF. Наименьшее значение ω (0,0147) наблюдалось 
в паре L. innocua – L. welshimeri, что указывает на наибольшую консерватив-
ность гена у этих видов.

В противоположность этому, все попарные сравнения с видом L.  grayi 
характеризовались значениями pS ≥ 0,75, что согласно критериям метода [5] 
указывает на насыщение синонимичных замен. Это не позволяет достоверно 
оценить величину ω, однако указывает на значительную филогенетическую 
дистанцию между L. grayi и остальными тремя видами.

Ген mprF у непатогенных листерий L. innocua, L. seeligeri и L. welshimeri 
находится под жестким эволюционным контролем. Наше исследование под-
держивает понимание mprF как адаптивного фактора широкого спектра.
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Характеристика генно-инженерных штаммов Escherichia coli, 
синтезирующих лактатоксидазы
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Семейство лактатоксидаз объединяет глобулярные флавопротеины, такие 
как (S)-2-оксикислотная оксидаза, L-лактатоксидаза и лактат-2-монооксигена-
за. Основная функция L-лактатоксидазы (КФ 1.1.3.Х) заключается в окислении 
L-лактата, что приводит к образованию пирувата и пероксида водорода [1].

L-лактатоксидазы широко используются в клинической практике для точ-
ного определения концентрации L-лактата в различных биологических жид-
костях и тканях [2]. Этот фермент также находит применение в спортивной 
медицине, где его используют для оценки уровня физической подготовки 
и выносливости спортсменов, анализируя содержание лактата в их крови [3]. 
Помимо медицинских целей, лактатоксидаза является ценным инструментом 
в пищевой промышленности, поскольку обнаружение лактата с ее помощью 
позволяет судить о свежести и качестве продуктов питания и напитков, а так-
же прогнозировать их срок годности [4].

Основываясь на литературных данных, провели сравнительный анализ из-
вестных последовательностей генов микроорганизмов, кодирующих фермент 
лактатоксидаза. Определены нуклеотидные последовательности ДНК Strepto-
соccus sp. и Costantinella sp., соответствующие генам лактатоксидазы. Из ДНК 
этих штаммов выделены гены lctO, кодирующие данный фермент, с исполь-
зованием синтетических праймеров и Flash ДНК-полимеразы («АртБиоТех», 
Беларусь). Установлено, что полученные гены не имеют интронных последо-
вательностей и не содержат редких кодонов, что позволило использовать их 
в качестве реципиентов Escherichia coli.

На основе плазмиды рET24 b(+) сконструирован вектор pET24 b(+) lacS 
для переноса гена lctO Streptoсоccus sp. в клетки E. coli BL (DE3). Аналогично 
ему сконструирован вектор pET24 b(+) lacC, несущий ген lctO Costantinella sp. 
Для подбора олигонуклеотидов применяли програмное обеспечение Snap
Gene 1.1.3 (GLS Bioech LLC, США). На 5ʹ-окончания праймеров были добав-
лены последовательности, комплементарные плазмиде рET24 b(+) (Novagen, 
США). Продукты амплификации детектировали методом электрофореза в ага-
розном геле.

Проведена трансформация, получены генно-инженерные штаммы, син-
тезирующие данный фермент. Отбор трансформантов, содержащих векторы, 
осуществляли путем их культивирования на среде LB с канамицином.
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Анализ способности полученных трансформантов синтезировать лактат
окисляющие ферменты проводили в два этапа: путем высева на агаризован-
ные среды и глубинного культивирования.

На первом этапе на основании изменения окраски фильтровальной бума-
ги от светло-желтой до ярко-оранжевой и красно-коричневой были отобраны 
40 трансформантов, несущих ген lctO Streptococcus sp. и 38 трансформантов, 
несущих ген lctO Costantinella sp.

На втором этапе при глубинном культивировании трансформантов с целью 
оптимизации условий экспрессии трансформантами клонированных генов 
лактатоксидазы при достижении оптической плотности культуральной жид-
кости 0,6–1,0 (λ = 600 нм) в среду вносили индуктор – изопропил-β-D-1-тиога-
лактопиранозид (CarlRoth, Германия) до конечной концентрации 1 мМ и про-
должали культивирование в течение 5 ч при температуре 37 °С.

Анализ способности полученных трансформантов в условиях глубинного 
культивирования позволил установить, что трансформанты E. coli, несущие 
ген lctO Streptoсоccus sp. характеризуются уровнем продукции 0,1–1,0 ед./мл. 
Наилучший уровень образования фермента получен у транформанта E. coli 
рET24 b(+) LAC S4 (1,0 ед./мл).

Что касается трансформантов, несущих ген lctO Costantinella sp., то пока-
зано, что они характеризовались более низким уровнем образования фермента 
(0,015–0,5 ед./мл). Наилучший результат получен у трансформанта pET24 b (+) 
LAC C6 (0,5 ед./мл).

Таким образом, в результате работы выделены и охарактеризованы гены, 
кодирующие микробные лактатоксидазы, подобраны эффективные системы 
для экспрессии генов, кодирующих данный фермент, оптимизированы усло-
вия их выражения в клетках прокариот. Отобраны рекомбинантные штаммы 
E. coli рET24 b(+) LAC S4 и E. coli рET24 b(+) LAC C6, обладающие наиболее 
высоким уровнем образования лактатоксидазы. Данные штаммы будут ис-
пользованы для дальнейшей работы по оптимизации продукции фермента.
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Анализ генов глюкозодегидрогеназ с потенциально высокой 
каталитической активностью in silico
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В настоящее время проблема сахарного диабета становится одной из самых 
острых тем современной медицины. В этих условиях особую важность приоб-
ретают системы для мониторинга глюкозы. Для детекции глюкозы в биосенсо-
рах и лабораторных тестах чаще всего используют три фермента: гексокиназу, 
глюкозооксидазу, глюкозодегидрогеназу. По скорости реакции лучшими счи-
таются ферменты класса оксидоредуктаз (глюкозооксидаза, (ГО), PQQ-глю-
козодегидрогеназа (PQQ-ГДГ) и FAD-глюкозодегидрогеназа (ФАД-ГДГ)), ка-
ждая из них обладает своими особыми характеристиками [1].

Особый интерес для систем непрерывного мониторинга глюкозы (CGM) 
представляют ФАД-зависимые глюкозодегидрогеназы (ФАД-ГДГ, КФ 1.1.5.9; 
систематическое название: D-глюкоза:акцептор-1-оксидоредуктаза). Их вос-
требованность обусловлена двумя ключевыми преимуществами: высокой 
термостабильностью (превосходящей таковую у PQQ-ГДГ) и независимостью 
катализа от концентрации растворенного кислорода (в отличие от глюкозоок-
сидазы) [2]. ФАД-ГДГ обнаружены у микроскопических грибов и грамотри-
цательных бактерий. Однако бактериальные ГДГ характеризуются широкой 
субстратной специфичностью: помимо глюкозы, они способны окислять га-
лактозу, ксилозу и мальтозу до соответствующих лактонов. В связи с этим 
наши исследования были сфокусированы на анализе ФАД-ГДГ грибного про-
исхождения, обладающих более высокой селективностью [1, 2].

Цель работы – биоинформатический анализ нуклеотидных последователь-
ностей грибных ФАД-ГДГ и поиск мутаций, определяющих их термостабиль-
ность, а также специфичность по отношению к глюкозе.

Для анализа нуклеотидных и аминокислотных последовательностей ис-
пользовали следующие компьютерные программы: SnapGene, Clustal Omega, 
BLAST, Expasy Translate Tool, ExPASy ProtParam, DeepTMHMM, JPred4, SOPMA, 
Phyre 2, SMART, InterPro, trRosetta AlphaFold.

Был проведен поиск последовательностей генов ФАД-ГДГ в международ-
ной базе данных GenBank. В результате отобрано 18 последовательностей 
кДНК, кодирующих данный фермент, синтезируемый мицелиальными гриба-
ми родов Talaromyces, Penicillium, Aspergillus.

Определена аминокислотная последовательность отобранных ферментов, 
выполнено множественное выравнивание выбранных последовательностей 
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для выявления консервативных участков. Установлено наличие FAD-связы-
вающего домена, расположенного в N-концевой части белка, содержащего ха-
рактерный мотив GxGxxG, который обеспечивает связывание кофактора.

Кроме того, в ходе анализа последовательности Aspergillus flavus  
NRRL 3357 выявлено наличие двух генов-паралогов, кодирующих структурно 
различающиеся ГДГ протяженностью 593 и 527 а. о.

На основании сравнительного анализа консервативных мотивов, детерми-
нирующих термостабильность белков, а также значений алифатического ин-
декса и индекса стабильности для дальнейших исследований были отобраны 
последовательности генов ГДГ следующих штаммов: Talaromyces proteolyticus 
(XM_046219458.1), Penicillium digitatum (XM_014 675045.1), Aspergillus flavus 
NRRL 3357 (изоформа длиной 593 а. о.; XM_041294500.2), Aspergillus oryzae 
KSS2 (XM_001824 665.3), Aspergillus sojae SMF134 (XM_001824 665.3). Соглас-
но полученным результатам, данные белки могут быть классифицированы 
как термостабильные.

Что касается каталитической активности и специфичности к глюкозе, то 
проблема перекрестной реактивности ФАД-ГДГ с посторонними сахарами 
(ксилозой, мальтозой) может быть решена путем направленного мутагенеза. 
Ключевые стратегии включают стерическое ограничение доступа к активно-
му центру («сужение входного канала»), модификацию сети водородных свя-
зей с субстратом (в частности, замены Ala472Phe и Asn475Asp), а также эли-
минацию активности по отношению к ксилозе за счет точечных замен в ка-
талитическом домене. Согласно литературным данным, использование генов 
Aspergillus flavus NRRL 3357 (изоформа длиной 593 а.  о.; XM_041294500.2) 
и Penicillium digitatum (XM_014 675045.1) позволяет минимизировать число 
необходимых мутаций для достижения целевой специфичности. Эффектив-
ность предполагаемых мутаций была подтверждена методом молекулярного 
моделирования: анализ построенных 3D-структур целевых белков продемон-
стрировал оптимальную конфигурацию активного центра для селективного 
связывания глюкозы.
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Антибиотикорезистентность штамма  
Delftia acidovorans БИМ В-1761:  
фенотипический и геномный анализ
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Антибиотикоустойчивость бактерий Delftia acidovorans, широко распро-
страненных в водной среде и имеющих патогенный потенциал, представляет 
потенциальную опасность для здоровья человека, особенно в контексте нозо-
комиальных (больничных) инфекций [1, 2]. Это обусловливает актуальность 
комплексного исследования антибиотикочувствительности представителей 
данного вида, выделенных из пресноводных водоемов, включая фенотипиче-
ское тестирование и выявление генетических детерминант устойчивости к ан-
тибиотикам.

Цель работы – определить антибиотикочувствительность штамма D. acido-
vorans БИМ В-1761 с помощью диско-диффузионного метода, проанализиро-
вать его геном для выявления генетических детерминант устойчивости к ан-
тибиотикам.

Бактерии D. acidovorans БИМ В-1761 выделены в 2020 г. из образца воды 
Слепянской водной системы. Исследование антибиотикорезистентности на фе-
нотипическом уровне показали, что штамм проявляет наибольшую чувстви-
тельность к антибиотикам тетрациклинового ряда (тетрациклин, доксициклин).

При тестировании бета-лактамных антибиотиков установлена чувстви-
тельность штамма к амоксициллину в сочетании с клавулановой кислотой; 
к остальным исследуемым антимикробным препаратам данного класса (амок-
сициллину, ампициллину, ампициллину в сочетании с сульбактамом, бензил-
пенициллину) анализируемый штамм проявлял устойчивость. Увеличение 
чувствительности штамма к амоксициллину в присутствии клавулановой 
кислоты косвенно свидетельствует, что устойчивость к данному антибиотику 
связана с продукцией β-лактамаз.

При исследовании действия аминогликозидных антибиотиков установлена 
чувствительность штамма к канамицину и устойчивость к стрептомицину. 

Исследуемый штамм проявлял устойчивость к антимикробным препара-
там гликопептидного ряда (ванкомицин), макролидам (эритромицин, клари-
тромицин) и линкозамидам (линкомицин).

Анализ генома штамма D. acidovorans БИМ В-1761 (номер доступа в Ген-
Банке НЦБИ CP114201) выявил наличие генов, кодирующих субъединицы 
6 видов эффлюксных насосов: 7 генов субъединиц MFS транспортеров, 35 ге-



Международная научно-практическая конференция
ГЕННО-ИНЖЕНЕРНОЕ КОНСТРУИРОВАНИЕ МИКРООРГАНИЗМОВ. БИОИНФОРМАТИКА	 Минск, 3–5 июня 2026

нов субъединиц RND транспортеров, 18 генов субъединиц DMT транспорте-
ров, три гена субъединиц АВС транспортеров, три гена субъединиц MATE 
транспортеров, два гена субъединиц SMR транспортеров. Кроме того, в геноме 
D. acidovorans БИМ В-1761 обнаружены три гена бета-лактамаз, ген, кодиру-
ющий устойчивость к блеомицину, три гена пенициллинсвязывающих белков 
и ген белка семейства пенициллинацилаз.

Полученные результаты геномного анализа хорошо согласуются с данны-
ми фенотипического тестирования, которое показало устойчивость штамма 
D.  acidovorans БИМ В-1761 к бета-лактамным антибиотикам, макролидам, 
линкозамидам и гликопептидам. Однако, несмотря на обнаружение гена adeC, 
детерминирующего устойчивость к антибиотикам тетрациклинового ряда, 
штамм проявлял чувствительность к тетрациклину и доксициклину.
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Анализ новых штаммов Faecalibacterium prausnitzii  
как представителей микробиоты кишечника детей  
первого года жизни
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Растущий интерес к виду F. prausnitzii обусловлен его ключевой ролью 
в поддержании здоровья кишечника. Его деплеция стабильно регистриру-
ется при воспалительных заболеваниях кишечника, включая болезнь Крона 
и язвенный колит, причем уровень данного микроорганизма находится в об-
ратной корреляции с тяжестью патологического процесса [1]. У детей ранне-
го возраста низкая представленность или отсроченная колонизация данным 
видом ассоциирована с повышенным риском развития некротизирующего эн-
тероколита, а также с манифестацией аллергических заболеваний и младенче-
ских колик [2]. F. prausnitzii участвует в поддержании гомеостаза кишечника 
преимущественно посредством продукции короткоцепочечных жирных кис-
лот (КцЖК), а также микробных противовоспалительных молекул и аромати-
ческих кислот, что вносит дополнительный вклад в ослабление воспалитель-
ного процесса в кишечнике. Известно, что F. prausnitzii характеризуются вы-
сокой вариабельностью генома и набора метаболитов. В связи с этим важной 
процедурой является секвенирование новых штаммов и изучение их геномов 
с целью характеристики свойств.

В рамках данного исследования впервые были выделены 10 новых штам-
мов F. prausnitzii из фекалий детей возрастом до года на базе НМИЦ имени 
академика В. И. Кулакова. Образцы ДНК штаммов были секвенированы плат-
формами Illumina HiSeq 2500 и Oxford Nanopore MinION. Выполнена de novo 
сборка геномов, в результате которой получено 4 генома уровня compete и 6 ге-
номов уровня draft, при этом все геномы имеют высокую степень завершенно-
сти (свыше 95 %) и низкий уровень контаминации. Доказана таксономическая 
принадлежность к виду F. prausnitzii двумя независимыми методами. Состав-
лен пангеном и проведен филогенетический анализ по коровым генам, вклю-
чая 27 штаммов F. prausnitzii с complete геномом, а также проведен таргетный 
анализ генов по различным группам. Дополнительно проведен метаболомный 
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Филогенетическое древо с максимальным правдоподобием, основанное  
на сопоставлении коровых генов F. prausnitzii (fp1–fp10 – изучаемые штаммы). 
Цвета указывают на происхождение каждого штамма, а цифры соответствуют  

значениям поддержки ветвей (bootstrap)

анализ КцЖК. Такой всесторонний анализ позволил разделить штаммы на 
группы, исходя из их набора генов и свойств.

В результате сравнения нуклеотидных последовательностей геномов но-
вых штаммов, была подтверждена гетерогенность геномов и штаммы можно 
разделить на три набора по схожести (высокая, умеренная, низкая). Сравне-
ние гомологов функциональный генов между штаммами подтвердило данное 
разделение. Таргетный анализ генов показал, что штаммы F. prausnitzii детей 
возрастом до года в среднем содержат меньше генов вирулентности и в четы-
ре раза меньше генов лекарственной устойчивости по сравнению с другими 
штаммами из NCBI. Однако филогения по коровым генам демонстрирует су-
щественно более сложную кластеризацию и примечательно, что изучаемые 
штаммы детей до года образовывали кластеры по коровым генам с штаммами 
взрослых людей из разных частей света (см. рисунок).

Исходя из метаболомного анализа можно предположить существование 
трех функциональных групп: активные продуценты бутиратов с потребле-
нием ацетата и незначительным содержанием формиата (fp5, fp7, fp9); менее 
активные продуценты бутиратов (fp2, fp4, fp6, fp10); продуценты бутиратов 
с одновременным синтезом ацетата и формиата (fp1, fp3, fp8).
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В условиях возрастающего антропогенного воздействия и накопления за-
грязнителей в почве, включая полициклические ароматические углеводороды 
и тяжелые металлы, биоремедиация рассматривается как одна из наиболее пер-
спективных, экономически выгодных и экологически безопасных технологий 
очистки почв по сравнению с физико-химическими методами. Длительное воз-
действие поллютантов приводит к трансформации почвенных микробных со-
обществ, однако изучение изменения таксономического разнообразия, струк-
турных перестроек и сохранение функционального потенциала остается акту-
альным для улучшения эффективности биоремедиационных мероприятий.

В работе проведен комплексный метагеномный анализ почв с хрониче-
ским мультифакторным загрязнением (хемозем озера Атаманское, Ростовская 
область; шлам-лигнин Солзанского полигона БЦБК, Иркутская область). Ис-
пользованы подходы полнометагеномного секвенирования, таксономической 
идентификации и функциональной аннотации, анализ MAGs, а также нако-
пительное культивирование и выделение чистых бактериальных культур для 
оценки деградационного потенциала.

Таксономический анализ выявил доминирование в исследованных по-
чвах Ростовской области трех бактериальных типов Actinomycetota (53,05 %), 
Pseudomonadota (36,71 %) и Bacillota (2,04 %). В хемоземе зафиксировано пре-
обладание представителей семейства Mycobacteriaceae (37,25  %), тогда как 
в черноземных почвах преобладали Streptomycetaceae (до 13,80 %). Установ-
лено, что ведущими факторами, определяющими структуру сообществ, явля-
ются кислотность среды и содержание органического вещества, тогда как кон-
центрация полициклических ароматических углеводородов (ПАУ) и тяжелых 
металлов (ТМ) не выступает основным параметром.

Анализ генов факторов вирулентности показал наличие большого количе-
ства последовательностей (VFG), при этом в наиболее загрязненных образцах 
их количество возрастало в три раза. Функциональное профилирование вы
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явило снижение доли генов ассимиляции азота и регуляции фосфорного голо-
дания в хемоземе на 50–73 %, а также подавление гидролиза полисахаридов на 
40–80 %, что свидетельствует об N / P-колимитации. При этом зафиксирован 
рост антиоксидантных ферментов и многократное увеличение генов устойчи-
вости к антибиотикам (ARG в 350 раз) и тяжелым металлам (MRG в четыре 
раза). 

Деградационный потенциал распределен между таксонами функциональ-
ного ядра: Pseudomonas (инициация деградации нафталина, nah-путь), Brady
rhizobium (сочетание деградации ПАУ с азотфиксацией), Rhodococcus и Sphin-
gomonadaceae (вторичные этапы). Отсутствие генов nidAB объясняет неспо-
собность сообщества к утилизации высокомолекулярных ПАУ. Выделенный 
штамм Pseudomonas sp. S7 демонстрирует NAH7-подобный верхний путь де-
градации нафталина.

Хроническое загрязнение ТМ и ПАУ вызывает структурные перестройки 
микробного сообщества с сохранением общего таксономического разнообра-
зия. Ключевым ограничением биостимуляции выступает N / P-колимитация, 
подавляющая гидролиз органического вещества и переключающая метабо-
лизм на выживание. Потенциал биостимуляции возможен для низкомолеку-
лярных ПАУ. Загрязнение ТМ выступает фактором ко-селекции ARG и MRG, 
формируя почвенный резервуар мультирезистентности. Успех биоремедиаци-
онных мероприятий определяется способностью управлять стехиометриче-
ским балансом (C : N : P) и подавлять ко-селекцию резистентности.
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В настоящее время актуальным является исследование состава и струк-
туры микробного сообщества почв в условиях засоления, которые могут дать 
представления об адаптации микроорганизмов к неблагоприятным факторам 
среды и их роли в круговороте основных питательных веществ, таких как 
углерод, азот и фосфор [1]. Исследование биоразнообразия почвенных микро-
организмов может способствовать диагностике состояния нарушенных засо-
ленных почв, их биорекультивации и реабилитации. Поэтому необходимы 
более обширные исследования структуры, разнообразия и функциональной 
активности микроорганизмов, встречающихся в засоленных почвах [2].

Цель исследования  – изучение таксономической структуры микробиома 
почв, подверженных длительному техногенному засолению в зоне действия 
выбросов ОАО «Беларуськалий», с помощью высокопроизводительного секве-
нирования.

Анализ таксономической структуры прокариотных сообществ почвы, ото-
бранной у основания складирования глинисто-солевого шлама, показал, что 
микробиом засоленных почв преимущественно сформирован представителя-
ми доменов Archaea и Bacteria. Археи составили от 0,8 до 14,4 % от общего 
обилия и были представлены двумя отделами: Thermoproteota, Methanobac-
teriota. Следует отметить, что отдел Methanobacteriota доминировал среди 
них, доля его представителей находилась в диапазоне от 0,1 до 14,4 %. Отдел 
Methanobacteriota был представлен одним классом Halobacteria (0,1–14,4 %), 
в состав которого входят три семейства Halobacteriaceae, Halococcaceae 
и Haloferacaceae, численность которых равнялась 11,1 %; 0,1–0,5 % и 0,5–0,9 % 
от общего состава прокариот соответственно.

В отобранных образцах бактерии составляли от 85,6 до 99,2 % от общего 
числа прокариот и были представлены 18 отделами, среди которых домини-
рующими отделами являлись Pseudomonadota, Bacteroidota и Actinomycetota. 
Установлено, что во всех почвах наиболее многочисленным был отдел 
Pseudomonadota (23,7–34,0  % от общего обилия). Отдел Acidobacteriota (0,1–
3,5  %), Cyanobacteriota (0,3–9,7  %), Bacillota (1,7–2,2  %), Gemmatimonadota 
(0,3–1,8 %), Planctomycetota (0,5–1,7 %) выступали в качестве групп среднего 
обилия в исследованных образцах. Стоит отметить, что также большую часть 
от общего состава микробиома занимала группа неклассифицированных бак-
терий (7,9–28,2 %).
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В результате профилирования микробных сообществ почв, отобранных 
в районе складирования глинисто-солевого шлама на территории Старобин-
ского месторождения калийных солей показано, что доминирующими клас-
сами во всех образцах являлись Actinomycetes (10,4–18,5 %), Bacteroidia (6,8–
26,7 %), Alphaproteobacteria (9,5–16,9 %), Gammaproteobacteria (11,9–17,1 %).

Анализ таксономической структуры прокариотных сообществ почвы, ото-
бранной в местах складирования отходов, показал наличие представителей 
класса Cyanobacteriia (отдел Cyanobacteriota) и Bacilli (отдел Bacillota). Следует 
отметить, что представители класса Cyanobacteriia наиболее многочисленны-
ми были в почве, отобранной у основания (9,7 %) терриконов и на расстоянии 
200 м (7,8 %) от места складирования отходов. В исследуемых образцах почвы 
отмечено равномерное распределение представителей класса Bacilli, где на их 
долю приходилось 1,7–2,1 % от общего числа представителей отдела Bacillota. 
Следует заметить, что доля представителей семейства Bacillaceae (класс Ba-
cilli) в исследуемых образцах колебалась от 0,1 до 1,6 %. Анализ разнообра-
зия фрагментов гена 16S рРНК показал, что во всех почвенных образцах доля 
представителей классов Blastocatellia, Terriglobia (отдел Acidobacteriota), Gem-
matimonadia (отдел Gemmatimonadota), Planctomycetia (отдел Planctomycetota) 
составляли ≥1,0 %. Однако следует отметить, что численность представителей 
этих классов по мере удаления от источника загрязнения увеличивалась.

Таким образом, полученные нами результаты подчеркивают значимость 
изучения состава и структуры микробиомов почв, подвергавшихся длитель-
ному техногенному засолению. Анализ разнообразия микробных сообществ 
почв, отобранных в районе складирования глинисто-солевого шлама на терри-
тории Старобинского месторождения калийных солей выявил значимое вли-
яние высокого содержания солей на разнообразие микроорганизмов в почве. 
Анализ функционального разнообразия микробных сообществ почв, подвер-
гавшихся длительному техногенному засолению, может быть использован для 
практической оценки действия антропогенной нагрузки на микробиом почвы 
и дальнейшее ее восстановление. 
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Поиск новых штаммов эндофитных бактерий с полезными для растения 
свойствами является актуальной задачей для современного сельского хозяйства. 

Цель настоящей работы – оценка функционального потенциала культиви-
руемых эндофитных бактерий, выделенных из семян пшеницы мягкой (Triti-
cum aestivum L.), а также характеристика эндофитного микробиома семян на 
основе данных метагеномного анализа.

Объектом исследования служили три образца семян пшеницы различного 
происхождения. Семена поверхностно стерилизовали, измельчали, добавля-
ли фосфатный буфер и суспензию высевали на 7 питательных сред: TSA, LB, 
Чапека–Докса, Эшби, Пиковской, МПА, КДА. Проводили первичную иденти-
фикацию изолятов путем окраски по Граму и определяли их функциональную 
активность. Параллельно из измельченного материала выделяли тотальную 
ДНК с использованием набора FastDNA SPIN Kit for Soil (MP Biomedicals, 
США), далее проводили амплификацию и секвенирование гена 16S рРНК. 

Всего было выделено 16 бактериальных изолятов. Морфологический 
анализ показал преобладание палочковидных форм (56  %) и грамотрица-
тельных бактерий (75  %). Продукция индолилуксусной кислоты (ИУК) вы-
явлена у 18,8 % изолятов, наибольший уровень синтеза фитогормона соста-
вил 69 мкг ИУК/мл. Мобилизация труднорастворимых фосфатов обнаруже-
на у 75 % изолятов, наибольшая активность, выражаемая через диаметр зон 
гало, составила 18  ±  0,9  мм. Антагонистическая активность в отношении 
бактерий-агентов биоконтроля выявлена лишь у двух изолятов относитель-
но Priestia megaterium. Целлюлолитические ферменты продуцировали 56,3 % 
изолятов, протеолитическая активность отмечена у 18,8 % изолятов, каталаз-
ная  – у 100  % исследованных штаммов. Наиболее выраженная способность 
к формированию биопленок выявлена у двух изолятов, формирующих плот-
ные биопленки на всех трех тестируемых средах (LB, KB, M9).

Анализ данных секвенирования выявил 65 вариантов ампликонных после-
довательностей по трем образцам. Среди доминантов встречались представи-
тели отделов Bacillota (34–52 %), Bacteroidota (15–29 %), Pseudomonadota (10–
13 %), Actinomycetota (7–16 %) (см. рисунок), что согласуется с имеющимися ис-
следованиями структуры эндофитного микробиома пшеницы [1]. В образце T1
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Побочные продукты сельскохозяйственных производств представляют 
интерес в качестве источника микроорганизмов  – потенциальных промыш-
ленных продуцентов пищевых и кормовых ингредиентов. Многомасштабны-
ми отходами переработки пшеницы, рапса являются отруби, жмыхи. Приме-
нение биотехнологических приемов позволяет перевести их в статус вторич-
ного сырья для биосинтеза полезных метаболитов [1]. Среди представителей 
идентифицированной аборигенной микрофлоры, в зависимости от вида сырья, 
доминирующими являются бактерии, выполняющие ключевую роль в процес-
сах биоконверсии субстратов различной химической природы [2]. 

Анализ последовательностей гена 16S рРНК, выделенных из пшеничных 
отрубей в различные периоды ферментации, позволил выявить восемь родов 
бактерий: Enterococcus, Rhizobium, Atlantibacter, Enterobacter, Acinetobacter, 
Kocuria, Arthrobacter и Staphylococcus. Отмечено, что Enterococcus, Arthro-
bacter и Enterobacter формируют три обособленные группы, сходство изо-
лятов по гену с указанными типовыми штаммами составило 99,7 %, 99,9 % 
и 99,8 % соответственно (см. рисунок, а). При исследовании микробиоты рапсо-
вого жмыха выявлены пять родов: Micrococcus, Kocuria, Bacillus, Enterococcus 
и Staphylococcus. Представители Kocuria и Enterobacter формируют две обо-
собленные группы (см. рисунок, б). Для оценки возможности использования 
изолятов в качестве потенциальных промышленных продуцентов полезных 
веществ, проведен информационный поиск, который выявил ряд интересных 
биосинтетических свойств различных штаммов.

Так, бактерии Acinetobacter синтезируют гидролазы, наночастицы серебра 
и биосурфактанты (био-ПАВы). Бактерии Arthrobacter продуцируют диме-
тилгексадециламин, холодоактивные ферменты (липаза, амилаза, протеаза, 
хитиназа и β-галактозидаза), индол-3-уксусную кислоту и каротиноид бакте-
риоруберин. Эти бактерии не обнаружены в сообществах рапсового жмыха, 
в которых доминируют бактерии Enterococcus ‒ пробиотики. Во всех сооб-
ществах обнаружен род Kocuria, который облегчает извлечение металлов из 
почвы растениями. Бактерии рода Rhizobium, присутствующие в сообществе 
пшеничных отрубей, способны фиксировать свободный азот из воздуха.
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Метагеномные исследования микробных сообществ  
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Смирнова И. Э.1, Cаданов А. К.1, Алдабергенов М. К.2, Баймаханова Г. Б.1
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2ТОО «Научно-производственный центр агроинженерии», Алматы, Казахстан

Сельское хозяйство – один из основных факторов негативного воздействия 
на земельные ресурсы, вызывающих серьезные экологические проблемы, уси-
ливая развитие эрозии, засоления, опустынивания и переуплотнения почвы. 
Важным биологическим показателем почвы являются микробные сообщества, 
которые служат определяющим фактором устойчивости экосистем, отвечают 
за направленность почвенных процессов и нормальное функционирование 
почв [1]. В ненарушенных природных микробоценозах почв микроорганизмы 
успешно справляются с задачами транспорта и ассимиляции питательных эле-
ментов, таких как соединения азота, фосфора и калия, в сельскохозяйствен-
ных почвах этого не происходит. Поэтому изменения в биоразнообразии и чис-
ленности представителей микробиоты агроценозов являются индикатором 
нарушения естественных процессов, отвечающих за поддержание плодородия 
почв. В настоящее время для оценки состояния микробиома почв все чаще 
используют методы, основанные на секвенировании нуклеотидных последо-
вательностей, выделяемых из почвы. Использование метагеномного анализа 
обеспечивает всестороннее понимание функций микробиома и предоставляет 
ценные сведения для разработки устойчивых методов ведения сельского хо-
зяйства [2].

Цель данного исследования – проведение сравнительного анализа влияния 
длительного использования сельскохозяйственных почв на бактериальное со-
общество путем метагеномного анализа вариабельных V3 и V4 участков гена 
16S рРНК.

Для сравнительного изучения влияния землепользования на бактериаль-
ное сообщество почв в Алматинской области Илийском районе Казахстана 
были отобраны два участка с одним типом почвы (серозем обыкновенный). 
Участок № 1 – целина без выпаса скота, участок № 2 – поле с длительным сро-
ком землепользования (более 30 лет) и ротацией культур. Сбор образцов почв 
был проведен в соответствие с ГОСТом [3]. Метагеномный анализ проводили 
методом NGS-секвенирования (Next Generation Sequensing) на приборе MiSeq 
(Illumina, USA) в соответствие с протоколом [4].

Установлено, что состав бактериального сообщества целинной почвы был 
более богатым и представлен девятью филумами, в сельскохозяйственной 
почве обнаружено только шесть филумов (см. рисунок).
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Микробиом целинной и сельскохозяйственной почвы на уровне филумов бактерий

Структура и процентное содержание доминирующих филумов этих почв 
также существенно различались: в микробиоме целины доминирующими фи-
лумами являлись Pseudomonadota (33,5 %), Bacillota (26,3 %) и Actinomycetota 
(10,5 %), численность остальных представителей была более 5–10 %, в сельско-
хозяйственной почве доминантными были филумы Bacillota (40,8 %), Pseudo-
monadota (26 %), Actinomycetota (12,9 %), содержание остальных филумов ме-
нее 4%. Из полученных результатов следует, что микробиом целинной и сель-
скохозяйственной почвы существенно отличался и землепользование снижало 
биоразнообразие бактериального сообщества на уровне филумов.
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эндофитных микробных сообществ семян пшеницы  
по данным предсказательной метагеномной аннотации 
Тарасова Д. А., Соловьева К. И., Пронович Н. А., Курынцева П. А.

Институт экологии, биотехнологии и природопользования  
Казанского (Приволжского) федерального университета, Казань, Россия,  
электронный адрес: tarasowa.darja.ta@yandex.ru

Эндофитные бактерии характеризуются набором полезных свойств. Так, 
для пшеницы показано, что эндофиты могут обладать азотфиксирующей ак-
тивностью, способностью к солюбилизации фосфора, синтезу ауксинов и си-
дерофоров, а также к усилению роста растений в полевых и модельных ус-
ловиях [1–3]. Перечисленное делает эндофитные сообщества семян перспек-
тивной основой для разработки биопрепаратов, направленных на повышение 
урожайности и стрессоустойчивости пшеницы. Это обусловливает необходи-
мость не только функциональной характеристики эндофитного сообщества, 
но и сравнения результатов, получаемых разными методами предсказатель-
ной аннотации.

В работе проведено сравнение функционального потенциала эндофитных 
микробных сообществ семян пшеницы на основе данных секвенирования 
16S рРНК с использованием двух подходов – Tax4Fun2 и PICRUSt2 [4, 5]. Со-
гласованность функциональных профилей между Tax4Fun2 и PICRUSt2 оце-
нивалась на основе распределений KO между методами с помощью коэффи-
циента корреляции Спирмена. Различия оценивались с использованием дис-
танции Брэя–Кертиса. Расчеты выполнялись в R (ver. 4.3.3) с использованием 
функции vegdist пакета vegan. Для визуализации структуры различий приме-
нялся анализ главных координат (PCoA), основанный на матрице расстояний 
Брэя–Кертиса и реализованный через функцию cmdscale.

Оба инструмента аннотации выявили схожий функциональный профиль, 
включающий азотфиксацию, восстановление нитратов и нитритов, мобили-
зацию фосфора, продукцию сидерофоров, транспорт железа, синтез ауксинов 
и механизмы устойчивости к окислительному и осмотическому стрессу. Ана-
лиз показал высокую согласованность между методами: корреляция Спирме-
на по образцам составила 0,76–0,80, что указывает на сохранение структуры 
функционального профиля независимо от алгоритма предсказания. При этом 
метрика Брэя–Кертиса имела значения 0,28–0,31, что отражало умеренные ко-
личественные различия между методами при сохранении общей функциональ-
ной структуры. PCoA-анализ отразил четкое разделение PICRUSt2 и Tax4Fun2 
по первой координате, что свидетельствует о  систематическом смещении 
функциональных профилей, зависящим от метода их вычисления. Анализ пу-
тей метаболизма KEGG/MetaCyc показал доминирование путей центрального 
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Функциональные профили сообществ, полученные разными инструментами

метаболизма углерода, а также активные процессы аминокислотного биосин-
теза. Дополнительно Tax4Fun2 выявил выраженное обогащение путей, связан-
ных с межклеточной коммуникацией и адаптацией к среде.

Результаты демонстрируют, что эндофитное сообщество семян пшени-
цы обладает выраженным функциональным потенциалом, связанным с PGP 
(Plant Growth Promoting) свойствами, включающим ключевые механизмы пи-
тания растения и стресс-устойчивости, а функциональные предсказания де-
монстрируют высокую схожесть между методами при наличии умеренных ко-
личественных раcхождений, обусловленных различиями в референсных базах 
и алгоритмах реконструкции (см. рисунок).

Работа выполнена за счет средств субсидии, выделенной Казанскому фе-
деральному университету для выполнения государственного задания в сфере 
научной деятельности, проект № FZSM-2026-0029.
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Бурятская лошадь – аборигенная порода в Бурятии и Забайкальском крае 
(Россия), круглогодично пасется на пастбищах и активно используется в сель-
ском хозяйстве. Как аборигенная порода она обладает богатым геномным раз-
нообразием, высокой адаптивностью, устойчивостью к грубым кормам и бо-
лезням. Суровый климат зоны разведения табунных лошадей сформировал 
характерный растительный покров пастбищ, представленного наличием осо-
ки, луговых и субальпийских трав. На пастбищах, используемых бурятскими 
лошадьми, было выявлено 86 видов трав и несколько видов кустарников [1].

Сезонные изменения в составе растительного рациона и колебания разно-
образия фекальной микробиоты наблюдались у взрослых лошадей, содержа-
щихся на пастбищах в двух хозяйствах Республики Бурятия. Методы отбо-
ра проб, выделение ДНК, протоколы секвенирования, биоинформационный 
и статистический анализ подробно представлены ранее [2]. Для определения 
растительного рациона был проведен микрогистологический анализ фекалий 
бурятских лошадей. Состав рациона значительно различался по содержанию 
злаков и трав в теплый и холодный сезоны (p ≤ 0,03). Рацион бурятских ло-
шадей в основном состоял из трав (93 % зимой и 57,7 % летом). Устойчивые 
к вытаптыванию степные злаки Poa botryoides, Agropyron cristatum и различ-
ные виды осок составляли значительную часть рациона лошадей в теплое вре-
мя года. Значение полыней, лапчатки, гетеропаппуса алтайского и, особенно, 
шизонепеты многонадрезанной значительно возрастало в зимнем рационе. 
Основными доминирующими отделами были Bacillota (62,9 % зимой; 49,9 % 
летом) и Bacteroidota (25,3 % зимой; 26,7 % летом). Actinomycetota, Campylo-
bacterota, Thermodesulfobacteriota, и Pseudomonadota доминировали зимой. 
Verrucomicrobiota, Methanobacteriota, Fibrobacterota и Cyanobacteriota имели 
высокую относительную численность летом. Индекс разнообразия Шеннона 
был достоверно ниже зимой (5,51 – зима, 5,71 – лето, p < 0,01).

Зимой в составе микробиома преобладали Lactobacillaceae, Muribacula-
ceae, Erysipelotrichaceae, Helicobacteraceae, Desulfovibrionaceae, Peptostrepto-
coccaceae, и Bacteroidaceae. Летние пробы характеризовались повышенным 
содержанием Acidaminococcaceae, Rikenellaceae, Lachnospiraceae UCG-010, 
Bacteroidales p-251-o5, Bacteroidales F082, WCHB1-41 класс Kiritimatiellae, 
и представители порядка Gastranaerophilales. Среди 30 наиболее представлен-
ных таксонов, сравнительное обилие Acidaminococcaceae, Anaerovoracaceae, 
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Bacteroidaceae, Bacteroidales RF16 group, Oscillospiraceae, Desulfovibrionaceae, 
Erysipelotrichaceae, Bacteroidales F082, Fibrobacteraceae, Lactobacillaceae, 
Methanobacteriaceae, Muribaculaceae, Clostridia UCG-014, порядок Gastranae
rophilales, порядок RF39, Peptostreptococcaceae, Prevotellaceae, Rikenellaceae, 
Selenomonadaceae, и Lachnospiraceae достоверно различались в зависимости 
от сезона (p ≤ 0,003).
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Метагеномный анализ двух горизонтов донных отложений 
озера Нижнее, Земля Эндерби, Восточная Антарктида

Охремчук Е. В.1, Охремчук А. Э.1, Сиколенко М. А.1, Валентович Л. Н.1, 
Мямин В. Е.2, Гигиняк Ю. Г.2

1Институт микробиологии НАН Беларуси, Минск, Беларусь,  
электронный адрес: k_akhremchuk@mbio.bas-net.by
2Научно-практический центр Национальной академии наук Беларуси  
по биоресурсам, Минск, Беларусь

Антарктические озера представляют собой разнообразный и относительно 
неизученный объект: варьируются размеры, отличаются топографические ус-
ловия их расположения, неодинакова динамика озер (могут быть как гидроло-
гически изолированными на протяжении миллионов лет, так и являться «ак-
тивными», периодически вскрывающимися ото льда) [1]. Тем не менее озера 
дают возможность сравнить прошлые и настоящие условия в Антарктиде. Ми-
кробные сообщества играют решающую роль в функционировании местных 
экосистем и отражают различные аспекты физических и биогеохимических 
условий прошлого и экологического развития этих биотопов. В данном иссле-
довании проведен сравнительный анализ метагеномных данных о микробном 
разнообразии двух горизонтов керна (донных отложений) озера Нижнее.

Образец керна был получен во время 14-й Белорусской антарктической 
экспедиции научным сотрудником Научно-практического центра НАН Бела-
руси по биоресурсам Е. В. Корзуном. В работе использовали пробы двух гори-
зонтов: 0–5 см и 35–40 см. Горизонт керна 0–5 см содержит ДНК современной 
биоты озера, тогда как результаты радиоуглеродного датирования ранее до-
бытых кернов из озера Нижнее указывают на то, что горизонт 35–40 см был 
изолирован на протяжении приблизительно 2500 ± 25 14С лет [2]. Секвениро-
вание метагеномной ДНК проводилось на платформе Illumina MiSeq. Сборка 
предварительно обработанных прочтений осуществлялась с использованием 
программы SPAdes 3.15.4 [3]. Таксономическая аннотация контигов проводи-
лась с помощью инструментов CAT и RAT [4].

В результате таксономического анализа установлено, что преобладающей 
группой микроорганизмов в обоих горизонтах являлись бактерии, на которых 
приходилось 83,4 и 78,9 % контигов в горизонтах 0–5 см и 35–40 см соответ-
ственно. В верхнем горизонте наиболее широко была представлена ДНК бак-
терий отделов Pseudomonadota, Planctomycetota, Bacteroidota и Chloroflexota, 
на каждый из которых приходилось более 5 % контигов. В горизонте 35–40 см 
доминировали (более 5 %) Pseudomonadota, Bacillota и Bacteroidota. Доля кон-
тигов, принадлежащих археям, была в четыре раза выше в нижележащем го-
ризонте и составляла 2,2 %. Наиболее представленным отделом архей в обо-
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их горизонтах являлся Methanobacteriota. Доля контигов, принадлежащих 
грибам, составляла 0,05 % в горизонте 0–5 см и 0,02 % в горизонте 35–40 см. 
Разнообразие ДНК грибов в нижележащем горизонте было представлено отде-
лами Basidiomycota, Mucoromycota, Ascomycota и Chytridiomycota. В верхнем 
горизонте помимо упомянутых отделов обнаруживалась ДНК представителей 
Microsporidia, Rozellomycota, Olpidiomycota и Zoopagomycota, что, вероятно, 
свидетельствует об активных процессах межвидовых взаимосвязей в озере 
Нижнем, так как многие известные представители данных отделов являются 
паразитами эукариотических организмов.

Примечательно, что метагеномные данные содержат большое число неопи-
санных таксонов микроорганизмов. Так, например, наиболее продолжитель-
ные контиги (более 180 т. п. н.), содержащие более 150 открытых рамок считы-
вания, не удалось отнести к рангу ниже уровня отдела. В дальнейшем будет 
проведена попытка сборки отдельных геномов и их функционального анализа.

Работа выполнена при поддержке Белорусского республиканского фонда 
фундаментальных исследований (Б25M-027).
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Разработка системы гетерологичной экспрессии генов ldh  
из Lactobacillus spp. для создания штамма-продуцента 
молочной кислоты на основе Escherichia coli

Беленко А. А., Суханицкий С. В.
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филиал Федерального государственного бюджетного научного учреждения  
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Санкт-Петербург, Россия,  
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Мировой рынок молочной кислоты демонстрирует устойчивый рост, обу-
словленный расширением сфер ее применения. Ключевым потребителем мо-
лочной кислоты в настоящее время остается пищевая промышленность, рас-
тет спрос в химической и фармацевтической промышленности, а также в про-
изводстве биоразлагаемых полимеров (полилактидов, PLA) [1]. 

Традиционно производство молочной кислоты осуществляется с исполь-
зованием молочнокислых бактерий (Lactobacillus spp.). Генетически модифи-
цированные штаммы Escherichia coli могут использоваться для производства 
молочной кислоты наряду с естественными продуцентами. К настоящему вре-
мени накоплен обширный экспериментальный материал, демонстрирующий 
успешное клонирование и экспрессию генов ldh из различных штаммов лак-
тобацилл в клетках E. coli. Показано, что при совокупном изменении метабо-
лической части генома, увеличение выхода L-молочной кислоты – наиболее 
ценного продукта – может достигать 90 % и более от максимального теорети-
ческого выхода с оптической чистотой, приближающейся к 99 % [2, 3]. 

Цель данной работы – получение рекомбинантных клеток E. coli, способ-
ных к эффективному синтезу молочной кислоты. 

В работе были получены трансформанты E. coli, несущие гены ldh раз-
личных представителей Lactobacillus spp. Гены были клонированы в плаз-
мидные векторы pUC57 и трансформированы в компетентные клетки E. coli 
DH5α. Была проведена оценка способности клеток экспрессировать продукт 
гена ldh под контролем промотора векторных систем, а также регуляторной 
последовательности гена ldh бактерий Lactobacillus spp. при индукции IPTG 
в концентрации 1 мМ. Качественный анализ накопления продукта оценивали 
по динамике изменения кислотности среды методом потенциометрии. С це-
лью снижения скорости закисления среда была модифицирована внесением 
цитратно-фосфатного буферного раствора на основе 2 % CaCO3. Дополнитель-
но был проведен анализ токсического эффекта продукта на динамику нако-
пления биомассы по анализу оптической плотности бактериальной культуры. 
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В работе выявлено снижение темпов роста нетрансформированного кон-
троля на буферной среде с CaCO₃ к 74 ч культивирования в формате колб и про-
должение роста биомассы для клеток, несущих гены ldh из Lactobacillus spp. 
Наблюдаемый эффект свидетельствует об отсутствии выраженной токсично-
сти продукта гетерологичной экспрессии ldh на рост рекомбинантных штам-
мов в условиях с дополнительным контролем буферной емкости питательной 
среды. Отмечается тенденция к зависимости накопления молочной кислоты 
от варианта регуляции экспрессии гена ldh в конструкциях pUC57, которая, 
однако, не достигает уровня статистической значимости (p > 0,05). На основе 
результатов потенциометрии установлено подкисление среды трансформиро-
ванными культурами после индукции IPTG в концентрации 1 мМ (снижение 
pH в среднем на 1,2–1,5 ед. относительно контроля), что указывает на актив-
ный синтез молочной кислоты. Полученные данные будут дополнительно 
проверены методами капиллярного электрофореза и ВЭЖХ (результаты бу-
дут представлены отдельно).

Важно отметить, что на данном этапе ген ldh клонирован в векторе pUC57, 
который относится к клонирующим и не оптимизирован для высокоуровневой 
экспрессии. В рамках дальнейшей работы планируется переклонирование це-
левого гена в специализированные экспрессионные векторы и последующая 
трансформация в промышленно значимые штаммы-продуценты E. coli с целью 
повышения уровня продукции молочной кислоты.

Таким образом, полученные в работе штаммы E. coli DH5α с плазмидой 
pUC57, содержащей ген ldh, могут рассматриваться как исходная платформа 
для конструирования новых экспрессионных штаммов и дальнейшей оптими-
зации биотехнологического получения молочной кислоты.

Исследования проведены по теме FGUS-2025-0006 в рамках НИОКТР  
№ 125072409053-6 ВНИИ пищевых добавок – филиал ФГБНУ «ФНЦ пищевых 
систем им. В. М. Горбатова» РАН.
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Создание рекомбинантных штаммов Escherichia coli ‒ 
продуцентов структурных полипептидов вируса гепатита А
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Вирус гепатита А (ВГА) является основным возбудителем воспалитель-
ного заболевания печени. По оценкам Всемирной организации здравоохране-
ния (ВОЗ), ежегодно регистрируется более 150 млн случаев заражения ВГА, 
из которых число клинических случаев составляет около 1,5 млн [1, 2]. ВГА 
относится к семейству Picornaviridae и содержит одноцепочечную (+)РНК, ко-
дирующую длинный полипептид, который вследствие посттрансляционной 
модификации расщепляется на структурные (VP4, VP2, VP3 и VP1) и неструк-
турные белки [3]. Структурные белки характеризуются наличием 19 антиген-
ных доменов, часть из которых являются иммунодоминантными, что позволя-
ет использовать данные белки в качестве компонентов тест-систем для серо-
логической диагностики ВГА [4].

Цель данной работы – получение рекомбинантных штаммов E. coli – про-
дуцентов структурных полипептидов вириона ВГА.

Клонирование фрагментов гена HAVgs1 (GenBank Gene ID: 1493917), ко-
дирующих аминокислотную последовательность ВГА-специфических поли-
пептидов, осуществляли методом полимеразной цепной реакции со стадией 
обратной транскрипции. Источником гена служила геномная РНК ВГА, выде-
ленная из образцов биологического материала пациентов с вирусным ГА. Объ-
единение нуклеотидных последовательностей белок-кодирующих фрагментов 
генома и экспрессионного вектора pColdI (Takara Bio, Япония) осуществляли 
методом продолжительной перекрывающейся полимеразной цепной реакции 
(ПП-ПЦР). Трансформацию клеток E. coli ArcticExpress (DE3) ПП-ПЦР-про-
дуктами проводили методом электропорации. Скрининг трансформантов, 
несущих целевые нуклеотидные последовательности, осуществляли методом 
ПЦР. В качестве индукторов экспрессии рекомбинантных белков использова-
ли изопропил-β-D-1-тиогалактопиранозид до конечной концентрации 0,5 мМ, 
а также «холодовой шок» – снижение температуры культивирования до 15 °С. 
Белковый состав клеточных лизатов анализировали методом денатурирую-
щего гель-электрофореза. Продуцирующую способность рекомбинантных 
штаммов рассчитывали с помощью программы ImageLab (Bio-rad, США). Для 
детекции целевых рекомбинантных белков в клеточных лизатах проводили 
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иммуноблотинг с использованием антител к гистидиновой метке (His-Tag 
Polyclonal Antibody, Elabscience, Китай). Предварительную оценку антигенных 
свойств рекомбинантных ВГА-специфических полипептидов VP4/VP2, VP3 
и VP1-A2 осуществляли методом иммуноферментного анализа с использова-
нием нерастворимых фракций лизатов E. coli после вымывания целевых бел-
ков из телец включения в 8 М мочевине и последующего диализа. Для каждого 
белка анализировали по три бактериальных клона, содержащих целевые по-
липептиды. Антигенную активность оценивали по отношению среднего зна-
чения показателя оптической плотности (ПОП) для анти-ВГА-положительных 
образцов к среднему ПОП для отрицательных образцов, включая контроль-
ный лизат E.  coli с интактным вектором pColdI. Установлено, что наиболее 
выраженными антигенными свойствами характеризовались клоны VP1-A2, 
а также клоны VP4/VP2, тогда как для VP3 специфический сигнал не выявлен. 

В результате работы созданы штаммы E.  coli pCold.VP1-A2, 
E.  coli  pCold  VP4/VP2 и E. coli pCold.VP3 с продуцирующей способностью 
в отношении целевых белков 46,1  ±  3,8; 50,9  ±  4,4 и 57,6  ±  5,7 мг/л культу-
ральной жидкости соответственно. Рекомбинантные белки VP1-A2 и VP4/VP2 
характеризовались проявлением специфических антигенных свойств разной 
степени выраженности.
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Схема рекомбинантного вектора pET-BOX, несущего ген билирубиноксидазы 
сконструированного в программе SnapGene 6.1

Таким образом, выделен ген билирубиноксидазы, который обладает уме-
ренной адаптацией к системе E.  coli и может быть использован для гетеро-
логичной экспрессии без предварительной оптимизации кодонов, создана 
рекомбинантная конструкция pET42a-BOX, получены трансформанты E. coli 
BL21(DE3), синтезирующие целевой фермент, что подтверждает перспектив-
ность выбранной экспрессионной системы для дальнейшего получения актив-
ной билирубиноксидазы.
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Метаболическая инженерия Corynebacterium glutamicum: 
влияние инактивации отдельных генов-мишеней 
центрального метаболизма и транспорта на выход лизина 
Жуковская Л. А., Семашко Т. В., Зубарь В. А.
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электронный адрес: tsemashko@mbio.bas-net.by

Corynebacterium glutamicum является важным микроорганизмом, который 
широко используется в промышленности для производства аминокислот бла-
годаря своей уникальной комбинации генетической пластичности, высокой 
скорости роста и стабильности в производственных условиях. Эти характери-
стики делают его идеальным кандидатом для биотехнологических процессов, 
связанных с синтезом незаменимых аминокислот, одной из которых является 
лизин [1], а создание штаммов-продуцентов на его основе является актуальной 
задачей [2, 3].

Цель работы – изучение влияния инактивации генов pck (ген, кодирующий 
фермент фосфоенолпируваткарбоксикиназу, катализирующий реакцию об-
ратного превращения оксалатоацетата в фосфоенолпируват), lysP (ген, коди-
рующий пермеазу (транспортный белок) лизина, отвечающий за поглощение 
этой аминокислоты клеткой) и pqo (ген, кодирующий пируватоксидазу – фер-
мент, катализирующий одну из реакций побочного пути метаболизма (пре-
образование пирувата в ацетат)) на биосинтез L-лизина штаммом бактерий 
Corynebacterium glutamicum БИМ Б-77.

Нами были суммированы достижения по созданию штаммов-продуцентов 
лизина; определены основные стратегии повышения продукции лизина клет-
ками C. glutamicum (усиление реакций биосинтеза лизина, увеличение доступ-
ности предшественников и кофакторов, минимизация образования побочных 
продуктов метаболизма, усиление секреции лизина из клетки, инактивация 
путей транспортной системы данной аминокислоты в клетку). 

Из коллекции Института микробиологии НАН Беларуси отобран штамм 
бактерий C. glutamicum БИМ Б-77 (с продуктивностью 40 г/л). Выбраны три 
гена-мишени (pck, lysP, pqo), инактивация которых может привести к повы-
шению уровня продукции лизина. Проведена работа по созданию векторных 
конструкций на основе рЕСХ99Е, содержащих фрагменты генов pck, lysP, pqo, 
для направленного внесения изменений в геном данного штамма (см.  рису-
нок). Разработана методика трансформации C.  glutamicum векторными кон-
струкциями. 

На примере трех генов проведено тестирование созданных конструкций. 
Получены генно-инженерные штаммы C. glutamicum. Показано, что инактива-
ция вышеуказанных генов приводит к повышению уровня синтеза лизина (на 
15–50 %) (см. рисунок).
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mitochondrial membrane potential, and interfering with DNA topology [1, 2]. Our 
proteomic data further support a model in which phenazine treatment triggers coor-
dinated multi-pathway responses, leading to enhanced cellular stress and metabolic 
remodeling in tumor cells.

In summary, this study systematically characterizes the proteomic responses 
to  phenazine compounds across different cellular contexts, demonstrating a more 
pronounced regulatory effect in tumor cells. These findings suggest that phenazines 
may exert their anticancer activity by disrupting redox homeostasis and mitochondri-
al function. This work provides important insights into their molecular mechanisms 
and supports their potential development as anticancer agents. Future studies inte-
grating functional assays, such as ROS measurement, mitochondrial activity ana
lysis, and targeted protein validation, will further elucidate their mechanistic basis.
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Протокол полногеномного анализа регуляторной информации
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Идентификация регуляторных элементов геномов (промоторов, операто-
ров, терминаторов и др.) в полногеномном масштабе является актуальной за-
дачей геномики. Отсутствие общепринятого адекватного решения этой задачи 
осложняет и замедляет микробиологические исследования, использующие ну-
клеотидные последовательности геномов при дизайне экспериментов и интер-
претации их результатов.

Мы предлагаем универсальный протокол анализа регуляторных сигналов, 
применимый к последовательностям любых бактериальных геномов. Прото-
кол обеспечивает аннотацию основных типов регуляторных последовательно-
стей, включая операторы, промоторы (для альтернативных сигма-факторов) 
и терминаторы, а также позволяет определить состав регулонов, контролиру-
емых аннотированными регуляторными элементами (см. рисунок). Протокол 
использует онлайн- и оффлайн-версии программных средств нашей разработ-
ки: BacRegDB [1, 2] и SigmoID [3, 4]. Онлайн- и оффлайн-варианты программ 
взаимозаменяемы за исключением стадии 4, выполняемой в оффлайн-режиме, 
детали использования доступны на портале BacRegDB и в репозитории про-
граммы SigmoID.

Аннотация терминаторов в начале протокола позволяет видеть границы 
контролируемого участка генома при аннотации промоторов/операторов, что 
облегчает дискриминацию истинных и ложноположительных сайтов связы-
вания транскрипционных факторов (ССТФ). Важно учитывать положение 
операторов относительно промоторов с учетом типа регуляции (индукция/
репрессия), особенно для RpoN-зависимых промоторов и энхансеров, распоз-
наваемых транскрипционными факторами (ТФ) семейства Fis (такой промотор 
не может быть аннотирован без энхансера). 

Универсальность протокола обеспечивается использованием строгого 
формального критерия возможности применения моделей регуляторных сиг-
налов к конкретному геному. Таким критерием является КО-тег: последова-
тельность аминокислотных остатков ДНК-связывающего домена, непосред-
ственно контактирующих с азотистыми основаниями ДНК и определяющих 
последовательность оператора [4]. Модели ССТФ применяются в соответствии 
с их надежностью: сначала экспериментально подтвержденные из BaсRegDB, 
затем сконструированные in silico из RegPrecise, конвертированные для кор-
ректной работы с КО-тегами (входят в дистрибутив SigmoID). Для ТФ, не пред-
ставленных в BacRegDB и RegPrecise, поиск их сайтов связывания возможен 
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Реконструкция регуляторных мотивов бактерий  
при помощи глубокого обучения 
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Контроль транскрипции у бактерий осуществляется за счет связывания ре-
гуляторных белков со специфическими сайтами в ДНК. В большинстве слу-
чаев базовой регуляции, осуществляемой за счет основных и альтернативных 
сигма-факторов РНК-полимеразы, недостаточно, поэтому инициация транс-
крипции дополнительно контролируется транскрипционными факторами. 
Практически все транскрипционные факторы функционируют в виде гомо-
олигомеров, чаще ди- и тетрамеров, поэтому регуляторные элементы (опера-
торы) состоят из двух частей и имеют выраженную симметрию. При упаковке 
ДНК-связывающих доменов димера «голова-к-голове» распознаваться будут 
палиндромные сайты, при упаковке «голова-к-хвосту» – сайты с прямыми по-
вторами.

Аминокислотные остатки, непосредственно контактирующие с азотисты-
ми основаниями в ДНК, называются критичными (КО). Концепция КО-тегов 
предполагает, что набор критичных остатков «кодирует» операторную после-
довательность и белки с идентичными КО-тегами будут распознавать сходные 
операторы [1]. Таким образом, КО-тег является уникальным идентификатором 
пары «ДНК – транскрипционный фактор» и его можно рассматривать как не-
посредственный показатель специфичности регулятора.

В настоящей работе предложена реализация нейросетевой модели, осно-
ванной на алгоритмах глубокого обучения [2], которая по аминокислотной по-
следовательности транскрипционного фактора и его КО-тегу реконструирует 
полный вероятностный профиль сайта связывания в виде позиционной весо-
вой матрицы (ПВМ). Тренировочный набор был сформирован из 2474 образ-
цов, взятых из баз данных BacRegDB [3] и RegPrecise [4]. Для каждого образца 
известны аминокислотная последовательность, позиции критичных остатков 
и  ПВМ. Созданная нейросеть представляет собой трансформер типа энко-
дер-декодер с предиктором длины мотива и мостом.

Предобученный энкодер ESM2 [5] используется для получения эмбеддингов 
(векторных представлений) аминокислотных последовательностей, обогащен-
ных структурно-функциональной информацией. Из полученных эмбеддингов 
извлекался регион, содержащий критичные остатки как непосредственные 
показатели нуклеотидных предпочтений оператора, формируя КО-эмбеддинг. 
Неавторегрессионный декодер по КО-эмбеддингам посредством механизмов 
самовнимания предсказывает ПВМ. Предиктор длины и мост являются вспо-
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могательными модулями нейросети и объединяют компоненты энкодера и де-
кодера: предиктор предсказывает длину оператора, а мост инициализирует 
входные векторы предсказанной размерности для декодера.

Для оценки предсказательной способности реализованной модели сравни-
вали сгенерированные ПВМ с библиотекой референсных мотивов (247 образ-
цов из тестировочной выборки исходного набора данных) с помощью инстру-
мента TomTom [6]. 158 (64 %) предсказанных мотивов статистически значимо 
совпадали с реальными сайтами связывания (p  <  0,05). Полученная модель 
способна реконструировать симметричные сайты, характерные для бактери-
альных транскрипционных факторов. Наилучшие результаты достигнуты для 
семейств LacI, GntR, RpiR, TrpR. Трудности наблюдались для белков с нети-
пичными ДНК-связывающими доменами (AraC, RHH, Fis).

Обнаружено систематическое снижение информационного содержания 
ПВМ во многих предсказаниях, что связано, вероятно, с особенностями опти-
мизации функции потерь нейронной сети, которая в процессе обучения при-
обретает склонность формировать сглаженные распределения вероятностей. 
Планируется дальнейшее развитие текущей нейросетевой модели. Необходи-
мо провести оценку пригодности предсказываемых ПВМ для поиска реальных 
операторов. Ожидается, что коррекция обучающего набора и модификация 
функции потерь будут способствовать улучшению качества предсказаний.
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Биоинформатический анализ регуляторных областей 
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В последние годы бактерии рода Rhodococcus привлекают внимание все 
большего числа исследователей не только как деструкторы ксенобиотиков, 
но и продуценты биологически активных метаболитов, а также гетерологич-
ных белков, благодаря их способности к сверхэкспрессии генов и накоплению 
большого количества продуктов биосинтеза внутри клетки. Растет спрос на 
продуцентов с измененными биосинтетическими путями [1]. Все это опреде-
ляет необходимость тщательного изучения организации биосинтетических 
локусов, а в особенности их регуляторных областей.

Цель работы – охарактеризовать регуляторные гены в составе отдельных 
биосинтетических кластеров и выявить общие цис-регуляторные сигналы 
в их промоторных областях.

Объект исследования – нуклеотидная последовательность хромосомы бак-
терий R. pyridinivorans 5Ap (номер в ГенБанке NCBI CP063450.1).

Использованные программы и онлайн ресурсы: antiSMASH [2], BLAST [3], 
Python, библиотека BioPython и пакет MEME Suite [4].

Биоинформатический анализ нуклеотидной последовательности хромосо-
мы бактерий R. pyridinivorans 5Ap выявил 14 кластеров биосинтеза вторичных 
метаболитов. Наибольший интерес представляют регионы 4, 5, 7, 9 и 11, опре-
деляющие соответственно биосинтез ε-поли-L-лизина, гетеробактина, эктои-
на, нерибосомного соединения хлорамфениколоподобного типа и сарпепти-
нов. Эти метаболиты могут выполнять функции антибиотиков, сидерофоров 
и осмопротекторов, повышая фитозащитный и колонизационный потенциал 
штамма [5–7].

В выбранных кластерах выявлено 14 генов, связанных с регуляцией био-
синтеза: три регулятора семейства TetR, два – MarR, по одному – MerR, LuxR, 
ArsR, две двухкомпонентные системы (четыре белка), а также отдельная ги-
стидинкиназа в регионе 11 NEEODLLI_03559 и один РНК-связывающий бе-
лок. В регионе 4 ген NEEODLLI_00 404 кодирует белок холодового шока CspA 
и, вероятно, участвует в стабилизации мРНК при понижении температуры, 
а в регионе 9 ген NEEODLLI_02526 кодирует SoxR и может обеспечивать ак-
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тивацию кластера при окислительном стрессе. Сенсорную регуляцию, связан-
ную с условиями среды, вероятно, обеспечивают двухкомпонентные системы 
DcuS/DcuR в регионе 5 и SasA/KdpE в регионе 9, тогда как локальные регуля-
торы семейств TetR, MarR, ArsR и LuxR, сосредоточенные преимущественно 
в регионах 5 и 11, могут ограничивать избыточный синтез хелаторов и липо-
пептидов.

Анализ 14 промоторов (участки длиной 250  п.  н., расположенные перед 
генами с учетом ориентации открытой рамки считывания) выявил четыре по-
вторяющихся мотива; наиболее достоверным (значение E = 1,5) оказался мо-
тив 1 (TCGTCGA, 7 п. н.), обнаруженный во всех последовательностях.

Таким образом, можно сделать вывод, что в регуляцию биосинтеза вов-
лечены как транскрипционные факторы различных семейств, так и двуком-
понентные сигнальные системы. Синтез некоторых вторичных метаболитов 
бактерий R.  pyridinivorans 5Ap зависит от таких условий, как температура, 
окислительный стресс и др. Варьируя данные условия, можно добиться боль-
шего выхода целевого продукта. Наличие общего мотива в области промотора 
свидетельствует о некоторых общих механизмах регуляции транскрипции.

Финансирование работы: грант БРФФИ-Минобразования №Б24МВ-009, 
задание ГПНИ «Геном, молекула и клетка».
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Mashania – программный конвейер  
для быстрой таксономической идентификации бактерий  
и поиска наиболее схожего генома в базе данных ГенБанк 

Валентович Л. Н., Сиколенко М. А.
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электронный адрес: valentovich@mbio.bas-net.by

Современная систематика бактерий основана на методах молекулярной 
филогенетики, позволяющих устанавливать родственные связи между орга-
низмами на основе сравнения генетической информации. Видовое разграни-
чение прокариот в настоящее время также базируется на показателе средней 
нуклеотидной идентичности (СНИ), который широко используется как коли-
чественный критерий геномного сходства. Таким образом, в XXI веке основ-
ными инструментами для точной идентификации бактерий являются: секве-
натор ДНК, базы данных генетической информации и программы для сравне-
ния нуклеотидных последовательностей.

За последнее десятилетие разработано значительное число быстрых и удобных 
программных инструментов для сравнения геномов, часть из которых доступна 
через веб-интерфейсы (например, Type (Strain) Genome Server (TYGS), DFAST 
Quality Control, JSpeciesWS и др.). Использование таких сервисов позволяет избе-
жать необходимости хранения на локальном компьютере пользователя больших 
объемов референсных данных, число которых для бактерий уже превышает 3 млн 
геномных записей. В несжатом виде такой объем информации занимает более од-
ного терабайта дискового пространства и требует регулярного обновления.

Вместе с тем применение удаленных веб-сервисов имеет ряд существен-
ных ограничений: 1.  Низкая скорость выполнения анализа, обусловленная 
ограничениями серверной инфраструктуры и высокой нагрузкой. Например, 
сервис TYGS может выполнять сравнение одного генома более суток. 2. Огра-
ниченная доступность, связанная с техническими сбоями или проведением 
регламентных работ, что может приводить к длительным перерывам в работе 
сервиса. 3. Использование неактуальных версий баз данных. В частности, сер-
вис JSpeciesWS обновляется с периодичностью около одного раза в год.

Чтобы максимально ускорить таксономическу идентификацию бактерий 
на основе сравнения геномов, и использовать при этом всегда актуальную базу 
данных нами разработан автоматизированный сценарий обработки данных, 
реализованный на Bash – командном интерпретаторе UNIX-подобных систем. 
Сценарий получил название Mashania от основных используемых в нем про-
грамм для сравнения геномов: Mash [1] и FastANI [2]. Исходный код доступен 
в открытом доступе по адресу https://github.com/masikol/mashania.

Основные этапы работы сценария представлены на рисунке.
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Биоинформатический анализ и проектирование 
стратегии направленного мутагенеза бактериальных 
гликозилтрансфераз семейства GT11

Костеневич А. А.
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электронный адрес: A.Kastsianevich@gmail.com

Анализ эволюционной консервативности и пространственного моделиро-
вания in silico, направленных на повышение растворимости рекомбинантных 
белков и улучшение их каталитических свойств, проводили с использовани-
ем следующих специализированных баз данных и  инструментов: CAZy [1]; 
UniProt  [2]; ConSurf [3]; JalView [4]; PyMOL [5]. В  качестве объектов иссле-
дования отобраны 7 аминокислотных последовательностей экспериментально 
охарактеризованных фукозилтрансфераз из базы данных UniProt: Escherichia 
coli O126 (UniProt ID A6M9C2), E. coli O127:K63(B8) (Q5J7C6), E coli O128:B12 
(Q58YV9), E coli O86:B7 (Q6XQ53), Helicobacter hepaticus ATCC 51449 (Q8DK72), 
H. pylori UA1234 (Q9X435) и H. pylori UA802 (Q9X3N7). Анализ гомологии про-
водился с использованием алгоритма MAFFT (режим L-INS-i). Множествен-
ное выравнивание позволило выявить эволюционно консервативные участки 
(ConSurf, шкала от 1 до 9).

В результате анализа был идентифицирован высококонсервативный мотив 
HIRRGDY (позиции 173–179), для которого характерны максимальные пока-
затели консервативности (9, 100 % идентичность). Данный мотив образует ка-
талитическое ядро фермента и был исключен из рассмотрения в качестве ми-
шени для мутагенеза. Аналогичным образом были идентифицированы струк-
турно значимые N- и C-терминальные домены. На основе критериев низкой 
эволюционной консервативности (шкала 1–4), высокой вариабельности (MAX 
ACID < 40 %) и поверхностной локализации были отобраны 7 приоритетных 
позиций для направленного мутагенеза (см. таблицу).

Стратегия оптимизации была разделена на два направления: повышение 
растворимости – замена поверхностных гидрофобных или заряженных остат-
ков (S2, I3, K78, K112, K221) для предотвращения агрегации рекомбинантно-
го белка; модуляция специфичности – замена вблизи субстрат-связывающего 
кармана (K161, S24) для улучшения связывания УДФ-фукозы и акцептора.

С использованием PyMOL на основе предсказанной структуры AlphaFold 
была построена 3D-модель фермента (см. рисунок). Визуализация подтвержда-
ет, что выбранные мишени мутагенеза (выделены красным и синим) локали-
зованы на экспонированной поверхности белка и пространственно удалены от 
каталитического центра (желтый), что минимизирует риск потери фермента-
тивной активности при введении замен.
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Выявленные мишени для направленного мутагенеза

Позиция Замена Эффект Риск / Альтернатива Приоритет

2 S2D / S2K ↑Растворимости,
↓агрегации

Нарушение начального  
фолдинга / S2A Высокий

3 I3A / I3Q ↑Экспрессии,
↑стабильности

Потеря структурной  
стабильности / I3V Высокий

24 S24E ↓Km к УДФ-фукозе Электростатическое  
отталкивание / S24D Средний

78 K78E / K78A ↑Растворимости Изменение поверхностного 
потенциала / K78R Высокий

112 K112A / K112S ↓Агрегации,
↑стабильности

Потеря сайта  
взаимодействия / K112R Высокий

161 K161A / K161E Изменение  
специфичности Снижение активности / K161R Средний

221 K221E / K221Q ↑Растворимости Электростатическое  
отталкивание / K221R Средний

Потенциальные аминокислотные замены в структуре 

Таким образом, выбрано 7 позиций для сайт-специфического мутагенеза. 
Разработанный дизайн мутаций обеспечивает целенаправленную модифика-
цию физико-химических свойств поверхности фермента без нарушения его 
каталитического ядра. Полученные данные служат основой для эксперимен-
тальной валидации мутантных форм фермента в лабораторных условиях.
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Анализ эволюционной консервативности и пространственного моделирова-
ния in silico, направленных на смещение баланса катализируемых реакций в сто-
рону синтеза олигосахаридов, проводили с использованием следующих специ-
ализированных баз данных и инструментов: CAZy [1]; UniProt [2]; ConSurf [3]; 
JalView [4]; PyMOL [5]. В качестве объектов исследования отобрано 8 аминокис-
лотных последовательностей экспериментально охарактеризованных β-галакто-
зидаз семейства GH2 родов Arthrobacter и Pseudoarthrobacter: A. sp. B7 (Q59140), 
A. sp. C2-2 (Q8KRF6), P. sulfonivorans (AIX96881.1), A. sp. ON14 (D9IU58), A. sp. 
SB (Q7WTU5), A. psychrolactophilus F2 (Q08KN3), A. sp. 20B (B6EAX7) и A. sp. 
32cB (A0A023UGN9). Анализ гомологии проводился с использованием алгорит-
ма MAFFT (режим L-INS-i). Множественное выравнивание позволило выявить 
эволюционно консервативные участки (ConSurf, шкала от 1 до 9).

В результате анализа были идентифицированы высококонсервативные ка-
талитические аспартатные остатки (позиции 78, 126, 153, 181, 208), для кото-
рых характерны максимальные показатели консервативности (grade 8–9, 100 % 
идентичность). Данные остатки образуют каталитическое ядро фермента 
и были исключены из рассмотрения в качестве мишеней для мутагенеза.

На основе критериев низкой консервативности (ConSurf grade 1–4), поверх-
ностной локализации и близости к активному центру отобрано 10 позиций для 
направленного мутагенеза с целью: ограничения доступа воды к каталитиче-
скому центру и создания стерических препятствий (V166F/W, L466F/W); мо-
дификации аминокислот активного центра для снижения гидролитической ак-
тивности и изменения электростатики (H94A/S, D184N/S, E270Q/A, E796Q/A); 
улучшения связывания олигосахаридного акцептора (K221E/D, A537Y/F); 
стабилизации гликозиль-ферментного интермедиата и модуляции параметров 
каталитического центра (H404A/F, T619V/I).

С использованием PyMOL на основе предсказанной структуры AlphaFold 
была построена 3D-модель фермента (см. рисунок). Визуализация подтвержда-
ет, что выбранные мишени мутагенеза (выделены красным, синим и зеленым) 
локализованы на экспонированной поверхности белка и пространственно 
удалены от каталитического центра (желтый), что минимизирует риск потери 
ферментативной активности при введении замен.



145

Международная научно-практическая конференция
ГЕННО-ИНЖЕНЕРНОЕ КОНСТРУИРОВАНИЕ МИКРООРГАНИЗМОВ. БИОИНФОРМАТИКА	 Минск, 3–5 июня 2026

Потенциальные аминокислотные замены в структуре

Таким образом, выбрано 10 позиций для сайт-специфического мутагенеза. 
Разработанный дизайн мутаций обеспечивает целенаправленную модифика-
цию физико-химических свойств поверхности фермента без нарушения его 
каталитического ядра. Полученные данные служат основой для эксперимен-
тальной валидации мутантных форм фермента в лабораторных условиях.
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Статистический анализ паттернов взаимодействия 
феназиновых соединений с рибосомным белком S19 человека
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Феназины представляют собой группу гетероциклических соединений, 
обладающих разнообразными биологическими свойствами [1]. Однако мо-
лекулярные механизмы действия данных веществ изучены недостаточно. 
Согласно нашим экспериментальным данным, потенциальными мишенями 
феназиновых соединений в опухолевых клетках могут служить рибосомаль-
ные белки человека. В частности, перспективным кандидатом является белок 
RPS19, который также демонстрирует внерибосомную активность. Мутации 
в гене RPS19 являются главной причиной развития заболевания, известного 
как анемия Даймонда-Блекфена [2].

Цель данной работы заключалась в анализе потенциальных взаимодей-
ствий между феназиновыми соединениями и белком RPS19 с использованием 
молекулярного докинга. 

Для формирования исходной библиотеки лигандов в базе данных Pub-
Chem было отобрано 200 структурно разнообразных производных фенази-
на. Данный набор был дополнен (согласно протоколу DUD-E) выборкой из 
5000 декоев, соответствующих феназиновым лигандам по молекулярной мас-
се, липофильности, количеству вращающихся связей и другим дескрипторам, 
но обладающих отличными структурными характеристиками (коэффициент 
Танимото <0,35) [3]. Для проведения молекулярного докинга использовалась 
программа AutoDock Vina [4], полученные взаимодействия были проанализи-
рованы с помощью инструмента PLIP [5].

Результаты докинга демонстрируют статистически значимую, но слабую 
степень разделения двух групп на основе расчетов стандартной скоринг-функ-
ции (U-критерий Манна–Уитни p  <  0,001; средний ROC-AUC = 0,65, 95  % 
CI: [0,62, 0,69]). Значительное повышение эффективности разделения было до-
стигнуто в результате применения модели Random Forest (рис. 1), обученной 
на полном наборе данных. Точность модели была подтверждена методом пя-
тикратной кросс-валидации с балансировкой обоих классов веществ (средний 
ROC-AUC = 0,86, 95 % CI: [0,814, 0,896]). Анализ важности признаков (рис. 2, a) 
показал, что ключевыми выступили π-катионные взаимодействия лигандов 
с  остатком ARG121, а также водородные связи с ARG101, GLY120 и GLY73. 
В тоже время анализ полученной матрицы близости с помощью метода UMAP 
выявил три возможных паттерна взаимодействия феназинов с сайтом RPS19 
(рис. 2, б).
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Cоздание 3D-моделей супероксиддисмутазы представителей 
рода Candida и оценка потенциального взаимодействия 
с феназинами

Каленчук Е. В., Веремеенко Е. Г., Максимова Н. П.
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Устойчивость патогенных грибов рода Candida к окислительному стрессу, 
создаваемому иммунной системой хозяина, является главной причиной их ви-
рулентности. Избирательное ингибирование фермента антиоксидантной защи-
ты супероксиддисмутазы (СОД) рассматривается как перспективная стратегия 
борьбы с кандидозами на фоне растущей лекарственной резистентности [1]. 

Аминокислотные последовательности СОД1 для C. albicans, C. dubliniensis, 
C. famata, C. glabrata, C. tropicalis, C. parapsilosis и C. auris получены из базы 
данных UniProt. Построение 3D-моделей в форме гомодимеров осуществля-
лось с помощью AlphaFold3. Локализация активных центров предсказана сер-
вером PrankWeb (см. рисунок).

Распределение значений аффинности для исследованных лигандов
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Для поиска потенциальных ингибиторов проведен молекулярный докинг 
12 производных феназина в программе AutoDock Vina. Выполнено два типа 
расчетов: слепой докинг и целевой докинг. Полная матрица корреляции аф-
финности подтвердила отсутствие значимых различий между результатами 
слепого и целевого докинга. 

Наиболее выраженное сродство к СОД1 C. albicans показал феназин-1,6-ди-
карбоксилат (–7,58 ккал/моль). Высокая аффинность отмечена для фена-
зин-1,2,6-триола с Sod1 C. auris (–6,92 ккал/моль) и C. glabrata (–7,07 ккал/моль) 
(см. таблицу). Для доказательства специфичности взаимодействия проведена 
валидация в LigPlot+. В наиболее прочных комплексах образуются >1 водород-
ной связи с консервативными остатками активного центра Cu/Zn-СОД1 (His47, 
His49, His63, His120), координирующими ионы металлов [2].

Анализ специфичности связывания лигандов в активном центре Sod1  
по данным LigPlot+

Лиганд Вид Кол-во H-связей Ключевые остатки

Феназин-1,6-дикарбоксилат C. albicans 3 His47, His63, His120
Феназин-1,2,6-триол C. glabrata 2 His49, His63
Гризеолютеиновая кислота C. tropicalis 2 His47, His120

Производные феназина связываются специфично, образуя водородные 
связи с остатками, координирующими ионы металлов. Полученные данные 
обосновывают перспективность данных соединений в качестве структур для 
разработки новых ингибиторов антиоксидантной системы грибов [3].
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Молекулярный докинг мутантных форм 
2′-дезоксирибозилтрансферазы с арабинофуранозилурацилом
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В настоящее время биотехнологические подходы к получению модифици-
рованных нуклеозидов приобретают все большее значение, поскольку фермен-
тативный синтез соединений, применяемых в противовирусной и противоопу-
холевой терапии, обеспечивает мягкие условия проведения реакции и сниже-
ние числа побочных продуктов по сравнению с химическими методами [1]. 
2′-дезоксирибозилтрансферазы (ДРТазы) рассматриваются как перспективные 
биокатализаторы для синтеза аналогов нуклеозидов, однако их выраженная 
специфичность к 2′-дезоксирибонуклеозидам ограничивает возможность по-
лучения соединений с модификацией гликозидного фрагмента  [1, 2]. К при-
меру, широко известное противоопухолевое вещество неларабин характеризу-
ется модификацией не только в гетероциклическом основании, но и в глико-
зидном фрагменте в виде замены 2′-дезоксирибозы на арабинозу. Поэтому при 
молекулярном докинге особое внимание уделяли арабинофуранозилурацилу 
(araU), используемому в качестве субстрата фермента. В связи с этим в на-
стоящей работе для предварительной оценки потенциально значимых амино-
кислотных замен, способных привести к изменению субстратной специфично-
сти фермента, использовали методы молекулярного моделирования, включая 
структурный анализ, in silico мутагенез и молекулярный докинг.

В качестве исходной трехмерной модели фермента использовали кристал-
лографическую структуру 1F8X из базы данных Protein Data Bank. Геометри-
ческую оптимизацию белковых структур проводили в программе HyperChem 
8.0 методом молекулярной механики с использованием силового поля MM+.

Для контроля ориентации субстрата использовали структуру 1F8Y с ли-
гандом 2′-дезокси-1-метил-псевдоуридином, положение которого принимали 
в качестве структурного референса. Докинг выполняли с использованием пла-
гина DockingPie 1.2 для PyMOL и программы AutoDock Vina [3]. Область свя-
зывания размером 17 × 17 × 17 Å задавали вручную с центром в области ката-
литического центра, включающего остатки Tyr7, Asp72, Asp92 и Glu98. Отбор 
аминокислотных замен проводили по ориентации боковых цепей аминокислот 
в сторону субстрат-связывающего кармана и предполагаемой способности со-
ответствующей замены изменять его геометрию. В качестве перспективных 
вариантов были выбраны мутации V52A, D53N, G94A и Q46E.

При анализе позиций субстрата особое внимание уделяли расстояниям 
между гетероатомами araU и донорно-акцепторными атомами боковых цепей 
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остатков каталитического окружения. Контакты в диапазоне 2,7–3,3 Å интер-
претировали как геометрически допустимые для полярных взаимодействий. 
Окончательный выбор мутантного кандидата выполняли с учетом значения 
энергии связывания, ориентации субстрата и формирования полярных кон-
тактов с ключевыми каталитическими остатками (см. таблицу).

Значения энергии связывания мутантных форм 1F8X с araU

Вариант фермента Энергия связывания araU, ккал/моль Контакты с ключевыми остатками

1F8X −7,839 Asp72, Asp92, Glu98
1F8X-D53N −7,511 Asp72, Asp92, Glu98
1F8X-G94A −6,125 Asp72, Asp92, Glu98
1F8X-Q46E −7,875 Asp72, Asp92, Glu46, Glu98
1F8X-V52A −6,479 Asp72, Asp92, Glu98

По совокупности результатов молекулярного докинга и анализа ориента-
ции araU в субстрат-связывающем кармане наиболее перспективным вариан-
том для последующей экспериментальной проверки была признана мутация 
Q46E. Данный вариант характеризовался наиболее выгодным значением энер-
гии связывания среди исследованных мутантных форм (−7,875 ккал/моль) и со-
хранял полярные контакты с ключевыми остатками каталитического окруже-
ния: Asp72, Asp92, Glu98, а также с Glu46. Полученные результаты позволяют 
рассматривать мутацию Q46E как приоритетный вариант для дальнейшей экс-
периментальной верификации.
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