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Многие вторичные метаболиты бактерий, включая перспективные в фармакологи-
ческом отношении, синтезируются с помощью ферментных комплексов поликетидсин-
таз (PKS). В работе определены нуклеотидные последовательности генов 16S рРНК и 
PKS у штаммов гетеротрофных бактерий, выделенных из эпилитических биопленок, 
сформированных в литоральной зоне озера Байкал. По результатам молекулярно-фило-
генетического анализа генов 16S рРНК установлена следующая таксономическая при-
надлежность изолированных штаммов: Serratia fonticola 1А и 10А, Pseudomonas umsongen-
sis K10-2 и K10-3, Rheinheimera tilapiae K18 и Flavobacterium sp. 43-09. У исследуемых 
штаммов определены 33 последовательности фрагментов генов, кодирующих PKS. Среди 
гомологичных нуклеотидных последовательностей обнаружены гены, ответственные за 
биосинтез антибиотиков (диффицидина, эритромицина, курацина, миксаламида, корал-
лопиронина, миксатиазола) и цитостатиков (ромидепсина, спирухостатина, дисоразола). 
Невысокое сходство (50–83%) аминокислотных последовательностей PKS байкальских 
бактерий с опубликованными в GenBank последовательностями свидетельствует об их 
потенциальной способности продуцировать новые, до настоящего времени неизвестные, 
биоактивные соединения. Полученные результаты показывают, что исследуемые штаммы 
могут представлять практический интерес для биотехнологии.
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Озеро Байкал – крупнейший и самый глубо-
кий пресный водоем на Земле – характеризуется 
значительным биоразнообразием и высокой сте-
пенью эндемизма гидробионтов, уникальными эко-
логическими особенностями и богатством биото-
пов, являясь своего рода природной лабораторией 
для изучения метаболического потенциала микроб-
ных сообществ. Известно, что микроорганизмы 
продуцируют огромное количество биологически 
активных веществ (БАВ), многие из которых ис-
пользуются в биологии и медицине. Показано, что 
микробные сообщества, населяющие разнообраз-
ные, большей частью уникальные и экстремаль-
ные, места обитания, служат важнейшим ресурсом 
новых и редких метаболитов [1–3]. В последнее 
время особое внимание при поиске новых БАВ 
уделяют микробным сообществам биопленок, так 
как известно, что 95–99% микроорганизмов в при-
родных условиях существуют в виде специфически 
организованных, прикрепленных к субстратам мик-
робных ассоциаций [4]. Биопленки, сформиро-
ванные на камнях (эпилитические) – это, как 
правило, морфологически и физиологически гете-
рогенные структуры, отличающиеся богатым видо-
вым составом и высокой численностью бактерий, 
которые проявляют многообразие метаболических 
путей и формируют сложную систему кооператив-

ного и конкурентного взаимодействия [5]. Оче-
видно, что поиск продуцентов различных БАВ 
в микробных сообществах биопленок является 
перспективным.

К настоящему времени показано, что широкий 
ряд вторичных метаболитов бактериального про-
исхождения синтезируется мультидоменными фер-
ментными мегасинтазами: поликетидсинтазами 
(PKS), синтетазами нерибосомных пептидов (NRPS) 
и их гибридными комплексами PKS/NRPS [6]. 

Поликетиды характеризуются разнообразной 
химической структурой и функциональной актив-
ностью, среди них антибиотики, статины, ингиби-
торы роста опухолей и многие другие фармацевти-
чески значимые соединения. Известно три типа 
PKS (I, II и III), различающиеся в зависимости от 
структуры и механизма катализа. PKS типа I орга-
низованы в модули, состоящие как минимум из трех 
доменов: кетоацилсинтазы (KS), ацилтрансферазы 
(AT) и ацил-переносящего белка (ACP). Каждый 
модуль отвечает за один цикл элонгации полике-
тидной цепи [6]. Для детекции и идентификации 
в геноме бактерий генов, ответственных за синтез 
вторичных метаболитов поликетидной природы, 
успешно используют праймеры, специфичные 
к консервативным участкам KS-домена PKS [1, 3, 7]. 
Например, подобный подход был применен для 
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изучения микроорганизмов, ассоциированных с гид-
робионтами озера Байкал [9, 10]. Авторы показали, 
что в метагеномном сообществе байкальских энде-
мичных губок Lubomirskia baicalensis и Swartschewskia 
papyracea присутствуют последовательности генов, 
кодирующих биосинтез курацина A, стигмателли-
на и ностофицина [8, 9]. В геномах 9 из 14 культур 
родов Bacillus, Pseudomonas, Variovorax, Curtobacte-
rium, Rhodococcus, выделенных из L. baicalensis, 
выявлены гены PKS и NRPS [10].

Цель данной работы – оценка разнообразия 
генов поликетидсинтаз в геномах гетеротрофных 
бактерий, выделенных из эпилитических биопле-
нок озера Байкал.

Материалы и методы

Изучены шесть штаммов гетеротрофных бак-
терий из коллекции лаборатории водной микро-
биологии Лимнологического института СО РАН, 
выделенных из эпилитических биопленок. Пробы 
биопленок отобраны в прибрежной зоне озера Бай-
кал около пос. Листвянка и в проливе Малое Море 
в 2012 г. Штаммы предварительно идентифици-
рованы по морфологическим и физиолого-биохи-
мическим признакам и на основе определения 
последовательностей генов 16S рРНК как пред-
ставители родов Rheinheimera, Pseudomonas, Serratia 
(Proteobacteria) и Flavobacterium (Bacteroidetes).

Выравнивание последовательностей генов 16S 
рРНК (длина 1429 п.н.) и построение филогенети-
ческих деревьев осуществляли с помощью пакета 
программ Mega 6.06, применяя метод максималь-
ного правдоподобия (двухпараметрическая модель 
Кимуры). Бутстреп-поддержка была рассчитана 
на 1000 реплик. 

Для поиска и идентификации генов PKS ДНК 
выделяли из 100 мкл суточной культуральной сус-
пензии по протоколам производителя с помощью 
набора “ДНК-сорб В” (“Роспотребнадзор”, Россия). 
Амплификацию фрагментов KS-доменов генов 
PKS проводили, используя вырожденные прайме-
ры DK-F (5’-GTGCCGGTNCCRTGNGYYTC-3’) 
и DK-R (5’-GCGATGGAYCCNCARCARYG-3’) 
в режиме, описанном ранее [8]. Ампликоны визуа-
лизировали в 1%-ном агарозном геле с помощью 
трансиллюминатора (VL-6.MC, Франция). ПЦР-
фрагменты клонировали в векторе pJET1.2/blunt 
(CloneJET PCR Cloning Kit, Fermentes, Литва), после 
чего проводили трансформацию компетентных кле-
ток штамма E. coli DH-5!. 

Нуклеотидные последовательности определяли 
на генетическом анализаторе 3500xL (Applied Bio-
systems, США). Сравнительный анализ полученных 
последовательностей проводили с помощью пакета 
программ BLASTX и BLASTP.

Нуклеотидные последовательности фрагментов 
генов PKS (33 шт.) депонированы в GenBank под 
номерами: LT220194–LT220203, LT555230–LT555239, 
LT555293–LT555305.

Результаты и обсуждение

Филогенетический анализ генов 16S рРНК. BLAST-
анализ последовательностей нуклеотидов 16S рДНК 
Serratia spp. 1A и 10A из озера Байкал показал 99,8% 
сходства с типовыми штаммами Serratia fonticola 
DSM 4576 и Serratia glossinae DSM 22080T. После-
довательности генов 16S рРНК байкальских изо-
лятов и данных штаммов формировали на древе 
совместный кластер (рисунок). Бактерия S. glossi-
nae выделена в 2010 г. из кишечника мухи цеце 
(Glossina palpalis gambiensis), которая известна как 
переносчик трипаносом – возбудителей сонной 
болезни в африканских странах [11], S. fonticola 
изолирована из питьевой воды в 1979 г. [12]. Позднее 
по результатам физиолого-биохимических тестов 
и гибридизации ДНК установили, что S. fonticola и 
S. glossinae не имеют существенных отличий и по-
этому являются синонимичными видами [13]. Та-
ким образом, принимая во внимание полученные 
нами результаты и литературные данные, байкаль-
ские штаммы Serratia spp. 1A и 10A мы определили 
как вид S. fonticola.

BLAST-анализ последовательностей гена 16S 
рРНК штаммов Pseudomonas spp. K10-2 и K10-3 
выявил их идентичность (100%) с типовым видом 
Pseudomonas umsongensis Ps3-10, выделенным из 
кислых сельскохозяйственных почв в Корее. При 
культивировании вид отличался способностью 
восстанавливать нитраты и расти при 4°С [14]. На 
филогенетическом древе последовательности гена 
16S рРНК штаммов Pseudomonas из озера Байкал и 
P. umsongensis Ps3-10 группировались в общий кла-
стер (рисунок).

При сравнении нуклеотидной последователь-
ности 16S рДНК Rheinheimera sp. K18 с последова-
тельностями из банка данных определено высокое 
сходство (99,3%) с видом Rheinheimera tilapiae Ruye-90, 
изолированным из кишечника теляпии (Tilapia re-
ndalli), культивируемой в пруду на Тайване [15]. 
Последовательность гена 16S рРНК штамма Rhein-
heimera sp. K18 образовала на древе сестринскую 
ветвь с R. tilapiae Ruye-90 (рисунок). Предварительно 
штамм Rheinheimera sp. K18 был отнесен к виду 
R. tilapiae.

Последовательность гена 16S рРНК штамма 
Flavobacterium sp. 43-09 из эпилитических биопле-
нок озера Байкал сформировала сестринскую ветвь 
с антарктическим видом Flavobacterium hibernum 
ATCC 51468 (рисунок) [16]. При этом сходство ге-
нов 16S рРНК байкальского изолята и F. hibernum 
составило 98%, а с Flavobacterium sp. JRM, выделен-
ным из ледового покрова реки Саскуэханна в США – 
99,9%. Последний по данным полногеномного сек-
венирования назван Flavobacterium falloni. К этому 
же виду, очевидно, относится и выделенный нами 
штамм Flavobacterium sp. 43-09.

Идентификация генов PKS. Для исследованных 
шести штаммов гетеротрофных бактерий из озера 
Байкал определены 33 нуклеотидные последова-
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Рисунок. Филогенетическое древо, построенное на основе сравнения фрагментов генов 16S рРНК длиной 1429 п.н. представителей 
родов Serratia, Pseudomonas, Rheinheimera и Flavobacterium. Последовательности, полученные в данном исследовании, выделены 

жирным шрифтом

тельности генов PKS, которые сходны с гомологич-
ными последовательностями из базы данных Gen-
Bank на 72–100%. Ближайшие аминокислотные 

последовательности, выявленные с помощью BLASTP-
анализа, представлены в табл. 1, идентифицирован-
ные PKS приведены в табл. 2.

Таблица 1

Ближайшие гомологи для последовательностей генов PKS микроорганизмов озера Байкал

Название штамма Номер клона
Результаты BLASTP-анализа

Ближайшие гомологи Гомология, %

Serratia fonticola 1А и 
10А 

1А-1; 1А-3; 1А-7; 

1А-10; 1А-11; 1А-12; 

1А-13; 10А-6; 10А-7 

Поликетидсинтаза Burkholderia sp. TSV86 (WP_059568895) 80–81

1А-2 Поликетидсинтаза Burkholderia thailandensis (WP_043296479) 82

1А-4; 1А-6; 1А-9 Поликетидсинтаза Burkholderia thailandensis E264 (ABC38737) 85

1А-5 Поликетидсинтаза Enterobacter cloacae (WP_063925842) 96

10А-1; 10А-2; 10А-4; 
10А-5; 10А-8

Поликетидсинтаза Burkholderia thailandensis 
(WP_059844334) 

84–85

10А-3 Поликетидсинтаза Paenibacillus sp. F6-B70 (ACT85958) 
Поликетидсинтаза Paenibacillus polymyxa (KJD37325)

73
72

Pseudomonas umsongen-
sis К10-2 и К10-3

К10-2-1; К10-2-2;
К10-3-1; К10-3-2; 

К10-3-6

Поликетидсинтаза Pseudomonas putida (ACN67520) 99–100
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Название штамма Номер клона
Результаты BLASTP-анализа

Ближайшие гомологи Гомология, %

Rheinheimera tilapiae 
К18

18-1; 18-2 Поликетидсинтаза Rheinheimera sp. F8 (ALZ75986) 93–94

18-3; 18-6 Поликетидсинтаза Rheinheimera sp. F8 (ALZ75984) 95

18-4; 18-5 Эритронолидсинтаза В Candidatus Accumulibacter sp. BA-92 
(EXI82404)
Поликетидсинтаза Achromobacter sp. RTa (WP_043548713) 

78

78

Flavobacterium sp. 
43-09

43-9; 43-15 Поликетидсинтаза Flavobacterium sp. JRM (WP_039119622) 97–99

Таблица 2

Гомологи с идентифицированными ферментами, близкородственные байкальским последовательностям PKS

Штаммы Номер клона
Результаты BLASTP-анализа

Гомологи с идентифицированными PKS Гомология, %

Serratia fonticola 
1А и 10А

1А-1, 1А-3, 
1А-7, 1А-10, 

1А-11, 1А-12, 
1А-13; 10А-6, 

10А-7

Ромидепсинсинтаза DepC Chromobacterium violaceum 968 (ABP57747); 

Спирухостатинсинтаза SpiC1 Pseudomonas sp. Q71576

80

78

1А-2, 1А-4, 
1А-6, 1А-9; 

10А-1, 10А-2, 
10А-4, 10А-5, 

10А-8

Ромидепсинсинтаза DepB Chromobacterium violaceum 968 (ABP57746) 83

1А-5 Дисоразолсинтаза DszA Sorangium cellulosum So ce12c (AAY32964) 50

10А-3 Эритронолидсинтаза B Dickeya sp. NCPPB 3274 (WP_042861990) 70

Диффицидинсинтаза DfnD Bacillus sp. 916 (EJD67453) 66

Pseudomonas 
umsongensis К10-2 
и К10-3

К10-2-1; 
К10-2-2; 
К10-3-1; 
К10-3-2; 
К10-3-6

Эритронолидсинтаза B Burkholderia sp. BT03 (WP_024163149) 61

Rheinheimera 
tilapiae К18

K18-1, 
К18-2

Эритронолидсинтаза B Methylobacter tundripaludum SV96 (WP_006892897) 66

Миксаламидсинтаза MxaE Stigmatella aurantiaca (AAK57189) 64

K18-3, 
К18-6

Миксатиазолсинтаза MtaB Stigmatella aurantiaca DW4/3-1 (AAF19810) 59

Курацинсинтаза, CurL Lyngbya majuscula 19L (AAT70107) 58

K18-4, 
К18-5

Эритронолидсинтаза B Accumulibacter sp. BA-92 (EXI82404) 78

Flavobacterium sp. 
43-09

43-09-9; 
43-09-15

Дисоразолсинтаза DszA Sorangium cellulosum So ce12c (AAY32964) 57

Кораллопиронинсинтаза CorB Corallococcus coralloides B035 (ADI59532) 56

Окончание табл. 1

Для штаммов S. fonticola 1А и 10А идентифи-
цировано 12 и 8 последовательностей генов PKS, 
соответственно. Наибольшее сходство (72–96%) 
определенных нуклеотидных последовательностей 
наблюдается с генами бактерий родов Burkholderia, 
Chromobacterium, Enterobacter и Paenibacillus (табл. 1). 
Среди родственных последовательностей были опре-
делены гены, кодирующие синтез антибиотиков 
(эритромицин, диффицидин) и противоопухолевых 

агентов (ромидепсин, спирухостатин, дисоразол). 
Процент гомологии последовательностей генов 
PKS S. fonticola с известными ферментами был от-
носительно низким (50–83%) (табл. 2). Ранее для 
S. fonticola 1А показано наличие антагонистической 
активности против четырех условно-патогенных 
микроорганизмов: Escherichia coli М17-02, Bacillus 
subtilis ВКПМ, Staphylococcus aureus ATCC 25923, 
Enterococcus faecium [17].
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Восемнадцать последовательностей генов PKS 
штаммов S. fonticola 1А и 10А на 80–83% сходны 
с генами синтеза цитостатика ромидепсина (DepC 
и DepB). Ромидепсин – бициклический депсипеп-
тид, выделенный в 1994 г. в Японии из почвенной 
бактерии Chromobacterium violaceum. Это соедине-
ние производится фирмой Celgene как противоо-
пухолевый лекарственный препарат “Истодакс” 
(Istodax) для лечения Т-клеточной лимфомы кожи 
и других периферических Т-клеточных лимфом. Ро-
мидепсин ингибирует активность фермента гистон-
деацетилазы и, таким образом, индуцирует апоптоз 
лимфоцитов. Согласно последним исследованиям 
ромидепсин может быть использован для реакти-
вации скрытого вируса иммунодефицита человека 
с целью истощения его популяции [18]. 

Некоторые виды Serratia, такие как S. plymu-
thica, S. rubidaea, S. marcescens и S. nematodiphila, 
образуют красный пигмент – продигиозин, пред-
ставляющий собой алкалоидное соединение с анти-
микробными, противомалярийными, противоопу-
холевыми и иммунодепрессантными свойствами 
[19]. Кроме того, штаммы рода Serratia производят 
и другие полезные вторичные метаболиты, включая 
ооцидин А, карбапенем, альтиомицин, бактериоцины 
и серравиттины [19]. Серраветтины относятся к 
биоразлагаемым неионогенным поверхностно-ак-
тивным веществам, чрезвычайно востребованным 
в промышленности. Новый почвенный вид Serratia 
surfactantfaciens sp., одновременно продуцирующий 
продигиозин и серравитин, проявляет противомик-
робную активность, ингибирует развитие опухолей 
и полезен для биоремедиации [19]. 

В геномах штаммов P. umsongensis К10-2 и 
К10-3 идентифицированы 2 и 3 последовательно-
сти генов PKS, соответственно (табл. 1). Среди 
ближайших гомологов (99–100%) определена PKS 
типа I (ACN67520) из Pseudomonas putida, а также 
KS-домен кластеров биосинтеза эритромицина из 
Burkholderia sp. BT03 с гомологией 61% (табл. 2). 
Исследуемые штаммы рода Pseudomonas могут быть 
потенциально способными к синтезу новых БАВ, 
поскольку бактерии данного рода продуцируют 
795 вторичных метаболитов, включая 610 антибио-
тиков и 185 веществ с широким спектром действия 
[19]. В числе продуцируемых соединений: мупиро-
цин, пиролес, пирролидиндион, фторглюцинол, 
феназин, бензальдегид, хинолин, хинолон, фенан-
трен, фталат, римид, мурамиды, зафрин и бушрин 
[20, 21]. В байкальском штамме P. fluorescens 28Bb-06, 
выделенном из губки, обнаружены гены PKS, на 
50–66% сходные с генами биосинтеза ерсиниабак-
тина, ризоксина, дисоразола и эпотилона [22]. 

Для штамма R. tilapiae К18 предсказано шесть 
аминокислотных последовательностей PKS. Среди 
ближайших гомологов (93 95%) выявлены гены PKS, 
принадлежащие штамму Rheinheimera sp. F8, их по-
следовательности определены в результате полно-

геномного секвенирования (табл. 1). Особенностью 
штамма Rheinheimera sp. F8, изолированного из био-
пленок реки Саскачеван (Канада), является обра-
зование стабильных нитей внеклеточной ДНК [23]. 
В числе последовательностей, родственных после-
довательностям байкальского штамма (с гомоло-
гией 58–78%), обнаружены гены PKS, синтезиру-
ющие антибиотики: эритромицин, миксаламид, 
курацин и миксотиазол (табл. 2). В настоящий мо-
мент метаболиты, синтезируемые PKS, у бактерий 
рода Rheinheimera не выявлены.

Две последовательности гена PKS определены 
в геноме штамма Flavobacterium sp. 43-09, они имеют 
высокую степень гомологии (97–99%) с генами 
PKS Flavobacterium sp. JRM (табл. 1). Таким обра-
зом, не только ген 16S рРНК, но и гены PKS явля-
ются близкородственными, что свидетельствует 
в пользу синонимичности штаммов Flavobacterium 
sp. 43-09 и Flavobacterium sp. JRM. Кроме того, 
в числе сходных последовательностей обнаружены 
гены синтеза антибиотика кораллопиронина и 
дисоразола (табл. 2), однако гомология с этими ге-
нами составила только 56–57%. В настоящее время 
не имеется сведений о синтезе вторичных метабо-
литов у представителей рода Flavobacterium. В ге-
номе штамма Flavobacterium sp. TAB 87, выделен-
ном из антарктических морских проб, найдено два 
кластера генов PKS типов I и III [24]. Таким обра-
зом, гены PKS детектируются в геномах Flavobac-
terium, однако БАВ, которые синтезируются дан-
ными PKS, не описаны; возможно, это вторичные 
метаболиты с новыми уникальными функциями.

Впервые в геномах бактерий S. fonticola, P. um-
songensis, R. tilapiae и Flavobacterium sp., выделен-
ных из эпилитических биопленок озера Байкал, 
определены гены PKS, родственные генам биосин-
теза антибиотиков (диффицидина, эритромицина, 
курацина, миксаламида, кораллопиронина, микса-
тиазола) и цитостатиков (ромидепсина, спирухоста-
тина, дисоразола). Невысокий процент гомологии 
(50–83%) с известными генами PKS свидетель-
ствует о потенциальной способности исследуемых 
штаммов продуцировать ряд новых, до настоящего 
времени еще неописанных, БАВ. Таким образом, 
исследуемые байкальские штаммы могут представ-
лять практический интерес для биотехнологии. Для 
подтверждения наших предположений необходимо 
выделить индивидуальные соединения и устано-
вить их структуру, а также провести исследования 
их биологической активности.

Авторы выражают благодарность к.б.н. С.В. Ки-
рильчику за помощь в проведении секвенирования.
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DIVERSITY OF POLYKETIDE SYNTHASE GENES IN THE GENOMES 
OF HETEROTROPHIC MICROORGANISMS ISOLATED FROM EPILITHIC BIOFILMS 

IN LAKE BAIKAL

E.V. Sukhanova*, E.A. Zimens, V.V. Parfenova, O.I. Belykh

Limnological Institute, Siberian Branch of the Russian Academy of Sciences, 3, Ulan-Batorskaya 
ul., Irkutsk, 664033, Russia

*email: sukhanovalena17@gmail.com 

Many bacterial secondary metabolites including pharmacologically promising compounds 
are synthesized by polyketide synthases (PKS) enzyme complexes. Nucleotide sequences of 
genes encoding 16S rRNA and PKS of heterotrophic bacterial strains isolated from epilithic bio-
films in the littoral zone of Lake Baikal were determined. Based on molecular phylogenetic anal-
ysis of 16S rRNA genes, we identified six heterotrophic strains: Serratia fonticola 1А and 10А, 
Pseudomonas umsongensis K10-2 and K10-3, Rheinheimera tilapiae K18 and Flavobacterium sp. 
43-09. Sequencing of cloned amplification products for PKS gene cluster revealed 33 sequences. 
Genes involved in biosynthesis of antibiotics (difficidine, erythromycin, curacin, mixalamide, 
corallopyronin, and myxothiazol) and cytostatics (romidepsin, spiruchostatin, and disorazol) 
were determined among related sequences. The low homology (50 83%) of amino acid sequenc-
es of PKS in Baikal bacteria with sequences in GenBank attests to potential capability of strains 
to produce new, yet not studied polyketide substances. The results obtained show that the strains 
under investigation may be of practical interest for biotechnological application.

Keywords: polyketide synthase genes, 16S rRNA, heterotrophic microorganisms, Lake Baikal, 
cloning, epilithic biofilms
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