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Охарактеризована динамика роста бактерий штамма Rhodococcus pyridinivorans 5Ар в среде с фенолом (200 мг/л). 
Бактерии достигают стационарной фазы через 24 ч культивирования. К этому времени происходит полная ути-
лизация фенола. В результате полногеномного секвенирования установлено, что геном бактерий штамма R. pyri
dinivorans 5Ap представлен кольцевой хромосомой размером 5 220 735 пар нуклеотидов (номер в базе данных 
GenBank CP063450.1) и тремя кольцевыми мегаплазмидами – pSID размером 250 428 пар нуклеотидов (CP063453.1), 
pRh5Ap-243 размером 243 288 пар нуклеотидов (CP063452.1) и pNAPH размером 207 815 пар нуклеотидов 
(CP063451.1). Сравнение организации генов β-кетоадипатного пути биодеградации фенола в геномах 78 бакте-
рий рода Rhodococcus групп В (подгруппы В1 и В2), С и D показало, что, несмотря на высокий уровень синтении 
в целом, каждая группа обладает особенностями в строении исследуемых локусов. В отличие от остальных групп 
у бактерий группы С опероны pheA2A1 и catABC разделены тремя генами, в том числе генами  fadA и  fadI, которые 
определяют альтернативную возможность окисления фенола с образованием сукцинил-КоА (у других групп, по 
всей вероятности, образуется только ацетил-КоА). У родококков группы С и подгруппы В1 в геноме присутствует 
дополнительный локус, включающий гены pheA2, pheA1 и catA. Второй локус у бактерий подгруппы В1, групп С 
и D представлен оперонами pcaIJ и pcaHGBLRF, тогда как у бактерий подгруппы В2 он включает опероны pcaIJ 
и pcaBLRF, а оперон pcaHG, кодирующий компоненты пирокатехин-3,4-диоксигеназы, расположен в ином локусе 
хромосомы. Регуляторные области оперонов pheA2A1 и catABC у бактерий штамма R. pyridinivorans 5Ap сходны 
с известными и содержат сайты связывания как специфических регуляторных белков PheR и CatR соответственно, 
так и глобального регулятора катаболизма CRP. В результате анализа межгенной области pcaI – pcaB бактерий 
штамма R. pyridinivorans 5Ap выявлены шесть потенциальных сайтов связывания белка PcaR. Характер распо-
ложения данных сайтов может свидетельствовать о двойной роли регуляторного белка PcaR: как репрессора в не 
связанном с эффектором состоянии и как активатора в связанном с эффектором состоянии.

Ключевые слова: Rhodococcus; бактерии-деструкторы; фенол; генетические локусы; гены биодеградации; ре-
гуляция.
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The growth dynamics of the bacteria Rhodococcus pyridinivorans strain 5Ap in a medium with phenol (200 mg/L) was 
characterised. The bacteria reach the stationary phase after 24 h of cultivation. By this time phenol is completely utilised. 
As a result of whole-genome sequencing, it was established that the genome of bacteria R. pyridinivorans strain 5Ap is 
represented by a circular chromosome with a size of 5 220 735 base pairs (number in the GenBank database CP063450.1) 
and three circular megaplasmids – pSID with a size of 250 428 base pairs (CP063453.1), pRh5Ap-243 with a size of 
243 288 base pairs (CP063452.1) and pNAPH with a size of 207 815 base pairs (CP063451.1). A comparison of the or
ganisation of genes of the β-ketoadipate phenol degradation pathway in the genomes of 78 bacteria of the genus Rhodo
coccus of groups B (subgroups B1 and B2), C and D showed that, despite the high level of synteny in general, each group 
has characteristic features in the structure of the studied loci. Unlike other groups, in genomes of group C bacteria the 
pheA2A1 and catABC operons are separated by three genes, including fadA and fadI genes, which determine the alter-
native possibility of phenol oxidation with the formation of succinyl-CoA (in other groups, likely, only acetyl-CoA is 
formed). Rhodococci of group C and subgroup B1 have an additional locus in their genome, including the pheA2, pheA1 
and catA genes. The second locus in bacteria of the subgroup B1, groups C and D includes the pcaIJ and pcaHGBLRF 
operons, while in bacteria of the subgroup B2 it includes the pcaIJ and pcaBLRF operons, and the pcaHG operon, enco
ding the components of protocatechuate-3,4-dioxygenase, is located in a different chromosomal locus. The regulatory re-
gions of the pheA2A1 and catABC operons in the bacteria R. pyridinivorans strain 5Ap are similar to the known ones and 
contain binding sites for both the specific regulatory proteins PheR and CatR, respectively, and for the global catabolism 
regulator CRP. As a result of analysis of the pcaI – pcaB intergenic region of R. pyridinivorans strain 5Ap, six potential 
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binding sites for the protein PcaR were identified. The nature of the location of these sites may indicate a dual role of the 
regulatory protein PcaR: as a repressor in a state unbound to the effector and as an activator in a state bound to the effector.

Keywords: Rhodococcus; phenol-degrading bacteria; phenol; genetic loci; genes of biodegradation; regulation.
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Введение
Бактерии – деструкторы фенола являются важными объектами исследования по нескольким причинам. 

Во-первых, фенол широко используется в различных отраслях промышленности и, попадая в окружающую 
среду с выбросами, становится токсичным загрязнителем. Его концентрация в стоках может значитель-
но превышать предельно допустимую концентрацию (ПДК) (установленная Всемирной организацией 
здравоохранения ПДК фенола в водах хозяйственного назначения составляет 1 мкг/л) [1]. 

Во-вторых, некоторые фенолмонооксигеназы обладают расширенным спектром субстратной спе
цифичности, окисляя не только фенол, но и его производные: 2-хлорфенол, 4-хлорфенол, 2,4-дихлорфе-
нол, 4-метилфенол [2]. Хлорированные производные фенола относятся к приоритетным загрязнителям, 
так как, помимо непосредственного токсичного воздействия на живые организмы, они являются пред-
шественниками полихлорированных диоксинов – суперэкотоксикантов с канцерогенным действием [3].

В-третьих, ряд ферментов β-кетоадипатного и пирокатехинового путей деградации фенола вовле-
чены в деградацию других моноциклических ароматических соединений, в частности бензойной кис-
лоты и фталатов [4; 5], которые входят в состав пластификаторов и являются одними из приоритетных 
загрязнителей экосистем [6].

В-четвертых, фенольные соединения образуются при обработке лигноцеллюлозы (дешевого и возоб-
новляемого источника углеводов) в процессе получения потенциального сырья для микробного синтеза 
биотоплива. Но не все микроорганизмы, способные утилизировать образовавшиеся углеводы, обладают 
устойчивостью к фенолам. В связи с этим рассматриваются варианты предварительного удаления фе-
нольных соединений бактериями-деструкторами [7].

Во всех перечисленных направлениях одними из наиболее перспективных являются бактерии рода 
Rhodococcus. Они имеют крупные и пластичные геномы. Гены биодеградации (в том числе фенола) 
чаще всего представлены несколькими копиями, которые кодируют изоформы ферментов, обладающие 
разной субстратной специфичностью или активные в разных условиях [2; 7]. Кроме того, родококки 
могут приспосабливаться к неблагоприятным условиям: путем адаптивной селекции добивались уско-
рения деградации фенола при различных температурах, высокой концентрации загрязнителя [1; 6; 8; 9].

Важным условием для направленной работы по увеличению деградативного потенциала (путем адап-
тивной селекции и генно-инженерных манипуляций [10]) является знание генетической организации 
путей биодеградации фенола и их регуляторных областей. К настоящему времени известно, что гены 
биодеградации фенола у бактерий рода Rhodococcus имеют хромосомную локализацию, что крайне вы-
годно при использовании бактерий этого рода, так как они не потеряют своих свойств в случае утраты 
плазмиды. Регуляция экспрессии генов биодеградации фенола осуществляется на уровне транскрипции 
несколькими регуляторами (как активаторами, так и репрессорами), при этом фенол выступает индук-
тором (по ряду данных, единственным [11; 12], однако есть сведения, что катехол и некоторые другие 
ароматические соединения также могут служить индукторами, хотя и более слабыми [13]). Одним из 
наиболее распространенных у родококков является путь ортоокисления фенола, включающий две ветви – 
β-кетоадипатную и пирокатехиновую. Гены, кодирующие ферменты биодеградации фенола по орто-
пути, собраны в опероны pheA2A1, catABC,  pca(HG)BLRF,  pcaIJ. И если о регуляции оперонов pheA2A1 
и catABC уже известно [11; 12], то регуляция оперонов pca(HG)BLRF и pcaIJ в клетках бактерий рода 
Rhodococcus мало исследована.

Целью работы были изучение способности бактерий штамма R. pyridinivorans 5Ap утилизировать 
фенол и характеристика генетических детерминант, обеспечивающих эту способность.

Материалы и методы исследования
Бактериальные штаммы и плазмиды. Объектом исследования являлись бактерии штамма R. pyri

dinivorans 5Ар (депонирован в Белорусской коллекции непатогенных микроорганизмов под номером 
БИМ В-939 Г). 
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Среды и растворы. Для получения ночных культур бактерии культивировали в жидкой питательной 
среде ПДБ (пептон – 10 г/л, дрожжевой экстракт – 5 г/л, NaCl – 8 г/л (рН 7,0–7,2)). Способность утили-
зировать фенол изучали при выращивании в жидкой минеральной среде К [14] с добавлением раствора 
микроэлементов по Постгейту [15]. Для определения титра клеток проводили высев на агаризованную 
среду ПДА (пептон – 10 г/л, дрожжевой экстракт – 5 г/л, NaCl – 8 г/л, агар – 15 г/л (рН 7,0–7,2)).

Изучение динамики роста бактерий штамма R. pyridinivorans 5Ap при культивировании с фенолом. 
В колбы с минеральной средой К, дополненной раствором микроэлементов и водным раствором фенола до 
конечной концентрации (200 мг/л), вносили дважды отмытую в физиологическом растворе ночную культуру 
до достижения оптической плотности при длине волны 600 нм, равной 0,05 оптической единицы (о. е.). 
Культивировали на орбитальном шейкере при температуре 28 °С и скорости перемешивания 140 об/мин 
в течение 28 ч. Каждый час измеряли оптическую плотность при длине волны 600 нм. Каждые 2 ч гото-
вили серию разведений и производили высевы на среду ПДА для определения титра клеток, а также 
отбирали 2 мл культуральной жидкости для измерения концентрации фенола. Эксперимент проводили 
в двух биологических повторах, каждый из них – в двух технических повторах. 

Оценка концентрации фенола. Определение концентрации фенола осуществляли с помощью спектро
фотометрического метода по калибровочному графику (рис. 1). Для построения калибровочного графика 
использовали водные растворы фенола с известной концентрацией в диапазоне 2–30 мг/л (при более высо-
кой концентрации фенола график теряет линейную зависимость). Определяли оптическую плотность рас-
творов при длине волны 270 нм. Центрифугировали культуральную жидкость при скорости 10 000 об/мин 
в течение 5 мин для осаждения клеток. Измеряли оптическую плотность полученного супернатанта при 
длине волны 270 нм (при необходимости супернатант разводили). Отсутствие неспецифических соеди-
нений, обладающих спектром поглощения, сходным со спектром поглощения фенола, определяли при 
культивировании бактерий в минеральной среде К с добавлением сукцината натрия (0,2 %) в качестве 
источника углерода.

Определение эффективности деградации фенола. Эффективность деградации фенола рассчиты-
вали по формуле

Э � � �100 100
0

c
c
i ,

где Э – эффективность деградации фенола, %; сi – текущая концентрация фенола, мг/л; с0 – начальная 
концентрация фенола, мг/л.

Статистический анализ данных. Статистическую обработку полученных результатов осуществляли 
с помощью встроенной программы Excel (пакет Microsoft Office 2013).

Выделение тотальной ДНК. Тотальную ДНК бактерий выделяли саркозиловым методом [16]. 
Проведение полногеномного секвенирования. Полногеномное секвенирование выполняли на при-

борах MiSeq (Illumina, США) и MinION (Oxford Nanopore Technologies, Великобритания). Для подготовки 
библиотек ДНК использовали наборы Nextera XT (артикул FC-131-1024) (Illumina) и Ligation Sequencing 

Рис. 1. Калибровочный график для определения концентрации  
фенола спектрофотометрическим методом

Fig. 1. Calibration graph for determining the concentration  
of phenol by the spectrophotometric method
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Kit (артикул SQK-LSK109) (Oxford Nanopore Technologies). Прочтения, полученные на приборе MinION, 
были отфильтрованы с помощью программы Barapost (версия 2020-09-21), а затем собраны в одну 
кольцевую хромосому и три кольцевые плазмиды с применением программы Flye (версия 2.8-b1674). 
Высококачественные прочтения, полученные на приборе MiSeq, использовались для проверки результатов 
нанопорового секвенирования и исправления ошибок с помощью программ SPAdes (версия 3.14.1) и Pilon 
(версия 1.24). Собранные нуклеотидные последовательности хромосомы и плазмид бактерий штамма R. py
ridinivorans 5Ap были депонированы в базу данных GenBank под номерами CP063450.1 – CP063453.1.

Анализ нуклеотидных последовательностей. Для анализа нуклеотидных последовательностей 
хромосомы и плазмид бактерий штамма R. pyridinivorans 5Ap использовали программу SnapGene Vie
wer (версия 5.0.8), интернет-ресурс blast.ncbi.nlm.nih.gov/blast.cgi, а также базы данных GenBank и Protein 
Национальнаго центра биотехнологической информации (National Center for Biotechnology Information, 
NCBI).

Оценка синтении генов. Синтению генов, определяющих способность утилизировать фенол, оценива-
ли с помощью веб-сервера SyntTax (archaea.i2bc.paris-saclay.fr/synttax/ ) [17]. Для сравнения использовали 
нуклеотидные последовательности хромосом бактерий рода Rhodococcus с известным таксономическим 
статусом (группа В – R. pyridinivorans, R. rhodochrous, R. gordoniae (подгруппа В2), R. aetherivorans, 
R. ruber (подгруппа В1), группа С – R. opacus, R. jostii, группа D – R. erythropolis, R. qingshengii), для 
которых установлена способность деградировать фенол [1; 12; 18–22]. Результаты визуализировали 
с помощью интернет-ресурса cran.r-project.org/web/packages/gggenes/index.html.

Поиск консервативных белковых доменов. Для поиска консервативных белковых доменов ис-
пользовали интернет-ресурс blast.ncbi.nlm.nih.gov/blast.cgi и инструмент BLASTP.

Поиск регуляторных последовательностей. Для поиска регуляторных последовательностей и иденти-
фикации сайтов связывания транскрипционных факторов применяли программу SigmoID (версия 1.0.4) [23].

Результаты и их обсуждение
Бактерии штамма R. pyridinivorans 5Ap являются эффективными деструкторами широкого спектра 

углеводородных субстратов, в том числе фенола [24]. В работе был изучен рост бактерий в среде с кон-
центрацией фенола 200 мг/л, что в 200 000 раз превышает ПДК данного соединения в водах бытового 
назначения1.

При росте в среде К с фенолом (200 мг/л) у бактерий штамма R. pyridinivorans 5Ap наблюдается выра-
женная лаг-фаза продолжительностью около 16–18 ч (рис. 2), затем следует экспоненциальная фаза роста, 
через 24 ч бактерии достигают стационарной фазы (количество колониеобразующих единиц (КОЕ) в 1 мл 
к этому времени возрастает на порядок, а оптическая плотность культуры – приблизительно на 0,25 о. е.), 
спустя 28 ч культивирования начинается фаза отмирания, о чем свидетельствует снижение количества 
КОЕ (см. рис. 2, а) и оптической плотности культуры (см. рис. 2, б ).

Значимое уменьшение концентрации фенола наблюдается через 16–18 ч (рис. 3), что соответствует 
началу экспоненциальной фазы роста, а через 24 ч эффективность деградации фенола достигает 100 %. 
Способность деградировать фенол описана для многих бактерий рода Rhodococcus, при этом на эффек-
тивность деградации данного соединения влияют его начальная концентрация в среде, количество вно-
симой культуры деструктора, состав минеральной среды, температура культивирования и др. В част-
ности, бактерии штамма Rhodococcus sp. SKC (начальная оптическая плотность культуры при длине 
волны 600 нм составляла около 0,03 о. е.) утилизировали 210 мг/л фенола более чем за 30 ч [25], бакте-
рии штамма R. ruber C1 (начальная оптическая плотность культуры при длине волны 600 нм достигала 
0,05 о. е.) утилизировали 226 мг/л фенола менее чем за 10 ч [1], бактерии штамма R. aetherivorans UCM 
Ac-602 (начальная оптическая плотность культуры при длине волны 600 нм была равна 0,1 о. е.) утили-
зировали 200 мг/л фенола за 8 ч [20]. Существенно сократить время утилизации фенола можно путем 
первичной адаптации бактериальной культуры: для бактерий штамма R. erythropolis SKO-1 время пол-
ной утилизации 500 мг/л фенола в этом случае уменьшалось с 48 до 24 ч [8].

С целью выяснить особенности организации пути биодеградации фенола и его генетической регуляции 
у бактерий штамма R. pyridinivorans 5Ap была определена нуклеотидная последовательность их генома. 
Данные бактерии содержат одну кольцевую хромосому размером 5 220 735 пар нуклеотидов (п. н.) и три 
кольцевые мегаплазмиды – pSID размером 250 428 п. н., pRh5Ap-243 размером 243 288 п. н. и pNAPH 
размером 207 815 п. н.

1Об установлении нормативов качества воды поверхностных водных объектов : постановление М-ва природ. ресурсов 
и охраны окружающей среды Респ. Беларусь от 30 марта 2015 г. № 13 // Нац. правовой интернет-портал Респ. Беларусь. 25 апр. 
2015 г. № 8/29808.
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Рис. 2. Динамика роста бактерий штамма R. pyridinivorans 5Ap  
в жидкой минеральной среде с фенолом (200 мг/л): 
а – десятичный логарифм количества КОЕ в 1 мл;  

б – оптическая плотность культуры при длине волны 600 нм.  
При построении графиков использованы средние значения,  

планки погрешности отражают среднеквадратичное отклонение
Fig. 2. Dynamics of growth of bacteria R. pyridinivorans strain 5Ap  

in a liquid mineral medium with phenol (200 mg/L): 
a – decimal logarithm of the number of CFU in 1 mL;  

b – optical density of the culture at a wavelength of 600 nm.  
When plotting the graphs, average values were used,  

error bars reflect the standard deviation

Рис. 3. Эффективность деградации фенола (200 мг/л)  
бактериями штамма R. pyridinivorans 5Ap. 

При построении графиков использованы средние значения,  
планки погрешности отражают среднеквадратичное отклонение

Fig. 3. Phenol (200 mg/L) degradation effectiveness for bacteria R. pyridinivorans strain 5Ap. 
When plotting the graphs, average values were used, error bars reflect the standard deviation
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Способность деградировать фенол у бактерий рода Rhodococcus в основном детерминируется хромо
сомными генами, хотя известны штаммы, у которых, помимо хромосомных локусов, имеются еще 
и плазмиды, несущие гены биодеградации фенола [2]. У родококков процесс расщепления фенола 
начинается с его окисления до катехола, а дальнейшие превращения протекают по одному из следую
щих путей: 1) β-кетоадипатному пути; 2) пирокатехиновому пути (карбоксилирование катехола и по
следующее орторасщепление 3,4-дигидроксибензойной кислоты); 3) пути метарасщепления катехола. 
Последний путь включает две ветви [1]. В результате биоинформационного анализа хромосомы бакте-
рий штамма R. pyridinivorans 5Ap были предсказаны все известные структурные и регуляторные гены, 
определяющие расщепление фенола по β-кетоадипатному пути (табл. 1). Гены располагаются в двух 
локусах хромосомы и собраны в четыре оперона: первый локус включает опероны pheA2A1 и catABC 
(координаты на хромосоме 4 864 493–4 871 330 п. н.), а также их регуляторные гены, а второй локус 
представлен оперонами pcaIJ и pcaBLRF (4 835 194–4 841 309 п. н.).

Т а б л и ц а  1
Детерминанты, определяющие β-кетоадипатный путь расщепления фенола  

в клетках бактерий R. pyridinivorans 5Ap
Ta b l e  1

Determinants of β-ketoadipate phenol degradation pathway  
in bacteria R. pyridinivorans strain 5Ap

Субстрат
Ферменты, необходимые  
для окисления субстрата  

(номер в базе данных GenBank)
Гены (номер локуса)

Фенол Фенол-2-монооксигеназа (QOV98579.1),
редуктаза (QOV98578.1)

pheA1 (INP59_22640),
pheA2 (INP59_22635)

Катехол Катехол-1,2-диоксигеназа (QOV98576.1) catA (INP59_22620)
цис,цис-Муконовая кислота Муконат/хлормуконатциклоизомераза 

(QOV98575.1)
catB (INP59_22615)

Муконолактон Муконолактон-дельта-изомераза 
(QOV98574.1)

catC (INP59_22610)

β-Кетоадипатеноллактон β-Кетоадипатеноллактоназа /4-карбокси
муконолактондекарбоксилаза* 
(QOV98551.1), 
3-карбокси-цис,цис-муконатциклоизомераза 
(QOV98550.1)

pcaL (INP59_22490),
pcaB (INP59_22485)

β-Кетоадипиновая кислота β-Кетоадипат:сукцинил-КоА-трансфераза  
(альфа-субъединица – QOV98549.1,  
бета-субъединица – QOV98548.1)

pcaI (INP59_22480),  
pcaJ (INP59_22475)

β-Кетоадипил-КоА Ацетилтрансфераза (QOV98553.1) pcaF (INP59_22500)
*Белок PcaL у бактерий рода Rhodococcus совмещает две функции: β-кетоадипатеноллактоназная активность 

обеспечивает превращение β-кетоадипатеноллактона в β-кетоадипиновую кислоту, а 4-карбоксимуконолактонде-
карбоксилазная активность – декарбоксилирование 4-карбоксимуконолактона в пирокатехиновом пути [4].

В целом для родококков отмечается некоторая избыточность генов биодеградации различных ор-
ганических соединений, в том числе фенола [1]. Тем не менее присутствие нескольких гомологичных 
генов не говорит об их участии в пути биодеградации фенола. Ген фенол-2-монооксигеназы проявляет 
сходство с 4-гидроксифенилацетат-3-гидролазой (фермент, участвующий в метаболизме ароматиче
ских аминокислот). Кроме того, например, катехол является промежуточным продуктом в метаболизме 
многих ароматических соединений (включая полициклические), соответственно, в этих процессах мо-
гут принимать участие ферменты, кодируемые гомологичными генами, расположенными в различных 
участках генома, в том числе на разных репликонах [26]. На плазмиде биодеградации нафталина pNAPH 
бактерий штамма R. pyridinivorans 5Ар локализован ген catA, кодирующий катехол-1,2-диоксигеназу. 
Однако исследование динамики роста и эффективности биодеградации фенола (200 мг/л) вариантом 
штамма с элиминированной плазмидой pNAPH не выявило значимых различий с бактериями дикого 
типа, содержащими плазмиду (данные не представлены).

Сравнение организации локусов, определяющих деградацию фенола по β-кетоадипатному пути, с их 
организацией у других родококков показало, что внутри вида R. pyridinivorans данные локусы, в том 
числе окружение целевых оперонов, характеризуются высоким уровнем синтении. Сходную организацию 
обнаруживают и близкородственные виды, входящие в ту же подгруппу – подгруппу В2 (R. rhodochrous, 
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R. gordoniae), тогда как родококки подгруппы В1 (R. aetherivorans, R. ruber), группы С (R. opacus, R. jostii) 
и группы D (R. erythropolis, R. qingshengii) обладают более значительными отличиями.

Первый локус, включающий опероны pheA2A1 и catABC, имеет идентичное строение и окружение 
внутри группы В (рис. 4). Во всех проанализированных геномах данной группы к оперону pheA2A1 при-
легают гены, кодирующие гипотетический белок, регулятор семейства AraC, цитохром Р450 (ген cypX ) 
и его редуктазу (ген cypY ), а затем следует оперон benABCD, определяющий деградацию бензоата (есть 
предположения, что гены cypX и cypY также входят в его состав [4]). К оперону catABC прилегают гены 
щелочной фосфатазы и гидролазы.

В группе D можно выделить четыре подгруппы (см. рис. 4) в зависимости от окружения локусов 
pheA2A1 и catABC. В первой и второй подгруппах представлены штаммы видов R. erythropolis и R. qing-
shengii. За опероном catABC у них следуют ген белка, содержащего НТН-домен, и ген бензальдегид-
дегидрогеназы. После оперона pheA2A1 в геномах первой подгруппы располагается оперон benABCD, 
а в геномах второй подгруппы находятся гены фитаноил-КоА-диоксигеназы и оксидоредуктазы. В третью 
и четвертую подгруппы входят только штаммы вида R. erythropolis. Перед опероном catABC у них рас-
полагаются ген регулятора и ген гистидинкиназы /АТФазы. К оперону pheA2A1 в геномах третьей под-
группы примыкают гены, кодирующие белки с неизвестной функцией, а в геномах четвертой подгруп-
пы – гены фитаноил-КоА-диоксигеназы и оксидоредуктазы.

У бактерий группы С опероны pheA2A1 и catABC разделены тремя генами (см. рис. 4), в том числе 
генами  fadA и  fadI, кодирующими ферменты, которые определяют альтернативную терминальную ре-
акцию в пути окисления фенола: ацетилтрансфераза (PcaF) обеспечивает образование ацетил-КоА из 
β-кетоадипил-КоА, а тиоэстераза (FadA, FadI) – образование сукцинил-КоА [27]. У других групп родо
кокков гомологи генов  fadA и   fadI не обнаруживаются. Кластер биодеградации бензоата у бактерий 
группы С прилегает непосредственно к оперону pheA2A1. За опероном catABC следует ген регулятора 
семейства ROK, а затем оперон, кодирующий ферменты пути Энтнера – Дудорова.

Стоит отметить, что у бактерий подгруппы В1 и группы С в геноме обнаруживается дополнительный 
локус (см. рис. 4, снизу), включающий гены pheA2, pheA1 и catA, по всей вероятности объединенные 
в один оперон. Для бактерий штамма R. opacus PD630 было показано, что экспрессия генов этого оперо-
на усиливается при высокой концентрации фенола [6]. Окружение оперона pheA2A1catA сходно внутри 
групп, но значительно отличается между подгруппой  В1 и  группой  С. У  родококков подгруппы  В2 
и группы D подобный локус отсутствует.

У бактерий подгруппы В2 второй локус включает опероны pcaIJ и pcaBLRF, а у бактерий подгруп-
пы В1, групп С и D – опероны pcaIJ и pcaHGBLRF (рис. 5). У родококков подгруппы В2 оперон pcaHG, 

Рис. 4. Организация кластера биодеградации фенола, содержащего опероны pheA2A1 и catABC,  
в геномах бактерий рода Rhodococcus различных групп

Fig. 4. Organisation of phenol degradation cluster consisting of pheA2A1 and catABC operons  
in bacteria Rhodococcus genomes of different groups
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кодирующий компоненты пирокатехин-3,4-диоксигеназы, располагается в ином локусе хромосомы (его 
координаты у исследуемых бактерий 1 955 313–1 956 736 п. н.) и имеет идентичное окружение у всех 
ее представителей. Несмотря на то что у бактерий подгруппы В1, групп С и D гены pcaH и pcaG рас-
положены рядом с опероном pcaBLRF, их транскрипция, вероятно, разобщена либо они подвержены 
различной посттранскрипционной регуляции [4].

У бактерий подгруппы В2 к оперону pcaIJ прилегают гены транспортера семейства AI-E2 и метио
ниновой тРНК, тогда как у бактерий подгруппы В1 между опероном pcaIJ и указанными генами находятся 
еще три гена, кодирующие карбоксимуконолактондекарбоксилазу, регулятор семейства MarR и алкилперок-
сидазу. В геномах бактерий группы С к оперону pcaIJ примыкают ген формиатдегидрогеназы (однако у ряда 
штаммов вида R. opacus он отсутствует или является дефектным) и ген пуромицин-N-ацетилтрансферазы, 
в геномах бактерий группы D – гены регулятора семейства AraC и редуктазы карбоксипероксидазы.

К оперону pcaBLRF в геномах бактерий подгруппы В2 прилегает ген, кодирующий гипотетический 
белок (отсутствует у штаммов вида R. gordoniae), а затем следует ген НАДФ-зависимой оксидоредук-
тазы. У бактерий подгруппы В1 к оперону pcaHGBLRF примыкают гены MFS-транспортера и белка 
семейства RidA, у бактерий группы D – гены регулятора семейства MarR и оксидоредуктазы семей-
ства SDR, у бактерий группы C – гены фосфоэстеразы и шикиматдегидрогеназы (хотя у ряда штаммов 
вида R. opacus между опероном pcaHGBLRF и указанными генами располагаются от одного до четырех 
дополнительных генов).

Выявленные закономерности позволяют предположить, что формирование локусов, отвечающих за 
деградацию фенола, так же как и формирование детерминант, определяющих деградацию алканов [7; 28], 
происходило до видообразования и, вероятно, до разделения на более крупные филогенетические группы.

В регуляции экспрессии генов биодеградации фенола, помимо специфических регуляторных белков 
(табл. 2), по всей видимости, принимает участие белок – регулятор катаболизма (CRP), о чем говорит 
наличие сайтов его связывания (выявлены с помощью программы SigmoID) вблизи оперонов pheA2A1 
и catABC, кодирующих ферменты деградации фенола.

Т а б л и ц а  2
Транскрипционные факторы, предположительно обеспечивающие регуляцию  

экспрессии генов биодеградации фенола, у бактерий штамма R. pyridinivorans 5Ар

Ta b l e  2
Transcription factors that presumably regulate the expression  

of phenol biodegradation genes in the bacteria R. pyridinivorans strain 5Ар

Регуляторные белки  
(номер локуса, номер белка  

в базе данных GenBank, семейство)

Длина, а. о.;  
молекулярная 

масса, кДа

Координаты, а. о.
Регулируемые  

гены или опероны
ДНК-

связывающий 
домен

Эффектор- 
связывающий 

домен

PheR (INP59_22630, QOW01403.1, AraC) 306; 33,7 219–304 13–182 pheA2A1
CatR (INP59_22625, QOV98577.1, IclR) 265; 29,0 17–77 78–262 catABC, catR
PcaR (INP59_22495, QOV98552.1, IclR) 274; 29,4 23–83 84–266 pcaIJ, pcaBL, pcaF
PcaQ (INP59_09105, QOW00458.1, LysR) 323; 34,6 30–70 107–310 pcaHG

П р и м е ч а н и е. Используемые сокращения: а. о. – аминокислотные остатки.

Рис. 5. Организация локуса, содержащего опероны pcaIJ и pca(HG)BLRF,  
в геномах бактерий рода Rhodococcus различных групп

Fig. 5. Organisation of locus consisting of pcaIJ and pca(HG)BLRF operons  
in bacteria Rhodococcus genomes of different groups
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Регуляция оперонов pheA2A1 и catABC у бактерий рода Rhodococcus достаточно хорошо изучена. 
Известно, что индукция экспрессии оперонов pheA2A1 и catABC происходит в присутствии фенола, при 
этом белок PheR является активатором оперона pheA2A1, а белок CatR выполняет функцию репрессо-
ра оперона catABC и собственного гена [11; 12]. Строение регуляторных областей оперонов pheA2A1 
и catABC у бактерий штамма R. pyridinivorans 5Ар сходно с таковым у других родококков. С использова-
нием программы SigmoID, а также на основании сравнения с известными регуляторными последователь-
ностями [11; 12] в межгенной области pheR – pheA2 выявлен сайт связывания белка PheR, в межгенной 
области catR – catA – сайт связывания белка CatR. В обеих областях обнаружены сайты связывания 
белка CRP (рис. 6 и 7).

Рис. 6. Регуляторные последовательности оперона pheA2A1 у бактерий штамма R. pyridinivorans 5Ар
Fig. 6. Regulatory regions of the pheA2A1 operon in the bacteria R. pyridinivorans strain 5Ap genome

Рис. 7. Регуляторные последовательности оперона catABC у бактерий штамма R. pyridinivorans 5Ар
Fig. 7. Regulatory regions of the catABC operon in the bacteria R. pyridinivorans strain 5Ap genome
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Регуляция оперонов pcaIJ и pca(HG)BLRF у бактерий рода Rhodococcus охарактеризована в мень-
шей степени. В отличие от оперонов pheA2A1 и catABC pca-опероны не подвержены непосредственной 
регуляции белком CRP [29]. Об этом свидетельствует отсутствие соответствующих сайтов связывания 
в регуляторных областях. Для бактерий рода Rhodococcus не описаны сайты связывания регуляторного 
белка PcaR [30]. Как и у бактерий родов Pseudomonas, Acinetobacter и Corynebacterium, регулятор pca-
генов (оперона pca(HG)BLRF ) у бактерий рода Rhodococcus относится к семейству IclR. Однако у ис-
следуемого штамма (и всех представителей подгруппы В2) расположенный отдельно оперон pcaHG, 
по всей видимости, подвержен регуляции белком PcaQ (семейство LysR), ген которого находится перед 
опероном и транскрибируется дивергентно.

И. А. Суворова и М. С. Гельфанд [30] разделили транскрипционные факторы семейства IclR на три 
группы в зависимости от строения сайтов связывания. В соответствии с предложенной ими классифи-
кацией белки PcaR, их гомологи PcaU, PobR, а также белок CatR входят в одну группу с мотивом сайта 
связывания GTNCG-N5–6 -CGNAC. 

Некоторые особенности в строении сайтов связывания можно отметить как для различных белков, 
так и для промоторов разных генов, регулируемых одним и тем же белком. Так, для белка PcaU бактерий 
Acinetobacter baylyi установлена необходимость присутствия дополнительного внешнего полусайта [30; 31]. 
Белок PcaR бактерий Pseudomonas putida перед геном рcaR имеет сайт связывания из одного мотива, а перед 
опероном pcaIJ – сайт связывания, образованный двумя незначительно отличающимися по составу мотива-
ми [32]. Как видно из рис. 7, сайт связывания белка CatR также образован двумя мотивами с небольшими 
вариациями в составе. Связывание белка PcaR бактерий P. putida со вторым мотивом происходит только 
после связывания белка в первом сайте. Такое тандемное связывание белков-регуляторов характерно 
для промоторов, имеющих нестандартное расстояние между областями –35 и –10 (предположительно, для 
того чтобы его компенсировать) [32].

В межгенной области pcaI – pcaB бактерий штамма R. pyridinivorans 5Ар выявлены шесть потенци-
альных мотивов (рис. 8), которые могут служить сайтами связывания белка PcaR. 

Наиболее вероятно, что белок PcaR в клетках бактерий штамма R. pyridinivorans 5Ар выполняет 
двойную функцию (репрессора и активатора) и связывается с разными мотивами в зависимости от ус-
ловий, что свойственно регуляторам семейства IclR. Например, при связывании с мотивами 1 и 5 (или 6) 
он играет роль репрессора, при связывании с мотивами 2–4 – роль активатора. Для бактерий штамма 
R. opacus PD630 установлено, что белок PcaR [33] работает как репрессор в не связанном с лигандом со-
стоянии. Сравнение межгенной области pcaI – pcaB бактерий штамма R. pyridinivorans 5Ар с межгенной 
областью pcaI – pcaH  бактерий штамма R. opacus PD630 показало, что по протяженности они отличаются 
всего на 2 п. н. Наиболее сходные области наблюдаются в районе мотивов 1 и 5 (по три замены), тогда 
как в районе мотивов 2–4 сходств крайне мало. Таким образом, бактерии штамма R. pyridinivorans 5Ар, 
по всей вероятности, обладают регуляцией экспрессии pca-генов, отличной от ее регуляции у бактерий 
штамма R. opacus PD630.

Рис. 8. Строение межгенной области pcaI – pcaB у бактерий штамма R. pyridinivorans 5Ар
Fig. 8. Structure of the pcaI – pcaB intergenic region in the bacteria R. pyridinivorans strain 5Ар genome
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Заключение
Бактерии штамма R. pyridinivorans 5Ap могут использоваться как перспективные агенты природо-

охранных биотехнологий для удаления фенола из загрязненных сред, поскольку полная деструкция 
200 мг/л фенола неадаптированной культурой осуществляется за 24 ч.

Геном бактерий штамма R. pyridinivorans 5Ap представлен кольцевой хромосомой размером 
5 220 735 п. н. (номер в базе данных GenBank CP063450.1) и тремя кольцевыми мегаплазмидами – pSID 
размером 250 428 п. н. (CP063453.1), pRh5Ap-243 размером 243 288 п. н. (CP063452.1) и pNAPH раз-
мером 207 815 п. н. (CP063451.1).

Детерминанты, определяющие способность исследуемых бактерий утилизировать фенол по β-кето
адипатному пути, находятся в двух локусах хромосомы: первый локус включает опероны pheA2A1 
и catABC (координаты на хромосоме 4 864 493–4 871 330 п. н.), а также их регуляторные гены, второй 
локус представлен оперонами pcaIJ и pcaBLRF (4 835 194–4 841 309 п. н.). Внутри вида R. pyridinivorans 
данные локусы, в том числе окружение целевых оперонов, характеризуются высоким уровнем синтении. 
Сходную организацию обнаруживают и близкородственные виды, входящие в подгруппу В2 (R. rhodochrous, 
R. gordoniae), тогда как родококки подгруппы В1 (R. aetherivorans, R. ruber), группы С (R. opacus, R. jostii) 
и группы D (R. erythropolis, R. qingshengii) обладают более значительными отличиями. В частности, у бак-
терий группы С опероны pheA2A1 и catABC разделены тремя генами, в том числе генами  fadA и  fadI, 
которые определяют альтернативную возможность окисления фенола с образованием сукцинил-КоА. 
У других групп, по всей вероятности, образуется только ацетил-КоА. Кроме того, у родококков группы С, 
равно как и у родококков подгруппы В1, в геноме присутствует дополнительный локус, включающий 
гены pheA2, pheA1 и catA.

Второй локус у бактерий подгруппы В2 включает опероны pcaIJ и pcaBLRF, а у бактерий подгруп-
пы В1, групп С и D – опероны pcaIJ и pcaHGBLRF. У бактерий подгруппы В2 оперон pcaHG, кодирую-
щий компоненты пирокатехин-3,4-диоксигеназы, расположен в ином локусе хромосомы (его координаты 
у исследуемых бактерий 1 955 313–1 956 736 п. н.).

Регуляторные области оперонов pheA2A1 и catABC у бактерий штамма R. pyridinivorans 5Ap сходны 
с известными и содержат сайты связывания как специфических регуляторных белков PheR и CatR со-
ответственно, так и глобального регулятора катаболизма CRP.

Расположение сайтов связывания регуляторных белков в межгенной области pcaI – pcaB у бактерий 
рода Rhodococcus ранее описано не было. В результате анализа данного участка выявлены шесть потен-
циальных сайтов связывания белка PcaR. Характер их расположения может свидетельствовать о двойной 
роли регуляторного белка PcaR: как репрессора в не связанном с эффектором состоянии и как активатора 
в связанном с эффектором состоянии.
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