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 * Большое количество разнообразных биологи�
чески активных веществ (БАВ) бактериального
происхождения являются поликетидами и синте�
зируются мультиферментными комплексами –
поликетидсинтазами (PKS) [1]. Поскольку после�
довательности модулей в мультиферментных PKS
системах соответствуют кластерам генов в геноме
того или иного микроорганизма, можно выявить
эти гены и, вместе с тем, потенциальную способ�
ность бактериальных штаммов продуцировать
БАВ, с помощью ПЦР�скрининга. Данный метод
широко используется для поиска новых биоак�
тивных метаболитов в культурах микроорганиз�
мов, выделенных из разнообразных природных
сообществ, в том числе, – сообществ морских гу�
бок [2]. Однако для изучения метаболитов бакте�
рий, обитающих в пресноводных губках, этот
подход до настоящего время не использовался.
Известно, что представители рода Pseudomonas
доминируют в культивируемом микробном сооб�
ществе в озере Байкал и обнаружены во всех ви�
дах байкальских губок [3, 4]. Вид P. fluorescens вы�
деляют повсеместно по всей акватории озера [3].
Известно также, что бактерии этого рода служат
продуцентами ценных антибактериальных, про�
тивовирусных и цитотоксических веществ [5], а
из почвенных штаммов P. fluorescens получают та�
кие известные антибиотические вещества поли�

 Принятые сокращения: PKS (polyketide synthase) – поли�
кетидсинтазы; KS (ketosynthase domain of the PKS cluster) –
кетосинтазный домен генного кластера PKS; БАВ – био�
логически�активные вещества).
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кетидной природы, как мупироцин и пиолутео�
рин [6, 7]. В связи с этим, несомненный интерес
представляет изучение генетических основ био�
технологического потенциала псевдоманад из со�
обществ пресноводных водоемов. 

Цель данной работы – выяснить, имеются ли в
геноме байкальского штамма P. fluorescens 28Bb�08
гены PKS, определяющие его потенциальную
способность продуцировать биологически актив�
ные соединения.

Исследуемый бактериальный штамм выделен
из байкальской губки Вaikalospongia bacillifera
(сем. Lubomirskiidae) на агаре R2A (“Becton Dick�
inson” США). Губки были собраны в июне 2006 г.
в прибрежной зоне района поселка Большие Ко�
ты с глубины 3.6 м. 

Бактериальную ДНК выделяли c использова�
нием набора “РибоСорб” по инструкции произ�
водителя (“АмплиСенс”, Россия). Полноразмер�
ный ген 16S рРНК амплифицировали, используя
эубактериальные праймеры 9F и 1525R. ПЦР�
фрагмент (около 1500 п.н.) секвенировали с ис�
пользованием праймеров 9F, 790F, 1093R и 1525R
[8, 9]. Продукты амплификации фрагментов генов
кетосинтазного домена получали при помощи вы�
рожденных праймеров DK�F�PKS и DK�R�PKS
[10]. ПЦР�фрагмент ожидаемого размера (700 п.н.)
клонировали в векторе pTZ57R/T (“Fermentas”,
Латвия), после чего проводили трансформацию
компетентных клеток E. coli XL1BL. Двадцать ре�
комбинантных клонов секвенировали, используя
праймеры M13�20 и M13 на автоматическом се�
квенаторе CEQ 8800 (“Beckman Coulter Inc.”,
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США). Последовательности редактировали и
виртуально транслировали в белковую последо�
вательность при помощи программы BioEdit [11]
и сравнивали с опубликованными данными (про�
грамма BLAST сервера NCBI [12]). Нуклеотид�
ные последовательности гена 16S рРНК и KS�ге�
нов поликетидсинтаз депонированы в базе Gen�
Bank (HQ606463, HQ588724�HQ588727).

На основании последовательности 16S рРНК
(длиной около 1500 п.н.) штамм 28Bb�06 был
определен как Pseudomonas fluorescens. В его гено�
ме идентифицированы четыре последовательно�
сти фрагмента гена кетосинтазного домена (КS)
генных кластеров PKS. Полученные при вирту�
альной трансляции аминокислотные последова�
тельности имеют 40–53% гомологии. BLAST�ана�
лиз аминокислотных последовательностей выявил
их сходство с модульными KS�доменами различ�
ных бактерий, среди которых известные проду�
центы биологически активных метаболитов и не
идентифицированные штаммы. Ближайшие гомо�
логи, определенные с помощью анализа BLAST,
представлены в таблице. Обнаружено, что после�
довательности KS1�PF и KS2�PF родственны KS�
доменам генных кластеров биосинтеза ерсиниа�
бактина (сидерофор, фактор вирулентности) [13]
и ризоксина (цитотоксин, ингибитор митоза)
[14]. Последовательность KS1�PF имеет 57% гомо�
логии с кетосинтазным доменом (PKS/NRPS)
синтеза ерсиниабактина γ�протеобактерии P. fluo&
rescens Pf�5 и 56% – с KS�доменом генного класте�
ра синтеза ризоксина β�протеобактерии Burkholde&
ria rhizoxina. Последовательность KS2�PF сходна с
указанными последовательностями (кетосинтаз�
ным доменам биосинтеза ерсиниобактина и риз�
оксина) на 56 и 58% соответственно. При этом
KS1�PF и KS2�PF гомологичны лишь на 53%.
Ближайший гомолог последовательности KS3�PF
кетосинтаза типа I некультивируемой почвенной

бактерии. В числе сходных последовательностей
обнаружена также кетосинтаза некультивируемо�
го симбионта морской губки Discodermia dissoluta
[15] и синтаза эпотиолона (цитотоксин, ингибитор
митоза), вещества, в настоящее время широко ис�
следуемого, поскольку он обладает антираковыми
свойствами [16]. Последовательность KS4�PF на
66% гомологична поликетидсинтазе δ�протеобак�
терии Chondromyces apiculatus [17] и на 59% – с ди�
соразолсинтазой Sorangium cellulosum [18]. Дисора�
золы, как и эпотиолоны, являются ингибиторами
полимеризации тубулина и дестабилизирующи�
ми агентами микротубулинов, проявляя цитоток�
сические свойства. 

Таким образом, впервые в геноме P. fluorescens
28Bb�06, выделенного из байкальской пресновод�
ной губки, с помощью молекулярных методов,
идентифицировано четыре гена KS�домена PKS.
Невысокая гомология виртуально транслирован�
ных аминокислотных последовательностей с по�
следовательностями синтаз известных метаболи�
тов может свидетельствовать о потенциальной
способности исследуемого штамма продуциро�
вать ряд новых, до настоящего времени не охарак�
теризованных биоактивных веществ. Для подтвер�
ждения этой способности необходимо выделить
метаболиты, продуцируемые этой бактерией, и
изучить их биологическую активность и химиче�
скую природу. Подход, использованный в данной
работе, можно успешно применять в дальнейшем
для поиска генов БАВ в геномах бактерий прес�
новодных сообществ и исследования их биотех�
нологического потенциала. 

Работа выполнена при финансовой поддержке
Российского фонда фундаментальных исследова�
ний (05�05�97271 и 11�04�00323�а) и междисципли�
нарного проекта Сибирского отделения РАН (96).

Гомология полученных последовательностей с известными поликетидсинтазами

Последовательность, размер, 
(номер доступа в GenBank)

Результат анализа BLAST (по базе данных EMBL)

ближайшие гомологи гомология, %

KS1�PF, 677 п.н. (HQ588724) Ерсиниабактин PKS/NRPS�синтаза P. fluorescens Pf�5 (YP260103) 57

Ризоксин�PKS�синтаза, белок RhiA B. rhizoxina [14] (CAL69888) 56

KS2�PF, 674 п.н. (HQ588725) Ризоксин�PKS�синтаза, белок RhiA B. rhizoxina [14] (CAL69888) 58

Ерсиниабактин�PKS/NRPS�синтаза P. fluorescens Pf�5 (YP260103) 56

Поликетидсинтаза Myxococcus issolu DK 1622, (YP632116) 53

KS3�PF, 692 п.н. (HQ588726) Кетосинтаза типа I, некультивируемая бактерия из почвы (ADD65218) 53

Кетосинтаза типа I, некультивируемая бактерия – симбионт губки 
D. dissoluta [15] (AAY00025)

51

Эпотиолон синтаза, белок EpoE S. cellulosum [16] (ADB12492) 50

KS4�PF, 680 п.н. (HQ588727) Поликетидсинтаза C. apiculatus [17] (BAG69037) 66

Дисоразолсинтаза, белок DszA S. cellulosum [18] (AAY32964) 59
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