
Обнаружение генных кластеров биодеструкции алканов 
и ароматических соединений в геноме  
Rhodococcus qingshengii VKM Ac-2784D
Ю.А. Маркова1, И.С. Петрушин1, 2  , Л.А. Беловежец3

1 Сибирский институт физиологии и биохимии растений Сибирского отделения Российской академии наук, Иркутск, Россия
2 Иркутский государственный университет, Иркутск, Россия
3 Иркутский институт химии им. А.Е. Фаворского Сибирского отделения Российской академии наук, Иркутск, Россия

  ivan.kiel@gmail.com

Аннотация. Многие представители рода Rhodococcus известны как активные биодеструкторы компонентов 
нефти (в том числе алканов) и ароматических соединений. Пристальное внимание, которое стали уделять 
родококкам в последнее время, является следствием их высокого катаболического потенциала. Ранее нами 
выделен штамм Rhodococcus qingshengii VKM Ac-2784D из ризосферы пырея, произраставшего на нефтезагряз-
ненной почве. По результатам филогенетического анализа этот штамм может быть отнесен к виду Rhodococcus 
qingshengii. На сегодняшний день расшифрованы пути и идентифицированы гены деструкции многих загрязни-
телей. Для оценки способности рассматриваемого штамма к деградации нефти и нефтепродуктов мы исследо-
вали генные кластеры, ассоциированные с такой способностью. Ферменты деструкции алканов представлены 
двумя кластерами и пятью отдельно расположенными генами alkB. Деструкция ароматических соединений со-
стоит из двух этапов: периферического и центрального. Геном R. qingshengii VKM Ac-2784D содержит четыре 
из восьми известных центральных путей деструкции ароматических соединений. Структура генных кластеров 
сходна с описанными в литературе штаммами R. jostii RHA1 и R. ruber Chol-4. Периферические пути представле-
ны кластерами генов, кодирующих белки деструкции бензойной кислоты, ген бифенил 2,3-диоксигеназы и два 
гена бифенил-2,3-диол 1,2-диоксигеназы, участвующих в катаболизме бифенила. Присутствие генов бифенил 
2,3-диоксигеназы, кластера генов бензоатного и 2-гидроксипентадиеноатного путей указывает на способность 
исследуемого штамма деструктировать полихлорированные бифенилы. Усилить активность биодеструкции 
загрязнителей помогают сурфактанты, улучшающие доступность разлагаемых веществ. Для некоторых видов 
Rhodococcus описаны биосурфактанты на основе трегалозы. В геноме R. qingshengii  VKM Ac-2784D присутству-
ют гены, кодирующие белки биосинтеза сурфактантов – otsA, otsB, treY, treZ. Данные биоинформационного ана-
лиза согласуются с результатами ранее проведенных биохимических исследований. Знание метаболического 
потенциала отдельного организма, полученное в результате анализа генома, позволит создавать адаптирован-
ные к заданным условиям смеси бактериальных штаммов, объединяющие микроорганизмы с разным спек-
тром метаболических путей деструкции.
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Abstract. Bacterial species of the genus Rhodococcus are known to be efficient degraders of hydrocarbons in contam-
inated soil. They are also employed for bioremediation of polluted environments. These bacteria are widely met in soil, 
water and living organisms. Previously, we have isolated the Rhodococcus qingshengii strain VKM Ac-2784D from the 
rhizosphere of couch grass growing on oil-contaminated soil. This strain can effectively degrade oil and some model 
compounds (naphthalene, anthracene and phenanthrene). The results of phylogenetic analysis show that this strain 
belongs to the species R. qingshengii. To understand the catabolic properties of this strain, we have studied its gene 
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clusters possessing such properties. The alkane destruction genes are represented by two clusters and five separate 
alkB genes. The destruction of aromatic compounds involves two stages, namely central and peripheral. The R. qing­
shengii VKM Ac-2784D genome contains four out of eight known central metabolic pathways for the destruction of 
aromatic compounds. The structure of the gene clusters is similar to that of the known strains R. jostii RHA1 and R. ru­
ber Chol-4. The peripheral pathways include the genes encoding proteins for benzoic acid destruction. The presence 
of biphenyl 2,3-dioxygeneses as well as gene clusters of benzoate and 2-hydroxypentandienoate pathways suggests 
that R. qingshengii VKM Ac-2784D could degrade polychlorinated biphenyls. The biodegradation ability can be en-
hanced by biosurfactants, which are known to be synthesized by Rhodococcus. The R. qingshengii  VKM Ac-2784D 
genome contains the otsA, otsB, treY, treZ genes. The bioinformatics data are supported by the previous biochemical 
experiments that allow a mixture of species with a wide variation of metabolic pathways to be obtained.
Key words: biodegradation; Rhodococcus; oil destruction; genomics.
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Введение
Rhodococcus – род грамположительных бактерий класса 
Actinobacteria, повсеместно распространенных в окру­
жающей среде. Представители этого рода выделены из 
почвы, пресноводных и морских водоемов, а также из жи- 
вых организмов. Некоторые виды являются патогенами, в 
том числе R. hoagii (ранее R. equi), вызывающий зооноз­
ные инфекции, и фитопатоген R.  fascians (Garrido-Sanz 
et al., 2020).

Пристальное внимание, которое уделяют родококкам 
в последнее время, стало следствием их высокого ката­
болического потенциала. Представители рода способны 
к биодеструкции стойких органических загрязнителей: 
полиароматических углеводородов, диоксинов и диокси­
ноподобных соединений и др., что обусловливает их при­
менение в составе биопрепаратов для ремедиации почв 
(Martínková et al., 2009).

Использование родококков в составе биопрепаратов 
требует понимания того, какие поллютанты способен раз­
рушать данный микроорганизм. Наиболее полный ответ 
на этот вопрос может дать совместное применение био­
информационных и биохимических методов. На сегод­
няшний день расшифрованы пути и идентифицированы 
гены деструкции многих загрязнителей. 

Для родококков характерно множество генных класте­
ров, кодирующих ферменты, разлагающие углеводороды 
нефти (Zampolli et al., 2019). В процессе деградации ал­
канов участвуют гены алкан-монооксигеназ alkB, раство­
римые монооксигеназы (soluble di-iron monooxygenase, 
SDIMO) и цитохром CYP153, входящий в группу цитохро­
мов P450. Ферменты AlkB и CYP153 обычно участвуют 
в окислении жидких алканов, SDIMO действует на ко­
роткоцепочечные алканы, включая газообразные  (<C8) 
(Coleman et al., 2011).

Деструкция ароматических соединений состоит из двух 
этапов: периферического и центрального. Перифериче­
ские пути разнообразны (описано больше двух десятков). 
Благодаря им родококки способны окислять полиарома­
тические углеводороды (ПАУ), бифенилы, стероиды или 
фталаты до общих интермедиатов, которые окисляются 
центральными путями деструкции. У родококков описа­
но восемь центральных путей деструкции: β-кетоадипат­
ный, фенилацетатный, 2-гидроксипентадиеноатный, ген­
тизатный, гомогентизатный, гидроксихинольный, гомо­
протокатеховый пути и еще один с неизвестным  суб­

стратом (Guevara et al., 2019). Гены, которые кодируют 
белки, участвующие в периферических путях деструк­
ции, локализованы, как правило, на плазмидах, а гены, 
участвующие в центральных путях, располагаются в хро- 
мосоме. 

Вспомогательную роль при деградации гидрофобных 
соединений выполняют биосурфактанты. Это поверхност­
но-активные вещества, улучшающие биодоступность 
разлагаемых веществ. Родококки синтезируют биосур­
фактанты на основе трегалозы и миколовых кислот (тре­
галолипиды) (Kuyukina, Ivshina, 2010).

Цель работы состояла в поиске генов, кодирующих вы­
шеуказанные метаболические пути в геноме Rhodococ­
cus qingshengii VKM Ac-2784D, для выяснения его способ­
ности к деградации нефти и нефтепродуктов.

Материалы и методы
Штамм Rhodococcus qingshengii VKM Ac-2784D выде­
лен нами из ризосферы пырея (Elytrigia repens), произ­
растающего на нефтезагрязненной территории в районе 
пос. Тыреть Иркутской области (Belovezhets et al., 2017). 
Установлено, что он может окислять как алканы, так и 
полициклические ароматические углеводороды (Belove­
zhets et al., 2017).

В целях изучения геномных признаков и потенциала к 
биодеградации, полный геном был секвенирован и опуб­
ликован в NCBI GenBank с идентификатором доступа 
CP064920 (Petrushin et al., 2021). Аннотированный геном 
R.  qingshengii VKM Ac-2784D содержит 5775  генов, в 
том числе 5716 белок кодирующих-последовательностей, 
3 рРНК, 53 тРНК и 3 некодирующих РНК.

Для определения видовой принадлежности последо­
вательность субъединицы 16S рРНК была собрана из ис­
ходных данных секвенирования с помощью программы 
MATAM (Pericard et al., 2018). Идентификаторы после­
довательностей 16S рРНК видов Rhodococcus взяты из 
литературных данных по систематике этого рода (Gűrtler, 
Seviour, 2010; Sangal et al., 2019). Филогенетическое де­
рево построено методом максимального правдоподобия 
с моделью Tamura–Nei и с параметрами по умолчанию в 
программе MEGA X (Kumar et al., 2018). Для родствен­
ных видов с выраженной активностью нефтедеструкции 
построены матрица средненуклеотидных расстояний и 
филогенетическое дерево на основе полногеномных дан­
ных с помощью программы pyani v. 0.2.11, режим ANIm 
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(https://github.com/widdowquinn/pyani) с параметрами по 
умолчанию. При расчете этих расстояний использовали 
алгоритм MUMmer (Deloger et al., 2009) и полные гено­
мы исследуемых штаммов, разделяемые алгоритмом на 
фрагменты, как описано в оригинальной работе (Richter, 
Rosselló-Móra, 2009).

Поиск исследуемых генов метаболизма проводили с 
помощью BLAST-поиска по известным последователь­
ностям генов деградации алканов, бифенилов и др. Под­
готовку иллюстраций и работу с аннотированным геномом 
Rhodococcus qingshengii VKM Ac-2784D осуществляли в 
программе UGENE (Okonechnikov et al., 2012). Анализ 
генов метаболических путей выполнен в онлайн-сервисе 
RAST SEED (Overbeek et al., 2014).

Результаты

Филогенетическое положение исследуемого штамма
Для определения видовой принадлежности штамма 
R. qingshengii VKM Ac-2784D мы использовали тради­
ционный способ построения филогенетического дерева 
по последовательностям фрагмента 16S рРНК. Вместе с 
названиями видов на рис. 1 приведены идентификаторы 
последовательностей в NCBI GenBank. Для лучшего вос­
приятия дерева (для всех описанных видов оно получается 
очень громоздким) внимание уделялось таксонам, наибо­
лее близким к исследуемому штамму. Два наиболее близ­

ких вида к R. qingshengii VKM Ac-2784D – это R. qing­
shengii и R. erythropolis, оба хорошо известны в качестве 
нефтедеструкторов (Táncsics et al., 2015).

Поиск родственных штаммов-нефтедеструкторов
Хотя описано более 50 видов Rhodococcus, для нашего 
исследования наибольший интерес представляли орга­
низмы, являющиеся нефтедеструкторами, для которых 
опубликован полный геном. В процессе работы с источ­
никами для последующего анализа нами были отобраны 
30 геномов Rhodococcus. На основе средненуклеотидного 
расстояния (average nucleotide identity) была построена 
тепловая карта и дерево для этих геномов (рис. 2). Та­
кой способ учитывает всю геномную информацию, а не 
только отличия во фрагменте рРНК. Несмотря на то что 
для части анализируемых штаммов вид не определен, 
Rhodococcus sp. BH4, как и исследуемый R. qingshengii 
VKM Ac-2784D, может быть отнесен к виду R. qingshengii. 
Заметно также, что группа R. erythropolis и R. rhodochrous 
ATCC 17895 достаточно далека от группы R. qingshengii. 
Интересно, что один из первых описанных штаммов-неф­
тедеструкторов R. jostii RHA1 очень близок к неиденти­
фицированному Rhodococcus sp. DK17.

Кластеры деструкции алканов
В геномах описанных штаммов Rhodococcus ген alkB 
обычно расположен в кластере с генами, кодирующими 
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AB211229.1 R. fascians strain: NKCM8906
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AF447392.1 R. aetherovorans strain Bc663
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AF490539.1 R. equi strain DSM 20307T

DQ000156.2 R. erythropolis isolate 3C-9

R. qingshengii VKM Ac-2784D

Рис. 1. Филогенетическое дерево для R. qingshengii VKM Ac-2784D и родственных видов.
При построении использованы последовательности фрагментов 16S рРНК. Идентификаторы доступа для NCBI GenBank указаны слева от наименований 
штаммов.
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рубредоксин (alkG1, alkG2 или rubA1, rubA2) или рубре­
доксин редуктазу (alkT или rubB) (Whyte et al., 2002). В ге­
номе R. qingshengii VKM Ac-2784D имеются два кластера, 
содержащих гены алкан-монооксигеназы и рубредокси- 
нов (рис. 3). Обнаружены также пять отдельно располо­
женных генов alkB – три в хромосоме и два в плазмиде. 
Также в геноме аннотированы 14 генов цитохрома P450 
(11 в хромосоме и 3 в плазмиде). Гены, кодирующие 
SDIMO, не найдены.

Центральные пути деструкции  
ароматических соединений
У R. qingshengii VKM Ac-2784D выявлены четыре цен­
тральных пути деструкции: β-кетоадипатный, фенилаце­
татный, 2-гидроксипентадиеноатный и гомогентизатный. 
Структура генных кластеров (рис. 4) сходна с описанными 
в литературе штаммами R. jostii RHA1 и R. ruber Chol-4 
(Navarro-Llorens et al., 2005; Yam et al., 2010; Gibu et al., 
2019; Guevara et al., 2019).

Периферические пути деструкции  
ароматических соединений
Расщепление ароматического кольца обычно осуществля­
ется диоксигеназными системами Риске 2Fe-2S, которые 
участвуют в деградации бифенила, полихлорированно­
го бифенила, этилбензола и нафталина (кластеры, вклю­
чающие гены bph, etb и nah). Они обладают широким 
диапазоном субстратной специфичности и могут присут­
ствовать в геноме родококков одновременно (Shumkova 
et al., 2015). В геноме R. qingshengii VKM Ac-2784D об­
наружено 88 предполагаемых оксигеназ: 25 диоксигеназ 
и 63 монооксигеназы.

Из периферических путей в хромосоме R. qingshengii 
VKM Ac-2784D присутствуют кластер генов, кодирую­
щих белки деструкции бензойной кислоты, ген бифенил 
2,3-диоксигеназы и два гена бифенил-2,3-диол 1,2-диок­
сигеназы, участвующие в катаболизме бифенила. Структу­
ра генного кластера (bphABCDK) представлена на рис. 5. 
Найдены также гены диоксигеназ, осуществляющих ин- 

Рис. 2. Тепловая карта и филогенетическое дерево для R. qingshengii  VKM Ac-2784D и других представителей с выражен-
ной активностью к деструкции компонентов нефти.
Шкала ANIm_persentage_identity показывает степень сходства соответствующей пары геномов (от 0 до 1).
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традиольное и экстрадиольное расщепление ароматиче­
ского кольца. Кластер генов tmo, участвующий в превра­
щении толуола в п-крезол, у R. qingshengii VKM Ac-2784D 
отсутствует.

Синтез биосурфактантов
Для некоторых видов Rhodococcus описаны генные клас­
теры, связанные с синтезом биосурфактантов на основе 
трегалозы. Первые работы, в которых рассмотрены воз­
можные пути синтеза, касаются патогенных бактерий 
Mycobacterium tuberculosis (De Smet et al., 2000). Анало­
гичные пути подтверждены и для родококков (Retamal-
Morales et al., 2018). В геноме R.  qingshengii VKM Ac-
2784D присутствуют гены otsA, otsB, treY, treZ, кодирую­
щие белки биосинтеза сурфактантов.

Обсуждение
Способность исследуемого штамма R.  qingshengii 
VKM Ac-2784D утилизировать компоненты нефти, ПАУ 
и другие поллютанты подтверждена нами в ряде экспе­
риментальных работ (Tretyakova et al., 2019a, b; Belove­

zhets et al., 2020). Ранее нами было показано, что R. qing­
shengii  VKM Ac-2784D преимущественно метаболизирует 
алкановую фракцию нефти, отдавая предпочтение алка­
нам с длиной цепи С14–С24 (Belovezhets et al., 2021a). В то 
же время мы отмечаем достаточно высокую активность 
в отношении ароматических соединений, что подтверж­
дается и разложением модельных соединений нефти (Be­
lovezhets et al., 2021b). Одним из возможных механизмов 
подобной метаболической активности может служить 
синтез биосурфактантов. Исследованный штамм явля­
ется хорошим продуцентом биоПАВ как внеклеточных, 
так и клеточно-связанных форм. Максимальный синтез 
внеклеточных биосурфактантов, выявленный нами без 
оптимизации питательной среды, составил почти 1.5 г/л 
(Belovezhets et al., 2021b).

Чтобы определить некоторые механизмы деградации 
алканов и ароматических соединений, мы провели секве­
нирование генома и анализ генных кластеров, связанных 
с соответствующими метаболическими путями. 

В последние годы секвенирование бактериального 
генома стало рутинной задачей, доступной для любой 
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Рис. 4. Организация кластеров центральных путей деструкции ПАУ: β-кетоадипатного (а), фенилацетатного (б ), 2-гидроксипентадиеноатно-
го (в) и гомогентизатного (г) путей, найденных в геноме R. qingshengii VKM Ac-2784D.

benRbenAbenBbenCbenDbenKLuxR redpvcC

654k 655k 656k 657k 658k 659k 660k 661k 662k 663k 664k 665k 666k 667k 668k

Рис. 5. Организация кластеров генов, кодирующих периферические пути деструкции ПАУ: деструкция бензойной кислоты.

Рис. 3. Организация генного кластера в хромосоме R. qingshengii  VKM Ac-2784D, кодирующего монооксигеназы, рубредок-
син и рубредоксинредуктазу.
Здесь и на рис. 4 и 5 стрелки указывают направление транскрипции.
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микробиологической лаборатории. Аннотация многих 
генов, связанных с нефтедеструкцией, выполняется авто­
матически при публикации генома в NCBI GenBank си­
стемой Prokaryotic Genome Annotation Pipeline  (PGAP). 
Это позволяет определить часть генных кластеров уже на 
этапе первичного биоинформационного анализа. Дальней­
ший поиск выполнялся нами по литературным данным 
(Navarro-Llorens et al., 2005; Yam et al., 2010; Guevara et 
al., 2019). Мы обнаружили, что в геноме R. qingshengii 
VKM Ac-2784D содержится четыре из восьми известных 
центральных путей деструкции ароматических соедине­
ний. Ферменты деструкции алканов представлены в виде 
двух кластеров, содержащих гены алканмонооксигеназы и 
рубредоксинов, пяти отдельно расположенных генов alkB 
(трех в хромосоме и двух в плазмиде). Присутствие генов 
бифенил 2,3-диоксигеназы, кластера генов бензоатного и 
2-гидроксипентадиеноатного путей свидетельствует о по­
тенциальной способности R. qingshengii VKM Ac-2784D 
деструктировать полихлорированные бифенилы.

Детальные сведения о рассмотренных генах и присут­
ствии их в геномах исследуемых штаммов приведены в 
Приложении1. Для штамма R. qingshengii  VKM Aс-2784D 
указаны локусы, соответствующие функциональным 
генам, ссылки на экспериментальные работы, а также 
степень сходства белковых последовательностей. Если 
рассматривать сходство генных кластеров в целом, то к 
исследуемому штамму наиболее близки 7 из 29 рассмат­
риваемых родственных штаммов. В электронном Прило­
жении их наименования отмечены серым цветом: R. ruber 
YC-YT1, R. qingshengii VER34, R. qingshengii VT6, R. qing­
shengii djl-6-2, Rhodococcus sp. PR4, Rhodococcus sp. BH4, 
R. rhodochrous ATCC 17895.

Данные биоинформационного анализа согласуются с 
результатами биохимических исследований. Нами полу­
чена комплексная характеристика штамма родококка, 
позволяющая целенаправленно использовать этот микро­
организм для деструкции тех или иных загрязнителей.

Заключение
К настоящему времени расшифрованы пути и идентифи­
цированы гены деструкции многих загрязнителей. Знание 
метаболического потенциала отдельного организма, полу­
ченное в результате анализа генома, позволит создавать 
адаптированные к заданным условиям смеси бактериаль­
ных штаммов, объединяющие микроорганизмы с разным 
спектром метаболических путей деструкции. Для оценки 
способности рассматриваемого штамма к деградации 
нефти и нефтепродуктов мы исследовали генные класте­
ры, ассоциированные с такой способностью. Структура 
генных кластеров сходна с описанными в литературе 
штаммами R.  jostii RHA1 и R.  ruber Chol-4. Ферменты 
деструкции алканов представлены двумя кластерами и 
пятью отдельно расположенными генами alkB. Усилить 
активность биодеструкции загрязнителей помогают сур­
фактанты, улучшающие доступность разлагаемых ве­
ществ. Несомненно, эффективность таких биопрепаратов 
надо оценивать в условиях эксперимента.
1 Приложение см. по адресу:  
https://vavilovj-icg.ru/download/pict-2023-27/appx10.pdf
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