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Новый штамм Geobacillus stearothermophilus 22 был выделен из термального источника Гарга, 
расположенного в Баргузинской долине Прибайкалья. Были проанализированы морфологические 
и биохимические особенности G. stearothermophilus 22, проведено полногеномное секвенирование 
с последующим биоинформатическим анализом. Показана высокая степень сходства нуклеотид-
ных последовательностей (контигов) анализируемого штамма с геномом бактерии-термофила  
G. kaustophilus Y412MC52. Охарактеризован протеом выделенной бактерии. Обнаружены ферменты, 
относящиеся к гемицеллюлазам (эндоксиланаза, бета-ксилозидаза, арабинофуранозидаза), и фермент 
эндоксиланаза.
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ВВЕДЕНИЕ

Микроорганизмы, обитающие в высокотем-
пературных условиях, представляют огромный 
интерес с точки зрения получения термоста-
бильных ферментов, а также как потенциаль-
ные клеточные катализаторы. Для разработки 
клеточных катализаторов перспективными 
являются бактерии рода Geobacillus, который 
включает широкий спектр термофильных 
микроорганизмов с различной физиологией. 
Известно, что представители рода Geobacillus 
являются хемоорганотрофами, аэробами или 
факультативными анаэробами, термофилами, 
имеющими температурный диапазон роста 
40–75 °C с оптимумом 55–65 °C, диапазон рН 
6,0–8,5 с оптимумом 6,2–7,5. Данные микро-
организмы представляют интерес ввиду их 
высокой скорости роста и способности утили-
зировать широкий круг субстратов, включая 

пентасахара. Кроме того, эти микроорганизмы 
обладают уникальными гемицеллюлолитиче-
скими системами, что позволяет рассматривать 
их в качестве потенциальных источников высо-
коактивных и термостабильных ферментов для 
эффективного гидролиза биомассы (Brock et al., 
1978; Бонч-Осмоловская и др., 2004).

В настоящее время опубликовано несколько 
работ, в которых было выполнено изменение 
геномов для улучшения целевых свойств мик-
роорганизмов (Taylor et al., 2008). В том числе 
было показано, что возможна трансформация 
ранее нетрансформируемых или очень плохо 
трансформируемых бактерий после использо-
вания модифицированной ДНК, в соответствии 
с системой рестрикции-модификации штам-
ма-реципиента (Suzuki, Yoshida, 2012). В этойSuzuki, Yoshida, 2012). В этой, Yoshida, 2012). В этойYoshida, 2012). В этой, 2012). В этой 
работе было наглядно продемонстрировано, 
как знания о геноме бактерии могут помочь 
в разработке методики модификации генома 
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микроорганизма. Полногеномный анализ необ-
ходим в силу того, что генетические последова-
тельности бактерий, выделенных из различных 
источников, могут значительно различаться по 
составу генов, несмотря на близость по стан-
дартным филогенетическим маркерам. Кроме 
того, знание последовательности генома поз-
воляет направленно модифицировать гены для 
получения штаммов-продуцентов с заданными 
свойствами (CrippsCripps et al alal., 2009).

Целью данной работы являлось описание 
штамма G. stearothermophilusG. stearothermophilus. stearothermophilusstearothermophilus 22, его полноге-
номное секвенирование и биоинформатический 
анализ полученных данных для выявления осо-
бенностей катаболизма и определения генети-
ческих и белковых последовательностей, коди-
руемых в геноме. В настоящее время доступны 
полные геномные последовательности двух 
видов, относящихся к роду Geobacillus�� G. kaus-�� G. kaus-G. kaus-. kaus-kaus-
tophilus и G. thermodenitrificans. thermodenitrificansthermodenitrificans, а также частично 
расшифрованы геномы некоторых штаммов, 
относящихся к виду G. stearothermophilus. stearothermophilusstearothermophilus.

С помощью биоинформатического анализа 
вновь секвенированного генома нами была 
установлена наибольшая степень его сходства 
среди всех аннотированных геномов с геномом 
G. kaustophilus Y412MC52. В геноме вновь 
секвенированной бактерии были идентифи-
цированы все гены, ответственные за глико-
литический метаболизм, включая гены лактат 
дегидрогеназы, ацетальдегид дегидрогеназы, 
алкоголь дегидрогеназы, ацетат киназы и пи-
руват дегидрогеназы.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Штамм G. stearothermophillusstearothermophillus 22 был выде-
лен из проб донных отложений, отобранных 
в горячем источнике Гарга, расположенном в 
Баргузинской долине Прибайкалья. Темпера-
тура воды источника на изливе достигала 75 °С 
на момент отбора проб. Начальное выделение 
штаммов из природного материала проводили 
на агаризованной среде Лурия-Бертани (LB). 
Для этого на чашки высевали по 50 мкл суспен-
зии, культивирование проводили при темпера-
турах 60–70 °С в течение 1–3 суток. Культуры, 
полученные из природных образцов, очищали 
от сопутствующих организмов путем много-
кратного пересева на агаризованной среде LB. 

Исследование морфологии штамма прово-
дили с использованием световых и люминес-
центных микроскопов фирмы «Karl Zeiss» ЦКП 
микроскопического анализа биологических 
объектов СО РАН. Препараты готовили стан-
дартными методами (Нетрусова, 2005).

Биохимическую характеризацию штамма 
проводили с использованием тест-системы 
Enterotest-24 (MicroTest, Lachema) в соответ-
ствии с инструкцией производителя. Штамм 
был проверен на способность к образованию 
сероводорода, уреазную активность и исполь-
зование следующих субстратов: лизина, орни-
тина, аргинина, цитрата, малоната, инозитола, 
адонитола, целлобиозы, сахарозы, трегалозы, 
маннитола, эскулина, сорбитола, рамнозы, ме-
либиозы, раффинозы, дульцита, глюкозы.

Препараты ДНК для полногеномного секве-
нирования были получены с использованием 
набора genjet DNA purification kit (fermentas) вgenjet DNA purification kit (fermentas) в DNA purification kit (fermentas) вDNA purification kit (fermentas) в purification kit (fermentas) вpurification kit (fermentas) в kit (fermentas) вkit (fermentas) в (fermentas) вfermentas) в) в 
соответствии с инструкцией производителя.

Секвенирование геномной ДНК проводили 
при помощи прибора MiSeq фирмы «Illumina» с 
использованием набора реагентов Miseq  reagent 
kit v.2 в лаборатории эволюционной геномики 
факультета биоинженерии и биоинформатики 
Московского государственного университета 
им. М.В. Ломоносова.

De novo novonovo ассемблирование коротких после-
довательностей в контиги проводилось с ис-
пользованием пакета программ CLC Genomics 
workbench v.6.0.4, использующего алгоритм, 
основанный на графах де Брюйна (de Bruijn 
graphs). В последующем анализе использовали 
контиги длиной не менее 1000 нуклеотидов.

Сравнение контигов с базой нуклетидных 
последовательностей NT проводили с помощьюNT проводили с помощью проводили с помощью 
BLASTN. Поиск открытых рамок считывания. Поиск открытых рамок считывания 
в контигах и соответствующих им потенциаль-
ных белков проводили с помощью BLASTX, ко-BLASTX, ко-, ко-
торый осуществляет трансляцию нуклеотидных 
последовательностей в аминокислотные и их 
сравнение с базой белковых последовательно-
стей NR. С помощью BLASTX также проводилиNR. С помощью BLASTX также проводили. С помощью BLASTX также проводилиBLASTX также проводили также проводили 
сравнение потенциальных белков, кодируемых 
рамками считывания, с известными белками 
Geobacillus. Для этого была сформирована вы-
борка последовательностей белков Geobacillus, 
на основе которой была создана индексирован-
ная база данных в формате BLAST. СравнениеBLAST. Сравнение. Сравнение 
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аминокислотных последовательностей с базой 
данных последовательностей белков NR прово-NR прово- прово-
дили с помощью программы BLASTP. В работеBLASTP. В работе. В работе 
были использованы локальные версии программ 
пакета BLAST (ftp://ftp.ncbi.nlm.nih.gov/blast/).BLAST (ftp://ftp.ncbi.nlm.nih.gov/blast/). (ftp://ftp.ncbi.nlm.nih.gov/blast/). 

Точную филогенетическую идентификацию 
полученного штамма проводили при помощи 
анализа 16S рРНК, для этого использовали по-S рРНК, для этого использовали по- рРНК, для этого использовали по-
строение филогенетического древа при помощи 
метода минимальной эволюции, реализованно-
го в пакете программ MEGA 5.MEGA 5. 5.

Поиск типовых штаммов видов рода Geoba-
cillus и соответствующих номеров последо-
вательностей генов 16S рРНК проводили в 
базе данных StrainInfo (www.straininfo.net). 
Последовательности генов 16S рРНК брали 
из базы данных GenBank (www.ncbi.nlm.nih.
gov/nucleotide).

Основные расчеты проводились на вычис-
лительном кластере ЦКП «Биоинформатика» 
ИЦиГ СО РАН.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

В 2007 г. Институтом цитологии и генетики 
СО РАН была проведена экспедиция на горячий 
источник Гаргинский, расположенный в долине 
р. Баргузин в Прибайкалье. В ходе экспедиции 
были отобраны образцы воды и донных отло-
жений источника. В ходе выделения были полу-
чены штаммы, определенные как относящиеся 
к роду Geobacillus. 

Исследуемый штамм образует округлые 
колонии кремового цвета. Края колоний вол-
нистые или слегка волнистые. Профиль колоний 
слегка выпуклый. Размеры колоний варьиру-
ют от 3 до 5 мм. Клетки штамма представле-
ны палочками, размеры которых составили  
2–3 ×7–10 мкм (табл. 1). У исследуемого штам-
ма выявлено спорообразование. Эндоспоры 
овальные или сферические 1,5 мкм (рис. 1). 

Для исследуемого штамма проведено изу-
чение биохимических характеристик. Штамм 
обладал способностью к росту на средах с 
комплексными субстратами. Спектр соедине-
ний, утилизируемых штаммом в аэробных и 
анаэробных условиях, представлен в табл. 2.

Установлено, что исследуемый штамм не 
образует сероводород и не использует боль-
шинство предложенных субстратов, однако 
использует глюкозу и эскулин. Штамм дает 
положительную реакцию на уреазу и β-галак-
тозидазу.

Для точной видовой идентификации выде-
ленного штамма был проведен филогенетиче-
ский анализ. По предварительным данным ана-
лиза полученной в результате секвенирования 
последовательности гена 16S рРНК штамм былS рРНК штамм был рРНК штамм был 
отнесен к роду Geobacillus (табл. 3). 

Для более точной его идентификации было 
проведено филогенетическое сравнение с по-
следовательностями 16S рРНК типовых штам-S рРНК типовых штам- рРНК типовых штам-
мов видов рода Geobacillus (рис. 2).

Таблица 1
Морфологическая характеристика штамма

Штамм
Морфология колоний Морфология клеток

форма Размер, 
мм Цвет Профиль Край Морфотип 

клеток
Размеры клеток, 

мкм

22 круглая 3–5 кремовый слегка  
выпуклый

слегка  
волнистый палочки 2–3 × 7–10

споровые, d �� 1,5

Рис. 1. Микрофотография клеток штамма G. stearo-
thermophilus 22. 

Клетка со спорой показана стрелкой. Масштабный отре-
зок – 10 мкм.
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Таблица 2
Биохимическая характеристика  
штамма G. stearothermophilus 22

Субстрат/  
Активность

Ш
та

мм
 2

2
Субстрат/  

Активность

Ш
та

мм
 2

2

Сероводород – Сахароза –
Лизин – Трегалоза –
Орнитин – Маннитол –
Уреаза + Эскулин +
Аргинин – Сорбитол –
Цитрат Симмонса – Рамноза –
Малонат – Мелибиоза –
β-галактозидаза + Раффиноза –
Инозитол – Дульцит –
Адонитол – Глюкоза +
Целлобиоза – Индол –
Сахароза – фенилаланин –
Целлобиоза – Ацетоин –

Таблица 3
Уровень cходства между последовательностью гена 16S рРНК  

штамма G. stearothermophilus 22 и последовательностями гена 16S рРНК типовых штаммов

Последовательность типового штамма Количество идентичных нуклеотидов  
при попарном выравнивании (%)

G. stearothermophilus (AB021196) 1349/1352 (99)
G. subterraneus (AF276306) 1341/1352 (99)
G. subterraneus aromaticivorans (HE613733) 1336/1352 (99)
G. gargensis (FR749979) 1336/1352 (99)
G. lituanicus (AY044055) 1333/1352 (99)
G. uzenensis (AF276304) 1332/1352 (99)
G. kaustophilus (X60618) 1326/1352 (98)

Сравнение с последовательностями 16S  
рРНК типовых штаммов видов рода Geobacillus 
показало, что последовательность штамма Geo-
bacillus 22 наиболее близка к последователь-
ности типового штамма G. stearothermophilus. 
Таким образом, мы относим штамм 22 к виду 
G. stearothermophilus.

БИОИНФОРМАТИЧЕСКИЙ АНАЛИЗ

В настоящее время в базах данных отсут-
ствует расшифрованный полный геном G. stea-
rothermophilus. Сравнение контигов штамма 22 
с базой данных нуклеотидных последователь-
ностей Европейской молекулярно-биологиче-
ской лаборатории EMBL (http://www.ebi.ac.uk/EMBL (http://www.ebi.ac.uk/ (http://www.ebi.ac.uk/http://www.ebi.ac.uk/://www.ebi.ac.uk/www.ebi.ac.uk/.ebi.ac.uk/ebi.ac.uk/.ac.uk/ac.uk/.uk/uk//
embl/) показало высокую степень сходства ана-/) показало высокую степень сходства ана-
лизируемого штамма с геномом G.. kaustophilus 
Y412MC52 (идентичность составила 93,6 %).412MC52 (идентичность составила 93,6 %).MC52 (идентичность составила 93,6 %).52 (идентичность составила 93,6 %).  
В связи с этим для идентификации потен-
циальных белков в штамме 22 использовали 

Рис. 2. филогенетическое дерево последовательностей 16S рРНК штамма 22 и типовых штаммов видов 
рода Geobacillus, построенное методом минимальной эволюции в программе MEGA v.5.0. 

Цифры возле ветвей обозначают бутстрепную поддержку.
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аминокислотные последовательности охаракте-
ризованных белков G.. kaustophilus Y412MC52Y412MC52412MC52MC5252 
(http://biocyc.org/GSP550542/organism-summary
?object��GSP550542). Удалось охарактеризовать 
3186 открытых рамок считывания из штамма 
22, которые имели высокое сходство с белками 
Geobacillus sp. Y412MC52 (всего для него из-
вестно 3639 белков). 

АНАЛИЗ МЕТАБОЛИЧЕСКИХ ПУТЕЙ 
ШТАММА 22

Большое внимание привлекает к себе пробле-
ма получения биотоплива, в частности биоэта-
нола, из растительного сырья. Перспективным 
сырьем для выработки биоэтанола является лиг-
ноцеллюлозная биомасса, которая может быть 

Рис. 3. Гликолитический метаболический путь, описанный в базе данных KEGG (Kanehisa, Goto, 2000; 
Kanehisa et al., 2012). 

Серыми прямоугольниками отмечены ферменты, обнаруженные у штамма G. stearothermophilus 22.
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утилизирована различными микроорганизмами 
(Tanimura et al., 2012; Zhu et al., 2013). Однако ис-
пользование природных штаммов микроорганиз-
мов для наработки биоэтанола в промышленном 
масштабе затруднено в связи с низким уровнем 
переработки целлюлозосодержащего сырья, низ-
ким выходом этанола и образованием большого 
количества побочных продуктов. Наиболее пер-
спективным путем считается гидролиз лигноцел-
люлозной биомассы до сахаров с последующей 
ферментацией микроорганизмами. Для получе-
ния продуцента, эффективно дающего продукт 
метаболизма, необходимо, чтобы используемый 
в работе штамм получал только один, целевой, 
продукт в результате катаболизма. В большин-
стве случаев для этого необходимо проведение 
модификации метаболизма природных проду-
центов. Для чего необходима информация об 
имеющихся в клетке путях катаболизма, о по-
следовательностях ферментов, закодированных в 
геноме. Таким образом, реконструкция и анализ 
метаболических путей могут быть основой для 
проведения генных модификаций, обеспечива-
ющих получение мутантных штаммов микроор-
ганизмов, способных с высокой эффективностью 
перерабатывать гидролизаты лигноцеллюлозной 
биомассы до этанола.

Ключевыми для наработки биоэтанола яв-
ляются реакции гликолитического метаболи-
ческого пути (рис. 3). В основном это цепочка 
превращений D-глюкозы-1-фосфат в D-глюко-
зу-6-фосфат, затем в бета-D-фруктозу-6-фосфат 
и бета-D-фруктозу-1,6-бисфосфат, далее в гли-
церальдегид-3-фосфат, глицерат 1,3-дифосфат,  
3-фосфоглицерат и 2-фосфоглицерат, фосфоенол-
пируват, пируват, ацетил-СоА и затем в этанол 
(рис. 3). Практически все основные ферменты, 
ответственные за образование этанола из рас-
тительного сырья, были выявлены у вновь сек-
венированного штамма G. stearothermophilus 22  
(рис. 3) на основе полученных последователь-
ностей.

Кроме того, в геноме бактерии обнаружены 
фермент гидролиза целлюлозы, эндо-1,4-бета 
глюканаза и ферменты, участвующие в гидро-
лизе гемицеллюлозы, – эндо-1,4-бета ксилана-
за, бета ксилозидаза и альфа глюкоронидаза. 
Присутствие в геноме этих ферментов говорит 
о возможности использования данного штамма 
для гидролиза гемицеллюлозы, которая могла 

попадать в его среду обитания вместе с опада-
ющими листьями, богатыми ксиланами.

Таким образом, у вновь секвенированного 
штамма G. stearothermophilus 22, обитающего 
в природном термальном источнике Гарга, рас-
положенном в Баргузинской долине Прибайка-
лья, были выявлены все ключевые ферменты, 
ответственные за синтез этанола из раститель-
ного сырья, что открывает возможность для 
использования в промышленности штамма  
G. stearothermophilus 22 для производства 
биотоплива. Штамм обладает ограниченным 
набором ферментов карбогидраз, что может 
положительно сказаться при ферментации лиг-
ноцеллюлозных гидролизатов. 

Работа выполнена при финансовой поддержке 
Министерства образования и науки Российской 
федерации (ГК 14.512.11.0072 от 19.04.2013 г.)  
в рамках фЦП «Исследования и разработки 
по приоритетным направлениям развития на-
учно-технологического комплекса России на 
2007–2013 гг.».
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Summary

A new strain, Geobacillus stearothermophilus 22 was isolated from the Garga hot spring in the Bargusin 
Valley, Baikal Region, Russia. The morphology and biochemistry of the strain were analyzed, and the genome-
wide sequencing was conducted. The sequence was subjected to bioinformatic analysis. Nucleotide sequences 
(contigs) of the strain were found to be similar to the genome of the thermophilic strain G. kaustophilus 
Y412MC52. The proteome of the new strain was analyzed. Fragments associated with hemicellulases 
(endoxylanase, beta xylosidase, and arabinofuranosidase) and the endoxylanase enzyme were detected. 

Key words: Geobacillus, thermophile, genome-wide sequencing, bioinformatic analysis. 


