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ОСОБЕННОСТИ МОЛЕКУЛЯРНО-ГЕНЕТИЧЕСКОЙ ОРГАНИЗАЦИИ 
PSEUDOMONAS PHAGE БИМ BV-45 Д4

Аннотация. Проведен анализ полной нуклеотидной последовательности бактериофага Pseudomonas phage БИМ 
BV-45 Д – компонента биопестицида «Мультифаг» для защиты сельскохозяйственных культур от болезней, вызван-
ных фитопатогенными бактериями Pseudomonas syringae. Показано, что геном фага представлен линейной двух-
цепочечной ДНК размером 40 383 п. н. (среднее содержание ГЦ-пар составило 58 %), имеет 46 открытых рамок счи-
тывания, в том числе 13, описанных в геномах близкородственных фагов. Кроме того, выявлено 4 регуляторные по-
следовательности, характерные для бактериальных генов, узнавание которых обеспечивается сигма-фактором (σ70) 
РНК-полимеразы, cпецифических фаговых промоторов не обнаружено. Установлена идентичность большинства 
аминокислотных последовательностей белков фага Pseudomonas phage БИМ BV-45 Д с белками известного фага  
Pseudomonas phage Andromeda (на 95‒100 %), вместе с тем последовательность белка ДНК-эндонуклеазы (ген 22) 
имеет сходство (на 63 %) с аналогичным белком фага Pseudomonas phage PollyC. Полученные данные позволяют 
предположить, что мозаичная структура генома фага Pseudomonas phage БИМ BV-45 Д обусловлена рекомбинацион-
ными перестройками между вышеупомянутыми фагами.
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MOLECULAR-GENETIC STRUCTURE OF PSEUDOMONAS PHAGE BIM BV-45 D

Abstract. Full nucleotide sequence of bacteriophage Pseudomonas phage BIM BV-45 D – active component of biopesti-
cide Multiphage intended for control of crop bacterial diseases caused by Pseudomonas syringae was analyzed. It was found 
that phage genome is represented by linear double-stranded DNA sized 40383 b. p. (average GC contents equals 58 %), com-
prising 46 open reading frames, including 13 described in genomes of closely related phages. 4 control sequences typical for 
bacterial genes recognized by sigma factor (σ70) of RNA polymerase were detected, specific phage promoters were not loca- 
lized. The identity was established of the majority of protein amino acid sequences of the Pseudomonas phage BIM BV-45 
D with the proteins of the known Pseudomonas phage Andromeda (95‒100 %), at the same time, the sequences of the DNA 
endonuclease protein (gene 22) are similar (63 %) to the corresponding protein of Pseudomonas phage PollyC. The obtained 
data suggest that the mosaic structure of Pseudomonas phage BIM BV-45 D genome is due to recombinant rearrangements 
between the afore-mentioned phages.
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Введение. В настоящее время ведущими научными коллективами всего мира проводится 

активное изучение бактериофагов, поэтому количество публикаций о биологии и практиче-
ском использовании фагов для разработки ряда современных передовых технологий постоян-
но возрастает [1]. В связи с увеличением доступности методов секвенирования нового поколе-
ния количество секвенированных геномов бактериофагов растет в геометрической прогрессии. 
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Большинство публикаций посвящено медицинским аспектам использования бактериофагов, тем 
не менее их применение в качестве основы средств защиты от бактериозов в растениеводстве, 
животноводстве, рыбоводстве, при хранении пищевых продуктов также представляется весьма 
актуальным. Так, в Институте микробиологии НАН Беларуси создано новое направление по изо-
ляции и изучению бактериофагов фитопатогенных бактерий с целью разработки биологических 
средств защиты растений и животных от болезней бактериальной этиологии. В рамках указан-
ного направления разработана технология получения биопестицида «Мультифаг» для борьбы  
с фитопатогенными бактериями Pseudomonas syringae – возбудителями целого ряда вредонос-
ных заболеваний сельскохозяйственных культур [2]. 

Целью настоящей работы являлся анализ нуклеотидной последовательности генома бактерио-
фага Pseudomonas phage БИМ BV-45 Д ‒ одного из активных штаммов, входящих в состав био-
пестицида «Мультифаг». 

Объекты и методы исследования. Объектом исследования являлся бактериофаг Pseudomonas 
phage БИМ BV-45 Д, выделенный из листьев плодовых растений и депонированный в Белорус- 
ской коллекции непатогенных микроорганизмов.

Для получения фаголизата использовали питательный бульон на основе гидролизата киль-
ки (ГРМ-бульон). В колбу со свежей стерильной средой вносили 10 % 16‒18-часовой культуры  
индикаторного штамма бактерий Pseudomonas helmanticensis БИМ В-582 Д (ОП590 – 1,0‒1,2)  
и инкубировали на качалке в течение 1‒3 ч для получения культуры в логарифмической стадии 
роста (ОП590 – 0,6‒0,7). Далее бактерии заражали бактериофагом Pseudomonas phage БИМ BV-45 Д 
с множественностью инфекции 1:100. Через 1,5‒2 ч совместного культивирования фага с бакте-
рией происходило просветление культуры (ОП590 – 0,2), которое свидетельствовало о размноже-
нии фага и лизисе бактериальной культуры. Полученный фаголизат центрифугировали в течение 
30 мин при 6000 g для удаления остатков бактерий.

Для выделения ДНК фага очищенный фаголизат центрифугировали при 24 000 g в течение  
2 ч для осаждения фаговых частиц. Супернатант сливали, осадок ресуспендировали в SM-буфере 
и пропускали через фильтры с диаметром пор 0,22 мкм (GVS, США). К фильтрату добавляли  
ДНКазу I и РНКазу A (ThermoFisher Scientific, США), инкубировали 30 мин при 37 ºС. После инак-
тивации ферментов в течение 10 мин при 65 ºС добавляли 30 %-ный раствор полиэтиленгликоля 
(Mr = 6000) и оставляли на ночь при 4 ºС для лучшего осаждения фаговых частиц. Далее раствор 
центрифугировали при 12 000 g в течение 5 мин и из полученного осадка с помощью коммер-
ческого набора Bacteria DNA Preparation Kit (Jena Bioscience, Германия) выделяли нуклеиновые 
кислоты согласно инструкции производителя. Концентрацию выделенной ДНК фага определяли 
с помощью спектрофотометра NanoPhotometrR P-Class P 330 (Implen GmbH, Германия).

Для приготовления библиотек ДНК использовали набор реактивов NEBNext DNA Library Prep 
Kit for Illumina® (New England Biolabs, США). Высокопроизводительное определение нуклео- 
тидных последовательностей осуществляли на приборе MiSeq (Illumina), используя комплект 
реактивов MiSeq Reagent Kit v3 (Illumina). Качественный и количественный анализ полученных 
прочтений проводили с помощью программы FastQC [3]. Для фильтрования полученных на сек-
венаторе MiSeq fastq-файлов по размеру и длине использовали программу Trimmomatic-0.39 [4], 
для парного выравнивания последовательностей с целью их сравнения ‒ пакет программ Blast [5] 
и базу данных GenBank [6]. Прочтения, полученные на приборе MiSeq, собирали до контигов  
с помощью программы SPAdes 3.14.1 [7]. Для выравнивания прочтений относительно референсной 
последовательности использовали программу Bowtie2 v2.4.2 [8], для визуализации выравненных 
прочтений относительно референсной последовательности ‒ программу Tablet v. 1.19.09.03 [9].

Аннотацию нуклеотидной последовательности и сходство аминокислотых последовательно- 
стей белков с таковыми других фагов оценивали с помощью программ PHIRE [10], BPROM [11], 
ARNold [12], Standard Protein BLAST [13], а анализ возможных функций проводили по поиску  
консервативных доменов с использованием программ InterProScan [14], NCBI Conserved Domain  
Search [15]. Графическое изображение генетической карты фага получали с помощью программы  
SnapGene Viewer 3.2.1 [16]. Попарное сравнение полных последовательностей геномной ДНК  
фагов рода Bifseptvirus осуществляли с помощью tBLASTx, визуализированных при использо- 
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вании программы ViPTree [17]. Нуклеотидная последовательность генома фага Pseudomonas 
phage БИМ BV-45 Д депонирована в ГенБанк Национального центра биотехнологической инфор-
мации США (NCBI) под регистрационным номером MT094430.

Результаты и их обсуждение. Бактериофаг Pseudomonas phage БИМ BV-45 Д изолирован  
из листьев яблони, характеризуется широким спектром литической активности в отношении бак-
терий Pseudomonas caricapapayae БИМ В-239, Pseudomonas syringae БИМ В-240, Pseudomonas 
syringae БИМ В-268, Pseudomonas syringae БИМ В-1229, Pseudomonas syringae БИМ В-1140, 
Pseudomonas syringae БИМ В-1144, Pseudomonas fluorescens БИМ В-147, Pseudomonas fluorescens  
БИМ В-158, Pseudomonas frederiksbergensis БИМ В-159, Pseudomonas putida БИМ В-1142, Pseudo- 
monas helmanticensis БИМ В-582 Д.

Анализ генома показал, что, согласно принятой систематике вирусов, исследуемый фаг отно-
сится к роду Bifseptvirus семейства Autographiviridae, порядка Caudovirales, класса Caudoviricetes, 

Рис. 1. Геном бактериофага Pseudomonas phage БИМ BV-45 Д:       (Пр) – промотор, узнаваемый сигма-фактором  
(ϭ70) бактериальной РНК-полимеразой;      (ПТП ) – прямые терминальные повторы;          – белки, отвечающие  

за копирование вирусного генетического материала;          – составные белки капсида и отростка; 
         – белки, обеспечивающие лизис клетки-хозяина;          ‒  гипотетические белки

Fig. 1. Pseudomonas phage BIM BV-45 D genome:      (Pr) – promoter, recognizable sigma factor (ϭ70)  
of bacterial RNA polymerase,       (DTR ) – direct terminal repeats,           – proteins responsible for copying  
viral genetic material,          – constituent proteins of the capsid and process,          – host cell lysis proteins, 

         – hypothetical proteins
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типа Uroviricota, царства Heunggongvirae, реалма Duplodnaviria. В базе данных Taxonomy Virus 
NCBI на сегодняшний день зарегистрировано только три бактериофага, относящиеся по таксо-
номии к новому роду Bifseptivirus: изучаемый нами фаг Pseudomonas phage BIM BV-45 Д и ранее 
зарегистрированные Pseudomonas phage Andromeda и Pseudomonas phage Bf7. 

Бактериофаг Pseudomonas phage Andromeda изолирован ирландскими учеными из р. Лаган 
(Белфаст, Северная Ирландия), бактерия-хозяин – Pseudomonas syringae pv. syringae Van Hall. 
Выявлено, что геном этого фага представлен двухцепочечной молекулой ДНК размером 40 008 п. н.  
(содержание ГЦ-пар – 58,23 %) и имеет 46 открытых рамок считывания [18]. Бактериофаг Pseudo- 
monas phage Bf7 выделен венгерскими исследователями, бактерия-хозяин – Pseudomonas tolaasii 
LMG 2342T. Полный геном бактериофага Вf7 составляет 40 058 п. н. (46 открытых рамок считы-
вания) и представлен двуцепочечной ДНК (содержание ГЦ-пар – 58,4 %). Характеризуется ши- 
роким спектром литической активности в отношении 16 штаммов бактерий рода Pseudomonas 
(P. tolaasii, P. reactans, P. agarici, P. cichorii, P. fluorescens (II, III и IV биовары), P. poae, P. putida,  
P. rhizosphaerae) [19].

Изучаемый нами фаг Pseudomonas phage БИМ BV-45 Д способен лизировать 11 штаммов 
бактерий рода Pseudomonas, его геном представлен линейной двухцепочечной ДНК размером 
40 383  п. н. (среднее содержание ГЦ-пар – 58 %), имеет 46 открытых рамок считывания, в том 
числе 13, определяющих синтез известных белков, и 33 гипотетических полипептида, выявляе-
мых в геномах близкородственных фагов (рис. 1).

В геноме фага Pseudomonas phage БИМ BV-45 Д выявлено 4 регуляторные последователь-
ности, характерные для бактериальных генов, узнавание которых обеспечивается сигма-факто-
ром (σ70) РНК-полимеразы. Специфических фаговых промоторов у фага не обнаружено. Анализ 
генома Pseudomonas phage БИМ BV-45 Д показал отсутствие известных генов, ответственных  
за лизогенный цикл, что свидетельствует о литической природе фага.

Сравнение последовательности аминокислотных остатков белков фага Pseudomonas phage 
БИМ BV-45 Д с другими геномами выявило сходство на 95‒100 % с аминокислотными последо- 
вательностями бактериофага Pseudomonas phage Andromeda (KX458241, NC_031014) и на 80‒97 % –  
с фагом Pseudomonas phage Bf7 (JN991020, NC_016764) (см. таблицу, рис. 2).

Все указанные в таблице предполагаемые белки можно разделить на две группы по степе-
ни сходства с фагом Pseudomonas phage Andromeda. К первой группе относятся ДНК-хеликаза; 
ДНК-полимераза; Т3/Т7 РНК-полимераза; белок, соединяющий головку фага с отростком; основ-
ной белок капсида; тубулярные белки А и В отростка и внутренний белок вириона (сходство на 
98‒100 %), к второй – ДНК-праймаза, экзонуклеаза, ДНК-лигаза, лизоцим (сходство на 95‒97 %).

Рис. 2. Попарное сравнение полных последовательностей геномной ДНК фагов рода Bifseptvirus  
с помощью tBLASTx, визуализированных при использовании сервера ViPTree

Fig. 2. Pairwise comparison of complete genomic DNA sequences of phages of the genus Bifseptvirus using tBLASTx, 
visualized with the ViPTree server
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Степень сходства генетических детерминант фага Pseudomonas phage БИМ BV-45 Д, определяющих  
синтез белков с известной функцией с детерминантами фагов из базы данных RefSeq Select proteins NCBI
The degree of similarity of genetic determinants of the Pseudomonas phage BIM BV-45 D encoding the synthesis  

of proteins with a known function, and phage determinants from the RefSeq Select proteins NCBI database

Номер локуса Предполагаемый белок Фаги со схожими аминокислотными последовательностями белка Степень сходства, %

16 ДНК-праймаза Pseudomonas phage Andromeda 96,33
Pseudomonas phage Bf7 86,90

17 ДНК-хеликаза
Pseudomonas phage Andromeda 98,75

Pseudomonas phage Bf7 96,25

19 ДНК-полимераза
Pseudomonas phage Andromeda 99,49

Pseudomonas phage Bf7 90,26

21 Экзонуклеаза
Pseudomonas phage Andromeda 95,45

Pseudomonas phage Bf7 86,06

22 ДНК-эндонуклеаза
Pseudomonas phage Polly C 62,70
Xanthomonas phage XAJ24 52,38

26 ДНК-лигаза
Pseudomonas phage Andromeda 96,63

Pseudomonas phage Bf7 82,15

27 Т3/Т7 РНК полимераза
Pseudomonas phage Andromeda 99,38

Pseudomonas phage Bf7 96,76

31 Белок, соединяющий головку 
фага с отростком

Pseudomonas phage Andromeda 99,60
Pseudomonas phage Bf7 89,60

33 Основной белок капсида Pseudomonas phage Andromeda 98,78
Pseudomonas phage Bf7 91,79

34 Тубулярный белок А отростка Pseudomonas phage Andromeda 99,03
Pseudomonas phage Bf7 91,26

35 Тубулярный белок В отростка Pseudomonas phage Andromeda 100,0
Pseudomonas phage Bf7 94,47

38 Внутренний белок вириона Pseudomonas phage Andromeda 98,79
Pseudomonas phage Bf7 90,24

45 Лизоцим Pseudomonas phage Andromeda 94,64
Pseudomonas phage Bf7 79,76

Последовательность аминокислотных остатков ДНК-эндонуклеазы (ген 22) не была иден-
тична последовательностям, описанным для фага Pseudomonas phage Andromeda, но имела 
сходство (на 63 %) с белком фага Pseudomonas phage PollyC (MG775261), относящегося к роду 
Pollyceevirus. Полученные данные позволяют предположить, что мозаичная структура генома 
фага Pseudomonas phage БИМ BV-45 Д обусловлена рекомбинационными перестройками между 
вышеупомянутыми фагами.

Заключение. В результате анализа полной нуклеотидной последовательности бактериофага 
Pseudomonas phage БИМ BV-45 Д, входящего в состав биопестицида «Мультифаг», установлено,  
что его геном представлен линейной двухцепочечной ДНК размером 40 383  п. н. (среднее содер-
жание ГЦ-пар составило 58 %), имеет 46 открытых рамок считывания, в том числе 13, опреде-
ляющих синтез известных белков, выявляемых в геномах близкородственных фагов. В геноме 
фага Pseudomonas phage БИМ BV-45 Д также выявлено 4 регуляторные последовательности, ха-
рактерные для бактериальных генов, узнавание которых обеспечивается сигма фактором (σ70)  

РНК-полимеразы. Специфических фаговых промоторов не обнаружено. Анализ генома Pseudo- 
monas phage БИМ BV-45 Д показал отсутствие известных генов, ответственных за лизогенный 
цикл. Установлена идентичность большинства аминокислотных последовательностей белков 
фагов Pseudomonas phage БИМ BV-45 Д и Pseudomonas phage Andromeda (на 95‒100 %), тогда 
как аминокислотная последовательность ДНК-эндонуклеазы (ген 22) имеет сходство (на 63 %) 
с аналогичным белком фага Pseudomonas phage PollyC. Полученные данные позволяют пред-
положить, что мозаичная структура генома фага Pseudomonas phage БИМ BV-45 Д обусловлена 
рекомбинационными перестройками между вышеупомянутыми фагами.
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