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Аннотация: с целью выбора генетических маркеров для 

анализа вибриофагов проведен филогенетический анализ генов 

ДНК-полимераз и ДНК-лигаз вибриофагов T4-типа и родствен-

ных бактериофагов. Полученные данные обсуждаются в контек-

сте использования этих маркеров для терапии и профилактики 

заражений аквакультуры пресноводных креветок вибриозами. 
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Abstract: in order to select genetic markers for the detection 

of vibriophages, a phylogenetic analysis of DNA polymerase and 

DNA ligase genes of T4-type vibriophages and related bacteriophag-

es was performed. The findings are discussed in the context of using 

these markers for the treatment and prevention of aquaculture conta-

mination of freshwater shrimp with vibrioses. 
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Промышленная аквакультура несет большие экономиче-

ские потери, связанные с бактериальными инфекциями. Бакте-

рии рода Vibrio являются одним из наиболее важных патогенов, 

вызывающих вибриоз в KVP40 и ряд близких к нему культурах 

креветок, рыб и моллюсков. Устойчивость бактерий к антибио-

тикам вызывает необходимость новых подходов. Фаговая тера-

пия для борьбы с патогенными микроорганизмами рода Vibrio 

привлекает интерес у исследователей. Бактериофаг вибриофагов 

зарекомендовали себя как потенциальные агенты против виб-

риозов. Потенциал фага широкого спектра KVP40 был исследо-

ван для контроля четырех различных штаммов V. anguillarum у 

рыб [1].  

Поиск новых бактериофагов требует исследования новых 

генетических маркеров бактериофагов, которые позволяют на-

дежно устанавливать степень родства или, наоборот, расхожде-

ния между вновь выделенными и хорошо изученными штамма-

ми бактериофагов. В этой работе проводится сравнение двух 

генетических маркеров этих бактериофагов с гомологичными 

маркерами других бактериофагов семейства Tevenvirinae. В ка-

честве маркеров использовались гены ключевых белков, участ-

вующих в репликации ДНК, – ДНК-полимераза и ДНК-лигаза. 

Гены этих белков (гены 43 и 30) обозначены цифрами у бакте-

рифага Т4.  

Методика. Для выбора последовательностей было прове-

дено сравнение белков программой PSI-BLAST [2] с базой дан-

ных белков GenBank. Предварительное множественное вырав-
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нивание и построение филогенетических деревьев проводилось с 

использованием свободно распространяемого пакета программ 

Mega6 [3].  

Для исследования были взяты аминокислотные последова-

тельности ДНК-полимеразы (идентификатор GenBank – 

NP_899330.1) и ДНК-лигазы (NP_899305.1) вибриофага KVP40. 

Для реконструкции филогении и построения филогенетического 

дерева белков использовался статистический метод наибольшего 

правдоподобия (Maximum Likelihood). Филогенетический тест 

проведен методом бутстрэппинга (Bootstrap method) с 500 реп-

ликациями. Аминокислотные замены учитывались с помощью 

JTT статистической модели (Jones-Taylor-Thornton model) [4], 

частично учитывались бреши во множественном наложении при 

перекрытии в 50 %. Инициаторное дерево было построено мето-

дом Maximum Parsimony. 

Результаты исследований и их обсуждение. Эволюци-

онные филогенетические деревья ферментов репликации виб-

риофагов и других бактериофагов Т4-типа представлены на ри-

сунке 1.  Все деревья имеют сходную топологию, хотя их ветв-

ление и различается, но это практически не касается ветвей, от-

носящихся к генетическим маркерам вибриофагов. Различия в 

ветвлении касаются бактериофагов Т4-типа других экологиче-

ских групп. Оба дерева образуют две основные ветви, хотя все 

эти бактериофаги родственны друг другу. Это связано с тем, что 

в исследованной выборке представлены две различающиеся 

группы этих фагов. 

Вибриофаги по результатам исследования филогенетиче-

ски относятся к группе так называемых псевдо-Т-четных бакте-

риофаговфагов. Бактериофаги RB43 и RB49 – это колифаги и 

они вполне могут быть встречены в тех же биотопах, что и виб-

риофаги. То есть при выборе олигонуклеотидной последова-

тельности для конструирования праймеров следует обратить 

особое внимание на возможность артефектного положительного 

ответа за счет возможного наличия в пробах воды псевдо-Т-

четных фагов.  
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Рис. 1. Филогенетические деревья ДНК-полимераз (рисунок А), 

ДНК-лигаз (В) и их генов (Б – гены ДНК-полимераз, Г – гены 

ДНК-лигаз). Методы построения деревьев и условия анализа 

представлены в разделе «Материалы и методы». Фигурной 

скобкой выделено положение маркеров  вибриофагов.  
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Кроме того, надо заметить, что эволюционные расстояния, 

отделяющие эти гены вибриофагов и их белки от соответствую-

щих генетических маркеров псевдо-Т-четных фагов, значитель-

ны. В остальном, как гены, так и белки вибриофагов, сильно 

эволюционно отделены от маркеров других Т4-фагов, они обра-

зуют компактную близкородственную группу. Филогенетиче-

ский анализ белков дополняет анализ генов и говорит о реальной 

возможности использования этих маркеров для их использова-

ния в детекции вибриофагов при их выделении, более точной 

характеристике и контроле в аквакультуре при проведении ее 

фаговой терапии. 

Исследование было частично поддержано грантом РФФИ 

№19-07-00996 (для Назиповой Нафисы  Наиловны). 
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