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Был проведен филогенетический анализ обратной транскриптазы Streptomyces 
venezuelae, антифаговых ретронов 2 типа, для разработки подходов к выбору эффек-
тивных и защищенных от бактериофагов пробиотиков в аквакультуре. С помощью 
проведенного эволюционного анализа показано, что можно использовать один и тот 
же ретрон II-типа из любого штамма Streptomyces, например, из Streptomyces venezuelae, 
для конструирования эффективных пробиотиков для аквакультуры.  
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A phylogenetic analysis of Streptomyces venezuelae reverse transcriptases (RTs), type 2 
antiphage retrons, was carried out to develop approaches to the selection of effective and bac-
teriophage-protected probiotics in aquaculture. Using the evolutionary analysis performed, it 
has been shown that the same type II retron from any strain of Streptomyces, for example, 
from Streptomyces venezuelae, can be used to design effective probiotics for aquaculture. 
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Статистика показала, что мировое 

производство аквакультуры продолжает 
быстро расти без признаков достижения 
своего пика. Между тем, с середины девя-
ностых годов производство в мировом 
рыболовстве стабилизировалось пример-
но на 90 миллионов тонн. Согласно до-
кладу Продовольственной и сельскохо-
зяйственной организации Объединенных 
Наций (Food and Agriculture Organization, 
FAO 2014), мировое производство аква-
культуры достигло еще одного историче-
ского максимума в 90,4 миллиона тонн, 
включая 66,6 миллиона тонн пищевой 
рыбы и 23,8 миллиона тонн водных водо-
рослей в 2012 году в ответ на растущий 
внутренний и международный спрос на 
морепродукты. В настоящее время сооб-
щается, что пищевая рыба обеспечивает в 
среднем одну пятую общего потребления 
животного белка для населения мира. Тем 
не менее, крупные вспышки заболеваний 
были зарегистрированы в секторе аква-
культуры во многих частях мира из-за 
увеличения плотности запаса рыбы, 
чрезмерной скученности и отсутствия са-
нитарного управления с быстрым ростом 
аквакультуры. Быстрое распространение 
инфекций привело к тому, что глобаль-
ные оценки потерь от болезней составля-
ют около четверти миллиарда долларов 
США в год. Бактериальные патогены, та-
кие как Vibrio sp. (Vibrio harveyi, V. para-
haemolyticus, V. campbellii), вызывающие 
светящийся вибриоз на креветочных 
фермах, приводили к 50- 
100 %-ной смертности и вибрионным ин-
фекциям у человека [1]. Неизбирательное 
использование антибиотиков в качестве 

агентов биологического контроля пато-
генов рыб привело к появлению бакте-
рий, устойчивых к антибиотикам. Устой-
чивые формы могут быть опасны не толь-
ко для рыб, но и для человека, проблема 
антибиотикорезистентности – она из ак-
туальнейших задач, которая стоит сего-
дня перед исследователями. Существует 
несколько путей решения этой проблемы. 
Одна из таких – использование пробиоти-
ков. Пробиотики – живые микробные до-
бавки, которые оказывают благотворное 
воздействие на микрофлору кишечника 
животных. Помимо этого, пробиотические 
культуры бактерий в следствие развития 
и могут вытеснить из желудочно-
кишечного тракта и патогенов, в том чис-
ле антибиотикорезистентных. Было дока-
зано, что пробиотики эффективны в 
улучшении роста, выживания и состояния 
здоровья водных животных, к которым 
относятся как рыбы, так и ракообразные 
потребительского значения. В качестве 
пробиотиков, как правило, принято ис-
пользовать культуры бактерий, которые 
совпадают с микробиомом кишечника 
животного. Возможный вариант пробио-
тика – это Streptomyces sp. Представители 
рода Streptomyces представляют собой 
нитчатые актинобактерии, способные 
продуцировать вторичные метаболиты и 
внеклеточные ферменты, такие как ами-
лаза, протеаза и липаза. Эти ферменты 
полезны для разложения органических и 
неорганических веществ в природных 
условиях [5]. Streptomyces использовались 
в качестве пробиотика для борьбы с бак-
териальными заболеваниями в животно-
водстве, птицеводстве и аквакультуре [2, 
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3, 4]. Исследования показали, что корм, 
дополненный Streptomyces, может защи-
тить рыбу и креветок от патогенов, а так-
же увеличить рост водных организмов. 
Тем не менее, выбор подходящих штам-
мов Streptomyces достаточно ограничен. 
Необходимо учитывать не только харак-
теристики выбранной бактерии, которые 
связаны с улучшением функций желудоч-
но-кишечного тракта животного, но и ее 
устойчивость к бактериофагам, которых 
достаточно много в водных системах. 
Устойчивость к фагам может быть обу-
словлена разными факторами, например, 
за счет ретронов второго типа или CRISPR 
Cas-систем.  

Бактериальные РНК-зависимые 
ДНК-полимеразы, обратные транскрипта-
зы (reverse transcriptase, RT), были обна-
ружены в конце 1980х годов, в ретроэле-
менте, известном как ретрон, который 
синтезирует большое количество много-
копийных молекул одноцепочечной ДНК 
(мсДНК). Считается, что ретроны не обла-
дают независимой мобильностью, и их 
функция остается неизвестной [6]. Наибо-
лее хорошо охарактеризованными мо-
бильными бактериальными ретроэле-
ментами являются каталитические РНК, 
известные как интроны группы II. Эти 
мобильные элементы были впервые 
идентифицированы в митохондриальном 
и хлоропластном геномах низших эукари-
от и растений, а затем описаны у бакте-
рий и архей. Интроны группы II состоят из 
структурированной РНК, которая свора-
чивается в консервативную трехмерную 
структуру, организованную в шесть доме-
нов с двойной спиралью, от DI до DVI. 
Большинство интронов бактериальной 
группы II имеют открытую рамку считы-
вания (ORF), кодирующую кодируемый 
интроном белок (IEP) в DIV. Этот IEP со-
стоит из RT, за которым следует предпо-
лагаемый РНК-связывающий домен с ак-
тивностью сплайсинга РНК или матуразы 
(X-домен) и, в некоторых линиях интро-
нов, С-концевой ДНК-связывающий и эн-
донуклеазный домен. Считается, что как 

ядерные сплайсосомные интроны, так и 
ретротранспозоны, не являющиеся LTR, 
произошли от мобильных интронов груп-
пы II, которые также могут влиять на эво-
люцию бактерий. Другой тип бактериаль-
ного ретроэлемента, DGR (Diversity Gener-
ation Retroelement), был впервые описан в 
2002 г. DGR состоят из RT, дополнитель-
ного белка (кодируемого геном atd), мат-
рицы РНК и гена, кодирующего белок-
мишень (mtd), который содержит С-
концевую вариабельную область (VR). 
DGR не кажутся мобильными, но они про-
дуцируют различные последовательности 
в области VR, потенциально придавая 
устойчивость к фагам [6, 7]. 

У бактерий есть другие механизмы 
антифагового иммунитета, включая си-
стемы CRISPR (кластеры с регулярными 
интервалами, короткие палиндромные 
повторы) и Abi (абортивная инфекция 
бактериофагами). CRISPR и их cas-
ассоциированные гены кодируют специ-
фический для последовательности меха-
низм защиты от бактериофагов и плаз-
мид, состоящий из массива коротких по-
вторяющихся последовательностей (дли-
ной ~40 п.н.), разделенных одинаково ко-
роткими спейсерными последовательно-
стями. Было показано, что два неохарак-
теризованных класса бактериальных RT 
связаны с элементами CRISPR/cas, а неко-
торые RT слиты с генами cas, но их роль в 
функции CRISPR неизвестна. Система Abi 
блокирует фаги на разных стадиях ин-
фекционного цикла и обычно опосредует-
ся одним геном, кодируемым плазмидой. 
Известно, что системы AbiA, AbiK и Abi-P2 
включают RT. Было показано, что мута-
ции гена, кодирующего RT AbiK, блокиру-
ют инфекцию, и недавно было показано, 
что этот фермент обладает подлинной 
RT-активностью [7]. 

Таким образом, если существует 
необходимость в получении устойчивого 
к бактериофагам штамма стрептомицет, 
следует подбирать их исходя из наличия 
антифагового ретрона. Для подбора ан-
тифагового ретрона необходим эволюци-
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онный анализ как нуклеотидных после-
довательностей ретронов, так и амино-
кислотных последовательностей их об-
ратных транскриптаз. В данной статье 
будет рассмотрен пример подбора анти-
фаговых ретронов II типа за счет методов 
биоинформатики для конструирования 
наиболее эффективных пробиотических 
штаммов Streptomyces. 

Методика При помощи алгоритмов 
BLAST среди базы данных nr (non-
redundant protein sequences) были ото-
браны аминокислотные последователь-
ности являющиеся наиболее близкими 
гомологами обратной транскриптазы ре-
тронов II типа Streptomyces venezuelae. Бы-
ло проведено сравнение последователь-
ностей и их множественное выравнива-
ние по алгоритмам MUSCLE и в дальней-
шем построение дерева методами UPGMA 
(рис. 1) [8]. Для UPGMA использовалась 
Jones-Taylor-Thornton (JTT) модель ами-
нокислотных замен, зависимая от контек-
ста. Эволюционные расстояния были вы-
ражены в единицах количества амино-
кислотных замен на сайт [9]. В этом ана-
лизе участвовала 21 аминокислотная по-
следовательность. Все позиции, содержа-
щие пробелы и отсутствующие данные, 
были устранены (опция полного удале-
ния). Всего в финальном наборе данных 
было 102 позиций. Эволюционный анализ 
для обоих деревьев проводился в MEGA X 
[10]. 

Эволюционная история выводилась 
с использованием метода UPGMA [8]. Кон-
сенсусное дерево начальной загрузки, по-

лученное из 1000 повторов [10], взято для 
представления эволюционной истории 
анализируемых таксонов [10]. Ветви, со-
ответствующие разделам, воспроизве-
денным менее чем в 50 % репликах 
начальной загрузки, свернуты. Рядом с 
ветвями показан процент повторяющихся 
деревьев, в которых связанные таксоны 
сгруппированы вместе в тесте начальной 
загрузки (1000 повторов) [10]. 

Streptomyces venezuelae обозначены 
черными кружками, остальные 
Streptomyces - белыми кружками, осталь-
ные бактерии - белыми треугольниками, 
археи - белыми ромбами, а представители 
рода Escherichia - черными ромбами. 

Результаты исследований и их об-
суждение. Неожиданной находкой оказа-
лась большая удаленность обратных 
транскриптаз бактерий рода Escherichia от 
остальных исследованных ревертаз. Дру-
гой отдельной ветвью явились обратные 
транкриптазы архей и одной из флаво-
бактерий. Ревертазы Streptomyces образу-
ют отдельную ветвь. Эта ветвь не вклю-
чает в себя других представителей акти-
нобактерий или каких-либо других бак-
терий. Статистическая достоверность 
ветвлений в области дерева содержащей 
ферменты из Streptomyces достаточно вы-
сока. Всё это может говорить о высокой 
близости ферментов бактерий этого рода 
и возможности их использования, а, пред-
положительно, и использования ретронов 
второго типа во всех штаммах 
Streptomyces.  
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Рисунок 1 – UPGMA-анализ 99 аминокислотных последовательностей обратных тран-
скриптаз бактерий и архей близких к обратной транскриптазе ретронов II-типа 

Streptomyces venezuelae  
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Выводы. Таким образом, вероятно, 
можно использовать один и тот же ретрон 
II-типа из любого штамма Streptomyces, 
например, из Streptomyces venezuelae, для 
конструирования эффективных и защи-
щенных от бактериофагов пробиотиков 
для аквакультуры. 
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