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Представители рода Bacillus активно используются при создании биопрепаратов для сель-

ского хозяйства в связи со способностью продуцировать широкий спектр биологически активных 

молекул, обладающих антимикробной активностью, стимулирующих рост растений и восстанавли-

вающих баланс микроорганизмов в пищеварительной системе животных. В представленной работе 

у штамма Bacillus velezensis КР-2 впервые был выявлен уникальный путь внутриклеточного синтеза 

осмопротектора глицин-бетаина при участии генов BetA, BetВ, BetT, BetC, о котором у бактерий 

рода Bacillus ранее не сообщалось. Обнаруженная нами особенность генома B. velezensis КР-2, 

связанная с синтезом сидерофора миксохелина A, вероятно, также уникальна для этого штамма в 

отличие от других изученных штаммов, относящихся к виду B. velezensis, поскольку не описана в 

литературе. Целью исследования был молекулярно-биологический анализ и биоинформатическая 

аннотация генома штамма Bacillus velezensis КР-2 для выявления генетических детерминант, опре-

деляющих возможность биосинтеза разнообразных биологически активных веществ, важных для 

создания биопрепаратов для сельского хозяйства. Материалом служил штамм B. velezensis КР-2 

из коллекции ООО «БИОТРОФ+», выделенный из рубца молочной коровы. Антимикробную ак-

тивность штамма бактерии исследовали методом отсроченного антагонизма. ДНК выделяли по 

стандартным методикам с использованием набора Genomic DNA Purification Kit («Thermo Fisher 

Scientific, Inc.», США). Библиотеку ДНК для полногеномного секвенирования готовили с помощью 

набора Nextera XT («Illumina, Inc.», США). Нуклеотидные последовательности определяли с ис-

пользованием прибора MiSeq («Illumina, Inc.», США). Отфильтрованные по длине не менее чем 

от 50 до 150 п.н. парноконцевые последовательности собирали de novo с использованием геномного 

сборщика SPAdes-3.11.1 с соответствующими ключами. Сравнительный анализ генома штамма B. ve-

lezensis КР-2 с нуклеотидными последовательностями других микроорганизмов проводили при исполь-

зовании баз данных NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Для филогенетического анализа последова-

тельность гена 16S рРНК передавали на веб-сервис Nucleotide BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov). 

Для перевода нуклеотидной последовательности контигов в аминокислотную использовали PROKKA 

1.12 (https://bioweb.pasteur.fr/packages/pack@prokka@1.12). Функциональную аннотацию ге-

нома проводили с помощью веб-сервиса RAST 2.0 (https://rast.nmpdr.org). Для оценки пула генов, 

связанных с биотехнологически ценными свойствами, и построения метаболических карт исполь-

зовали базу данных KEGG Pathway (http://www.genome.jp/kegg/). В результате полногеномного 

секвенирования получили 16 контигов с общей длиной 3936398 п.н., содержащих 46,6 % ГЦ-пар, 

с качеством N50 2109194 п.н. и N75 844068 п.н. В состав хромосомы входили 3854 кодирующие 

последовательности (CDS), связанные с синтезом полипептидов. Были выявлены 464 метаболи-

ческие подсистемы, наиболее представленными из которых оказались подсистемы метаболизма 

аминокислот и их производных (431) и метаболизма углеводов (416). У штамма B. velezensis КР-2 

обнаружен комплекс потенциальных свойств, включая синтез антимикробных пептидов, жирных 

кислот, витаминов, сидерофоров, ауксинов, способность к адгезии, устойчивость к токсическим 

соединениям, моторику и хемотаксис, возможность противостоять стрессовым факторам, стиму-

лировать рост растений и участвовать в метаболизме фосфатов. В частности, в геноме B. velezensis 

КР-2 показано присутствие генов (BacA, BacB, BacG, BacF, BacD), вовлеченных в образование 

бацилизина — нерибосомно синтезируемого антимикробного бактериоцина. Данные о возможности 

синтеза этого дипептида согласуются с фенотипической характеристикой штамма — наблюдаемым 

in vitro антагонизмом в отношении Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Fusarium oxysporum и 

Clostridium butyricum. У B. velezensis КР-2 нами выявлен уникальный путь внутриклеточного син-

теза осмопротектора глицин-бетаина при участии генов BetA, BetВ, BetT, BetC, о наличии которого 

у бактерий рода Bacillus ранее не сообщалось. Выявлена способность синтезировать ауксины — 

                                                            
* Исследование выполнено при поддержке гранта РФФИ ¹ 19-316-90041 «Полногеномное секвенирование 

штаммов бацилл, выделенных из рубцового содержимого различных жвачных животных». 
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индол-3-этанола, с продукцией которого ассоциированы гены IAR, TO, индол-3-ацетальдегида 

(IAD, AAD, AO) и индол-3-ацетонитрила (N3). В геноме B. velezensis КР-2 мы также идентифици-

ровали несколько кластеров генов, ассоциированных с синтезом сидерофоров (DhbA, DhbB, DhbC, 

FeuA, FeuB, FeuC, FeuD). Судя по данным лабораторных исследований и полногеномного секвени-

рования, штамм бактерии B. velezensis КР-2 — это один из бактериальных ресурсов, полезных для 

использования в сельском хозяйстве. Обнаруженные нами уникальные пути синтеза глицин-бета-

ина при участии генов BetA, BetВ, BetT, BetC важны для клеточной адаптации штамма B. velezensis 

КР-2 к высокоосмолярному стрессу, который создается в средах, подверженных частым колеба-

ниям содержания воды, например в подвяленной растительной массе силоса и верхних слоях почвы. 
 

Ключевые слова: полногеномное секвенирование, Bacillus velezensis, биологически актив-
ные вещества, антимикробная активность, бацилизин, глицин-бетаин, пробиотики, PGPR, стар-
терные культуры. 

 

Бактерии рода Bacillus находят широкое применение в сельском хо-

зяйстве в качестве основы пробиотиков, стимуляторов роста растений, био-

пестицидов и инсектицидов, стартерных культур для силосования, по-

скольку, обладая широкими метаболическими возможностями, служат важ-

ным источником для синтеза биологически активных молекул с полезными 

свойствами (1, 2). Такая востребованность прежде всего связана с присут-

ствием в геноме микроорганизмов этой таксономической группы боль-

шого числа хромосомных локусов, определяющих синтез антимикробных 

соединений (3). Это одно из самых важных функциональных свойств, учи-

тываемых при селекции потенциальных продуцентов биопрепаратов (4-6). 

P. Piewngam с соавт. (4) продемонстрировали, что один из штаммов рода 

Bacillus, продуцирующих фенгицин, проявлял активность в отношении зо-

лотистого стафилококка у мышей. E. Lara с соавт. (2) наблюдали снижение 

количества плесневых микромицетов и дрожжей при интродукции в силос-

ную экосистему стартерной культуры на основе штамма B. subtilis.  
Кроме того, возможность Bacillus spp. осуществлять метаболизм по 

пентозофосфатному пути делает их эффективными продуцентами витами-

нов, среди которых наиболее значимы кобаламин, рибофлавин, фолиевая 

кислота и биотин (7-9). Спектр ценных метаболитов включает также веще-

ства с противовоспалительной активностью (10). T.-Y. Lee с соавт. (10) по-

казали, что штамм бактерии B. subtilis, способный к синтезу поли-γ-глута-

миновой кислоты, проявлял эффективность при лечении дерматита у мы-

шей за счет подавления Th2-смещенного иммунного ответа и синтеза IL-

17A. Способность штаммов бацилл синтезировать поверхностно-ассоции-

рованные белки, в том числе белки S‐слоя, аминопептидазы, флагеллин и 

металлопротеазы, обеспечивает возможность специфически связываться с 

муцином и фибронектином, что может играть важную роль в адгезии в же-

лудочно-кишечном тракте и обеспечивать пробиотический эффект (11). 

Высокой емкостью секреторных систем бактерий рода Bacillus предопреде-

ляется и потенциал для продукции множества гидролитических внеклеточ-

ных веществ. Среди ферментов, представляющих интерес для животновод-

ства, — амилазы (- и β-амилазы), β-глюканазы (1), целлюлазы и ксиланазы 

(12), которые важны для усиления деградации сложных полисахаридов при 

интродукции штаммов в пищеварительную систему. Еще один пример фер-

ментов Bacillus spp., имеющих биотехнологическое значение, — это инсек-

тицидные метаболиты хитиназы, продуцируемые B. thuringiensis (1, 13), ко-

торые действуют совместно с -эндотоксинами (Cry или Cyt) (14).  

Ряд бактерий рода Bacillus принадлежат к так называемой группе 

PGPR (plant growth promoting rhizobacteria) (15). Эти микроорганизмы, син-

тезируя фитогормоны, такие как ауксины (индол-3-уксусная кислота), спо-

собствуют интенсификации роста растений и благотворно влияют на их пи-

тание, солюбилизируя фосфаты и хелатируя железо сидерофорами (16). 
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Современные успехи в секвенировании геномов различных микро-

организмов позволяют открывать множество новых кластеров генов, кото-

рые кодируют новые или альтернативные варианты уже описанных путей 

синтеза биологически активных молекул (4, 17). В качестве эксперимен-

тальной модели в молекулярной биологии, в частности в геномных иссле-

дованиях, традиционно используется бактерия Escherichia coli (18, 19). Од-

нако на сегодняшний день накоплен значительный объем данных по ге-

номике многих других микроорганизмов, в том числе B. velezensis, при-

знанного эффективным антибактериальным агентом и важным средством 

биологического контроля на сельскохозяйственных угодьях в качестве аль-

тернативы химическим антибиотикам (20). В ряде работ проведены иссле-

дования геномов штаммов B. velezensis с целью установить безопасность, 

антимикробный и пробиотический потенциал этого микроорганизма для 

его применения в медицине (21), выявить промышленно значимые харак-

теристики для производства ценного сырья (22), изучить способность син-

тезировать антибактериальные и антифунгальные метаболиты (23), актив-

ные против фитопатогенов. 

В представленной работе у штамма B. velezensis КР-2 мы впервые 

выявили уникальный путь внутриклеточного синтеза осмопротектора гли-

цин-бетаина при участии генов BetA, BetВ, BetT, BetC, который ранее не был 

известен у бактерий рода Bacillus. Обнаруженная нами особенность генома 

B. velezensis КР-2, связанная с синтезом сидерофора миксохелина A, веро-

ятно, также уникальна для этого штамма в отличие от других изученных 

представителей вида B. velezensis, поскольку не описана в литературе. 

Целью исследования был молекулярно-биологический анализ и 

биоинформатическая аннотация генома штамма Bacillus velezensis КР-2 для 

выявления генетических детерминант, определяющих возможность биосин-

теза разнообразных биологически активных веществ, важных для создания 

биопрепаратов для сельского хозяйства. 

Методика. Материалом служил штамм B. velezensis КР-2 из коллек-
ции ООО «БИОТРОФ+», выделенный из рубца молочной коровы. 

Антимикробную активность штамма исследовали методом отсрочен-

ного антагонизма (метод перпендикулярных штрихов) в соответствии с ре-

комендациями (24). Для этого взвесь испытуемой культуры (107 КОЕ/мл) 

высевали штрихом по диаметру чашки Петри на подсушенную в течение 

24-48 ч агаризованную среду ГРМ (ФБУН ГНЦ ПМБ Оболенск, Россия) с 

добавлением глюкозы (7 г/л). После 24 ч инкубации при 37±1,0 С к вы-

росшей культуре перпендикулярно направлению ее роста подсевали куль-

туры тест-штаммов Staphylococcus aureus, E. coli, Fusarium oxysporum и Clos-

tridium butyricum. Через 24 ч инкубации при 37±1,0 С оценивали угнетение 

роста тест-штаммов по расстоянию до штриха испытуемой культуры. 

ДНК выделяли по стандартным методикам с использованием набора 

Genomic DNA Purification Kit («Thermo Fisher Scientific, Inc.», США) со-

гласно прилагаемой инструкции (25). Метод основан на селективном детер-

гентно-опосредованном осаждении ДНК из субстрата с применением рас-

творов для лизиса клеточных стенок и осаждения ДНК, 1,2 М хлорида 

натрия, хлороформа. 

Библиотеку ДНК для полногеномного секвенирования готовили с 

помощью набора Nextera XT («Illumina, Inc.», США). Нуклеотидные после-

довательности определяли, используя NGS-систему MiSeq («Illumina, Inc.», 

США) с комплектом реактивов MiSeq Reagent Kit v3 (300-cycle) («Illumina, 

Inc.», США). Недостоверные последовательности и адаптеры удаляли в про-

грамме Trimmomatic-0.38 (https://www.osc.edu/book/ex-port/html/4385) (26). 
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Отфильтрованные по длине не менее чем от 50 до 150 п.н. парноконцевые 

последовательности собирали de novo с использованием геномного сбор-

щика SPAdes-3.11.1 (http://cab.spbu.ru/software/spades/) (27) с соответствую-

щими ключами. Хромосомные и плазмидные контиги различали по инфор-

мации в описании (контиги, собранные как плазмидные, имели соответ-

ствующую пометку — «-plasmid»). Качество сборки оценивали при помощи 

QUAST Version: 5.0.2 (А. Gurevich, 2017; http://quast.sourceforge.net/down-

load.html).  

Для сравнения генома штамма B. velezensis КР-2 с нуклеотидными 

последовательностями других микроорганизмов использовали базу дан-

ных NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/microbes/). Для филоге-

нетического анализа последовательность гена 16S рРНК передавали на 

веб-сервис Nucleotide BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov). Настройки 

для поиска были установлены по умолчанию. Нуклеотидные последова-

тельности контигов транслировали в аминокислотные в программе PROK-

KA 1.12 (https://github.com/kbaseapps/ProkkaAnnotation) (28). Функциональ-

ную аннотацию генома проводили с помощью веб-сервиса RAST 2.0 

(https://rast.nmpdr.org) (29). При оценке пула генов, связанных с биотехно-

логически ценными свойствами, и построении метаболических карт исполь-

зовали базу данных KEGG Pathway (http://www.genome.jp/kegg/) (30, 31). Для 

этого полученную транслированную последовательность белков передавали 

на сервер базы данных KEGG-KAAS (https://www.genome.jp/kegg/kaas/). В 

качества критерия поиска были установлены алгоритмы GHOSTX и bi-

directional best hit (BBH). Дополнительно использовали базу данных UniProt 

(https://www.uniprot.org/). 

Математическую и статистическую обработку результатов прово-

дили с помощью программных пакетов Microsoft Office Excel 2003. 

Результаты. Штамм B. velezensis КР-2 обладал выраженным антаго-

нистическим действием (рис. 1) в отношении исследованных тест-культур 

S. aureus, E. coli, F. oxysporum, C. butyricum: ширина зоны задержка их роста 

составляла соответственно 13,0±0,75; 5,0±0,30; 19,0±0,75 и 14,0±0,70 мм 

(n = 5). Это позволяет предположить присутствие в составе культураль-

ной жидкости B. velezensis КР-2 антимикробных веществ, диффундирую-

щих в агар. 
 

лосе, что приводит к потере качества корма (33). Поэтому B. velezensis КР-2 

перспективен при разработке биоконтролирующих средств для подавления 

патогенной микробиоты, в частности при интродукции в силосную массу и 

в пищеварительную систему сельскохозяйственных животных.  

 

Рис. 1. Антагонистическое действие Bacillus velezensis КР-2 

в отношении тест-культуры Clostridium butyricum. Взвесь 

B. velezensis КР-2 высеяна штрихом по диаметру чашки 

Петри. В перпендикулярном направлении подсеяна куль-

тура тест-штамма C. butyricum. Ближе к центральной ча-

сти визуализируется зона отсутствия роста C. butyricum. 

 
Полученные данные имеют важное 

практическое значение, поскольку S. aureus 
представляет опасность для сельскохозяй-
ственных животных, так как может вызывать 
заболевания крупного рогатого скота, прежде 
всего мастит (32). C. butyricum способен вы-
ступать как основной инициатор клостри-
диального брожения при ферментации в си- 

https://rast.nmpdr.org/
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В связи с этим мы провели полногеномное секвенирование и по-

следующую аннотацию генома штамма B. velezensis КР-2 с помощью веб-

сервиса RAST 2.0. При проведении BLAST анализа в базе NCBI контиг 

NZ_JAILSD010000003.1 определялся как участок 16S C Bacillus velezensis 

(штамм FZB42). Совпадение составляло 99,81 % (1547/1550 п.н., 3 мисмэтча). 

Геномная последовательность была депонирована в коллекции BioProjects 

(NCBI, https://www.ncbi.nlm.nih.gov/bioproject/) под номером PRJNA756418. 

Для загрузки на сервер использовали 16 полученных контигов с об-

щей длиной 3936398 п.н., долей ГЦ-пар 46,6 % и показателями качества 

сборки N50 2109194 п.н. и N75 844068 п.н. Несоответствий и нестыковок в 

полученной сборке мы не установили.  

В состав хромосомы входили 3854 кодирующие последовательности 

(coding sequence, CDS), связанные с синтезом полипептидов, число генов 

для тРНК — 93, для рРНК — 9. Плазмидная ДНК (8162 п.н.) содержала 

52,1 % ГЦ-пар. Наибольший из аннотированых белков по длине состоял из 

5434 аминокислотных остатков, наименьший — из 37 (рис. 2). Доминирую-

щее количество белков имело длину от 37 до 500 аминокислотных остатков. 
 

 

Рис. 2. Профиль длин аннотированных белков штамма Bacillus velezensis КР-2, полученный в ре-

зультате полногеномного секвенирования и последующей аннотации генома штамма с помощью 

веб-сервиса RAST 2.0 (https://rast.nmpdr.org). 
 

Сравнение генома B. velezensis КР-2 с нуклеотидными последова-

тельностями других микроорганизмов при использовании базы данных 

NCBI Microbial Genomes выявило высокую степень его сходства с геномом 

Bacillus velezensis (штамм FZB42), а также с геномами других представителей 

рода Bacillus (B. subtilis QB928, B. subtilis subsp. subtilis str. AUSI98, B. subtilis 

subsp. subtilis str. 168). Кроме того, штамм B. velezensis КР-2 был близко свя-

зан с кластерами B. amyloliquefaciens и B. atrophaeus.  

Штаммы бактерии B. amyloliquefaciens представляют интерес своей 

способностью стимулировать рост растений-хозяев благодаря продукции 

ауксинов, подавлять почвенные патогены, синтезируя антибактериальные и 

антифунгальные метаболиты, а также индуцировать резистентность расте-

ний к неблагоприятным факторам окружающей среды (34). Среди штаммов 

B. atrophaeus также нередко встречаются промышленно важные, в том числе 

активные продуценты антимикробных веществ, применяемые в качестве 

средств биологической защиты (35). Ранее A. Niazi с соавт. (34) при полно-

геномном секвенировании выявили у B. amyloliquefaciens UCMB5033 высо-

кую идентичность генетического материала с B. atrophaeus и B. subtilis.  

На следующем этапе исследования по результатам анализа генома 

B. velezensis КР-2 с помощью веб-сервиса RAST мы выявили 464 метаболи-
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ческие подсистемы — группы белков, которые совместно обеспечивают ре-

ализацию определенного биологического процесса (рис. 3). Среди катего-

рий подсистем, присутствующих в геноме, наиболее представленными были 

подсистемы метаболизма аминокислот и их производных (431 подсистема) 

и метаболизма углеводов (416 подсистем). 
 

 

Рис. 3. Распределение категорий подсистем клеточного метаболизма у штамма Bacillus velezensis 

КР-2 на основе результатов функциональной аннотации генома с помощью веб-сервиса RAST 

(https://rast.nmpdr.org). Круговая диаграмма представляет процентное содержание белков для 

каждой категории подсистем. Категории подсистем перечислены в легенде сверху вниз со-

гласно направлению движения по круговой диаграмме по часовой стрелке. Цифры в скобках — 

число метаболических путей в соответствующей категории подсистемы. Покрытие подсистем — 

соотношение известных белков, которые могут быть помещены в существующие подсистемы 

(зеленый цвет), и неизвестных белков, которые не могут быть помещены ни в одну существу-

ющую подсистему (синий цвет).  
 

У штамма B. velezensis КР-2 мы обнаружили комплекс потенциаль-

ных свойств, включая синтез антимикробных пептидов, жирных кислот, 

витаминов, сидерофоров, ауксинов, способность к адгезии, моторике и хе-

мотаксису, устойчивость к токсическим соединениям, возможность проти-

востоять стрессовым факторам, стимулировать рост растений и участвовать 

в метаболизме фосфатов (рис. 3). 

В геноме B. velezensis КР-2 мы выявили гены (BacA, BacB, BacG, 

BacF, BacD), участвующие в образовании бацилизина. Бацилизин — это не-

рибосомно синтезируемый антимикробный дипептид, который был обна-

ружен у одного из штаммов B. subtilis еще в 1946 году как вещество, вызы-

вающее частичный лизис растущих культур Staphylococcus aureus (36). Позже 

M. Kenig и E. Abraham (37) отмечали высокую активность бацилизина 

(103 мгŁмлl) против E. coli. Данные о возможности синтеза этого пептида 

согласуются с наблюдаемым нами явлением антагонизма B. velezensis КР-2 

в отношении S. aureus и E. coli. Известно (38), что бацилизин (L-аланин-

[2,3-эпоксициклогексано-4]-L-аланин) состоит из остатка L-аланина на 

N-конце и небелковой аминокислоты L-антикапсина на С-конце. Несмотря 

на свою достаточно простую химическую структуру, он активен в отноше-

нии широкого спектра бактерий, дрожжей, микромицетов (37).  

Интересно, что в результате аннотации в программе PROKKA 1.12 

и базе данных UniProt у B. velezensis КР-2 были выявлены гены ComA и 

ComP, которые ответственны за «чувство кворума» (quorum sensing) у бак-

териальных популяций, то есть возможность координировать индивидуаль-

ное поведение за счет секреции молекулярных сигналов (38). Предпола-
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гают, что выработка бацилизина у бактерий рода Bacillus регулируется кво-

рум-чувствительным путем с участием этих генов (38). 

Описанные системы синтеза антимикробных пептидов не новы для 

бактерий рода Bacillus и довольно широко распространены среди них (39). 

Так, ранее на примере B. subtilis BAB-1 установлено, что около 5,2 % генома 

штамма связано с синтезом антимикробных продуктов, в том числе анти-

биотиков, продуцируемых нерибосомными пептидсинтетазами и полике-

тидсинтазами, лантибиотиков, а также бациллибактина. C. Luo с соавт. (17) 

провели полногеномное секвенирование штамма B. subtilis 916 и обнару-

жили четыре кластера генов (srf, bmy, fen и loc), связанных с синтезом ли-

попептидов — сурфактинов, бацилломицина, фенгицина и локилломици-

нов, активных в отношении плесневых грибов. Ранее (21) при полногеном-

ном секвенировании штамма B. velezensis KMU01 было показано, что его 

геном содержал оперон лантибиотического мерсацидина, включая гены пре-

мерсацидина (IM712_RS05205), белка модификации (IM712_RS05195) и 

белка экспорта бактериоцина (IM712_RS05185).  

Кроме того, мы обнаружили, что штамм B. velezensis КР-2 способен 

к синтезу и накоплению осмопротекторов (см. рис. 3). Один из важнейших 

осмопротекторов — глицин-бетаин, который присутствует в окружающей 

среде, например синтезируется растениями (40). У B. velezensis КР-2 име-

ется потенциал к аккумуляции глицин-бетаина напрямую из окружающей 

среды через три осмотически регулируемые системы поглощения, которые 

контролируются генами OpuD, ОpuAA, ОpuAB. Связь этих генов с аккуму-

ляцией глицин-бетаина, а также их наличие в геноме Bacillus spp. была опи-

сана и в других исследованиях (41). Ранее C. von Blohn с соавт. (42) секве-

нировали фрагмент ДНК плазмиды pORT4 B. subtilis длиной 2781 п.н. По-

казано, что эта область связана с синтезом белка OpuE, который важен 

для поглощения пролина в средах с высокой осмолярностью. Пролин слу-

жит у B. subtilis осмопротектором. При этом система поглощения пролина, 

контролируемая OpuE, функционирует независимо от известных транс-

портных систем для осмопротектора глицин-бетаина. S. Heo с соавт. (21) 

показали, что геном штамма B. velezensis KMU01 содержал две осмопротек-

торные системы поглощения — для глицин-бетаина и пролин-бетаина (со-

ответственно гены OpuA и OpuD). 

Оказалось, что в дополнение к прямому получению глицин-бетаина 

из окружающей среды B. velezensis КР-2 обладает потенциалом для накоп-

ления этого осмопротектора посредством его внутриклеточного синтеза, что 

требует присутствия в среде предшественников — холина или глицин-бета-

инового альдегида (43). Выявленный в геноме B. velezensis КР-2 ген BetA 

связан с синтезом флавинадениндинуклеотид-зависимой холиндегидроге-

назы (ЕС 1.1.99.1), которая окисляет холин до глицин-бетаинового альде-

гида. Ген BetB ассоциирован с продукцией дегидрогеназы бетаинового аль-

дегида (ЕС 1.2.1.8), которая превращает глицин-бетаиновый альдегид в 

осмопротекторный глицин-бетаин, имея при этом высокую субстратную 

специфичность. Использование холина (молекулы-предшественника) обу-

словлено высоким сродством к ней транспортера BetT (43). При этом опе-

рон betIBA находился под транскрипционным контролем регулятора кво-

рума AnoR. Ранее сходный путь синтеза глицин-бетаина при участии генов 

BetA, BetВ, BetT, BetC был обнаружен у E. coli (43) и Acinetabacter nosocomialis 
(44), но не продемонстрирован для бактерий рода Bacillus, поэтому служит 

уникальной характеристикой изученного нами штамма.  

Традиционно условия повышенного осмотического давления в сре-

дах рассматриваются как лимитирующие для развития микроорганизмов, 
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поскольку высокая соленость связана со снижением активности воды (45). 

Обнаруженные нами пути не только поглощения, но и синтеза глицин-бе-

таина важны с точки зрения клеточной адаптации штамма B. velezensis к 

высокоосмолярному стрессу (45), который создается в средах, подвержен-

ных частым колебаниям содержания воды, например в подвяленной расти-

тельной силосной массе и верхних слоях почвы (46). Считается, что синтез 

и накопление осмопротекторов — наиболее гибкий ответ микроорганизмов 

на ограниченную доступность воды (47). 

Помимо этого, у B. velezensis КР-2 был выявлен потенциал для син-

теза производных индола, таких как индол-3-этанол, с продукцией которого 

ассоциированы гены IAR, TO, индол-3-ацетальдегид (гены IAD, AAD, AO) и 

индол-3-ацетонитрил (ген N3). Обнаружена и возможность синтеза трипто-

фана — важного предшественника ауксина индолил-3-уксусной кислоты 

(48), обусловленная генами PRAI, IGS, TSa, TSb, APRT. Известно, что аук-

сины положительно влияют на скорость вегетативного роста, время цвете-

ния и плодоношения растений, на процессы фотосинтеза, продукцию раз-

личных метаболитов и резистентность к стрессовым факторам окружающей 

среды, а также регулируют экспрессию генов (49). Поэтому синтез ауксинов 

рассматривается как важное преимущество для ассоциативного взаимодей-

ствия PGPR-бактерий с растениями (50). Проведенные биохимические ис-

следования доказали, что штаммы рода Bacillus могут продуцировать аук-

сины, в частности индол-3-уксусную кислоту (51). При полногеномном се-

квенировании B. subtilis EA-CB0575 предсказан потенциал синтеза некото-

рых ауксинов (метаболизм индола через триптофан, а также возможность 

продукции индолацетата и индолацетамида) (52). Анализ генома B. velezensis 

BS89 выявил наличие кластеров генов, ответственных за синтез индол-3-

уксусной кислоты (53). 

При функциональной аннотации генома B. velezensis КР-2 мы также 

выявили потенциальные пути синтеза витаминов, в том числе биотина, ти-

амина, рибофлавина, менахинона. В частности, мы показали присутствие 

генов, связанных с синтезом биотина, — BPL, BR, BioF, BioA, BioD, BioB, 

BioW, BioC, BioN, BioG, BioК, BioZ. Возможность синтеза витаминов ранее 

была обнаружена у многих штаммов рода Bacillus (41, 54). Так, при полно-

геномном секвенировании B. subtilis UBBS-14 (55), выделенного из фермен-

тированных продуктов питания, были детектированы гены, связанные с 

биосинтезом биотина, рибофлавина, витамина К, кобаламина, витамина 

В6 и фолиевой кислоты. Витамины играют важную роль во многих обмен-

ных процессах в организме животных, оказывая влияние на продуктив-

ность (56). Сообщалось, что эти вещества могут повышать стрессоустой-

чивость растений, а также резистентность к заболеваниям при заражении 

фитопатогенами (57). 

В геноме B. velezensis КР-2 мы идентифицировали несколько класте-

ров генов (DhbA, DhbB, DhbC, DhbE, DhbF, YuiI, FeuABCD), ассоциирован-

ных с синтезом сидерофоров и ассимиляцией фосфора (PstS, PstС, PstА, PstS 

hal, PstS С, PhoP, PhoR, PhoB). Были обнаружены практически все гены, 

необходимые для осуществления процесса связывания железа при участии 

бациллибактина (DhbA, DhbB, DhbC, DhbE, DhbF). Выявлен кластер генов 

DhbA, DhbB, DhbC, ассоциированных с продукцией ферментов 2,3-дигидро-

2,3-дигидроксибензоатдегидрогеназы (ЕС 1.3.1.28), изохорисматазы (ЕС 

3.3.2.1) и изохорисматсинтазы (ЕС 5.4.4.2), которые ответственны за синтез 

прекурсора бациллибактина. Кластер генов FeuA, FeuB, FeuC и FeuD ассо-

циирован с синтезом субстрат-связывающих белков системы транспорта 
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железа. В геноме B. velezensis КР-2 также были обнаружены гены, вовлечен-

ные в синтез других сидерофоров — энтерохелина (EntE, EntB) и миксохе-

лина A (MxcE, MxcF). Вероятно, бактерии рода Bacillus для повышения 

своей конкурентоспособности могут синтезировать несколько сидерофоров, 

действующих в синергизме, что ранее было показано для других микроор-

ганизмов (58). 

Сидерофоры бактерий представляют большой интерес для примене-

ния в сельском хозяйстве (59). Дело в том, что для обеспечения жизнедея-

тельности многих бактерий, прежде всего патогенных, необходимы ионы 

металлов, в частности катионы железа, участвующие в переносе электронов 

и служащие кофакторами ферментов, контролирующих синтез ДНК и РНК 

(60, 61). Поэтому у микроорганизмов в процессе эволюции сформировались 

сидерофоры — специфические молекулярные структуры (низкомолекуляр-

ные хелатирующие агенты), которые позволяют усваивать ионы железа, 

находящегося в связанном состоянии (62). Применение пробиотических пре-

паратов на основе полезных микроорганизмов, продуцирующих сидерофоры, 

которые снижают концентрации ионов железа, доступных для патогенов, 

могут оказать позитивный эффект на здоровье животных (63). Благодаря 

продукции сидерофоров и успешной конкуренции за ионы железа, присут-

ствующие в почве, PGPR-ризобактерии способны ингибировать фитопато-

генные микроорганизмы (64). Ранее при полногеномном секвенировании 

штамма B. subtilis EA-CB0575 (52) был выявлен потенциал для производства 

таких сидерофоров, как бациллибактин, энтерохелины и вибриобацины.   

Обобщая, следует отметить, что, судя по данным лабораторных ис-

следований, а также по совокупности полезных потенциальных свойств, 

выявленных методом полногеномного секвенирования, штамм B. velezensis 

КР-2 — это один из бактериальных ресурсов, перспективных для использо-

вания в сельском хозяйстве. Обладая потенциалом для синтеза целого ком-

плекса метаболитов, он может адаптироваться к специфической среде в пи-

щеварительной системе хозяина, в ризосфере или в кормах в процессе фер-

ментации, успешно конкурировать с другими членами автохтонной микро-

биоты, а также проявлять функции, которые опосредуют позитивное влия-

ние штамма на микробиологические процессы при его интродукции в раз-

личные среды.  

Таким образом, в результате полногеномного секвенирования штам-

ма Bacillus velezensis КР-2, выделенного нами из рубца молочной коровы, 

получено 16 контигов с общей длиной 3936398 п.н., содержащих 46,6 % ГЦ-

пар, с качеством N50 2109194 п.н. и N75 844068 п.н. В состав хромосомы 

входили 3854 кодирующие последовательности (CDS), связанные с синте-

зом полипептидов. Обнаружены 464 метаболические подсистемы, наиболее 

представленными из которых были подсистемы метаболизма аминокислот и 

их производных (431 подсистема) и метаболизма углеводов (416 подси-

стем). Функциональная аннотация выявила комплекс потенциальных 

свойств, включая синтез антимикробных пептидов, жирных кислот, вита-

минов, сидерофоров, ауксинов, способность к адгезии, моторике и хемо-

таксису, устойчивость к токсическим соединениям, возможность противо-

стоять стрессовым факторам, стимулировать рост растений и участвовать в 

метаболизме фосфатов. В частности, в геноме штамма B. velezensis КР-2 об-

наружены гены, вовлеченные в продукцию бактериоцина бацилизина (BacA, 

BacB, BacG, BacF, BacD). Также выявлен уникальный путь внутриклеточ-

ного синтеза осмопротектора глицин-бетаина при участии генов BetA, BetВ, 

BetT, BetC. Показан потенциал синтеза ауксинов, таких как индол-3-этанол 
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(гены IAR, TO), индол-3-ацетальдегид (IAD, AAD, AO) и индол-3-ацетонит-

рил (N3). Кроме того, в геноме B. velezensis КР-2 идентифицированы не-

сколько кластеров генов, ассоциированных с синтезом сидерофоров (DhbA, 

DhbB, DhbC, FeuA, FeuB, FeuC, FeuD). Выявленная нами особенность генома 

B. velezensis КР-2, связанная с синтезом сидерофора миксохелина A, веро-

ятно, уникальна, поскольку у других штаммов, относящихся к виду B. vele-

zensis, подобное не обнаружено. Пути синтеза глицин-бетаина при участии 

идентифицированных нами генов BetA, BetВ, BetT, BetC имеют важное зна-

чение для клеточной адаптации штамма B. velezensis КР-2 к высокоосмо-

лярному стрессу, который создается в средах, подверженных частым коле-

баниям содержания воды, например в подвяленной растительной массе си-

лоса и в верхних слоях почвы. У штамма B. velezensis КР-2 аннотирована 

возможность синтезировать бактериоцины, что согласуется с наблюдаемым 

in vitro антагонизмом в отношении Staphylococcus aureus, Escherichia coli, 

Fusarium oxysporum и Clostridium butyricum. В дальнейшем, используя различ-

ные методы (жидкостная хроматография, масс-спектрометрия, спектроско-

пия ядерного магнитного резонанса), мы планируем сопоставить получен-

ные молекулярные характеристики с эмпирически наблюдаемыми биохи-

мическими и физиологическими паттернами продукции полезных метабо-

литов у B. velezensis КР-2. Это позволит получить новые фундаментальные 

знания о генетическом контроле и регуляции синтеза биоактивных веществ 

у бацилл и определить перспективы применения B. velezensis КР-2 в сель-

ском хозяйстве. 
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A b s t r a c t   
 

Members of the genus Bacillus are actively used to create biological preparations for agricul-

ture due to their ability to produce a wide range of biologically active molecules with antimicrobial 

activity, stimulating plant growth and restoring the balance of microorganisms in the digestive system 

of animals. This paper presents for the first time research data on the identification of a unique pathway 

for intracellular synthesis of the osmoprotectant glycine betaine encoded by the BetA, BetB, BetT, and 

BetC genes, which has not previously been found in the genus Bacillus. The peculiarity of the B. vele-

zensis KR-2 genome associated with the synthesis of the siderophore myxochelin A, which we have 

identified, is probably also unique among other strains of B. velezensis, since it has not been previously 

described. The aim of the study was whole genome sequencing (WGS) and bioinformatic annotation 

of the Bacillus velezensis KR-2 genome to identify genetic determinants capable of encoding biosyn-

thesis of various bioactive substances for agriculture. The B. velezensis KR-2 strain isolated from the 

rumen of a dairy cow (the collection of OOO BIOTROF+) was examined. Its antimicrobial activity 

was investigated using the differed antagonism assay. DNA was isolated according to standard proce-

dures with the Genomic DNA Purification Kit (Thermo Fisher Scientific Inc., USA). A DNA library 

for WGS was prepared using the Nextera XT kit (Illumina, Inc., USA). Nucleotide sequences were 

determined using a MiSeq instrument (Illumina, Inc., USA). Paired-end reads filtered by length not less 

than 50 to 150 bp were assembled de novo using the SPAdes-3.11.1 genomic assembler with appropriate 

keys. Comparative analysis of the B. velezensis KR-2 genome with other microorganisms was performed 

using the NCBI databases (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/). For phylogenetic analysis, the 16S rRNA 

gene sequence was transferred to the Nucleotide BLAST web service (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov). 

PROKKA 1.12 (https://bioweb.pasteur.fr/packages/pack@prokka@1.12) was used to convert contig se-

quences into an amino acid sequences. Functional annotation of the genome was performed using the RAST 

2.0 web service (https://rast.nmpdr.org). The KEGG Pathway database (http://www.genome.jp/kegg/) was 

used to evaluate the pool of genes associated with biotechnologically valuable properties and build 

metabolic maps. WGS resulted in 16 contigs with a total length of 3936398 bp, containing 46.6 % of 

GC; the N50 and N75 conting size was 2109194 and N75 844068 bp, respectively. The chromosome 

contained 3854 coding sequences (CDS) associated with the synthesis of polypeptides. Among the 464 

identified metabolic subsystems, the subsystems of amino acids and their derivatives and carbohydrates 

were the most numerous, 431 and 416, respectively. The B. velezensis KR-2 strain has a whole range 

of potential properties, including the production of antimicrobial peptides, fatty acids, vitamins, sider-

ophores, auxins, the ability to adhere, to resist toxic compounds and stress factors, to stimulate plant 

growth and phosphate metabolism, the motility and chemotaxis. In particular, the B. velezensis КR-2 

genome contains genes (BacA, BacB, BacG, BacF, BacD) involved in the production of the dipeptide 

bacilysine, a non-ribosomal bacteriocin. This is consistent with the phenomenon of antagonism against 

Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Fusarium oxysporum, and Clostridium butyricum. In the B. ve-

lezensis КR-2 genome, we have found a unique pathway for intracellular synthesis of the osmoprotect-

ant glycine betaine (the BetA, BetB, BetT, BetC genes) not previously detected in the genus Bacillus. 

B. velezensis КR-2 is a putative producer of auxins, such as indole-3 ethanol (IAR, TO), indole-3-

acetaldehyde (IAD, AAD, AO) and indole-3-acetonitrile (N3). Several gene clusters associated with 

siderophore synthesis (DhbA, DhbB, DhbC, FeuA, FeuB, FeuC, FeuD) were also identified in the genome 

of B. velezensis KP-2. Our findings indicate that B. velezensis KR-2 is a bacterial resource for agriculture. 

The unique biosynthesis pathway for glycine betaine (BetA, BetB, BetT, and BetC) that we have dis-

covered are important for the B. velezensis KP-2 adaptation to high-osmolar stress under fluctuations 

in water content, for example, in dried silage and upper layers of soil. 
   
Keywords: whole genome sequencing, Bacillus velezensis, bioactive substances, antimicrobial 

activity, bacilysine, glycine betaine, probiotics, PGPR, starter cultures. 


