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Проведен анализ геномов двух бактериобионтов кустистого эпифитного лишайника Ramalina polli-
naria – Lichenibacterium ramalinae и L. minor. Выявлены генетические детерминанты, потенциально
определяющие интеграцию и адаптацию этих бактерий в талломах лишайников. Впервые проведе-
на оценка генных детерминант факторов реакции на стресс и систем секреции лишайниковых бак-
териобионтов. Гены, кодирующие белки токсин‒антитоксин (ТА) систем VapCB, имели уровень
гомологии >60% с генами известных симбионтов растений – Bradyrhizobium, Sinorhizobium, Agrobac-
terium, Mesorhizobium и Ralstonia, а также Bartonella – патогеном человека. Гены, кодирующие белки
системы секреции II типа, найдены в геномах обоих видов. Гены, кодирующие белки секреции
VI типа, обнаружены только в геноме L. ramalinae, при этом они гомологичны таковым у эпифитно-
го Methylobacterium, патогена растений Agrobacterium и корневых симбионтов растений Rhizobium и
Neorhizobium. Степень гомологии генов, кодирующих белки ТА и белков систем секреции, с генами
бактерий, ассоциированных с растениями, составляет более 60%. Это позволяет предположить, что
основной мишенью инвазии могут быть зеленые водоросли. Обнаружение в геномах лишайнико-
вых бактериобионтов генов синтеза уреаз позволило сформулировать гипотезу, согласно которой
разложение мочевины приводит к дополнительному снабжению компонентов симбиоза аммонием
и гидрокарбонатом. Последний может быть потенциально использован фототрофными эукариотами и
прокариотами как источник дополнительного углерода. Анализ геномов бактериобионтов лишайников
L. ramalinae и L. minor показал, что их стратегии выживания могут различаться: L. ramalinae теснее ин-
тегрирован в симбиоз, в то время как L. minor характеризуется большим количеством черт автоном-
ности.
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Микробные сообщества лишайников активно
исследуются на протяжении последних 20 лет.
Произошел существенный сдвиг в восприятии
лишайников как комплексных систем. Доказано
присутствие в них бактерий (Панкратов и соавт.,
2017), формирующих микроколонии среди гиф
микобионта и клеток фотобионта (водорослей),
то есть во внутренней среде таллома. Эти бактерии
не относятся к филуму Cyanobacteria и найдены в
водорослевых лишайниках. Методами флуорес-
центной микроскопии с мечеными зондами, дена-
турирующего градиентного гель-электрофореза, а
также методом молекулярного клонирования было
показано доминирование в лишайниковых талло-
мах представителей класса Alphaproteobacteria (Car-
dinale et al., 2008). Позднее (Erlacher et al., 2015) по-

казано доминирование представителей порядков
Hyphomicrobiales (бывший Rhizobiales) и Rhodospi-
rillales. Была обнаружена специфическая для ли-
шайников группа клонов LAR1 (Lichen Associated
Rhizobiales) (Hodkinson, Lutzoni, 2009), которые
формировали изолированный филогенетический
кластер в порядке Hyphomicrobiales. Недавно из
антарктического лишайника Psoroma sp. был вы-
делен и охарактеризован представитель нового
семейства Lichenihabitantaceae, Lichenihabitans pso-
romatis, филогенетически близкий клонам груп-
пы LAR1 (Noh et al., 2019). Одновременно из ли-
шайника Ramalina pollinaria был описан и второй
представитель кластера LAR1 – Lichenibacterium,
с двумя видами L. ramalinae и L. minor, внутри но-
вого семейства Lichenibacteriaceae (Pankratov et al.,

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ
СТАТЬИ



192

МИКРОБИОЛОГИЯ  том 91  № 2  2022

ПАНКРАТОВ и др.

2020). Представители этого кластера найдены
также и в ряде образцов, не связанных с лишай-
никовыми симбиозами (Li et al., 2012). Стабиль-
ное обнаружение бактерий рода Lichenibacterium в
лишайниках различных видов, например, Cladonia
(Панкратов, неопубл. данные), позволило пред-
положить, что бактерии этого рода специфически
приурочены к лишайниковым симбиозам и пред-
ставляют интерес как группа автохтонных для ли-
шайников бактерий.

Роль бактерий в лишайниковых симбиозах по-
степенно становится более понятной благодаря
выделению чистых культур и анализу их физио-
логических характеристик (Grube et al., 2009), в
результате анализа метагеномных данных (Wicak-
sono et al., 2020) и данных транскрипционного
анализа (Nurhani et al., 2013). Наиболее часто об-
суждаемыми и частично доказанными являются
данные о фиксации молекулярного азота, анти-
биотической и солюбилизирующей активности
бактериобионтов лишайников (Gonzáles et al.,
2005; Grube, Berg, 2009), а также о синтезе гормо-
нов и факторов защиты от токсических соедине-
ний (Erlacher et al., 2015).

Другой важный аспект ‒ интеграция и селек-
ция бактерий в лишайниковый симбиоз. В этой
связи возникают вопросы: 1) как бактерии избе-
гают отторжения со стороны микобионта и фото-
бионта; почему только некоторые виды способны
к интеграции в лишайниковый таллом; 2) как
протекает процесс селекции. Механизмы и фак-
торы, обеспечивающие селекцию бактериальных
эндобионтов лишайников, а также их адаптацию
в симбиозе, пока совсем не исследованы (неизвест-
ны). В этой связи, поиск генетических детерминант
адаптации и инвазии в бактериях, которые суще-
ствуют в глубоких слоях таллома и специфически
приурочены именно к лишайникам, выглядит ло-
гичным и обоснованным.

В число факторов, которые могут оказаться
значимыми для формирования и поддержания
симбиотических отношений бактерий и мико-
бионта (фотобионта), следует включить: белки
систем нодуляции (играющие ключевую роль во
взаимодействии ризобиальных бактерий с корня-
ми растений); белки систем мобильности (фла-
геллины и пилины); белки адгезии (адгезины и
пилины); системы транспорта (белки секреции и
киназы); токсин‒антитоксин системы; сигнальные
белки или их продукты; белки секреции сидерофо-
ров; разнообразные факторы вирулентности. В дан-
ной статье обсуждается поиск и филогеномный
анализ генов, кодирующих токсин−антитоксин си-
стемы, белки секреции и уреазу.

Белки секреции присутствуют у большинства
бактерий, взаимодействующих с хозяйскими ор-
ганизмами, и некоторые из них, наряду с пилина-
ми, являются частью систем, отвечающих за ви-

рулентность и паразитизм (Depluverez et al., 2016;
Green, Mecsas, 2021). Если белки секреции I, II и
III типов широко распространены среди прокариот
и характеризуются большим функциональным
спектром, то типы IV, V и VI имеют ограниченное
распространение среди бактерий. В частности,
V тип ‒ это, в основном, системы секреции пато-
генных и паразитических бактерий, а IV и VI могут
иметь как бактерии-патогены человека и животных
(например, Pseudomonas aeruginosa, Vibrio cholerae
и Serratia marcescens), так и патогены растений
(Agrobacterium tumefaciens) (Green, Mecsas, 2021).

Токсин–антитоксин системы присутствуют
практически во всех микроорганизмах и локализо-
ваны на плазмидах или в хромосоме. Их основная
функция – регуляция процессов деления, про-
граммируемая гибель клетки и другие процессы,
связанные с контролем популяционной плотно-
сти (Hayes, 2003). Однако в последнее время по-
являются данные о том, что ТА системы могут
участвовать в контроле вирулентности при пато-
генезе растений (Shavit et al., 2016).

Впервые роль уреазы, как фактора вирулент-
ности, была установлена в работе Сох и соавт. при
изучении экспериментального криптококкоза
(Cox et al., 2000). При этом уровень активности
этого фермента мог быть видовым и/или специ-
фичным для конкретного вида и/или места инфек-
ции. Известно также, что механизм транспорта и
гидролиза мочевины лежит в основе вирулентности
у Helicobacter pylori. Процесс осуществляется бла-
годаря механизму снижения рН периплазмы
H. pylori, в результате которого активируется канал
мочевины с протонным захватом (UreI), импорти-
рующим мочевину в бактериальный цитозоль, где
она гидролизуется уреазой. Далее аммиак и бикар-
бонат используются для буферизации протонов
внутри периплазмы до значений рН, приемлемых
для выживания бактерии (Ansari, Yamaoka, 2016).

Целью данной работы было выявление и срав-
нительный анализ в геномах L. ramalinae и L. minor
генетических детерминант, влияющих на межбак-
териальную коммуникацию и их взаимодействие с
эукариотическими компонентами лишайникового
симбиоза: уреаза, токсин–антитоксин системы и
комплекс белков секреции.

ОБЪЕКТЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Объекты исследования. Штаммы RmlP001T и
RmlP026T рода Lichenibacterium выделены ранее
(Pankratov et al., 2020) из отмытых от эпифитной
микрофлоры гомогенатов лишайника Ramalina
pollinaria и охарактеризованы как два новых вида –
L. ramalinae и L. minor.

Анализ геномов. Аннотированные в GenBank
геномные сборки (L. ramalinae, GCA_004137085;
L. minor, GCA_004137685) анализировали с ис-
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пользованием программ Unipro UGENE 38.1
(Okonechnikov et al., 2012) и BIOEDIT v. 7.0.5.3
(Hall, 1999). Выравнивание амнокислотных и нук-
леотидных последовательностей проводили с ис-
пользованием алгоритма MUSCLE в программе
MEGA X (Kumar et al., 2018). Филогененетический
анализ и построение деревьев осуществляли с ис-
пользованием программ MEGA X, Unipro UGENE
38.1, сервиса IQ Tree (http://iqtree.cibiv.univie.ac.at/)
(Trifinopoulos et al., 2016) и FigTree 1.4.4 с исполь-
зованием конкатенированных аминокислотных
последовательностей целевых белков. Для визуали-
зации геномных кластеров и оперонов пользова-
лись пакетами DNA Features Viewer (Zulkower, Ross-
er, 2020) и matplotlib (Hunter, 2007) языка програм-
мирования Python3 (Van Rossum, Drake, 2009). Для
поиска ортологичных генов использовали базу дан-
ных COG (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/research/
cog) (Tatusov et al., 1997).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Общая характеристика геномов. Оба генома

имели средние значения величины – около 6 Мб
(табл. 1). Плазмидные последовательности не об-
наружены. У типового вида L. ramalinae размер
генома оказался меньше, чем у L. minor.

Размер геномов не предполагает их облигатно
паразитический стиль жизни, так как у большин-
ства истинных паразитов, например, микоплаз-
мы, бореллии или хламидии, он не превышает
2 Мб. Факультативные симбионты Hamiltonella
defensa и Regiella insecticola имеют размеры гено-
мов немногим более 2 Мб, а факультативный
симбионт мухи цеце Sodalis glossinidius – 4.2 Мб
(Clark et al., 2010). Вместе с тем, геномы обоих
штаммов Lichenibacterium меньше, чем геномы
некоторых ризобиальных симбионтов и свобод-
ноживущих ризобий. Так, например, у различных

видов Rhizobium размер генома варьирует в преде-
лах от 4.98 Мб у Rhizobium rhizoryzae DSM 29514 до
7.5 Мб у Rhizobium sophorae BCCM/LMG 27901. У
Rhizobium leguminosarum размер генома может до-
стигать, в зависимости от штамма, 8 Мб.

Количество кодирующих генов у L. minor на
194 больше, чем у L. ramalinae. 976 белков L. rama-
linae и 1164 белков L. minor не были аннотированы
и имеют статус гипотетического белка. Виды раз-
личаются также количеством транспортных РНК –
у L. ramalinae их выявлено 50, а у L. minor – 55, что
пропорционально разнице в размерах геномов.

Токсин–антитоксин системы (ТА). Среди ге-
нов, которые участвуют в формировании токси-
нов и факторов их инактивации, выделяются бел-
ки VapCB, относящиеся к классу тРНК-специ-
фичных эндонуклеаз (Fraikin et al., 2020). В
геноме L. ramalinae найдено семь паралогичных
последовательностей гена, кодирующего белок
VapC, т.е. собственно токсин. У L. minor их четы-
ре. Один из паралогов этого гена у L. minor ока-
зался в одном кластере с генами симбиотических
бактерий родов Bradyrhizobium и Rhizobium, ассо-
циированных с корнями растений, а также оп-
портунистического патогена человека Brucella an-
thropi (рис. 1). Большинство паралогов этого гена
у L. ramalinae кластеризуются в группах генов сво-
бодноживущих бактерий. И только один из них
оказались в кластерах, сформированных генами
ризобиальных бактерий (рис. 2). Филогеномный
анализ выявил родство генов, кодирующих VapC
белки, как генам бактерий – симбионтов расте-
ний, так и свободноживущих бактерий, выделен-
ных из почв и иных субстратов.

Ген, кодирующий белок VapB (антитоксин) в
геноме L. ramalinae представлен двумя паралогами,
а у L. minor – только одним геном. Эволюционный
анализ этого гена в обеих культурах показал его род-
ство как со свободноживущим Prosthecomicrobium

Таблица 1. Характеристики геномов L. ramalinae и L. minor

Показатель L. ramalinae L. minor

Размер (Mб) 5.8 5.92
Г + Ц, % 70.8 70.5
Белки 5299 5493
рРНК 3 3
тРНК 50 55
нкРНК 4 4
Геномное покрытие 32× 78×
Гены (общее кол-во) 5442 5674
Кодирующие регионы 5385 5612
Кодирующие гены 5299 5493
Гены РНК 57 62
Псевдогены (без белков) 86 119
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Рис. 1. Эволюционный анализ филогении гена vарС Lichenibacterium minor методом максимального правдоподобия.
Эволюционная история была определена с помощью метода максимального правдоподобия и модели Jones et al.
w/freq. Исходные деревья для эвристического поиска были получены автоматически путем применения алгоритмов
Neighbor-Join и BioNJ к матрице парных расстояний, оцененных с помощью модели JTT, и последующего выбора то-
пологии с лучшим значением log-вероятности.
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Рис. 2. Эволюционный анализ филогении гена vарС Lichenibacterium ramalinae методом максимального правдоподобия.
Показано дерево с наибольшим логарифмическим правдоподобием (‒12422.15). Исходные деревья для эвристического
поиска были получены автоматически путем применения алгоритмов Neighbor-Join и BioNJ к матрице парных расстоя-
ний, оцененных с помощью модели JTT, и последующего выбора топологии с наибольшим значением логарифмическо-
го правдоподобия. Дерево нарисовано в масштабе, длина ветвей измеряется в количестве замен на сайт. В данном ана-
лизе участвовали 87 аминокислотных последовательностей. Всего в окончательном наборе данных было 172 позиции.
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pneumaticum, так и с паразитической Brucella inter-
media и симбионтом Rhizobium sullae (рис. 3).

Ранее у патогена растений Acidovorax citrulli по-
казана активация оперона VapCB системы во вре-
мя инфекционного процесса (Shavit et al., 2016).
Было установлено, что экспрессия vapB отстает
от экспрессии токсина на несколько суток. В от-
личие от патогенов животных, большинство па-
тогенных бактерий растений, включая A. citrulli,
колонизируют внеклеточные пространства внут-
ри растительной ткани (Alfano, Collmer, 1996).
Инвазия таких бактерий соответствует взаимодей-
ствию с растительной тканью, а не внутриклеточно-
му поведению. Аналогичная ситуация возможна и
для Lichenibacterium, когда факторы VapCB участву-

ют в активной колонизации лишайника. Тем бо-
лее что данные, полученные Shavit et al. (2016)
подтвердили, что в процессе колонизации про-
ростков после заражения культурой A. citrulli чис-
ленность клеток вырастала на три порядка, что
указывало на отсутствие остановки деления кле-
ток во время экспрессии vapC. Таким образом,
белки VapBC не останавливали рост бактериаль-
ной популяции, а наоборот, способствовали бо-
лее активной колонизации.

В геномах обоих штаммов найден антитоксин
Phd. Этот белок имеет различный уровень гомоло-
гии у двух видов Lichenibacterium. Если ген антиток-
синового белка L. minor кластеризуется в группу,
представленную Azospirillum, Segnochrobacter, Methy-

Рис. 3. Эволюционный анализ филогении гена vapB у L. ramalinae и L. minor методом максимального правдоподобия.
Эволюционная история была определена с помощью метода максимального правдоподобия и модели Jones et al.
w/freq. Дерево нарисовано в масштабе, длина ветвей измеряется в количестве замен на сайт. В данном анализе участ-
вовали 22 аминокислотные последовательности. Всего в окончательном наборе данных было 66 позиций.
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lorubrum и наиболее близок к Nitrobacter, то в случае
L. ramalinae он имеет высокий уровень гомологии
с геном паразитического Ensifer adhaerens, а также
симбионта Aureimonas endophytica (рис. 4). В этом
же кластере находится Sphingomonas, который,
как было показано ранее, является одним из наи-
более распространенных в лишайниках предста-
вителей альфапротеобактерий (Jiang et al., 2017).
Ген токсина doc найден только у L. ramalinae. Си-
стема ТА Phd/Doc ранее была обнаружена в гено-
ме патогенной для растений бактерии Pseudomo-
nas syringae (Guérout et al., 2013).

Интересно, что токсин HicA, ген которого также
обнаружен в геномах обеих бактерий, у L. ramalinae
не имеет антитоксина HicB. Можно предположить,
что продукт трансляции гена hicA с помощью си-
стем секреции выбрасывается за пределы клетки,
где его мишенями могут являться РНК других мик-
роорганизмов, в отношении которых может про-
являться его специфичность. В то же время, hicAB
присутствуют в хромосоме L. minor, у которого
нет системы секреции VI типа.

Ранее для Burkholderia pseudomallei было пока-
зано влияние сверхэкспрессии токсина HicA на
остановку роста и увеличение количества персисти-
рующих клеток, устойчивых к ципрофлоксацину
или цефтазидиму (Butt et al., 2014). Со стимулирова-
нием персистенции и формированием биопленоч-
ного фенотипа связывают и активность других ТА
систем, например, RelBE и ParDE, которые также
обнаружены в геномах обеих культур. Кроме ука-
занных, в геномах обоих штаммов присутствуют
ТА гены pemK/mazF, brnT/brnA, регулирующие
ответ на стресс у ряда патогенных бактерий, на-
пример, Brucella abortus (Heaton et al., 2012). Таким
образом, наличие токсин‒антитоксин систем
разного типа может свидетельствовать как о на-
личии устойчивости к стрессовым факторам хо-
зяйского организма (антибиотики, лишайнико-
вые кислоты, пептиды и т.д.), так и возможном
участии исследуемых бактерий в формировании
бактериобиома лишайника посредством контроля
численности и активности собственных и чужерод-
ных бактериальных популяций. Разнообразие ТА
систем у Lichenibacterium может свидетельствовать о
физиологической и экологической пластичности
этого рода бактериобионтов лишайников.

Белки секреции I, II, IV, VI типов. Геномы L. ra-
malinae и L. minor включают в себя гены, кодиру-
ющие белки секреции I, II, IV и VI типов. Причем
гены белков секреции первого типа представлены
только ортологами hlyD. Они, по всей вероятно-
сти, являются уникальными, так как для боль-
шинства генов в нуклеотидных базах данных не
удалось найти близкие гены, удовлетворяющие
условиям гомологии. Исключение составляют
лишь некоторые белки. Например, белок HlyD
(NCBI no WP_165361460) имеет сходство с орто-

логами из бактерий рода Methylobacterium (выде-
лены с листьев пшеницы), на уровне 74% (при
100% покрытии) и на уровне 61–63% ‒ с ортоло-
гами из симбиотических Mesorhizobium и Bradyrhi-
zobium (также при 100% покрытии).

Гены белков секреции второго типа представ-
лены в геноме L. ramalinae 11 генами, из которых
5 объединены в одну кассету (рис. 5а), а осталь-
ные располагаются в различных участках генома.
Часть из них представлена паралогичными гена-
ми псевдопилинов/секретинов gspDG. У L. minor
гены, кодирующие белки секреции II типа, рас-
положены в двух кластерах (рис. 5б), в которых
также присутствуют гены сборки пилинов и псев-
допилинов. Системы секреции II типа являются
наиболее распространенными, и обеспечивают
транспорт разнообразных классов веществ через
наружную мембрану грамотрицательных бакте-
рий (Korotkov et al., 2012). Известно (Ursula et al.,
2017), что система секреции II типа (T2SS) вносит
свой вклад в жизнеспособность патогенной бак-
терии Acinetobacter baumannii in vivo. В частности,
была показана роль T2SS в защите A. baumannii от
человеческого комплемента. Мутанты с делецией
гена T2SS ∆gspD были в 100 раз менее жизнеспо-
собны при инкубации с человеческой сыворот-
кой. Возможно, что у Lichenibacterium может
функционировать сходный механизм защиты от
хозяйского организма (микобионта).

Среди белков, секретируемых растительными
патогенами и патогенами человека в процессе за-
ражения, присутствуют в основном ферменты
протеазы, липазы, хитиназы, а также эндотокси-
ны (Sandkvist, 2001). Ранее при изучении метабо-
лизма обоих штаммов Lichenibacterium мы обна-
ружили у L. ramalinae способность использовать
пектин и ламинарин в качестве источников угле-
рода (Pankratov et al., 2020). В то же время хитино-
литическая и целлюлозолитическая активности
не были обнаружены. Эти данные могут также
указывать на то, что Lichenibacterium в лишайни-
ковом симбиозе ассоциирован не с микобион-
том, а с фотобионтом (ламинарин и пектины –
полисахариды растительного происхождения).

Cреди генов гликозилгидролаз, присутствую-
щих в геноме L. ramalinae, найдены представите-
ли пяти семейств (1, 15, 16, 37 и 127), а в геноме
L. minor – четырех семейств (1, 15, 16, 127). Се-
мейство 16 – это гликозидгидролазы, субстрата-
ми которых являются полимеры, содержащие
β-1,4- или β-1,3-гликозидные связи, 1,3-β-галак-
таны, 1,3-β-глюканы, 1,3(4)-β-глюканы, лихена-
ны, β-агарозы, β-порфираны and κ-каррагинаны.
Некоторые из этих полисахаридов являются ком-
понентами клеточных стенок грибов и водорос-
лей. Ранее (Mathews et al., 2019) было показано,
что гены гликозидгидролаз необходимы для фак-
торов вирулентности Agrobacterium tumefaciens на
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Рис. 4. Эволюционный анализ филогении гена phd Lichenibacterium ramalinae и L. minor методом максимального прав-
доподобия. Эволюционная история была определена с помощью метода максимального правдоподобия и модели
Jones et al. w/freq. Исходные деревья для эвристического поиска были получены автоматически путем применения ал-
горитмов Neighbor-Join и BioNJ к матрице парных расстояний, оцененных с помощью модели JTT, и последующего
выбора топологии с лучшим значением log-вероятности.
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Bryophyllum daigremontiana и Solanum lycopersicum.
В работе d’Enfert и соавт. (1987) была впервые по-
казана роль второй системы секреции во внекле-
точном транспорте пуллуланазы. Вероятно, что

системы секреции II типа у Lichenibacterium вно-
сят свой вклад в транспорт гликозилгидролаз,
участвующих в ассоциации с микобионтом или
фотобионтом.

Рис. 5. Организация генов белков секреции II типа в геноме L. ramalinae (a) и L. minor (б). HP – гипотетический белок.
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Если гены синтеза белков секреции II типа ха-
рактерны для обоих видов Lichenibacterium, то ге-
ны синтеза белков VI типа (T6SS) найдены только
у L. ramalinae, что указывает на функциональные
различия двух видов. Пластичность кластера T6SS
предполагает, что эволюционно эта система могла
быть приобретена L. ramalinae путем горизонталь-
ного переноса (Navarro-Garcia et al., 2019). Извест-
но, что T6SS грамотрицательных бактерий пред-
ставляют собой устройства эффекторной трансло-
кации, напоминающие перевернутое устройство
для прокалывания у бактериофагов, состоящее, по
крайней мере, из 13 белков, называемых ядерны-
ми компонентами. Бактерии используют быстрое
сокращение длинной оболочки секреторной си-
стемы типа VI (T6SS) для доставки эффекторов в
клетку-мишень. Они осуществляют широкий на-
бор функций, включая вирулентность и антибак-
териальную активность (Pukatzki et al., 2006, 2009;
Sana et al., 2012), а также являются компонентом
систем межбактериальной коммуникации (Gal-
lique et al., 2017). В геноме L. ramalinae гены этой си-
стемы организованы в два оперона, первый из ко-
торых включает гены белков сборки канала сек-
реции ‒ гены, кодирующие белки базальной
пластинки tssEFGK, наконечник Hcp и VgrG –
гемолизин-корегулируемый белок (белок прока-
лывания клетки) (рис. 6a). Второй содержит ге-
ны, кодирующие белки мембранного комплекса
(рис. 6б).

Ранее было показано, что система секреции
T6SS используется бактериями для атаки на дру-
гие бактерии (Basler et al., 2013). Нельзя исклю-

чить, что бактерии L. ramalinae могут участвовать
в атаках на грамотрицательные бактерии, поддер-
живая таким способом стабильность лишайнико-
вого бактериобиома. Ближайшими гомологами
белков Hcp и VgrG являются белки эпифитных
Methylobacterium и корневых симбионтов расте-
ний Rhizobium, Agrobacterium, Neorhizobium (>72%
идентичности). Уровень сходства гомологичных
генов, кодирующих белки базальной пластинки,
оказался меньше, и составил около 60–62% с ор-
тологами из эпифитных Methylobacterium. Можно
предположить, что разные гены, кодирующие
белки комплекса T6SS у L. ramalinae были приоб-
ретены независимо, путем горизонтального пере-
носа.

Уреаза. Обе культуры Lichenibacterium имеют
все гены для экспрессии белков, участвующих в
гидролизе мочевины, включая системы транс-
порта мочевины в клетку. В геномах также найде-
ны системы транспорта никеля – кофактора уре-
аз (HoxN/HupN/NixA, белок бисинтеза кофакто-
ра никель-пинчера LarB и белок вставки никеля
LarC).

Вероятно, что присутствие уреазы у этих бак-
терий обусловлено необходимостью адаптации к
кислой среде, характерной для всех кладониевых
лишайников и рамалины (рН водных эктрактов
талломов от 3.5 до 4.5 в апикальной части таллома
(Pankratov, 2012). Следствием активности уреазы
может быть понижение рН микроокружения,
увеличение пула доступного иона аммония, а так-
же формирование дополнительного бикарбоната,
который может быть использован как самими

Рис. 6. Положение генов, кодирующие белки секреции VI типа в геноме L. ramalinae: a – оперон белков сборки канала
секреции; б – гены, кодирующие мембранные белки секреции VI типа. HP – гипотетический белок.
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бактериями, так и водорослями в цикле Кальвина.
На фоне данных, указывающих на ассоциацию Li-
chenibacterium с водорослями, предположение об
участии уреаз в стимулировании фототрофии у во-
дорослей может быть достойным последующей
экспериментальной проверки.

Таким образом, анализ геномов двух бактерио-
бионтов лишайников Lichenibacterium ramalinae и
L. minor показал наличие генетических детерми-
нант, экспрессия которых может обусловить на-
правленную инвазию этих бактерий в лишайни-
ковый симбиоз. Наличие ТА систем двух типов
предполагает возможность вовлечения этих бакте-
рий в процессы регуляции состава и численности
микроокружения во внутренней среде таллома
лишайника, а также регулировки численности
собственной популяции в ответ на стресс. Четыре
системы секреции потенциально способны обеспе-
чивать многоуровневую коммуникацию в микроб-
ных ценозах лишайников с микроорганизмами-со-
седями и способствовать формированию биопле-
ночных фенотипов Lichenibacterium. Отсутствие
системы секреции III типа предполагает, что эти
бактерии не имеют механизмов, обеспечивающих
инвазию в клетки эукариот, следовательно, парази-
тизм на эукариотах можно исключить. Подтвер-
ждением этому является спектр потребляемых
субстратов, в который, прежде всего, входят по-
лиолы и сахара (Pankratov et al., 2020), что харак-
терно для свободноживущих бактерий. Вероятнее
всего, мутуализм является основной стратегией
Lichenibacterium в симбиозе с лишайником. Пози-
тивная роль Lichenibacterium может заключаться в
контроле численности нежелательных бактерий и
создании микросреды, в которой происходит обо-
гащение продуктами распада мочевины – гидро-
карбоната и аммония. Наличие разнообразных си-
стем секреции, ТА систем и уреазы позволяет
этим бактериям проявлять экологическую и фи-
зиологическую пластичность в разных микро-
условиях, возникающих при формировании и
дальнейшем росте таллома лишайника.

Два вида этого рода отличаются по набору ге-
нов, обеспечивающих обсуждаемые функции.
Для L. minor характерно отсутствие системы секре-
ции VI типа, но при этом более активно выражены
процессы образования каротиноидов – β-каротина
и ликопина (Pankratov et al., 2020). Кроме того, в ге-
номе L. minor обнаружены гены, отвечающие за
синтез бактериохлорофилла (2-винил бактериохло-
рофиллид гидратаза, ферредоксин:протохлорофил-
лид редуктаза, хлорофилл синтаза ChlG и другие) и
белков фотосистемы II, что предполагает, при на-
личии возможной фотозависимой фиксации СО2,
автономное существование этого вида в лишайни-
ковом симбиозе. У L. ramalinae есть все системы для
проявления антибактериальных свойств, что под-
разумевает более активное участие этих бактерий в
регуляции состава бактериобиома лишайников.

Итак, анализ геномов бактериобионтов ли-
шайников L. ramalinae и L. minor показал, что
стратегии выживания двух видов могут отличать-
ся. L. ramalinae приобретает черты более глубоко
интегрированного в лишайниковый симбиоз ор-
ганизма, а L. minor, приобретя, по-видимому, пу-
тем горизонтального переноса фотосистему II и
гены синтеза бактериохлорофилла, стремится к
автономии, но сохраняет способность противо-
стоять атакам со стороны бактериального микро-
окружения и эукариот.

Номера доступа DDBJ/ENA/GenBank для по-
следовательностей, созданных в этом исследова-
нии, следующие: QYBC000000 (геном штамма
RmlP001T) и QYBB000000 (геном штамма
RmlP026T).

Пользовательские скрипты, использованные в
данном исследовании для визуализации класте-
ров генов, были размещены на Github (https://
github.com/nikitin-p/Lichenibacterium_analysis).
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Abstract—The genomes of two bactobionts of the fruticose lichen Ramalina pollinaria, Lichenibacterium ra-
malinae and L. minor, were analyzed. Genetic determinants potentially determining the integration and ad-
aptation of these bacteria in the lichen thallus were identified. This is the first report on assessment of genetic
determinants of the stress reaction factors and secretion systems of lichen bacteriobionts. The genes encoding
the proteins of the VapCB toxin-antitoxin (TA) systems exhibited >60% homology with the genes of the
known plant symbionts Bradyrhizobium, Sinorhizobium, Agrobacterium, Mesorhizobium, and Ralstonia, as well
as with those of a human pathogen Bartonella. The genes encoding the proteins of type II secretion system
were found in the genomes of both species. The genes encoding type IV secretion proteins were found only in
the genome of L. ramalinae; they were homologous to those of epiphytic Methylobacterium, plant pathogens
Agrobacterium, and plant root symbionts Rhizobium and Neorhizobium. Homology between the genes encod-
ing TA system and secretion system proteins and the genes of plant-associated bacteria was over 60%. This
may indicate that green algae are the main target for invasion. Detection of the urease synthesis genes in the
genomes of lichen bacteriobionts suggested the hypothesis that urea decomposition results in an additional
supply of ammonium and bicarbonate to the symbiosis. The latter may potentially be utilized by phototrophic
eukaryotes and prokaryotes as an additional carbon source. Analysis of the genomes of lichen bacteriobionts
L. ramalinae and L. minor revealed the possible differences in their survival strategies, with L. ramalinae more
integrated into the symbiosis, while L. minor is characterized by more autonomous features.

Keywords: Lichenibacterium, genome analysis, virulence, adaptation, lichens
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