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Аннотация. Впервые исследовано генетическое разнообразие Т4-подобных бакте-
риофагов в биоплёнках, сформированных на биогенных и абиогенных субстратах (губ-
ка, камень) в литоральной зоне оз. Байкал. Для идентификации бактериофагов использо-
ваны маркеры к гену основного капсидного белка gp23. Определены последовательно-
сти 72 клонированных фрагментов гена. Установлено высокое генетическое разнообра-
зие фагов, большая часть последовательностей (84,7 %) принадлежала группе Cyano T4. 
Из культивируемых фагов наибольшее сходство (78 %) установлено с изолятом 
Synechococcus phage S-CAM1, поражающим цианобактерии Synechococcus sp. Наиболь-
шее количество полученных последовательностей на нуклеотидном уровне было сходно 
с последовательностями из оз. Байкал (43 %), 18 % с последовательностями из 
оз. Восточное (Китай), 12,5 % с последовательностями из оз. Бурже и Анси (Франция), 
26,5 % – с другими образцами (каждый менее 5,5 %). Сообщество T4-подобных бакте-
риофагов из губок имело наибольшее сходство с планктонными бактериофагами. Выяв-
лено, что вирусные сообщества группируются в зависимости от физико-химических 
параметров среды обитания. Показано, что последовательности бактериофагов из био-
плёнок камней и губок литоральной зоны и последовательности из планктона пелагиче-
ской зоны Байкала, полученные ранее, образуют общий «байкальский» кластер.  
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Введение 
Вирусы – самые многочисленные обитатели планеты Земля [Viruses 

as … , 2016]. Большинство вирусов являются бактериофагами – вирусами, 
поражающими прокариот. В морских и пресноводных экосистемах они до-
стигают высокой численности (до 108 частиц/мл) и играют глобальную роль, 
влияя на многие биогеохимические и экологические процессы [Suttle, 2005]. 
В водной среде вирусы являются важным фактором регуляции численности 
и структуры микробных сообществ [Kutter, Sulakvelidze, 2005]. 
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Наиболее многочисленными бактериофагами в водных экосистемах яв-
ляются фаги, принадлежащие к порядку Caudovirales (хвостатые) 
[Ackermann, 2003], состоящему из четырёх семейств: Ackermannviridae, 
Podoviridae, Siphoviridae и Myoviridae. Семейство Myoviridae включает 6 
подсемейств и 41 род, из которых 11 родов относятся к T4-подобным виру-
сам [International Committee …]. Последние являются ДНК-содержащими 
литическими фагами, генетически и морфологически сходными с хорошо 
изученным колифагом T4 [Ackermann, Krisch, 1997]. T4-подобные вирусы 
состоят из нескольких подгрупп: «истинные» T-evens, представленные бак-
териофагом T4 и близкородственными фагами, инфицирующими энтеробак-
терии (например, T2, T6); PseudoT-evens и SchizoT-evens (Aeromonas, Vibrio 
фаги и др.) и более отдалённые ExoT-evens (циано- и пелагифаги и др.) 
[Desplats, Krisch, 2003]. Для анализа биоразнообразия T4-подобных фагов 
семейства Myoviridae часто используют фрагмент признанного наиболее 
надёжным маркером для изучения генетического разнообразия гена g23, 
который кодирует основной капсидный белок [Phylogeny of the major… , 
2001]. На основе анализа пула последовательностей gp23 T4-подобные фаги 
были разделены на три основные группы: Far T4 (включая Rhodothermus 
phage RM378 [Isolation, growth … , 2014]), Near T4 (включая T-evens, 
PseudoT-evens и SchizoT-evens) и Cyano T4 (включая Exo-T4) [Comeau, 
Krisch, 2008].  

В настоящее время преимущественно исследуется разнообразие T4-
подобных фагов в планктоне водоёмов, сведения же о составе и роли виру-
сов в природных микробных сообществах биоплёнок весьма ограничены.  

Биоплёнка – сообщество окружённых внеклеточным полисахаридным 
матриксом микроорганизмов, расположенное на границе раздела сред [De-
Beer, Stoodley, 2006]. Большинство бактерий (90–95 %) способны формиро-
вать биоплёнки на поверхности различных субстратов абиогенного и био-
генного происхождения [Biofilms as complex … , 2002].  

Ранее предполагали, что биоплёнки не подвержены влиянию вирусов 
из-за непроницаемости матрикса. Однако фаги, эволюционируя совместно с 
бактериями, выработали несколько механизмов для преодоления препят-
ствий на пути заражения бактерий. Известно, что геномы многих бакте-
риофагов содержат гены, кодирующие ферменты, способные разрушать 
элементы матрикса биоплёнки. Кроме того, бактериофаги синтезируют 
ферменты, которые позволяют им проникать через стенку бактериальной 
клетки [Bacteriophages and… , 2014]. Большое внимание изучению способ-
ности бактериофагов разрушать микробные биоплёнки, которые, как из-
вестно, являются причиной 65 % инфекционных заболеваний, уделяется в 
медицине [Lewis, 2006]. 

Ранее из собранных в оз. Байкал биоплёнок с применением метода 
электронной микроскопии были определены морфология и размерная 
структура бактериофагов, выявлено доминирование фагов семейства Podo-
viridae [Dutova, Drucker, 2013]. Молекулярно-генетических исследований 
разнообразия T4-подобных бактериофагов в байкальских биоплёнках до 
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настоящего времени не проводили. Целью настоящей работы стало выявле-
ние биоразнообразия T4-подобных фагов в биоплёнках, развивающихся на 
различных субстратах в оз. Байкал.  

Материалы и методы 
Пробы отобраны в октябре 2016 г. и июне, сентябре и декабре 2017 г. в 

южной котловине оз. Байкал.  
Четыре пробы биоплёнок зелёного цвета собраны с поверхности кам-

ней в урезовой зоне в районе посёлка Листвянка (LS, 1а, BP3-1, SB3). Три 
пробы цианобактериальных биоплёнок бордово-фиолетового цвета отобра-
ны с поверхности камней водолазами-исследователями в районе пос. Бол. 
Коты (2а) и м. Толстый (1D3Tp, 2D1) с глубин 6, 9 и 36 м соответственно. 
Образцы губок Rezinkovia sp. (2D 4-1) и Swartschewskia sp. (2D 2-1) взяты в 
районе м. Толстый с глубин 20 и 35 м, соответственно.  

Видовую идентификацию цианобактерий выполняли с использованием 
светового микроскопа Axio Imager M1 (Zeiss, Германия), снабжённого ртут-
ной лампой HBO 100W и камерой AxioCam, согласно определителям 
[Komárek, 2013; Komárek, Anagnostidis, 1999; 2005].  

Выделение ДНК проводили фенол-хлороформным методом. Для ам-
плификации использованы праймеры MZIA1bis и MZIA6 [Marine T4-type … 
, 2005]. Реакционная смесь содержала следующие компоненты на один об-
разец: 5 мкл реактива ПЦР-Color HS-Taq 2× (БиоМастер, Новосибирск), 
праймеры по 0,1 мкл (10 pmol), 3,8 мкл подготовленной (mQ) воды. Ампли-
коны первоначально визуализировали электрофорезом в 6%-ном полиакри-
ламидном геле в 1× TAE буфере с последующим окрашиванием в растворе 
бромистого этидия. Фрагменты ожидаемой молекулярной массы (300–700 
п.н.) были вырезаны и использованы как источник ДНК в повторной ам-
плификации объёмом 20 мкл. Далее проводили электрофорез в 0,8%-ном 
агарозном геле. Полученные ампликоны клонированы набором Clone JET 
PCR Cloning Kit (Thermo Scientific, США). Секвенирование фрагментов гена 
g23 произведено в компании «Синтол» (г. Москва). Нуклеотидные последо-
вательности фрагментов гена g23 редактировали, транслировали с помощью 
программы BioEdit (v. 7.0.9) [Hall, 1999]. Поиск ближайших соседей выпол-
няли, используя BLAST-анализ (E-value threshold – 1e-6) [BLAST Assembled 
…]. Выравнивание последовательностей проводили в программе Mega 7 
[Kumar, Stecher, Tamura, 2016] с помощью алгоритма ClustalW. Филогенети-
ческое древо конструировали, применяя Байесовский анализ с помощью 
программы MrBayes (v. 3.2.6) [Huelsenbeck, Ronquist, 2001]. В программе 
запускали два независимых анализа MCMC (Markov chain Monte Carlo), в 
течение 10 млн генераций, параметр отжига 25 % (отбрасывание начальных 
генераций), 4 цепи (одна холодная и три горячих). Расчёты выполнены на 
оборудовании центра коллективного пользования «Иркутский суперкомпь-
ютерный центр СО РАН» [Иркутский суперкомпьютерный центр]. Трасси-
ровочные файлы, сгенерированные в ходе MCMC, анализировали с помо-
щью программы Tracer v.1.6 [Rambaut, 2013]. 
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На основе аминокислотных последовательностей с использованием ди-
станционной метрики UniFrac получена матрица дистанций, с последующим 
использованием метода неметрического многомерного шкалирования 
(nonmetric multidimensional scaling, NMDS), применяя реализованные в про-
грамме R (v. 3.2.4) пакеты phyloseq (v. 1.21.0), phangorn (v. 2.2.0) и vegan 
(v. 2.4-3). Подбор эволюционной модели осуществляли в программе Mega 7.  

Результаты 
Микроскопическое наблюдение проб биоплёнок с поверхности камней 

из урезовой зоны выявило, что в них доминировали хлорофитовые и харо-
фитовые водоросли. В биоплёнках, отобранных с камней на глубинах 6, 9 и 
36 м, преобладали нитчатые цианобактерии порядка Oscillatoriales: 
Symplocastrum sp. (в районе пос. Большие Коты) и Tychonema sp. 
(м. Толстый). В биоплёнках, покрывающих губки, обнаружены диатомовые 
водоросли, нитчатые цианобактерии не найдены. В теле губок присутство-
вали зелёные водоросли, принадлежащие к классу Trebouxiophyceae и кок-
коидные цианобактерии родов Synechococcus и Cyanobium. 

Из проб, отобранных в литоральной зоне оз. Байкал, получены 72 уни-
кальных нуклеотидных последовательности фрагмента гена g23: 37 из гу-
бок, 10 из бентосных биоплёнок, сформированных на поверхности камней в 
урезовой зоне, и 25 из цианобактериальных обрастаний камней на глубинах 
6, 9 и 36 м. Длина нуклеотидных последовательностей варьировала от 342 
до 459 п. н.  

Нуклеотидные последовательности имели некультивированных бли-
жайших родственников из водной толщи озёр Байкал (Россия) [Phylogenetic 
diversity of … , 2010], Бурже и Анси (Франция) [Zhong, Jacquet, 2014], Во-
сточное (Китай) [Genetic diversity and … , 2015], Лимнополар (Антарктика) 
[High diversity … , 2009]; из морского планктона Чесапикского залива 
(США) [Evaluation of two … , 2012]; рисовых полей Японии [Survey of major 
… , 2009] и Китая (Liu et al., неопубликованные данные н/д); чернозёмных 
почв (Китай) [Molecular analysis of … , 2011], сточных вод (Ирландия) 
(Knapik and Prentice, н/д); осадков р. Жемчужной [Liu, Cai, Zhang, 2017]; ко-
ралловых полипов (Buerger et al., н/д).  

Из культивируемых фагов наибольшее сходство (на нуклеотидном 
уровне) (78 %) установлено с изолятом Synechococcus phage S-CAM1 
(YP_007673099), выделенным из прибрежных вод Тихого океана в Кали-
форнии (Henn et al. 2013, н/д). Наибольшее количество последовательно-
стей, полученных в данной работе, на нуклеотидном уровне имело сходство 
с последовательностями из оз. Байкал (43 %), 18 % – с последовательностя-
ми из оз. Восточное, 12,5 % – с последовательностями из озёр Бурже и Анси, 
с остальными – 26,5 % (каждый менее 5,5 %). Сходство последовательностей 
с ближайшими соседями из базы данных NCBI (на нуклеотидном уровне) 
варьировало от 69 до 99 %. На нуклеотидном уровне сходство между бай-
кальскими последовательностями из бентосных и полученных ранее планк-
тонных биоплёнок варьировало от 30,6 до 99,7 %.  
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Анализ филогенетического дерева показал, что ни одна из последова-
тельностей не кластеризовалась с представителями группы Near T4 (рис. 1). 
Одиннадцать последовательностей вошли в группу Far T4, содержащую 
культивированные фаги Escherichia phage 121Q и RM378. 

 
 

Рис. 1. Результаты филогенетического анализа по фрагменту гена основного кап-
сидного белка gp23. Чёрными точками отмечены культивированные бактериофаги. По-
следовательности из биоплёнок оз. Байкал выделены жирным: LS; 1а; BP 3-1; SB3 – 
биоплёнки с камней с доминированием водорослей; 2а; 1D3 Tp; 2D1– цианобактериаль-
ные биоплёнки; 2D 2-1; 2D 4-1 – губки. RFJ – рисовые поля (Япония); BSC – почва (Ки-
тай); DWI – сточные воды (Ирландия); BA – озёра Бурже и Анси (Франция); LB – 
оз. Байкал (Россия); RFC – рисовые поля (Китай); JRE – осадки р. Жемчужной; EL – 
оз. Восточное (Китай); CB – Чесапикский зал. (США); SC – коралловые полипы (у 
о. Орфеус, Австралия); DB – зал. Делавэр (США); Kot – оз. Котокель (Россия); DL – 
оз. Дунху (Китай); LL – оз. Лимнополар (Антарктида) 
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Группа Cyano T4 объединила остальную часть последовательностей (61 
последовательность), 49 из них образовали 11 кластеров. Сформировавшим-
ся считали кластер при наличии более одной последовательности из био-
плёнок Байкала. Пять кластеров (3-й, 4-й, 7-й, 8-й, 10-й) включали последо-
вательности планктонных бактериофагов из двух котловин оз. Байкал 
[Phylogenetic diversity of … , 2010] (два кластера с байкальскими группами 
B1, B4 и три кластера с последовательностями, которые не образовали 
группу B), шесть кластеров (1-й, 2-й, 5-й, 6-й, 9-й, 11-й) содержали только 
последовательности байкальских биоплёнок. Остальные 12 последователь-
ностей внутри группы Cyano T4 не формировали кластеры.  

Ординация с использованием метода NMDS показала (рис. 2), что ви-
русные сообщества из различных водоёмов формируют отдельные группы, 
при этом наблюдается тенденция группировки в зависимости от физико-
химических параметров среды. В анализ взяты последовательности из раз-
личных источников, доступных в базе NCBI: из озёр, морских заливов, рек, 
гидротермальных источников, болот, сточных вод, почв. Как показывают 
результаты анализа, последовательности бактериофагов из бентосных био-
плёнок оз. Байкал группируются с байкальскими планктонными последова-
тельностями вирусов, а не с последовательностями фагов из других водоёмов.  

Обсуждение 
Древние озёра представляют собой уникальные обособленные экоси-

стемы, формировавшиеся на протяжении миллионов лет. До наших иссле-
дований информации о вирусах древних озёр не имелось, первые сведения о 
генетическом разнообразии бактериофагов в озёрах Байкал [Phylogenetic 
diversity … , 2010; Генетическое разнообразие … , 2012; Генетическое 
разнообразие … , 2013; Genetic diversity … , 2015; Assessing the … , 2018] и 
Хубсугул [Molecular genetic … , 2014] появились в последнее десятилетие. 

В нашей работе с использованием праймеров, фланкирующих фрагмент 
гена основного капсидного белка gp23, исследованы T4-подобные бакте-
риофаги в биоплёнках, сформированных на биогенных и абиогенных суб-
стратах в оз. Байкал.  

По результатам BLAST-анализа большинство полученных нами после-
довательностей на нуклеотидном уровне имело наибольшее сходство с по-
следовательностями из озёр Байкал, Бурже и Анси, Восточное, а не с после-
довательностями из других экосистем и биотопов. Вероятно, подобное род-
ство можно объяснить сходством в составе бактерий – хозяев бакте-
риофагов – в этих озёрах. 

Филогенетический анализ показал, что шесть кластеров содержали 
только последовательности из биоплёнок, 29 последовательностей группи-
ровались с ранее полученными последовательностями из планктона. Оче-
видно, часть планктонных вирусов попадает на дно прибрежной зоны озера 
и оседает на камнях и губках. Кроме того, возможна инфекция бентосных 
бактерий планктонными бактериофагами. В целом большая часть последо-
вательностей (84,7 %) фагов вошла в группу Cyano T4, которая включает 
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культивированные цианофаги. Согласно данным, полученным нами ранее 
[Parfenova, Gladkikh, Belykh, 2013] и в настоящей работе, цианобактерии 
доминируют по биомассе в бентосных биоплёнках литоральной зоны 
оз. Байкал. Учитывая это обстоятельство, последовательности бентосных 
бактериофагов, возможно, принадлежат цианофагам. 

Наиболее представительным является кластер 7, в котором находятся 
12 последовательностей биоплёнок и последовательность из планктона южной 
котловины оз. Байкал, не сформировавшая байкальскую группу в предыдущем 
исследовании. Вероятно, представители этого кластера – одни из наиболее 
встречаемых генотипов в биоплёнках из южной котловины Байкала.  

 

 
Рис. 2. Результаты ординации g23-сообществ с использованием метода NMDS. Cy-

aB – цианобактериальная биоплёнка, образованная на поверхности камней, отобранных 
с глубин 6, 9 и 36 м. VodB – водорослевая биоплёнка, образованная на поверхности кам-
ней из урезовой зоны, Spon – биоплёнка и тело губки. Источники изоляции сообществ: 
водная толща оз. Байкал (северная и южная котловины) [Phylogenetic diversity of … , 
2010], р. Селенга [Молекулярно-генетическое исследование … , 2015], гидротермальный 
источник [Millard, Pearce, Zwirglmaier, 2016], Чесапикский залив [Evaluation of two … , 
2012], коралловые полипы (н/д), осадки р. Жемчужной [Liu, Cai, Zhang, 2017], 
оз. Лимнополар [High diversity … , 2009], оз. Котокель [Diversity of the major … , 2013], 
озёра Бурже и Анси [Zhong, Jacquet, 2014], ледниковое озеро [Bellas, Anesio, 2013], ри-
совые поля (Япония) [Survey of major… , 2009], болото [Characterization of the … , 2013], 
сточные воды (н/д), оз. Восточное [Genetic diversity and… , 2015], рисовые поля (Китай) 
(н/д) 
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Ни одна из последовательностей не попала в группу Near T4. В Far T4 
находится бактериофаг Escherichia phage 121Q, выделенный из E. coli: оче-
видно, Т4-бактериофаги из Байкала, входящие в эту группу, также поража-
ют патогенные и/или условно-патогенные бактерии. Примечательно, что все 
11 последовательностей, объединившиеся в Far T4, получены из губок.  

В нескольких исследованиях с использованием таргетного секвениро-
вания по Сенгеру гена g23 продемонстрировано, что для морей, эстуариев, 
пресных водоёмов, почв характерны как собственные «эндемичные» класте-
ры, так и сходные последовательности некультивированных T4-подобных 
фагов, распространённые во многих экосистемах, что привело к предполо-
жению о том, что некоторые вирусы являются космополитами и поражают 
аналогичные виды хозяев, а часть их имеет уникальное происхождение 
[Breitbart, Miyake, Rohwer, 2004; Short, Suttle, 2005].  

Метод NMDS показал, что сообщества вирусов из биоплёнок Байкала 
располагаются ближе к планктонным сообществам из северной и южной 
котловины озера (см. на рис. 2, в овальной обводке). Характер распределе-
ния на графике отражает наиболее близкое родство вирусных сообществ 
различных экотопов оз. Байкал и меньшее сходство с другими экосистема-
ми, что может определяться, в первую очередь, физико-химическими пара-
метрами среды обитания и, возможно, зависит от происхождения водоёмов. 
Обращают на себя внимание сообщества T4-подобных бактериофагов, по-
следовательности которых получены нами ранее из близко расположенных 
водоёмов: р. Селенги [Молекулярно-генетическое исследование … , 2015] и 
оз. Котокель [ Diversity of the major … , 2013]. Селенга – река в Монголии и 
России – крупнейший приток оз. Байкал, в настоящее время экологическое 
состояние реки ухудшается и трофность вод увеличивается. Котокель – озе-
ро в Прибайкальском районе Бурятии, расстояние до Байкала составляет 
2 км, имеет статус эвтрофного [Presence and genetic … , 2011]. Их объеди-
няют небольшие глубины и высокая продуктивность. Возможно, поэтому 
последовательности из этих водоёмов не группируются с последовательно-
стями из биоплёнок и планктона оз. Байкал. Сообщества вирусов из бай-
кальской губки расположились на графике ближе к точке с планктонными 
последовательностями из южной котловины Байкала. Наблюдаемый факт 
может быть вызван тем, что большая часть вирусов проникает в губку из 
водной толщи в результате фильтрационного питания животных: в день 
губки способны прогонять через своё тело до 24 тыс. л воды на 1 кг массы 
[Sponge-associated microorganisms … , 2007]. 

Последовательности из биоплёнок с камней имели отличие от таковых 
в планктоне и губках, что можно объяснить значительным различием соста-
ва гетеротрофных бактерий планктона и бентоса, как показано в ранних ра-
ботах [Parfenova, Gladkikh, Belykh, 2013], наличием в бентосных обрастани-
ях большого количества нитчатых цианобактерий и водорослей [Rapid 
ecological … , 2016; Обнаружение микроцистинов … , 2017]. Кроме того, 
сообщества вирусов биоплёнок с камней с доминированием водорослей и 
цианобактерий отличались друг от друга, что отражает разный видовой со-
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став как доминирующих групп, так и минорных видов, поскольку первые 
собраны в урезовой зоне на глубине не более 1 м, а цианобактериальные 
биоплёнки подняты с глубин 6, 9 и 36 м. 

Заключение 
Впервые получены нуклеотидные последовательности T4-подобных 

бактериофагов из бентосных биоплёнок, сформированных на абиотических 
и биотических субстратах в оз. Байкал. Проведённый анализ продемонстри-
ровал высокое разнообразие T4-подобных бактериофагов в Байкале. Пока-
зано, что сообщество T4-подобных бактериофагов из губок имеет наиболь-
шее сходство с планктонными последовательностями бактериофагов. Со-
общества бактериофагов биоплёнок камней из прибрежной зоны Байкала 
наиболее близки к последовательностям, полученным из водной толщи пе-
лагиали озера, что свидетельствует об их близком родстве, а также указыва-
ет на олиготрофность этих зон. Показано, что сообщества T4-подобных бак-
териофагов из оз. Байкал несмотря на различные биотопы имеют большее 
сходство друг с другом, а не с сообществами из других экосистем. Выявлено, 
что вирусные сообщества группируются в зависимости от биотопа и физико-
химических параметров среды обитания. В дальнейшем планируется расши-
рить это исследование, используя высокопроизводительное секвенирование. 

Работа выполнена в рамках темы госзадания ЛИН СО РАН № 0345-
2018-0003 (сбор полевых материалов), а также при финансовой поддержке 
проектов РФФИ № 18-34-00513 мол_а и № 18-54-05005 Арм_а (секвениро-
вание, анализ данных). 
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Abstract. The genetic diversity of T4-like bacteriophages in biofilms formed on various sub-
strates in the littoral zone of Lake Baikal was studied for the first time. Gene markers for the 
major capsid protein gp23 were used to identify bacteriophages. There are 72 unique nucleo-
tide sequences of g23 gene fragment in the Baikal biofilm samples. Phages possessed high 
genetic diversity. Most of the sequences (84,7 %) belonged to the Cyano T4 group. The cul-
tured phages showed the highest similarity (78 % at the nucleotide level) with Synechococcus 
phage S-CAM1. At the nucleotide level, the majority of sequences reported here were similar 
to those from Lake Baikal (43 %); 18 % – to the sequences from East Lake, 12,5% – to the 
sequences from Bourget and Annecy lakes; 26,5 % – the sequences from the rest places (less 
than 5,5 % each). The composition of viral communities depended on the habitat. We have 
indicated that the community of T4-like bacteriophages from sponges have the highest similar-
ity with planktonic sequences of bacteriophages. We show that bacteriophages from biotopes 
of biofilms of stones and sponges from the littoral zone and of the water column earlier in the 
pelagic zone of Lake Baikal form a common Baikal cluster. 

Keywords: biofilms, bacteriophages, diversity, Myoviridae, g23, lake Baikal. 
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