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ИЗОЛЯЦИЯ, ИДЕНТИФИКАЦИЯ И ПОЛНОГЕНОМНЫЙ 
АНАЛИЗ УГЛЕВОДОРОДОКИСЛЯЮЩЕГО ШТАММА 

STAPHYLOCOCCUS WARNERI 

Из нефтезагрязненной черноземной почвы Республики Татарстан выделен 
штамм Staphylococcus warneri S1, который предложен в составе консорциума микро-
организмов-деструкторов углеводородов для биорекультивации нарушенных земель. 
Штамм способен утилизировать широкий спектр углеводородов (вакуумная газойль, 
гексан, дизельное топливо, мазут, толуол, фенол) до 10,0 % и активно развиваться 
в среде с добавлением NaCl – до 6,0 %. Секвенирование генома проведено на платфор-
ме MiSeq Illumina. Установлено среднее содержание GC-пар в геноме – 32,7 %. При 
аннотировании генома с использованием сервера RAST и SEED viewer показано, что он 
содержит 2535 кодирующих белок последовательностей. Большинство аннотирован-
ных генов S. warneri S1 определяет синтез аминокислот и их производных (255), угле-
водный обмен (195), белковый метаболизм (167), кофакторы, витамины, простетиче-
ские группы и пигментные образования (87), нуклеозиды и нуклеотиды (78), метабо-
лизм жирных кислот, липидов и изопреноидов (55) и метаболизм ДНК (68). 
Аннотированы несколько генов, участвующих в путях биоразложения углеводородов, 
что подтвердило наличие у штамма углеводородокисляющих свойств. Выявлено два 
гена неохарактеризованных белков yddN и yceB, имеющих сходство с алканал-
монооксигеназами, которые могут принимать участие в биодеградации алканов. Ис-
следования деградации полиароматических углеводородов (ПАУ) автохтонными мик-
роорганизмами важно для оценки их экологического воздействия. При анализе полной 
последовательности генома S. warneri S1 выявлено несколько генов, кодирующих ре-
презентативные функциональные ферменты, имеющие отношение к деградации ПАУ, 
такие как гены, кодирующие ферменты катехол-2,3-диоксигеназу, фумарилацетоаце-
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тат-гидролазу и салицилат-1-монооксигеназу. Полногеномное секвенирование и анно-
тирование генома штамма S. warneri S1 подтвердило наличие у него углеводородокис-
ляющих свойств. В результате исследования антибиотикорезистентности установ-
лено, что штамм-биодеструктор действительно обладает устойчивостью к трем из 
шести исследованных антибиотиков, а именно к ампициллину, азитромицину, нали-
диксовой кислоте. Полученная информация позволяет лучше понять механизм осуще-
ствления деградации углеводородов и роль штамма в бактериальном консорциуме. 

Ключевые слова: почва, нефть, углеводородокисляющие микроорганизмы, 
биорекультивация, Staphylococcus, геном, секвенирование, аннотирование. 
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ISOLATION, IDENTIFICATION AND GENOME-WIDE  
ANALYSIS OF THE HYDROCARBON-OXIDIZING 

STAPHYLOCOCCUS WARNERI STRAIN 

A strain of Staphylococcus warneri S1 was isolated from the oil-contaminated black 
earth soil of the Republic of Tatarstan, which was proposed as part of a consortium of hy-
drocarbon destructor microorganisms for biorecultivation of disturbed lands. The strain is 
able to utilize a wide range of hydrocarbons (vacuum gas oil, hexane, diesel fuel, fuel oil, 
toluene, phenol) up to 10,0 % and actively develop in an environment with the addition of 
NaCl – up to 6,0 %. Genome sequencing was performed on the MiSeq Illumina platform. 
The average content of GC pairs in the genome was found to be 32,7 %. When annotating 
the genome using the RAST server and SEED viewer, it is shown to contain 2535 protein-
coding sequences. Most of the annotated genes of S. warneri S1 determines the synthesis of 
amino acids and their derivatives (255), carbohydrate metabolism (195), protein metabo-
lism (167), cofactors, vitamins, prosthetic groups and pigment formations (87), nucleosides 
and nucleotides (78), metabolism of fatty acids, lipids and isoprenoids (55) and DNA me-
tabolism (68). several genes involved in the pathways of hydrocarbon biodegradation were 
Annotated, which confirmed the presence of hydrocarbon-oxidizing properties in the strain. 
Two genes of the uncharacterized proteins yddN and yceB, which are similar to alkanal 
monooxygenases, have been identified and can participate in the biodegradation of al-
kanes. Studies of degradation of polyaromatic hydrocarbons (PAHs) by autochthonous mi-
croorganisms are important for assessing their environmental impact. Analysis of the com-
plete genome sequence of S. warneri S1 revealed several genes encoding representative 
functional enzymes related to PAH degradation, such as genes encoding the enzymes cate-
chol-2,3-dioxygenase, fumarylacetoacetate hydrolase, and salicylate-1-monooxygenase. 
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Genome-wide sequencing and annotation of the genome of the S. warneri S1 strain confirm 
the presence of hydrocarbon-oxidizing properties. The results of a study of antibiotic resis-
tance showed that the biodestructor strain is indeed resistant to three out of six studied an-
tibiotics, namely ampicillin, azithromycin, and nalidixic acid. The information obtained al-
lows us to better understand the mechanism of the degradation of hydrocarbons and the 
role of the strain in the bacterial consortium. 

Keywords: soil, oil, hydrocarbon-oxidizing microorganisms, biorecultivation, Staphy-
lococcus, genome, sequencing, annotation. 

 
Биоремедиация с использованием эффективной автохтонной мик-

рофлоры представляет собой перспективный подход к очистке природ-
ных сред от загрязнений нефтью и ее производными [1–5] в связи с тем, 
что нефтяные углеводороды являются одними из наиболее опасных за-
грязнителей [6, 7]. С целью обеспечения эффективной очистки от нефти 
и нефтепродуктов в качестве деструктора углеводородов нами предло-
жен штамм микроорганизмов Staphylococcus warneri S1, выделенный 
в составе консорциума микроорганизмов-деструкторов из черноземной 
почвы на территории Ромашкинского месторождения нефти Татарстана.  

Штамм Staphylococcus warneri – грамположительная комменсальная 
бактерия, неоднократно обнаруживаемая среди углеводородокисляющих 
микроорганизмов, выделенных из нефтезагрязненных почв [8, 9]. Однако 
роль этого вида бактерий в деградации углеводородов изучена недоста-
точно. Установлено, что некоторые вторичные метаболиты, продуцируе-
мые отдельными видами Staphylococcus, выделенными из естественной 
среды, имеют биотехнологическое и биомедицинское значение [10, 11], 
в том числе участвуют в производстве биосурфактантов [12].  

Благодаря возросшей доступности технологий секвенирования сле-
дующего поколения (NGS) значительно выросло число видов, прошедших 
процедуру полногеномного секвенирования (WGS). WGS предоставляет 
важную информацию о функциональности бактерий (например, о метабо-
лизме углеводородов) на геномном уровне, что ранее было невозможно.  

Цель работы – полногеномное секвенирование и аннотирование 
генома штамма Staphylococcus warneri S1. 

Экспериментальная часть. Экспериментальные исследования 
состояли из нескольких этапов. Вначале проводили количественный 
анализ почв Татарстана, загрязненных сернистой и девонской нефтями, 
на присутствие углеводородокисляющих микроорганизмов. Затем осу-
ществляли выделение и отбор эффективных штаммов по углеводород- 
окисляющей активности (до 85 %) и способности к деструкции различ-
ных алифатических и ароматических углеводородов. Потом определяли 



И.А. Дегтярева, Э.В. Бабынин, Т.Ю. Мотина, А.А. Салаватуллина 

 8 

совместимость штаммов методом штрихов и блоков, их идентификацию 
молекулярно-биологическими методами, депонирование в ведомствен-
ных коллекциях Российской Федерации [13–16]. 

Микроорганизмы, выявленные при посеве на плотные питатель-
ные среды, прошли последующую видовую идентификацию методом 
масс-спектрометрического анализа, который осуществляли с помощью 
времяпролетного MALDI масс-спектрометра Microflex (Bruker Daltonik 
GmbH, Германия) с использованием программы Flex Control.  

Секвенирование выполняли на базе Междисциплинарного центра 
коллективного пользования Казанского федерального университета. 
Изолят выращивали в течение 24 ч при 37 °С на агаре с бульоном Лу-
рия (LB) и выделяли геномную ДНК с использованием ZymoBIOMICS 
DNA Miniprep kit (Zymoresearch, США) с предварительной обработкой 
лизоцимом. Фрагменты геномной ДНК были получены обработкой 
ультразвуком с помощью прибора Covaris S220 в соответствии с реко-
мендациями производителя (Covaris, США). Из полученных фрагмен-
тов была создана ДНК-библиотека с использованием наборов NEBNext 
Ultra II (NEB, США) согласно инструкциям производителя. Оценку ка-
чества проводили на чипах прибора 2100 Bioanalyzer (Agilent Techno-
logies, США). Полученные библиотеки секвенировали на платформе 
MiSeq Illumina (Illumina, США) с использованием набора реагентов 
для секвенирования MiSeq® Reagent Kit v3. 

Для определения антибиотикочувствительности суточную культуру 
тестируемого штамма наносили на поверхность среды с антибиотиком. 
Концентрацию антибиотиков подбирали, исходя из уже известных кон-
центраций, которые выдерживают бактериальные штаммы, несущие 
плазмиды с маркерами устойчивости. Через сутки фиксировали рост на 
поверхности агара. Устойчивым считали штамм, который показывал 
сплошной рост. Чувствительный штамм определяли по отсутствию 
сплошного роста. Использовали антибиотики ампициллин (100 мкг/мл), 
азитромицин (130 мкг/мл), канамицин (100 мкг/мл), налидиксовая кисло-
та (100 мкг/мл), рифампицин (100 мкг/мл), хлорамфеникол (170 мкг/мл).  

Цифровые показатели анализировали по стандартным програм-
мам вариационной статистики согласно пакету программ Microsoft 
Office Excel-2010 с определением критерия достоверности. 

Результаты исследований. Изучение автохтонной углеводород- 
окисляющей микрофлоры проводилось в несколько этапов: выделение, 
отбор, комплексное изучение свойств и т.д. Исследования показали, 
что штамм Staphylococcus warneri способен утилизировать широкий 
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спектр углеводородов (вакуумная газойль, гексан, дизельное топливо, 
мазут, толуол, фенол) до 10,0 % и активно развиваться в среде с добав-
лением NaCl – до 6,0 %. Штамм идентифицировали молекулярно-
биологическими методами и депонировали в Национальном биоресурс-
ном центре «Всероссийская коллекция промышленных микроорганиз-
мов» (БРЦ ВКПМ) НИЦ «Курчатовский институт» – ГосНИИгенетика 
как Staphylococcus warneri S1 под номером В-13521. 

Секвенирование генома штамма S. warneri S1, выделенного в со-
ставе консорциума микроорганизмов-деструкторов углеводородов, ко-
торое проведено на платформе MiSeq Illumina. Cреднее содержание  
GC-пар в геноме составляет 32,7 %. Аннотирование генома выполнено 
с использованием сервера RAST. SEED viewer использовали для отнесе-
ния предсказанных генов к функциональным категориям. Показано, что 
геном S. warneri S1 содержит 2535 кодирующих белок последовательно-
стей. Большинство аннотированных генов определяет синтез аминокис-
лот и их производных (255), углеводный обмен (195), белковый метабо-
лизм (167), кофакторы, витамины, простетические группы и пигментные 
образования (87), нуклеозиды и нуклеотиды (78), метаболизм жирных 
кислот, липидов и изопреноидов (55) и метаболизм ДНК (68). 

В геноме штамма S. warneri S1 аннотированы несколько генов, 
участвующих в путях биоразложения углеводородов. Это подтвердило 
наличие у штамма углеводородокисляющих свойств. Выявлено два ге-
на неохарактеризованных белков yddN и yceB, имеющих сходство 
с алканал-монооксигеназами, которые, вероятно, принимают участие 
в биодеградации алканов. Исследование бактерий, разлагающих поли-
ароматические углеводороды (ПАУ), открывают большие биотехноло-
гические перспективы для обеззараживания загрязняющих веществ. 
В связи с этим понимание деградации ПАУ автохтонными микроорга-
низмами важно для оценки их экологического воздействия. При анали-
зе полной последовательности генома организмов S. warneri S1 выяв-
лено несколько генов, кодирующих репрезентативные функциональ-
ные ферменты, имеющие отношение к деградации ПАУ, такие как 
гены, кодирующие ферменты катехол-2,3-диоксигеназу, фумарилаце-
тоацетат-гидролазу и салицилат-1-монооксигеназу. 

Результаты исследования антибиотикорезистентности у Staphylo-
coccus warneri S1 показывают, что штамм-биодеструктор действительно 
обладает устойчивостью к трем из шести исследованных антибиотиков, 
а именно к ампициллину, азитромицину, налидиксовой кислоте.  
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Определение антибиотиков, к которым этот микроорганизм облада-
ет чувствительностью, позволит в дальнейшем контролировать распро-
странение и численность этого штамма в бактериальном консорциуме. 

Заключение. Полногеномное секвенирование и аннотирование 
генома штамма Staphylococcus warneri S1 подтвердило наличие у него 
углеводородокисляющих свойств. Полученная информация позволит 
лучше понять механизм, с помощью которого S. warneri S1 осуществля-
ет деградацию углеводородов, и его роль в бактериальном консорциуме. 
Исследуемый автохтонный штамм-деструктор углеводородов является 
перспективными для процесса биоремедиации почвы и может быть ис-
пользован в составе биопрепарата для очистки нефтезагрязненных почв. 
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