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В результате исследования установлено, что бактерии Rhodococcus pyridinivorans 5Ар дикого типа яв-
ляются высокоэффективными деструкторами нафталина и полностью утилизируют данное соеди-
нение в концентрации 500 мг/л в течение трех суток, что может быть использовано для очистки за-
грязненных нафталином водных экосистем. Инактивация генов биодеградации narAa (кодирует
большую субъединицу нафталиндиоксигеназы) и narB (кодирует цис-нафталиндигидродиолдегид-
рогеназу) приводит к потере бактериями R. pyridinivorans 5Ар способности утилизировать нафталин
в качестве единственного источника углерода. Это указывает на отсутствие в геноме исследуемых
бактерий детерминант, обеспечивающих окисление нафталина по альтернативным путям. Помимо
этого, инактивация гена narB приводит к накоплению в культуральной среде полярного окрашен-
ного соединения (вероятно, продукта первичного окисления нафталина).
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Технологический прогресс и повсеместное
развитие химической промышленности, в част-
ности, нефтяной, активное применение нефте-
продуктов и ряда потенциально опасных углево-
дородов приводит к глобальному загрязнению и
наносит непоправимый ущерб окружающей сре-
де. Полициклические ароматические углеводоро-
ды (ПАУ) относятся к одним из наиболее распро-
страненных и токсичных среди поллютантов уг-
леводородной природы и обладают не только
канцерогенными и мутагенными свойствами, но
и склонностью к биоаккумуляции (Хант, 1982).
Пути их попадания в окружающую среду можно
условно разделить на природные и антропоген-
ные. К природным путям относятся такие явле-
ния, как лесные пожары и извержения вулканов,
в то время как антропогенные факторы включают
разливы нефти, сгорание топлива, каменноуголь-
ной смолы, бытовых отходов, а также отходов
коксохимических производств (Haritash, 2009).

Несмотря на высокую токсичность и крайне
низкую растворимость в воде, ПАУ могут слу-
жить источником углерода для некоторых микро-
организмов, в частности, для бактерий рода
Rhodococcus (Kuyukina, 2010). Существует множе-
ство факторов, которые в той или иной степени
оказывают влияние на скорость, эффективность

и продуктивность процесса биодеградации ПАУ
(Vaidya, 2019). Для повышения степени доступно-
сти гидрофобных субстратов, в том числе ПАУ,
бактерии продуцируют поверхностно-активные
вещества (ПАВ) (Li, 2009). У родококков в био-
синтезе этих соединений участвуют ферменты ал-
канмонооксигеназы (Inaba, 2013). Помимо физи-
ко-химических свойств ПАУ, обусловливающих
их низкую растворимость в воде, что затрудняет
их разложение, есть еще ряд показателей, воздей-
ствующих на систему взаимодействия подобных
субстратов и микроорганизмов (Сазыкин, 2009).
Установлено, что с повышением концентрации
поллютанта увеличивается и скорость его дегра-
дации, однако если концентрация слишком мала,
т.е. ниже определенного порогового значения, то
микроорганизмы могут игнорировать ксенобио-
тик как потенциальный субстрат, что проявляет-
ся в отсутствии каких-либо процессов его окисле-
ния. В то же время, если концентрация поллю-
танта слишком высока, то он может оказывать
токсичное воздействие на микроорганизмы
(Vaidya, 2019).

Бактерии рода Rhodococcus обладают повы-
шенной устойчивостью к неблагоприятным и
экстремальным условиям окружающей среды.
Для них характерны психротрофия, гало-, ксеро-
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и термотолерантность, устойчивость как к высо-
ким, так и к низким значениям pH, а также рези-
стентность к ксенобиотикам и ионам тяжелых
металлов. Из этого следует, что применение бак-
терий данного рода в качестве деструкторов ПАУ
и углеводородов нефти в целом, представляется
возможным непосредственно in situ (Kuyukina,
2010).

Адаптация бактерий рода Rhodococcus к меня-
ющимся и зачастую неблагоприятным условиям
среды достигается благодаря стратегии гиперре-
комбинации, ассоциированной с большим гено-
мом, а также за счет особенностей клеточной фи-
зиологии и способности приобретать широкий
круг различных катаболических генов. Большое
количество детерминант катаболических путей
обнаруживается в составе крупных линейных или
кольцевых плазмид. К тому же для родококков
характерно существование альтернативных путей
катаболизма одного соединения и гомологичных
генов, что еще более повышает катаболическое
разнообразие и эффективность их как деструкторов
(Larkin, 2005). В связи с этим крайне важным явля-
ется исследование генетической организации бак-
терий-деструкторов и роли отдельных генетических
детерминант в процессах биодеградации.

На сегодняшний день наиболее изучена гене-
тическая организация оперона, включающего в
себя гены нафталин-1,2-диоксигеназы, посколь-
ку это ключевой и универсальный фермент на пер-
вых этапах биодеградации ПАУ. Гены составляют
индуцируемый нафталином nar-кластер, включаю-
щий в себя следующие детерминанты: narAa и
narAb, соответствующие большой и малой субъеди-
ницам диоксигеназы, гидроксилирующей аромати-
ческое кольцо, соответственно, narB, кодирующий
цис-нафталиндигидродиолдегидрогеназу, и narC,
кодирующий гидратазу-альдолазу (Kulakov, 2005).

Помимо генов, кодирующих ключевые фер-
менты, в состав nar-кластера входят детерминан-
ты, кодирующие рубредоксины – небольшие не-
гемовые железосодержащие белки, участвующие
в переносе электронов (rub1, rub2 и rub1bis). Кро-
ме того, имеется ген narR1, который кодирует
GntR-подобный белок-регулятор транскрипции
с доменом спираль‒поворот‒спираль, и narR2,
XylR-подобный белок, активатор транскрипции,
стартовый кодон которого перекрывается со
стоп-кодоном narR1 (Kulakov, 2005).

Между narR2 и rub1 у Rhodococcus sp.
NCIMB12038 обнаружен ген, кодирующий фер-
мент транспозазу – tnR7, ниже которого находят-
ся 7 открытых рамок считывания orf1–orf7, пред-
полагаемые продукты которых имеют сходство с
метил-акцептирующими белками хемотаксиса
(orf4 и orf5 сходны с NahY у Pseudomonas putida), а
также с некоторыми бензоат-специфичными по-
рин-подобными белками (orf6 с BenF P. putida).

Однако в другом исследовании установлено сход-
ство orf6 с геном, кодирующим транспозазу –
tn2R7. Предположительно, существует еще ген oxiA,
кодирующий продукт, который имеет высокое
сходство с оксидоредуктазами Streptomyces и
ФАД- или ФМН-содержащими дегидрогеназами
Corynebacterium. Несмотря на высокий уровень
сходства продуктов orf1–orf7 с белками других
микроорганизмов или с продуктами генов самих
родококков, их функции остаются неизвестными
(Kulakov, 2005; Kimura, 2006; Gennaro, 2010; Чер-
нявская, 2015).

Целью исследования было изучение влияния
инактивации некоторых генов nar-кластера на
способность бактерий R. pyridinivorans 5Ap расти в
минеральной среде с нафталином в качестве
единственного источника углерода.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Бактериальные штаммы и плазмиды. В исследо-

ваниях использовали бактерии R. pyridinivorans
5Ар (Белорусская коллекция непатогенных мик-
роорганизмов Института микробиологии НАН
Беларуси, № БИМ В-939 Г) и мутантные вариан-
ты, полученные на их основе в ходе инсерцион-
ного мутагенеза (табл. 1). Суицидальный вектор
pK18mob (Kmr, LacZ') (Schäfer, 1994) использова-
ли для клонирования целевых генов. Для отбора
рекомбинантных молекул ДНК и последующего
их введения в клетки родококков использовали
штаммы E. coli XL1-Blue (Bullock, 1987) и GM2163
(Metcaff, 1994).

В ходе анализа использовали нуклеотидные
последовательности плазмиды pNAPH (номер в
GenBank NCBI NZ_CP063451.1) бактерий R. pyri-
dinivorans 5Ap.

Среды и растворы. Для получения ночных
культур бактерии культивировали в жидкой пита-
тельной среде ПДБ (пептон – 10 г/л, дрожжевой
экстракт – 5 г/л, NaCl – 8 г/л; рН 7.0‒7.2). Спо-
собность утилизировать нафталин изучали при
выращивании в жидкой минеральной среде К
(Ившина, 1994) с добавлением раствора микро-
элементов по Постгейту (Романенко, 1974). Для
определения титра клеток проводили посев на пеп-
тонно-дрожжевую агаризованную среду ПДА (пеп-
тон – 10 г/л, дрожжевой экстракт – 5 г/л, NaCl –
8 г/л, агар – 15 г/л; рН 7.0‒7.2).

Трансформацию E. coli осуществляли по мето-
дике, описанной в руководстве (Маниатис, 1984).

Тотальную ДНК бактерий выделяли саркози-
ловым методом (Kuyukina, Ivshina, 2010). Для вы-
деления плазмидной ДНК использовали набор
реактивов Fast-n-Easy Plasmid Mini-Prep Kit (“Je-
na Bioscience”, Германия).

Инсерционная инактивация генов narAa и narB.
Суицидальный вектор pK18mob (Kmr), содержа-
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щий фрагменты генов narAa или narB, вводили в
клетки R. pyridinivorans 5Ap методом электро-
трансформации (на приборе Bio-Rad Gene Pulser
XCell Electroporation System (США), с использова-
нием следующего режима: напряжение – 1800 В;
емкость – 25 Ф; сопротивление – 200 Ом; просвет
кюветы – 1 мм), что приводило к гомологичной
рекомбинации данной конструкции с соответ-
ствующим участком гена и встраиванию плазми-
ды в ген таким образом, что он становился де-
фектным. Отбор мутантов проводили на среде
ПДА с канамицином (25 мкг/мл). Наличие встав-
ки в гене-мишени оценивали с помощью ПЦР.
Для этого использовали набор реагентов (Taq-по-
лимераза с буфером, смесь дНТФ) и праймеры,
комплементарные нуклеотидной последователь-
ности вектора (M13modForvard) и генам narAa
или narB соответственно (табл. 2), производства
ОДО “Праймтех” (Беларусь).

Сравнительная характеристика динамики роста
штамма R. pyridinivorans 5Ap и его мутантных вари-
антов при культивировании с нафталином. Раствор
нафталина в хлороформе (50 г/л) добавляли в сте-
рильные колбы до конечной концентрации
500 мг/л из расчета общего объема среды 50 мл.
После полного испарения растворителя в колбы с
сухим нафталином вносили 50 мл минеральной

среды К, 50 мкл раствора микроэлементов по По-
стгейту и отмытую (дважды в физрастворе) ноч-
ную культуру до ОП600 = 0.05. Культивировали
при 28°C с аэрацией 140 об./мин на протяжении
6 сут. При этом каждые 24 ч измеряли ОП600 и го-
товили серию разведений, после чего производи-
ли высевы на среду ПДА для определения коли-
чества колониеобразующих единиц. Степень ста-
бильности инсерции определяли посредством
пересева колоний на среду ПДА с добавлением
канамицина (25 мкг/мл).

Определение эффективности биодеградации
нафталина. Для каждой культуры были подготов-
лены колбы с одинаковым объемом среды и ОП600
добавленных ночных культур, в количестве, рав-
ном числу отбора проб для определения в них
концентрации нафталина, т.к. проведение экс-
тракции приводит к утрате исследуемого субстра-
та. Экстрагировали нафталин из культуральной
жидкости, для чего в колбу добавляли 0.5 объема
экстрагента – перхлорэтилена. Закрывали колбу
резиновой крышкой и встряхивали на протяже-
нии 2 мин. Выдерживали 30‒60 мин до разделе-
ния фаз и отбирали нижнюю фракцию, содержа-
щую нафталин, растворенный в перхлорэтилене.
Полученный экстракт очищали от полярных при-
месей методом колоночной хроматографии с ок-

Таблица 1. Характеристика мутантных вариантов бактерий R. pyridinivorans 5Ap

Название 
мутантного 

варианта
Генотип Характеристика и способ получения

R. pyridinivorans 5Ap
narAa::pK18mob

narAa–

Kmr

Мутантный вариант с инактивированным геном narAa, кодирующим большую субъеди-
ницу нафталиндиоксигеназы (направленный инсерционный мутагенез с использова-
нием суицидального вектора pK18mob)

R. pyridinivorans 5Ap
narB::pK18mob

narB–

Kmr

Мутантный вариант с инактивированным геном narB, кодирующим цис-нафталинди-
гидродиолдегидрогеназу (направленный инсерционный мутагенез с использованием 
суицидального вектора pK18mob)

Таблица 2. Праймеры для ПЦР, используемые в ходе исследования

Название гена Название праймеров Последовательности праймеров (5' → 3') Размер ампликона, п.н.

narAa (Rhodococcus) NarAaForward TACCTCGGCGACCTGAAGTTCTA 625

NarAaReverse AGTTCTCGGCGTCGTCCTGTTCGAA

narB (Rhodococcus) NarBForward ACGTGCAAGAAGGCGCGAAA 653

NarBReverse ACGCTCCCGCGAGGCGAGAA

‒ М13modForward CACACAGGAAACAGCTATGAC ‒
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сидом алюминия. Очищенный экстракт разводи-
ли в 2‒4 раза и измеряли его оптическую плот-
ность при длине волны 312 нм. Концентрацию
нафталина определяли в соответствии с калибро-
вочным графиком. В качестве контроля исполь-
зовали культуры, выращенные в среде с сукцина-
том натрия (единственный источник углерода и
энергии).

Обработка результатов. Для обработки данных
использовали программы Microsoft Excel и Graph-
Pad Prism. Для анализа нуклеотидной последова-
тельности бактериальной плазмиды биодеградации
нафталина R. pyridinivorans 5Ap использовали
программу SnapGene Viewer 3.2.1 (http://www.
snapgene.com/products/snapgene_viewer/) и интер-
нет-ресурс BLAST 2.13.0 (сайт: https://blast.ncbi.
nlm.nih.gov).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Бактерии R. pyridinivorans 5Ap являются актив-

ными деструкторами нефти и широкого спектра
углеводородов различных классов, в том числе
ПАУ (в частности, нафталина) (Чернявская,
2018). Ранее было установлено, что гены биоде-
градации нафталина у этих бактерий локализова-
ны на конъюгативной плазмиде, обозначенной
как pNAPH (Чернявская, 2015). Установлено, что
эта плазмида несет кластер генов nar, определяю-
щий синтез ключевых ферментов начальных ста-
дий окисления нафталина.

Характерной особенностью метаболизма ПАУ,
исходя из химического строения данных соедине-
ний, является последовательная “атака” арома-
тических колец с последующим их преобразова-
нием при помощи ферментов, приводящая к сту-
пенчатому уменьшению количества колец в
соединении. Также существуют различные пути,
приводящие к образованию бензойной кислоты,
салицилата, катехола или прокатеховой кислоты,

которые далее, с помощью соответствующих фер-
ментов, окисляются до пирувата, оксалоацетата и
ацетил-КоА, в свою очередь поступающих в цикл
трикарбоновых кислот (ЦТК) (Vaidya, 2018).

Сущность “атаки” ароматического кольца за-
ключается в том, что при действии фермента ди-
оксигеназы образуется цис-дигидродиол, кото-
рый с помощью дегидрогеназы преобразуется в
цис-диол (в рамках одного ароматического коль-
ца, представленного в ПАУ). После этих превра-
щений фермент диоксигеназа, расщепляющая
ароматическое кольцо, размыкает цикл через раз-
рушение соседних C–C связей, и дальнейшие ре-
акции деградации ПАУ осуществляются в зави-
симости от типа исходного соединения, посколь-
ку для разных представителей ПАУ характерны
различные метаболические пути.

Таким образом, основными ферментами
окисления ПАУ можно назвать диоксигеназы,
гидроксилирующие ароматическое кольцо ПАУ;
дегидрогеназы и диоксигеназы, расщепляющие
ароматические кольца (Cerniglia, 1993; Biodegra-
dative Bacteria…, 2014).

В связи с этим мы провели поиск данных ди-
оксигеназ на плазмиде pNAPH бактерий R. pyri-
dinivorans 5Ap и обнаружили шесть диоксигеназ,
гидроксилирующих ароматическое кольцо, и од-
ну диоксигеназу, расщепляющую ароматическое
кольцо (табл. 3). Как видно из табл. 3, большин-
ство выявленных диоксигеназ обнаруживается в
клетках бактерий рода Rhodococcus, за исключе-
нием β-субъединицы диоксигеназы коричной
кислоты (№ 4, табл. 3), которая проявляет высо-
кую степень сходства с последовательностями
бактерий рода Microbacterium. Таким образом,
можно сказать, что в формировании плазмиды
pNAPH имели место процессы рекомбинации с
фрагментами ДНК, приобретенными от бактерий
других родов путем горизонтального переноса.

Среди выявленных в составе плазмиды
pNAPH генов диоксигеназ ключевую роль биоде-
градации нафталина играет нафталиндиоксиге-
наза (NarAaAb). Следует, однако, отметить, что
зачастую для диоксигеназ, окисляющих ПАУ и
другие субстраты, характерна широкая субстратная
специфичность (Сазыкин, 2009). Кроме того, изве-
стен нафталинутилизирующий штамм Rhodococcus
sp. p52 (Yang et al., 2014), который обладает крайне
сходным с исследуемыми бактериями геномом, за
исключением nar-локуса, что говорит о существо-
вании альтернативных путей утилизации нафта-
лина. Изучение мутантов R. pyridinivorans 5Ap, де-
фектных по ключевым генам биодеградации наф-
талина (в частности narAa и narB), позволяет
определить, могут ли другие диоксигеназы заме-
стить их в этом процессе.

Динамику роста и эффективность биодеграда-
ции нафталина мутантными вариантами по генам

Рис. 1. Динамика роста R. pyridinivorans 5Ap дикого
типа (wt) и мутантных вариантов по оптической плот-
ности. (1) – wt; (2) – narAa–; (3) – narB–.
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narAa и narB изучали в сравнении с бактериями
R. pyridinivorans 5Ap дикого типа. Мутанты и бакте-
рии дикого типа культивировали в минеральной
среде К с добавлением нафталина (500 мкг/л) в ка-
честве единственного источника углерода (рис. 2).

Интерес к изучаемым детерминантам обуслов-
лен тем, что ген narAa кодирует большую субъеди-
ницу нафталиндиоксигеназы. Это ключевой фер-
мент биодеградации нафталина; следовательно,
рост мутантного варианта на среде с добавлением
нафталина будет означать наличие в геноме
R. pyridinivorans 5Ар других ферментных систем,
осуществляющих первичное окисление нафтали-
на. Продукт гена narB, цис-нафталиндигидро-
диолдегидрогеназа, действует в промежутке меж-
ду диоксигеназой, гидроксилирующей аромати-
ческое кольцо, и диоксигеназой, расщепляющей

ароматическое кольцо. Следовательно, рост му-
тантного варианта будет означать, что нет необ-
ходимости в такой подготовке субстрата для дей-
ствия диоксигеназы, расщепляющей ароматиче-
ское кольцо (Mohapatra, Phale, 2021).

Таким образом, мы провели сравнительный
анализ динамики роста мутантных вариантов по
генам narAa и narB по сравнению с бактериями
R. pyridinivorans 5Ap дикого типа на среде с добав-
лением нафталина (500 мг/л) в качестве един-
ственного источника углерода и энергии (рис. 1, 2).
На рис. 1 и 2 видно, что бактерии с инактивиро-
ванными генами narAa и narB имеют характер ро-
ста, значительно отличающийся от роста R. pyri-
dinivorans 5Ap дикого типа.

Что касается варианта, мутантного по гену
narAa, здесь наблюдается выраженная и продол-
жительная лаг-фаза (2‒2.5 сут), характерная для
дикого типа экспоненциальная фаза, после кото-
рой практически сразу наступает фаза отмира-
ния. С одной стороны, активный рост в проме-
жутке между третьими и шестыми сутками может
быть связан с наличием в геноме альтернативных
детерминант деградации нафталина. Однако, по-
скольку все мутантные варианты были получены
в ходе инсерционного мутагенеза, в ходе экспери-
мента отслеживали стабильность передачи и со-
хранность инсерции (табл. 4).

Сопоставив данные из рис. 1 и 2 и табл. 4 мож-
но наиболее объективно оценить причину специ-
фического характера роста R. pyridinivorans 5Ap
narAa::pK18mob. Начиная с 3 сут стабильность
инсерции начала уменьшаться и к 6 сут составля-
ла 38.5 ± 16.3%. Именно в этот промежуток вре-
мени мы отметили рост культуры. Таким обра-
зом, он был связан с исключением инсерции и
восстановлением целостности гена, кодирующе-
го нафталиндиоксигеназу, а не с присутствием в
геноме иных систем, экспрессия которых зани-
мает больше времени.

В случае с мутантом по гену narB, к 6 сут на-
блюдали 80.0 ± 20.0% выросших на среде с кана-
мицином (25 мкг/мл) колоний, что дает основа-
ния исключить взаимосвязь повышения показа-
телей оптической плотности и дестабилизации
инсерции, инактивирующей данный ген. Кроме
того, данные о титре клеток (рис. 2) говорят о на-
ступлении фазы отмирания.

Следует отметить, что при культивировании
мутантного варианта по гену narB мы регистриро-
вали интенсивную желто-оранжевую окраску
среды между третьими и шестыми сутками. Эта
окраска сохранялась даже при выделении нафта-
лина из культуральной жидкости и влияла на оп-
тическую плотность. В то же время после очистки
окрашенного экстракта методом колоночной
хроматографии экстракт становился прозрач-
ным. Это указывает на присутствие неспецифи-

Рис. 2. Динамика роста R. pyridinivorans 5Ap дикого
типа (wt) и мутантных вариантов по титру КОЕ (для
удобства представлен в виде десятичного логарифма
от значения титра клеток, lg КОЕ/мл). (1) – wt; (2) –
narAa–; (3) – narB–.
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Таблица 4. Стабильность сохранения инсерции в ге-
нах narAa и narB

* Высев дикого типа на среду ПДА с канамицином
(25 мкг/мл) производили для контроля возникновения
спонтанных мутантов.

Время, сут

% устойчивых к канамицину колоний

5Ap* 5Ap narAa::
pK18mob

5Ap narB::
pK18mob

0 0 99.3 ± 0.8 99.8 ± 0.4

1 0 96.8 ± 0.4 98.2 ± 0.8

2 0 99.0 ± 0.7 99.5 ± 0.5

3 0 81.3 ± 22.2 97.0 ± 2.9

6 0 38.5 ± 16.3 80.0 ± 20.0
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ческого окисления первичных метаболитов наф-
талина с образованием полярного продукта. Жел-
тое окрашивание может также свидетельствовать
о накоплении продуктов мета-расщепления или
быть связанным с утечкой активных форм кисло-
рода из активных центров ферментов, что спо-
собствует образованию свободных радикалов, ко-
торые могут участвовать в окислении промежу-
точных метаболитов и приводить к накоплению
тупиковых продуктов (Расимович, 2019).

Определение эффективности процесса биоде-
градации нафталина бактериями R. pyridinivorans
5Ap (рис. 3) позволило установить, что на третьи
сутки в среде с бактериями R. pyridinivorans 5Ap
дикого типа (wt) нафталин не детектировался. Та-
ким образом, в течение 3 сут был утилизирован
нафталин в концентрации 500 мг/л, что в 5000 раз
превышает ПДК нафталина в воде водных объек-
тов хозяйственно-питьевого и культурно-быто-
вого водопользования и в 125000 раз – в воде вод-
ных объектов, имеющих рыбохозяйственное зна-
чение (природные воды) (ГОСТ 16106-2019).

Эффективность утилизации нафталина му-
тантными бактериями R. pyridinivorans 5Ap
narAa::pK18mob и 5Ap narB::pK18mob можно оха-
рактеризовать как очень низкую, а падение кон-
центрации нафталина в среде к 3 сут можно объ-
яснить как исключением инсерции (справедливо
для мутанта по гену narAa), так и естественным
испарением данного углеводорода.

Таким образом, в клетках бактерий R. pyridini-
vorans 5Ap нафталиндиоксигеназа (в частности,
большая субъединица NarAa) и цис-нафталинди-
гидродиолдегидрогеназа (NarB), кодируемые
плазмидой pNAPH, являются ключевыми фер-
ментами биодеградации нафталина, которые не
имеют аналогов. При этом инсерционная инак-
тивация гена narAa в селективных условиях (в

присутствии нафталина) оказывается обратимой:
на 3 сут происходит исключение инсерции и вос-
становление способности бактериями утилизи-
ровать нафталин; чего не наблюдается для гена
narB. При инактивации гена narB наблюдается
накопление в среде окрашенного полярного про-
дукта, экстрагируемого перхлорэтиленом. Ин-
тенсивный процесс отмирания бактерий (рис. 3)
после накопления данного продукта говорит о его
токсичности, а также о важности стадии, катали-
зируемой цис-нафталиндигидродиолдегидроге-
назой для последующего расщепления интерме-
диатов нафталина.

Бактерии R. pyridinivorans 5Ap дикого являются
высокоэффективными деструкторами нафтали-
на, которые в течение 3 сут утилизируют данное
соединение в концентрации 500 мг/л, что в 5000
раз превышает ПДК нафталина в воде водных
объектов хозяйственно-питьевого и культурно-
бытового водопользования и в 125000 раз – в воде
водных объектов, имеющих рыбохозяйственное
значение (природные воды). Следовательно, ис-
следуемые бактерии могут быть использованы
для эффективной очистки водных экосистем, за-
грязненных нафталином.
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Abstract—Wild-type cells of Rhodococcus pyridinivorans 5Ар were found to be highly efficient naphthalene
degraders, completely utilizing this compound (500 mg/L) after 3 days, and may be used for remediation of
naphthalene-contaminated aquatic ecosystems. Inactivation of the biodegradation genes narAa (encoding
the large subunit of naphthalene dioxygenase) and narB (encoding cis-naphthalene dihydrodiol dehydroge-
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nase) resulted it the loss of ability to use naphthalene as the sole energy source, which indicated the absence
in the genome of R. pyridinivorans 5Ар of the determinants responsible for alternative pathways of naphtha-
lene oxidation. Moreover, narB inactivation resulted in accumulation of a polar colored compound (probably
a product of primary naphthalene oxidation) in the medium.

Keywords: naphthalene biodegradation, Rhodococcus, biodegradation genes, growth dynamics, biodegrada-
tion efficiency, dioxygenase


