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ABSTRACT. In aquatic ecosystems, biodegradation of microcystins is the main route of elimination and 
detoxification. In this study, we discuss the ability of bacterioplankton of lakes Baikal, Doroninskoye, 
Gusinoye to degrade cyclic microcystin molecule. PCR analysis showed the absence of the key enzyme 
microcystinase mlrA for mlr-pathway. At the same time, metagenomic analysis of a community of the 
toxic cyanobacterium Tychonema sp. BBK16 revealed the presence of the mrlC gene responsible for 
cleavage of microcystin molecule linear residues. In addition, all bacteria-symbionts of cyanobacteria 
contain glutathione transferases - enzymes involved in nonspecific degradation of lipophilic toxic sub-
stances, which also include microcystins. 
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1. Introduction

Massive development of cyanobacteria in 
water bodies is accompanied by the release of var-
ious toxic metabolites. The most common are micro-
cystins, cyclic heptapeptides consisting of 7 amino 
acids: Cyclo-(D-Ala-X-D-D-MeAsp-Z-Adda-D-GluMdha), 
where D-Ala is D-alanine, D is MeAsp-D-erythro-β-
methylaspartic acid, Adda is 3-amino-9-methoxy-2,6, 
8-trimethyl-10-phenyldeca-4,6-dienoic acid, D-Glu - 
D-glutamate, Mdha - N-methyldehydroalanine, X and 
Z - variable L-amino acids. More than 279 variants of 
microcystins have been discovered today (Bouaïcha et 
al., 2019). Due to their cyclic structure, microcystins 
are very stable and able to accumulate in the ecosys-
tem (Massey and Yang, 2020; WHO, 2020). Since the 
quality of water is a global problem, there is a constant 
search for means to purify water from cyanobacteria 
toxins. Physical methods are usually associated with 
high cost, while chemical treatments need accurate 
calculations of reagent dosages. Biodegradation is the 
gentlest way to destroy microcystins in aquatic ecosys-
tems, but it requires detailed study. The simplest way 

to treat water by biodegradation is filtration through 
a sand filter containing native bacteria (Bourne et al., 
2006; Salter et al., 2021). The bacterial taxa involved in 
microcystin degradation belong to three bacterial phyla: 
Actinobacteria, Pseudomonadota, and Bacillota (Pal et 
al., 2021; Zhang et al., 2011; Bourne et al., 1996). One 
of the microcystin degradation pathways is associated 
with the mlrABCD gene cluster, which encodes three 
hydrolysis enzymes, mlrA microcystinase, peptidases 
of linear microcystin residues, and an oligopeptide 
transfer protein. The first step involves disruption of 
the cyclic structure by breaking the Arg-Adda bond. 
Under the influence of the second enzyme, encoded by 
the mlrB gene, the linear peptide is degraded to a tet-
rapeptide to form the fragment ADDA-Glu-Mdha-Ala. 
The enzyme mlrC cleaves the tetrapeptide, releasing the 
amino acid Adda. The mlrD gene encodes a transporter 
protein that transfers microcystin and its degradation 
products into bacterial cells (He et al., 2022; Schmidt et 
al., 2014; Yuan et al., 2021). This degradation pathway 
generally takes place in eutrophic water bodies (Dexter 
et al., 2021). However, it has been shown in experi-
ments that microcystin can be efficiently removed 
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in the absence of microcystinase (Salter et al., 2021, 
Salter et al., 2023). The glutathione pathway of micro-
cystin detoxification is carried out by the enzyme glu-
tathione-S-transferase (Krausfeldt et al., 2019, Liu et 
al., 2024). Glutathione transferases (gst; EC 2.5.1.18) 
belong to the drug metabolism category in the KEGG 
database and are involved in the detoxification of lipo-
philic toxins via nucleophilic attack. They are engaged 
in cellular defense against oxidative stress in all aer-
obic bacteria (Allocati et al., 2009). During degrada-
tion of microcystin-LR, glutathione binds to the amino 
acid Mdha to form a microcystin-LR-glutathione conju-
gate. Further, gamma-glutamic acid is cleaved from the 
resulting compound. The formed microcystin-LR-cyste-
ine-glycine conjugate undergoes the dipeptidase effect 
and then it is oxidized by acetyltransferase to microcys-
tin-LR-mercapturonic acid (Schmidt et al., 2014).

The deep-water oligotrophic Lake Baikal has 
mesotrophic areas in the coastal zone and shallow bays 
where toxic cyanobacteria blooms are observed in sum-
mer. Also, cyanobacterial blooms are observed in lakes 
Gusinoye and Doroninskoye. Microcystins were previ-
ously found in the water of lakes Baikal and Kotokel 
(Belykh et al., 2011, Belykh et al., 2015). The aim of 
our work is to search for microcystin-degradating bac-
teria in Lake Baikal and other water bodies using PCR 
and high-throughput sequencing.

2. Materials and methods

PCR analysis was performed using 150 DNA 
templates from plankton samples (Lake Baikal, Lake 
Doroninskoye, and Lake Gusinoye) and from bacte-
rial cultures isolated from plankton, benthos and bot-
tom water of Lake Baikal. The mlrA key enzyme was 
searched using the primers mlrAtf/mlrAtr (Zhang et al., 
2017). Sequencing of the obtained PCR fragments was 
performed on a genetic analyzer Nanofor 05 (Syntol, 
Russia).

Bioinformatic search for enzymes capable of 
degrading microcystin was performed in the DNA of the 
non-axenic culture of microcystin-producing Tychonema 
BBK16. The methodology for analyzing the genome of 
a cyanobacterium enriched with genomes of satellite 
bacteria has been described previously (Krasnopeev 
et al., 2023). Genes matching the sequences responsi-
ble for microcystin degradation were extracted from 
the assembled bins of bacterial symbionts using a 
blast search in the GenBank database. Additionally, a 
repeated, but already “reverse” search was performed 
based on the extracted complete genes in the he whole 
assembly, not separated into bins. Glutathione trans-
ferases were determined by KEGG annotation using the 
BlastKOALA service (https://www.kegg.jp/blastkoala).

3. Results

PCR analysis with primers to microcystinase 
detected fragments of about 700, 800 and 1000 bp in 
length, but sequence determination revealed that they 
were products of nonspecific amplification. Thus, the 
key microcystin degradation enzyme mlrA was not 

detected either in water or in the isolated bacterial 
strains.

In symbiont bacteria of the strain Tychonema sp. 
BBK16 a fragment of the mrlC gene was detected in the 
Aminobacter bin. It was present in multiple copies in 
the Aminobacter bins and matched the microcystin-de-
grading genes of the organisms Mesorhizobium sp. 113-
3-3 (microcystinase C, similarity 87.4%), Aminobacter 
aminovorans KCTC 2477 (mlrC C-terminus family pro-
tein, similarity 87.4%), Mesorhizobium loti (Microcystin 
LR degradation protein mlrC CDS, similarity 87%), 
Aminobacter sp. NyZ550 (M81 family metallopeptidase, 
similarity 90%).

Glutathione transferases were present in all sym-
biont bacteria of the strain Tychonema sp. BBK16, indi-
cating aerobic metabolism of these bacteria. Increased 
copy number of gst gene vary from 2 to 4 per genome/
bin of Tahibacter, Paucibacter, Bosea, and Sphingomonas.

4. Discussion

Degradation of microcystins by mlr pathway has 
been described in many eutrophic water bodies, but it 
is not the only way of destruction. It is possible that 
in Baikal, Doroninskoye and Gusinoye lakes microcys-
tinase mlrA is not detected from the mismatch in primer 
structure. However, the ability to reduce microcystin 
concentrations in the absence of mlr genes was found in 
oligo-mesotrophic Lake Erie blooms. (Mou et al., 2013; 
Krausfeldt et al., 2019; Thees et al., 2019). As a deep-wa-
ter oligotrophic lake with well-warmed shallow areas, 
Baikal is similar to Lake Erie in having a pronounced 
warm summer period with cyanobacterial blooms. 
We hypothesized that, as in Erie, the explored bacte-
ria have a different mechanism of microcystin detox-
ification. The mechanism of glutathione-transferase 
modification is universal and widely used by bacteria. 
Baikal microorganisms - symbionts of toxic cyanobac-
teria have enzymes of the glutathione pathway, which 
makes this pathway potentially possible. Moreover, it is 
energetically advantageous to use enzymes of the glu-
tathione cycle, as they are a universal defense against 
stress. The presence of the mlr-cluster enzyme, mlrC, 
in a bacterial genome derived from a toxic cyanobac-
terium community may indicate involvement in micro-
cystin degradation, but it is necessary to determine the 
first step in the degradation of the cyclic microcystin 
molecule and whether degradation can proceed by 
a combination of glutathione cycle enzymes and mrl 
enzymes. It should be noted that metagenomic assem-
bly of bacterial genomes can only suggest bacterial 
abilities. Accurate genome characterization requires 
isolation of a pure culture of Aminobacter. It is also nec-
essary to carry out experiments with bacterioplankton 
and bacterial cultures with analytical determination of 
toxic peptide fragments.

5. Conclusions

DNA analysis of plankton from lakes Baikal, 
Doroninskoye, and Gusinoye, as well as bacterial cul-
tures, showed the absence of the gene mrlA which is 
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the key enzyme of the selective degradation pathway. 
Perhaps there are bacteria containing the mlrABCD 
gene cluster, but the primers we used are not suitable 
for amplification.

Symbiont bacteria of the microcystin-producing 
cyanobacterium Tychonema sp. BBK16 contain gluta-
thione transferase enzymes in their genome that pro-
tect them from toxic metabolites and oxidative stress. 
Genome assemblies belonging to the bacteria Tahibacter, 
Paucibacter, Bosea, and Sphingomonas have multiple 
copies of this gene, suggesting that these particular bac-
teria actively utilize these enzymes for detoxification. 
The bacterium Aminobacter was also found to contain 
fragments of the mrlC gene and is presumably involved 
in the degradation of linear microcystin residues after 
the first steps of degradation of the toxic peptide’s cyclic 
structure are realized. In such a way, in order to fully 
understand the mechanisms of microcystin degradation 
in Lake Baikal, it is necessary to conduct experiments 
to determine what changes cyanotoxins undergo under 
the action of bacterioplankton and bacterial cultures.
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АННОТАЦИЯ. В работе обсуждаются возможности бактериопланктона озер Байкал, Доронинское, 
Гусиное разрушать циклическую молекулу микроцистина. ПЦР-анализ показал отсутствие клю-
чевого фермента mlr-пути – микроцистиназы mlrA. Однако анализ метагеномной сборки сооб-
щества культуры токсичной цианобактерии Tychonema sp. BBK16 выявил присутствие гена mlrC, 
ответственного за расщепление линейных остатков молекулы микроцистина. Выявлено, что бак-
терии-спутники токсичной цианобактерии содержат глутатион-трансферазы, являющиеся фер-
ментами неспецифической деструкции липофильных токсичных веществ, к которым также отно-
сятся микроцистины.

Ключевые слова: бактериопланктон, цианобактерии, микроцистин, ПЦР, высокопроизводительное 
секвенирование

1. Введение

Массовое развитие цианобактерий в водоемах 
сопровождается выделением различных токсичных 
метаболитов в воду. Наиболее распространенными 
являются микроцистины - циклические гепта-
пептиды, состоящие из 7 аминокислот: цикло-(D-Ala-
X-D-MeAsp-Z-Adda-D-GluMdha), где D-Ala – D-аланин, 
D – MeAsp-D-эритро-β-метиласпарагиновая кис-
лота, Adda – 3-амино-9-метокси-2,6,8-триме-
тил-10-фенилдека-4,6-диеноевая кислота, D-Glu 
– D-глутамат, Mdha – N-метилдегидроаланин, X и 
Z – вариабельные L-аминокислоты. К настоящему 
времени обнаружено более 279 вариантов микро-
цистинов (Bouaïcha et al., 2019). Благодаря своей 
циклической структуре, микроцистины очень ста-
бильны и способны существовать и накапливаться 
в экосистеме (Massey and Yang, 2020; WHO, 2020). 
Так как проблема качества воды является глобаль-
ной, постоянно ведутся поиски средств очистки 

воды от токсинов цианобактерий. Недостатками 
предложенных способов является высокая стои-
мость (в случае физических методов) и необходи-
мость расчета дозировок и очистки от реагентов 
(химические методы). Биодеградация является 
наиболее мягким путeм разрушения микроци-
стинов в водных экосистемах, однако она требует 
подробного изучения. Наиболее простым способом 
очистки воды с помощью биодеградации является 
фильтрация через песочный фильтр, содержащий 
нативные бактерии (Bourne et al., 2006; Salter et al., 
2021). Таксоны бактерий, участвующие в расще-
плении микроцистина, принадлежат трем бактери-
альным филумам: Actinobacteria, Pseudomonadota, 
and Bacillota (Bourne et al., 1996; Zhang et al., 2011; 
Pal et al., 2021). Один из изученных путей разло-
жения микроцистинов связан с кластером генов 
mlrABCD, который кодирует три фермента гидро-
лиза – микроцистиназу mlrA, пептидазы линейных 
остатков микроцистина и белок-переносчик олиго-
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пептидов. На первом этапе происходит разрушение 
циклической структуры путeм разрушения связи 
Arg-Adda. Полученный линейный продукт разлага-
ется до тетрапептида вторым ферментом, кодиру-
емым геном mlrB. При этом происходит гидролиз 
связей аланин-лейцин и образуется пептидный про-
межуточный продукт ADDA-Glu-Mdha-Ala. Фермент 
mlrC расщепляет тетрапептид, высвобождая ами-
нокислоту Adda. Ген mlrD кодирует белок-транс-
портер, который осуществляет транспорт микроци-
стина и продуктов его деградации в бактериальные 
клетки (Schmidt et al., 2014; Yuan et al., 2021; He 
et al., 2022). Этот путь деградации реализуется в 
эвтрофных водоемах (Dexter et al., 2021). Однако 
в экспериментах показано, что микроцистин 
может эффективно удаляться в отсутствие микро-
цистиназы (Salter et al., 2021, Salter et al., 2023). 
Альтернативный глутатионовый путь детоксикации 
токсичных веществ осуществляется ферментом глу-
татион-S-трансфераза (Krausfeldt et al., 2019, Liu et 
al., 2024). Глутатионтрансферазы (GST; EC 2.5.1.18) 
в базе данных KEGG находятся в категории Drug 
metabolism и участвуют в детоксикации липофиль-
ных токсинов посредством нуклеофильной атаки. 
Они участвуют в защите клеток от окислитель-
ного стресса у всех аэробных бактерий (Allocati et 
al., 2009). При деградации микроцистина-LR, глу-
татион связывается с аминокислотой Mdha с обра-
зованием коньюгата микроцистин-LR-глутатион. 
Далее от полученного соединения отщепляется гам-
ма-глутаминовая кислота и образовавшийся конъю-
гат микроцистин-LR-цистеин-глицин, подвергается 
сначала действию дипептидазы, а после окисляется 
ацетилтрансферазой до микроцистин-LR-меркапту-
роновой кислоты (Schmidt et al., 2014).

В глубоководном олиготрофном озере Байкал 
в прибрежной зоне и мелководных заливах присут-
ствуют мезотрофные участки, где летом наблюда-
ется цветение токсичных цианобактерий. Также, 
цианобактериальные цветения отмечаются в озерах 
Котокель, Гусиное и Доронинское. Ранее микроци-
стины обнаружены в воде озер Байкал и Котокель 
(Belykh et al., 2011, Belykh et al., 2015). Цель нашей 
работы – поиск бактерий-деструкторов микроци-
стина в озере Байкал и других водоемах, с помощью 
ПЦР и высокопроизводительного секвенирования.

2. Материалы и методы

Для ПЦР-анализа использовали 150 образ-
цов ДНК, выделенной из образцов планктона озер 
Байкал, Доронинское, Гусиное, а также ДНК культур 
бактерий, изолированных из планктона, бентоса и 
придонной воды озера Байкал. Поиск ключевого 
фермента специфического пути деградации mlrA 
вели с помощью праймеров mlrAtf/mlrAtr (Zhang et 
al., 2017). Секвенирование полученных фрагмен-
тов ПЦР выполнено на генетическом анализаторе 
Нанофор 05 (Синтол, Россия).

Биоинформатический поиск ферментов, 
способных разрушать микроцистин, проводили в 
геномной ДНК неаксеничной культуры Tychonema 

sp. BBK16, синтезирующей микроцистин. Методика 
анализа генома цианобактерии, обогащенного 
геномами бактерий-спутников, описана ранее 
(Краснопеев и др., 2023). Собранные бины бак-
терий-симбионтов использовали для извлечения 
генов, которые совпали при поиске в базе GenBank 
с последовательностями генов, отвечающих за 
деградацию микроцистинов. Дополнительно осу-
ществляли повторный, но уже «обратный» поиск на 
основе излеченных полных генов в полной сборке, 
не разбитой на бины. Глутатион-трансферазы опре-
делены аннотацией по KEGG с помощью сервиса 
BlastKOALA (https://www.kegg.jp/blastkoala).

3. Результаты

При ПЦР-анализе с праймерами к микроци-
стиназе обнаружены фрагменты длиной около 700, 
800 и 1000 п.н., однако при определении последова-
тельностей выявлено, что они являются продуктами 
неспецифичной амплификации. Таким образом, 
ключевого фермента деструкции микроцистина 
mlrА не обнаружено ни в воде, ни в выделенных 
штаммах бактерий.

У бактерий-симбионтов штамма Tychonema 
sp. BBK16 обнаружены фрагменты генa mlrC у 
бина Aminobacter. В бинах Aminobacter они при-
сутствовали в нескольких копиях и совпадали с 
микроцистин-деградирующими генами организмов 
Mesorhizobium sp. 113-3-3 (microcystinase C, сход-
ство 87.4%), Aminobacter aminovorans KCTC 2477 
(mlrC C-terminus family protein, сходство 87.4%), 
Mesorhizobium loti (Microcystin LR degradation protein 
mlrC CDS, сходство 87%), Aminobacter sp. NyZ550 
(M81 family metallopeptidase, сходство 90%).

Глутатион-трансферазы присутствовали у 
всех бактерий-спутников штамма Tychonema sp. 
BBK16, что говорит о том, что они аэробные микро-
организмы. В бинах бактерий Tahibacter, Paucibacter, 
Bosea, Sphingomonas копийность этих генов состав-
ляла от 2 до 4 копий на геном.

4. Обсуждение

Деградация микроцистинов ферментами 
mlrABCD кластера описана во многих эвтроф-
ных водоемах, однако она не является единствен-
ным путем деструкции. Возможно, в Байкале, 
Доронинском и Гусином озере микроцистиназа mlrA 
не обнаружена из-за несовпадения структуры прай-
меров. При цветении олиго-мезотрофного озера 
Эри концентрация микроцистина в воде снижалась 
в отсутствие активности mlr генов (Mou et al., 2013; 
Krausfeldt et al., 2019; Thees et al., 2019). Являясь 
глубоководным олиготрофным озером с хорошо 
прогреваемыми мелководными участками, Байкал 
сходен с озером Эри наличием ярко выраженного 
теплого летнего периода с цветениями цианобакте-
рий. Возможно, как и в озере Эри, в исследуемых 
нами озерах другой механизм детоксикации микро-
цистина. Механизм работы глутатион-трансферазы 
универсальный и широко используется бактери-

https://www.kegg.jp/blastkoala
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ями. У байкальских микроорганизмов – симбион-
тов токсичной цианобактерии присутствуют фер-
менты глутатионового пути, что делает этот путь 
потенциально возможным, при этом энергетически 
выгодно использовать ферменты цикла глутатиона, 
поскольку они являются универсальной защитой 
от стресса. Присутствие фермента mlr-кластера – 
mlrC в геноме симбионтной бактерии, собранном из 
сообщества токсичной цианобактерии, может сви-
детельствовать о способности деструкции микро-
цистина. В таком случае, надо установить, как 
проходит первый этап разрушения циклической 
молекулы микроцистина и может ли деградация 
протекать комбинацией ферментов глутатионового 
цикла и ферментов mlr. Следует отметить, что мета-
геномная сборка бактериальных геномов позволяет 
только предположить способности бактерий, для 
точной характеристики генома требуется выде-
ление чистой культуры Aminobacter. Также необ-
ходимо поставить эксперименты с бактериоплан-
ктоном и культурами бактерий с аналитическим 
определением фрагментов токсичного пептида, 
чтобы понять путь деструкции.

5. Выводы

Анализ ДНК планктона озер Байкал, Хубсугул, 
Доронинское, Гусиное, а также культур бактерий, 
показал отсутствие гена ключевого фермента селек-
тивного пути деградации mlrA. Возможно, все-таки 
есть бактерии, содержащие кластер генов mlr ABCD, 
но используемые нами праймеры не подходят для 
их идентификации.

Бактерии, ассоциированные с токсичной 
цианобактерией Tychonema sp. BBK16, содержат в 
своем геноме ферменты глутатионтрансферазы, 
защищающие их от токсичных метаболитов и окис-
лительного стресса. Геномы, принадлежащие бак-
териям Tahibacter, Paucibacter, Bosea, Sphingomonas, 
имеют несколько копий этого гена, что позволяет 
предположить, что именно эти бактерии активно 
пользуются этими ферментами для детоксикации. 
Бактерия Aminobacter содержит фрагменты гена 
mlrC и предположительно участвует в деструкции 
линейных остатков микроцистина после первых 
этапов деструкции циклической структуры токсич-
ного пептида.

Для полного понимания механизмов дегра-
дации микроцистинов в озере Байкал, необходим 
эксперимент, помогающий определить, какие изме-
нения претерпевают цианотоксины под действием 
бактериопланктона и культур бактерий.
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