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Возбудитель туляремии Francisella tularensis – внутриклеточный паразит, одним из факторов патогенности которого 
является система транспорта VI типа, содержащая в составе пилей белок IglC. Для инактивации активных форм кис-
лорода, вырабатываемых инфицированными F. tularensis клетками макроорганизма, бактерия синтезирует ферменты 
супероксиддисмутазы SodB и SodC. В работе количественным методом полимеразной цепной реакции в реальном 
времени (ПЦР-РВ) проведена оценка транскрипционной активности генов sodB, sodC и iglC в зависимости от фазы 
роста вакцинного штамма F. tularensis 15 НИИЭГ и состава питательных сред. Показано, что уровень мРНК гена iglC 
в бактериях, культивированных в среде BHI, существенно превышал уровень мРНК гена iglC по сравнению со средой 
ЖПС. Уровень мРНК гена sodB в среде ЖПС не менялся вне зависимости от фазы роста, тогда как уровень мРНК 
гена sodB в среде BHI снизился в 5 раз при достижении стационарной фазы. Количество мРНК гена sodС на ранней 
и поздней фазах роста в BHI было практически идентичным, тогда как в среде ЖПС количество мРНК гена sodC на 
поздней фазе роста было 2,8 раза больше по сравнению с ранней фазой. Показано, что скорость роста бактерий в 
питательной среде ЖПС была достоверно выше по сравнению со средой BHI. Культура F. tularensis 15 НИИЭГ, выра-
щенная в среде BHI, обладала повышенной способностью к диссеминации в организме инфицированных мышей 
линии BALB/c на ранних стадиях инфекционного процесса. Предложено использовать, наряду с традиционными мето-
дами оценки эффективности питательных сред для культивирования вакцинных туляремийных штаммов, современ-
ный постгеномный подход, заключающийся в определении методом ПЦР-РВ транскрипционной активности генов 
белков IglC, SodB и SodC, играющих важную роль в инициации вакцинального процесса.
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The causative agent of tularemia, Francisella tularensis, is an intracellular parasite, the main factors of pathogenicity of which 
are the type VI transport system, which contains the IglC protein in the pili. To inactivate reactive oxygen species produced by 
host cells infected with F. tularensis, the bacterium synthesizes the superoxide dismutase enzymes SodB and SodC. In this 
work, the transcriptional activity of the sodB, sodC and iglC genes was assessed using a quantitative real-time PCR method 
depending on the growth phase of the vaccine strain F. tularensis 15 NIIEG and the composition of the nutrient media. It 
wasshown that the level of iglC gene mRNA in bacteria cultivated in the BHI medium was significantly higher than the level of 
iglC gene mRNA compared to the ZhPS medium. The sodB gene mRNA level in the ZhPS medium did not change regardless 
of the growth phase, while the sodB gene mRNA level in the BHI medium decreased 5-fold upon reaching the stationary phase. 
The amount of sodC gene mRNA in the early and late growth phases in BHI was almost identical, whereas in the ZhPS medium 
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Ф
акультативный внутриклеточный паразит Francisella 

tularensis является возбудителем туляремии у людей 

и животных. Для профилактики туляремии у людей в России 

используют лиофильно высушенную живую вакцину, приго-

товленную на основе штамма F. tularensis 15 НИИЭГ. 

Данный штамм отличается от вирулентных природных изо-

лятов F. tularensis spp. holarctica практически полной авиру-

лентностью для морских свинок и сниженной вирулентно-

стью для белых мышей из-за наличия делеций в хромосоме 

в районе генов pilA и pilE и гена липопротеина, соответству-

ющего гену FTT_0918 подвида tularensis [1, 2]. 

Бактерии F. tularensis для защиты от радикалов O2-, выраба-

тываемых как самими бактериями, так и фагоцитами макроор-

ганизма, синтезируют два вида ферментов: железо-зависи-

мую (FeSOD) и медь/цинк-зависимую (CuZnSOD) супероксид-

дисмутазы [3]. Наличие функционально активного гена sodB, 

кодирующего фермент FeSOD в геноме F. tularensis, жизненно 

необходимо для размножения туляремийного микроба in vitro и 

in vivo [3], тогда как ген sodC, кодирующий фермент CuZnSOD, 

влияет только на их выживаемость in vivo [4]. 

Существенную роль в патогенности F. tularensis играет 

транспортная система VI типа [5]. Одним из ключевых эле-

ментов данной системы является белок IglC, кодируемый 

геном iglC, локализованным на хромосоме в области так на-

зываемого «острова патогенности». Вирулентные для чело-

века штаммы туляремийного микроба, в отличие от других 

видов F. tularensis, содержат в хромосоме две копии «острова 

патогенности» [6]. Делеция обеих копий гена iglC в геномах 

природных изолятов F. tularensis приводит к формированию 

авирулентных для мелких грызунов штаммов бактерий [7, 8]. 

Показано, что состав питательной среды и условия куль-

тивирования влияют на спектр белков, синтезируемых бак-

териями F. tularensis [9]. Так, антигенный спектр бактерий 

F. tularensis LVS, культивированных в жидкой питательной 

среде BHI, содержащей сердечно-мозговой экстракт, подо-

бен антигенному спектру бактерий, выделенных из инфици-

рованных мышиных макрофагов, но существенно отличает-

ся по антигенному спектру бактерий, культивированных в 

жидкой питательной среде Мюллера–Хинтон [10].

Цель работы заключалась в определении транскрипци-

онной активности генов sodB, sodC и iglC методом полиме-

разной цепной реакции в реальном времени (ПЦР-РВ) на 

разных фазах роста F. tularensis 15 НИИЭГ в жидких пита-

тельных средах BHI и ЖПС, а также в сравнении ростовых и 

морфологических параметров изучаемых культур и началь-

ных этапов их диссеминации в организме эксперименталь-

ных мышей линии BALB/c.

Материалы и методы

В работе использовали вакцинный штамм F. tularensis 

subsp. holarctica 15 НИИЭГ («ГКПМ-Оболенск», ФБУН ГНЦ 

ПМБ). Бактерии культивировали на FT-агаре (ФГУН ГНЦ 

ПМБ) при 37°С в термостате (Heratherm, Thermo Scientific, 

США) и в жидких питательных средах: ЖПС на основе ги-

дролизата казеина с добавлением дрожжевого экстракта, 

цистеина и двухвалентного железа [11] и BHI на основе пеп-

тона с добавлением сердечно-мозгового экстракта (HIMEDIA, 

Индия) в термостатируемой качалке GFL 3032 (Германия) 

при 37°С и скорости ротации 160 об./мин.

В колбы объемом 100 мл с 10 мл питательной среды вно-

сили бактериальную суспензию ночной агаровой культуры 

до конечной концентрации 2•108 КОЕ/мл. Оптическую плот-

ность бактериальных культур определяли на фотоколориме-

тре «Экотест 2020» (Россия) при длине волны 595 нм. 

Изучение морфологии бактериальных клеток, окрашенных 

фуксином по стандартной методике, проводили с использо-

ванием микроскопа с цифровой фотокамерой OLYMPUS 

BX43 (Япония).

Для оценки уровней синтеза матричных РНК (мРНК) в 

клетках туляремийного микроба были сконструированы 

праймеры на основе нуклеотидных последовательностей ис-

следуемых генов (Gen Bank NCBI, CP066295.1) с помощью 

программного обеспечения Vector NTI (табл. 1). 

Праймеры были синтезированы фирмой «Синтол» 

(Россия). 

Для выделения РНК из бактерий F. tularensis образцы 

культур объемом 2 мл отбирали через 4 и 24 ч культивиро-

вания. После осаждения бактерий центрифугированием в 

the amount of sodC gene mRNA in the late growth phase was 2.8 times higher compared to the early phase. It was shown that 
the growth rate of bacteria in the ZhPS nutrient medium was significantly higher compared to the BHI medium. The F. tularensis 
15 NIIEG culture grown in BHI medium had an increased ability to disseminate in the body of infected BALB/c mice at the early 
stages of the infectious process. It is proposed to use, along with traditional methods for assessing the effectiveness of nutrient 
media for the cultivation of vaccine tularemia strains, a modern post-genomic approach, which consists in determining by real-
time PCR the transcriptional activity of the genes for the proteins IglC, SodB and SodC, which play an important role in the 
initiation of the vaccine process.
Key words: Francisella tularensis 15 NIIEG, mRNA, sodB, sodC, iglC, nutrient medium, BALB/c mice
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Таблица 1. Праймеры для ПЦР-РВ для детекции уровня транс-

крипции генов iglC, sodB, sodC и 16S РНК

Table 1. Primers for real-time PCR to detect the level of transcription 
of the iglC, sodB, sodC and 16S RNA genes

Название праймера /
Primer name

Последовательность /
Subsequence

Ген-мишень /
Target gene

iglCF 5’acaggtaacaagtggcgagacc iglC

iglCR 5’aaacacccataagttctgttggctc iglC

SbcF 5’ctaccttacgctgttgatgcat sodB

SBcR 5’gctcagaaacaaattgccagttt sodB

SCcF 5’tgagtatgctttcacttgtattag sodC

SCcR 5’tagtctgctataactccacacc sodC

F16S 5’cgtcaattcctttgagttttagc 16S РНК

R16S 5’gtgccagcagccgcggtaa 16S РНК
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течение 5 мин (центрифуга MiniSpin Eppendorf, Германия, 

12 000 об./мин) осадки суспендировали в 80 мкл забуферен-

ного физиологического раствора (ЗФР) и выделяли РНК с 

использованием набора реагентов «РНК-экстран» 

(«Синтол») по инструкции фирмы-производителя. Для уда-

ления примесной ДНК в препаратах РНК полученные образ-

цы обрабатывали ДНКазой I, свободной от РНКаз (Fermentas, 

Латвия), согласно протоколу производителя. Оценку количе-

ства и качества выделенной РНК проводили на сканирую-

щем спектрофотометре NanoDrop UV/visible (Thermo Fisher 

Scientific, Waltham, США). 

Комплементарную ДНК (кДНК) синтезировали на матри-

цах РНК с помощью набора реактивов «Реверта-L» 

(«АмплиСенс», Россия) по протоколу фирмы-производи-

теля. 

ПЦР-РВ проводили на амплификаторе CFX96 Touch Real-

Time PCR Detection System (Bio-Rad, США) по программе: 

94°С – 5 мин (1 цикл), 94°С – 30 с, 60°С – 30 с, 72°С– 30 с 

(35 циклов). В пробирки объемом 200 мкл вносили: 1 мкл 

кДНК и 24 мкл ПЦР-смеси (10 пкмоль каждого из пары прай-

меров, 10 мкл 2,5-кратной реакционной смеси для проведе-

ния ПЦР-РВ в присутствии SYBR Green, 2,5мкл 25 мМ рас-

твора MgCl2, деионизованная вода до 24 мкл).

Для оценки уровня экспрессии применяли метод сравне-

ния индикаторных пороговых циклов, нормированных по 

содержащейся в образцах 16S-рРНК.

Оценку начальной стадии диссеминации бактерий 

F. tularensis проводили на мышах линии BALB/c (виварий 

ГНЦ ПМБ) возрастом 6–8 нед., весом 18–20 г. Мышей 

(6 самцов в группе) заражали подкожно в дозе 100 м.к. в 

объеме 0,1 мл. На 2-е и 3-и сутки мышей подвергали эвтана-

зии, селезенки асептически отбирали и гомогенизировали в 

1 мл ЗФР. Суспензии разбавляли в 10 раз стерильным ЗФР, 

высевали по 10 мкл из каждого разведения на чашки с FT-

агаром и инкубировали в течение 72 ч. Работы с микроорга-

низмами выполнялись в соответствии с санитарно-эпидеми-

ологическими правилами [12].

Все стадии исследования с участием животных соответ-

ствовали законодательству Российской Федерации, между-

народным этическим нормам и нормативным документам 

учреждения, а также одобрены соответствующими комите-

тами «Использование современных средств содержания 

животных» (ФБУН ГНЦ ПМБ №7 от 11.09.2013); «Порядок 

работы с СПФ животными в современных исследованиях» 

(ФБУН ГНЦ ПМБ №7 от 11.09.2013).

Каждую пробу в экспериментах исследовали в трех по-

вторах, эксперименты повторяли по меньшей мере дважды. 

Все статистические расчеты и определение уровней значи-

мости (p) были проделаны с помощью программы GraphPad 

Prism 8 (https://www.graphpad.com/scientific-software/prism/). 

Стандартные отклонения p < 0,05 считали статистически зна-

чимыми.

Результаты исследования и их обсуждение

Методом ПЦР-РВ нами был проведен сравнительный ана-

лиз уровней синтеза мРНК генов sodB, sodC и iglC в бакте-

риях F. tularensis 15 НИИЭГ на логарифмической (4 ч) и 

стационарной (24 ч) фазах роста культуры в средах BHI и 

ЖПС. Относительные уровни кДНК, полученные с мРНК ис-

следуемых генов, нормировали делением количества соот-

ветствующей кДНК к количеству кДНК с матрицы 16S РНК. 

Все полученные значения были увеличены в 104 раз. 

Результаты приведены в табл. 2.

Из полученных данных следует, что на 4 ч роста уровни 

синтеза мРНК гена iglC в бактериях в питательной среде BHI 

по сравнению со средой ЖПС достоверно не отличались друг 

от друга, однако при достижении стационарной фазы роста 

уровень синтеза мРНК гена iglC в среде BHI существенно 

возрос и превысил уровень синтеза в среде ЖПС в 3,8 раза. 

Количество мРНК гена sodB в бактериях через 4 ч роста 

в среде ЖПС было выше, чем в среде BHI, причем данная 

тенденция сохранялась к 24 ч роста. Уровень мРНК гена 

sodB в среде ЖПС не менялся в процессе роста, тогда как 

уровень мРНК гена sodB в среде BHI снизился в 5 раз при 

достижении стационарной фазы роста. Количество мРНК 

гена sodС в бактериях на ранней и поздней фазах роста в 

BHI было практически одинаковым, тогда как в среде ЖПС 

количество мРНК гена sodC на поздней фазе роста было 

несколько выше по сравнению с ранней фазой (табл. 2).

Анализ динамики роста культуры штамма F. tularensis 15 

НИИЭГ в средах BHI и ЖПС показал, что вне зависимости от 

состава питательной среды штамм демонстрирует экспонен-

Таблица 2. Транскрипционная активность генов sodB, sodC и 

iglC в бактериях F. tularensis 15 НИИЭГ в жидких питательных 

средах

Table 2. Transcriptional activity of the sodB, sodC and iglC genes 
in the bacteria F. tularensis 15 NIIEG in liquid nutrient media

Относительные уровни мРНК генов / Relative mRNA levels of genes

Гены / Genes iglC sodB sodC

Питательные среды / 
Culture media

ЖПС BHI ЖПС BHI ЖПС BHI

4 ч роста / 4 hours growth 6,4 8,2 1,0 0,5 0,4 0,3

24 ч роста / 24 hours growth 11,4 42,8 1,1 0,1 1,1 0,4
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Рис. 1. Динамика роста штамма F. tularensis 15 НИИЭГ в средах 

ЖПС и BHI: ОП0 – оптическая плотность культуральной жидко-

сти в начальный момент культивирования; ОПt – текущее зна-

чение оптической плотности. 

Fig. 1. Dynamics of growth of the strain F. tularensis 15 NIIEG in 
ZhPS and BHI culture media: ОD0 – the optical density of the culture 
at the initial moment of cultivation; ОDt – current value of optical 
density.
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циальный рост без выраженного лаг-периода. На начальной 

стадии скорости роста культур практически идентичны, но 

по мере увеличения времени культивирования скорость 

роста культуры в среде ЖПС достоверно опережала ско-

рость роста культуры в среде BHI (рис. 1). 

Состав питательной среды влияет не только на скорость 

роста культур, но и на морфологию бактериальных клеточ-

ных агрегатов, свойственных туляремийному микробу. 

Сравнение окрашенных фуксином мазков культур на 6 ч и 

24 ч роста показало существенное отличие между образца-

ми, полученными при культивировании на средах BHI и 

ЖПС. В мазке ночной агаровой культуры F. tularensis 15 

НИИЭГ визуализируются клеточные агрегаты с минималь-

ным количеством изолированных клеток (рис. 2 А). В мазках 

образцов бактериальной культуры из среды ЖПС к 6 ч на-

блюдалась начальная агрегация по сравнению с агаровой 

культурой, а к 24 ч начинали возникать, наряду с крупными 

аморфными агрегатами, и тяжеподобные структуры (рис. 2 

С, E). 

В отличие от среды ЖПС, по мере роста бактерий в среде 

BHI к 6 ч клеточные агрегаты ночной культуры распадались 

на мелкие фрагменты с образованием протяженных вытяну-

тых структур с последующим их укрупнением к 24 ч культи-

вирования (рис. 2 B, D). 

Состав жидкой питательной среды влиял не только на 

культурально-морфологические свойства культуры F. tula-

rensis 15 НИИЭГ, но и на способность бактерий к диссемина-

ции в организме экспериментальных мышей линии BALB/c. 

Количество бактерий, высеваемых из селезенок инфициро-

ванных мышей через 2 и 3 суток, приведено в табл. 3.

Полученные данные показали достоверную разницу в 

бактериальной нагрузке на селезенку мышей для культуры, 

выращенной в среде BHI, по сравнению со средой ЖПС на 

3-и сутки после инфицирования.

Результаты проведенных исследований демонстрируют, 

что компонентный состав жидкой питательной среды для 

культивирования F. tularensis оказывает существенное вли-

яние на молекулярно-биологические свойства вакцинного 

штамма F. tularensis 15 НИИЭГ.

Нами показано, что скорость размножения бактерий на 

поздней стадии роста вакцинного штамма 15 НИИЭГ в 

среде BHI с сердечно-мозговым экстрактом ниже, чем в 

среде ЖПС, содержащий дрожжевой экстракт. 

Как известно, основным компонентом среды BHI является 

пептон (ферментативный гидролизат казеина), а среды 

ЖПС – кислотный гидролизат казеина, обогащенный амино-

кислотами и короткими пептидами, что благоприятно влияет 

на ростовые характеристики бактерий, поскольку F. tularensis

является ауксотрофом по ряду аминокислот, включая гисти-

дин, лизин, метионин, цистеин, аргинин и тирозин [13]. 

Фактором роста является также витаминно-минеральные 

компоненты дрожжевого экстракта [11]. 

Равные скорости роста культур на начальном этапе куль-

тивирования можно объяснить присутствием накопленных 

внутриклеточных метаболитов в посевном материале био-

массы ночной агаровой культуры, выращенной на FT-агаре, 

более богатой среде по сравнению со средой BHI. 

Состав питательных сред влиял и на морфологию клеточ-

ных агрегатов, формирующихся в процессе размножения 

бактерий F. tularensis 15 НИИЭГ. В отличие от среды ЖПС, в 

среде BHI в процессе роста наблюдался более выраженный 

переход от диффузной структуры клеточных агрегатов, ха-

рактерной для ночной агаровой культуры, к филаментозным 

образованиям. 

Состав питательных сред влиял также на уровни актив-

ности генов sodB, sodC и iglC, важных как для метаболизма 

туляремийного микроба, так и для приживления и размноже-

ния бактерий вакцинного штамма F. tularensis в организме 

хозяина. Поскольку культивирование бактерий вакцинного 

штамма F. tularensis 15 НИИЭГ в среде BHI приводило к су-

щественному повышению уровня мРНК гена iglC по сравне-

нию со средой ЖПС, причем эта разница усиливалась по 

мере роста культуры, то можно предположить, что усиление 

экспрессии гена iglC оказывает положительное влияние на 

факторы, задействованные в процессе диссеминации бакте-

риальных клеток в организме мышей. 

Как известно, активные кислородные радикалы O2- в эу-

кариотических клетках выполняют двойную роль: в высоких 

Рис 2. Влияние состава питательных сред и фазы роста культуры F. tularensis 15 НИИЭГ на структуру клеточных агрегатов: А – 

ночная агаровая культура; B – культура через 6 ч роста на среде BHI; C – культура через 6 ч роста на среде ЖПС; D – через 24 ч 

роста на среде BHI; E – культура через 24 ч роста на среде ЖПС.

Fig. 2. The influence of the composition of nutrient media and the growth phase of the F. tularensis 15 NIIEG culture on the structure of cell 
aggregates: A – overnight agar culture; B – culture after 6 hours of growth on BHI medium; C – culture after 6 hours of growth on the 
medium; D – culture after 24 hours of growth on BHI medium; E – culture after 24 hours of growth on ZhPS medium.

Таблица 3. Обсемененность селезенок мышей линии BALB/c 

бактериями F. tularensis 15 НИИЭГ после заражения 24-часо-

выми культурами, выращенными в средах BHI и ЖПС

Table 3. Contamination of the spleens of BALB/c mice with F. 
tularensis 15 NIIEG bacteria after infection with 24-hour cultures 
grown in BHI and ZhPS media

Питательная среда / 
Nutrient medium

2-е сутки / 2nd day 3-и сутки / 3rd day

ЖПС 116,7 ± 228,7 56,7 ± 111,1

BHI 4213,3 ± 5906,6 28160,0 ± 7160,1

A B C D E
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концентрациях они действуют как бактерицидные эффекто-

ры, инактивирующие внутриклеточные патогены в результа-

те повреждения молекул ДНК, РНК, липидов и белов, а при 

низких концентрациях служат вторичными сигнальными мо-

лекулами, регулируя экспрессию различных медиаторов 

воспаления [14, 15]. Ферменты супероксиддисмутазы sodB и 

sodC туляремийного микроба вовлечены как в процессы за-

щиты бактерий от бактерицидного действия факторов 

«окислительного взрыва» макрофагов, так и в процесс по-

давления активации синтеза медиаторов воспаления в ответ 

на инфицирование бактериями эукариотических клеток. 

Более низкий уровень активности супероксиддисмутаз, со-

гласно полученным данным по уровням мРНК генов sodB и 

sodC, в среде BHI по сравнению со средой ЖПС, вероятно, 

позволяет бактериям на начальных этапах проникновения в 

макрофаги за счет более низкой скорости инактивации ра-

дикалов O2- снизить уровень синтеза медиаторов воспале-

ния, увеличивая время до начала «окислительного взрыва» 

в макрофагах, тем самым обеспечивая бактериальную экс-

пансию и системную диссеминацию в паренхиматозных ор-

ганах. Полученные нами результаты согласуются с данными, 

полученными для мышей линии C57BL/6, инфицированных 

бактериями F. tularensis LVS, культивированными на среде 

BHI и среде Мюллера–Хинтон [8].

Полученные результаты, наряду с традиционными мето-

дами оценки эффективности питательных сред для культи-

вирования вакцинных туляремийных штаммов, позволяют 

предложить современный постгеномный подход, заключаю-

щийся в определении методом ПЦР-РВ транскрипционной 

активности генов белков IglC, SodB и SodC, играющих важ-

ную роль в инициации вакцинального процесса. 
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Нераскрытый потенциал бактериальных соединений и генов, 
связанных с токсином, вызывающим рак толстой кишки

In silico разработка генома обеспечивает легкий доступ к кластерам генов 

биосинтеза вторичных метаболитов (BGC), кодирующим биосинтез многих 

биологически активных соединений, которые являются основой для многих 

важных лекарств, используемых в медицине. Проанализировано 3889 гено-

мов энтеробактерий и обнаружено 13 266 BGC, представленных 252 различ-

ными семействами BGC и 347 дополнительными одиночками. Анализ панге-

нома выявил 88 генов, предположительно связанных со специфическим BGC, 

кодирующим связанный с раком толстой кишки колибактин, который кодирует 

различные метаболические и регуляторные функции. Представленный рабо-

чий процесс открывает возможность обнаружения новых вторичных метабо-

литов, лучшего понимания их физиологической роли и предоставляет руководство по идентификации и анализу наборов 

генов, связанных с BGC.
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Pangenome analysis of Enterobacteria reveals richness of secondary metabolite gene clusters and their associated gene sets. 

Synthetic and Systems Biotechnology. 2022;(7):900-10.

Н о в о с т и  н а у к и


