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Природный полимер хитин —  одно из самых 
часто встречающихся органических веществ в при-
роде; он является вторым по распространенности 
полимером после целлюлозы. Хитин представляет 
собой линейный полимер аминосахара N-ацетил-
D-глюкозамина, связанный β-(1‒4) гликозидными 
связями. Этот полисахарид обладает структурой, 
сходной с целлюлозой, но вместо гидроксильной 
группы в C‑2 положении содержит N-ацетильную 
группу. Хитин нерастворим в воде и играет струк-
турную роль в  экзоскелете беспозвоночных, по-
скольку обладает высокой степенью кристаллично-
сти благодаря водородным связям, образующимся 
между N-ацетильными группами в C‑2 положении 
и гидроксильной группой в C‑3 положении, а так-
же N-ацетильной группой в C‑6 положении, что 
удерживает хитиновые цепи плотно связанными 
(Muñoz et al., 2017). Помимо экзоскелета беспозво-
ночных, в природе хитин наиболее часто встреча-
ется в клеточных стенках грибов, а также в кути-
куле членистоногих, что делает его неотъемлемой 

частью круговорота питательных веществ в приро-
де (Foster et al., 1961).

Хитин непрерывно попадает на дно океана вме-
сте с панцирями ракообразных, однако морские 
отложения содержат лишь его следовые количества. 
Это связано с повсеместным распространением 
хитинолитических бактерий, которые являются 
типичными представителями морских экосистем 
и играют немаловажную роль в процессе деграда-
ции хитина, продуцируя внеклеточные ферменты 
хитиназы, расщепляющие β-(1‒4) гликозидную 
связь (Zobell et al., 1938). По некоторым оценкам, 
весь хитин, образующийся в океанах, может быть 
полностью минерализован в  поверхностных во-
дах в течение 50 и 140 дней при 25 и 15 C соответ-
ственно, в течение 370 дней в толще воды при 5 C 
и в течение 500 дней на глубине при температуре, 
близкой к нулю (Humitake et al., 1965).

Деструкция хитина осуществляется посред-
ством хитиназ — ферментов, катализирующих рас-
щепление хитина и хитодекстринов (КФ 3.2.1.14). 
Однако различия в строении хитина в зависимости 
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Хитин является одним из самых распространенных биополимеров на Земле и в больших количе-
ствах встречается в составе экзоскелета морских беспозвоночных. В связи с этим хитинолитические 
бактерии являются типичными представителями морских экосистем и играют немаловажную роль 
в процессе деградации хитина. Перспективным местом для поиска и выделения таких бактерий мо-
жет служить акватория Кандалакшского залива Белого моря в районе Беломорской биологической 
станции (ББС) МГУ —  места обитания многих видов беспозвоночных животных. В результате ра-
боты удалось определить прокариотический состав природных сообществ и накопительных культур, 
использующих хитин, выделить чистые культуры активных хитинолитиков, идентифицированных как 
Pseudoalteromonas undina и Vibrio alginolyticus. Оценен хитинолитический потенциал представителей, 
доминирующих в накопительных культурах родов, показывающий возможность нахождения среди 
них ранее неизвестных хитинолитиков.
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от его источника (водные и наземные среды) мо-
гут приводить к адаптации систем хитинолитиче-
ских ферментов. Микроорганизмы, выделенные 
из различных экологических ниш (почва, пресные, 
ультрапресные и соленые, и щелочные водоемы), 
обладают разным хитинолитическим потенциалом 
(Варламов и соавт., 2020).

Это первая работа, в которой сделана попытка 
выделения хитинолитических бактерий из Канда-
лакшского залива Белого моря. Белое море харак-
теризуется низкой температурой воды (от ‒0.5 C 
зимой до 15 C летом, в поверхностных водных го-
ризонтах заливов), а также большим разнообрази-
ем обитающих в нем беспозвоночных животных 
с хитиновым экзоскелетом, что создает потенци-
альные условия для выделения психроактивных 
хитинолитических бактерий.

Целью данной работы было определить прока-
риотический состав природных сообществ и нако-
пительных культур из проб воды акватории Кан-
далакшского залива Белого моря, выделить чистые 
культуры активных хитинолитиков и оценить хи-
тинолитический потенциал представителей доми-
нирующих в накопительных культурах родов.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Сбор и  обработка образцов. Образцы беспо-
звоночных животных, таллом водоросли и пробы 
воды были отобраны в августе 2021 г. Сбор образ-
цов производили различными способами: вручную, 
с помощью черпака, батометра, мультикорера.

Получение накопительных и  чистых культур. 
Отобранные природные объекты для посева пе-
ретирали в ступке до гомогенного состояния. Для 
культивирования хитинолитических бактерий ис-
пользовали среды следующего состава:

(1) морская вода, профильтрованная через 
фильтр грубой очистки с добавлением 1% (по весу) 
хитина из панциря краба в виде мелких хлопьев 
(Chitin Extra Pure производства “Loba Chemie”, код 
товара 02695, молекулярная масса 400 кДа);

(2) синтетическая морская вода (г/л): NaCl — 
18.9; MgCl2 × 6 H2O — 3.7; MgSO4 × 7 H2O — 4.8; 
CaCl2–0.8; KCl — 0.5; NaHCO3–0.1; микроэлемен-
ты — 5 мл. Раствор микроэлементов имеет сле-
дующий состав (г/5 мл): FeSO4 × 7 H2O — 0.148; 
ZnSO4–0.011; MnSO4–0.0014; CoCl2 × 6 H2O — 
0.0148; CuCl2 × 2 H2O — 0.0064; NiCl2 × H2O — 
0.0015; Na2MoO4 × 2 H2O — 0.0016; H3BO3–0.00128; 
EDTA — 0.2;

(3) для получения твердых сред в  жидкие ос-
новы такого же состава было добавлено 2% агара 
(Bacteriological Grade, “VWR International LLC”, 
США).

Среды стерилизовали с заранее внесенным хи-
тином и разливали в чашки Петри. В жидкие среды 
хитин также вносили перед стерилизацией.

Посевы на твердые среды осуществляли поме-
щением капли полученного гомогената или мор-
ской воды из образца на твердую среду (Т), затем 
каплю распределяли по поверхности среды мето-
дом истощающего штриха. Засеянные чашки Пе-
три инкубировали при температуре 15, 20 и 30 C 
в течение 10 сут. Затем полученные колонии пере-
севали на жидкую среду (Ж) для элиминации ага-
ролитических бактерий и  обогащения культуры 
хитинолитическими бактериями. Культивирование 
в жидких средах проходило в условиях свободно-
го доступа воздуха, в пластиковых пробирках типа 
Falcon объемом 15 мл с 2 мл жидкой среды, с не-
плотно закрученной крышкой, также при темпе-
ратуре 15, 20 и 30 C в течение 7 сут.

Чистые культуры хитинолитических бактерий 
получали путем многократного повторения вы-
шеуказанной процедуры. Проверку наличия роста 
в жидких средах и оценку разнообразия морфоло-
гии клеток осуществляли путем микроскопирова-
ния в световом микроскопе Микмед‑1 (“ЛОМО”, 
Россия). После этого культуру снова пересевали на 
твердую среду истощающим штрихом и инкубиро-
вали при температуре 15, 20 и 30 C в течение 14 сут. 
Признаком хитинолитической активности счита-
ли появление явной зоны гидролиза хитина вокруг 
колонии или штриха.

Выделение ДНК из природных образцов, нако-
пительных и чистых культур проводили с помощью 
DNA Soil Kit (“Qiagen”). Для определения видового 
состава природных образцов и накопительных куль-
тур проводили NGS профилирование общей бак-
териальной ДНК по V4 региону 16S рРНК, секве-
нирование на базе платформы Illumina (Институт 
микробиологии им. С. Н. Виноградского). Из нако-
пительных культур клетки микроорганизмов пред-
варительно осаждали центрифугированием (цен-
трифуга 5810 R, “Eppendorf”, Германия) при 7000 g 
при 4 C в течение 20 мин. Тотальную ДНК из при-
родных образцов и накопительных культур выделя-
ли с помощью набора FastDNA™ Spin Kit for Soil 
(“MP Biomedicals”, США) в соответствии с инструк-
циями производителя. Концентрацию выделенной 
ДНК измеряли с помощью набора QuDye dsDNA 
HS Assay Kit (“Lumiprobe”, Россия) и флуориметра 
Qubit 2.0 (“Thermo Fisher Scientific”, США). Пре-
параты ДНК хранили при — 20 C. Приготовление 
библиотек для секвенирования гипервариабельно-
го участка V4 гена 16S рРНК на платформе Illumina 
проводили так же, как это описано у Vortsepneva et 
al. (2021). Высокопроизводительное секвенирование 
проводили на секвенаторе MiSeq (“Illumina”, США) 
в  соответствии с  инструкциями производителя. 
ДНК из чистых культур выделяли с помощью набо-
ра GeneJET Genomic DNA Purification Kit (“Thermo 
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Fisher Scientific”, США). Для амплификации по-
следовательности гена 16S рРНК использовали 
праймеры 8F (5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG) 
и 1100R (5'-GGGTTGCGCTCGTTG). ПЦР-ампли-
фикацию проводили по следующей схеме: первона-
чальная денатурация при 95 C в течение 5 мин, за-
тем 30 циклов (95 C в течение 30 с, 60 C в течение 1 
мин, и 72 C в течение 1 мин) и финальная элонга-
ция при 72 C в течение 20 мин. Очистку ПЦР-про-
дуктов проводили с помощью набора GeneJET Gel 
Extraction and DNA Cleanup Micro Kit (“Thermo 
Fisher Scientific”, США). Определение последова-
тельности гена 16S рРНК проводили с помощью 
секвенирования по Сэнгеру на секвенаторе ABI 
3730XL DNA Analyzer (“Applied Biosystems”, США).

Обработка последовательностей и анализ данных. 
Прочтения V4 региона гена 16S рРНК, полученные 
в двух повторностях для каждого образца, подго-
тавливали для дальнейшего анализа также, как это 
описано в работе Gavrilov et al. (2019). Полученные 
данные анализировали с использованием сервиса 
SILVAngs с  параметрами по умолчанию (https://
ngs.arb-silva.de/silvangs/) и базы данных SILVA138.1 
SSU. При необходимости, для более точного опре-
деления таксономии полученных последовательно-
стей проводили поиск ближайших родственников 
в базах данных NCBI с помощью BLASTn (https://
blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Статистический 
анализ проводили с помощью ПО QIIME2 (https://
qiime2.org) (Bolyen et al., 2019). Анализ разнообра-
зия между исследуемыми образцами (β-разнооб-
разия) проводили с использованием матрицы рас-
хождения Брея-Кертиса (Sorensen, 1948) и метода 
ординации PCoA (Principle Coordinates Analysis).

Полученные в ходе секвенирования по Сэнге-
ру последовательности обрабатывали и собирали 
с помощью ПО BioEdit. Для определения таксоно-
мического положения использовали NCBI BLASTn 
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

Характеристика полученных штаммов хитиноли-
тиков. Способность штаммов использовать иные, 
чем хитин, полимерные субстраты, проверяли на 
жидких средах, содержащих растворы полисахари-
дов (0.2% агар, 0.2% ϰ-каррагинан, 0.2% ι-карра-
гинан, 2% альгинат натрия; “Qingdao Bright Moon 
Seaweed Group Co.”, Китай, 2%). В качестве кон-
троля использовали ту же среду без полисахаридов. 
Культивирование проводили в  15 мл пробирках 
с 2 мл среды и неплотно закрытой крышкой при 
температуре 25 и 30 C. Перед проведением тестов 
культуры хитинолитических бактерий выращивали 
на среде следующего состава: морская вода (до 1 л), 
глюкоза —  10 г/л, пептон —  5 г/л, дрожжевой экс-
тракт —  1 г/л, 1.8% агара, в течение 4 сут. О росте 
бактерий на хитине судили по помутнению среды 
по сравнению с контрольной средой, лишенной 
хитина.

Поиск генов хитиназ в геномах представителей 
родов, доминирующих в накопительных культурах. 
Для осуществления поиска генов хитиназ были вы-
браны геномы всех описанных видов внутри родов 
Cobetia и Endozoicomonas, которые доступны в базе 
данных NCBI GenBank. Поиск ферментов, гидро-
лизующих полисахариды, в in silico транслирован-
ных геномах проводился с помощью dbcan 3.0.6 
(Zhang et al., 2023) с выбором метода hmmer, после 
чего были проанализированы белки из семейств, 
в которых присутствуют хитиназы и хитин-окси-
геназы, согласно базе данных CAZy (http://www.
cazy.org; Drula et al., 2022). Кроме того, в список 
целевых белков также входили ферменты, актив-
ные по отношению к пептидогликану (лизоцимы 
и им подобные), поскольку для них была обнару-
жена хитинолитическая активность (Masselin et al., 
2021). Оценка корректности предсказания целевых 
активностей для найденных белков был проведе-
на с помощью поиска BLAST против базы данных 
SwissProt для определения ближайших охарактери-
зованных гомологов.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Получение накопительных культур хитинолити-
ческих бактерий. Образцы беспозвоночных живот-
ных, водорослей и морской воды, отобранные на 
территории Беломорской биологической станции 
(ББС) МГУ в августе 2021 года (табл. 1), высевали 
на агаризованную среду с хитином и инкубировали 
при 15, 20 и 30 C.

После 10 сут инкубации на ряде засеянных ча-
шек Петри появлялись колонии. О гидролизе хи-
тина говорили прозрачные ореолы, окружающие 
колонии, в  то время как основная масса среды 
оставалась мутной. В  накопительных культурах 
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Рис. 1. Состав микробного сообщества, ассоциирован-
ного с Copepoda sp. CN (а) и полученной из него нако-
пительной культуры CE, использующей хитин как един-
ственный источник углерода и энергии (б).
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присутствовали бактерии разнообразной морфо-
логии — кокки, палочки и вибрионы. Нами были 
получены три накопительные культуры (культура 
CE из образца Copepoda, культура TE из образца 
Terrebelides и культура ME, полученная из образ-
ца морской воды), которые оказались способны 
к аэробному разложению хитина. Также были по-
лучены еще 9 накопительных культур из различных 
источников, которые росли на чашках Петри с той 
же средой, однако способности к гидролизу хитина 
не демонстрировали. Все накопительные культуры 
росли при 20 и 30 C в течение 7 сут. Дальнейшая 
работа с получением чистых культур проводилась 
при 30 C в связи с тем, что при этой температуре 
наблюдалась самая высокая скорость роста.

Анализ микробных сообществ природных образцов 
и полученных из них накопительных культур, расту-
щих на хитине. Микробные сообщества, ассоции-
рованные с природными образцами, и полученные 
из них накопительные культуры, использующие 
хитин, были исследованы с помощью NGS секве-
нирования ампликонов V4 вариабельных фрагмен-
тов генов 16S рРНК.

В  природном образце CN представляющем 
собой гомогенат особи Copepoda sp. (рис.  1а) 

доминировали бактерии рода Terasakiella (24%), 
Motilimonas (21%) и  Oceanospirillum (17%). Также 
в сообществе присутствовали бактерии родов Vibrio 
(12%) и Oceanobacter (8%).

Накопительная культура CE, которую получили 
из этого образца путем культивирования на среде 
с  использованием хитина в  качестве единствен-
ного источника углерода и  энергии, существен-
но отличалась от исходного образца по составу, 
так как 92% в ней составлял род Alivibrio, а 5% —  
Photobacterium. Представители рода Vibrio, доста-
точно многочисленные в образце, в накопитель-
ной культуре присутствовали лишь как минорный 
компонент (рис. 1б).

В природном образце TN, представляющем со-
бой особь кольчатого червя Terebillides sp., было 
обнаружено широкое разнообразие родов различ-
ных микроорганизмов (рис. 2а). Больше всего было 
выявлено представителей рода Pediococcus (11%), 
Pseudoxanthomonas (6%), Desulfovibrio (6%). По 5% 
составляли бактерии, родственные некультиви-
руемому представителю Bacillota BRH-c20a, а так-
же бактерии родов Tyzzerella и  Robinsomiella. Од-
нако основная масса (54%) родов присутствовала 

Таблица 1. Природные образцы, использованные для исследования присутствия и разнообразия хитинолитиков

Образец Место 
сбора

Способ  
отбора

Используемые 
среды

Накопитель-
ная культура

Чистая 
культура

Анализ генов 16S 
рРНК

Кольчатый червь Scoloplos sp. Литораль Вручную Т*, Ж** + ‒ Природный образец

Веслоногий рачок Copepoda sp. Литораль Вручную Т, Ж + +
Природный образец, 
накопительная  
и чистая культуры

Панцирь ракообразного 
Pandalidae sp. Литораль Вручную Т, Ж + ‒ ‒

Таллом водоросли  
Laminaria sp. Литораль Вручную Т, Ж + ‒ Природный образец

Кольчатый червь  
Phyllodoce maculata Дно моря Черпак Т + + Чистая культура

Кольчатый червь Polynidae sp. Дно моря Черпак Т + ‒ ‒

Кольчатый червь  
Terebelides sp. Дно моря Черпак Т + ‒

Природный образ-
цец и накопительная 
культура

Брюхоногий моллюск 
Bucinidae sp. Дно моря Черпак Т + ‒ Природный образец

Arthropoda sp. Дно моря Черпак Т + ‒ ‒

Наилок (270 м) Море Мульти- 
корер Ж + ‒ ‒

Вода над наилком (270 м) Море Мульти- 
корер Ж + ‒ ‒

Прибрежная морская вода Море Стеклянная 
посуда Т + + Накопительная  

и чистая культуры

Примечание. *Т —  агаризованная среда; **Ж —  жидкая среда.
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в относительно небольшом количестве, не превы-
шающем 5%.

В  накопительной культуре TE, полученной 
из образца Terebelides и  использующей хитин 
(рис.  2а), 31% составляли представители рода 
Endozoicomonas (Pike, 2013). Также в значительном 
количестве (11%) присутствовали представители 
рода Thioalkalispira. По 7% от общего количества 
прокариот составляли бактерии родов Klebsiella 
и  Aeromonas, 5%  — представители рода Serratia 
и 4% — Shewanella.

Накопительная культура ME, разлагающая 
хитин, была получена из морской воды (рис. 3). 
В ней доминировал род Pseudoalteromonas (63%); 
в  значительном количестве были представлены 
бактерии рода Cobetia (18%). В  меньших долях 
присутствовали бактерии родов Marinomonas (5%) 
и Halomonas (3%).

Выделение и характеристика чистых культур хи-
тинолитических бактерий. Из полученных и охарак-
теризованных накопительных культур, разлагаю-
щих хитин, были получены три изолята, растущие 
аэробно на среде с хитином.

Клетки штамма M1, выделенные из накопи-
тельной культуры ME (инокулят — вода Канда-
лакшского залива), и P1, выделенный из накопи-
тельной культуры PE (инокулят — гомогенат червя 
Phyllodoce maculate), представляли собой палочки. 
Путем секвенирования и анализа генов 16S рРНК 
изоляты M1 и  P1 были идентифицированы как 
штаммы Pseudoalteromonas undina с уровнем сход-
ства с типовым штаммом 96.52 и 94.46% соответ-
ственно. При росте на твердой среде с  хитином 
вокруг зоны роста образовывались свободные от 
хитина ореолы (рис. 4а). Штамм P1 был проверен 
на способность к росту на других полисахаридах 

и оказался способным расти за счет разложения ι- 
и ϰ-каррагинанов. Штамм P1 может являться но-
вым видом рода Pseudoalteromonas.

Штамм C1 был получен из накопительной куль-
туры CE. Его клетки представляли собой подвиж-
ные вибрионы. Анализ гена 16S рРНК показал, 
что изолят C1 является штаммом Vibrio alginolyticus 
с  98.15% уровнем сходства с  типовым штаммом 
этого вида. О способности к разложению хитина 
свидетельствовало появление зоны гидролиза во-
круг колонии на агаризованной среде с хитином 
(рис. 4б). Также штамм C1 демонстрировал актив-
ный рост на всех исследованных полисахаридах 
(0.2% агар, 0.2% ϰ-каррагинан, 0.2% ι-каррагинан, 
2% альгинат натрия).

Анализ опубликованных геномов обнаруженных 
морских организмов на присутствие хитиназ. Данные 
секвенирования трех полученных накопительных 
культур показали доминирование представителей ро-
дов Vibrio, Aliivibrio, Pseudoalteromonas, Endozoicomonas 
и Cobetia. Среди них для первых трех известны пред-
ставители, способные к разложению хитина (Huq, 
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Рис. 2. Состав микробного сообщества, ассоциирован-
ного с Terebillides sp. TN (а), и полученной из него нако-
пительной культуры TE, использующей хитин как един-
ственный источник углерода и энергии (б).

Рис. 4. Зоны гидролиза хитина на чашках Петри с чи-
стыми культурами Pseudoalteromonas undina P1 (а) и Vibrio 
alginolyticus C1 (б).

Рис. 3. Состав микробного сообщества накопительной 
культуры ME, полученной из образца воды Кандалакш-
ского залива и использующей хитин как единственный 
источник углерода и энергии.
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1984; Paulsen et al., 2016; Skåne et al., 2021; Wang, 2021), 
тогда как для двух последних такие данные отсутство-
вали. Анализ 18 геномов представителей этих родов 
(6 штаммов Cobetia и 12 штаммов Endozoicomonas), до-
ступных в NCBI GenBank, показал наличие в каждом 
из них лизоцимов и/или хитиназ (рис. 5).

Гены, кодирующие ферменты семейств GH23 
(в основном в него входят лизоцимы), GH73 (пеп-
тидогликан-гидролазы) и GH103 (пептидогликан-
трансгликозилазы), были обнаружены почти во 
всех исследуемых геномах. В то же время фермен-
ты из семейства GH104 (пептидогликан-гидрола-
зы) были закодированы только в геномах предста-
вителей рода Cobetia, за исключением C. amphilecti 
B2M13. С другой стороны, гены белков семейств 
GH18 и GH19 (большинство охарактеризованных 
ферментов являются хитиназами), а также GH24, 
GH102 и GH108, были найдены только в геномах 
Endozoicomonas. Наборы данных генов различались 
как между разными видами, так и между разными 
штаммами одного вида. В  геноме E. arenosclerae 
также был закодирован предполагаемый лизоцим 
из семейства GH25. Дополнительный поиск гомо-
логов в SwissProt показал (см. Приложение), что 
для 16 отобранных генов ближайшим охарактери-
зованным гомологом являются хитиназы (у 12 ге-
нов семейства GH18) и хитодекстриназы (у 4 генов 
семейства GH18). Все эти гены были обнаруже-
ны в геномах представителей рода Endozoicomonas. 
Идентичность обнаруженных генов с их ближай-
шими охарактеризованными гомологами во всех 
случаях не превышала значения около 50%.

Таким образом, все проанализированные ге-
номы содержали предположительные гены фер-
ментов, активных по отношению к пептидоглика-
ну (лизоцимы и др.), а предположительные гены 

хитиназ были выявлены исключительно в геномах 
представителей рода Endozoicomonas. Для 12 пред-
полагаемых хитиназ, каждая из которых относится 
к семейству GH18, ближайшими охарактеризован-
ными гомологами оказались ферменты с хитино-
литической активностью. Учитывая, что лизоци-
мы вполне могут содержаться у многих бактерий, 
и их наличие не свидетельствует о специализации 
к использованию хитина, можно предполагать, что 
среди представителей рода Endozoicomonas имеют-
ся использующие хитин представители, тогда как 
среди представителей рода Cobetia нахождение та-
ковых менее вероятно.

ОБСУЖДЕНИЕ

Данные о микроорганизмах, ассоциированных 
с  беспозвоночными животными, обитающими 
в Белом море, пока отсутствуют в открытой печати. 
Из исследованных беспозвоночных животных вес-
лоногий рачок Copepoda sp. обитает в толще воды, 
в то время как кольчатый червь Terebelides sp. ведет 
донный образ жизни. Соответственно, ассоцииро-
ванные с этими животными сообщества очень раз-
личались, в первую очередь разнообразием таксо-
номических групп бактерий.

Микроорганизмы, доминирующие в микробном 
сообществе, ассоциированном с Copepoda sp., явля-
ются типичными органотрофными морскими бакте-
риями, использующими различные субстраты. Так, 
бактерии рода Terasakiella обладают ферментами, 
деградирующими различные липиды и агар (Azizi et 
al., 2018). Единственный описанный представитель 
рода Oceanobacter —  Oceanobacter kriegii способен 
к разложению н-алканов (Teramoto et al., 2009). Од-
нако об их способности к разложению хитина не из-
вестно, так же как и для присутствовавших в сооб-
ществе бактерий родов Motilimonas и Oceanospirillum 
(Mouchka et al., 2010; Kelbrick, 2019). Единствен-
ным обнаруженным нами в сообществе Copepoda 
родом, для которого известна хитинолитическая 
активность, является род Vibrio (Huq, 1984). Пред-
ставители рода Vibrio — грамотрицательные бакте-
рии, повсеместно встречающиеся в морской воде, 
как свободно плавающие в толще воды, так и свя-
занные с различными субстратами. Колонизация 
вибрионами различных представителей подкласса 
Copepoda хорошо документирована во всем мире 
и представляет собой неотъемлемую часть водного 
образа жизни этих бактерий (Barbieri, 1999).

В накопительной культуре CE, инокулирован-
ной гомогенатом Copepoda sp., преобладали роды 
Aliivibrio и Photobacterium, для многих представите-
лей которых известна способность к деградации 
хитина (Wang et al., 2019; Skåne et al., 2021). Можно 
предположить, что представители этих родов при-
сутствовали в природном сообществе в качестве 
минорных компонентов, однако в  присутствии 
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Рис. 5. Наборы предполагаемых хитиназ и пептидогли-
кан-гидролизующих ферментов, закодированных в ге-
номах представителей Cobetia и Endozoicomonas.
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хитина, обладая более высокой скоростью роста 
на этом субстрате, вытеснили исходно более мно-
гочисленных хитинолитиков рода Vibrio.

В образце, ассоциированном с кольчатым чер-
вем Terebillides sp., присутствовали микроорганиз-
мы, способные к анаэробному росту: представите-
ли родов Pediococcus (осуществляют гомофермен-
тативное молочнокислое брожение; Ringø et al., 
2018), Pseudoxanthomonas (денитрификация; Han et 
al., 2020), Tyzzerella (пропионовокислое брожение; 
Isipato et al., 2020), Desulfovibrio (сульфатредукция; 
Lobo et al., 2012). Эти микроорганизмы могли быть 
симбионтами Terebillides sp. или попасть в его ки-
шечник с частицами органического детрита, падаю-
щего из верхних слоев водной толщи, которыми эти 
кольчатые черви питаются (Nygren et al., 2018). Ми-
кроорганизмов, для которых известна способность 
к деградации хитина, среди компонентов микробио-
ма Terebillides sp. не было выявлено.

В накопительной культуре TE, инокулирован-
ной гомогенатом Terebillides sp., доминировали 
хемоорганотрофы рода Endozoicomonas, являю-
щиеся типичными симбионтами беспозвоночных 
животных (Neave et al., 2016), и  сероокисляю-
щие хемолитотрофы рода Thioalkalispira (Sorokin 
et al., 2005). Оригинальные описания бактерий 
рода Endozoicomonas не содержат хитин в списке 
используемых субстратов, однако упоминается, 
например, что типовые штаммы всех пяти видов 
этого рода были способны использовать мономер 
хитина, N-ацетилглюкозамин (Pike et al., 2013). 
Анализ баз данных показал, что в геномах 5 видов 
Endozoicomonas содержатся хитиназы (табл. 2), что 
объясняет доминирующее положение этого орга-
низма в нашей накопительной культуре, разлагаю-
щей хитин. Также хитинолитическая активность 
известна у нескольких видов рода Shewanella (Zou 
et al., 2020) и рода Serratia (Zheng et al., 2021), кото-
рые присутствовали в накопительной культуре, но, 
по-видимому, не смогли составить конкуренцию 
Endozoicomonas.

Удивляет присутствие литоавтотрофных бакте-
рий рода Thioalkalispira в органотрофном микроб-
ном сообществе, однако, учитывая присутствие 
в исходном образце сульфатредуцирующих бакте-
рий рода Desulfovibrio, можно предположить, что 
в аэробной накопительной культуре шло окисле-
ние присутствовавшего в инокуляте сульфида.

Проведенный ранее анализ микробных сооб-
ществ воды Кандалакшского залива Белого моря 
показал, что в них доминируют представители ро-
дов Pseudomonas и Serratia, в меньшем количестве 
встречаются представители родов Acinetobacter, 
Arthrobacter, Bacillus, Enterobacter, Exiguobacterium, 
Flavobacterium, Pantoea, Rhodococcus, Shewanella 
и др. (Pesciaroli et al., 2012). Все эти организмы яв-
ляются аэробными органотрофами, способными 

использовать широкий спектр субстратов, в том 
числе полимерных.

Состав накопительной культуры ME, получен-
ной из воды Кандалакшского залива и разлагаю-
щей хитин, существенно отличался от опублико-
ванного микробиома этой воды (Pesciaroli et al., 
2012), хотя, конечно, сравнивать их следует с боль-
шой осторожностью из-за большой временной раз-
ницы и, возможно, различных точек отбора проб. 
В накопительной культуре доминировали бактерии 
рода Pseudoalteromonas, многие представители ко-
торого способны к разложению хитина (Paulsen et 
al., 2016; Wang, 2021).

Представители второго по представленности 
рода Cobetia способны разлагать альгинат, однако 
не способны к деградации хитина (Matsumoto et al., 
2022). Анализ доступных в базах данных геномов 
бактерий рода Cobetia не выявил у этих микроор-
ганизмов генов, кодирующих хитиназы. Известно, 
однако, что ряд видов рода Cobetia способен ис-
пользовать мономер хитина N-ацетилгюкозамин, 
что объясняет их присутствие в сообществе, где 
идет активное разложение хитина.

Стоит заметить, что большинство полученных 
накопительных культур были способны расти на 
агаризованной среде, помещенной в  чашки Пе-
три, однако не образовывали зон гидролиза хити-
на. Предположительно эти культуры обладали спо-
собностью к гидролизу агара, входящего в состав 
твердой среды. Из этих накопительных культур 
штамм P1 (инокулят — гомогенат червя Phyllodoce 
maculate) при пересеве показал способность к гид-
ролизу хитина и был определен как чистая культура 
Pseudoalteromonas undina.

Все три организма, выделенные в чистые куль-
туры в рамках этой работы, оказались принадлежа-
щими к видам, известным своей гидролитической 
активностью, — Pseudoalteromonas undina и Vibrio 
alginolyticus. Эти организмы способны расти с хи-
тином как единственным источником углерода 
и энергии, вызывая его быстрый лизис.

Способность использования в качестве источни-
ка углерода и энергии двух и трех структурных по-
лисахаридов одним и тем же штаммом встречается 
довольно редко (32.9 и 9.4% проанализированных 
штаммов, разлагающих полисахариды, соответ-
ственно) (Berlemont, Martiny, 2015). Однако сре-
ди хитинолитических бактерий такая способность 
встречается довольно часто — 74.8% из них способ-
но разлагать растительные полисахариды (Berlemont, 
Martiny, 2015). У выделенных нами штаммов также 
была выявлена способность к разложению ряда по-
лисахаридов, в том числе альгината и агара, что по-
казывает их важную роль в деструкции биополиме-
ров в воде и осадках Белого моря.

Таким образом, в результате проделанной рабо-
ты удалось определить прокариотический состав 
природных сообществ акватории Кандалакшского 
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залива Белого моря, оценить родовой состав нако-
пительных культур и сделать вывод об их хитино-
литической активности, а также выделить чистые 
культуры активных хитинолитиков.
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Abstract—Chitin is among the most widespread biopolymers on Earth and occurs in high quantities 
in the exoskeletons of marine invertebrates. Chitinolytic bacteria are therefore typical components 
of marine ecosystems and play an important part in chitin biodegradation. The Kandalaksha Gulf 
area near the White Sea Biological Station, Moscow State University, which is inhabited by numerous 
invertebrates, is a promising site for the isolation of such bacteria. The composition of environmental 
prokaryotic communities and of enrichment cultures grown on chitin was determined, and pure cultures 
of active chitinolytics were isolated and identified as Pseudoalteromonas undina and Vibrio alginolyticus. 
The chitinolytic potential of the genera predominant in enrichment cultures was assessed; these may 
include previously unknown chitinolytic microorganisms.
Keywords: chitinolytic bacteria, hydrolytic bacteria, chitin, White Sea, microbial communities
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