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До середины ХХ века Аральское море являлось 
крупнейшим (четвертым по площади) озером мира, 
располагаясь на границе современных Казахстана 
и Узбекистана. Площадь Аральского моря в сере-
дине ХХ века составляла 66 тыс. км2, объем воды 
равнялся 1070 км3, а минерализация воды состав-
ляла лишь 9.9‰. Однако развитие сельского хозяй-
ства в 1960-е годы в Узбекистане и соответствую-
щие ирригационные мероприятия, забирающие 
воду из рек, впадающих в Аральское море — Аму-
дарьи и  Сырдарьи, привели к  тому, что приток 

воды в Аральское море сократился на 90%, пло-
щадь Аральского моря стала стремительно умень-
шаться, а минерализация — возрастать. В настоя-
щее время основная часть площади южной части 
Аральского моря, так называемого Большого Ара-
ла, представляет собой пустынный ландшафт (пу-
стыня Аралкум); собственно море сократилось до 
узкого гиперсоленого водоема в юго-западной ча-
сти (Западное Аральское море, рис. S1), минерали-
зация в 2022 году выросла до 22%. Таким образом, 
современное Аральское море представляет собой 

DOI: 10.31857/S0026365624010035

C начала 60-х годов ХХ века в результате развития сельского хозяйства на орошаемых территориях 
Узбекистана площадь Аральского моря уменьшилась на 90%, а соленость воды выросла с 1 до 20%. 
Целью нашей работы было исследование разнообразия микробных сообществ воды и осадков Запад-
ного Аральского моря, а также прилегающих почв и водоемов с помощью высокопроизводительного 
секвенирования вариабельного участка гена 16S рРНК. Было установлено, что в воде Аральского моря 
с минерализацией 22% доминируют галофильные некультивируемые археи семейства Haloferacaceae 
(22‒43%), а также бактерии родов Spiribacter и Psychroflexus. В осадках Аральского моря доля архей 
была значительно ниже (2‒17%), и среди них преобладали некультивируемые Woesearchaeales. Среди 
бактерий в осадках доминировали сульфатредукторы филума “Desulfobacterota”, а также представители 
родов Fusibacter, Halanaerobium, Guyparkeria, Marinobacter, Idiomarina, Thiomicrospira. В образцах почвы 
бывшего дна Аральского моря с минерализацией 8.2% присутствовали разнообразные археи филума 
Halobacterota, а также некультивируемые бактерии семейства Nitrosococcaceae. Однако в ризосфере 
растущего там же растения терескена Эверсманна (Krascheninnikovia ewresmаnniana) археи составляли 
всего 4% и, в основном, представляли семейство Nitrososphearaceae. 33% от всех прокариот в микро-
биоме ризосферы приходилось на некультивируемые представители филума Actinomycetota. Микроб-
ное сообщество ризосферы терескена оказалось сходным с микробными сообществами почвы плато 
Устюрт, расположенного в 3 км от берега Аральского моря. Протекающая по бывшему дну Араль-
ского моря вода, изливающаяся из искусственно пробуренной скважины, также вызывает глубокие 
изменения в микробном сообществе: на фоне возрастания минерализации (0.5‒2%) по руслу ручья 
развиваются цианобактериальные маты и сопутствующие им органотрофные бактерии. Наконец, наи-
большее разнообразие прокариот было обнаружено в микробном сообществе осадка озера Судочье 
с минерализацией 1%, вероятно, являющимся современным аналогом микробиома Аральского моря 
до его обмеления.

Ключевые слова: Аральское море, секвенирование генов 16S рРНК, микробные сообщества, галофиль-
ные микроорганизмы
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экстремальную экосистему. Однако, несмотря на 
ее уникальность и важнейшее значение для регио-
на, сведения о микробных сообществах Аральско-
го моря и окружающих его местообитаний очень 
ограничены. Имеется лишь одно сообщение об ис-
следовании этих биотопов методами высокопроиз-
водительного секвенирования, в котором основное 
внимание уделено микробиомам засоленной поч-
вы (Jiang et al., 2021). Микроорганизмы воды За-
падного Арала изучались путем создания библио-
тек клонов генов 16S рРНК архей и бактерий, од-
нако небольшой размер выборки и использование 
различных систем праймеров для архей и бактерий 
не позволили дать полноценную количественную 
характеристику сообществ (Shurygin et al., 2019). 
Анализ метагенома воды был проведен для Север-
ного (Малого) Арала (Alexyuk et al., 2021), с мине-
рализацией 0.8%, однако эти данные неприменимы 
к сегодняшнему Западному Аралу, где минерализа-
ция гораздо выше. Микробные сообщества почвы, 
бывшей ранее дном Аральского моря, в том чис-
ле ассоциированные с растущими там растениями, 
исследовались лишь с помощью стандартных куль-
туральных методов, позволивших идентифициро-
вать представителей родов Pseudomonas и Bacillus 

(Aripov et al., 2016; Stulina et  al., 2019). Наконец, 
данные о разнообразии микроорганизмов в осад-
ках современного Аральского моря и близлежаще-
го озера Судочье отсутствуют.

Целью настоящей работы было исследование 
с  помощью высокопроизводительного секвени-
рования вариабельных участков генов 16S рРНК 
микробных сообществ воды и осадков Западного 
Аральского моря и близлежащего грунта, ранее яв-
ляющегося дном Аральского моря, а также ассо-
циированных местообитаний: ризосферы произ-
растающего на бывшем дне Аральского моря ра-
стения и осадков ручья, образовавшегося на месте 
бывшего дна Аральского моря в результате изли-
ва воды из искусственно пробуренной скважины 
и  контрольных точек, не испытывающих влия-
ния вод Аральского моря, а именно плато Устюрт 
и озеро Судочье.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Отбор образцов для исследования. Образцы воды, 
осадков и  грунта были отобраны осенью 2022 г. 

Рис. 1. Карта Аральского моря и места отбора образцов.
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из Западного Арала, пустыни Аралкум, с  плато 
Устюрт и из озера Судочье (рис. 1, таблица).

Параллельно отбирались образцы для иссле-
дования физико-химических характеристик и для 
выделения ДНК с целью последующего профили-
рования микробных сообществ по гену 16S рРНК. 
Образцы воды Аральского моря, обозначенные ин-
дексом AW (Aral Water), отбирались в 5 л бутыли на 
расстоянии 100 м от берега на глубине 1 м. В тече-
ние 4‒6 ч после отбора эти образцы были отфиль-
трованы через поликарбонатный фильтр с диаме-
тром пор 0.22 мкм (“Трековая мембрана”, Дубна, 
Россия) для сбора микробной биомассы. Образцы 
осадков Аральского моря (AD, Aral Deposits) были 
отобраны в приливно-отливной зоне и в 10 м от бе-
рега; в последнем случае был отобран керн осадков 
с глубины около 1 м от поверхности воды. Глубина 
керна составила 40 см, и он был разделен на верх-
нюю (0‒20 см) и нижнюю (20‒40 см) части. Обра-
зец осадков озера Судочье (SD, Sudoch’e Deposit) 
был отобран с помощью металлического пробоот-
борника с 15 см глубины осадков.

В непосредственной близости от современного 
берега Аральского моря (50 м) был отобран обра-
зец грунта, ранее являвшегося дном Аральского 
моря и представляющего собой влажный песок (AS, 
Aral Soil), и аналогичный образец из ризосферы ра-
стения терескена Эверсманна — Krascheninnikovia 
еwresmanniana (RS, Rhizosphere Soil). В  качестве 
контрольной группы были отобраны образцы поч-
вы плато Устюрт (US, Ustyurt Soil). Все образцы 
грунта и почвы отбирались с глубины от 2 до 20 см 
(таблица).

Еще одним объектом исследования стали ми-
кробные сообщества, развивающиеся на изливе 
воды одной из скважин, пробуренных на глуби-
ну от 560 до 630 м в осушенном дне Арала. Образ-
цы собственно воды из скважин (WW, Well Water) 
были отобраны в стерильные пятилитровые буты-
ли. В течение 4‒6 ч после отбора эти образцы были 
отфильтрованы через поликарбонатный фильтр 
с диаметром пор 0.22 мкм (“Трековая мембрана”, 
Дубна, Россия). Также были отобраны образцы 
цианобактериального мата (WM, Well Mat), раз-
вивающегося на изливе воды из скважины WW1 
и осадков (WD, Well Deposits) ручья, образованного 
изливом воды из этой же скважины. Образцы мата 
и осадков отбирались стерильным шпателем.

Все образцы переносились в стерильные пла-
стиковые пробирки типа Фалькон объемом 50 мл 
(“Wuxi NEST Biotechnology Co., Ltd.”, Китай), 
где были зафиксированы в 20% этаноле в буфере 
(0.10 М Трис, 0.15 М ЭДТА; рН 7.6) для последую-
щего выделения ДНК, и затем хранились при 4 .

Определение физико-химических характеристик 
образцов. рН воды и водной вытяжки определяли 
на откалиброванном рН метре Mettler Toledo Five 
easy F20 (Китай). Концентрацию ионов кальция 

и магния определяли методом комплексонометри-
ческого титрования водной вытяжки раствором 
0.05N Трилона Б с использованием хрома кислот-
ного темно-синего в качестве индикатора. Содер-
жание хлорид-иона в водной вытяжке определяли 
аргентометрически, с добавлением в испытуемый 
раствор для установления конечной точки титро-
вания хромата калия, который с избытком серебра 
образует осадок, вызывающий переход окраски 
раствора от желтой до красно-бурой. Определение 
сульфата-иона проводили гравиметрическим мето-
дом путем осаждения сульфатов раствором BaCl2 
с последующим взвешиванием прокаленного осад-
ка. Определение растворимых форм фтора прово-
дили потенциометрически с использованием фто-
ридных ионоселективных электродов.

Определение филогенетического состава иссле-
дуемых микробных сообществ. ДНК из отобранных 
образцов выделяли, используя коммерческий на-
бор реактивов FastDNA Spin Kit (“MP Biomedicals”, 
США), в соответствии с инструкцией производите-
ля. Библиотеки V4 гипервариабельного участка гена 
16S рРНК были приготовлены с помощью ПЦР по 
ранее описанной методике (Fadrosh et al., 2014). 
При этом использовалась следующая система прай-
меров 515F (5'-GTGBCAGCMGCCGCGGTAA‑3') 
(Hugerth  et  a l . ,  2014)  и   Pro-mod‑805R 
(5'-GACTACNVGGGTMTCTAATCC‑3') (Merkel 
et  al., 2019). Секвенирование производили на 
платформе MiSeq (“Illumina”, США), используя 
реагенты, позволяющие читать по 150 нуклеоти-
дов с каждого конца ампликона. Предполагая до-
статочно низкую микробную биомассу в исследо-
ванных образцах, для обработки последователь-
ностей микробиома был использован метод ASV 
(ASV — Amplicon Sequence Variant; Callahan et al., 
2017; Caruso et al., 2019). Методы, основанные на 
ASV, позволяют элиминировать из последующего 
анализа последовательности, содержащие ошибки 
ПЦР или секвенирования, и, тем самым, позво-
ляют достоверно отличать природные филотипы, 
различающиеся даже лишь одним нуклеотидом. 
Этот подход дает возможность более полно и де-
тально описать имеющееся в образце разнообразие 
филотипов в сравнении с ОТЕ-анализом (Callahan 
et al., 2017). ASV-таблица была создана с помощью 
ПО Dada2 (Callahan et al., 2016) и  базы данных 
SILVA 138 (Quast et al., 2013). Статистическая об-
работка данных, в том числе и подсчет индексов 
альфа-разнообразия, производили с помощью ПО 
Rhae (Lagkouvardos et al., 2017) по результатам ASV, 
что дает возможность учесть полное биологическое 
разнообразие анализируемых последовательностей. 
Последовательности фрагментов гена 16S рРНК 
были депонированы в  базе данных SRA (NCBI) 
под номером биопроекта PRJNA980688.
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РЕЗУЛЬТАТЫ

Характеристика исследованных местообитаний
Исследованные нами местообитания можно 

подразделить на три группы:
(1) естественные водоемы: Западное Аральское 

море (вода, AW и  осадки, AD) и  озеро Судочье 
(осадки, SD);

(2) почвы: грунт дна бывшего Аральского моря 
(AS), ризофера выросшего там же растения (RS) и взя-
тая в качестве контроля почва плато Устюрт (US);

(3) подземные воды и образуемые ими назем-
ные ручьи: вода из скважин, пробуренных на месте 
бывшего дна Аральского моря (WW); микробный 
мат (WM) и осадки ручья (WD).

Основные характеристики отобранных образ-
цов представлены в табл. 1.

Аральское море и озеро Судочье. Образцы воды 
Аральского моря (АW1 и AW2) отличаются высокой 
минерализацией, превышающей 200‰, одинако-
вой в обоих образцах, отобранных в 100 м от берега 
на расстоянии 100 м друг от друга. Вода Аральско-
го моря также отличается высокой концентрацией 
сульфат-иона, превышающей 10 г/л.

Осадки Аральского моря были отобраны в 3-х 
точках, две из которых располагались в приливной 
зоне (AD1 и AD2), а третья находилась в 10 м от бе-
рега с глубиной воды 1 м. Грунт в приливной зоне, 
откуда отбирались образцы, был покрыт коркой, 
под которой содержался черный ил. Осадки, на-
ходящиеся на глубине 1 м, также представляли со-
бой черный ил. Минерализацию осадков не опре-
деляли, однако по содержанию ионов Cl– видно, 
что она лишь незначительно ниже минерализации 
воды. При этом содержание сульфатов в поверх-
ностных пробах осадков было ниже, чем в воде, что 
говорит о том, что в них, вероятно, идут процессы 
трансформации соединений серы. Наиболее низ-
кая концентрация сульфатов была в нижнем слое 
керна, что указывает на возможность протекания 
там процесса микробной сульфатредукции.

В осадках оз. Судочье (образец SD) общая ми-
нерализация составляла лишь 10‰, что соответ-
ствует данным о значительном опреснении озера 
за счет притока воды из канала, соединяющего его 
с Амударьей. Низкой минерализации соответство-
вало значительно более низкое, чем в Аральском 
море, содержание хлорид- и сульфат-ионов.

Засоленные грунты и почвы. Два образца были 
отобраны на берегу Аральского моря и представля-
ли собой грунт, в прошлом являвшийся морским 

Actinomycelota –
Acidobacteriota –

Bacteroidota –
Chloroflexota –

Thermoproteota –
Cyanobacteria –
Deinococcota –

Thermodesulfobacteriota –
Bacillota –

Gemmatimonadota –
Halobacterota –

Myxococcota –
Nanoarchaeota –

Nanohaloarchaeota –
Nitrospirota –

Patestibacteria –
Planctomycetota –
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Thermoplasmatota –
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Рис. 2. Относительная представленность (%) филумов прокариот в исследованных образцах. Показаны только филумы 
с относительной представленностью >1%.
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Таблица 1. Характеристика образцов Западного Аральского моря и Южного Приаралья,  
использованных в работе

Обо-
значе-

ние
Координаты Описание образца Т, рН

Мине-
рали-
зация, 

‰

Содержание, мг/л

Cl– Ca+2 Mg+2 SO4
–2 F

Образцы воды и осадков Западного Аральского моря и озера Судочье

AW1 44°33′ 28″ N
58°15′ 40″ E

Вода Аральского моря,  
10 м от берега 23 8.3 220.0 117764.1 ‒* ‒ 10266.8 ‒

AW2 44°33′ 32″ N
58°15′ 45″ E

Вода Аральского моря,  
100 м от берега 23 8.3 220.0 117764.1 ‒ ‒ 10266.8 ‒

AD1 44°33′ 40″ N
58°15′ 43″ E

Осадок Аральского моря, 
приливная зона 16 ‒ ‒ 87673.1 ‒ ‒ 16036.4 ‒

AD2 44°33′ 38″ N
58°15′ 40″ E

Осадок Аральского моря, 
приливная зона, черный ил ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒

AD3 44°33′ 36″ N
58°15′ 39″ E

Осадок Аральского моря, 
верхняя часть керна 15 ‒ ‒ 101293.4 ‒ ‒ 29177.9 ‒

AD4 44°33′ 32″ N
58°15′ 45″ E

Осадок Аральского моря, 
нижняя часть керна 15 ‒ ‒ 109487.3 ‒ ‒ 8431.3 ‒

SD 43°36′ 20″ N
58°30′ 24″ E Осадок озера Судочье 19 8.1 10.0 3652.0 0.0 0.0 4451.0 0.8

Образцы грунта и почвы у берега Западного Аральского моря и с плато Устюрт

AS 44°33′ 38″ N
58°15′ 35″ E

Грунт бывшего дна Араль-
ского моря, 50 м от кромки 

воды
‒ 8.8 82.0 3640.0 656.0 96.0 4608.0 ‒

RS 44°36′ 08.73″ N
58°16′ 57.48″ E

Почва ризофе-
ры Krascheninnikovia 

еwersmanniana, выросшего  
на месте бывшего дна 

Аральского моря

‒ 8.4 6.3 105.0 ‒ ‒ 398.0 ‒

US1 44°09′ 29.57″ N
58°22′ 31.31″ E

Почва со дна высохшей  
протоки, плато Устюрт ‒ 8.4 4.0 25.0 140.0 12.0 424.0 ‒

US2 44°09′ 28.83″ N
58°22′ 31.83″ E

Почва со склона, плато 
Устюрт N44°33'28'' ‒ 7.9 13.0 788.0 202.0 52.0 650.0 ‒

US3 44°14′ 55.32″ N
58°12′ 01.83″ E

Почва с плато Южный 
Устюрт ‒ 8.8 ‒ ‒ ‒ ‒ 398.0 ‒

Образцы воды из скважин и осадков по изливу ручья, вытекающего из скважины № 1

WW1 43°40′ 52.8″ N
60°02′ 55.1″ E

Вода из скважины № 1,  
глубина 580 м
Немецкий дом

41 7.0 2.1 ‒ 1.2 0.0 ‒ ‒

WW2 43°36′ 33.5″ N
60°01′ 46.4″ E

Вода из скважины № 2,  
глубина 560 м
Кувват кран

55 7.6 2.2 ‒ 2.2 ‒ ‒ ‒

WW3 43°21′ 59.2″ N
59°39′ 57.4″ E

Вода из скважины скважина 
горячей воды № 3,  

глубина 0 м
47 8.3 2.5 734.0 3.7 ‒ 744.0 ‒

WM 43°40′ 52.8″ N
60°02′ 55.1″ E

Образец мата, развивающе-
гося на изливе  
скважины № 1

21 8.0 5.0 598.1 ‒ 0.0 0 1.1

WD1 43°40′ 52.4″ N
60°02′ 55.1″ E

Осадок под матом 
на изливе скважины № 1, 

рыже-черный
19 8.8 6.0 610.0 ‒ 0.0 681.0 1.0

WD2 43°40′ 52.1″ N
60°02′ 55.1″ E

Черный осадок в 50 м ниже 
по течению ручья  
из скважины № 1

18 8.8 20.0 161.0 ‒ ‒ 1900.0 ‒

* Нет данных.
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дном. Образец AS, состоящий из влажного песка, 
был отобран в 50 м от современного уреза воды 
Аральского моря. Минерализация этого образ-
ца была значительно ниже по сравнению с водой 
Аральского моря, однако существенно выше, чем 
в осадках оз. Судочье, при одинаковом содержа-
нии хлорид- и  сульфат-ионов. В  отличие от оз. 
Судочье, в грунте бывшего дна Аральского моря 

было отмечено высокое содержание ионов каль-
ция и магния. Образец RS представлял собой поч-
ву из ризосферы растения терескена Эверсман-
на  — Krascheninnikovia еwresmanniana, растения, 
принадлежащего к  группе ксерогалофилов, из-
вестных своей устойчивостью к засухе и сульфат-
ному засолению. Из таблицы видно, что почва ри-
зосферы K. ewresmanniana при достаточно высоких 

402010
Номер образца
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Рис. 3. Тепловая карта, отражающая численность представителей некоторых родов, составляющих более 5% всего сооб-
щества (синий цвет). Коричневым цветом показаны те же представители в количестве менее 5%.
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значениях рН отличается от образца AS значитель-
но более низкой минерализацией и содержанием 
хлоридов и сульфатов.

Образцы почвы плато Устюрт (US1, US2, US3) 
были отобраны в качестве контроля. Они отлича-
лись высокими значениями рН; минерализация 
и содержание хлоридов и сульфатов примерно со-
ответствовали параметрам, наблюдавшимся в об-
разце ризосферы терескена (RS).

Подземные воды и ручей. Из трех скважин были 
отобраны образцы изливающейся воды — WW1, 
WW2 и WW3. Вода поступала с глубины от 560 до 
630 м, изливаясь в виде ручьев, протекающих по 
засоленной почве, аналогичной образцу AS. Были 
отобраны образцы осадков ручья, вытекающего из 
скважины WW1 (образцы WD1и WD2) и микробно-
го мата, развившегося по току этого ручья (образец 
WM). Исходно температура изливающейся воды 
достигала значений 41‒55 , причем она не корре-
лировала с глубиной скважин. Далее по току иссле-
дуемого ручья температура постепенно снижалась. 
Минерализация, наоборот, была минимальной на 
изливе воды (2.1‒2.5 г/л), но повышалась по току 
ручья, протекающего по засоленной почве, дости-
гая 20 г/л в образце WD2, отобранном в 50 м ниже 
излива.

Филогенетическое разнообразие микробных 
сообществ Западного Аральского моря  

и  Южного Приаралья
Общая характеристика. В  настоящей работе 

было проанализировано 18 образцов воды, осад-
ков и грунта из местообитаний, ассоциированных 
с Аральским морем: морской воды и осадков, осад-
ков обособившегося от Аральского моря оз. Судо-
чье, бывшего дна Аральского моря, пробуренных 
в нем скважин и вытекающего из одной из них ру-
чья, а также контрольные образцы почвы с плато 
Устюрт, не подвергавшиеся влиянию Аральского 
моря и процесса его обмеления.

Исследованные сообщества очень сильно раз-
личались между собой даже на уровне филумов 
(рис. 2).

Наименьшим разнообразием отличались сооб-
щества воды Аральского моря (AW1, AW2), при-
чем отличительной их чертой была значительная 
представленность галофильного архейного филума 
Halobacterota. В осадках Аральского моря (AD1–4) 
число присутствующих филумов значительно воз-
растало; наибольшим разнообразием отличались 
осадки оз. Судочье (SD).

Из исследованных сообществ почвы резко вы-
деляется сообщество грунта, ранее являвшего-
ся дном Аральского моря (AS). Как и в воде, там 
доминируют представители Halobacterota; общее 
разнообразие филумов незначительно превышает 
разнообразие в образцах воды. Остальные образцы 

почвы, включая ризосферу терескена, выросшего 
на бывшем дне Аральcкого моря, были близки ме-
жду собой и характеризовались важным признаком 
почвенных сообществ — присутствием значитель-
ного количества представителей Actinomycetota.

Исходно низкое разнообразие филумов в образ-
цах подземной воды (WW1–3) сменяется значи-
тельным их разнообразием в образцах мата и грун-
тов по течению ручья, вытекающего из скважины 
№ 1 (WW1), подложкой которому служит бывшее 
дно Аральского моря (WM, WD1 и  WD2). Сооб-
щества осадков по составу филумов не напоми-
нают ни воду скважин, ни грунт бывшего Араль-
ского моря, а  оказываются наиболее близкими 
осадкам оз. Судочье. Здесь хорошо представлены 
Cyanobacteriota (образцы MW и WD2); также осо-
бенностью сообществ ручья является присутствие 
значительного количества представителей филума 
Nitrospirota.

Во всех без исключения образцах доминиру-
ют представители филума Pseudomonadota, одна-
ко, учитывая высокое филогенетическое и  ме-
таболическое разнообразие внутри этого филу-
ма, его высокая представленность не поддается 
интерпретации.

Разнообразие и количественная характеристи-
ка исследованных микробных сообществ на уровне 
наиболее представленных родов иллюстрируется 
тепловой картой (рис. 3).

В  целом родовое разнообразие подтверждает 
выводы, сделанные на уровне филумов, однако 
дает более конкретную информацию о  присут-
ствующих в сообществе группах микроорганизмов.

Вода и осадки Аральского моря и оз. Судочье. 
Образцы воды Аральского моря (AW1 и AW2; рис. 3 
и рис. S2), оказались качественно схожими и раз-
личались лишь в относительных долях доминирую-
щих групп. Галобактерии оказались представлены 
членами семейства Haloferacaceae (24 и 43% соот-
ветственно), включающими три ASV филотипа, 
до сих пор не полученные в лабораторной культу-
ре. Среди бактерий доминировали бактерии рода 
Spiribacter (семейство Nitrosococcaceae) (43 и 36% от 
общего числа прокариот), представленные во всех 
образцах тремя ASV филотипами. Также в обоих 
образцах с долей 6 и 9% присутствовал один ASV 
филотип бактерии рода Psychroflexus (Bacteroidota, 
порядок Flavobacteriales). В небольших долях (3% 
и ниже) присутствовали и другие бактерии, пред-
ставляющие культивируемые и некультивируемые 
таксоны, в частности, семейств Rhodobacteraceae 
(9 ASV филотипов) и Balneolaceae (4 филотипа).

Образцы осадков более существенно различа-
лись по составу на родовом уровне (рис. 3 и рис. S2). 
В образце, отобранном в приливной зоне и покры-
том сверху минеральной коркой (AD1), домини-
ровали разнообразные бактерии (77% от общего 
числа прокариот), среди которых следует отметить 
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представителей рода Guyparkeria (8%, один ASV фи-
лотип) и сульфатредуцирующих бактерий филума 

“Desulfobacterota” (29%). Среди них наиболее мно-
гочисленными были некультивируемые группы — 
Desulfosarcinaceae (9%), состоящие из 17 филотипов, 
и  три филотипа группы SEEP-SR81 (6%). Архей 
было только 17%, и среди них преобладали некуль-
тивируемые Woesearchaeales — SCGC AAAВ11-D5, 
всего 33 ASV филотипа.

В другом образце осадков из приливной зоны 
(AD2), доминировали представители двух ASV фи-
лотипов рода Fusibacter (39%) и 12 ASV филотипов 
Halanaerobium (11%), а также девять ASV филоти-
пов “Candidatus Omnitrophus” (6%). Археи состав-
ляли только 2%, но были достаточно разнообраз-
ны и представлены 23 ASV филотипами; среди них 
можно отметить 12 ASV филотипов Halobacterales 
и  5 филотипов некультивируемых представи-
телей порядка Woesearchaeales — группа SCGC 
AAAВ11-D5.

В  образцах осадков, взятых в  10  м от берега, 
также доминировали бактерии: в  верхнем слое 
(AD3) присутствовали два ASV филотипа бак-
терий рода Guyparkeria (21%), пять филотипов 
Marinobacter (12%), три филотипа Idiomarina (9%), 
один филотип Thiomicrospira (5%) и два филотипа 
Fusibacter (7%), а также 17 филотипов “Candidatus 
Omnitrophus” (5%). В нижнем слое осадков (AD4) 
состав бактерий был примерно таким же, но зна-
чительно возрастали доли Guyparkeria (34%), пред-
ставленного одним филотипом, и  Thiomicrospira 
(28%, 1 филотип); доля рода Marinobacter (11%), 
состоящего из четырех филотипов, снижалась не-
значительно, Idiomarina (3 филотипа) и Fusibacter 
(2 филотипа) исчезли совсем, в то время как по-
явился новый член сообщества — Salinivibrio (7%, 
1 филотип).

Осадки оз. Судочье (SD) существенно отлича-
лись от осадков Аральского моря, в первую оче-
редь присутствием цианобактерий, причем помимо 
Synechococcus (1 филотип) и Cyanobium (4 филоти-
па), значительную часть всех Cyanobacteriota (23%) 
составляли семь разных видов (филотипов) хлоро-
пластов (рис. 3 и рис. S2). Класс Alphaproteobacteria 
(12% от всех прокариот, 36 филотипов) был 
представлен разнообразными родами, среди ко-
торых доминировали Tropicimonas (1 филотип), 
Rubribacterium (2 филотипа) и Porphirobacter (2 фи-
лотипа). Среди Gammaproteobacteria (33 фило-
типа) выделялись микроорганизмы цикла серы: 
Thiobacillus (1 филотип) и семейство Chromatiaceae 
(10 филотипов), в  том числе Thiocapsa (2 фило-
типа), Thiohalocapsa (1 филотип) и  некультиви-
руемые роды. Филум “Desulfobacterota”, включав-
ший 28 филотипов, в образце SD был представлен 
разнообразными сульфатредуцирующими бак-
териями: родом Desulfatiglans (7 филотипов) и се-
мейством Desulfosarcinaceae, в котором наиболее 

значительную долю (21%) занимала некультиви-
руемая группа SVA 0081 (2 филотипа). Также до-
статочно многочисленными были представите-
ли семейства Desulfocapsaceae (3% от всех прока-
риот, 6 филотипов). Интересно, что 12% от всех 

“Desulfobacterota” приходилось на бактерии incertae 
cedis — микроорганизмы неопределенного таксо- 
номического положения, по всей видимости, пред-
ставляющие глубокие филогенетические линии. 
Филум Planctomycetota включал 19 филотипов (4% 
от всех прокариот) и был в равной доле представ-
лен классами Planctomycetia (38%, 9 филотипов) 
и  Phycisphaerae (37%, 8 филотипов); оставшиеся 
25% составляли некультивируемые планктоми-
цеты (4 глубоких линий уровня класса). Филум 
Verrucomicrobiota (12 филотипов), также был пред-
ставлен в основном некультивируемыми организ-
мами, в том числе “Candidatus Omnitrophus” (1 фи-
лотип) и пятью филотипами класса Kiritimatiellae 
(1% от общего числа прокариот). Археи оз. Су-
дочье составляли 1.6% от всего сообщества про-
кариот и были представлены тремя ASV филоти-
пами Woesearchaeales (62%), двумя филотипами 
Thermoplasmata (18%), причем основным компо-
нентом Thermoplasmata были представители Marine 
Benthic Group D и DHVEG‑1, и одним филотипом 
Bathyarchaeia (12%). Halobacterota (1 филотип) со-
ставили 5% от всех архей и были представлены ро-
дом Haladaptatus (1 филотип).

Грунты и почвы. В образце бывшего дна Араль-
ского моря (AS) археи были в основном (95%) пред-
ставлены разнообразнейшими Halobacterota (12%, 
65 филотипов), среди которых наиболее массовыми 
были представители семейства Haloferacaceae: роды 
Halonotius (10% от всех прокариот, 5 филотипов) 
и Halorubrum (5%, 3 филотипа), оба относящиеся 
к семейству (рис. 3 и рис. S3). Также значительная 
доля микробиома приходилась на 6 филотипов не-
культивируемых архей семейства Halomicrobiaceae 
(всего 24 филотипа; 4% от всех прокариот). 1.9% 
всего сообщества приходилось на пять филотипов 
Nanosalinaceae, которые характеризуются нано-
размерными клетками и, возможно, симбиотиче-
ским образом жизни (Zhao et al., 2022). Бактерии 
были очень разнообразны: наиболее массовой фор-
мой (15% от всех прокариот, три ASV филотипа) 
были некультивируемые представители семейства 
Nitrococcaceae (класс Gammaproteobacteria); по 3% 
приходилось на роды из 5 филотипов Halomonas, 
1 филотип Aquisalimonas, Aliidiomarina (4.8%, 1 фи-
лотип), также относящиеся к этому классу.

В образце почвы, являвшемся ризосферой те-
рескена (K. еwresmanniana), профиль сообщества 
абсолютно изменялся. Археи составляли все-
го 4%, и на 99% были представлены семейством 
Nitrososphaeraceae (9 филотипов) (рис.  3 и  рис. 
S3). Остальные 96% были представлены бакте-
риями, причем Pseudomonadota составляли только 
24% от общего числа прокариот, среди которых 
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доминировали не Gamma-, a Alfaproteobacteria. 
Единственным родом в этой группе, доля которого 
достигала 4% от общего числа прокариот, был род 
Skermanella (сем. Azospirillaceae). 8% от всех прока-
риот приходилось на филум Bacteroidota (23  фи-
лотипа), 33%  — на филум Actinomycetota (57  фи-
лотипов), представленный родом Rubrobacter 
(класс Rubrobacteria, 6 филотипов, 5.6%), а  так-
же некультивируемыми представителями класса 
Acidimicrobia и семейства Solirubrobacteraceae (класс 
Thermoleophilia, 3 филотипа). В филуме Chloroflexota 
(10% от всех прокариот в  образце) доминирова-
ли некультивируемые Thermomicrobiales (7 фи-
лотипов), относящиеся к  группе JG30-KFCM45. 
Planctomycetota (18 филотипов) составляли 5% от 
всех прокариот и  были представлены классами 
Planctomyces (75%, в основном некультивируемые 
представители семейств Pirellulaceae, 9 филотипов), 
Isosphaeraceae (3 филотипа), Gemmataceae (3  фи-
лотипа), а  также тремя филотипа Phycisphaerae 
(WD2101 soil group).

Микробные профили образцов почв пла-
то Устюрт неожиданно оказались сходны-
ми с  микробным сообществом ризосферы 
K.  ewresmanniana. Главной общей чертой всех 
почвенных образцов и образца ризосферы оказа-
лось присутствие тех же представителей филума 
Actinomycetota  — Rubrobacter, некультивируемых 
Acidomicrobia и Solirubrobacteraceae. Среди Chloroflexi 
во всех образцах существенное место занимали 
Thermomicrobiales, представленные некультивируе-
мым таксоном JG30-KF-CM45. В образце US2, так 
же как и в ризосфере терескена, присутствовали 
бактерии рода Bradirhizobium, в образце US1 — бак-
терии рода Skermaniella (рис. S4).

Подземные воды и ручьи. Подземные воды лока-
лизованы на глубине 560‒630 м под бывшим дном 
Аральского моря и обладают крайне низкой мине-
рализацией. В этих образцах преобладали бактерии 
филума Pseudomonadota (от 83 до 88% от общего 
числа прокариот), причем во всех трех случаях это 
были бактерии класса Gammaproteobacteria. Доми-
нирующие организмы при этом в каждом случае 
были различными (рис. 3 и рис. S5). В образце воды 
WW1 43% от общего микробного разнообразия 
приходилось на четыре филотипа рода Thiobacillus, 
25% — на некультивируемые Gammaproteobacteria; 
в этом образце присутствовали также представи-
тели 34 филотипов Bacillota (7%), Actinomycetota 
(3%, 19 филотипов), два филотипа Desufobacterota 
(2%). В образце WW2 доминирующим родом с до-
лей 60% был род Acinetobacter в  виде трех фило-
типов; присутствовали также представители ро-
дов, Thiobacillus (6%, 4 филотипа), один филотип 
Aquabacterium (4%), один филотип Bradyrhizobium 
(5%). В образце WW3 первое место занимает се-
мейство Comamonadaceae (65%), за ним следуют 
два филотипа Hydrogenophaga (6%) и два филотипа 
Sphingomonas (4%).

На изливе воды из скважины К1 развивается зе-
леный мат (образец WМ). Основными продуцен-
тами органического вещества в нем являются циа-
нобактерии (15% от всех прокариот), причем до-
минирует среди них один филотип — Leptococcus. 
Другой массовой группой в образце зеленого мата 
является филум Nitrospirota, представленный прак-
тически единственным родом — Nitrospira, в состав 
которого входят три филотипа (18% от всех прока-
риот). Вместо Gammaproteobacteria в цианобактери-
альном мате доминируют Alphaproteobacteria, доля 
которых возросла до 26%; наиболее массовой фор-
мой там является “Candidatus Alysiosphaera”, пред-
ставленные тремя филотипами (11%; семейство 
Genuinicoccaceae).

В  сообществе черно-рыжего осадка, находя-
щегося под цианобактериальным матом (образец 
WD1), снова обнаруживается высокое содержание 
бактерий филума Nitrospirota (29%), в  том числе 
представителей собственно рода Nitrospira, вклю-
чающего в себя два филотипа (20%), один филотип 
Thermodesulfovibrio (5%) и пять некультивируемых 
филотипов класса Thermodesulfovibrionia (3.3%). По-
мимо Thermodesulfovibrio, в цикле серы в этом со-
обществе могут участвовать шесть некультивируе-
мых филотипов некультивируемой группы Sva0485 
(11%), для которой была показана способность 
к  сульфатредукции, и  бактерии рода Sulfurifustis 
(6%, 1 филотип), окисляющие соединения серы. 
Интересно также присутствие в сообществе бакте-
рий рода “Candidatus Brocadia” (1 филотип, 2.7%), 
осуществляющих анаэробное окисление аммония.

И еще больше возрастает разнообразие прока-
риот в образце WD2 — черном осадке в 50 м от из-
лива скважины — большинство прокариот в нем 
представлены долями менее 3%. Исключение со-
ставляют хлоропласты, говорящие о присутствии 
в сообществе эукариотных водорослей — 15%. Сле-
дует отметить также присутствие в сообществе пяти 
филотипов некультивируемых Gammaproteobacteria, 
обозначаемых индексом Run-SP154 (2%), и десяти 
некультивируемых ASV филотипов Anaerolineaceae 
(6.4%). На Desulfobacterota приходился 21 филотип, 
что составляет 8.5% от всего сообщества.

ОБСУЖДЕНИЕ

В  этой работе мы исследовали разнообразие 
прокариот в трех группах местообитаний: (1) во-
доемов — современного Западного Аральского 
моря и озера Судочье, в прошлом соединенного 
с морем протокой (вода и осадки); (2) почвы, яв-
лявшейся ранее дном Аральского моря, в том числе 
в области ризосферы произрастающего на ней ра-
стения; (3) сообществ, развивающихся на бывшем 
дне Аральского моря при увлажнении его водой, 
вытекающей из пробуренной скважины. В резуль-
тате анализа вариабельного участка гена 16S рРНК 
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архей и бактерий исследованные сообщества были 
охарактеризованы по уровню имеющегося в них 
разнообразия прокариот. На рис. 4 представлены 
значения индекса Шеннона для исследованных 
местообитаний.

Наименьшим разнообразием отличаются со-
общества воды Аральского моря с  минерализа-
цией 22%. Значительную часть обитающих в воде 
Аральского моря прокариот составляют некуль-
тивируемые археи семейства Haloferacaceae — их 
средняя доля, вычисленная на основании двух 
независимых измерений, составляла 33%. Пред-
ставители Haloferacaceae являются облигатными 
аэробами и органотрофами, экстремальными гало-
филами, растущими в интервале солености от 2.5 
до 5.2 мМ. Бактериальная часть сообщества воды 
Аральского моря представлена разнообразными 
бактериями, также аэробами и  органотрофами. 
И в том, и в другом исследованном образце доми-
нировали три филотипа бактерий рода Spiribacter 
(среднее содержание 39%), типовой вид которого 
был выделен из солеварни в Испании (Leon et al., 
2014). Этот организм также является аэробным ор-
ганотрофом, но уже умеренным галофилом, расту-
щим в интервале 10‒25% NaCl. Из других обнару-
женных в воде Аральского моря бактерий (8.5% от 
всего сообщества) можно отметить один филотип 
представителей рода Psychroflexus (Bowman et al., 
1998) — аэробных органотрофов, среди которых 
имеются и мезофильные, умеренно-галофильные 
виды (Donachie et al., 2004). Следует отметить пол-
ное отсутствие фототрофных прокариот в образцах 
воды Аральского моря; можно предположить, что 
энергетическими субстратами эту экосистему обес-
печивают микроскопические эукариоты, не учтен-
ные в этом исследовании.

Еще одной группой образцов с низким значе-
нием индекса Шеннона были образцы воды из глу-
бинных скважин, что соответствует представлению 

о подземной биосфере как крайне разреженной. 
Наконец, низкое разнообразие было выявлено 
в одном из образцов донных осадков (AD4), пред-
ставляющем собой нижнюю часть 40 см керна, что, 
видимо, объясняется малым притоком энергети-
ческих субстратов в нижние слои осадков. Те же 
самые образцы, которые характеризуются низки-
ми значениями индекса Шеннона, оказались наи-
более бедными с точки зрения видового богатства 
(рис. 5).

Оба использованных индекса возрастают в слу-
чае трех оставшихся образцов осадков Аральско-
го моря (рис. 4 и 5). В образцах AD1–3 архей зна-
чительно меньше, чем в воде (от 2 до 17%), и среди 
них доминируют некультивируемые представители 
Woesearchaeales, причем везде одной и той же груп-
пы  — SCDC AAA B11-D5. Среди бактерий, оби-
тающих в осадках Аральского моря, присутствуют 
аэробные (Marinibacter, Idiomarina), факультативно-
анаэробные (Salinivibrio) и облигатно-анаэробные 
(Halanaerobium, Fusibacter) органотрофы. Разнообра-
зие и обилие сульфатредуцирующих (Desulfobacterota) 
и сероокисляющих (Thiomicrospira, Guyparkeria) сви-
детельствует об активно протекающем в осадках Ара-
ла цикле серы, что коррелирует с высоким содержа-
нием в них сульфатов (от 8 до 29 г/л).

Нельзя не обратить внимание на присутствую-
щую в некоторых образцах осадков некультивируе-
мую бактерию “Candidatus Omnitrophus”. Ее доля 
составляет 5‒6% от общей численности прокари-
от, и появляется она в осадках с преобладанием 
анаэробных условий — черном сероводородном 
иле прибрежной зоны (образец AD2) или ниж-
нем горизонте осадков, отобранных в 10 м от бе-
рега (AD3). “Omnitrophota” — недавно описанная 
глубокая линия уровня филума, которая повсе-
местно распространена, однако обычно ее доля 
не превышает 0.1%. Культивировать эти бакте-
рии до сих пор не удавалось, однако сведения об 
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Рис. 4. Индекс разнообразия Шеннона (ось Y). Наи-
меньшее разнообразие ASV филотипов наблюдается 
в образцах AW2, WW3, AW1, AD4 и WW2. Наибольшее 
разнообразие ASV филотипов выявлено в образцах ри-
зосферы (RS), с плато Устюрт и из оз. Судочье (SD).

Рис. 5. Богатство (Richness) ASV филотипов. Ось Y — 
количество ASV филотипов. Наименьшее количество 
филотипов представлено в образцах AW2, AW1 и WW3. 
Наибольшее количество филотипов представлено  
в образце SD (оз. Судочье).
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их метаболизме и образе жизни удалось воссоздать 
путем single-cell секвенирования (Perez-Molphe-
Montoya et al., 2022). Исследованные нами место-
обитания с относительно высоким содержанием 

“Omnitrophota” могут стать оптимальным полиго-
ном для их исследования.

Микробное сообщество бывшего дна Аральско-
го моря, представляющего теперь засоленный пе-
сок, по своему составу оказались ближе к сообще-
ствам воды Арала, чем к осадкам, в первую очередь 
по примерно равным долям архей и бактерий и до-
минированию Halobacterota. Оно находится в сере-
дине графика, характеризующего индекс Шеннона 
(рис. 4) и в нижней части графика, иллюстрирую-
щего видовое богатство исследуемых сообществ 
(рис. 5). Однако проведенные нами исследования 
того же грунта, но подвергшегося влиянию про-
израстающего на нем растения или изливающей-
ся из глубинной скважины воды, показывают, как 
легко возвращается микробное разнообразие при 
снижении минерализации. Так, в ризосфере расту-
щего на этом же засоленном песке растения мине-
рализация резко падает, и одновременно меняется 
состав сообщества, приобретая черты почвы, ха-
рактерной для плато Устюрт (рис. 4 и 5). Точно так 
же увлажнение песка водой из скважины, содержа-
щей крайне бедный микробиом, дает возможность 
развиваться цианобактериальным матам и сопут-
ствующим им органотрофам, осуществляющим 
разложение новообразованного органического ве-
щества (рис. 4 и 5).

Наконец, самым богатым из всех исследован-
ных образцов с точки зрения разнообразия являет-
ся озеро Судочье. Ранее оно подпитывалось вода-
ми Амударьи и соединялось протокой с Аральским 
морем. Так же как и Аральское море, в связи с раз-
витием системы оросительных каналов оз. Судочье 
стало пересыхать, однако затем его водный режим 
был восстановлен, в основном за счет отвода воды 
из Амударьи через систему коллекторов. Соглас-
но нашим данным, сейчас минерализация воды 
в оз. Судочье составляет 1%, что соответствует ми-
нерализации Аральского моря до его обмеления. 
В осадках озера Судочье мы обнаружили большое 
разнообразие бактерий. Прежде всего, здесь, в от-
личие от осадков Аральского моря, присутствова-
ли значительно более разнообразные фототрофы, 
в том числе пурпурные несерные бактерии рода 
Rubribacterium (9%), ранее найденные в  содовых 
озерах (Болдарева и соавт., 2009). Цианобактерии — 
главным образом Synechococcus и Cyanidium — так-
же присутствовали в  значительном количестве 
(7%); можно предположить, что доля фототроф-
ных прокариот в толще воды озера была еще выше. 
Аэробные и анаэробные органотрофы и бактерии 
цикла серы в оз. Судочье были гораздо разнообраз-
нее, чем в Аральском море, в результате чего явно 
доминирующие группы практически отсутствова-
ли. Как и в осадках Аральского моря, археи в оз. 

Судочье были немногочисленны; доминировали те 
же Woesearchaeales, в то время как на Halobacterota 
приходилась лишь малая часть архей. Таким обра-
зом, в оз. Судочьe сохраняется богатство таксонов, 
видимо, свойственное Аралу до его обмеления.

Итак, наиболее бедными с  точки зрения раз-
нообразия оказались местообитания с  высоким 
содержанием соли: вода Аральского моря и  его 
бывшее дно. Одновременно любое снижение со-
лености — в ризосфере растения или за счет из-
лива подземной воды из скважины — немедлен-
но отражается в  увеличении микробного разно-
образия, как филогенетического, так, вероятно, 
и метаболического.
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At Shores of a Vanishing Sea: Microbial Communities of Aral  
and Southern Aral Sea Region

N. A. Chernyh1, *, A. Yu. Merkel1, K. V. Kondrasheva1, Zh. E. Alimov3, A. A. Klyukina1, 
E. A. Bonch-Osmolovskaya1, 3, A. I. Slobodkin1, K. D. Davranov2

1Winogradsky Institute of Microbiology, FRC Fundamentals of Biotechnology,  
Russian Academy of Sciences, Moscow, Russia

2Institute of Microbiology, Academy of Sciences of Uzbekistan, Tashkent, Uzbekistan
3International Agricultural University, Tashkent, Uzbekistan
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Abstract—Since the early 60s of the 20th century, as a result of agricultural development in the irrigated 
areas of Uzbekistan, the area of the Aral Sea has decreased by 90%, while the water salinity has increased 
from 1% to 20%. The aim of our work was to investigate the diversity of microbial communities of 
water and sediments of the Western Aral Sea, as well as of the adjacent soils and reservoirs using high-
throughput sequencing of the 16S rRNA genes variable V4 region. It was found that the Aral Sea water with 
a salinity of 22% was dominated by uncultured Archaea of the family Haloferacaceae (22‒43%), as well 
as by bacteria of the genera Spiribacter and Psychroflexus. In the Aral Sea sediments the share of archaea 
was much lower (2‒17%), and among them the uncultured Woesearchaeales predominated. Among 
bacteria, dominating in Aral sediments, there were sulfate reducers of the phylum ‘Desulfobacterota’, as 
well as representatives of the genera Fusibacter, Halanaerobium, Guyparkeria, Marinobacter, Idiomarina 
and Thiomicrospira. In soil samples of the former Aral Sea bed with salinity of 8.2%, a variety of archaea 
of the phylum Halobacterota were present, as well as uncultured bacteria of the family Nitrosococcaceae. 
However, in the rhizosphere of Ewresmann’s teresken plant (Kraschennininikovia ewresmanniana) 
growing there, archaea accounted for only 4% and mainly represented the family Nitrososphearaceae. 
33% of all prokaryotes in the rhizosphere microbiome were the uncultured representatives of the phylum 
Actinomycetota. The microbial community of the teresken rhizosphere turned out to be similar to the 
microbial communities of the soil of the Ustyurt plateau, located in 3 km from the Aral Sea shore. The 
fresh water flowing along the former Aral Sea bed from an artificially drilled well also causes significant 
changes in the microbial communities: cyanobacterial mats and associated organotrophic bacteria 
develop along the stream bed with the increasing salinity (0.5‒2%). Finally, the greatest diversity of 
prokaryotes was found in the microbial community of Sudochie Lake sediment with salinity of 1%, 
which is probably a modern analogue of the Aral Sea microbiome before its shallowing.
Keywords: Aral Sea, 16S rRNA gene sequencing, microbial communities, halophilic microorganism
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Рис. S1. Гистограмма, отражающая филогенетический 
состав (уровень семейства или рода) по результатам про-
филирования по гену 16S рРНК микробных сообществ 
воды, донных осадков и грунта Западного Аральского 
моря, а также донного осадка озера Судочье.

Рис. S3. Гистограмма, отражающая филогенетический 
состав (уровень рода) по результатам профилирования 
по гену 16S рРНК микробных сообществ, приурочен-
ных к почвам плато Устюрт (US3, US1 и US2).

Рис. S4. Гистограмма, отражающая филогенетический 
состав (уровень рода) по результатам профилирова-
ния по гену 16S рРНК микробных сообществ, приуро-
ченных к пресноводным скважинам (WW1-WW3, WM, 
WD1-WD2).

Фото 1. Вид на Западный Арал с плато Устюрт.

Рис. S2. Гистограмма, отражающая филогенетический 
состав (уровень рода) по результатам профилирования 
по гену 16S рРНК микробных сообществ, взятых на бе-
регу Западного Аральского моря, состоящая из влажно-
го песка и из ризосферы терескена – Krascheninnikovia 
еwersmanniana (RS и AS).



17

МИКРОБИОЛОГИЯ,  2024, том 93, № 1,  с.  17–24

Принятые сокращения: HSQC — протон-детек-
тированная гетероядерная одноквантовая корреля-
ция; ROESY — двумерная спектроскопия ядерно-
го эффекта Оверхаузера во вращающейся системе 
координат; TOCSY — тотальная корреляционная 
спектроскопия; HMBC — гетероядерная корреля-
ция через несколько связей; δС, δН — значения хи-
мических сдвигов атомов 13C и 1H, соответственно.

Представители рода Clavibacter (семейство 
Microbacteriaceae, класс Actinomycetes) — аэробные 
коринеформные бактерии, характеризующиеся 
пептидогликаном В2g-типа на основе 2,4-диами-
номасляной кислоты и  преобладающим менахи-
ноном МК‑9 в составе дыхательной цепи (Saddler, 
Kerr, 2012). В  настоящее время род включает во-
семь валидно описанных видов: C. michiganensis, 
C. capsici, C. californiensis, C. insidiosus, C. nebraskensis, 

C. sepedonicus, C. tessellarius, C. zhangzhiyongii (https://
lpsn.dsmz.de/genus/clavibacter, 2023). Все виды, за ис-
ключением C. capsici и C. сaliforniensis, являются па-
тогенами сельскохозяйственных культур, из них три 
вида (C. michiganensis, C. insidiosus и C. sepedonicus) — 
карантинные (Eichenlaub, Gartemann, 2011; Saddler, 
Kerr, 2012; https://www.eppo.int/ACTIVITIES/plant_
quarantine/A2_list, 2022).

Гликополимеры клеточных стенок, ковалентно 
связанные с пептидогликаном и расположенные 
на поверхности клетки, играют важную роль в раз-
личных жизненных процессах микробной клетки 
(Brown et al., 2013; Guérin et al., 2022). Гликопо-
лимеры бактерий, ассоциированных с высшими 
организмами, привлекают внимание исследовате-
лей в связи с их участием в процессах колониза-
ции и инфицировании организма-хозяина (Schade, 
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Weidenmaier, 2016). Изучение особенностей строе-
ния и  компонентного состава гликополимеров 
важны для понимания их физиологических функ-
ций и  биологических свойств, выяснения моле-
кулярных механизмов взаимодействия бактерий 
с клетками макроорганизма, разработки методов 
борьбы с патогенами (Schade, Weidenmaier, 2016; 
Guérin et al., 2022). Изучение состава и структур 
гликополимеров микробного происхождения пред-
ставляет также интерес для ряда областей фунда-
ментальной науки, в частности, органической хи-
мии, микробиологии, эволюции и  систематики 
микроорганизмов.

В  настоящее время в  основе системы класси-
фикации прокариот лежат данные сравнительно-
го анализа геномов, однако информация о фено-
типических характеристиках, в  том числе хемо-
таксономических, по-прежнему актуальна (Chun 
et al., 2018; Nouioui et al., 2018). Хемотаксономи-
ческие признаки, такие как “дифференцирующие 
сахара целых клеток” и “состав сахаров клеточной 
стенки”, отражающие, в том числе состав струк-
турных компонентов гликополимеров клеточной 
стенки, используются в  систематике различных 
групп актиномицетов с 60-х годов прошлого столе-
тия (Cummins, 1962; Lechevalier, Lechevalier, 1970; 
Goodfellow, Jones, 2012). Для видов рода Clavibacter 
в качестве диагностических сахаров клеточных сте-
нок указывались, в частности, галактоза, манноза, 
рамноза и фукоза (Davis et al., 1984). Было также 
показано, что типы гликополимеров клеточных 
стенок актиномицетов (тейхоевые, тейхуроновые 
и  тейхулозоновые кислоты, арабиногалактаны 
и другие кислые или нейтральные полисахариды), 
их комбинации и структуры могут быть специфич-
ными для таксонов разного ранга (Takeuchi et al., 
1990; Potekhina et al., 2011; Тульская и соавт., 2011; 
Evtushenko, Ariskina, 2012; Goodfellow, Jones, 2012; 
Nouioui et al., 2018; Шашков и соавт., 2020).

Наши предыдущие исследования клеточных 
стенок бактерий рода Clavibacter (C. michiganensis, 
C. tessellarius, C. phaseoli) и представителей потен-
циально новых видов этого рода показали, что 
все они содержали по два бесфосфатных глико-
полимера (галактоманнан и галактофуранан), при 
этом структуры галактофурананов были уникаль-
ны и различались у представителей разных видов 
(Kim et al., 2021, Shashkov et al., 2021; Perepelov 
et al., 2023a, 2023b).

Целью настоящей работы было установле-
ние состава и  структур гликополимеров клеточ-
ных стенок типовых штаммов двух ранее не ис-
следованных видов рода Clavibacter — С. insidiosus 
и C. nebraskensis и оценка таксономической значи-
мости признака “состав и структура гликополиме-
ров клеточных стенок” для бактерий этого рода.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Использованные в  работе типовые штаммы 
C. insidiosus ВКМ Ас‑1402Т и  C. nebraskensis ВКМ 
Ас‑1404Т получены из Всероссийской коллекции 
микроорганизмов (ВКМ) (www.vkm.ru). Культуры 
выращивали аэробно при перемешивании в течение 
суток (до середины логарифмической фазы роста) 
при 28  на пептонно-дрожжевой среде (ПДС) (г/л): 
пептон — 5; дрожжевой экстракт — 3; глюкоза — 5, 
KH2PO4 — 0.2; рН 7.2). Клеточные стенки получали 
методом дифференциального центрифугирования. 
После разрушения на ультразвуковом дезинтеграторе 
клетки обрабатывали 2% раствором додецилсульфата 
натрия — SDS (при 100 , 10 мин), многократно от-
мывали дистиллированной водой и лиофилизирова-
ли. Выделение гликополимеров из клеточных стенок 
осуществляли методами экстракции 10%-ной три-
хлоруксусной кислотой (ТХУ) при 2‒4  (“холодная 
экстракция”) и экстракции 5% ТХУ при 90  (“горя-
чая экстракция”) (Kim et al., 2021).

Очистку и изучение полимеров химическими 
и ЯМР-спектроскопическими методами проводи-
ли, как описано ранее (Kim et al., 2021). Продукты 
кислотного гидролиза (2 М HCl, 100 , 3 ч) клеточ-
ных стенок и гликополимеров, а также абсолютную 
конфигурацию моносахаридов определяли мето-
дами хроматографии и электрофореза на бумаге 
и методами ГЖХ (Kim et al., 2021).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

В гидролизатах клеточных стенок обоих штам-
мов был выявлен одинаковый состав моносахари-
дов: галактоза (Gal), манноза (Man), фукоза (Fuc), 
рамноза (Rha), глюкозамин (GlcN) и  следовые 
количества глюкозы (Glс). У штамма C. insidiosus 
ВКМ Ac‑1402Tобнаружены дополнительно сле-
ды рибозы (Rib). Клеточные стенки всех штаммов 
также содержали пировиноградную кислоту. Фос-
фатсодержащие соединения не были обнаружены 
(метод электрофореза) ни в продуктах кислотного 
гидролиза клеточных стенок штаммов, ни в выде-
ленных из них препаратах гликополимеров.

Методами ГЖХ в кислотных гидролизатах препа-
ратов гликополимеров обоих организмов, получен-
ных методом “холодной экстракции”, выявлен оди-
наковый состав моносахаридов: Gal, Fuc, Rha и GlcN. 
Моносахаридный состав препаратов, полученных 
методом “горячей экстракции”, включал дополни-
тельно Man.

Установлено, что Rha имела L-конфигура-
цию, а  остальные моносахаридные компонен-
ты полимеров (Gal, Man, Fuc и  GlcN) были 
в D-конфигурации.

Полученные данные указывали на присутствие 
в  клеточной стенке каждого из исследованных 
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организмов, по крайней мере, двух бесфосфатных 
гликополимеров, различных по составу.

Дальнейшее изучение структур гликополимеров 
клеточных стенок изучаемых актинобактерий осуще-
ствляли химическими и ЯМР-спектроскопическими 
методами, как описано ранее (Kim et al., 2021).

Спектр 13C ЯМР (рисунок, табл. 1) препарата “хо-
лодной экстракции” из штамма ВКМ Ас‑1402Т был 
типичным для полисахарида с регулярно повторяю-
щимся звеном. Этот спектр содержал пять сигналов 
примерно одинаковой интегральной интенсивности 
в аномерной области атомов углерода δС 100–110 м. д., 
два сигнала от 6-дезоксисахаров (16.5 и  17. 9  м. д.) 
и  сигнал от CH3-группы N-ацетила при 23.5  м. д. 
Остальные сигналы были расположены в области δС 
57–86 м. д.

1H ЯМР-спектр этого препарата также содержал 
пять сигналов в аномерной области δН 4.7–5.1 м. д., 
два дублета от 6-дезоксисахаров (δН 1.24 и 1.28 м. д., 

J5,6 6 Гц) и сигналы от N-ацетильной группы при 
2.05 м. д.

Анализ 1H,1H COSY, TOCSY и ROESY спектров 
(не приведены) выявил присутствие двух остатков 
β-галактофуранозы (β-Galf, остатки A и B), α-фу-
копиранозы (α-Fucp, остаток C), α-рамнопира-
нозы (α-Rhap, остаток D) и N-ацетилглюкозамин 
(β-GlcpNAc, остаток E).

Заключение о составе моносахаридов, их пира-
нозной или фуранозой конфигурации, а также ано-
мерной конфигурации гликозидного центра были 
сделаны на основании сравнения видимых кон-
стант спин-спинового взаимодействия и химиче-
ских сдвигов остатков сахаров и соответствующих 
пираноз (Altona, Haasnoot, 1980; Janson et al., 1989) 
и  фураноз (Angyal, 1979; Syr, Perlin, 1979; Bock, 
Pedersen, 1983).

При сравнении 13С ЯМР и 1H ЯМР спектров пре-
парата штамма ВКМ Ас‑1402Т с соответствующими 

110

1B
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1E
1D

1C 6C6D

N-Ac

105 100 95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 м.д.

Рисунок. Спектр 13С ЯМР препарата “холодной экстракции” из клеточной стенки C. insidiosus ВКМ Ас‑1402T. Арабские 
цифры в номерах относятся к атомам углерода в остатках, обозначенных заглавными буквами в табл. 1.

Таблица 1. Химические сдвиги 13С и  1H ЯМР (δC TSPа–1.6 м. д. и  1H δH TSP 0.0 м. д.) галактофурананов 
из клеточных стенок C. insidiosus ВКМ Ас‑1402T и C. nebraskensis ВКМ Ac‑1404T

Остатки C‑1
H‑1

C‑2
H‑2

C‑3
H‑3

C‑4
H‑4

C‑5
H‑5

C‑6
H‑6 (H‑6,6′)

→6)-β-Galf-(1→ 109.1
5.07

80.6
4. 24

78.1
4.06 83.4 4.18 70.7

3.99
70.5

3.86, 3.64
→6)-β-Galf-(1→

3)
↑

109.6
5.04

82.4
4.10

85.4
4.05

84.5
3.98

71.0
3.95

70.5
3.86, 3.64

α-Fucp-(1
3)
↑

100.8
4.99

68.5
3.89

78.9
3.89

73.1
3.87

68.4
4.17

16.5
1.21

α-Rhap-(1
       3)
       ↑

103.5
5.00

71.1
4.26

81.3
3.91

72.3
3.52

70.5
3.81

17.9
1.27

β-GlcpNAc-(1 103.8
4.72

57.1**
3.73

75.0
3.57

71.3
3.47

77.1
3.45

62.1
3.90, 3.75

***α-L-Rhap-(1→(3С) 103.5
5.00

71.1
4.06

72.2
3.85

73.3
3.43

70.1
3.82

17.9
1.27

* TSP — натриевая соль 3-(триметилсилил)-2,2,3,3-тетрадейтеропропионовой кислоты.
** CH3CON при δC 23.5 м.д. (CH3) и 176.2 м. д.; (CO) и δH 2.03 м. д.
*** Для C. nebraskensis ВКМ Ac‑1404T (терминальный остаток дисахарида: α-L-Rhap-(1→3)-α-D-Fucp-(1→).
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спектрами штамма ВКМ Ас‑1403Т, изученного ранее 
(Kim et al., 2021), было выявлено их полное соответ-
ствие (химические сдвиги атомов 13С и 1Н для штам-
ма ВКМ Ас‑1402Т приведены в табл. 1 и на рисунке). 
Полученные данные свидетельствовали о сходстве 
структур полисахарида штамма ВКМ Ас‑1402Т с из-
ученным ранее галактофурананом C. michiganensis 
ВКМ Ас‑1403Т (Kim et al., 2021).

Спектры 13C ЯМР (табл.  1, рисунок) были рас-
шифрованы с использованием двумерного спектра 
1H,13C HSQC. Анализ спектра 1H,13C HSQC выявил 
положение замещения в остатках сахаров на осно-
вании их 13C химических сдвигов по сравнению 
с таковыми для исходных пираноз и фураноз (Bock, 
Pedersen, 1983). Остатки β-Galf были замещены по 
положению 6 (А, δC‑6 70.5) и 3,6 (B, δC‑3 85.4 и δC‑6 70.5, 
соответственно), остатки α-Fucp по положению 3 (C, 
δC‑3 78.9), остатки α-Rhap по положению 3 (D, δC‑3 
81.3) и остатки β-GlcpNAc (E) являлись терминаль-
ными для галактофуранана из штамма ВКМ Ас‑1402Т. 
Последовательность остатков в полимерной цепи 
была доказана при анализе спектра 1H,1H ROESY 
(табл.  1), где наблюдались корреляционные пики 

δH/δH между остатками: Н‑1(A)/Н‑6′(B) (5.07/3.64), 
Н‑1(B)/ Н‑6′(A) (5.04/3.64), Н‑1(C)/Н‑3(B) (4.99/4.05), 
Н‑1(D)/Н‑3(C) (5.00/3.89), и  Н‑1(E)/Н‑3(D) 
(4.72/3.91). Эта последовательность была подтвер-
ждена при анализе спектра 1H,13C HMBC (табл. 1), 
где выявлены следующие корреляционные пики 
δH/δС между остатками H‑1(A)/C‑6(B) (5.07/70.5), 
H‑1(B)/C‑6(A) (5.04/70.5), H‑1(C)/C‑3(B) (4.99/85.4), 
H‑1(D)/C‑3(C) (5.00/78.9) и H1(E)/C‑3(D) (4.72/81.3).

Приведенные данные свидетельствуют о  том, 
что галактофуранан из клеточной стенки ВКМ 
Ас‑1402Т имел структуру, близкую к  описанной 
ранее у C. michiganensis ВКМ Ас‑1403Т (Kim et al., 
2021). Однако эти два полимера различаются поло-
жением гликозидной связи между остатками рам-
нозы (D) и фукозы (С) в трисахаридном заместите-
ле: у штамма ВКМ Ас‑1402Т связь 1→3, а у штамма 
C. michiganensis ВКМ Ас‑1403Т связь 1→2.

Таким образом, повторяющееся звено галакто-
фуранана из штамма ВКМ Ас‑1402Т можно пред-
ставить следующим образом:

Сравнение 13С ЯМР и  1H ЯМР спектров пре-
паратов “холодной экстракции” из штамма ВКМ 
Ас‑1404Т (второго исследованного штамма) с соот-
ветствующими спектрами штамма ВКМ Ас‑1402Т 
показало их сходство. Однако на двумерных 

спектрах 1H,13C HSQC, 1H,1H ROESY и  1H,13C 
HMBC препарата штамма ВКМ Ac‑1404T были об-
наружены дополнительные сигналы, которые рас-
шифрованы как принадлежащие терминальным 
остаткам рамнопиранозы Dt (табл.  1) в  боковом 

Таблица 2. Гликополимеры клеточных стенок некоторых штаммов рода Clavibacter

Штаммы ВКМ
Гликополимеры

ГФ 1 ГФ 2 ГФ 3 ГФ 4 ГФ 5 ГФ 6 ГМ
C. insidiosus Ac‑1402T ♦
C. michiganensis Ac‑1403T ♦
C. nebraskensis Ac‑1404T ♦
C. tesselarius Ac‑1406T ♦  O-Ac
C. phaseoli Ac‑2641T ♦ *
Clavibacter sp. Ac‑1371 ♦
Clavibacter sp. Ac‑1372 ♦  O-Ac

Примечание. (♦) — ГФ, галактофуранан, ( ) — ГМ, галактоманнан.
ГМ: →3)-α-D-Galp-(1→3)-α-D-[4,6-S-Pyr]-Manp-(1→3)-α-D-Manp-(1→ (Kim et al., 2021);
ГФ 1: →6)-β-D-Galf-(1→6)-β-D-[β-D-GlcpNAc-(1→3)-α-L-Rhap-(1→3)-α-D-Fucp-(1→3)]-Galf-(1→ (настоящая работа);
ГФ 2: →6)-β-D-Galf-(1→6)-β-D-[β-D-GlcpNAc-(1→3)-α-L-Rhap-(1→2)-α-D-Fucp-(1→3)]-Galf-(1→ (Kim et al., 2021);
ГФ 3: →6)-β-D-Galf-(1→6)-β-D-[β-D-GlcpNAc-(1→3)-α-L-Rhap-(1→3)-α-D-Fucp-(1→3)]-Galf-(1→6)-β-D-Galf-(1→6)-β-D-[α-L-Rhap-(1→3)-
α-D-Fucp-(1→3)]-Galf-(1→ (настоящая работа);
ГФ 4: →6)-β-D-Galf-(1→6)-β-D-{α-L-Rhap-(1→3)-α-D-Galp-(1→2)-α-D-[α-L-Rhap-(1→3)]- Fucp-(1→2)}-Galf-(1→ (Perepelov et al., 2023a);
ГФ 5: →6)-β-D-Galf-(1→6)-β-D-{α-D-Manp-(1→2)-α-D-[α-D-Manp-(1→3)]-Ribf-(1→2)}-Galf-(1→ (Perepelov et al., 2023б);
ГФ 6: →6)-β-D-Galf-(1→6)-β-D-[α-D-Manp-(1→2)-α-D-Ribf-(1→2)]-Galf-(1→ (Shashkov et al., 2021).

* Наличие пируватсодержащего галактоманнана в минорных количествах предполагается на основании обнаружения его компонента 
(пировиноградной кислоты) химическими методами.

→6)-β-D-Galf-(1→6)-β-D-Galf-(1→
	 A	 B

3)
	 E	 D	 C
β-D-GlcpNAc-(1→3)-α-L-Rhap-(1→3)-α-D-Fucp-(1

→
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Результаты исследований препаратов “горячей 
экстракции” из клеточных стенок штаммов ВКМ 
Ас‑1402Т и ВКМ Ac‑1404T с использованием ранее 
описанных методов и подходов (Kim et al., 2021) 
показали присутствие, помимо галактофурананов, 

описанных выше, пируватсодержащего галакто-
маннана. Структура галактоманнана обоих штам-
мов была полностью идентична галактоманнану из 
клеточной стенки C. michiganensis ВКМ Ас‑1403Т 

(Kim et al., 2021):

Таблица 3. Сахара клеточных стенок изученных штаммов рода Clavibacter

Сахара в гидролизатах клеточной стенки*
Штаммы Gal Man Fuc Rib Rha GlcN Ссылка

C. insidiosus ВКМ Ac‑1402T + + + (+) + + Н.р.
C. nebraskensis ВКМ Ac‑1404T + + + – + + Н.р.
C. michiganensis ВКМ Ac‑1403T + + + – + + Kim et al., 2021
C. tesselarius ВКМ Ac‑1406T + + + – + – Perepelov et al., 2023а
C. phaseoli ВКМ Ac‑2641T + + – + – – Perepelov et al., 2023b
Clavibacter sp. ВКМ Ac‑1371 + + – + – – Shashkov et al., 2021
Clavibacter sp. ВКМ Ac‑1372 + + – + – – Shashkov et al., 2021

Примечание. “+” — присутствует; “–” — отсутствует; (+) — следовые количества; н. р. — настоящая работа.
* У всех штаммов обнаруживается также глюкоза в следовых количествах.

	 A 	 B 	 A	 B
→6)-β-D-Galf-(1→6)-β-D-Galf-(1→6)-β-D-Galf-(1→6)-β-D-Galf-(1→

	 3) 	 3)
	 E	 D	 C	 Dt 	 C
β-D-GlcpNAc-(1→3)-α-L-Rhap-(1→3)-α-D-Fucp-(1      α-L-Rhap-(1→3)-α-D-Fucp-(1

→ →

	 F	 G	 H
→3)-α-D-Galp-(1→3)-α-D-Manp-(1→3)-α-D-Manp-(1→

4)  6)
\ /

S-Pyr
В  результате проведенного исследования уста-

новлены структуры гликополимеров клеточных 
стенок типовых штаммов видов рода Clavibacter — C. 
insidiosus и C. nebraskensis. Оба штамма содержали по 
два гликополимера нейтральной и кислой природы.

Первый, нейтральный полимер C. insidiosus 
ВКМ Ас‑1402Т, представляет собой (1→6)-связан-
ный β-D-галактофуранан, каждый второй остаток 
которого несет боковой трисахарид, β-D-GlcpNAc-
(1→3)-α-L-Rhap-(1→3)-α-D-Fucp-(1→. Этот полимер 
отличается от галактофуранана C. michiganensis 
ВКМ Ac‑1403T, структура которого опубликована 
ранее (Kim et al., 2021), (1→3)-локализацией глико-
зидной связи между остатками рамнозы и фукозы 
в боковом трисахаридном заместителе. Нейтраль-
ный гликополимер C. nebraskensis ВКМ Ас‑1404Ти-
меет структуру кора и  боковой трисахарид, 

идентичные таковым у C. insidiosus ВКМ Ас‑1402Т, 
но отличается присутствием дополнительного ди-
сахаридного заместителя α-L-Rhap-(1→3)-α-D- 

-Fucp-(1→, который чередуется с трисахаридом.
Положение (1→3)-гликозидной связи между 

остатками рамнозы и  фукозы в  боковом остатке 
трисахарида, а также наличие боковых дисахарид-
ных заместителей на основной цепи галактофура-
нана указывает на новые детали структуры, не опи-
санные ранее для Clavibacter и других грамположи-
тельных бактерий (http://csdb.glycoscience.ru/, 2022).

Второй гликополимер клеточных стенок исследо-
ванных штаммов –пируватсодержащий галактоман-
нан с повторяющимся звеном →3)-α-D-Galp-(1→3)-α-

-D-[4,6-S-Pyr]-Manp-(1→3)-α-D-Manp-(1→. Полимер 
с такой структурой был впервые идентифицирован 

дисахариде α-L-Rhap-(1→3)-α-D-Fucp-(1→. Диса-
харид замещает каждый второй остаток галакто-
фуранозы в интегральной цепи, чередуясь с выше-
описанным (для галактофуранана штамма ВКМ 
Ас‑1402Т) трисахаридом.

Таким образом, повторяющееся звено галакто-

фуранана из штамма ВКМ Ac‑1404T можно пред-

ставить следующим образом:
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у  C. michiganensis ВКМ Ac‑1403T(Kim et al., 2021) 
и к настоящему времени описан только у предста-
вителей рода Clavibacter (http://csdb.glycoscience.ru/, 
2022). Хотя методами ЯМР-спектроскопии не уда-
лось определить присутствие пируватсодержащего 
галактоманнана у C. phaseoli ВКМ Ас‑2641Т(вероят-
но, из-за его незначительного количества) (Perepelov 
et al., 2023б), химическими методами был обнаружен 
его компонент (пировиноградная кислота) в соста-
ве препарата “горячей экстракции”, полученного из 
клеточных стенок штамма при повторных выращи-
ваниях (Тульская Е. М., неопубликованные данные).

Сравнительный анализ гликополимеров, иден-
тифицированных в  настоящей работе и  ранее 
у представителей разных видов Clavibacter (табл. 2), 
показал, что (1→6)-связанные β-D-галактофура-
наны (с одинаковой структурой кора и различны-
ми боковыми олигосахаридными заместителями), 
а также пируватсодержащий галактоманнан (несу-
щий в ряде случаев О-ацетильные группы), при-
сутствуют в составе клеточных стенок организмов 
всех 7 изученных видов Clavibacter. Помимо типо-
вых штаммов признанных видов, в это число вхо-
дят штаммы ВКМ Ас‑1371 и ВКМ Ас‑1372 — пред-
ставители двух пока не описанных новых видов 
(Starodumova et al., 2018).

Полученные в настоящей работе результаты со-
гласуются с ранее высказанным предположением 
о том, что пируватсодержащий галактоманнан и га-
лактофурананы с олигосахаридными боковыми за-
местителями специфичны для представителей рода 
Clavibacter. С другой стороны, структуры галакто-
фурананов с ди-, три- или тетрасахаридными за-
местителями различного состава и структуры могут 
служить диагностическими признаками видов.

Клеточные стенки всех исследованных в этой 
работе и  ранее штаммов содержали галактозу, 
маннозу, глюкозу (следовые количества); у неко-
торых штаммов дополнительно обнаружены фуко-
за, рамноза, глюкозамин и рибоза. Наши результа-
ты для C. michiganensis, C. insidiosus, C. nebraskensis 
и C. tesselarius в целом совпадают с данными, при-
веденными для этих видов в  работе Davis et al. 
(1984). Однако у отдельных штаммов нами были 
дополнительно выявлены глюкозамин и  рибоза 
(табл. 3).

Таким образом, в результате проведенных ис-
следований получены новые данные о  химиче-
ском составе клеточных стенок типовых штаммов 
видов C. insidiosus и  C. nebraskensis. Сравнитель-
ный анализ гликополимеров клеточных стенок 
всех изученных к  настоящему времени предста-
вителей Clavibacter показал, что состав и  струк-
туры гликополимеров и  их структурные компо-
ненты (определяемые в кислотных гидролизатах 
клеточных стенок) специфичны для рода и видов 
Clavibacter и могут служить их хемотаксономиче-
скими маркерами. Полученные данные могут быть 

востребованы в таксономических исследованиях 
и работах по выяснению молекулярных механиз-
мов взаимодействия бактерий с клетками растений. 
Изучение галактофурананов как небелковых адге-
зинов, а также путей их биосинтеза, может пред-
ставлять интерес для разработки средств борьбы 
с фитопатогенами рода Clavibacter.

ФИНАНСИРОВАНИЕ РАБОТЫ

Исследование выполнено при финансовой под-
держке Министерства науки и высшего образова-
ния Российской Федерации (Cоглашение № 075–
15–2021–1051) и в рамках темы научного проекта 
государственного задания МГУ № 121032300094–7.

СОБЛЮДЕНИЕ ЭТИЧЕСКИХ СТАНДАРТОВ

Настоящая статья не содержит результатов ис-
следований с использованием животных в качестве 
объектов.

КОНФЛИКТ ИНТЕРЕСОВ

Авторы заявляют, что у  них нет конфликта 
интересов.

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ

Тульская Е. М., Шашков А. С., Стрешинская Г. М., Сен-
ченкова С. Н., Потехина Н. В., Козлова Ю. И., Евтушен-
ко Л. И. Тейхуроновые и тейхулозоновые кислоты акти-
номицетов // Биохимия. 2011. Т. 76. С. 904–913.
Tul’skaya E. M., Shashkov A. S., Streshinskayа G. M., Sen-
chenkova S. N., Potekhina N. V., Kozlova Yu.I., Evtushen-
ko L. I. Teichuronic and teichulosonic acids of actinomycet-
es // Biochemistry (Moscow). 2011. V. 76. P. 736–744. 
https://doi.org/10.1134/S0006297911070030
Шашков А. С., Тульская Е. М., Стрешинская Г. М., Дми-
тренок А. С., Потехина Н. В., Сенченкова С. Н., Пискун-
кова Н. Ф., Дорофеева Л. В., Евтушенко Л. И. Рамно-
маннаны и тейхуроновая кислота из клеточной стенки 
Rathayibacter tritici ВКМ Ас‑1603Т // Биохимия. 2020. 
Т. 85. С. 428–437.
Shashkov A. S., Tul’skaya E.M., Streshinskaya G. M., Dmi-
trenok A. S., Potekhina N. V., Senchenkova S. N., Piskunko-
va N. F., Dorofeeva L. V., Evtushenko L. I. Rhamnomannans 
and teichuronic acid from cell wall of Rathayibacter triti-
ci VKM Ac‑1603T // Biochemistry (Moscow). 2020. V. 85. 
P. 369–377. 
https://doi.org/10.1134/S0006297920030128
Altona C., Haasnoot C. A. G. Prediction of anti and gauche 
vicinal proton-proton coupling constants in carbohydrates: a 
simple additivity rule for pyranose rings // Org. Magn. Reson. 
1980. V. 13. P. 417–429. 
https://doi.org/10.1002/mrc.1270130606
Angyal S. J. Hudson’s rules of isorotation as applied 
to furanosides, and the conformations of methyl 
aldofuranosides // Carbohydr. Res. 1979. V. 77. P. 37–50. 
https://doi.org/10.1016/S0008-6215(00)83791-X



	 ГАЛАКТОФУРАНАНЫ И ГАЛАКТОМАННАН КЛЕТОЧНЫХ СТЕНОК� 23

МИКРОБИОЛОГИЯ	 том 93	 № 1	 2024

Bock K., Pedersen C. Carbon‑13 nuclear magnetic resonance 
spectroscopy of monosaccharides // Adv. Carbohydr. Chem. 
Biochem. 1983. V. 41. P. 27–66.
https://doi.org/10.1016/S0065-2318(08)60055-4
Brown S., Santa Maria J. P. Jr., Walker S. Wall teichoic ac-
ids of gram-positive bacteria // Annu. Rev. Microbiol. 2013. 
V. 67. P. 313‒336.
https://doi.org/10.1146/annurev-micro‑092412155620
Chun J., Oren A., Ventosa A., Christensen H., Arahal D. R., 
da Costa M. S., Rooney A. P., Yi H., Xu X. W., De Meyer S., 
Trujillo M. E. Proposed minimal standards for the use of ge-
nome data for the taxonomy of prokaryotes // Int. J. Syst. Evol. 
Microbiol. 2018. V. 68. P. 461–466. 
https://doi.org/10.1099/ijsem.0.002516
Cummins C. S. La composition chimique des parois cellulaires 
d’ actinomycetes et son application taxonomique // Ann. Inst. 
Pasteur. 1962. V. 103. P. 385–391.
Davis M. J., Graves Gillaspie A. Jr., Vidaver A. M., Har-
ris R. W. Clavibacter: a new genus containing some phytopath-
ogenic coryneform bacteria, including Clavibacter xyli subsp. 
xyli sp. nov., subsp. nov. and Clavibacter xyli subsp. cynodontis 
subsp. nov., pathogens that cause ratoon stunting disease of 
sugarcane and bermudagrass stunting disease // Int. J. Syst. 
Evol. Microbiol. 1984. V. 34. P. 107‒117. 
https://doi.org/10.1099/00207713-34-2-107
Evtushenko L. I., Ariskina E. V. Nocardioidaceae // Bergey’s 
Manual of Systematics of Archaea and Bacteria / Ed. Whit-
man W. B. 2015. P. 1–18. 
https://doi.org/10.1002/9781118960608.fbm00042
Guérin H., Kulakauskas S., Chapot-Chartier M. P. Structural 
variations and roles of rhamnose-rich cell wall polysaccha-
rides in Gram-positive bacteria // J. Biol. Chem. 2022. V. 298. 
Art. 102488. 
https://doi.org/10.1016/j.jbc.2022.102488
Goodfellow M., Jones A. L. Order V. Corynebacteriales ord. 
nov. // Bergey’s Mannual of Systematic Bacteriology. 2nd edn. / 
Eds. Whitmann W., Goodfellow M., Kämpfer P., Busse H.-J., 
Trujillo M., Ludwig W., Suzuki K. New York‒Dordrecht‒Hei-
delberg‒London: Springer, 2012. V. 5. P. 1‒14. 
https://doi.org/10.1002/9781118960608.obm00009
Eichenlaub R., Gartemann K.-H. The Clavibacter michiganen-
sis subspecies: molecular investigation of gram-positive bac-
terial plant pathogens // Annu. Rev. Phytopathol. 2011. V. 49. 
P. 445–464. 
https://doi.org/10.1146/annurev-phyto-072910-095258
Janson P.-E., Kenne L., Widmalm G. Computer-assisted 
structural analysis of polysaccharides with an extended ver-
sion of CASPER using 1H- and 13C-n. m. r. data // Carbohydr. 
Res. 1989. V. 188. P. 169–191. 
https://doi.org/10.1016/0008-6215(89)84069-8
Kim D., Shashkov A. S., Dmitrenok A. S., Potekhina N. V., 
Senchenkova S. N., Dorofeeva L. V., Evtushenko L.  I., 
Tul’skaya E. M. Novel galactofuranan and pyruvylated galac-
tomannan in the cell wall of Clavibacter michiganensis sub-
sp. michiganensis VKM Ac‑1403T

 // Carbohydr. Res. 2021. 
V. 500. Art. 108247.  
https://doi.org/10.1016/j.carres.2021.108247

Lechevalier M. P., Lechevalier H. Chemical composition as a 
criterion in the classification of aerobic actinomycetes // Int. 
J. Syst. Evol. Microbiol. 1970. V. 20. P. 435‒443.
Nouioui I., Carro L., Garcia-Lopez M., Meier-Kolthoff J.P., 
Woyke T., Kyrpides N. C., Pukall R., Klenk H. P., Goodfel-
low M., Goker M. Genome-based taxonomic classification 
of the phylum Actinobacteria // Front. Microbiol. 2018. V. 9. 
Art. 2007.
https://doi.org/10.3389/fmicb.2018.02007
Perepelov A. V., Shashkov A. S., Kim D., Potekhina N. V., 
Dmitrenok A. S., Senchenkova S. N., Dorofeeva L. V., Ev-
tushenko L. I., Tul’skaya E.M. A highly branched novel ga-
lactofuranan in the cell wall of Clavibacter tesselarius VKM 
Ac‑1406T // Carbohydr. Res. 2023a. V. 529. Art. 108823. 
https://doi.org/10.1016/j.carres.2023.108823
Perepelov A. V., Kim D., Tul’skaya E.M., Potekhina N. V., Dmi-
trenok A. S., Senchenkova S. N., Dorofeeva L. V., Evtushen-
ko L. I., Shashkov A. S. A novel cell wall galactofuranan 
in Clavibacter phaseoli VKM Ac‑2641T // Carbohydr. Res. 
2023b. V. 525. P. 108778. 
https://doi.org/10.1016/j.carres.2023.108778
Potekhina N. V., Streshinskaya G. M., Tul’skaya E.M., Shash-
kov A. S. Cell wall teichoic acids in the taxonomy and charac-
terization of Gram-positive bacteria // Taxonomy of Prokar-
yotes. Methods in Microbiology / Eds. Rainey F. A., Oren A. 
London: Academic Press, 2011. V. 38. Ch. 6. P. 132–164. 
https://doi.org/10.1016/B978-0-12-387730-7.00006-1
Saddler G. D., Kerr E. M. “Genus V. Clavibacter Davis, Gil-
laspie, Vidaver and Harris 1984” // Bergey’s Mannual of Sys-
tematic Bacteriology. 2nd edn. // Eds. Whitmann W., Good-
fellow M., Kämpfer P., Busse H.-J., Trujillo M., Ludwig W., 
Suzuki K. New York‒Dordrecht‒Heidelberg‒London: 
Springer, 2012. V. 5. P. 877–883.
Schade J., Weidenmaier C. Cell wall glycopolymers of Fir-
micutes and their role as nonprotein adhesins // FEBS Lett. 
2016. V. 590. P. 3758–3771. 
https://doi.org/10.1002/1873-3468.12288
Shashkov A. S., Potekhina N. V., Kim D., Dmitrenok A. S., Sen-
chenkova S. N., Dorofeeva L.V, Evtushenko L. I., Tul’skaya 
E. M. Cell wall galactofuranan and pyruvate-containing galac-
tomannan in the cell walls of Clavibacter strains // Carbohydr. 
Res. 2021. V. 510. Art. 108435.
https://doi.org/10.1016/j.carres.2021.108435
Starodumova I., Prisyazhnaya N, Tarlachkov S., Dorofeeva L., 
Vasilenko O., Evtushenko L. Taxonomy of the genus Clavibac-
ter // XXXVII Annual Meeting of the European Culture Col-
lections’ Organisation Conference Proceedings. Moscow: 
Maks-Press, 2018. P. 107.
Syr N., Perlin A. S. The conformations of furanosides. A 13C nu-
clear magnetic resonance study // Can. J. Chem. V. 57. 1979. 
P. 2504–2511. 
https://doi.org/10.1139/ v79-399
Takeuchi M., Yokota A., Misaki A. Comparative structures 
of the cell-wall polysaccharides of four species of the ge-
nus Microbacterium // J. Gen. Appl. Microbiol. 1990. V. 36. 
P. 255–271.



	 МИКРОБИОЛОГИЯ	 том 93	 № 1	 2024

24	 Тульская и др.

Galactofuranans and Galactomannan of Cell Walls as Chemotaxonomic 
Characteristics of the Genus and Species of Clavibacter
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Abstract—Two types of glycopolymers of different structures were found in the cell walls of type strains 
of two species of phytopathogenic bacteria, Clavibacter insidiosus VKM Ac‑1402T and Clavibacter 
nebraskensis VKM Ac‑1404T (family Microbacteriaceae, class Actinomycetes). The first type is represented 
by new, previously undescribed (1→6)-linked β-D-galactofuranans, which differ in the studied strains of 
the two species by the structure of side oligosaccharide chains (the structures are given in the text). The 
structure of the second glycopolymer, pyruvate-containing galactomannan, was identical in both strains. 
The results obtained in this work, together with those previously obtained, indicate that the presence of 
pyruvate-containing galactomannan and galactofuranans with an identical core structure and different 
oligosaccharide side substituents can be considered as a chemotaxonomic trait of the genus Clavibacter, 
and galactofuranans with di-, tri-, or tetrasaccharide substituents of different composition and structures 
can serve as chemotaxonomic markers of species. The data obtained expand our understanding of 
the structural diversity of natural glycopolymers and structural features of the bacteria cell walls of 
various taxa and may be of interest for taxonomic studies and studies aimed at elucidating the molecular 
mechanisms of interaction between bacteria and plant cells.
Keywords: Clavibacter, galactofuranan, galactomannan, cell wall, chemotaxonomy
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В  микробных сообществах, адаптированных 
к жизни при высоких концентрациях солей, пред-
ставлены все три домена жизни — археи, бактерии 
и эукариоты (Oren, 2016). Галофильные и галото-
лерантные бактерии обладают различными типами 
метаболизма и принадлежат к разным филогенети-
ческим ветвям. В их числе аэробные гетеротроф-
ные и  аноксигенные фототрофные гаммапро-
теобактерии, сульфатредуцирующие анаэробные 
дельтапротеобактерии и различные представите-
ли типов Cyanobacteria, Firmicutes, Actinobacteria, 
Bacteroidetes, Spirochaetes (Ventosa et al., 1998).

При всем разнообразии механизмов противо-
стояния низкой водной активности соляных сред 
существует две основные стратегии обеспечения 
осмотического баланса между цитоплазмой клеток 

и средой обитания: (1) “много соли внутри (high 
salt-in)” — стратегия соленакопления при которой 
в цитоплазме облигатных галофилов поддержива-
ются высокие концентрации KCl, а весь внутрикле-
точный аппарат адаптирован для функционирова-
ния в присутствии высоких концентраций солей; 
(2) “мало соли внутри (low salt-in)” — стратегия на-
копления растворимых органических веществ, так 
называемых совместимых растворов (compatible 
solutes). Накопление осуществляется в результате 
процессов активного транспорта молекул из вне-
шней среды, а также синтеза de novo (Oren, 2016). 
Такие растворенные вещества представляют собой 
незаряженные или цвиттерионные молекулы, ко-
торые не влияют на процессы метаболизма. Су-
ществует множество совместимых растворенных 

DOI: 10.31857/S0026365624010032

Галотолерантные микроорганизмы обладают высоким биотехнологическим потенциалом. Они яв-
ляются продуцентами биологически активных веществ, стрессозащитных средств, гидролитических 
ферментов, используются для биоремедиации окружающей среды. Вместе с тем, характеристика но-
вых галотолерантных бактерий и установление стратегий их солеустойчивости являются актуальными 
фундаментальными задачами. В настоящей работе из скважинного рассола Якшинского месторо-
ждения калийно-магниевых солей был выделен бактериальный штамм МХ2. Изолят представлен не 
образующими спор аэробными грамположительными неподвижными бактериями, морфология ко-
торых варьирует от кокков до коротких палочек, способных к формированию V-образных форм. Ко-
лонии округлые, имеют ровные края и приподнятый центр, блестящие, оранжевого цвета. Бактерии 
штамма МХ2 является галотолерантными и способны к росту при концентрации NaCl до 9%. Геном 
штамма МХ2 был секвенирован. Его размер составил 3747717 п. о., число белок-кодирующих генов — 
3562. Изолят был идентифицирован как принадлежащий к виду Dietzia maris на основании анализа 
последовательностей генов 16S рРНК, gyrB, rpoB, recA, ppk, а также с помощью времяпролетной 
масс-спектрометрии (MALDI-TOF-MS). D. maris МХ2 обладает полными метаболическими путями 
синтеза эктоина, гидроксиэктоина и трегалозы, а также системами транспорта эктоина, гидрокси-
эктоина, трегалозы, глицерина, глицерин‑3-фосфата, L-пролина и глицин-бетаина. Таким образом, 
для обеспечения осмотического баланса D. maris МХ2 использует стратегию накопления совместимых 
органических растворенных веществ.

Ключевые слова: Dietzia, галотолерант, стратегия адаптации, эктоин, трегалоза

Поступила в редакцию 13.07.2023 г.  
После доработки 06.09.2023 г.  

Принята к публикации 06.09.2023 г.

aКазанский (Приволжский) федеральный университет, Казань, 420008, Россия
bАО “Центральный Научно-Исследовательский Институт геологии нерудных полезных ископаемых”  

Казань, 420097, Россия
*e-mail: Maya_Kharitonova@mail.ru

© 2024 г.    М. А. Харитоноваa, *, Ф. Г. Куприянова-Ашинаa, Т. Р. Шакировb,  
М. С. Вафинаb, О. Н. Ильинскаяa

ВЫДЕЛЕНИЕ, ИДЕНТИФИКАЦИЯ И  СТРАТЕГИЯ ВЫЖИВАНИЯ 
ГАЛОТОЛЕРАНТНОГО ШТАММА DIETZIA MARIS MX2 

ИЗ  ЯКШИНСКОГО МЕСТОРОЖДЕНИЯ МИНЕРАЛЬНЫХ СОЛЕЙ

УДК 579.8 + 579.26

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ



	 МИКРОБИОЛОГИЯ	 том 93	 № 1	 2024

26	 Харитонова и др.

веществ, среди которых аминокислоты, сахара, по-
лиолы и их производные, а также азотсодержащие 
соединения (Hagemann et al., 2016). Преобладаю-
щими совместимыми растворами умеренных га-
лофилов являются такие производные аминокис-
лот как эктоин и глицин-бетаин (Waditee-Sirisattha 
et al., 2016). Вторая стратегия способна обеспечить 
высокую адаптивность микроорганизмов к изме-
нениям солености среды, поскольку изменения 
внутриклеточных концентраций совместимых рас-
творенных веществ не оказывают отрицательного 
воздействия на активность внутриклеточных фер-
ментов (Gunde-Cimerman et al., 2018).

Среды обитания галофильных и галотолерант-
ных бактерий многочисленны, к  ним относятся 
моря, океаны, соляные озера, солончаки (Oren 
et  al., 2016). Гиперсалиновые среды обитания 
формируются и в результате антропогенных воз-
действий, таких как промышленные разработки 
месторождений калийно-магниевых и натриевых 
солей. Еще в середине ХХ века при изучении при-
месей, обусловливающих красную окраску мине-
ралов Верхнекамского месторождения, Н. К. Чу-
динов обнаружил в рассоле структуры в виде не-
растворимых хлопьев, не выпадающих в осадок. 
Микроскопический анализ показал наличие по-
движных структур разнообразной формы, которые 
Н. К. Чудинов назвал “палеоорганизмами” (Литов-
ский, 2008). Породами палеозоя представлен и оса-
дочный чехол Верхне-Печорского бассейна (Виш-
няков и соавт., 2018). Исследования нижнеперм-
ской соляной толщи южной части Якшинского 
месторождения Верхне-Печорского калиеносного 
бассейна свидетельствуют о наличии органической 
составляющей, которая, помимо флюидных вклю-
чений жидких углеводородов, представлена бакте-
риями, водорослями, спорами и пыльцой растений 
(Шанина и соавт., 2018). Зоны засоления, образую-
щиеся при промышленной добыче и переработке 
солей, являются местообитанием галофильных 
и галотолерантных бактерий (Плотникова и соавт., 
2001; Корсакова и соавт., 2013; Ястребова и соавт., 
2020; Пьянкова и соавт., 2022).

Характеристика новых галофильных и  гало-
толерантных бактерий и установление стратегий 
осмоадаптации являются актуальными фундамен-
тальными задачами. Кроме того, галотолерантные 
микроорганизмы находят широкое практическое 
применение. Они используются для биоремедиа-
ции окружающей среды и  как продуценты био-
логически активных веществ, стрессозащитных 
средств, гидролитических ферментов. Способность 
к росту в присутствии повышенных концентраций 
солей позволяет снизить риск микробной контами-
нации и обуславливает значительную экономию за 
счет снижения требований к стерильности условий 
культивирования (Waditee-Sirisattha et al., 2016).

Целью настоящей работы являлось выявление 
аэробных культивируемых галотолерантных бакте-
рий в скважинном рассоле Якшинского месторо-
ждения минеральных солей, определение их таксо-
номического статуса и стратегии выживания.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Физико-химический анализ пробы. Отбор об-
разца рассола из скважины № 31 (6144ʹ16ʺ с. ш.,  
56 36ʹ42ʺ в. д.) Якшинского месторождения про-
изведен после вымывания водорастворимых со-
лей из породы, представленной пластами карнал-
лита (KMgCl3 ∙ 6H2O) и галита (NaCl) на глубине 
412.6–416.0  м. В  качестве растворителя исполь-
зовалась вода из гидрогеологической скважины 
№ 30Г/1 (61 44ʹ15.5ʺ с. ш., 56 36ʹ31.0ʺ в. д.). Образец 
был предоставлен в. н. с. ФГУП “ЦНИИгеолне-
руд” А. К. Вишняковым. Измерение содержания 
элементов в пробе проводили с использованием 
титриметрического и гравиметрического анализа, 
а также атомно-эмиссионной спектроскопии (оп-
тический эмиссионный спектрометр с индуктив-
но-связанной плазмой Optima 4300 DV (“Perkin 
Elmer”, США). Спектры образцов снимали на 
инфракрасном Фурье-спектрометре Tensor  27 
(“Bruker”, Германия) при скорости сканирования 
10 кГц и разрешении 4 см‒1. Исследования выпол-
нены методом спектроскопии нарушенного пол-
ного внутреннего отражения (НПВО или ATR, 
аttenuated total reflection). Изображения проб, по-
лучали с помощью растрового электронного ми-
кроскопа “РЭМ‑100У” (Россия) в режиме съемки: 
Uуск = 30 кВ. Контрастирование производили пу-
тем напыления углерода.

Выделение и культивирование микроорганизмов. 
Выделение микроорганизмов проводили посред-
ством прямого посева образцов скважинного рас-
сола на чашки Петри с агаризованной минераль-
ной солевой средой (МСС) (Nesterenko et al., 1982) 
с добавлением 0.5% глюкозы и 3% NaCl. Колонии 
пересевали на среду ГРМ (ТУ 9398–001–78095326–
2006). Фиксированные препараты микроорганиз-
мов, окрашенные по Граму, изучали с помощью 
оптического микроскопа Axiovert 200M (“Carl 
Zeiss”, Германия). На среде МСС бактерии выра-
щивали при температуре 28  в течение 72 ч на ла-
бораторных качалках с интенсивностью качания 
200 об./мин. Контроль роста культуры осуществ-
ляли нефелометрически на КФК‑2 при длине вол-
ны 590 нм. За единицу биомассы принимали по-
глощение в 1 см кювете, равное 1. Статистическую 
обработку результатов проводили с  использова-
нием пакета программ Excel, рассчитывая средне-
квадратичное отклонение (σ). Результаты считали 
достоверными при σ ≤ 10%. При расчете достовер-
ности получаемых разностей использовали крите-
рий Стьюдента, принимая Р ≤ 0.05 за достоверный 
уровень значимости.
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MALDI-TOF/MS анализ. Одну колонию суточ-
ной культуры микроорганизмов наносили на ячей-
ку слайда, затем наслаивали 1 мкл раствора матри-
цы (альфа-циано‑4-гидроксикоричная кислота) 
и подсушивали на воздухе в течение 5 мин. Масс-
спектрометрический анализ осуществляли с помо-
щью времяпролетного MALDI масс-спектрометра 
VITEK MS (“BioMerieux”, Франция). Для записи, 
обработки и анализа масс-спектров использовали 
программное обеспечение MYLA (“BioMerieux”, 
Франция).

Определение последовательности гена 16S рРНК. 
ДНК выделяли с использованием набора FastDNA 
Spin Kit For Soil (“MP Biomedicals”, США) в соот-
ветствии с рекомендациями производителя. ПЦР 
проводили с использованием пары 16S рДНК-спе-
цифичных праймеров 27F и 1492R и набора реак-
тивов BigDyеTerminator v3.1 CycleSequencingKit. 
Детекция продуктов секвенирования проводилась 
в автоматическом режиме методом капиллярного 
электрофореза на генетическом анализаторе ABI 
Prism 3730 Genetic Analyzer (“Applied Biosystems”, 
США) на базе Междисциплинарного центра кол-
лективного пользования Казанского федерального 
университета.

Полногеномное секвенирование (WGS) осуще-
ствляли на платформе Illumina MiSeq (“Illumina”, 
США) на базе Междисциплинарного центра кол-
лективного пользования Казанского федерального 
университета с использованием наборов NEBNext 
Ultra II DNA Library Prep Kit for Illumina и MiSeq 
Reagent Kits v3 (600-Cycle Kit). Сборка генома про-
водилась с использованием алгоритма SPAdes 3.15.5.

Биоинформационный анализ. Поиск гомологич-
ных последовательностей проводили с  исполь-
зованием баз данных NCBI (htpp://www.ncbi.nlm.
nih.gov) и EzBioCloud (http://www.ezbiocloud.net). 
Филогенетический анализ был проведен с  по-
мощью программы MEGA 6 (“MEGA software 
group”, США). Для построения деревьев исполь-
зовали метод максимального правдоподобия 

(maximum likelihood, ML) с  бутстреп-анализом 
500 повторов (Tamura et al., 2013). Множествен-
ные выравнивания были выполнены с использо-
ванием ClustalW. Нуклеотидные последовательно-
сти генов 16S рРНК, генов домашнего хозяйства, 
а также генов ферментов, участвующих в синтезе 
и транспорте осмолитов, были получены из базы 
данных GenBank (NCBI). Сведения о  метаболи-
ческих путях синтеза осмолитов были получены 
с использованием баз данных Киотской энцикло-
педии генов и  геномов KEGG (Kanehisa, 2000). 
Сравнение нуклеотидных и аминокислотных по-
следовательностей проводили с помощью пакета 
программ BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov). 
Сравнительный анализ полногеномных последо-
вательностей проводили путем расчета средней 
идентичности нуклеотидных последовательностей 
(average nucleotide identity, ANI) (Rodriguez and 
Konstantinidis, 2016).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Характеристика образцов скважинного рассола. 
Содержание H2O в пробе составило 874.65 г на 1 кг 
рассола. Преобладающими ионами являлись ионы 
натрия и хлора. NaCl присутствовал в доле 73.83% 
и отражал основную составляющую породы — га-
лит (табл. 1).

Доля карналлита (КMgCl3 ∙ 6H2O) в растворе — 
19.76%. Содержание MgCl2 и KCl было примерно 
одинаково (11.08 и 12.08% соответственно), CaSO4 
содержался в  меньших количествах (3.79%). Ме-
тодом растровой электронной микроскопии были 
получены изображения пробы скважинного рассо-
ла (рис. 1).

Образцы представлены частицами неправиль-
ной, изломанной формы размером менее 40 мкм, 
часть их имеет нерезкие оплывшие грани, что ха-
рактерно для карналлита. Дифференциальным 
фильтрованием через фильтры Шотта были по-
лучены фракции пробы скважинного рассола, 

Таблица 1. Количественный химический анализ скважинного рассола и пересчет на солевой и минеральный 
составы (содержание H2O в пробе: 874.65 г/кг рассола)

Ионный состав,%
K+ Na+ Mg2+ Ca2+ Cl– SO4

2–

6.34 28.13 2.83 1.23 58.79 2.68
Солевой состав,%

KCl NaCl MgCl2 CaSO4

12.08 73.83 11.08 3.79
Минеральный состав,%

KCl (сильвин) NaCl (галит) КMgCl3∙6H2O (карналлит) CaSO4 (ангидрит)
3.41 73.83 19.76 3.79
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которые исследовались методом инфракрасной 
спектроскопии (табл. 2, рис. 2).

Во всех фракциях в области 3650‒3000 см‒1 на-
блюдали полосы валентных колебаний ОН-, NН- 
и СН-групп. Разделение полос поглощения в об-
ласти 3650‒3000 см‒1 и наличие полосы поглоще-
ния при ~1635  см‒1 свидетельствуют о  наличии 
NН-связей в образцах 1, 2 и 3. Полосу поглоще-
ния при 905 см‒1 можно отнести к деформацион-
ным колебаниям СН-связей. Минералогическая 
составляющая образцов проявляется в  области 
1200–600 см‒1. Полосы при 797 и 778 см‒1 указы-
вают на большое содержание калиевого полево-
го шпата и кварца во фракциях 3 и 5. Сравнение 
ИК-спектров всех фракций показало, что органи-
ческие вещества присутствуют в исходной пробе 1, 
а  также во фракциях 2 и  6. Отмывка приводила 
к очищению от органической части.

Выявление и  идентификация галотолерантных 
микроорганизмов в  скважинном рассоле. Прямое 
микроскопирование фиксированных препаратов 
образцов скважинного рассола показало наличие 

в нем объектов в форме кокков и эллипсов (корот-
ких палочек), окрашивающихся по Граму в синий 
цвет (рис. 3а).

Через 48 ч после посева образцов на солевом 
агаре появлялись бактериальные колонии трех ти-
пов. Преобладали мелкие светло-оранжевые глад-
кие колонии (8.7×103 КОЕ/мл), в 4 раза меньше 
было полупрозрачных колоний молочного цвета 
(2.1×103 КОЕ/мл), в незначительном количестве 
присутствовали матовые колонии с неровным кра-
ем (0.7×102 КОЕ/мл). Для дальнейшего исследо-
вания были выбраны микроорганизмы, присут-
ствующие в пробе в наибольшем количестве. Их 
пересев на среду ГРМ приводил к росту выпуклых, 
блестящих, ярко-оранжевого цвета колоний с ров-
ными краями и приподнятым центром, диаметр 
которых достигал 3–4 мм на 10 сут культивирова-
ния (рис. 3в). Оборотная сторона колоний, при-
легающая к  субстрату, окрашена неравномерно: 
центр имеет оранжево-желтую окраску, периферия 
яркого оранжевого цвета. По прошествии двух не-
дель цвет колоний становился кораллово-красным. 

Рис. 1. Изображения пробы скважинного рассола, полученные методом растровой электронной микроскопии при 
50-кратном (а) и 200-кратном увеличении (б). Длина масштабных меток: 1 мм (а), 200 мкм (б).

Таблица 2. Характеристика фракций проб скважинного рассола, полученных дифференциальным 
фильтрованием через фильтры Шотта

Фракция Описание пробы Полосы поглощения, см‒1

1 Исходная проба, содержащая блестки и хлопья 3384, 1637, 1439, 999, 905, 795, 631
2 Блестки и хлопья, выделенные фильтрацией (S00, 250‒500) 3377, 3242, 1635, 1005, 798, 628
3 Отмытые блестки и хлопья (S0, 160‒250) 3395, 1638, 1439, 992, 797 778, 746, 695, 643
4 Отмытые хлопья (S1, 100‒160) 3110, 1639, 1450, 1001, 906, 795, 631
5 Отмытые блестки (S2, 40‒100) 3355, 2922, 1460, 992, 191ДП, 645
6 Раскристаллизованный раствор фильтрации (S3, 16‒40) 3377, 3243, 1634, 1113, 1006

Примечание. В скобках указаны класс и пористость фильтров Шотта в мкм.

(а) (б)
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Микроскопия окрашенных по Граму фиксиро-
ванных препаратов показала, что колонии состо-
ят из грамположительных не споровых кокковых 
и эллипсовидных клеток, образующих V-образные 
формы (рис. 3б). Для определения интервала га-
лотолерантности штамм МХ2 выращивали в среде 
МСС с добавлением NaCl в диапазоне концентра-
ций от 1 до 10% (рис. 4).

Установлено, что оптимальными являются кон-
центрации NaCl до 3%; вместе с тем, штамм МХ2 
способен к росту в присутствии 4–9% NaCl. Увели-
чение концентрации соли выше оптимальной при-
водило к снижению интенсивности роста в 2–8 раз. 
Поскольку в образцах скважинного рассола ионы 
натрия и хлора преобладали, а концентрация NaCl 
составила 9.2%, можно предположить, что штамм 
МХ2 способен к жизнедеятельности в гиперосмо-
тических условиях, создающихся в  рассоле в  ре-
зультате вымывания солей из породы.

В  результате MALDI-TOF-MS анализа было 
установлено, что исследуемый микроорганизм яв-
ляется представителем актинобактерий — Dietzia 
maris с показателем достоверности идентичности 
белковых профилей 99.9. Была проведена молеку-
лярно-генетическая идентификация штамма МХ2 
посредством анализа нуклеотидной последователь-
ности гена 16S pРНК. Последовательность гена 16S 
рРНК была депонирована в базе данных GenBank 
NCBI под регистрационным номером ON527787, 
ее длина составила 1332 нуклеотида. Анализ сход-
ства с  последовательностями, депонированны-
ми в GenBank, показал, что исследуемый штамм 
принадлежит к  роду Dietzia. Наиболее близкими 
видами являются D. maris и  D. kunjamensis. Было 
выявлено 22 штамма D. maris нуклеотидная иден-
тичность с  генами 16S рРНК которых составила 
99.85–100.00% (MT632637, MK254648, MN134494, 
MG547917, MK318606, KU601225, OP218699, 
MW599789, KJ939458, OK299010, KF923451, 
KF740541, MZ292942, MZ149266, MW965720, 
MW624378, JF798365, GQ870425, NR_116685, 
NR_037025, NR_118596, MN134494, X79291). 
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Рис. 2. ИК-спектры фракций пробы скважинного рас-
сола, полученных дифференциальным фильтрованием 
через фильтры Шотта.

Рис. 3. Выявление микроорганизмов в скважинном 
рассоле: прямое микроскопирование фиксированного 
препарата образца скважинного рассола (а); микро-
скопирование D. maris МХ2 (б); колонии D. maris МХ2 
на агаризованной среде ГРМ (в). Длина масштабной 
метки 5 мкм.

Рис. 4. Влияние различных концентраций NaCl на рост 
D. maris МХ2. К — культивирование в минеральной со-
левой среде MCC, содержащей 0.1% NaCl.

(а) (б) (в)
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Идентичность с геном 16S рРНК типового штамма 
D. maris DSM 43672–99.92%. Также высокий уро-
вень сходства генов 16S рРНК (99.77–100%) пока-
зали шесть штаммов D. kunjamensis (D. kunjamensis 
WD821, D. kunjamensis 313, D. kunjamensis NC162, 
D. kunjamensis D143, D. kunjamensis ssp. Schimae DSM 
45139, D. kunjamensis DSM 44907). Идентичность 
с генами 16S рРНК типовых штаммов D. kunjamensis 
DSM 44907–99.85%, D. kunjamensis ssp. schimae DSM 
45139–99.77%.

К  настоящему времени последовательности 
геномов D. kunjamensis получены в  виде конти-
гов (RAQB01, JAALDS01, JAALDR01, FXTG01) 
и  скаффолдов (JAPWIF01, JASIRP01), расши-
фровка генома штамма D. kunjamensis 313 пол-
ностью завершена (GCA_024125715). Референс-
ным является геном штамма D. kunjamensis ssp. 
schimae DSM 45139 (FXTG01). Геномы D. maris не 
расшифрованы полностью, 6 геномов представ-
лены набором контигов: (JALXXM01, QNTT01, 
JAALDN01, JALXXI01, CANNAK01, CANNAO01), 
у  двух геномов контиги упорядочены в  скаф-
фолды (LMTF01, JAPWIO01). Опубликованный 
геном типового штамма D. maris DSM 43672 по 
данным GenBank (от 05.09.2023 г.) контаминиро-
ван (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/datasets/genome/
GCF_001630765.1/). Ранее референсным считал-
ся геном штамма D. maris p3-SID1051 (JALXXI01). 
В  2023  году референсным был назначен геном 
штамма D. maris IEGM 44 (JAPWIO01), выделен-
ный из загрязненных нефтью почв.

Было проведено секвенирование генома штам-
ма МХ2, который был депонирован в Genbank под 
номером доступа JAUHTB01. Геном представлен 
111 контигами, его размер составил 3747717 п. о., 
содержание пар Г + Ц — 70.18%, число белок-ко-
дирующих генов — 3562. Были выявлены пол-
ные нуклеотидные последовательности гена 16S 
pРНК, генов домашнего хозяйства (“housekeeping”) 
gyrB (β-субъединицы ДНК-гиразы), rpoB (β-субъ-
единицы РНК-полимеразы), recA (рекомбина-
зы A), ppk (полифосфаткиназы), а также ген alkB 

(алкан-монооксигеназа). Наличие гена alkB, коди-
рующего ключевой ферментом деградации н-алка-
нов (van Beilen et al., 2007), может свидетельствовать 
о том, что штамм MX2 наряду с другими предста-
вителями рода Dietzia (Gharibzahedi et al., 2014) спо-
собен разлагать алифатические углеводороды. Ну-
клеотидная идентичность полных генов 16S rRNA 
(1523 п. о.) штамма МХ2 и типовых штаммов D. maris 
DSM 43672 и D. kunjamensis DSM 44907 одинакова 
и  составила 99.93%. Идентичность с  генами 16S 
rRNA штаммов D. maris IEGM 44 и D. kunjamensis 
ssp. schimae DSM 45139 составила 100%. Существует 
вероятность того, что результаты MALDI-TOF-MS 
анализа могут быть ошибочны (Lorente-Leal et al., 
2022) в связи с высоким сходством между видами и/
или отсутствием спектров D. kunjamensis в базе дан-
ных. Поскольку возможности идентификации на 
основе последовательности генов 16S rRNA у близ-
кородственных видов бывают ограничены (Cohan, 
2001), для уточнения филогенетического положе-
ния были использованы гены “домашнего хозяй-
ства”, эволюционирующие сравнительно медленно, 
но быстрее, чем гены 16S рРНК. Наиболее высокой 
идентичностью обладали гены домашнего хозяйства 
штамма D. maris IEGM 44 (gyrB — 98.58%, rpoB — 
99.77%, recA — 99.19%, ppk — 99.76%). Нуклеотид-
ная идентичность c генами домашнего хозяйства 
D. kunjamensis ssp. schimae DSM 45139, D. kunjamensis 
DSM 44907 и D. kunjamensis 313 была на 0.2–2.76% 
ниже. Идентичность с последовательностями генов 
домашнего хозяйства других видов Dietzia была ниже 
92%. Кроме того, ген alkB штамма D. maris IEGM 44 
обладал наибольшей идентичностью (99.19%) с ге-
ном, принадлежащим штамму MX2. Был проведен 
сравнительный анализ полногеномных последова-
тельностей штамма MX2, D. maris IEGM 44, D. maris 
p3-SID1051, D. kunjamensis ssp. schimae DSM 45139, 
D. kunjamensis 313, основанный на расчете средней 
идентичности нуклеотидных последовательностей 
(ANI). Наиболее высокий показатель ANI (98.49 
и 97.27%) был установлен для штаммов вида D. maris 
(табл. 3).

Таблица 3. Попарное сравнение значений ANI (в %) геномов штаммов MX2, D. maris IEGM 44, D. maris 
p3-SID1051, D. kunjamensis DSM 44907, D. kunjamensis ssp. Schimae DSM 45139, D. kunjamensis 313

D. kunjamensis 
313

D. kunjamensis ssp. 
Schimae  

DSM 45139

D. kunjamensis 
DSM 44907

D. maris 
IEGM 44

D. maris 
p3-SID1051 MX2

D. kunjamensis 313 100.00 96.82 97.93 97.13 97.17 97.12
D. kunjamensis ssp. Schimae 
DSM 45139 96.82 100.00 96.77 96.57 96.63 96.56

D. kunjamensis DSM 44907 97.93 96.77 100.00 96.77 96.85 96.92
D. maris
IEGM 44 97.13 96.57 96.77 100.00 97.20 98.49

D. maris p3-SID1051 97.17 96.63 96.85 97.20 100.00 97.27

MX2 97.12 96.56 96.92 98.49 97.27 100.00
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Таким образом, штамм МХ2 был идентифици-
рован, как принадлежащий к виду Dietzia maris. Де-
рево, показывающее филогенетическое положение 
штамма Dietzia maris МХ2, на основе анализа по-
следовательностей гена gyrB представителей рода 
Dietzia, а также других актинобактерий (Rhodococcus 
jostii RHA1, Nocardiopsis dassonvillei DSM 43111, 
Brevibacterium linens BS258) представлено на рис. 5a.

Результаты исследования влияния различных 
концентраций NaCl на рост штамма МХ2 согласу-
ются с данными литературы (Koerner et al., 2009; 

Пьянкова и  соавт., 2022), свидетельствующими 
о способности D. maris к росту при концентрации 
NaCl в среде культивирования до 7%, что позво-
ляет считать данные бактерии галотолерантными 
микроорганизмами. Присутствие штамма D. maris 
МХ2 в  образце рассола может быть связано как 
с выделением непосредственно из соляной толщи 
в процессе подземного растворения, так и с нали-
чием данных бактерий в растворителе. Ранее было 
показано, что бактерии рода Dietzia отсутствуют 
в растворителе, но при этом в рассоле скважины 
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Рис. 5. Неукорененные филогенетические деревья, построенные методом максимального правдоподобия по результатам 
сравнительного анализа: (а) нуклеотидных последовательностей генов gyrB и (б) аминокислотных последовательностей 
L-эктоинсинтазы штаммов D. maris MX2, D. maris IEGM 44, D. maris p3-SID1051, D. kunjamensis ssp. schimae DSM 45139T, 
D. kunjamensis DSM 44907T, D. kunjamensis 313, D. lutea YIM 80766T, D. psychralcaliphila ILA‑1T, Dietzia sp. oral taxon 368, 
Dietzia sp. JS16-p6b, D. timorensis ID05-A0528T, Rhodococcus jostii RHA1, Nocardiopsis dassonvillei DSM 43111T, Brevibacterium 
linens BS258. Цифрами указана статистическая значимость порядка ветвления (в %), определенная с помощью бутстреп-
анализа 500 альтернативных деревьев. Масштабная метка — 0.05 замен на одну нуклеотидную позицию.

(а)

(б)



	 МИКРОБИОЛОГИЯ	 том 93	 № 1	 2024

32	 Харитонова и др.

№ 31 они были выявлены (Пьянкова и соавт., 2022). 
Таким образом, вероятным источником D. maris 
МХ2 является соляная толща. Отсутствие органи-
ческой составляющей в отмытых фракциях (нерас-
творимые компоненты: хлопья и блестки) свиде-
тельствует о том, что бактерии могут быть обнару-
жены только в растворимой части породы.

Стратегия выживания D. maris MX2 в гиперос-
мотических условиях. Род Dietzia был предложен 
Rainey в  1995 г. как моноспецифический таксон 
для микроорганизма, ранее классифицированно-
го как Rhodococcus maris (Nesterenko et al., 1982; 
Rainey et al., 1995). На момент написания статьи 
род Dietzia включал 14 культивируемых достоверно 
охарактеризованных видов, входящих в семейство 
Dietziaceae и образующих отдельную кладу на фило-
генетическом дереве семейства Corynebacteriaceae. 
Представители Dietzia встречаются в  широком 
спектре водных и наземных местообитаний. Они 
были выделены из щелочных подземных вод, со-
леных озер, почвы, нефтяных месторождений, 
образцов, взятых у пациентов с острыми инфек-
циями и  c поверхности растений (Koerner et al., 
2009). Разнообразие сред обитания, во многих из 
которых создаются стрессовые для бактериальной 
клетки условия, свидетельствует о наличии меха-
низмов адаптации. Так, в клеточных стенках акти-
нобактерий рода Dietzia, принадлежащего к надро-
довому таксону Mycolata, содержатся миколовые 
кислоты, играющие важную роль в сопротивляе-
мости к обезвоживанию, химическим воздействи-
ям и антибактериальным препаратам (Goodfellow, 
Maldonado, 2006).

Способность штамма МХ2 к  существованию 
в  средах обитания с  широким диапазоном кон-
центраций солей, позволяет предположить, что 
данная актинобактерия для обеспечения осмоти-
ческого гомеостаза использует вторую стратегию 
выживания в  гиперосмотических условиях. Для 
представителей актинобактерий Actinopolyspora 
halophila и Nocardiopsis sp. известно, что домини-
рующими совместимыми веществами являются 
эктоин и бетаин, наименее значимы гидроксиэк-
тоин и трегалоза (Gunde-Cimerman et al., 2018). Ак-
тинобактерии порядка Micrococcales (Brevibacterium 
epidermidis, Kocuria varians, Nesterenkonia halobia) 
и порядка Streptomycetales (S. coelicolor, S. griseolus) 
также накапливают эктоин, бетаин, гидроксиэкто-
ин и трегалозу (Pastor et al., 2010). Rhodococcus jostii 
RHA1, принадлежащий, как и виды рода Dietzia 
к  порядку Corynebacteriales, в  условиях стресса 
индуцирует пути биосинтеза эктоина (LeBlanc et 
al., 2008). R. jostii PD630 продуцирует три осмоли-
та — трегалозу, эктоин и гидроксиэктоин (Alvarez, 
2004). Вероятно, D. maris МХ2, как и другие гало-
толерантные актинобактерии, для адаптации к ги-
перосмотическим условиям накапливает подобные 
осмолиты.

Анализ полных последовательностей геномов 
представителей рода Dietzia (D. lutea YIM 80766, 
D. psychralcaliphila ILA‑1, D. timorensis ID05-A0528, 
D. kunjamensis 313, Dietzia sp. JS16-p6b, Dietzia sp. 
oral taxon 368 W5195) с использованием баз данных 
KEGG pathway показал наличие в них метаболиче-
ских путей биосинтеза и деградации эктоина. Эк-
тоин синтезируется из L-аспартат‑4-полуальдегида 
в цепи реакций, которые осуществляет диамино-
бутират‑2-оксоглутарат транс-аминаза [EC:2.6.1.76], 
L‑2,4-диамино-бутират ацетил-трансфераза 
[EC:2.3.1.178] и  L-эктоин-синтаза [EC:4.2.1.108]. 
Данные ферменты у различных грамотрицательных 
и грамположительных бактерий кодируются эволю-
ционно консервативным кластером генов, ectABC 
(Bursy et al., 2007). Субстрат для синтеза эктоина, 
L-аспартат‑4-полуальдегид, образуется из аспарта-
та при помощи аспартаткиназы [EC: 2.7.2.4] и ас-
партат-полуальдегид-дегидрогеназы [EC: 1.2.1.11]. 
Под воздействием эктоингидроксилазы (EctD) 
[EC:1.14.11.55] осуществляется гидроксилирова-
ние эктоина с образованием гидроксиэктоина. Для 
установления возможности использования эктоина 
в качестве инструмента второй стратегии борьбы 
с осмотическим стрессом, в геноме D. maris МХ2 был 
произведен поиск генов, кодирующих ферменты 
метаболических путей синтеза эктоина. Выявлен-
ные последовательности идентичны гомологичным 
генам D. maris IEGM 44 на 97.68–99.53% и D. maris 
p3-SID1051 на 97.15–98.83%. Также высокой иден-
тичностью обладают гены D. kunjamensis ssp. schimae 
DSM 45139 (96.30–99.06%) D. kunjamensis DSM 44907 
(96.41–99.53%) и D. kunjamensis 313 (96.41–99.77%). 
Гены штаммов D. maris МХ2 и D. maris IEGM 44, 
кодирующие L-эктоин-гидроксилазу, идентичны 
на 100%, гомологичные гены D. maris p3-SID1051, 
D. kunjamensis ssp. schimae DSM 45139 и D. kunjamensis 
313 идентичны на 96.30–96.76%. Идентичность го-
мологичных генов представителей других видов 
рода Dietzia существенно ниже (74.71–94.10%). На 
филогенетическом дереве, построенном на основа-
нии выравнивания аминокислотных последователь-
ностей L-эктоинсинтаз, D. maris МХ2 располагает-
ся в общей кладе с представителями D. kunjamensis 
и D. maris. Данная клада, в свою очередь, находит-
ся в кладе, объединяющей другие виды рода Dietzia 
(рис.  5б). Подобное расположение соответствует 
топологии филогенетического дерева, сформиро-
ванного на основании последовательностей генов 
gyrB видов рода Dietzia и других представителей ак-
тинобактерий (рис. 5а). Это может свидетельство-
вать о том, что гены L-эктоинсинтазы рода Dietzia 
являются гомологами, возникшими от предкового 
гена в процессе видообразования.

Сопротивляемость солевому стрессу с помощью 
эктоина осуществляется галотолерантными бакте-
риями не только путем синтеза, но и за счет его по-
глощения из окружающей среды. Ранее было по-
казано, что в геномах представителей рода Dietzia, 
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выделенных из водной среды, наиболее распро-
странены гены, кодирующие АТФ-связывающие 
транспортные белки суперсемейства ABC (Fang 
et al., 2020). В геноме штамма D. maris МХ2 обнару-
жены гены, для которых на основании гомологии 
транслированных аминокислотных последователь-
ностей установлено, что они кодируют субъедини-
цы ABC-транспортера эктоина/гидроксиэктоина 
(АТФ-связывающий белок EhuA, субстрат-свя-
зывающий белок EhuB, гомологичные пермеазы 
EhuC и  EhuD). Таким образом, штамм D. maris 
МХ2 способен как поглощать эктоин из внешней 
среды, так и синтезировать его de novo. Помимо ге-
нов ABC-транспортеров эктоина, в геноме Dietzia 
sp. МХ2 были обнаружены и другие осмопротек-
торные транспортеры. Это АВС-транспортер гли-
церина и  глицерин‑3-фосфата (гены ugpA, ugpB, 
ugpC), АВС-транспортер L-пролина и глицин-бе-
таина (гены proX и proP), а также транспортер гли-
цин-бетаина пермеаза OpuD.

Важную роль в защите бактерий в условиях вод-
ного и гиперосмотического стресса играет такое 
осмопротекторное соединение как трегалоза, угле-
вод из группы невосстанавливающих дисахаридов. 
Наиболее распространенным является путь синте-
за трегалозы из UDP-глюкозы и глюкозо‑6-фосфа-
та при участии трегалозо‑6-фосфат синтазы и тре-
галозо‑6-фосфат фосфатазы. Трегалозо‑6-фос-
фат синтаза (OtsA, EC2.4.1.15) была выделена 
у  актинобактерии Rhodococcus opacus (Tischler et 
al., 2013). Установлено, что в геномах D. lutea YIM 
80766, D.  psychralcaliphila ILA‑1, Dietzia sp. oral 
taxon 368, D. timorensis ID05-A0528, присутствуют 
гены, транслированные аминокислотные после-
довательности которых на 65.73–66.67% идентич-
ны трегалозо‑6-фосфат синтазе R. opacus. В  ге-
номе D. maris MX2 также были обнаружены гены, 
кодирующие ферменты, ответственные за синтез 
трегалозы из UDP-глюкозы и глюкозо‑6-фосфа-
та. При этом наибольшей идентичностью с ними 
(99.38–100.00%) обладали гены D. maris IEGM 44. 
Кроме того, с использованием баз данных KEGG 
pathway у представителей рода Dietzia обнаружен 
другой метаболический путь синтеза трегалозы, 
в котором происходит превращение олиго/поли-
мальтодекстринов/гликогена в трегалозу в двуста-
дийной реакции с помощью мальтоолигозилтре-
галозо синтазы (TreY, EC:5.4.99.15) и мальтоолиго-
зилтрегалозо трегалогидролазы (TreZ, EC:3.2.1.141). 
Установлено, что последовательности, кодирую-
щие оба фермента, присутствуют в геноме D. maris 
MX2 и  показывают высокое сходство с  гомоло-
гичными последовательностями D. maris IEGM 44 
(98.69% (treY) и 97.92% (treZ)) и D. maris p3-SID1051 
(98.90% (treY) и 93.24% (treZ)).

В результате анализа генома штамма D. maris 
MX2 на наличие систем транспорта трегало-
зы, были обнаружены последовательности генов, 

кодирующих белки-переносчики трегалозы — пер-
меазы SugA и SugB. Гомологичные пермеазы явля-
ются компонентами транспортера трегалозы у ак-
тинобактерии Mycobacterium tuberculosis. Поскольку 
у млекопитающих трегалоза отсутствует, данный 
транспортер необходим M. tuberculosis для ретро-
градного транспорта трегалозы как побочного 
продукта биосинтеза миколовых кислот клеточной 
оболочки (Kalscheuer et al., 2010). Соответствен-
но, пермеазы SugA и SugB штамма D. maris MX2 
с  большой вероятностью осуществляют не толь-
ко транспорт трегалозы из окружающей среды, но 
и обеспечивают рециркуляцию трегалозы, освобо-
ждающейся при формировании клеточной стенки.

Таким образом, из Якшинского месторождения 
минеральных солей был выделен новый штамм 
D. maris МХ2, который является галотолерантным 
и адаптируется к высоким концентрациям солей 
в среде обитания посредством второй стратегии 
обеспечения осмотического баланса путем регули-
рования процессов синтеза и/или транспорта таких 
осмопротекторов как эктоин, гидроксиэктоин, тре-
галоза, глицерин, глицерин‑3-фосфат, L-пролин 
и глицин-бетаин.
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Abstract—Halophilic and halotolerant microorganisms have a high biotechnological potential. They 
are producers of biologically active substances, stress-protective agents, hydrolytic enzymes, and are 
used for environmental bioremediation. At the same time, the characterization of novel halotolerant 
bacteria and the disclosure of their salt tolerance strategy are topical fundamental problems. In the 
present work, a new strain MX2 was isolated from the salt well brine of the Yakshinskoe potassium-
magnesium salt deposit. The isolate is represented by aerobic gram-positive non-motile bacteria that do 
not produce spores. The cell morphology varies from cocci to short rods that are capable of producing 
V-shaped forms. Colonies on the surface of agar nutrient medium were circular with an entire edge and 
raised center, glistening and orange. Bacteria of strain MX2 are halotolerant microorganisms capable 
of growing at NaCl concentrations up to 9%. Strain MX2 was sequenced. Its size was estimated at 
3747717 b. p., the number of protein-coding genes — 3562. Strain MX2 was identified as belonging to 
the species Dietzia maris based on analysis of 16S rRNA, gyrB, rpoB, recA, ppk gene sequences and using 
time-of-flight mass spectrometry (MALDI-TOF-MS). D. maris MX2 has complete metabolic pathways 
for the synthesis of ectoine, hydroxyectoine, and trehalose, as well as transport systems for ectoine, 
hydroxyectoine, trehalose, glycerol, glycerol‑3-phosphate, L-proline, and glycine-betaine. Thus, to 
ensure the osmotic balance, D. maris MX2 uses the strategy of accumulating compatible organic solutes.

Keywords: Dietzia, halotolerant, strategy of adaptation, ectoine, trehalose
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Неорганические полифосфаты (полиР) ‒ ли-
нейные полимеры, содержащие от нескольких до 
нескольких сотен ортофосфатных остатков и вы-
полняющие в  клетке многочисленные функции, 
включая резервирование фосфата и энергии, свя-
зывание катионов, образование мембранных кана-
лов, участие в формировании и функционировании 
клеточной оболочки, регуляцию экспрессии генов 
и активности ферментов и приспособление к стрес-
совым условиям (Kulaev et al., 2004; Rao et al., 2009; 
Denoncourt, Downey 2021; Orell et al., 2012).

Ген VTC4 кодирует основной фермент, обла-
дающий полифосфатсинтетазной активностью 
у  дрожжей и  синтезирующий полиР с  использо-
ванием энергии АТФ (Hothorn et al., 2009). Vtc4 
катализирует перенос терминального фосфатного 
остатка с АТФ на полиР. Активатором полиР син-
тетазы является 5-PP-InsP5 (Gerasimaite et al., 2017). 

Белок Vtc4 является частью VTC комплекса ва-
куолярной мембраны дрожжей, в состав которого 
также входят белки Vtc1, Vtc2 и Vtc3 (Muller et al., 
2002; Muller et al., 2003). Этот комплекс локализо-
ван в вакуолярной мембране, и к числу его функ-
ций относится функция шаперона по отношению 
к V-ATPазе этой мембраны и участие в слиянии 
вакуолярной мембраны с другими мембранными 
структурами (Muller et al., 2002; Muller et al., 2003). 
Нокаут-мутанты по гену VTC4 содержат очень мало 
полиР по сравнению с родительскими штаммами 
(Boyce et al., 2006; Tomashevsky et al., 2021).

Ген PPN1 кодирует фермент, обладающий экзо-
полифосфатазной и эндополифосфатазной актив-
ностью и участвующий в регуляции метаболизма 
полифосфатов (Sethuraman et al., 2001; Andreeva et 
al., 2015). Моновалентные катионы стимулируют эк-
зополифосфатазную активность Ppn1, ионы NH4

+ 
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Одной из функций неорганических полифосфатов (полиР), как соединений с фосфоэфирными свя-
зями, является участие в энергетическом обмене. Митохондрии дрожжей содержат собственный пул 
полифосфатов, однако пути участия этих полимеров в функционировании митохондрий у этих ми-
кроорганизмов изучены недостаточно. Целью данной работы было выявление влияния нокаут-мута-
ций генов полифосфатсинтетазы VTC4 и одной из полифосфатаз PPN1 на содержание полифосфатов 
и полифосфатазную активность в митохондриях S. cerevisiae и особенности роста мутантных штаммов 
на этаноле. Показано, что нокаут гена VTC4 приводил к значительному снижению содержания по-
лиР в митохондриях. Нокаут гена PPN1 приводил к исчезновению полифосфатазной активности, но 
только к небольшому увеличению содержания полифосфатов в митохондриях при росте на глюкозе. 
При росте на этаноле содержание полиР в митохондриях у данного штамма и родительского штам-
ма совпадало и было примерно в два раза меньше, чем при росте на глюкозе. Оба мутанта способны 
расти на среде с этанолом в качестве источника углерода, однако характеризуются удлинением лаг-
фазы при переходе от потребления глюкозы к потреблению этанола. Сделано предположение, что 
полифосфаты митохондрий могут представлять собой энергетический резерв этих органелл, необхо-
димый для формирования полноценных митохондрий при переходе от гликолиза к окислительному 
фосфорилированию.

Ключевые слова: митохондрии, полифосфаты, PPN1, VTC4, окислительное фосфорилирование, 
Saccharomyces cerevisiae
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также стимулируют и эндополифосфатазную актив-
ность (Andreeva et al., 2019). Недавно открыт новый 
способ пост-трансляционной модификации белков, 
приводящий к изменению их свойств и активно-
сти, — ковалентное присоединение полиР к остат-
кам лизина, так называемое лизин-полифосфори-
лирование (Azevedo et al., 2015; 2020). Показано, что 
Ppn1 способна гидролизовать эти полиР (Azevedo 
et al., 2015). У мутанта Δppn1 исчезала полифосфа-
тазная активность митохондриальной мембраны 
и резко снижалась эта активность в вакуолях и яд-
рах (Lichko et al., 2006). Эти данные, в совокупно-
сти со сравнительным анализом свойств полифос-
фатаз, свидетельствуют о том, что полифосфатаза 
Ppn1 локализована в  вакуолях, ядрах и  митохон-
дриальных мембранах. В первой работе, посвящен-
ной идентификации и функциям полифосфатазы 
Ppn1, было установлено, что мутации в гене PPN1, 
приводящие к  отсутствию этой полифосфатазы 
в клетках S. cerevisiae, вызывают увеличение содер-
жания полиР и их длины цепи (Sethuraman et al., 
2001). При более детальном анализе содержания 
различных фракций полиР у мутанта Δppn1 было 
показано, что на стационарной стадии роста про-
исходило двукратное увеличение содержания наи-
более короткоцепочечной фракции полиР1, а со-
держание других фракции мало изменялось (Кула-
ковская и соавт., 2006). Анализ содержания полиР 
в изолированных субклеточных фракциях показал, 
что у  мутанта Δppn1 наблюдается увеличение со-
держания полиР в митоходриях и вакуолях (Lichko 
et al., 2006). Также было показано, что у штамма 
MATa ade2 his3 ura3 ppn1Δ::CgTRP1 (Sethuraman et 
al., 2001) с нокаутом PPN1 снижена выживаемость 
в стационарной стадии роста. Это снижение было 
объяснено тем, что данный штамм не способен 
к потреблению лактата и этанола (Pestov et al., 2005). 
В митохондриях этого штамма снижена полифосфа-
тазная активность и увеличено содержание полиР 
(Pestov et al., 2005). Было сделано предположение 
о том, что полиР играют важную роль в регуляции 
функционального состояния митохондрий дрожжей.

В  клетках млекопитающих полиР/поли-β-
гидроксибутират‒Ca2+ комплексы могут участ-
вовать в функционировании канала митохондри-
альной мембраны, так называемого mitochondrial 
permeability transition pore (Pavlov et al., 2005). По-
лиР митохондрий млекопитающих вовлечены 
в нормальное функционирование этих органелл 
и в процесс изменения проницаемости в услови-
ях стресса (Abramov et al., 2007). Недавно было по-
казано, что полиР митохондрий млекопитающих 
активируют дыхание, не сопряженное с синтезом 
АТФ (V2), но ингибируют АДФ-зависимое дыха-
ние (V3). Кроме того, они могут стимулировать ак-
тивность F0F1-АТФазы в присутствии АТФ и могут 
быть синтезированы и гидролизованы этим фер-
ментом вместо АТФ (Baev et al., 2020).

В недавних работах с культурами человеческих 
клеток было показано, что значительное фермен-
тативное снижение содержания полиР в  мито-
хондриях (посредством экспрессии в генетически 
модифицированных клетках дрожжевой полифос-
фатазы PPX) приводит к переключению энергети-
ческого обмена клетки с окислительного фосфори-
лирования на гликолиз (Solesio et al., 2021). В клет-
ках, содержащих такие генетические конструкции, 
наблюдали изменение экспрессии многих белков 
митохондрий, что может быть объяснено как об-
щим нарушением метаболизма, так и тем, что по-
лиР митохондрий, возможно, напрямую участву-
ют в регуляции экспрессии некоторых белков этих 
органелл (Guitart-Mampel et al., 2022). Эти данные 
показывают, что полиР митохондрий млекопитаю-
щих могут быть одним из важнейших регуляторных 
факторов этих органелл.

Дрожжи остаются эффективной моделью для 
исследований в области энергетического обмена 
у эукариот. В настоящее время доступны коммер-
ческие мутантные штаммы Saccharomyces cerevisiae, 
что позволяет проводить исследования с использо-
ванием мутантов, содержащих стандартизованные 
генетические конструкции. Это особенно важно 
в связи с тем, что многие мутации у дрожжей об-
ладают плейотропным действием, которое может 
зависеть от способа получения мутантов.

Целью данной работы было выявление влия-
ния нокаут-мутаций по VTC4 и PPN1 на полифос-
фатазную активность и содержание полифосфатов 
в митохондриях S. cerevisiae и особенности роста 
мутантных штаммов на этаноле с использованием 
в качестве объекта исследования мутантных штам-
мов из коллекции Dharmacon.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

Объекты исследования. В работе были исполь-
зованы родительский штамм BY4741 (MATa his3D1 
leu2D0 lys2D0 ura3D0) и мутантные штаммы ∆ppn1 
и ∆vtc4, полученные из коммерческой коллекции 
Dharmacon.

Состав среды и условия культивирования. Клет-
ки дрожжей выращивали в среде YPD (0.5% дрож-
жевого экстракта (“Difco”), 1% пептона (“Диаэм”, 
Россия), 1% глюкозы) в колбах по 200 мл среды на 
качалке (145 об./мин) при 29 C до стационарной 
стадии роста, осаждали, промывали и использо-
вали для выделения митохондрий. Для получения 
митохондрий в условиях культивации на спирте 
клетки выращивали в среде YPD до стационарной 
стадии роста, осаждали, промывали водой и пере-
носили в среду YPEth (0.5% дрожжевого экстракта, 
1% пептона, 1% этанола) в колбах по 50 мл среды 
в количестве ~1 г на колбу. Клетки культивировали 
в течение 10 ч на качалке (250 об./мин) при 29 C. 
Биомассу осаждали, промывали и использовали 
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для выделения митохондрий. Для оценки про-
должительности лаг-фазы клетки выращивали на 
среде YPD до логарифмической стадии, осаждали, 
промывали и переносили в среду YPEth в количе-
стве ~0.3 г сырой биомассы на 50 мл среды.

Выделение митохондрий производили методом 
дифференциального центрифугирования соглас-
но описанной ранее методике с модификациями 
(Lichko et al., 2006). Сферопласты, полученные 
путем инкубации клеток с  “улиточным фермен-
том” (лиофилизированным желудочным соком 
виноградной улитки), промывали 1.2 М сорби-
том и разрушали в буфере (20 мМ Tris-HCl pH 6.8, 
1 мМ PMSF (фенилметилсульфонил фторид), 1 мМ 
ЭДТА, 4 мМ MgSO4, 0.02% бычий сывороточный 
альбумин, 0.05% конканавалин А) без осмотиче-
ского стабилизатора в гомогенизаторе с тефлоно-
вым пестиком в течение 3 мин. После чего быстро 
при перемешивании добавляли равный объем того 
же буфера, но с 1.2 М сорбитом. Гомогенат центри-
фугировали при 3000 g в течение 10 мин. Получен-
ный супернатант центрифугировали при 10000 g 
в течение 10 мин. Осадок гомогенизировали тефло-
новым пестиком в буфере с 0.6 М сорбитом 1 мин, 
центрифугировали при 2500 g в  течение 10  мин. 
Митохондрии из супернатанта, полученного после 
второго низкоскоростного центрифугирования, 
осаждали при 10000 g в течение 10 мин. Для полу-
чения препарата митохондрий из клеток, выращен-
ных на среде с этанолом, клетки, выращенные на 
среде с глюкозой до стационарной стадии, пересе-
вали на свежую среду с этанолом и культивировали 
в течение 10 ч. Разрушение сферопластов проводи-
ли в буфере, содержащем 0.6 М сорбит.

Определение белка производили по методу Брэд-
форд, используя реагент Coomassie Plus (“Pierce”) 
согласно протоколу производителя. В  качестве 
стандарта использовали БСА.

Определение ферментативных активностей. АТ-
Фазную активность определяли по скорости высво-
бождения фосфата при 30 C в течение 30 мин в 1 мл 
реакционной смеси, содержащей 1 мМ MgSO4 
и 1 мМ АТФ в 50 мМ Tris-HCl с pH 8.5 в присут-
ствии и отсутствии 5 мМ NaN3. Экзополифосфатаз-
ную активность определяли по скорости высвобо-
ждения фосфата при 30 C в течение 30 мин в 1 мл 
реакционной смеси, содержащей 2.5  мМ MgSO4 
и 1 мМ полиР со средней длиной цепи 188 фосфат-
ных остатков (концентрация выражена по кисло-
толабильному фосфору) в 50 мМ Tris-HCl с pH 7.2. 
Высвобождающийся фосфат в обоих случаях изме-
ряли колориметрически (Kulakovskaya et al., 1999).

Экстракция полиР. Для экстракции полифосфа-
тов к суспензии митохондрий (~1 мг белка) добав-
ляли 1 мл 1 М HClO4, инкубировали 15 мин при 
перемешивании при 4 C, осаждали центрифугиро-
ванием 10000 g 10 мин. В супернатанте измеряли 
фосфат до и после обработки 1 М HCl при 100 C 

в течение 10 мин. Уровень кислоторастворимых 
полифосфатов оценивали по разнице в  содер-
жании фосфата до и после указанной обработки. 
К осадку добавляли 800 мкл 0.5 М HClO4 и инку-
бировали при перемешивании 25 мин при 100 C 
и осаждали при 10000 g 10 мин. Уровень кислото-
нерастворимых полифосфатов оценивали по коли-
честву выделившегося фосфата.

Эксперименты проводили в трех повторностях, 
на рисунках представлены средние значения со 
среднеквадратичным отклонением, рассчитанные 
с помощью стандартной программы Excel.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Кривые роста штаммов S. cerevisiae приведе-
ны на рис. 1. В отличие от изученного ранее му-
танта с нокаутом гена PPN1 (MATa ade2 his3 ura3 
ppn1Δ::CgTRP1) (Sethuraman et al., 2001), штамм, 
использованный в данной работе, был способен 
расти на этаноле, и, более того, его рост не отли-
чался от родительского штамма. Мутант с нокау-
том гена VTC4 демонстрировал некоторое замедле-
ние роста как на среде с глюкозой, так и на среде 
с этанолом.

Так как полифосфаты в митохондриях дрожжей 
хорошо определяются при выращивании на среде 
с глюкозой, мы выделили митохондрии и измерили 
в них АТФазную активность, содержание полифос-
фатов и экзополифосфатазную активность при вы-
ращивании клеток на среде YPD. Биомассу собирали 
в начале стационарной фазы (24 ч). Величина АТФаз-
ной активности в Е/мг белка составила 0.531 ± 0.01 
у родительского штамма, 0.378 ± 0.01 у штамма с но-
каутом гена PPN1 и 0.520 ± 0.03 у штамма с нокау-
том гена VTC4. Ингибирование активности азидом 
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Рис. 1. Кривые роста на среде YPD и YPEth: 1 — роди-
тельский штамм на YPD; 2 — штамм с нокаутом гена 
PPN1 на YPD; 3 — штамм с нокаутом гена VTC4 на YPD; 
4 — родительский штамм на YPEth; 5 — штамм с нокау-
том гена PPN1 на YPEth; 6 — штамм с нокаутом гена 
VTC4 на YPEth.
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составило 80, 81 и 78% соответственно, что говорит 
о достаточной чистоте препарата митохондрий.

Данные по содержанию неорганических поли-
фосфатов в митохондриях представлены на рис. 2.

Как видно из рисунка, у  штамма с  нокаутом 
гена VTC4 содержание полифосфатов в митохон-
дриях снижено на порядок, что свидетельствует 
о том, что большая часть полиР митохондрий син-
тезируется полифосфатсинтетазой Vtc4. Фермент-
ный комплекс, содержащий полифосфатсинтетазу, 
присутствует не только в вакуолярной мембране, 
но и  в  мембране эндоплазматического ретику-
люма (Gerasimaitė, Mayer, 2016), который имеет 
тесное взаимодействие с  митохондриями, в  том 
числе и  посредством везикулярного транспорта 
(Wozny et al., 2023). По-видимому, основная часть 
полиР у  дрожжей доставляется в  митохондрии 
из эндоплазматического ретикулюма. У  штамма 
с нокаутом гена PPN1 содержание полифосфатов 

примерно на 30% больше, чем у родительского. Эта 
разница существенно менее выражена, чем у пары 
родительский‒мутантный штамм, полученных 
ранее (Sethuraman et al., 2001) и  исследованных 
в этом отношении (Pestov et al. 2005).

У штамма, изученного ранее, наблюдалось значи-
тельное снижение экзополифосфатазной активности. 
Чтобы проверить, воспроизводится ли этот эффект, 
была измерена экзополифосфатазная активности 
в митохондриях у родительского штамма и мутанта 
с нокаутом гена PPN1. Наличие активности удалось 
достоверно зафиксировать только у штамма дикого 
типа. Она составила 0.58 ± 0.02 Е/мг белка.

Для объяснения неспособности ранее изученно-
го штамма с нокаутом гена PPN1 к росту на спир-
те была предложена гипотеза, согласно которой 
снижение полифосфатазной активности приводит 
к неспособности клетки сократить количество по-
лифосфатов в митохондриях при переходе с гли-
колиза на окислительное фосфорилирование, что, 
в свою очередь, приводит к нарушению снятия ка-
таболитной репрессии. Для проверки этой гипо-
тезы мы выделили митохондрии из клеток роди-
тельского штамма и штамма с нокаутом гена PPN1, 
выращенных на спирте, и измерили в них АТФаз-
ную активность, содержание полифосфатов и эк-
зополифосфатазную активность. Величина АТФаз-
ной активности в Е/мг белка составила 0.513 ± 0.05 
у родительского штамма и 0.439 ± 0.03 у штамма 
с нокаутом гена PPN1. Ингибирование активности 
азидом составило 87 и 85% соответственно.

Экзополифосфатазная активность составила 
0.055 ± 0.001 и 0.019 ± 0.001 Е/мг белка у родитель-
ского и мутантного штамма соответственно. Как 
видно, в данных условиях у обоих штаммов актив-
ность очень низкая. При этом у мутантного штам-
ма она в 3 раза меньше, чем у родительского. Од-
нако содержание полифосфатов (рис. 3) у штаммов 
одинаковое и снижено в сравнении с данными при 
росте на глюкозе.

Известно, что при росте на этаноле или лактате 
уровень полиР в митохондриях низкий (Pestov et 
al., 2004). Мы предполагали, что это снижение свя-
зано с гидролизом полифосфатов полифосфатазой 
Ppn1, которая присутствует в митохондриальной 
мембране (Lichko et al., 2006). Однако в данной се-
рии мутантов отсутствие полифосфатазы Ppn1 не 
оказало существенного влияния на содержание по-
лиР в митохондриях как при росте на глюкозе, так 
и при росте на этаноле. Вероятно, снижение содер-
жания полиР при росте на этаноле обеспечивается 
либо снижением поступления их в эти органеллы, 
либо участием других белков в их гидролизе. При-
чины того, что мутант по данному гену, который 
был исследован ранее (Pestov et al., 2005), имел по-
вышенное содержание полиР в митохондриях и не 
потреблял окисляемые субстраты, остаются неяс-
ными и, по-видимому, связаны с особенностями 
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Рис. 2. Содержание полиР в митохондриях из клеток, 
выращенных на глюкозе, мкмоль Pi/мг белка: 1 — ро-
дительский штамм; 2 — штамм с нокаутом гена PPN1; 
3 — штамм с нокаутом гена VTC4.

Рис. 3. Содержание полиР в митохондриях из клеток, 
выращенных на этаноле, мкмоль Pi/мг белка: 1 — ро-
дительский штамм; 2 — штамм с нокаутом гена PPN1.
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генетического конструирования мутанта, которое 
могло затронуть и другие гены.

Хотя кривые роста мутантных штаммов при 
обычном способе посева отличались незначитель-
но (рис. 1), мы использовали условия культивиро-
вания, когда засев производится существенным 
количеством биомассы, что позволяет более четко 
наблюдать лаг-фазу роста (см. раздел Материалы 
и методы исследования) (рис. 4).

Как видно из рис. 4, при переходе клеток от по-
требления глюкозы к потреблению этанола, и, со-
ответственно, с гликолиза на окислительное фос-
форилирование, у мутанта c нарушенным синтезом 
полиР наблюдается значительная задержка воз-
обновления роста по сравнению с родительским 
штаммом. Данное наблюдение позволяет предполо-
жить, что полиР митохондрий являются значимым 
фактором при переключении метаболизма с глико-
лиза на окислительное фосфорилирование. Поэто-
му их нехватка, вызванная нарушением их синте-
за, приводит к увеличению длительности лаг-фазы. 
Однако у мутанта с нокаутом гена PPN1 задержка 
возобновления роста тоже наблюдается, хоть и не 
столь значительная. Известно, что Ppn1 регулирует 
не только количество полифосфатов, но и их длину 
цепи (Andreeva et al., 2015). Можно предположить, 
что для перехода на окислительное фосфорилирова-
ние важны полифосфаты митохондрий определен-
ной, низкой длины цепи, образующиеся благодаря 
эндополифосфатазной активности Ppn1.

Можно заключить, что полифосфатсинтетаза 
Vtc4 ответственна за синтез основной части полиР 
митохондрий дрожжей. Ppn1 ответственна за всю 
измеряемую экзополифосфатазную активность 
митохондрий, однако, ее отсутствие не оказало 
существенного влияния на обмен полифосфатов 
в этих органеллах. Полученные данные не проти-
воречат гипотезе об участии полиР митохондрий 
в переключении метаболизма между гликолизом 
и окислительным фосфорилированием.
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The Influence of Knockouts of PPN1 Polyphosphatase and VTC4 Polyphosphate 
Synthetase Genes on Growth on Ethanol and Mitochondrial Polyphosphates 

in Saccharomyces cerevisiae
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Absrtact—One of the functions of inorganic polyphosphates (polyP), as compounds with 
phosphoester bonds, is participation in energy metabolism. Yeast mitochondria contain their own 
pool of polyphosphates; however, the ways in which these polymers are involved in the functioning of 
mitochondria in these microorganisms are not well understood. The aim of this work was to identify 
the effect of knockout mutations of the VTC4 polyphosphate synthetase gene and PPN1 one of the 
polyphosphatases gene on the content of polyphosphates and polyphosphatase activity in mitochondria 
of S. cerevisiae and the characteristics of the growth of mutant strains on ethanol. It was shown that 
knockout of the VTC4 gene led to a significant decrease in the content of polyP in mitochondria. 
Knockout of the PPN1 gene led to the disappearance of polyphosphatase activity, but only to a slight 
increase in the content of polyphosphates in mitochondria during growth on glucose. When grown on 
ethanol, the polyP content in the mitochondria of this strain coincided with that of the parental strain, 
and in both strains it was approximately two times less than when grown on glucose. Both mutants 
are able to grow on a medium with ethanol as a carbon source; however, they are characterized by an 
elongation of the lag phase upon the transition from glucose consumption to ethanol consumption. It has 
been suggested that mitochondrial polyphosphates may represent the energy reserve of these organelles, 
which is necessary for the formation of full-fledged mitochondria during the transition from glycolysis 
to oxidative phosphorylation.

Keywords: mitochondria, polyphosphates, PPN1, VTC4, oxidative phosphorylation, Saccharomyces cerevisiae
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Загрязнение морских акваторий и литоральных 
зон нефтепродуктами — одна из распространенных 
проблем в современном мире (Немировская, 2013). 
Загрязнение углеводородами (УВ) оказывает силь-
ное воздействие на различных гидробионтов (Ан-
дрианов и соавт., 2016), но о его влиянии на мор-
ские грибы и их сообщества сведений пока край-
не мало. В основном такие исследования связаны 
с катастрофическими разливами нефти или нефте-
продуктов в тропических и субтропических регио-
нах (Sadaba, Sarinas, 2010; Bik et al., 2012; Bovio et al., 
2017), и пока только одна подобная работа была сде-
лана в арктических морях (Исакова и соавт., 2023). 
Данные о связи численности УВ-окисляющих гри-
бов с количеством углеводородов в морской среде 
противоречивы. С одной стороны, было показано, 
что в  сообществах микобиоты под влиянием за-
грязнения вследствие разлива большого количества 

топлива заметно увеличилась доля УВ-окисляю-
щих штаммов (Bovio et al., 2017). С другой сторо-
ны, и численность, и доля УВ-окисляющих грибов 
в микобиоте в целом снижались по мере увеличе-
ния количества углеводородов в грунтах и почвах 
литорали на участках, в разной степени подвержен-
ных постоянной антропогенной нагрузке (Исакова 
и соавт., 2023). Последнее неожиданно, и, с нашей 
точки зрения, труднообъяснимо. Метагеномные ис-
следования трансформации сообществ про- и эука-
риот при нефтяном загрязнении показали, что в та-
ких условиях грибы из минорной могут становиться 
преобладающей группой: их обилие увеличивается 
в десятки раз, хотя при этом разнообразие снижает-
ся (Bik et al., 2012). Но, в то же время, обнаружено, 
что после такой трансформации микобиота восста-
навливается довольно быстро и через три года уже 
может вернуться к своему исходному состоянию, 

DOI: 10.31857/S0026365624010051

Проведено исследование влияния углеводородного загрязнения на микобиоту грунтов литорали хо-
лодноводных Белого и Баренцева морей. Образцы отбирали в локациях, в разной степени загрязнен-
ных нефтепродуктами — от припортовых зон до относительно чистых территорий. Использование 
среды на дизельном топливе позволило практически во всех исследованных грунтах выявить гри-
бы, способные к разложению углеводородов. Они представляют собой относительно малочисленную 
группу, в которой наиболее обильными были виды Penicillium chrysogenum и P. brevicompactum. В то же 
время сообщества грибов, выделяемые на среде, содержащей сахара, показывали большее разнооб-
разие и численность, а наиболее распространёнными грибами здесь были Pseudogymnoascus pannorum, 
Penicillium chrysogenum и Acremonium fuci. Важнейшими факторами, влияющими на структуру сооб-
ществ грибов, были доля углеводородов от общей массы органического углерода в случае углеводоро-
докисляющих, и локация — в случае сахароразрушающих. В эксперименте наибольшую активность 
показали представители видов Penicillium chrysogenum (снижение концентрации остаточных углеводо-
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о чем свидетельствуют увеличение как общего ви-
дового разнообразия грибов, так и доли минорных 
видов (Sadaba, Sarinas, 2010).

Способность (зачастую высокая) к окислению 
как алифатических (АУВ), так и полициклических 
ароматических (ПАУ) углеводородов, входящих 
в состав нефти и нефтепродуктов, была показана 
для морских изолятов грибов из различных родов 
(Артемчук, 1981; Simister et al., 2015; Batista-García 
et al., 2017; Bovio et al., 2017; Barnes et al., 2018; 
Maamar et al., 2020; Velez et al., 2020). В качестве 
активных окислителей УВ указываются, например, 
Aspergillus terreus и  Fusarium solani (Simister et al., 
2015), A. terreus и Penicillium citreonigrum (Bovio et al., 
2017), P. polonicum, P. chrysogenum и  P. cyclopium 
(Maamar et al., 2020). В  работе Р. Л. Симистера 
и соавт. (Simister et al., 2015) было отмечено, что 
грибы чаще разлагают короткоцепочечные (<C18), 
нежели длинноцепочечные (С19–С36) АУВ; линей-
ные С17 и С18 АУВ, нежели разветвленные, а среди 
ПАУ более подверженными разложению были низ-
комолекулярные соединения. Однако в других ра-
ботах изученные штаммы отдавали предпочтения 
более длинноцепочечным (>C24) АУВ (Bovio et al., 
2017; Barnes et al., 2018).

В целом, следует отметить, что сведения, как 
о влиянии УВ загрязнения на сообщества грибов 
в морских экосистемах, так и об УВ-окисляющей 
способности выделяемых из этих экосистем штам-
мов, пока не очень многочисленны и  зачастую 
противоречивы. Кроме того, в арктических морях 
было проведено пока только одно исследование 
влияния нефтяного загрязнения на микобиоту ли-
торали Баренцева моря.

Цель работы состояла в изучении и сравнении 
влияния УВ загрязнения на микобиоту литорали 
Баренцева и Белого морей, а также УВ-окисляю-
щую активность обитающих здесь грибов.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Отбор образцов. Материалами нашего иссле-
дования послужили 30 образцов грунта средней 
литорали, собранных в начале августа 2020 года 
в 10 точках на Белом (3 в городе Кандалакша и 3 
в его окрестностях; 4 в окрестностях ББС — Бе-
ломорской биостанции им. Н. А. Перцова в Кан-
далакшском заливе) и в 5 точках на Баренцевом 
море (2 в городе Мурманск и 3 — в поселке Тери-
берка и окрестностях), по 2 образца в каждой точке 
(представлены далее в табл. 1). Образцы отбирали 
из верхних 2 см грунта, в локациях, в разной степе-
ни загрязненных углеводородами: от припортовых 
зон Мурманска и Кандалакши — до удаленных от 
крупных населенных пунктов относительно “чи-
стых” участков в  районе природного заказника 
(ББС) и поселка Териберка. Впоследствии для каж-
дой точки определяли гранулометрический состав 

и соленость грунта, содержание АУВ и ПАУ, а так-
же Сорг — массовую долю органического углерода 
от общей массы осадка и долю УВ от Сорг — мас-
совую долю углеводородов от общей массы орга-
нического углерода. Первые два показателя были 
определены самостоятельно, остальные — в лабо-
ратории отдела современных и древних осадков 
и взвеси Мирового океана Института океанологии 
им. П. П. Ширшова РАН (Москва, Россия).

Определение видового состава грибов. Для опре-
деления видового состава грибов в  образцах ис-
пользовали метод комочков на агаризованных пи-
тательных средах: сусло-агар (Malt Extract Agar — 
MEA: на 1 л — 2 г общего содержания сахаров, при 
расчете разведения исходного ячменно-солодового 
концентрата, ТУ 9185-020-93454900-12; 20 г соли 
морской для аквариумов Red Sea Salt, “RS”, Из-
раиль; 15 г агара) и дизель-агар (Diesel Oil Agar — 
DOA: на 1 л — 10 мл дизельного топлива зимнего, 
добавляли после стерилизации; 20 г соли морской 
для аквариумов Red Sea Salt, “RS”, Израиль; 15 г 
агара). В среды добавляли антибиотик цефатоксим, 
0.8 г/л. Для посевов брали по 0.1 г грунта от каж-
дого образца на каждую среду и стерильным шпа-
телем равномерно распределяли его по поверхно-
сти среды; инкубировали при 8 C (MEA), 8 и 25 C 
(DOA) в течение 4‒6 недель.

По окончании инкубации выделяли чистые куль-
туры мицелиальных грибов для идентификации. 
Первичную идентификацию проводили по морфо-
лого-культуральным признакам. Для уточнения так-
сономического положения ряда изолятов применя-
ли молекулярно-генетические методы. Геномную 
ДНК выделяли с помощью коммерческого набора 
LumiPure from AnySample (“Lumiprobe”, Германия), 
согласно приложенному протоколу. Для проведе-
ния ПЦР использовали праймеры ITS1F и ITS4R 
(Simister et al., 2015). Секвенирование ПЦР-продукта 
после очистки с помощью ацетата аммония (0.125 М) 
и 80% спирта проводили в компании “Синтол” (Мо-
сква, Россия). Полученные хроматограммы обраба-
тывали в программе CodonCode Aligner. Последова-
тельности сравнивали с GenBank (Benson et al., 2017) 
с помощью алгоритма BLAST (Altschul et al., 1990). 
Пороговое значение сходства для идентификации 
на видовом уровне было принято равным 99%. Си-
нонимию и актуальное положение всех идентифи-
цированных таксонов приводили в  соответствие 
с данными в базе MycoID (https://www.mycobank.org/
page/). Последовательности ITS1-5.8S-ITS2 67 изоля-
тов депонированы в GenBank, им присвоены номера 
OR269188-OR269254.

Определение углеводородокисляющей активности 
выделенных грибов. Для определения углеводородо-
кисляющей (УВО) активности, отобрали 11 чистых 
культур разных видов из числа тех, которые первич-
но были выделены на среду DOA. Это были изоля-
ты факультативных морских грибов: Acrostalagmus 
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luteoalbus, Penicillium brevicompactum, P. chrysogenum, 
P. glabrum, Tolypocladium inflatum, T. tundrense из Бе-
лого моря и Cadophora fastigiata и C. malorum из Ба-
ренцева; а также — изоляты облигатных морских 
грибов: Acremonium fuci и Paradenryphiella arenariae 
из Белого и Asteromyces cruciatus из Баренцева мо-
рей. Культивирование проводили в трех повторно-
стях в колбах со 100 мл модифицированной среды 
Чапека (на 100 мл: 1 мл дизельного топлива зим-
него, добавляли в колбы после стерилизации; 0.2 г 
NaNO3; 0.1 г KH2PO4; 0.05 г MgSО4 ∙ 7H2O; 0.05 г 
KCl; 2 г соли морской для аквариумов Red Sea Salt, 

“RS”, Израиль; 0.1 мл Tween 80). В  качестве кон-
троля использовали ту же среду, без инокуляции 
культурами. Колбы инкубировали на орбитальном 
шейкере Innova 43R (“New Brunswick Scientific”, 
США) при температуре 8 C и 130 об./мин в тече-
ние пяти недель. Экстракцию углеводородов неф-
ти гексаном проводили в соответствии со стандар-
том (ГОСТ Р 52406-2005, ISO 9377-2:2000). Элю-
ат высушивали и  взвешивали на аналитических 
весах вместе с  тарой, также взвешивали тару от-
дельно и  высчитывали массу остаточных угле-
водородов (ОУВ). Процент биотического вклада 
в  убыль углеводородов рассчитывали по форму-
ле: 100 × (M ОУВ контроль — М ОУВ образец)/М ОУВ контроль.

Определение видового разнообразия. Для опре-
деления видового разнообразия рассчитывали ин-
декс Шеннона (Magurran, 1988). Для первичного 

исследования связей структуры микобиоты с из-
вестными параметрами среды (Jongman et al., 1999) 
применяли анализ соответствий (Correspondence 
Analysis — СА). Расчет различий таксономическо-
го состава микобиоты географических точек про-
водили с использованием индекса Брея-Кёртиса 
(Jongman et al., 1999). На основании полученных 
матриц различий проводили ординацию методом 
неметрического многомерного шкалирования 
(Multidimensional Scaling  — nMDS) для выявле-
ния общих тенденций в распределении сообществ 
(Jongman et al., 1999). Для проверки правильности 
группировки вариантов была проведена провер-
ка неслучайности группировки объектов (Analysis 
of Similarities  — ANOSIM); пороговым уровнем 
значимости, ниже которого группировка счита-
лась неслучайной, принимали равным 5% (Clarke, 
Warwick, 2001). Были проверены объединения ва-
риантов в следующие группы: 1) по признаку ло-
кации (Кандалакша и окрестности; ББС и окрест-
ности; Мурманск; Териберка и окрестности); 2) по 
типу грунта (песок без ила; песок слабозаиленный; 
ил с песком); 3) по уровню солености, psu (около 
5; около 15; 20‒25); 4) по содержанию АУВ, мкг/г 
(10‒30; 50‒75); 5) по содержанию ПАУ, нг/г (0; 
0‒500; 800‒5000; более 5000); 6) по содержанию 
Сорг, % (менее 0.1, 0.1‒0.2, более 0.2); 7) по доле 
УВ от Сорг, % (около 1; 1.5‒2.5; более 2.8). Оцен-
ку вклада отдельных видов во внутригруппо-
вое сходство и выявление индикационных видов 

Таблица 1. Характеристики отобранных образцов

Показатели
Баренцево море Белое море

Мурманск Териберка Кандалакша ББС
BS‑01 BS‑02 BS‑03 BS‑04 BS‑05 WS‑01 WS‑02 WS‑03 WS‑04 WS‑05 WS‑06 WS‑07 WS‑08 WS‑09 WS‑10

Географическое положение
Северная 
широта ( ) 68.99 68.99 69.16 69.17 16.17 67.07 67.03 64.15 67.13 67.12 67.13 66.55 66.55 66.55 66.54

Восточная 
долгота ( ) 33.05 33.05 35.13 35.14 35.17 34.40 32.32 32.40 34.43 32.47 32.41 33.10 33.10 33.07 33.13

Соленость и тип грунта
Соленость (psu) 13.3 13.1 11.9 20 23.7 13.8 13.5 6.1 5.2 12.3 10.9 22.3 23.2 23.2 24.8
Тип грунта 3 3 2 1 1 2 2 2 2 2 2 3 3 2 2

Параметры углеводородного загрязнения
АУВ (мкг/г) 53.87 70.09 50.48 15.89 12.37 16.62 23.80 27.06 16.72 17.74 27.27 11.95 30.60 16.75 15.66
ПАУ (нг/г) 121500 141200 3750 310 480 820 0 150 260 110 4680 360 0 170 0
Сорг (%) 0.130 0.182 0.150 0.075 0.042 0.164 0.334 0.080 0.104 0.034 0.040 0.115 0.265 0.252 0.157
Доля УВ  
от Сорг (%) 3.56 3.45 2.89 1.82 2.53 0.87 0.61 2.91 1.38 4.49 5.86 0.89 0.99 0.57 0.86

Полученные количественные характеристики микобиоты
Число колоний 41/6 42/10 30/7 9/1 4/2 63/14 77/5 38/9 20/9 18/7 35/5 49/15 46/9 7/6 37/6
Число 
морфотипов 8/3 9/5 13/5 3/1 3/2 20/5 20/4 14/7 8/6 8/5 13/4 13/6 13/1 4/5 6/2

Индекс 
Шеннона 1.8/0.9 1.8/1.4 2.1/1.5 0.7/0 1.1/0.7 2.6/1.2 2.6/1.3 2.3/3.1 1.7/1.7 1.8/1.5 2.4/1.3 2.1/1.2 2.3/0 1.3/1.6 1.5/0.7

Примечание. Тип грунта: 1 — песок; 2 — песок слабозаиленный; 3 — ил с песком. Данные о присутствии грибов (число колоний и число 
морфотипов) и значениях индекса разнообразия Шеннона приводятся отдельно по разным средам (MEA/DOA).
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проводили с помощью процедуры SIMPER. Для 
расчетов использовали программу PRIMER v6 
(Clarke, Warwick, 2001).

Статистическая обработка результатов. При вы-
делении чистых культур грибов на каждой чашке 
подсчитывали число колоний каждого морфотипа, 
в дальнейшем суммировали результаты, получен-
ные по двум образцам в каждой точке, и вычис-
ляли обилие каждого морфотипа в каждой геогра-
фической точке как отношение числа его колоний 
к общему числу колоний, выраженное в процентах. 
Во всех дальнейших расчетах использовали этот 
показатель.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Численность выделенных грибов. Из навески одного 
образца массой 0.1 г выделялось 1‒52 колонии на сре-
ду MEA и 0‒8 колоний на среду DOA, или суммар-
но от 4 до 77 колоний на MEA и от 0 до 15 колоний 
на DOA из каждой географической точки (табл. 1). 
В пересчете на 1 грамм это дает десятки‒сотни про-
пагул грибов. В целом, такой порядок численности 
характерен для грунтов холодноводных морей (Буб-
нова, Коновалова, 2018; Bubnova et al., 2020; Исакова 
и соавт., 2023), хотя в некоторых случаях численность 
может быть на порядок выше (Khusnullina et al., 2018). 
Ранее отмечалось, что чем ниже заиление, тем ниже 
содержание пропагул грибов в грунте (Bubnova et al., 
2020). В данном случае также из песчаных не заилен-
ных грунтов выделялось наименьшее число колоний 
грибов на обе среды. Еще одной особенностью иссле-
дованных образцов явилось то, что во всех случаях на 
среду DOA выделялось грибов меньше, чем на среду 
MEA (табл. 1). Это было ожидаемо, и мы связыва-
ем с неспособностью части грибов использовать УВ 
в качестве единственного источника питания, а так-
же с возможным токсическим действием УВ на часть 
штаммов (Bovio et al., 2017; Maamar et al., 2020). В то 
же время в недавнем исследовании микобиоты побе-
режья Баренцева моря, во многих случаях была обна-
ружена более высокая численность УВ-окисляющих 
грибов, а также увеличение их доли в сообществе при 
уменьшении содержания углеводородов в среде (Иса-
кова и соавт., 2023).

Общее разнообразие микобиоты. Всего из всех по-
севов мы выделили представителей 88 морфотипов 
мицелиальных грибов, из которых 66 идентифи-
цировали до вида по морфологическим или гене-
тическим критериям, а оставшиеся 22 — до уровня 
рода, или выше по генетическим критериям (табл. 2). 
Обнаружены представители только двух отделов: 
Mucoromycota  — 3 морфотипа и  Ascomycota  — все 
остальные. Наиболее многочисленными были пред-
ставители классов Sordariomycetes (всего 235 колоний 
в 24 образцах), Eurotiomycetes (191 колония в 29 об-
разцах) и Leotiomycetes (142 колоний в 18 образцах); 
представители класса Dothideomycetes были более 

редкими (40 колоний в 17 образцах). Наиболее раз-
нообразными были классы Sordariomycetes (46 мор-
фотипов) и Dothideomycetes (18 морфотипов). Высо-
кое обилие эвроциевых обусловлено высокой пред-
ставленностью рода Penicillium: в общей сложности 
190 колоний восьми его видов были обнаружены во 
всех точках отбора, в 29 образцах. Также очень замет-
ной группой был род Acremonium: 100 колоний деся-
ти его морфотипов также обнаружены во всех точках, 
но в 21 образце. Из видов чаще других встречались 
Penicillium chrysogenum (107 колоний в 23 образцах 
из 14 точек), Pseudogymnoascus pannorum (89 колоний 
в 10 образцах из 9 точек) и Acremonium fuci (66 коло-
ний в 15 образцах из 12 точек). Остальные морфо-
типы встречались реже и менее обильно, многие — 
единично. Подобная структура микобиоты в целом 
характерна для грунтов холодноводных морей. Класс 
Eurotiomycetes зачастую бывает наиболее многочис-
ленным и/или разнообразным, именно за счет рода 
Penicillium (Бубнова, Коновалова, 2018; Khusnullina 
et al., 2018; Luo et al., 2020; Исакова и соавт., 2023). 
Большую численность и разнообразие представите-
лей сордариевых и леоциевых, также как и дотидее-
вых, ранее отмечали для грунтов разных арктических 
морей (Khusnullina et al., 2018; Bubnova et al., 2020; 
Luo et el., 2020). И также во многих случаях высокое 
разнообразие этих групп выявлялось молекулярны-
ми методами, причем даже их использование не все-
гда помогало установить принадлежность исследуе-
мых культур к каким-то видам, а только к категори-
ям более высокого ранга (Rämä et al., 2017; Luo et el., 
2020), как и в нашем случае. Большинство обнару-
женных нами видов известны не только из морских, 
но и из наземных экосистем. Облигатно морскими 
являются только четыре: Acremonium fuci, Asteromyces 
cruciatus, Paradendryphiella arenariae, P. salina. Из этих 
четырех A. cruciatus был впервые обнаружен нами 
в арктических морях, а остальные довольно обычны 
здесь (Rämä et al., 2017). Кроме A. cruciatus, еще 11 ви-
дов ранее не были известны в арктических морях 
(табл. 2), все они выделялись небольшим числом ко-
лоний, чаще — единичными, из отдельных образцов.

Особенности комплексов грибов, выделявших-
ся на разные среды. Как уже было отмечено, чис-
ленность грибов, выделяемых на среду DOA ниже 
выделяемых на среду MEA. Различия в видовом 
составе и структуре сообществ также существен-
ны. В общей сложности на DOA выделились пред-
ставители 44 морфотипов, из которых только 19 
были уникальными для этого типа среды; на MEA 
выделились представители 69 морфотипов грибов, 
из которых 44 были уникальными; 25 морфотипов 
выделялись на оба варианта среды (табл. 1 и 2). За-
метим, что все виды, уникальные для среды DOA 
и большинство видов, уникальных для MEA, вы-
делялись единичными колониями, составляя ми-
норный компонент сообщества. Наиболее пред-
ставленными видами, с  суммарным обилием 
выше 10%, в сообществах, выделявшихся на DOA, 
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Таблица 2. Таксономическое разнообразие исследованной микобиоты

MUCOROMYCOTA
Mucoromycetes Mucor hiemalis Wehmer (3/0), Rhizopus stolonifer (Ehrenb.) Vuill. (8/0)
Umbelopsidomycetes Umbelopsis ramanniana (Möller) W. Gams (3/0)

ASCOMYCOTA
Incertae sedis Ascomycota i. s.* (1/0), Pezizomycotina i. s.* (1/0)
Dothideomycetes Capnodiales i. s.* (1/0), Dydimellaceae i. s. 1* (1/2), Dydimellaceae i. s. 2* (1/0), 

Sympoventuriaceae i. s.* (0/1)
Alternaria alternata (Fr.) Keissl. (1/0), A. chlamydospora Mouch.* (0/1), A. phragmospora 
Emden * (0/1), Alternaria i. s.* (1/0), Aureobasidium pullulans (de Bary & Löwenthal) 
G. Arnaud (2/0), Cladosporium cladosporioides (Fresen.) G.A. de Vries (2/1), 
C. sphaerospermum Penz. (5/0), Cladosporium i. s. (1/0)*, Juxtiphoma eupyrena (Sacc.) Valenz.-
Lopez, Crous, Stchigel, Guarro & Cano* (1/1), Paradendryphiella arenariae (Nicot) Woudenb. 
& Crous (11/1), P. salina (G. K. Sutherl.) Woudenb. & Crous (2/0), Paraphoma fimeti 
(Brunaud) Gruyter, Aveskamp & Verkley* (0/1), Paraphoma i. s.* (1/0), Phoma i. s.* (0/1)

Eurotiomycetes Penicillium aurantiogriseum Dierckx (22/0), P. brevicompactum Dierckx (16/16), 
P. chrysogenum Thom (73/34), P. citrinum Thom (6/1), P. glabrum (Wehmer) Westling (8/3), 
P. lanosum Westling (6/2), P. simplicissimum (Oudem.) Thom (0/2), P. thomii Maire (1/0), 
Phialophora verrucosa Medlar (0/1)

Leotiomycetes Helotiales i. s.* (1/0),
Asteromyces cruciatus C. Moreau & Moreau ex Hennebert (2/1), Cadophora fastigiata 
Lagerb. & Melin (21/2), C. malorum (Kidd & Beaumont) W. Gams (9/4), C. luteo-olivacea 
(J.F.H. Beyma) T. C. Harr. & McNew* (6/3), Pseudeurotium hygrophilum (Sogonov, 
W. Gams, Summerb. & Schroers) Minnis & D. L. Lindner (2/0), Pseudoeurotium i. s.* (0/1), 
Pseudogymnoascus pannorum (Link) Minnis & D. L. Lindner (88/1), Thelebolus i. s.* (1/1)

Saccharomycetes Dipodascus geotrichum (E. E. Butler & L. J. Petersen) Arx (2/1)
Sordariomycetes Sordariomycetes i. s.* (1/0), Hypocreales i. s.* (1/0), Hypocreomycetidae i. s.* (1/0), 

Sordariomycetidae i. s.* (1/0)
Acaulium acremonium (Delacr.) Sand.-Den., Guarro & Gené (3/0), Acremonium alternatum 
Link* (0/1), A. byssoides W. Gams & T. M. Lim (1/0), A. fuci Summerb., Zuccaro & 
W. Gams (61/5), A. masseei (Sacc.) W. Gams* (3/0), A. murorum (Corda) W. Gams (10/3),  
A. rutilum W. Gams (11/0), A. sclerotigenum (Moreau & R. Moreau ex Valenta) 
W. Gams* (1/0), Acremonium i. s. 1* (2/0), Acremonium i. s. 2 (0/1), Acremonium i. s. 
3 (1/0), Acrostalagmus luteoalbus (Link) Zare, W. Gams & Schroers (21/1), Akanthomyces 
lecanii (Zimm.) Spatafora, Kepler & B. Shrestha (2/0), Cephalotrichum microsporum 
(Sacc.) P. M. Kirk (1/0), C. nanum (Ehrenb.) S. Hughes (9/0), C. stemonitis (Pers.) Nees 
(1/0), Clonostachys rosea (Link) Schroers, Samuels, Seifert & W. Gams (1/0), Cordyceps 
farinosa (Holmsk.) Kepler, B. Shrestha & Spatafora (1/1), Cylindrocarpon i. s.* (1/0), 
Dialonectria ullevolea Seifert & Gräfenhan* (1/0), Emericellopsis maritima Beliakova* 
(0/1), Fusarium oxysporum Schltdl. (3/0), F. acuminatum Ellis & Everh.* (1/1), Fusarium 
i. s. (1/2), Gibellulopsis nigrescens (Pethybr.) Zare, W. Gams & Summerb. (0/1), Ilyonectria 
cf. destructans (Zinssm.) Rossman, L. Lombard & Crous (1/0), Lasionectriopsis cf. pteridii 
(W. Gams & J. C. Frankland) Lechat & P.-A. Moreau (0/1), Lecanicillium psalliotae 
(Treschew) Zare & W. Gams (0/3), Microdochium lycopodinum (Jaklitsch, Siepe & Voglmayr) 
Hern.-Restr. & Crous* (1/0), Nectria ramulariae (Wollenw.) E. Müll. (4/1), Neonectria 
candida (Ehrenb.) Rossman, L. Lombard & Crous* (0/1), N. lugdunensis (Sacc. & Therry) 
L. Lombard & Crous* (2/0), Papulaspora immersa Hotson (6/0), Plectosphaerella cucumerina 
(Lindf.) W. Gams* (1/0), Sarocladium kiliense (Grütz) Summerb. (0/1), S. strictum 
(W. Gams) Summerb. (4/1), Thelonectria olida (Wollenw.) P. Chaverri & Salgado* (0/2), 
Tolypocladium cylindrosporum W. Gams (7/1), T. inflatum W. Gams (8/8), T. tundrense Bissett 
(0/1), Trichoderma harzianum Rifai (1/0), Wardomyces ovalis W. Gams (23/0)

Примечание. Звездочкой (*) отмечены таксоны, верифицированные с помощью молекулярных методов; подчеркнуты таксоны, впервые 
обнаруженные в арктических морях; в скобках за каждым видом — число колоний, суммарно выделенных на разные среды (MEA/DOA).
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были P. chrysogenum и P. brevicompactum; в сообще-
ствах, выделявшихся на MEA — Pseudogymnoascus 
pannorum, Penicillium chrysogenum и Acremonium fuci. 
Индексы разнообразия Шеннона (табл. 1) для со-
обществ, выделявшихся на DOA, варьировали 
от 0 до 3.1 (среднее — 1.2); для MEA — от 0.7 до 
2.6 (среднее — 1.9). За исключением одной точки 
в Белом море, во всех остальных локациях индекс 
Шеннона был выше для сообществ, выделявших-
ся на MEA, по сравнению с сообществами, выде-
ляемыми на DOA. В целом мы можем констатиро-
вать, что сообщество грибов, выделяемое на среду 
с дизелем, можно рассматривать как обеднённое 
и реструктурированное сообщество грибов, выде-
ляемых на среду MEA. Анализ с помощью nMDS 
и проверка уровня значимости фактора использо-
ванной для выделения среды по ANOSIM, показа-
ли, что он чрезвычайно высоко значим (0.1%).

Связь структуры микобиоты с параметрами среды. 
Итак, исходно мы предполагали наличие 7 возмож-
ных группировок сообществ грибов в соответствии 
с влиянием семи различных факторов среды (ло-
кация, тип грунта, уровень солёности, содержание 
АУВ, ПАУ, Сорг и доля УВ от Сорг). Проведенные 
анализы показали, что для сообществ грибов, вы-
делявшихся на DOA, единственным значимым 
фактором была доля УВ от Сорг, а для сообществ 
грибов, выделявшихся на MEA  — локация; все 
остальные предполагаемые группировки были не-
достоверны (табл. 3).

Интересно, что, кроме доли УВ от Сорг в  слу-
чае DOA, другие факторы, связанные с нефтяным 
загрязнением (содержание АУВ и  ПАУ), имеют 
очень слабое влияние на структуру микобиоты. 
Мы предполагаем, что это может быть обусловле-
но тем, что имеющиеся в наших образцах концен-
трации этих веществ не настолько высоки, чтобы 
оказывать существенное ингибирующее действие 

на рост грибов, а с другой стороны, — их пищевая 
доступность для грибов также может не быть свя-
зана с их концентрацией в имеющихся пределах. 
Можно предположить, что они являются фоном, 
на котором сообщества грибов литорали исследо-
ванных локаций существуют постоянно. Возможно, 
более высокие концентрации, например, при ка-
тастрофических разливах смогут заметно повлиять 
на структуру микобиоты (Sadaba, Sarinas, 2010; Bik 
et al., 2012) за счет подавления роста одних грибов 
и селективного стимулирования развития других, 
способных к утилизации этих соединений.

В  ходе проведения первичного анализа соот-
ветствия мы предположили существование еще 
одной группировки, отличной от исходных. Это 
предположение было основано на формирова-
нии на различных вариантах ординационных диа-
грамм двух групп точек: 1) почти все беломорские 
точки за пределами города Кандалакша (WS‑01 
и WS‑02 — в окрестностях города и все точки около 
ББС) и одна точка в Териберке (BS‑03); 2) все точ-
ки в пределах городов Мурманск (BS‑01 и BS‑02) 
и  Кандалакша (точки WS‑03, WS‑04 и  WS‑06), 
а  также одна точка за пределами Кандалакши 
(WS‑05). При этом две точки, расположенные в Те-
риберке на пляже (BS‑04 и BS‑05), везде располага-
ются отдельно, в разных случаях формируя или не 
формируя общую группу (рис. 1).

Последнее, видимо, связано с  тем, что грунт 
в  этом случае песчаный, с  заметно отличающей-
ся от остальных локаций существенно обедненной 
микобиотой. Мы проверили также и данную груп-
пировку с помощью nMDS и ANOSIM, предполо-
жив существование групп “антропогенные лока-
ции”, “неантропогенные локации”, “Териберка 
пляж”, а  фактор, отвечающий за существование 
данных групп, мы назвали “Антропоген” (рис. 1, 
табл. 3). Этот фактор оказался значимым для обеих 

Таблица 3. Уровень значимости объединения 
по  ANOSIM для сообществ грибов, выделенных 
на разных средах

Фактор среды
Уровень значимости  

по ANOSIM, %
DOA* MEA

Локация 34 2.5**
Тип грунта 12.5 6.6
Соленость, psu 91.5 16
АУВ, мкг/г 33.8 87.3
ПАУ, нг/г 46.5 56.4
Сорг, % 39.2 32.1
Доля УВ от Сорг, % 0.3** 34.9

“Антропоген” 2.3** 0.1**

* DOA — для сообществ, выделенных на среде с дизелем; MEA — 
для сообществ, выделенных на сусло-агаре.

** Ячейки с уровнем значимости ниже 5%.
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Антропогенные локации,
Белое, Баренцево море

Териберка
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локации, Белое море
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Resemblance: S17 Bray-Curtis similarity

WS-06

Рис.  1. Диаграмма многомерного шкалирования 
(nMDS) для объединенных сообществ грибов по при-
знаку общего антропогенного воздействия (фактор 

“Антропоген”). WS — образцы с побережья Белого, BS — 
с побережья Баренцева моря.



	 ВЛИЯНИЕ УГЛЕВОДОРОДНОГО ЗАГРЯЗНЕНИЯ НА СООБЩЕСТВА ГРИБОВ� 49

МИКРОБИОЛОГИЯ	 том 93	 № 1	 2024

использованных сред. На наш взгляд, объяснить су-
ществование этих двух групп и отделение двух по-
следних локаций можно с точки зрений существо-
вания комплекса условий, состоящего из общего 
антропогенного воздействия крупного населенно-
го пункта (города) и преобладающего влияния типа 
грунта в последнем случае. Мы не можем количе-
ственно оценить данный фактор, но его наличие 
свидетельствует о  том, что на формирование ми-
кобиоты в исследованных нами условиях влияет не 
только уровень УВ загрязнения, но и какие-то не-
учтенные факторы. Эти факторы, скорее всего, свя-
заны с антропогенным воздействием, загрязнением 
не только нефтепродуктами, а также, например, тя-
желыми металлами, бытовыми и промышленными 
стоками. Тем не менее уровень нефтяного загряз-
нения, очевидно, также влияет на формирование 
сообществ углеводородокисляющих грибов в  ис-
следованных условиях. Последнее подтверждается 
тем фактом, что средние значения индекса разно-
образия для сообществ, выделяемых на среде MEA, 
выше для неантропогенных локаций, а  на среде 
DOA — для антропогенных (табл. 1). Т.е., в иссле-
дованных нами антропогенных локациях возрастает 
разнообразие сообщества УВ-окисляющих грибов, 
а в неантропогенных локациях — сообществ саха-
роразрушающих грибов. Интересно, что ранее со-
общалось о несколько другом эффекте: увеличении 
общего разнообразия сообществ сахаролитических 
и углеводородокисляющих грибов в урбанизирован-
ных и антропогенно загрязненных районах Коль-
ского полуострова (Исакова и соавт., 2023).

После проведенных анализов, выявления важ-
ности комплексного антропогенного воздействия 
и  обнаружения группировки образцов по это-
му признаку, мы провели сравнительный ана-
лиз структуры микобиоты этих групп. С  помо-
щью процедуры SIMPER были выявлены виды 
грибов, определяющие объединение образцов 
в эти группы: “антропогенные локации” — A. fuci, 
P. chrysogenum, P. arenaria, C. fastigiata, P. pannorum, 
C. malorum и N. ramularia; “неантропогенные лока-
ции” — P. chrysogenum, P. aurantiogriseum, T. inflatum, 
P. pannorum, A. fuci, P. brevicompactum, P. lanosum, 
A.  luteoalbus, W. ovalis и  A. rutilum; “Териберка 
пляж”  — P. chrysogenum и  P. brevicompactum. Ин-
тересно, что в комплекс определяющих видов ан-
тропогенных локаций входят морские виды A. fuci 
и P. arеnaria, а также виды рода Cadophora. В то вре-
мя как в комплекс определяющих видов для неан-
тропогенных локаций — T. inflatum и P. pannorum 
и  представители рода Penicillium  — все обильно 
спороносящие грибы, обычные в морях, но широ-
ко распространенные в самых разных экосистемах. 
Интересный и  пока необъяснимый факт тяготе-
ния морских видов к  антропогенным локациям. 
По данным для наземных почв (Марфенина, 2005), 
можно было ожидать обратной картины, но в дан-
ном случае, видимо, мы имеем дело с относительно 

невысоким уровнем загрязнения, которое оказыва-
ет скорее стимулирующее воздействие на микобио-
ту, чем угнетающее.

Углеводородокисляющая способность выделен-
ных грибов. При культивировании всех 11 изоля-
тов, принимавших участие в данном эксперимен-
те, была отмечена убыль УВ, хотя и выраженная 
в разной степени. Наиболее заметную убыль оста-
точных углеводородов показали изоляты Penicillium 
chrysogenum, Cadophora fastigiata и  Tolypocladium 
inflatum, у которых она составила в среднем 77.4, 
72 и 67.2% УВ соответственно (рис. 2).

Согласно стандартам РФ, использованное нами 
дизельное топливо зимнее, представляет собой де-
парафинированное (то есть с уменьшенным содер-
жанием алканов длинной C >18) топливо, в кото-
ром ароматические углеводороды составляют не 
более 11% (ГОСТ Р 55475-2013). Исходя из это-
го, можно предположить, что протестированные 
нами изоляты обеспечивают убыль в первую оче-
редь короткоцепочечных алифатических УВ. Для 
представителей рода Penicillium во многих работах 
ранее была показана высокая УВ-окисляющая ак-
тивность, в том числе и преимущественно по от-
ношению к короткоцепочечным алканам (Davies, 
Westlake, 1979; Barnes et al., 2018). В литературе есть 
сведения и о P. chrysogenum (Elshafie et al., 2007), 
и P. brevicompactum (Chaineau et al., 1999). В отноше-
нии T. inflatum, показавшем высокую активность 
в нашем эксперименте, ранее было отмечено пол-
ное разложение алканов при достаточно низком 
общем разложении сырой нефти (Davies, Westlake, 
1979). Что касается представителей рода Cadophora, 
сведений об их УВ-окисляющей способности 
нет, так же как и  для морских грибов в  нашем 
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Рис. 2. Убыль остаточных углеводородов при росте ис-
следованных изолятов грибов.
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эксперименте — Acremonium fuci, Paradenryphiella 
arenariae и Asteromyces cruciatus. В целом, можно 
отметить, что более высокую убыль углеводородов 
показали изоляты видов, более обильно представ-
ленные в посевах на DOA, чем на MEA.

Итак, мы предприняли попытку исследования 
влияния углеводородного загрязнения на состав 
и структуру сообществ углеводородокисляющих 
и  сахароразлагающих грибов литорали Белого 
и Баренцева морей. Для обеспечения последующе-
го сравнительного анализа мы отбирали образцы 
в предполагаемо загрязненных локациях (порто-
вые зоны крупных городов на Белом — Кандалак-
ша, и Баренцевом — Мурманск, морях), и в пред-
полагаемо чистых локациях (природный заказник 
ББС на Белом и  окрестности поселка Терибер-
ка — на Баренцевом море). Но проведенные ана-
лизы содержания УВ показали, что абсолютно чи-
стых локаций среди исследованных нами нет: во 
всех грунтах в той или иной степени содержатся 
углеводороды выше фоновых значений. Разница 
между предполагаемо чистыми и загрязненными 
локациями заключается только в их концентрации 
и составляет в большинстве случаев всего 2‒4 раза. 
Таким образом, в  исследованных районах Бело-
го и Баренцева морей микобиота находится под 
влиянием относительно невысокого, но постоян-
ного загрязнения нефтепродуктами. Более высо-
кое содержание УВ в грунтах более загрязненных 
локаций, видимо, не служит заметным стрессом 
для грибов и  не стимулирует массовое развитие 
УВ-разрушающей микобиоты в  грунтах литора-
ли, о чем также свидетельствует пересекающийся 
видовой состав грибов, при выделении на среды 
с дизелем и без него. Из всех рассмотренных нами 
параметров углеводородного загрязнения един-
ственным значимым оказалась доля УВ в общем 
органическом углероде. Из других факторов наибо-
лее значимым был территориальный. Но на мико-
биоту исследованных грунтов влияют и изначаль-
но неучтенные нами параметры, которые удалось 
выявить статистическими методами, но не удалось 
идентифицировать. Исходя из полученных нами 
результатов, стало очевидно, что для определе-
ния пределов стрессового воздействия нефтяного 
загрязнения на микобиоту исследование стабиль-
ных природных и антропогенных экосистем Белого 
и Баренцева моря не подходит. Эти пределы мож-
но будет определить или при катастрофических 
событиях (например, при авариях и разливах, как 
было в Онежском заливе Белого моря в 2003 году 
и в Мексиканском заливе 2010 году, а также при 
крупной утечке, которая случилась в порте Вити-
но в Кандалакшском заливе в 2010 году), или же 
в экспериментальных условиях.
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Abstract—The effect of hydrocarbon pollution on the fungal communities of littoral sediments of the 
cold-water White and Barents seas was investigated. The samples were collected at locations with 
different levels of pollution with oil products, from ports to relatively undisturbed areas. Using the diesel 
fuel-containing medium resulted in detection of hydrocarbon-degrading fungi in almost all studied 
samples, although in all cases they were less diverse than sugar-degrading fungi. In this relatively small 
group, Penicillium chrysogenum and Penicillium brevicompactum were the most common organisms. 
Fungal communities isolated on a sugar-containing medium exhibited higher diversity and abundance, 
with being the most common sugar degraders. The major factors affecting the structure of the fungal 
communities were the percentage of hydrocarbons in the total mass of organic carbon in the samples 
in the case of hydrocarbon-degrading fungi and location, for sugar degraders. In the experiment, the 
highest hydrocarbon-degrading activity was shown for Penicillium chrysogenum (the loss of residual 
hydrocarbons was 77.4%), Cadophora fastigiata (72%), and Tolypocladium inflatum (67.2%).
Keywords: marine fungi, hydrocarbon pollution, Arctic seas, hydrocarbon-degrading fungi
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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 

DOI: 10.31857/S0026365624010064

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.



	 МИКРОБИОЛОГИЯ	 том 93	 № 1	 2024

56	 Дукат и др.

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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Споры плесневых грибов — одна из основных 
составляющих биоаэрозоля атмосферного возду-
ха. Присутствие значительного количества микро-
мицетов в воздухе библиотек может представлять 
опасность, с одной стороны, для здоровья храните-
лей и читателей, а с другой — для документов, так 
как многие виды обладают целлюлазной и протео-
литической активностью и способны повреждать 
библиотечные материалы.

Грибы встречаются во всех хранилищах в стра-
нах с самыми разными климатическими условия-
ми, а их источником является наружный воздух. 
Условия в помещениях библиотек, архивов, музеев 
в целом однотипны, однако системы вентиляции 
и кондиционирования в здании влияют на концен-
трацию микроорганизмов, находящихся в воздухе.

Самый масштабный анализ аэромикоты был 
проведен по результатам исследований в 27 разных 
странах: идентифицировано 580 видов грибов, при-
надлежащих к 207 родам. Наиболее часто в архивах 
и библиотеках встречались грибы родов Alternaria, 

Aspergillus, Penicillium; у  Chaetomium, Fusarium 
и Geotrichum отмечена более высокая, чем обычно, 
частота встречаемости (Pinheiro et al., 2019). Многие 
грибы, выделенные из воздуха, способны разлагать 
целлюлозу (García et al., 2014). Представители ро-
дов Alternaria, Aspergillus, Chaetomium, Cladosporium, 
Mucor, Penicillium, Rhizopus, Stachybotris, Stemphylium, 
Trichoderma встречаются повсеместно (Zyska, 1997; 
García et al., 2014). Наиболее часто встречаются 
Paecilomyces (Maggi et al., 2000; Богомолова, 2012; 
Caicedo et al., 2023), Candida и Rhodotorula (Borrego, 
Perdomo, 2014), Aureobasidium (Попихина и соавт., 
2018; Chuenko et al., 2020), Botrytis, Cephalosporium, 
Phoma (Zielińska-Jankiewicz et al., 2008; Попихи-
на и соавт., 2018), Cephalosporium, Humicola, Phoma 
(Rojas et al., 2012; Zerek, 2014; Ghosh et al., 2014), 
Ulocladium (Трепова и соавт., 2011; Великова и со-
авт., 2012; Лебедева, Мамаева, 2012). Наиболее рас-
пространенными в воздухе и на поверхности объ-
ектов являются грибы родов Aspergillus, Penicillium 
и Cladosporium (Borrego, Perdomo, 2016; Pyrri et al., 
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2020), причем Aspergillus является доминирующим 
видом в тропических регионах.

В  составе микробиоты, кроме повсеместно 
встречающихся десяти родов грибов, упомянутых 
выше, в воздухе также присутствуют характерные 
для каждой библиотеки микромицеты с высокой 
частотой встречаемости. Так, в мичиганских биб-
лиотеках в  значительном количестве присутство-
вали Arthrinium, Epicoccum (Burge et al, 1978), в Ко-
лумбии — Chrysonilia, Curvularia (Caicedo et al., 2023), 
в  индийских библиотеках, где влажность летом 
достигает 90%,  — Curvularia, Drechslera, Fusarium, 
Geotrichum, Helminthosporium, Sirosporium (Ghosh et 
al., 2014), в библиотеке Львовского университета — 
Eidamella, Fusidium, Mortierella, Myxotrichum (Yavorska 
et al., 2016), в кубинском Национальном музее му-
зыки  — Alternaria, Eurotium, Fusarium, Chrysonilia 
(García et al., 2014), в  библиотеке Технического 
университета в Румынии значительно преобладали 
Alternaria и Cladosporium (Apetrei et al., 2009). В вар-
шавских архивах чаще всего обнаруживали микро-
мицеты, относящиеся к родам Epicoccum, Fusarium, 
Scopulariopsis, а в библиотеке Варшавского универ-
ситета — другие: Gliomastix, Rhizoctonia, Rhodotorula, 
Stysanus (Zielińska-Jankiewicz et al., 2008). Наряду 
с  грибами, встречающимися в  других библиоте-
ках, из воздуха семи исторических зданий Гаваны, 
предназначенных для хранения документов, книг, 
картин, фотографий и  предметов доколумбовой 
культуры, были выделены редкие виды, принадле-
жащие к родам Bipolaris, Chaetosartorya, Emericella, 
Cunninghamella, Monocillium, Pithomyces, Periconia, 
Staphylotrichum (Rojas et al., 2012), а в воздухе Нацио-
нального архива Кубы — другие редкие: Beltraniella, 
Chrysosporium, Harposporium, Neurospora, Nigrospora, 
Scolecobasidium (Borrego et al., 2022). В Националь-
ной библиотеке Греции обнаружены грибы родов, 
не встречающихся в других библиотеках: Acrodontium, 
Arthrinium, Chalastospora, Dichobotrys, Myrothecium, 
Spiniger (Pyrri et al., 2020), в медицинской библио-
теке Ирана — рода Syncephalastrum (Chadeganipour 
et al., 2013).

Из воздуха Научной библиотеки Санкт-Пе-
тербургского университета изолированы микро-
мицеты родов Exophiala, Gilmaniella, Oidiodendron, 
Phaeococcomyces, Sphaerostilbella, Phialemonium*, 
Pseudogymnoascus* (*таксоны даются в  современ-
ной номенклатуре) (Богомолова, 2014). Большое 
количество родов идентифицировано в  возду-
хе хранилищ Российской национальной библио-
теки, причем некоторые были обнаружены во 
всех фондах: Acremonium, Chrysonilia, Microascus, 
Oospora, Scopulariopsis, Sporotrichum, Torula. Дру-
гие присутствовали только в отдельных книгохра-
нилищах: Chloridium, Hormodendrum, Monocillium, 
Phialophora, Rhinocladium, Tubercularia, Verticillium 
(Трепова и соавт., 2011; Попихина и соавт., 2018), 
Aureobasidium, Pseudocosmospora*, Sphaerostilbella, 

Stachylidium, Talaromyces (Богомолова, 2014; Вели-
кова и соавт., 2012), Ascochyta, Geotrichum, Fusarium, 
Paecilomyces, Trichosporiella (Лебедева, Мамаева, 
2012). В  библиотеках Польши выделены грибы 
родов Acrothecim, Chloridium, Curvularia, Epicoccum, 
Helminthosporium, Pellicularia, Pullularia, Rhizoctonia, 
Sepedonium, Thielavia, Trichocladium, Verticillium 
(Zerek, 2014), в  библиотеках институтов Киева  ‒ 
Arthrobotrys, Chrysonilia, Dendryphium, Exophiala, 
Hormiscum, Mortierella (Chuenko et al, 2020).

Пыль, являясь одним из носителей спор грибов, 
не только оказывает физическое воздействие на 
материалы документов, но также создает специфи-
ческую микросреду и трофический ресурс для са-
мих микроорганизмов. В пыли Государственного 
архива в Риме в плохо проветриваемом помещении 
обнаружены грибы родов Acremonium, Alternaria, 
Arthrinium, Aspergillus, Chaetomium, Cladosporium, 
Emericella, Penicillium, Periconia, Pithomyces, Torula, 
Trichoderma (Maggi et al., 2000), в Национальном 
архиве Кубы Aspergillus, Cladosporium, Penicillium 
(Borrego et al., 2022); в пыли около компьютеров 
в  библиотеке технического университета в  Ру-
мынии  — Aspergillus, Penicillium, Cladosporium, 
Alternaria, Fusarium, Chaetomium (Apetrei et al., 2009).

В количественном отношении преобладают гри-
бы родов Aspergillus (11–48%), Penicillium (23‒89%), 
Сladosporium и  Fusarium (10–18%), Rhizopus (6%) 
и, в меньшем количестве, — Alternaria и Trichoderma 
(Rojas et al., 2012; Caicedo et al., 2023).

Среди представителей рода Aspergillus присут-
ствовал всюду и часто доминировал A. niger. Кро-
ме него, чаще всего встречались следующие виды: 
в  библиотеке Мадридского музея  — A. f lavus 
(Rodrigo, 1974), в Национальной библиотеке Гре-
ции — A. caespitosus, A. sydowii, A. versicolor (Pyrri et al., 
2020), в библиотеке Мичиганского университета — 
A. fumigatus и A. versicolor (Burge et al., 1978), в ин-
дийских библиотеках — A. caespitosus, A. fumigatus, 
A. flavus, A. candidus, A. flavus, A. fumigatus, A. ochraceus 
(Ghosh et al., 2014). В воздухе Российской националь-
ной библиотеки, кроме перечисленных выше, выделе-
ны A. clavatus, A. flavipes, A. terreus, A. repens (Лебеде-
ва, Мамаева, 2012). В воздухе ереванских библиотек 
изолировано 16 видов из рода Aspergillus, в том числе 
A. awamori, A. candidus, A. carbonarius, A. kambarensis, 
A. nidulans, A. restrictus, A. recurvatus, A. sulphureus, 
A. terricola (Элоян и соавт., 2016), в итальянских ар-
хивах — A. sydowii, A. japonicus, A. versicolor (Maggi 
et al., 2000). В украинских библиотеках преобладал 
A. tenuissima, а A. flavus и A. fumigatus были редкими 
видами (Chuenko et al., 2020). На Кубе был обнару-
жен новый вид, зарегистрированный в помещениях 
музея, — Aspergillus carneus (García et al., 2014).

Род Penicillium чаще всего был представлен 
следующими видами: P. herquei (Ghosh et al., 2014), 
P.  notatum и  P. lanosum, P. chrysogenum, P.  brevi-
compactum (Богомолова, 2014), P. chermesinum, 
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P. citreonigrum, P. citrinum, P. coprophylum, P. coryloph-
ilum, P. digitatum, P. griseofulvum, P. italicum, P. livi-
dum, P. miczynskii, P. oxalicum, P. puberulum, P. restric-
tum, P. rugulosum, P. viridicatum, P. waksmani (Maggi et 
al., 2000), в Российской национальной библиотеке 
(РНБ) — P. camemberti, P. commune, P notatum, P. var-
iotii, P coryniferum, P. ochlochloron, P. oxalicumв P. sim-
plicissium, P. solitum, P. glabrum, P. commune (Трепова 
и соавт., 2011; Великова и соавт., 2012; Попихина 
и соавт., 2018), доминирующим видом был P. au-
rantiogriseum, хотя в воздухе других библиотек его 
наличие упоминалось редко.

При микологическом анализе воздуха в  биб-
лиотеках очень важно выделение грибов-проду-
центов целлюлозолитических и протеолитических 
ферментов, так как они являются потенциальны-
ми агентами биоповреждения библиотечных ма-
териалов (Ghosh et al., 2014; Yavorska et al., 2016). 
В случае обнаружения грибов родов Chaetomium, 
Trichoderma и Stachybotrys необходим контроль со-
стояния документов для предотвращения колони-
зации их на бумаге. Присутствие в воздухе помеще-
ний в высоких концентрациях грибов Stachybotrys 
atra, Trichoderma viride и  Stachybotrys chartarum 
(Pinheiro et al., 2019; Pyrri et al., 2020) неприемле-
мо, так как они опасны не только для ценных экс-
понатов, но представляют угрозу для библиотека-
рей, реставраторов и читателей. В качестве потен-
циальных возбудителей аспергиллезов и микозов, 
имеющих различные клинические проявления, 
являются виды A. flavus, A. fumigatus, A. versicolor, 
A. candidus, A. clavatus, A. glaucus, A. nidulans, A. niger,  
A. restrictus, A. sydowii, A. terreus, которые постоян-
но обнаруживаются в воздухе библиотек; наиболее 
опасными являются первые три вида.

Целью данной работы была оценка видового 
богатства и  таксономической структуры микро-
мицетов, изолированных из воздуха библиотек 
различных регионов России, и  выявление ком-
плекса микромицетов, характерных для воздуха 
книгохранилищ.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Микроорганизмы в воздухе книгохранилищ от-
бирали аспирационным методом при помощи про-
боотборника MAS‑100 Eco (“Merck Millipore”, Гер-
мания). Пробы воздуха отбирали на питательную 
среду Чапека‒Докса на разных этажах библиотеки, 
при ярусном расположении книгохранилищ — на 
разных ярусах по принципу конверта: одна проба 
в центре, четыре — по углам помещения. Чашки 
Петри выдерживали в течение 5–14 сут при темпе-
ратуре (29 ± 2) C.

Выделенные из воздуха микромицеты изолиро-
вали, морфологию клеток определяли при помощи 
световой микроскопии и общепринятой техники 
микроскопирования на микроскопах Olympus BX 

53 M (“Olympus Corp.”, Япония) и Leica DM 2000 
(“Leica Microsystems”, Германия). Микромице-
ты идентифицировали на основании культураль-
но-морфологических признаков, используя опре-
делители отечественных и  зарубежных авторов 
(Raper et al., 1968; Raper et al., 1977; Sutton et al., 
1997; Domsch et al., 2007). Наименования таксонов 
представлены в соответствии с электронной базой 
данных в области микологической номенклатуры 
Index Fungorum.

Наличие видов грибов в воздухе характеризова-
ли показателем частоты встречаемости (ЧВ).

Для анализа иерархии микобиоты использова-
ны следующие пропорции таксономических ран-
гов: видов в семействе (В/С), родов в семействе 
(Р/С), видов в роде (В/Р) и видов в классе (В/К).

Микобиоты исследуемых сообществ анализиро-
вали при помощи индекса видового разнообразия 
Шеннона, индексов выровненности Пилоу и Ма-
кинтоша (DMc), индексов доминирования Симпсо-
на (D) и Бергера–Паркера и разнообразия Макин-
тоша (U) и Менхиника.

Для анализа сходства микобиоты воздуха раз-
ных регионов между собой использовали бинарные 
коэффициенты видового отличия Стугрена‒Раду-
леску (ps) и сходства Мориситы‒Хорна (CMH) (Ле-
онтьев, 2008; Magurran, 2013).

В работе представлены данные по микологиче-
скому состоянию воздуха областных и региональ-
ных библиотек России 57 городов, расположенных 
в семи Федеральных округах (ФО):

– из восьми городов Северо-Западного (Nw);
– из 11 городов Центрального (C);
– из шести городов Южного (St);
– из 11 городов Приволжского (V);
– из Челябинска и Ханты-Мансийска, принад-

лежащих к Уральскому (Ur);
– из девяти городов Сибирского (Sb);
– из семи городов Дальневосточного (FE).
Состав аэромикоты в  различных ФО России 

сравнивали с  видовым составом микромицетов, 
выделенных из воздуха шести библиотек Санкт-
Петербурга (SPb).

Статистическая обработка результатов выполне-
на методами многомерной статистики в программах 
Microsoft Excel и Statistica Ultimate Academic 13.3.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Количество проб, отобранных из воздуха храни-
лищ во всех регионах, составило 1409, а общее ко-
личество идентифицированных изолятов — 2221; 
всего выделено 107 видов микромицетов из 41 рода 
(табл. 1).
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Таблица 1. Видовой состав микромицетов, выделенных из воздуха хранилищ России

Виды микромицетов SPb Nw C St V Ur Sb FE

Acremonium charticola (Lindau) W. Gams + +

Acremonium rutilum W. Gams +

Alternaria alternata (Fr.) Keissl. + + + + + + +

Alternaria consortialis (Thüm.) J. W. Groves et S. Hughes + + + + + +

Alternaria tenuissima (Kunze) Wiltshire + +

Ascospirella lutea (Zukal) Houbraken, Frisvad et Samson +

Aspergillus alliaceus Thom et Church +

Aspergillus candidus Link +

Aspergillus elegans Gasperini +
Aspergillus fischeri Wehmer +

Aspergillus flavipes (Bainier et R. Sartory) Thom et Church +

Aspergillus flavus Link + + + + + + +

Aspergillus fumigatus Fresen. + + + + +

Aspergillus neoniveus Samson, S. W. Peterson, Frisvad et Varga +

Aspergillus nidulans (Eidam) G. Winter +

Aspergillus niger Tiegh. + + + + + + + +
Aspergillus ochraceus G. Wilh. + + + + +
Aspergillus repens (Corda) Sacc. + + +

Aspergillus sclerotiorum G. A. Huber +

Aspergillus silvaticus Fennell et Raper +

Aspergillus sulphureus (Fresen.) Thom et Church + +

Aspergillus sydowii (Bainier et Sartory) Thom et Church + + + + + +
Aspergillus terreus Thom +

Aspergillus terricola Marchal et É. J. Marchal +

Aspergillus ustus (Bainier) Thom et Church + + + + + +

Aspergillus versicolor (Vuill.) Tirab. + + + + + + +

Aspergillus wentii Wehmer +

Aureobasidium pullulans (de Bary et Löwenthal) G. Arnaud + + +

Beauveria bassiana (Bals.-Criv.) Vuill. +

Bisifusarium dimerum (Penz.) L. Lombard et. Crous +

Botrytis cinerea Pers. + + + + + + + +

Chaetomium globosum Kunze + + + + +

Cladosporium brevicompactum Pidopl. et Deniak + +

Cladosporium cladosporioides (Fresen.) G.A. de Vries + + + + + + + +

Cladosporium herbarum (Pers.) Link + + + + + + +

Cladosporium sphaerospermum Penz. + + + + +

Cordyceps farinosa (Holmsk.) Kepler, B. Shrestha et Spatafora + + +

Cosmospora butyri (J.F.H. Beyma) Gräfenhan, Seifert et Schroers + +

Didymella glomerata (Corda) Qian Chen et L. Cai + +

Fusarium anguioides Sherb. +

Fusarium poae (Peck) Wollenw. +

Fusarium solani (Mart.) Sacc. + +
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Fusarium sporotrichioides Sherb. +

Geotrichum candidum Link + + + +

Hypomyces chrysospermus Tul. +
Ilyonectria radicicola (Gerlach et. L. Nilsson) P. Chaverri et 
Salgado +

Microascus brevicaulis S. P. Abbott + +

Monilia pruinosa Cooke et Massee +

Mucor circinelloides Tiegh. +

Mucor plumbeus Bonord. + + + + + +

Mycelia sterilia c/o + + + + + +

Mycelia sterilia т/o + + + +

Neurospora sitophila Shear et B. O. Dodge + + + +

Oospora lutea Kamyschko + + + + +
Paecilomyces variotii Bainier + + + + + +
Penicillium aurantiogriseum Dierckx + + + + + + + +
Penicillium brevicompactum Dierckx + + + + + +

Penicillium camemberti Thom + + + + + + +

Penicillium canescens Sopp + + +

Penicillium chrysogenum Thom + + + +

Penicillium commune Thom + + + + + + +

Penicillium corylophilum Dierckx + +

Penicillium decumbens Thom + + +

Penicillium elegans Sopp + +

Penicillium expansum Link +

Penicillium glabrum (Wehmer) Westling + + + + +

Penicillium granulatum Bainier + + + +

Penicillium herquei Bainier et Sartory + +

Penicillium hirsutum Dierckx + +

Penicillium implicatum Biourge + + +

Penicillium janczewskii K. W. Zaleski +

Penicillium jensenii K. W. Zalessky + + + + +

Penicillium lanosum Westling + + + + +

Penicillium miczynskii K. W. Zalessky + +

Penicillium multicolor Grig.-Man. et Porad. +

Penicillium nalgiovense Laxa + +

Penicillium ochrochloron Biourge + + + + +

Penicillium purpurescens (Sopp) Biourge +

Penicillium simplicissimum (Oudem.) Thom + + + +

Penicillium solitum Westling + + + +
Penicillium spinulosum Thom +
Penicillium thomii Maire + +
Ramichloridium apiculatum  
(J. H. Mill., Giddens et A. A. Foster) de Hoog +

Rectifusarium ventricosum (Appel et Wollenw.) L. Lombard et Crous +

Виды микромицетов SPb Nw C St V Ur Sb FE
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Rhizopus stolonifer (Ehrenb.) Vuill. + + + + + +

Phoma herbarum Westend. + +

Sarocladium strictum (W. Gams) Summerb. + + + +

Scopulariopsis brumptii Salv.-Duval +

Sporothrix schenckii Hektoen et C. F. Perkins +

Sporotrichum verticillatum Spreng. + + + +
Stachybotrys chartarum (Ehrenb.) S. Hughes + +
Stemphylium botryosum Wallr. +

Taeniolella stilbospora (Corda) S. Hughes +
Talaromyces duclauxii (Delacr.)  
Samson, N. Yilmaz, Frisvad et Seifert +

Talaromyces funiculosus (Thom)  
Samson, N. Yilmaz, Frisvad et Seifert + + +

Talaromyces purpureogenus Samson, N. Yilmaz, Houbraken, 
Spierenb., Seifert, Peterson, Varga et Frisvadm + + + +

Talaromyces ruber (Stoll) N. Yilmaz, Houbraken, Frisvad et Samson +
Talaromyces rugulosus (Thom) Samson, N. Yilmaz,  
Frisvad et Seifert +

Talaromyces variabilis (Sopp) Samson, N. Yilmaz, Frisvad et Seifert + + + +

Torula expansa (Kunze) Pers. + +

Torula herbarum (Pers.) Link + + + + + + +

Torula lucifuga Oudem. + + + + + +

Trichoderma koningii Oudem. +

Trichoderma polysporum (Link) Rifai +

Trichoderma pseudokoningii Rifai +

Trichoderma viride Pers. + + + + + +

Trichosporum macrosporum Kamyschko +

Tritirachium roseum J.F.H. Beyma +

Verticillium terrestre (Pers.) Sacc. +

Виды микромицетов SPb Nw C St V Ur Sb FE

Состояние воздуха книгохранилищ всегда было 
удовлетворительным, и количество колониеобра-
зующих единиц не превышало нормативных зна-
чений, рекомендуемых Всемирной организацией 
здравоохранения (500 КОЕ/м3) (WHO, 1990).

Со времен Р. Уиттекера, заложившего основу 
понятий разнообразия, строгих методов его коли-
чественной оценки, а также списка характерных 
видов до настоящего времени не выработано. Луч-
шим вариантом оценки биоразнообразия по-преж-
нему считается вычисление и обсуждение мульти-
фрактальных спектров видовой структуры сооб-
ществ (Розенберг, 2013).

Во всех ФО отмечено умеренное видовое разно-
образие: от 26 до 72 видов, индекс Шеннона варь-
ировал от 2.7 до 3.4. Наибольшее количество видов 
(72) выделено из воздуха хранилищ Центрального 
ФО, где индекс Шеннона имел максимальное зна-
чение (3.4). Основным недостатком индекса Шен-
нона является то, что по сравнению с  другими 

индексами он придает большее значение редким 
видам (Одум, 1986). Полученные значения индекса 
разнообразия Макинтоша (U), зависящего от ко-
личества видов и образцов в выборке, подтвердили 
это положение и свидетельствовали о наибольшем 
богатстве видов в комплексе грибов, выделенных 
из воздуха Центрального ФО (140.8), тогда как 
наименьшее видовое богатство было в сообществах 
грибов воздуха библиотек Уральского ФО и Санкт-
Петербурга: значения индекса U22.7 и 22.8 соот-
ветственно. В аэромикоте других округов видовое 
богатство находилось в пределах от 72.6 до 107.9.

Для нивелирования влияния различий объе-
ма выборок использовали индекс Менхини-
ка, рассчитав который мы получили значитель-
но меньший разброс видового богатства по срав-
нению с индексом разнообразия Макинтоша: от 
наибольшего (3.0) в  воздухе библиотек Санкт-
Петербурга и  Уральского ФО до наименьшего 
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(2.1) — в Сибирском ФО, что свидетельствует о вы-
соком видовом богатстве в аэромикоте хранилищ 
во всех регионах.

В  каждой выборке уровень доминирования 
микромицетов в воздухе хранилищ невысок, что 
подтверждается низкими значениями индекса до-
минирования Симпсона (D), не превышающи-
ми 0.1 ни в одном из округов, кроме Сибирского 
ФО, в котором индекс был несколько выше — 0.11. 
Альтернативный индекс Бергера‒Паркера, кото-
рый показывает степень доминирования самого 
обильного вида, также имел низкие значения: ми-
нимальное (0.16) в Дальневосточном ФО и макси-
мальное (0.24) в Южном и Приволжском ФО.

Выровненность видов в воздухе хранилищ биб-
лиотек рассчитывали при помощи двух индексов, 
в разной степени зависящих от объема выборки. 
Во всех регионах она находилась на стабильно вы-
соком уровне, о чем свидетельствуют как индекс 

Пиелоу (0.79–0.85), так и  индекс Макинтоша 
(0.71–0.78), на значения которых в значительной 
степени не оказали влияния ни объем выборки, 
ни количество выделенных видов. Таким образом, 
можно говорить об отсутствии конкуренции видов, 
выделенных из воздушной среды библиотек, в каж-
дом комплексе микромицетов.

Ввиду множества использованных индексов 
разнообразия, в определенной степени ограничен-
ности и чувствительности каждого из них, сложно 
комплексно оценить полученные результаты. Для 
того чтобы учесть влияние каждого индекса, был 
использован факторный анализ методом ордина-
ции главных компонент (PCA), который позволил 
увидеть распределение в пространстве комплексов 
микромицетов, изолированных из воздуха книго-
хранилищ в различных округах (рис. 1).

Матрица различия составлена из количества ви-
дов, индексов видового богатства, доминирования, 
выровненности и разнообразия (табл. 2).

Расхождение по первой оси описывает 50.9% 
варьирования, а по второй оси — 37.3%. На долю 
остальных факторов пришлось 11.8% общей дис-
персии, их в  анализ не включили. Аэромикоты 
округов четко расходятся в пространстве главных 
компонент и  формируют три кластера. Южный 
и  Приволжский регионы, обладающие умерен-
но континентальным климатом, образовали одну 
группу; но в то же время далеко расположены от-
носительно регионов со схожим климатом (Цен-
тральный и Уральский ФО). Аналогично, в кластер 
к Дальневосточному и Северо-Западному ФО, на 
климат которых сильное влияние оказывают мор-
ские воздушные массы, не попали микромицеты 
воздуха библиотек Санкт-Петербурга. Третий кла-
стер сформирован аэромикотами библиотек из тех 
регионов, климат которых сильно отличается друг 
от друга: Уральский ФО и  СПб. Таким образом, 
подтверждается гипотеза о  том, что географиче-
ское положение и климат региона слабо влияют на 
экологическое разнообразие аэромикоты внутри 
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Рис. 1. Распределение разнообразия микобиот воздуха 
библиотек России в пространстве главных компонент.

Таблица 2. Экологическое разнообразие микромицетов в  воздушной среде хранилищ библиотечных 
документов в регионах России

Параметр SPb St V C FE Sb Nw U

Общее количество изолятов (N) 73 237 347 551 388 228 323 74
Всего проб 37 146 243 372 213 155 217 26
Всего видов 26 43 45 72 50 31 43 26
Индекс разнообразия Шеннона (H) 2.70 2.98 2.89 3.40 3.12 2.76 3.08 2.77
Индекс разнообразия Макинтоша (U) 22.8 72.6 107.9 140.4 103.9 75.8 86.7 22.7
Индекс доминирования Симпсона (D) 0.09 0.09 0.09 0.06 0.07 0.11 0.07 0.08
Индекс доминирования Бергера-Паркера 0.21 0.24 0.24 0.19 0.17 0.26 0.16 0.20
Индекс видового богатства Менхиника 3.0 2.8 2.4 3.1 2.5 2.1 2.4 3.0
Индекс выровненности Макинтоша (DMc) 0.78 0.74 0.73 0.78 0.77 0.71 0.77 0.78
Индекс выровненности Пиелоу (E) 0.83 0.79 0.76 0.79 0.80 0.80 0.82 0.85
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хранилищ библиотек, тем более не все виды грибов, 
неизбежно попадающие с потоками уличного воз-
духа в хранилища, могут адаптироваться к доста-
точно специфическим условиям внутри хранилищ 
библиотек и сохранить свою жизнеспособность.

Индексы разнообразия характеризуют доста-
точно стабильную экосистему видов в воздухе вну-
треннего пространства хранилищ библиотек за счет 
сходных в большинстве случаев условий хранения: 
во время обследований, проводимых в летне-осен-
ний период, температура воздуха находилась в диа-
пазоне 20–25 C, а  относительная влажность не 
превышала 50% (Трепова, 2011). В большинстве 
обследованных библиотек климатическое обору-
дование отсутствовало, и нормализация темпера-
турно-влажностного режима осуществлялась путем 
проветривания.

Отделы. Таксономическую структуру аэроми-
коты хранилищ документов представляют три от-
дела: Ascomycota, который занимает более 90% ви-
дового богатства и присутствует во всех регионах, 
Mucoromycota, насчитывающий от 2 до 7% видового 
богатства и отсутствующий в Уральском ФО, и са-
мый малочисленный отдел Basidiomycota — 1–4%, 
виды которого отсутствуют в Сибирском и Северо-
Западном ФО.

При сравнении соотношения рангов иерархии 
микобиоты воздуха хранилищ разных ФО России 
(в среднем) с микобиотой библиотек СПб выяв-
лены следующие пропорции: видов в  семействе 
(В/С) 2.8 и 3.7, соответственно, родов в семействе 
(Р/С) — 1.3 и 1.4, видов в роде (В/Р) — 2.3 и 2.6, 
видов в  классе (В/К)  — 6.9 и  5.2. Соотношения 
таксономических рангов относительно стабильны 
и не меняются в зависимости от удаленности друг 
от друга (табл. 3).

Классы. Наиболее богатые по числу видов во всех 
округах России следующие классы: Eurotiomycetes, 
Sordariomycetes и  Dothideomycetes. Доли видов от 
общего числа варьировали в  широких диапазо-
нах: в  классе Eurotiomycetes  — от 36.0 до 80.0%, 
Dothideomycetes — 12.0–36.0% и Sordariomycetes — 
4.0–28.0%; в остальных классах видовое богатство 
составляло менее 7.1%. Представители большин-
ства классов встречались повсеместно, но микро-
мицеты из класса Tritirachiomycetes выделены толь-
ко в Дальневосточном ФО.

При сравнении видового богатства классов в раз-
ных округах отмечены следующие особенности: 
наибольшее количество видов класса Eurotiomycetes 
(60.0% от общего числа видов) выделено в  При-
волжском и Дальневосточном ФО; Sordariomycetes — 
28.0 и  25.4% соответственно в  Уральском и  Цен-
тральном ФО; класс Dothideomycetes — 36.0 и 25.8% 
соответственно в Уральском и Сибирском ФО. Ви-
довое богатство грибов, принадлежащих к классу 
Leotiomycetes, которые встречались во всех ФО, было 
максимальным в Южном ФО и составляло 7.1%.

Среди микромицетов, выделенных их воз-
духа хранилищ Санкт-Петербурга, на класс 
Eurotiomycetes приходилось наибольшее количе-
ство видов (80.0%), причем их количество было 
больше, чем количество видов этого класса, выде-
ленных в любом из округов России. В то же вре-
мя виды классов Agaricomycetes, Saccharomycetes 
и Tritirachiomycetes не обнаружены в воздухе храни-
лищ СПб, хотя встречались в библиотеках многих 
регионов.

Семейства. Анализ таксономических групп воз-
духа хранилищ выявил четыре ведущих семейства, 
которые обнаружены во всех регионах России 
и  в  библиотеках Санкт-Петербурга. Подавляю-
щим в  спектре видового богатства являлось се-
мейство Aspergillaceae, которое в зависимости от 
региона насчитывало от 36.0 до 80.0% всего видо-
вого богатства, остальные семейства были не столь 
многочисленны. На втором месте, но с большим 
отрывом, находится семейство Cladosporiaceae, на-
считывающее от 4.0–16.0% от общего количества 
видов в каждом из регионов, на третьем месте — 
Pleosporaceae — 4.0–12.0%, четвертое место зани-
мает семейство Torulaceae, включающее 4.0–6.5% 
видов, и на пятом месте — Hypocreaceae, которое 
насчитывает от 2.0 до 4.0% всего видового богат-
ства. Все перечисленные семейства в период об-
следования библиотек встречались повсеместно на 
территории России.

Следует отметить семейства, представители ко-
торых обнаружены в воздухе хранилищ библиотек 
только в одном из регионов: Mytilinidiaceae исклю-
чительно в Центральном ФО (1.4% от общего чис-
ла видов), Trichocomaceae — в Приволжском ФО 
(2.2%).

Таблица 3. Соотношения таксономических рангов в иерархиях микобиоты воздуха хранилищ ФО России 
и в библиотеках СПб

Соотношение рангов
Значения таксономических пропорций в регионах

SPb Nw C St V Ur Sb FE
Вид/Семейство 3.7 2.9 3.2 2.4 2.9 1.9 3.0 3.4
Род/Семейство 1.4 1.2 1.5 1.2 1.2 1.2 1.2 1.3
Вид/Род 2.6 2.4 2.2 2.1 2.4 1.6 2.5 2.6
Вид/Класс 5.2 8.6 10.0 5.9 7.3 4.6 5.0 6.7
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Роды. За период исследования из воздуха храни-
лищ выявили грибы из 41 рода, в зависимости от эко-
логической ниши их количество варьировало от 10 до 
32. Максимальное количество родов зафиксировано 
в воздухе библиотек Центрального ФО (табл. 2).

В  родовых спектрах преобладал Penicillium, ко-
торый включал в себя 18.6–33.3% от общего числа 
видов, вторым ведущим родом с незначительным 
отставанием значений видового богатства был род 
Aspergillus — 11.5–23.5%, видовое богатство осталь-
ных родов варьировало от 0.3 до 15.4% от общего 
числа видов. Следует отметить, что в воздухе хра-
нилищ библиотек Уральского ФО богатство видов 
рода Cladosporium незначительно превосходило бо-
гатство видов из рода Aspergillus. Отличительная осо-
бенность воздушной среды библиотек Южного ФО 
как по количеству видов, так и по количеству изоля-
тов проявилась в преобладающем количестве грибов 
рода Aspergillus по сравнению с родом Penicillium. Это 
согласуется с данными о положительном действии 
температуры на грибы рода Aspergillus (Apetrei, 2009). 
Родовой состав аэромикоты библиотек Санкт-Пе-
тербурга имеет схожий с остальными регионами со-
став. Во многих библиотеках мира часто встречают-
ся Stachybotris и Stemphylium (Великова, 2012; García, 
2014; Zerek, 2014; Попихина, 2018), однако в наших 
исследованиях редко обнаруживаются потенциально 
патогенные грибы Stachybotris (только в Централь-
ном и Северо-Западном ФО) и Stemphylium (только 
в Центральном ФО).

Виды. Анализ видового состава микромице-
тов, выделенных из воздушной среды библиотек 
округов России и Санкт-Петербурга, путем расче-
та бинарного коэффициента Стугрена‒Радулеску, 
коэффициента Мориситы‒Хорна и  проведения 
кластерного анализа позволил, с одной стороны, 
выявить особенности биологического разнооб-
разия каждого отдельного исследуемого региона 

и, с другой стороны, установить их сходство между 
собой.

Значения коэффициентов подтверждают разли-
чие видового состава микромицетов в семи иссле-
дуемых федеральных округах. Особенно высокие 
значения бинарного коэффициента Стугрена-Ра-
дулеску отмечены при сравнении воздуха храни-
лищ библиотек Санкт-Петербурга с  регионами 
России и библиотек Уральского ФО с остальными 
округами (табл. 4).

Максимальное различие отмечено для двух 
сравниваемых пар аэромикоты книгохранилищ: 
Уральского ФО и  Санкт-Петербурга, а  также 
Уральского и  Южного ФО, что подтверждается 
достаточно низкими значениями коэффициента 
сходства Мориситы‒Хорна, который основыва-
ется не только на первичных данных о количестве 
видов, но также учитывает как общее количество 
изолятов, так и количество изолятов каждого вида 
в отдельности.

Во всех округах в воздухе хранилищ докумен-
тов обнаружены следующие 10 видов микромице-
тов: Alternaria alternata (Fr.) Keissl., Aspergillus niger 
Tiegh., Aspergillus versicolor (Vuill.) Tirab., Botrytis 
cinerea Pers., Cladosporium cladosporioides (Fresen.), 
Cladosporium herbarum (Pers.) Link, Penicillium 
aurantiogriseum Dierckx, Penicillium camemberti 
Thom, Penicillium commune Thom и Torula herbarum 
(Pers.) Link., а во всех округах, включая библиоте-
ки Санкт-Петербурга, — четыре вида: Aspergillus 
niger, Botrytis cinerea, Cladosporium cladosporioides 
и Penicillium aurantiogriseum.

Методом кластерного анализа на основании ча-
стоты встречаемости и равномерности распределе-
ния видов грибов для каждого округа сформирован 
комплекс, состоящий из характерных для него ви-
дов, — ядро аэромикоты (в табл. 5 эти ячейки вы-
делены жирным шрифтом).

Таблица 4. Параметры сходства микромицетов воздуха в библиотеках России

Регионы России SPb St V C FE Sb Nw Ur
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SPb 0.77 0.59 0.67 0.59 0.63 0.54 0.69

St 0.63 0.21 0.26 0.18 0.49 0.08 0.77

V 0.78 0.86 0.08 0.08 0.08 0.25 0.55

C 0.73 0.87 0.88 0.17 0.32 0.13 0.52

FE 0.47 0.28 0.61 0.61 0.39 0.14 0.47

Sb 0.66 0.79 0.82 0.78 0.54 0.31 0.41

Nw 0.41 0.69 0.87 0.78 0.55 0.58 0.38

Ur 0.26 0.04 0.17 0.47 0.52 0.40 0.37
Коэффициент Мориситы‒Хорна

(The Morisita‒Horn coefficient)
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Во всех выборках лидировали микромицеты рода 
Cladosporium: в  подавляющем большинстве окру-
гов преобладал вид C. cladosporioides, за исключе-
нием Уральского ФО, где чаще всего встречался C. 
herbarum, являющийся редким или случайным для 
воздушной среды библиотек остальных округов Рос-
сии. Кроме микромицетов рода Cladosporium, в состав 
комплексов характерных видов регулярно входили A. 
versicolor и P. aurantiogriseum, причем последний име-
ет высокую частоту встречаемости, тогда как в аэро-
микоте библиотек, анализ которой представлен во 

введении, P. aurantiogriseum упоминался только в ар-
хивах Кубы (Borrego, 2014; Borrego, 2022).

Большинство же видов в описываемых комплек-
сах малочисленны: частота встречаемости видов, не 
вошедших в характерные для округов комплексы, 
варьировали от 1.2 до 7.1%, и в таком случае их от-
носили к редким или, если частота встречаемости не 
превышала 1.2%, их рассматривали как случайные. 
Представители 43 видов встречались только в одном 
из регионов и также относились к случайным.

Таким образом, визуализация состава аэроми-
коты хранилищ библиотек в разных округах мето-
дом кластерного анализа показала, что даже в гео-
графически отдаленных районах видовой состав 
лидирующих по частоте встречаемости микроми-
цетов однотипен и различается в основном за счет 
редких и случайных видов.

Распределение округов на группы по составу 
аэромикоты книгохранилищ, полученное методом 
кластерного анализа, как и распределение по ее 
разнообразию, полученное методом главных ком-
понент, показывает, что климат не влияет на фор-
мирование кластеров. В данном случае получено 
два крупных кластера: первый — Санкт-Петербург, 
Уральский ФО и Дальневосточный ФО и второй — 
Северо-Западный ФО, Южный ФО, Сибирский 
ФО, Центральный ФО и Приволжский ФО (рис. 2).

Таким образом, в настоящей работе нами прове-
дено масштабное исследование аэромикоты возду-
ха в библиотеках; охвачены почти все российские 
регионы, для каждого из которых определено ядро 

Таблица 5. Представители микобиоты воздушной среды хранилищ библиотек России

Виды микромицетов
Федеральные округа России

SPb NW C St V Ur Sb FE
Alternaria alternata (Fr.) Keissl. 0 2.8 10.5 19.9 4.5 10.2 7.7 4.2
Aspergillus flavus Link 18.9 0.9 4.6 2.7 9.1 0 5.2 2.8
Aspergillus niger Tiegh. 10.8 6.5 1.6 9.6 5.3 3.6 7.7 8.5
Aspergillus versicolor (Vuill.) Tirab. 0 11.1 9.4    11.9 14.3 11.0 8.5
Botrytis cinerea Pers. 2.7 5.1 4.6 2.7 0.4 10.7 1.9 3.3
Cladosporium cladosporioides (Fresen.) G.A. de Vries 40.5 17.5 28.5 39.9 34.2 25.0 38.1 24.4
Cladosporium herbarum (Pers.) Link 0 1.4 1.3 1.4 0.8 53.6 2.6 6.6
Cladosporium sphaerospermum Penz. 0 0.46 0.81 6.2 0 7.1 0 4.7
Geotrichum candidum Link 0 0 6.7 0.7 0 3.6 1.9 0
Neurospora sitophila Shear et B. O. Dodge 0 0.5 0.8 8.2 2.1 0 0 0
Paecilomyces variotii Bainier 2.7 0 0.3 2.7 3.7 0 3.2 4.2
Penicillium aurantiogriseum Dierckx 32.4 23.5 11.3 9.6 13.6 3.6 6.5 6.6
Penicillium camemberti Thom 0 4.6 4.3 2.7 4.1 3.6 3.9 0.5
Penicillium commune Thom 0 18.4 8.3 10.3 10.7 14.3 3.2 12.2
Talaromyces funiculosus (Thom) Samson, N. Yilmaz,  
Frisvad et Seifert 16.2 0 0 0.7 0.4 0 0 0

Trichoderma viride Pers. 0 2.8 2.4 0.7 12.3 0 3.9 1.4
Torula herbarum (Pers.) Link 0 2.3 3.0 3.4 1.2 3.6 1.9 0.9

Метод Варда [Ward’s method]

V
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Nw
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Spb

Евклидово расстояние [Linkage distance]

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180

Рис. 2. Кластерный анализ сходства видового состава 
микромицетов, выделенных из воздуха хранилищ биб-
лиотек России.
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аэромикоты. Вид C. cladosporioides входил в ядро 
аэромикоты повсеместно, независимо от климати-
ческих условий, в которых находилась та или иная 
библиотека.

Анализ экологического разнообразия микобиоты 
воздушной среды замкнутых пространств, обладаю-
щих однотипными микроклиматическими условия-
ми, на примере хранилищ библиотек позволил про-
демонстрировать умеренное видовое разнообразие 
и достаточную стабильность описываемых комплек-
сов, установить высокую степень сходства таксоно-
мических структур и списков характерных видов, 
получаемых независимо от климатических условий 
обследуемых регионов. Микроклиматические усло-
вия, сложившиеся в книгохранилищах, и отсутствие 
аварийных ситуаций в активной фазе объясняют 
стабильность экосистемы и, как следствие, отсут-
ствие истинно доминирующих и присутствие боль-
шой доли сопутствующих и редких видов, способ-
ных к выживанию в сложившихся условиях.

Аэромикота книгохранилищ, безусловно, ока-
зывает влияние и в значительной мере определяет 
виды грибов, которые находятся на поверхности 
документов и являются их потенциальными биопо-
вреждающими агентами. Микромицеты, развиваю-
щиеся на бумаге документов, в большинстве обла-
дают целлюлазной активностью (Borrego et al., 2008) 
и в дальнейшем могут представлять интерес в каче-
стве продуцентов целлюлозолитических ферментов.
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Abstract—The structure of micromycete communities in the library aerial environment was investigated 
in 57 Russian cities located in seven federal districts (Northwestern, Central, Southern, Volga, Ural, 
Siberian, and Far Eastern). A total of 107 micromycete species belonging to 41 genera were isolated 
and identified. Due to mostly similar conditions, the aerial ecosystem of internal spaces of the library 
storage facilities was relatively stable, with moderate diversity and high evenness, as was confirmed by 
the relevant indices: the Shannon index varied from 2.7 to 3.4, the McIntosh diversity index, from 22.7 
to 140.8, and the Menhinick index, from 2.1 to 3.0. The Simpson’s dominance index and the Berger–
Parker index did not exceed 0.11 and 0.24, respectively. The McIntosh and Pielou’s evenness indices 
were 0.71–0.78 and 0.79–0.85, respectively. High similarity of the taxonomic structures, independent 
of climatic conditions of the studied regions, was revealed, as was confirmed by the values of the 
Stugren–Radulescu and Morisita–Horn coefficients: 0.08‒0.77 and 0.04‒0.47, respectively. The typical 
members of the studied mycobiota were Aspergillus versicolor (7.5‒14.3), Cladosporium cladosporioides 
(17.5‒40.5), C. herbarum (0.8‒53.6), and Penicillium aurantiogriseum (6.5‒32.4). Most other species 
were scarce, with frequencies of occurrence not exceeding 7.1%.
Keywords: fungi, micromycetes, aeromycota, biodiversity, libraries, written heritage
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Пещеры являются специфической экосистемой: 
они обладают уникальным микроклиматом за счет 
отсутствия света, характеризуются постоянно низ-
кой температурой (3‒4 C), высокой влажностью 
(до 100%) и недостатком органического вещества. 
Чтобы преодолеть факторы, ограничивающие рост, 
микроорганизмы вынуждены адаптироваться, со-
здавая сложные, мутуалистические сети или кон-
куренцию. По этой причине пещерные микроор-
ганизмы обладают специфичными вторичными 
метаболитами, которые потенциально могут быть 
использованы в  различных сферах человеческой 
жизни (Lopes da Silva et al., 2019). Исследования 
с применением различных (культуральных, моле-
кулярных) методов показывают, что Proteobacteria 
составляют значительную часть общего микробно-
го разнообразия в пещерах. На уровне рода наибо-
лее многочисленными являются роды Pseudomonas, 
Brevundimonas, Caulobacter и  Bosea. Однако их 

численность и биоразнообразие зависят от эволю-
ционной зрелости микробного сообщества, теку-
щего уровня поступления чужеродных органиче-
ских веществ и притока аллохтонной микрофлоры 
(Кузьмина и соавт., 2012; Jaroszewicz et al., 2021; Zhu 
et al., 2021; Kosznik-Kwaаnicka et al., 2022).

В Приморском крае описано около 90 доступ-
ных для человека пещер длиной более 20 м каждая. 
Наиболее многочисленными являются карстовые 
пещеры. Их образование, как следует из названия, 
связано с карстом — процессом растворения и вы-
щелачивания горных пород водой. В Хасанском 
районе Приморского края в настоящее время из-
вестно более 10 пещер Барабашской свиты, при-
уроченных к выходам верхнепермских известня-
ков. Одной из них является малоизученная пещера 
Мраморная, которая представляет интерес как пе-
щерная экосистема, не испытывающая антропо-
генной нагрузки (Берсенев, 1990; 2017).

DOI: 10.31857/S0026365624010086

Исследовано культивируемое сообщество бактерий рода Pseudomonas в глинистых органогенных от-
ложениях пещеры Мраморная (Приморский край). Выделенные в данной работе штаммы бактерий 
являются эвритермными и психротолерантными. Их таксономическая принадлежность установлена 
путем секвенирования фрагментов гена 16S рРНК. Известно, что бактерии рода Pseudomonas пред-
ставляют все экологические ниши Земли и, соответственно, обладают широким спектром адаптивных 
функций. Методами микроскопии установлена смена характера подвижности и устойчивость размера 
клеток при изменении температур культивирования бактерий. Исследуемые штаммы представляют 
научный и практический интерес, благодаря проявлению ферментативной активности к нескольким 
субстратам одновременно при разных температурах (25 и 4 C), а также способности выделять холо-
доактивную пектиназу, протеазу и липазу. Выделенные штаммы отличались высокой фосфат-солю-
билизирующей активностью как при 4 C, так и при 25 C. Пещера Мраморная является карстовой 
и характеризуется карбонатным карстом, что обосновывает предпочтение для исследуемых штаммов 
в фосфате кальция. Анализ данных показывает, что в полученной нами коллекции культивируемых 
бактерий рода Pseudomonas представлены как типичные психротолерантные, проявляющие фермен-
тативную активность в условиях оптимальной температуры роста, так и уникальные, способные син-
тезировать широкий спектр ферментов в условиях, отличных от температурного оптимума для роста.

Ключевые слова: пещера Мраморная, психротолерантные и эвритермные бактерии рода Pseudomonas, 
ферментативная активность
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В последнее время наблюдается интерес к ми-
кробиому пещер, так как выделенные из этих мест 
обитания микроорганизмы обладают интересны-
ми свойствами, которые могут быть применимы 
в биотехнологической, медицинской и экологиче-
ской отрасли (Ghosh et al., 2017; Jaroszewicz et al., 
2021). Например, Pseudomonas frederiksbergensis 
RRC23 и Rhodococcus sp. RRC75, выделенные из 
пещеры Raspberry Rising (Канада), проявляли 
антимикробное действие против Escherichia coli 
15–318 с множественной лекарственной устойчи-
востью (Ghosh et al., 2020). Штамм Bacillus subtilis 
CV16, выделенный из пещеры в восточной части 
Амазонки (Бразилия) имеет потенциал приме-
нения в цементирующих материалах, благодаря 
способности осаждать CaCO3 в виде кристаллов 
кальцита (Nicole et al., 2022). Pseudomonas sp. IB-K 
13–1А, выделенный из пещеры Киндерлинской 
(Россия), обладал высокой способностью раство-
рять различные соединения фосфора и произво-
дить ростостимулирующие соединения — аукси-
ны (Кузьмина и соавт., 2015).

В  связи с  этим целью работы стало изучение 
физиологических и  биохимических свойств бак-
терий рода Pseudomonas, выделенных из образцов 
глинистых органогенных отложений карстовой пе-
щеры Мраморная (Приморский край).

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Характеристика объекта исследования. В  каче-
стве объекта исследования использовали штаммы 
бактерий рода Pseudomonas, выделенные из образ-
цов глинистых органогенных отложений карсто-
вой пещеры Мраморная (Приморский край). Пе-
щера Мраморная (Хасанский район, Приморский 
край) расположена в верховье реки Амба в 30 км 
к северо-западу от села Занадворовка (43.34456  N, 
131.39599  E). Она находится у  подножья сопки 
рядом с рекой Амба, имеет горизонтальный вход 
и вертикальный выход, обильно заполнена такими 
породами, как известняк и мрамор. Пещера явля-
ется затапливаемой, за счет близкого расположе-
ния с рекой и вертикально расположенных отвер-
стий в пещере, это подтверждает наличие костных 
останков лягушек и песчаного слоя в грунте.

Отбор проб проводили в весенний период вре-
мени (27.04.2021 г.) в стерильную герметичную ем-
кость. Образцы почвы отбирали стерильными ин-
струментами и помещали в стерильную посуду. То-
чечные пробы отбирали на пробной площадке из 
одного слоя методом конверта, с таким расчетом, 
чтобы каждая проба представляла собой часть поч-
вы. Объединенную пробу составляли путем сме-
шивания 5 точечных проб, отобранных на одной 
пробной площадке, массой от 200 до 250 г каждая, 
отобранных с глубины 5‒10 см. До начала работы 

образцы хранились в холодильнике при темпера-
туре от 4 до 5 C.

Для выделения и культивирования бактерий ис-
пользовали питательную среду ГРМ-агар (ФБУН 
ГНЦ ПМБ, Оболенск). Почвы обрабатывали стан-
дартным методом посева аликвот из серийных раз-
ведений суспензии на поверхность питательной 
среды. Чашки с посевным материалом инкубиро-
вали при температуре 4 C, близкой к климатиче-
ским условиям пещеры.

Микроскопирование. Морфологию клеток бак-
терий исследовали в мазках, окрашенных по Граму, 
с помощью микроскопа Carl Zeiss Axioskop 40 (Гер-
мания) на объективах 40× и 100× с применением им-
мерсионной системы в режиме фазового контраста. 
Подвижность бактерий наблюдали в препарате “раз-
давленная капля” (Нетрусов и соавт., 2005).

Определение температурного оптимума. Опти-
мальную температуру роста выделенных штаммов 
определяли при температурах культивирования 
4, 10, 15 25, 30 и 37 C на среде с ГРМ-бульоном 
(ФБУН ГНЦ ПМБ, Оболенск). Концентрацию 
бактериальной массы измеряли методом прямого 
подсчета клеток в  камере Горяева, далее фикси-
ровали изменение концентрации на 3, 6, 8 и 10-е 
сутки при помощи цифрового фотоэлектроколори-
метра APEL AP‑101 (Япония). Концентрацию био-
массы С (КОЕ/мл) высчитывали по формуле для 
построения кривых роста:

		  C = (a             )×1000	 (1)

где а — сумма клеток, подсчитанная в 5 (или 10) 
больших квадратах сетки; b — разведение исходно-
го субстрата; с — число малых квадратов, в которых 
производился подсчет.

Удельную скорость роста штамма определяли по 
формуле:
		  μ = 2.3 (ln    )/t	 (2)

где μ — удельная скорость роста микроорганизмов 
(ч‑1); х0 и х — начальная и конечная концентрация 
микробных клеток (КОЕ/см3); t — время культи-
вирования микроорганизмов (ч) (Фирсова, 2019).

Выявление ферментативных свойств. Для деталь-
ной характеристики особенностей метаболизма ис-
следуемых бактерий, выявления у них внеклеточ-
ных ферментов (протеазы, пектиназы и липазы) 
и способности растворять труднорастворимые со-
единения фосфора применяли диско-диффузион-
ный метод. Бумажные диски диаметром 5 мм про-
питывали бактериальной суспензией, накладывали 
на поверхности агаризованных сред, содержащих 
в качестве источника питания один из субстратов. 
Ферментативную активность оценивали по зоне 
гало вокруг колоний бактерий (зоны гидролиза 
для оценки протеолитической активности, зоны 
помутнения при определении липолитической 

x
 x0

 c
 4000b
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активности и зоны просветления при определении 
пектиназной активности). Результаты учитывали 
в мм. Скрининг ферментативной активности про-
водили при температуре инкубирования 4 и 25 C.

Для определения протеолитической активности 
применяли молочный агар Эйкмана (г/л): СаСО3–1.0;  
К2НРО4–0.2; пептон — 5.0; дрожжевой экстракт — 
5.0; агар — 30.0; молоко обезжиренное — 5.0 (Не-
трусов и соавт., 2005).

Для определения пектиназной активности при-
меняли питательную среду с  содержанием пекти-
на (г/л): пектин — 5.0; триптон — 5.0; дрожжевой 
экстракт — 5.0; NaCl — 5.0; агар — 15.0 (Roy K et al., 
2018).

Для определения липазной активности приме-
няли среду следующего состава (г/л): триптон — 
10.0; дрожжевой экстракт — 5.0; агар — 20.0; от-
дельно добавляли стерильный липидный гомоге-
низат (теплая дистиллированная вода ‒ 400 мл; 
оливковое масло ‒ 100 мл; Твин 80–1 мл) в объеме 
30 мл на 1 л среды (Нетрусов и соавт., 2005).

Тест на способность мобилизировать неорга-
нический фосфат проводили на среде Пиковской 
(г/л): глюкоза — 20.0; NaCl — 0.2; CaPO4–5.0;  
MgSO4 · 7H2O — 0.1; MnSO4 · 7H2O — следы;  
FeSO4 · 7H2O– следы; агар — 20.0 (Кадырова и со-
авт., 2022).

Определение гликолитической активности осу-
ществляли на дифференциально-диагностических 
средах Гисса (ФБУН ГНЦ ПМБ, Оболенск). В ка-
честве углеводных субстратов использовали глю-
козу, лактозу, сахарозу, манит, сорбит, дульцит, 
мальтозу, арабинозу, инозит, ксилозу, рамнозу 
и фруктозу. Результаты учитывали по способности 
бактерий утилизировать сахара с  образованием 
кислоты, что приводит к изменению цвета среды.

Молекулярно-генетическая идентификация 
бактерий и  филогенетический анализ. Геномную 
ДНК из культур бактерий выделяли с  помощью 
коммерческого набора НК-сорбент Base (“Ли-
тех”, Россия), согласно протоколу производите-
ля. Анализ фрагмента гена 16S рРНК проводили 
с  использованием набора реагентов БиоМастер 
HS-Taq ПЦР-Color (2×) (“Биолабмикс”, Россия) 
и универсальных бактериальных праймеров 27F 
(5'-AGAGTTTGATCATGGCTCAG‑3') и  1350R 
(5'-GACGGGCGGTGTGTACAAG‑3'). Ампли-
фикацию осуществляли на приборе Т100 Thermal 
Cycler (“BioRad”, США) в  следующем режиме:  
94 C — 4 мин (1 цикл); 94 C — 60 с, 48 C — 60 с,  
72 C — 90 с (5 циклов); 92 C — 60 с, 50 C — 110 с, 
72 C — 90 с (10 циклов); 92 C — 60 с, 52 C — 60 с, 
72 C — 60 с (10 циклов); 92 C — 60 с, 54 C — 60 с, 
72 C — 110 с (10 циклов); 72 C — 10 мин (1 цикл). 
Продукты ПЦР разделяли в электрофорезной ка-
мере (при напряженности поля около 2 В/см) в 1% 
агарозном геле с добавлением этидиум бромида; 

результаты учитывали на трансиллюминаторе 
под ультрафиолетовым излучением. Для очистки 
продуктов амплификации от остатков реакцион-
ной смеси использовали набор ExoSAP-IT Express 
(“Thermo FS”, США).

Полученные ПЦР-продукты секвенировали по 
методу Сэнгера, используя набор реактивов Big 
Dye Terminator v.3.1 Cycle Sequencing Kit (“Thermo 
FS”, США) для подготовки нуклеотидных после-
довательностей к  прочтению на генетическом 
анализаторе Нанофор 05 (“Синтол”, Россия). Се-
квенирование проводили на базе лаборатории 
морской микробиологии ИМО ДВФУ. Филогене-
тический анализ осуществляли путем поиска гомо-
логичных последовательностей в международном 
банке данных (GenBank) с помощью программы 
BLAST (Altschul et al., 1997) (http://www.ncbi.nlm.
nih.gov/blast). Редактирование последовательно-
стей выполнено в  редакторе BioEdit; для вырав-
нивания последовательностей использовали алго-
ритм программы CLUSTAL W (http://www.genebee.
msu.su/clustal). Филогенетическое дерево построе-
но с использованием метода ближайших соседей 
(neighbor-joining) на основе алгоритма Kimura two-
parameters в  программе MEGA 11 (Kumar et al., 
2016). Показатель достоверности порядка ветвле-
ния определяли на основании bootstrap — анализа 
100 альтернативных деревьев.

В работе использовали научное оборудование 
Центра коллективного пользования “Биотехноло-
гия и генетическая инженерия” на базе ФНЦ Био-
разнообразия ДВО РАН.

Статистическая обработка результатов. Выполня-
ли не менее трех независимых экспериментов, как 
минимум в двух повторностях. Статистическую об-
работку данных проводили с помощью дисперси-
онного анализа (ANOVA) (при уровне значимости 
p ≤ 0.05), вычисляли статистику центра (медиану) 
и статистику диапазона (квартиль). Выбранные зна-
чения изображали на диаграмме размаха с примене-
нием программы Statistica 13 и Microsoft Excel 2007.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Бактерии рода Pseudomonas описаны давно 
(Palleroni et al., 1973). Как правило, они встреча-
ются повсеместно в почве (Lujаn et al., 2015), воде 
(Majorina et al., 2022) и ризосфере некоторых ра-
стений (Molina et al., 2020). Описано также их при-
сутствие в  карстовых пещерах разных регионов 
мира — Лешу (Румыния) (Bogdan et al., 2023), Капо-
вой (Россия) (Галимзянова и соавт., 2020), Майорке 
(Испания) (Busquets et al., 2021) и в неэксплуатируе-
мых пещерах природного заповедника Куанкуошуй, 
Цзуньи, провинции Гуйчжоу (Китай) (Zhu et al., 
2021). Известно, что бактерии рода Pseudomonas ши-
роко используются в хозяйственной практике для 
производства антибиотиков, извлечения остаточной 
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нефти из скважин, для борьбы с загрязнением окру-
жающей среды, а также в качестве моделей для мно-
гочисленных теоретических исследований, среди 
них встречаются психрофильные формы (Щербаков 
и соавт., 2017; Глушаковa и соавт., 2021; Сидоренко, 
Русакова, 2022).

Филогенетический анализ. В результате культи-
вирования на ГРМ-агаре глинистых органогенных 
отложений карстовой пещеры Мраморная были 
выделены 13 штаммов бактерий. Для определения 
их таксономической принадлежности для каждого 
штамма были секвенированы последовательности 
гена 16S рРНК размером от 1100 до 1310 нуклеоти-
дов и депонированы в NCBI (табл. 1).

Филогенетический анализ полученных после-
довательностей показал, что все они относятся  
к роду Pseudomonas (рис. 1).

Сравнительный анализ нуклеотидных последо-
вательностей показал, что исследуемые гены штам-
мов МР5 и МР25 гомологичны на 99.77 и 98.52% 
последовательностям Pseudomonas sp. MDT1–85 
и  Pseudomonas sp. PAMC27331 соответственно. 
Pseudomonas sp. MDT1–85 ранее был выделен из 

ледника, а Pseudomonas sp. PAMC27331 из Антарк-
тической почвы.

Ближайшим родственником штамма МР3 яв-
ляется P. frederiksbergensis MRC ER1 49 (сходство 
98.70%), выделенный из ризосферы оливково-
го дерева. Ферментативная активность бакте-
рий этого вида хорошо изучена. Известно, что 
P. frederiksbergensis является эффективным биоино-
кулянтом для повышения устойчивости растений 
к холодовому стрессу (Chatterjee et al., 2017), а так-
же способен расти при 4 и 30 C, но не при 37 C 
(Andersen et al., 2000).

Штаммы МР1 и МР2 близки Pseudomonas lini 
KNUC164, выделенному из ризопланы дикорасту-
щих злаков. Данный вид мало изучен, отмечено 
несколько работ, посвященных его способности 
растворять фосфатные соединения и выделять ро-
стостимулирующие вещества (Sandhya et al., 2017). 
P. lini растет при температуре от 4 до 36 C, но не 
при 41 C (Delorme et al., 2002).

Нуклеотидная последовательность гена 16S 
рРНК штамма МР16 гомологична на 99.88% по-
следовательности штамма P. arsenicoxydans Y24–2, 
выделенного из образцов донных отложений доли-
ны Камаронес в пустыне Атакама и проявляюще-
го способность окислять арсенит. Температурный 
диапазон роста P. arsenicoxydans ‒ 4–37 C. (Campos 
et al., 2010).

Штамм МР4 близок P. mandelii SY03134 (сход-
ство 99.61%), который был выделен из образцов 
почвы горы Цилиан в  Китае. Необходимо отме-
тить, что в литературе P. mandelii характеризуется 
как психрофил, обладающий адаптированными 
к холоду глюкозо‑6-фосфатдегидрогеназами, уча-
ствующими в пентозофосфатном пути (DangThu, 
et al., 2020).

Штаммы МР24.1 и  МР24.2 кластеризуются 
в одну группу и близки P. fragi 8d-S10 со сходством 
99.70 и 99.21% соответственно. Примечательно, что 
штамм P. fragi 8d-S10 является факультативным 
психрофилом, способным расти в диапазоне тем-
ператур от 0 до 30 C (Bao et al., 2023).

Анализ последовательностей гена 16S рРНК 
штаммов МР11 и  МР20.1 продемонстрировал 
их сходство с  P. gessardii YL‑179 на уровне 98.73 
и 99.35% соответственно. Данный вид бактерий из-
вестен своей термоустойчивой протеолитической 
способностью. Так же термостабильную протеазу 
продуцируют бактерии вида P. fluorescens. Опти-
мальная температура роста для этих видов состав-
ляет выше 20 C, однако они могут расти в диапа-
зоне температур 4–42 C. (Meng et al., 2017). Од-
ному из штаммов этого вида бактерий, а именно: 
P. fluorescens CP DB12, на 99.48% близок штамм 
МР17 выделенный из органогенных отложений 
пещеры Мраморная.
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Рис. 1. Филогенетическое дерево, построенное на ос-
нове анализа последовательностей фрагментов гена 16S 
рРНК штаммов бактерий, выделенных из органогенных 
отложений пещеры Мраморная, показывающее их по-
ложение среди представителей рода Pseudomonas. Ден-
дрограмма построена на основе алгоритма метода объ-
единения ближайших соседей (NJ). Масштаб соответ-
ствует двум нуклеотидным заменам на каждые 100 п. н. 
Представлены значения бутстреп поддержки выше 50%.
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Штамм МР10 является ближайшим родственни-
ком P. brassicacearum ICMP 14356 (сходство 99.48%), 
выделенного из некрозного участка стебля тома-
та. Бактерии вида P. brassicacearum, содержащие 
1-аминоциклопропан-1-карбоксилатдезаминазу, 
при взаимодействии с  томатом могут проявлять 
как патогенные, так и ростостимулирующие свой-
ства (Belimov et al., 2007). Диапазон роста для это-
го вида составляет от 5 до 37 C, при этом незначи-
тельный рост отмечен при 40 C на сложной среде 
Луриа‒Бертани (Zachow et al., 2017).

Таким образом, представители рода Pseudomonas 
встречаются в большом количестве во всех основ-
ных природных средах (наземных, пресноводных 
и морских), а также образуют тесные связи с ра-
стениями и животными. Это универсальное рас-
пространение предполагает высокую степень фи-
зиологической и генетической приспособляемости, 
что может являться фактором проявления широко-
го спектра биохимических свойств.

Исходя из результатов определения сходства 
последовательностей генов 16S рРНК, а также из 
сравнения с типовыми штаммами P. brassicacearum 
DBK11, P. arsenicoxydans VC‑1, P. gessardii CIP 105–
469, P. fragi ATCC13525, P. lini DLE411J, P. fluorescens 
ATCC1325, P. frederiksbergensis JAJ28, P. mandelii CIP 
10523, можно сделать вывод о принадлежности ис-
следуемых бактерий к роду Pseudomonas.

Использование источников углерода. Для псевдо-
монад описаны различные свойства: способность 
фиксировать азот, растворять фосфаты (Sandhya et 
al., 2017), синтезировать протеазы, липазы и дру-
гие ферменты (Meng et al., 2017; Pabai et al., 1995; 
Ramani et al., 2010). Для рода Pseudomonas харак-
терны следующие сахаролитические свойства 

— большинство видов используют сахарозу, араби-
нозу, маннозу и маннит в качестве углеводного ис-
точника. (Определитель бактерий …, 1997). В дан-
ной работе исследовали гликолитическую актив-
ность на ряд углеводов (расширенный ряд Гисса) 
при двух режимах культивирования при 4 и 25 C. 
В результате установлено, что для всех исследуемых 
штаммов характерна гликолитическая активность 
в отношении сорбита, сахарозы, лактозы, манни-
та, мальтозы, глюкозы и ксилозы при 25 C. При 
4 C спектр субстратов, доступных для окисления, 
сужается до сорбита, сахарозы, лактозы, маннита, 
мальтозы и рамнозы. Отмечено отсутствие реак-
ции у всех исследуемых штаммов при 25 C в при-
сутствии дульцита, а при 4 C — вышеупомянутого, 
инозита и фруктозы. Для отдельных штаммов на-
блюдали изменение метаболической реакции в за-
висимости от температуры. Так, при 4 C отсутству-
ет ферментация фруктозы у штаммов МР24, МР25, 
МР17, глюкозы и ксилозы — у штамма МР16, кси-
лозы и инозита — МР10 и инозита у МР20.1. При 25
C отмечена отрицательная реакция при культиви-

ровании на средах, содержащих рамнозу у штамма 
МР17. Таким образом, гликолитическая активность 
исследуемых бактерий зависит от температуры, од-
нако на ферментативный аппарат, отвечающий за 
гликолиз штамма МР24.2, температура культиви-
рования не оказывает влияния.

Морфологические, культуральные и  биохи-
мические свойства. Исследуемые бактерии рода 
Pseudomonas имели цвет колоний от прозрачного 
до бежевого и не образовывали пигмент при росте 
на ГРМ-агаре. Все штаммы отличались по своим 
культуральным, морфологическим и тинкториаль-
ным свойствам (табл. 2).

Таблица 1. Филогенетическая принадлежность бактерий рода Pseudomonas, выделенных из проб глинистых 
органогенных отложений пещеры Мраморная, на основе поиска ближайших родственников, полученных 
нуклеотидных последовательностей гена 16S рРНК в базе данных GenBank

Штамм Номер 
в NCBI

Длина 
фрагмента, 

п. н.
Процент 

гомологии Гомолог

МР10 OR352475 1160 99.48 Pseudomonas brassicacearum ICMP 14356 (MK356421)
МР16 OR352477 1120 99.88 Pseudomonas arsenicoxydans Y24–2 (MH817850)
МР20.1 OR352478 1270 99.35 Pseudomonas gessardii YL‑179 (OK135846)
МР11 OR352479 1190 98.73 Pseudomonas gessardii YL‑179 (OK135846)
МР24.2 OR352480 1260 99.21 Pseudomonas fragi 8d-S10 (MN062067)
МР2 OR352481 1195 99.75 Pseudomonas lini KNUC164 (DQ424866)
МР25 OR352482 1310 98.52 Pseudomonas sp. PAMC27331 (MT555369)
МР17 OR352483 1300 99.69 Pseudomonas fluorescens CP DB12 (MH304227)
МР1 OR352484 1100 99.64 Pseudomonas lini KNUC164 (DQ424866)
МР5 OR352485 1280 99.77 Pseudomonas sp. MDT1–85 (JX949570)
МР3 OR352486 1280 98.70 Pseudomonas frederiksbergensis MRC ER1 49 (ОК605778)
МР24.1 OR352487 1300 99.70 Pseudomonas fragi 8d-S10 (MN062067)
МР4 OR352476 1300 99.61 Pseudomonas mandelii SY03134 (KT369882)
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Известно, что температура может оказывать влия-
ние на размер бактериальной клетки (Shehata, Marr, 
1975). В наших исследованиях отмечено, что темпера-
тура культивирования не оказывала влияния на раз-
мер бактериальных клеток большинства штаммов: их 
длина, независимо от температуры, варьировала от 
0.54 до 2.14 мкм у разных изолятов (рис. 2). Исклю-
чение составили два штамма (МР3, МР4), у которых 
при изменении температуры с 4 на 25 C клетки уве-
личивались в размерах с 1.2–1.8 до 5.6 мкм.

Для бактерий, живущих в  сложной и  ограни-
ченной по питательным веществам среде, способ-
ность мигрировать в благоприятную среду (хемо-
таксис) имеет большое значение для выживания 
(Воротников, 2011). Наши исследования показали 
изменение подвижности клеток штаммов в зависи-
мости от температуры. Так, клетки штаммов МР4, 
МР5, МР3, МР17 при 4 C осуществляли плаватель-
ное направленное движение, при этом бактерии 
управляли своим движением, меняя направление 
вращения базального тела, а при 25 C активность 
заметно снижалась и приобретала характер движе-
ния твитчинг (дергающее). Штамм МР20.1, напро-
тив, при 25 C осуществлял плавательное движение, 
а при 4 C — дергающее. Бактерии МР10 при 4 C 
осуществляли дергающее движение, а при 25 C — 
круговое. Согласно полученным данным и анализу 

литературных сведений (McBride, 2001; Цыганов 
и соавт., 2021), полагаем, что у большинства ис-
следуемых штаммов в условиях холода активиру-
ются защитные механизмы, позволяющие им ак-
тивно двигаться в поиске нового источника энер-
гии. В роли защитного механизма может выступать 
формирование нетрадиционных локомотивных 
органов — изменение синтеза белков-рецепторов, 
ответственных за таксис; белков флагелина, спо-
собного самоорганизовываться в филаменты бак-
териальных жгутиков; трансформация количества 
жгутиков и формы их базального тела и др.

Одной из важнейших характеристик обитающих 
в пещере микроорганизмов является температур-
ный диапазон роста. Температурный оптимум роста 
всех исследуемых бактерий находился в пределах 
4–25 C. При 30 и 37 C увеличение концентрации 
бактериальных клеток для большинства штаммов не 
наблюдали. Исключение составили штаммы МР16 
и МР2, темпы роста которых заметно увеличивались 
при 37 C на протяжении всего времени культивиро-
вания (рис. 3б). На рис. 3а представлены кривые ро-
ста штамма МР 17, демонстрирующие характер ро-
ста большинства штаммов при разных температурах.

Таким образом, в пещере Мраморная присут-
ствуют как психротолерантные, так и  эвритерм-
ные бактерии рода Pseudomonas. При этом психро-
толерантные бактерии являются преобладающими 
формами, среди исследуемых штаммов. Это под-
тверждается низким уровнем удельной скорости 
роста при 37 C в сравнении с удельной скоростью 
роста при 4 и  25 C (рис.  4а), где диапазон сред-
них значений удельной скорости роста основно-
го пула исследуемых штаммов составил от 0.0023 
до  0.0098  ч‑1 (при 37 C) и  от 0.0065 до 0.0125 ч‑1 
(при 4 и 25 C).

При этом размах от минимального до макси-
мального значения при 4 C имел широкий диапа-
зон и составил от 0.0050 до 0.0150 ч‑1, что, вероятно, 
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Рис. 3. Кривые роста представителей психротрофной культуры Pseudomonas sp. МР17 (а) и эвритермной культуры 
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Рис. 2. Клеточная морфология штамма МР4 при 25 C 
(а) и 4 C (б). Маcштабные метки — 5 мкм.
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связано с адаптированными к холодным условиям 
свойствами исследуемых штаммов. Вследствие чего 
прирост биомассы при 37 C имел наименьшие зна-
чения подавляющего большинства исследуемых 
штаммов, с концентрацией от 0.20 до 0.75 КОЕ/мл 
(рис. 4б). При 4 и 25 C диапазон значений основ-
ной массы исследуемых бактерий имел от 0.70 до 
1.40 КОЕ/мл. Сопоставимые данные получены для 
карстовых пещер Средней Сибири, так как выде-
ленные изоляты не были способны расти при тем-
пературе 29 C (Воробьева и соавт., 2012). В то же 
время работы других исследователей указывают на 
то, что независимо от температурного оптимума 

роста, пещерные бактериальные изоляты способны 
хорошо расти при температурах от 13 до 45 C (Laiz et 
al., 2003). Противоречивые данные могут быть сви-
детельством индивидуальной особенности системы 
пещер, так как каждая пещера уникальна с точки 
зрения биологических, химических и физических 
характеристик. Доступность солнечного света, воды, 
питательных веществ, воздушный поток и взаимо-
действие с организмами, живущими вне пещер, раз-
личны в каждой пещерной зоне и влияют на микро-
флору, которая может там развиваться и выживать 
(Ryan, Meiman, 2004).
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Рис. 4. Диапазон значений удельной скорости роста (а) и прироста биомассы клеток (б) для всех исследуемых штаммов 
при различных температурах.

Таблица 3. Ферментативная активность исследуемых штаммов бактерий рода Pseudomonas, выделенных 
из органогенных отложений пещеры Мраморная (Приморский рай)

Наименование штамма

Диаметр зоны активности штаммов, мм

Протеолитическая Пектиназная Липазная Фосфат-
солюбилизирующая

4 C 25 C 4 C 25 C 4 C 25 C 4 C 25 C
МР10 20 26 0 17 0 17 12 21
МР16 13 0 17 0 17 0 14 20
МР2 0 0 0 0 0 0 0 0
МР11 28 28 0 0 0 0 22 30
МР1 0 18 15 28 15 28 18 18
МР20.1 25 20 0 20 0 20 14 19
МР24.2 16 21 0 35 0 35 25 15
МР4 0 0 30 20 30 20 14 19
МР25 17 21 31 0 31 0 15 16
МР17 27 28 24 0 24 0 19 20
МР3 0 14 20 10 20 10 15 25
МР24.1 13 0 18 0 18 0 20 0
МР5 0 21 0 0 0 0 15 0

(а) (б)
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Все исследуемые штаммы являются грамотри-
цательными, оксидазо- и каталазоположительны-
ми палочками. Поскольку известно, что оксидаза 
служит катализатором окислительно-восстанови-
тельных реакций, а каталаза участвует в клеточной 
антиоксидантной защите бактерий, разлагая пере-
кись водорода и осуществляя транспорт электро-
нов (Рязанцева, 2011), мы предполагаем, что ис-
следуемые штаммы способны участвовать в окис-
лительно-восстановительных процессах, при этом 
обладают защитным свойством в отношении окис-
лительного стресса.

Ферментативная активность. В  результате ис-
следования установили, что экспериментальные 
штаммы проявляли протеолитическую, липазную, 
пектиназную и фосфатсолюбилизирующую актив-
ности, зависящие от температурных режимов куль-
тивирования (табл. 3).

Так, повышенную протеолитическую активность 
культуры чаще проявляли при 25 C, однако некото-
рые штаммы (МР16, МР20.1, МР24.1) демонстри-
ровали ее при 4 C. При снижении температуры 
у  штаммов МР16 и  МР24.1 проявлялась способ-
ность к деструкции белоксодержащих субстратов. 
Так, при культивировании этих штаммов в холод-
ных условиях (4 C) выявили протеазную активность, 
тогда как при 25 C ее не наблюдали. Протеолити-
ческая активность обнаружена у  штаммов МР10, 
МР11, МР24.2, МР25, МР17, МР20.1 при 4 и 25 C, 
однако для большинства из этих штаммов зона гид-
ролиза при 25 C превышала значения, выявленные 
при 4 C. Вероятно, протеаза, синтезируемая этими 
бактериями, более термостабильна, так как темпе-
ратурный диапазон ее проявления лежит в пределах 
от 4 до 25 C. Штаммы МР5, МР3, МР1 проявили 
протеолитическую активность только при 25 C. При 
этом температурный оптимум роста для МР3 и МР1 
составил 25 C, а для штамма МР5 – 4 C.

Большинство исследуемых штаммов проявля-
ли высокоспецифичную и зависящую от условий 
культивирования пектиназную активность. Так, 
холодоактивную пектиназу обнаружили у четырех 
штаммов (МР16, МР25, МР17, МР24.1), а у трех 
штаммов (МР10, МР20.1, МР24.2) — пектиназ-
ную активность с температурным оптимумом 25 C. 
Часть штаммов обладала термотолерантной пекти-
назной: ферментативная активность одновременно 
выявлена при 4 и 25 C у штаммов МР1, МР4, МР3.

Штаммы МР10, МР11, МР20.1, МР25, МР17, 
МР5 демонстрировали липолитическую актив-
ность при 4 и 25 C. Холодоактивную липолитиче-
скую активность в отношении оливкового масла 
и твина — 80 обнаружили у штаммов МР16, МР4. 
При 25 C липолитическую активность проявили 
штаммы МР1 и МР3. Наибольшей активностью 
обладает штамм МР25.

Фосфат-солюбилизирующую активность при 
4 и 25 C проявили все исследуемые штаммы. При 

этом исключение составили: штаммы МР2 (при 
4 C), МР24.1 и МР5 (при 25 C), которые свойства 
растворять фосфат кальция не проявили. Наиболь-
шая зона просветления выявлена у штамма МР11 
при 25 C и составила 30 мм. Высокий показатель 
способности исследуемых штаммов солюбилизи-
ровать фосфат кальция, является еще одним пока-
зателем приспособляемости исследуемых штаммов 
к условиям пещеры, так как одной из характерных 
особенностей многих карстовых пещер является 
образование карбоната кальция в грунте.

Таким образом, среди бактерий рода Pseudomonas, 
выделенных из глинистых органогенных отложений 
пещеры Мраморная (Приморский край), выявлены 
психротолерантные и эвритермные формы. Боль-
шинство исследуемых штаммов при изменении тем-
пературы культивирования не изменяют размер кле-
ток, но меняют характер движения. Скрининг фер-
ментативной активности при температурах 4 и 25 C 
показал различную активность пектиназы, протеазы 
и липазы, в зависимости от температурного оптиму-
ма роста. Наибольшее количество штаммов прояви-
ло фосфат-солюбилизирующую активность как при 
4 C, так и при 25 C.
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Characteristics of Psychrotolerant Bacteria Isolated from Clay Organogenic 
Deposits of Mramorny Cave (Primorsky Territory)
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Abstract—A cultivated community of bacteria of the genus Pseudomonas was researched in clayey organogenic 
deposits of the Mramorny Cave (Primorsky Territory). The bacterial strains studied in this work are eurythermal 
and psychrotolerant. Their phylogenetic affiliation was found by high throughput sequencing of 16S rRNA gene 
fragments. It is known that bacteria of the genus Pseudomonas represent all the Earth ecological niches and, 
accordingly, have a wide range of adaptive functions. Using microscopy methods, a change in the nature of 
mobility and the cell size stability with changes in the temperatures of cultivating bacteria were established. The 
studied strains are of scientific and practical interest due to the enzymatic activity detection to several substrates 
simultaneously at different temperatures (25 and 4 C), as well as the ability to secrete cold active pectinase, 
protease and lipase. However, phosphate-solubilizing activity both at 4 and at 25 C became preferable for the 
strains. The Mramorny Cave is karst and is characterized by carbonate karst, which explains the preference for 
the studied strains in calcium phosphate. An analysis of the obtained data shows that the collection of cultivated 
bacteria obtained by us includes both typical psychrotolerant ones, which exhibit enzymatic activity under 
conditions of optimal growth temperature, and unique ones, capable of synthesizing a wide range of enzymes 
under conditions not characteristic of its optimum growth.
Keywords: Mramorny Cave, psychrotolerant and eurythermal bacteria of the genus Pseudomonas, enzymatic activity
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В последние годы особое внимание уделяется 
технологиям, основанным на использовании фер-
ментативной активности микроорганизмов (Wang 
et al., 2011; Chen et al., 2017). Известно, что у бакте-
риальных клеток в иммобилизованном состоянии 
повышаются адаптивный потенциал, устойчивость 
к действию неблагоприятных факторов внешней 
среды, проявляется высокая каталитическая ак-
тивность (Ившина и соавт., 1995; Park, Chang, 2000; 
Tripathi et al., 2010; Rathoreet et al., 2013; Ruan et al., 
2018). Биотехнологические процессы, основанные 
на использовании иммобилизованных бактерий, 
существенно упрощены по сравнению с примене-
нием суспензионных клеток и, помимо возможно-
сти повторного использования, позволяют полу-
чить высокий выход целевых продуктов. Одним из 
способов сохранения и интенсификации фермен-
тативных реакций микроорганизмов в природных 
условиях является феномен естественной иммоби-
лизации (Beshay et al., 2011). При этом матрицы для 
иммобилизации могут быть как органическими, 
так и неорганическими (John et al., 2011). Главными 
критериями выбора носителя являются его инерт-
ность (нетоксичность) в отношении иммобилизуе-
мых организмов, большая площадь поверхности, 

механическая стабильность, способность к реге-
нерации; кроме того, носитель должен обеспечи-
вать максимальную проницаемость системы и быть 
рентабельным (Vejan et al., 2019).

Бактерии рода Azospirillum являются ключевым 
звеном в  трансформации биогенных и  абиоген-
ных элементов в почве и образуют с растениями 
симбиозы, играющие важную роль в минеральном 
питании, продуктивности и адаптации растений 
к среде обитания (Fendrihan et al., 2017). В наших 
предыдущих исследованиях удалось установить, 
что почвенные ассоциативные диазотрофы рода 
Azospirillum способны к продукции фенолокисляю-
щих ферментов, участвующих в  биодеградации 
модельных препаратов лигнина и синтетических 
красителей (Никитина и соавт., 2010; Купряшина 
и соавт., 2012, 2015, 2020). Однако биотехнологиче-
ское использование азоспирилл имеет ряд ограни-
чений, связанных со слабой устойчивостью бакте-
рий к действию солнечной радиации, низких зна-
чений pH, высоких концентраций солей и тяжелых 
металлов. Процесс объединения носителя (твер-
дого, жидкого или геля) с бактериальным штам-
мом имеет решающее значение для повышения 
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устойчивости азоспирилл к лимитирующим фак-
торам окружающей среды.

Целью данного исследования было изучение 
возможности иммобилизации азоспирилл на но-
сителях различной природы с сохранением мета-
болической активности.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Организмы и условия их культивирования. В ка-
честве объекта исследования использован штамм 
Azospirillum brasilense SR80 из коллекции ризо-
сферных микроорганизмов ИБФРМ РАН (http://
collection.ibppm.ru). Культивирование бактерий 
проводили в колбах Эрленмейера (250 мл) на жид-
кой малатно-солевой среде следующего соста-
ва (г/л): KH2PO4–0.1; K2HPO4–0.4; NaCl — 0.1; 

Na2MoO4 · 7H2O — 0.002; MgSO4 · 7H2O — 0.2; 
FeSO4 · 7H2O — 0.02; яблочная кислота — 5.0; 
NaOH — 1.7; NH4Cl — 1.0; CaCl2–0.02; pH 6.8. Сре-
ду стерилизовали в течение 30 мин при 121 C. По-
севным материалом служила 12-часовая культура, 
выращенная на среде того же состава. Бактерии 
для исследования культивировали в термостате при 
температуре 37 C.

Иммобилизация нативных клеток азоспирилл. 
В качестве матриц для иммобилизации были вы-
браны вермикулит, альгинат и силикагель.

Иммобилизацию азоспирилл на поверхность 
твердофазного носителя (вермикулит) проводили 
в плоскодонных колбах объемом 50 мл. Был вы-
бран вермикулит фракцией 2 мм марки “Верми-
сил”, который производится на основе природного 
минерала, следующего состава: 

образующегося в результате выветривания магне-
зиально-железистых слюд. Известно, что вермику-
лит обеспечивает активную микробную колониза-
цию, быстрое образование биопленки и ее адапта-
цию к различным видам загрязнений и природным 
условиям (Кобзев и соавт., 2001). На первом эта-
пе в стерильных условиях 1 г носителя смешивали 
с 20 мл клеточной суспензии (ОП600 = 1.0) в синте-
тической среде. Сорбцию осуществляли в статиче-
ских условиях в течение 2 сут при температуре 28 C. 
Для интенсификации процесса колбы переносили 
в холодильник, дальнейшую сорбцию вели 1 сут 
при температуре ‒4 C. Процесс адсорбции бакте-
риальных клеток контролировали нефелометриче-
ски (при длине волны 600 нм). Для дальнейшего 
исследования неадсорбированные клетки трижды 
отмывали фосфатно-солевым буфером (рН  6.9). 
Взвесь осаждали центрифугированием, вермикулит 
с прикрепленными клетками азоспирилл хранили 
при температуре ‒4 C.

Иммобилизацию на активированном силика-
геле проводили в плоскодонных колбах объемом 
50 мл. К 2.5 г твердофазного носителя в стериль-
ных условиях вносили 5 мл клеточной суспензии 
(ОП600 = 1.0) в синтетической среде, культивиро-
вали в течение 30 мин при комнатной температуре 
в статических условиях; неадсорбированные клет-
ки трижды отмывали фосфатно-солевым буфером 
(рН 6.9) (Максимова, Максимов, 2018).

Иммобилизацию в альгинатный гидрогель про-
водили по следующей схеме: центрифугированием 
осаждали 2-сут бактериальную культуру, 1 г био-
массы ресуспендировали в 5 мл фосфатно-солево-
го буфера (рН 6.9) и добавляли к 50 мл стериль-
ного раствора 5% альгината натрия, перемешива-
ли в течение 30 мин при комнатной температуре. 
Альгинатные шарики полимеризовали внесением 
получившейся суспензии в  раствор 0.2 M CaCl2. 

Полученные препараты отмывали и  хранили 
в условиях бытового холодильника при 4 C в чи-
стом растворе 0.2 M CaCl2.

Оценка жизнеспособности бактериальных клеток, 
иммобилизованных на различных носителях. Каче-
ственно наличие жизнеспособных иммобилизо-
ванных на различных носителях клеток азоспи-
рилл подтверждали высевом полученных образцов 
на плотную малатно-солевую среду.

Кроме того, жизнеспособность бактериальных 
клеток, иммобилизованных на различных носи-
телях, оценивали стандартным резазурин-тестом 
с незначительными модификациями (Rampersad, 
2012). Резазурин (входящий в  состав коммерче-
ского реагента AlamarBlue) восстанавливается фер-
ментами живых бактериальных клеток с продук-
цией флуоресцирующего продукта — резоруфина, 
выход которого коррелирует с метаболической ак-
тивностью (Rampersad, 2012). Для построения ка-
либровочной кривой в лунках 96-луночного план-
шета делали серию двойных разведений суспензии 
бактерий в  фосфатно-солевом буфере начиная 
с ОП600 = 0.5, объемом по 50 мкл. Затем в лунки 
добавляли 100 мкл рабочего раствора AlamarBlue 
(“Sigma”, США) с концентрацией 0.01 г/л, приго-
товленного на фосфатно-солевом буфере. Образцы 
инкубировали при температуре 28 C в течение 24 ч. 
Мониторинг дыхательной активности иммобили-
зованных бактерий проводили в 24-луночных куль-
туральных полистироловых планшетах. Для этого 
в отдельные лунки вносили по 1 и 2 мг носителей 
с бактериями (опытные образцы) и без бактерий 
(отрицательный контроль). Флуориметрический 
анализ проводили на спектрофлуориметре Cary 
Eclipse (“Agilent”, США). Значения интенсивности 
флуоресценции экспериментальных и  контроль-
ных образцов нормировались на бланк (раствор 
резазурина в фосфатно-солевом буфере, рН 6.9).

((Na0.21,K0.39,Mg0.19,Ca0.13) · 6H2O)(Mg5,Fe+2
0.2,Fe+3

0.8)[Si5.5,Al2.5, O20](OH)4,



	 Иммобилизация бактерий рода Azospirillum � 93

МИКРОБИОЛОГИЯ	 том 93	 № 1	 2024

Анализ эффективности иммобилизации. С  ис-
пользованием метода серийных разведений прово-
дили учет клеток до и после иммобилизации на но-
сители. Количество выросших колоний выражали 
общим числом колониеобразующих единиц (КОЕ) 
(Максимова, Максимов, 2018).

Степень адсорбции бактериальных клеток вы-
числяли по формуле:

S = (Sисх — Sравн) × 100% / Sисх,

где S — степень адсорбции, %; Sисх — оптическая 
плотность суспензии до иммобилизации; Sравн — 
оптическая плотность после иммобилизации.

Степень инкапсуляции бактериальных клеток 
в гранулах вычисляли по формуле:

A = (m1 / (m2 + m3)) × 100%,

где A — степень инкапсуляции, %; m1 — масса аль-
гинатных шариков после иммобилизации; m2 — 
масса бактериальных клеток, использованных при 
иммобилизации, m3 — масса альгината.

Сканирующая электронная микроскопия (СЭМ). 
Исследования поверхностной морфологии носите-
лей, иммобилизованных на них бактерий, а также 
отдельных бактериальных клеток, осуществляли 
на базе лаборатории диагностики наноматериа-
лов и  структур ОНИ НС и  БС Саратовского на-
ционального исследовательского государствен-
ного университета имени Н. Г. Чернышевского 
с  использованием растрового электронного ми-
кроскопа (ЭМ) высокого разрешения Mira\\LMU 
(“Tescan”, Чехия). Пробоподготовку осуществляли 
следующим образом. Образцы фиксировали 1.5% 
глутаровым альдегидом (ГА), приготовленном на 
10 мМ фосфатно-солевом буфере (рН 7.4) в тече-
ние 12 ч при температуре ‒4 C. Затем трижды про-
мывали от ГА буфером с выдержкой по 10‒15 мин 
и проводили постфиксацию 1% ОsO4 в течение 2 ч 
при температуре ‒4 C. Далее проводили дегидрата-
цию образцов этанолом: 30% — 2-кратно с выдерж-
кой по 10 мин, в 50% — 2-кратно с выдержкой по 
10 мин, в 70% — 2-кратно с выдержкой по 10 мин, 
в 90% — 2-кратно с выдержкой по 10 мин, в 100% — 
однократно с выдержкой 10 мин; на последнем эта-
пе сушили в 100% ацетоне. Затем образцы наноси-
ли на кремниевую липкую ленту. Непосредственно 
перед измерением образцы напыляли золотом на 
установке Emitech K450X (“Quorum Technologies 
Ltd”, Великобритания), съемку ЭМ-изображений 
производили с ускоряющим напряжением 20 кВ.

Определение полифенолоксидазной активно-
сти. Ферментативную активность детектирова-
ли спектрофотометрически по скорости окис-
ления 2,6-диметоксифенола (“Acros Organics”, 
США; ε = 30.5 мM‑1 cм‑1) при длине волны 468 нм 
(ε = 30.5 мM‑1 cм‑1) (Paszczynski, Crawford, 1988). 

Состав реакционной смеси (2 мл): 50 мМ Na-тар-
тратный буфер (pH 4.5), 1 мМ 2,6-диметоксифенол, 
образец (500 мкл). За единицу активности прини-
мали количество фермента, катализирующего пре-
вращение 1 мкМ субстрата за 1 мин. Удельную 
активность выражали в  единицах на 1  мг белка. 
О содержании белка судили по количественной ре-
акции с реактивом Бредфорд (Bradford, 1976).

Для сравнительного анализа уровня активности 
иммобилизованных на вермикулите азоспирилл 
со свободными клетками в  экспериментальные 
колбы с малатно-солевой средой и фосфатно-со-
левым буфером вносили клетки в эквивалентных 
концентрациях (3×107 кл./мл). Измерения прово-
дили в одинаковых условиях инкубации, уровень 
активности выражали в единицах на 1 мл инкуба-
ционной смеси.

Статистическая обработка результатов. Все экс-
перименты проводили минимум в  трех повтор-
ностях в  трех независимых экспериментах. При 
оценке полученных результатов использовали 
метод расчета стандартного отклонения среднего 
арифметического с  использованием программы 
Microsoft Office Excel 2010; данные имеют соответ-
ствующие доверительные интервалы при уровне 
доверительной вероятности 0.95.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Получение иммобилизованных клеток азоспирилл. 
В данной работе нами была проанализирована воз-
можность иммобилизации бактерий рода Azospirillum 
на примере штамма A. brasilense SR80 на 3 матрицах: 
силикагель, вермикулит и альгинатный гель.

При иммобилизации живых бактериальных 
клеток часто используют метод адсорбции, то есть 
иммобилизации клеток на поверхности носителя 
при отсутствии диффузионного барьера (Ившина 
и соавт., 1995). Если в биотехнологии используют 
растущие культуры, то в  этом случае адсорбция 
является первым этапом образования биопленки 
и происходит на стадии инокуляции твердого суб-
страта (Максимов и соавт., 2007). В качестве твер-
дофазной подложки для иммобилизации клеток 
азоспирилл методом адсорбции нами был выбран 
вермикулитовый сорбент. Стандартная методика 
проведения иммобилизации, включающая инку-
бацию вермикулита с бактериальной суспензией, 

Таблица 1. Степень адсорбции бактериальных клеток 
на вермикулите

Образец Адсорбция,  
%

КОЕ элюата, 
кл./мл

1 этап иммобилизации 55.28 ± 2.3 (3.5 ± 0.6) ×105

2 этап иммобилизации, 
интенсификация, ‒4 C 82.19 ± 1.7 (2.3 ± 0.35) ×105
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показала низкие значения адсорбции клеток 
(табл. 1), хотя количество клеток в исходной сус-
пензии составляло 3×108 кл./мл. Основываясь на 
данных литературы (Лейкин и соавт., 2009), была 
проведена интенсификация первого этапа иммо-
билизации, включающая инкубацию при –4 C, что 
позволило повысить степень адсорбции в 1.5 раза.

Из табл.  1 видно, что вермикулит, используе-
мый в  качестве матрицы, характеризуется высо-
кой степенью адгезии по отношению к  клеткам 
азоспирилл. При этом стоит отметить, что в при-
сутствии сорбента не отмечалось резкого сниже-
ния роста бактериальной культуры, даже в элюате 
(неадсорбированные клетки) титр бактериальных 
клеток был достаточно высок, что свидетельствует 
об отсутствии ингибирующего действия сорбента 
на размножение бактерий.

Мы использовали метод “мягкой” иммобилиза-
ции, основанный на включении микробных клеток 
в альгинатный гель. Альгинат — это наиболее ча-
сто используемая матрица, для инкапсуляции ри-
зосферных бактерий, поскольку он биоразлагаем, 

нетоксичен и биосовместим (Gombotz, Wee, 2012; 
He et al., 2019). В результате поэтапной иммоби-
лизации были получены шарики Ca-альгинатного 
гидрогеля с включенными в их структуру бактери-
альными клетками. Как видно из представленных 
данных, плотная структура геля (5%) позволила 
предотвратить естественное вымывание клеток из 
толщи шарика (о чем свидетельствуют низкие зна-
чения КОЕ элюата) и обеспечить высокую степень 
инкапсуляции (табл. 2).

При получении иммобилизованных клеток азо-
спирилл методом ковалентного связывания с акти-
вированным силикагелем, мы столкнулись с про-
блемой: титр клеток элюата после иммобилизации 
свидетельствовал, что эффективность иммобили-
зации крайне мала.

Для подтверждения того, что процесс иммо-
билизации прошел эффективно, и бактериальные 
клетки находятся на/в носителе, а также сохранили 
свою жизнеспособность, были проведены дальней-
шие исследования.

Оценка жизнеспособности бактериальных клеток, 
иммобилизованных на различных носителях. Для вы-
явления жизнеспособных клеток, носители с им-
мобилизованными азоспириллами раскладывали 
на поверхность агаризованной малатно-солевой 
среды в чашках Петри, проводили культивирование 

Таблица 2. Характеристика Ca-альгинатных шариков 
с иммобилизованными азоспириллами

Размер 
шариков, 

мм

Степень инкап-
суляции,  

%

КОЕ,  
кл./шарик

КОЕ 
элюата, 
кл./мл

2‒4 82.19 ± 1.7 (3 ± 0.4) × 107 210
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Рис. 1. Оценка жизнеспособности клеток азоспирилл, 
иммобилизованных на различные носители при высе-
ве на плотную питательную среду: а — Ca-альгинатные 
шарики; б — вермикулит; в — силикагель. 

Рис. 2. Относительная дыхательная активность суспензии бактерий (а ‒ калибровочная кривая) и иммобилизованных 
бактерий (б) на трех типах носителей: альгинатных шариках, вермикулите и силикагеле. Нижний порог определен по ба-
зовой линии (сигнал/шум). За 100% принята дыхательная активность суспензии бактерий с ОП600 = 0.

(а) (б)

(а) (б) (в)
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и отмечали образование бактериальных колоний 
рядом с препаратами (рис. 1).

С помощью резазурин-теста была оценена мета-
болическая активность азоспирилл, находящихся 
в суспензионном и иммобилизованном состоянии 
(рис. 2). Результаты измерения респираторной ак-
тивности опытных образцов (иммобилизован-
ных клеток) свидетельствуют о  наличии жизне-
способных клеток на носителях альгинатных ша-
риков и вермикулите и полном ее отсутствии на 
силикагеле.

Оценка морфофизиологического состояния клеток 
в иммобилизованном состоянии. Далее полученные 
препараты анализировали с применением скани-
рующей электронной микроскопии. Оценивали 
распределение клеток и их морфологию на поверх-
ности сорбента и внутри матрицы. На рис. 3 пред-
ставлен внешний вид используемых носителей.

Вермикулит и  силикагель представляли собой 
образования неправильной формы. На поверхно-
сти силикагеля отмечалось незначительное при-
сутствие мелких частиц. Поверхность вермикулита 
имела пористую, пластинчатую структуру. Как вид-
но из СЭМ-изображений, Ca-альгинатные шарики 
обладали сферической формой, имели компактную 
внешнюю структуру с относительно гладкой поверх-
ностью без явных повреждений матрицы, диаметр 
гранул составлял около 1 мм (после дегидратации) 
(рис. 3а). Внутренняя структура иммобилизованных 
азоспириллами Ca-альгинатных шариков, а также 
контрольных, без включения бактерий в их структу-
ру, представлены на рис. 4а. На СЭМ-изображении 
отчетливо видны альвеолоподобные структуры, кана-
лы и поры; подобная морфология увеличивает полез-
ную площадь соприкосновения клеток с субстратом 
и оказывает положительное влияние на рост бакте-
рий. В толще геля бактериальные клетки расположе-
ны однородно и имеют целостную структуру.

Рис. 3. СЭМ-изображения Ca-альгинатных шариков (а), вермикулита (б) и силикагеля (в), иммобилизованных клетками 
азоспирилл.

Рис. 4. СЭМ-изображения структуры Ca-альгинатных 
шариков (а), вермикулита (б) и силикагеля (в), контроль-
ных (1) и иммобилизованных клетками азоспирилл (2).

(а)

(а) (б) (в)

(б)

(в)
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На СЭМ-изображениях иммобилизованных ча-
стиц вермикулита также детектировались бактерии. 
Нами был отмечен различный характер прикреп-
ления азоспирилл к поверхности вермикулита: ви-
зуализировались как единичные клетки, так и их 
скопления, заключенные в общий матрикс. На ми-
крофотографиях отчетливо видны жгутики и пили.

На поверхности частиц силикагеля нам не уда-
лось обнаружить присутствие прикрепленных бак-
териальных клеток (рис. 4в), что согласуется с дан-
ными резазурин-теста (рис. 2).

Полифенолоксидазная активность препаратов им-
мобилизованных азоспирилл. На следующем этапе 
исследования нами был проведен анализ метабо-
лической эффективности иммобилизации азо-
спирилл, а  именно исследован уровень полифе-
нолоксидазной активности иммобилизованных 
клеток в сравнении с суспензионными. Как вид-
но из представленного графика (рис. 5), были вы-
явлены различия в удельной активности полифе-
нолоксидазы свободными и иммобилизованными 
клетками.

С  увеличением времени инкубации метабо-
лическая активность иммобилизованных клеток 
возрастала. Так, активность полифенолоксида-
зы в среде с иммобилизованными на вермикулит 
клетками увеличилась в 3.5 раза, а инкапсулиро-
ванных в альгинатный гидрогель — в 4.5 раза по 
сравнению с данными первых суток культивиро-
вания. Стоит отметить, что полифенолоксидазная 
активность суспензионных клеток на 7 сут выра-
щивания была значительно ниже иммобилизован-
ных (рис. 5). В ходе эксперимента отмечено “вы-
свобождение” клеток с поверхности вермикулита 
и толщи Ca-альгинатного гидрогеля, о чем свиде-
тельствовало увеличение титра свободных клеток 
в среде. Хранение в течение 6 мес. при 4 C иммо-
билизованных на вермикулите клеток азоспирилл 

снижало их ферментативную активность в сравне-
нии с измеренной в начале эксперимента на 19 ± 
5%, а при использовании в качестве матрицы аль-
гинатного геля — на 30 ± 5%. Активность суспен-
зионных клеток при аналогичных условиях хране-
ния не обнаруживалась.

Таким образом, с использованием приемов, ос-
нованных на физическом и химическом связывании, 
проведены исследования по иммобилизации клеток 
бактерий рода Azospirillum. Показана возможность 
иммобилизации азоспирилл на носителях различ-
ной природы с  сохранением метаболической ак-
тивности. Установлено, что использование методик 
иммобилизации, предложенных в работе, позволяет 
получить клетки азоспирилл с увеличенной фермен-
тативной активностью. Получены и частично охарак-
теризованы инкапсулированные в альгинатный гид-
рогель и иммобилизованные на вермикулите клетки 
A. brasilense SR80. Использование иммобилизован-
ных ризобактерий активно внедряется в сельскохо-
зяйственную практику, поскольку инкапсулирован-
ные клетки могут медленно высвобождаться в почву, 
обеспечивая более высокую эффективность иноку-
лята в долгосрочной перспективе (John et al., 2011; 
Cesari et al., 2020). В связи с этим полученные данные 
представляются перспективными для дальнейшего 
использования в практических разработках.
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Abstract—A significant part of research in environmentally friendly agroindustrial production is aimed 
at immobilized bacterial preparations with retained capacity for active growth without loss of metabolic 
activity both during immobilization and after long-term storage and biotechnological use. In the present 
work, immobilization of members of the genus Azospirillum on natural and synthetic carriers was 
investigated. Efficiency of immobilization of the cells of A. brasilense strain SR80 in alginate hydrogel 
and vermiculite was investigated. Proliferative and metabolic activities of immobilized preparations 
were investigated. The prospects of using vermiculite and calcium alginate as matrices for Azospirillum 
immobilization are shown.
Keywords: Azospirillum, immobilization, vermiculite, alginate hydrogel, metabolic activity
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