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Анализ литературных молекулярных сведений и данных из GenBank показал, что род Ogataea гете-
рогенен и представлен, по крайней мере, пятью еще не описанными родами. Полноценный фило-
генетический анализ современного рода Ogataea может быть осуществлен только на основе мульти-
генного анализа всех известных его видов. Обсуждаются возможности молекулярной видовой иден-
тификации дрожжей в биогеографичесих и экологических исследованиях.
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ВВЕДЕНИЕ
Дрожжевой метилотрофный род Ogataea, пер-

воначально охватывающий пять видов, – O. gluco-
zyma, O. henricii, O. minuta, O. philodendra, O. poly-
morpha и разновидность O. minuta var. nonfermen-
tans, был выделен из гетерогенного рода Pichia на
основании частичного секвенирования генов ма-
лой (SSU) и большой (LSU) субъединиц рРНК
(Yamada et al., 1994). Позднее разновидность
O. minuta var. nonfermentans была восстановлена
самостоятельным видом O. nonfermentans (Kurtz-
man, Robnett, 2010). Типовым видом рода Ogataea
является O. minuta. Род Ogataea, как и его род-
ственные метилотрофные роды Komagataella и
Kuraishia, долго не находил признания (Kurtzman,
1998; Kurtzman, Robnett, 2010). Благодаря мульти-
генному анализу, к моменту выхода современного
определителя дрожжей (Kurtzman, 2011a) состав
рода стремительно расширился и охватывал уже
37 видов, включая представителей рода Candida. В
настоящее время численность рода Ogataea, с уче-
том анаморф, достигла 67 видов (Santos et al.,
2015; Naumov et al., 2017; Lu et al., 2017).

Увеличение числа видов рода Ogataea происхо-
дит из-за биотехнологической важности метило-
трофных дрожжей и их интенсивных экологиче-
ских исследований в различных регионах мира.
Метилотрофные дрожжи Ogataea имеют большое
прикладное и фундаментальное значение, при-
влекая к себе внимание биотехнологов, генных
инженеров, генетиков и молекулярных биологов.
Особенно это относится к генетическому ком-
плексу Ogataea (Hansenula) polymorpha: O. angusta,
O. haglerorum, O. parapolymorpha и O. polymorpha
(Gleeson et al., 1984, 1986; Gleeson, Sudbery, 1988,
1989; Marri et al., 1993; Naumov et al., 1997; Blandin
et al., 2000; Gellissen, 2002; Lahtchev, 2002; Rame-
zoni-Rad et al., 2003; Kunze et al., 2009; Eldarov
et al., 2011; Наумова и соавт., 2013; Naumov et al.,
2017).

Цель нашего сообщения – обобщить извест-
ные сведения по филогенетике, и связанных с
ней биогеографии и экологии метилотрофных
дрожжей Ogataea.

Г. И. Наумов

ОБЗОР
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НАУМОВ и др.

ФИЛОГЕНЕТИЧЕСКИЙ АНАЛИЗ

Мультигенный анализ с применением четырех
хромосомных молекулярных маркеров LSU
рРНК, SSU рРНК, фактора элонгации трансляции
EF-1α и митохондриальной SSU рРНК позволил
дифференцировать с высокой статистической под-
держкой роды Ogataea, Kuraishia, Pachysolen, Nakaza-
waea, Peterozyma, Citeromyces, Ambrosiozyma, Komaga-
taella и Phaffomyces (Kurtzman, Robnett, 2010; Kurtz-
man, 2011a). На рис. 1 приводится наша схема
филогенетического древа указанных родов согласно
Kurtzman (2011a). Что касается рода Ogataea, то в
представленном виде, на наш взгляд, он состоит из
четко обособленных, по крайней мере, пяти клад:
1) клада O. naganishii; 2) клада O. wickerhamii;
3) клада O. minuta; 4) клада O. pini; 5) клада O. tre-
halophila. Надо принять во внимание, что послед-
няя клада состоит из трех субклад. Следует отдать
должное авторам Kurtzman и Robnett (2010), не
исключивших возможность принадлежности
клады № 1 к самостоятельному, так называемому
“сестринскому” роду. Мы полагаем, что в состав
гетерогенного рода Ogataea входит, по меньшей
мере, пять самостоятельных родов. Уже основате-
ли рода Ogataea (Yamada et al., 1994) обратили
внимание на его филогенетическую гетероген-
ность, указав, что виды O. glucozyma и O. henricii
существенно отличаются от остальных трех видов
O. minuta, O. philodendra и O. polymorpha по 18S
рРНК. Действительно, первые два вида находятся в
кладе O. pini, тогда как три другие (дополнительно
O. nonfermentans) в кладе O. minuta (рис. 1). Приве-
денный на рис. 1 состав сборного рода Ogataea
включает 44 штамма. На основе лишь трех марке-
ров (LSU рРНК, SSU рРНК, EF-1α) было опуб-
ликовано (Kurtzman, 2011b) еще одно частичное
древо рода Ogataea, охватывающее только клады
№ 2, 3 и 4 (рис. 2). Несмотря на использование
только трех маркеров, статистическая поддержка
этих клад даже несколько выше, чем на рис. 1. К
сожалению, при идентификации 25 остальных
видов рода Ogataea был использован только один
маркер – домен D1/D2 гена LSU рРНК или, ре-
же, два маркера (D1/D2 и ITS), тогда как в неко-
торых работах, например, Santos et al. (2015), для
одних видов только D1/D2, а для других – D1/D2
и ITS. Полученные результаты позволили иден-
тифицировать новые виды Ogataea, но не давали
возможность построить полноценные древа рода
Ogataea sensu Kurtzman и Robnett (2010) с досто-
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Рис. 1. Филогенетическое древо дрожжей Ogataea и
родственных таксонов по Kurtzman (2011a) в нашей
модификации в виде схемы. Приведен анализ после-
довательностей LSU рРНК, SSU рРНК, гена EF-1α и
митохондриальной SSU рРНК. Шкала соответствует
10 нуклеотидным заменам на 1000 нуклеотидных по-
зиций. Приводятся значения бустрепа >50%.
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Рис. 2. Частичное филогенетическое древо дрожжей Ogataea в связи с описанием вида O. parapolymorpha (Kurtzman
2011b) в нашей модификации в виде схемы. Приведен анализ только трех нуклеотидных последовательностей: LSU
рРНК, SSU рРНК и EF-1α. Шкала соответствует 50 нуклеотидным заменам на 1000 нуклеотидных позиций. Приво-
дятся значения бустрепа >50%.
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верными кладами. Надо отметить, что в послед-
ней работе не использовался маркер ITS.

В качестве примера приведем построенное на-
ми древо Ogataea (со всеми известными в настоя-
щее время видами), которое получено с исполь-
зованием для одних видов трех маркеров (D1/D2,
ITS1-5.8S-ITS2, EF-1α), для других двух извест-
ных маркеров (D1/D2 и ITS1-5.8S-ITS2) или даже
одного маркера (D1/D2), как это приведено в
табл. 1 и на рис. 3. В отличие от схемы древа Oga-
taea (рис. 1), на нашем древе (рис. 3) нет достовер-
ных многокомпонентных клад. Только комплекс
O. polymorpha, где были использованы три марке-
ра, образует достоверный кластер. Остальные
клады перемешались. Таким образом, проблему
ревизии гетерогенного рода Ogataea, очевидно,
надо решать только с помощью мультигенного
анализа всех составляющих его видов.

БИОГЕОГРАФИЯ И ЭКОЛОГИЯ
Дрожжи рода Ogataea распространены по все-

му миру: Австралия, Азия, Европа, Северная и
Южная Америка. Обращает на себя внимание,
что много видов Ogataea описано в Европе (Вен-
грия), Северной Америке (США) и Азии (Таиланд,

Япония), там, где проводилась интенсивная изоля-
ция и изучение метанолусваивающих дрожжей
(табл. 1). Распространение дрожжей Ogataea связа-
но, прежде всего, с растительными субстратами
(листья, гнилая древесина), насекомыми, повре-
ждающими древесину, и почвой. Тем не менее, сле-
дует признать, что экология этих дрожжей изучена
недостаточно. Даже большое количество штаммов
Ogataea в основных, глобальных коллекциях иден-
тифицировано только физиологическими тестами.
Следует напомнить, что существенные различия по
D1/D2 последовательности позволяют идентифи-
цировать новые виды. Однако отсутствия различий
по этим последовательностям недостаточно для од-
нозначного определения видовой принадлежно-
сти штаммов и, как следствие, нельзя быть уве-
ренным, что штаммы, имеющие различное гео-
графическое или экологическое происхождение,
могут иметь одну и ту же видовую принадлеж-
ность. Недавнее изучение почти девяти тысяч
штаммов дрожжей, хранящихся в коллекции
CBS-KNAW, показало, что 9, 6 и 3% видов не раз-
личались, соответственно, по LSU, ITS и по обо-
им этим последовательностям (Vu et al., 2016).
Здесь уместно также сослаться на более раннюю
публикацию о невозможности дифференциации
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О. paradorogensis CBS 10978 (D/I)
C. xyloterini АТСС 62898 (D/I)

О. allantospora CBS 10576 (D/I)
О. mangiferae CBS 13492 (D/I)

O. naganishii NRRL Y-7654 (D/Е) 
С. chumphonensis CBS 12096 (D)

О. chonburiensis CBS 10363 (D/I)
О. dorogensis NRRL Y-27599 (D/I/Е)

О. kodamae NRRL Y-l7234 (D/I/Е)
О. deakii NRRL Y-63656 (D/I/Е) 

O. phylodendri NRRL Y-7210 (D/Е)
O. histrianica NRRL Y-63658 (D/I/Е)

O. kolombanensis NRRL Y-63657 (D/I/Е)
O. nonfermentans NRRL YB-2203 (D/I/Е)

O. minuta NRRL Y-411 (D/Е)
O. phyllophila CBS 12095 (D/I)

Ogataea sp. LN18 (D)
C. mattranesis CBS 12097 (D)

O. angusta NRRL Y-2214 (D/I/E)
O. haglerorum CBS 14645 (D/I/E)

O. parapolymorpha NRRL YB-1982 (D/I/Е)
O. polymorpha NRRL Y-5445 (D/I/Е)

O. nakhonphanomensis CBS 10362 (D/I)
O. thermomethanolica CBS 10098 (D/I)
O. trehaloabstinens NRRL Y-27595 (D/E)

Ogataea sp. NRRL YB-2442 (D/E)
O. kanchanaburiensis CBS 12673 (D/I)

O. wickerhamii NRRL YB-4943 (D/E)
O. populialbae NCAIM Y.01853 (D)

C. maris NRRL Y-6696 (D/E)
C. krabiensis JCM 12266 (D)

O. falcaomoraisii NRRL Y-27756 (D/I)
C. ortonii CBS 8843 (D/I)

C. nemodendra NRRL Y-7779 (D/E) 
O. glucozyma NRRL YB-2185 (D/E)

O. neopini NRRL YB-1305 (D/E)
O. pini NRRL Y-11528 (D/E)

O. ganodermae CBS 10646 (D/I)
O. henricii NRRL YB-2194 (D/E)

O. saltuana NRRL Y-48448 (D/I)
O. corticis NBRC 1794 (D/I)

O. zsoltii NRRL Y-27601 (D/E)
Ogataea sp. UWO(PS) 00-149.2 (D)

O. siamensis CBS 10095 (D/I)
C. pignaliae NRRL Y-l7664 (D/E)

C. succiphila NRRL Y-l1998 (D/E)
Ogataea sp. 11-486 (D/I)

C. pini NRRL Y-2023 (D/E)
O. cecidiorum CBS 11522 (D/I)

O. salicorniae NRRL Y-12834 (D/E)
O. trehalophila NRRL Y-6781 (D/E)

O. methanolica NRRL Y-7685 (D/E)
C. sonorensis NRRL Y-7800 (D/E)

O. paraovalis CBS 14697 (D/I)
C. ovalis NRRL Y-17662 (D/E)

C. arabinofermentans NRRL YB-2248 (D/E)
C. floccosa CBS 10307 (D) 

O. pilisensis NRRL Y-27598 (D/E)
Ogataea sp. NRRL Y-679 (D/E)

O. nitratoaversa NRRL Y-48449 (D/E)
C. piceae NRRL YB-2107 (D/E)

C. llanquihuensis NRRL Y-17657 (D/E)
C. boidinii NRRL Y-2332 (D/E)

Ogataea sp. NRRL Y-12764 (D/E)
Ogataea sp. NRRL Y-27166 (D/E)

C. nanaspora NRRL Y-17679 (D/E)
C. suzukii NRRL Y-27593 (D/E)

O. neixiangensis CBS 14695 (D/I)
C. nitratophila NRRL YB-3654 (D/E)

O. ramenticola NRRL YB-1985 (D/E)
O. wangdongensis CBS 12674 (D/I)

Ogataea sp. NRRL YB-1238 (D/E)
O. methylivora NRRL Y-l7250 (D/E)

C. cariosilignicola NRRL-Y 11996 (D/E)
C. methanosorbosa NRRLY-l7320 (D/E)

Ogataea sp. NRRL Y-27170 (D/E)
Pichia membranifaciens
NRRL Y-2026 (D/I/Е)0.02
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Рис. 3. Филогенетическое родство видов Ogataea согласно анализу нуклеотидных последовательностей домена D1/D2
гена 26S рРНК, а также при наличии (в GenBank) ITS-фрагмента, включающего ген 5.8S рРНК и внутренние транс-
крибируемые спейсеры ITS1/ITS2, и фактора элонгации трансляции EF-1α. В качестве внешней группы использова-
на типовая культура дрожжей Pichia membranifaciens NRRL Y-2026. Шкала соответствует 20 нуклеотидным заменам на
1000 нуклеотидных позиций. Приводятся значения бустрепа >50%. Множественные выравнивания нуклеотидных по-
следовательностей проводили вручную, используя программу BioEdit (http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html).
Древо построено методом объединения соседей (Neighbor-Joining) с применением Кимура-2 параметра в программе
MEGA 6 (Tamura et al., 2013). В скобках, после типовых штаммов, через косую линию приводятся обозначения исполь-
зованных маркеров: D = D1/D2, I = ITS1-5.8S-ITS2, E = EF-1α.

фенотипически близких индустриально-важных
видов Kluyveromyces lactis и Kluyveromyces marx-
ianus по нуклеотидным последовательностям до-
мена D1/D2 (Lachance, 2011), несмотря на боль-
шие различия геномов этих дрожжей (Puson et al.,
1987). Для правильной идентификации различ-
ных географических и экологических штаммов
одного и того же вида необходим поиск и исполь-
зование видоспецифичных молекулярных марке-
ров; большую помощь может также оказать мик-
росателлитный анализ ДНК.

Показательным примером является изучение
биогеографии и экологии дрожжей клады
O. minuta, точнее, входящего в нее комплекса ви-
дов O. polymorpha. Многочисленные штаммы
O. angusta и O. parapolymorpha, согласно молеку-
лярным маркерам, обнаружены только в Север-
ной Америке (США) в различных источниках (их
векторами могут быть различные насекомые), то-
гда как O. polymorpha – космополит и найден в
США, Бразилии, Испании, Венгрии, Коста-Ри-
ке, Южной Корее, Украине, Таиланде и Тайване
(Suh, Zhou, 2010b; Kurtzman, 2011b; Наумова и со-
авт., 2013; Naumov et al., 2017). Обращает на себя
внимание биогеография и экология дрожжей
O. haglerorum (Naumov et al., 2017). Этот вид ассо-
циирован с кактусами рода Opuntia, в основном, в
пустынях на юго-западе США. В соответствии с
данными по ДНК-ДНК реассоциации, более
30 штаммов O. haglerorum были изолированы из
кактусов Opuntia phaeacantha, Opuntia ficus-indica и
Opuntia lindheimi в южной Аризоне и Техасе; кро-
ме того, два штамма были изолированы из некро-
тической поверхности Opuntia stricta, которая ко-
лонизирует Квинсленд (Австралия) (Phaff, 1985;
Starmer et al., 1986, 1990; Lachance, Starmer, 1988;
Barker et al., 1984). Кактусовые штаммы O. hagler-
orum, включая типовой штамм, показали 99–
100% ДНК-ДНК реассоциации независимо от их
географического происхождения. С другой сто-
роны, вид O. haglerorum не был обнаружен среди
721 изолята из колонновидных кактусов или по-
сещающих их дрозофил в североамериканской
пустыне Мексики (Starmer et al., 1982). Тогда как
виды O. angusta и O. parapolymorpha, как уже отмеча-
ли, в основном ассоциированы с повреждениями
различных деревьев, вызванными насекомыми
(Phaff et al., 1956; Kurtzman, 2011b).

Основатель молекулярной филогении дрож-
жей К.П. Курцман много сделал для того, чтобы
внедрить мультигенный анализ в филогенетиче-
скую классификацию дрожжей и описание новых
видов. Тем не менее, многие авторы игнорируют
этот подход. В данной статье мы собрали все накоп-
ленные в литературе данные таких авторов, обрабо-
тали их в виде филогенетического древа (рис. 3) и
показали малую информативность древа, построен-
ного на единичных маркерах по сравнению с древом
Курцмана (рис. 1). Данные, представленные Kurtz-
man (2011), сами по себе позволяют абсолютно
достоверно говорить о количестве родов в гетеро-
генной кладе Ogataea. Сам автор почему-то не ре-
шился провести большую ревизию клады Oga-
taea, допустив только возможность существова-
ния одного нового рода.

Еще раз обратим внимание на то, что прогресс
в изучении филогенетики дрожжей Ogataea, рав-
но как и других родов, прежде всего, связан с ис-
пользованием мультигенного анализа, а не еди-
ничных генов. Поучительным примером может
быть мультигенный анализ хорошо обособленно-
го политипного рода Komagataella (Naumov et al.,
2013). Для идентификации штаммов различного
географического и экологического происхождения
одного и того же вида целесообразно использовать
видоспецифичные молекулярные маркеры.

Авторы признательны Д.Г. Наумову за ценные
советы в процессе оформления статьи, замечания
анонимного рецензента также были учтены. Иссле-
дование было поддержано совместным российско-
тайваньским грантом РФФИ (№ 18-54-52002
МНТ_а) и MOST (№ 107-2923-B-007-001-MY3).
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Abstract—Analysis of the literature and GenBank data showed that the genus Ogataea is heterogeneous and
includes at least five non-described genera. Comprehensive phylogenetic analysis of the present genus Oga-
taea may be conducted only based on multigene analysis of all the known species. Possibilities of molecular
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Исследована биодеградация компонентов сырой нефти штаммом AGS10 ацидофильных бактерий
рода Mycobacterium в условиях экстремально высокой кислотности, рН 2.5. Показано, что в составе
разных нефтей одни и те же углеводороды разрушаются бактериями в разной степени. При этом
процесс биодеградации имеет одинаковую направленность: в окисленной нефти доля нормальных
алканов сокращается, относительная доля разветвленных алканов – возрастает. С другой стороны,
интенсивность процесса перераспределения метановых углеводородов в деградированной нефти
существенно различается для разных нефтей, несмотря на отсутствие строгой зависимости от клас-
са конкретной нефти. За 28 сут инкубации бактерий при температуре 30°С и рН 2.5 степень деструк-
ции н-алканов и изо-алканов легкой маловязкой нефти Нижневартовского месторождения достигла
99 и 44% соответственно, средней по плотности нефти Московского нефтеперерабатывающего за-
вода (МНПЗ) – 58 и 32% соответственно, тяжелых высоковязких нефтей Черемуховского и Усин-
ского месторождений – 80 и 16%, 99 и 69% соответственно. Кроме того, с увеличением продолжи-
тельности культивирования штамм AGS10 полностью использовал алканы, а также значительную
часть нафтеновой составляющей алифатической фракции нефти. Отличительной чертой исследуе-
мых бактерий является их способность окислять широкий спектр метановых углеводородов, в том
числе высокомолекулярные С17–С30 н-алканы, в разных по составу и свойствам нефтях. Дальней-
шее изучение процесса биодеструкции штаммом AGS10 высокопарафинистых нефтей и вязких неф-
тей с повышенным содержанием парафина представляет интерес не только с научной точки зрения,
но и для решения технических проблем, возникающих при их добыче и транспортировке, в связи с
отложениями парафина.

Ключевые слова: ацидофильные микобактерии, биодеградация углеводородов, сырая нефть, тяже-
лая нефть, нормальные и изо-алканы, нафтены, газожидкостная хроматография (ГЖХ)
DOI: 10.1134/S0026365618040109

Среди множества известных углеводородокис-
ляющих бактерий, у которых секвенирована нук-
леотидная последовательность гена 16S рРНК,
насчитывается всего несколько ацидофилов.
Большинство из них выделено из кислых почв
природных и природно-техногенных объектов
(Gemmel, Knowles, 2000; Dore et al., 2003; Hama-
mura et al., 2005; Uyttebroek et al., 2007; Arulazha-
gan et al., 2017), один представитель – из серных
карт газоперерабатывающего комплекса (Ивано-
ва и соавт., 2016).

В противоположность физиологической груп-
пе углеводородокисляющих бактерий в целом, ее
ацидофильные представители не отличаются
большим таксономическим разнообразием. В ос-
новном это грамотрицательные бактерии филума
Proteobacteria (4 штамма), принадлежащие Alp-
haproteobacteria родов Acidisphaera (Hamamura
et al., 2005) и Acidocella (Gemmel, Knowles, 2000;

Dore et al., 2003). Один из этих штаммов окислял
нафталин (Dore et al., 2003), три других – н-доде-
кан и н-гексадекан. Недавно появилось сообще-
ние об ацидофильном штамме Stenotrophomonas
maltophilila (филум Proteobacteria, класс Gam-
maproteobacteria), способном к деструкции ряда
низкомолекулярных (нафталин, фенантрен, ан-
трацен, флуорен) и высокомолекулярных (пирен,
бензпирен и бензофлуорантин) полицикличе-
ских ароматических углеводородов (Arulazhagan
et al., 2017). Оставшиеся два представителя груп-
пы являются грамположительными организмами
(филум Actinobacteria, род Mycobacterium) и отно-
сятся к филогенетической ветви медленно расту-
щих микобактерий. Бактерия, близкая по после-
довательности гена 16S рРНК к M. montefiorense,
может утилизировать фенантрен и пирен (Uytte-
broek et al., 2007). Другой ацидофильный предста-
витель рода Mycobacterium, близкородственный

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ
СТАТЬИ



МИКРОБИОЛОГИЯ  том 87  № 4  2018

АЭРОБНАЯ БИОДЕГРАДАЦИЯ КОМПОНЕНТОВ СЫРОЙ НЕФТИ 345

M. florentinum (уровень сходства по гену 16S рРНК
98%), отличается широкими метаболическими
возможностями в отношении индивидуальных
углеводородов разного химического строения
(Иванова и соавт., 2016, 2017).

Нефть, как природная горючая смесь углево-
дородов различного строения и молекулярной
массы и других соединений неуглеводородной
природы, отличается разнообразием их состава и
свойств. В связи с тем, что нефть является важ-
нейшим источником энергии и, с другой сторо-
ны, приоритетным загрязнителем окружающей
среды, биодеструкция нефти привлекает особое
внимание. Долгое время считали, что процесс
биодеградации нефти представляет собой после-
довательное ступенчатое окисление микроорга-
низмами ее компонентов, начиная с более ла-
бильных (например, н-алканы со средней длиной
углеродной цепи) к более труднодоступным. Со-
гласно современным представлениям (Head et al.,
2014), в ходе биодеструкции нефти может иметь
место одновременное превращение углеводоро-
дов разного химического строения и молекуляр-
ной массы. Однако их трансформация происхо-
дит с разной скоростью, что, в конечном итоге, и
дает картину, характерную для биодеградирован-
ной нефти.

Микроорганизмы осуществляют биодеграда-
цию нефти в аэробных и анаэробных условиях, и
этот процесс играет важную роль в образовании
тяжелых нефтей (Head et al., 2003), отличающихся
от традиционных нефтей более высокой плотно-
стью и вязкостью, повышенной концентрацией
серы и асфальтово-смолистых веществ, пони-
женным содержанием светлых фракций (Leon,
Kumar, 2005).

Процесс биодеградации нефти зависит от мно-
жества факторов, в том числе, от компонентного
состава и свойств самой нефти, физико-химиче-
ских параметров среды, в которой осуществляется
ее преобразование, от биологических особенно-
стей микроорганизмов-деструкторов. Как прави-
ло, оптимальными для этого процесса являются
умеренные значения температуры, рН и солено-
сти (Leahy, Colwell, 1990; Wenger et al., 2002).

Большинство исследований по проблеме
биодеградации нефти проведено с участием ней-
трофильных бактерий-деструкторов, активно
функционирующих в диапазоне значений рН, ха-
рактеризующих слабокислые и слабощелочные
условия. Показано, что для микроорганизмов
нефти с малой и средней плотностью являются
лучшими субстратами, чем тяжелые (Sugiura et al.,
1997; Aoshima et al., 2006). Величина вязкости
определяет доступность компонентов нефти для
микроорганизмов, поэтому маловязкие нефти
подвергаются биодеструкции значительно легче,
чем тяжелые высоковязкие (Lal, Khanna, 1996;

Гэрэлмаа, 2010). Вопрос о возможности биодегра-
дации сырой нефти в условиях экстремально низ-
ких значений рН среды остается открытым.

В этой связи представляют интерес исследова-
ния микробного разнообразия и функциональной
активности микробных сообществ кислых сульфат-
ных почв в местах естественных нефтепроявлений
на поверхности земли, ассоциированных с Радуж-
ными Источниками (Йеллоустонский националь-
ный парк, США), и природными углеводородны-
ми сипами Дорсет (побережье пролива Ла-Манш,
Великобритания) (Hamamura et al., 2005; Roling
et al., 2006). Анализ нефти, отобранной из сипа
Дорсет, показал, что она деградирована в высо-
кой степени: нефть тяжелая, в ней отсутствуют не
только алифатические углеводороды, н-алканы и
изопреноиды, пристан и фитан, но и остаточное со-
держание полициклических ароматических углево-
дородов и дибензотиофенов составляет менее 1% по
сравнению с исходной небиодеградированной
нефтью побережья Дорсет (Roling et al., 2006). На-
против, нефть из кислых почв Йеллоустонского
национального парка легкая, парафинистая, ма-
лосернистая и лишена низкомолекулярных угле-
водородов (до С15Н32), не имеет признаков биоде-
градации, или они слабо выражены (Hamamura
et al., 2005).

Несмотря на эти отличия и географическую
удаленность исследуемых природных объектов, в
библиотеках клонов из обоих сипов численно до-
минировали последовательности Alphaproteobac-
teria, включающие гены аэробных ацидофильных
гетеротрофных бактерий родов Acidisphaera, Acid-
iphilium и Acidocella. Кроме того, из почвы Йелло-
устонского сипа была выделена бактерия, Acidis-
phaera штамм С197, окисляющая н-алканы при
рН 4.5 (Hamamura et al., 2005). Авторы предположи-
ли вовлеченность подобных бактерий в составе аци-
дофильных микробных сообществ в метаболизм уг-
леводородов в кислой сульфатной почве Йелло-
устонского сипа. Напротив, анализ ацидофильных
нефтеокисляющих накопительных культур из сипа
Дорсет, нефть которого сильно биодеградирована,
свидетельствовал в пользу роли эукариот в окисле-
нии углеводородов: в накопительных культурах бы-
ли выявлены микроскопические грибы при полном
отсутствии бактерий (Roling et al., 2006). Нельзя
также исключать возможность, что ацидофиль-
ные микробные сообщества природных углево-
дородных сипов функционально не связаны с де-
струкцией нефти, т.е. существуют независимо от
этого процесса.

Таким образом, литературные данные не дают
однозначного ответа на вопрос о возможности
бактериального окисления нефти в природных
экстремально кислых местообитаниях. Кроме то-
го, отсутствуют экспериментальные доказатель-
ства биодеградации нефти при рН ниже 3.0, а
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ацидофильные бактерии-деструкторы нефти не
известны.

В последние годы исследования метаболизма
и геномики медленно растущих ацидофильных
микобактерий из серных карт выявили высокий
катаболический потенциал этих микроорганиз-
мов в отношении углеводородов (Иванова и со-
авт., 2013, 2014, 2016, 2017) и позволили считать их
перспективными кандидатами в разрушении
компонентов нефти.

Целью настоящей работы было изучение осо-
бенностей биодеградации компонентов сырой
нефти аэробными углеводородокисляющими ми-
кобактериями штамма AGS10 в условиях экстре-
мальной кислотности.

ОБЪЕКТЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Бактериальный штамм, состав сред, условия

культивирования и учет численности бактерий. В
работе использовали бактериальный штамм
AGS10 ацидофильных медленно растущих мико-
бактерий, выделенный ранее из серной карты
Астраханского газоперерабатывающего комплек-
са, для которого показана способность к росту на
широком спектре индивидуальных углеводоро-
дов (Иванова и соавт., 2016) и некоторых слож-
ных углеводородсодержащих смесях (газовый
конденсат, вазелиновое масло, технический ке-
росин).

Штамм AGS10 поддерживали в жидкой мине-
ральной среде (Иванова и соавт., 2013) с С14–С17
н-алканами или скваланом (2,6,10,15,19,23-гекса-
метилтетракозан), которые вносили в количестве
0.5–1.0 об. %. Бактерии культивировали в стати-
ческих условиях при температуре 30°С и началь-
ном рН 2.5. В экспериментах по биодеградации
компонентов нефти бактерии выращивали в те-
чение 28–45 сут в аналогичных условиях на среде
того же состава с той разницей, что единствен-
ным источником углерода служила сырая нефть
(1.0 об. %). Соотношение объемов питательной
среды и газовой фазы исключало лимитацию по
кислороду. Для хроматографического анализа ис-
пользовали второй последовательный пересев на
соответствующий углеводородный субстрат.

Использование нефти в качестве субстрата и
плотное “прилипание” к ней бактерий с высокой
гидрофобностью клеточных стенок (Иванова и
соавт., 2016) затрудняли учет численности микро-
организмов. Получение корректных результатов
было возможно только на начальном этапе экспе-
римента (сразу после внесения в среду инокулята
и непосредственно перед добавлением нефти) и
на конечной стадии разрушения нефти при глу-
бокой деградации последней, когда клетки из уг-
леводородной фазы переходили в среду и частич-
но оседали на дне культуральных флаконов. Для

определения численности микобактерий осво-
божденные от остаточной нефти (обработка гек-
саном и центрифугирование) разбавленные кле-
точные суспензии фильтровали через черные по-
ликарбонатные фильтры (“Millipore”, США) с
диаметром пор 0.2 мкм. Осажденные на фильтрах
клетки фиксировали 96% этанолом и окрашивали
флуоресцентным красителем 4,6-диамино-2-фе-
нилиндолом (DAPI). Препараты просматривали
под эпифлуоресцентным микроскопом Olympus
BX 41 (Япония) с программным обеспечением
Image Scope Color M. Подсчет клеток осуществ-
ляли с экрана монитора в 20 полях зрения.

Характеристика образцов сырой нефти. В экспе-
риментах по биодеградации в качестве источника
углерода для бактерий были использованы образ-
цы сырой нефти, различающиеся по своему со-
ставу и свойствам. Легкая нефть Нижневартов-
ского месторождения отличалась наименьшими
значениями плотности и динамической вязко-
сти, а тяжелая нефть Усинского месторождения –
наибольшими величинами тех же параметров.
Нефти МНПЗ и Черемуховского месторождения
по этим характеристикам занимали промежуточ-
ное положение. Эти и некоторые другие характе-
ристики исследуемых нефтей (средние значения
параметров) приведены ниже (табл. 1).

Аналитические методы исследования. Поверх-
ностное натяжение измеряли на границе раздела
фаз (исследуемая культуральная жидкость с клетка-
ми бактерий–воздух), а межфазное натяжение – на
границе исследуемой жидкости с н-гексадеканом
методом отрыва кольца на полуавтоматическом
тензиометре Surface Tensiomat 21 (“Cole-Parmer”,
США), как описано ранее (Иванова и соавт.,
2016).

Групповой углеводородный состав нефти
определяли методом высокоэффективной жид-
костной хроматографии на приборе Waters Cor-
poration 2414/1525 (“Waters Corporation”, США) с
рефрактометрическим детектором. Разделение
проводили на аналитической колонке с аминофа-
зой. Элюентом служил н-гексан. Скорость потока
элюента составляла 2 мл/мин.

Процесс биодеградации нефти оценивали по
изменению содержания н-алканов и изо-алканов
в алифатической фракции деградированного суб-
страта по сравнению с контролем (Борзенков и
соавт., 2006). Контролем служила стерильная среда
с нефтью, которую инкубировали в тех же условиях.
После инкубации экстрагированную гексаном па-
рафиново-нафтеновую фракцию нефти анализиро-
вали методом ГЖХ на хроматографе Кристалл
5000.1 (ЗАО “Хроматэк”, РФ) с пламенно-иониза-
ционным детектором и капиллярной колонкой Ze-
bronTM ZB-1XT (30 м × 0.53 мм × 2.65 мкм) в режи-
ме: начальная температура колонки 100°С, скорость
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нагрева – 5°С/мин, конечная – 320°С (10 мин). Га-
зом-носителем служил гелий.

Остаточное содержание (%) нормальных и
изо-алканов нефти рассчитывали на основе хро-
матографических данных по методу внутренней нор-
мализации. В качестве внутреннего стандарта при
обсчете серии хроматограмм алифатической фрак-
ции сырой нефти использовали суммарную площадь
пиков пристана и фитана (изо-С19 + изо-С20). Обсчет
считался корректным при сохранении в ходе экс-
периментов соотношения изо-С19/изо-С20, харак-
терного для конкретного типа нефти. При изме-
нении указанного соотношения в ходе экспери-
мента более чем на 5%, в качестве внутреннего
стандарта использовали величину площади пика
фитана.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
С целью выявления деструкции углеводородов

нефти штаммом AGS10 в условиях экстремальной
кислотности, бактерии выращивали в минераль-
ной среде с начальным рН 2.5 и сырой нефтью в
качестве единственного источника углерода. К
концу экспериментов по биодеструкции в кон-
трольных пробах среда оставалась прозрачной, а
нефть, частично осевшая на стенках культураль-
ных флаконов, оставалась на поверхности среды
в виде пленки и визуально не изменилась. В то же
время в пробах с бактериями среда становилась
мутной, нефть сильно эмульгировалась и легко
смывалась со стенок флаконов при слабом встря-
хивании. О степени деструкции судили по изме-
нению профиля нормальных и изопреноидных
алканов растворимой в гексане части нефти, т.к.

эти углеводороды наиболее “лабильны” и утили-
зируются бактериями в первую очередь.

Нижневартовская нефть. Нефть Нижневартов-
ского месторождения относится к метаново-наф-
теновому типу, легкая по плотности, маловязкая,
малосмолистая, парафинистая, с высоким выхо-
дом легких фракций (табл. 1).

Из рис. 1а видно, что в контрольном образце
нефти Нижневартовского месторождения пред-
ставлен полный спектр н-алканов, от С9 до С32, с
максимумом в области С9–С14 и равномерным
снижением концентраций высокомолекуляр-
ных углеводородов. На хроматограмме также
присутствуют пики изо-алканов, причем пики
нормальных алканов заметно преобладают. По
алканам изопреноидного строения концентра-
ционный максимум приходится на изо-С19 (при-
стан) и изо-С20 (фитан). Отношение концентра-
ции изо-С19/изо-С20 составляет 0.91, а отношение
изо-С19 + изо-С20/C17 + C18 – 0.90 (табл. 2).

Рост штамма AGS10 на нефти Нижневартовского
месторождения в течение 28 сут при температуре
30°С и рН 2.5 сопровождался увеличением числен-
ности клеток бактерий с 2 × 105 до 6 × 109 кл./мл и
образованием биосурфактантов, о чем свидетель-
ствовало снижение поверхностного натяжения
против воздуха с 51.2 до 32.3 мН/м и межфазного
натяжения на границе культуральной жидкости с
н-гексадеканом с 39.1 до 0.8 мН/м. В составе
биодеградированной нефти наблюдается прак-
тически полное исчезновение н-алканов (оста-
точное содержание составляет 1%), а деструкция
изо-алканов достигает 44% (рис. 1б, табл. 2). На
хроматограмме виден выраженный нафтеновый

Таблица 1. Физико-химические характеристики исследованных нефтей

* “Н.д.” – нет данных.

Показатель
Нефть

Нижневартовская МНПЗ Черемуховская Усинская

Плотность при 20°С, г/см3 0.835 0.863 0.931 0.962

Динамическая вязкость при 20°С, мПа с 6.7 14.0 248 860

Содержание, % мас.:

твердые парафины 2.1 Н.д.* 3.5 0.4

сера 1.0 2.5 4.2 2.0

смолы силикагелевые и асфальтены 5.0 Н.д. 25.0 26.6

Выход фракций, %:

до 200°С 27 Н.д. 11 5

до 300°С 59 Н.д. 32 17
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“горб” неразделенных углеводородов, прослежи-
вается тенденция увеличения относительного со-
держания фитана и пристана. Отношение кон-
центрации изо-С19/изо-С20 остается практически
неизменным – 0.93 против 0.91 в контроле, тогда как
отношение изо-С19 + изо-С20/C17 + C18 резко возрас-
тает – до 16.10 против 0.90 в контроле (табл. 2), что
указывает на высокую степень биодеградирован-
ности нефти.

Анализ группового углеводородного состава
нефти Нижневартовского месторождения до и
после биодеградации показал, что в биодегради-
рованной нефти увеличивается относительное
содержание аренов, смол и асфальтенов на фоне
значительного (40%) снижения концентрации
парафино-нафтеновых углеводородов, что не
противоречит результатам хроматографического
анализа настоящего исследования.

Нефть МНПЗ. По своему составу и свойствам
нефть МНПЗ близка к российской марке экс-
портной нефтяной смеси Urals. Она представляет

собой смесь из тяжелой высокосернистой нефти,
добываемой в Башкортостане, Татарстане и Самар-
ской области, с легкой нефтью Ханты-Мансийского
и Ямало-Ненецкого автономных округов (табл. 1).

Вид кривых распределения насыщенных угле-
водородов контрольных образцов нефти МНПЗ
(рис. 2а) и Нижневартовского месторождения
(рис. 1а) однотипен, пики нормальных алканов пре-
обладают над изопреноидными. В нефти МНПЗ от-
ношение концентрации пристана к фитану состав-
ляет 0.97, а отношение изо-С19 + изо-С20/C17 + C18 –
0.70 (табл. 2).

В нефти МНПЗ, деградированной штаммом
AGS10 в течение 28 сут, степень деструкции нор-
мальных и изо-алканов составила 58 и 32% соот-
ветственно, высота циклоалканового фона на
хроматограмме несколько увеличилась (рис. 2б).
В характере распределения н-алканов кардиналь-
ных изменений не наблюдалось, хотя более лег-
кие представители ряда, С9–С11, были полностью
элиминированы, а концентрационный максимум

Рис. 1. Хроматограмма алифатической фракции нефти Нижневартовского месторождения до (а) и после биодеграда-
ции (б) штаммом AGS10 в течение 28 сут инкубации при температуре 30°С и рН 2.5.
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переместился в область С15–С17-соединений. От-
ношение концентрации изо-С19/изо-С20 (0.96) по
сравнению с контролем (0.97) сохранялось на
прежнем уровне, а отношение изо-С19 + изо-
С20/C17 + C18 повысилось до 1.03 (табл. 2), но не
столь значительно, как в деградированной нефти
Нижневартовского месторождения.

Увеличение времени инкубации нефти МНПЗ
со штаммом AGS10 до 45 сут сопровождалось кар-
динальными изменениями в составе алифатиче-
ской фракции нефти: полной деструкции под-
верглись не только н-алканы, но и изопренаны, в
том числе фитан и пристан (рис. 2в). Практиче-
ски исчез нафтеновый фон в режиме нагрева до
270°С. При этом резко возросла доля нафтенов,
выходящих при более высокой температуре. На-
блюдаемая картина свидетельствует о том, что с
увеличением продолжительности культивирова-
ния штамм AGS10 частично окислял и нафтено-
вую составляющую алифатической фракции
нефти МНПЗ.

Глубокая биодеградация нефти МНПЗ сопро-
вождалась активным ростом бактерий: численность
клеток возрастала с 5 × 105 до 6 × 107 кл./мл к концу
28 сут инкубации и составляла 8 × 109 кл./мл на
45-е сут.

Нефть Черемуховского месторождения. Ис-
пользованная в работе нефть Черемуховского
нефтяного месторождения Татарстана (бобри-
ковский горизонт) относится к типу тяжелых и
высоковязких (табл. 1). По химическому составу
нефть парафинистая, высокосернистая, с высо-
ким содержанием смол и асфальтенов и низким
содержанием фракций, имеющих температуру
кипения до 200°С (табл. 1).

Из рис. 3а видно, что кривая распределения
насыщенных углеводородов контрольного образ-
ца нефти Черемуховского месторождения харак-
теризуется наличием двух небольших максиму-
мов. Концентрация алканов нормального строе-
ния возрастает от н-С11 до н-С15 (первый
максимум), затем количество С16–С18 н-алканов
немного снижается и далее, на н-С19–н-С20, при-

Таблица 2. Изменение некоторых показателей нефти и содержания алканов под воздействием штамма AGS10 за
28 сут инкубации при температуре 30°С и рН 2.5

Примечание. Величину отношения изо-С19 + изо-С20/C17 + C18 не определяли вследствие полного потребления н-алканов
штаммом AGS10.
* “Н.д.” – нет данных.

Проба

Показатель нефти Деструкция (%) суммарного 
содержания:

изо-С19/изо-С20 изо-С19 + изо-С20/C17 + C18 н-алканов изо-алканов ∑н-
и изо-алканов

Нефть Нижневартовского
месторождения:

контроль 0.91 0.90 0 0 0

культура AGS10 0.93 16.10 99 44 89.1

Нефть МНПЗ:

контроль 0.97 0.70 0 0 0

культура AGS10 0.96 1.03 58 32 68.4

Нефть Черемуховского
месторождения:

контроль 0.57 0.66 0 0 0

культура AGS10 0.57 2.41 80 16 53.8

Нефть Усинского
месторождения:

контроль 1.17 0.36 0 0 0

культура AGS10 0.75 Н.д.* 99 69 95.0



350

МИКРОБИОЛОГИЯ  том 87  № 4  2018

ИВАНОВА, БОРЗЕНКОВ

ходится второй максимум, после которого проис-
ходит плавное снижение концентраций высоко-
молекулярных н-алканов. Отношение концен-
трации изо-С19/изо-С20 составляет 0.57, а
отношение изо-С19 + изо-С20/C17 + C18 – 0.66
(табл. 2).

В деградированной нефти нафтеновый фон
несколько увеличивался (рис. 3б). В процессе
биодеградации нефти Черемуховского месторож-
дения наблюдались значительные изменения
в составе н-алкановой фракции: С11–С13 н-алка-
ны полностью потреблялись, содержание С14–С30

Рис. 2. Хроматограмма алифатической фракции нефти МНПЗ до (а) и после биодеградации (б, в) штаммом AGS10.
Условия инкубации: температура 30°С и рН 2.5 в течение 28 сут (а) и 45 сут (в).
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н-алканов значительно снижалось (общее по-
требление составляло 80%). Степень деструкции
изо-алканов в целом составила 16%, при этом в
общем пуле изопреноидов заметно увеличилась
доля фитана и пристана (рис. 3б). Отношение
концентрации изо-С19/изо-С20 (0.57) не измени-
лось, а отношение изо-С19 + изо-С20/C17 + C18 вы-
росло до 2.41 (табл. 2).

Сравнение особенностей разрушения различ-
ных нефтей разными микроорганизмами затруд-
нено из-за сложности состава нефти и неопреде-
ленности влияния на этот процесс компонентов
нефти. Однако анализ деструкции конкретной
нефти разными бактериями вполне корректен и
позволяет выявить предпочтительное использо-
вание тех или иных углеводородов. В работе
Назиной и соавт. (2017) приведены данные по из-
менению содержания алканов в нефти из скважи-
ны 5452 Черемуховского нефтяного месторожде-
ния, деградированной штаммом Gordonia amicalis
6-1 (нейтрофильная бактерия) в течение 20 сут

при 23°С в присутствии 10 г/л нефти, по отношению
к контролю. Биодеградации подвергались С11–С13
(степень деструкции составила 74.5–82.3%), С15–С18
(деструкция 55.0–59.1%), С19–С21 (деструкция
10.0–27.5%) и С23 (деструкция 11.1%) н-алканы
нефти; изо-алканы проявляли устойчивость к
микробному воздействию. Сопоставив эти дан-
ные с результатами настоящего исследования
можно сделать вывод, что ацидофильные мико-
бактерии штамма AGS10 являются более эффек-
тивными деструкторами тяжелой высоковязкой
нефти Черемуховского нефтяного месторож-
дения.

Как показали микроскопические исследования,
рост штамма AGS10 на тяжелой Черемуховской неф-
ти сопровождался значительным увеличением чис-
ленности клеток исследуемых бактерий, однако
большая их часть оставалась в нефтяной фазе, что
не позволило количественно оценить прирост
клеток.

Рис. 3. Хроматограмма алифатической фракции нефти Черемуховского месторождения до (а) и после биодеграда-
ции (б) штаммом AGS10 в течение 28 сут инкубации при температуре 30°С и рН 2.5.
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Нефть Усинского месторождения. Использо-
ванная в работе нефть Усинского месторождения
(пермо-карбоновая залежь) принадлежит к клас-
су тяжелых высоковязких (табл. 1). Для нее харак-
терно высокое содержание серы, смол и асфаль-
тенов, но низкое содержание парафинов и легких
фракций.

На хроматограмме контрольного образца нефти
Усинского месторождения (рис. 4а) алканы нор-
мального строения представлены рядом С10–С30,
концентрационный максимум приходится на
С13–С16. Пики нормальных алканов значительно
преобладают над изопреноидными. Отношение
концентрации изо-С19/изо-С20 составляло 1.17, а
отношение изо-С19 + изо-С20/C17 + C18 – 0.36
(табл. 2). Характерной особенностью хромато-

граммы нефти является высокий нафтеновый
фон.

В ходе биодеградация нефти Усинского место-
рождения штаммом AGS10 в течение 28 сут н-алканы
практически полностью потреблялись (рис. 4б).
Изо-алканы также в значительной степени исполь-
зовались бактериями, при этом в ряду изопреноид-
ных алканов доля пристана и фитана резко возрас-
тала. Степень деструкции н- и изо-алканов состав-
ляла 99.0 и 69.0% соответственно (табл. 2).
Вследствие полного потребления С17 и С18 н-алка-
нов, определить отношение изо-С19 + изо-С20/C17 +
+ C18 не представлялось возможным. В отличие от
ранее исследованных нефтей, инкубация кото-
рых на протяжении 28 сут не влияла на отноше-
ние изо-С19/изо-С20, в деградированной нефти

Рис. 4. Хроматограмма алифатической фракции нефти Усинского месторождения до (а) и после биодеградации (б)
штаммом AGS10 в течение 28 сут инкубации при температуре 30°С и рН 2.5.
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Усинского месторождения, по сравнению с кон-
тролем, величина этого параметра значительно
снизилась с 1.17 до 0.75, что указывает на преиму-
щественное окисление бактериями пристана.

Анализ полученных результатов показывает,
что процесс биодеградации различных нефтей
ацидофильными микобактериями штамма AGS10
имеет одинаковую направленность: доля нор-
мальных алканов в их составе сокращается, отно-
сительная доля изо-алканов – возрастает. Эта об-
щая тенденция характерна как для легких, так и
для тяжелых высоковязких нефтей. В то же время
строгая зависимость эффективности деструкции
исследуемыми бактериями алифатической фрак-
ции нефти от класса конкретной нефти отсут-
ствует. Так, в проведенных экспериментах за
28 сут культивирования штамма AGS10 при рН 2.5
суммарное потребление алканов (н- и изо-алка-
нов) легкой метаново-нафтеновой нефти Нижне-
вартовского месторождения достигло 89.1%, а для
тяжелой высоковязкой Усинской нефти этот по-
казатель составил 95.0%. Для нефтей с промежу-
точными значениями плотности и вязкости эф-
фективность деструкции составила 53.8% (нефть
МНПЗ) и 68.4% (нефть Черемуховского место-
рождения) (табл. 2). Кроме того, увеличение вре-
мени культивирования медленно растущих мико-
бактерий штамма AGS10 (45 сут инкубации с
нефтью МНПЗ) приводило к полной деструкции
не только алканов, но и значительной части наф-
теновой фракции.

Следует отметить, что в различных нефтях од-
ни и те же углеводороды потреблялись ацидо-
фильными микобактериями штамма AGS10 с раз-
ной скоростью, что согласуется с данными на-
блюдений для нейтрофильных бактерий (Sugiura
et al., 1997). Одно из вероятных объяснений этого
явления заключается в разной доступности этих
углеводородов для бактерий в различных нефтях.
С другой стороны, сравнение величин деструк-
ции индивидуальных н-алканов в составе разных

нефтей позволяет выявить определенные законо-
мерности в использовании этих соединений штам-
мом AGS10 (рис. 5). Максимальная скорость де-
струкции наблюдается для соединений в диапазоне
н-С10–н-С13. С увеличением числа углеродных ато-
мов в молекуле н-алкана вплоть до н-С19–н-С20,
происходит снижение степени деструкции угле-
водородов с последующим монотонным повыше-
нием этой величины для высокомолекулярных
алканов состава н-С21–н-С26. Резкое снижение
величины деструкции характерно для С27 н-алка-
на, после чего этот показатель медленно повы-
шался для С28–С30 н-алканов. Наблюдаемая кар-
тина может отражать различную кинетику окис-
ления индивидуальных н-алканов ферментными
системами бактерий. Детальное изучение этого
вопроса должно быть предметом самостоятель-
ного исследования.

Таким образом, в настоящей работе впервые
представлены экспериментальные доказатель-
ства биодеградации сырой нефти ацидофильной
культурой бактерий в условиях экстремальной
кислотности. Приведенные результаты позволя-
ют считать штамм AGS10 эффективным деструк-
тором как легких, так и тяжелых высоковязких
нефтей при рН 2.5. Отличительной особенностью
исследуемых бактерий является их способность к
катаболизму широкого спектра алканов нормаль-
ного строения и изо-алканов, в том числе высоко-
молекулярных, как в виде индивидуальных со-
единений (Иванова и соавт., 2016), так и в составе
нефтей разных классов. Поэтому дальнейшие ис-
следования биодеструкции штаммом AGS10 вяз-
ких нефтей с высоким содержанием парафина и
высокопарафинистых нефтей представляют ин-
терес не только с микробиологической точки зре-
ния, но и для решения технических проблем, воз-
никающих при их добыче и транспортировке, в
связи с отложениями парафина.

Исследование выполнено за счет гранта Россий-
ского научного фонда (проект № 16-14-00028).

Рис. 5. Степень деструкции индивидуальных н-алканов нефти после культивирования штамма AGS10 в течение 28 сут
при температуре 30°С и рН 2.5. Обозначения: 1 – нефть МНПЗ; 2 – нефть Черемуховского месторождения.
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Abstract—Biodegradation of crude oil components by strain AGS10, an acidophilic member of the genus My-
cobacterium, was studied under extremely acidic conditions (pH 2.5). The degree of degradation of the same
hydrocarbons in different kinds of oil was found to be different. The direction of biodegradation was, howev-
er, the same: the share of n-alkanes in oxidized oil decreased, while the share of branched alkanes increased.
At the same time, the degree of redistribution of methane hydrocarbons in degraded oil varied significantly
for different oils, although no strict dependence on the type of oil was found. After 28 days of incubation at
30°C and pH 2.5, the degradation of n- and iso-alkanes was 99 and 44%, respectively for the light, low-vis-
cosity oil of the Nizhnevartovsk deposit, 58 and 32%, respectively for the medium-density oil of the Moscow
oil-procesing plant, and 80 and 16% and 99 and 69%, respectively for the heavy, viscous oils of the Cher-
emukhovskoe and Usinkoye oil fields. Moreover, after extended cultivation time strain AGS10 completely uti-
lized alkanes, as well as a significant part of the naphthene component of the aliphatic fraction. The studied
strain was characterized by ability to oxidize a broad spectrum of methane hydrocarbons, including high-mo-
lecular C17–C30 n-alkanes, in oils of different properties and composition. Apart from its scientific interest,
farther investigation of biodegradation of high-paraffin oils and viscous oils with elevated paraffin content by
strain AGS10 may be useful in view of the technical issues associated with paraffin accumulation in the course
of recovery and transportation of these oils.

Keywords: acidophilic mycobacteria, hydrocarbon biodegradation, crude oil, heavy oil, normal and iso-al-
kanes, naphthenes, gas-liquid chromatography
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Исследованы свойства новых штаммов Bacilllus subtilis GM2 и GM5 с высокой антимикробной ак-
тивностью, изолированных из ризосферы картофеля, и охарактеризован их потенциал для исполь-
зования в качестве пробиотиков: устойчивость к желчи и широкому диапазону рН среды. Штаммы
B. subtilis GM2 и GM5 обладают протеолитической и фитатгидролизующей активностями и безопас-
ны для модельных животных, характеризуются антагонистическими свойствами против фитопато-
генных микромицетов, патогенных и условно-патогенных энтеробактерий. Сделано заключение,
что штаммы B. subtilis GM2 и GM5 перспективны для использования в качестве пробиотиков.

Ключевые слова: Bacillus subtilis GM2 и GM5, характеристика штаммов, протеолитическая актив-
ность, антимикробная активность, пробиотики
DOI: 10.1134/S0026365618040110

Пробиотики – это живые микроорганизмы,
использование которых положительно влияет на
многие функции организма, в частности, они
предотвращают инвазию различных патогенов.
Salmonella enterica является одним из возбудителей
желудочно-кишечных расстройств человека, а их
основным источником являются сельскохозяй-
ственные животные и домашняя птица, которые
представляют собой резервуары S. еnterica. Одним
из путей борьбы с распространением возбудителей
является разработка различных пробиотиков как
альтернативы антибиотикам (Huyghebaert et al.,
2011; Li et al., 2016; Bai et al., 2017). В качестве про-
биотиков, как правило, используют автохтонные
молочнокислые бактерии, принадлежащие к ро-
дам Lactobacillus и Bifidobacterium, а также грампо-
ложительные спорообразующие бактерии рода
Bacillus (Huyghebaert et al., 2011). Бактерии рода Ba-
cillus способны образовывать эндоспоры, позволя-
ющие им сохранять жизнеспособность в экстре-
мальных условиях: при высоких или низких темпе-
ратурах, радиации, неоптимальных рН, давлении и
в присутствии токсичных химических веществ, ко-
торые повреждают вегетативные клетки (Oh et al.,
2017; Bernardeau et al., 2017). Плотная многослойная
оболочка спор помогает бациллам сохранять ак-
тивность при прохождении транзитом через же-
лудочно-кишечный тракт (ЖКТ), некоторые
участки которого представляют собой токсичную

среду для Bacillus вследствие условий аноксии,
низкого pH и солей желчи, а также чрезвычайно
высокой концентрации комменсальных бактерий
(до 1012 клеток в 1 г содержимого толстой кишки),
которые конкурируют за питательные вещества и
экологическое пространство (Bernardeau et al.,
2017). В экспериментах на мышах доказано, что
споры B. subtilis cпособны прорастать, а клетки раз-
множаться и вновь образовывать споры в кишечни-
ке животных (Hoa et al., 2001; Bernardeau et al., 2017).
Штаммы B. subtilis, как потенциальные пробио-
тики, широко изучаются на генетическом и фи-
зиологическом уровнях (Cutting et al., 2011).

Исследования показывают, что помимо устой-
чивости пробиотических штаммов Bacillus к дей-
ствию желчных кислот, они обладают способно-
стью к иммуностимуляции при желудочно-ки-
шечных расстройствах (Endres et al., 2011).
Способность к синтезу антибиотиков, бактерио-
цинов, циклических липопептидов и литических
ферментов с антимикробной активностью обес-
печивают пробиотическую активность бактерий
рода Bacillus (Sorokulova, 2013). Также показано,
что штаммы B. subtilis и B. coagulans в качестве
пробиотиков оказывают ростостимулирующее и
профилактическое действие на цыплят-бройле-
ров (Guo et al., 2017; Oh et al., 2017).

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ
СТАТЬИ
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Из ризосферы картофеля нами были выделе-
ны два штамма B. subtilis с высокой антимикроб-
ной активностью (Mardanova et al., 2017). Целью
работы было охарактеризовать свойства новых
штаммов и оценить потенциал их использования
в качестве пробиотиков.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Объектом исследования были штаммы B. subtilis

GM2 и GM5 с высокой антимикробной активно-
стью (Mardanova et al., 2017). В качестве тест-культур
использовали условно-патогенные бактерии ки-
шечной группы – Salmonella enterica serotype Typh-
imurium ATCC14028s, Кlebsiella oxytoca, Еscherichia
coli и микромицеты Fusarium avenaceum, F. oxyspo-
rum, F. redolens, F. solani.

Питательные среды и условия культивирования.
Для культивирования использовали следующие
среды: (1) cреда LB (Лурия–Бертони) (г/л): трип-
тон – 10.0, дрожжевой экстракт – 5.0, NaCl – 5.0;
(2) cреда LA (г/л): триптон – 10.0, дрожжевой
экстракт – 5.0, NaCl – 5.0, агар – 20.0; (3) cреда
№ 1 (г/л): мальтоза – 20.0, пептон – 10.0, СаСl2 –
1.0; (4) cреда № 2 (г/л): соевая мука – 30.0, NaNO3 –
3.0, K2HPO4 – 1.0, MgSO4 – 0.2, KCl – 0.2; (5) cре-
да № 3 (г/л): кукурузный экстракт – 20.0, лактоза
10.0; (6) cреда дизоксихлоратный цитратный агар
для культивирования сальмонелл. Бактерии
культивировали в термостате при температуре
37°С и в термостате-шейкере фирмы “IKA®KS
4000” (Германия) при 37°C и интенсивности ка-
чания 200 об./мин. Оптическую плотность куль-
туры измеряли на спектрофотометре “Bio-Rad”
(США) при длине волны 590 нм.

Динамику роста бактерий и образования спор
исследовали на средах LB и среде № 1. Бактерии
культивировали в течение 48 ч в термошейкере
при 37°С, 200 об./мин. Через каждые 2 ч проводи-
ли отбор культуры бактерий для измерения опти-
ческой плотности на спектрофотометре при дли-
не волны 590 нм и определения внеклеточной
протеолитической активности. Количество обра-
зовавшихся спор считали в камере Горяева “Оpti-
cal Мarket” (Украина), начиная с 10 ч культивиро-
вания бактерий. Бактерии микроскопировали с
помощью микроскопа MICROS AUSTRIA MC
300 (Австрия).

Способность к росту при различных рН среды
исследовали в колбах Эрленмейера объемом
250 мл, содержащих 50 мл среды LB (рН 2–10).
Бактерии культивировали в термошейкере (37°С,
200 об./мин с аэрацией) и определяли оптиче-
скую плотность культур на 24 ч роста.

Устойчивость спор к рН и способность к прорас-
танию in vitro исследовали по методу, описанному
в работе Haller et al. (2001). Споры бацилл получа-
ли нагреванием 2-сут бактериальной культуры

при 60°С в течение 90 мин для элиминации веге-
тативных клеток. Начальная концентрация спор
составляла 4 × 107 КОЕ/мл. Суспензию спор в
среде LB инкубировали при различных рН при
40°С. Споры инкубировали при рН 5.0 в течение
60 мин, концентрировали центрифугированием
(6000 об./мин в течение 10 мин), супернатант уда-
ляли, осадок спор переносили в такой же объем
свежей среды LB (рН 3.0) и инкубировали в тече-
ние 90 мин. Отбирали 0.1 мл суспензии и прогре-
вали при 60°С в течение 90 мин, готовили серию
разведений и высевали газоном на среду LA для
подсчета КОЕ/мл. Оставшуюся суспензию спор
концентрировали центрифугированием и пере-
носили в среду LB с рН 7.0, инкубировали
150 мин. Отбирали аликвоту (0.1 мл), которую про-
гревали в течение 90 мин при 60°С и определяли
КОЕ/мл. Для подсчета количества вегетативных
клеток, прорастающих из спор непрогретой сус-
пензии, готовили серию разведений и высевали
на среду LA.

Устойчивость спор бактерий к желчи исследова-
ли in vitro по методу, описанному в работе Cenci
et al. (2006). Использовали желчь цыплят-бройле-
ров, которую стерилизовали фильтрованием через
стерильный фильтр Millipore (0.22 мкм). Споры
вносили в среду LB после добавления желчи (1 и
10%) и доведения рН до 7.5. Суспензию спор ин-
кубировали при 40°С в течение 6 ч и затем опре-
деляли КОЕ/мл.

Протеолитическую активность в культуральной
жидкости бактерий определяли по расщеплению
азоказеина (“Sigma”, США) (Demidyuk et al.,
2006). Ингибиторный анализ проводили в при-
сутствии 1,10-фенантролина (“Serva”, Германия),
специфического ингибитора металлопротеиназ,
и PMSF (“Serva”, Германия), специфического
ингибитора сериновых протеиназ. Ингибиторы
добавляли к культуральной жидкости бацилл в
концентрации 1.5 мМ, инкубировали в течение
1 ч при комнатной температуре и определяли
остаточную активность по гидролизу азоказеина.
Активность выражали в процентах относительно
контроля – активности в отсутствие ингибито-
ров, которую принимали за 100%.

Фитатгидролизующую активность определяли с
использованием селективной питательной среды
для фитатдеградирующих бактерий – phytase-
screening medium (PSM) по методике Миттела
(Mittal et al., 2011). О способности гидролизовать
фитат Na судили по наличию зон гидролиза во-
круг колоний бактерий.

Определение вирулентности, токсичности и ток-
сигенности бактерий проводили на мышах обоего
пола линии ICR (CD-1) в лаборатории химико-био-
логических исследований ИОФХ им. А.Е. Арбузова
КазНЦ РАН. Мыши содержались в стандартных
условиях вивария, для кормления использовали
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стандартный гранулированный комбинированный
корм. Для каждой экспериментальной группы
были отобраны по 6 мышей одного возраста мас-
сой 16 ± 0.5 г.

Вирулентность штаммов изучали при одно-
кратном пероральном или внутрибрюшинном
введении мышам 1 сут культуры бактерий в фи-
зиологическом растворе в дозах 106, 107 и 108 КОЕ
на одно животное. Токсичность штаммов изучали
путем внутрибрюшинного введения мышам взве-
си 18-часовой культуры микроорганизмов в сте-
рильном физиологическом растворе, инактиви-
рованной нагреванием при 60°С в течение
90 мин. Токсигенность штаммов бацилл изучали
путем внутрибрюшинного и перорального введе-
ния стерильного фильтрата культуральной жид-
кости 3-х и 7-сут культур. Животным контроль-
ных групп вводили стерильную жидкую пита-
тельную среду. За всеми животными наблюдали в
течение 30 сут, после чего забирали биоматериал
для дальнейшего исследования. Из каждой опыт-
ной группы были отобраны случайным образом
по 3 мыши. Животных усыпляли при помощи
внутрибрюшинного введения раствора хлораль-
гидрата в дозе 8 мг/0.1 мл раствора на 20 г массы
животного. Забор образцов тканей проводили в
стерильных условиях. Обследовали внутренние
органы на выявление патологий и производили
посев крови из сердца, печени и селезенки на сре-
ду LA.

Все эксперименты были выполнены с соблюде-
нием биоэтических норм. Содержание, питание,
уход за животными и выведение их из эксперимента
осуществляли в соответствии с требованиями Ми-
нистерства и среднего специального образования
СССР Приказ № 742 от 13.11.1984 г., утвердивше-
го “Правила проведения работ с использованием
экспериментальных животных”, которые дей-
ствуют по настоящее время, и Директивой Евро-
пейского парламента и Совета от 22 сентября 2010 г.
по защите животных, используемых для научных
целей (Directive 2010/63/UE on the protect ionofan-
imalsused of scientific purposes).

Антагонистическую активность бактерий B. sub-
tilis GM2 и GM5 по отношению к тест-культурам
определяли методом лунок, двойного агара и ме-
тодом блоков (Егоров, 2004). Об уровне антаго-
нистической активности бактерий и экзометабо-
литов судили по диаметрам зон задержки роста
тест-культур вокруг лунок с культуральной жид-
костью или колоний бактерий-антагонистов.

Выделение циклических липопептидов из
культуральной жидкости бактерий проводили
методом (Gong et al., 2006), с модификациями,
описанными в работе (Mardanova et al., 2017).
Антагонистическую активность в отношении
тест-культур жидкой суммарной фракции липо-

пептидов исследовали с помощью диско-диф-
фузионного метода (Егоров, 2004).

Статистический анализ проводили с использо-
ванием программы Microsoft Excel. Для описания
и сравнения признаков использовали построения
95%-ных доверительных интервалов для средних.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Динамику роста бактерий, биосинтеза протеиназ
и спорообразования исследовали на среде LB и
среде с добавлением мальтозы. Стационарную
фазу роста культуры штамма B. subtilis GM2 на-
блюдали после 14–16 ч роста (рис. 1а, 1б), для
штамма GM5 после 16–20 ч роста на среде LB и
среде с добавлением мальтозы (рис. 1в, 1г). На
среде LB наблюдали более быстрый переход куль-
тур к стадии отмирания. Исследование динамики
спорообразования штамма GM2 показало, что
появление свободных спор в среде с добавлением
мальтозы наблюдали после 8 ч, а в среде LB после
24 ч культивирования; у штамма GM5, растущего
в среде с добавлением мальтозы – после 12 ч, а в
среде LB – после 16 ч роста. Оба штамма GM2 и
GM5 на среде с добавлением мальтозы переходи-
ли к споруляции быстрее, чем на среде LB. В сре-
де с добавлением мальтозы у обоих штаммов GM2
и GM5 небольшое количество спор (15–20% от
общего числа клеток) наблюдали уже в конце экс-
поненциальной фазы роста бактерий. На 46–48 ч
роста штаммов GM2 и GM5 количество спор на
обеих средах достигало 50–70%.

Морфологически бактерии обоих штаммов
были представлены с палочками с закругленны-
ми концами, образующими цепочки (рис. 2).
Штаммы различались по морфологии колоний.
Бактерии штамма GM2 на среде LA образовыва-
ли серовато-белые, матовые, сухие колонии с не-
правильными ризоидными краями, врастающи-
ми в агар. Бактерии штамма GМ5 образовывали
белые, гладкие, блестящие колонии с неправиль-
ными круглыми краями слизистой конси-
стенции.

Изучали рост штаммов B. subtilis GM2 и GM5
на разных субстратах – компонентах кормов
цыплят-бройлеров (средах с добавлением соевой
муки и среда с добавлением кукурузной муки). В
качестве контроля использовали богатую пита-
тельную среду LB. При росте на жидких питатель-
ных средах, содержащих соевую муку и кукуруз-
ную муку, бактерии практически не различались
продуктивностью (табл. 1), но оптимальной для
образования спор была среда с добавлением
мальтозы. Среда, содержащая 3% соевую муку
(№ 2) может быть использована для накопления
биомассы вместо сред со сложным составом (LB
и среда с добавлением мальтозы).
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Для определения влияния рН среды на накоп-
ление биомассы использовали среду LB c рН от
2.0 до 10.0 (рис. 3). Оба штамма были способны к
росту в широком диапазоне рН с оптимумом ро-
ста для обоих штаммов при рН среды от 6.0 до 8.0.
Рост штаммов не ингибировался при рН 2.0–4.0 и
10.0, что свидетельствовало о способности бакте-
рий адаптироваться к широкому диапазону рН
среды. При этом в интервале значений рН 2.0–6.0
рост культур B. subtilis GМ2 и GМ5 был одинако-
вым, однако при рН 8.0 и 10.0 рост штамма B. sub-

tilis GМ5 был выше, чем штамма GМ2 (на 60−70%
соответственно), что свидетельствовало о боль-
шей устойчивости штамма GМ5 к щелочным зна-
чениям рН среды.

Устойчивость к кислотам и желчи ЖКТ является
важным свойством пробиотиков. Инкубация сус-
пензии спор B. subtilis GМ2 и GМ5 (4 × 107 КОЕ/мл)
в среде LB, содержащей 1 и 10% желчи, в течение
6 ч показала их устойчивость (табл. 2). В среде, со-
держащей 1% желчь, ингибирование роста штам-
ма GM2 составило 40%, штамма GM5 – 39%, в

Рис. 1. Динамика роста клеток (1), накопления протеолитической активности (2) и образования спор (3) штаммами
B. subtilis GM2 (а, в) и GM5 (б, г) на среде № 1 (а, б) и среде LB (в, г).
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присутствии 10% желчи − 70 и 56% относительно
контроля соответственно.

Отметим, что использованная концентрация
желчи 10% была значительно выше, чем принято
при исследовании устойчивости спор бактерий,
применяемых в качестве пробиотиков. Концен-
трация желчи, равная 1% считается критическим
уровнем для оценки устойчивости споровых
форм пробиотиков (Hyronimus et al., 2000). Мно-
гие бациллы, например, B. clausii, обладают высо-
кой устойчивостью к действию желчи, по сравне-
нию с лакто- и бифидобактериями (Charteris
et al., 2000). У бактерий разных видов рода Bacil-
lus: B. stratosphericus, B. aerophilus, B. licheniformis,
Solibacillus silvestris, устойчивых к желчному соку,
с увеличением концентрации желчи наблюдалось
снижение жизнеспособности. Бактериальные
штаммы выживали после 1.5 ч воздействия различ-
ных концентраций желчного сока (2–20%) в диапа-
зоне значений рН 5.5–7.0 (Mukherjee, 2016). Значе-
ние рН для желчи и панкреатического сока, секре-
тируемых в кишечнике, около рН 8.0 (Huang,
Adams, 2004). Согласно полученным нами данным
штамм GM5 преимущественно растет при рН 8.0
и более устойчив к высокой концентрации желчи
(10%), что определяет его перспективность для
использования в качестве пробиотика.

Способность спор к прорастанию при разных
значениях рН in vitro. Имитацию транзита
спор B. subtilis GM2 и GM5 через ЖКТ кур in vitro
проводили в среде LB при значениях рН 5.0, 3.0 и
7.0 и длительности инкубации от 60 до 150 мин
(рис. 4). Начальная концентрация спор составляла
4 × 107 КОЕ/мл. После инкубирования в течение
1 ч при рН 5.0 количество спор штаммов GM2 и
GM5 снижалось до 1.4 × 106, 1.1 × 106 КОЕ/мл со-
ответственно, что свидетельствовало о способно-
сти спор обоих штаммов активно переходить в ве-
гетативные формы. При культивировании в тече-
ние 1.5 ч при pH 3.0 количество спор
уменьшалось на 14.3% у GM2, 72.7% у GM5 и со-
ставляло 1.2 × 106, 3.0 × 105 КОЕ/мл соответствен-
но. После инкубации спор при рН 7.0 в течение
2.5 ч их количество снижалось до 5.6 × 104

КОЕ/мл у штамма GM2, 6.5 × 103 КОЕ/мл у GM5,
что соответствовало 0.14 и 0.02% от начальной кон-
центрации спор бактерий. В то же время количе-
ство вегетативных клеток в случае штамма GM2 со-

ставляло 1.1 × 106 КОЕ/мл, а GM5 – 1.2 × 106

КОЕ/мл, что свидетельствовало об активном
прорастании спор. Таким образом, споры B. sub-
tilis способны сохранять жизнеспособность при
различных значениях рН и прорастать в вегета-
тивные клетки, которые могут оказывать пробио-
тическое действие. Количество спор B. subtilis в
кишечнике после 4 сут превышало ожидаемую
величину, что указывало на прорастание спор в
вегетативные формы in vivo (Hoa et al., 2001; Casu-
la, Cutting, 2002).

Таким образом, устойчивость спор исследуе-
мого штамма к низким значениям рН среды и
способность быстро прорастать при слабощелоч-
ном и нейтральном рН позволяет рекомендовать
изолированные штаммы к использованию в каче-
стве пробиотиков. Процесс развития культур, вы-
росших из спор, сопровождается продукцией фи-
зиологически активных веществ, антибиотиков,
лизоцима, аминокислот, витаминов и протеоли-
тических ферментов, необходимых для проявле-
ния пробиотических свойств штамма (Bernardeau
et al., 2017).

Протеолитическую активность штаммов опре-
деляли по гидролизу азоказеина (рис. 1). При ис-
следовании динамики ее накопления в культу-
ральной жидкости у бактерий B. subtilis GM2 и
GM5 обнаружили два пика активности: у штамма
GM2 – на 16–24 и 36–46 ч роста на среде с добав-

Таблица 1. Рост Bacillus subtilis GM2 и GM5 на разных средах

Среда
Оптическая плотность культур, 24 ч, 590 нм

GM2 GM5

Контроль – среда LB 2.12 ± 0.42 2.56 ± 0.39
Среда № 2 2.01 ± 0.57 2.30 ± 0.41
Среда № 3 0.76 ± 0.15 0.78 ± 0.25

Рис. 3. Рост бактерий B. subtilis GM2 (I) и GM5 (II) на
среде LB при разных значениях рН, оптическая плот-
ность культур на 24 ч роста.
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лением мальтозы и на 22–24 и 34–42 ч роста на
среде LB. У штамма GM5 протеолитическая ак-
тивность в культуральной жидкости была выше в
2 раза на среде LB и в 4 раза на среде с добавлени-
ем мальтозы, чем у штамма GM2, и внеклеточная
активность также накапливалась в виде двух пи-
ков: на среде с добавлением мальтозы на 14–20 и
30–46 ч роста, а на среде LB – 16–20 и 34–40 ч ро-
ста (рис. 1).

Методом ингибиторного анализа протеолити-
ческой активности на 20 ч роста бактерий (соот-
ветствует первому пику активности) показано,
что в основном она связана с действием серино-
вых протеиназ, на долю которых у штаммов на
обеих средах приходится 68–75% от общей актив-
ности и на долю металлопротеиназ – 25–30%
(рис. 5). Таким образом, оба штамма секретируют
в среду сериновые и металлопротеиназы.

Способность к использованию фитата. Иссле-
довали способность штаммов использовать фитат
в качестве единственного источника фосфора,
поскольку до 80% от общего фосфора в зерновых
кормах содержится в форме фитата (Humer et al.,
2015). Штаммы GM2 и GM5 высевали на агаризо-
ванную среду PSM и культивировали до появле-
ния зон гидролиза. Оба штамма показали эффек-
тивный рост и образовывали выраженные зоны

просветления вокруг колоний на среде PSM, что
свидетельствовало о способности бактерий гид-
ролизовать фитат, который является трудноперева-
риваемым источником фосфора в кормах (рис. 6).

Таким образом, способность исследуемых
штаммов к синтезу внеклеточных протеиназ и фи-
таз может иметь большое значение для улучшения
перевариваемости кормов и повышения их усвоя-
емости (Wu et al., 2015; Wealleans et al., 2017).

Важным этапом в оценке пробиотической эф-
фективности бактерий является изучение их без-
опасности. Исследование на белых мышах виру-
лентности, токсичности и токсигенности бакте-
рий показали, что штаммы B. subtilis GM2 и GM5
являются безопасными для жизнедеятельности мы-
шей. Наблюдения за опытными и контрольными
группами мышей проводили на протяжении 30 сут
после инъекций или перорального введения бакте-
риальной суспензии или бесклеточной среды. В
этот период все животные оставались активны-
ми, хорошо поедали пищевые рационы, физио-
логические отправления и поведенческие реак-
ции у них не изменялись. Вес мышей в опытных
группах сохранялся в норме относительно мышей
контрольных групп (табл. 3). При пероральном
введении суспензии спор B. subtilis GM2 в количе-
стве 107 и 108 КОЕ/животное наблюдался прирост
их массы на 13.67 ± 0.68 и 14.13 ± 0.71%, а B. subtilis
GM5 – на 8.60 ± 0.43 и 7.54 ± 0.37% относительно
контроля. При вскрытии мышей повреждений и
патологических изменений внутренних органов
не выявили. Результаты микробиологических по-
севов крови из сердца и печени были отрицатель-
ными. Полученные данные свидетельствуют о
безопасности штаммов B. subtilis GM2 и GM5 для
модельных животных. Положительный эффект
на прирост биомассы позволил сделать вывод о
возможности использования исследуемых бакте-
рий в качестве пробиотиков.

Антагонистическая активность бактерий B. sub-
tilis GM2 и GM5 в отношении бактерий Salmonella
typhimurium была исследована методом лунок и
двойного слоя агара (рис. 7а). Вокруг лунок, в ко-
торые вносили культуральную жидкость 72-часо-
вых культур бацилл, через 24 ч культивирования
наблюдали зоны подавления роста тест-культуры
шириной 2.1 и 2.4 мм для штаммов GM2 и GM5,
соответственно. При использовании метода двой-
ного слоя в верхнем агаре, содержащем суспензию
тест-культуры, наблюдали образование зоны
просветления диаметром 2.5 мм вокруг колонии
бацилл, что свидетельствовало о подавлении ро-
ста сальмонелл метаболитами бацилл.

Штаммы B. subtilis GM2 и GM5 проявляли ан-
тагонистическую активность в отношении фито-
патогенных микромицетов Fusarium avenaceum,
F. oxysporum, F. redolens и F. solani (табл. 4). Наибо-
лее интенсивно оба штамма ингибировали рост

Таблица 2. Устойчивость спор B. subtilis GM2 и GM5 к
желчи

Концентрация 
желчи, %

КОЕ/мл, 6 ч

GM2 GM5

0 4.15 × 107 4.23 × 107

1 2.47 × 107 2.58 × 107

10 1.24 × 107 1.85 × 107

Рис. 4. Устойчивость спор B. subtilis GM2 (I) и GM5
(II) к действию различных рН среды. Споры инкуби-
ровали при рН, характерных для различных отделов
пищеварительного тракта цыплят.
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колонии микромицета F. avenaceum (рис 7в).
Штамм B. subtilis GM5 на 19–29% эффективнее
ингибировал рост всех исследуемых микромице-
тов, по сравнению со штаммом GM2 (табл. 4).

Способность бактерий B. subtilis GM2 и GM5
ингибировать рост не только грамотрицательных
бактерий, но и фитопатогенных микромицетов
является важной характеристикой пробиотиков,
поскольку корма (пшеница, кукуруза и другое
растительное сырье) могут быть заражены фито-
патогенными грибами, многие из которых явля-
ются продуцентами микотоксинов (Oldenburg
et al., 2017; Karlsson et al., 2017). Микромицеты ро-
да Fusarium относятся к одной из важнейших
групп продуцентов различных микотоксинов
(Moretti et al., 2013).

В геноме штамма GM2 нами идентифицирова-
ны гены, ответственные за синтез циклических
липопептидов итурина А, бацилломицина L и
сурфактина, а также дипептидного антибиотика
бацилизина; в геноме штамма GM5 идентифици-
рованы гены, ответственные за синтез цикличе-
ских антибиотиков фенгицина и сурфактина
(Mardanova et al., 2017).

Исследовали антибактериальную активность
фракции липопептидов B. subtilis GM2 и GM5,
которую выделяли из культуральной жидкости
бактерий, выращенных на среде, содержащей
мальтозу (среда № 1), в течение 72 ч. Ингибирую-
щую активность липопептидов исследовали дис-
ко-диффузионным методом в отношении разных
видов энтеробактерий – Salmonella typhimurium,
E. coli, K. oxytoca (табл. 5). Липопептиды B. subtilis

Рис. 5. Ингибиторный анализ протеолитической активности в культуральной жидкости штаммов B. subtilis GM2 (а, б),
В – GM5 (в, г) в среде № 1 (а, в) и среде LB (б, г) на 20 ч. К (контроль) – активность в культуральной жидкости без
ингибиторов (100%). 1 – остаточная активность в присутствии 1,10-фенантролина, 2 – остаточная активность в при-
сутствии PMSF.
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Рис. 6. Фитатгидролизующая активность B. subtilis
GМ2 и GМ5, рост бактерий на среде PSM, 37°С.
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GM2 и GM5 проявляли антагонистическую ак-
тивность в отношении всех исследованных тест-
культур, однако в случае штамма B. subtilis GM5
ингибирующий эффект был выше, что свидетель-
ствовало о его более высокой антибактериальной
и антигрибной активности.

Таким образом, изолированные из ризосферы
штаммы B. subtilis GM2 и GM5 характеризуются
антагонистическими свойствами против фитопа-
тогенных микромицетов, патогенных и условно-
патогенных энтеробактерий, что может быть обу-
словлено действием липопептидов. За счет этих

метаболитов бациллы способны подавлять пато-
генную и условно-патогенную микрофлору. Спо-
ры исследуемых бактерий обладали устойчиво-
стью к желчи и широкому диапазону рН среды.
Вегетативные клетки бацилл обладали способно-
стью к синтезу протеолитических и фитатгидроли-
зующих ферментов, что важно для повышения пи-
щеварительных функций при добавлении штаммов
в корма. На основании полученных результатов
можно сделать заключение, что штаммы B. subtilis
GM2 и GM5 перспективны для использования в
качестве пробиотиков.

Таблица 3. Прирост массы тела мышей на 21 сут при пероральном введение взвеси бактерий B. subtilis GM2 и GM5

B. subtilis GM2, КОЕ/животное B. subtilis GM5, КОЕ/животное

106 107 108 106 107 108

4.20 ± 0.30 13.67 ± 0.68 14.13 ± 0.71 2.60 ± 0.13 8.60 ± 0.43 7.54 ± 0.37

Рис. 7. Антагонистическая активность B. subtilis GM2 и GM5 в отношении Salmonella typhimurium (а) и F. avenacium (б, в).
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GM2
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Таблица 4. Ингибирование* роста микромицетов штаммами B. subtilis GM2 иGM5

* Метод блоков.

Микромицеты
Радиус колонии микромицета, мм

Контроль B. subtilis GM2 B. subtilis GM5

1 F. avenaceum 42 ± 2.5 18 ± 1.0 24 ± 1.5
2 F. oxysporum 37 ± 2.0 17 ± 1.0 21 ± 1.3
3 F. redolens 38 ± 2.0 13 ± 0.7 17 ± 1.0
4 F. solani 43 ± 2.5 14 ± 0.8 19 ± 1.0

Таблица 5. Ингибирование* роста энтеробактерий суммарной фракцией липопептидов B. subtilis GM2 и GM5

* Диско-диффузионный метод.

Тест-культура
Диаметр зоны подавления роста, мм

B. subtilis GM2 B. subtilis GM5

S. enterica typhimurium 14.2 ± 0.71 17.4 ± 0.87

E. coli 15.0 ± 0.79 15.0 ± 0.75

K. oxytoca 14.2 ± 0.71 18.2 ± 0.91
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New Bacillus subtilis Strains as Promising Probiotics
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Abstract—The properties of new B. subtilis strains, GM2 and GM5, isolated from potato rhizosphere and
possessing high antimicrobial activity, were investigated and their potential use as probiotics was character-
ized. Bacterial spores were resistant to bile and a wide pH range of the medium. B. subtilis strains GM2 and
GM5 were shown to possess proteolytic and phytatehydrolyzing activities and proved to be safe for model an-
imals. The strains were also characterized by antagonistic properties against phytopathogenic micromycetes,
as well as against pathogenic and opportunistic enterobacteria. It is concluded that strains of B. subtilis GM2
and GM5 are promising for use as probiotics.

Keywords: Bacillus subtilis GM2 and GM5, characteristics of strains, proteolytic activity, antimicrobial activ-
ity, probiotics
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Термофильная анаэробная хемолитоавтотрофная бактерия (штамм SU872T) выделена из мелковод-
ной морской гидротермы острова Кунашир. Клетки штамма SU872T подвижные, грамотрицатель-
ные, овальные или палочковидные, 0.5–0.6 мкм толщиной и 1.5–2.0 мкм длиной, растущие одиноч-
но или парами. Штамм SU872T растет при температуре от 50 до 79°C (оптимум 74°C), значениях pH
от 5.0 до 8.0 (оптимум 6.7–7.0) и концентрации NaCl 1.5–4.5%. Штамм SU872T способен расти за
счет диспропорционирования элементной серы, тиосульфата или сульфита; единственным источ-
ником углерода служит  Рост стимулируется в присутствии ферригидрита (слабокри-
сталлический оксид Fe(III)) в качестве вещества, химически связывающего сульфид. Сульфат не
используется в качестве акцептора электронов. Штамм SU872T также растет с элементной серой,
тиосульфатом или сульфитом, но не сульфидом, в качестве донора электронов и нитратом в каче-
стве акцептора электронов, образуя сульфат и аммоний. Анализ нуклеотидной последовательности
гена 16S рРНК штамма SU872T показал 97.8% сходства с типовым штаммом Thermosulfurimonas dis-
mutans S95T (филум Thermodesulfobacteria). По результатам ДНК–ДНК гибридизации уровень сход-
ства геномной ДНК штаммов SU872T и T. dismutans S95T составил 48%. На основании фенотипиче-
ских характеристик и данных филогенетического анализа предлагается отнести данный изолят к
новому виду рода Thermosulfurimonas, как Thermosulfurimonas marina sp. nov. с типовым штаммом
SU872T (=DSM 104922T, =VKM B-3177T, =UNIQEM SU872T).

Ключевые слова: термофильные бактерии, анаэробы, автотрофные микроорганизмы, диспропор-
ционирование серы, аммонификация нитрата, Thermodesulfobacteria
DOI: 10.1134/S0026365618040080

Микроорганизмы, диспропорционирующие
соединения серы (элементная сера, тиосульфат,
сульфит), играют заметную роль в биогеохимиче-
ском цикле серы современной биосферы и, воз-
можно, участвовали в трансформации серных со-
единений в ранние эпохи существования Земли
(Bak, Cypionka, 1987; Thamdrup et al., 1993;
Philippot et al., 2007; Wacey et al., 2011). К настоя-
щему времени описано около 30 видов бактерий,
способных получать энергию для роста за счет
диспропорционирования соединений серы.
Большинство мезофильных серодиспропорцио-
наторов, населяющих пресноводные и морские
осадки, содовые озера и антропогенные экоси-
стемы, относятся к классу Deltaproteobacteria (Fin-

ster, 2008). Термофильные серодиспропорциониру-
ющие микроорганизмы известны среди представи-
телей филумов Proteobacteria, Thermodesulfobacteria и
Firmicutes. Местообитаниями этих термофилов
являются глубоководные и мелководные морские
гидротермы и континентальные горячие источники
(Slobodkin et al., 2012, 2013, 2016; Kojima et al., 2016;
Slobodkina et al., 2016, 2017b). Шесть из семи опи-
санных термофильных серодиспропорционато-
ров – облигатные автотрофы; таким образом, эти
микроорганизмы могут потенциально выполнять
функцию первичных продуцентов органического
вещества в термальных экосистемах.

2 3CO HCO .−

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ
СТАТЬИ
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В настоящей работе приводится описание
штамма экстремально-термофильного, авто-
трофного, серодиспропорционирующего микро-
организма, выделенного из мелководной мор-
ской гидротермы острова Кунашир, и отнесeнно-
го нами к новому виду рода Thermosulfurimonas.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Источник выделения. Образец донного осадка

и гидротермального флюида был отобран из мел-
ководной морской гидротермы, расположенной
на глубине 12 м в Охотском море, в 250 м от берега
острова Кунашир (Сахалинская обл., РФ). GPS
координаты – 44°29.469′ N, 146°06.247′ E. Темпе-
ратура в месте отбора варьировала от 60 до 84°C,
pH составлял 6.0–6.5.

Среды и культивирование. Для выделения и
рутинного культивирования штамма SU872T

использовали анаэробную среду морской соле-
ности, содержащую элементную серу (FLAKES
sulfur (Aerosol), “Sigma-Aldrich”, 5 г/л) и ферри-
гидрит (слабокристаллический оксид Fe(III),
90 ммоль Fe(III)/л). Среда также содержала мик-
роэлементы и витамины, конечный pH составлял
6.7–6.8. Состав и способы приготовления среды
полностью идентичны описанным в статье (Slo-
bodkin et al., 2012). Культивирование проводили в
анаэробных пробирках Хангейта объeмом 17 мл,
заполненных 10 мл среды; газовая фаза CO2
(100%).

Физиология роста. Определение диапазонов
температуры, pH и солености проводили на сре-
де, применявшейся для выделения. Среды с раз-
личными значениями pH создавали путем внесе-
ния в отдельные пробирки стерильных растворов
3 N HCl или 5% NaOH; pH измеряли как до вне-
сения инокулята, так и в выросшей культуре.
Ввиду значительной буферной емкости среды,
изменения pH в процессе роста не превышали
±0.15 ед. Возможность использования органиче-
ских субстратов проверяли в присутствии дрож-
жевого экстракта (0.2 г/л). Эксперименты по ис-
пользованию акцепторов электронов проводили
в отсутствие элементной серы или ферригидрита.

Другие методы. Световая и электронная микро-
скопия, анализ Fe(II), выделение ДНК, определе-
ние Г + Ц и ДНК–ДНК-гибридизация проводи-
лись по методикам, описанным ранее (Slobodkin
et al., 1999). Сульфид и аммоний определялись
колориметрически, а сульфат и нитрат – с помо-
щью высокоэффективной жидкостной хроматогра-
фии, как описано в статье Слободкиной и соавт.
(Slobodkina et al., 2017a). Состав клеточных жир-
ных кислот анализировали методом хромато-
масс-спектрометрии (Zhilina et al., 2012).

Филогенетический анализ. Выделение геномной
ДНК, амплификация гена 16S рРНК и его секвени-

рование выполняли по методикам, описанным в
статьях Слободкиной и соавт. (Slobodkina et al.,
2012, 2013). Нуклеотидную последовательность
гена собирали из полученных фрагментов длиной
500–800 п.н. с помощью программы BioEdit Se-
quence Аlignment Editor (Hall, 1999). Сравнение
нуклеотидных последовательностей генов 16S
рРНК выделенных чистых культур с последова-
тельностями генов 16S рРНК, содержащимися в
базе данных GenBank NCBI (Benson et al., 1999),
проводили при помощи программ BLAST
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi, Altschul et al.,
1990) или EzTaxon-e server (http://www.ezbioclo-
ud.net/eztaxon, Yoon et al., 2017). Выравнивание
последовательностей генов 16S рРНК выбранных
родственных микроорганизмов проводили с по-
мощью программ CLUSTAL W или MUSCLE,
входящих в пакет программ для филогенетиче-
ского анализа MEGA (Tamura et al., 2013). Этот же
пакет программ использовали для построения
филогенетических деревьев. Нуклеотидная по-
следовательность гена 16S рРНК штамма SU872T

депонирована в GenBank под номером KY953157.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Получение чистой культуры. Накопительные
культуры были получены путем внесения при-
родного образца (около 10% об.) в стерильную
анаэробную среду, содержащую элементную серу
и ферригидрит. После инкубации накопительных
культур при 65°C в течение 7 сут цвет ферригидрита
изменился с коричневого на черный, указывая на
восстановление Fe(III); сера также изменила цвет с
желтого на серый. После трех последовательных
пересевов (5% об.) культура была посеяна мето-
дом 10-кратных серийных разведений в жидкой
среде того же состава. В последнем разведении,
показавшем рост (10–8), наблюдался только один
морфологический тип клеток. Десятикратные
разведения были повторены еще дважды, и куль-
тура, выросшая в последнем разведении, получи-
ла обозначение штамм SU872T. Результаты секве-
нирования гена 16S рРНК подтвердили чистоту
культуры. Попытки получить рост колоний в
анаэробных условиях на твердой среде методом
roll-tube или в толще 1% Gelrite gellan gum или 1%
агара, не привели к положительным результатам.

Характеристики клеток. Клетки штамма
SU872T представляли собой овалы или короткие
палочки, 0.5–0.6 мкм толщиной и 1.5–2.0 мкм
длиной, растущие одиночно или парами, и были
подвижны за счет единичного полярного жгутика
(рис. 1а). Образования эндоспор не наблюдалось
на протяжении 30 сут культивирования. Ультра-
тонкие срезы выявили, что штамм SU872T облада-
ет грамотрицательным типом клеточной стенки
(рис. 1б).
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Физиология роста. Штамм SU872T рос при тем-
пературах от 50 до 79°C, с оптимумом роста при
74°C. Рост не наблюдался при 89°C и выше и при
42°C и ниже, при инкубации в течение 20 сут.
Диапазон pH для роста составлял 5.0–8.0 (опти-
мум 6.7–7.0), роста не отмечалось при pH 4.2 или
8.5. Штамм SU872T рос при концентрации NaCl в
среде от 1.5 до 4.5% (вес/об.); при 1.0 и 5.0% NaCl
роста не происходило.

Литоавтотрофный рост. Штамм SU872T рос ли-
тоавтотрофно с элементной серой (5 г/л) в каче-
стве единственного источника энергии и

 в качестве единственного источника
углерода. Рост клеток сопровождался диспропор-
ционированием элементной серы с образованием
сульфата и сульфида. Рост за счет диспропорцио-
нирования был возможен только в присутствии в
среде культивирования ферригидрита (слабокри-
сталлический оксид Fe(III)), который химически
связывал образующийся сульфид и восстанавли-
вался при этом в черный немагнитный осадок,
предположительно гидротроилит (FeS · nH2O). В
этих условиях максимальная плотность клеток
через 24–27 ч культивирования составляла 1.0–
1.1 × 108 клеток/мл, а время удвоения – 50 мин–1.
В присутствии ферригидрита, штамм SU872T так-
же был способен расти за счет диспропорциони-
рования тиосульфата (10 мM) или сульфита
(5 мM), образуя сульфат и сульфид. Добавление
дрожжевого экстракта (0.2 г/л) не стимулировало
рост при диспропорционировании элементной
серы, тиосульфата или сульфита. Штамм SU872T

был способен расти литоавтотрофно с элемент-
ной серой (5 г/л), тиосульфатом (10 мM) или
сульфитом (5 мM) в качестве донора электронов и
нитратом (10 мM) в качестве акцептора электронов,
образуя сульфат и аммоний в качестве конечных
продуктов. Единственным источником углерода,
как и при росте за счет диспропорционирования со-
единений серы, являлся  При росте с
элементной серой и нитратом из 10 ± 0.52 мM нит-
рата образовывалось 9.85 ± 0.52 мM аммония. В
этих условиях максимальная плотность клеток
через 46–50 ч культивирования составляла 2.0–
2.1 × 108 клеток/мл, а время удвоения 8.4 ч. При-
сутствия ферригидрита в среде культивирования
для роста штамма SU872T за счет восстановления
нитрата не требовалось. Количественные опреде-
ления при росте с сульфитом и тиосульфатом бы-
ли затруднены тем, что эти соединения частично
химически окисляются в присутствии нитрата
или ферригидрита. При инкубации неинокули-
рованных контролей с нитратом (10 мM) при
65°С в течение 7 сут концентрация сульфита
уменьшалась приблизительно на 40%, а тиосуль-
фата – на 30%. Однако оставшегося количества

2 3CO HCO−

2 3CO HCO .−

сульфита и тиосульфата хватало для устойчивого
роста штамма SU872T.

Неиспользуемые доноры и акцепторы электро-
нов. Добавление H2/CO2 (80 : 20 об./об. в газовой
фазе), формиата, метанола, этанола, н-пропанола,
изо-пропанола, бутанола, ацетата, пропионата, бу-
тирата, лактата, пирувата, фумарата, сукцината,
тартрата, оксалата, цитрата, глицерина, глицина,
аланина (каждый субстрат 10 мM) или пептона
(2.5 г/л) в среду, содержащую элементную серу и
ферригидрит, не стимулировало рост штамма
SU872T. Штамм SU872T не рос с тиосульфатом
(10 мM) в качестве акцептора электронов и
H2/CO2 (80 : 20 об./об. в газовой фазе) в качестве
донора электронов. Штамм не сбраживал глюко-
зу, фруктозу, мальтозу, лактозу, сахарозу, целло-
биозу, арабинозу и малат (каждый субстрат
20 мM). Штамм SU872T не восстанавливал суль-
фат, фумарат, Fe(III) цитрат, 9,10-антрахинон
2,6-дисульфонат (каждый субстрат 10 мM),
ферригидрит (90 ммоль Fe(III)/л) и кислород

Рис. 1. Электронные микрографии штамма SU872T:
а – негативно окрашенные клетки со жгутиком; б –
ультратонкие срезы, показывающие тип клеточной
стенки. Длина масштабной линейки – 1 мкм.

(a)

(б)
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(3.0 или 20% об./об. в газовой фазе) с ацетатом,
лактатом, этанолом, пируватом, малатом, пепто-
ном или H2 в качестве доноров электронов.

Состав клеточных жирных кислот. Клеточные
жирные кислоты штамма SU872T были представ-
лены смесью насыщенных и мононенасыщенных
линейных и разветвленных (изо- и антеизо-) кис-
лот. Основными кислотами являлись антеизо-C17:0
и C18:0 (соответственно, 38.9 и 25.0% от общего ко-
личества жирных кислот). В значительном коли-
честве присутствовали C17:0 (9.9%), С16:0 (9.2%) и
изо-С16:0 (6.1%).

Г + Ц состав и филогенетический анализ. Со-
держание Г + Ц в геномной ДНК штамма SU872T

составляло 54.9 мол. % (Tm). Сравнение 1537 нук-
леотидов гена 16S рРНК штамма SU872T с нуклео-
тидными последовательностями, депонироваными
в GenBank, показало 97.8% сходства с геном 16S
рРНК типового вида рода Thermosulfurimonas –
T. dismutans S95T (филум Thermodesulfobacteria)
(рис. 2). По результатам ДНК–ДНК-гибридиза-
ции уровень сходства геномной ДНК штаммов
SU872T и T. dismutans S95T составил 48%.

ОБСУЖДЕНИЕ

Штамм SU872T выделен из мелководной мор-
ской гидротермы, расположенной вблизи острова
Кунашир. Экологическую зону, в которой нахо-
дится этот гидротермальный выход, можно клас-
сифицировать как талассосублитораль островной
дуги. Мелководные морские гидротермы имеют ряд
черт, присущих как наземным, так и глубоковод-
ным термальным системам; микробные сообще-
ства мелководных морских гидротерм изучены ме-
нее подробно, чем глубоководных (Price, Giovannel-
li, 2017). Интересно, что из той же самой природной
пробы недавно был выделен другой термофильный
серодиспропорционирующий микроорганизм –
Dissulfurirhabdus thermomarina, относящийся к
классу Deltaproteobacteria (Slobodkina et al., 2016).
Dissulfurirhabdus thermomarina развивается в тем-
пературном интервале 25–58°C (оптимум 50°C)
и, в отличие от штамма SU872T, не способен расти
за счет восстановления нитрата с использованием
соединений серы в качестве донора электронов.
Таким образом, штамм SU872T является первым
микроорганизмом, обитающим в мелководных
морских гидротермах, для которого показана

Рис. 2. Филогенетическое дерево, построенное на основании нуклеотидных последовательностей гена 16S рРНК, по-
казывающее положение штамма SU872T и ближайших родственных организмов. Длина масштабной линейки соответ-
ствует одной замене на 100 нуклеотидов.
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способность к диссимиляционной аммонифика-
ции нитрата, идущего с окислением серных со-
единений, – процесса, недавно обнаруженного у
бактерий из глубоководных морских гидротерм
(Slobodkina et al., 2017a).

Результаты анализа нуклеотидной последова-
тельности гена 16S рРНК однозначно определяют
штамм SU872T как представителя рода Thermosul-
furimonas. К настоящему времени род Thermosul-
furimonas включает единственный вид – T. dis-
mutans, выделенный из глубоководной морской
гидротермы, расположенной в спрединговом
центре Лау, Тихий океан (Slobodkin et al., 2012). По
своим основным физиологическим свойствам, та-
ким как способность расти за счет диспропорцио-
нирования соединений серы или нитратредукции,
сопряженной с анаэробным окислением серных
соединений, штамм SU872T сходен с T. dismutans.
Дифференцирующие характеристики штамма
SU872T и T. dismutans представлены в табл. 1. Наи-
более заметными отличиями являются неспособ-
ность штамма SU872T к росту с молекулярным во-
дородом в качестве донора электронов и тиосуль-
фатом в качестве акцептора электронов, а также
более низкая температурная граница роста. Кро-
ме этого, результаты ДНК–ДНК-гибридизации
между штаммами SU872T и T. dismutans S95T ука-
зывают на принадлежность данных микроорга-
низмов к разным видам. Таким образом, на осно-
вании генотипических и фенотипических харак-
теристик мы предлагаем отнести штамм SU872T к
новому виду рода Thermosulfurimonas – Thermosul-
furimonas marina sp. nov.

Описание Thermosulfurimonas marina sp. nov.
Thermosulfurimonas marina (ma.ri’na. Лат. жен.

прил. морской, относится к месту обитания).

Клетки овальные или палочковидные, 0.5–
0.6 мкм толщиной и 1.5–2.0 мкм длиной, расту-
щие одиночно или парами. Подвижны за счет
единичного полярного жгутика. Тип клеточной
стенки грамотрицательный. Рост при температу-
ре от 50 до 79°C (оптимум 74°C), значениях pH от
5.0 до 8.0 (оптимум 6.7–7.0) и концентрации NaCl
1.5–4.5%. Растет хемолитоавтотрофно за счет
диспропорционирования элементной серы, тио-
сульфата или сульфита с образованием сульфата
и сульфида; единственным источником углерода
служит  Рост стимулируется в при-
сутствии ферригидрита (слабокристаллический
оксид Fe(III)) в качестве вещества, химически
связывающего сульфид. Растет с элементной се-
рой, тиосульфатом или сульфитом в качестве до-
нора электронов и нитратом в качестве акцептора
электронов, образуя сульфат и аммоний. Не ис-
пользует H2, формиат, метанол, этанол, н-пропа-
нол, изо-пропанол, бутанол, ацетат, пропионат,
бутират, лактат, пируват, фумарат, сукцинат, тарт-
рат, оксалат, цитрат, глицерин, глицин, аланин и
пептон в качестве донора электронов с элемент-
ной серой или ферригидритом в качестве акцепто-
ра электронов. Не растет с тиосульфатом в каче-
стве акцептора электронов и H2 в качестве донора
электронов. Не сбраживает глюкозу, фруктозу,
мальтозу, лактозу, сахарозу, целлобиозу, араби-
нозу и малат. Не восстанавливает сульфат,
ферригидрит, Fe(III) цитрат, фумарат, 9,10-ан-
трахинон 2,6-дисульфонат и кислород (3.0 или
20% об./об. в газовой фазе) с ацетатом, лактатом,
этанолом, пируватом, малатом, пептоном и H2 в
качестве доноров электронов.

Типовой штамм SU872T (=DSM 104922T,
=VKM B-3177T, =UNIQEM SU872T) выделен из
мелководной морской гидротермы острова Ку-

2 3CO HCO .−

Таблица 1. Дифференцирующие характеристики штамма SU872T и Thermosulfurimonas dismutans S95T

* Данные настоящего исследования.
** Данные из статьи Slobodkin et al., 2012.

Характеристика Штамм SU872T* T. dismutans S95T**

Местообитание Мелководная морская гидротерма Глубоководная морская гидротерма

Диапазоны роста:

температура, °C (оптимум) 50–79 (74) 50–92 (74)

pH (оптимум) 5.0–8.0 (7.0) 5.5–8.0 (7.0)

концентрация NaCl, % об. 1.5–4.5 1.5–3.5

Рост на – +

Содержание Г + Ц (мол. %) 48 52

2
2 2 3H S O −
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нашир. Содержание Г + Ц в геномной ДНК
54.9 мол. % (Tm).

Работа выполнена при финансовой поддержке
гранта РНФ 17-74-30025. Штамм поддерживается в
Коллекции уникальных и экстремофильных мик-
роорганизмов различных физиологических групп
биотехнологического назначения (“UNIQEM”) с
присвоением ему каталожного номера SU872T.
Анализ липидов выполнен при поддержке гранта
Президента РФ МК-3801.2018.4.
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Thermosulfurimonas marina sp. nov., an Autotrophic Sulfur-Disproportionating 

and Nitrate-Reducing Bacterium Isolated from a Shallow-Sea Hydrothermal Vent

A. A. Frolova1, G. B. Slobodkina1, R. V. Baslerov2, A. A. Novikov3,
E. A. Bonch-Osmolovskaya1, and A. I. Slobodkin1, *
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Abstract—A thermophilic, anaerobic, chemolithoautotrophic bacterium (strain SU872T) was isolated from a
shallow-sea hydrothermal vent at Kunashir Island. The cells were motile, gram-negative, oval or rod-shaped
0.5–0.6 μm thick and 1.5–2.0 μm long, occurring singly or in pairs. Strain SU872T grew at 50 to 79°C (opti-
mum at 74°C), pH from 5.0 to 8.0 (optimum at 6.7–7.0), and NaCl concentration of 1.5–4.5%. Strain
SU872T was able to grow by disproportionation of elemental sulfur, thiosulfate, or sulfite, with

as the sole carbon source. Growth was enhanced in the presence of ferrihydrite (poorly crystal-
line Fe(III) oxide) as as a sulfide-scavenging agent. Sulfate was not used as an electron acceptor. Growth also
occurred with elemental sulfur, thiosulfate, or sulfite (but not sulfide) as electron donors and nitrate as an
electron acceptor, with production of sulfate and ammonium. Analysis of the 16S rRNA gene sequence re-
vealed 97.8% similarity between strain SU872T and the type strain Thermosulfurimonas dismutans S95T (phy-
lum Thermodesulfobacteria). According to the results of DNA–DNA hybridization, the similarity of genomic
DNA of the strains SU872T and T. dismutans S95T was 48%. Based on its phenotypic characteristics and the
results of phylogenetic analysis, it is proposed to assign the isolate to a new species of the genus Thermosul-
furimonas, – Thermosulfurimonas marina sp. nov., with the type strain SU872T (=DSM 104922T, =VKM B-
3177T, =UNIQEM SU872T).

Keywords: thermophilic bacteria, anaerobes, autotrophic microorganisms, sulfur disproportionation, nitrate
ammonification, Thermodesulfobacteria
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Проведено комплексное исследование воды и цианобактериальных матов в Могойском и Шурин-
динском источниках азотных терм (Байкальская рифтовая зона) гидрохимическими, химическими,
микробиологическими и минералогическими методами. Дано детальное описание местонахождения
источников и выявлены их характерные особенности. По химическому составу источники отнесены к
фторидно-гидрокарбонатному (Могойский) и гидрокарбонатно-сульфатному (Шуриндинский) типам
с высоким содержанием фтора, что объясняется процессами взаимодействия инфильтрационных
вод с вмещающими породами. В исследованных источниках выявлено 7 родов и 14 видов цианобак-
терий. Развитие цианобактерий в микробных матах наблюдалось на выходах вод при температуре
37.8−76.6°С. В микробных матах исследованных источников доминирует хлорофилл а, что указыва-
ет на преобладание цианобактерий в составе мата. В микробных матах обнаружено отложение пи-
рита различной формы, целестина (SrSO4), флюорита (CaF2), карбоната кальция, самородной серы,
барита, аморфного кремнезема.

Ключевые слова: цианобактерии, минералообразование, гидротермы
DOI: 10.1134/S0026365618040171

Изучение азотных термальных вод Байкаль-
ской рифтовой зоны (БРЗ) было начато в про-
шлом столетии, но в основном исследования
ограничивалось определением их температурных
и гидрохимических характеристик (Албагачиева,
1965; Ткачук и соавт., 1957; Ломоносов, 1974; Бори-
сенко, Замана, 1978). В последние десятилетия нача-
лись более активные исследования микробиологии
и гидрохимии этих источников (Намсараев, 2006;
Лазарева и соавт., 2010; Намсараев и соавт., 2011;
Плюснин и соавт., 2013; Шварцев и соавт., 2015).
Начаты исследования видового разнообразия ци-
анобактериальных сообществ термальных экоси-
стем БРЗ, изучено влияние температуры и других
физико-химических факторов на их развитие
(Брянская, 2002; Намсараев, 2006; Лазарева и со-
авт., 2010; Намсараев и соавт., 2011, Цыренова и
соавт., 2011). В этой связи представляло интерес
исследование ранее детально не изученных из-за
труднодоступности гидротерм Баунтовского рай-
она Республики Бурятии также относящихся к
БРЗ. Это Могойский источник, имеющий макси-
мальные для азотных терм БРЗ температуру и со-

держание фтора, а также высокотемпературный
Шуриндинский источник.

На выходе многих термальных источников на-
блюдается образование карбонатной (траверти-
новой) постройки, которую связывают непосред-
ственно с деятельностью микробного сообщества
(Татаринов и соавт., 2005). Кроме аккумуляции
отдельных элементов, микроорганизмы создают
благоприятные условия для биогенного осажде-
ния таких минералов, как карбонаты, сульфаты,
фосфаты, силикаты. При этом вследствие сдвига
карбонатного равновесия, цианобактерии вносят
наибольший вклад в осаждение карбонатов каль-
ция (Орлеанский, Герасименко, 1982; Заварзин,
2002; Chafetz et al., 1991). Ранее участие микроор-
ганизмов в минералообразовании исследовалось
в термальных источниках Японии (Tazaki et al.,
1995), Йеллоустона (Guidry, Chafetz, 2003), Юж-
ного Китая (Peng et al., 2007), Камчатки (Лазарева
и соавт., 2012) и др. Также было изучено минера-
лообразование в цианобактериальных матах ще-
лочных гидротерм Баргузинской впадины (Брян-

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ
СТАТЬИ
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ская и соавт., 2006; Лазарева и соавт., 2010; Цыре-
нова и соавт., 2013; Будагаева и соавт., 2014), и
видовое разнообразие цианобактериальных со-
обществ экосистем Байкальской рифтовой зоны
(Брянская, 2002; Намсараев, 2006; Цыренова и
соавт., 2011). Исследования рассматриваемых
термальных источников не только расширят дан-
ные по биологическому разнообразию и физико-
химическим условиям развития цианобактери-
альных сообществ, но и дадут новые сведения по
экстремофильному биогенному минералообразо-
ванию.

Исходя из этого, целью данной работы явля-
лось изучение видового разнообразия цианобак-
терий в азотных термах Могойского и Шурин-
динского источников, входящих в Баунтовскю
группу (Замана, Аскаров, 2010), и определение их
роли в минералообразовании.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
В ноябре 2009 г. из источников Могойский и

Шуриндинский, расположенных в бассейне
р. Ципа Баунтовского района Республики Буря-
тия, были отобраны пробы для гидрохимического
и микробиологического анализа (рис. 1).

Могойский источник (55°28.436′ с.ш.,
113°26.337′ в.д.) расположен на левобережной тер-
расе р. Могой. В литературе он описан также как
Ципинский, Уакитский, Францевский (Ткачук и
соавт., 1957). Последнее название принято среди
местного населения. Источник представляет со-
бой термальное поле с многочисленными (около
40) выходами, сгруппированными в две полосы
субширотного простирания, разделенные невы-

соким (до 1 м) песчано-гравийным куполом. Са-
мые высокотемпературные струи находятся меж-
ду полосами ближе к западной части поля, в двух
термы непрерывно и интенсивно газируют. Сток
из них направлен в противоположные стороны в
термальные ручьи с расходами 20–25 и 50–60 л/с,
соответственно, в северном и южном потоках. Об-
щая протяженность термального поля 170–180 м
при ширине до 100 м. Максимальная температура
источника оказалась выше известной по литера-
турным данным – 83.7°С против 81–82°С (Бори-
сенко, Замана, 1978).

Для источника характерны обильные бактери-
альные образования в виде многослойных лежа-
щих на грунте или прикрепленных к берегам ручьев
матов зеленого, белого, бурого, коричневого цветов
с полупрозрачным студенистым нижним слоем. В
выходе с температурой 76.6°С наблюдались не
встречавшиеся на других выходах грязно-серые
нитчатые образования, одним концом прикреп-
ленные к грунту, свободно плавающие в потоке. В
другом выходе с температурой 65.3°С также на-
блюдали необычные нитевидные образования
бурого цвета.

Пробы воды, микробных матов и донных от-
ложений были отобраны на 5 станциях непосред-
ственно на выходах термальных вод (Mog 1–5).
Максимальная температура воды (83.7°С) отме-
чена на станции Mog 1, температура воды источ-
ника на других станциях уменьшается до 37.8°С.

Шуриндинский источник (55°13.565′ с.ш.,
113°30.743′ в.д.) представлен многочисленными
выходами в русле р. Горячая правобережного
притока р. Ципа в ее приустьевой части. Русло и

Рис. 1. Карта Байкальской рифтовой зоны с указанием основных гидротерм Бурятии: 1 – гидротермы Баунтовской
группы; 2 – гидротермы Баргузинской долины; 3 – гидротермы Восточных Саян.

55°
с.ш.

50°

100° 105° 110° 115° в.д.

Москва
РОССИЯ

Озер
о Б

айка
л

БУРЯТИЯ

Точки отбора 
проб

C

1
2

3



МИКРОБИОЛОГИЯ  том 87  № 4  2018

РАЗНООБРАЗИЕ ЦИАНОБАКТЕРИЙ 375

береговые уступы реки сложены полевошпатовы-
ми песками с гравием. Общая протяженность
площадки, на которой разгружаются термальные
воды, составляет 0.8–1.0 км. Температура в иссле-
дованных выходах изменялась от 41.6 до 70.6°С. В
отдельных выходах источника образовался чер-
ный ил и илистый песок с запахом сероводорода.
Общий расход источника 35–40 л/с. Пробы воды,
микробных матов и донных отложений были ото-
браны на 3 станциях также на выходах термальных
вод (Shur 1–3). На станции Shur 1 температура воды
составила 70.6°С; вниз по ручью она понижалась
до 57°С.

Температура воды в источниках измерялась
термометром Checktemp 1 (“Hanna Instruments”),
рН – портативным потенциометром (рН-Meter
CG 837), окислительно-восстановительный по-
тенциал – портативным измерителем редокс-по-
тенциала ORP (Португалия). Общая минерализация
рассчитывалась по сумме основных ионов. Пробы
воды, микробных матов, донных осадков и илов от-
бирали в стерильные емкости. В лабораторных усло-
виях пробы хранили при температуре 10°С.

Основной ионный, макро- и микроэлемент-
ный состав вод определяли в сертифицированной
лаборатории ИПРЭК СО РАН. Содержание ос-
новных катионов, Fe, Sr и Ba определяли атомно-
абсорбционным методом на спектрофотометре
SOLAAR-6M (Германия) в ацетиленовом пламе-
ни и с электротермической атомизацией (ГОСТ
31870-2012), фтора и хлора – потенциометрически с
применением ионоселективных электродов, 
и  – потенциометрическим титрованием,

– турбидиметрическим (РД 52.24.360-2008),
кремния, форм азота и фосфора – спектрофотомет-
рическим методами (ПНД Ф 14.1:264.215-06, 14.1:2.1-
95, 14.1:2:4.3-95, 14.1:2:4.4-95, 14.1:2.106:4.215-06). Для
определения сероводорода пробы на месте кон-
сервировали 2% раствором ацетата цинка. На
гидросульфид-ион пробы анализировали фото-
метрическим методом с NN'-диметил-п-фени-
лендиамином (микроколичество) (метод 8131
HACH Lange) или потенциометрически (макро-
количество) (ГОСТ 22387.2-2014) с предваритель-
ной фиксацией антиоксидантным буфером
(смесь трилона Б с аскорбиновой кислотой и ед-
ким натром). Приборы калибровались по стан-
дартным образцам.

Определение таксономической принадлежно-
сти цианобактерий на основании морфологиче-
ских признаков проводили по Еленкину, Голлер-
баху (Еленкин, 1949; Голлербах и соавт., 1953).
Микроскопирование проб осуществляли при по-
мощи световых микроскопов Axiostar Plus и
Axioskop 2 Plus (“Carl Zeiss, Германия”).

Хлорофилла а экстрагировали по стандартной
методике (Чербарджи, 1973). Концентрации пиг-

3HCO−

2
3CO −

2
4SO −

мента рассчитаны по формуле, предложенной в
статье Намсараева (2009). Численность ци-
анобактерий определяли по методу Гензена под-
считыванием клеток в капле воды объемом 0.1 мл
в десяти полях зрения (Нетрусов и соавт., 2005).
Пробы микробных матов для исследования со-
става и микроморфологии минералов упаковыва-
ли с сохранением структуры, затем в лаборатор-
ных условиях разделяли на слои и сушили. Изуче-
ние состава минеральных фаз проводили при
помощи сканирующего электронного микроско-
па Leo Oxford 1430VP (Германия) в Институте
геологии и минералогии СО РАН.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
По результатам химико-аналитических иссле-

дований изученные источники относятся к фто-
ридно-гидрокарбонатному (ист. Могойский) и
гидрокарбонатно-сульфатному типам (ист. Шу-
риндинский). По величине pH воды источников
щелочные (8.85 в ист. Могойский при температу-
ре воды 83.7°С, 8.88 в ист. Шуриндинский при
температуре воды 67.0°С). Минерализация
ист. Могойский составляет 406 мг/дм3, ист. Шу-
риндинский чуть выше – 570 мг/дм3. В большин-
стве случаев на выходах термальные воды имели
восстановительный Eh – в ист. Могойский
‒230 мВ, – 35 мВ в ист. Шуриндинский, что опре-
делялось концентрацией сероводорода (до
14.5 мг/дм3 в ист. Могойский и 7.9 мг/дм3 в ист.
Шуриндинский) (Замана и соавт., 2010). В катион-
ном составе доминировал ион натрия (115.3–
124.5 мг/дм3), в анионом – гидрокарбонат- (140.4–
180.0 мг/дм3) или сульфат-ион (136.0–
175.0 мг/дм3) (табл. 1). Полученные данные по со-
держанию фтора в термах Могойского источника
(26.4–27.0 мг/дм3) подтверждают установленные
ранее значения – до 26.7 мг/дм3 (Ломоносов, 1974).
Высокие концентрации фтора в источниках объяс-
няются одними исследователями частичным по-
ступлением с глубинными флюидами (Алексеев,
1956; Ломоносов, 1974; Сафронов и соавт., 1998),
другими – процессами взаимодействия инфиль-
трационных вод с вмещающими породами (По-
сохов, 1957; Шварцев и соавт., 2015). Мы разделя-
ем точку зрения последних и рассматривали высо-
кое содержание фтора в термах как следствие
замещения его группой ОН– в темноцветных мине-
ралах, в особенности слюдах, – основных носите-
лях фтора в алюмосиликатных породах, и гидролиза
этих минералов. В обычных для термальных вод
БРЗ количествах обнаружен Sr (490–1650 мкг/дм3).
Концентрация кремния колебалась в пределах
28.9–49.6 мг/дм3. Содержание P, Fe и Ba было
незначительно (табл. 1).

В рассматриваемых источниках наблюдалось
интенсивное развитие цианобактериальных матов.
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Они характеризовались многослойной структурой
различной окраски – от зеленого, бурого до корич-
невого цвета. Располагались маты на грунте или
были прикреплены к берегам ручьев. В источнике
Могойский микробные маты обнаружены на
протяжении всего термального поля, температур-
ный диапазон которого варьировал от 37.8°С
вплоть до 83.7°С. Однако структура микробных
матов различалась. При высоких значениях тем-
пературы (76.6°С) развивались маты ярко-зеле-
ного цвета, толщиной 1–2 мм. При понижении
температуры (37.8–65.3°С) обнаружены микроб-
ные маты зеленого цвета, покрытые белым нале-
том. Их толщина достигала 1 см. В Шуриндин-
ском источнике микробные маты были обнару-
жены на всех трех станциях с температурным
диапазоном 57.0–70.6°С. При повышении темпе-
ратуры изменялась структура мата и уменьшалась
его толщина. Данные маты имели различную тол-
щину (0.1–2.0 см) и характеризовались большим
разнообразием цианобактерий (рис. 2). Всего на
обоих источниках выявлены представители 7 ро-

дов и 14 видов цианобактерий (табл. 2). Наиболь-
шим количеством видов представлен род Phor-
midium (7 видов).

В источнике Могойский обнаружено 5 пред-
ставителей рода Phormidium, 2 вида рода Synechoc-
occus, единично представлены роды Gloeocapsa,
Microcystis, и Nostoc. Наиболее часто встречаемы-
ми видами являлись Synechococcus elongates, Syn-
echococcus cedrorum, Phormidium angustissimum и
Ph. valderiae. Наиболее богатым по видовому со-
ставу была проба со станции Mog 4 (9 видов) с тем-
пературой воды 46.4°С, что оптимально для разви-
тия цианобактерий. При дальнейшем повышении
или понижении температуры разнообразие умень-
шалось. В выходе с температурой 65.3°С (Mog 3),
где наблюдались необычные нитевидные образо-
вания бурого цвета, цианобактерии были пред-
ставлены 6-ю видами. В выходе с температурой
76.6°С, где наблюдались не встречавшиеся в дру-
гих источниках грязно-серые нитчатые образова-
ния, разнообразие цианобактерий состояло всего
из 3 видов.

Таблица 1. Химические компоненты воды азотных терм Баунтовской группы (в мг/дм3, Fe, Ba – мкг/дм3)

Компонент/
Станция

ист. Могойский ист. Шуриндинский

Mog 1 Mog 2 Mog 3 Mog 4 Mog 5 Shur 1 Shur 2 Shur 3

Т, °С 83.7 76.6 65.3 46.4 37.8 70.6 67.0 57.0

Na+ 124.3 115.3 120.7 121.9 124.5 178.5 178.5 155.5

K+ 4.11 4.16 4.27 4.16 4.03 4.20 4.33 4.06

Ca2+ 2.12 2.13 2.14 2.38 2.24 6.14 5.73 5.18

Mg2+ 0.12 0.12 0.11 0.11 0.11 0.15 0.12 0.13

2.70 2.25 2.50 0.23 0.12 0.10 0.10 <0.10

180.0 180.0 177.0 170.9 143.4 143.4 143.4 140.4

15.0 9.0 13.5 9.0 12.0 9.0 9.0 3.0

32.8 30.0 40.4 57.5 81.5 175.0 171.0 136.0

HS– 13.2 14.5 8.2 11.8 0.20 7.9 0.03 0.13

Cl– 23.9 15.5 14.6 14.0 12.5 42.0 39.6 38.1

F– 24.9 24.9 25.4 27.0 25.0 19.0 19.5 17.0

0.80 1.08 0.78 1.08 0.90 0.86 0.90 0.98

Si 46.2 49.6 45.0 46.9 43.3 28.9 29.4 28.7

Sr 1.24 0.53 0.51 0.53 0.49 0.25 1.35 1.65

P 0.062 0.050 0.055 0.070 0.055 0.062 0.062 0.058

Fe 29.3 26.9 35.5 23.1 32.9 51.7 46.2 46.5

Ba 8.0 11.0 10.0 11.0 10.0 2.1 8.4 9.1

4NH+

3HCO−

2
3CO −

2
4SO −

3NO−
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По сравнению с источником Могойский, в
ист. Шуриндинский видовое разнообразие ци-
анобактерий было меньше. Характерным обитате-
лем источника Шуриндинский являлся Phormidi-
um valderiae, обнаруженный на всех станциях. В
данном источнике наблюдается определенная за-
висимость развития цианобактерий от температу-
ры. Наибольшее количество видов (5) отмечено на
станции Shur 1 с температурой воды 57.0°С. При
увеличении температуры воды видовое разнообра-
зие заметно уменьшалось. На ст. Shur 2 при повы-
шении температуры на 10°С разнообразие ци-
анобактерий сократилось до 3 видов и было пред-
ставлено только нитчатыми формами.

Таким образом, исследованные источники ха-
рактеризуются достаточно богатым видовым разно-
образием цианобактерий. Температура воды источ-
ников является одним из основных факторов,
влияющих на формирование и развитие цианобак-
териального сообщества. Развитие цианобактерий в
микробных матах наблюдалось в ручье по изливу
термальных вод при температуре 37.8–76.6°С. В дан-
ном диапазоне развиваются как нитчатые, так и од-
ноклеточные виды. При увеличении температуры
разнообразие цианобактерий уменьшается, преоб-
ладают нитчатые формы.

В экстрактах из проб цианобактериальных ма-
тов исследованных источников было определено
содержание хлорофилла а (рис. 3). Оно составляло
18.58–437.16 мкг/см2. Его максимальная концен-
трация зафиксирована в источнике Могойский
(ст. Mog 4), где отмечено наибольшее разнообразие

цианобактерий (9 видов). Максимальное значение
их численности было равным 123.42 млн кл./мл.
Минимальное содержание хлорофилла а выявле-
но в микробных матах станции Mog 5, где также
было отмечено наименьшие значения численно-
сти (32.56 млн кл./мл), но богатый видовой состав
цианобактерий (6 видов). Это можно объяснить
тем, что в видовом составе Mog 5 преобладают од-

Рис. 2. Фото микробных матов источников Баунтов-
ской группы (масштаб соответствует 2 см): мат
ист. Могойский (а); мат ист. Шуриндинский (б).

2

0

2

0

(a)

(б)

Таблица 2. Таксономический спектр цианобактерий азотных терм Баунтовской группы

Таксон/Станция Mog 2 Mog 3 Mog 4 Mog 5 Shur 1 Shur 2 Shur 3

Температура, °С 76.6 65.3 46.4 37.8 70.6 67.0 57.0

рН 8.88 8.92 8.86 8.92 8.87 8.88 8.62

Borzia sp. +
Gloeocapsa bituminosa + + +
G. magma +
Microcystis pulverea + + +
Nostoc sp. +
Phormidium angustissimum + + + +
Ph. valderiae + + + + + +
Ph. laminosum + + +
Ph. fragile + +
Phormidium sp. +
Phormidium sp. 2 + + +
Synechococcus elongates + + +
S. cedrorum + +
S. minuscule +

Всего 3 6 9 6 5 3 2
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ноклеточные цианобактерии, которые в меньшей
степени вносят вклад в биомассу и, тем самым, в
количество хлорофилла а.

Микробный мат источника Шуриндинский
также характеризовался высокой концентрацией
хлорофилла а (40.97–85.89 мкг/см2). Максимум
зарегистрирован на станции Shur 2, где отмечена
высокая численность фототрофных бактерий
(81.76 млн кл./мл).

Таким образом, содержание хлорофилла а в гид-
ротермах Могойского и Шуриндинского источни-
ков (18.5–437.0 мкг/м2) сравнимо с аналогичными
данными, полученными для микробных матов соле-

ных озер и гиперсоленых лагун (до 551 мкг хл а/м2)
(Brock, 1967; Castencholz, 1969; Цыренова и со-
авт., 2010).

В изученных микробных сообществах источ-
ников Могойский и Шуриндинский было обна-
ружено отложение различных минералов: пирита
различной формы, целестина (SrSO4), флюорита
(CaF2), кальцита, самородной серы, аморфного
кремнезема, барита.

Пирит наблюдался в образцах микронных ма-
тов всех станций ист. Шуриндинский, который
характеризуется высоким содержанием серово-
дорода в растворе (рис. 4г). Пирит наблюдался
как в виде одиночных кубических и кубооктаэд-
рических кристаллов размером 1–3 мкм (рис. 4а,
4б), так и в виде фрамбоидов от 10 до 20 мкм в попе-
речнике (рис. 4в). Размеры кубооктаэдрических или
октаэдрических отдельных кристаллов, составляю-
щих фрамбоиды, варьировали от 1 до 3 мкм. По-
скольку Шундинский источник в растворе содер-
жит сероводород, то вполне возможно гидрохи-
мическое осаждение пирита из раствора. Но
фрамбоиды пирита, скорее всего, формируются в
результате деятельности сульфатредуцирующих
бактерий (Berner, 1970); биогенное происхожде-
ние фрамбоидов в осадках и/или микробных со-
обществах было надежно доказано изотопными
методами (Popa et al., 2004). Необходимо отме-
тить, что зачастую микроморфология выделений
пирита, формирующихся в результате микробио-
логической деятельности, ничем не отличается от
той, что образуется в результате абиотического
отложения (Lowenstam, 1981).

Целестин (SrSO4) обнаружен среди однокле-
точных цианобактерий Synechococcus elongates ис-
точника Могойский (Mog 3, 65.3°C) в виде выде-
лений неправильной формы, размеры которых не

Рис. 3. Биологические характеристики источников: 1 – концентрация хлорофилла а, мкг/см2; 2 – общая численность
фитопланктона (цианобактерий, диатомовых и зеленых водорослей), кл./мл.

1 2Схл a, мкг/cm2 N фитопл, кл./мл
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Рис. 4. Формы выделения пирита в микробных сооб-
ществах: кристаллы кубической формы (а); кристал-
лы кубооктаэдрической формы (б); фрамбоиды (в);
состав (г).
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превышают 5 мкм (рис. 5). Выделения сульфата
стронция имеют значительную примесь бария (до
2.17%). Целестин, как биоминерал, используется
некоторыми видами радиолярий (Acantharia –
морские планктонные организмы) для построе-
ния скелета; организмы значительно влияют на
цикл Sr в морских системах (Lowenstam, 1981).
Достаточно много имеется свидетельств отложе-
ния карбоната Sr микроорганизмами (Anderson,
Appanna, 1994; Thorpe et al., 2012). Интерес для
современных технологий представляют микроор-
ганизмы и инициированные ими процессы, при-
водящие к связыванию стронция (Thorpe et al.,
2014). Причиной такого внимания является ис-
кусственный радионуклид Sr90, присутствующий
в окружающей среде, местами в очень высоких
концентрациях, и легко проникающий в трофи-
ческие цепи. В последние годы появляются све-
дения об отложении также и сульфата Sr в резуль-
тате деятельности микроорганизмов (Krejci et al.,
2011). Причем, организмы способны не только
осаждать сульфаты бария и стронция, но и разде-
лять элементы между собой. На данном этапе ис-

следований, к сожалению, невозможно с уверен-
ностью утверждать, что целестин образовался в
микробном сообществе Могойского источника
именно в результате деятельности микроорганиз-
мов, но также нет достоверных доказательств то-
го, что отложение минерала происходило только
гидрохимическим путем. Одинаковые форма и
размеры выделений говорят об одновременном
отложении всех выделений целестина. Остается
открытым вопрос – что явилось центрами кри-
сталлизации для этих зерен? Целестин обнаружен
только в определенных местах, притом, что кон-
центрации Sr и  в растворе во всех местах на-
блюдений были очень близки (табл. 1), за исклю-
чением наиболее высокотемпературной точки
(Mog 1). Следовательно, благоприятные условия
для отложения минерала складываются локаль-
но, что и дает возможность предполагать участие
микробного сообщества в его образовании.

Карбонат кальция и флюорита (CaF2). Среди
нитей цианобактерий в микробном сообществе
ист. Шуриндинский (Shur 2, 67.0°С) наблюдалось

2
4SO −

Рис. 5. Выделения целестина (SrSO4) (а, б) и их состав (в).
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Рис. 6. Срастания карбоната кальция и флюорита (CaF2) с примесями стронция (а) и состав образований (б, в).
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массовое отложение образований таблитчатой
формы, не превышающих 8 мкм (рис. 6а). По ре-
зультатам анализа эти выделения могут являться
срастанием карбоната кальция и флюорита. Вы-
деления имеют значительную примесь стронция
(11.38%) (рис. 6б, 6в). Встречаются также шарооб-
разные субмикронные выделения аналогичного
состава в ист. Могойский среди обломочного ма-
териала и на чехлах одноклеточных бактерий
(рис. 7). Кальцит и арагонит являются одними из
самых распространенных минералов, формирую-
щихся в живых организмах и живыми организмами
(Lowenstam, 1981; Ehrlich, 2010). Флюорит также ис-
пользуется некоторыми организмами (рыбы, мол-
люски). Авторам не известны случаи отложения
флюорита в результате деятельности микроорга-
низмов.

Возможность отложения флюорита из тер-
мального раствора определяется содержаниями
фтора и кальция и зависит от температуры, что
отражено на рис. 10. Коэффициенты насыщения
для флюорита (отношение произведений кон-
центраций к произведению растворимости) в

растворе станций Mog 1 и Mog 2 Могойского ис-
точника ниже 1.0 (0.82 и 0.89), в растворе станций
Mog 3–5 – значительно выше (1.87–1.83), в рас-
творе источника Шуриндинский (Shur 1–3) имеют
промежуточное значение (1.19–1.65). Следователь-
но, насыщение по флюориту в изучаемых системах
достигается, что подтверждает возможность гидро-
термального образования минерала.

Кремнезем встречался во всех источниках как в
виде створок диатомовых водорослей и псевдомор-
фоз облекания (чехлов) по нитям цианобактерий
(рис. 8а), так и в виде натечных образований на по-
верхности микробного сообщества (рис. 8б).

Самородная сера в большом количестве обна-
ружена в ист. Могойский в сообществах, где при-
сутствуют серные бактерии. Ромбические хорошо
ограненные кристаллы серы не превышают
10 мкм в поперечнике (рис. 9).

В микробных сообществах помимо образован-
ных здесь минералов и соединений наблюдается
значительное количество обломочного материала,
отражающего состав вмещающих пород (кварц, по-
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левой шпат и т.д.), агломератов источника (каль-
цит, кремнезем, барит).

В результате проведенных исследований было
выявлено, что воды источников Баунтовской
группы Шуриндинский и Могойский являются
слабоминерализованными, щелочными, отно-
сятся к фторидно-гидрокарбонатному и гидро-
карбонатно-сульфатному типам и характеризу-
ются высоким содержанием фтора. Для данных
источников впервые были изучены цианобакте-
риальные сообщества, которые характеризова-
лись богатым видовым составом. Всего выявлено

7 родов и 14 видов. В источнике Могойский наи-
более встречаемыми видами являлись Synechococ-
cus elongates, Synechococcus cedrorum, Phormidium
angustissimum и Ph. valderiae. Доминирующим ви-
дом в источнике Шуриндинский был
Ph. valderiae. Температура и рН воды источников
являются одними из основных факторов, влияю-
щих на формирование и развитие цианобактери-
ального сообщества (Юрков и соавт., 1991; Нам-
сараев, 2006; Намсараев и соавт., 2011). В ист. Мо-
гойский оптимальный рост цианобактерий был
отмечен при температуре 46.4°С и рН 8.86 (станция

Рис. 7. Шарообразные выделения (а) (указаны стрелками), по составу напоминающие срастания карбоната кальция и
флюорита (б).
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Рис. 8. Створки диатомовых водорослей и псевдоморфозы облекания (чехлы) кремнезема по нитям цианобактерий (а);
натечный кремнезем на поверхности микробного сообщества (б).

(a) (б)
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Mog 4). При дальнейшем уменьшении или увели-
чении данных параметров количество цианобак-
терий сокращалось (табл. 2). В ист. Шуриндин-
ский развитие цианобактерий выявлено при мак-
симальном значении температуры (70.6°С) и рН
8.87. При дальнейшем уменьшении температуры
видовое разнообразие сокращалось. Следова-
тельно, температура в данных источниках являет-
ся лимитирующим фактором в формировании и
развитии цианобактериального сообщества. В
микробных матах исследованных источников до-
минирует хлорофилл а, что указывает на преобла-
дание цианобактерий в составе мата.

В изученных микробных сообществах было
обнаружено отложение различных минералов.
Некоторые из них, безусловно, имеют биогенную
природу или являются биогенными с большой
долей вероятности – кремнезем створок диато-
мовых водорослей, кристаллы самородной серы,
фрамбоидальный пирит. Отложение пирита уста-
новлено в микробных сообществах тех станций
наблюдения, где содержание H2S в растворе было
достаточно высоким (8–15 мг/дм3, табл. 1). Пи-
рит формируется в основном в микробных матах,
сложенных нитчатыми цианобактериями. Сера в
микробном сообществе откладывается в доста-
точном количестве, приводя к развитию белых
серных матов. Аморфный кремнезем отлагается
из термального раствора и приводит к окремне-
нию цианобактерий – формированию чехлов. По
флюориту индексы насыщения (отношение произ-
ведений концентраций к произведению раствори-
мости) по пробам 1 и 2 Могойского источника
меньше 1.0 (0.82 и 0.89), точки располагаются ниже
линии ПР при соответствующих температурах
(рис. 10). По трем другим пробам Могойского и
по Шуриндинскому источнику индексы насыще-
ния больше 1.0 (1.87–1.83 и 1.19–1.65 соответ-
ственно), что указывает на термодинамическую
возможность гидротермального образования
флюорита. Произведения растворимости флюо-
рита при разных температурах рассчитаны ранее
(Замана, 2000). Наибольший интерес вызывают
отложения целестина в сообществе с преоблада-
нием одноклеточных цианобактерий. Сообще-
ства Могойского источника достойны более по-
дробного изучения с целью выявления организ-
мов, способных к связыванию стронция.

Рис. 9. Кристаллы самородной серы в микробном со-
обществе ист. Могойский.

20 мкм

Рис. 10. Соотношение произведений растворимости флюорита и молярных концентраций фтора и кальция в Баунтов-
ских термах.
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Abstract–A comprehensive research of water and cyanobacterial mats in Mogoysky and Shurindinsky ther-
mal springs (Baikal rift zone) was carried out by hydrochemical, chemical, microbiological, and mineralog-
ical methods. Detailed description of the springs location and their characteristics were given. According to
their chemical composition, the springs were classified as f luoride-bicarbonate (Mogoysky) and bicarbonate-
sulfate (Shurindinsky) types with a high concentration of f luorine. This is explained by the interaction of in-
filtration waters with embedding rocks. A wide diversity of cyanobacteria (14 species of 7 genera) was revealed
in the investigated springs. The development of cyanobacteria in microbial mats was observed at water out-
flows at the temperatures of 37.8 to 76.6°C. Chlorophyll a was the predominant pigment in microbial mats of
the studied springs, indicating predominance of cyanobacteria in the mat. Deposition of various pyrite forms,
celestite (SrSO4), f luorite (CaF), calcium carbonate, elemental sulfur, barite, and amorphous silica was
found in microbial mats.

Keywords: cyanobacteria, mineral formation, hydrotherms
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Проведено сравнение разнообразия эпифитных бактериальных комплексов культурных и сорных
растений на основании подсчета частоты доминирования таксонов бактерий в этих сообществах и
использования метода главных компонент. Установлено наличие как общих доминантов на куль-
турных и сорных растениях, так и четких различий между составом эпифитных бактериальных ком-
плексов этих растений. Только на сорных растениях обнаружены представители хемолитотрофных
бактерий, способных усваивать тетратионаты и тиосульфаты. Установлено, что антибиотическая
активность бактерий, выделенных из сорных растений, почти в 2 раза превышает выявленную для
бактерий культурных растений. Полученные данные свидетельствуют в пользу положительного эф-
фекта бактериальных сообществ сорных растений, позволяющих защитить культурные растения от
фитопатогенов.

Ключевые слова: культурные и сорные растения, эпифитные сообщества, функции бактерий, анти-
биотическая активность
DOI: 10.1134/S0026365618040055

На современном этапе развития научного зем-
леделия парадигма борьбы с сорными растениями
сменяется парадигмой управления сорным компо-
нентом агрофитоценоза. Необходимость разра-
ботки научных и практических основ управления
сорным компонентом агрофитоценоза весьма убе-
дительно обоснована в книге А.В. Захаренко “Тео-
ретические основы управления сорным компо-
нентом агрофитоценоза в системах земледелия”
(Захаренко, 2000). Автор высказывает точку зре-
ния, согласно которой сорные растения играют
определенную положительную роль в формиро-
вании и развитии эколого-энергетических взаимо-
отношений в агрофитоценозах. Сорные растения
увеличивают биоразнообразие агрофитоценоза,
тем самым возрастает его устойчивость. При этом
если по составу микробных сообществ культурных
растений существует множество работ, то по сор-
ным растениям – единичные. Обзор сведений в
этой области дан в наших предыдущих работах
(Добровольская и соавт., 2012, 2016, 2017; Хуснет-
динова, 2017).

Целью настоящих исследований является
сравнение состава и функций эпифитных бакте-
рий культурных и сорных растений в исследуе-
мом агроценозе.

ОБЪЕКТЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЙ
Объекты исследования. Исследования прово-

дились в Солнечногорском районе Московской
области на территории Учебно-опытного поч-
венно-экологического центра МГУ им. М.В. Ломо-
носова “Чашниково”. Объекты исследований –
культурные и сорные растения, а также дерново-
подзолистая почва под растениями. Из культур-
ных растений для исследования были взяты:
картофель сорта “Брянский деликатес”, мор-
ковь посевная (Daucus carota subsp. sativus), свек-
ла обыкновенная (Beta vulgaris), овес посевной
(Avena sativa L.), вика посевная (Vicia sativa L.), го-
рох посевной (Pisum sativum), которые произраста-
ли на дерново-подзолистой хорошо окультурен-
ной среднесуглинистой почве. Из сорных расте-
ний исследовали пастушью сумку обыкновенную
(Capsella bursa-pastoris), лебеду раскидистую (Atri-
plex patula), пикульник обыкновенный (Galeopsis
tetrahit), осот полевой (Sonchus arvensis), подмарен-
ник настоящий (Galium verum), сурепку обыкно-
венную (Barbarea vulgaris), сныть обыкновенную
(Aegopodium podagraria), расторопшу пятнистую
(Silybum marianum). Все сорные растения относят-
ся к апофитам (растения местной флоры, кото-
рые перешли из естественной среды обитания на
территории, измененные хозяйственной деятель-

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ
СТАТЬИ
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ностью человека: пашни, пастбища). Образцы
культурных и сорных растений были отобраны на
разных стадиях развития растений: всходы, период
цветения/образование метелок, стадия созревания
корнеплодов, бобов (культурные растения), ста-
дия созревания семян (сорные растения). Одни и
те же виды сорняков были взяты с края поля, с се-
редины поля и в смешанном лесу. Анализировали
листья, цветки, корни, семена и корнеплоды рас-
тений.

Микроорганизмы предварительно десорбиро-
вали из различных органов растений и почв с по-
мощью Вортекса.

Численность бактериального комплекса исследо-
вали методом посевов, которые проводили в пяти-
кратной повторности из разведений 10–5–10–8 на
глюкозо-пептонно-дрожжевую среду, в которую
вносили 50 мг нистатина для ингибирования ро-
ста грибов. Культивирование проводили в тече-
ние 7–10 сут при комнатной температуре. После
подсчета общего числа колоний и предваритель-
ной микроскопии из большинства колоний гото-
вили препараты и просматривали их в световом
микроскопе с фазово-контрастным устройством.
Основных представителей всех групп выделяли в
чистую культуру. Морфологические признаки
изучали у молодых (24 ч) и 3–5-сут культур. Чис-
ленность бактерий выражали в колониеобразую-
щих единицах на г субстрата (КОЕ/г). Родовую
принадлежность выделенных бактерий устанав-
ливали на основании морфологических, культу-
ральных и хемотаксономических признаков
(Определитель бактерий Берджи, 1997; Лысак и
соавт., 2003).

Определение таксономичекого состава домини-
рующих культур бактерий проводили молекуляр-
но-биологическими методом ПЦР-диагностики
при выделении ДНК из клеток чистых культур.
Для экстрагирования тотальной ДНК из образцов
наземных экосистем (листьев, подстилки и поч-
вы) и ДНК из чистых культур микроорганизмов
применяли стандартные методики Power Soil
DNA Isolation Kit (“MO BIO”, США), руковод-
ствуясь инструкциями производителя.

Выбор олигонуклеотидных праймеров и амплифи-
кация ДНК. Для амплификации филогенетиче-
ских фрагментов генов, кодирующих 16S рРНК,
путем полимеразной цепной реакции (ПЦР) в
большинстве экспериментов были использованы
универсальные праймерные системы (11F-1492Re)
(Manucharova et al., 2014).

Для предварительного анализа полученных нук-
леотидных последовательностей генов 16S рРНК
использовали программное обеспечение баз дан-
ных GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast).
Анализ и выравнивание последовательностей
осуществляли с помощью программы BioEdit
(http://jwbrown.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html).

Антибиотическую активность бактериальных
культур определяли общепринятым методом ага-
ровых блоков. В качестве тест-культур фитопато-
генных бактерий использовали Pseudomonas syrin-
gae, Clavibacter michiganensis и Rathayebacter tritici.
Ps. syringae вызывает бурое слизетечение, обморо-
жения, повреждения плодов и пятнистость листьев,
C. michiganensis вызывает заболевание, которое про-
является как увядание и некрозы на стеблях, ли-
стьях и плодах во время цветения растений. R. trit-
ici вызывает желтый слизистый бактериоз пше-
ницы.

Для анализа физиологического разнообразия
бактерий гидролитического блока использовали
комплексный структурно-функциональный ме-
тод (Якушев, 2015).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Состав бактериальных сообществ культурных и
сорных растений. Ранее нами были опубликованы
работы по динамике численности и структуры
бактериальных сообществ разных органов куль-
турных и сорных растений, объектов нашего ис-
следования. В настоящей статье мы приводим ре-
зультаты сравнительных анализов. На основании
подсчета частоты доминирования разных бакте-
риальных таксонов (рис. 1, 2) было установлено,
что большинство микробных доминантов на
всех видах культурных и сорных растений явля-
лись общими и были представлены артробакте-
ром, миксобактериями, цитофагами, бациллами.
В то же время есть и четкие различия. Если у сель-
скохозяйственных культур первое место по часто-
те доминирования составляли актинобактерии
рода Arthrobacter (40%), то у сорных растений – бак-
терии рода Sphingobacterium (50%). Кроме того, эн-
теробактерии (роды Pantoea и Erwinia) доминирова-
ли только на овощных культурах. У сорных расте-
ний энтеробактерии рода Pantoea были выделены
лишь из цветков сурепки. С другой стороны, на
разных органах сорных растений были обнаруже-
ны в качестве доминантов представители таких
родов бактерий, как Micrococcus и Paracoccus, ко-
торые не встречались на культурных растениях.
Только из сорных растений были выделены хемо-
литотрофные бактерии рода Advenella, способные
использовать тетратионаты и тиосульфаты, а так
же представители близкого к псевдомонадам рода
Stenotrophomonas.

Методом главных компонент удалось подтвер-
дить четкие различия в таксономической струк-
туре микробных сообществ культурных и сорных
растений (рис. 3).

Следует обратить внимание на общее число
бактериальных таксонов, идентифицированных
нами как фенотипическими, так и молекулярно-
биологическими методами. Представители всех
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этих бактерий были выделены из разных органов
культурных и сорных растений (табл. 1). Из них 13
таксонов представлены грамотрицательными бакте-
риями и 8 – грамположительными, таким образом,
доминировали представители G– прокариот, среди
которых преобладали эккрисотрофные бактерии.

Бактерии родов Sphingobacterium и Cytophaga
являются представителями одного и того же фи-
лума Bacteroidetes, но относятся к разным клас-
сам. Если представители рода Cytophaga являются
типичными целлюлолитиками, то бактерии рода
Sphingobacterium способны к деструкции крахма-

ла, и только некоторые виды могут использовать
целлобиозу. Следует отметить, что род Sphingo-
bacterium, который был описан в 1983 г. (Yabuuchi
et al., 1983), отличается от рода Flavobacterium на-
личием в составе липидов сфингофосфолипидов.
Что касается функциональной активности сфин-
гобактерий, то известно, что штаммы Sphingobac-
terium multivorum используют для получения бак-
териального удобрения, вносимого под томаты и
огурцы. При этом повышается урожайность
овощных культур с одновременным снижением
на 30–40% содержания нитратного азота в плодах

Рис. 1. Частота доминирования бактерий разных таксонов на листьях и корнях культурных растений.
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Рис. 2. Частота доминирования бактерий разных таксонов на листьях и корнях сорных растений.
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огурцов и томатов (Нгуен Виет Тиен, 2013). Мик-
собактерии, доминирующие на корнях, являются
типичными представителями целлюлозоразру-
шающих бактерий, относящихся к порядку Myxo-
coccales. В деструкции корневых остатков участву-
ют, в основном, миксобактерии, а в разложении
надземных растительных тканей – цитофаги (род
Cytophaga).

Большинство эпифитных G– бактерий, выде-
ленных из растений (роды Agrobacterium, Azospiril-
lum, Erwinia, Pantoea, Paracoccus, Pseudomonas, Ste-
notrophomonas), являются типичными эккрисо-
трофами, питающимися продуктами экзоосмоса

растений. Представители рода Arthrobacter – ти-
пично почвенные актинобактерии. В надземный
ярус растений бактерии этого рода попадают с
почвенными частицами не только по корням, но
и с ветром, пылью, осадками. Об их приживаемо-
сти в филлосфере ранее не сообщалось. Однако
недавно появилась работа (Sheublin, Laveeau,
2012), в которой доказано активное размножение
на листьях яблони бактерий 4-х видов Arthro-

bacter, способных использовать фенолы, хлорфе-
нолы, фенантрены, попадающие в филлосферу в
качестве антропогенных загрязнителей, в том
числе при использовании пестицидов. В связи с
этим авторы ставят вопрос о значимости артро-
бактерий для очистки не только почв, но и расте-
ний от загрязнений окружающей среды. Как бы-
ло продемонстрировано нами ранее, артробакте-
ры постоянно обнаруживались в качестве
доминанта, как на корнях, так и на листьях сор-
ных растений. В диссертации Т.В. Маркушевой
(Маркушева, 2011) приводится список бактерий,
способных использовать хлорфенолокислоты и их
производные. Это бактерии родов Achromobacter,
Agrobacterium, Agromyces, Arthrobacter, Azospirillum,
Bacillus, Brenneria, Citrobacter, Enterobacter, Glucono-

bacter, Pantoea, Pseudomonas, Rhodococcus, Serratia,
Stenotrophomonas, Xanthomonas. Перечисленные
бактерии-деструкторы авторы рекомендуют ис-
пользовать в качестве действующих элементов тех-
нологий очистки водной среды и почвы от фено-
лов и их хлорированных производных, включая
2,4-дихлорфенол, 4-хлорфеноксиуксусную, 2,4-ди-
хлорфеноксиуксусную и 2,4,5-трихлорфеноксиук-
сусную кислоты. Большинство родов бактерий из
приведенного выше списка были выделены нами из

Рис. 3. Разделение главными компонентами бактери-
альных комплексов культурных и сорных растений
по таксономическому составу.
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Таблица 1. Таксономический состав бактерий на культурных и сорных растениях, определенных на основании
как фенотипических, так и молекулярно-биологического методов

№
Названия таксонов бактерий

Грам– Грам+

1 Advenella 9 Paracoccus 1 Arthrobacter

2 Agrobacterium 10 Pseudomonas 2 Bacillus

3 Azospirillum 11 Rhizobium 3 Cellulomonas

4 Cytophaga 12 Stenotrophomonas 4 Curtobacterium

5 Erwinia 13 Sphingobacterium 5 Micrococcus

6 Flavobacterium 6 Nocardia

7 Myxococcales 7 Rhodococcus

8 Pantoea 8 Streptomyces
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исследованных растений. Таким образом, бакте-
рии, обитающие на разных органах культурных и
сорных растений, могут послужить в дальнейшем
объектами для их практического применения, в
частности, при очистке почв от фенольных за-
грязнений.

Нами создана коллекция бактерий, выделен-
ных из филлосферы и ризосферы культурных,
сорных растений и почвы.

Антибиотические свойства бактериальных куль-
тур, выделенных из культурных и сорных растений.
Результаты исследований, касающихся структуры
эпифитных комплексов бактерий культурных рас-
тений, были опубликованы нами ранее (Добро-
вольская и соавт., 2012, 2013). В результате проверки
выделенных бактерий на антагонизм по отноше-
нию к фитопатогенным бактериям C. michiganensis,
Ps. syringae и E. carotovora было установлено, что
70 штаммов (44%) проявили антагонистические
свойства по отношению ко всем видам фитопато-
генных бактерий, используемых в опытах. Зоны
ингибирования роста составляли 1–7 мм. Среди
бактерий-антагонистов преобладали представи-
тели тех видов бактерий, которые доминировали
в филлосфере, ризосфере и почве. В перечень
этих бактерий входят представители следующих

таксонов: Aquaspirillum, Erwinia, Arthrobacter, Ba-
cillus, Cellulomonas, Cytophaga, Myxococcales.

Антибиотические свойства бактериальных
культур, выделенных из 8 видов сорных растений,
были проверены на антагонизм по отношению к
тем же фитопатогенным бактериям, что и штаммы
из культурных растений. При этом антибиотиче-
скую активность по отношению ко всем взятым в
опыт фитопатогенным бактериям проявили 72%
штаммов бактерий, выделенных из сорных рас-
тений (Хуснетдинова, 2017). Было установлено,
что из 70 взятых в опыт бактериальных штаммов
подавляли развитие фитопатогенной бактерии
Erwinia carotovora представители таксонов Arthro-
bacter, Rhodococcus, Azospirillum, Bacillus, Flavo-
bacterium, Myxococcales. Антибиотической актив-
ностью по отношению к двум другим выше те-
стерным фитопатогенным бактериям обладали
представители как грамположительных, так и
грамотрицательных бактерий. В их число входили
представители актинобактерий (роды Arthrobacter,
Micrococcus, Cellulomonas), бацилл (Bacillus), миксо-
бактерий (порядок Myxococcales), сфингобакте-
рий (род Sphingobacterium). Зоны ингибирования
составили 1–5 мм (табл. 2). В целом, можно отме-
тить, что из общего числа идентифицированных
нами таксонов бактерий, практически 50% пред-

Таблица 2. Антибиотические свойства бактериальных культур, выделенных из сорных растений

Штамм Pseudomonas syringae Clavibacter michiganensis Erwinia carotovora

Azospirillum 0 0 1*

Paracoccus 0 0 0

Pseudomonas 0 0 0

Cellulomonas 5 0 0

Arthrobacter 0 4 4

Bacillus 0 5 1

Myxococcales 2 1 1

Micrococcus 1 0 0

Sphingobacterium 0 3 0

Cytophaga 0 0 2

Rhodococcus 0 1 2
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ставителей обладают антагонистической актив-
ностью.

Таким образом, среди бактерий, выделенных
из сорных растений, по сравнению с бактериями
культурных растений, выше не только удельная
доля (%) антагонистов, но и больше их разнооб-
разие. Этот факт свидетельствует о полезной роли
сорных растений, содержащих бактериальные со-
общества, способные защитить от фитопатогенов
и культурные растения.

В результате сравнительного анализа эпифит-
ных бактериальных сообществ 6 видов культур-
ных и 8 видов сорных растений были выявлены
как общие, так и отличающиеся представители
родов в структуре исследуемых бактериальных
комплексов. Представители родов Sphingobacteri-
um, Stenotrophomonas, Paracoccus, Micrococcus и
специфические формы хемолитотрофных бакте-
рий доминировали только в бактериальных сооб-
ществах сорных растений. Установлено, что ан-
тибиотическая активность эпифитных бактерий,
выделенных из сорных растений, была почти в
2 раза выше, чем активность бактерий культур-
ных растений. Обнаруженные факты свидетель-
ствуют в пользу защитной роли сорных растений
в агроценозах, благодаря обитающим на их орга-
нах бактерий-антагонистов фитопатогенов.

Работа выполнена при финансовой поддержке
гранта РНФ № 14-50-00029.
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Abstract⎯Diversity of epiphytic bacterial complexes from cultivated and weed plants was analyzed using the
frequency of dominance of bacterial taxa in these communities and the principal component method. The
presence of both common dominants on cultivated and weed plants and distinct differences between the com-
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position of the epiphytic bacterial complexes of these plants was established. Only on weeds the representa-
tives of chemolithotrophic bacteria capable of tetrathionate and thiosulfate assimilation were found. The an-
tibiotic activity of bacteria isolated from weed plants was found to be almost twice as high as that found for
bacteria from cultivated plants. The obtained data indicate the positive effect of bacterial communities from
weed plants, which makes it possible to protect cultivated plants from phytopathogens.

Keywords: cultivated and weed plants, epitpytic communities, bacterial functions, antibiotic activity
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Центральная Азия – один из крупнейших макрорегионов мира, относительно слабо изученный
микробиологами. Озера этого региона обладают широким диапазоном экологических условий для
развития микробных сообществ: от ультрапресных до гиперсоленых водоемов. Долгосрочные на-
блюдения показывают, что микробные сообщества этих озер реагируют на климатические и эколо-
гические изменения в регионе. При этом геномные исследования показывают, что некоторые виды
микроорганизмов обнаруживаются только в водоемах Центральной Азии, но не других регионов
мира. Благодаря сочетанию этих факторов водоемы Центральной Азии являются перспективным
объектом для микробиологических исследований.

Ключевые слова: Центральная Азия, биогеография, соленые озера, содовые озера, озеро Байкал
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Центральная Азия – это обширный, не имею-
щий выхода к океану регион Азии. Согласно
определению ЮНЕСКО, этот регион включает в
себя “территории, находящиеся в настоящее вре-
мя в границах Афганистана, западной части Ки-
тая, Монголии, северной части Индии, северо-
восточной части Ирана, Пакистана, Туркмени-
стана, Киргизии, Таджикистана, Казахстана”, а
также прилегающие территории России. Впервые
Центральная Азия в качестве отдельного региона
мира была выделена географом Александром фон
Гумбольдтом в 1843 г. на основании отдаленности
от морского побережья, аридного климата и на-
личия крупнейших горных систем (Miroshnikov,
1992).

Центральная Азия играет важнейшую роль в
водном режиме континента. На ее территории
находятся истоки крупнейших рек мира, таких
как Инд, Ганг, Меконг, Хуанхэ, Янцзы, Амур,
Енисей, Обь, а также озеро Байкал, в котором со-
держатся до 20% мировых запасов поверхностных
вод суши. В последние десятилетия в Централь-
ной Азии обострилась проблема дефицита прес-
ной воды из-за возрастания давления антропо-
генных факторов и климатических изменений.
Примером первой тенденции является сокраще-
ние объема и повышение минерализации Араль-
ского моря с 10 г/л в 1960 г. до 115 г/л в 2014 г. из-
за потребления воды на орошение в сельском хо-
зяйстве (Izhitskiy et al., 2016). Климатические из-

менения оказывают влияние на все компоненты
водных систем, включая уменьшение объема гор-
ных ледников (Chen et al., 2016), сокращение сто-
ков рек, повышение минерализации и пересыха-
ние озер (Karte et al., 2015). Даже экосистема озера
Байкал, считавшаяся устойчивой по отношению
к потеплению из-за огромного объема воды в озе-
ре, реагирует на изменения климата. Шестидеся-
тилетняя серия наблюдений показала, что сред-
негодовая температура воды в озере Байкал повы-
силась на 1.21°С, начиная с 1946 г., а содержание
хлорофилла а выросло на 300% с 1979 г. (Hampton
et al., 2008). Эти данные показывают важность
долгосрочных наблюдений для оценки реакции
экосистем на крупномасштабные воздействия.

Озера являются индикаторами климатических
изменений, происходящих в их водосборных бас-
сейнах (Adrian et al., 2009). Исследования, прове-
денные на соленом озере Хилганта в Южной Си-
бири в период с 1995 по 2012 гг. (результаты опуб-
ликованы в этом выпуске журнала), показали, что
состав цианобактериального сообщества в озере
существенно зависит от степени увлажненности
территории (Намсараев и соавт., 2018а). Так до-
минировавшая во влажные годы нитчатая ци-
анобактерия Coleofasciculus chthonoplastes при на-
ступлении многолетней засухи становится ми-
норным компонентом в сообществе и встречается
в виде отдельных нитей в озере, а при очередном
повышении увлажнения территории снова стано-
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вится доминантом в микробном сообществе озе-
ра. Примечательно, что в засушливый период во
время выпадения дождей и кратковременном на-
полнении котловины озера, в цианобактериаль-
ных матах доминировала нитчатая цианобакте-
рия рода Geitlerinema, тогда как доминирование
C. chthonoplastes отмечалось в периоды со ста-
бильно влажными условиями (Намсараев и со-
авт., 2018б).

Соленые и содовые озера Центральной Азии
являются экстремальными экосистемами и могут
рассматриваться с точки зрения биогеографии как
“острова”, окруженные территориями с мезофиль-
ными условиями. В этих экосистемах обнаружива-
ются как космополитные виды микроорганизмов,
такие как галофильные археи Halonotius sp. (Селива-
нова и соавт., 2018), галофильные бактерии Halo-
monas sp. (Эрдынеева и соавт., 2018) или нитчатые
алкалифильные цианобактерии Arthrospira plathensis
(Burganskaya et al., 2018), так и потенциально эн-
демичные виды бактерий. Д.Ю. Сорокиным и со-
авторами при исследовании 76 геномов алкали-
фильных бактерий рода Thioalkalivibrio, выделен-
ных из соленых озер Кении, Египта, Калифорнии
и ряда центральноазиатских регионов (Бурятии,
Алтайского края, Забайкалья и Монголии), у это-
го рода было обнаружено наличие видов и штам-
мов, обладающих ограниченным географическим
распространением и встречающихся только в
Центральной Азии или Африке (Ahn et al., 2017).
Также наличие биогеографических популяций,
специфичных для Центральной Азии, было обна-
ружено у представителей галофильных актино-
бактерий рода Nocardiopsis и Streptomyces (He et al.,
2015; Zhao et al., 2016). Примечательно, что у этих
организмов зависимость от географического
фактора обнаруживалась только при сравнении
штаммов, выделенных из озер, расположенных
на расстоянии более 700 км, тогда как на организ-
мы из озер, расположенных ближе, чем 700 км,
большее влияние оказывали экологические фак-
торы среды, такие как соленость, рН и т.д. (Zhao
et al., 2016). Схожая закономерность была обнару-
жена при сравнении клоновых библиотек, полу-
ченных из озер Внутренней Монголии и Аргенти-
ны. Географический фактор начинал оказывать
значительное влияние при сравнении централь-
ноазиатских и американских сообществ, тогда
как при сравнении центральноазиатских сооб-
ществ друг с другом значимое влияние оказывали
только экологические факторы. При этом влия-
ние географического фактора было обнаружено
только на бактериальную часть сообщества, в то
время как археи зависели только от экологиче-
ских факторов (Pagaling et al., 2009). Тем не менее,
данные, полученные при исследовании биогео-
графии архей из гиперсоленых водоемов Европы,
Ближнего Востока и Африки, показали, что пред-
ставители некоторых родов галофильных архей,

возможно, могут иметь ограниченное географи-
ческое распространение (Clark et al., 2017).

Для выявления закономерностей географиче-
ского распределения микроорганизмов на Земле
и выявления видов с потенциально эндемичным,
прерывистым или космополитным распределе-
нием необходим более широкий географический
охват исследований с применением методов вы-
сокопроизводительного секвенирования. Цен-
тральная Азия по сравнению с другими макроре-
гионами изучена этими методами относительно
слабо, что искажает представления о глобальных за-
кономерностях распространения микроорганиз-
мов. С этой точки зрения молекулярно-биологиче-
ские исследования водоемов в различных регионах
Центральной Азии (Оренбургская область, Респуб-
лика Бурятия и Забайкальский край), результаты
которых опубликованны в этом выпуске журнала,
позволят получить более равномерное распреде-
ление данных в глобальном масштабе (Зайцева и
соавт., 2018; Селиванова и соавт., 2018).

Климатические и экологические изменения
оказывают влияние не только на состав сооб-
ществ, но и на их активность. Сравнение скоро-
стей микробных процессов в озере Хилганта при
различной степени увлажненности территории
показывает, что во влажный период активности
продукционных процессов на два порядка превы-
шают активности в засушливый период (Намса-
раев и соавт., 2018б). В свою очередь, геохимиче-
ская деятельность микроорганизмов оказывает
влияние на параметры окружающей среды. В ста-
тье Букина и соавт. (2018) в этом выпуске журнала
анализируется потенциал образования метана,
одного из ключевых парниковых газов, сообще-
ствами психрофильных микроорганизмов дон-
ных осадков и грязевых вулканов озера Байкал.

Озера Центральной Азии играют важную роль
в снабжении населения водой, поддержании эко-
системных функций и являются индикаторами
климатических изменений. К сожалению, количе-
ство изученных микробиологами озер относитель-
но невелико из-за труднодоступности региона. Ис-
следования различной степени интенсивности про-
водились в таких местах как Кулундинская степь,
Байкал, Забайкалье, Монголия, Внутренняя Мон-
голия, Синьцзян, Тибет, Аральское море (Wu et al.,
2006; Foti et al., 2008; He et al., 2015; Namsaraev
et al., 2015). Тем не менее, разнообразие климати-
ческих и экологических условий в Центральной
Азии предоставляют микробиологам обширное
пространство для будущих исследований.

Статьи, посвященные исследованию микроб-
ных сообществ озер Центральной Азии в этом вы-
пуске журнала “Микробиология”, были подготов-
лены в рамках XIII Международной конференции
по исследованию соленых озер, которая состоя-
лась в г. Улан-Удэ (Россия) 21–25 августа 2017 г.
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Microbial Communities of the Central Asian Lakes as Indicators of Climatic 
and Ecological Changes in the Region
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Abstract—Central Asia is one of the world largest regions, which has been relatively poorly studied from the
microbiological point of view. The lakes of this region have a broad range of ecological conditions, from low-
mineral to hypersaline ones. Long-term observations revealed that microbial communities of these lakes re-
flect the climatic and ecological changes in this region. Genomic research showed that some microbial spe-
cies were found only in Central Asian lakes, but not in other regions of the world. The combination of these
factors makes Central Asian lakes a promising subject for microbiological investigation.

Keywords: Central Asia, biogeography, saline lakes, soda lakes, Lake Baikal



МИКРОБИОЛОГИЯ, 2018, том 87, № 4, с. 397–408

397

АМИНОПЕПТИДАЗНАЯ АКТИВНОСТЬ ГАЛОАЛКАЛОФИЛЬНЫХ 
БАКТЕРИЙ РОДА HALOMONAS, ВЫДЕЛЕННЫХ ИЗ СОДОВО-СОЛЕНЫХ 
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Из микробных матов содово-соленых озер пустыни Бадаин Жаран (Внутренняя Монголия, Китай)
были выделены три штамма галоалкалофильных бактерий, которые на основании рибосомной фи-
логении отнесены к роду Halomonas. Изученные бактерии являются умеренными алкалофилами и
экстремальными галофилами. Показано, что секретируемые пептидазы этих штаммов обладают узкой
субстратной специфичностью, гидролизуют белки и пара-нитроанилидные субстраты, проявляя макси-
мальную активность по гидролизу L-лейцил-n-нитроанилида (LpNa). Установлено, что пептидазы наи-
более активны в диапазоне щелочных значений рН (8–10), при повышенной солености (50–100 г/л) и
термостабильны (до 50°С). Данные ингибиторного анализа и субстратной специфичности изучен-
ных внеклеточных протеаз указывают на их принадлежность к классу металлопептидаз аминопеп-
тидазного типа.

Ключевые слова: Halomonas, аминопептидазы, пустыня Бадаин Жаран, содово-соленые озера
DOI: 10.1134/S0026365618040067

Хемоорганотрофные грамотрицательные бак-
терии рода Halomonas (семейство Halomonadaceae,
класс Gammaproteobacteria) – умеренно-гало-
фильные, аэробные или факультативно анаэроб-
ные палочки. Этот род является одним из самых
крупных и включает 91 вид с достоверно опубли-
кованными именами (Jung et al., 2016; Kim et al.,
2016). Бактерии рода Halomonas были выделены
из различных минерализованных сред, таких как
солончаки, засоленные почвы, соленые и содо-
вые озера, глубоководные моря, морепродукты и
морские беспозвоночные животные (Jung et al.,
2016; Kim et al., 2016). Способность к денитрифи-
кации является одним из таксономических при-
знаков рода Halomonas и часто рассматривается
как приспособление к переменным физико-хи-
мическим условиям природной среды (Болтян-
ская, 2007; González-Domenech et al., 2010). Пред-
ставители рода Halomonas преимущественно ис-
пользуют кислород, нитрат или нитрит в качестве
акцептора электрона.

Утилизация широкого спектра субстратов и
метаболическая гибкость представителей рода

Halomonas позволяет им участвовать в разнооб-
разных процессах деградации органического ве-
щества и предопределяет высокую выживаемость
в природных условиях. Благодаря способности
использовать органические соединения разных
классов, например, белковые или углеводные
субстраты, представители рода Halomonas пред-
ставляют интерес для биотехнологии (Болтян-
ская, 2007). Способность к расщеплению белко-
вых субстратов у представителей рода Halomonas
была ранее обнаружена некоторыми авторами (In
et al., 2005; Rohban et al., 2009; Kumar et al., 2012;
De Lourdes Moreno et al., 2013; Anithajothi et al.,
2014).

Аминопептидазы (ЕС 3.4.11) представляют со-
бой экзопептидазы, которые катализируют рас-
щепление N-концевой аминогруппы в полипеп-
тидной цепи. Они широко распространены у жи-
вотных, растений и микроорганизмов. В настоящее
время микроорганизмы представляют собой наи-
более перспективный источник получения ами-
нопептидаз за счет их высокого биохимического
разнообразия и относительно высокой стабиль-

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ
СТАТЬИ
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ности и активности (Lei et al., 2017а). Аминопеп-
тидазы совместно с другими пептидазами осу-
ществляют полную деградацию таких белков как
казеин, глютен, коллаген и желатин (Wu et al.,
2014). Эти ферменты активно изучаются у экстре-
мофильных микроорганизмов: термофильных
(Porciero et al., 2005), галофильных бактерий (Lei
et al., 2017а, 2017б) и архей (Franzetti et al., 2002).

На сегодняшний день протеолитические фер-
менты широко используются в производстве
кормовых добавок, фармацевтических препара-
тов и детергентов, в обработке кожи и меха (Raj-
kumar et al., 2011; Mothe, Sultanpuram, 2016).
Микробные пептидазы относят к многоцелевым
ферментам, они представляют собой одну из
крупнейших групп промышленных ферментов,
на которую приходится около 60% продаж на
мировом рынке.

Целью работы стало выделение и изучение
эколого-физиологических свойств галоалкало-
фильных бактерий рода Halomonas, а также иссле-
дование физико-химических свойств их внекле-
точных пептидаз.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Микроорганизмы и оптимальная среда для куль-

тивирования. Пробы микробных матов были ото-
браны в августе 2013 г. в содово-соленых озерах
пустыни Бадаин Жаран (39°20′–41°30′ N, 99°48′–
104°14′ Е), расположенной во Внутренней Монго-
лии, Китай. Штамм 3B был выделен из биоматов
озера Нуерту (Nuoertu) – 39°46.045′ N, 102°27.914′ Е,
а штаммы 7P и 7B – из биоматов озера Сумужи-
лин (Sumujilin) – 39°48.376′ N, 102°25.734′ Е.
Штаммы культивировали как протеолитические
галофильные и алкалофильные бактерии на среде
Пфеннига следующего состава (г/л): NH4Cl – 0.5;
KH2PO4 – 0.5; MgCl2 – 0.5; СаСl2 – 0.05; NaCl –
150; дрожжевой экстракт – 0.5. В качестве суб-
страта использовали пептон – 5 г/л; рН среды
доводили 10%-ным раствором бикарбонатно-
карбонатного буфера до 8.5–9.5, температура
культивирования составила 30°С.

Морфологию, размеры, подвижность клеток
изучали микроскопированием образцов с помо-
щью светового микроскопа AxioStar Plus (“Carl
Zeiss”) при рабочем увеличении ×1000. Готовили
препараты живых и фиксированных окрашенных
клеток.

Идентификация штаммов по последовательно-
сти гена 16S рРНК. Выделение геномной ДНК
проводили из 1 сут культур с использованием
коммерческого набора AxyPrep Bacterial Genomic
DNA kit (“Axygene”, США). Фрагмент гена
16S рРНК амплифицировали на праймерах 27F
(5'-AGAGTTTGATCATGGCTCAG-3') и 1542R
(5'-AAGGAGGTGATCCAGCCS-3') (Brosius et al.,

1981). Продукты амплификации анализировали
методом агарозного гель-электрофореза, целевые
ампликоны длиной 1500 п.н. вырезали и секвени-
ровали на автоматическом секвенаторе ABI3500
Genetic Analyzer (“Applied Biosystems”, США) в ЦКП
“Геномика” СО РАН. Нуклеотидные последова-
тельности депонированы в международной базе
данных EMBL-ENA под следующими номерами:
штамм 3В LT990052.1, штамм 7Р LT990051.1 и
штамм 7В LT990050.1.

Филогенетический анализ. Редактирование
нуклеотидных последовательностей производили
вручную в соответствии с секвенограммой при
помощи программы BioEdit v. 7.1.3.0 (Hall, 1999).
Поиск гомологичных последовательностей для
рибосомной филогении проводили в базе данных
культивируемых штаммов (Database EMBL Pro-
karyote) с помощью программы FASTA (http://
www.ebi.ac.uk/Tools/sss/fasta/) и BLAST (http://
www.ncbi.nlm.nih.gov/blast). Нуклеотидные после-
довательности выравнивали с помощью програм-
мы Clustal W 2.0.10. Филогенетический анализ
проводили с помощью пакета программ Mega
v. 6.06 методом объединения ближайших соседей
“Neighbor-Joining Tree”, бутстреп поддержка со-
ставила 1000 повторений (Tamura et al., 2007).

Изучение эколого-физиологических свойств
гидролитических бактерий. Температурные диапа-
зоны развития бактерий устанавливали в гради-
ентном термостате от 20 до 60°С и в холодильнике
от 5 до 10°С. Диапазон рН устанавливали от 6.0 до
11.0 разными концентрациями 0.5 М NaOH и 25%
раствором HCl. Способность использовать раз-
личные источники питания проверяли на мине-
ральной среде, в которую вносили испытуемые
компоненты до конечной концентрации 2% от
объема среды. Биомассу бактерий определяли по
изменению оптической плотности культуры при
длине волны 560 нм. Биохимические свойства бак-
терий, удельную скорость роста определяли об-
щепринятыми методами (Практикум по микро-
биологии, 2005).

Определение протеолитической активности.
Культуры инкубировали при 30°С на минеральной
среде Пфеннига в течение 10 сут, затем клетки оса-
ждали центрифугированием (12000 об./мин,
15 мин). Внеклеточную протеолитическую актив-
ность полученного супернатанта определяли со-
гласно методу Эрлангера (Erlanger et al., 1961). В
работе использованы следующие 5 мМ пара-нит-
роанилидные субстраты, специфичные для эндо-
пептидаз:

GlpAALpNA (пироглутамил-аланил-аланил-
лейцин-n-нитроанилид) – субтилизин-подобные
пептидазы;

GlpFpNA (пироглутамил-фенилаланил-n-
нитроанилид) – химотрипсин-подобные пепти-
дазы;



МИКРОБИОЛОГИЯ  том 87  № 4  2018

АМИНОПЕПТИДАЗНАЯ АКТИВНОСТЬ ГАЛОАЛКАЛОФИЛЬНЫХ БАКТЕРИЙ 399

GlpFApNA (пироглютамил-фенилаланил-ала-
нил-n-нитроанилид) – цистеиновые пептидазы;

BAPA (N-бензоил-L-аргинил-n-нитроани-
лид) – трипсин-подобные пептидазы.

Субстраты для аминопептидаз:
LpNA (L-лейцил-п-нитроанилид);
FpNA (L-фенилаланил-п-нитроанилид).
При измерении активности пептидаз в ячейку

микропланшета вносили 160 мкл 0.1 М фосфат-
ного буфера (рН 8), добавляли 10 мкл культураль-
ной жидкости (КЖ), 10 мкл соответствующего
субстрата и измеряли оптическое поглощение
раствора в нулевой момент. Затем смесь инкуби-
ровали при 37°С, определяя изменение погло-
щения через различные промежутки времени.
Количество образовавшегося продукта (п-нит-
роанилина) определяли спектрофотометриче-
ски при 405 нм на микропланшетном фотометре
StatFax 2100 (“Awareness Technology Inc.”, США)
в 96-луночных планшетах, используя дифферен-
циальный фильтр 492 нм.

При определении активности по отношению к
GlpFApNA к реакционной смеси дополнительно
добавляли 5 мкл свежеприготовленного раствора
дитиотреитола (ДTT, 10 мг/мл).

Очистка фермента. Процедура частичной
очистки внеклеточных пептидаз включала две
последовательные стадии: диализ культуральной
жидкости и ионообменную хроматографию.

(1) Диализ проводили для отделения исследуе-
мого фермента от низкомолекулярных веществ.
Для этого 2 мл культуральной жидкости помеща-
ли в диализный мешочек, пропускающий моле-
кулы, масса которых в среднем не превышает
10 кДа. Диализовали против 800 мл 0.1 М фосфат-
ного буфера (рН 7) при 4°С на магнитной мешал-
ке в течение 1 сут.

(2) Ионообменную хроматографию осуществ-
ляли на колонке Mono Q (FPLC), уравновешенной
0.01 М фосфатным буфером (рН 7). Белок, сорби-
ровавшийся на колонке, элюировали градиентом
NaCl при скорости 1 мл/мин. В полученных таким
образом образцах измеряли концентрацию белка и
активность по выбранным субстратам при 410 нм
(А 410) за 12 ч при 37°С. Далее фракции, составля-
ющие отдельные пики пептидазной активности,
объединяли, обессоливали (используя 0.03 М
фосфатный буфер, рН 7.0) и концентрировали на
ячейке Amicon с мембраной UM 10 (пропускает
белки не более 10 кДа) при 4°С.

В полученных образцах измеряли содержание
белка и ферментативную активность для вычис-
ления следующих параметров:

(1) Общая активность (ед. мл) – определяли,
как активность фермента во всем объеме препа-
рата.

(2) Удельная активность (ед./мг белка) – опре-
деляли в единицах активности на один милли-
грамм белка препарата.

(3) Степень очистки – определяли, как отно-
шение удельной активности на данной стадии
очистки к исходной удельной активности в куль-
туральной жидкости.

(4) Выход (%) – определяли, как долю фермен-
тативной активности на данной стадии очистки
от исходной ферментативной активности в куль-
туральной жидкости.

Выход фермента с колонки характеризовали
коэффициентом доступности (К):

где Ve – объем, в котором выходит белок; Vo – об-
щий объем колонки (24 мл); Vc – свободный объ-
ем колонки (8 мл).

Далее строили график, где по оси 0X отклады-
вали десятичный логарифм молекулярных масс
маркерных белков, по оси 0Y – значения K. По
графику находили молекулярные массы исследу-
емых ферментов.

Определение оптимума pH-активности и pH-
стабильности фермента. При определении опти-
мума pH действия секретируемой пептидазы по
отношению к синтетическим субстратам был ис-
пользован универсальный буфер в диапазоне
рН 2–11 с шагом 1. В состав буфера входили
0.02 М H3PO4, 0.02 M CH3COOH, 0.02 M H3BO3;
необходимое значение рН получали, добавляя к
смеси кислот 0.02 М NaOH.

Ферментный препарат инкубировали при 37°С
4 ч в универсальном буферном растворе (рН 2–11),
затем образцы доводили до рН 8 с помощью 0.1 М
фосфатного буфера (pH 7) в щелочном диапазоне
от рН 8, либо 0.1 М NaOH в кислом диапазоне до
рН 8. Пептидазную активность ферментов опре-
деляли по методу, описанному выше.

Определение температурного оптимума и темпе-
ратурной стабильности фермента. Температурный
оптимум фермента определяли, измеряя актив-
ность фермента при температурах от 30 до 60°С.
Для изучения температурной стабильности рас-
твор фермента инкубировали при тех же темпера-
турах в течение 4 ч, затем доводили до комнатной
температуры и определяли активность, как указа-
но выше.

Определение оптимума концентрации хлорида
натрия для исследуемого фермента. При определе-
нии оптимума хлорида натрия для действия сек-
ретируемой пептидазы по отношению к синтети-
ческим субстратам были подготовлены солевые
растворы с концентрацией NaCl от 0 до 300 г/л (0,
10, 30, 50, 80, 100, 150, 200, 250, 300 г/л). Раствор
фермента инкубировали при 37°С в течение 4 ч,

,Ve VcK
Vo Vc

−=
−
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затем доводили до комнатной температуры и
определяли активность, как указано выше.

Определение функциональных групп активного
центра. Для выяснения природы функциональ-
ных групп активного центра пептидаз бактерий,
исследовали влияние различных ингибиторов на
их активность. Ингибиторный анализ проводили
с очищенными ферментными препаратами и
культуральной жидкостью. В работе использова-
ли специфические:

– ингибитор сериновых пептидаз: PMSF (фе-
нилметилсульфонилфторид);

– ингибиторы металлопептидаз: EDTA (эти-
лендиаминтетраацетат натрия) и о-фенантролин.

К 50 мкл раствора фермента добавляли 5 мкл
раствора ингибитора определенной концентра-
ции и выдерживали смесь 50–60 мин при комнат-
ной температуре. Затем прибавляли 700 мкл фос-
фатного буфера (0.1 М, рН 8) и 10 мкл раствора
соответствующего субстрата. Реакцию проводили
при 37°С. Когда оптическая плотность в контроле
(смесь без добавления ингибитора) увеличива-
лась на 0.5–0.7 единиц, во всех образцах опреде-
ляли изменение оптической плотности и вычис-
ляли остаточную активность по отношению к
контролю.

Приготовление растворов ингибиторов: EDTA
растворяли в фосфатном буфере (0.1 М, рН 8);
PMSF и о-фенантролин растворяли в этаноле; в
тех случаях, когда используемый ингибитор был
растворен в спирте (этаноле), в качестве контроля
к раствору фермента добавляли 5 мкл спирта.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Рибосомная филогения гидролитических бакте-

рий. Из микробных матов содово-соленых озер
пустыни Бадаин Жаран были изолированы три
штамма алкалофильных бактерий – 3В, 7В и 7Р.
Рибосомная филогения позволила отнести все
штаммы к роду Halomonas (рис. 1). Штамм 3В по-
казал максимальный процент гомологии (99%) с
истинным алкалофилом Halomonas mongoliensis
Z-7009T, который был впервые выделен из сход-
ного по экологии места обитания – содового озе-
ра Дзун-Тухэм-Нур (северо-восточная Монго-
лия) (Болтянская и соавт., 2007). Филогения по-
казала, что последовательность Halomonas 3В
образует общий кластер с последовательностью
типового штамма H. mongoliensis, что позволяет
его идентифицировать как Halomonas mongoliensis
3В. Последовательности двух других штаммов (7В
и 7Р) показали более низкий процент гомологии
с типовыми штаммами рода Halomonas, макси-
мальный отмечен для вида H. alkalicola
CICC11012sT (KU530128) и составил 98.4%. Фило-
генетический анализ показал достаточно высо-
кую поддержку бутстреп анализа для отдельного

кластера, в который вошли, кроме последова-
тельностей анализируемых штаммов Halomonas
spp. 7В и 7Р, последовательности не идентифици-
рованных до вида представителей DQ435613,
GU228482 и GU228482, что позволяет определить
только родовую принадлежность этих штаммов.

Морфология клеток. Клетки штамма H. mongo-
liensis 3B являются прямыми короткими толсты-
ми палочками длиной 0.7–2 мкм и толщиной
0.5–1 мкм, двигаются с помощью одного поляр-
ного жгутика. Клетки штаммов Halomonas spp. 7Р
и 7В представляют собой прямые длинные тол-
стые палочки длиной 3–5 мкм и толщиной 0.8–
1 мкм. Структура клеточной стенки всех изолятов
имеет грамотрицательный тип. На агаризованной
среде штаммы образуют округлые кремовые ко-
лонии диаметром 2–5 мм, с ровными краями и
гладкой, блестящей поверхностью.

Физиология. Исследованные культуры алкало-
фильных и галофильных представителей рода
Halomonas способны расти в широком диапазоне
концентрации NaCl от 30 до 200 г/л с оптимумом
при 50 и 80 г/л (рис. 2а). На основании определе-
ния оптимальных параметров и границ роста по
отношению к рН штаммы отнесены к умеренным
алкалофилам, показан рост в диапазоне рН 8–10
с оптимумом 8–9 (рис. 2б). Обнаружено, что тем-
пературный диапазон роста достаточно широкий,
при культивировании в оптимальных значениях
рН и солености он составил 20–50°С с оптималь-
ным значением 37–40°С (рис. 2в).

Изученные галоалкалофильные бактерии рода
Halomonas в аэробных условиях способны к окис-
лению широкого спектра органических субстра-
тов и азотистых соединений (табл. 1). Все штам-
мы из органических кислот используют ацетат,
лактат, цитрат и этанол, штаммы Halomonas spp.
7B и 7P дополнительно используют пируват, но
ни один из них не использует глицерин.

Для всех штаммов показана способность утили-
зировать различные сахара, а именно галактозу,
глюкозу, фруктозу, рибозу, D-целлобиозу, L-ара-
бинозу, сахарозу и крахмал. Не потребляют рамнозу
и D-сорбит. Штамм H. mongoliensis 3В также ис-
пользует D-ксилозу и мальтозу, а штаммы Halo-
monas spp. 7B и 7P – D-маннозу. Из белковых суб-
стратов все выделенные микроорганизмы актив-
но утилизируют казеин, желатин, триптон и
пептон.

Субстратная специфичность внеклеточных пеп-
тидаз. Исследование секреции внеклеточных
пептидаз у разных видов галоалкалофильных бак-
терий дает возможность выявлять природные
изоляты с высокой ферментативной активностью
и различным спектром секретируемых внекле-
точных пептидаз.

Галоалкалофильные бактерии рода Halomonas
были исследованы на способность секретировать
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Рис. 1. Филогенетическое дерево бактерий рода Halomonas, построенное на основании сравнительного анализа фраг-
ментов гена 16S рРНК. В дерево включены последовательности типовых штаммов. Масштаб соответствует 5 заменам
на каждые 1000 п.н. Цифрами в узлах обозначения значения бутстреп анализа выше 85%. Последовательности, полу-
ченные в данной работе, выделены жирным шрифтом.
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внеклеточные пептидазы, активные на различ-
ных п-нитроанилидных субстратах, специфич-
ных для субтилизин-подобных, химотрипсин-
подобных, трипсин-подобных, аминопептидаз и
цистеиновых пептидаз, на средах для культиви-
рования, содержащих следующие источники азо-
та: триптон, пептон и казеин.

Все изученные культуры проявили наибольшую
активность в отношении субстрата, специфичного
для аминопептидаз – LpNa, на комплексной мине-
ральной среде с различными белковыми субстрата-
ми. На рис. 3 показано, что максимальная актив-
ность достигалась на белковом субстрате триптоне,
где наибольшее значение у штамма Halomonas spp.
7Р составляет 0.5 ед. У штаммов Halomonas spp. 7В и
Halomonas mongoliensis 3В значения активности на

триптоне составляли 0.376 и 0.306 ед. соответ-
ственно. На казеине и пептоне эти значения ва-
рьировали от 0.13 до 0.25 ед., с наименьшей вели-
чиной у штамма Halomonas spp. 7В. Все штаммы
не гидролизуют субстраты, специфичные для
субтилизин-подобных, химотрипсин-подобных,
трипсин-подобных и цистеиновых пептидаз на
всех изученных источниках азота. На субстрате
FpNA активности обнаружены в следовых коли-
чествах.

Частичная очистка фермента из H. mongoliensis
3В. На примере штамма H. mongoliensis 3В с помо-
щью использованных методов удалось получить
частично очищенный фермент из культуральной
жидкости с выходом 4.95%. Количественные ха-
рактеристики очистки пептидазы из H. mongoliensis
3B представлены в табл. 2. Активность пептидаз
составила 0.996 ед./мл, экстраполированная моле-
кулярная масса фермента равнялась 208900 Да.

Изучение физико-химических свойств ферментов.
Было изучено влияние рН, солености и температу-
ры на активность и стабильность внеклеточных
протеолитических ферментов, гидролизующих
аминопептидазный субстрат LpNa. Внеклеточные
пептидазы были исследованы на оптимум и ста-
бильность при различных значениях рН. Полу-
ченные данные показали, что пептидазы из всех
штаммов H. mongoliensis 3В, Halomonas spp. 7Р и
7В имели оптимум активности при рН 8.5–9.0 и
стабильность в широком диапазоне рН от 6 до 10
(рис. 4a и 4б). Высокая стабильность исследуемых
аминопептидаз в щелочной области, в целом, ти-
пична для протеолитических ферментов алкало-
фильных бактерий.

У пептидаз из галофильных бактерий были
также исследованы зависимости секретируемой
активности от различных концентраций хлорида
натрия (0–300 г/л). Оптимум активности пепти-
даз штамма Halomonas spp. 7Р находится при ми-
нерализации 80 г/л, штаммов Halomonas spp. 7В и
Halomonas mongoliensis 3В – от 50 до 100 г/л (рис. 5).

Определение температурного оптимума и ста-
бильности ферментов проведены в диапазоне 5–
60°С. Оптимум активности внеклеточных пепти-
даз штамма Halomonas spp. 7Р составил 40°С, у
штаммов Halomonas spp. 7В и Halomonas mongo-
liensis 3В от 30 до 40°С. Практически все пептидазы
исследуемых культур стабильны до 50°С (рис. 6a и
6б). Инкубирование при температуре 60°С в тече-
ние 4 ч приводит к практически полной потере
ферментативной активности.

Определение природы функциональных групп
активного центра. Определение природы функци-
ональных групп активного центра показало, что
активность внеклеточных пептидаз по субстрату
LpNa у всех изученных штаммов подавлялась
специфическим ингибитором металлопептидаз –
EDTA (табл. 3). Ингибитор сериновых пептидаз –

Рис. 2. Влияние концентрации NaCl (а), рН (б) и тем-
пературы (в) на удельные скорости роста бактерий
рода Halomonas: 1 – штамм 3В, 2 – штамм 7В, 3 –
штамм 7Р.
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PMSF либо совсем не оказывал влияния на ак-
тивность, либо подавлял активность в незначи-
тельной степени. На этом основании можно
предположить, что секретируемые ферменты ис-
следованных штаммов бактерий преимуществен-
но содержат пептидазы, относящиеся к классу ме-
таллопептидаз.

ОБСУЖДЕНИЕ
Из микробных матов содово-соленых озер пу-

стыни Бадаин Жаран, Внутренняя Монголия
(Китай) были выделены и охарактеризованы три
штамма галоалкалофильных бактерий, обладаю-
щих внеклеточной пептидазной активностью.
Филогенетический анализ позволил не только
установить родовую принадлежность изученных
штаммов, но и показал экологическую обособ-
ленность галоалкалофильных представителей ро-
да Halomonas. Так, типовой штамм вида Halo-
monas mongoliensis Z-7009T выделен из содового
озера Дзун-Тухэм-Нур (донный осадок), которое
характеризуется щелочным значением рН и со-
держанием солей до 27 г/л (Болтянская и соавт.,
2007). Среди ближайших гомологов штаммов Ha-
lomonas spp. 7В и 7Р также есть экологически
близкие штаммы, выделенные из засоленных
почв (Halomonas sp. L6, DQ435613) или устойчи-
вые к высокой концентрации солей – нитрата на-
трия (Halomonas sp. IB-559, AJ309560). Так же
представляют интерес штаммы Halomonas spp.
(GU228482 и GU228482), выделенные из биореак-
тора, своим биотехнологическим использованием
(McSweeney et al., 2011). Следует также отметить, что
кластер, сформированный не идентифицирован-
ными до вида бактериями Halomonas spp., обособ-
лен с высокой бутстреп поддержкой, а относи-
тельно невысокий процент гомологии предпола-
гает возможность последующего описания этих
штаммов как нового вида рода Halomonas.

Исследование эколого-физиологических свойств
(рН, температура и соленость) выделенных бакте-
рий показало, что штаммы являются умеренными
алкалофилами и экстремальными галофилами,
которые способны гидролизовать казеин, пептон
и триптон. Характерно, что штамм H. mongoliensis
3В, в отличие от типового штамма H. mongoliensis
Z-7009, показал более широкий диапазон роста
на NaCl. Диапазон роста у исследуемого штамма
варьировал от 30 до 200 г/л, тогда как у H. mongo-
liensis Z-7009 – от 0 до 120 г/л. Следует отметить
близкий температурный оптимум, определенный
для штаммов Halomonas spp. 7В и 7Р (40°С) и у их
ближайшего гомолога Halomonas sp. IB-559, кото-
рый составил 44°С (McSweeney et al., 2011). К со-
жалению, в работе нет данных по оптимуму и диа-

Таблица 1. Рост штаммов рода Halomonas на различ-
ных субстратах

Примечание. “±” – слабый рост; “+” – активный рост; “–”–
нет роста.

Субстраты 3B 7B 7P

Ацетат + + +
Лактат + + +
Цитрат + + +
Пируват – ± ±
Этанол + + +
Глицерин – – –
Лактоза – – –
D-ксилоза + – –
Трегалоза – + +
Сахароза + + +
D-манноза – + +
D-сорбит – – –
L-арабиноза + ± ±
Рамноза – – –
D-целлоби-
оза

+ + +

Рибоза + + +
Крахмал + + +
Фруктоза + + +
Глюкоза + + +
Мальтоза + – –
Галактоза + + +
Пептон + + +
Триптон + + +
Казеин + + +
Желатин + + +

Таблица 2. Стадии очистки пептидазы, выделенной из культуральной жидкости штамма H. mongoliensis 3В

Стадия очистки Общий
белок, мг

Общая
активность, 

ед.

Удельная
активность,
ед./мг белка

Степень
очистки Выход, %

Культуральная жидкость 0.99 202.20 203.01 1 100

Диализ 0.46 77.27 167.30 0.83 38.20

Ионообменная хроматография 0.08 10.00 117.65 0.58 4.95



404

МИКРОБИОЛОГИЯ  том 87  № 4  2018

ЭРДЫНЕЕВА и др.

пазону роста этого штамма при различных значе-
ниях рН и солености. Широкие диапазоны роста
по NaCl и рН выделенных бактерий, по-видимому,
позволяют приспосабливаться к изменяющимся
условиям природных систем в период дождей или
засухи. Изученные изоляты отличались широкой
метаболической активностью в отношении раз-
личных классов органических веществ и в мик-
робном сообществе исследуемых озер являются
активными участниками деструкции органиче-
ского вещества (Болтянская, 2007).

В настоящее время в литературе представлен
ряд публикаций, где изучена аминопептидазная
активность у бактерий рода Halomonas с исполь-
зованием ферментативных тестов (In et al., 2005;
Rohban et al., 2009; Kumar et al., 2012; De Lourdes
Moreno et al., 2013; Anithajothi et al., 2014). Однако
работ, посвященных исследованиям активности

и физико-химическим свойствам фермента у Ha-

lomonas, не обнаружено. Ранее сообщалось, что
аминопептидазы изучены у бактерий Streptomyces

(Uraji et al., 2007; Wu et al., 2010), Pseudomonas (Wu
et al., 2014), Bacillus (Rodríguez-Absi, Prescott, 1978;
Pavlova et al., 1989; Lei et al., 2017а, 2017б) и у мо-
лочнокислых бактерий (Tchorbanov et al., 2011).

Особенностью изученных нами аминопепти-
даз у бактерий рода Halomonas были щелочность, с
оптимумом и стабильностью рН от 6 до 10 и гало-
фильность – изученные аминопептидазы выдержи-
вают соленость до 200 г/л. Так, в работе Uraji et al.
(2007) показано, что пролиламинопептидаза из
Streptomyces aureofaciens TH-3 (TH-3PAP) обладает
высокой солеустойчивостью. В результате клони-
рования и секвенирования гена, ответственного
за синтез фермента, предположили, что в его со-

Рис. 3. Субстратная специфичность на п-нитроанилидном субстрате аминопептидаз (LpNa) в зависимости от источ-
ника азота. Обозначения как на рис. 2.
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Таблица 3. Влияние ингибиторов на активность пептидаз, выделенных из штаммов рода Halomonas

Реагент Концентрация, М
Остаточная активность пептидаз в штаммах, %

3B 7B 7P

Контроль 0 100 100 100
РМSF 0.1 76.0 100 100

0.01 87.5 100 100
EDTA 0.1 36.2 16.0 34.2

0.01 35.7 21.6 36.3
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ставе имеется аминокислотный остаток, обуслов-
ливающий солеустойчивость данной бактерии.

Таким образом, полученные результаты пока-
зали границы приспособляемости и функциониро-
вания выделенных бактерий в экстремальных усло-
виях содово-соленых озер. Анализ внеклеточной
пептидазной активности на различных п-нитро-
анилидных субстратах показал наличие только ами-
нопептидазной активности, что свидетельствует об
относительно узкой субстратной специфичности
пептидаз у изученных штаммов бактерий. Спо-
собность ферментов к расщеплению белков в
условиях повышенной минерализации и в ще-
лочных условиях играет важную роль для их жиз-

недеятельности в содовых и соленых местах оби-
тания.

Выделенные штаммы могут быть перспектив-
ными объектами для использования: при изготов-
лении и обработке кожи (обезволашивание шкур,
смягчение кожи), в качестве детергента (удаление
белковых загрязнений); в биоремедиации; в пище-
вой промышленности (получение белкового гид-
ролизата, мягчение мяса и рыбы) и в сельском хо-
зяйстве в качестве кормовой добавки.

Работа выполнена в рамках темы госзадания
ФАНО госрегистрации № АААА-А17-117011810034-9
и МО РФ № 6.9754.2017/БЧ.

Рис. 4. Оптимум рН (a) и стабильность внеклеточных протеолитических ферментов (б), выделенных из бактерий рода
Halomonas. Обозначения как на рис. 2.
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Рис. 5. Оптимум внеклеточных протеолитических ферментов исследуемых бактерий рода Halomonas в зависимости от
концентрации NaCl. Обозначения как на рис. 2.
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Рис. 6. Температурный оптимум (a) и стабильность внеклеточных протеолитических ферментов (б), выделенных из
бактерий рода Halomonas. Обозначения как на рис. 2.
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Abstract—Three strains of haloalkaliphilic bacteria were isolated from microbial mats of soda-saline lakes of
the Badain Jaran desert, Inner Mongolia (China). Based on the data on ribosomal phylogeny, they were iden-
tified as members of the genus Halomonas. These bacteria were moderate alkaliphiles and extreme halophiles.
The peptidases secreted by these bacteria were shown to have narrow substrate specificity. They hydrolyzed
proteins and para-nitroanilide substrates and showed maximal activity in the hydrolysis of L-leucyl-p-ni-
troanilides (LpNA). The maximum activity of the peptidases occurred at alkaline pH values (8–10) and ele-
vated salinity (50–100 g/L); the enzymes were thermostable (up to 50°С). The results of inhibitor analysis
and substrate specificity examination of extracellular enzymes indicated them to belong to the class of ami-
nopeptidase-like metallopeptidases.

Keywords: Halomonas, aminopeptidases, Badain Jaran desert, saline soda lakes
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Экспериментально исследована способность продуцировать метан природными микробными со-
обществами из осадков озера Байкал с различным химическим составом поровых вод. Более актив-
но метан образовывался на средах с добавлением H2 : CO2 и H2 + CH3COONa, чем на средах с аце-
татом, служащим в качестве единственного источника углерода и энергии. Добавление метанола
стимулировало образование метана только микробными популяциями поверхностных илов. Спо-
собность сообществ к образованию метана достоверно коррелировала с содержанием ионов NO3–,

 Cl– и CH3COO– в поровых водах донных отложений, которые они населяют. При культиви-
ровании природных сообществ из донных осадков грязевого вулкана на среде с добавлением H2 : CO2
и H2 + CH3COONa развивались гидрогенотрофные метаногеные археи семейства Methanocellaсеае,
тогда как в составе сообществ, культивированных без дополнительных субстратов, метаногенные ар-
хеи представлены родами Methanoregula, Methanobacterium и Methanosaeta.

Ключевые слова: метан, донные отложения, микробные сообщества, метаногенные археи, пиросе-
квенирование, озеро Байкал
DOI: 10.1134/S0026365618040043

2
4SO ,−

Метан – один из ключевых парниковых га-
зов, увеличение эмиссии которого в ближайшем
будущем может сыграть главную роль в создании
парникового эффекта на Земле. В большинстве
пресноводных экосистем метаногенез является
основным конечным процессом в цепи анаэроб-
ного разложения органического вещества (Bor-
rel et al., 2011). Основными субстратами для ме-
таногенных архей являются H2 : CO2, ацетат и
метилированные С1-соединения, образование
метана из которых происходит по гидрогено-
трофному, ацетокластическому и метилотрофно-
му/метилредукционному биохимическим путям
(Liu et al., 2008; Каллистова и соавт., 2017). Вклад
того или иного пути в общую продукцию метана
определяется различными факторами, влияющи-
ми на конкурентные взаимоотношения в мик-
робных сообществах (Liu et al., 2008; Borrel et al.,
2011).

В глубоководных экосистемах основная масса
донных отложений характеризуется температур-
ной и геохимической стабильностью. Исключе-

нием являются отложения, находящиеся в райо-
нах с высокой тектонической активностью, где
восходящие потоки глубинных газо- и нефтена-
сыщенных флюидов обусловливают поступление
в осадки дополнительных источников углерода и
энергии (Parkes et al., 2014). Исследования пока-
зали, что состав и функционирование популяций
метаногенных архей в донных отложениях мор-
ских грязевых вулканов (ГВ) и холодных метано-
вых сипов отличаются от таковых в зонах со спо-
койным осадконакоплением (Nui et al., 2017). Од-
нако мало что известно о влиянии потоков
глубинных флюидов на субстратную специфич-
ность метаногенных сообществ в донных отложе-
ниях пресноводных озер.

В озере Байкал, несмотря на существующую
активность процесса сульфатредукции (Пименов
и соавт., 2014), интенсивное образование метана
фиксируется даже в поверхностных слоях донных
отложений (Дагурова и соавт., 2004). С помощью
радиоизотопного метода показано, что в осадках
глубоководной зоны озера 75–100% метана обра-

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ
СТАТЬИ
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зуется из H2 и CO2 (Намсараев и соавт., 1995;
Zemskaya et al., 2010). О преимущественном обра-
зовании метана в ходе CO2-редукции свидетель-
ствует разница между значениями δ13C CO2 и CH4
в осадках (Krylov et al., 2010). В то же время, изо-
топные характеристики биогенного метана, за-
ключенного в структуре байкальских газовых
гидратов, свидетельствуют о его образовании по
ацетокластическому пути (Hachikubo et al., 2010).

Целью работы было оценить способность об-
разовывать метан на различных субстратах при-
родными микробными сообществами из донных
отложений озера Байкал с разным химическим
составом поровых вод, а также проанализировать
таксономический состав сообществ при культи-
вировании на основных субстратах метаногенеза.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Районы исследования и отбор проб. Для иссле-
дования были взяты образцы природных микроб-
ных сообществ донных отложений из районов
(1) метанового сипа “Посольская Банка” и ГВ:
(2) “Хобой”, (3) “Песчанка” и (4) “Маленький”,
расположенных в глубоководных (более 500 м)
частях южной и средней котловин озера Байкал.

Пробы донных осадков отбирали с помощью грави-
тационной трубы и грейфера в июле 2014–2015 гг. с
борта НИС “Г.Ю. Верещагин”. Характеристики
станций и химический состав поровых вод дон-
ных отложений приведены в табл. 1.

Химический анализ состава поровых вод и изме-
рение концентраций метана. Определение концен-
траций углеводородных газов в донных осадках и
экспериментальных флаконах выполняли мето-
дом фазово-равновесной дегазации Head–Space
Technique (Большаков, Егоров, 1987). Содержание
метана в газовой фазе определяли на хроматографе
“ЭХО–ПИД” (Россия) (пламенно-ионизацион-
ный детектор, 2-метровая насадочная колонка с
внутренним диаметром 2 мм; сорбент – Porapak Q,
режим изотермический, температуры колонки –
100°С, инжектора – 100°С, детектор – 150°С).
Объем газа для анализа составлял 0.05 мл. Изме-
рение концентраций метана в атмосфере флако-
нов с накопительными культурами проводили че-
рез 1 ч после внесения осадка и далее каждые 4–
17 сут в течение одного года.

Определение химического состава поровых
вод исследуемых донных отложений выполняли
согласно Погодаевой и соавт. (2007) на базе при-
борного центра коллективного пользования фи-

Таблица 1. Характеристики станций пробоотбора

Район Код
керна

Год/
глубина, 

м
Координаты

Содержание основных ионов в поровых водах, мг/л Концентрация 
метана

в осадке, 
ммоль/дм3CH3COO– Cl– NO3–

Сип
“Посольская 
Банка”

1а 2014/505 52°02′09′′ N
105°50′35′′ E

50.69–123.76 1.39–3.61 0.73–0.95 0–0.40 0.40–1.29 0.30–4.93

1б 2015/502 52°02′09′′ N
105°50′36′′ E

50.83–139.90 0 1.10–1.87 0 0–0.26 0.37–4.61

Грязевой
вулкан
“Хобой”

2 2015/536 53°23′59′′ N
107°53′29′′ E

46.25–84.71 0 1.12–1.94 0 0.02–0.55 0.004–6.21

Грязевой
вулкан
“Песчанка”

3 2014/854 52°10′29′′ N
105°48′33′′ E

21.00–275.12 0–6.92 0.80–1.69 0–2.14 0.20–13.30 0.001–5.45

Грязевой
вулкан
“Маленький”

4а 2015/1393 51°55′26′′ N
105°37′53′′ E

67.28–77.71 0 1.26–9.19 0–1.10 0.03–5.69 0.0006–0.047

4б 2015/1361 51°55′12′′ N
105°38′16′′ E

76.78–222.02 0 0.95–3.99 0 0.16–1.38 0.02–3.33

3HCO− 2
4SO −
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зико-химического ультрамикроанализа ЛИН
СО РАН.

Культивирование. Накопительные культуры
получали инкубированием образцов донных от-
ложений анаэробно во флаконах со стерильной
минеральной средой следующего состава (мг/л):
NaCl – 30; NH4Cl – 33; KH2PO4 – 33; MgCl2 ⋅
⋅ 6H2O – 33; CaCl2 ⋅ 2H2O – 33; NaHCO3 – 1000;
резазурин – 1; Na2S ⋅ 9H2O – 600; 10 мл раствора
витаминов; 10 мл раствора микроэлементов
(Практикум по микробиологии, 2005); вода дистил-
лированная – 980 мл. В опытных вариантах во фла-
коны вносили следующие субстраты: (1)  газовую
смесь H2 : CO2 (140 ммоль/л : 35 ммоль/л); (2) газо-
вую смесь H2 : N2 (140 ммоль/л : 35 ммоль/л) +
+ CH3COONa (20.5 мМ); (3) CH3COONa –
20.5 мМ (атмосфера N2); (4) СH3OH – 24.7 мМ
(атмосфера N2). В контрольном варианте суб-
страты не вносили. При приготовлении сред газо-
вую фазу в сосудах заменяли на N2, H2 : N2 или
H2 : CO2 (конечное давление 1.5 атм.) на установ-
ке вакуумной дегазации. После стерилизации
вносили витамины и Na2S ⋅ 9H2O. Конечный pH
среды 7.3.

Эксперименты поводили в трех проворностях.
Для сохранения психрофильных условий и уско-
рения процесса метанобразования культивирова-
ние проводили в темноте при 10°C на базе УНУ
“Экспериментальный пресноводный аквариум-
ный комплекс байкальских гидробионтов” ЛИН
СО РАН.

Методы статистического анализа. Перед прове-
дением статического анализа полученные коли-
чественные величины каждого признака норма-
лизовали с помощью стандартной метрики.

Для анализа распределения анализируемых
проб по совокупности количественных показате-
лей использовали метод многомерной статистики
(метод главных компонент) (Айвазян и соавт.,
1989).

Взаимосвязь между количественными харак-
теристикам проб и концентрацией метана в пробе
определяли корреляционным анализом методом
Пирсона. Коэффициент корреляции считали
значимым при p < 0.05. Для определения влияния
качественных параметров на концентрацию об-
разовавшегося метана при разных условиях куль-
тивирования использовали однофакторный дис-
персионный анализ с учетом статистического
критерия Фишера. Значимым для метангенеза
считали влияние фактора при p < 0.05.

Выделение ДНК и пиросеквенирование. Суммар-
ную ДНК выделяли из накопительных культур в
период экспоненциального нарастания концен-
траций метана в атмосфере флаконов на 100 сут
культивирования. Выделяли ДНК модифициро-
ванным методом ферментативного лизиса с по-

следующей фенол-хлороформной экстракцией
(Sambrook et al., 1989). Для ПЦР-амплификации
фрагментов гена 16S рРНК бактерий, включающего
вариабельный участок V3–V5, использовали прай-
меры U341F (5'-CCTACGGGRSGCAGCAG-3') и
U785R (5'-GGACTACCVGGGTATCTAAKCC-3').
Для ПЦР-амплификации фрагментов гена 16S
рРНК архей использовали праймеры для V1–V3 ре-
гиона: A2Fa (5'-TCCGGTTGATCCTGCC-3') и
A519R (5'-GTGCTCCCCCGCCAATTCCT-3'). Пи-
росеквенирование ампликонов осуществляли на
геномном анализаторе GS FLX 454 (“Roche”,
США) с использованием реагентов серии Titani-
um по протоколу “GS FLX Titanium Sequencing
Method Manual” в соответствии с рекомендация-
ми производителя.

Анализ разнообразия и таксономического соста-
ва микробных сообществ накопительных культур
проводили с помощью пакета программ Mothur
версии v. 1.38.1. Для минимизации последствий
случайных ошибок секвенирования использовали
алгоритм Pyronoise (Quince et al., 2011). Отобран-
ные последовательности проверяли на наличие
химер с помощью программы UCHIME (Edgar
et al., 2011). Для проведения таксономического и
популяционного анализа сообществ полученные
последовательности кластеризовали в оперативные
таксономические единицы (ОТЕ) при генетиче-
ском расстоянии от 0.01 до 1.0. Для последова-
тельностей, объединенных в ОТЕ с генетиче-
ской дистанцией 0.03 (97% сходства), проводили
таксономическую классификацию путем срав-
нения с последовательностями 16S рРНК бакте-
рий и архей из референсной базы данных SILVA
(http://www.mothur.org/wiki/Silva_reference_files)
при 80% доверительном пороге. Из анализа были
исключены ОТЕ0.03, содержащие менее 4 после-
довательностей. Кривые разряжения, индексы
богатства (ACE, Chao) и разнообразия (обратный
индекс Симпсона) сообществ были просчитаны
для каждого образца на основе выявленных ОТЕ
с использованием пакета Mothur.

Полученные в работе массивы последователь-
ностей депонированы в базу данных Националь-
ного центра биотехнологической информации
(NCBI), секцию SRA, под номером PRJNA434024.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Образование метана микробными сообществами
осадков метанового сипа. Для культивирования
использовали донные осадки двух кернов из рай-
она метанового сипа “Посольская Банка”. Хими-
ческий состав поровых вод в исследуемых кернах
соответствовал данным, отмечаемым в фоновых
районах (Погодаева и соавт., 2007). В поровых водах
керна 1a присутствовал ацетат-ион (1.4–3.5 мг/л), и
регистрировали повышенные концентрации иона
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Fe2+ (до 3.6 мг/л в поверхностном слое). Содержа-
ние метана отмечали по всей длине кернов, его
концентрации варьировали от 0.3 ммоль/дм3 (в
поверхностном слое) до 4.9 ммоль/дм3 (50 см).

Генерация метана сообществами донных отло-
жений метанового сипа “Посольская Банка” от-
мечалась при культивировании на средах с H2 : CO2
и H2 + СH3COONa (рис. 1). Экспоненциальное
нарастание концентраций метана в большинстве
образцов регистрировалось в период от 45 до 172 сут.
В культурах керна 1а количество образовавшего-
ся метана варьировало от 1.86 до 9.82 ммоль/л
(рис 1а). В керне 1б, метаногенез отмечали в об-
разцах из поверхностного слоя и слоев соответ-
ствующих верхней границе ледниковых глин (50–
80 см), во всех случаях наибольшие количества га-
за генерировали на среде с добавлением H2 : CO2
(10.1–10.6 ммоль/л) (рис. 1б). Метаногенез на
среде с метанолом был зафиксирован только при
культивировании сообществ поверхностного
слоя обоих кернов. При культивировании сооб-
ществ из нижерасположенных слоев кернов до-
бавление метанола подавляло метаногенную ак-
тивность. Концентрации метана, образовавшегося
при культивировании сообществ на среде c ацета-
том, были низки и сопоставимы с обнаруженны-
ми в контрольных культурах.

Образование метана микробными сообществами
осадков грязевых вулканов. Донные осадки в райо-
нах грязевых вулканов различались по химическо-
му составу поровых вод. В керне ГВ “Песчанка”
(керн 3) в составе поровых вод отмечено присут-
ствие ацетат-иона (до 6.9 мг/л) и повышенные
концентрации сульфат- и нитрат-ионов (до 13.3 и
2.1 мг/л соответственно). В поверхностном слое
керна 4а (ГВ “Маленький”) выявлены повышен-
ные концентрации нитрат-иона (1.1 мг/л) и
ионов Cl– (9.2 мг/л), причем содержание послед-
него иона более чем в 20 раз превышало значения,
отмеченные в фоновых районах озера (Погодаева
и соавт., 2007). В отличие от донных отложений
метанового сипа, возрастание концентраций ме-
тана в осадочной толще грязевых вулканов отме-
чалось ниже 30–70 см.

При культивировании сообществ из осадков
грязевых вулканов увеличение концентраций ме-
тана отмечалось при добавлении в среду всех суб-
стратов через 42–62 сут (рис. 2). Следует отметить
разный отклик природных сообществ на добавлен-
ные субстраты. При культивировании сообществ из
ГВ “Песчанка” (керн 3, где в поровых водах ацетат
регистрировался изначально) интенсивная генера-
ция метана фиксировалась для образцов из поверх-
ностных слоев на средах с H2 : CO2 (до 6.7 ммоль/л)
и H2 + CH3COONa (до 10.2 ммоль/л), а для образцов

Рис. 1. Наибольшие концентрации метана, зафиксированные в накопительных культурах сообществ осадков метано-
вого сипа за 365 сут культивирования на средах с различными субстратами: а – керн 1a, б – керн 1б.
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из глубинных слоев – только на среде с H2 : CO2 (до
6.7 ммоль/л) (рис. 2б). В пробах донных отложе-
ний других ГВ, не имевших в составе поровых вод
ацетат-иона, концентрации образовавшегося ме-
тана были максимальны в образцах из поверх-
ностных слоев (рис. 2а, 2в, 2г). Для сообществ по-
верхностных илов ГВ “Хобой” (керн 2) образо-
вание метана отмечалось при добавлении в среду
H2 : CO2, тогда как в образцах из ледниковых
глин, процесс фиксировался только при добав-
лении H2 + CH3COONa. На среде, где в качестве
единственного источника углерода и энергии был
ацетат, образование метана отмечалась только в
образцах из поверхностных осадков ГВ “Малень-
кий” (0.6–4.8 ммоль/л). Более продуктивно мик-
робные сообщества из этих же образцов образовы-
вали метан на средах с H2 : CO2 (до 11.2 ммоль/л) и
H2 + CH3COONa (до 5.9 ммоль/л). Образование
метана на среде с метанолом отмечалось при
культивировании микробных сообществ поверх-
ностных илов всех исследованных кернов, ис-
ключая сообщество из поверхностного слоя осад-
ка керна 4б (рис. 2г).

Статистический анализ показал наличие поло-
жительных достоверных связей (рис. 3) между
концентрациями метана, образовавшегося при
культивировании природных микробных сооб-
ществ и содержанием ионов NO3–, 2

4SO ,−

CH3COO– в поровых водах донных отложений,
взятых для исследования. Достоверных положи-
тельных связей с другими параметрами выявлено
не было. Проведенный дисперсионный анализ
свидетельствует о том, что способность исследо-
ванных сообществ продуцировать метан на раз-
ных субстратах индивидуальна.

Разнообразие микробных сообществ метаноген-
ных накопительных культур. Разнообразие сооб-
ществ исследовано при культивировании образ-
цов из слоев 5 и 50 см ГВ “Песчанка” (керн 3) на
средах с H2 : CO2 и H2 + CH3COONa без и с добав-
лением субстратов (рис. 2б).

По результатам обработки данных пиросекве-
нирования получено 12 библиотек, содержащих
78016 бактериальных и 17629 архейных последова-
тельностей фрагментов гена 16S рРНК. Значения
индекса разнообразия (ACE) свидетельствуют о
том, что для архейной компоненты микробных со-
обществ количество выявленных ОТЕ0.03 составило
44–100% от расчетного (табл. 2). Однако значения
индекса Симпсона и Шеннона предполагают малое
разнообразие сообществ и численное доминиро-
вание в данных образцах представителей одного
крупного филотипа, что, в совокупности со зна-
чениями индекса Chao1, позволяет говорить о
выявлении большинства количественно значи-
мых групп архей.

Рис. 2. Наибольшие концентрации метана, зафиксированные в накопительных культурах сообществ осадков грязевых
вулканов за 365 сут культивирования на средах с различными субстратами: а – керн 2, б – керн 3, в – керн 4а, г –
керн 4б.
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Для бактериальной компоненты сообществ ко-
личество выявленных ОТЕ0.03 составило 74–95% от
расчетного (табл. 2). Кривые разряжения для всех
образцов близки к выходу на плато (данные не
приведены), что свидетельствует о том, что полу-
ченных данных достаточно для оценки разнооб-
разия бактерий.

По результатам анализа таксономического со-
става архей, в культурах обнаружены представи-
тели филумов Euryarchaeota, Bathyarchaeota, Thau-
marchaeota и, в минорных количествах – археи
филума Hadesarchaea. Во всех образцах численно

доминировали микроорганизмы филума Euryar-
chaeota (78.2–99.9%) (рис. 4а).

В библиотеках накопительных культур, обога-
щенных дополнительными субстратами, большин-
ство последовательностей (56.9–98.6%) принадле-
жало неидентифицированным археям семейства
Methanocellaceae, ближайшим культивируемым
гомологом для которых, с вероятностью 96%, яв-
ляется гидрогенотрофный метаноген Methanocella
arvoryzae MRE50 (NR_074232). В культурах из по-
верхностного слоя осадка также присутствовали
миксотрофные метаногенные археи рода Metha-

Рис. 3. Диаграмма рассеяния точек в пространстве первых двух главных компонент, построенная на основе количе-
ственных характеристик проб. Стрелками отображены векторы, направленные по градиентам изменения оценивае-
мых показателей проб.
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Таблица 2. Индексы видового богатства и разнообразия для библиотек участка гена 16S рРНК бактерий и архей
(при кластерном расстоянии 0.03)

Код 
библиотеки

Образец
глубина/субстрат

Количество
чтений

Качество
покрытия, 

%

Количество 
ОТЕ0.03

ACE Chao1
Обратный 

индекс 
Симпсона

Индекс 
Шеннона

Археи

5HС 5 см/H2 : CO2 7742 99.9 18 20.5 19.5 2.4 1.1

5HA 5 см/H2 + CH3COONa 2011 99.8 6 13.6 9.0 1.0 0.1

5К 5 см контроль 1522 100.0 7 7.0 7.0 2.0 0.9

50HC 50 см/H2 : CO2 2576 99.7 26 30.6 29.7 1.2 0.6

50HA 50 см/H2 + CH3COONa 2731 99.8 15 19.7 18.3 1.1 0.2

50K 50 см контроль 1110 99.9 24 24.2 24.0 3.5 1.8

Бактерии

5HC 5 см/H2 : CO2 15065 99.8 153 163.2 186.0 5.1 2.2

5HA 5 см/H2 + CH3COONa 10512 99.9 59 62.5 60.8 3.2 1.8

5К 5 см контроль 7933 99.9 55 57.7 57.5 3.5 2.1

50НС 50 см/H2 : CO2 14087 99.8 116 127.2 126.7 3.0 1.8

50HA 50 см/H2 + CH3COONa 16066 99.9 67 72.5 73.1 2.5 1.2

50K 50 см контроль 14353 99.8 65 87.6 95.0 2.0 1.0

nosarcina (1.2–33.5%), большинство из которых
по последовательности участка гена 16S рРНК
идентичны метилотрофному штамму Methanosar-
cina sp. Z-7115 (KY780617), недавно изолирован-
ному из донных отложений нефтяной разгрузки
оз. Байкал (Жилина и соавт., 2017). Помимо мета-
ногенных микроорганизмов, в сообществах, раз-
вивающихся на средах с дополнительными источ-
никами углерода и энергии, обнаружены археи
филума Thaumarchaeota (до 8.3% в образце 5HC) из
групп С3 и MG1, в том числе относимые к аммо-
ний-окисляющим микроорганизмам филотипа
Candidatus “Nitrosoarchaeum”, а также представи-
тели филума Bathyarchaeota (до 6.0% в образце
50HC), анализ геномов которых позволяет пред-
положить для них ферментативный метаболизм с
возможностью продуцировать ацетат в ходе ук-
суснокислого брожения и автотрофной ассими-
ляции СО2. В культурах с горизонта 50 см выявле-
ны микроорганизмы филотипа Candidatus “Meth-
anoperedens” (до 1.6% в образце 50HC), для
представителей которого показана способность
окислять метан по обратному пути метаногенеза,
используя в качестве терминального акцептора
электронов нитрат.

Состав архей в сообществах контрольных об-
разцов отличался от состава культур, в вариантах
обогащения субстратами. Более половины после-
довательностей в данных пробах (54.0–92.8%)
принадлежало метанотрофным микроорганиз-
мам филотипа Ca. “Methanoperedens”. Метан-
образующие филотипы в сообществе из слоя 5 см
(5K) были представлены гидрогенотрофными
микроорганизмами рода Methanoregula (2.2%), а
также, в минорных количествах, семейства Meth-
anocellaceae (0.1%). В сообществе из слоя 50 см об-
наружены ацетокластические метаногены рода
Methanosaeta (5.8%) и использующие водород ме-
таногены родов Methanoregula (0.5%) и Methanobac-
terium (18.3%), последние из которых идентичны с
выделенным из осадков Байкала штаммом Metha-
nobacterium flexile Z-7215 (KY780618) (Жилина и
соавт., 2017). Доля Bathyarchaeota составляла 4.4–
15.0%, Thaumarchaeota – 5.2% (50K).

Среди бактерий в сообществах всех культур, за
исключением 5K, численно доминировали мик-
роорганизмы филума Firmicutes (81.0–97.1%),
большинство из которых было отнесено к гомо-
ацетогенным сульфатредуцирующим бактериям
рода Desulfosporomusa (46.0–93.9%) (рис. 4б). По-
мимо Desulfosporomusa, класс Negativicutes в образ-
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Рис. 4. Состав микробных сообществ из осадков грязевого вулкана “Песчанка”, культивированных на средах с
H2 : CO2, H2 + CH3COONa и без дополнительных субстратов, по данным анализа последовательностей фрагментов
генов 16S рРНК: а – археи, б – бактерии.
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цах поверхностного слоя был представлен неиден-
тифицироваными микроорганизмами семейства
Sporomusaceae (4.2–25.7%) и осуществляющими
сбраживание органических субстратов бактерия-
ми рода Pelosinus (до 0.9% в образце 5HC). Среди
представителей класса Clostridia в сообществах
культур были выявлены микроорганизмы фило-
типа Thermoanaerobacterales – SRB2, которым
принадлежало до 3.6% последовательностей в от-
дельных образцах, а также обладающие фермен-
тативным метаболизмом бактерии родов Rumini-
clostridium (до 0.8%) Gracilibacter (до 0.6%), Sedi-
mentibacter (до 0.7%), Tissierella (до 0.6%), Lutispora
(до 0.4%), Desulfitobacterium (0.8% в образце 50HC)
и сульфатредукторы рода Desulfosporosinus (2.5% в
образце 5HA). Также были идентифицированы
микроорганизмы филума Epsilonproteobacteria,
представленные сульфатредуцирующими бакте-
риями рода Sulfurospirillum (до 6.9%), сероокисля-
ющими бактериями рода Sulfuricurvum (до 2.8%) и
использующими различные акцепторы электро-
нов бактериями рода Shewanella (2.5% в образце
50HC), сульфат- и железоредукторами родов De-
sulfomicrobium (до 2.5%), Desulfobulbus (до 1.5%),
Desulfobacca (до 0.1%), Geobacter (до 0.3%) из фи-
лума Deltaproteobacteria, представители филума
Cloroflexi (1.1–14.2%), некультивируемые бакте-
рии семейства Corinobacteriaceae (до 2.2%) филума
Actinobacteria и др. Кроме того, в культуре 50HA
выявлены микроорганизмы недавно открытого
семейства Lentimicrobiaceae (6.1%) филума Bacte-
roidetes. Единственный культивируемый предста-
витель этого семейства был способен к фермента-
ции широкого спектра углеводов в анаэробных
условиях.

Состав бактерий в сообществе образца 5K отли-
чался от сообществ других образцов. Более поло-
вины выявленных последовательностей (50.9%)
принадлежало микроорганизмам рода Sulfuricella
(Betaproteobacteria), способным в анаэробных
условиях автотрофно окислять тиосульфат и мо-
лекулярную серу до сульфата, используя нитрат в
качестве акцептора электронов. Также в сообще-
стве бактерий выявлены представители родов
Sulfurospirillum (2.8%), Sulfuricurvum (2.8%) и фи-
лотипа SRB2 (1.5%), метаболизм которых связан с
анаэробным окислением и/или восстановлением
соединений серы. Пул микроорганизмов с потен-
циально ферментативным типом метаболизма
включал бактерии рода Leptolinea (7.9%) и некуль-
тивируемые микроорганизмы семейства Anaero-
lineacea (0.6%) филума Cloroflexi, некультивируе-
мые бактерии семейств Coriobacteriaceae (2.2%) и
Lentimicrobiaceae (3.1%). Помимо облигатно и фа-
культативно анаэробных микроорганизмов, в со-
обществе данной накопительной культуры при-
сутствовали аэробные микроорганизмы рода
Caulobacter (7.5%), являющиеся типичными оби-
тателями олиготрофных экосистем, включая озе-

ро Байкал (Ковадло, Дрюккер, 2006). Отдельные
представители Caulobacter, способные к восста-
новлению нитрата, анаэробной деструкции цел-
люлозы, зачастую выделяются из поверхностных
слоев донных отложений.

ОБСУЖДЕНИЕ
Несмотря на различия химического состава

поровых вод, микробные сообщества из осадков
исследуемых районов проявили сходные суб-
стратные предпочтения, образуя наибольшие
концентрации метана на средах с H2 : CO2 и H2 +
+ CH3COONa. Анализ состава архей из накопи-
тельных культур, содержащих данные субстраты,
показал преобладание в них водородокисляющих
метаногенов семейства Methanocellaceae, что согла-
суется с ранее полученными данными о генерации
метана в ходе CO2-редукции в донных отложениях
глубоководной зоны озера Байкал (Намсараев и
соавт., 1995; Zemskaya et al., 2010). Как показано в
ряде исследований, данный путь является основ-
ным процессом в донных отложениях некоторых
антарктических озер (Galchenko, 1994; Wand et al.,
2006), озер Тибетского нагорья (Liu et al., 2017), а
также в вечномерзлых почвах (Rivkina et al., 2007).
В то же время, его доминирование нехарактерно
для осадков многих других стратифицированных
озер, где основным предшественником метана яв-
ляется ацетат (Glissmann et al., 2004; Nozhevnikova
et al., 2007). Вклад того или иного пути в общую
продукцию метана в донных отложениях пресно-
водных озер может определяться не только тем-
пературным фактором, но и степенью гумифици-
рованности ОВ. Деструкция ОВ с высоким содер-
жанием гуминовых кислот в анаэробных условиях
осадочной толщи, в основном, приводит к образо-
ванию H2, а не ацетата, обеспечивая, таким обра-
зом, преобладание гидрогенотрофного пути ме-
таногенеза (Conrad et al., 2010; Liu et al., 2017). В
осадках озера Байкал содержание углерода гуми-
новых кислот в поверхностном слое варьирует от
0.37 до 0.94% при средней концентрации органи-
ческого углерода 1.9% (Выхристюк, 1977). По дру-
гим данным, в диатомовых илах озера ОВ может
быть почти полностью представлено гуминовыми
кислотами (Гавшин и соавт., 1994). Следует отме-
тить, что низкая продуктивность ацетокластиче-
ского метаногенеза в исследованных нами райо-
нах, вероятно, не является следствием низких
концентраций ацетата. В холодноводных экоси-
стемах, помимо процессов анаэробной деструк-
ции ОВ, источником ацетата может служить дея-
тельность автотрофных гомоацетогенных бакте-
рий (Kotsyurbenko et al., 2005). В сообществах
анализируемых образцов нами отмечена большая
доля ацетогенных бактерий, которые могут ак-
тивно участвовать в образовании ацетата в иссле-
дуемых осадках. Скорее всего, кроме доступности



418

МИКРОБИОЛОГИЯ  том 87  № 4  2018

БУКИН и др.

субстрата, следует предполагать наличие других
факторов, ограничивающих активность ацето-
кластических метаногенов в донных отложениях
глубоководной зоны озера Байкал.

При использовании метанола в качестве един-
ственного источника углерода и энергии образо-
вание метана зафиксировано только при культи-
вировании сообществ из поверхностного слоя
донных отложений. Способность сообществ к
утилизации этого субстрата может объясняться
поступлением метанола из зоны активного аэроб-
ного окисления метана на границе вода–донные
отложения. В отсутствие водорода образование
метана из метанола может осуществляться напря-
мую в результате жизнедеятельности метилотроф-
ных метаногенных архей рода Methanosarcina (Liu
et al., 2013) и, вероятно, отдельных представите-
лей филума Bathyarchaeota (Evans et al., 2015). Так-
же возможен путь синтрофной утилизации мета-
нола в консорциумах анаэробных метилотрофных
бактерий и гидрогенотрофных метаногенов (Та-
расов и соавт., 2011).

Проведенное исследование показывает, что в
зонах разгрузок активные метаногенные сообще-
ства могут населять как поверхностные илы, так и
глинистые слои донных отложений. С увеличени-
ем глубины осадка нами не выявлен переход от пре-
имущественного образования метана на субстратах
гидрогенотрофного метаногенеза к использованию
ацетата. В связи с этим, роль метаногенных сооб-
ществ поверхностных и подповерхностных слоев
осадка в формировании газовых гидратов остается
под вопросом. Более вероятно, что биогенный
метан байкальских газовых гидратов, образован-
ный по ацетокластическому пути, продуцируется
сообществами глубинных слоев донных отло-
жений.

Геохимические исследования выполнены в
рамках государственного задания по теме 0345–
2016–0007, молекулярно-биологический анализ за
счет гранта РФФИ № 16-04-00181_а, микробиоло-
гические исследования за счeт гранта РФФИ
№ 18-34-00435_мол_а.
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Abstract⎯Mehtane production by microbial communities from Lake Baikal bottom sediments with different
chemical composition of pore water was studied. Methane production was more active in the media supple-
mented with H2 : CO2 and H2 + CH3COONa, rather than on media with acetate as the sole source of carbon
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and energy. Addition of methanol stimulated methane production only in the case of microbial communities
from upper silts. Ability of the communities to produce methane correlated reliably with the concentrations
of the NO3–,  Cl–, and CH3COO– ions in the pore water of the relevant sediments. Cultivation of com-
munities from the mud volcano sediments resulted in development of methanogenic archaea of the family
Methanocellaсеае in the media supplemented with H2 : CO2 and H2 + CH3COONa, while methanogenic ar-
chaea in the communities cultivated without additional substrates belonged to the genera Methanoregula,
Methanobacterium, and Methanosaeta.

Keywords: methane, bottom sediments, microbial communities, methanogenic archaea, high-throughput se-
quencing, Lake Baikal
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ОЗЕР ЗАБАЙКАЛЬЯ С РАЗЛИЧНОЙ МИНЕРАЛИЗАЦИЕЙ
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Целью исследования было выявление изменений в структуре микробных сообществ щелочных озер
Забайкалья, связанных с различиями в минерализации и гидрохимических показателях. Объектами
исследований были соленые озера Верхнее Белое (Республика Бурятия, Россия), а также Хилганта,
Горбунка и Борзинское (Забайкальский край, Россия) с минерализацией от 12.3 до 430 г/л, разли-
чающиеся минеральным составом осадков и гидрохимическими параметрами. В осадках озер были
определены 47 прокариотных филумов, в том числе 42 бактериальных и 5 архейных. Доминировали
филумы Proteobacteria, Euryarchaeota, Bacteroides, Chloroflexi, Actinobacteria и Firmicutes, составляю-
щие более 95% от числа классифицированных последовательностей. Сравнительное обилие архей
возрастало с градиентом солености: от менее чем 1% в оз. Верхнее Белое до 35% в оз. Борзинское.
Наиболее многочисленные бактериальные ОТЕ представлены гаммапротеобактериями рода Halo-
monas – до 15% от числа классифицированных последовательностей. Наиболее многочисленные
архейные ОТЕ были классифицированы на уровне рода как представители родов Halorubrum и Halo-
hasta, принадлежащих к семейству экстремально-галофильных эвриархей Halorubraceae.

Ключевые слова: микробное разнообразие, соленые озера, высокопроизводительное секвенирова-
ние, 16S рРНК
DOI: 10.1134/S0026365618040183

Мелководные соленые и солоноватые озера, ха-
рактерные для ландшафтов и климатических арид-
ных условий региона Северной Азии, отличаются
нестабильным водным режимом, полным промер-
занием в зимний период, значительными колеба-
ниями солености и температуры воды (Namsaraev
et al., 2015). Исследования функционального раз-
нообразия содовых и соленых озер Забайкалья и
Монголии показали, что в микробных сообще-
ствах активно проходят процессы продукции и
деструкции органического вещества (Горленко и
соавт., 1999; Sorokin et al., 2004, 2011). Метаболи-
ческое и филогенетическое разнообразие мик-
робных сообществ воды и осадков содовых озер
было определено с использованием методов мо-
лекулярной биологии (Foti et al., 2006, 2008; Wu
et al., 2009; Sorokin et al., 2011; Xiong et al., 2012;
Baatar et al., 2016; Zhong et al., 2016). Донные осад-
ки соленых озер представляют собой модель для
изучения пространственно-временных процес-
сов микробной экологии за счет четкой верти-
кальной структуры, значительных химических
градиентов и наличия кислородных микрозон (La
Cono et al., 2013). В результате проведенных ранее
микробиологических исследований щелочных

озер Забайкалья были выделены культуры бакте-
рий и архей, включая галофильные цианобакте-
рии (Цыренова и соавт., 2011а, 2011б), умеренно
галофильные целлюлолитические бактерии (Ко-
зырева и соавт., 2014), галофильные алкалофиль-
ные сульфатредуцирующие бактерии (Foti et al.,
2007; Sorokin et al., 2012; Zakharyuk et al., 2015) и
экстремально галофильные археи (Sorokin et al.,
2017). Из донных осадков оз. Хилганта был выде-
лен новый вид алкалофильных спорообразующих
бактерий Alkaliphilus namsaraevii, способный вос-
станавливать железо и серу в сильнощелочных
условиях, рН 10.7 (Zakharyuk et al., 2017). В наших
предыдущих работах были определены скорости
микробных процессов продукции и деструкции
органического вещества (Зайцева и соавт., 2012;
Namsaraev et al., 2015) и исследовано таксономи-
ческое разнообразие слабо минерализованных
озер.

Целью данного исследования было выявить
изменения в структуре микробных сообществ,
связанные с различиями в минерализации и из-
менении гидрохимических показателей, на при-
мере озер Забайкалья, находящихся в сходных
географических и климатических условиях. В ка-

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ
СТАТЬИ
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честве объекта исследований выступили соленые
озера Верхнее Белое (Республика Бурятия, Рос-
сия), а также Хилганта, Горбунка и Борзинское
(Забайкальский край, Россия) с минерализацией
от 12.3 до 430 г/л. Было показано влияние солено-
сти на разнообразие бактерий и архей в микроб-
ных сообществах осадков в сильнощелочных
условиях.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Физико-химические параметры придонной воды
и осадков были определены непосредственно в
местах отбора проб с использованием портатив-
ных приборов: температура и рН (РН-200 HM
Digital, Южная Корея); окислительно-восстано-
вительный потенциал (Eh) (ORP-169B Kelilong,
Китай); содержание растворенного кислорода
(портативный анализатор Oxi 315i, “WTW”, Гер-
мания); минерализация воды (тест-кондуктометр
TDS-4, Сингапур). Макро- и микрокомпонентный
ионный состав проб определяли в лабораторных
условиях. Содержание ионов аммония определяли
фотометрическим методом с реактивом Несслера;
нитрат-ионов – фотометрическим методом с сали-
циловой кислотой; нитрит-ионов – фотометриче-
ским методом с реактивом Грисса; сульфат-
ионов – турбидиметрическим методом; ионов
хлора – аргентометрическим методом; карбона-
тов и гидрокарбонатов – титрованием соляной
кислотой с использованием в качестве индикато-
ров фенолфталеина и метилоранжа (Полевой
практикум по водной микробиологии и гидрохи-
мии, 2005). Рентгенофазовый анализ (РФА), поз-
воляющий разделить и идентифицировать состав
минералов в образцах осадков, проводили на ди-
фрактометре Phaser 2D фирмы “Bruker” (CuKα1 –
излучение). Количественный рентгенофазовый
анализ был выполнен после идентификации ми-
нералов в донных отложениях с использованием
банка ICDD PDF Realase 2012 методом наложе-
ния, основанным на сравнении рентгенограмм
исследуемого образца и рентгенограмм отдель-
ных составляющих в чистом виде с использова-
нием интерфейса Diffrac.Eva v. 3.0. Точность ана-
лиза составляла 2–3%, а чувствительность 1–2%
(Васильев, 1986).

Определение скоростей основных микробиоло-
гических процессов проводили с помощью радио-
изотопного метода (Namsaraev et al., 2015). Изме-
рение скорости световой и темновой ассимиля-
ции углекислоты проводили с использованием
14С-минерального углерода (карбоната).

Для проведения молекулярных исследований
5–10 г поверхностного слоя (0–1 см) осадков из
прибрежной зоны озер были отобраны в 50-мл
пластиковые флаконы (BD Falcon TM, “Greiner

Bio-One”, Германия), которые затем помещали в
холодильник и хранили при 4°С.

Амплификация и секвенирование гена 16S
рРНК. ДНК из образцов осадков были выделены
в соответствии со статьей Lever et al. (2015). Ам-
плификацию вариабельных V3–V4 участков ге-
нов 16S рРНК и подготовку библиотек проводили
по ранее описанным методикам с незначитель-
ными модификациями (Fadrosh et al., 2012).

Для амплификации использовали набор прай-
меров: forward primer (5'-CAAGCAGAAGACGG-
CATACGAGATGTGACTGGAGTTCAGACGTGT-
GCTCTTCCGATCT XXXXXXXXXXXX ZZZZ
CCTAYGGGDBGCWSCAG-3'), содержащий
5' Illumina Linker Sequence, Index 1, Heterogeneity
Spacer (Fadrosh et al., 2012) и Pro-mod-341F Primer
Sequence (Merkel et al., 2017) соответственно и ре-
версный праймер (5'-AATGATACGGCGACCAC-
CGAGATCTACACTCTTTCCCTACACGACGCT-
CTTCCGATCT XXXXXXXXXXXX ZZZZ GAC-
TACNVGGGTMTCTAATCC-3'), содержащий
3' Illumina Linker Sequence, Index 2, Heterogeneity
Spacer и Pro-mod-805R Primer Sequence (Merkel et
al., 2017) соответственно. Для амплификации
фрагментов гена 16S рРНК использовали 5× Taq
Red buffer and Taq polymerase (“Evrogen”, Россия).
Реакционная смесь содержала 5 мкл каждого
праймера (концентрация 6 мкM), 5 мкл матрич-
ной ДНК и 15 мкл смеси для ПЦР, в итоге общий
объем реакционной смеси составлял 30 мкл. Каж-
дый образец амплифицировали в двух повторно-
стях, объединяли в один объем и разгоняли на ~2%
стандартном агарозном геле. Для выделения ампли-
конов из геля использовали A Standard Cleanup Gel
Extraction Kit (“Evrogen”, Россия). Концентрации
ДНК измеряли на флюориметре Qubit® 2.0 Fluo-
rometer с dsDNA HS (High Sensitivity) Assay Kit
(“Life Technologies”, США). Создание и секвени-
рование библиотек проводили согласно рекомен-
дациям Illumina Sample Preparation Guide. Секве-
нирование библиотек проводили на платформе
Illumina MiSeq. Биоинформационный анализ
данных проводили с помощью программ QIIME
(version 1.9.1) и SILVA (Quast et al., 2013). Данные,
представленные в этом исследовании, доступны в
базе данных BioProject ID PRJNA270559.

Анализ многомерных данных. Статистическую
и математическую обработку многомерных дан-
ных гидрохимических параметров исследуемых
озер проводили для графического отображения
результатов и определения параметров, наиболее
характерных для экосистемы каждого озера. Для
анализа использовали метод главных компонент,
расчеты выполняли с помощью пакета MatLab11
(“The MatWorks, Inc.”). Предварительную обра-
ботку для стандартизации данных проводили со-
гласно рекомендациям (Groth et al., 2013).
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РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Физико-химическая характеристика мест отбо-
ра проб. Исследования микробных сообществ в
осадках соленых озер Верхнее Белое (Республика
Бурятия, Россия), а также Хилганта, Горбунка и
Борзинское (Забайкальский край, Россия) были
проведены в сентябре 2015 г. (рис. 1). Минерали-
зация варьировала от 12 г/л в оз. В. Белое до
430 г/л в оз. Борзинское, а в озерах Хилганта и
Горбунка составляла 36 и 58 г/л соответственно.
Озера Горбунка и Хилганта отличались мелковод-
ностью, резкими колебаниями общей минерализа-
ции и содержания основных ионов, испытывали
сильное влияние сезонных и годовых колебаний
уровня воды, вплоть до полного пересыхания озера
Хилганта. Минерализация воды в оз. Хилганта по
многолетним наблюдениям варьировала от 30 до
230 г/л, в воде оз. Горбунка изменялась в пределах
56–350 г/л. Все озера характеризовались мелко-
водностью с глубинами до 2 м и щелочным значе-
нием рН; по химическому составу воды и составу
минералов в осадках озера различались. Озера
Борзинское, Хилганта и Горбунка отличались вы-
соким содержанием хлоридов (от 73 до 84% от об-
щего содержания анионов) и незначительным со-
держанием карбонатов (не более 12% от общего
содержания анионов) и сульфатов (до 17%).
Оз. Верхнее Белое по гидрохимическим характе-
ристикам является содовым озером, с преоблада-
нием в анионном составе карбонатов. В катион-
ном составе воды озер Борзинское, Хилганта и
В. Белое доминировал натрий (до 99% от содер-
жания катионов). В воде оз. Горбунка обнаруже-
но значительное количество ионов Mg2+ (более
40% от состава катионов). Были определены зна-

чительные отличия в микроэлементном составе
придонной воды (табл. 1). Донные осадки озер
были представлены илами от темно-серого до си-
не-черного цвета, толщиной до 15–20 см с разры-
вами газа и растительными остатками, ниже до
глубины 70–100 см, распространялся серый мас-
лянистый ил. Результаты анализа твердых фаз по-
казали, что состав минералов в осадках озер раз-
личался. В осадках оз. Борзинское и Горбунка
преобладали силикаты, алюмосиликаты и кварц.
В оз. Хилганта более 40% минеральной фазы со-
ставлял фосфат циркония, также обнаружено
значительное содержание алюмосиликата натрия
и кварца. В твердых фазах оз. В. Белое преоблада-
ли алюмосиликаты и хроматы, обнаружены до-
статочно редко встречающиеся минералы на ос-
нове теллура (теллурид, цумоит) и мышьяка (тен-
нантит).

Анализ гидрохимических данных методом
главных компонент показал, что минерализация
и содержание хлоридов вносили наибольший вклад
в первую главную компоненту (РС1), которая опре-
деляла 34% вариаций в исследуемых параметрах и
распределении озер на графике главных компонент
(рис. 2). Кроме того, значительный вклад оказыва-
ли содержание сульфатов, натрия, кальция и неко-
торые микроэлементы, в меньшей степени – кар-
бонаты, калий и магний. Именно эти параметры
обусловливали распределение образцов на гра-
фике и сходство гидрохимических характеристик
озер Хилганта и Горбунка. Наиболее значимыми
при определении второй компоненты (РС2), ко-
торая объясняла 19% наблюдаемых вариаций в
гидрохимических данных, были микроэлементы
Mo, Sn, Cs, Bi, Cr, Mn, Ni, Cd, Zn и La, высокие

Рис. 1. Карта-схема мест отбора проб.
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Таблица 1. Физико-химические и минералогические характеристики исследованных озер

Верхнее Белое Хилганта Горбунка Борзинское

Дата отбора 20.08.2015 25.09.2015 25.09.2015 25.09.2015

Координаты 50°38′ N
105°43′ E

50°42′ N
115°06′ E

50°39′ N
115°04′ E

50°24′ N
116°27′ E

Температура, °C 19 10.8 9.8 13.7

pH 10.1 10.0 9.98 9.51

Минерализация, г/л 13 36 58 430

Площадь, км2 4.5 0.3 1.5 3.8

Глубина, м 2 0.6 0.6−0.8 1.5

Минералы (>20%) Анортоклаз, лопецит Претулит, циркон Кварц Альбит, кварц

Катионы, г/л

Na+ 4 5.3 12.3 129.6

Ca2+ 0.008 0.018 0.034 0.04

Mg2+ 0.021 0.68 0.92 0.012

K+ 0.03 0.04 0.09 0.175

Анионы, г/л

4.5 0.335 0.405 27.4

Cl– 1.8 8.5 19.0 155.1

2.1 1.9 3.3 32.6

 мг/л 0.13 0.52 0.46 0.35

 мг/л Н.о. 0.00 0.10 0.00

М/элементы, мкг/л
Co 2.27 1.33 1.39 2.88
Ni 106.87 18.9 25.44 35.79
Zn 306.98 42.77 94.79 204.2
Fe 574.73 77.55 203.94 626.35
Mn 79.96 6.11 5.12 19.59
Cr 43.8 5.55 6.7 8.48
Cs 0.866 0.06 0.069 0.221
Bi 0.753 0.026 0.068 0.17
Sn 30.68 1.2 1.69 6.98
As 94.68 6.94 59.78 879.26
B 2093 1328 1543 21948
Be 0.85 0.135 0.944 6.665
U 512.82 191.78 140.02 2254
Sr 1054 2831 3063 185.1
Ba 101.4 88.2 115.63 116.29
Pr 0.235 0.059 0.278 0.43
Mo 516.99 151.36 19.31 109.33

2
3CO −

2
4SO −

2
3NO ,−

2NO ,−
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концентрации которых были характерны для эко-
системы озера Верхнее Белое.

Разнообразие микробных сообществ в донных
осадках озер. В результате высокопроизводительно-
го секвенирования образцов осадков было получено
120953 последовательности генов 16S рРНК, их ко-
личество в пробах варьировало от 23094 до 47976
(табл. 2). В пробах высокоминерализованного
озера Борзинское при солености 430 г/л было об-
наружено 1794 ОТЕ, при понижении солености в
озерах Хилганта (минерализация 36 г/л) и Гор-
бунка (минерализация 58 г/л) микробное разно-
образие возрастало, количество определенных
ОТЕ увеличивалось до 3037 и 2847 соответствен-
но. Во всех образцах были многочисленны ОТЕ,
представленные единичными (до 10) последова-
тельностями, их количество варьировало от 78.7
до 87% от общего числа ОТЕ.

В целом, в осадках щелочных озер было опре-
делено 47 прокариотных филумов, в том числе 42
бактериальных и 5 архейных. Доминировали фи-
лумы Proteobacteria, Euryarchaeota, Bacteroidetes,
Chloroflexi, Actinobacteria и Firmicutes, которые со-
ставляли более 95% от числа классифицирован-
ных последовательностей (рис. 3). Сравнитель-
ное обилие архей возрастало с градиентом соле-
ности от менее 1% в осадке оз. Верхнее Белое до
35% в микробном сообществе осадков оз. Бор-
зинское. Представители филума Euryarchaeota со-
ставляли более 30% в микробных сообществах
озер Хилганта и Борзинское. В микробных сооб-
ществах осадков оз. Борзинское при минерализа-
ции 430 г/л были обнаружены 28 бактериальных и
3 архейных филума.

Наиболее многочисленные бактериальные
ОТЕ представлены галоалкалофильными гамма-
протеобактериями рода Halomonas (до 15% от

Рис. 2. Распределение исследуемых озер на основе анализа гидрохимических данных по методу главных компонент.
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Таблица 2. Влияние минерализации на количественные характеристики ОТЕ

Место отбора М, г/л Общее кол-во 
последовательностей

Общее
количество ОТЕ

ОТЕ, 
представленные 

одиночными 
последовательностя-

ми (до 10)

Верхнее Белое 13 47976 2266 1783
Хилганта 38 24952 3036 2644
Горбунка 56 23094 2847 2492
Борзинское 430 24931 1793 1496
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числа классифицированных последовательно-
стей). Галоалкалофильные пурпурные несерные
бактерии р. Rhodobaca были наиболее многочис-
ленны в микробном сообществе оз. Верхнее Бе-
лое, галоалкалофильные актинобактерии р. Nitri-
liruptor доминировали в оз. Горбунка при солено-
сти 58 г/л.

Наиболее многочисленные архейные ОТЕ были
классифицированы на уровне рода как представи-
тели родов Halorubrum и Halohasta, принадлежащих
к семейству экстремально-галофильных эвриархей
Halorubraceae; количество последовательностей
этих ОТЕ составляло более 21% от общего разнооб-
разия прокариот в оз. Борзинское. ОТЕ, пред-
ставляющие филумы Nanohaloarchaeota и Woesear-
chaeota, были обнаружены в образцах осадков при
минерализации 58 и 430 г/л, немногочисленные
представители архейных филумов Thaumarchaeota и
Miscellaneous Crenarchaeotic Group были определе-
ны лишь в микробном сообществе оз. Горбунка и
занимали, соответственно, 0.2 и 0.9% от общего
разнообразия архей.

Содержание Proteobacteria от общего числа
классифицированных последовательностей в со-
обществах осадков варьировало от 21–30%
(оз. Хилганта и Борзинское) до 47–53% (оз. Горбун-
ка и В. Белое) (рис. 3). Во всех образцах наибольшее
количество последовательностей представляли
γ-протеобактерии, состав доминирующих родов в
разных озерах варьировал. Галофильные бактерии
р. Halomonas доминировали в микробных сообще-
ствах осадков при разных значениях солености, ва-
рьируя от 2% (оз. Хилганта) до 15% (оз. Борзинское)
от общего числа последовательностей. Другими
обильно представленными родами являлись: Ma-
rinospirillum, Marinicella и Nitrincola в осадках озера

В. Белое; Thioalkalivibrio и Aliidomarina в осадках
озера Борзинское. Литоавтотрофные сероокис-
ляющие бактерии рода Thioalkalispira, впервые
выделенные из осадков содового озера Фазда (Ва-
ди Натрун, Египет) (Sorokin et al., 2002), домини-
ровали в осадках оз. Хилганта (>1% от общего
числа последовательностей).

Класс α-протеобактерий был обнаружен во
всех осадках, количество последовательностей
этих бактерий значительно снижалось в пробах с
высокой минерализацией (рис. 4). В основном,
последовательности соотносились с порядком
Rhodobacterales, за исключением осадков оз. Хил-
ганта, где преобладали бактерии порядка Rhizobi-
ales. В образцах озера В. Белое 41% от класса
α-протеобактерий занимали алкалофильные бак-
терии р. Rhodobaca, 6% ридов от класса составляли
Roseibaca – алкалотолерантные и бактериохлоро-
филл-а-продуцирующие бактерии, единственный
представитель которого Roseibaca ekhonensis выде-
лен из гиперсоленого озера Эхо.

Филум Firmicutes во всех озерах был представ-
лен, в основном, классом Clostridia с очень боль-
шой долей некультивируемых бактерий (рис. 4).
В микробном сообществе оз. Верхнее Белое до-
минировали умеренно-галофильные бактерии
р. Anoxinatronum (4% от всех последовательно-
стей), в Хилганте и Горбунке возрастало количе-
ство последовательностей бактерий р. Alkaliphilus
(1–2%). Лишь в оз. Борзинское первичные анаэ-
робы были представлены экстремально-гало-
фильными бактериями порядков Halanaerobiales
и Natranaerobiales (4 и 0.5% от общего числа, соот-
ветственно). 60 ОТЕ, представляющие порядок
Halanaerobiales, были соотнесены с родами Halan-

Рис. 3. Сравнительное обилие доминирующих филумов в осадках щелочных озер.
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aerobium, Halarsenatibacter, Halocella, Natroniella с
уровнем сходства от 93 до 100%.

Состав филума Bacteroidetes изменялся в зави-
симости от минерализации (рис. 4). В осадках
озер В. Белое и Горбунка в составе бактероидов
преобладали представители класса Bacteroidia,
количество последовательностей, ассоциирован-
ных с классом Flavobacteriia, варьировало от 8 до
46% в осадках озер, за исключением высокомине-
рализованного оз. Борзинское (рис. 4). Доля не-
культивируемых бактерий этого филума состав-
ляла до 25–30%. Кроме того, значительное число
последовательностей – от 5–9 (оз. Хилганта и
Горбунка) до 36–71% (озера В. Белое и Борзин-
ское) – соотносилось с группой водных организ-
мов ML635J-40, участвующих в деструкции поли-
мерных соединений (Nolla-Ardevol et al., 2015).

Во всех исследуемых озерных осадках было
выявлено значительное количество и разнообра-
зие микроорганизмов, участвующих в цикле се-
ры: в восстановительной (представители Deltapro-
teobacteria) и окислительной (представители
Chromatiales) частях. Цикл метана в осадках озер
осуществляется микроорганизмами, представля-
ющими метаногенные археи Methanomicrobia, их
количество составляло от 0.3 до 2% архейного
разнообразия в озерах Борзинское и Горбунка со-

ответственно. Метилотрофные Gammaproteobac-
teria (Methylonatrum sp.) отмечались в микробных
сообществах осадков озер Верхнее Белое и Бор-
зинское.

Во всех исследованных осадках озер была опре-
делена активность продукционных процессов. Наи-
большая активность общего фотосинтеза обнаруже-
на в илах оз. Верхнее Белое (до 300 мг С/дм3 в сут).
Подобные результаты изотопных исследований
хорошо согласуются с анализом таксономическо-
го разнообразия микробных сообществ. В озере
В. Белое количество последовательностей, ассо-
циированных с филумом Cyanobacteria, было зна-
чительным, составляя 5% от общего числа класси-
фицированных последовательностей. Наиболее
многочисленные ОТЕ были соотнесены с родами
Prochlorococcus, Lyngbia, Oscillatoria, Cyanobacteri-
um и Anabaenopsis. Представленные единичными
последовательностями роды Phormidium, Meris-
mopedia, Synechococcus, Spirulina, Chloroplast и Nod-
ularia, также присутствовали в микробных сооб-
ществах всех исследованных озер, включая вы-
сокоминерализованное оз. Борзинское.

Филогенетический анализ показал значитель-
ное разнообразие сульфатредуцирующих бактерий.
Ранее была показана ведущая роль сульфат- и се-
роредуцирующих бактерий в микробных сообще-

Рис. 4. Разнообразие доминирующих филумов на уровне классов: а – Proteobacteria; б – Bacteroidetes; в – Firmicutes; г –
филумы домена Archaea.
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ствах содовых озер (Foti et al., 2007; Sorokin et al.,
2004, 2011, 2015). В осадках содовых озер домини-
ровали литотрофные сульфатредуцирующие бак-
терии порядков Desulfovibrionales, в том числе га-
лоалкалофильные представители родов Desulfon-
atronum, Desulfonatronovibrio и Desulfonatronospira,
и Desulfobacterales. В исследуемых микробных со-
обществах экстремальные галоалкалофилы рода
Desulfonatronospira были обнаружены лишь в мик-
робном сообществе высокоминерализованного
оз. Борзинское, их сравнительное обилие состав-
ляло 36% среди представителей Desulfovibrionales;
отмечены также галоалкалофильные бактерии
р. Desulfonatronovibrio (11% среди Desulfovibrio-
nales). В менее минерализованных озерах Горбунка,
Хилганта и В. Белое среди литотрофных СРБ пре-
обладали галоалкалофильные бактерии р. Desulfon-
atronum (12–92%) (Sorokin et al., 2015). Численность
гетеротрофных СРБ порядка Desulfobacterales (Fo-
ti et al., 2007), в том числе представителей родов
Desulfonatronobacter, Desulfobulbus и Desulfobotulus,
окисляющих ЛЖК, также варьировала в зависи-
мости от минерализации. Так, сульфатредуциру-
ющие бактерии р. Desulfonatronobacter с уровнем
сходства от 97 до 99.65% и типовым видом D. acid-
ivorans (Sorokin et al., 2012) преобладали в осадках
оз. Борзинское (6% от общего числа классифици-
рованных последовательностей), в то время как в
менее соленых озерах их количество не превыша-
ло 0.2–0.6% от общего числа последовательно-
стей. Только в осадках оз. В. Белое обнаружены
сульфатредукторы р. Desulfobotulus, в осадках озер
Хилганта, Горбунка и В. Белое бактерии р. Desul-

fobulbus занимали от 1 до 6% от числа Deltaproteo-
bacteria. Данные по анализу филогенетического
разнообразия отражают значительную роль СРБ в
процессах микробной деструкции в осадках озер.
Определение скоростей терминальных процессов
показало, что интенсивность восстановления
сульфатов варьировала от 16 до 887 мг S/дм3 в сут,
наибольшая скорость сульфатредукции обнару-
жена в осадках оз. Борзинское.

Распространение архей в микробных сообще-
ствах. Было исследовано распространение архей
в микробных сообществах озер в зависимости от
их минерализации. При концентрации солей
12 г/л архейное разнообразие составляло 111 ОТЕ,
доминировали представители филума Woesear-
chaeota (рис. 4). При повышении солености раз-
нообразие архей возрастало, в осадках оз. Хилган-
та при минерализации 36 г/л было обнаружено
1039 архейных ОТЕ, наиболее многочисленные
ОТЕ были представлены некультивируемыми ар-
хеями, а также родами Natronococcus, Halovivax и
Haloterrigena. В микробном сообществе осадков
оз. Горбунка при минерализации 58 г/л было
определено 531 архейных ОТЕ, в основном пред-
ставленных некультивируемыми археями, при-
чем только 49 ОТЕ были представлены более чем
10 последовательностями. Максимальное разнооб-
разие и доминирование архей в микробном сооб-
ществе поверхностного осадка было определено в
микробном сообществе оз. Борзинское (рис. 4).
Наиболее представительные ОТЕ были соотнесе-
ны с некультивируемыми археями родов Haloru-
brum, Natronomonas и Halohasta. Во всех исследован-
ных озерах были обнаружены последовательности,
представляющие класс Methanomicrobia. В осадках
озера Горбунка выявлено наибольшее разнообра-
зие и обилие метаногенов (7 родов: Methanoculleus,
Methanogenium, Methanosarcina, Methanohalophilus,
Methanolobus). Метаногенные археи в поверх-
ностных осадках оз. Борзинское были, в основ-
ном (87% от Methanomicrobia, 0.3% от Archaea),
представлены галофильными и алкалофильными
археями р. Methanosalsum, которые ранее были
выделены из гиперсоленых озер Вади Натрун и
Магади (Kevbrin et al., 1997) и Кулундинской сте-
пи (Sorokin et al., 2015). Во всех образцах единич-
ными последовательностями были представлены
метилотрофные метаногены р. Methanolobus. Ра-
нее умеренно галотолерантные представители
этого рода были отмечены в осадках гиперсоле-
ного озера Фазда (Mesbah et al., 2007) и оз. Тана-
тар (Vavourakis et al., 2016). На диаграмме Венна
показано количество родов архебактерий, уни-
кальных и общих для микробных сообществ озер
(рис. 5). В целом, можно отметить высокий уро-
вень сходства архейных сообществ озер Горбун-
ка, Хилганта и Борзинское на уровне родов.

Ранее методом высокопроизводительного се-
квенирования было исследовано микробное раз-

Рис. 5. Диаграмма Венна для уникальных и общих ро-
дов архей в микробных сообществах.
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нообразие в воде соленых озер Тибетского плато
в градиенте солености от <1 до 344 г/л и было по-
казано, что минерализация и содержание основ-
ных ионов (Mg2+, K+, Cl–, Na+, , Ca2+) опре-
деляли разнообразие прокариот (Zhong et al.,
2016). Бактерии доминировали в воде озер с ми-
нерализацией до 100 г/л; при минерализации от
317 до 344 г/л развивались микробные сообщества
с преобладанием архей (79–89% от общего разно-
образия), среди которых подавляющее число по-
следовательностей было представлено семейством
Halobacteriaceae филума Euryarchaeota. Нужно от-
метить, что в воде большинства озер Тибетского
плато, даже при высоких значениях минерализа-
ции (92–99 г/л) количество экстремально-гало-
фильных архей не превышало 0.1–0.5% от общего
разнообразия.

В микробных сообществах осадков высокоми-
нерализованной лагуны Тебенкуйче (Чили) археи
доминировали во всех образцах в градиенте мине-
рализации от 62 до 150 г/л, представители филума
Euryarchaeota составляли от 62 до 97% от общего
разнообразия прокариот при минерализации 150 и
117 г/л соответственно (Fernandez et al., 2016). Бак-
териальное разнообразие в пробе с минерализацией
150 г/л определялось, в основном, филумами Planc-
tomycetes, Acetothermia, Chloroflexi и Firmicutes.
Последовательности 16S рРНК, соотнесенные с
этими филами, занимали от 2 до 7% общего раз-
нообразия прокариот.

На основании исследований, проведенных в
соленых озерах с различным географическим по-
ложением, показано, что из имеющихся более,
чем 100 штаммов рода Thioalkalivibrio большин-
ство геномных видов имеют тенденцию встре-
чаться в одном географическом регионе, таком
как Центральная Азия (Монголия и Южно-Си-
бирские степи) и Африка (Кения или Египет)
(Foti et al., 2006; Ahn et al., 2017). Генотипы, пред-
ставленные культурами, выделенными из разных
местообитаний, обладали сходными физиолого-
биохимическими характеристиками по отноше-
нию к минерализации, концентрации хлоридов,
отношению к кислороду, что показывает важ-
ность локальных географических особенностей
каждого озера (Foti et al., 2006). По нашим дан-
ным гамма-протеобактерии Thioalkalivibrio широ-
ко представлены в исследуемых озерах, их срав-
нительное обилие варьировало от 0.1% в Хилганте
до 1% в Борзинском. Наибольшее разнообразие,
представленное 17 ОТЕ, выявлено в осадке
оз. Горбунка, наименьшее – в озерах Верхнее Бе-
лое и Хилганта (6 и 8 ОТЕ соответственно). Боль-
шая часть последовательностей была соотнесена
с генотипом, характерным для монгольских
(Thioalkalivibrio sp. ALMg11) и Кулундинских озер
(Thioalkalivibrio sp. AKL3), что подтверждает тен-
денцию к эндемизму; также отмечены единичные

2
4SO −

последовательности, близкие к изолятам из еги-
петского озера Вади Натрун (T. nitratireducens и
Thioalkalivibrio sp. ALE19).

Таким образом, в микробных сообществах по-
верхностных осадков мелководных щелочных
озер Забайкалья определено высокое таксономи-
ческое разнообразие бактерий и архей, показано
влияние солености на состав доминирующих и
минорных групп микроорганизмов, а также ис-
следованы гидрохимические и минералогические
характеристики, которые отражают возможные
особенности экосистемы каждого озера.

Исследование было выполнено в рамках бюд-
жетного проекта VI.55.1.2 “Микробные сообщества
экстремальных природных экосистем: биологиче-
ское и функциональное разнообразие, биотехноло-
гический потенциал” (№ 0337-2016-0004).
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Abstract–The goal of the work was to reveal the differences in the structure of microbial communities of
Transbaikalia alkaline lakes stemming from the differences in their salinity and hydrochemical parameters.
The lakes studied were Verkhnee Beloe (Buryat Republic, Russia), as well as Khilganta, Gorbunka, and Bor-
zinskoe (Transbaikal krai, Russia) with salinity from 12.3 to 430 g/L, which differed in the mineral composi-
tion of the sediments and hydrochemical parameters. Lake sediments were found to contain 47 prokaryotic
phyla (42 bacterial and 5 archaeal ones). The phyla Proteobacteria, Euryarchaeota, Bacteroides, Chloroflexi,
Actinobacteria, and Firmicutes were predominant, comprising over 95% of the classified sequences. Compar-
ative abundance of archaea increased with salinity from below 1% in Lake Verkhnee Beloe to 35% in Lake
Borzinskoe. The most numerous bacterial OTUs belonged to gammaproteobacteria of the genus Halomonas
(up to 15% of the number of classified sequences). The most numerous archaeal OTUs were identified at the
genus level as members of the genera Halorubrum and Halohasta belonging to the family Halorubraceae,
which comprises extremely halophilic Euryarchaeota.

Keywords: microbial diversity, saline lakes, high-throughput sequencing, 16S rRNA
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Впервые методом высокопроизводительного секвенирования по технологии Illumina исследовано
разнообразие прокариот в планктонных сообществах шести Соль-Илецких озер (Оренбургская об-
ласть), различающихся уровнем минерализации. В сообществах озер с уровнем минерализации
285–300‰ доминировали экстремально галофильные археи филумов Euryarchaeota и Nanohaloar-
chaeota, бактерии филума Bacteroidetes. В озерах с минерализацией 110–180‰ преобладали предста-
вители филумов Bacteroidetes, Actinobacteria и класса Gammaproteobacteria. В оз. Большом Городском
с уровнем минерализации 10‰ наблюдалось массовое развитие Cyanobacteria. Доминирующие
ОТЕ в водоемах с высокой минерализацией были представлены археями Halonotius sp., некульти-
вируемым классом Nanohaloarchaea и бактериями Salinibacter sp.; в водоемах со средним уровнем
минерализации – гаммапротеобактериями Spiribacter spp., альфапротеобактериями Roseovarius
sp., актинобактериями Pontimonas sp. и Rhodoluna sp., флавобактериями Psychroflexus sp. и неиден-
тифицированными археями семейства Haloferacaceae. В слабоминерализованном озере преоблада-
ли цианобактерии рода Planktothrix. Продемонстрировано влияние уровня солености на таксономи-
ческое богатство, состав и разнообразие прокариот в планктонных сообществах исследуемых озер.

Ключевые слова: соленые озера, биоразнообразие, прокариоты, галофильные бактерии, археи,
планктонные сообщества, высокопроизводительное секвенирование, Illumina, ген 16S рРНК
DOI: 10.1134/S002636561804016X

Соль-Илецкие озера располагаются на терри-
тории Оренбургской области у границы России с
Казахстаном. Озера сформировались на поверх-
ности Илецкого соляного купола, возникшего в
конце пермской эпохи более 200 млн лет назад, и
имеют карстово-антропогенное происхождение
(Петрищев, 2010). Добыча каменной соли на
Илецком месторождении ведется уже более двух
столетий, и в настоящее время его поверхность
представляет собой крупную впадину с системой
озер, обрамленную по окраинам сохранившимися
остатками соляного ядра (гора Туз-Тюбе). Терри-
тория озер находится в условиях семиаридного
климата Южного Приуралья и характеризуется
нестабильным гидрогеологическим режимом
(Петрищев, 2015). Соль-Илецкие карстовые озера
имеют важное рекреационно-бальнеологическое
значение, являясь региональным курортным цен-
тром, а некоторые озера относятся к объектам
природного наследия Оренбургского Предуралья.

Отдельные исследования микробиоты Соль-
Илецких озер, в частности микроводорослей,
проводились в середине XX в. (Блюмина, 1958);
активное эколого-гидробиологическое и гидро-
химическое изучение началось в 90-х гг. и было
связано, прежде всего, с их использованием в
бальнеологии (Павлов, 1993; Абдрахманов, 2001;
Абдрахманов и соавт., 2005). Микробные сообще-
ства Соль-Илецких водоемов исследовали на
протяжении многих лет с помощью традицион-
ных культуральных методов, что позволило обна-
ружить представителей основных доменов жизни
Archaea, Bacteria и Eukarya (Абдрахманов, 2001;
Шабанов, 2001; Плотников, 2002). В результате
установлена зависимость структуры микробиоце-
нозов озер от уровня минерализации и трофиче-
ского статуса водоема (Селиванова, 2007), выде-
лены, идентифицированы и изучены культуры
некоторых прокариот (Селиванова, Немцева,
2013) и эукариот (Плотников и соавт. 2011, 2015).
Описаны новые виды протистов (Harding et al.,

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ
СТАТЬИ
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2013; Мыльников, 2015), и обоснована биотехно-
логическая ценность местных штаммов зеленых
водорослей рода Dunaliella (Немцева и соавт.,
2013; Соловченко и соавт., 2015). В то же время
структура и разнообразие прокариотических со-
обществ близко расположенных, но различаю-
щихся по уровню минерализации, Соль-Илецких
озер с применением современного метагеномно-
го подхода до настоящего времени оставались не
изученными.

Известное положение о том, что видовое бо-
гатство и видовое разнообразие сообществ резко
снижается с увеличением уровня минерализации,
справедливо для многих высокоминерализованных
озер. Однако применение генетических методов
оценки разнообразия гипергалинных водоемов в
последние годы демонстрирует высокое таксоно-
мическое разнообразие прокариот на уровне рода и
вида. Так, в семействе экстремально галофильных
архей Halobacteriaceae описаны уже 47 родов и
165 видов, хотя они являются лишь небольшой
частью реального разнообразия галофильных
прокариот в природе (Oren, 2014). Исследование
природных микробных сообществ с помощью
метагеномного подхода демонстрирует, что, как
правило, не более 0.1–1% микроорганизмов мо-
гут быть выделены в чистой культуре в стандарт-
ных лабораторных условиях. Благодаря некульту-
ральным подходам, в частности, метагеномным
исследованиям, обнаружены новые таксоны про-
кариот, присутствующих в гипергалинных место-
обитаниях. Примером может служить организм
DL31, выявленный в Глубоком озере в Антаркти-
де, представляющий собой новый род архей се-
мейства Halobacteriaceae (DeMaere et al., 2013). В
соляных прудах выявлены и описаны экстре-
мально галофильные археи Haloquadratum walsbyi
и бактерии Salinibacter ruber (Legault et al., 2006;

Anton et al., 2002). Последние публикации свиде-
тельствуют о возможности обнаружения крупных
таксонов прокариот, которые пока не поддаются
культивированию и могут быть изучены только
in situ, например, новый класс архей Nanohaloar-
chaea или достигающие массового развития гам-
ма-протеобактерии Spiribacter salinus (Ghai et al.,
2011; Leon et al., 2014). Большое количество эво-
люционно древних линий архей, о которых стало
известно благодаря анализу последовательностей
гена 16S рРНК, выделенных непосредственно из
природной среды, до настоящего времени оста-
ются некультивируемыми и практически неизу-
ченными (Sorensen et al., 2006; Teske et al., 2008).

Учитывая отсутствие метагеномных данных
по филогенетическому разнообразию прокариот
в Соль-Илецких озерах, целью нашей работы
стало изучение филогенетического разнообра-
зия микробных сообществ в различающихся по
уровню минерализации Соль-Илецких озерах
методом высокопроизводительного секвениро-
вания фрагментов гена 16S рРНК, оценка сход-
ства и различий изученных сообществ прокариот
с сообществами подобных водоемов другой гео-
графической локализации.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Отбор проб воды из шести Соль-Илецких озер
проводили в октябре 2015 г. Карта расположения то-
чек отбора проб показана на рис. 1. Минерализацию
воды определяли портативным рефрактометром
Master S-28α (“Atago”, Япония), температуру воды –
прецизионным портативным термометром ЛТ-300
(“Термэкс”, Россия), рН – портативным рН-мет-
ром 150-МИ (“Измерительная техника”, Россия).

Основные физико-химические характеристи-
ки воды в точках отбора проб указаны в табл. 1.
Минерализация озер составляла от 10‰ (Боль-
шое Городское) до 300‰ (Развал и Дунино). К+,
Na+ и Cl– являются главными ионами и вносят ос-
новной вклад в различия данных озер по минерали-
зации и солености (Павлов, 1993). Вода в озерах
Развал, Дунино, Малое Городское, Новое, Туз-
лучное имеет хлоридно-натриевый тип, а в озере
Большое Городское – хлоридно-сульфатно-на-
триевый тип. Таким образом, согласно Венеци-
анской классификации, озера Развал, Дунино,
Малое Городское, Новое и Тузлучное относятся
к гипергалинным; Большое Городское входит в
группу миксогалинных. Следует отметить, что
соленость в оз. Малое Городское значительно
повысилась в последние годы, по сравнению с
началом XXI в. (2.0–26.3‰), за счет искусствен-
ного внесения соли в озеро, начиная с 2009 г., в
целях предотвращения обрушения берега. Значе-
ния pH воды были либо близкими к нейтральным
(7.1–7.9) в озерах Развал, Дунино, Малое Город-

Рис. 1. Карта отбора проб в Соль-Илецких озерах.
Обозначения: Р – Развал, Д – Дунино, МГ – Малое
Городское, Т – Тузлучное, Н – Новое, БГ – Большое
Городское.
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ское, либо слабощелочными (8–8.5) в озерах Но-
вое, Тузлучное, Большое Городское. Значения
температуры воды в исследуемых озерах варьиро-
вали в диапазоне от 8.8 до 11.8°С.

Планктонные пробы для последующего выде-
ления тотальной ДНК отбирали в стерильную по-
суду, образцы воды объемом 50–100 мл фильтро-
вали на месте отбора через мембранные фильтры
с диаметром пор 0.22 мкм. Фильтры помещали в
стерильные пластиковые пробирки типа Эппен-
дорф и транспортировали образцы в заморожен-
ном виде (в жидком азоте).

Выделение тотальной ДНК. Из фильтров то-
тальную ДНК выделяли комбинированным мето-
дом, включавшим механическую гомогенизацию
в сочетании с методом ферментативного лизиса
(Белькова, 2009). К образцам добавляли 400 мкл
трис-солевого буфера (20 ммоль/л ЭДТА,
750 ммоль/л NaCl, 100 ммоль/л трис-НСl, pH 8.0)
и гомогенизировали с помощью гомогенизатора
TissueLyser LT (“QIAGEN”, Германия) с исполь-
зованием лизирующего матрикса E (“MP Bio-
medicals”, США) в течение 1 мин при частоте
50 Гц. После этого добавляли 50 мкл трис-солевого
буфера с лизоцимом (50 мг/мл) и инкубировали
60 мин при 37°С. Затем в смесь вносили 10% рас-
твор додецилсульфата натрия до конечной кон-
центрации 1% и 2 мкл раствора протеиназы К
(10 мг/мл), инкубировали 60 мин при 60°С. После
экстракции смесью фенол–хлороформ–изоамило-
вый спирт (25 : 24 : 1) и последующей экстракции си-
стемой растворителей хлороформ–изоамиловый
спирт (24 : 1) ДНК из водной фазы осаждали трех-
кратным объемом абсолютного этанола с добав-
лением 10 М ацетата аммония (1 : 10) при –20°C
в течение ночи. После центрифугирования и
двойной отмывки 80% этанолом ДНК высуши-
вали и растворяли в 30 мкл деионизованной ав-
токлавированной воды. Для исключения из дан-
ных высокопроизводительного секвенирования
возможной контаминации на этапе пробоподго-
товки использовали отрицательный контроль,
для приготовления которого 100 мкл деионизиро-
ванной автоклавированной воды обрабатывали с
использованием описанной выше методики. Чи-
стоту ДНК контролировали с помощью электро-
фореза в 1% агарозном геле и фотометрии на при-

боре NanoDrop 8000 (“Thermo Fisher Scientific
Inc.”, США). Концентрацию ДНК определяли на
флуориметре Quantus (“Promega”, США) с при-
менением набора Quanti Fluor dsDNA (“Prome-
ga”, США).

Высокопроизводительное секвенирование. ДНК-
библиотеки для секвенирования были созданы по
протоколу Illumina (http://support.illumina.com/doc-
uments/documentation/chemistry_documentation/16s/
16s-metagenomic-library-prep-guide-15044223-b.pdf)
с праймерами к вариабельному участку V3–V4 гена
16S рРНК S-D-Bact-0341-b-S-17 и S-D-Bact-0785-
a-A-21 (Klindworth et al., 2013). Секвенирование
проводили на платформе MiSeq (“Illumina”, США)
с использованием набора реактивов MiSeq Re-
agent Kit V3 PE600 (“Illumina”, США) в Центре
коллективного пользования научным оборудова-
нием “Персистенция микроорганизмов” Инсти-
тута клеточного и внутриклеточного симбиоза
УрО РАН. Последовательности, полученные в ре-
зультате секвенирования, депонированы в базе
данных SRA NCBI под номерами SRR6781505–
SRR6781510 (SRP133454).

Биоинформатическая обработка. Оценку качества
прочтений проводили с использованием программы
FastQC v0.11.5. На следующем этапе объединяли
парно-концевые риды в контиги (объединенные
риды), используя программу PEAR (Zhang, 2014). С
помощью программы USEARCH v9.0.1623_win32
(Edgar, 2010) осуществляли фильтрацию объеди-
ненных ридов по качеству и длине, используя ко-
манду fastq_filtr. Формирование ОТЕ (операцион-
ные таксономические единицы) проводили путем
последовательной дерепликации и кластериза-
ции на уровне 97%, что соответствует межвидо-
вым различиям, используя алгоритм UPARSE
(Edgar, 2013). В процессе кластеризации удаляли
химерные последовательности. Для оценки коли-
чественной представленности полученных ОТЕ в
образцах применяли глобальное выравнивание
последовательностей ОТЕ на первоначальные
объединенные риды. Из полученных данных ис-
ключали синглтоны и даблтоны (последовательно-
сти, встречающиеся однократно или дважды). Для
последующего анализа из библиотек также были
удалены ОТЕ, соответствующие ДНК хлоропла-
стов. Таксономическую классификация ОТЕ про-

Таблица 1. Уровень минерализации воды исследованных водоемов

Озеро Развал Дунино Малое 
Городское Тузлучное Новое Большое 

Городское

Минерализация (‰) 300 300 285 180 110 10
рН 7.5 7.1 7.8 8.2 8.1 8.5
Температура (°С) 10.2 11.8 9 8.8 9.5 8.8
Координаты точек отбора 
проб, °с.ш., в.д.

51.1510,
55.0019

51.1510, 
55.0050

51.1522,
54.9998

51.1448, 
55.0022

51.1486, 
54.9946

51.1531, 
54.9988
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водили с использованием базы данных RDP (http://
rdp.cme.msu.edu), а также на платформе VAMPS
(база данных SILVA 119) (Huse, 2014). Таксономи-
ческую структуру сообщества оценивали по
удельной численности ОТЕ, отнесенных к раз-
ным таксонам. Кривые насыщения были постро-
ены с использованием USEARCH (Edgar, 2013).

Количество общих ОТЕ в списках, получен-
ных для анализируемых образцов на платформе
VAMPS, визуализировали с помощью диаграмм
Венна. Сравнение списков ОТЕ для трех образ-
цов с построением диаграммы Венна проводили с
применением интерактивного инструмента Ven-
ny 2.1 (Oliveros, 2015). Для сравнения шести образ-
цов формировали шаблон диаграммы в MS Excel
2007 с использованием функции “SmartArt”. Чис-
ло общих ОТЕ вносили в шаблон по результатам
сравнения списков ОТЕ в MS Excel 2007 с исполь-
зованием функции “Фильтр”.

Разнообразие прокариотных сообществ иссле-
дуемых озер оценивали с использованием не-
скольких показателей: количества выделенных
ОТЕ – аналога видового богатства; индекса
Chao1, отражающего предположительное макси-
мальное количество ОТЕ в сообществе; а также
индексов разнообразия Шеннона и Симпсона,
рассчитанных в программе PAST 2.08 (Hammer
et al., 2001).

Ординацию образцов, нормализованных по
удельной численности, проводили по индексу
таксономического сходства Брея-Кертиса с по-
мощью программы VAMPS (Huse et al., 2014). Для
этого на основе матрицы расстояний между об-
разцами формировали “тепловую карту”, а затем
ее подвергали анализу методом главных компо-
нент с построением 3D диаграммы.

Некоторые ОТЕ выравнивали c использованием
алгоритма BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
Blast.cgi) на базу данных нуклеотидных последо-
вательностей nr/nt (NCBI). Количественные ре-
зультаты биоинформатического анализа сумми-
рованы в табл. 2.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Оценка таксономического богатства и разнооб-
разия прокариот в планктонных образцах Соль-
Илецких озер. Анализ показателей таксономиче-
ского богатства (табл. 3) демонстрирует тенденцию
к уменьшению богатства прокариотных сообществ
Соль-Илецких озер по мере увеличения уровня их
минерализации. Так, наибольшее число ОТЕ и
максимально возможное видовое богатство, оцени-
ваемое по индексу Chao 1, зарегистрировано в об-
разце миксогалинного оз. Большое Городское. Ми-
нимальные значения количества ОТЕ и рассчитан-
ных показателей видового богатства наблюдаются в
образцах из озер с минерализацией 300‰. Анало-
гичная закономерность выявлена при оценке
таксономического богатства прокариот на уровне
таксонов высокого ранга (табл. 4). Однако в отно-
шении индексов разнообразия такой зависимо-
сти не прослеживается. Для большинства Соль-
Илецких озер индексы Шеннона и Симпсона
одинаково высоки, отражая не только значитель-
ное таксономическое богатство, но и равномер-
ность распределения ОТЕ. Наименее разнообраз-
ными согласно индексам Шеннона и Симпсона
оказались оз. Развал с наименьшим числом ОТЕ в
образце рапы и оз. Большое Городское, в планк-
тонном образце которого, напротив, количество
зарегистрированных ОТЕ было максимальным,
но в то же время наблюдалось цветение и, соот-
ветственно, доминирование цианобактерий.

Таблица 2. Количественные результаты биоинформатического анализа ДНК-библиотек из планктонных образ-
цов Соль-Илецких озер

Озеро,
минерализация (‰)

Общее 
количество 

ридов

Количество 
контигов 

после слияния 
ридов

Количество 
ридов после 
фильтрации

Уникальные 
последовательности ОТЕ ОТЕ

(количество ≥3)

Развал, 300 17101 15853 1692 1526 84 61

Дунино, 300 16433 15501 2075 1916 114 75

Малое Городское, 285 28981 27187 3455 2617 169 117

Тузлучное, 180 16446 15631 2455 2303 181 107

Новое, 110 15991 15165 2812 2578 162 90

Большое Городское, 10 17659 17006 3530 2261 248 140
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Полученные кривые разрежения при увеличе-
нии числа анализируемых последовательностей
приближаются к плато, однако не достигают его,
по крайней мере, на уровне ОТЕ, что свидетель-
ствует о том, что для полной характеристики раз-
нообразия сообществ исследуемых водоемов не-
обходимо проводить дальнейшее более глубокое
секвенирование. В целом кривые разрежения
имеют сходную форму и демонстрируют более
высокое таксономическое богатство в озерах
Большое Городское и Тузлучное (рис. 2).

Сравнительный анализ таксономической структу-
ры прокариот в планктонных образцах Соль-Илецких
озер. Сравнение таксономической структуры мик-
робных сообществ Соль-Илецких озер проведено с
использованием диаграмм Венна (рис. 3). Наиболь-
шее количество общих ОТЕ было зарегистрировано
в образцах со сходным уровнем солености. Так, для
озер Развал, Дунино, Малое Городское с наивыс-
шим уровнем солености значительное число ОТЕ
оказалось общим, их доля от всей совокупности
ОТЕ в этих образцах составила от 46% в оз. Малое
Городское до 85% в оз. Дунино и 91% в оз. Развал.
Уникальными оказались ОТЕ, принадлежащие
единичным минорным видам, таким как: в образ-
це оз. Развал – Halococcus sp., Halorubrum orientale;
оз. Дунино – археи Halorubrum kocurii, Natronoar-
chaeum sp., Halanaerobacter chitinivorans, бактерии
Sulfurimonas sp. В образце оз. Малое Городское
список уникальных видов прокариот был значи-

тельно шире и включал как экстремально гало-
фильные археи Haloarcula marismortui, Halobacteri-
um noricense, Halomicrobium mukohataei, Halopenitus
sp. и др., так и умеренно галофильные бактерии
Psychroflexus sediminis, Halomonas sp., Marinomonas
aquimarina и т.д. Для образцов из озер Новое и
Тузлучное с близкими значениями солености об-

Таблица 3. Индексы таксономического богатства и разнообразия ОТЕ прокариот в планктонных образцах Соль-
Илецких озер

Озеро,
минерализация (‰)

Индексы разнообразия

Chao 1 Симпсона Шеннона

Развал, 300 89 0.73 2.1
Дунино, 300 124 0.91 3.1
Малое Городское, 285 185 0.92 3.2
Тузлучное, 180 192 0.92 3.2
Новое, 110 194 0.92 3.1
Большое Городское, 10 297 0.43 1.6

Таблица 4. Число таксонов прокариот различного ранга, выявленных в планктонных образцах Соль-Илецких
озер

Озеро,
минерализация (‰) Домены Филумы Классы Порядки Семейства Роды

Развал, 300 2 4 6 6 7 22
Дунино, 300 2 5 7 7 8 22
Малое Городское, 285 2 7 12 20 27 48
Тузлучное, 180 1 10 18 23 33 41
Новое, 110 2 10 18 29 40 50
Большое Городское, 10 1 13 25 40 57 73

Рис. 2. Оценка α-разнообразия ОТЕ прокариот в
планктонных образцах Соль-Илецких озер при по-
мощи кривых разрежения. Обозначения: 1 –
Большое Городское, 2 – Тузлучное, 3 – Новое, 4 –
Малое Городское, 5 – Дунино, 6 – Развал.
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щими оказались более 50% ОТЕ, среди которых –
Psychroflexus sp., Gracilimonas sp., Roseovarius sp.,
Sediminimonas sp., Spiribacter sp., Halomonas sp.
и др. В образце миксогалинного оз. Большое Го-
родское более 80% ОТЕ были уникальными, не
встречавшимися в других образцах Соль-Илец-
ких озер.

При сравнении списков ОТЕ не было выявле-
но последовательностей общих для всех шести
озер (рис. 4). Общими для пяти озер оказались
гаммапротеобактерии рода Spiribacter, обнару-
женные при уровне солености от 110 до 300‰, и
последовательности некультивируемых микро-
организмов “Ca. Parcubacteria”, обнаруженные
при уровне солености от 10 до 300‰. Среди дру-
гих общих для четырех Соль-Илецких озер были
единичные, в основном, минорные ОТЕ, в част-
ности неидентифицированные альфапротеобак-
терии порядка Rickettsiales и фирмикуты рода Fu-
sibacter. Единственным исключением оказались
представители рода Spiribacter, не только обнару-
женные в пяти озерах при уровне солености от 110
до 300‰, но и входящие в состав доминантов.
Преобладание набора уникальных ОТЕ в каждой
группе слабо-, средне- и высокоминерализован-
ных озер говорит о значительной зависимости со-
става прокариотных планктонных сообществ
Соль-Илецких озер от солености.

Сравнение таксономического состава прока-
риотных сообществ в планктонных образцах ис-
следуемых водоемов проводили методом главных
компонент на основе индекса сходства Брея-Кер-
тиса (рис. 5). Полученный 3D график характеризу-
ет более 90% общей изменчивости родового соста-
ва прокариот в исследуемых образцах. Образцы из
озер Развал, Дунино и Малое Городское с наивыс-
шей соленостью находятся рядом, сформировав
отчетливый кластер. Образцы из озер с меньшей
соленостью Новое и Тузлучное расположены от-
дельно и могут быть объединены в отдельную
группу. Образец оз. Большое Городское с наи-
меньшей соленостью значительно удален от
остальных. В целом, данная диаграмма демон-

Рис. 3. β-Разнообразие ОТЕ прокариот в планктонных образцах Соль-Илецких озер с соленостью 285–300% (а) и с со-
леностью 10–180% (б), охарактеризованное при помощи диаграмм Венна. Обозначения как на рис. 1.
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Рис. 4. β-Разнообразие ОТЕ прокариот в планктон-
ных образцах шести Соль-Илецких озер, охарактери-
зованное при помощи диаграмм Венна. Обозначения
как на рис. 1.
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Рис. 5. Ординация планктонных прокариотных сооб-
ществ Соль-Илецких озер, выполненная методом
главных компонент. Обозначения как на рис. 1.
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стрирует выраженные отличия в составе прока-
риот между озерами с разными уровнями минера-
лизации – 10, 110–180 и 285–300‰.

Количественная характеристика таксонов прока-
риот высшего ранга в планктонных образцах Соль-
Илецких озер. На рис. 6 представлено соотношение
таксонов высшего ранга (филумы, классы) в струк-
туре прокариотных сообществ в планктонных об-
разцах Соль-Илецких озер. Соотношение разных
филумов и классов прокариот имело четкие раз-

личия в зависимости от уровня минерализации
водоемов. Так, в ДНК-библиотеках из озер с со-
леностью, близкой к уровню насыщения (Малое
Городское, Дунино и Развал), преобладали экс-
тремально галофильные представители филума
Euryarchaeota, на долю которых приходилось око-
ло половины всех ридов. Также были выявлены
последовательности архей филума Nanohaloar-
chaeota, удельная численность которых составила
от 11 до 21%, в зависимости от образца. Соответ-
ственно, на долю бактериальных ОТЕ приходи-
лось менее 50% и, в основном, они принадлежали
филуму Bacteroidetes. Последовательности Bacte-
roidetes были наиболее многочисленны в образце
озера Развал, где они составляли более 38%. В
ДНК-библиотеках озер Развал, Дунино и Малое
Городское были обнаружены последовательно-
сти класса Gammaproteobacteria, доля которых со-
ставляла 0.3, 6 и 10% соответственно. Часть ОТЕ
относилась к филуму Parcubacteria (OD1). В не-
значительном количестве были выявлены бакте-
риальные ОТЕ, принадлежащие филуму Firmicu-
tes, а также классу Epsilonproteobacteria.

В озерах Новое и Тузлучное с минерализаци-
ей, соответственно, 110 и 180‰ таксономическая
структура микробного сообщества значительно
отличалась от водоемов с высокой соленостью и ха-
рактеризовалась более разнообразным таксономи-
ческим составом. ОТЕ в каждой ДНК-библиотеке
этих озер принадлежали 10 филумам. Архейные си-

Рис. 6. Удельная численность ОТЕ доминирующих филумов прокариот (для протеобактерий указаны классы) в
планктонных образцах Соль-Илецких озер. Обозначения как на рис. 1.
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квенсы обнаружены только в образце из оз. Нового
и были представлены неидентифицированными
представителями семейства Haloferacaceae (фи-
лум Euryarchaeota), однако удельная численность
их была довольно высока и достигала 15% от всех
ридов. В обоих образцах наиболее многочислен-
ными были представители филумов Proteobacte-
ria, Bacteroidetes, Actinobacteria. Протеобактерии
включали классы Alphaproteobacteria, Betaproteo-
bacteria, Gammaproteobacteria, Deltaproteobacteria и
Epsilonproteobacteria, среди которых преобладали
гамма- и альфапротеобактерии. Риды филума
Verrucomicrobia составляли по 2% в каждом из
описываемых сообществ. В образце из оз. Нового
были также выявлены представители бактериаль-
ных филумов Firmicutes, Deinococcus-Thermus,
Chloroflexi, Chrysiogenetes, однако их удельная чис-
ленность была незначительной. В ДНК-библио-
теке оз. Тузлучное на долю ОТЕ, относящихся к
Firmicutes и Cyanobacteria приходилось по 1.6–
1.7%, а среди минорных филумов оказались Par-
cubacteria, Deinococcus-Thermus, Chloroflexi, Planc-
tomycetes.

Образец из миксогалинного оз. Большое Го-
родское значительно отличался по таксономиче-
скому составу от образцов из других Соль-Илец-
ких озер. В ДНК-библиотеке этого образца более
80% составляли риды филума Cyanobacteria, что
соответствовало наблюдаемому цветению ци-
анобактерий в этом водоеме. Отмечена высокая
удельная численность представителей филумов
Bacteroidetes, Actinobacteria, Planctomycetes, Chlorof-
lexi, Proteobacteria, в последнем преобладали аль-
фа-, бета- и гаммапротеобактерии. Также в сооб-
ществе выявлены ОТЕ, принадлежащие филумам
Verrucomicrobia, Tenericutes, Parcubacteria,
Firmicutes.

Доминирующие роды прокариот в планктонных
образцах Соль-Илецких озер. При анализе таксо-
номической структуры и относительного обилия
на родовом уровне отмечено, что, в целом, в об-
разцах из трех озер с высокой соленостью набор
доминирующих родов, доля которых превышала
1%, был сходным (табл. 5). В ДНК-библиотеках
озер Развал, Дунино и Малое Городское домини-
ровали последовательности рода экстремально
галофильных бактерий Salinibacter. В образце
оз. Развал доля представителей этого рода превы-
сила 50%. Также, значительную долю (18–27%) во
всех трех ДНК-библиотеках составляли ОТЕ рода
Halonotius. Однако, в отличие от двух других озер,
в образце из оз. Малое Городское отмечена высо-
кая удельная численность рода Spiribacter (более
9%), а в образцах из озер Развал и Дунино в боль-
шом количестве представлены последовательно-
сти Parcubacteria. В образцах из высокоминерали-
зованных озер также доминировали последова-
тельности архей филумов Euryarchaeota (роды
Haloarcula, Halomicroarcula, Halobellus, Halohasta,

Halorubrum, Natronomonas) и Nanohaloarchaeota
(“Ca. Nanosalina”). Таким образом, доминирую-
щий комплекс, на долю которого приходилось
около 70% всех ридов, в образце оз. Развал был
представлен родами Salinibacter и Halonotius, об-
разце оз. Дунино – Salinibacter, Halonotius и
“Ca. Nanosalina”, образце оз. Малое Городское –
Salinibacter, Halonotius, Halorubrum и “Ca. Nanosalina”.

В образцах озер Новое и Тузлучное, имеющих
минерализацию 110 и 185‰ соответственно, зна-
чительную долю от общей численности ридов со-
ставляли гаммапротеобактерии рода Spiribacter
(15–24%). Доминирующий комплекс оз. Нового,
наряду со Spiribacter, включал в себя роды актино-
бактерий Pontimonas, флавобактерий Psychroflexus
и неидентифицированных архей семейства
Haloferacaceae sp. В образце из оз. Тузлучное до-
минировали также актинобактерии Rhodoluna и
Pontimonas, а также альфапротеобактерии Roseo-
varius.

В образце планктона из оз. Большое Городское
(минерализация 10‰) наблюдалось массовое цве-
тение цианобактерий, что проявилось в выра-
женном преобладании в ДНК-библиотеке по-
следовательностей рода Planktothrix порядка Os-
cillatoriales, доля которых превышала 77%. Среди
доминантов зарегистрированы ОТЕ, принадле-
жащие цианобактериям Oscillatoria, альфапро-
теобактериям Marivita, метилотрофным гамма-
протеобактериям Methylomonas, представителям
рода Litorilinea филума Chloroflexi, неидентифи-
цированным представителям порядка Actinomy-
cetales, а также филума Verrucomicrobia класса
Spartobacteria.

Доминирующие последовательности в планктон-
ных образцах Соль-Илецких озер и их ближайшие
гомологи в базе данных GenBank (NCBI). В иссле-
дуемых ДНК-библиотеках были выбраны доми-
нирующие ОТЕ, удельная численность которых в
совокупности составила более 60% от всех ридов
в образце, для последующего выравнивания на
базу данных нуклеотидных последовательностей
nr/nt (NCBI) c использованием алгоритма BLAST
(табл. 6). В ДНК-библиотеках озер с высокой со-
леностью Развал, Дунино и Малое Городское до-
минировали одинаковые ОТЕ, идентифициро-
ванные как представители рода Salinibacter. Наи-
более близкой последовательностью в GenBank
для них оказался некультивируемый бактериаль-
ный клон из крупного соленого тибетского
оз. Чайерхан в провинции Цинхай, Китай (Zhang
et al., 2013). Также во всех образцах из озер с наи-
высшей соленостью доминировали архейные
ОТЕ, идентифицированные как Halonotius pteroi-
des, ближайшие гомологи которых были обнару-
жены в образцах талассогалинных соляных пру-
дов в Тунисе (Trigui et al., 2011), Герреро-Негро в
Мексике (Dillon et al., 2013) и в Большом соленом
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Таблица 5. Доминирующие роды прокариот (≥1%) в планктонных образцах из Соль-Илецких озер

Филум Класс Род

Б
ол

ьш
ое

Го
ро

дс
ко

е

Т
уз

лу
чн

ое

Н
ов

ое

М
ал

ое
Го

ро
дс

ко
е

Д
ун

ин
о

Ра
зв

ал

Cyanobacteria Cyanobacteria Planktothrix 77.6 0 0 0 0 0
Oscillatoria 1.3 0 0 0 0 0

Chloroflexi Caldilineae Litorilinea 2.7 0 0 0 0 0
Actinobacteria Actinobacteria Actinomycetales sp. 1.7 0 0.1 0 0 0

Pontimonas 0 12.1 12.1 0 0 0
Rhodoluna 0.1 15.2 7.9 0 0 0
Nitriliruptor 0 1.8 0 0 0 0

Bacteroidetes Flavobacteriia Psychroflexus 0 1.0 11.2 0 0 0
Cryomorphaceae sp. 0.1 1.1 9.8 0 0 0

Sphingobacteriia Gracilimonas 0 3.6 1.6 0 0 0
Saprospiraceae sp. 0.8 1.9 1.6 0 0 0
Chitinophagaceae sp. 0 0 1.1 0 0 0
Salinibacter 0 0 0 20.9 22.5 52.5
Bacteroidetes unclassified 0 0 0 3.2 2.3 1.5

Firmicutes Erysipelotrichia Erysipelotrichaceae sp. 0 1.3 0 0 0 0
Proteobacteria Alphaproteobacteria Marivita 1.5 2.6 0 0 0 0

Roseovarius 0 12.6 3.3 0 0 0
Sediminimonas 0 0.57 1.8 0 0 0
Rhodobacteraceae sp. 0.48 1.1 0.92 0 0 0

Betaproteobacteria Alcaligenaceae sp. 0.19 1.5 3.4 0 0 0
Gammaproteobacteria Methyloparacoccus 1.2 0 0 0 0 0

Spiribacter 0 24 16 9.1 0.11 0.04
Wenzhouxiangella 0 4.2 4.2 0 0 0
Halomonas 0 1.4 0.5 0 0 0
Francisella 0 2.1 0.04 0 0 0
Methylophaga 0 1.5 0.8 0 0 0
Gammaproteobacteria 
unclassified 0 1.4 0.5 0 0 0

Verrucomicrobia Spartobacteria Spartobacteria sp. 1.5 0 0 0 0 0
Opitutae Coraliomargarita 0 0.46 1.2 0 0 0

Puniceicoccus 0 1.6 0 0 0 0
Euryarchaeota Halobacteria Haloferacaceae sp. 0 0 15.4 0 0 0

Halomicroarcula 0 0 0 1.4 7.4 2.3
Halobellus 0 0 0 5.4 3.8 1.9
Halohasta 0 0 0 1.1 0 1.9
Halonotius 0 0 0 20.3 27.3 18.3
Halorubrum 0 0 0 12.9 6.4 2.9
Natronomonas 0 0 0 2.9 3.1 0.1
Haloarcula 0 0 0 1.4 0.3 0.3

Nanohaloarchaeota Cand. Nanosalina 0 0 0 13.4 17.7 6.6
Parcubacteria Cand. Parcubacteria 0.06 0.14 0 0.16 5.2 9.5
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озере, США (Tazi et al., 2014). Другими представи-
телями доминирующих архейных ОТЕ были не-
идентифицированные последовательности филу-
ма Nanohaloarchaeota, наиболее близкие гомологи
которых были отмечены в соленых водоемах Цен-
тральной Монголии (Pagaling et al., 2009) и соля-
ных прудах Испании (Ghai et al., 2011). Домини-
рующие ОТЕ, характерные только для оз. Дуни-
но, были идентифицированы как Halorubrum
kocurii, наиболее близкий гомолог которой най-
ден в соленом оз. Урмия (Иран) (Jookar Kashi
et al., 2014), и Halorubrum orientale, ближайший го-
молог которой зарегистрирован в соляных прудах
Герреро Негро (Dillon et al., 2013). Также в образ-
це оз. Дунино доминировала ОТЕ, представляю-
щая собой неидентифицированные археи семей-
ства Haloarculaceae, гомолог которой был выявлен
в ДНК-библиотеке из осадков эугалинной лагуны
Фра Рамон в Испании (Llirós et al., 2013). Из трех
водоемов с максимальной соленостью только в
образце оз. Малое Городское значительную долю
составляли ОТЕ, принадлежащие умеренно гало-
фильным бактериям недавно описанного вида
Spiribacter roseus (Leon et al., 2016), обнаруженного
в различных соленых водоемах Испании. Кроме
того, в том же образце доминировали архейные
последовательности, принадлежащие Halorubrum
kocurii, ближайшие гомологи которых выявлены в
соляных прудах Туниса (Baati et al., 2010), и в ги-
пергалинном оз. Мейган, Иран (Naghoni et al.,
2017).

Для гипергалинных озер с уровнем солености
менее 200‰ были характерны другие доминиру-
ющие ОТЕ. В образцах из озер Новое и Тузлучное
сходными оказались ОТЕ актиномицетов, иден-
тифицированные как Pontimonas salivibrio (Jang
et al., 2013). Представитель данного вида впервые
был выделен из морской воды, поступающей в
бассейны для выпаривания соли в Корее, тогда
как ближайший гомолог ОТЕ из наших озер вы-
явлен в образце грунта морского побережья в Ки-
тае. Ближайший гомолог доминирующей ОТЕ
рода Spiribacter из образца оз. Новое обнаружен в
воде Аральского моря, соленость в большей части
которого (Большой Арал) в настоящее время пре-
вышает 100‰, тогда как ближайший гомолог
ОТЕ того же рода из образца оз. Тузлучное выяв-
лен в соленом оз. Юньчэн (Китай). Общими до-
минирующими ОТЕ оказались также гаммапро-
теобактерии рода Wenzhouxiangella, ближайший
гомолог которых был выявлен в соляных прудах
Сфакса в Тунисе (Baati et al., 2010). В доминирующих
ОТЕ, характерных для оз. Нового, обнаружены ар-
хейные ОТЕ, идентифицированные на уровне се-
мейства Haloferacaceae, и ОТЕ актинобактерий Her-
biconiux, ближайшие гомологи которых были найде-
ны в Аральском море. Также в образце из этого озера
доминировали ОТЕ, принадлежащие умеренно га-
лофильной бактерии Psychroflexus sediminis, бли-

жайший гомолог которой был выявлен в соляном
пруду с минерализацией 210‰ в Испании
(Fernández et al., 2014), а также ОТЕ, идентифи-
цированная на уровне порядка Flavobacteriales,
ближайший гомолог которой был обнаружен в
гипергалинном содовом озере Моно в Калифор-
нии, имеющем соленость 84–94‰ (Humayoun
et al., 2003.) Другие доминирующие ОТЕ в образ-
це оз. Тузлучное были определены как актино-
бактерии Herbiconiux solani и альфапротеобакте-
рии Roseovarius azorensis. Их ближайшие гомологи
обнаруживались, соответственно, в воде Араль-
ского моря и рапе соленых водоемов в Японии.

В планктонном образце из оз. Большое Город-
ское, в отличие от других Соль-Илецких озер, до-
минировали ОТЕ цианобактерий, среди которых
преобладал представитель рода Planktothrix,
удельная численность которого составила 77.2%.
За счет массового развития этой цианобактерии
наблюдалось цветение воды в озере. В основном,
представители данного рода вызывают цветение
пресных водоемов, однако верхний порог галото-
лерантности некоторых видов достигает 12.8–
18.3‰ что позволяет им с успехом осваивать со-
лоноватые водоемы (Suda et al., 2002).

ОБСУЖДЕНИЕ
Таким образом, в результате проведенного ис-

следования впервые методом высокопроизводи-
тельного секвенирования изучено разнообразие
прокариот в планктонных сообществах соленых
Соль-Илецких озер. Располагаясь близко друг к
другу, эти водоемы значительно различаются по
солености, в соответствии с которой шесть изу-
ченных озер можно условно разделить на три
группы: с высокой соленостью 285–300‰ (озера
Развал, Дунино, Малое Городское), средней солено-
стью 110–180‰ (озера Новое, Тузлучное) и низкой
соленостью 10‰ (оз. Большое Городское). Таксо-
номическое богатство в озерах с высокой солено-
стью было меньше, по сравнению водоемами с
меньшей соленостью, о чем свидетельствовало как
число зарегистрированных таксонов различного
уровня, так и индекс Chao 1, отражающий предпола-
гаемое видовое богатство. Ранее с использованием
метагеномного подхода отмечали снижение таксо-
номического богатства микробного сообщества
по мере увеличения солености воды в градиенте
солености на примере соляных испарительных
прудов (Ghai et al., 2011). Однако во многих иссле-
дованиях описывается высокое таксономическое
разнообразие микробных сообществ гипергалин-
ных водоемов, например, таких как Большое со-
леное озеро или соляные испарительные пруды в
Тунисе (Baati et al., 2010). В проведенном исследо-
вании не было выявлено четкой статистической
зависимости показателей видового разнообразия
от солености. Индекс Шеннона для планктонных
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СЕЛИВАНОВА и др.

сообществ прокариот Соль-Илецких озер в ос-
новном составлял 3.1–3.2 за исключением двух
озер (Большое Городское и Развал).

Сравнительный анализ таксономического со-
става планктонных сообществ прокариот в Соль-
Илецких озерах продемонстрировал глубокие
различия в зависимости от уровня солености во-
доема, что было продемонстрировано на уровне
таксонов как высокого, так и низкого ранга. В
озерах с максимальной соленостью (оз. Развал,
Дунино и Малое Городское) большей удельной чис-
ленностью характеризовались экстремально гало-
фильные археи филумов Euryarchaeota и Nanohaloar-
chaeota, а также бактерии филума Bacteroidetes. До-
минирование Euryarchaeota и Bacteroidetes, а также
повышение разнообразия архей характерно для со-
леных водоемов с уровнем солености более 200‰
(Oren, 2014). Для водоемов со средним уровнем со-
лености (оз. Тузлучное, Новое) было характерно
преобладание филумов Bacteroidetes, Actinobacteria,
Proteobacteria. Подобное влияние градиента соле-
ности на микробное сообщество хорошо показа-
но на соляных испарительных прудах, где боль-
шинством исследователей отмечается снижение
таксономического разнообразия бактерий и по-
вышение разнообразия архей при нарастании
уровня солености. В солоноватом озере Большое
Городское наблюдалось массовое развитие пред-
ставителей филума Cyanobacteria, цветение кото-
рых может свидетельствовать о неблагоприятном
экологическом состоянии этого озера.

В Соль-Илецких озерах с соленостью 285–
300‰ определен доминирующий комплекс ОТЕ,
представленный археями Halonotius sp., некульти-
вируемыми представителями класса Nanohaloar-
chaea и бактериями Salinibacter sp. Все зареги-
стрированные в озерах ОТЕ прокариот относятся
к таксонам экстремальных галофилов, большин-
ство из которых ранее обнаруживались в гиперга-
линных местообитаниях другой локализации, в
том числе недавно описанные бактерии рода Spiri-
bacter и археи класса Nanohaloarchaea. Однако, не-
смотря на сходство таксономической структуры и
списка родов прокариот в гипергалинных место-
обитаниях, есть и существенные различия в составе
доминантных комплексов. Так, для соленых испа-
рительных прудов в Испании, Израиле, Австралии,
Турции и Тунисе с соленостью, близкой к уровню
насыщения, доминирующими родами были археи
Haloquadratum sp. или Halorubrum sp. и бактерии
Salinibacter sp. (Anton et al., 2002; Legault et al.,
2006; Trigui et al., 2011). В то же время в Соль-
Илецких озерах такой распространенный и мас-
сово развивающийся род как Haloquadratum не
был зарегистрирован, а развитие представителей
рода Halorubrum было сравнительно незначитель-
ным. Доминирующий комплекс оз. Тузлучное
(180‰) включал гаммапротеобактерии рода Spiri-
bacter, актинобактерии Pontimonas sp. и Rhodoluna sp.,

альфапротеобактерии Roseovarius sp., а в оз. Новое
(110‰) наряду с актинобактериями рода Ponti-
monas и гаммапротеобактериями рода Spiribacter,
доминировали еще и неидентифицированные ар-
хеи семейства Haloferacaceae и флавобактерии рода
Psychroflexus. Солоноватое озеро Большое Город-
ское характеризовалось доминированием ци-
анобактерий рода Planktothrix.

Отсутствие общих ОТЕ для всех шести Соль-
Илецких озер и преобладание набора уникальных
ОТЕ в каждой группе слабо-, средне- и высокоми-
нерализованных озер, несмотря на их близкую ло-
кализацию, говорит о значительной зависимости
состава прокариотных планктонных сообществ
Соль-Илцких озер от солености, поскольку по дру-
гим признакам исследуемые озера практически не
отличаются. С другой стороны, присутствие рода
Spiribacter в пяти озерах при уровне солености от
110 до 300‰ и высокие показатели относительно-
го обилия в образцах с соленостью до 285‰ сви-
детельствует о широкой экологической валент-
ности представителей этого рода и важной роли в
галофильных микробных сообществах. Обнару-
жение в библиотеках многих образцов последова-
тельностей филума Parcubacteria, включающего
некультивируемых микроорганизмов-симбион-
тов (Nelson, Stegen, 2015), вероятно, говорит о су-
щественном вкладе эукариотических организмов
в развитие прокариотного сообщества в гиперга-
линных озерах.

Анализ географической локализации ближай-
ших гомологов доминирующих ОТЕ демонстри-
рует, с одной стороны, их космополитичное рас-
пространение, так как сходные последовательно-
сти обнаруживали в соленых водоемах Евразии,
Африки и Северной Америки. С другой стороны,
это свидетельствует о ведущей роли солености
как фактора, определяющего таксономический
состав планктонного сообщества прокариот в со-
леных водоемах. Так, ОТЕ, доминирующие в озе-
рах с высокой соленостью Развал, Дунино и Ма-
лое Городское, регистрировались ранее в соля-
ных прудах Туниса (Сфакс), Мексики (Герреро
Негро), Испании, соленых озерах Китая, Монго-
лии, а также в Большом соленом озере в США, в
озерах Урмия и Мейган в Иране. Последователь-
ности, сходные с доминантными ОТЕ из умерен-
но минерализованных озер Тузлучное и Новое,
были обнаружены в воде Аральского моря (Узбе-
кистан), в морской воде и рапе с промежуточной
соленостью (Испания, Тунис), в грунте морского
побережья, в гипергалинном озере Моно (США).
У всех этих водоемов уровень солености был ме-
нее 200‰. Отсутствие специфичности таксоно-
мического состава прокариот в гипергалинных
водоемах различной локализации отмечалось ра-
нее на примере микробных сообществ соленых
озер Монголии и Аргентины (Pagaling et al., 2009),
однако для полной характеристики влияния гео-
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графической локализации гипергалинных водое-
мов на формирование микробных сообществ тре-
буются дальнейшие исследования.

В сообществах водоемов с высокой минерализа-
цией среди выявленных микроорганизмов многие
не идентифицированы, и, возможно, представляют
собой новые таксоны. Таким образом, первые
данные об особенностях таксономического со-
става и разнообразия планктонных сообществ
Соль-Илецких озер, полученные с применением
метода высокопроизводительного секвенирова-
ния, расширяют наши представления об измен-
чивости структуры и функционировании гало-
фильных микробиоценозов.

Работа выполнена в ЦКП “Персистенция
микроорганизмов” ИКВС УрО РАН (г. Орен-
бург) и частично поддержана грантами РФФИ
№ 16-44-560316 и 17-04-00135.
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Diversity of Prokaryotes in Planktonic Communities of Saline Sol-Iletsk Lakes 
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Abstract—Prokaryotic diversity was studied in the planktonic communities of six Sol-Iletsk lakes (Orenburg
oblast, Russia) varying in salinity level using the Illumina technology of high-throughput sequencing. The ex-
tremely halophilic archaea of the phyla Euryarchaeota and Nanohaloarchaeota, as well as the bacterial phylum
Bacteroidetes predominated in the communities of lakes with salinity of 285–300%. Representatives of the
phyla Bacteroidetes and Actinobacteria, as well as of the class Gammaproteobacteria were predominant in the
lakes with salinity 110−180%. A bloom of Cyanobacteria was observed in Bolshoe Gorodskoe Lake (10% sa-
linity). The dominant OTUs in the lakes with high salinity were represented by archaea Halonotius sp., un-
cultured Nanohaloarchaea, and bacteria Salinibacter sp. In the lakes with medium salinity level the dominants
included gammaproteobacteria Spiribacter sp., alphaproteobacteria Roseovarius sp., f lavobacteria Psychrof-
lexus sp., unidentified archaea of the family Haloferacaceae, actinobacteria Pontimonas sp. and Rhodoluna sp.
In the lake with low salinity level cyanobacteria of the genus Planktothrix were predominant. Effect of salinity
on prokaryotic taxonomic richness, composition, and diversity in planktonic communities of the studied
lakes was demonstrated.

Keywords: saline lakes, biodiversity, prokaryotes, halophilic bacteria, archaea, planktonic communities,
high-throughput sequencing, Illumina, 16S rRNA gene
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С использованием клоновых библиотек и морфологического анализа было изучено разнообразие
цианобактерий в цианобактериальном мате и сухой корке на дне мелководного соленого щелочно-
го озера Хилганта, расположенного в Южной Сибири. Исследование показало, что в засушливый
период (2006 г.) в сообществе доминировали представители рода Phormidium, а во влажный период
(1995 и 2012 гг.) нитчатые цианобактерии Coleofasciculus chthonoplastes. Состав сообщества во влаж-
ный и сухой период значительно отличался друг от друга. Всего в озере выявлено 11 операционных
таксономических единиц цианобактерий, из них только 3 обнаружены и во влажный и в сухой пе-
риод. Присутствие космополитной цианобактерии C. chthonoplastes, характерной для нейтральных
соленых водоемов, нетипично для щелочного внутриконтинентального озера и может быть объяс-
нено сходством состава доминирующих ионов в воде озера, и в морской воде.

Ключевые слова: цианобактерии, соленые озера, щелочные озера, цианобактериальный мат, Coleo-
fasciculus chthonoplastes
DOI: 10.1134/S0026365618040134

Цианобактериальные маты – многослойные
органоминеральные образования с доминирова-
нием цианобактерий, которые преимущество
формируются в экстремальных условиях, таких
как соленые и содовые озера, гидротермы и т.д.
Цианобактериальные маты содовых озер рас-
сматриваются в качестве современных аналогов
строматолитобразующих сообществ, доминиро-
вавших на поверхности Земли в течение Протеро-
зоя (2500–541 млн лет назад) (Заварзин, 1993).
Формирование содовых озер происходит в результа-
те углекислотного выветривания силикатных пород,
в ходе которого происходит накопление бикарбо-
натных вод в бессточных областях. Экстраполяция
этого механизма на докембрийские условия позво-
лила Г.А. Заварзину предположить широкое распро-
странение во внутриконтинентальных областях
Земли обширных мелководных водоемов содового
типа и их основополагающую роль в формирова-
нии наземной биоты (гипотеза “содового конти-
нента”). В пользу этой теории свидетельствуют
данные о значительно более тяжелом изотопном
составе азота (δ15N) озерных пород формации

Тумбиана (2.72 млрд лет назад) по сравнению с
архейскими морскими осадочными породами,
предположительно вызванными диссоциацией
аммония в щелочных анаэробных условиях. Так-
же предполагают, что континентальные содовые
озера могли быть широко распространены в позд-
нем Архее (Stüeken et al., 2015).

Модельным объектом для изучения возмож-
ных механизмов выветривания силикатов и фор-
мирования строматолитов в эпиконтиненталь-
ных водоемах докембрия стало озеро Хилганта,
расположенное в Южной Сибири (Заварзин,
1993; Алексеева и соавт., 2009). В зависимости от
климатических условий озеро имеет минерализа-
цию от 40 до 260 г/л и рН от 7.1 до 9.9, при этом на
дне озера развивается цианобактериальный мат
толщиной до 2–3 см (Намсараев и соавт., 2010).
Исследования фототрофного сообщества озера по-
казали, что в составе цианобактериального мата од-
ним из доминирующих морфотипов цианобактерий
является Coleofasciculus chthonoplastes (Герасименко и
соавт., 2003). При этом среди культивируемых пред-
ставителей сообщества присутствуют цианобакте-

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ
СТАТЬИ
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рии, принадлежащие к группам Geitlerinema, Nodu-
laria, Phormidium (Цыренова и соавт., 2011), а среди
культивируемых представителей аноксигенных фо-
тотрофных бактерий – представители родов Ectothi-
orhodospira, Allochromatium, Thiocapsa, Rhodovulum
(Компанцева и соавт., 2005).

Coleofasciculus chthonoplastes – это новое назва-
ние широко известного вида матобразующих ци-
анобактерий Microcoleus chthonoplastes (Sieges-
mund et al., 2008). Этот вид обладает характерной
морфологией (пучки из тесно переплетающихся
трихомов, заключенные в общий чехол) и имеет
космополитное распространение, будучи широко
представлен в соленых и гиперсоленых, близких к
нейтральным условиях, как правило, связанных с
морскими местообитаниями (Oren, 2010). Таким об-
разом, развитие С. chthonoplastes в составе фототроф-
ного сообщества щелочного внутриконтиненталь-
ного озера Хилганта является нетипичным и пока
еще не получило объяснения. Кроме того, ситуацию
усложняют отсутствие молекулярных данных о раз-
нообразии цианобактерий в озере и противоречи-
вые данные по идентификации штамма Microcole-
us (Coleofasciculus) chthonoplastes, выделенного из
озера Хилганта.

Целью работы было проведение комплексного
исследования разнообразия цианобактерий в фо-
тотрофном сообществе озера Хилганта при смене
климатических условий с использованием мор-
фологического и молекулярного подходов.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Объект исследования. Озеро Хилганта
(50°42.535′ с.ш., 115°06.086′ в.д.) расположено в
степной зоне Юго-Восточного Забайкалья в 76 км
южнее поселка Агинское. Озеро округлой формы, с
пологими берегами, бессточное, вода озера по хи-
мическому составу принадлежит к хлоридно-суль-
фатному натриевому типу. Максимальная площадь
водного зеркала озера в многоводный период дости-
гает 0.3 км2, наибольшая глубина водной толщи –
64 см. Непосредственно на месте отбора проб изме-
ряли температуру, рН, концентрацию карбонатов
титрованием и минерализацию воды рефрактомет-
ром. Данные о суммарных количествах годовых
осадков, начиная с 2005 г., для поселка Агинское
были получены из базы данных World Meteorological
Organization, идентификатор метеостанции
WMOID 30859 (https://www.ncdc.noaa.gov/data-ac-
cess/land-based-station-data/land-based-datasets).

Анализ морфологического разнообразия ци-
анобактерий. Для определения видового состава
цианобактерий образцы фиксировали 4% форма-
лином. При микроскопировании образцов сухой
корки и цианобактериального мата кусочек об-
разца растирали на предметном стекле, заливали
5% раствором соляной кислоты для удаления кар-

бонатов и затем рассматривали на оптическом
микроскопе при увеличении ×400–1000. Морфо-
логическую идентификацию цианобактерий про-
водили с использованием определителей (Гол-
лербах и соавт., 1953; Komàrek, Anagnostidis,
2005).

Анализ разнообразия генов 16S рРНК цианобак-
терий. Выделение ДНК из природных образцов
проводили по методике Wilson et al. (1992) с
СТАB. Для проведения полимеразной цепной
реакции использовали праймеры CYA106F и
CYA781R (Nübel et al., 1997), специфичные для
цианобактерий. Клонирование полученных
ПЦР-продуктов проводили с использованием
набора реактивов pGEM-T Easy system (Promega,
США) согласно рекомендациям производителя.
Секвенирование клональных вставок библиотеки
клонов проводили по методу Sanger et al. (1977) с
помощью набора реактивов Big Dye Terminator
v. 3.1 (Applied Biosystems, Inc., США) на научном
оборудовании ЦКП ФИЦ Биотехнологии РАН.
При этом для секвенирования использовали уни-
версальные плазмидные праймеры.

Полученные последовательности генов 16S
рРНК цианобактерий анализировали на наличие
химер с помощью программы DECIPHER (Wright
et al., 2012). Анализ оставшихся последовательно-
стей проводили с помощью пакета программ
USEARCH (Edgar, 2010). На первом этапе анали-
зируемые последовательности выравнивали с по-
мощью алгоритма MUSCLE. Затем проводили
кластерный анализ выровненных последователь-
ностей на уровне сходства 97%. Для каждой полу-
ченной в результате кластеризации операционной
таксономической единицы (ОТЕ) была выбрана
репрезентативная нуклеотидная последователь-
ность “центроид”, соответствующая “центру” кла-
стера. Таксономическую классификацию репрезен-
тативных последовательностей проводили путем
сравнения с базой данных нуклеотидных последова-
тельностей GenBank по протоколу BLAST. Затем из
последующего анализа были исключены после-
довательности, встречающиеся только один раз
(синглетоны) (Brown et al., 2015). Полученные по-
следовательности были депонированы в GenBank
под номерами MH211207−MH211220. Построение
филогенетических деревьев производили с помо-
щью алгоритма FastTree v2.1.10 методом прибли-
зительного максимального правдоподобия с
оценкой расстояния методом Jukes-Cantor (Price
et al., 2010). Значения местной поддержки вычисля-
лись с помощью теста Шимодайра–Хасегава и
1000 репликаций. Визуализацию построенных дере-
вьев проводили с помощью программы FigTree v. 4.3.
(http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/).
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РЕЗУЛЬТАТЫ
Гидрологический режим озера Хилганта. Иссле-

дования озера Хилганта проводились в засушли-
вый и влажный периоды. В 2006 г. сумма осадков,
измеренная на метеостанции поселка Агинское,
составила 259 мм (рис. 1). Во время проведения
исследований 21 июля 2006 г. озерная котловина
была полностью высохшей, и на поверхности
донных осадков находились корки цианобакте-
риальных матов (рис. 2б). В 2012 г. сумма осадков
составила 342 мм, при этом 30 июля 2012 г. в мо-
мент отбора проб озерная котловина была запол-
нена водой, и ее минерализация составляла
6.5 г/л (рН 9.5). На дне развивался слоистый ци-
анобактериальный мат толщиной от 0.5 до 3 см
(рис. 2а). И сухая корка, и цианобактериальный
мат имели четко выраженные слои, в которых бо-
лее темные слои с микроорганизмами чередова-
лись с более светлыми слоями с высоким содер-
жанием минеральных компонентов.

Морфологическое разнообразие цианобактерий.
На основе морфологических параметров было
изучено видовое разнообразие цианобактерий. В
сухой корке 2006 года было выявлено 5 морфоти-
пов: одноклеточная цианобактерия Chroococcus
minutus и нитчатые цианобактерии Leptolyngbya te-
nuis, Leptolyngbya woronichinii, Coleofasciculus chtho-
noplastes и Phormidium breve (рис. 2). Ph. breve яв-
лялся доминирующим морфотипом. В цианобак-
териальном сообществе, изученном в 2012 г.,
доминировал C. chthonoplastes. Также были обна-
ружены морфотипы, идентифицированные как
одноклеточная цианобактерия Chroococcus minu-
tus и нитчатые цианобактерии Oscillatoria sp.,
Lyngbya sp. Послойный анализ сухой корки и ци-
анобактериального мата показал, что максималь-
ное разнообразие морфотипов цианобактерий
наблюдается в самом верхнем слое образца, тогда

как в более глубоких слоях клетки цианобактерий
деградируют, и увеличивается количество пустых
чехлов нитчатых цианобактерий.

Молекулярное разнообразие цианобактерий. Из
сухой корки, отобранной в 2006 г., была получена
91 нуклеотидная последовательность, не содер-
жащая химер и принадлежащая цианобактериям.
В результате проведенного кластерного анализа
было получено 13 ОТЕ, из них 6 ОТЕ было пред-
ставлено в клоновой библиотеке только одной
последовательностью (синглетоны). Эти 6 ОТЕ
были удалены из анализа. Наиболее представлен-
ной (41 последовательность) была ОТЕ с репре-
зентативной нуклеотидной последовательностью
“Dry mat, clone F07”, наиболее близкой по ре-
зультатам анализа BLAST (более 97% сходства) к
представителям вида Phormidium etoshii и космо-
политного вида Phormidium autumnale (рис. 3). На
втором месте (21 последовательность) была ОТЕ с
репрезентативной последовательностью “Dry
mat, clone G07”, по результатам анализа имеющая
сходство более 97% с нуклеотидными последова-
тельностями, принадлежащими представителям
родов Geitlerinema, Leptolyngbya, Oscillatoria и
Phormidium, а также штамму Microcoleus sp. IPPAS
B-353 (номер GenBank KU375124), выделенному
ранее из озера Хилганта (Kupriyanova et al., 2016).
Оставшиеся 5 ОТЕ, включавшие в себя более чем
1 (от 2 до 6) нуклеотидную последовательность,
были близкородственными представителями ро-
дов гетероцистных цианобактерий Nodularia и
Anabaena (последовательность Dry mat, clone
G02), родов нитчатых цианобактерий Lyngbya и
Planktothrix (Dry mat, clone G01), Leptolyngbya и
Nodosilinea (Dry mat, clone G09), одноклеточных
цианобактерий родов Aphanothece, Synechococcus,
Cyanobacterium (Dry mat, clone H09). ОТЕ с репре-
зентативной последовательностью “Dry mat,

Рис. 1. Минерализация воды и эпизоды пересыхания озера Хилганта в период с 1995 по 2013 гг.
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clone A09” не имела близкородственных культи-
вируемых представителей.

Из цианобактериального мата, отобранного в
2012 г., было получено 89 нуклеотидных последо-
вательностей, не содержащих химер и принадле-
жащих цианобактериям. В результате проведен-
ного кластерного анализа было получено 8 ОТЕ,
из которых 1 ОТЕ, представленная только одной
последовательностью, была удалена из анализа.
Наиболее представленной (38 последовательно-
стей) была ОТЕ с репрезентативной нуклеотид-
ной последовательностью “Wet mat, clone H01”
по результатам анализа BLAST наиболее близкой

к представителям вида C. chthonoplastes. Второй по

представленности (26 последовательностей) была

ОТЕ, имеющая сходство выше 97% с нитчатыми

цианобактериями родов Leptolyngbya и Nodosilinea
(последовательность “Wet mat, clone H05”).

Остальные 5 ОТЕ, включавшие в себя от 2

до 12 последовательностей, были близки предста-

вителям нитчатых цианобактерий родов Lepto-
lyngbya и Nodosilinea (Wet mat, clone A01), Lepto-
lyngbya (Wet mat, clone F09), Phormidium и Oscilla-
toria (Wet mat, clone C11), гетероцистных ци-

анобактерий Nodularia и Anabaena (Wet mat, clone

E07). ОТЕ с репрезентативной последовательно-

Рис. 2. Цианобактериальный мат из озера Хилганта и разнообразие цианобактерий в нем: (а) структура мата во влаж-
ный период 2012 г.; (б) структура сухой корки в засушливый период 2006 г.; (в, г) Coleofasciculus chthonoplastes в 2012 г.;
(д, д') Phormidium breve в 2006 г.; (е) Chroococcus minutus в 2006 г.; (ж) Microcoleus sp. IPPAS B-353. Масштабная метка –
10 мкм.
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Рис. 3. Филогенетическое дерево репрезентативных нуклеотидных последовательностей гена 16S рРНК цианобакте-
риальных ОТЕ из озера Хилганта и их гомологичных последовательностей с уровнем сходства более 97%. “Dry mat,
clone XXX” – нуклеотидные последовательности из сухой корки 2006 г., “Wet mat, clone XXX” – нуклеотидные после-
довательности из цианобактериального мата 2012 г. Филогенетическое дерево построено методом приблизительного
максимального правдоподобия.
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стью “Wet mat, clone A05” не имела близкород-
ственных культивируемых представителей.

Сравнение ОТЕ, обнаруженных в образцах
2006 и 2012 гг., показывает, что разнообразие ци-
анобактерий в озере Хилганта относительно не-
велико. В засушливый и влажный периоды было
обнаружено по 7 ОТЕ цианобактерий, при этом
только 3 ОТЕ встречались в оба периода. Это
ОТЕ, включающая в себя последовательности
“Dry mat, clone G02” и “Wet mat, clone E07” и
близкая к представителям гетероцистных ци-
анобактерий родов Nodularia и Anabaena, а также
2 ОТЕ нитчатых цианобактерий, близкород-
ственных представителям Leptolyngbya и Nodosi-
linea (последовательности “Dry mat, clone G09” и
“Wet mat, clone A01”) и представителям рода
Phormidium (последовательности “Dry mat, clone
F07” и “Wet mat, clone C11”). Таким образом, об-
щее количество уникальных ОТЕ, обнаруженных
в ходе исследования озера Хилганта, составляет
11 единиц. Все изученные ОТЕ имеют космопо-
литное распространение, их представители обна-
ружены в широком географическом диапазоне.

ОБСУЖДЕНИЕ

Микробные сообщества в соленом щелочном

озере Хилганта развиваются в виде слоистых ма-

тов с доминированием нитчатых цианобактерий.

Морфологическое и молекулярно-биологическое

изучение разнообразия цианобактерий выявило,

что в засушливые и во влажные периоды состав

цианобактерий различен. Так, в сухой период

(2006 г.) доминировала нитчатая цианобактерия,

морфологически отнесенная к виду Phormidium

breve. Это согласуется с данными молекулярно-

биологического анализа, показавшими преобла-

дание в образце сухой корки последовательности

“Dry mat, clone F07”, близкой к последовательно-

сти гена 16S рДНК вида Phormidium etoshii

KR2008/49 (NR_125647.1). Ph. breve из озера Хил-

ганта (рис. 2д) морфологически и экологически

соответствует Ph. etoshii, описанному в солено-

щелочных местообитаниях солончака Этоша-

Пан в Намибии (Dadheech et al., 2013).

Во влажный период 2012 г., согласно как мор-

фологическим, так и молекулярно-биологиче-

ским данным, доминирующим видом цианобак-

терий был C. chthonoplastes “Wet mat, clone H01”. В

образце сухой корки, отобранной в 2006 г., с по-

мощью микроскопии обнаруживались отдельные

нити C. chthonoplastes, но в составе клоновой биб-

лиотеки его нуклеотидные последовательности

не были обнаружены.

Учитывая более ранние противоречивые сведе-

ния о присутствии C. chthonoplastes в озере Хилганта,

мы провели ретроспективный анализ данных, полу-

ченных при изучении образцов, отобранных в

этом озере летом 1995 г. Герасименко и соавт.

(2003) эти образцы были послойно изучены на

трансмиссионном электронном микроскопе. Бы-

ло показано, что доминирующими в различных

слоях мата цианобактериями были нитчатые не-

гетероцистные формы, идентифицированные

как Phormidium molle и Microcoleus chthonoplastes

(C. chthonoplastes) (Голлербах и соавт., 1953).

Ультраструктурные особенности срезов клеток

цианобактерий, приведенных в публикации

Л.М. Герасименко и соавт. (2003), позволяют го-

ворить о правильной таксономической иденти-

фикации C. chthonoplastes. Таксономически зна-

чимыми признаками, характерными для этого

вида, были пучки параллельных трихомов, объ-

единенные общим слизистым чехлом, и радиаль-

ное расположение тилакоидов в клетках (Гераси-

менко и соавт., 2003).

Из этого мата Л.М. Герасименко был выделен

штамм Z-9627, идентифицированный как Micro-

coleus chthonoplastes и ставший модельным для

изучения компонентов СO2-концентрирующего

механизма у галоалкалофильных цианобактерий

(Куприянова и соавт., 2004; Куприянова, Самы-

лина, 2015; Kupriyanova et al., 2011, 2016) и модели-

рования трансформаций различных минералов в

щелочных условиях (Алексеева и соавт., 2009; За-

варзин и соавт., 2003; Зайцева и соавт., 2007).

Штамм депонирован в две коллекции: коллек-

цию микроводорослей Института физиологии

растений им. К.А. Тимирязева РАН (Microcoleus

sp. IPPAS B-353) и коллекцию культур автотроф-

ных организмов Института Ботаники Чешской

Республики (Microcoleus chthonoplastes CCALA

1011). В результате исследований, связанных с по-

лучением снимков на трансмиссионном элек-

тронном микроскопе (Kupriyanova et al., 2011),

выяснилось, что ультраструктурные особенности

этого штамма не соответствуют таковым на сним-

ках интактных матов из озера Хилганта, опубли-

кованных Л.М. Герасименко и соавт. (2003). В

частности, для клеток штамма B-353 характерно

париетальное расположение тилакоидов, что у

цианобактерий является таксономически значи-

мым и не зависит от фазы роста или условий

культивирования. Анализ нуклеотидной после-

довательности гена 16S рРНК этого штамма поз-

воляет отнести его к филогенетической группе

Geitlerinema, группа IV (по Perkerson et al., 2010) или

“морским Geitlerinema” (по Strunecký et al., 2017).

Последовательности, входящие в эту филогене-

тическую группу, образуют тесный кластер и впо-

следствии могут быть описаны в качестве нового
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таксона родового уровня. Нуклеотидные после-

довательности этого кластера также были обнару-

жены в образце, отобранном в озере Хилганта в

2006 г. с репрезентативной последовательностью

“Dry mat, clone G07”, где были вторыми по пред-

ставленности и принадлежали, таким образом,

субдоминантному морфотипу цианобактерий.

Таким образом, данные, полученные при изу-
чении озера Хилганта, показывают, что во влаж-
ные периоды (1995 и 2012 гг.) C. chthonoplastes яв-
ляется одним из доминантов в озере, тогда как в
засушливый период (2006 г.) C. chthonoplastes не
является преобладающим в составе сообщества.

Анализ биогеографического распространения

4.7 тыс. нуклеотидных последовательностей,

имеющих сходство более 97% с нуклеотидной по-

следовательностью типового штамма вида

C. chthonoplastes SAG 2209 (NR_125521.1), показал,

что представители этого вида в основном распро-

странены в местообитаниях, находящихся в при-

брежных зонах морей и океанов, засоленых почвах,

солеварнях и соленых озерах (рис. 4). Это не проти-

воречит более ранним выводам о его космополит-

ном распространении и приуроченности к гало-

фильным околонейтральным местообитаниям,

сделанным на основании морфологического и

молекулярного анализа (Garcia-Pichel et al., 1996;

Oren, 2010). Тем не менее, периодическое доми-

нирование C. chthonoplastes в щелочном внутри-

континентальном озере, расположенном на рас-

стоянии не менее чем 1200 км до ближайшего мо-

ря, требует дополнительного обсуждения. При

этом обращает на себя внимание тот факт, что C.

chthonoplastes доминирует в составе цианобакте-

риального сообщества во влажный период, когда

рН воды озера находится в диапазоне 9.5–9.9.

Гидрохимические данные о воде озера, полу-

ченные З.Б. Намсараевым и соавт. (2010), пока-

зывают, что по своему химическому составу озеро

Хилганта близко к морским и значительно отли-

чается от классических содовых озер, в которых

доля карбонатов превышает 30% от суммы анионов

(Namsaraev et al., 2015). Во влажный период вода

озера, так же как и морская вода, принадлежит к

хлоридно-сульфатному натриевому типу. При этом

содержание карбонатов в воде озера не превышает

3.5% от суммы ионов. Тем не менее, во влажный пе-

риод вода озера является щелочной со стабильно

высоким значением рН. Этот факт может быть объ-

Рис. 4. Карта, показывающая распространение нуклеотидных последовательностей гена 16S рРНК с уровнем сходства
не менее 97% с нуклеотидной последовательностью типового штамма вида C. chthonoplastes SAG 2209 (NR_125521.1).
1 – озеро Хилганта. Для построения карты использовались данные о географическом расположении последователь-
ностей: AB784075, AF210048, AM709630.1, AY500274.1, DQ058853, EF160050.1, EF654025.1–EF654089.1, EU251080.1,
FN678385.1, GQ402017.1, GQ441199.1, GU213185.1, HG938320.1, HM628456.1, HQ343413.1, JN166563.1, JN427152.1,
JX002103.1, KJ998017.1, KT037024.1, NR_125521.1, X70770.1.

1
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яснен соотношением концентраций ионов карбо-

натов и кальция согласно соотношению Харди–Эг-

стера: 2mCa2+ = m  + 2m  (Hardie, Eugster,

1970). Во влажный период содержание карбона-

тов в воде озера превышает содержание кальция,

что приводит к высоким значениям рН. Тем не

менее, доля карбонатов относительно хлорида

натрия и сульфатов очень мала и, вероятно, не

оказывает значительного влияния на C. chthono-

plastes, позволяя ему существовать в озере Хил-

ганта. Необходимо отметить, что этот вид ци-

анобактерий пока еще не был обнаружен в клас-

сических содовых озерах с высоким содержанием

карбонатов. При этом в классических содовых

озерах распространены “морские Geitlerinema”

(Самылина и соавт., 2015), к которым относятся

Microcoleus sp. IPPAS B-353, и представители ОТЕ

с репрезентативной последовательностью “Dry

mat, clone G07” из озера Хилганта.

Полученные данные о составе цианобактери-

ального сообщества озера Хилганта позволяют

предположить два возможных сценария развития

сообщества озера в зависимости от погодно-кли-

матических условий Юго-Восточного Забайка-

лья. Учитывая, что в данном регионе около 70%

осадков выпадает в летний период, существует за-

висимость между годовой суммой осадков и уров-

нем воды в котловине озера в летний период. При

относительно высокой увлажненности территории

(как, например, в 2012 г. – 342 мм) озерная котлови-

на заполняется водой, и устанавливается невысокая

минерализация воды озера (6.5–55 г/л) с рН в

диапазоне 9.5–9.9. Нитчатые цианобактерии

C. chthonoplastes являются одними из доминантов

в сообществе в такие периоды. При относительно

низкой увлажненности территории (259 мм в

2006 г., 152 мм в 2007 г.) котловина озера заполня-

ется только во время кратковременных дождей,

после которых вода быстро испаряется, и дно озе-

ра покрывает сухая корка, и тогда в составе ци-

анобактериального сообщества доминируют

представители нитчатых цианобактерий родов

Phormidium и “морские Geitlerinema”, при этом C.

chthonoplastes не являются преобладающими, как

в годы с высокой увлажненностью.

Таким образом, можно сделать предположе-

ние, что формирование толстого многослойного

цианобактериального мата в озере Хилганта, при-

влекшего внимание исследователей, связано с

особенностями химического состава воды озера,

близкого к морскому, что позволяет нитчатой ци-

анобактерии C. chthonoplastes формировать ци-

анобактериальный мат на дне озера.

3HCO
− −2

3CO

Статья посвящена памяти проф. Б.Б. Намса-
раева, д.б.н. Л.М. Герасименко, к.б.н. Б.Б. Кузне-
цова и Б.К. Бумажкина, принимавших участие в
исследовании разнообразия цианобактерий в
озере Хилганта.
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Abstract—Clone libraries and morphological analysis were used to investigate cyanobacterial diversity in the
cyanobacterial mat and dry crust at the bottom of the shallow, saline, alkaline Lake Khilganta (Southern Si-
beria, Russia). Filamentous cyanobacteria belonging to Phormidium genus and Coleofasciculus chthonoplastes
were found to predominate during the dry period (2006) and the wet periods (1995 and 2012), respectively.
Community composition during the dry and wet periods differed significantly. While 11 operational taxo-
nomic units of cyanobacteria were revealed, only 3 occurred during both dry and wet periods. Occurrence of
cosmopolitan C. chthonoplastes, which is common in neutral saline environments, is not typical of a conti-
nental alkaline lake and may be explained by the similarity of the dominant ions composition in lakewater and
in seawater.

Keywords: cyanobacteria, saline lakes, alkaline lakes, cyanobacterial mat, Coleofasciculus chthonoplastes
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СУКЦЕССИОННЫЕ ИЗМЕНЕНИЯ МИКРОБНОГО СООБЩЕСТВА 
ЩЕЛОЧНОГО ОЗЕРА ХИЛГАНТА В ЗАСУШЛИВЫЙ ПЕРИОД
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Исследовали активность микробных процессов в мелководном соленом щелочном озере Хилганта
(Южная Сибирь) в засушливый период. Во время засухи на поверхности дна озера формировалась
корка, в которой обнаружена невысокая активность продукционных процессов с доминированием
аноксигенного фотосинтеза (2.3 мг С/(дм3 сут)). После кратковременных дождей активность мик-
робных процессов увеличилась. В это время на дне озера формировался тонкий цианобактериаль-
ный мат с доминированием нитчатых цианобактерий рода Geitlerinema и фиксировался оксигенный
фотосинтез (18 мг С/(дм3 сут)). При последующем испарении воды и повышении минерализации
происходило изменение типов сообществ и их активности. На поверхности микробных матов появ-
лялись пятна красного цвета, в которых доминировали аноксигенные фототрофные бактерии рода
Ectothiorhodospira. Доминирующим продукционным процессом в микробных матах становился
аноксигенный фотосинтез (60 мг С/(дм3 сут)). При повышении солености до 200 г/л вода в озере со-
хранялась в небольших углублениях на дне, в которых доминировала экстремофильная зеленая ми-
ководоросль Dunaliella sp., а скорость оксигенного фотосинтеза составляла (0.877 мг С/(дм3 сут)).
Обнаруженная смена типов сообществ и их активности является примером сукцессии микробных
сообществ соленых озер Южной Сибири в условиях засухи.

Ключевые слова: соленые озера, засушливый период, сукцессия сообщества, активность микробных
процессов, фотосинтез, сульфатредукция, метаногенез
DOI: 10.1134/S0026365618040122

Сукцессия – последовательная смена ассоциа-
ций видов на определенном участке среды в ре-
зультате действия природных факторов, является
одним из важнейших понятий в экологии. При
сукцессии наблюдается не только последователь-
ная смена видов и их ассоциаций, но и изменение
косной составляющей экосистемы, в том числе
накопления органического вещества, трансфор-
мации минералов, изменения геохимических па-
раметров окружающей среды (Заварзин, 2007). В
настоящее время исследования сукцессионных
изменений микробных сообществ, в основном,
сконцентрированы на изменении видового со-
става сообществ и выявлении взаимосвязей со-
става сообществ и факторов окружающей среды,
тогда как исследования изменений функцио-
нальной активности во время сукцессионных из-
менений относительно редки (Dupraz, Visscher,
2005; Navarro et al., 2009; Podell et al., 2014).

Мы провели исследования микробного сооб-
щества в соленом щелочном озере Хилганта, рас-

положенном в Южной Сибири. Ранее это озеро
было интенсивно исследовано во влажный кли-
матический период, когда параметры воды озера
были относительно стабильными (Заварзин,
1993; Горленко и соавт., 1993; Герасименко и со-
авт., 2003; Компанцева и соавт., 2005; Намсараев,
Намсараев, 2007; Цыренова и соавт., 2011а,
2011б). Начиная с 2000 года, район расположения
озера подвергался засухам, что привело к частым
пересыханиям озера и заполнению котловины
озера водой только в ходе кратковременных до-
ждей. После окончания дождей котловина озера
снова высыхала, при этом минерализация воды в
течение нескольких дней возрастала, приблизи-
тельно, от 40 до 260 г/л и выше (Намсараев и со-
авт., 2010). Резкие изменения параметров воды в
озере позволили нам провести исследования, ко-
торые невозможно выполнить при стабильном
состоянии экосистемы озера, и изучить сукцес-
сионные изменения сообщества.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ
СТАТЬИ
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Целью данной работы стало исследование
функциональной активности микробного сооб-
щества озера Хилганта в ходе сукцессионных из-
менений, вызванных изменением минерализа-
ции воды озера.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Объект исследования. Озеро Хилганта

(50°42.535′ с.ш., 115°06.086′ в.д.) расположено в
мелкосопочной степной зоне Юго-Восточного
Забайкалья на водоразделе между реками Онон и
Ага на высоте 668 м над уровнем моря в 76 км юж-
нее поселка Агинское. Озеро округлой формы, с
пологими берегами, бессточное. Максимальная
площадь водного зеркала озера в многоводный
период достигает 0.3 км2, наибольшая глубина
водной толщи – 64 см. В засушливый период
озерная котловина полностью пересыхает.

Методы исследования. Непосредственно на ме-
сте отбора проб измеряли температуру, рН, окис-
лительно-восстановительный потенциал (Еh),
концентрацию карбонатов титрованием и мине-
рализацию воды рефрактометром.

Концентрацию хлорофилла а и бактериохло-
рофилла а определяли спектрофотометрически
(Намсараев, 2009). Минералогия донных осадков
была изучена при помощи световой микроскопии
(Намсараев и соавт., 2010).

Данные о погодных условиях и осадках были
получены из базы данных World Meteorological
Organization, метеостанция поселка Агинское,
WMOID 30859 (https://www.ncdc.noaa.gov/data-ac-
cess/land-based-station-data/land-based-datasets). Со-
держание влаги в донных осадках определяли пу-
тем их высушивания в термостате при 105°С и
взвешивания образца до и после высушивания
(ГОСТ 28268-89, 2009).

Активность фотосинтеза и темновой фикса-
ции углекислоты определяли в изолированных
пробах с радиоактивным 14С бикарбонатом, суль-
фатредукцию – с меченным 35S-сульфатом (Куз-
нецов, Дубинина, 1989; Горленко и соавт., 1999),
литотрофный метаногенез с меченным по 14С би-
карбонатом (Намсараев и соавт., 1999). Расчет
расхода углерода, используемого в микробных
процессах сульфатредукции и метаногенеза, про-
водили по известным уравнениям (Беляев и со-
авт., 1981). Пробы воды, микробных матов, корки
и донных осадков помещали в стеклянные фла-
коны объемом 20 мл и экспонировали в течение
12 ч в световых и температурных условиях in situ.
При определении скорости фотосинтеза пробы
инкубировали на свету, тогда как пробы для опре-
деления скорости темновой фиксации СО2, суль-
фатредукции и метаногенеза – в темноте. Для
определения скорости аноксигенного фотосин-
теза использовали ингибитор диурон, который

добавляли в пробу. При расчете продукции по из-
вестной формуле (Кузнецов, Дубинина, 1989)
учитывался только растворенный в воде углерод
бикарбоната. Такое допущение было нами сдела-
но с учетом превышения концентрации бикарбо-
ната над карбонатом и предполагаемого медлен-
ного перераспределения меченого бикарбоната
между природным и внесенным бикарбонатом.

Определение скоростей микробных процессов
в цианобактериальных матах и пробах зеленой
микроводоросли Dunaliella sp. проводили с добав-
лением озерной воды, собранной в момент отбо-
ра пробы. Для изучения влияния различного
уровня солености на скорость продукционных
процессов свежеотобранные образцы микробных
матов заливали озерной водой, в которую добав-
ляли пресную воду в различных соотношениях.
Флаконы с образцами корки заполняли пресной
водой, имитирующей выпадение дождевых осад-
ков, выдерживали в течение 1 ч до растворения
солей в образце (финальный рН 8.18, минерали-
зация 50 г/л) и после этого инкубировали с радио-
изотопной меткой на поверхности дна озера. Для
определения видового состава фототрофов образ-
цы фиксировали 4% формалином. При микроско-
пировании сухой корки кусочек образца растира-
ли на предметном стекле, заливали 5% раствором
соляной кислоты для удаления карбонатов и затем
рассматривали в оптическом микроскопе при уве-
личении ×400–1000. При определении цианобак-
терий использовали определитель Komárek, Anag-
nostidis (2007), зеленых водорослей – определитель
Дедусенко-Щеголевой и соавт. (1959), аноксиген-
ных фототрофных бактерий – справочник Bergey’s
Manual of Systematic Bacteriology (2005).

РЕЗУЛЬТАТЫ
Климатические условия и гидрохимия озера Хил-

ганта. Химический состав, рН и минерализация во-
ды озера Хилганта зависят от климатических усло-
вий Юго-Восточного Забайкалья. Во влажные годы
(до 1999 г.) при годовой сумме осадков до 550 мм
озеро было заполнено водой, которая имела мине-
рализацию около 40–50 г/л, рН 9.5–9.9 и принадле-
жала к хлоридно-сульфатно-натриевому типу. В за-
сушливые годы, в том числе и в период проведения
исследований (2006 г. – 259 мм осадков, 2007 г. –
152 мм), озеро, как правило, было полностью
высохшим. В небольших углублениях на дне озе-
ра сохранялась вода насыщенно-зеленого цвета.
Минерализация воды в углублениях составляла
200–260 г/л, рН 7.2–8.1, тип – хлоридно-сульфат-
но-натриевый. Также в засушливые годы вода по-
являлась в озере во время кратковременных дождей
и из-за высокой дневной температуры испарялась в
течение нескольких дней. Данное явление детально
наблюдалось нами в августе 2007 года, когда мине-
рализация воды возрастала от 43 до 260 г/л, при
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этом в ходе испарения воды рН снижался от 9.5 до
7.99, а концентрация бикарбоната увеличивалась с
0.14 до 0.21 г/л. Результаты гидрохимического ана-
лиза были опубликованы ранее в статье Намсараев
и соавт. (2010).

Донные отложения в засушливый период. В за-
сушливый период озеро покрывались коркой
толщиной около 0.5 см. На поверхности корки
происходило выпадение кристаллов блоедита
(Na2Mg(SO4)2 · 4H2O) и галита (NaCl). Влажность
корки составляла 4.7% (2007 г.). Корка препятствует
испарению влаги и иссушению донных осадков.
Сразу под коркой на горизонте 0.5–2 см влажность
осадков повышалась до 26.66%, затем снижалась до
11.83% (горизонт 55–70 см). С глубиной рН водной
вытяжки донных осадков понижался от 8.6 (гори-
зонт 0–3 см) до 8.13 (горизонт 70 см). Иловая вода
обнаруживалась в раскопках в озере в 2006–2007 го-
дах на глубине 35–80 см. Минерализация иловых
вод составляла 128–155 г/л, рН 7.1–7.54.

Фототрофное сообщество в засушливый период.
Микроскопия корки на дне высохшего озера пока-
зала, что в поверхностном, наиболее сухом слое
корки толщиной до 1 мм обнаруживалось макси-
мальное разнообразие морфотипов цианобактерий
(Chroococcus minutus, Leptolyngbya tenuis, Leptolyngbya
woronichinii, Coleofasciculus chthonoplastes и Phormidi-
um molle) и зеленых водорослей (Oocistis sp., Dunaliel-
la salina). Подповерхностный слой корки толщиной
около 3–4 мм имел более мягкую консистенцию и
часто был окрашен в пурпурный цвет. В этом слое
увеличивалось количество аноксигенных фото-
трофных бактерий, среди которых встречались
представители семейств Ectothiorhodospiraceae (Ecto-
thiorhodospira sp.), Chromatiaceae (Marichromatium sp.,
Allochromatium sp., Marichromatium sp., Allochromatium
sp.), пурпурных несерных бактерий (Rhodobacter sp.,
Rhodovulum sp.). Содержание в корке хлорофилла а
достигало 448 мг/м2, бактериохлорофилла а –
106 мг/м2. Послойное микроскопирование показа-
ло, что в поверхностном слое корки соотношение
пустых чехлов нитчатых цианобактерий к чехлам с
цианобактериальными трихомами составляло ~1 : 1.
В более глубоких слоях количество цианобактери-
альных чехлов с клетками значительно снижалось и
их соотношение к пустым чехлам составляло ~1 : 10.
Это, возможно, свидетельствует о том, что в более
глубоких и влажных слоях деструкция клеток ци-
анобактерий протекает более интенсивно, чем на
поверхности.

Во время кратковременных дождей в засушли-
вый период котловина озера ненадолго заполнялась
водой. В течение 2–3 дней на дне озера развивалась
тонкая пленка цианобактериального мата, кото-
рая отрывалась от поверхности дна и всплывала на
поверхность воды под воздействием пузырей кис-
лорода, образующихся внутри мата. В составе мата
доминировали цианобактерии рода Geitlerinema,

также встречались цианобактерии родов Nodularia и
Oscillatoria. Содержание хлорофилла а в цианобак-
териальных матах составляло 61–89 мг/м2, содержа-
ние бактериохлорофилла а было ниже предела об-
наружения. Через несколько дней в ходе испарения
воды минерализация озера достигала около 100 г/л,
при этом цианобактериальные маты оседали на дно
и постепенно разрушались. В диапазоне солености
около 100–150 г/л на поверхности матов появля-
лись пятна пурпурных бактерий с доминированием
Ectothiorhodospira sp. В цианобактериальных матах
обнаруживались хлорофилл а (443 мг/м2) и
бактериохлорофилл а (568 мг/м2). На заключитель-
ном этапе высыхания озера (при минерализации
200–260 г/л) в некоторых углублениях на дне озера
оставались лужи с доминированием зеленой водо-
росли Dunaliella salina, не способных к формирова-
нию структурированных матов.

Активности продукционных процессов. Ско-
рость оксигенного фотосинтеза в корке матов
(2006 г.) составляла 1.5 мг С/(дм3 сут), тогда как
скорость аноксигенного фотосинтеза была равна
2.3 мг С/(дм3 сут). Скорость темновой фиксации в
сухой корке – 0.68 мг С/(дм3 сут).

Скорость оксигенного фотосинтеза в рассоле
(2006 г.), преимущественно обусловленного Dunaliel-
la viridis, доминировавшей после испарения основ-
ной водной массы, составляла 0.877 мг С/(дм3 сут),
тогда как скорость аноксигенного фотосинтеза была
ниже (0.029 мг С/(дм3 сут), а темновой фиксации –
0.034 мг С/(дм3 сут)).

Во время кратковременных дождей в засушли-
вый период (2007 г.) котловина озера ненадолго за-
полнялась водой. В воде озера (2007 г., в момент из-
мерения минерализация 50 г/л, рН 9.03) ско-
рость оксигенного фотосинтеза составляла
3.28 мг С/(дм3 сут), скорость аноксигенного фото-
синтеза – 0.27 мг С/(дм3 сут). При дальнейшем ис-
парении воды минерализация в озере достигла
100 г/л, скорость оксигенного фотосинтеза в ци-
анобактериальных матах – 18 мг С/(дм3 сут), анок-
сигенного – 16.6 мг С/(дм3 сут), темновой фикса-
ции 8.2 мг С/(дм3 сут). При повышении минерали-
зации до 170 г/л скорость оксигенного фотосинтеза
в матах снижалась до 13.1 мг С/(дм3 сут), при этом
резко увеличивались скорости аноксигенного фо-
тосинтеза до 60.6 мг С/(дм3 сут) и темновой фикса-
ции до 59.8 мг С/(дм3 сут). В иле под матом скорость
темновой фиксации составляла 0.76 мг С/(дм3 сут).

Образцы цианобактериального и “пурпурного”
матов, отобранные при минерализации 100 и
170 г/л, были проинкубированы при различной ис-
кусственно созданной солености. Для этого рассол
из озера разводили пресной водой в разных соотно-
шениях. Результаты показали, что оксигенный фото-
синтез имеет оптимум при минерализации 20–60 г/л
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(46.6–50.4 мг С/(дм3 сут)). При повышении мине-
рализации до 80 г/л скорость оксигенного фотосин-
теза снижается до 28 мг С/(дм3 сут), а при 170 г/л –
до 13.1 мг С/(дм3 сут). Поведение аноксигенного
фотосинтеза и темновой фиксации имеет проти-
воположный тренд. При минерализации 20–
80 г/л скорости этих процессов составляют всего
лишь 4.3–16 мг С/(дм3 сут), но при повышении ми-
нерализации до 170 г/л эти процессы доминируют,
и их скорости достигают 60.6 и 59.8 мг С/(дм3 сут)
соответственно (рис. 1).

Активности терминальных деструкционных
процессов. Микробная сульфатредукция являет-
ся доминирующим терминальным деструкци-
онным процессом в донных осадках озера. Мак-
симальные скорости сульфатредукции были об-
наружены в корке – до 15.93 мг S/(дм3 сут), что
соответствует расходу органического вещества
11.95 мг С/(дм3 сут). В корке через сульфатредукцию
расходуется на 2 порядка больше органического ве-
щества, чем через литотрофный метаногенез.

 Сульфатредукция доминировала среди де-
струкционных процессов и в тонких цианобакте-
риальных матах, развивавшихся в период кратко-
временных дождей. Скорость сульфатредукции в
мате составляла 2.87 мг S/(дм3 сут), литотрофного
метаногенеза 29.3 мкл СН4/(дм3 сут) (минерали-
зация в момент отбора 100 г/л). Расход органиче-
ского вещества в матах через сульфатредукцию на
3 порядка превышал расход через метаногенез – 2.11
и 0.06 мг С/(дм3 сут) соответственно. Скорость тер-
минальных процессов в верхних слоях донных осад-

ков, расположенных под цианобактериальным ма-
том составляла: сульфатредукция – 48.05 мг S/(дм3

сут), метаногенез – 576 мкл СН4/(дм3 сут). Расход
углерода через сульфатредукцию и метаногенез
составлял 36 и 1.2 мг С/(дм3 сут) соответственно.

ОБСУЖДЕНИЕ
Полученные во время исследования данные поз-

волили реконструировать сукцессионные измене-
ния функциональной активности микробного со-
общества озера Хилганта в засушливый период. В
ходе испарительного концентрирования и повыше-
ния минерализации воды после кратковременных
дождей происходит смена типов микробных сооб-
ществ и доминирующих типов фиксации углерода.
После кратковременных дождей в засушливый пе-
риод котловина озера заполняется водой с минера-
лизацией около 30–50 г/л и рН около 9–9.5, и в ней
развивается тонкий цианобактериальный мат с до-
минированием нитчатой цианобактерии рода
Geitlerinema. В течение приблизительно 10 дней вода
постепенно испаряется, что сопровождается повы-
шением ее минерализации (Намсараев и соавт.,
2010). При минерализации 100 г/л была обнаружена
максимальная активность оксигенного фотосинте-
за (18 мг С/(дм3 сут)). При дальнейшем повышении
минерализации на поверхности цианобактериаль-
ного мата появлялись пятна красного цвета, в кото-
рых доминировали аноксигенные фототрофные
бактерии рода Ectothiorhodospira, скорость оксиген-
ного фотосинтеза снижалась и начинал доминиро-
вать аноксигенный фотосинтез (60.6 мг С/(дм3 сут))
и темновая фиксация СО2 (59.8 мг С/(дм3 сут)), ко-
торые достигали максимума интенсивности при ми-
нерализации около 170 г/л. Смена доминирующих
типов фотосинтетических процессов также сопро-
вождалась изменением соотношения хлорофилла а
и бактериохлорофилла а в микробных матах. При
минерализации 100 г/л доминировал хлорофилл а,
при 170 г/л – бактериохлорофилл а. При практиче-
ски полном высыхании озера вода сохраняется на
поверхности только в отдельных углублениях с до-
минированием экстремофильной галофильной
эукариотической миководоросли Dunaliella sp. и
минерализацией 200–260 г/л. Преобладающим
процессом на этой стадии является оксигенный фо-
тосинтез, причем скорость его относительно невы-
сока (0.877 мг С/(дм3 сут)). При дальнейшем испа-
рении образуется сухая корка с доминированием в
ней процесса аноксигенного фотосинтеза, скорость
которого (2.3 мг С/(дм3 сут)) незначительно превы-
шает скорость оксигенного фотосинтеза.

Повышение активности микробных процессов в
период после кратковременных дождей играет важ-
ную роль в существовании сообщества, так как в
этот период в озерной котловине продуцируется
значительная часть органического вещества. В тон-

Рис. 1. Зависимость интенсивности продукционных
процессов от минерализации: 1 – оксигенный фото-
синтез; 2 – аноксигенный фотосинтез; 3 – темновая
фиксация. Графики со значениями минерализации 20–
40–80–60–100 г/л – цианобактериальный мат. Графи-
ки со значениями минерализации 90–110–130–150–
170 г/л – “пурпурный” мат.
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ких цианобактериальных матах, появляющихся по-
сле дождей, доминирующим продукционным про-
цессом являлся оксигенный фотосинтез, при этом
суммарная активность продукционных процессов
превышала активность терминальных деструкци-
онных процессов. Суммарная продукция достигала
42.8 мг С/(дм3 сут), тогда как потребление углерода
через сульфатредукцию и литотрофный метаноге-
нез составляло 2.1 мг С/(дм3 сут). При отсутствии
дождей в корке на поверхности дна озера была об-
наружена активность продукционных процессов,
но ее значения на порядок ниже, чем во время до-
ждей. Доминирующим процессом являлся анокси-
генный фотосинтез, в пользу чего свидетельствует
наличие визуально различимого пурпурного слоя
под поверхностью корки. Суммарная продукция
составляла 4.5 мг С/(дм3 сут), тогда как через терми-
нальные процессы расходовалось 12 мг С/(дм3 сут),
что свидетельствует о доминировании деструкци-
онных процессов в период между дождями.

Максимальные значения фотосинтетической
продукции в озере Хилганта во влажный
период (386 мг С/(дм3 сут) или 3.86 г С/(м2 сут))
в 2–3 раза ниже, чем в соленых и содовых озе-
рах тропических регионов, таких как Солар
Лейк в Египте (5–12 г С/(м2 сут)) или содовых озер
Восточно-Африканской рифтовой зоны (до
11 г С/(м2 сут)) (Melack, Kilham, 1974; Krumbein

et al., 1977; Namsaraev et al., 2015). Тем не менее, ско-
рость светозависимой ассимиляции углекислоты в
матах и корках озера Хилганта сравнима со скоро-
стями, зарегистрированными в цианобактериаль-
ных и лишайниковых корках, развивающихся на по-
верхности почвы в пустыне Намиб – 0.15–0.29 г
С/(м2 сут) или в степной зоне Центральной
Европы – до 1 г С/(м2 сут) (Lange et al., 1994; Evans,
Lange, 2001).

Скорость сульфатредукции в озере Хилганта
(0.4–48.05 мг S/(дм3 сут)) сравнима со скоростями, за-
регистрированными в донных осадках гиперсоленых
щелочных озер Кулунды (0.128–13.5 мг S/(дм3 сут), и
значительно выше максимальной скорости сульфат-
редукции, обнаруженной в водной толще гипер-
соленого щелочного озера Моно-Лейк
(0.073 мг S/(дм3 сут)) (Oremland et al., 2004; Foti
et al., 2007). Скорость литотрофного метаноге-
неза в пробах воды и донных осадков озера Хил-
ганта (0.37–576 мкл СН4/(дм3 сут)) также срав-
нима с скоростью этого процесса в других соле-
ных и содовых озерах Монголии и Забайкалья
(0.3–75.6 мкл СН4/(дм3 сут)) (Namsaraev et al.,
2015). 

Статья посвящена памяти проф. Б.Б. Намсарае-
ва, инициировавшего исследования микробных со-
обществ соленых и содовых озер Забайкалья, под

Таблица 1. Интенсивности продукционных и терминальных деструкционных процессов в озере Хилганта

* М – общая минерализация.

Образец, проба

Оксигенный 
фотосинтез

Аноксигенный 
фотосинтез

Темновая 
фиксация Сульфатредукция Литотрофный 

метаногенез

мг С /(дм3 сут) мг S/(дм3 сут) мкл СН4/(дм3 сут)

Корка на поверхности донных 
осадков (2006 г.)

1.5 2.3 0.68 15.93 230

Донные осадки под коркой 
(2006 г.)

Н.д. Н.д. 0.24–1.082 0.4–2.2 20–379.5

Проба с Dunaliella sp. (2006 г.) 0.877 0.029 0.034 Н.д. Н.д.
Вода озера (2007 г., М* 50 г/л) 3.28 0.27 Н.д. Н.д. Н.д.
Цианобактериальный мат 
(2007 г., М 100 г/л)

18 16.6 8.2 2.87 29.3

“Пурпурный мат” (2007 г.,
М 170 г/л)

13.1 60.6 59.8 Н.д. Н.д.

Донные осадки под тонкими 
матами в период дождей
(2007 г., М 50 г/л)

Н.д. Н.д. 0.7 48.05 576

Цианобактериальные маты
во влажный период (1999 г.)

57.6 328.4 2.6 Н.д. Н.д.

Донные осадки под цианобак-
териальным матом во влаж-
ный период (1999 г.)

Н.д. Н.д. Н.д. 1.05–8.9 0.37–1.53



МИКРОБИОЛОГИЯ  том 87  № 4  2018

СУКЦЕССИОННЫЕ ИЗМЕНЕНИЯ МИКРОБНОГО СООБЩЕСТВА 463

руководством которого были проведены исследова-
ния микробных процессов в озере Хилганта.

Работа выполнена при финансовой поддержке
Министерства образования и науки Российской
Федерации (соглашение о предоставлении субси-
дии № 14.574.21.0137, уникальный идентификатор
проекта RFMEFI57417X0137). Исследования фото-
синтетических пигментов в образцах были проведе-
ны с привлечением оборудования Центра коллек-
тивного пользования научным оборудованием
“Исследование каталитических и биокаталитиче-
ских процессов” РГУ нефти и газа (НИУ) имени
И.М. Губкина.
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Abstract—Microbial processes in a shallow, saline, alkaline Lake Khilganta (Southern Siberia) were studied
during the dry season. During the drought, a crust was formed on the lake surface, where low rates of produc-
tion processes were observed, with predominance of anoxygenic photosynthesis (2.3 mg C/(dm3 day)). The
rates of microbial processes increased after short-term rains. During this period, a thin cyanobacterial mat
was formed on the bottom, in which filamentous cyanbacteria Geitlerinema spp. predominated and the rate
of oxygenic photosynthesis was up to 18 mg C/(dm3 day). Subsequent water evaporation and salinity increase
resulted in altered community types and their activity. Red spots emerged on the mat surface, where anoxy-
genic prototrophic members of the genus Ectothiorhodospira predominated. Anoxygenic photosynthesis be-
came the main production process in microbial mats, with the rate of 60 mg C/(dm3 day). At salinity increase
to 200 g/L, the water remained in small depressions on the bottom, where extremophilic green algae Dunaliel-
la sp. predominated, and the rate of oxygenic photosynthesis was 0.877 mg C/(dm3 day). These changes in
the type and activity of microbial communities is an example of succession of microbial communities in
Southern Siberia saline lakes during drought.

Keywords: saline lakes, dry period, community succession, rates of microbial processes, photosynthesis, sul-
fate reduction, methanogenesis


