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Обзор посвящен описанию многообразия микроорганизмов, способных продуцировать фитазы,
расщепляющие труднодоступный фитат до неорганического фосфата. Обсуждаются общие подхо-
ды к классификации микробных фитаз, сделан акцент на характеристике гистидиновых кислых фи-
таз класса HAPs, катализирующих специфическое расщепление мио-инозитолгексакисфосфата.
Изложены сведения о влиянии гликозилирования и различных эффекторов на термостабильность
и активность микробных ферментов. Рассматриваются данные о биосинтезе, субстратной специ-
фичности гистидиновых кислых фитаз микроорганизмов и механизме гидролиза мио-инозитолгек-
сакисфосфата. Сделано заключение о высоком практическом потенциале этой группы микробных
ферментов.

Ключевые слова: гистидиновые кислые фитазы, микроорганизмы, мио-инозитолгексакисфосфат,
свойства, субстратная специфичность, гидролиз фитата
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ВВЕДЕНИЕ
Микроорганизмы – археи, бактерии, дрожжи

и микроскопические грибы ‒ населяют разнооб-
разные экологические ниши и обладают высоким
гидролитическим потенциалом. Они способны
использовать для жизнедеятельности различные
труднодоступные соединения, даже в самых за-
грязненных почвах. Одним из главных макроэле-
ментов, необходимых для всех организмов, явля-
ется фосфор. На земной поверхности фосфор на-
ходится в виде минералов, которые входят в
состав природных фосфатов ‒ апатитов и фосфо-
ритов, большая часть которых используется для
производства фосфатных удобрений. Из почвы
растения потребляют фосфор практически ис-
ключительно в форме фосфатных анионов, глав-
ным образом, в форме  и  но эта
форма характеризуется низкой доступностью для
почвенных растений и высокой сорбционной
способностью (Secco et al., 2017; Farias et al., 2018).
При этом естественное пополнение почвы фос-
фатными соединениями крайне незначительно,
поэтому внесение в почву фосфорных удобрений
является важнейшим мероприятием для повыше-
ния урожайности сельскохозяйственных культур.
Большая часть фосфора в почве часто находится в
виде фитатов, низкая растворимость которых
приводит к ограниченному усвоению фосфора
этого соединения растениями (Haefner et al., 2005;
Singh, Satyanarayana, 2011). Фитат – это мио-ино-

зитолгексакисфосфат, сильный хелатирующий
полианионный агент, который способен образо-
вать в почве и кормах животных нерастворимые
комплексы с катионами металлов, белками, пеп-
тидами, аминокислотами, что приводит к пони-
жению биодоступности фосфора и других компо-
нентов фитатного комплекса. Фитаты также вхо-
дят в состав зерновых кормов для животных, но
они не усваиваются животными с однокамерным
желудком и рассматриваются как антипитатель-
ный фактор, из-за которого сельхозпроизводите-
ли несут значительные убытки (Bohn et al., 2008).
Кроме того, ограниченная способность к усвое-
нию фитатных комплексов такими животными
способствует увеличению экскреции неперева-
ренных минерально-фитатных солей и загрязне-
нию окружающей среды, что приводит к росту
токсин-продуцирующих микроорганизмов, за-
растанию водорослями водных поверхностей
озер и рек, образованию оксида азота (Roy et al.,
2016, Cangussu et al., 2018).

По химической структуре инозитол представ-
ляет циклическое производное шестиатомного
спирта, конформация которого меняется в зави-
симости от расположения гидроксильных групп,
которые ориентированы в пространстве аксиаль-
ным (по направлению оси) или экваториальным
способом. В результате взаимодействия гидрок-
сильных групп с шестью остатками фосфорной
кислоты образуются девять стереоизомеров ино-

2
4HPO− 1

2 4H PO ,−
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зитолфосфата, доминирующим из которых явля-
ется мио-инозитолгексакисфосфат (фитат, мио-
InsP6). Каждая гидроксильная группа фитата свя-
зана только с одним фосфатным остатком, при-
чем фосфатная группа, связанная со вторым угле-
родным атомом инозитола (позиция d-2), ориен-
тирована в пространстве аксиальным способом
(рис. 1) (Kerovuo et al., 2000; Балабан и соавт.,
2016).

Гидролиз фосфомоноэфирных связей органи-
ческих соединений осуществляется ферментами
большого класса фосфомоноэстераз (фосфатаз) и
связан с регуляцией метаболизма и регуляторной
сетью клеточной сигнальной трансдукции (Shin
et al., 2001). Несмотря на большое разнообразие и
широкое распространение фосфомоноэстераз,
многие ферменты этого класса не могут гидроли-
зовать фосфомоноэфирные связи в молекулах
инозитолфосфатов. Ферменты, способные гид-
ролизовать фитат и его комплексы, выделены в
отдельный класс фитаз в обширном семействе
фосфогидролаз.

В клетках корней растений обнаружены внут-
риклеточные фитазы с низкой каталитической
активностью, но они не секретируются в ризосфе-
ру, и получение фосфора из почвенного фитата в
необходимом для растений количестве малоэф-
фективно (Singh, Satyanarayana, 2011; Richardson
et al., 2001). Животные с однокамерным желудком
(свиньи, птицы) не усваивают фосфор из расти-
тельных кормов из-за отсутствия или незначи-
тельного количества фитаз в пищеварительном
тракте, недостаточного для утилизации фитата
(Priyodip, Balaji, 2018). Поэтому в корм в качестве
источника фосфора добавляют экзогенный неор-
ганический фосфат, что приводит к удорожанию
сельскохозяйственной продукции (Konietzny,
Greiner 2004; Yao et al., 2011). Кроме того, в пищу
животным часто добавляют микробные фитазы,
что приводит к увеличению доступности фосфора
из растительных кормов и уменьшению форми-
рования комплексов между фитатом и минерала-
ми (Sommerfeld et al., 2017).

Внимание исследователей сконцентрировано
на микробных фитазах, играющих важную роль в
деградации фитата и его комплексов. Многие
почвенные бактерии, грибы и дрожжи являются
продуцентами внеклеточных фитаз с высокой ка-
талитической активностью (Vats, Banerjee, 2004).
Внесение таких микроорганизмов в почву спо-
собствует эффективному увеличению биодо-
ступности почвенного фитата. Так, коммерче-
ский препарат Natuphos (“BASF”, Германия),
полученный на основе рекомбинантного штам-
ма Aspergillus niger NRRL 3135 с высокой фи-
тазной активностью, приводит к значительной
деградации фитата почвы. Его применение поз-
воляет улучшить качество питательных кормов
для домашней птицы и животных и способствует
защите окружающей среды от загрязнений при
использовании отходов животноводства в каче-
стве удобрения (Lei, Stahl, 2001; Bohn et al., 2008;
Rao et al., 2009; Ushasree et al., 2017).

В последние годы получены новые интерес-
ные данные по применению микробных фитаз
пробиотических микроорганизмов в ферменти-
рованных пищевых продуктах. Известно, что
пробиотические бактерии очень важны для здо-
ровья человека. В частности, увеличение биодо-
ступности фосфора может осуществляться при
ферментации продуктов питания, содержащих
пробиотики. Показано, что пробиотические бак-
терии Bacillus subtilis, B. coagulans, содержащиеся в
ферментированной сое, а также Lactobacillus aci-
dophilus, L. fermentum, L. plantarum, содержащиеся
в ферментированных молоке, сыре и свекле, и
другие пробиотики могут быть использованы для
утилизации фитата более эффективно, чем фита-
зы растительного происхождения, что способ-
ствует улучшенному поглощению минералов и
фосфора животными (Borgi et al., 2015, Priyodip
et al., 2017).

Большинство изученных к настоящему време-
ни внеклеточных фитаз имеет грибное происхож-
дение. Продуцентами являются A. niger, A. fumiga-
tus, A. terreus, Emericia nidulans и др. Дрожжи Sac-
charomyces cerevisiae, Schwanniomyces castellii,
Debaryomyces castellii также секретируют внекле-
точные фитазы. Бактериальные фитазы, в основ-
ном, являются внутриклеточными ферментами,
но грамположительные бактерии рода Bacillus
синтезируют внеклеточные фитазы. Фитазы гра-
мотрицательных бактерий Aerobacter aerogenes,
Pseudomonas sp., Klebsiella sp. имеют внутрикле-
точную локализацию, а фитаза бактерий Esche-
richia coli локализована в периплазматическом
пространстве (Konietzny, Greiner, 2004; Oh et al.,
2004; Ахметова и соавт., 2012).

Продуценты микробных фитаз входят в основ-
ной состав микрофлоры ризосферы растений и
микробиоты желудочно-кишечного тракта живот-

Рис. 1. Мио-инозитолгексакисфосфат.
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ных. Такой симбиоз с микроорганизмами оказы-
вает благоприятное воздействие на жизнедеятель-
ность растений и животных (Ахметова и соавт.,
2012). Секвенирование большого числа геномов
микроорганизмов различных филогенетических
групп позволило установить присутствие генов
фитаз в подавляющем большинстве бактериаль-
ных геномов. Кодируемые ими белки относятся к
разным классам фитаз, отличающихся по специ-
фичности и механизму действия, активных при
различных значениях рН. Микробные фитазы от-
личаются от эукариотических сравнительно вы-
соким уровнем каталитической активности и
представляют значительный практический по-
тенциал для сельского хозяйства.

Ранее мы проанализировали структурные осо-
бенности щелочных бациллярных β-пропеллер-
ных фитаз, их энзиматические свойства, субстрат-
ную специфичность, а также механизм катализа
щелочной β-пропеллерной фитазой B. amylolique-
faciens DS11 кальций-субстратного комплекса
Ca2+-InsP6 (Балабан и соавт., 2016). Бациллярные
фитазы имеют уникальную пространственную
структуру в виде шестилопастной β-пропеллер-
ной архитектуры (Ha et al., 2000). Нуклеотидные
последовательности генов фитаз внутри этого
класса идентичны на 90‒98%, однако они не име-
ют сходства ни с одной из групп кислых фитаз
(Mullaney, Ullah, 2007; Tran et al., 2010). Бацилляр-
ные β-пропеллерные фитазы проявляют строгую
субстратную специфичность к кальций-фитатно-
му комплексу, обладают уникальной зависимо-
стью каталитической активности от ионов каль-
ция и, в меньшей степени, от других двухзарядных
катионов (Tran et al., 2011; Lei et al., 2013). Катали-
тический механизм основан на последователь-
ном отщеплении в фитатном комплексе каждой
второй фосфатной группы, находящейся в смеж-
ном положении с первой фосфатной группой, то
есть бидентатное хелатирование кальция в моле-
куле мио-инозитолгексакисфосфата является не-
обходимым для осуществления катализа (Oh
et al., 2006; Балабан и соавт., 2016).

В настоящей работе проводится анализ широ-
кого спектра микробных фитаз – грибных, дрож-
жевых и бактериальных, относящихся к классу
гистидиновых кислых фитаз (HAPs). В частности,
обсуждаются результаты анализа биохимических
и энзиматических свойств наиболее известных и
хорошо изученных ферментов HAPs, описывают-
ся их отличительные особенности по сравнению с
другим большим классом ‒ β-пропеллерными
фитазами. Также проводится сравнительный ана-
лиз субстратной специфичности ферментов
HAPs, путей гидролиза фитата и описание прак-
тического потенциала применения фитаз этого
класса в биотехнологии.

КЛАССИФИКАЦИЯ МИКРОБНЫХ ФИТАЗ
Классификация микробных фитаз основана

на определении первого сайта отщепления фос-
фатной группы от молекулы субстрата в процессе
гидролиза. По этому признаку фитазы разделя-
ются на три группы: 3-фитазы (мио-инозитолгек-
сакисфосфат 3-фосфогидролазы, ЕС 3.1.3.8),
инициирующие дефосфорилирование фитата по
третьему (d-3) или первому (d-1) углеродному
атому инозитола; 6-фитазы (мио-инозитолгекса-
кисфосфат 6-фосфогидролазы, ЕС 3.1.3.26), де-
фосфорилирующие фитат по шестому (d-6) или
четвертому (d-4) углеродному атому, и 5-фитазы
(мио-инозитолгексакисфосфат 5-фосфогидрола-
зы, ЕС 3.1.3.72), дефосфорилирующие фитат по
пятому (d-5) углеродному атому кольца инозито-
ла (Roy et al., 2016). К группе 3-фитаз относятся
грибные и бактериальные фитазы, продуцентами
которых являются Aspergillus sp., Neurospora crassa,
Pseudomonas sp., Klebsiella sp. и др. 6-Фитазы обна-
ружены в семенах высших растений, а также у
представителей семейства энтеробактерий, таких
как E. coli, Pantoea agglomerans и у простейших
(инфузория Paramecium) (Greiner et al., 2000;
Greiner, 2007). 5-Фитаза обнаружена, в частности,
в пыльце лилии Lilium longiflorum L. (Barrientos
et al., 1994).

В зависимости от рН-оптимума активности
фитазы разделяют на кислые и щелочные фер-
менты. Кислые фитазы обнаружены у дрожжей и
грибов (Saccharomyces cerevisiae, Candida tropicalis,
Aspergillus sp.), у микроорганизмов семейства En-
terobacteriaceae: E. coli, P. agglomerans, P. vagans,
Shigella sp., и у молочнокислых бактерий Lactoba-
cillus sanfrancicensis (Мухаметзянова и соавт.,
2012). Щелочную группу фитаз представляют
β-пропеллерные фитазы (BPPs), выделенные из
клеток грамположительных спорообразующих
бактерий рода Bacillus (Yao et al., 2011).

Кислые фитазы разделяют на несколько клас-
сов ферментов: гистидиновые кислые фитазы
(HAPs), пурпурнокислые фитазы (PAPs), цистеи-
новые кислые фитазы CPs и тирозиновые фосфа-
тазы с фитазной активностью (PTP-подобные
инозитолполифосфатазы), к которым относится
недавно обнаруженная фитаза PhyAme (инози-
толполифосфатаза IPPаза) анаэробной бактерии
Megasphaera elsdenii (Puhl et al., 2009; Yao et al.,
2011). Среди кислых фитаз самую большую груп-
пу составляют ферменты класса HAPs.

Представители разных классов микробных фи-
таз имеют характерные структурные особенности,
различные энзиматические свойства, субстратную
специфичность и каталитические механизмы,
способствующие эффективному осуществлению
гидролиза природного мио-инозитолгексакисфос-
фата при разных значениях рН и температуры, в
результате которого в качестве конечных продук-
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тов образуются свободный фосфат, катионы ме-
таллов, свободный инозитол или менее фосфори-
лированный фитат (Kerovuo et al., 2000; Mullaney,
Ullah, 2007). Все фитазы стереоспецифичны,
имеют строгое предпочтение к экваториально
расположенным фосфатным группам в молекуле
мио-инозитолгексакисфосфата и не гидролизуют
аксиально расположенные фосфатные группы
(Greiner et al., 2000; Lei, Porres, 2003; Bohn et al.,
2008).

Гистидиновые кислые фитазы класса HAPs

К хорошо изученным кислым фитазам класса
HAPs относятся многие грибные, дрожжевые и
некоторые бактериальные ферменты из A. niger,
A. fumigatus, A. ficuum, Sch. castellii, Pichia rhodanensis,
E. coli, K.oxytoca, K. terrigina, Pseudomonas sp., и др.
Общей характеристикой ферментов HAPs является
наличие в активном центре консервативных N-кон-
цевого мотива – RHGXRXP, C-концевого мотива
HD и цистеинового мотива, связанного с формиро-
ванием дисульфидных мостиков (Nakamura et al.,
2000; Mullaney, Ullah, 2005). рН-Оптимум активно-
сти гистидиновых кислых фитаз находится в об-

ласти 2.5–6.5, температурный оптимум, в основ-
ном, определяется при 50–60°С, но существуют
фитазы с высоким оптимумом температуры
(A. terreus, Sch. castellii) (табл. 1 и 2). На основании
молекулярных и биохимических характеристик
фитазы HAPs предложено разделить на три груп-
пы ‒ PhyA, PhyB, PhyC (Oh et al., 2004).

Биохимические свойства микробных
фитаз класса HAPs

Группа PhyA. К этой группе относят фитазы,
продуцентами которых являются A. niger, A. ficu-
um, A. fumigatus, A. terreus, Emericella nidulans,
A. nidulans и др. (Vohra, Satyanarayana, 2003). Фи-
тазы этой группы – мономерные белки, некото-
рые характеризуются двумя оптимумами рН ак-
тивности. Так, у фитазы PhyA A. niger NRRL 3135
два оптимума рН 2.0–2.5 и 5.0–5.5 и высокая
удельная активность по гидролизу фитата
(102 ед/мг белка) (табл. 1) (Mullaney, Ullah, 2003).
В отличие от этой фитазы, у фитазы A. fumigatus
АТСС 34625 рН оптимум 4.0 и 5.0–6.0, а удельная
активность в 4 раза меньше (Wyss et al., 1999;
Konietzny, Greiner, 2002; Mullaney, Ullah, 2003).

Таблица 1. Биохимические свойства фитаз группы Phy A (Wyss et al., 1998, 1999a, 1999b)

Продуценты фитаз Молекулярная 
масса, кДа Оптимум рН Оптимум

температуры, °C

Термостабильность Удельная 
активность

по гидролизу 
фитата, ед/мг

время
преинкубации, 

мин
°C

Phy A
A. niger NRRL 3135

48‒50 2.0‒2.5 и 
5.0‒6.0

50‒58 20 30‒50 102.5

A. fumigatus 34625 48.3‒48.9 4.0 и
5.0‒6.5

58‒60 20 90 23‒28

A. terreus 9A1 48‒49 5.0‒5.5 70 20 50 142‒196

E. nidulans
(GenBank №U59803)

49 6.0‒6.5 55 ‒ 60 29‒33

Таблица 2. Биохомические свойства фитаз группы Phy B (Sequeilha et al., 1992)

Продуценты фитаз Молекулярная 
масса, кДа

Оптимум 
рН

Оптимум
температуры, °C

Термостабильность Удельная 
активность

по гидролизу 
фитата, ед/мг

время 
предынкубации, 

мин
°C

Phy B
A. niger NRRL 3135

50.8 2.0‒2.5 55‒65 20 30‒70 126

Sch. castellii CBS 2863 Одна субъединица 
125, три субъеди-

ницы по 70

4.4 77 60 74 522

D. castellii
CBS 2923

51‒53 4.0‒4.5 60 60 60‒66 157
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Грибные фитазы PhyA A. terreus 9A1 и E. nidulans
(GenBank N U59803) имеют один оптимум рН ак-
тивности в интервале рН 5.0–6.5 (табл. 1), причем
при снижении рН до 3.0 или увеличении до 7.5 ак-
тивность фитаз резко уменьшается (Mullaney, Ul-
lah, 2003; Oh et al., 2004; Mullaney, Ullah, 2007).
Оптимум рН активности большинства исследо-
ванных дрожжевых фитаз (Candida sp., Pichia sp.,
Saccharomyces sp. и др.) при оптимальной темпе-
ратуре 60°С находится в интервале рН 4.0–5.0, но
с понижением температуры до 37°С оптимум рН
определяется при более низких значениях ‒ 3.0–
4.0 (Nakamura et al., 2000).

рН-Стабильность грибных фитаз варьирует в
широком диапазоне рН ‒ 2.5–7.5. Так, у фитазы
E. parum BCC17694 рН-стабильность находится в
интервале значений рН 2.5–7.0, тогда как у фита-
зы A. fumigatus ATCC 34625 этот диапазон меньше
(рН 4.0–7.5) (Pasamontes et al., 1997; Fugthong
et al., 2010).

Температурный оптимум у дрожжевых фитаз
выше 60°С, тогда как у грибных фитаз оптимум
температуры, в основном, находится в пределах
45–60°С, но у фитазы A. terreus 9А1 оптимум тем-
пературы составляет 70°С (табл. 1). Термоста-
бильность фитаз группы PhyA невелика (Pas-
amontes et al., 1997; Han et al., 1999; Nakamura
et al., 2000; Rodriquez et al., 2000; Lei, Stahl, 2001).
Так, фитаза Phy A A.niger сохраняет активность
после предынкубации в интервале температур
30–50°С в течение 20 мин, но при увеличении
температуры предынкубации до 60°С и выше в те-
чение 10 мин активность резко падает. Фитаза
A. terreus 9А1 теряет 50% активности после про-
грева в течение 20 мин при температуре 50°С
(табл. 1) (Pasamontes et al., 1997; Wyss et al., 1998;
Han et al., 1999). На фоне невысокой термоста-
бильности этой группы фитаз уникальной явля-
ется термостабильность фитазы A. fumigatus ATCC
34625. При прогреве фермента при 90°С и выше в
течение 20 мин сохраняется 90% активности, а
при прогреве в течение 2 ч при 90°С остаточная
активность составляет 70%. По мнению авторов,
резистентность к высокой температуре связана со
способностью фитазы A. fumigatus ATCC 34625 к
правильному рефолдингу после тепловой денату-
рации (Pasamontes et al., 1997; Rao et al., 2009).
Природа буфера может влиять на термостабиль-
ность. Эксперименты с рекомбинантной фитазой
A. fumigatus, экспрессируемой в P. pastoris, показа-
ли, что белок при прогреве в Na-ацетатном буфе-
ре при 90°С в течение 20 мин сохраняет 70% ис-
ходной активности, тогда как в Na-цитратном бу-
фере активность падает до 60% (Rodriquez et al.,
2000). В отличие от высокой термостабильности
фитазы A. fumigatus ATCC 34625, фитазы из четы-
рех других штаммов A. fumigatus не были устойчи-
вы к нагреванию. Предположительно, различия в
термостабильности фитаз разных штаммов A. fu-

migatus связаны с посттрансляционной модифи-
кацией белков (Mullaney et al., 2000).

Группа PhyB. Эта группа включает фитазу
PhyB, выделенную из того же продуцента A. niger
NRRL 3135, что и фитаза PhyA, а также дрожже-
вые фитазы Sch. castellii и D. castellii (вторую авто-
ры обозначили Phy Dc). Фитазы имеют один оп-
тимум в области рН 2.5–4.5 и температурный оп-
тимум 50–60°С, однако у дрожжевой фитазы
Sсh. castellii оптимум температуры составлял 77°С
(табл. 2) (Sequelha et al., 1992; Konietzny, Greiner,
2002; Ragon et al., 2008). Изначально фитаза PhyB
из A. niger NRRL 3135 была описана как кислая
фосфатаза с оптимумом активности при рН 5.0.
Дальнейшее изучение показало, что фермент
проявляет максимальную активность по гидро-
лизу фитата при рН 2.5. Эта фитаза отличается от
фитазы PhyA A. niger NRRL 3135 не только нали-
чием одного оптимума рН, но и структурой, ак-
тивная форма которой представляет собой тетра-
мер. Тетрамерная структура фитазы PhyB способ-
ствует увеличению термостабильности фермента,
но фитаза не способна к рефолдингу после дена-
турации (Kostrewa et al., 1999; Mullaney, Ullah,
2003). Тетрамерная структура обнаружена у фитаз
Sch. castellii CBS 2863 и D castellii CBS 2923 с высо-
ким оптимумом температуры ‒ 77 и 60°С соответ-
ственно (табл. 2). Фитаза Sch. castellii обладает вы-
сокой термостабильностью: после предынкуба-
ции в течение 60 мин при температуре 74°С
фитаза не теряет своей активности, тогда как у
нативной фитазы PhyDc в тех же условиях потеря
активности составляет 70% (Sequelha et al., 1992;
Konietzny, Greiner, 2002; Vohra, Satyanarayana,
2003).

Группа PhyС. В эту группу ферментов входят
бактериальные гистидиновые кислые фитазы Ap-
pA из E. coli, Shigella sp. CD2 и Сitrobacter braakii
YH-15, а также кислые фитазы крысы и человека,
кристаллические структуры которых похожи на
структуру фитазы E. coli (Lim et al., 2000; Oh et al.,
2004). Две микробные фитазы (Р1 и Р2) выделены
впервые в 1993 г. из грамотрицательных бактерий
E. coli K12 (ATCC 33965), получены гомогенные
препараты белков и исследованы их биохимиче-
ские свойства (Greiner et al., 1993). Это периплаз-
матические мономерные негликозилированные
белки с оптимумом рН 4.5 и температуры 55°С.
рН-Стабильность ферментов при 4°С определя-
ется в широком интервале рН 3.0–9.0 в течение
14 сут. Фитазы E. coli не термостабильны, после
предынкубации в течение 60 мин при 60°С актив-
ность резко падала, а при 70°С полностью исчеза-
ла (табл. 3).

Гистидиновая кислая фитаза, выделенная из
клеток Shigella sp. CD2 и обозначенная авторами
как фитаза AppAs, локализована в периплазмати-
ческом пространстве и ее нуклеотидная последо-



640

МИКРОБИОЛОГИЯ  том 87  № 6  2018

БАЛАБАН и др.

вательность идентична на 98% последовательно-
сти фитазы AppA E. coli (Roy et al., 2016). Фитаза
AppAs, в отличие от фитазы AppA E. coli, термо-
стабильна и сохраняет 100% своей активности по-
сле предынкубации фермента при 70°С в течение
30 мин. Фитаза AppAs, как и грибная фитаза A. fu-
migatus ATCC 34625, после тепловой денатурации
способна восстановить активную конформацию
белковой молекулы с сохранением активности
(Roy et al., 2012).

К группе ферментов PhyC также относится
внутриклеточная фитаза C. braakii YH-15, нуклео-
тидная последовательность которой на 62% иден-
тична последовательности фитазы Shigella sp.
CD2. Максимальная активность определяется
при оптимальном рН 4.0 и температуре 50°С,
удельная активность почти в 2 раза выше, чем у
фитазы AppA E. coli. Термостабильность фитазы
невелика, после предынкубации в течение 30 мин
при температуре 55°С сохраняется лишь 40% ак-
тивности (табл. 3) (Kim et al., 2003). Однако ре-
комбинантная фитаза, экспрессируемая в S. cere-
visiae, показывает высокую термостабильность:
после предынкубации в течение 30 мин при 70°С
остаточная активность составляет 66% (Kim et al.,
2006).

В целом, ферменты групп PhyA и PhyB
относятся к 3-фитазам, ферменты группы PhyC ‒
к 6-фитазам.

ВЛИЯНИЕ ГЛИКОЗИЛИРОВАНИЯ 
И ЭФФЕКТОРОВ 

НА ТЕРМОСТАБИЛЬНОСТЬ, 
МОЛЕКУЛЯРНУЮ МАССУ

И АКТИВНОСТЬ ФИТАЗ
Гликозилирование способствует правильному

белковому фолдингу и увеличивает термоста-
бильность и молекулярную массу ферментов.
Грибные фитазы класса HAPs ‒ гликозилирован-
ные белки, молекулярная масса которых вариа-
бельна и зависит от степени гликозилирования
фрагментами углеводов N-гликозилированных
сайтов ферментов, но гликозилирование не влия-
ет на оптимальные значения рН и температуры

(Oh et al., 2004; Mullaney, Ullah, 2007). Так, моле-
кулярная масса фитазы A. fumigatus, содержащей
до семи сайтов гликозилирования, составляет
60–100 кДа, в то время как молекулярная масса
негликозилированного фермента ‒ 48.27 кДа
(Pasamontes et al., 1997; Lei, Stahl, 2001). Молеку-
лярная масса негликозилированной фитазы PhyA
A. niger NRRL 3135, имеющей десять сайтов гли-
козилирования, составляет 48‒50 кДа, но у гли-
козилированной фитазы, экспрессируемой в
S. cerevisiae, она варьирует в широком диапазоне
(62–128 кДа) и имеет высокую термостабиль-
ность – 75% активности остается после прогрева
в течение 15 мин при 80°С (Ha et al., 1999; Oh et al.,
2004). Бактериальная фитаза C. braakii, экспрес-
сируемая в клетках дрожжей S. cerevisiae, имеет
пять сайтов гликозилирования и показывает вы-
сокую термостабильность (Kim, 2006). N-глико-
зилорованные фитазы из Yersinia kristensentii и
Y. rohdei, экспрессируемые в P. pastoris, улучшали
термостабильность на 5°С, а активность этих фи-
таз сохранялась до 80% при понижении рН до 1.5
(Niu et al., 2016). Термостабильность фитаз может
быть связана не только с гликозилированием, но
и с буферными системами, используемыми при
определении активности ферментов, со степенью
чистоты ферментных препаратов, а также может
зависеть от взаимодействия белка и организма, в
котором происходит экспрессия белка (Rao et al.,
2009).

Гликозилирование может влиять не только на
термостабильность, но и на другие свойства фи-
таз: на каталитические свойства, на pI фермента,
которое может изменить поведение белка при
очистке; гликозилирование также может пони-
зить уровень экспрессии гетерологичных фитаз
(Wyss et al., 1999а). Установлено, что дегликози-
лирование эндогликозидазой Endo-H рекомби-
нантной фитазы PhyA E. parum BCC17604, экс-
прессируемой в P. pastoris, приводит к полной по-
тере активности, то есть гликозилирование
является критически важным для сохранения ак-
тивности рекомбинантного фермента (Fugthong
et al., 2010).

Таблица 3. Биохомические свойства фитаз группы Phy C (Greiner et al., 1993; Ray et al., 2012; Kim et al., 2003)

Продуценты фитаз Молекулярная
масса, кДа

Оптимум 
рН

Оптимум
температуры, 

°C

Термостабильность Удельная 
активность

по гидролизу 
фитата, ед/мг

время
предынкубации, 

мин
°C

AppA E. coli
K-12 ATCC 33965

42 4.5 55 60 30‒50 1800

Shigella sp. CD2 45 5.5 60 30 15‒80 780

C. braakii YH-15 47 4.0 50 30 25‒50 3457
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Эффекторы. На активность гистидиновых
кислых микробных фитаз не оказывают значи-
тельного влияния катионы двухвалентных метал-
лов в небольших концентрациях (0.1‒1.0 мМ), но
увеличение концентрации до 2 мМ приводит к
ингибированию активности фитаз A. fumigatus,
A. terreus CBS, E. nidulans, Shigella CD2, C. braakii
YH-15 (Sequelha et al., 1992; Greiner et al., 1993;
Kim et al., 2003; Rao et al., 2009; Roy et al., 2012).
При этом катионы Cu(II), Zn(II), Fe(II) даже в не-
больших концентрациях (1 мМ) ингибируют ак-
тивность всех групп гистидиновых кислых фитаз.
Ингибирующее действие объясняется, по-види-
мому, образованием нерастворимых комплексов
фитата с катионами металлов, что приводит к
уменьшению доступности субстрата для фермен-
та (Konietzny, Greiner, 2002).

Исследование влияния химических реагентов
на активность гистидиновых кислых микробных
фитаз показало, что ЭДТА не влияет на актив-
ность таких ферментов, как PhyA A. niger, Shigella
sp. CD2, E. coli, S. castellii (Sequelha et al., 1992;
Wyss et al., 1999a; Konietzny, Greiner, 2002). На ак-
тивность фитаз A. fumigatus, A. niger, A. terreus CBS
и E. nidulans не оказывает значительного влияния
пара-хлормеркурибензоат (п-ХМБ), так как ак-
тивность ферментов в его присутствии уменьша-
лась не более чем на 11%. По-видимому, в струк-
туре этих фитаз отсутствуют свободные SH-груп-
пы, или же сульфгидрильные группы играют
незначительную роль для проявления активности
(Wyss et al., 1999a). Показано, что п-ХМБ в кон-
центрации 1 мМ подавляет активность фитазы
S. castellii на 95%, что позволило предположить,
что SH-группы связаны с каталитическим цен-
тром фермента (Sequeilha et al., 1992). Детергент
додецилсульфат натрия (SDS-Na) полностью ин-
гибирует активность фитаз класса HAPs, что свя-
зано, вероятно, с взаимодействием между негатив-
ным зарядом детергента и позитивным зарядом
активного центра фитаз, которое приводит к не-
доступности субстрата активному центру фер-
мента (Fugthong et al., 2010).

Фитаза патогенной бактерии Shigella sp. CD2 и
рекомбинантная фитаза C. braakii, экспрессируе-
мая в клетках S. cerevisiae, устойчивы в присут-
ствии пепсина и трипсина. Папаин, эластаза и
панкреатин незначительно ингибируют актив-
ность фитазы C. braakii (остаточная активность
фитазы при инкубации с этими ферментами со-
ставляет 85, 80 и 70% соответственно) (Kim et al.,
2003).

Субстратная специфичность
гистидиновых кислых фитаз

Так как комплекс фитата с катионами метал-
лов положительно заряжен, то микробные гисти-
диновые кислые фитазы, имеющие в области ак-

тивного центра положительно заряженные груп-
пы, не могут гидролизовать фосфомоноэфирные
связи субстрата из-за возникающего электроста-
тического отталкивания. При пониженном зна-
чении рН фитазы класса HAPs гидролизуют лишь
фитат, свободный от катионов металлов (Lim
et al., 2000; Oh et al., 2004).

Известно, что щелочные фитазы обладают уз-
кой субстратной специфичностью, гидролизуют
при рН 7.0–8.0 кальций-фитатный комплекс, но
не расщепляют фосфомоноэфирные связи в дру-
гих фосфорилированных субстратах (Oh et al.,
2004). Фитазы класса HAPs, в отличие от β-про-
пеллерных фитаз, могут гидролизовать не только
мио-инозитолгексакисфосфат, но и другие фос-
форные эфиры. Описаны гистидиновые кислые
фитазы с широкой субстратной специфично-
стью, но с низкой удельной активностью, такие
как фитазы A. fumigatus, E. nidulans, PhyB A. niger.
Другие микробные фитазы показывают высокую
удельную активность по гидролизу фитата и уз-
кую субстратную специфичность по гидролизу
других фосфорилированных субстратов, напри-
мер, фитазы Phy A A. niger, A. terreus и E. coli (табл. 4)
(Wyss et al., 1999b; Bohn et al., 2008). К таким фи-
тазам относятся также фитазы Sch. castellii CBS
2863 и D. castellii CBS 2923. На основе фитазы AppA
E. coli, удельная активность которой на порядок
выше, чем у фитазы PhyA A. niger, создан и широ-
ко используется коммерческий препарат Phyzyme
XP (“Danisco”, Дания) (Youn et al., 2011). Предпо-
чтительную специфичность к фитату показывают
фитазы Shigella sp.CD и C.braakii YH-15, по срав-
нению с низкой активностью на других фосфори-
лированных субстратах (АТФ, АДФ, глюкозо-6-
фосфат, фруктозо-6-фосфат и п-нитрофенил-
фосфат (pNPP). Интересно отметить, что фитаза
C. braakii YH-15 обладает уникальной способно-
стью гидролизовать до свободного инозитола
все шесть фосфатных групп мио-инозитолгекса-
кисфосфата, в том числе и фосфатную группу в
d-2 позиции, которая связана аксиально с моле-
кулой инозитола (Kim et al., 2003; Roy et al., 2012).
Высокая удельная активность, термостабиль-
ность и устойчивость к протеолитической дегра-
дации делают микробные фитазы перспективны-
ми для производства кормовых добавок для жи-
вотных.

Механизм гидролиза 
мио-инозитолгексакисфосфата 

фитазой AppA E. coli

Механизм гидролиза микробными фитазами
класса HAPs основан на последовательном от-
щеплении от молекулы мио-инозитолгексакис-
фосфата остатков фосфорной кислоты; конечны-
ми продуктами такого гидролиза являются моле-
кула мио-инозитолмонофосфата и пять молекул
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неорганического фосфата. Образующиеся низко-
фосфорилированные промежуточные продукты
высвобождаются в разной последовательности и
с разной скоростью (Wyss et al., 1999b). Гидролиз
фитата осуществляется по двустадийному механиз-
му. На первой ступени происходит нуклеофильная
атака гистидиновым остатком консервативного мо-
тива RHGXRP на атом фосфора с образованием ко-
валентного промежуточного продукта (интермеди-
ата). На второй ступени остаток аспартата С-кон-
цевого мотива HD, служащий донором протона
для атома кислорода, осуществляет гидролиз об-
разовавшейся фосфогистидиновой связи проме-
жуточного продукта (Oh et al., 2004, Yao et al.,
2011). Так, реакция гидролиза мио-инозитолгек-
сагисфосфата Ins (1,2,3,4,5,6)P6 фитазой AppA
E. coli начинается отщеплением фосфатной груп-
пы в d-6 позиции фитата с образованием интер-
медиата Ins(1,2,3,4,5)P5, который, как показали
эксперименты, не накапливается и быстро гидро-
лизуется до мио-инозитолтетракисфосфатов..Экс-
периментально установлено, что освобождение
фосфатной группы из мио-инозитолпентакисфос-
фата Ins(1,2,3,4,5)P5 проходит, в основном, по ма-
жорному пути гидролиза с образованием интер-
медиата Ins(2,3,4,5)P4, тогда как два другие интер-
медиата Ins(1,2,3,4)Р4 и Ins(1,2,4,5)P4. образуются
в незначительном количестве (Greiner et al., 1993).
Mио-инозитолтетракисфосфат Ins(2,3,4,5)P4 на-
капливается, так как скорость гидролиза снижа-
ется из-за ингибирования освобождающимся не-
органическим фосфатом. Дальнейший гидролиз
протекает с низкой скоростью до менее фосфори-
лированных продуктов с образованием конечно-
го продукта мио- инозитолмонофосфата Ins(2)P1,
фосфорный остаток которого связан аксиально в
позиции d-2 с молекулой инозитола (Greiner,
2007). При гидролизе 3-фитазами класса HAPs
мио-инозитолгексакисфосфата конечным про-
дуктом также является мио-инозитолмонофос-

фат, но гидролиз начинается в позиции d-3 мио-
инозитолгексакисфосфата (рис. 2).

БИОСИНТЕЗ МИКРОБНЫХ ФИТАЗ
И ЕГО РЕГУЛЯЦИЯ

У большинства микроорганизмов фитаза яв-
ляется индуцибельным ферментом, экспрессия
которого подвергается комплексной регуляции,
однако биосинтез фитазы контролируется по-
разному у различных микроорганизмов. Регуля-
ция продукции фитазы детально изучена только у
E. coli, Raoultella terrigena (Klebsiella terrigena) и
S. cerevisiae (Touati et al., 1987; Greiner et al., 1993;
Greiner et al., 1997; Zamudio et al., 2001; Andlid
et al., 2004). У микромицетов биосинтез фитазы
ассоциирован с ростом; ферментативная актив-
ность увеличивается с начала роста клеток до нача-
ла стационарной фазы. Однако в нелимитирую-
щих условиях образование многих бактериальных
фитаз начинается, когда культуры входят в стаци-
онарную фазу роста. Таким образом, ограничен-
ность в питательных веществах или энергии, ко-
торая происходит в стационарной фазе, может
индуцировать продукцию фитазы.

Клетки Bacillus и E. coli инициируют синтез
фитазы при истощении неорганического фосфа-
та в среде, в то время как ограничения по углеро-
ду, азоту и сере не оказывали такого действия
(Touati et al., 1987). Регуляторное ингибирование
биосинтеза фитазы фосфатом наблюдалось у всех
продуцентов микробных фитаз, включая микро-
мицеты, дрожжи и бактерии, за исключением
R. terrigena и бактерий, выделенных из рубца
жвачных животных (Greiner et al., 1997).

Кроме того, экспрессия фитазы зависит от рН
среды и источника углерода, используемого при
культивировании (Konietzny, Greiner, 2004). При
наличии простых сахаров (глюкоза) в среде на-
блюдалась репрессия синтеза фитаз. Было уста-
новлено, что cAMP-CAP, а не источник углерода,

Таблица 4. Субстратная специфичность фитаз по гидролизу фосфорилированных субстратов (Wyss et al., 1998,
1999a, 1999b)

Продуценты фитаз
Удельная активность по гидролизу субстратов, ед/мг:

фитат pNPP фруктозо-6-
фосфат

глюкозо-6-
фосфат

фенил-
фосфат АТФ

Phy A A. niger NRRL 3135 102.5 18 0 5 15 18

A. terreus 9A1 148 15 2 45 10 48

A. fumigatus 34625 26.5 108 5 30 110 20

E. nidulans
(GenBank № U59803)

28.0 34 10 12 48 15

Phy B A. niger NRRL 3135 120 900 250 900 900 700

AppA E. coli K-12 812 25 0 0 0 3
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Рис. 2. Пути гидролиза мио-инозитолгексагисфосфата Ins(1,2,3,4,5,6)P6 фитазами AppA E. coli и PhyA A. ficuum.
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непосредственно участвует в регуляции синтеза
фитазы в E. coli. Продукция фитазы как в E. coli, так
и в R. terrigena отрицательно регулируется cAMP
(Touati et al., 1987; Zamudio et al., 2002). Для не-
скольких штаммов Raoultella sp. было показано,
что присутствие фитата в среде является необхо-
димым условием для биосинтеза фитазы (Greiner
et al., 1997). Индукция субстратом была также об-
наружена у анаэробов Mitsuokella jalaludinii, тогда
как присутствие фитата в среде никак не влияло
на образование фитазы у E. coli (Greiner et al.,
1993; Lan et al., 2002). Эффективная индукция или
репрессия биосинтеза фитазы при фосфатном го-
лодании у большинства микроорганизмов ставит
вопрос о важной функциональной роли фитазы в
обеспечении микробных клеток фосфатом при
гидролизе фитата.

ПРАКТИЧЕСКОЕ ИСПОЛЬЗОВАНИЕ 
МИКРОБНЫХ ФИТАЗ

Почвенные микроорганизмы оказывают бла-
гоприятное воздействие на рост и развитие расте-
ний, повышая доступность фосфора из трудно
растворимых фитатов и других важных, но труд-
нодоступных питательных веществ, таких как
азот, витамины группы В и аминокислоты. Мик-
роорганизмы как продуценты фитаз являются
идеальными кандидатами для создания биоудоб-
рений. Показано, что пастбищные растения спо-
собны утилизировать фитатный фосфор при на-
личии почвенных микроорганизмов родов Pseu-
domonas, Enterobacter и Pantoea, которые широко
распространены в ризосфере различных видов
растений (Richardson et al., 2001b; Jorquera et al.,
2008). Микробные фитазы также сопособствуют
освобождению из фитатных комплексов микро-
элементов, которые в дальнейшем усваиваются
растениями. Инновационные микробные био-
технологии по разработке биоудобрений на осно-
ве продуцентов фитаз приведут к экономически
выгодному и экологичному способу увеличения
биодоступности почвенного фосфора, что будет
альтернативой для использования неорганиче-
ских фосфорных удобрений. Фундаментальные
знания о микробных фитазах и многообразии
продуцентов этих ферментов необходимы для со-
здания новых технологических разработок.

Для использования микробных фитаз с целью
увеличения биодоступности фосфора в питании
животных важными являются несколько факто-
ров. Необходимо, чтобы фитазы обладали высо-
кой термостабильностью и специфической ак-
тивностью, поскольку питательные добавки про-
изводятся при высокой температуре (70‒80°С),
при которой нетермостабильный фермент быст-
ро инактивируется (Oh et al., 2004). Для усвоения
биодобавок важно, чтобы фитазы были активны в
широком диапазоне рН и имели высокую рези-

стентность к деградации протеолитическими фер-
ментами и воздействию ингибиторов животного
происхождения. Новые фитазы, полученные из
Enterobacter cloacae PSB-45 (Genbank Accession
№ KR133282) и из Serratia sp. PSB-15 (Genbank
Accession № KR133277), характеризуются термо-
стабильностью при 50‒70°С и рН-стабильностью
в широком диапазоне (рН 3.0‒8.0), что создает
определенные перспективы для их практического
использования в сельском хозяйстве (Kalsi et al.,
2016). Микробные фитазы с оптимумом рН в об-
ласти низких значений и устойчивостью к пепси-
ну являются приоритетными при использовании
их с целью повышения питательной ценности
растительных кормов (Lei, Stahl, 2001). Так, для
увеличения количества неорганического фосфата
в кормовых добавках для цыплят была получена
рекомбинантная фитаза AppA E. coli, названная
авторами Хланазой, с оптимумом температуры
60°С и рН 4.5, которая экспрессировалась в клет-
ках морских водорослей. При использовании
трансгенной Хланазы в питании бройлерных
цыплят количество свободного неорганического
фосфата увеличивалось на 41%, фекальная экс-
креция фитатов уменьшалась на 43% по сравне-
нию с таковыми для цыплят, получавшими тра-
диционное питание (Yoon et al., 2011). Благодаря
низкой себестоимости бактериальных ферментов,
доступности культивирования и их безопасности,
а также положительному влиянию продуктов гид-
ролиза на метаболизм организма животного, но-
вые биотехнологии в будущем позволят широко
использовать микробные фитазы в качестве доба-
вок в питании домашних птиц и животных (Koni-
etzny, Greiner, 2004). В настоящее время, кроме из-
вестных коммерческих препаратов фитаз Natuphos
и Хланазы, промышленность выпускает препара-
ты фитаз Ronozyme TM (DSM, Peniophora lycii),
Phyzyme TM (Diversa/Danisco A/S, Schizosaccharo-
myces pimbe) и Quantum TM (Diversa/Syngenta,
E. coli) (Kalsi et al., 2016). Отметим также, что про-
дукты специфического гидролиза мио-инозитол-
гексакисфосфата бактериальными фитазами име-
ют высокий потенциал практического примене-
ния в качестве лекарственных средств, в отличие
от многоэтапного и дорогостоящего химического
синтеза (Shamsuddin, Vucenik, 2005; Balaban et al.,
2014).

Работа выполнена в рамках государственной
программы повышения конкурентоспособности
Казанского (Приволжского) федерального уни-
верситета среди ведущих мировых научно-обра-
зовательных центров и поддержана грантом РНФ
№ 16-16-04062.
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Abstract—This review is focused on analysis of the biological diversity of phytase-producing microorganisms
capable of degrading phytate to inorganic phosphate. General approaches to microbial phytase classification
are discussed, with a particular emphasis on histidine acid phytases (HAPs), which catalyze specific cleaving
of myo-inositol hexakisphosphate. The effect of glycosylation and various effectors on enzyme thermostabil-
ity and activity of phytases are described. The data on the biosynthesis of histidine acid phytases, their sub-
strate specificity, and on the mechanism of myo-inositol hexakisphosphate hydrolysis are considered. A con-
clusion is made concerning the biotechnological potential of this group of microbial enzymes.
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Бродильные бактерии являются постоянными компонентами микробного сообщества нефтяных
пластов. Выделенные чистые культуры бродильных бактерий используют углеводы и белки и не
растут на нефти, что обусловливает необходимость изучения их разнообразия и взаимоотношений
в сообществе. В настоящей работе исследованы накопительные и чистые культуры бродильных бак-
терий, выделенные из пластовой воды низкотемпературных нефтяных месторождений России. Вы-
полнено высокопроизводительное секвенирование V3–V4 региона гена 16S рРНК накопительной
культуры. В полученной библиотеке выявлены гены анаэробных бактерий рода Halanaerobium, спо-
собных при росте на полисахаридах восстанавливать тиосульфат до сероводорода, и гены бактерии
Abyssivirga alkaniphila, способной расти на C5–C25 н-алканах нефти в присутствии тиосульфата как
акцептора электронов или синтрофно с водород-использующими метаногенами. Минорными ком-
понентами сообщества были представители рода Sphaerochaeta. Из накопительных культур выделе-
ны три штамма (4-11, 5-8-5 и 17-50) анаэробных мезофильных галотолерантных бактерий, которые
сбраживали ряд углеводов с образованием биомассы в виде биопленок. Последовательности генов
16S рРНК этих штаммов имели 99.5–100% сходства между собой и 97.2–98.0% сходства с генами
ближайших видов Sphaerochaeta associata и S. globosa, что свидетельствует о принадлежности штам-
мов к новому виду рода Sphaerochaeta. Продуктами брожения мальтозы были ацетат, пропионат,
СО2, Н2 и иногда изопропанол. Штаммы не росли на сырой нефти. Высказано предположение, что
в нефтяном пласте сферохеты потребляют продукты биодеградации нефти, образуемые другими
микроорганизмами, участвуют в формировании биопленок и поставляют молекулярный водород
метаногенам и другим компонентам сообщества.

Ключевые слова: нефтяные пласты, бродильные бактерии, высокопроизводительное секвенирова-
ние, ген 16S рРНК, Sphaerochaeta
DOI: 10.1134/S0026365618060046

Представители филума Spirochaetes являются
минорной, но часто встречающейся группой про-
кариот в низкотемпературных нефтяных пластах
и метаногенных накопительных культурах, дегра-
дирующих н-алканы (Grabowski et al., 2005; Dahle
et al., 2008; Pham et al., 2009; van der Kraan et al.,
2010; Tang et al., 2012; Silva et al., 2013). Грей и со-
авт. (Gray et al., 2010) суммировали материалы
26 публикаций, посвященных изучению состава
микробных сообществ нефтяных пластов и за-
грязненных нефтью водоносных горизонтов,
осадков и почв, исследованных методом клони-
рования генов 16S рРНК. Гены представителей
Firmicutes встречались в 86% из 26 проанализиро-
ванных библиотек, гены Gamma-, Delta-, Epsilon-,
Beta- и Alphaproteobacteria встречались в 62, 62, 42,
46 и 58% библиотек соответственно; гены бакте-
рий Chloroflexi, Thermotogae, Nitrospira и Spiro-
chaetes присутствовали в 50, 23, 35 и 23% библио-
тек соответственно. Клонированные последова-

тельности спирохет встречались также в
библиотеке, созданной на основе РНК микроор-
ганизмов нефтяного пласта, и, таким образом,
принадлежали к группе метаболически активных
прокариот (Nazina et al., 2017). Использование
метода высокопроизводительного секвенирова-
ния генов 16S рРНК позволило выявить в составе
микробных сообществ нефтяных пластов пред-
ставителей редко встречающихся таксонов Acido-
bacteria, Armatimonadetes, филумов кандидатов
OD1, OP9 и TM7, Chlorobi, Chloroflexi, Dictyoglomi,
Elusimicrobia, Fusobacteria, Gemmatimonadetes, Len-
tisphaerae и Spirochaetes (Folarin et al., 2013; Wang
et al., 2014; Gao et al., 2015).

Первая чистая культура анаэробных спирохет,
выделенная из нефтяных пластов (Конго), была
отнесена к новому виду Spirochaeta smaragdinae
(Magot et al., 1997). Типовой штамм SEBR 4228T

рос в присутствие 5% NaCl, в интервале темпера-
туры от 20 до 40°С и pH от 5.5 до 8.0. Штамм сбра-

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ
СТАТЬИ
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живал углеводы, пептиды, нуждался в дрожжевом
экстракте для роста. В среде с глюкозой и тио-
сульфатом продуктами брожения были лактат,
ацетат, CO2 и H2S; в отсутствие тиосульфата в сре-
де накапливались лактат, этанол, CO2 и H2. Не-
давно бактерия была перенесена в новый род Sed-
iminispirochaeta smaragdinae comb. nov. (Shivani
et al., 2016). Вторая анаэробная спирохета, выде-
ленная из нефтяного пласта (Конго), отнесена к
новому роду и виду Pleomorphochaeta caudata (Ar-
roua et al., 2017). Какие компоненты нефти или
продукты ее биодеградации используются спиро-
хетами в нефтяном пласте, остается неясным.

Накопительные культуры бродильных бакте-
рий, выделенные из заводняемых нефтяных пла-
стов Восточно-Анзирского и Черёмуховского ме-
сторождений, образовывали от 300 до 1800 мг аце-
тата/л при росте в средах с пептоном и глюкозой
(Назина и соавт., 2018) и содержали филогенети-
чески разнообразное микробное сообщество,
включающее бактерий рода Sphaerochaeta. Рас-
творение карбонатных пород органическими
кислотами и снижение вязкости нефти раство-
рителями, продуцируемыми бродильными бак-
териями из сахаросодержащих субстратов типа
мелассы – известные механизмы повышения
нефтеизвлечения, что и обусловило особое вни-
мание к группе бродильных бактерий.

Целью настоящей работы было изучение фило-
генетического разнообразия бродильных бактерий,
полученных из пластовой воды низкотемператур-
ных нефтяных месторождений, выделение чистых
культур и изучение их таксономического положения
и метаболического потенциала.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Объект исследования. В июне 2016 г. были ото-

браны пробы пластовой воды из добывающей
скважины 245Д на Восточно-Анзирском место-
рождении и из скважин 5454 и 5452 на Черёму-
ховском нефтяном месторождении. Оба нефтя-
ных месторождения эксплуатируются путем за-
воднения пресной водой, смешанной с пластовой
водой, оставшейся после сепарации нефти. В свя-
зи с поступлением пресных вод происходит раз-
бавление природной высокоминерализованной
пластовой воды хлоридно-натриевого типа, и ее
общая соленость снижается со 187 до 12–72 г/л в
районе исследованных добывающих скважин.
Нефтяные пласты имели температуру 20–23°С.
Пластовая вода из скважин 5454 и 245Д содержа-
ла, соответственно, 26 и 12 мг ацетата/л, 293 и
171 мг /л, pH – 7.70 и 6.27; скорость сульфат-
редукции составляла 1.911 и 1.982 мкг S2–/(л · сут),
скорость метаногенеза – 262 и 9045 нл СН4/(л · сут).
Основные физико-химические и микробиологи-
ческие параметры исследованных проб пласто-

3HCO−

вой воды приведены в ранее опубликованной ра-
боте (Назина и соавт., 2017). Пробы отбирали на
устье добывающих скважин в стерильные бутыли
и герметично закрывали. В течение 4–6 ч аликво-
ты каждой пробы инокулировали в стерильную
селективную среду методом предельных разведе-
ний для получения накопительных культур бро-
дильных микроорганизмов.

Состав сред. Для получения накопительных
культур бродильных микроорганизмов использо-
вали среду с пептоном (4 г/л) и глюкозой
(10 г/л) (Postgate, 1984). Для последующих пе-
ресевов использовали модифицированную сре-
ду Пфеннига, содержащую (г/л): МgCl2 · 2H2O –
0.33; CaCl2 · 6H2O – 0.33; KCl – 0.33; NH4Cl –
0.33; KH2PO4 – 0.33; в среду вносили 1 мл раствора
микроэлементов (Кевбрин, Заварзин, 1992), 1 мл
раствора витаминов (Wolin et al., 1963), дрожже-
вой экстракт (50–100 мг/л) и при необходимости
Na2S · 9H2O (0.6 г/л); pH среды составлял 7.0. В
среду вносили 5 или 40 г NaCl/л. Среду готовили
в атмосфере аргона, очищенного от кислорода. В
предварительно продутые аргоном пробирки
Хангейта (15 мл) вносили по 10 мл анаэробно
приготовленной среды, затем шприцом вносили
пластовую воду из скважины 245Д Восточно-Ан-
зирского месторождения и скважин 5454 и 5452
Черёмуховского месторождения. Посевы инку-
бировали при 28°С. Рост полученных накопи-
тельных культур бродильных бактерий, обозна-
ченных f245D, f5454 и f5452, определяли микро-
скопированием по увеличению числа клеток и
газохроматографически по образованию молеку-
лярного водорода в средах с углеводами.

Выделение чистых культур. Чистые культуры
анаэробных бродильных бактерий получали ме-
тодом десятикратных разведений из накопитель-
ных культур в жидкой модифицированной среде
Пфеннига с добавлением 0.1 г/л дрожжевого экс-
тракта, 2 г/л сахарозы и 5 г/л NaCl. В ходе после-
довательных пересевов из наибольших разведе-
ний были получены 3 штамма. Для проверки
культур на чистоту из последнего разведения, по-
казавшего рост (10–7), производили пересев на
среду с пептоном и глюкозой, инкубировали при
28°С в течение 5–7 сут, а затем определяли после-
довательность гена 16S рРНК. В качестве источ-
ников углерода и энергии для роста штаммов ис-
пользовали глюкозу, сахарозу, галактозу, фрукто-
зу, целлобиозу, мальтозу, рибозу, рафинозу,
трегалозу, лактозу, арабинозу, ксилозу, крахмал,
пептон, дрожжевой экстракт, ксилан, лактат,
ацетат, фумарат или пируват (по 2 г/л) и сырую
девонскую нефть (1% об./об.). В качестве акцеп-
торов электронов служили натриевые соли тио-
сульфата (3.2 г/л), сульфата (3.5 г/л) и нитрата
(2.0 г/л) или фумарата (2 г/л). Способность выде-
ленных чистых культур использовать разные ак-
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цепторы электронов проверяли в среде с мальто-
зой и дрожжевым экстрактом. Способность к де-
нитрификации устанавливали на среде с нитратом
натрия (50 мМ) по образованию N2 (газохромато-
графически) и нитрита (с реактивом Грисса). Вос-
становление сульфата и тиосульфата определяли по
образованию H2S. Все эксперименты по определе-
нию доноров и акцепторов электронов проводи-
ли в трех повторностях в трех последовательных
пересевах. Морфологию и численность клеток и
физиологическое состояние культур оценивали с
помощью светового микроскопа с фазово-кон-
трастным устройством.

Аналитические методы. Молекулярный водо-
род, азот и метан в газовой фазе определяли хро-
матографическим методом; сероводород опреде-
ляли колориметрически по методу Пахмайра с
N,N-диметил-р-фенилендиамином, как описано
ранее (Bonch-Osmolovskaya et al., 2003). Летучие кис-
лоты и низшие спирты анализировали на газовом
хроматографе Shimadzu GC 2010 Plus (Япония) с ко-
лонкой Zebron ZB-FFAP (30 м × 0.32 мм × 0.25 мкм).
Анализ проводили с программированием темпе-
ратуры на колонке от 40 до 150°С, со скоростью
изменения 10°С/мин. Температура испарителя и
детектора составляла 250°С. В качестве газа-но-
сителя использовали гелий, который подавали со
скоростью 34 мл/мин.

Выделение ДНК, амплификация и секвенирова-
ние. ДНК из накопительной культуры f245D и из
чистых культур выделяли стандартным методом
(Maniatis et al., 1982). Бактерии идентифицирова-
ли методом анализа гена 16S рРНК с праймерами
8-27f/1492r (Lane, 1991). Для получения библио-
теки генов 16S рРНК бродильной накопительной
культуры был амплифицирован V3–V4 гиперва-
риабельный регион этого гена, и на основе двой-
ного баркодирования были приготовлены биб-
лиотеки, как описано ранее (Fadrosh et al., 2014).
Смысловые участки праймеров были взяты в со-
ответствии с парой праймеров Pro341F–Pro805R
(Takahashi et al., 2014). Секвенирование проводи-
ли на платформе MiSeq (“Illumina”, США) c ис-
пользованием набора реагентов MiSeq Reagent
Kit v3 (600 cycles) (“Illumina”, США) в соответ-
ствии с рекомендациями производителя.

Биоинформатический анализ. Полученные
фрагменты генов 16S рРНК были обрезаны с по-
мощью программы trimmomatic-0.36 по алгорит-
му SLIDINGWINDOW:4:15 (Bolger et al., 2014),
правосторонние и левосторонние прочтения бы-
ли объединены с помощью программы SeqPrep
(https://github.com/jstjohn/SeqPrep). Далее обра-
ботка последовательностей проводилась при по-
мощи программы Qiime (Caporaso et al., 2010) и
включала в себя демультиплексирование и филь-
трацию химер. Последовательности c уровнем
сходства >98% объединяли в операционные так-

сономические единицы (OTE) и идентифициро-
вали с использованием онлайн-ресурса SILVA
(Quast et al., 2014).

Филогенетический анализ последовательно-
стей генов 16S рРНК выделенных штаммов про-
водили с использованием программы BLAST сер-
вера NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/). Для вы-
равнивания последовательностей использовали
программу Clustal X (Thompson et al., 1997). Для
построения деревьев использовали программу
TREECONW (Van de Peer, De Wachter, 1994).

Последовательности генов 16S рРНК штаммов
17-50, 5-8-5 и 4-11 были депонированы в Генбанк
под номерами MH456877, MH456878 и MH456879
соответственно. Библиотека фрагментов гена 16S
рРНК микроорганизмов накопительной культу-
ры f245D депонирована в NCBI SRA под номером
SRP144671.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Филогенетическое разнообразие культуры бро-
дильных бактерий из пластовой воды низкотемпе-
ратурного нефтяного месторождения. Накопитель-
ные культуры бродильных бактерий f245D, f5454
и f5452, полученные путем посева пластовой воды
из добывающих скважин 245Д, 5454 и 5452 на сре-
ду с пептоном и глюкозой, содержащую 5 и 40 г
NaCl/л, охарактеризовались обильным ростом в
среде с большей соленостью. Культуры продуци-
ровали 400, 1750 и 1844 мг ацетата/л среды; при
этом pH среды снижали с 7.0 до 5.0, 5.6 и 5.4 соот-
ветственно. В газовой фазе всех трех культур было
зарегистрировано образование молекулярного
водорода и углекислоты. В жидкой среде культура
f245D накапливала большую биомассу и росла в
виде слизистых нитей, заполненных многочис-
ленными газовыми пузырьками, которые обеспе-
чивали их вертикальный рост (рис. 1а). Образую-
щийся газ скапливался внутри биопленок в виде
окруженных слизью пузырьков (рис. 1б). При
микроскопировании жидкой среды отмечено
большое морфологическое разнообразие накопи-
тельных культур, содержащих палочковидные,
вибриоидные и кокковидные клетки, тогда как в
биопленках преобладали кокковидные клетки раз-
ного размера, морфологически напоминающие
сферохет (рис. 1в) (Troshina et al., 2015).

Одна из первичных накопительных культур –
f245D, полученная в среде с соленостью 40 г
NaCl/л, была исследована методом высокопроиз-
водительного секвенирования V3–V4 региона ге-
на 16S рРНК, что позволило выявить уникальное
микробное сообщество. С помощью онлайн-ре-
сурса SILVA показано, что все полученные
10000 фрагментов генов 16S рРНК принадлежали
представителям домена Bacteria. В состав библио-
теки входили 43 операционные таксономические
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единицы (филотипы) с уровнем сходства более
98%, таксономическое разнообразие которых
представлено в табл. 1. В библиотеке численно пре-
обладали последовательности бактерий филума Fir-
micutes (88% от общего числа последовательностей),
принадлежащие Halanaerobium praevalens (37%), Ab-
yssivirga alkaniphila (32%) и Arctic bacterium NP25
(19%); филум Epsilonproteobacteria был представ-
лен последовательностями Arcobacter marinus
(11%). Бактерии H. praevalens и A. alkaniphila явля-
ются облигатными анаэробами, сбраживающими
сахара, белки и/или аминокислоты при повы-
шенной солености среды (Zeikus et al., 1983;
Schouw et al., 2016). Бактерии рода Halanaerobium
распространены в нефтяных пластах, они спо-
собны восстанавливать тиосульфат с образовани-
ем сероводорода, сбраживая полисахаридные по-

лимеры, нагнетаемые в нефтяной пласт (Liang
et al., 2016). Бактерия A. alkaniphila растет на н-ал-
канах нефти с длиной цепи C5–C25 в присутствии
тиосульфата как акцептора электронов или син-
трофно с водород-использующим метаногеном
Methanothermococcus okinawensis (Schouw et al.,
2016). Органотрофная бактерия A. marinus спо-
собна расти аэробно и микроаэробно при мор-
ской солености среды. Минорные филотипы бы-
ли представлены анаэробными бактериями родов
Sphaerochaeta и Geotoga, факультативно анаэроб-
ной органотрофной бактерией Enterobacter xiang-
fangensis и аэробными Pseudomonas plecoglossicida и
Aquabacterium commune.

Выделение чистых культур бродильных бакте-
рий и их идентификация. Из накопительных куль-
тур f245D, f5454 и f5452 были выделены, соответ-

Рис. 1. Рост накопительной культуры f245D бродильных бактерий в среде с пептоном и глюкозой в виде слизистых ни-
тей (а) и биопленок (б), заполненных газовыми пузырьками, и морфологическое разнообразие клеток в биопленках,
демонстрирующее преобладание кокковидных клеток, напоминающих сферохет (в).

(а) (б) (в)

Таблица 1. Таксономическое разнообразие представителей домена Bacteria в накопительной культуре бродиль-
ных бактерий f245D, определенное на основании высокопроизводительного секвенирования ампликонов гена
16S рРНК (V3–V4 регион)

Филум, ближайший культивируемый родственник
(% сходства генов 16S рРНК) % от количества последовательностей в библиотеке

Доминантные филотипы (>1% от общего количества последовательностей)
Firmicutes, Halanaerobium praevalens (99) 37
Firmicutes, Abyssivirga alkaniphila (99) 32
Firmicutes, Arctic bacterium NP25 (97) 19
Epsilonproteobacteria, Arcobacter marinus (98) 11

Минорные филотипы (<1% от общего количества последовательностей)
Thermotogae, Geotoga subterranea (100) 0.8
Betaproteobacteria, Aquabacterium commune (99) 0.01
Gammaproteobacteria, Pseudomonas plecoglossicida (99) 0.01
Gammaproteobacteria, Enterobacter xiangfangensis (99) 0.01
Spirochaetes, Sphaerochaeta globosa (97) 0.03
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ственно, три чистые культуры – штаммы 4-11,
5-8-5 и 17-50. Все штаммы были представлены
клетками кокковидной формы диаметром 1–3 мкм
и проявляли плеоморфный рост. Хотя плеоморф-
ные клетки присутствовали в культурах бродиль-
ных бактерий, растущих в присутствии 5 и 40 г
NaCl/л, в среде с меньшей соленостью было про-
ще избавиться от сопутствующей микробиоты.
Последовательности генов 16S рРНК новых изо-
лятов имели 99.5–100% сходства между собой и
99.2–99.8% сходства с фрагментом гена (OTU-
f245d) из библиотеки накопительной культуры
f245D. Таким образом, оказалось возможным вы-
делить в чистую культуру минорный компонент,
доля которого не превышала 0.03% в составе со-
общества накопительной культуры. Высокий
уровень сходства генов 16S рРНК (99–100%) но-
вых штаммов был обнаружен также с геном Spiro-
chaeta sp. MET-E из нефтяного пласта (Конго) и
клонированными последовательностями генов
некультивируемых спирохет, полученных при ис-
следовании бактериальных сообществ нефтяных
пластов (Dahle et al., 2008; Pham et al., 2009). Та-
ким образом, представители семейства Spirochae-
taceae, близкородственные выделенным нами
штаммам, широко распространены в экосисте-
мах нефтяных пластов.

На филогенетическом дереве (рис. 2) последо-
вательности генов 16S рРНК штаммов 4-11, 5-8-5
и 17-50 располагались в кластере генов бактерий
рода Sphaerochaeta и имели 97.2–98.0% сходства с
генами ближайших видов Sphaerochaeta associata
GLS2T и Sphaerochaeta globosa BuddyT (Ritalahti
et al., 2012; Troshina et al., 2015). Низкий уровень
сходства с генами бактерий рода Sphaerochaeta
свидетельствует о принадлежности выделенных
штаммов к новому виду этого рода.

Род Sphaerochaeta относится к семейству Spiro-
chaetaceae и включает анаэробные мезофильные,
нейтрофильные бактерии с бродильным типом
метаболизма (Ritalahti et al., 2012). В настоящее
время род представлен четырьмя видами –
Sphaerochaeta associata, S. coccoides, S. globosa и
S. pleomorpha (Dröge et al., 2006; Ritalahti et al.,
2012; Abt et al., 2012; Troshina et al., 2015). Предста-
вители рода – это свободноживущие неподвиж-
ные бактерии преимущественно кокковидной
формы. Отличительной особенностью рода явля-
ется отсутствие в геноме представителей генов, ко-
дирующих характерный для спирохет жгутиковый
аппарат, а также пенициллинсвязывающих бел-
ков, придающих жесткость бактериальной клеточ-
ной стенке и способствующих устойчивости
Sphaerochaeta к β-лактамным антибиотикам (на-
пример, ампициллину). Предположительно, с
этим связана и сферическая форма клеток. Дру-
гой особенностью сферохет является наличие
крупных генных кластеров, характерных для
представителей порядка Clostridiales, кодирую-

щих белки метаболических путей, в частности,
углеводного метаболизма. Бактерии рода Sphaero-
chaeta встречаются в местообитаниях с анаэроб-
ными условиями, в том числе, в пресноводных
осадочных отложениях, кишечнике термитов,
метаногенных реакторах, в нефтяных пластах.

Филогенетический анализ генов 16S рРНК и
ростовые эксперименты показали, что штаммы
4-11, 5-8-5 и 17-50 практически идентичны, по-
этому штамм Sphaerochaeta sp. 4-11 был выбран
для дальнейших исследований в качестве репре-
зентативного штамма. Наилучший рост штамма
4-11 наблюдали при 35°С и pH 6.0–6.5, близких
таковым S. coccoides SPN1T и S. globosa BuddyT

(табл. 2) (Abt et al., 2012). Штамм 4-11 рос в широ-
ком интервале солености среды, с оптимумом 1%
NaCl; в присутствии 1 и 80 г/л NaCl рост не на-
блюдался, что позволяет отнести штамм к группе
слабо галофильных бактерий. Штамм 4-11 сбра-
живал ряд углеводов (табл. 2, 3), снижая pH среды
с 7.0 до 4.8–5.0. Рост культуры на сахарозе, галак-
тозе и трегалозе сопровождался образованием
крупных пузыревидных плеоморфных структур,
ассоциированных с кокками разного диаметра.
Продуктами брожения мальтозы были ацетат,
пропионат и иногда изопропанол, в газовой фазе
накапливались СО2 и Н2. Сульфат, тиосульфат
или нитрат, внесенные в среду в качестве акцеп-
торов электронов, не стимулировали рост штам-
ма на мальтозе и продукты их восстановления
(H2S,  и N2) не были обнаружены.

Исследовано отношение штамма 4-11 к сырой
нефти. Культивирование штамма в стационар-
ном режиме в жидкой среде с сырой девонской
нефтью в течение 145 сут в отсутствие других суб-
стратов не позволило выявить его рост (хроматогра-
фические данные не представлены). Обогащение
среды с нефтью дополнительным источником угле-
рода (сахарозой) и/или фумаратом, используемым
для активации анаэробного окисления н-алканов,
стимулировало рост культуры и сопровождалось
увеличением продуктов метаболизма (табл. 3). От-
метим, что фумарат не использовался штаммом в
качестве источника углерода, но стимулировал
его рост в среде с сахарозой (табл. 3), что выража-
лось в замене ацетата на изопропанол в составе про-
дуктов брожения, увеличении содержания углекис-
лоты в газовой фазе с 13.2 до 25.1%; концентрация
молекулярного водорода почти не изменялась (10.8
и 10.5%). Таким образом, распространение сферо-
хет в нефтяном пласте зависит от других компонен-
тов микробного сообщества, способных воздей-
ствовать на нефть. Вероятно, сферохеты потреб-
ляют продукты биодеградации нефти, участвуют
в формировании биопленок и поставляют моле-
кулярный водород метаногенам и другим компо-
нентам сообщества. Учитывая, что при брожении
сферохеты накапливают продукты (ацетат, пропи-

2NO−
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Рис. 2. Филогенетическое дерево бактерий семейства Spirochaetaceae, основанное на анализе последовательностей ге-
нов 16S рРНК типовых штаммов видов рода Spaerochaeta и некоторых других родов, новых штаммов, выделенных из
нефтяных пластов, а также ближайших к ним клонированных последовательностей некультивируемых сферохет из
GenBank. Дерево построено с использованием алгоритма neighbor-joining (в качестве внешней группы использована
последовательность Escherichia coli). Масштаб показывает эволюционное расстояние, соответствующее 5 заменам на
каждые 100 нуклеотидов. Цифрами показана достоверность ветвления на основании “bootstrap”-анализа 100 альтер-
нативных деревьев (значимыми признаются значения больше 85%).
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Таблица 2. Диагностические признаки Sphaerochaeta sp. 4-11 и типовых штаммов известных видов рода Sphaerochaeta

Обозначения: Н.д. – нет данных; “+” – положительный результат; “–” – отрицательный результат; “(+)” – слабый рост.

Признак Штамм 4-11
S. associata

GLS2T
S. globosa
BuddyT

S. pleomorpha 
Grapes T

S. coccoides
SPN1T

Размер клеток, мкм 1–3 0.2 × 1.2–2(4) 0.5–1.2 0.8–2 0.5–2
Тmin/opt/max, °С 20/35/40 20/30–34/40 20/30/37 15/20–25/30 15/30/40

pH, opt 6.0–6.5 6.8–7.5 6.5–7.5 6.5–7.5 7.4
NaCl, opt, г/л 10–15 1–2 1 1 1
Г + Ц, мол. % Н.д. 47.2 46.5 ± 0.4 48.1 ± 1.1 56.6–57.4
Источники углерода:

D-галактоза + + + + –
D-фруктоза + – + + Н.д.
D-ксилоза + + + + +
Cахароза + (+) + + Н.д.
Мальтоза + + + – +
Рафиноза + + + + Н.д.
Арабиноза + + (+) (+) +
Целлобиоза +/– + Н.д. Н.д. +
D-Глюкоза – (+) + + –
Лактоза – (+) + – Н.д.
Лактат – + Н.д. Н.д. –
Крахмал – (+) + + Н.д.
Дрожжевой экстракт – – Н.д. Н.д. +
Ацетат – – Н.д. Н.д. Н.д.
Пропионат – – Н.д. Н.д. Н.д.
Ксилан – – – Н.д. –
Фумарат – – Н.д. Н.д. Н.д.
Пируват – – Н.д. Н.д. –
Бензоат Н.д. – Н.д. Н.д. Н.д.

Продукты брожения:
Ацетат + Н.д. Н.д. + +
Формиат – Н.д. Н.д. + +
Этанол – Н.д. Н.д. + +
Изопропанол + Н.д. Н.д. – –
СО2/Н2 + Н.д. Н.д. – –

Акцепторы электронов:
Сульфат – – – – Н.д.
Тиосульфат – – – – Н.д.
Фумарат + (сахароза) – – – Н.д.
Нитрат – – – – Н.д.
Fe(III) + (ксилоза) – – Н.д.

Источник выделения Нефтяной пласт Синтрофная 
ассоциация

Анаэробные осадки реки Кишечник
термитов

Ссылка Настоящая 
работа

Troshina
et al., 2015

Ritalahti et al., 2012 Dröge
et al., 2006
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онат или изопропанол) в невысокой концентра-
ции, сложно надеяться на большой биотехнологи-
ческий потенциал этой малочисленной группы
прокариот. Вероятно, в накопительных культурах
за образование большого количества ацетата от-
вечали доминирующие компоненты сообщества,
которые в ходе настоящей работы не были выде-
лены. Присутствие сферохет в накопительной
культуре f245D, полученной в среде с соленостью
40 г NaCl/л, совместно с галофильной бактерией
Halanaerobium praevalens и галотолерантными Ab-
yssivirga alkaniphila и Arcobacter marinus обусловле-
но галотолерантностью сферохет. Способность
штамма 4-11 к росту в присутствии 5–80 г NaCl/л
является его основным фенотипическим отличи-
ем от S. associata GLS2T, S. globosa BuddyT и S. coc-
coides SPN1T, характеризующихся ростом в слабо-
минерализованной среде (1–2 г/л) (табл. 2).

Ряд диагностических признаков штамма
Sphaerochaeta sp. 4-11, приведенных в табл. 2, поз-
воляет дифференцировать штамм от других видов
рода Sphaerochaeta. Штамм 4-11, как и представи-
тели филогенетически близких видов S. associata
и S. globosa, сбраживал моно-, олиго- и полиса-
хариды. От бактерии S. associata штамм 4-11 от-
личался отсутствием роста в средах с глюкозой,
лактозой, лактатом (Troshina et al., 2015). Необ-
ходимы дальнейшие фенотипические и геном-
ные исследования выделенных галотолерантных
штаммов рода Sphaerochaeta для определения их
таксономического положения и функциональ-
ной роли в микробном сообществе нефтяного
пласта.

Авторы выражают благодарность А.Ю. Мерке-
лю (ФИЦ Биотехнологии РАН) за выполнение
работы по высокопроизводительному секвениро-
ванию генов 16S рРНК культуры бродильных
бактерий. Исследование выполнено при под-
держке Российского научного фонда (проект
№ 16-14-00028).
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Bacteria of the Genus Sphaerochaeta 
from Low-Temperature Heavy Oil Reservoirs (Russia)
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Abstract—Fermenting bacteria are usual components of oilfield microbial communities. Since pure cultures
of fermenting bacteria utilize carbohydrates and do not grow on oil, their diversity and relationships in the
community are of great interest. In the present work, enrichment and pure cultures of fermenting bacteria ob-
tained from formation water of Russian low-temperature oilfields were studied. High-throughput sequencing
of the V3–V4 region of the 16S rRNA gene was carried out for an enrichment culture. The library was found
to contain the genes of anaerobic bacteria of the genus Halanaerobium, which are capable of growth on poly-
saccharides with thiosulfate reduction to sulfide, as well as the genes of Abyssivirga alkaniphila, which grows
on C5–C25 n-alkanes of oil with thiosulfate as an electron acceptor or in a syntrophic association with hy-
drogenotrophic methanogens. Members of the genus Sphaerochaeta were minor components of the commu-
nity. Three strains (4-11, 5-8-5, and 17-50) were isolated from enrichment cultures. The isolates were anaer-
obic mesophilic halotolerant bacteria, which fermented a number of carbohydrates and grew as biofilms. The
16S rRNA gene sequences of the new strains exhibited 99.5–100% similarity between each other and 97.2–
98.0% similarity to the sequences of the most closely related species Sphaerochaeta associata and Sphaeroch-
aeta globosa, which indicated their affiliation to a new Sphaerochaeta species. The products of maltose fer-
mentation were acetate, propionate, СО2, Н2, and sometimes iso-propanol. The strains did not grow on
crude oil. In oilfields Sphaerochaeta species probably consume the products of oil biodegradation by other
microorganisms, are involved in biofilms formation, and provide H2 for methanogens and other components
of the community.

Keywords: oilfields, fermenting bacteria, high-throughput sequencing, the 16S rRNA gene, Sphaerochaeta
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ОПИСАНИЕ НОВОГО ВИДА АНАММОКС-БАКТЕРИИ
“CANDIDATUS JETTENIA ECOSI”
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Новая анаммокс-бактерия выявлена в микробном сообществе лабораторного вертикального анаэ-
робного проточного биореактора с восходящим потоком среды (up-flow) и иммобилизацией био-
массы на ершовом носителе, функционирующем в течение пяти лет на минеральной среде. Реактор
был инокулирован активным илом из денитрификатора станции очистки хозяйственно-бытовых
сточных вод в долине реки Мзымта (Краснодарский край, Россия). При постоянном увеличении
концентрации субстратов роста (  и ) в реакторе за пять лет развилось микробное сообще-
ство, в состав которого входит новый вид анаммокс-бактерий. Особенностью нового вида является
стабильная активность в широком диапазоне суммарной концентрации субстратов аммония и нит-
рита в среде реактора от 0.02 до 5.6 г N/л и рН от 7.2 до 8.8, а также в микроаэрофильных условиях
при содержании 3% кислорода в газовой фазе. Температурный оптимум составляет 30°С. Время
удвоения биомассы физиологически активных анаммокс-бактерий 13 сут. Клетки новой бактерии
диаметром около 1 мкм обладают типичной для анаммокс-бактерий ультраструктурой, имеют тен-
денцию к прикрепленному росту и формированию биопленок. В мембранах клеток новой анаммокс-
бактерии выявлены ладдерановые липиды. По результатам филогенетического анализа нуклеотид-
ных последовательностей гена 16S рРНК, новая бактерия отнесена к роду-кандидату “Candidatus Jet-
tenia” филума Planctomycetes, и для нее предложено название “Candidatus Jettenia ecosi” sp. nov.

Ключевые слова: анаммокс-бактерии, анаэробное окисление аммония, описание, “Candidatus Jette-
nia ecosi” sp. nov., ладдерановые липиды, очистка сточных вод
DOI: 10.1134/S0026365618060058

Анаммокс-бактерии ‒ группа микроорганиз-
мов, осуществляющих процесс анаэробного окис-
ления аммония нитритом (анаммокс). Ни один из
видов анаммокс-бактерий не выделен в чистую
культуру. Все они описаны в статусе кандидатов
(Candidatus) на принадлежность к новым видам в
соответствии с рекомендациями международной
комиссии по номенклатуре бактерий (Sneath,
1990; Murray, Stackebrandt, 1995).

По данным “List of Prokaryotic Names with
Standing in Nomenclature” (Euzeby, 1997), на сего-
дняшний день известно 14 валидных видов-кан-
дидатов анаммокс-бактерий, принадлежащих к
5 родам. В большинстве антропогенных и при-
родных экосистем наблюдается сосуществование
двух и более видов анаммокс-бактерий.

Род “Candidatus Jettenia” был впервые описан в
2008 году (Quan et al., 2008) и на сегодняшний

день включает три вида: “Candidatus Jettenia asiat-
ica” (Quan et al., 2008), “Ca. Jettenia moscovienalis”
(Николаев и соавт., 2015) и “Ca. Jettenia caeni” (Ali
et al., 2015). Из всех описанных на сегодняшний
день анаммокс-бактерий, представители рода
“Ca. Jettenia” демонстрируют наименьшую эври-
бионтность (способность существовать в различ-
ных биотопах). Более половины случаев обнару-
жения “Ca. Jettenia sp.” приходится на антропо-
генные экосистемы, такие как биореакторы и
системы очистки сточных вод. Виды этого рода
принадлежит к числу редко встречающихся анам-
мокс-бактерий, по сравнению, например, с более
эврибионтными видами рода “Candidatus Broca-
dia” (Sonthiphand et al., 2014). Бактерии рода
“Ca. Jettenia” устойчивы к постоянной аэрации,
обычно являющейся сильным ингибитором
анаммокс-процесса (Long et al., 2013). Также они
демонстрируют устойчивость к высоким нагрузкам

4NH+
2NO−

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ
СТАТЬИ
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по азотным субстратам. Бактерии “Ca. Jettenia asiat-
ica” способны в течение длительного времени су-
ществовать даже в реакторах, очищающих сточные
воды с содержанием нитрита более 1 г/л, осуществ-
ляя процесс анаммокс с эффективностью 86% (Ren
et al., 2014).

Для биотехнологии большой интерес пред-
ставляет поиск новых видов анаммокс-бактерий,
способных одинаково эффективно и стабильно
осуществлять процесс анаммокс в условиях как
высоких, так и низких нагрузок по субстратам и
значений кислотности среды. Такие микроорга-
низмы могут быть использованы для эффектив-
ной очистки стоков различного происхождения и
состава, содержащих как высокие, так и средние
концентрации азотсодержащих веществ, что в на-
стоящее время является исключительно важной
прикладной задачей (Каллистова и соавт., 2016).
Не менее важной задачей является и поиск видов
анаммокс-бактерий, устойчивых к аэрации, по-
скольку в основе наиболее эффективных современ-
ных биологических систем очистки стоков лежит
принцип сосуществования в одном реакторе нитри-
фицирующих и анаммокс-бактерий в условиях по-
ниженной аэрации или чередования аэробных и
анаэробных фаз (van Kessel et al., 2018).

Исследуемое в настоящей работе микробное
сообщество было накоплено в течение длитель-
ного (более 5 лет) культивирования на минераль-
ной среде в проточных условиях в лабораторном
биореакторе с восходящим током среды через
слой активного ила (up-flow), снабженном ершо-
вым носителем для прикрепления и равномерно-
го распределения биомассы анаммокс-бактерий
по высоте реактора. Реактор был инокулирован
активным илом из денитрификатора одной из
станций очистки хозяйственно-бытовых сточных
вод “БХ-ЭКОС” в долине реки Мзымта (Красно-
дарский край) в вахтовых поселках строителей
комбинированной автомобильно-железной до-
роги, соединяющей Адлер с поселками Красная
поляна и Роза-хутор. Величина химического по-
глощения кислорода (ХПК) инокулята составля-
ла не более 200 мг/л. Вывод на рабочий режим и
работа лабораторного реактора подробно описа-
ны в работе Ножевниковой и соавт. (2012). В ла-
бораторном биореакторе микробное сообщество

формирует биопленки-гранулы диаметром до
15 мм в осадке на дне биореактора и до 2‒3 мм на
волокнах ершей-носителей, а также плоские
биопленки-обрастания на стенках реактора из
оргстекла (Botchkova et al., 2014).

Элективные условия в биореакторе способ-
ствуют накоплению преимущественно анам-
мокс-бактерий и препятствуют развитию других
групп микроорганизмов, в частности, гетеротро-
фов-денитрификаторов: отсутствие аэрации; от-
сутствие органических соединений в подаваемой
в реактор питательной среде; высокая нагрузка по
субстратам, аммонию и нитриту, содержащихся в
среде в соотношении 1 : 1.23 (в сумме до 8.5 г N/л
в сутки). Свежая среда поступает в реактор не по-
стоянно, а циклами по 6 мин каждые полтора ча-
са. Присутствие полимерного носителя создает
возможность для прикрепленного роста анам-
мокс-бактерий, что является для них предпочти-
тельным, а также задерживает биопленки-грану-
лы и предотвращает нежелательное вымывание
медленно растущей биомассы анаммокс-бакте-
рий из реактора. Благодаря конструкции и режи-
му работы биореактора (вертикальная вытянутая
форма, подача среды снизу, отсутствие активного
перемешивания, наличие ершового носителя для
иммобилизации биомассы), по его высоте фор-
мируются стратифицированные условия, что
подтверждается тем, что в нижней части реактора
(0‒15 см) выше концентрация субстратов и ниже
рН, и наоборот, в верхней части реактора концен-
трация субстратов ниже, а рН выше. В табл. 1
приведены значения концентраций субстратов в
пробах из верхней и нижней частей реактора в пе-
риод работы реактора с 1910 по 2065 сутки. Видно,
что сообщество нижней части реактора удаляет
значительную часть субстратов из среды, однако
окончательная очистка осуществляется благода-
ря сообществу средней и верхней части реактора.
Величины рН также различаются весьма значи-
тельно.

К началу второго года с момента запуска био-
реактора, в состав микробного сообщества входи-
ли анаммокс-бактерии, принадлежавшие к трем
филотипам (Botchkova et al., 2014). По данным
клонирования и секвенирования последователь-
ностей гена 16S рРНК, доминирующая группа,

Таблица 1. Сравнение условий в верхней и нижней частях реактора к 5 году культивирования микробного сооб-
щества (средние значения)

рН

Концентрация 
растворенного 

кислорода, 
мг/л

Концентрация 
аммонийного 

азота, мг

N-N /л

Удаленный 
аммонийный 

азот, мг

N-N /л

Концентрация 
нитритного 

азота, мг

N-N /л

Удаленный 
нитритный 

азот, мг

N-N-N /л

Нижняя часть реактора 7.2 2.88 400 ± 15 355 ± 15 400 ± 20 385 ± 17
Верхняя часть реактора 8.8 1.36 45 ± 5 10 ± 5 15 ± 2 5 ± 2

4H+
4H+

2O−
2O−
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составлявшая 48% от общего числа клонов, вклю-
чала 42 клона очень близких между собой (более
99.5% сходства). Этот филотип имеет сходство
98% с ранее описанными анаммокс-бактериями
“Ca. Jettenia asiatica”. Две других группы пред-
ставляли собой минорный компонент сообще-
ства и включали каждая по 1 клону: группа 2 имела
96% сходство с “Ca. Brocadia fulgida”, группа 3 – 96%
сходство с “Ca. Brocadia caroliniensis”. Две минор-
ные группы присутствовали лишь в нижней части
реактора, а доминирующий филотип был обнару-
жен в пробах по всей высоте реактора (Botchkova
et al., 2014).

Целью данной работы было исследовать фи-
зиологические, морфологические, филогенети-
ческие характеристики анаммокс-бактерий био-
реактора для их описания как кандидата на при-
надлежность к новому виду анаммокс-бактерий.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Культивирование. Для накопления биомассы
использовали вертикальный анаэробный up-flow
биореактор, функционирующий на минеральной
среде при температуре 30°С. Биореактор пред-
ставляет собой квадратную в сечении (квадрат со
сторонами 5 см) колонку из оргстекла высотой
30 см, снабженную по высоте пробоотборника-
ми. Рабочий объем реактора составляет 0.8 л. Све-
жая среда подается в нижнюю часть реактора с
помощью перистальтического насоса. Состав
среды для культивирования (г/л): NaHCO3 – 0.9;
MgSO4 · 7H2O – 0.12; CaCl2 · 7H2O – 0.18; KH2PO4 –
0.027; 1 мл/л раствора микроэлементов (г/л):
ЭДТА – 1.5; H3BO3 – 0.004; СоCl2 · 4H2O – 0.078;
ZnSO4 – 0.128; MnCl2 · 4H2O – 0.324, CuCl2 –
0.051; Na2MoO4 – 0.009; NiCl2 · 6H2O – 0.057;
Na2SeO3 – 0.034. В качестве субстратов для анам-
мокс-процесса в среду добавляли хлористый ам-
моний и нитрит натрия в молярном соотношении
1 : 1.32. Суммарная нагрузка по азотным субстра-
там, аммонию и нитриту не оставалась неизмен-
ной на протяжении всего периода работы реакто-
ра: в период с 30 по 1060 сутки удельную нагрузку
постоянно увеличивали с 0.09 до 8.5 г N/л в сут;
pH среды поддерживали в пределах 7.6–7.8.

Химические анализы. Концентрацию аммония
и нитрита измеряли спектрофотометрически с
использованием спектрофотометра Hach Lange
DR 5000 (“Hach”, Германия):  ‒ фотометри-
чески с реактивом Несслера,  ‒ фотометри-
чески с реактивом Грисса, а также фотометриче-
ски с помощью метода, основанного на восста-
новлении сульфатом железа нитрит-иона до
оксида азота (I), по стандартным методикам про-
изводителя. Значение рН измеряли с помощью
рН-метра HANNA рН-211 (“Hanna Instruments”,

4NH+

2NO−

Германия). Концентрацию растворенного кисло-
рода в реакторе измеряли при помощи портатив-
ного кислородомера Seven2Go Pro, оснащенного
датчиком InLab OptiOX (“Mettler Toledo”, Швей-
цария).

Содержание N2 и N2O в газовой фазе опреде-
ляли хроматографически с использованием газо-
вого хроматографа Кристалл 5000.2 (ЗАО “Хро-
матек”, Россия). В качестве сорбента для опреде-
ления N2 использовали цеолит NaX 60/80 меш, а
для определения N2O ‒ Porapak Q 80/100 меш.
Длина стальной колонки составляла 3 м, внутрен-
ний диаметр ‒ 2 мм, температура колонки ‒ 60°С,
температура испарителя ‒ 200°С, ДТП – 200°С,
расход газа-носителя аргона – 25 мл мин–1.

Массу сухого вещества измеряли гравиметри-
чески высушиванием при 105°C в течение 24 ч.
Зольный остаток (неорганическое вещество)
определяли при сжигании сухого образца в му-
фельной печи до постоянной массы при 650°С.
Органическое вещество (ОВ) вычисляли как раз-
ницу по массе между массой беззольного веще-
ства и сухого остатка.

Исследование физиологии анаммокс-бактерий.
Опыты по определению оптимума температуры и
рН и изучение активности процесса анаммокс
при разных начальных концентрациях субстратов
и в присутствии кислорода проводили по методи-
кам, описанным ранее (Dapena-Mora et al., 2007;
Николаев и соавт., 2015), путем периодического
культивирования в стеклянных флаконах объе-
мом 30 мл с резиновыми пробками и металличе-
скими колпачками. Объем жидкой фазы составил
20 мл. В каждый флакон вносили по 1 г сырой
биомассы (32 мг органического вещества) из про-
точного анаммокс-реактора и продували арго-
ном. Каждый эксперимент ставили в 3-х повтор-
ностях. Культивирование проводили при 30°С на
среде того же состава, что и среда для культивиро-
вания анаммокс-бактерий в биореакторе. Сум-
марная концентрация аммонийного и нитритно-
го азота в экспериментах по определению опти-
мума температуры и рН и исследованию влияния
кислорода составила 600 мг N/л. В экспериментах
по определению активности процесса анаммокс
при разных начальных концентрациях субстратов
содержание аммонийного и нитритного азота для
экспериментов с низкой, средней, высокой и
сверхвысокой начальной концентрацией азотных
субстратов составляли, соответственно: 45 мг
N- /л и 80 мг N- , 190 мг N- /л и
215 мг N- , 330 мг N- /л и 350 мг N- ,
1930 мг N- /л и 1620 мг N- /л. В экспери-
ментах по определению оптимального рН для диа-
пазона значений от 4.5 до 5.5 к среде добавляли
ацетатный буфер, содержавший 0.5 N СН3СООН и
0.5 N СН3СООNa. Для рН от 6.0 до 7.5 добавляли

4NH+
2NO−

4NH+

2NO−
4NH+

2NO−

4NH+
2NO−
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фосфатный буфер, содержавший 0.2 М KH2PO4 и
0.2 M Na2HPO4. Для рН от 8 до 9 добавляли буфер
tris-HCl, содержавший 0.2 М трис-(оксиметил)-
аминометан и 0.1 N HCl. При исследовании вли-
яния аэробных условий на процесс анаммокс во
флаконы после продувки их аргоном вносили при
помощи шприца воздух в количестве, при кото-
ром в газовой фазе флаконов содержалось 1, 3, 5,
10, 21 объемных % кислорода. При этом для со-
здания в газовой фазе начальной концентрации
кислорода 21 об. %, флаконы аргоном не продува-
ли и закрывали в атмосфере воздуха.

Удельную активность биомассы выражали в
ммоль N2, образованных 1 г органического веще-
ства (ОВ) биомассы за 1 ч (ммоль N/(г ОВ ч)) или
в ммоль N аммония и нитрита, потребленных 1 г
органического вещества (ОВ) биомассы за 1 ч
(ммоль N/(г ОВ ч)).

Определение скорости роста в проточном биоре-
акторе в условиях увеличения нагрузки по основ-
ным субстратам. Для определения скорости роста
анаммокс-бактерий биореактора в проточных
условиях пользовались ранее описанным мето-
дом (Николаев и соавт., 2015). Активность анам-
мокс-бактерий считали пропорциональной ско-
рости потребления аммония и нитрита при росте
в проточном биореакторе. Скорости потребления
аммония и нитрита рассчитывали по скорости
снижения концентраций этих соединений. Опре-
деление проводили в условиях отсутствия лими-
тирования по субстратам. Для того чтобы анаммокс-
бактерии не были лимитрованы по субстрату, из ре-
актора с биомассой, плотно обросшей ершовый но-
ситель, была удалена часть биомассы (перенесена в
другой реактор). С оставшейся биомассой был по-
ставлен эксперимент по определению скорости ро-
ста. Удельную нагрузку по азоту в реакторе увеличи-
вали, начиная с 800 мг N · л–1 · сут–1, и поддержива-
ли в течение эксперимента по определению
скорости потребления азотных субстратов на та-
ком уровне, который превышал скорость потреб-
ления азота примерно в 2‒2.5 раза. Культивиро-
вание продолжалось в течение 37 сут при темпе-
ратуре 30–31°C и рН исходной среды 7.5–7.8.

Микроскопия. Фазово-контрастную и эпифлу-
оресцентную микроскопию проводили с исполь-
зованием микроскопа Zeiss Lab.A1 (“CarlZeiss”,
Германия), с цифровой камерой AxioCamHR cо
светофильтром Zeiss 20 для Cy3-меченых зондов
для флуоресцентной гибридизации in situ (FISH).
Ультраструктурную организацию анаммокс-бак-
терий исследовали с помощью трансмиссионно-
го электронного микроскопа JEM 100С марки
“JEOL” (Япония). Для приготовления ультратон-
ких срезов клеток образцы фиксировали 2.5%
глутаровым альдегидом, приготовленным на
0.05 М какодилатном буфере (рН 7.0) течение 1 ч
при 4°С. Затем материал трижды отмывали тем же

буфером и дополнительно фиксировали 1% рас-
твором OsO4 в том же буфере в течение ночи при
4°С, докрашивали 3% раствором уранилацетата в
30% этаноле (Kellenberger et al., 1958). После обез-
воживания в возрастающих концентрациях эти-
лового спирта и ацетона материал заключали в
смесь смол эпона и аралдита. Ультратонкие срезы
изготовляли на ультрамикротоме LKB-4800, кон-
трастировали водным уранилацетатом и цитра-
том свинца по методу Рейнольдса (Reynolds, 1963)
и исследовали в электронном микроскопе.

Исследование липидного состава мембран клеток
анаммокс-бактерий. Определение липидного соста-
ва и обнаружение ладдерановых липидов проводи-
лось на базе Центра коллективного пользования
РГУ нефти и газа (НИУ) имени И.М. Губкина ме-
тодом газовой хромато-масс-спектрометрии по
ранее описанной методике (Hopmans et al., 2006),
с некоторыми изменениями. Липиды экстраги-
ровали из лиофилизированной биомассы смесью
метанол‒дихлорметан в соотношении 2 : 1 и по-
лучали из органического слоя упариванием рас-
творителей под током аргона. Изолированные
липиды подвергались либо метилированию мета-
нольным раствором BF3, либо дериватизации
триметилхлоросиланом. Затем модифицирован-
ные липиды растворяли в дихлорметане и анали-
зировали на хромато-масс-спектрометре Trace
GC Ultra DSQ II (“Thermo Scientific”, США), ка-
либровку проводили по стандартным смесям
жирных кислот (“Supelco”), идентификацию со-
единений проводили по базе данных NIST MS
Search 3.0.

Флуоресцентная гибридизация in situ (FISH).
Фиксацию и подготовку образцов для флуорес-
центной гибридизации in situ (FISH) проводили
согласно методике, описанной ранее (Ножевни-
кова и соавт., 2012; Botchkova et al., 2014). Для ги-
бридизации использовали меченый флуорес-
центным красителем Су3 олигонуклеотидный
зонд Amx368 (5'-CCTTTCGGGCATTGCGAA-3'),
специфичный по отношению к анаммокс-планк-
томицетам (Schmid et al., 2003). Процедуру гибри-
дизации проводили при температуре 46ºС по
стандартной схеме (Amann et al., 1990). Синтез
зонда осуществляла компания “Синтол” (Рос-
сия).

Анализ нуклеотидных последовательностей гена
16S рРНК. Известно, что выделение ДНК из кле-
ток анаммокс-бактерий представляет собой не-
простую задачу, поскольку активные гранулы
анаммокс-бактерий имеют ригидную структуру, а
сами клетки состоят из нескольких компартмен-
тов, ограниченных прочными мембранами. Это
затрудняет доступ к ДНК и препятствует ее выде-
лению. Кроме того, проблемы при выделении
ДНК связаны с содержащимися внутри клетки
анаммокс-бактерий интермедиатами анаммокс-
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реакции, в частности, гидразином. Это вещество
крайне реакционноспособно и легко повреждает
молекулу ДНК, что делает невозможной дальней-
шую работу с образцом. По этим причинам, с це-
лью оптимизации выделения ДНК, было решено
предварительно выдержать биомассу некоторое
время в условиях голодания. Отобранные образ-
цы биомассы помещали в пластиковые флаконы
со стерильной средой без добавления субстратов
для анаммокс-процесса и выдерживали при ком-
натной температуре без доступа света в течение
7‒10 сут. Выделение ДНК производили модифи-
цированным методом, описанным ранее (Birnbo-
im, Doly, 1979; Krsek, Wellington, 1999) и успешно
использованным при работе с исследуемыми со-
обществами микроорганизмов. Для амплифика-
ции нуклеотидных последовательностей гена 16S
рРНК использовались следующие планктоми-
цет-специфичные праймеры Pla 46F-1385R
(Schmid et al., 2000). Клоны E. coli были трансфор-
мированы плазмидой pGEM-T с интегрирован-
ными ПЦР-фрагментами. Выделение ДНК из
клонов осуществляли описанным выше методом.
Секвенирование осуществляли методом Сэнгера
(Sanger et al., 1977) c использованием Big Dye Ter-
minator v. 3.1 kit (“Applied Biosystems, Inc.”, США)
на секвенаторе ABI PRIZM 3730 (“Applied Biosyste-
ms, Inc.”, США) согласно рекомендациям произ-
водителя. Полученные последовательности прове-
ряли на отсутствие химерных с помощью сервиса
Find Chimeras (http://decipher.cee.wisc.edu/Find-
Chimeras.html), редактировали и выравнивали с
помощью редактора BioEdit, сравнивали с по-
следовательностями базы данных GenBank с по-
мощью программы NCBI Blast (http://www.nc-
bi.nlm.nih.gov/blast). Сиквенсы с уровнем сход-
ства 97% и выше объединяли между собой в
группы. Для построения филогенетических дере-
вьев (дендрограмм) использовали программу
MEGA 5.2 (Tamura et al., 2011).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Селекция и накопление анаммокс-бактерии 

“Candidatus Jettenia ecosi” в ходе длительного 
культивирования в биореакторе

В результате селекции при длительном про-
точном культивировании в биореакторе удалось
получить активное микробное сообщество, эф-
фективно очищающее воду от азотсодержащих
соединений, аммония и нитрита. Максимальная
достигнутая эффективность удаления азота со-
ставила 96%, что является достаточно высоким
показателем для сообщества лабораторного реак-
тора подобной конструкции (Lotti et al., 2015; Li
et al., 2016). Еще одной важной особенностью яв-
ляется стабильная активность в присутствии зна-
чительного количества растворенного кислорода
(табл. 1), который, как известно, является инги-

битором анаммокс-процесса (van Kessel et al.,
2018). Это, очевидно, связано с тем, что в сообще-
стве биореактора анаммокс-бактерии входят в со-
став биопленок. Ригидная структура биопленки,
а также присутствие других микроорганизмов, в
том числе и аэробных, потребляющих кислород
до того, как он достигнет клеток анаммокс-бакте-
рий, способствуют защите анаммокс-бактерий и
создают возможность для их эффективного функ-
ционирования. По данным флуоресцентной ги-
бридизации in situ (FISH) с зондом amx368, спе-
цифичным по отношению к анаммокс-планкто-
мицетам, большая часть популяции биопленок
состояла из микроколоний коккоидных клеток,
гибридизовавшихся с зондом amx368. Микроко-
лонии и входящие в их состав клетки анаммокс-
бактерий имели сходную морфологию в пробах
как из верхней, так и из нижней частей реактора
и, по визуальной оценке, составляли не менее
70% общей микробной популяции.

Стабильная активность при столь существен-
но различающихся условиях в верхней и нижней
частях реактора (табл. 1) свидетельствует о том,
что анаммокс-бактерии биореактора являются
микроорганизмами, активными в широком диа-
пазоне значений рН и концентраций субстратов в
среде и в присутствии кислорода. По данным се-
квенирования гена 16S рРНК, к началу 5-го года с
момента запуска биореактора ни одна из минор-
ных групп анаммокс-бактерий, присутствовав-
ших в сообществе в первые два года с момента за-
пуска биореактора (Botchkova et al., 2014), не об-
наруживалась в составе сообщества. В пробах как
из верхней, так и из нижней частей реактора при-
сутствовал лишь один филотип анаммокс-бакте-
рий, присутствовавший в составе сообщества и
ранее (номер последовательности в базе данных
GenBank MH220407). Таким образом, в проточ-
ном биореакторе при длительном культивирова-
нии было получено микробное сообщество, обо-
гащенное клетками одного вида анаммокс-бакте-
рий, растущих в широком диапазоне
концентраций субстратов и остающихся стабиль-
ным компонентом сообщества в течение длитель-
ного времени. 

Строение клеток анаммокс-бактерии
“Ca. Jettenia ecosi”

По данным световой и электронной микро-
скопии, клетки анаммокс-бактерий “Ca. Jettenia
ecosi” коккоидной или неправильной формы,
имеют диаметр 0.7‒1 мкм, формируют микроко-
лонии, в которых примерно 20‒30 отдельных
клеток погружены в слой внеклеточного поли-
мерного матрикса, микроколонии объединяются
в гранулы. Клетки анаммокс-бактерий имеют ти-
пичную для этой группы ультраструктуру с отчет-
ливо выделяющейся анаммоксосомой (рис. 2).
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Липидный состав клеточных мембран

Хроматограмма метиловых эфиров жирных
кислот микроорганизмов сообщества биореакто-
ра представлена на рис. 3. Большая часть липидов
представлена насыщенными жирными кислота-

ми нормального (36.8%) и изо-строения (28.6%), а
также мононенасыщенными жирными кислота-
ми (3.6%). Фракция ладдерановых липидов со-
ставляла 19.3%. Эти соединения являются уни-
кальными компонентами клеточных мембран
анаммокс-бактерий; кроме них, ни у каких иных

Рис. 1. Филогенетическое дерево, отражающее положение анаммокс-бактерий “Candidatus Jettenia ecosi” (выделены
жирным шрифтом) относительно известных видов анаммокс-бактерий. Дендрограмма построена путем сравнения
последовательностей длиной 658 нуклеотидов на основании анализа 1000 альтернативных деревьев, алгоритм постро-
ения maximum likelihood.

‘Candidatus Jettenia ecosi’ (KU847471)
‘Candidatus Jettenia moscovienalis’ (KF720711)
‘Candidatus Jettenia caeni’ (AB057453)

‘Candidatus Jettenia asiatica’ (DQ301513)
‘Candidatus Anammoxoglobus propionicus’ (DQ317601)

‘Candidatus Brocadia anammoxidans’ (AF375994)
‘Candidatus Brocadia sinica’ (AB565477)

‘Candidatus Brocadia fulgida’ (DQ459989)
‘Candidatus Brocadia brasiliensis’ (GQ896513)

‘Candidatus Brocadia caroliniensis’ (JF487828)
‘Candidatus Kuenenia stuttgartiensis’ (AF375995)

‘Candidatus Scalindua wagneri’ (AY254882)
‘Candidatus Scalindua brodae’ (AY254883)
‘Candidatus Scalindua sorokinii’ (AY257181)

Planctomyces maris DSM 8797T (AJ231184)
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Рис. 2. Электронная микроскопия ультратонкого среза микроколонии анаммокс-бактерий. Видны отдельные клетки
неправильной формы, погруженные в слой внеклеточного полимерного матрикса. 1 ‒ анаммоксосома. Масштабная
линейка ‒ 1 мкм.
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живых существ они не были обнаружены (Sin-
ninghe Damste´ et al., 2004), поэтому обнаружен-
ные в данном исследовании ладдерановые липи-
ды, по всей видимости, принадлежат анаммокс-
бактериям биореактора. В числе выявленных лад-
дерановых липидов С18-[3]-, С18-[5]-, С20-[3]-,
С20-[5]-ладдерановые кислоты. Подобный со-
став ладдерановых липидов описан для сообще-
ства, включавшего “Ca. Jettenia” и “Ca. Brocadia”,
исходно полученного из заболоченной почвы и
затем накопленного в лабораторном SBR-реакто-
ре (Hu et al., 2011), а также для сообщества анам-
мокс-бактерий термальных источников Кали-
форнии и Невады, включавшего “Ca. Brocadia”,
“Kuenenia” и “Scalindua” (Jaeschke et al., 2009).

Похожая картина наблюдалась и при анализе
липидного состава микробного сообщества, об-
ладающего анаммокс-активностью, в пилотной
установке на Курьяновских очистных сооруже-
ниях Мосводоканала (Козлов и соавт., 2013). Од-
нако в описанной в этой статье пилотной уста-
новке осуществляются процессы аэробной нит-
рификации и анаэробной денитрификации и
анаммокс путем чередования периодов аэрации и
анаэробиоза. Традиционные жирные кислоты
(т.е. не содержащие ладдерановых компонентов)

в этих условиях составляли 95%, а на долю ладде-
рановых липидов приходилось лишь 5%. По-
скольку ладдерановые липиды встречаются лишь
у анаммокс-бактерий, то такое соотношение мо-
жет быть связано с тем, что в сообществе лабора-
торного реактора доля анаммокс-бактерий выше,
чем в пилотной установке, где преобладают де-
нитрифицирующие гетеротрофные бактерии.
Также у микроорганизмов исследуемого биоре-
актора были обнаружены углеводороды изопре-
ноидного состава, в том числе и гопаноиды, кото-
рые часто обнаруживаются в мембранах анам-
мокс-бактерий (Sinninghe Damste et al., 2004), где
они составляют 10.8% от общей фракции липи-
дов. Аналогично, эти же гопаноиды являлись ос-
новными углеводородами в клетках “Ca. Brocadia
anammoxidans”, которые были получены с помо-
щью градиентного центрифугирования и состав-
ляли 99.5% микробной популяции (Sinninghe
Damste et al., 2005).

Скорость потребления субстратов
анаммокс-бактерий в проточных условиях

Кривая зависимости скорости удаления обще-
го минерального азота (аммония и нитрита) от

Рис. 3. Хроматограмма метиловых эфиров жирных кислот микроорганизмов сообщества биореактора: 1 ‒ С18-[5]-лад-
дерановая кислота; 2 ‒ С18-[3]-ладдерановая кислота; 3 ‒ С20-[5]-ладдерановая кислота; 4 ‒ С20-[3]-ладдерановая
кислота; 5 ‒ сквален; 6 ‒ гопан.
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времени (рис. 4) описывается экспоненциальным
уравнением с константой скорости 0.0538 сут–1

(коэффициент корреляции r = 0.97), что соответ-
ствует времени удвоения биомассы физиологиче-
ски активных анаммокс-бактерий в 13 сут. Этот
результат сравним с имеющимися в литературе
данными по времени удвоения анаммокс-бакте-
рий, которое составляет 12‒30 сут (Strous et al.,
1998), и выше, чем данные Hu et al., 2011, получен-
ные для накопительной культуры двух видов
анаммокс-бактерий, филогенетически наиболее
близких к “Ca. Jettenia asiatica” и “Ca. Brocadia
fulgida” (27 сут).

Исследование физиологии анаммокс-бактерий
“Ca. Jettenia ecosi”

Потребление азотных субстратов при периоди-
ческом культивировании. Для эксперимента по
изучению потребления субстратов при периодиче-
ском культивировании были выбраны три вариан-
та начальных концентраций (низкие, высокие и
сверхвысокие) субстратов, аммония и нитрита
(рис. 5). Низкие (45 мг N- /л и 80 мг N- /л)
и высокие (190 мг N- /л и 215 мг N- ) зна-
чения концентрации близки к концентрации суб-
стратов в среде для культивирования в биореакторе
в первые 2 года функционирования биореактора.
Таким образом, к моменту проведения экспери-
ментов по периодическому культивированию био-
масса была уже адаптирована к подобным нагруз-
кам, и такие концентрации субстратов не оказывали

4NH+
2NO−

4NH+
2NO−

ингибирующего эффекта на процесс анаммокс.
Среди этих концентраций скорость потребления
азотных субстратов была максимальной при на-
чальных концентрациях 190 мг N- /л и
215 мг N- /л. Скорость и количество выделив-
шегося молекулярного азота были также выше
при высоких начальных концентрациях азотных
субстратов. Ожидаемый баланс между потреблен-
ным нитритом и аммонием и образованным азо-
том наблюдался не с самого начала эксперимен-
та: вначале имело место резкое снижение кон-
центрации аммония и нитрита, напоминающее
своего рода “глоток субстратов”, и затем, с от-
срочкой, регистрировалось образование азота.
К 72 ч количество потребленных субстратов и об-
разованного продукта пришло в строгое соответ-
ствие друг с другом. Интересно отметить, что в га-
зовой фазе, помимо молекулярного азота, наблю-
далось образование небольшого количества (до
1.54% объема) оксида азота (I). Вероятно, образо-
вание N2O было вызвано деятельностью денитри-
фицирующих микроорганизмов (Carlson, Ingra-
ham, 1983) или нитрификаторов, способных осу-
ществлять так называемую “нитрификационную
денитрификацию” в анаэробных условиях
(Schmidt et al., 2004). Представители обеих групп
микроорганизмов присутствуют в составе сооб-
щества исследуемого биореактора (Botchkova
et al., 2014). Известно, что сами анаммокс-бакте-
рии не образуют в качестве конечного продукта
оксид азота (I) (Okabe et al., 2011), однако показа-
но, что при окислении Fe (II) нитритом или обра-
зующимся в результате деятельности анаммокс-
бактерий NO может наблюдаться выделение N2O
(Kampschreur et al., 2011). При истощении нитри-
та в жидкой фазе после 75 ч культивирования,
концентрация накопленного в газовой фазе N2O
начала снижаться, возможно, в результате его по-
требления гетеротрофными денитрификаторами
(Ishii et al., 2011).

Помимо низких и высоких концентраций, ис-
следуемая биомасса из проточного анаммокс-ре-
актора была подвергнута воздействию также
сверхвысоких концентраций азотных субстратов
(1930 мг N- /л и 1620 мг N- /л), что ранее
не изучалось другими исследователями при пери-
одическом культивировании анаммокс-бакте-
рий. Более того, ранее было показано, что при-
сутствие уже 400 мг N- /л ингибирует процесс
анаммокс при периодическом культивировании
на 50% (Lotti et al., 2012). В рассматриваемом на-
ми случае, ингибирование было также очевид-
ным, на что указывает высокое содержание N2O,
составлявшее 30% от общего количества измеря-
емых газообразных продуктов (N2 и N2O). В то же
время, как видно на рис. 5, начальные скорости
потребления субстратов при их сверхвысоких

4NH+

2NO−

4NH+
2NO−

2NO−

Рис. 4. Динамика скорости удаления азота субстратов
(сумма аммонийного и нитритного азота) (г N л–1 сут–1)
в ходе эксперимента по определению скорости роста
биомассы анаммокс-бактерий.
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концентрациях были в 3‒4 раза больше, чем при
низких и высоких концентрациях субстратов.
При этом количество газовых продуктов (N2 и
N2O) было намного меньше, чем потребленных
субстратов, что говорит о вероятном накоплении
каких-то других промежуточных или конечных
продуктов, которые нами не анализировались.

Определение оптимальной температуры и рН.
На рис. 6 представлены графики активности про-
цесса анаммокс в условиях периодического куль-
тивирования при температуре от 10 до 45°С и при
рН от 4.5 до 9. Оптимальной температурой для
процесса анаммокс является 30°С, что на 5‒10°С
ниже, чем у других видов рода (Quan et al., 2008;
Ali et al., 2014; Николаев и соавт., 2015). Опти-
мальным значением рН было 7.5, что является
близким к нейтральному, по сравнению с опти-
мами рН для других видов рода (8–8.5) (Quan
et al., 2008; Ali et al., 2014; Николаев и соавт., 2015).

Исследуемые анаммокс-бактерии демонстриро-
вали высокую активность в широком диапазоне
рН (6‒9). При этом оптимум рН лежит в диапазо-
не 6‒8 и характеризуется двумя экстремумами
(рН 6 и 7.5). Такой широкий диапазон устойчиво-
сти к кислотности среды ранее не был известен
для анаммокс-бактерий рода “Ca. Jettenia” и
представляет собой особенность анаммокс-бак-
терий “Ca. Jettenia ecosi ”.

Влияние аэробных условий на активность про-
цесса анаммокс. Результаты экспериментов по
оценке влияния аэробных условий на активность
процесса анаммокс приведены в табл. 2. Видно,
что активность потребления азота субстратов
максимальна при 10% содержании кислорода в
газовой фазе. Однако в этом случае не выполня-
ется ожидаемая для анаммокс-процесса стехио-
метрия. Соотношение между потребленными
нитритом и аммонием было наиболее близко к

Рис. 5. Динамика потребления азотных субстратов (сумма N-N  и N-N ) и образования газообразных азотных
продуктов (сумма N2 и N2O) при различных начальных концентрациях азотных субстратов: 1 ‒ концентрация суб-

стратов и 2 – концентрация продуктов при исходной концентрации 45 мг N-N /л и 80 мг N-N /л; 3 ‒ концентра-

ция субстратов и 4 – концентрация продуктов при исходной концентрации 190 мг N-N /л и 215 мг N-N /л;

5 ‒концентрация субстратов и 6 ‒ концентрация продуктов при исходной концентрации 1930 мг N-N /л и 1620 мг

N-N /л.
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ожидаемому 1 : 1.2‒1.32, приведенному в литера-
турных данных (Lotti et al., 2014), при начальном
содержании кислорода в газовой фазе 3% об. По-
требление субстратов было максимальным при
содержании 10% кислорода, очевидно, за счет де-
ятельности нитрифицирующих микроорганиз-
мов, присутствующих в составе исследуемого со-
общества (Botchkova et al., 2014). Интересно, что в
аэробных условиях потребление субстратов шло
менее активно, чем при 10% содержании кисло-
рода. Вероятно, причиной было то, что за про-
шедшие годы в результате селекции в биореакто-
ре сформировалось микробное сообщество, вы-
держивающее пониженную аэрацию и
включающее присутствие микроаэрофильных
нитрификаторов. Подобные результаты были
описаны в работе Ли и соавт. (2016), где в сообще-
стве мембранного up-flow биореактора при со-
держании растворенного кислорода 0.6 мг/л
сформировались биопленки, наиболее важными
и многочисленными компонентами которых бы-
ли “Ca. Jettenia asiatica” и нитрификаторы семей-
ства Nitrosomonadaceaе.

Описание нового вида. В результате длительной
селекции в условиях лабораторного проточного

upflow-биореактора накоплена биомасса с преоб-
ладанием клеток новой анаммокс-бактерии. По-
скольку бактерия не выделена в чистую культуру,
то может быть описана как вид-кандидат в соот-
ветствии с рекомендациями международной ко-
миссии по номенклатуре бактерий (Sneath, 1990;
Murray, Stackebrandt, 1995).

По молекулярно-генетическим данным, новая
бактерия имеет 98% сходство с ранее описанным
видом анаммокс-бактерий “Candidatus Jettenia
asiatica”. Приводим описание новой бактерии
“Candidatus Jettenia ecosi” sp. nov.

Клетки новой бактерии коккоидной или не-
правильной формы, диаметром 0.7‒1 мкм, имеют
систему внутренних компартментов, ограничен-
ных мембранами, в том числе анаммоксосому, за-
нимающую более 70% объема клетки. Отдельные
клетки формируют микроколонии, состоящие из
20‒30 клеток, погруженных в слой внеклеточного
полимерного матрикса. Бактерия осуществляет
анаэробное окисление аммония нитритом. Время
удвоения новой бактерии составляет 13 сут, мак-
симальная скорость роста ‒ 0.0538 сут–1, опти-
мальная температура роста 30°С, оптимальное
значение рН 7.5. В клеточных мембранах присут-

Рис. 6. Активность процесса анаммокс при различных значениях температуры и рН.
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Таблица 2. Влияние аэрации на потребление субстратов при периодическом культивировании

Концентрация кислорода в газовой 
фазе, %

Удельная скорость потребления 
субстратов, ммоль N/ г ОВ ч

Соотношение между потребленным 
нитритом и аммонием

0 1.64 1.76

1 1.83 2.1

3 1.76 1.16

5 1.94 0.98

10 4.01 0.89

21 2.42 0.06
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ствуют ладдерановые липиды ‒ С18-[3]-, С18-[5]-,
С20-[3]-, С20-[5]-ладдерановые кислоты.

Работа финансировалась в рамках государ-
ственного задания на выполнение фундаменталь-
ных исследований № 0104-2014-0110. Исследова-
ние липидного состава клеточных мембран анам-
мокс-бактерий, требующее специального
оборудования, финансировалось при поддержке
государственного задания № 16.1812.2014/K.
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Description of “Candidatus Jettenia ecosi” sp. nov., a New Species of Anammox Bacteria
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Abstract—A new species of anammox bacteria, “Candidatus Jettenia ecosi,” was identified in the microbial
community of a lab-scale vertical anaerobic upflow bioreactor fed with mineral medium and the biomass im-
mobilized on a brush-shaped carrier. The reactor was inoculated with activated sludge from a denitrifying bio-
reactor of a municipal wastewater treatment station in the valley of the Mzymta river (Krasnodar krai, Rus-



МИКРОБИОЛОГИЯ  том 87  № 6  2018

ОПИСАНИЕ НОВОГО ВИДА АНАММОКС-БАКТЕРИИ 671

sia). At constant increase of concentrations of the substrates for the anammox process (N  and N ) in
the course of five years, a microbial community containing a new species of anammox bacteria “Candidatus
Jettenia ecosi” developed in the bioreactor. Stable activity in a wide range of substrate concentrations (0.02
to 5.6 g N/L), рН (7.2 to 8.8), and under microaerophilic conditions, (3% oxygen in the gas phase) were the
remarkable features of the new species. Optimal growth temperature was 30°C. Doubling time of physiolog-
ically active anammox bacteria was 13 days. Cells of the new bacteria (~1 μm in diameter) exhibited the typ-
ical anammox morphology and ultrastructure. The cells had a tendency for attached growth and formation
of biofilms. Hopanoids and ladderane lipids, which are among the key markers of this microorganisms, were
found in the membranes of the new anammox bacteria. According to the results of the 16S rRNA gene se-
quencing, the new bacteria belong to the candidate genus “Candidatus Jettenia”, phylum Planctomycetes with
the proposed name “Candidatus Jettenia ecosi” sp. nov.

Keywords: anammox bacteria, anaerobic ammonium oxidation, new species, description, “Candidatus Jette-
nia ecosi” sp. nov., ladderane lipids, wastewater treatment
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В статье приводится описание оригинальной конструкции камер зарастания, использованных для
исследования микобиоты грунтов литорали и сублиторали Белого моря. Устройство данных камер
позволило наблюдать за развитием в них грибного мицелия в условиях природного экотопа (мор-
ских грунтов) и выделять развившийся мицелий в чистые культуры. Проведено сравнение состава
выделенной из камер микобиоты стандартными методами посевов тех же грунтов. Мицелий разви-
вался в 10% установленных камер. Показано, что в сублиторали интенсивность зарастания камер
ниже, чем на литорали. Большинство выделенных из камер грибов не образовывали в культуре спо-
роношений, кроме стерильных, были выделены отдельные колонии морских видов Paradendryphiel-
la salina и Acremonium fuci. При использовании метода стандартных посевов из грунтов наиболее ча-
сто выделялись виды из родов Penicillium и Tolypocladium, доля стерильных мицелиев была суще-
ственно ниже, чем при выделении с использованием камер.

Ключевые слова: грибы, морские грибы, выделение грибных культур, разнообразие, Белое море
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Для выявления разнообразия грибов в мор-
ских грунтах часто используют метод посевов на
агаризованные питательные среды (Kohlmeyer,
Kohlmeyer, 1979; Пивкин и соавт., 2006; Пивкин,
2010; Bubnova, Nikitin, 2017), аналогичный посе-
вам из наземных почв (Gams, 1992; Carlile et al.,
2001; Jeewon, Hyde, 2007). Так же, как и посевы
почв, посевы морских грунтов оставляют нере-
шенным вопрос о происхождении образовавших-
ся колоний грибов: из активного мицелия или из
покоящихся спор? Соответственно, остается не-
понятным, относятся ли выявленные грибы к
функциональной части микобиоты экотопа,
участвуют ли они в процессах деструкции или ока-
зались там случайно. Очевидно, что стандартный
метод посевов не позволяет в полной мере выяв-
лять разнообразие грибов в субстратах (Gams,
1992; Jeewon, Hyde, 2007). Например, таким мето-
дом невозможно выделить облигатных симбио-
трофов. Молекулярные исследования разнообра-
зия грибов, как в почвах, так и в морских отложе-
ниях, демонстрируют отличия от результатов
получаемых методами посевов. В частности, мо-
гут различаться преобладающие таксономиче-
ские группы (Jeewon, Hyde, 2007; Andreakis et al.,
2015; Zhang et al., 2015; Rämä et al., 2017). Кроме
того, молекулярные исследования обычно стал-
киваются с обнаружением филотипов, которые

невозможно отнести к известным видам, и с не-
культивируемыми формами (Nagahama, Nagano,
2012; Andreakis et al., 2015; Zhang et al., 2015). Та-
ким образом, как у молекулярных, так и у стан-
дартных культуральных методов есть свои труд-
ности и ограничения.

В почвенной микологии для выявления функ-
циональной части микобиты разрабатывались
различные модификации культуральных мето-
дов. Например, прямые посевы почвенных ча-
стиц (Jeewon, Hyde, 2007) и метод отмывки поч-
венных частиц, предложенный Паркинсоном и
Вильямсом в 1960 году (Williams et al., 1965). Ме-
тод отмывки почвенных частиц неоднократно
применялся в дальнейших исследованиях поч-
венной микобиоты (Gams, 1992), несмотря на то,
что для его реализации необходимо специальное
оборудование (Williams et al., 1965). При примене-
нии этого метода, по сравнению со стандартным
методом серийных разведений, достоверно сни-
жается доля обильно спороносящих видов, на-
пример рода Penicillium, и повышается доля сте-
рильных изолятов. Кроме перечисленного, в поч-
ву могут вноситься специальные субстраты для
выделения различных трофических групп грибов,
например, волосы для выделения кератинофилов
или бумага для выделения целлюлозолитиков

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ
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(Gams, 1992; Jeewon, Hyde, 2007). Интересным
способом является выделение грибов из мицелия,
развивающегося в ловушках или камерах зараста-
ния различной конструкции. В таком методе сте-
рильная камера (например, тонкая стеклянная
трубочка с отверстиями в стенках) с агаризован-
ной средой внутри помещалась в почву. Через не-
которое время камеру доставали и выделяли их
нее культуры грибов. Предполагалось, что таким
образом можно выделять те грибы, которые спо-
собны развиваться в почвенных условиях. Работы
этого направления относятся к 1960-ым годам, и
в дальнейшем такие конструкции практически не
применялись, возможно, в связи с трудоемко-
стью процесса (Gams, 1992). Несмотря на неодно-
кратно высказываемое мнение о том, что само
внесение дополнительных источников питания в
почву может стимулировать рост грибов, для их
развития важно не только наличие самого пита-
тельного субстрата, но и другие условия, склады-
вающиеся в экотопе. В частности, в морских эко-
топах это пониженная температура, повышенная
соленость, постоянное увлажнение, а на глуби-
не – высокое давление и низкое содержание кис-
лорода. В морской микологии широко распро-
странено применение “приманок”, например,
для выделения групп целлюлозолитиков и древо-
разрушающих грибов (Kohlmeyer, Kohlmeyer,
1979; Пивкин и соавт., 2006). Отметим, что моди-
фикации стандартных методов посевов для выяв-
ления функциональной группы грибов из мор-
ских грунтов и почв неизвестны.

Целью настоящей работы стало разработать
камеры-ловушки для выделения населяющих
морские грунты грибов и исследования их разно-
образия. Дизайн камеры должен позволять про-
водить микроскопирование развития в ней мице-
лия грибов для их обнаружения и выделения.
Кроме того, было необходимо провести сравне-
ние видового разнообразия грибов, получаемого
с помощью разработанных камер и стандартным
методом посева.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Отбор проб. Работы проводили на Беломор-
ской биостанции имени Н.А. Перцова (ББС;
Кандалакшский залив Белого моря), в июле–авгу-
сте 2016 года. Соленость воды здесь составляет в
среднем 26‰; температура воды на глубине 0‒10 м
в июле достигает 12‒14°С. Температура в грунтах
сублиторали соответствует температуре воды на
данной глубине; температура в грунтах литорали
подвержена значительным колебаниям, связан-
ным с приливно-отливными течениями и време-
нем суток. Всего было заложено 4 площадки: 2 в
сублиторали (С1 и С2) и 2 на среднем уровне ли-

торали (Л1 и Л2). Площадка С1 располагалась на
глубине 4 м около пирса ББС; Л1 – в бухте ББС;
С2 – на глубине 8 м примерно в 1 км к западу от
поселка ББС; Л2 – напротив нее. На площадке Л2
грунт был представлен слабо заиленным песком,
во всех остальных случаях заиление было силь-
ным. Работы в сублиторали проводили с исполь-
зованием легкой водолазной техники. Все работы
проводили параллельно на площадках С1, Л1 и
Л2; на площадке С2 работали с отставанием на
1 сут.

Способ выделения грибов. Конструкция камер
приводится в разделе “Результаты и обсуждение”.
Схема работ на литорали была следующей: уста-
новленные камеры снимали каждые сутки до сро-
ка 1 нед., и затем – через 2, 3 и 4 нед., в каждый
срок по 2 батареи (по 10 камер). Было установле-
но по 20 батарей на каждой площадке (всего
200 камер на литорали). Схема работ в сублитора-
ли немного отличалась: здесь снимали по 4 бата-
реи, на сроках 1, 2, 3 и 4 нед. Всего было поставле-
но по 16 батарей на площадку (160 камер в субли-
торали). Параллельно со снятием камер в срок
1 нед. отбирали пробы грунта на всех площадках
для проведения стандартных посевов, отбор про-
изводили в стерильные пластиковые пробирки
емкостью 50 мл.

После снятия камер их доставляли в лаборато-
рию, отмывали от налипшего грунта под проточ-
ной пресной водой, разрезали хомуты, вытирали
камеры насухо снаружи и микроскопировали.
Микроскопирование и фотофиксацию проводи-
ли на световом микроскопе Leica DM 2500 на базе
Центра микроскопии ББС МГУ. Все камеры про-
сматривали тотально, и при наличии роста мице-
лия в камере, отмечали его особенности (количе-
ство точек роста по краям камеры, длину мице-
лия, его разветвленность), фотографировали, еще
раз отмывали сначала проточной, потом стериль-
ной водой и этанолом. После этого стекла камеры
разъединяли и помещали внутренней стороной
на агаризованную питательную среду в чашки
Петри (агаризованное сусло на природной воде
Белого моря, с общим содержанием сахаров 0.3%
и добавлением антибиотика гентамицина (4%
раствор) по 2 мл на 0.5 л среды, т.е. до конечной
концентрации 0.16 г/л). Экспонировали при тем-
пературе 6°С до 30 сут, отдельные камеры – до
2 мес. Развившиеся около края камеры колонии
(в тех местах, где при микроскопировании было
отмечено развитие грибов) выделяли в чистую
культуру по мере образования. Параллельные
стандартные посевы грунтов проводили на ту же
среду, экспонировали также в течение 30 сут при
6°С. Для посевов использовали по 1 см3 каждого
образца, которые распределяли на 10 чашек со
средой. Пониженную температуру культивирова-
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ния применяли для замедления роста обильно
спороносящих быстрорастущих видов грибов,
чтобы дать возможность развиться более медлен-
но растущим колониям.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Окончательная конструкция разработанных
камер зарастания была следующей: на тонкое сте-
рильное предметное стекло (Минимед СП-2
Люкс, толщина 1 ± 0.1 мм), помещали 0.2 мл сте-
рильной агаризованной среды, приготовленной
на основе природной воды Белого моря, с различ-
ным содержанием сахарозы (0, 1 и 5 г/л в различ-
ных вариантах опыта) и накрывали еще одним
предметным стеклом. Среду равномерно распре-
деляли по всей площади между стеклами. В ре-
зультате получали камеру зарастания, состоящую
из двух стекол и среды между ними. За счет ис-
пользования тонких стекол и тонкого слоя среды,
камеры можно было микроскопировать при уве-
личении до ×150. Это позволяло достоверно су-
дить о присутствии или отсутствии мицелия, а
также зафиксировать некоторые его особенности
(протяженность, ветвление). Для укрепления
конструкции камеры скрепляли в батареи по
5 штук с помощью простерилизованных пласти-
ковых хозяйственных хомутов. Между камерами
помещали прокладки из обрезков тех же хомутов
для улучшения циркуляции природной среды
(рис. 1). Оставленные длинные концы хомутов
оказались полезны для последующего обнаруже-
ния поставленных камер, особенно в сублитора-
ли. В каждой батарее были камеры с различным
содержанием сахарозы в среде (по 2 штуки без и с
1 г/л и по 1 штуке с 5 г/л), что маркировали воско-

вым карандашом по краю стекла. Получившиеся
батареи помещали в стерильные пластиковые па-
кеты для транспортировки к месту установки, где
выкапывали небольшие ямки до 10 см глубиной,
укладывали в каждую по одной батарее и закапы-
вали. При выемке камер, их помещали в те же па-
кеты для переноса в лабораторию.

Результаты микроскопирования разработан-
ных камер были следующими. Во-первых, общее
число заросших камер оказалось крайне низким.
Всего рост мицелия был обнаружен в 36 камерах
(табл. 1) что составляет 10% их общего числа. Во
всех камерах с сублиторали было обнаружено
только по одному центру развития мицелия, дли-
на которого составляла 200‒250 микрон, мице-
лий был слаборазветвленный. В пяти камерах с
литорали было обнаружено по 2‒4 центра разви-
тия мицелия, во всех остальных – по одному.
Средняя длина мицелия около 250 микрон, сла-
боразветвленный, отдельные ответвления – до
500 микрон (рис. 2). Таким образом, мы обнару-
жили разницу в интенсивности зарастания камер,
экспонированных в условиях сублиторали и ли-
торали: на литорали она выше. Кроме мицелия
грибов, во многих камерах интенсивно развива-
лись диатомовые водоросли, бактерии, некото-
рые из них колонизировали беспозвоночных жи-
вотных.

Во-вторых, при работах на литорали мы не об-
наружили принципиального различия в количе-
стве заросших камер в разные сроки экспонирова-
ния после 1 нед. В течение всей 1 нед. заросшими
оказались только 2 камеры. Остальные зарастания
более-менее равномерно распределились по
оставшимся срокам (табл. 1). В сублиторали все за-
росшие камеры были сняты на сроках 2 и 3 нед.

Рис. 1. Внешний вид батареи из пяти камер-ловушек, готовой к установке.
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Интересно, что степень развития мицелия (его
длина и разветвленность) не была связана со сро-
ком экспонирования. Ожидалось, что с увеличе-
нием срока экспонирования количество зарос-

ших камер и интенсивность развития мицелия в
них будет больше, однако это оказалось не так.
Исходя из полученных результатов, можно пред-
положить, что концентрация грибных пропагул,

Таблица 1. Число камер, в которых был обнаружен рост мицелия грибов на разных сроках экспозиции

* На каждом сроке просматривали по 10 камер с каждой площадки литорали и по 20 камер с каждой площадки сублиторали.
На сроке 1‒6 сут камеры в сублиторали не учитывали.

Время, сут
Сублитораль Литораль

площадка С1 (4 м) площадка С2 (8 м) площадка Л1 площадка Л2

1 ‒* ‒ 0 0

2 ‒ ‒ 0 0

3 ‒ ‒ 0 1

4 ‒ ‒ 1 0

5 ‒ ‒ 0 0

6 ‒ ‒ 0 0

7 0 0 2 1

14 2 2 4 3

21 3 1 4 5

28 0 0 3 4

Общее число
колонизированных камер

5 3 14 14

8 28

36

% колонизированных
от общего числа камер

1.8 3.1 7 7

5 14

10

Рис. 2. Рост мицелия внутри камер-ловушек, установленных в грунте литорали.

20 µm 20 µm
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способных развиться в поставленных камерах,
крайне низка. Причем и сублиторальные, и лито-
ральные грунты довольно подвижны, они посто-
янно промываются морской водой, которая мо-
жет приносить и уносить пропагулы. Возможно, в
связи с этим не было обнаружено принципиаль-
ных различий в степени зарастания камер на раз-
личных сроках их экспонирования. Исходя из
этого, мы считаем, что для исследования интен-
сивности развития мицелия рациональным будет
установка всех имеющихся камер на срок 2‒3 не-
дели и единовременное их изъятие. Отметим что,
при увеличении срока экспозиции увеличивалось
общее число видов. Но мы предполагаем, что это
объясняется, в первую очередь, увеличением чис-
ла снятых камер, а не увеличением срока экспо-
зиции как такового.

В-третьих, было выявлено, что среда без до-
бавления сахарозы не заросла ни в одной из ка-
мер, в отличие от среды с высоким содержанием
сахарозы (5 г/л), очень быстро зараставшей бак-
териями, которые могли препятствовать разви-
тию грибов. Поэтому наиболее рациональным
представляется использование среды с неболь-
шим содержанием сахара (1 г/л). В таких услови-
ях грибы способны развиваться, а бактерии не
слишком обильны.

Не из всех камер, в которых при микроскопи-
ровании был отмечен мицелий, удалось выделить
грибы. Из камер, экспонированных в сублитора-
ли, была выделена одна колония морского несо-
вершенного гриба Paradendryphiella salina, одна
колония Penicillium sp. и 4 колонии неспоронося-
щих грибов (табл. 2). Последние образовывали
слабо растущие колонии и две из них погибли при
первом пересеве, так же как и Penicillium sp. Сла-
бая выживаемость культур при пересевах, воз-
можно, связана с тем, что условия на поверхности
агаризованной среды сильно отличаются от усло-
вий в морских грунтах (в частности, аэрацией).
Предполагаем, что выращивание грибов в погру-
женной культуре могло бы помочь сохранить
большую их часть, но подобный подход в мор-
ской микологии ранее не использовался. Полу-
ченные таким образом культуры можно было бы
использовать, например, для выделения ДНК и
молекулярно-генетических исследований. Из ка-
мер, экспонированных в грунте литорали, уда-
лось выделить большее разнообразие грибов.
Всего 20 колоний, среди которых также были сте-
рильные мицелии, P. salina, Acremonium fuci, Acre-
monium sp. и Cladosporium sphaerospermum (табл. 2).
Таким образом, мы наблюдали, что в камерах-ло-
вушках, помещенных в природный морской эко-
топ, способны развиваться морские грибы и сте-
рильные морфотипы неизвестной таксономиче-
ской принадлежности. Если выделенные морские

грибы, в принципе, могут быть обнаружены и стан-
дартными методами посевов, то неспороносящие
культуры составляют, несомненно, самую инте-
ресную группу. Для их идентификации необходи-
мо использовать молекулярно-биологические
методы, что не входило в задачи данного исследо-
вания.

Разнообразие микобиоты, выявленное с помо-
щью камер и стандартным методом посевов грун-
тов на питательные среды, имело различие. При
обычных стандартных посевах грунтов числен-
ность грибов составляла 26 и 32 пропагулы на
1 см3 в грунтах сублиторали и 30 и 34 пропагулы
на 1 см3 в грунтах литорали. Разнообразие, полу-
ченное стандартным методом, было выше, чем
выявленное с помощью камер, а в видовом соста-
ве преобладали виды из родов Penicillium и Tolypo-
cladium. Доля стерильных мицелиев составила ме-
нее 10%. Подобные различия в видовом составе,
получаемом стандартными методами и с помо-
щью ловушек, ранее были отмечены при исследо-
ваниях почвенной микобиоты (Gams, 1992). На-
ши исследования подтверждают положение о
том, что обильное спороношение и высокая
представленность в стандартных посевах не обя-
зательно свидетельствует о реальной роли гриба в
экотопе.

Таким образом, разработанная конструкция
камер зарастания оказалась принципиально при-
годной как для микроскопирования, так и для
выделения грибов. Большое количество стериль-
ных изолятов, несомненно, требует использова-
ния молекулярно-биологических методов для их
идентификации, что позволит получить более
точную картину разнообразия грибов, которые
могут развиваться в условиях морских грунтов.
Для Белого моря оптимальным является экспо-
нирование 2‒3 недели. Вследствие низкой росто-
вой активности мицелия, для увеличения вероят-
ности выделения грибов необходимо использо-
вать большое количество камер.

Разработанные камеры могут быть использо-
ваны для оценки интенсивности развития грибов
в различных условиях, например, в прикорневой
зоне литоральной растительности, на участках
берега с различной геоморфологией. Интересные
и дополняющие друг друга результаты могут быть
получены при параллельном использовании дан-
ных камер, стандартных посевов на питательные
среды и метагеномного анализа. Наиболее рацио-
нальным является использование в камерах среды
с невысоким содержанием источника углерода.

Работа выполнена при поддержке РФФИ
(проект № 15-04-02722 – разработка дизайна ка-
мер, полевые работы на литорали, частично – вы-
деление культур; проект № 15-29-02533офи_м –
частично выделение и идентификация культур) и
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РНФ (проект № 14-50-00029 – полевые работы в
сублиторали, обработка результатов). Микроско-
пические исследования были осуществлены на
базе Центра микроскопии ББС МГУ. Работы в
сублиторали проводились при поддержке
водолазной службы ББС.
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Таблица 2. Разнообразие грибов, обнаруженное в грунтах сублиторали и литорали Белого моря при исследова-
нии с помощью камер-ловушек и стандартным методом посева

Грибы
Камеры Посевы

сублитораль литораль сублитораль литораль

Mucor hiemalis Wehmer 0 0 2 0
Acremonium fuci Summerb., Zuccaro & W. Gams 0 2 3 3
Acremonium incoloratum (Sukapure & Thirum.) W. Gams 0 0 1 0
Acremonium sp. 1 1 0 0 0
Acremonium sp. 2 0 1 0 0
Cladosporium cladosporioides (Fresen.) G.A. de Vries 0 0 3 2
Cladosporium sphaerospermum Penz. 0 1 0 2
Fusarium oxysporum Schltdl. 0 0 0 2
Paradendryphiella salina (G.K. Sutherland) Woudenberg & Crous 1 4 1 4
Penicillium aurantiogriseum Dierckx 0 0 2 1
Penicillium chrysogenum Thom 0 0 6 8
Penicillium citrinum Thom 0 0 2 0
Penicillium glabrum (Wehmer) Westling 0 0 8 7
Penicillium griseolum G. Sm. 0 0 2 0
Penicillium thomii Maire 0 0 2 2
Penicillium sp. 1 0 0 0 0
Sarocladium strictum (W. Gams) Summerb 0 0 2 4
Tolypocladium cylindrosporum W. Gams 0 0 11 10
Tolypocladium inflatum W. Gams 0 0 6 12
Trichoderma harzianum Rifai 0 0 1 2
Trichoderma polysporum (Link) Rifai 0 0 3 0
Стерильные 4 12 3 5
Всего колоний 6 20 58 64
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Method for Isolation and Enumeration of Fungi Developing in Marine Sediments
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Abstract—A new design for a small growth container which was used for investigation of the microbiota of the
White Sea littoral and sublittoral sediments is presented. These container made it possible to observe devel-
opment of fungal mycelium under conditions of a natural ecotope (marine sediments) and to isolate this my-
celium as pure cultures. The microbiota isolated from the containers was compared to that obtained by stan-
dard plating method of the same sediments. The mycelium developed in 10% of the containers installed. In-
tensity of growth was found to be lower in the sublittoral than in the littoral. Most fungi isolated from the
containers did not produce spores in pure cultures. Apart from non-sporulating cultures, colonies of marine
species Paradendryphiella salina and Acremonium fuci were obtained. Standard plating of the sediments often
resulted in isolation of Penicillium and Tolypocladium species, while the share of sterile isolates was consider-
ably lower than in the case of isolation using growth containers.

Keywords: fungi, marine fungi, isolation of fungal cultures, diversity, White Sea
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ПРЕДСТАВИТЕЛИ НЕКУЛЬТИВИРУЕМОГО ТАКСОНА OP1 
(“ACETOTHERMIA”) ДОМИНИРУЮТ В МИКРОБНОМ

СООБЩЕСТВЕ ЩЕЛОЧНОГО ГОРЯЧЕГО ИСТОЧНИКА
ВОСТОЧНО-ТУВИНСКОГО НАГОРЬЯ
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В работе приводится описание термофильного микробного сообщества одной из гидротерм Во-
сточно-Тувинского нагорья. С помощью высокопроизводительного профилирования по гену 16S
рРНК и секвенирования полного метагенома охарактеризовано филогенетическое и метаболиче-
ское разнообразие микробного сообщества щелочного термального источника “Дикий аржаан”
Уш-Бельдирского месторождения термальных минеральных вод в Туве. В микробном сообществе
данного источника доминируют представители некультивируемого филума “Acetothermia” (candi-
date division OP1), детектированного ранее во многих термальных экосистемах, однако не представ-
лявшего основную компоненту их микробных сообществ. Помимо “Acetothermia”, существенную
часть сообщества составляют представители Nitrospirae и Chloroflexi. Сравнительный анализ изме-
ренных нами геохимических параметров источника и опубликованных ранее данных по in silico ре-
конструкции метаболизма “Acetothermia” позволили сделать предположение, что основными источ-
никами углерода для доминирующей группы бактерий могут служить карбонаты и бикарбонаты, а
сами представители “Acetothermia” играют роль первичных продуцентов в экосистеме. Согласно
анализу функциональных генов, в микробном сообществе также представлены физиологические
группы денитрификаторов, железоредукторов, карбоксидотрофов и диазотрофов. Описание термо-
фильного микробного сообщества гидротермы, относящейся к юго-западной оконечности Бай-
кальской рифтовой зоны, приводится впервые. Также, для наземных гидротерм впервые показано
микробное сообщество с доминированием некультивируемых “Acetothermia”.

Ключевые слова: некультивируемые бактерии, OP1, Acetothermia, новые ацетил Ко-А синтазы, на-
земные гидротермы, Восточно-Тувинское нагорье
DOI: 10.1134/S0026365618060125

Гидротермальные проявления Байкальской
рифтовой зоны представляют собой растянув-
шийся с северо-востока на юго-запад более чем на
1500 километров комплекс биотопов, для которых
характерно сочетание нескольких экстремальных
для жизни физико-химических условий – как пра-
вило, повышенных температур и высоких значе-
ний рН водной среды. Крайняя юго-западная
часть Байкальского рифта проходит по Восточно-
Тувинскому нагорью, геологическая структура
которого представляется в виде глыбовых блоков,

разбитых системой региональных разломов. К
главному глубинному разлому этой системы, Бу-
сино-Белинскому, относится Уш-Бельдирское
месторождение минеральных термальных азот-
ных кремнистых вод (Пиннекер, 1968). Сложное
геологическое строение в районе месторождения,
разнообразие литологического состава пород,
различная степень их метаморфизма, уплотнен-
ности и трещиноватости обусловливает разнооб-
разие гидрогеологических условий в его пределах.
В этом геологическом районе трещинные, тре-

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ
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щинно-пластовые, трещинно-жильные воды и
водоносные горизонты четвертичных отложений
тесно связаны между собой и образуют единую
водонапорную систему (Логачёв, 2003). Суще-
ственное влияние на температуру и химический
состав этих гидротерм оказывает также глубокая
инфильтрация метеорных вод после периодов ве-
сеннего снеготаяния и летних дождей. Для химиче-
ского состава термальных вод Уш-Бельдира харак-
терны низкая минерализация (от 0.4 до 0.85 г/л),
преобладание в катионном составе ионов Na+, вы-
сокое содержание метакремниевой кислоты (до
0.2 г/л) и высокая щёлочность (рН ~ 9.8). Есте-
ственные выходы термальных вод и скважины
Уш-Бельдирского месторождения более 50 лет
используются для бальнеолечения, однако фун-
даментальных исследований их микробного раз-
нообразия ранее не проводилось. Кроме того,
данная группа гидротерм географически удалена
от источников Баргузинской долины – наиболее
изученных в микробиологическом отношении
термальных экосистем в Байкальской рифтовой
зоне. Таким образом, результаты многочислен-
ных исследований термофильных микробных со-
обществ Баргузинской долины и прилегающих
территорий (например, Компанцева и Горленко
1988; Намсараев и cоавт., 2003; Зеленкина и
cоавт., 2009; Калашников и cоавт., 2014; Раднагу-
руева и cоавт., 2016) не могут дать полного пред-
ставления о микробном разнообразии гидротерм
юго-западной окраины Байкальского рифта вви-
ду их географической изолированности и гидро-
геологических особенностей.

В нашей работе впервые приводится характе-
ристика филогенетического и метаболического
разнообразия микробного сообщества гидротермы
Восточно-Тувинского нагорья на основе анализа
метагенома источника “Дикий аржаан”, представ-
ляющего собой самый крупный естественный вы-
ход щелочных слабоминерализованных умеренно
термальных (ок. 55°С) вод Уш-Бельдирского место-
рождения. Особое внимание при метагеномном
анализе этого биотопа было уделено представите-
лям некультивируемых таксонов.

Реконструкция метаболизма некультивируе-
мых организмов на основе метагеномных данных
позволяет, в том числе, наметить пути их выделе-
ния в чистую культуру, так как до сих пор это яв-
ляется важным этапом для полноценного описа-
ния микроорганизма. Особенно актуальным
представляется изучение глубоких филогенети-
ческих ветвей некультивируемых организмов, от-
делившихся на ранних этапах эволюции и сильно
отличающихся от всех известных, например, та-

ких как candidate divisions OP1-OP12, TG1-3
(Hugenholtz et al., 1998), ZB1 (Elshahed et al., 2003)
и другие. У некоторых из них впоследствии были
выделены и охарактеризованы первые культиви-
руемые представители, что дало много новой ин-
формации о физиологии микроорганизмов дан-
ных таксонов (Mori et al. 2009; Geissinger et al.
2009; Tamaki et al. 2011; Podosokorskaya et al.,
2013b).

В ходе нашего анализа метагенома микробно-
го сообщества источника “Дикий аржаан” было
обнаружено доминирование некультивируемых
бактерий, относящихся к candidate division OP1.
Учитывая эти данные, геохимические параметры
источников, а также опубликованные ранее ре-
зультаты in silico реконструкции метаболизма “Ac-
etothermia” (Takami et al., 2012), мы предполагаем,
что наиболее вероятной функцией этих организ-
мов в исследованной нами экосистеме является
первичная продукция органического вещества из
карбонатов и бикарбонатов, составляющих суще-
ственную часть минеральной компоненты экоси-
стемы.

ОБЪЕКТЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Отбор проб. Нами был выбран крупный само-
изливающийся щелочной умеренно термальный
(рН 9.2, 56°С по данным местного санитарного
контроля) источник “Дикий аржаан”, располо-
женный на острове реки Шишхид-гол и имею-
щий наибольший дебит из всех естественных ис-
точников Уш-Бельдирского месторождения. В
первом гидрогеологическом исследовании райо-
на источник также обозначался как “Источник
№2” или “Радоновый” (Пиннекер, 1968). На мо-
мент наших исследований источник был капти-
рован в деревянный колодец, дно которого было
выстлано серым песчаником и толстыми (2–3 см)
розоватыми матами с большим количеством орга-
нических остатков (разлагающихся мелких веток,
листьев, насекомых), на дне источника имелись
активные газовые выходы, стенки деревянного ко-
лодца были покрыты плотными серо-розоватыми
матами. Пробы отбирали дважды, в летние сезоны
2015 и 2016 гг., которые существенно различались
по гидрологическим условиям: в 2015-м г. пробы
отбирали в конце экстремально засушливого пе-
риода, в 2016-м – сразу по окончании т.н. “сезона
дождей”. Для молекулярно-биологических ис-
следований в 2015-м году отбирали две разных
пробы – смесь донных отложений, придонных
микробных матов и придонной воды, а также мик-
робные обрастания с деревянных стенок колодца
вместе с поверхностной водой источника. В 2016-м г.
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для молекулярно-биологических исследований
отбирали только пробы донных отложений. Каж-
дую пробу для дальнейшего выделения ДНК (см.
ниже) отбирали в стерильную пластиковую про-
бирку Falcon объемом 15 мл и фиксировали на ме-
сте этанолом до его конечной концентрации
50 об. %. При транспортировке в лабораторию до
выделения ДНК фиксированные пробы хранили
в течение 10 дней при +4°С. Помимо этого, брали
пробы для определения состава газов, выделяю-
щихся со дна источника, по методике, описанной
ранее (Frank et al. 2016). Пробы для геохимиче-
ского анализа отбирали из середины водной тол-
щи источника. Температуру, рН и ОВ-потенциал
определяли непосредственно при отборе проб
pH-метром HI 9025 (Hanna Instruments) с соот-
ветствующими электродами и термодатчиком.

Выделение ДНК. ДНК выделяли при помощи
набора FastDNA® SPIN Kit for Soil (MP Biomedi-
cals, США) согласно инструкции производителя.

Секвенирование

Профилирование сообщества по гену 16S рРНК.
Подготовку библиотек V4 вариабельного участка
гена 16S рРНК проводили при помощи системы
праймеров с двойным индексированием, описан-
ной Фадрошем с соавт. (Fadrosh et al., 2014).
Смысловые участки праймеров соответствовали
стандартным праймерам F515-R806 с небольши-
ми модификациями, опубликованными ранее и
предназначенными для широкого охвата природ-
ных свободноживущих прокариотических таксо-
нов: 515F 5'-GTGBCAGCMGCCGCGGTAA-3';
R806 5'-GGACTACHVGGGTWTCTAAT-3' (Мер-
кель и соавторы, 2015). Амплификация каждого
образца проводилась с использованием готовой
ПЦР-смеси qPCRmix-HS™ SYBR mastermix (Ев-
роген, Россия). Контроль амплификации прово-
дили на системе ПЦР в реальном времени CFX96
(BioRad, США). Использовали следующие пара-
метры циклирования: денатурация – 98°C, 15 с;
отжиг праймеров – 58°C, 15 с; элонгация – 72°C,
25 с. Очистку продуктов ПЦР производили при
помощи набора Cleanup Mini kit (Евроген, Рос-
сия). Концентрацию полученных библиотек из-
меряли при помощи флуориметра Qubit® (Ther-
mo Fisher Scientific, США). Качество полученных
библиотек дополнительно проверяли при помо-
щи горизонтального электрофореза в агарозном
геле. Секвенирование библиотек проводили на
системе MiSeq™ Personal Sequencing System (Illu-
mina Inc, США) с использованием картриджа для
получения парно-концевых прочтений длиной
250 нуклеотидов. Демультиплексирование полу-

ченных прочтений проводили согласно описан-
ному ранее протоколу (Fadrosh et al., 2014). После
этого производили фильтрацию и обрезку про-
чтений с целью удаления недостоверных участ-
ков. Последовательности прочтений, соответ-
ствующие праймерам, удаляли с применением
программного пакета CLC Genomics Workbench
10.0 (Qiagen, Германия). После обрезки несмыс-
ловых участков парно-концевые прочтения вы-
равнивали и объединяли при помощи ПО SeqPrep
(https://github.com/jstjohn/SeqPrep).

Биоинформатический анализ 16S профиля про-
водили при помощи пакета Deblur (Amir et al.,
2016). Выбор данного пакета был обусловлен тем,
что подготовка библиотек и секвенирование про-
водилось с годовым интервалом. В качестве рефе-
рентной базы последовательностей гена 16S
рРНК использовали SILVA132 (Quast et al., 2013).
Визуализацию данных и расчет индекса Шенно-
на проводили с использованием пакета R phyloseq
(McMurdie и Holmes, 2013).

Секвенирование и сборка метагенома микробно-
го сообщества. Метагеномные библиотеки были
подготовлены при помощи набора для фрагмент-
ных библиотек ДНК NEBNext™ (New England Bi-
olabs, США) согласно рекомендациям произво-
дителя. Средний размер библиотеки составлял
500 пн. Секвенирование было проведено на си-
стеме MiSeq™ Personal Sequencing System (Illumi-
na Inc, США) с использованием картриджа для
получения парно-концевых прочтений длиной
251 нуклеотид. Полученные прочтения обрабаты-
вали при помощи ПО ea-utils (https://expres-
sionanalysis.github.io/ea-utils/) и SeqPrep (https://
github.com/jstjohn/SeqPrep). Сборку производили
при помощи пакета SPAdes 3.10 в режиме метаге-
номной сборки (Nurk et al., 2017).

Биоинформатический анализ метагенома. От-
крытые рамки считывания предсказывали при
помощи MetaProdigal (Hyatt et al., 2012). Картиро-
вание прочтений на сборку с целью расчета сред-
него покрытия контигов проводили с использо-
ванием bowtie2 (Langmead and Salzberg, 2012).
Распределение метагеномных контигов по “кор-
зинам” (binning) было проведено при помощи
ПО CONCOCT (Alneberg J. et al., 2014) с исполь-
зованием настроек по умолчанию. Оценку пол-
ноты “метагеномных корзин” проводили при по-
мощи ПО CheckM (Parks D.H. et al., 2015) с ис-
пользованием настроек по умолчанию. Оценку
представленности таксонов в полном метагеноме
проводили при помощи пакета GraftM (https://
github.com/geronimp/graftM/) с использованием
референтного пакета данных по гену rpsB, моди-
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фицированного добавлением последовательно-
стей данного гена из геномов candidate division
OP1 “Acetothermia”. Использование данного гена
позволило решить проблему периодически встре-
чаемой мультикопийности гена 16S рРНК, кото-
рая могла бы исказить результаты оценки пред-
ставленности таксонов. Определение таксономии
контигов в полученных “корзинах” проводили с
использованием алгоритмов локального выравни-
вания blastn (против базы данных SILVA123) и dia-
mond в режиме blastx против белковой базы NCBI
nr (Altschul et al., 1990; Buchfink et al., 2015). Для
поиска функциональных генов использовали ПО
Geneious (8.1.9), в качестве запроса (query) были
использованы соответствующие белковые после-
довательности (отобранные из базы данных Uni-
Prot/Swissprot вручную на основе анализа акту-
альных литературных данных), которые с помо-
щью алгоритма blastp выравнивали против in silico
транслированного метапротеома. Были отобраны
только достоверные хиты, а именно, аминокис-
лотные последовательности с уровнем сходства
≥20% и покрытием референтной последователь-
ности ≥50% при E-value <0.01. Поиск генов, коди-
рующих системы внерибосомального синтеза
различных вторичных метаболитов и, в частно-
сти, антибиотиков проводили с помощью сервиса
AntiSMASH (https://antismash.secondarymetabo-
lites.org/#!/start) со стандартными параметрами.

Аналитические методы. Анализ газов и геохи-
мический анализ проводили методами газовой
хроматографии (ГХ), ионной хроматографии
(ИХ), титриметрии (Т), турбидиметрии (Тб), по-
тенциометрии (П), высокотемпературного ката-
литического окисления (ВТКО), фотометрии
(Фм), а элементный анализ – методом масс-спек-
трометрии с индуктивно связанной плазмой
(ICP-MS), согласно протоколам, описанным ра-
нее (Frank et al. 2016).

РЕЗУЛЬТАТЫ

Физико-химическая характеристика источника.
Пробы для геохимического анализа и выделения
тотальной ДНК были отобраны нами дважды – в
июле 2015 г., в конце аномально сухого сезона,
когда влияние атмосферных осадков на режим и
характеристики горячего источника было мини-
мальным, а также в июле 2016 г., сразу по оконча-
нии дождливого периода, когда уровень поверх-
ностных и грунтовых вод был высоким. В 2015-м
году отмечался градиент температуры по глубине
источника, который составлял 4°С – от 55°С у по-
верхности воды, в микробных обрастаниях сте-
нок, до 58°С в придонных матах и 59°С в местах

газовых выходов, рН и ОВ-потенциал источника
не изменялись с глубиной и составляли 9.8 ±
0.2 единиц и –400 ± 10 мВ, соответственно.
Удельная электрическая проводимость воды ис-
точника при 59°С составляла 46 мСм/м, химиче-
ский состав воды и смеси газов, разгружающихся
в источнике, приведены в таблице 1. Химическая
формула Курлова основного ионно-солевого соста-
ва на июль 2015 г. имеет следующий вид: Н2SiO3

0.144 M  pH 9.82

T 59°. По результатам химического анализа вода
“Дикого аржаана” является азотной щелочной
низкоминерализованной кремнистой фтористой.
По основному ионному составу вода карбонатно-
гидрокарбонатная натриевая с восстановитель-
ными условиями среды, обеднена кальцием и
магнием. Среди азотистых соединений в воде
преобладает аммоний, а нитраты и нитриты обна-
ружены в следовых количествах, что сочетается с
низким ОВ-потенциалом среды и высоким со-
держанием азота (свыше 90%) в газах источника.
В пробах газа был также обнаружен кислород в
достаточно высокой концентрации (табл. 1). Он
может появляться в системе, питающей источ-
ник, за счет неравновесной дегазации метеорных
вод при контакте с глубинными термальными во-
дами (Frank et al. 2016). При этом, определенное
нами содержание метакремниевой кислоты в про-
бах 2015 г. практически совпадает со значением
140 мг/л, зафиксированным ранее на Уш-Бель-
дирском месторождении в период минимальных
примесей метеорных вод (Пиннекер, 1968). Вода,
отобранная в дождливый период 2016 г., суще-
ственно не отличалась от предыдущей пробы по
основным физико-химическим параметрам и
макрокомпонентному составу. Температура воды
в пробе 2016 г. составила 57–59°С, рН 9.75 ± 0.05,
ОВ-потенциал –400 ± 10 мВ, по сравнению с
2015-м годом стабильным оставалось содержание
растворённых карбонатов, гидрокарбонатов,
сульфатов, хлора, фтора, натрия (табл. 1). Однако
в микроэлементном составе воды в пробах 2016 и
2015 годов наблюдались заметные различия. Вода
в пробах 2016 г. содержала меньше редкоземель-
ных элементов Sc, Nb, Ce, Pr, Nd, Ho, Tm, Pt, Tl,
Pb, Bi и особенно Th, для растворения которого
благоприятна восстановительная обстановка
(табл. 2). Соотношение концентрации тория к
урану в 2016-м году составило 0.6, тогда как в про-
бах 2015 г. оно доходило до 4.8, а фоновое значе-
ние этого показателя в поверхностных водах рай-
она Уш-Бельдира в период наших наблюдений
составляло всего 1.93 × 10–4. Микроэлементный

3 3 4HCO 37CO 25SO 15F12Cl11
0.4

Na 95K2Ca2 Mg1
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Таблица 1. Химический состав воды и разгружающихся газов источника Дикий аржаан на момент отбора проб
микробных обрастаний

Н.о. – компонент не обнаружен, значение <Х указывает на данные, находящиеся ниже предела достоверной детекции дан-
ным методом.
1 Сокращения методов анализа расшифрованы в разделе “Объекты и методы исследования. Аналитические методы”.
2 Состав газовой смеси определяли только в пробах 2015 г.

Компонент
Концентрация, мг/л

±δ, % Метод анализа1

2015 г. 2016 г.

Растворенный CO2 Н.о. Н.о. Т

75 74 25 Т

113 104 25 Т

36 44 33 Тб

Cl– 19 24 16 Т

Ca2+ 2.3 3.4 25 Т

Mg2+ 0.49 0.10 31 ИХ

Na+ 108 120 17 ИХ

K+ 2.9 3.1 12 ИХ

1.64 0.56 39 Фм

0.03 <0.01 17 ИХ

0.02 Н.о. 30 Фм

<0.05 Н.о. ИХ

Br– 0.02 0.05 26 ИХ

F– 12 8.1 15 П

Li+ 0.05 0.05 23 ИХ

H2SiO3 145 107 10 Т

Органический углерод 1.6 <1.0 10 ВТКО

Минерализация по сумме солей 368 331 10 Расчет

Общая минерализация (TDS)
по электрической проводимости при 58°С

360 373 10 Расчет

Состав смеси газов2, об. %

H2 0.14 14 ГХ

O2 4.34 2 ГХ

N2 91.88 1 ГХ

N2O Н.о. ГХ

CO 2.96 2 ГХ

CO2 Н.о. ГХ

CH4 0.82 1 ГХ

2–
3СO

–
3HCO

2–
4SO

4NH+

–
3NO

–
2NO

3–
4PO
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состав воды в сочетании с высокой концентрацией
кремния указывает на близость физико-химиче-
ских условий источника в 2015-м году к условиям
подземной геотермальной водонапорной системы
месторождения. Это значит, что исследуемое со-
общество термофильных микроорганизмов, сфор-
мировавшееся на изливе источника “Дикий аржа-
ан” в 2015-м году, испытывало существенное вли-
яние подземной гидротермальной системы,
питающей источник.

Филогенетическое разнообразие микробного со-
общества источника «Дикий аржаан». После филь-
трации некачественных и химерных прочтений, а
также последовательностей, относящихся к не-
интересующим нас группам (митохондрии, хло-
ропласты, эукариоты), для образцов придонных
(U151) и поверхностных (U152) микробных матов
2015 г. было получено 180797 и 215885 прочтений,
соответственно. По образцам придонных матов
2016 г. было получено 52360 прочтений. Для ана-
лиза бралось 50000 случайно отобранных прочте-
ний каждого образца. Средняя длина прочтений
составляла 253 нуклеотида, что соответствует
длине вариабельного участка V4 гена 16S рРНК
подавляющего большинства известных бактерий
и архей. По результатам анализа выявления ин-
дивидуальных филотипов (Amplified Sequence
Variants, ASV) методом Deblur (Amir et al., 2016)
при уровне сходства 95% была получена 201 инди-
видуальная последовательность, встречающаяся
10 или более раз суммарно во всех образцах.

Расчет индекса Шеннона показал, что в целом
разнообразие микробных сообществ источника
“Дикий аржаан” нельзя назвать высоким: при от-
боре 2015 г. для придонного образца значение ин-
декса составило 2.31; для поверхностных матов
U152 – 1.96; однако при отборе проб в 2016 году
наблюдаемое микробное сообщество было более
разнообразным, и индекс Шеннона составил
3.81, что может говорить о смешении подземного
и поверхностного микробных сообществ.

Согласно нашим данным в источнике в 2015-м
году доминировали представители филума не-
культивируемых бактерий candidate division OP1
“Acetothermia”, а также филумов Chloroflexi и Ni-
trospirae, причём в донных отложениях наиболь-
шую долю сообщества составляли “Acetothermia”
и Chloroflexi, тогда как в матах, развивающихся на
деревянных поверхностях, последняя группа до-
минирует, численность “Acetothermia” незначи-
тельно уменьшается, а доля Nitrospirae удваивает-
ся за счет уменьшения общей доли минорных
компонентов сообщества. В пробах придонных
матов 2016 г. при общем увеличении биоразнооб-

Таблица 2. Микроэлементный состав воды источника
“Дикий аржаан” по данным масс-спектрометрическо-
го анализа (ICP-MS)

Примечание. Данные по элементам, ионы которых указаны
в табл. 1, здесь не представлены. Также, не представлены
данные по элементам, концентрации которых в обеих про-
бах находятся ниже предела детекции метода. Жирным
шрифтом выделены элементы, содержание которых служит
индикатором глубинных вод (см. разъяснения в тексте). От-
носительная погрешность измерений составляет 5%.

Элементы
Содержание, нг/л

2015 г. 2016 г.
Be 0.0 10.6
B 76000.2 96844.0
Al 42437.3 23701.0
Sc 891.8 0.0
Ti 851.6 966.7
V 3.7 34.0
Cr 125.7 208.3
Mn 382.2 332.4
Fe 7806.1 5282.4
Co 1.9 2.0
Ni 739.0 739.3
Cu 175.1 53.3
Zn 4386.9 1524.0
Ga 3286.6 3023.8
Ge 4958.6 4761.1
As 79.9 42.0
Se 739.3 739.3
Rb 22320.5 19643.6
Sr 90550.0 87715.5
Y 1.1 2.6
Zr 43.2 4.6
Nb 25.1 5.1
Mo 5803.9 5623.3
Ru 1.5 0.0
Pd 8.4 0.0
Cd 0.0 561.7
In 3.4 0.0
Sn 39.8 6.7
Sb 365.2 426.7
Te 82.1 0.0
Cs 7923.2 7337.6
Ba 16069.4 6063.5
La 4.3 4.8
Ce 10.5 5.7
Pr 1.1 0.2
Nd 4.3 0.9
Eu 0.6 0.5
Ho 0.5 0.0
Tm 0.6 0.0
Hf 5.2 0.0
Ta 36.4 17.0
W 17139.8 18227.0
Ir 3.7 0.0
Pt 1.9 0.0
Au 30.7 0.0
Tl 27.0 0.0
Pb 75.1 27.1
Bi 4.6 0.0
Th 15.5 1.5
U 3.2 2.6
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Рис. 1. Состав филумов микробного сообщества источника “Дикий аржаан” по результатам профилирования по гену
16S рРНК. U151 – образец придонного мата 2015 г., U152 – образец поверхностного мата 2015 г., Tyva2016 – образец
придонного мата 2016 г.
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разия существенно изменился состав доминиру-
ющих групп. Более четверти сообщества в 2016-м
году составили представители Chloroflexi. Второй
наиболее представленной группой были Firmic-
utes, количество Nitrospirae существенно умень-
шилось, а представители “Acetothermia” составили
лишь минорную часть сообщества придонных
матов (рис. 1).

Филум “Acetothermia” в пробах 2015 г. пред-
ставлен одним доминирующим (32.1 и 22.8% со-
общества в придонном и поверхностном образцах,
соответственно), и одним минорным филотипом
(0.1% в придонных образцах). Различия между
этими филотипами соответствуют уровню разных
родов внутри группы OPB14, имеющей уровень
класса. В пробах 2016 г. “Acetothermia” представле-

ны теми же двумя филотипами группы OPB14 и
суммарно составляют только 1.12% сообщества,
причем филотип, доминировавший в 2015-м г.,
наименее представлен в 2016-м (0.29% сообще-
ства). Сходные последовательности клонов “Ace-
tothermia” были детектированы в образцах почвы
гидротермального поля Тэнчун (Tengchong, юж-
ный Китай), а также образцах, полученных из
подземных нефтяных месторождений Китая и
Аляски (табл. 3). Представители “Acetothermia”
встречаются в подземных нефтяных месторожде-
ниях (Hu et al., 2016), температуры которых сход-
ны с температурой источника “Дикий аржаан”.
Филум Chloroflexi в источнике в образцах придон-
ных и поверхностных матов 2015 г. представлен в
основном некультивируемым порядком SBR1031,
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относящимся к классу Anaerolineae, представите-
ли которого обладают бродильным типом метабо-
лизма (Podosokorskaya et al., 2013a). Тогда как в об-
разцах 2016 г. доминирующие филотипы Chloroflexi
относятся к роду термофильных нитчатых анокси-
генных фотогетеротрофов Roseiflexus (25.1% сооб-
щества в целом), а представители Anaerolineae со-
ставляют лишь 1.22% сообщества. Nitrospirae во
всех пробах представлены семейством Thermode-
sulfovibrionaceae и некультивируемыми группами
порядка Thermodesulfovibrionales. Клоны, близкие
последнему таксону, были обнаружены в пробах
подземной биосферы ранее (табл. 3). Также, в
значительном количестве в придонных матах 2015 г.
обнаруживаются представители филума Plancto-
mycetes, наиболее близким для них культивируе-
мым организмом является Thermostilla marina, вы-
деленная из прибрежных морских гидротерм Ку-
рильских островов (Slobodkina et al., 2016). В 2016-м
году доля Planctomycetes в сообществе снижается
до 2%. Однако в этих же пробах наблюдается ши-
рокое разнообразие фирмикут, среди которых
выделяются представители семейств анаэробных
органотрофов Lachnospiraceae и Clostridiaceae, до-
ля которых в сообществе составляет 9.3 и 5.5%,
соответственно. Большинство известных пред-
ставителей Lachnospiraceae являются мезофиль-
ными микроорганизмами, выделенными из раз-
личных наземных местообитаний однако среди
них есть и представители подземной биосферы
(Podosokorskaya et al., 2014). Также, в придонных
матах 2016 г. было зафиксировано широкое раз-
нообразие протеобактерий с доминированием
представителей семейства Burkholderiaceae, боль-
шинство которых также обладает бродильным ти-
пом метаболизма (Rosenberg et al., 2014a).

В обрастаниях деревянных стенок источника
(образец U152), которые были наиболее плотными
в 2015-м году, детектировано значительное коли-
чество представителей филума Deinococci-Thermi
(рисунок). Из минорных компонентов сообщества
источника “Дикий аржаан” (как придонной, так и
поверхностной его части) стоит отметить некуль-
тивируемые формы недавно предложенных фи-
лумов Armatimonadetes и Ignavibacteriae, макси-
мальная доля которых наблюдалась в придонных
матах 2016 г. и составляла 1.6 и 3.0% соответствен-
но; представителей Verrucomicrobiae (2.5% в при-
донных матах 2015 г.) и некультивируемых бакте-
рий таксона candidate division TA06 (1.9% в при-
донных матах 2015 г.), клоны которого часто
обнаруживаются в богатых органикой эвтрофных
водоемах. Среди архей доминировали некульти-
вируемые представители семейства “Caldiar-
chaeaceae” (6.32% в придонных матах 2015 г.), ко-

торые согласно реконструкциям геномов могут
быть способны как к автотрофии, так и гетеро-
трофному росту на пептидах (Nunoura et al., 2011).
Наконец, как в поверхностных, так и в придон-
ных микробных матах источника встречаются
представители Euryarchaeota (в образцах 2015 г.),
Hydrogenedentes и Acidobacteria (в основном, в об-
разцах 2016 г.), однако относительная представ-
ленность каждого из этих филумов не превышает
1.5%.

Из ДНК образцов поверхностных (U152) ма-
тов были получены две метагеномные библиоте-
ки. По результатам секвенирования метагеном-
ных библиотек для них было получено суммарно
2679988 прочтений общей длиной 672676988 нук-
леотидов. De novo сборка метагенома имела длину
31020002 п.н. состояла из 24758 контигов. Макси-
мальная длина контига составила 214423 п.н.,
N50 – 2132 п.н. Кластеризация контигов при по-
мощи инструмента CONCOCT показала, что они
формируют пять наиболее полных кластеров, со-
ответствующих трем наиболее представленным
филумам: Nitrospirae, “Acetothermia” и Chloroflexi.
Оценка полноты и контаминации полученных
5 кластеров контигов при помощи ПО CheckM
дала следующие результаты: полнота от 77.21% до
98.78% (среднее значение 90.79%), контаминация
кластеров от 0.92 до 3.39% (среднее значение
2.20%). При этом филум Chloroflexi представлен
тремя выраженными кластерами контигов, один
из которых наиболее близок к роду Roseiflexus, а
два других – к классу Anaerolineae. Сопоставление
одной из групп контигов, близких к классу Anaer-
olineae, с результатами профилирования сообще-
ства по гену 16S рРНК дает основания предполо-
жить, что эти контиги относятся к некультивиру-
емой группе Anaerolineae SBR1031, обнаруженной
ранее в анаэробных целлюлолитических консор-
циумах сточных вод (Xia et al., 2011), а также в зо-
нах абиогенных газовых высачиваний (Neubeck
et al., 2017).

При выравнивании прочтений на метагеном
было успешно картировано 1797597 из 2679988
прочтений (67.07% от общего числа) общей дли-
ной 390945567 нуклеотидов, среднее покрытие
метагенома составило 12.60. На кластер контигов,
определенных как “Acetothermia”, пришлось 196338
прочтений, что составило 10.92% от числа карти-
рованных прочтений. Стоит, однако, отметить,
что это число не может напрямую отражать долю
микроорганизмов данного таксона в сообществе,
и скорее всего, его доля будет выше, т.к. размеры
опубликованных геномов “Acetothermia” не пре-
вышают 2 млн п.н., что значительно меньше, чем
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средний размер геномов представителей Chlorof-
lexi, составляющих значительную часть микроб-
ного сообщества “Дикого аржаана”. При этом
среднее покрытие контигов “Acetothermia” и кон-
тигов, отнесенных к семейству Roseiflexaceae фи-
лума Chloroflexi, получилось сходным – 36.78 и
36.81, соответственно.

Для достоверной оценки количественной
представленности двух доминирующих таксонов
было проведено картирование прочтений на базу
последовательностей однокопийного гена rpsB
при помощи ПО GraftM. В результате было полу-
чено следующее таксономическое распределение
микроорганизмов “Дикого аржаана”: 43.57% –
Chloroflexi, среди которых 15.75% составляет Ro-
seiflexus, 22.57% – candidate division OP1 “Aceto-
thermia”, 11.02% – Nitrospirae. Эти данные, в це-
лом, подтверждают результаты профилирования
сообщества по гену 16S рРНК, хотя и обладают
меньшей разрешающей способностью.

Метаболическое разнообразие источника “Ди-
кий аржаан”. В метагеноме источника “Дикий
аржаан” был осуществлен поиск генов ключевых
ферментов некоторых катаболических процес-
сов, характерных для анаэробных прокариот, а
именно: генов ферментов катаболизма соедине-
ний азота, диссимиляционных сульфатредуктаз и
железоредуктаз, гидрогеназ, СО-дегидрогеназ,
алкогольдегидрогеназ, альдегидредуктаз, а также
ключевых генов всех известных на сегодняшний
день путей фиксации неорганического углерода и
генов эстераз. Поиск эстераз был осуществлен с
учетом недавнего описания их нового семейства
из представителя филума “Acetothermia” (Zarafeta
et al., 2016). Для получения данных о представлен-
ности вышеперечисленных генов в метагеноме
было оценено количество геномов, которые мо-
гут быть представлены в сообществе (такая оцен-
ка необходима, т. к. кластеризация контигов мо-
жет не давать полной картины). Суммарная длина
метагенома в 31020002 пары нуклеотидов была
поделена на средний размер генома по данным
JGI IMG – 3782728 пар нуклеотидов. Это позво-
ляет предположить, что в метагеноме представле-
но, как минимум, 8 микроорганизмов. Учитывая
то, что из-за недостаточного покрытия последо-
вательности геномных контигов минорных пред-
ставителей сообщества представлены не полно-
стью, можно говорить о 10–12 микроорганизмах,
представляющих основную часть микробного со-
общества источника “Дикий аржаан”. Общее
число белок-кодирующих генов, предсказанных
в метагеноме, составило 43521, из них 16672 име-

ли предсказанные старт- и стоп-кодоны, т.е.
представляли полные последовательности генов.

Установлено присутствие в метагеноме гомо-
логов ключевых генов денитрификации – молиб-
доптериновых нитратредуктаз NapA и NarG, нит-
ритредуктаз NirK и NirS, NO-редуктазы NorB,
аммонифицирующей восьмигемовой нитритре-
дуктазы Onr (Simon and Klotz, 2013). Всего в мета-
геноме было обнаружено 13 генов, детерминиру-
ющих все стадии денитрификации, кроме обра-
зования газообразного азота, что составило
0.078% от общего количества полных генов в ме-
тагеноме (далее доля от общего количества пол-
ных генов представлена в скобках). Гомологов
азотобразующих NO- и N2O-редуктаз семейств
Nod и Nos, а также диссимиляционных сульфат-
редуктаз DsrAB в метагеноме обнаружено не было.
Поиск детерминант других процессов анаэробно-
го дыхания выявил 3 гена (0.018%) терминальных
мультигемовых железоредуктаз, описанных у мо-
дельных металл-восстанавливающих микроорга-
низмов Shewanella oneidensis и Geobacter sulfurredu-
cens и обеспечивающих перенос электронов на
минеральный акцептор (Shi et al. 2016). Также,
было обнаружено 38 генов (0.228%), кодирующих
белки, которые могут участвовать в процессе био-
синтеза этанола и бутанола: ферменты класса EC
1.1.1, включая НАДН- и НАДФН-зависимые ал-
коголь- и бутанолдегидрогеназы. Таксономиче-
ское распределение лучших BLAST-хитов 38-ми
in silico-транслированных аминокислотных по-
следовательностей показало, что большинство из
них принадлежат бактериям филумов Chloroflexi и
Deinococci/Thermi, а также к новым глубоким фи-
логенетическим ветвям. В среднем геном предста-
вителя данного сообщества кодирует 3–4 фермен-
та данной группы. В метагеноме было обнаружено
4 гена (0.024%), кодирующих СО-дегидрогеназы.
Из них 3 находились в составе генных кластеров,
включающих гены ацетил-КоА синтазы. Также
было обнаружено 3 гена (0.018%) каталитических
субъединиц Fe,Fe-гидрогеназ и 15 генов (0.090%)
каталитических субъединиц Ni,Fe-гидрогеназ (из
которых 3 – конвертирующие энергию, Vignais
and Billoud, 2007). Таким образом в среднем, ге-
ном представителя данного сообщества кодирует
две гидрогеназы.

Поиск генов фиксации азота и углерода в ме-
тагеноме источника “Дикий аржаан” выявил 5 ге-
нов (0.030%) ключевых субъединиц NifD и NifH
нитрогеназного комплекса, характерного для ди-
азотрофов, а также гены ключевых ферментов не-
скольких путей фиксации СО2: 14 генов (0.084%)
3-гидроксипропионатного/4-гидроксибутиратного
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цикла (из них 11 – характерных только для пред-
ставителей Chloroflexi), 5 генов (0.030%) АТФ-
цитратлиазы восстановительного цикла трикар-
боновых кислот, 3 гена (0.018%) ацетил-КоА син-
таз пути Вуда-Льюнгдаля (один из этих генов
идентифицирован как принадлежащий предста-
вителю “Acetothermia”). Помимо генов путей авто-
трофной фиксации углерода, в метагеноме источ-
ника “Дикий аржаан” было выявлено 33 гена
(0.198%) эстераз семейств IV, V, VI, VIII, XIII, а
также нового семейства XV, одним из первых оха-
рактеризованных представителей которого была
эстераза из “Acetothermia”, обнаруженная при на-
шем анализе метагенома горячего источника
Солнечный (кальдера Узон, Камчатка, Zarafeta
et al. 2016). В среднем, геном представителя мик-
робного сообщества кодирует 3 гена эстераз.

Поиск генов вторичных метаболитов выявил в
метагеноме “Дикого аржаана” три кластера био-
синтеза бактериоцинов (два из них содержат го-
мологов нескольких генов биосинтеза линоцина
М18), а также кластер синтеза N-ациламинокис-
лот. Все найденные генные кластеры, предполо-
жительно, принадлежат представителям филума
Chloroflexi, которые, по-видимому, являются ак-
тивными антагонистами в сообществе.

ОБСУЖДЕНИЕ
Гидротермы Восточно-Тувинского нагорья

остаются практически неизученными с микро-
биологической точки зрения. Вместе с тем, неод-
нородная геологическая обстановка в местах их
формирования и широкий диапазон их физико-
химических характеристик создают условия для
развития разнообразных термофильных микроб-
ных сообществ, которые с высокой вероятностью
могут содержать новые таксономические и физио-
логические группы микроорганизмов. Нами впер-
вые было исследовано термофильное микробное
сообщество крупной щелочной гидротермы “Ди-
кий аржаан” Уш-Бельдирского месторождения
термальных вод. В источнике сформированы две
различные, но взаимосвязанные экологические
ниши – богатые органическими остатками и ми-
неральными отложениями донные осадки, через
которые разгружается анаэробная газовая смесь,
и деревянные стенки колодца, в который капти-
рован источник. Содержание растворенного ор-
ганического углерода в источнике оказалось низ-
ким, что означает незначительный приток рас-
творимой органики и/или эффективность ее
деструкции микроорганизмами сообщества.

Высокая температура водоносных горизонтов
является определяющим фактором геохимиче-

ских характеристик источников Уш-Бельдирско-
го месторождения. Формирование этих термаль-
ных вод, предположительно, глубинное, т.к. в их
составе отмечается более 3% мантийного гелия, а
в газовом составе присутствуют гелий и углеводо-
роды, высвобождающиеся за счет минерализации
органических веществ в породах (Дучков и cоавто-
ры, 2010). Наш анализ, проведенный в различных
гидрологических условиях 2015 и 2016 гг., выявил
также влияние метеорных и/или приповерхност-
ных грунтовых вод на геохимические характери-
стики источника “Дикий аржаан”.

В результате профилирования проб микроб-
ных матов источника “Дикий аржаан” по гену 16S
рРНК было выявлено доминирование представи-
телей филума некультивируемых бактерий candi-
date division OP1 “Acetothermia”, а также филума
Chloroflexi. Причем, некультивируемая группа
OP1 составляет значительную часть сообщества
как в придонных (32%), так и в поверхностных
(23%) матах, что может быть связано с предпола-
гаемой автотрофией представителей OP1 (Takami
et al. 2012). Согласно имеющейся реконструкции
генома OP1 эта группа обладает древней формой
ацетил-КоА пути фиксации углерода из СО2 (кар-
боната), который является основной формой не-
органического углерода, доступной в источнике
“Дикий аржаан”, согласно нашему геохимиче-
скому анализу. Принадлежащий представителю
“Acetothermia’ ключевой фермент этого пути, аце-
тил-КоА синтаза, идентифицирован нами в мета-
геноме источника “Дикий аржаан” в 2015 г., в за-
сушливый период. Интересно, что доминирова-
ние представителей ‘Acetothermia’ наблюдалось
именно в этот период, когда гидрогеохимические
характеристики источника были наиболее близки
к условиям глубинных геотермальных горизон-
тов, его формирующих. Тогда как в дождливый
период 2016 г., связанный с увеличением влияния
грунтовых вод на характеристики источника и отра-
зившийся в снижении концентрации ряда редкозе-
мельных элементов (табл. 2), доля “Acetothermia” па-
дала до 1% сообщества (рисунок). Значительная и
довольно стабильная доля представителей Chlorof-
lexi в сообществе (25.1–33.8%, табл. 3), вероятно
связана со способностью организмов этой груп-
пы к синтрофии и гетеротрофному росту на ши-
роком спектре углеродных субстратов (Rosenberg
et al., 2014b).

Микробное разнообразие источника “Дикий
аржаан” в гидрологических условиях, наиболее
близких к подземным водоносным горизонтам
(пробы 2015 г.), оказалось достаточно узким
(средний индекс Шеннона 2.20), что также гово-
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рит в пользу достаточно большой степени за-
мкнутости данной системы. Немного большее
разнообразие придонных матов соотносится с
большим количеством различных углеродных
субстратов и неорганических акцепторов элек-
тронов, доступных в донной части источника. В
дождливый сезон (пробы 2016 г.) разнообразие
сообщества источника “Дикий аржаан” значи-
тельно возрастает (индекс Шеннона 3.81). При
этом изменяется состав доминирующих групп в
пользу фирмикут и протеобактерий, тогда как
значительно снижается доля новых некультиви-
руемых форм (рисунок). Это явление вполне
ожидаемо, учитывая возможное привнесение
значительного количества органического веще-
ства и микрофлоры извне, с метеорными, а затем
и грунтовыми водами. О возможном привнесе-
нии в источник аллохтонной микрофлоры свиде-
тельствует, в частности, обнаружение представи-
телей семейства Burkholderiaceae (Rosenberg et al.,
2014a). Существенное падение численности пред-
ставителей группы OP1 при разбавлении тер-
мальной воды грунтовыми водами свидетельству-
ет также о возможном происхождении популяции
“Acetothermia” в источнике “Дикий аржаан” из
глубинных геотермально нагреваемых водонос-
ных горизонтов. Похожая ситуация наблюдается
и с семейством Anaerolineae филума Chloroflexi,
некоторые представители которых были выделе-
ны из термальной воды глубинной нефтепоиско-
вой скважины (Podosokorskaya et al., 2013a). Как и
в случае с “Acetothermia”, численность Anaerolineae
в сообществе “Дикого аржаана” при разведении
источника грунтовыми водами существенно па-
дает одновременно с ростом доли бактерий рода
Roseiflexus.

Анализ функциональных генов, детерминиру-
ющих различные пути энергетического метабо-
лизма, выявил потенциальные ферменты денит-
рификации (нитрат-, нитрит- и NO-редуктазы),
однако ключевых ферментов стадии образования
газообразного азота обнаружено не было. С дру-
гой стороны, были обнаружены гены нитрогеназ,
что свидетельствует о возможности биологиче-
ской фиксации азота, составляющего 92% газо-
вой фазы источника. Помимо ферментов, детер-
минирующих катаболизм соединений азота, в ме-
тагеноме “Дикого аржаана” были обнаружены
диссимиляционные железоредуктазы, СО-дегид-
рогеназы и гидрогеназы. Учитывая небольшое
количество обнаруженных генов мультигемовых
цитохромов, силикатные минералы железа(III),
доступные для железовосстанавливающих орга-
низмов, вряд ли являются ключевыми акцептора-
ми электронов для исследуемого микробного со-

общества. Более вероятными акцепторами элек-
тронов для процессов анаэробного дыхания в
источнике “Дикий аржаан” могут быть окислен-
ные соединения азота. Возможными энергетиче-
скими субстратами могут быть СО в составе газо-
вой смеси, высвобождающейся со дна источника,
аммоний, детектированный в воде источника, а
также органическое вещество, в частности, липи-
ды. Об использовании последних в качестве энер-
гетических и углеродных субстратов говорит ши-
рокое разнообразие эстераз в метагеноме источ-
ника. Следует отметить, что несмотря на
значительное количество аллохтонного органи-
ческого вещества в источнике, существенную
роль в функционировании его микробного сооб-
щества, по-видимому, играют автотрофные про-
кариоты. Это соотносится с достаточно высоким
и стабильным содержанием карбонатов и бикар-
бонатов в источнике (табл. 1), с доминированием
представителей ‘Acetothermia’, которые могут быть
способны к автотрофной фиксации СО2 согласно
имеющейся геномной реконструкции (Takami
et al. 2012), а также с относительно высокой пред-
ставленностью генов нескольких различных пу-
тей фиксации CO2 в метагеноме “Дикого аржаа-
на”. Помимо “Acetothermia”, существенную часть
сообщества составляют представители филума
аноксигенных фототрофов Chloroflexi. При этом,
многие представители Chloroflexi, в частности,
класса Anaerolineae, способны и к гетеротрофно-
му росту, а для “Acetothermia” такая возможность
предсказана на геномном уровне (Takami et al.
2012).

Таким образом, экологическую роль предста-
вителей нового филума некультивируемых бакте-
рий “Acetothermia” еще предстоит оценить, однако
доминирование этой группы микроорганизмов
показано для наземного горячего источника
впервые. Анализ изменений состава сообщества в
зависимости от гидрогеохимических характери-
стик источника позволяет предположить проис-
хождение доминирующей группы “Acetothermia”
из глубинных геотермальных водоносных гори-
зонтов.

Работа выполнена при поддержке проектов
РФФИ № 16-54-76022, № 16-54-10072 и “зеркаль-
ного” британского проекта Royal Society UK-
funded joint UK -Russia Project “Novel microorgan-
isms and new enzymes from the Baikal Rift Zone”
(Grant Nr IE160224). Работы по поиску генов же-
лезоредуктаз, ацетил-КоА синтаз, СО-дегидроге-
наз и гидрогеназ в метагеноме источника “Дикий
аржаан” проводились в рамках проекта РНФ
№ 17-74-30025.
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Members of the Uncultured Taxon OP1 (“Acetothermia”) Predominate in the Microbial 
Community of an Alkaline Hot Spring at East-Tuvinian Upland
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Abstract—The thermophilic microbial community of a hydrotherm at East-Tuvinian upland is described.
High-throughput profiling of the 16S rRNA gene and sequencing of the complete metagenome were used to
characterize the phylogenetic and metabolic diversity of the microbial community of the Dikij Arzjaan alka-
line thermal spring of Ush-Bel’dir mineral water deposit in Tyva, Russia. Members of uncultured phylum
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‘Acetothermia’ (candidate division OP1) predominated in the microbial community of the spring. While this
phylum has already been detected in many thermal ecosystems, it never formed the main component of their
microbial communities. Apart from ‘Acetothermia’, members of Nitrospirae and Chloroflexi comprised a sig-
nificant part of the microbial community. Comparative analysis of our geochemical data on the spring and
the previously published data on in silico reconstruction of ‘Acetothermia’ metabolism led us to the suggestion
that carbonate and bicarbonate can serve as the major carbon sources for the dominant bacterial group and
that ‘Acetothermia’ themselves act as the primary producers in this ecosystem. Analysis of the functional genes
revealed also the presence of physiological groups of denitrifyers, iron reducers, carboxydotrophs and di-
azotrophs. This is the first report on a thermophilic microbial community of a hydrotherm from the south-
western extermity of the Baikal rift zone. Moreover, microbial communities with predominance of uncul-
tured ‘Acetothermia’ have not been reported previously in terrestrial hydrotherms.

Keywords: uncultured bacteria, OP1, Acetothermia, new acetyl-CoA synthases, terrestrial hydrotherms, East-
Tuvinian Upland
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МАЛОИЗУЧЕННЫЕ ГРУППЫ БАКТЕРИЙ – ИСТОЧНИК НОВЫХ 
ФЕРМЕНТОВ: β-ГАЛАКТОЗИДАЗЫ ИЗ ПЛАНКТОМИЦЕТОВ
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В настоящей работе проведен филогенетический анализ обширной группы ближайших гомологов
β-галактозидазы, недавно клонированной из почвенного метагенома и представляющей новое се-
мейство гликозил-гидролаз. Эти белки, формирующие самостоятельное подсемейство гипотетиче-
ских β-галактозидаз, почти исключительно представлены в бактериях малоизученных фил Plancto-
mycetes и Verrucomicrobia, а также Bacteroidetes. Филогенетическое древо подсемейства состоит из
11 высокостабильных кластеров ветвей, вероятно возникших в результате серии генных дуплика-
ций. Анализ топологии древа позволил предположить, что эти гены впервые появились у планкто-
мицетов, и большинство соответствующих дупликаций произошло именно в пределах этой группы.
Позже, посредством горизонтальных переносов эти гены распространились в несколько других фил
бактерий, причем наиболее многочисленными были переносы в Verrucomicrobia. В геномах боль-
шинства планктомицетов имеются множественные паралоги, однако их происхождение оказалось
неодинаковым: в некоторых случаях ключевую роль играли горизонтальные переносы, а в других –
дупликации генов. Обсуждается роль малоизученных групп прокариот как обладателей пула новых
гликозил-гидролаз.

Ключевые слова: гликозил-гидролаза, β-галактозидаза, семейство TIGR02604, Planctomycetes, Verru-
comicrobia, филогенетическое древо белков, эволюция белков, горизонтальный перенос, поиск го-
мологов, аннотация генов, ошибки аннотации метагеномов
DOI: 10.1134/S0026365618060137

Гликозил-гидролазы или гликозидазы (КФ
3.2.1) – обширная группа ферментов, отвечаю-
щих за расщепление O-гликозидных связей в раз-
личных субстратах, включая гетерополисахари-
ды, гликолипиды и гликопротеины. Гены глико-
зидаз обнаружены в подавляющем большинстве
живых организмов, однако их набор в конкрет-
ных геномах существенно варьирует: они часто
подвержены дупликациям, элиминации и гори-
зонтальному переносу (Наумов, 2011). Основыва-
ясь на гомологии каталитических доменов, боль-
шинство известных гликозил-гидролаз объеди-
нены в базе данных CAZy (Lombard et al., 2014;
Terrapon et al., 2017) в 147 семейств: GH1–GH153
(кроме GH21, GH40, GH41, GH60, GH61 и GH69).
При этом 60 семейств на основе отдаленных эво-
люционных связей сгруппированы там в 17 кла-
нов: GH-A–GH-Q.

Более детальный анализ первичных и третич-
ных структур белков позволил предложить иерар-
хическую классификацию гликозил-гидролаз
(Naumoff, 2001, 2006, 2014; Наумов, 2011). Она рас-
пространяется не только на семейства белков с эн-

зиматически охарактеризованными представите-
лями, но так же и на семейства, которые содержат
исключительно гипотетические белки, кодируе-
мые открытыми рамками считывания из геномных
проектов. К настоящему времени уже известно
около сотни таких семейств предполагаемых гли-
козил-гидролаз. Среди них 37 семейств (FURAN1–
FURAN39, кроме FURAN8 и FURAN36), образо-
ванных белками, чьи предполагаемые каталити-
ческие домены имеют структуру β-пропеллера
(Наумов, 2012).

β-Галактозидазы или β-D-галактозид-галак-
тогидролазы (КФ 3.2.1.23) – гликозил-гидролазы,
катализирующие отщепление концевых, нереду-
цирующих остатков β-D-галактозы от различных
β-D-галактозидов, включая пектиновые галакта-
ны (Husain, 2010; Chandrasekar et al., 2016; Saqib
et al., 2017; Luis et al., 2018). Ферменты с этой ак-
тивностью широко распространены в природе и
отнесены в базе данных CAZy к нескольким се-
мействам: GH1, GH2, GH3, GH35, GH39, GH42,
GH50, GH59 и GH147 (Lombard et al., 2014). Одна-
ко каждое из этих семейств (кроме недавно откры-

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ
СТАТЬИ
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того GH147) в дополнение к белкам с β-галактози-
дазной активностью содержит также ферменты с
иной субстратной специфичностью. Поэтому
трудно предсказать конкретную энзиматическую
активность для экспериментально неохарактери-
зованных представителей этих семейств. Обычно
такие предсказания бывают обоснованными толь-
ко в пределах моноспецифических подсемейств.

Одним из востребованных подходов в совре-
менной биотехнологии является поиск новых
ферментов в микроорганизмах, которые пока не
удается культивировать в условиях лаборатории.
В рамках одного из таких метагеномных проектов
недавно были обнаружены три новых β-галакто-
зидазы (Cheng et al., 2017), которые в настоящее
время отсутствуют в базе данных CAZy. Две из
них закодированы одним и тем же фрагментом
ДНК длиной 35.9 т.п.о. (GenBank, KF255994.1).
Один из этих двух белков – Lac161_10 (GenPept,
AGW45555.1) – относится к семейству FURAN22
(неопубликованные данные) и, согласно пред-
сказанию, имеет 3D структуру пятилопастного
β-пропеллера (Cheng et al., 2017). Второй белок –
Lac161_07 (AGW45552.1) – содержит домен
TIGR02604 (Cheng et al., 2017). Применение про-
граммы PSI-BLAST выявило его отдаленное род-
ство с доменами семейства FURAN31, что позволи-
ло рассматривать TIGR02604 как предполагаемый
каталитический домен этой гликозил-гидролазы
(Ivanova et al., 2017). Белок Lac161_07 оказался в
фокусе нашего внимания, так как недавно прове-
денный нами анализ генома планктомицета Pa-
ludisphaera borealis PX4 (GenBank, CP019082.1) вы-
явил у этой бактерии 18 белков, содержащих доме-
ны семейства TIGR02604. При этом два ближайших
гомолога для каждого из них, согласно попарному
сравнению последовательностей, тоже принадле-
жат планктомицетам (см. таблицу S4 в работе Iva-
nova et al., 2017).

Планктомицеты (Planctomycetes) – это мало-
изученная филогенетическая ветвь (фила) домена
Bacteria, представители которой сложны в куль-
тивировании. Как показал анализ геномов P. bore-
alis PX4 и филогенетически близкородственных
планктомицетов, эти бактерии обладают высо-
ким, но пока малоизученным гликолитическим
потенциалом (Ivanova et al., 2017). Цель работы –
исследовать феномен явной сверх-представлен-
ности белков семейства TIGR02604 у планктоми-
цетов как указание на необычную эволюционную
историю данной группы белков.

АНАЛИЗ ДАННЫХ
Для определения эволюционной близости гомо-

логов β-галактозидазы Lac161_07 (AGW45552.1) из
организмов разных филогенетических групп,
20 марта 2018 г. проводили скрининг в базе данных
аминокислотных последовательностей GenPept на

сайте NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), при
этом в качестве запроса использовали фрагмент
этого белка (с 1 по 450 аминокислотный остаток),
соответствующий домену TIGR02604. При запус-
ке программы blastp порогом для включения бы-
ло значение E-value равное 10, рекомендуемое
разработчиками программы. Поиск проводили
независимо по каждой филе бактерий, а также
среди архей и эукариот. Каждый раз выбирался
белок с наибольшим значением Score, и статисти-
ка по нему заносилась в табл. 1.

Полноразмерная аминокислотная последова-
тельность β-галактозидазы Lac161_07 использо-
валась для поиска близких гомологов в базе дан-
ных GenPept (раздел “non-redundant protein se-
quences”) с помощью программы blastp. Для
построения множественного выравнивания и
дальнейшего филогенетического анализа были
отобраны 217 ближайших гомологов. При этом
близкородственные белки из штаммов одного ви-
да и видов одного рода, как правило, не использо-
вались. В качестве аутгруппы были выбраны
50 белков, представляющих другое подсемейство
(см. раздел “Результаты”).

Множественное выравнивание аминокислот-
ных последовательностей проводили вручную в
программе-редакторе BioEdit (http://www.mbio.ncsu.
edu/BioEdit/bioedit.html), при этом учитывали ре-
зультаты попарных выравниваний с помощью
программы blastp. При обнаружении белковых
фрагментов, не содержащих обоих полноразмер-
ных доменов (TIGR02603 и TIGR02604, см. раз-
дел “Результаты”), предпринимали попытки про-
длить соответствующие аминокислотные после-
довательности. В пяти случаях (GenPept:
EEF62808.1/EEF62809.1, OUW77017.1/OUW79755.1,
OYV93026.1/OYV93027.1, PCJ52993.1/PCJ60478.1 и
SIN73771.1/SIN73785.1) пары кодируемых одним
геномом фрагментов белков были объединены вме-
сте для получения полноразмерного белка. Для че-
тырех других белков (APW59276.1, EPR71461.1,
OHB85895.1 и PCH53653.1) был использован аль-
тернативный старт-кодон.

Результаты множественного выравнивания
(после удаления наиболее вариабельных участков
последовательностей) использовали для построе-
ния филогенетических деревьев с помощью про-
грамм PROTPARS (метод максимальной эконо-
мии, Protein Sequence Parsimony method, MP) и
NEIGHBOR (метод ближайших соседей, Neigh-
bor-Joining method, NJ) из пакета PHYLIP (http://
evolution.gs.washington.edu/phylip.html). Стати-
стическую надежность узлов оценивали с исполь-
зованием бутстреп-анализа (по 100 псевдореплик
для каждого древа). Программу TreeView Win32
(http://taxonomy.zoology.gla.ac.uk/ rod/treeview.ht-
ml) применяли для получения графических изоб-
ражений деревьев.
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Таблица 1. Таксономическая принадлежность гомологов β-галактозидазы Lac161_07

Таксон Число
геномов Номер белка Организм Идентичность, 

% Вероятность Счет

Verrucomicrobia 
(taxid: 74201)

143 PHX95203.1 Pedosphaera sp. 51 2e-157 474

Planctomycetes (taxid: 
203682)

125 PQO28573.1 Blastopirellula marina 47 3e-125 390

Ca. Hydrogenedentes 
(taxid: 142187)

4 PCJ52957.1 Ca. Hydrogenedentes 
bacterium

46 8e-118 365

Acidobacteria (taxid: 
57723)

78 WP_020718766.1 Acidobacteriaceae
bacterium KBS 96

39 3e-83 278

Bacteroidetes (taxid: 
976)

2749 ACU02556.1 Pedobacter heparinus 
DSM 2366

37 9e-81 269

Balneolaeota (taxid: 
1936987)

12 SHG50797.1 Aliifodinibius roseus 35 2e-68 234

Gemmatimonadetes 
(taxid: 142182)

19 AHG93160.1 Gemmatirosa
kalamazoonesis

34 1e-48 179

Proteobacteria (taxid: 
1224)

47422 WP_019027975.1 Colwellia piezophila 30 5e-42 168

Lentisphaerae (taxid: 
256845)

7 EDM28524.1 Lentisphaera araneosa 
HTCC2155

29 7e-39 150

Actinobacteria (taxid: 
201174)

13972 OYV65024.1 Actinobacteria
bacterium 21-64-8

29 1e-30 132

Cyanobacteria (taxid: 
1117)

1199 KIF34122.1 Hassallia byssoidea 
VB512170

36 4e-23 107

Archaea (taxid: 2157) – ELZ85352.1 Haloferax gibbonsii ATCC 
33959

26 1e-15 84.7

Chloroflexi (taxid: 
200795)

225 OQY83979.1 Chloroflexi bacterium 
UTCFX4

24 7e-11 67.4

Ca. Glassbacteria 
(taxid: 1817805)

0 OGG05144.1 Ca. Glassbacteria
bacterium 
RIFCSPLOWO2_12_
FULL_58_11

23 1e-08 53.9

Nitrospirae (taxid: 
40117)

46 WP_090902174.
1

Ca. Nitrospira
nitrificans

24 3e-06 51.2

Armatimonadetes 
(taxid: 67819)

16 ARU43084.1 Armatimonadetes
bacterium Uphvl-Ar2

38 2e-06 51.2

Spirochaetes (taxid: 
203691)

824 OHD73066.1 Spirochaetes bacterium 
RBG_13_68_11

24 3e-05 50.1

Ca. Omnitrophica 
(taxid: 67812)

52 OGX07038.1 Omnitrophica WOR_2 
bacterium GWA2_47_8

23 6e-06 49.3

Ca. Rokubacteria 
(taxid: 1752708)

1 OLD30714.1 Ca. Rokubacteria bacte-
rium 
13_1_40CM_2_68_13

23 7e-06 48.9

Deinococcus-Thermus 
(taxid: 1297)

130 GAO75477.1 Meiothermus ruber 24 5e-05 47.8

Ignavibacteriae (taxid: 
1134404)

18 OGU48385.1 Ignavibacteria bacterium 
GWC2_36_12

28 4e-05 47.4



698

МИКРОБИОЛОГИЯ  том 87  № 6  2018

НАУМОВ, ДЕДЫШ

РЕЗУЛЬТАТЫ

Выбор белков для дальнейшего анализа и их мно-
жественное выравнивание. Ген β-галактозидазы
Lac161_07 расположен на фрагменте метагенома,
который охарактеризован (Cheng et al., 2017) как
принадлежащий геному бактерии рода Chthonio-
bacter (из филы Verrucomicrobia). Поиск по базе
данных NCBI показывает, что шесть из семи бли-
жайших гомологов этого белка – тоже из верруко-
микробий (39–47% идентичности аминокислот-
ных последовательностей), что подтверждает вер-
ность такого отнесения. Все эти восемь белков
(относятся к кластеру I, см. ниже) имеют близкий
размер (993–1059 а.о.) и однотипную доменную
структуру: два домена из семейств TIGR02604 и
TIGR02603/PF00034, разделенные спейсером
PF13646. Согласно базе данных TIGRFAMs (Haft
et al., 2013), такая доменная структура характерна
для ряда белков из бактерий фил Planctomycetes и
Verrucomicrobia. Проведенный нами скрининг с по-
мощью предполагаемого (Ivanova et al., 2017) ката-
литического домена TIGR02604 β-галактозидазы
Lac161_07 подтвердил необычную филогенетиче-

скую распространенность ее близких гомологов. В
своем большинстве они оказались принадлежащи-
ми бактериям именно этих двух фил, а также филы
Bacteroidetes; в меньшей степени были представле-
ны Acidobacteria, Balneolaeota и Candidatus Hydro-
genedentes (табл. 1). Обращает на себя внимание
отсутствие среди близких гомологов (≥35% иден-
тичности) трех наиболее многочисленных по чис-
лу секвевированных геномов таксономических
групп бактерий – Actinobacteria, Firmicutes и Proteo-
bacteria. Следует отметить, что у эукариот и фирми-
кут вообще отсутствуют белки, содержащие доме-
ны семейства TIGR02604.

Учитывая тот факт, что подавляющее боль-
шинство хорошо изученных семейств гликозил-
гидролаз одновременно содержат ферменты с
различающимися энзиматическими активностя-
ми (Наумов, 2011; Lombard et al., 2014), мы сфоку-
сировали свое исследование на анализе наиболее
близких гомологов белка Lac161_07, предполагая,
что они будут принадлежать одному подсемей-
ству и обладать общей субстратной специфично-
стью, являясь β-галактозидазами. Нами было

Примечание. Каталитический домен TIGR02604 из β-галактозидазы Lac161_07 (GenPept, AGW45552.1) использовался в ка-
честве запроса при поиске в базе данных NCBI по каждой филе бактерий, а также среди архей и эукариот. Приведена стати-
стика по одному ближайшему гомологу из каждой таксономической группы: процент идентичности (Identities), вероятность
обнаружения (E-value) и счет (Score). Жирной горизонтальной линией в таблице отделены представители изучаемого подсе-
мейства белков. Для каждой филы бактерий указано число секвенированных геномов согласно базе данных GOLD (https://
gold.jgi.doe.gov/distribution) по состоянию на 25 апреля 2018 г.

Rhodothermaeota 
(taxid: 1853220)

0 PDH50321.1 Rhodothermaeota bacte-
rium MED-G16

21 2e-05 45.8

Elusimicrobia (taxid: 
74152)

15 OIO10380.1 Elusimicrobia bacterium 
CG1_02_63_36

23 2e-04 44.7

candidate division 
NC10 (taxid: 640293)

2 OGB92801.1 candidate division NC10 
bacterium 
RIFCSPLOWO2_02_
FULL_66_22

24 3e-05 44.3

Ca. Peregrinibacteria 
(taxid: 1619053)

1 OGJ56732.1 Ca. Peribacteria bacte-
rium RIFCSPHIGHO2_ 
01_FULL_51_35

30 3e-04 43.1

Eukaryota (taxid: 
2759)

– EIE19358.1 Coccomyxa subellipsoidea 
C-169

21 0.64 42.0

Ca. Melainabacteria 
(taxid: 1798710)

2 OGI01544.1 Ca. Melainabacteria
bacterium GWF2_32_7

39 7e-04 42.0

Ca. Wolfebacteria 
(taxid: 1752735)

0 KKR12918.1 Ca. Wolfebacteria
bacterium 
GW2011_GWC2_39_22

35 7e-04 40.4

Firmicutes (taxid: 
1239)

31072 CJL68983.1 Streptococcus pneumoniae 26 1.7 39.7

Таксон Число
геномов Номер белка Организм Идентичность, 

% Вероятность Счет

Таблица 1. Окончание
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проанализировано более двух сотен ближайших
гомологов белка Lac161_07; они, как правило, об-
ладали такой же доменной струкурой. Оба домена
у всех них были высококонсервативными, что
позволило построить множественные выравни-
вания. Междоменные спейсеры существенно от-
личались как по длине, так и по структуре, поэто-
му их аминокислотные последовательности были
исключены из дальнейшего филогенетического
анализа. В случае нескольких близкородственных
белков (кластер IV, см. ниже) отсутствовал домен
TIGR02603. Некоторые белки обладали дополни-
тельными доменами на N- или C-конце. В качестве
аутгруппы мы стремились выбрать представителей
другого, но максимально близкого подсемейства.
Многочисленность гомологов из Bacteroidetes,
Planctomycetes и Verrucomicrobia не позволяла легко
отличить белки исследуемого подсемейства. В слу-
чае с Acidobacteria и Balneolaeota это оказалось су-
щественно проще. Мы взяли по одному наиболее
близкому гомологу (GenPept: OLD14425.1 и
SHE45691.1 соответственно) из этих двух фил
бактерий из числа тех белков, которые, предполо-
жительно, не относились к нашему подсемейству.
Эти два белка (44% идентичности) оказались
принадлежащими одному и тому же подсемей-
ству, 50 представителей которого были использо-
ваны нами в качестве аутгруппы (кластер XII, см.
ниже). Все эти 50 белков тоже содержали домены
семейств TIGR02604 и TIGR02603, однако уро-
вень сходства TIGR02603-доменов у белков двух
подсемейств оказался недостаточным для постро-
ения корректного множественного выравнивания
(консервативным сохранялся лишь короткий мо-
тив), что позволило использовать аутгруппу толь-
ко при филогенетическом анализе последователь-
ностей каталитического домена TIGR02604.

Проведенный анализ показал, что из 18 белков
планктомицета P. borealis PX4, содержащих домен
TIGR02604, лишь четыре относятся к тому же
подсемейству, что и β-галактозидаза Lac161_07, а
остальные 14 оказались принадлежащими девяти
другим подсемействам (данные не приводятся).

Гликозил-гидролазы из подавляющего боль-
шинства экспериментально охарактеризованных
семейств содержат в своем активном центре по
два кислых аминокислотных остатка (Asp и/или
Glu), которые обычно бывают чрезвычайно вы-
сококонсервативными (Наумов, 2011; Lombard
et al., 2014). Анализ построенного нами множе-
ственного выравнивания аминокислотных по-
следовательностей 268 исследуемых белков се-
мейства TIGR02604 (данные не приводятся)
позволил выявить два почти инвариантных
остатка аспарагиновой кислоты (Asp-193 и Asp-
412 в случае β-галактозидазы Lac161_07), которые
могут рассматриваться как кандидаты на роль
ключевых компонентов активного центра фер-
мента. Это указывает на то, что весь массив ис-

следованных нами белков, вероятно, являются
энзиматически активными ферментами. Обнару-
жено лишь три исключения. В случае белка из Za-
varzinella formosa (WP_084759686.1; кластер I, см.
ниже) первый остаток Asp заменен на Glu (в по-
ложении 197), но такая замена, возможно, не ока-
зывает влияния на его энзиматическую актив-
ность. Два других случая – это замена в белках
Gemmata sp. SH-PL17 (AMV26971.1) и Fimbriiglobus
ruber (OWK36302.1) первого (на Gly) и второго (на
Ala) аспартата, соответственно. Эти два белка,
очевидно, утратили активность. Примечательно,
что они образуют общий субкластер (в составе
кластера IX) с бутстреп-поддержкой 100% на всех
полученых нами деревьях (см. ниже). Наблюдае-
мая колокализация, возможно, не является слу-
чайной, а обусловлена появлением у белков в
этой филогенетической линии альтернативной
функции, не связанной с гидролизом субстратов.
Такие случаи ранее отмечены в целом ряде се-
мейств гликозил-гидролаз (Наумов, 2011; Lom-
bard et al., 2014).

Филогенетический анализ подсемейства белков.
Построение двумя разными алгоритмами (бли-
жайших соседей и максимальной экономии) фи-
логенетического древа изучаемого пула белков
показало, что он распадается на 12 стабильных
филогенетических кластеров (I–XII; больше 70%
бутстреп-поддержки), один из которых (кластер
XII) соответствует аутгруппе (рис. 1а и 1б). Между
собой эти кластеры не образуют устойчивых
групп за исключением пар VII/VIII и IX/X, кото-
рые при использовании обоих алгоритмов прояв-
ляют некоторую склонность к совместной кла-
стеризации (больше 55% поддержки). Положение
выбранной нами аутгруппы не является стабиль-
ным, что не позволяет укоренить древо исследуе-
мого подсемейства белков. Удаление из филоге-
нетического анализа аутгруппы и 10 из 11 белков
кластера IV позволило использовать при анализе
аминокислотные последовательности сразу двух
доменов – TIGR02603 и TIGR02604. Полученные
обоими методами филогенетические деревья
(рис. 1в и 1г) содержали те же кластеры, а их ста-
бильность существенно выросла (больше 85%
бутстреп-поддержки). Однако совместных устой-
чивых групп они по-прежнему не формировали
за исключением пар V/VI и IX/X при использова-
нии метода ближайших соседей (рис. 1г).

Только три кластера (IV–VI) не содержали
белков из планктомицетов, а среди остальных
кластеров три (II, X и XI) состояли исключитель-
но из белков бактерий этой таксономической
группы (рис. 1а). Белки из бактерий фил Bacteroi-
detes и Verrucomicrobia оказались в шести и пяти
кластерах соответственно. Однако помимо аут-
группы они были совместно представлены лишь в
кластере VII, который, несмотря на свою мало-
численность (15 белков), является таксономиче-
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ски наиболее гетерогенным среди кластеров ис-
следуемого подсемейства белков. Белки из бакте-
рий фил Acidobacteria и Balneolaeota попали в одни
и те же четыре кластера (IV, VI, VII и XII).

Возможные ошибки аннотации белков из метаге-
номов. Анализ филогенетических деревьев (рис. 1)
выявил несколько случаев, выглядящих как эво-
люционно очень недавние горизонтальные пере-
носы между бактериями из разных фил. В кластере
IX имеется пара белков из Planctomycetes (GenPept,
OYW24622.1) и Verrucomicrobia (OYW73679.1) с 85%
идентичности аминокислотных последователь-
ностей. Они группируются вместе на всех четы-
рех деревьях с бутстреп-поддержкой 100% (рис. 1
и 2б). Кодирующие эти белки фрагменты ДНК

принадлежат метагеномам, выделенным из дре-
нажа шахт в рамках одного проекта (BioProject,
PRJNA379596), и обладают гомологией на всем
протяжении меньшего из них. Остаются неясны-
ми причины, почему эти столь сходные геномные
фрагменты аннотированы как принадлежащие
бактериям двух разных фил. Использование
планктомицетного белка (OYW24622.1) в каче-
стве запроса при поиске по базе данных NCBI по-
казывает, что пятью его ближайшими гомолога-
ми являются белки из веррукомикробий. Сово-
купность этих данных позволяет предположить,
что при аннотировании метагенома имела место
ошибка и белок OYW24622.1 на самом деле при-
надлежит бактерии из филы Verrucomicrobia.

Рис. 1. Схемы филогенетических деревьев изучаемого подсемейства белков, построенных на основании домена TIGR02604
методами максимальной экономии (а) и ближайших соседей (б) и одновременно пары доменов TIGR02603 и TIGR02604
методами максимальной экономии (в) и ближайших соседей (г). Для каждого кластера (I–XII) указаны бутстреп-поддерж-
ка (%), число образующих его белков и таксономическая принадлежность соответствующих организмов: Acidobacteria (A),
Bacteroidetes (B), Balneolaeota (L), Candidatus Hydrogenedentes (H), Gemmatimonadetes (G), Planctomycetes (P), Proteobacteria (R)
и Verrucomicrobia (V). Черным цветом закрашены кластеры, несодержащие белков из планктомицетов. Кластер XII соответ-
ствует аутгруппе (см. текст).
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Два фрагмента белка (GenPept, OUW79755.1 и
OUW77017.1), проаннотированные как принадле-
жащие Saprospirales bacterium TMED214 из филы
Bacteroidetes, вместе образуют полноразмерный
гомолог планктомицетных белков OUX05741.1 и
OUX52091.1, имея с ними 84 и 79% идентичности
аминокислотных последовательностей соответ-
ственно. Четыре фрагмента ДНК, кодирующие
эти белки, принадлежат морским метагеномам,
выделенным в рамках одного проекта (BioProject,
PRJNA385857); при этом три меньших фрагмента
на всем своем протяжении обладают гомологией
с самым протяженным из них. Три соответствую-
щих полноразмерных белка образуют общий суб-
кластер (в составе кластера VIII) с бутстреп-под-
держкой 100% на всех четырех деревьях (рис. 1).
Использование комбинированного белка из Sap-
rospirales в качестве запроса приводит к обнаруже-
нию в качестве его 20 ближайших гомологов ис-
ключительно белков из планктомицетов. Эти
данные позволяют рассматривать два упомяну-

тых фрагмента генома TMED214 как принадле-
жащие планктомицету, а кластер VIII, таким об-
разом, содержит белки из бактерий только этой
филы.

В рамках того же метагеномного проекта
(PRJNA385857) секвенировано три фрагмента
ДНК, имеющих протяженные (десятки т.п.о.) об-
ласти гомологии. Два из этих фрагментов анноти-
рованы в базе данных как принадлежащие планк-
томицетам, а третий – протеобактериям. Три бел-
ка (OUT43623.1, OUU91140.1 и OUX92915.1),
кодируемые этими фрагментами, формируют об-
щий субкластер (в составе кластера XII) с бут-
стреп-поддержкой 92 и 99% на NJ- и MP-дере-
вьях соответственно (рис. 1б и 1а), а пара белков
OUT43623.1/OUX92915.1 кластеризуются сов-
местно с поддержкой 100% на обоих деревьях.
Использование протеобактериального белка
(OUX92915.1) в качестве запроса при поиске в ба-
зе данных NCBI позволяет обнаружить следую-
щий белок из Proteobacteria (EGG30979.1) только

Рис. 2. Фрагменты филогенетического древа, схема которого представлена на рис. 1г. Фрагменты соответствуют фи-
логенетическим кластерам I (а) и IX (б). На черном фоне указано название энзиматически охарактеризованного
белка – β-галактозидазы Lac161_07 (GenPept, AGW45552.1). Звездочками отмечены белки, чьи аминокислотные по-
следовательности были отредактированы путем выбора альтернативного старт-кодона (см. текст). Фигурными скоб-
ками отмечены субкластеры, обсуждаемые в тексте. Два белка, вероятно необладающие энзиматической активно-
стью, обозначены словом “inactive” (см. текст). Трехбуквенными сокращениями указана таксономическая принад-
лежность бактерий: Hyd – Candidatus Hydrogenedentes, Unc – неклассифицированный метагеном и Ver –
Verrucomicrobia. Остальные белки принадлежат планктомицетам.
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74-ым в общем списке гомологов (с 35% идентич-
ности аминокислотных последовательностей). В
то время как с белками OUT43623.1 и OUU91140.1
белок OUX92915.1 имеет 71 и 45% идентичности
соответственно. Возможно, что и в этом случае
имела место ошибка при аннотировании, а все
три белка на самом деле принадлежат планктоми-
цетам.

ОБСУЖДЕНИЕ
Анализ топологии построенных филогенети-

ческих деревьев (рис. 1) позволяет предполагать,
что 11 кластеров белков исследуемого подсемей-
ства возникли в результате серии генных дупли-
каций. Отсутствие значимой кокластеризации
между кластерами указывает на то, что эти эво-
люционные события не были существенно разне-
сены во времени. Наличие белков планктомице-
тов почти во всех этих кластерах свидетельствует
в пользу того, что соответствующие гены впервые
появились в бактериях этой группы, и большин-
ство соответствующих дупликаций произошло
именно там. Позже, посредством целой серии не-

зависимых горизонтальных переносов эти гены
распространились в несколько других фил бакте-
рий, но не в наиболее хорошо изученные из них –
Actinobacteria, Firmicutes и Proteobacteria.

Интересно проследить особенности эволюци-
онирования этих генов в пределах планктомице-
тов. Многие из них обладают группами парало-
гов, а анализ филогенетических деревьев легко
выявляет множественные факты горизонтальных
переносов, дупликаций и элиминаций генов. Од-
нако не во всех линиях планктомицетов вклад
этих процессов одинаков. Белки из бактерий се-
мейства Isosphaeraceae образуют на филогенети-
ческом древе (рис. 2) семь хорошо обособленных
субкластеров в составе кластеров I (субкластеры
Iso-1–Iso-3), VII (Iso-4), IX (Iso-5 и Iso-6) и X (Iso-7),
а еще один белок (GenPept, AMV40138.1) распола-
гается в кластере VIII. Ни один из семи субкласте-
ров не содержит каких-либо паралогов, но в каж-
дом из них имеется по одному белку из Singulis-
phaera acidiphila DSM18658 и Singulisphaera sp.
GP187. Размер субкластеров варьирует от двух
(Iso-4) до шести (Iso-1) белков, что указывает на

Рис. 2. Окончание.
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ведущую роль линиеспецифической элиминации
генов в пределах субкластеров и на отсутствие ду-
пликаций. Совсем другой случай представляет
Blastopirellula marina. На филогенетическом древе
16 паралогов из штамма B. marina Nap-Phe MGV
образуют 4 субкластера в составе кластеров I (суб-
кластер Bma-1), IX (Bma-2 и Bma-3) и XI (Bma-4).
Субкластеры Bma-1 и Bma-4 также содержат по од-
ному белку из штамма B. marina DSM3645 (GenPept:
EAQ79194.1 и EAQ79154.1 соответственно), а третий
белок из этого штамма (EAQ80534.1) находится вне
указанных субкластеров в составе кластера IX.
Таким образом, можно утверждать, что в случае
B. marina ключевую роль в эволюции играли мно-
жественные дупликации генов.

Белки бактерий филы Verrucomicrobia доволь-
но равномерно разбросаны по филогенетическо-
му древу (рис. 1 и 2), находясь в пяти филогенети-
ческих кластерах (I, III, VII, IX и XII). Во всех слу-
чаях (кроме кластера XII) их происхождение на
основании топологии деревьев может быть объ-
яснено горизонтальными переносами генов не-
посредственно из планктомицетов, а число таких
переносов в этом случае было не менее десяти.
Самый крупный субкластер белков веррукомик-
робий включает экспериментально охарактери-
зованную β-галактозидазу Lac161_07 и, вероятно,
соответствует эволюционно наиболее раннему
переносу.

Иной случай представляют белки бактерий из
филы Bacteroidetes. Они формируют довольно
крупные субкластеры в составе кластеров IV–VII
и XII. При этом белки планктомицетов отсутству-
ют в кластерах IV–VI и малочислены в кластерах
VII и XII, что исключает вероятность существен-
ной роли эволюционно недавних горизонталь-
ных переносов от планктомицетов к Bacteroidetes.
Примечательно нахождение всех белков бакте-
рий из фил Acidobacteria и Balneolaeota в тех же
кластерах (IV, VI, VII и XII). Вероятно, существу-
ет интенсивный обмен генами между Bacteroide-
tes, Acidobacteria и Balneolaeota, однако о его на-
правленности пока судить сложно, поскольку по-
следние две филы представлены на древе малым
числом белков (это отражает статистику геном-
ных проектов, см. табл. 1). Обращает на себя вни-
мание тенденция к колокализации кластеров IV–
VI на деревьях (рис. 1а и 1б), хотя она и не имеет
существенной статистической поддержки. Воз-
можно, что все они соответствуют одной филоге-
нетической линии белков, которая никогда не
была представлена у планктомицетов.

Проведенный нами анализ топологии филоге-
нетических деревьев выявил неожиданную связь
между таксонами бактерий высокого уровня от-
носительно их предрасположенности к горизон-
тальным переносам между собой. Одну группу
образуют филы Planctomycetes и Verrucomicrobia, а

другую – Acidobacteria, Bacteroidetes и Balneolaeota.
Остается непонятным, обусловленно ли это веро-
ятностью и успешностью событий горизонталь-
ного переноса или селективными факторами,
связанными с потребностями в ферментах одного
типа. Примечательно, что Planctomycetes и Verru-
comicrobia относятся к одной супер-филе, извест-
ной как PVC, и обнаруживают ряд сходных осо-
бенностей биологии (Wagner, Horn, 2006; Fuerst,
2013; Rivas-Marin, Devos, 2018). Аналогичная си-
туация имеет место в отношении Bacteroidetes и
Balneolaeota. Последняя группа лишь недавно бы-
ла выделена из Bacteroidetes в самостоятельную
филу (Hahnke et al., 2016). Наличие интенсивного
горизонтального переноса генов гликозил-гидро-
лаз между бактериями фил Acidobacteria и Bacte-
roidetes показано нами ранее (Naumoff, Dedysh,
2012) на примере α-L-рамнозидаз (семейства
GH78 и GH106). Вместе с тем, представленость в
исследуемом подсемействе белков всех пяти упо-
мянутых фил бактерий, а также Candidatus Hydro-
genedentes указывает на хотя и менее интенсив-
ный, но все же существенный обмен генами меж-
ду их представителями. Факты относительно
частых горизонтальных переносов между бакте-
риями этих таксонов обнаруживались нами и ра-
нее в случае ряда семейств гликозил-гидролаз
(Naumoff, Dedysh, 2012; Наумов и соавт., 2014).
Другой такой группой фил бактерий с предраспо-
ложенностью к обменам между собой генами гли-
козил-гидролаз являются Actinobacteria и Firmic-
utes (Naumoff, 2010; Naumoff, Dedysh, 2012; Нау-
мов, 2013).

Примечательно, что представители всех выше-
перечисленных фил известны в качестве гидро-
литиков, выполняющих роль деструкторов орга-
нического вещества в различных экосистемах.
Высокий гидролитический потенциал Actinobac-
teria, Firmicutes и Bacteroidetes признан давно и де-
тально изучен. Экспериментальных доказа-
тельств аналогичных способностей у организмов
фил Acidobacteria, Planctomycetes и Verrucomicrobia
пока немного в силу ограниченного числа оха-
рактеризованных представителей и сложности их
культивирования, однако анализ геномов этих
бактерий свидетельствует о наличии значитель-
ного гликолитического потенциала (Glöckner
et al., 2003; Ward et al., 2009; Cabello-Yeves et al.,
2017; Ivanova et al., 2017). Группы бактерий с пред-
расположенностью к обмену генами гликозил-
гидролаз обнаруживают сходство в организации
клеток. Так, Actinobacteria и Firmicutes – это бакте-
рии с грамположительным типом клеточной стен-
ки. Acidobacteria, Bacteroidetes и Balneolaeota – ти-
пичные представители грамотрицательных бак-
терий. Организация клеток у организмов супер-
филы PVC имеет ряд уникальных особенностей,
однако, согласно последним данным, у них имеет
место один из вариантов грамотрицательного ти-
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па клеточной стенки с очень тонким слоем пеп-
тидогликана (Devos, 2014; Boedeker et al., 2017).
Таким образом, можно предположить, что осо-
бенности организации клеточных покровов явля-
ются одним из селективных факторов, определя-
ющих успешность событий горизонтального пе-
реноса генетической информации. Проверка
правомерности этой гипотезы остается прерога-
тивой будущих исследований.

Работа проведена в рамках выполнения бюд-
жетной темы № 0104-2018-0034.
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Bacteria from Poorly Studied Phyla as a Potential Source of New Enzymes: 
β-Galactosidases from Planctomycetes and Verrucomicrobia
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Abstract—Here, we present a phylogenetic analysis of a large group of the nearest homologues of a β-galac-
tosidase, recently cloned from a soil metagenome and representing a new family of glycoside hydrolases.
These proteins form an independent subfamily of hypothetical β-galactosidases and are almost exclusively
represented in bacteria of the poorly studied phyla Planctomycetes and Verrucomicrobia, as well as Bacteroide-
tes. The phylogenetic tree of this subfamily consists of eleven highly stable clusters of branches, probably re-
sulting from a series of gene duplications. An analysis of the tree topology suggested that the corresponding
genes first evolved in Planctomycetes and most gene duplications occurred within this phylum. Later, these
genes spread to several other bacterial phyla through horizontal transfers, the most numerous being transfers
to Verrucomicrobia. The genomes of most Planctomycetes contain multiple paralogues of these genes of a dif-
ferent origin: in some cases, the horizontal transfers played a key role, while in other cases gene duplications
played a key role. The importance of poorly studied groups of prokaryotes as a source of novel glycoside hy-
drolases is discussed.

Keywords: glycoside hydrolase, β-galactosidase, TIGR02604 family, Planctomycetes, Verrucomicrobia, pro-
tein phylogenetic tree, protein evolution, lateral gene transfer, search of homologues, gene annotation,
metagenome misannotation
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ВЫЯВЛЕННЫХ В ФИЛЛОСФЕРЕ ТРАВЯНИСТЫХ РАСТЕНИЙ
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Оценена антимикробная, фитотоксическая и инсектицидная активность 20 изолятов 16 видов мик-
ромицетов альтернариоидных грибов, выделенных из надземных органов сорных и дикорастущих
травянистых растений. Результаты оценки их антимикробной активности методами агаровых бло-
ков и бумажных дисков показали, что более 70% изученных грибов проявило антибактериальную
активность в отношении Bacillus subtilis и/или Pseudomonas syringae, 30% – антифунгальную против
Candida tropicalis. Использованная в работе репортерная система показала, что изученные экстракты
не действовали на рибосомы, однако некоторые из них ингибировали топоизомеразу. Экстракты из
культуральной жидкости всех изолятов микромицетов были фитотоксичны в отношении изолиро-
ванных листьев Arabidopsis thaliana и Elytrigia repens. У 40% изолятов выявили инсектицидную актив-
ность против личинок виковой тли. Таким образом, грибы филлосферы сорных и дикорастущих
травянистых растений могут обладать широким спектром биологической активности. Предполага-
ется, что это их свойство может иметь практическое значение для токсикологической оценки пато-
генов сорных растений, являющимися потенциальными микогербицидами. Полученные результа-
ты говорят о том, что грибы рода Alternaria могут играть важную регулирующую роль в формирова-
нии биоценозов филлосферы, а также являются перспективными продуцентами антимикробных
соединений с потенциально новыми механизмами действия.

Ключевые слова: микромицеты, Alternaria, спектр биологической активности, экстракты, метаболи-
ты, антибиотики.
DOI: 10.1134/S0026365618060034

Природные соединения являются прототипами
многих лекарственных препаратов и пестицидов.
Микромицеты являются одним из богатейших ре-
сурсов биологически активных соединений, а гри-
бы рода Alternaria привлекают внимание исследо-
вателей не только как продуценты микотоксинов
(Ostry, 2008; Lee et al., 2015), но и веществ с потен-
циально полезными свойствами: гербицидными
(Lax et al., 1988; Qiang et al., 2010), инсектицидны-
ми (Singh et al., 2012), антимикробными (Okamura
et al., 1993), противовирусными (Bashyal et al.,
2014), противоопухолевыми (Aly et al., 2008; Phu-
wapraisirisan et al., 2009; Teiten et al., 2013). В на-
стоящее время известны около 300 метаболитов,
выделенных из грибов этого рода (Lou et al., 2013),
и их активный поиск продолжается, особенно
среди эндофитных грибов (Cai et al., 2014; Wang
et al., 2014a, 2014b).

В ходе изучения видового разнообразия и так-
сономической ревизии альтернариоидных грибов
на территории Российской Федерации в лабора-

тории микологии и фитопатологии Всероссий-
ского научно-исследовательского института за-
щиты растений (ВИЗР) была создана коллекция
чистых культур, состоящая из более чем 850 изо-
лятов 67 видов Alternaria. Проанализировав до-
ступную литературу, мы выявили виды, многие
из которых еще не изучены на предмет их биоло-
гической активности, например, A. avenicola,
A.eryngii, A. nobilis, A. papavericola. У ряда видов
изучение образования биологически активных
веществ (БАВ) находится на начальном этапе,
как у A. japonica (Siciliano et al., 2015) и A. penicillata
(Титова и соавт., 2013), A. oregonensis, A. metachro-
matica, A. photistica (Andersen et al., 2009), A. sap-
onariae (Cimmino et al., 2016b).

В задачи представленной работы входило ис-
следование спектра биологической активности
(антимикробной, фитотоксической и инсекти-
цидной) неизученных и малоизученных грибов
рода Alternaria, а также анализ их роста и продук-
тивности, что важно для определения биотехно-

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ
СТАТЬИ
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логического потенциала перспективных изоля-
тов грибов.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Микроорганизмы. В работе использовали
20 изолятов различных видов грибов рода Alter-
naria, происхождение которых приведено в таб-
лице 1. Одиннадцать штаммов было получено из
трех ведущих коллекций микроорганизмов: CBS
(Westerdijk Fungal Biodiversity Institute), IMI (The
Centre for Agriculture and Bioscience International)
и ВКМ РАН (Всероссийская коллекция микро-
организмов, VKM). Девять изолятов были выде-
лены сотрудниками ВИЗР. Видовая принадлеж-
ность этих грибов была установлена Ф.Б. Ганни-
балом на основе изучения морфологических и
молекулярно-генетических признаков (Ганни-
бал, 2018). С экологической точки зрения их мож-
но охарактеризовать как космополитные, сапро-
трофные и фитопатогенные обитатели филло-
сферы сорных и дикорастущих травянистых
растений.

Культивирование. Грибы культивировали на
агаризованной (1.5% агар-агара) и жидкой (100 мл
среды в 500-мл конических колбах) питательной
среде YES, содержащей глюкозу (120 г/л) и дрож-
жевой экстракт (20 г/л) (Samson et al., 2000), кото-
рая является одной из стандартных для изучения

культурально-морфологических признаков аль-
тернариоидных грибов (Ганнибал, 2011) Среды
инокулировали агаровым блоком с мицелием
диаметром 5 мм, инкубирование грибов проводи-
ли в темноте при температуре 24°С. Учет диамет-
ра колоний производили на 7-е сут после посева.
Экстракцию метаболитов из жидкой культуры
грибов проводили через 14 сут инкубации.

Экстракция метаболитов. Перед проведением
экстракции мицелий отделяли от культуральной
жидкости с помощью фильтрации. Экстракцию
грибных метаболитов из культуральной жидкости
(КЖ) проводили двумя порциями этилацетата по
50 мл в делительных воронках. Высушенный ми-
целий обрабатывали двумя порциями этилового
спирта объемом 50 мл в ультразвуковой ванне в
течение 5 мин. Полученные экстракты объединя-
ли, отфильтровывали от мицелия через фильтр в
испарительную колбу. Растворители отгоняли на
роторном испарителе при температуре 40°С.

Определение биологической активности экс-
трактов. Методики определения антимикробной
(Егоров, 2004), фитотоксической (Берестецкий и
соавт., 2010) и инсектицидной активности (Ми-
тина и соавт., 2012) экстрактов описаны ранее.
Существенность различий между средними зна-
чениями определяли при помощи показателя
наименьшей существенной разницы (НСР) на

Таблица 1. Список изолятов родов Alternaria

Коллекционный номер Видовое название Происхождение

307-011 (CBS 163.63) A. nobilis (Vize) E.G. Simmons Не известно
294-011 A. saponariae (Peck) Neerg. Россия, Пермский край
201-011 A. saponariae (Peck) Neerg. Россия, Иркутская область
144-011 A. cf. saponariae (Peck) Neerg. Россия, Приморский край
122-011 A. kamtschatica Gannibal Россия, Камчатский край
181-011 A. japonica Yoshii Россия, Московская область
551-011 (IMI 387429) A. avenicola E.G. Simmons, Kosiak & Kwasna Норвегия
550-011 (CBS 121459) A. photistica E.G. Simmons Великобритания
499-011 (CBS 121339) A. eryngii (Pers.) S. Hughes & E.G. Simmons Новая Зеландия
497-011 (CBS 553.94) A. metachromatica E.G. Simmons Австралия
495-011 (CBS 916.96) A. alternata (Fr.) Keissl. Индия
494-011 (IMI 255532) A. tenuissima (Nees) Wiltshire Великобритания
493-011 (CBS 542.94) A. oregonensis E.G. Simmons США, штат Орегон
492-011 (CBS 210.86) A. infectoria E.G. Simmons Великобритания
295-011 (CBS 109157) A. solani Sorauer США, Вашингтон
119-011 A. saponariae (Peck) Neerg. Россия, Приморский край
107-011 A. saponariae (Peck) Neerg. Россия, Липецкая область
103-010 (VKM F-3042) A. macrospora (Sacc.) Sawada Таджикистан
463-011 A. penicillata (Corda) Woudenberg & Crous Россия, Краснодарский край
463-021 A. papavericola Woudenberg & Crous Россия, респ. Дагестан



708

МИКРОБИОЛОГИЯ  том 87  № 6  2018

БЕРЕСТЕЦКИЙ и др.

уровне значимости 0.05 при помощи программы
Statistica 6.0.

Дополнительно было изучено действие неко-
торых экстрактов на трансляцию и репликацию,
как достаточно известные механизмы действия
некоторых антибиотиков. Гиперчувствительный
штамм Escherichia coli ΔtolC (удален белок TolC –
основой участник эффлюкс-системы, отвечающей
за экспорт антибиотиков из клетки), трансформи-
рованный плазмидой pDualrep2, использовали в ка-
честве репортерного штамма для определения ме-
ханизма действия изучаемых образцов. В качестве
контрольных антибиотиков наносили левофлокса-
цин (ингибитор гиразы и топоизомеразы IV) и
эритромицин (ингибитор работы рибосомы) (Os-
terman et al., 2016).

РЕЗУЛЬТАТЫ

Рост и продуктивность. Диаметр 7-суточных
колоний изучаемых альтернариоидных грибов на
агаризованной среде YES составлял в среднем
48 мм. Быстрым ростом (более 60 мм) характери-
зовались A. avenicola 551-011, A. eryngii 499-011,
A. metachromatica 497-011, A. alternata 495-011,
A. oregonensis 493-011, A. infectoria 492-011, A. papav-
ericola 463-021, A. japonica 181-011, A. tenuissima
494-011 и A. penicillata 463-011. К медленно расту-
щим изолятам можно было отнести A. kamtschatica
122-011, A. saponariae (119-011, 201-011 и 107-011), у
которых диаметр недельных колоний не превы-
шал 35 мм (рис. 1).

При культивировании на жидкой питательной
среде YES выход сухой биомассы 14-сут культур
грибов в среднем достигал 30–40 г/л (рис. 3).
Наиболее интенсивно накапливали биомассу
изоляты мелкоспоровых видов‒ A. photistica 550-011,
A. avenicola 551-011 и A. tenuissima 494-011 (на уров-

не 55–75 г/л). Накопление биомассы представите-
лями вида A. saponariae (изоляты 201-011 и 294-011
и 119-011) на жидкой среде YES было относительно
медленным – на уровне 10–20 мг/л (рис. 2).

У большинства изученных изолятов альтерна-
риоидных грибов выход экстрактивных веществ
(ВЭВ) из мицелия был на уровне 15–30 мг/г сухой
биомассы. Высокий ВЭВ (более 35 мг/г) получен
из мицелия A. saponariae 119-011 и A. nobilis 307-011.
Низкий уровень ВЭВ (менее 10 мг/г сухого мице-
лия) был характерен для A. eryngii 499-011 и A. in-
fectoria 492-011 (рис. 3).

ВЭВ из КЖ изученных грибов варьировал от
75 до 375 мг/л. Высокопродуктивными (ВЭВ бо-
лее 200 мг/л) были 6 изолятов изученных грибов.
Наиболее высокий уровень ВЭВ (более 300 мг/л)
отметили у A.nobilis 307 и A. saponariae 201. Низкой
продуктивностью (ВЭВ из КЖ менее 100 мг/л) ха-
рактеризовались 3 изолята: A. saponariae 107, A. or-
egonensis 493-011 и A. solani 295-011 (рис. 4).

Антимикробная активность. Тестирование ан-
тимикробных свойств альтернариоидных микро-
мицетов методом агаровых блоков показало, что
рост обоих использованных в работе видов бак-
терий подавляли экзометаболиты около 70%
изолятов изученных грибов. Однако их чувстви-
тельность к антибиотикам, продуцируемым раз-
личными грибами, не была одинаковой. Рост
дрожжевого гриба Candida tropicalis ингибировали
метаболиты лишь 30% изолятов (рис. 5).

Относительно высокой активностью (зона ли-
зиса более 4 мм) в отношении Bacillus subtilis обла-
дали экзометаболиты Alternaria сf. saponariae 144-011
и трех изолятов A. saponariae (119-011, 201-011 и
294-011). Pseudomonas syringae была высокочув-
ствительна к экзометаболитам A. eryngii 499-011,
A. cf. saponariae 144-011, A. saponariae 119-011 и 201-011.
По отношению к C. tropicalis максимальную анти-

Рис. 1. Диаметр 7-сут колоний 20 различных изолятов Alternaria spp. на агаризованной среде YES при 24°С.
НСР0.05 = 7.4.
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фунгальную активность проявил изолят 294-011
A. saponariae. Неселективной антимикробной ак-
тивностью, которая была выявлена методом ага-
ровых блоков, обладал изолят 499-011 A. eryngii
(рис. 5).

В результате оценки антимикробной активно-
сти экстрактов из культур грибов методом бумаж-
ных дисков выявлено, что относительно высокую
неселективную антибиотическую активность (зона
лизиса 6–10 мм) проявили экстракты из КЖ трех
изолятов A. saponariae (119-011, 201-011, 294-011). Су-
щественно более низкую, но заметную (зона ли-
зиса 3–5 мм) неселективную антимикробную ак-

тивность продемонстрировали экстракты из КЖ
A. kamtschatica и A. nobilis (122-011 и 307-011) и
A. macrospora 103-011. Экстракты из мицелия
лишь A. kamtschatica и A. nobilis (122-011 и 307-011)
достоверно ингибировали рост тест-микроорга-
низмов. В целом, экстракты из КЖ проявили зна-
чительно более высокую антимикробную актив-
ность, чем экстракты из мицелия (рис. 6).

Среди протестированных микроорганизмов
бактерия B. subtilis была наиболее чувствительной
к экстрактам из культур альтернариоидных мик-
ромицетов. Рост ее колоний подавляли экстракты
из культурального фильтрата 15 изолятов грибов

Рис. 2. Антибиотическая активность (зона лизиса, мм) 14-сут культур различных изолятов Alternaria spp., полученных
на агаризованной среде YES, в отношении Bacillus subtilis (1), Pseudomonas syringae (2), Candida tropicalis (3). Оценка ме-
тодом агаровых блоков. НСР0.05 = 1.9.
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Рис. 3. Выход сухой биомассы на 14-е сут культивирования различных изолятов Alternaria spp. на жидкой среде YES.
НСР 0.05 = 0.6.
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(75% от общего количества) (рис. 6а). Бактерия
P. fluorescens была чувствительна к экстрактам из
КЖ 7 изолятов альтернариоидных микромицетов
(35% от общего количества изученных грибов) и
экстракту из мицелия A. kamtschatica 122-011. Так
же, как и в отношении B. subtilis, высокую анти-
биотическую активность против P. fluorescens про-
явили экстракты из КЖ трех изолятов A. saponar-
iae (119-011, 201-011 и 294-011) (рис. 6б).

Антифунгальной активностью в отношении
C. tropicalis обладали 10 экстрактов из КЖ (50%) и
лишь два экстракта из мицелия изолятов 307-011
и 122-011 A. nobilis и A. kamtschatica (10%). Наибо-
лее активными против этого тест-организма ока-

зались экстракты из КЖ A. saponariae 119-011 и
201-011 (рис. 6в).

Экстракты из КЖ изученных грибов не вызы-
вали индукцию экспрессии репортерного белка,
реагирующего на присутствие ингибиторов син-
теза белка у штамма E. coli-ΔTolC (pDualrep2). В
тоже время экстракты, полученные из КЖ A. te-
nuissima 494-011 и A. alternata 495-011, индуциро-
вали экспрессию репортерного белка, реагирую-
щего на активацию в клетках SOS-ответа; такую
же индукцию вызывал фторхинолон левофлокса-
цин – ингибитор гиразы и топоизомераз II клас-
са, использованный как положительный кон-
троль.

Рис. 4. Выход экстрактивных веществ из мицелия различных изолятов Alternaria spp., полученного на жидкой среде
YES. НСР 0.05 = 0.05.
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Рис. 5. Выход экстрактивных веществ из культуральной жидкости различных изолятов Alternaria spp. НСР 0.05 = 0.005.
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Фитотоксическая активность. Экстракты из
мицелия изученных альтернариоидных микро-
мицетов были малотоксичны или нефитотоксич-
ны для листьев пырея. Листья арабидопсиса были
чувствительными к экстрактам из мицелия лишь
двух изолятов A. kamtschatica и A. nobilis (122-011 и
307-011) (рис. 7). Экстракты из КЖ грибов про-
явили существенную фитотоксическую актив-
ность как на листьях арабидопсиса, так и пырея.
Однако чувствительность листьев этих растений
к грибным метаболитам существенно различа-
лась (рис. 7).

Относительно высокую неселективную фито-
токсичность (длина/диаметр некроза около 10 мм)
продемонстрировали комплексы экзометаболитов
трех изолятов A. saponariae (119-011, 201-011, 294-011)
и одного – A. tenuissima 494-011. Экстракт из КЖ
A. penicillata 463-011 был более активен в отноше-
нии пырея, чем в отношении арабидопсиса. Ли-
стья арабидопсиса были более чувствительными к
экстракту из КЖ A. eryngii 499-011, листья пырея ‒
менее чувствительными (рис. 7).

При тестировании на листовых сегментах пы-
рея экстракты из КЖ двух изолятов A. kamtschati-

Рис. 6. Антибиотическая активность экстрактов (500 мкг/диск) из культуральной жидкости и мицелия альтернарио-
идных гифомицетов в отношении Bacillus subtilis (а), Pseudomonas syringae (б) и Candida tropicalis (в). 1 – экстракты из
культуральной жидкости (НСР0.05 = 0.78); 2 – экстракты из мицелия (НСР0.05 = 0.48).
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ca и A. nobilis (122-011 и 307-011) показали мини-
мальный уровень фитотоксической активности;
листья арабидопсиса были к ним более чувстви-
тельными. Экзометаболиты A. photistica 550-011 и
A. avenicola 551-011 были среднетоксичны для пы-
рея (длина некроза 5–10 мм) и слаботоксичны для
арабидопсиса. Низкий уровень фитотоксичности
для листьев обоих тест-растений показали экс-
тракты из КЖ A. papavericola 463-021 и A. meta-
chromatica 497-011 (рис. 7).

Инсектицидная активность. Выявлено, что экс-
тракты, полученные из КЖ и мицелия 8 изолятов
различных видов альтернариоидных гифомице-
тов (из 13 использованных для эксперимента изо-
лятов, относящихся к 11 видам) проявили инсек-
тицидную активность против виковой тли. Суще-

ственная афидоцидная активность (гибель более
30% особей тли) отмечена у экстрактов из КЖ
A. saponariae 201-011 и A. penicillata 463-011, а так-
же у экстрактов из мицелия A. japonica 181-011 и
A. papavericola 463-021 (рис. 8).

ОБСУЖДЕНИЕ

Рост и продуктивность. Изучение особенно-
стей роста и определение продуктивности микро-
организмов – начальный этап поиска штаммов-
продуцентов биологически активных веществ.
Этому вопросу уделяется мало внимания на на-
чальных этапах исследований: исследователи
обычно концентрируются на определении биоло-
гической активности экстрактов. У многих фитопа-

Рис. 7. Фитотоксическая активность экстрактов (5 мг/мл) из культуральной жидкости (1, НСР0.05 = 2.1) и мицелия
(2, НСР0.05 = 0.34) Alternaria spp. на листовых сегментах пырея (а ‒ длина некроза) и арабидопсиса (б ‒ диаметр не-
кроза).

0

2

4

6

8

10

12

Д
иа

м
ет

р 
не

кр
оз

а,
 м

м

(б)

29
4-

01
1

20
1-

01
1

49
9-

01
1

49
3-

01
1

55
1-

01
1

11
8-

01
1

46
3-

01
1

49
5-

01
1

49
7-

01
1

49
2-

01
1

46
3-

02
1

49
4-

01
1

14
4-

01
1

10
3-

01
0

55
0-

01
1

29
5-

01
1

30
7-

01
1

11
9-

01
1

10
7-

01
1

12
2-

01
1

К
он

тр
ол

ь

0

2

4

6

8

10

12

Д
ли

на
 н

ек
ро

за
, м

м

(а)

1 
29

4-
01

1

20
1-

01
1

49
9-

01
1

49
3-

01
1

55
1-

01
1

18
1-

01
1

46
3-

01
1

49
5-

01
1

49
7-

01
1

49
2-

01
1

46
3-

02
1

49
4-

01
1

14
4-

01
1

10
3-

01
0

55
0-

01
1

29
5-

01
1

30
7-

01
1

11
9-

01
1

10
7-

01
1

12
2-

01
1

К
он

тр
ол

ь

2



МИКРОБИОЛОГИЯ  том 87  № 6  2018

СПЕКТР БИОЛОГИЧЕСКОЙ АКТИВНОСТИ ГРИБОВ 713

тогенных и эндофитных грибов средний уровень
накопления экстрактивных веществ в культураль-
ной жидкости находится в пределах 50–200 мг/л
культуральной жидкости (Берестецкий и соавт.,
2014, 2017). Выход экстрактивных веществ (ВЭВ) из
культуральной жидкости изученных альтернарио-
идных микромицетов варьировал от 75 до 375 мг/л.
Таким образом, грибы рода Alternaria характери-
зуются относительно высоким ВЭВ. Наиболее
продуктивными (ВЭВ более 300 мг/л) были A. no-
bilis 307-011 и A. saponariae 201-011 (рис. 4). Не-
смотря на то, что наблюдались существенные
различия в накоплении биомассы в процессе ро-
ста различных изолятов Alternaria spp., а также
ВЭВ из нее (рис. 2, 3), определение этого пара-
метра не столь важно, поскольку уровень биоло-
гической активности эндометаболитов был суще-
ственно ниже, чем у экзометаболитов изучаемых
грибов.

Антимикробные свойства экстрактов из культур
Alternaria spp., особенно эндофитных изолятов
этих грибов, активно изучаются в последнее деся-
тилетие. В скрининговой программе Vaz et al.
(2009) обнаружено, что из более чем трехсот изо-
лятов эндофитных грибов, выделенных из расте-
ний семейства Orchidaceae, произрастающихх в
Бразилии, выраженную антимикробную актив-
ность в отношении Staphylococcus aureus и Bacillus
cereus проявил экстракт из культуры изолята A. ar-

borescens. Наряду со многими выделенными из
листьев пшеницы грибами, изоляты Alternaria
spp. продемонстрировали заметные антимикроб-
ные свойства (Sadrati et al., 2013). Экстракты из
культур эндофитных изолятов A. alternata, A. pel-
lucida и A. tangelonis, выделенных из здоровых де-
ревьев семейства Cupressaceae, проявили суще-
ственную антифунгальную и антибактериальную
активность (Soltani, Moghaddam, 2014).

Из культур некоторых эндофитных изолятов
мелкоспоровых видов рода Alternaria выделены и
охарактеризованы антимикробные соединения
как широкого, так относительно узкого спектра
действия. Например, альтерсетин активен в отно-
шении грамположительных бактерий на уровне
ампициллина, тогда как грамотрицательные бак-
терии были малочувствительными к нему (Hell-
wig et al., 2002). Альтенусин действует на патоген-
ные для человека грибы (например, Paracoccidioi-
des brasiliensis), предположительно ингибируя
образование клеточной стенки (Johann et al.,
2012). Наблюдался синергетический эффект аль-
тенусина в отношении C. albicans при его приме-
нении с сублетальными дозами некоторых хими-
ческих фунгицидов класса азолов (Phaopongthai
et al., 2013). Очень часто из культур мелкоспоро-
вых альтернарий выделяют комплексы токсинов,
которые по отдельности обладают слабой или

Рис. 8. Контактная инсектицидная активность 0.4%-ных экстрактов (среднее значение и стандартное отклонение) из
культур различных изолятов Alternaria spp. в отношении виковой тли через 6 ч после обработки. 1 – экстракты из куль-
туральной жидкости; 2 – экстракты из мицелия.
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умеренной антимикробной активностью (Wang
et al., 2014).

Антимикробными свойствами обладают и фи-
топатогенные Alternaria spp. Так, скрининг анти-
микробной активности у различных фитопато-
генных аскомицетов методом агаровых блоков
выявил наиболее высокий потенциал к образова-
нию антибиотиков у представителей видов рода
Alternaria spp., в частности: A. euphorbiicola, A. er-
yngii, A. saponariae и A. sonchi (Берестецкий, Кур-
леня, 2014). В представленной работе показано,
что более 70% изолятов изученных альтернарио-
идных микромицетов способно к образованию
антимикробных веществ (рис. 2, 6). Относитель-
но высокую антибиотическую активность (зона
лизиса 6–10 мм) проявили экстракты из КЖ
A. saponariae, A. kamtschatica, A. nobilis и A. mac-
rospora. Подтверждено также наличие антимик-
робных свойств у A. eryngii.

Из культуры A. sonchi был выделен антибиотик
хлоромонилицин, который демонстрирует широ-
кий спектр антифунгальной активности в кон-
центрации 10 мкг/мл, а также подавляет рост не-
которых видов бактерий в концентрации около
1 мкг/диск (Cimmino et al., 2016a). Альтернэта-
ноксины С и D из культуры этого же гриба подав-
ляли рост B. subtilis в концентрации 10 мкг/диск
(Berestetskiy et al., 2015). Неселективные антимик-
робные вещества (сапонароксины В и С), дей-
ствующие в концентрации около 100 мкг/диск,
выделены из культуры A. saponariae 294-011 (Cim-
mino et al., 2016b). Эти исследования подтверждают,
что за антимикробные свойства альтернариоидных
микромицетов, использованных в представленной
работе, отвечают их вторичные метаболиты. Более
того, эти соединения могут иметь новые механиз-
мы антибактериального действия: они не инги-
бировали процесс синтеза белка в бактериальных
клетках, как многие антибиотики, образуемые
грибами и бактериями (Kapoor et al., 2017). С дру-
гой стороны, было подтверждено, что метаболи-
ты из A. alternatа и A. tenuissima (изоляты 494-011 и
495-011) вызывают в клетках E. coli-ΔTolC SOS-
ответ. Из литературы известно, что альтернариол –
обычный метаболит этих двух видов грибов – ин-
гибирует топоизомеразу, что приводит к наруше-
ниям в репликации ДНК и активации SOS-ответа
(Fehr et al., 2009). Следует отметить, что ингиби-
рование роста бактерий экстрактами этих изоля-
тов было слабым (рис. 6), что также соответствует
данным литературы (Fernandes et al., 2009; Arivu-
dainambi et al., 2014).

За антимикробные свойства крупноспоровых
видов – A. solani и A. macrospora могут отвечать ан-
трахиноновые пигменты. Так, альтерсоланол А,
образуемый многими крупноспоровыми Alternar-
ia spp., ингибирует клеточное дыхание Pseudomo-
nas aeruginosa, действуя как акцептор электронов

в цепи их передачи в мембранах (Haraguchi et al.,
1992). 3-О-ацетил-альтерсоланол М и атроизоме-
ры альтерпорриолов I и J запатентованы как по-
тенциальные антимикробные соединения для
борьбы с бактериями, обладающими множествен-
ной резистентностью к антибиотикам (Pretsch
et al., 2010).

Фитотоксические свойства альтернариоидных
микромицетов известны давно. Они образуют как
неселективные, так и специфические для растений-
хозяев фитотоксины. Многие из них рассматрива-
ются как факторы вирулентности и гербицидные
соединения. Этим направлениям исследований по-
священ ряд крупных обзорных статей (Meena et al.,
2017а; Chen, Qiang, 2017). Наша работа показала,
что экстракты всех использованных в работе изо-
лятов Alternaria spp. обладали фитотоксической
активностью. Выявлены новые продуценты со-
единений с этим типом биологической активно-
сти: A. avenicola, A. nobilis, A. kamtschatica, A. eryn-
gii, A. penicillata, A. oregonensis, A. metachromatica и
A. photistica.

У мелкоспоровых Alternaria spp. из группы te-
nuissima, к которым относят A. alternata и A. tenuis-
sima, одними из часто встречающихся фитоток-
синов являются тенуазоновая кислота и тенток-
син (Meena et al., 2017а). У других мелкоспоровых
видов из секции Infectoriae (A. infectoria, A. oregon-
ensis, A. metachromatica) и Panax (A. avenicola,
A. photistica) эти токсины не обнаруживаются
(Andersen et al., 1996, 2009). У крупноспоровых
грибов этого рода (например, виды A. solani и
A. macrospora из секции Porri) – макроспорин,
альтерсоланол А, дегидрокурвуларин, цинниол
(Andersen et al., 2008; Берестецкий и соавт., 2010).
Недавно отнесенный к роду Alternaria вид Brachy-
cladium papaveris (=A. papavericola) обладает фито-
токсическими свойствами, ингибируя развитие
проростков мака (Титова и соавт., 2013). Недавно
нами было показано, что сапонароксины B и C,
образуемые A. saponariae 294-011, обладают фито-
токсическими и антимикробными свойствами
(Cimmino et al., 2016b).

Инсектицидная активность. Представленные
данные свидетельствуют о том, что некоторые ви-
ды микромицетов, относящиеся к роду Alternaria,
способны к образованию метаболитов с инсекти-
цидной активностью. Из выборки изолятов,
представляющих 8 малоизученных видов, суще-
ственную активность проявило около 20% изоля-
тов Alternaria spp. Однако следует отметить, что это
первая скрининговая работа, посвященная изуче-
нию действия метаболитов грибов этого рода на
членистоногих. Для углубленных исследований в
дальнейшем может потребоваться оптимизация
рабочих концентраций экстрактов, расширение
спектра тестируемых насекомых, а также опреде-
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ление инсектицидного действия микотоксинов,
образуемых грибами этого рода.

Известно, что грибы рода Alternaria часто обна-
руживаются на насекомых и способны вызывать
их микозы (Sharma, Sharma, 2014). В спорадичных
работах показано, что некоторые Alternaria spp. мо-
гут образовывать инсектицидные метаболиты.
Так, изоляты A. brassicae образуют полипептидные
фитотоксины из группы деструксинов, некоторые
из которых (например, деструксин B) обладают
инсектицидными свойствами (Buchwaldt, Green,
1992; Sowjanya Sree et al., 2008). Тенуазоновая кис-
лота в пониженных концентрациях, нетоксичных
для чайной розы и розовой тли, способна досто-
верно ингибировать размножение вредителя
(Yang et al., 2015). Экстракты из гриба A. alternata
обладали инсектицидной активностью, ингиби-
ровали ацетилхолинэстеразу у галлерии, а также
подавляли ее иммунные реакции – понижали ко-
личество гемоцитов, активность лизоцима и фе-
нолоксидазы (Singh et al., 2012; Kaur et al., 2015).
Нами было показано, что A. papavericola 463-021
(=Brachycladium papaveris N30 или VIZR 1.39) об-
ладает инсектицидными свойствами: этанольный
экстракт из мицелия этого гриба вызывал гибель
виковой тли на уровне ботанического инсектици-
да нимацаль (Берестецкий и соавт., 2015).

Таким образом, наряду со многими почвенными,
эндофитными и фитопатогенными микромицета-
ми, грибы из рода Alternaria способны образовывать
фитотоксины, антибиотики и инсектицидные мета-
болиты. Эти вещества, возможно, необходимы им
для колонизации растений, конкурентной борьбы
за субстрат, а также выживания на растительных
остатках и в почве. По сравнению с другими гри-
бами-обитателями филлосферы растений (Бере-
стецкий и соавт., 2014, 2017), они обладают отно-
сительно высоким потенциалом как продуценты
не только фитотоксических, но и антимикробных
веществ: до 75% изучаемых грибов проявили ан-
тимикробные свойства. Кроме того, в нашей ра-
боте продемонстрирована полезность использо-
вания для скрининга антимикробных веществ ре-
портерных систем, позволяющих определять
также и предположительный механизм их дей-
ствия. В связи с вышесказанным интенсивное
изучение биоразнообразия грибов рода Alternaria,
создание коллекций штаммов грибов этого рода,
выделение и изучение спектра биологической ак-
тивности (особенно антимикробной) их метабо-
литов представляется перспективным направле-
нием дальнейших исследований.

Работа выполнена при поддержке грантов
РНФ 14-27-00067 (выделение и идентификация
грибов) и 18-44-04005 (работы по определению
механизма антимикробной активности экстрак-
тов) и проекта РАН № 0665-2014-0008 (определе-
ние биологической активности экстрактов).
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from the Phyllosphere of Herbaceous Plants
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Abstract—Antimicrobial, phytotoxic, and insecticidal activity of 20 isolates of 16 Alternaria species isolated
from above-ground organs of weeds and wild herbaceous plants was determined. Assessment of the antibac-
terial activity by the agar blocks and paper disks methods revealed antibacterial activity against Bacillus subtilis
and/or Pseudomonas syringae in over 70% of the isolates. Antifungal activity against Candida tropicalis was
found in 30% of the isolates. The reporter system used in the work revealed no effect of the studied extracts
on the ribosomes, although some of them inhibited topoisomerase. Extracts from the culture liquid of all Al-
ternaria spp. isolates were toxic to isolated leaves of Arabidopsis thaliana and Elytrigia repens. Insecticidal ac-
tivity of the extracts against vetch aphid (Megoura viciae) larvae was revealed in 40% of the isolates. Thus, fun-
gi from the phyllosphere of weeds and wild herbaceous plants may exhibit a broad range of biological activity.
This feature may probably be of practical importance for toxicological assessment of those weed pathogens
that are evaluated as potential bioherbicides. Our results show that Alternaria fungi may play a significant reg-
ulatory role in formation of the communities of phyllosphere organisms and are promising producers of an-
timicrobial compounds with potentially new mechanisms of action.

Keywords: micromycetes, Alternaria, spectrum of the biological activity, extracts, metabolites, antibiotics
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В результате эколого-микробиологического исследования биопленок каменистых субстратов в лито-
ральной зоне Южного Байкала (август 2012 г.), сформированных в районах с различной антропоген-
ной нагрузкой, выявили отличия количественного и качественного состава различных физиолого-
биохимических групп культивируемых микроорганизмов. Отличительной чертой эпилитических
биопленок района Байкальского целлюлозно-бумажного комбината (БЦБК) является максимальная
численность исследуемых групп микроорганизмов (органотрофы – 770.2 ± 290.3 тыс. КОЕ/см2, ами-
лолитики – 38.1 ± 7.7 тыс. КОЕ/см2, фосфатрастворяющие – 4.8 ± 1.4 тыс. КОЕ/см2, фосформоби-
лизирующие – 212.0 ± 27.6 тыс. КОЕ/см2, фенолокисляющие – 15.7 ± 2.4 тыс. КОЕ/см2, плесневые
грибы – 3.2 ± 0.4 тыс. КОЕ/см2, общие колиформные бактерии – 193.3 ± 28.2 КОЕ/см2, общее число
микроорганизмов (ОМЧ, при 37°С) – 24.9 ± 1.7 тыс. КОЕ/см2), что свидетельствует о высокой де-
струкционной активности биопленок в ответ на антропогенную нагрузку исследуемого района.
Эпилитические биопленки района п. Большие Коты характеризуются минимальными значениями
численности органотрофных и фосфатрастворяющих микроорганизмов и отсутствием плесневых
грибов.

Ключевые слова: оз. Байкал, эпилитические биопленки, органотрофы, амилолитики, фосфатмоби-
лизирующие, фосфатрастворяющие, нефтеокисляющие, фенолокисляющие, целлюлозоразрушаю-
щие микроорганизмы
DOI: 10.1134/S0026365618060186

По современным представлениям известно,
что 95‒99% всех микроорганизмов в природных
местах обитания существуют в виде биопленок
(Николаев, Плакунов, 2007). Биопленки, которые
преобладают в различных экосистемах, часто со-
стоят из высоко структурированных многовидо-
вых сообществ. Перифитон (обрастание, биоплен-
ки) – это сообщество организмов, развивающееся
на плотном субстрате в водной экосистеме за пре-
делами придонного слоя воды (Константинов,
1986). В том случае, где в качестве субстрата вы-
ступают камни, валуны и скалы, оно называется
эпилитон (Протасов, 2010). Исследование мик-
робного сообщества эпилитических биопленок в
озере Байкал проводятся относительно недавно.
Первые результаты о видовом и морфологиче-
ском разнообразии микроорганизмов биопленок
каменистых пород различного минералогическо-
го состава литорали озера Байкал и стальных пла-
стин, искусственно помещенных на дно этой зо-
ны, опубликованы в 2008 и 2010 гг. (Парфенова и
соавт., 2008; Мальник, 2010; Мальник и соавт.,

2013). Впервые методом пиросеквенирования по-
лучены сведения о микробной составляющей
планктона и биопленок в озере Байкал: показано
таксономическое разнообразие бактериальных
сообществ и различия в их структуре (Парфенова
и соавт., 2013).

Большую значимость приобретают исследова-
ния литоральной зоны, где происходят интенсив-
ные процессы превращения веществ, непосред-
ственное участие в которых принимает перифи-
тон. Микроорганизмы, обитающие в перифитоне
литорали оз. Байкал, играют исключительно важ-
ную роль в круговороте вещества и энергии водо-
ема. Они участвуют в продукции и деструкции
органического вещества автохтонного и аллох-
тонного происхождения, в результате чего непре-
рывно поддерживаются процессы биопродукции
и интенсивного самоочищения озера. Основные
процессы биоремедиации в мелководной части
озера происходят с участием микробного сообще-
ства биопленок, которые формируются на при-
родном субстрате каменистой литорали. Это со-

В. В. Парфенова
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общество состоит из целого комплекса микроор-
ганизмов ‒ бактерий, актиномицетов, дрожжей,
грибов, микроорганизмов круговорота азота, фос-
фора, серы, от физиологической активности кото-
рых зависит интенсивность процесса деструкции
органического вещества различной природы.
Очень важно исследовать состав основных групп
микроорганизмов в биопленочных сообществах и
их физиолого-биохимическую активность для
оценки как влияния антропогенного фактора, так
и способности экосистемы к самоочищению. Со-
общества биопленок реагируют на любые изме-
нения естественной среды обитания уменьшени-
ем или увеличением численности различных фи-
зиологических групп, изменением структуры
сообщества, то есть могут служить индикаторами
при изучении уровня антропогенной нагрузки на
водную экосистему. Быстро адаптируясь к меня-
ющимся условиям, биопленки активно участву-
ют в процессах самоочищения, что способствует
поддержанию стабильности природных экоси-
стем (Costerton et al., 1987; Flemming, 2002).

В последнее время особое внимание уделяется
случаям начала эвтрофикации участков прибреж-
ной зоны оз. Байкал. В 2011 г. на береговой линии
Лиственничного залива обнаружено выраженное
нарушение зональной поясности, с заселением
зеленой нитчатой водоросли Spirogyra sp., превы-
шением санитарно-микробиологических и хими-
ческих норм воды оз. Байкал (Кравцова и соавт.,
2012). В 2013 г. была обнаружена чрезвычайная
экологическая ситуация в районе северной око-
нечности Байкала, где на сотни метров вдоль бере-
говой линии простирались огромные черно-зеле-
ные скопления водоросли рода Spirogyra, которая
массово развивалась на дне озера до глубины 5‒7 м
(Тимошкин и соавт., 2014а). Безусловно, случаи
эвтрофикации имеют место и на других участках
прибрежной зоны Байкала, используемых для ре-
креационной деятельности (Тимошкин и соавт.,
2014б). Данные процессы являются первым при-
знаком крупномасштабного изменения прибреж-
ной части экосистемы оз. Байкал вследствие ан-
тропогенной нагрузки и требуют серьезного вни-
мания исследователей. Схожую проблему влияния
антропогенной нагрузки на качественный и коли-
чественный состав микробного сообщества эпи-
литических биопленок отмечали в Кольском за-
ливе Баренцева моря (Мирошниченко, 2016), в
Средиземном море (Sanz-Lazaro et al., 2015), в ре-
ках Новой Зеландии (Washington et al., 2013).

Согласно гидрохимической оценке вод вы-
бранных районов, антропогенное влияние имеет
место. На период проводимых исследований гид-
рохимический анализ вод показал воздействие
ОАО “БЦБК” на экологию озера Байкал. По дан-
ным ФГБУ “Иркутское УГМС” в 2012 г. в зоне
влияния сброса сточных вод, по сравнению с фо-
новыми станциями, большинство максимальных

значений химических показателей было превы-
шено в 3 раза. Наблюдались нарушения качества
воды, в которой максимальное содержание мине-
ральных веществ и сульфатов превышали нормы
в 1.2 раза, взвешенных веществ в 5.3 раза, хлори-
дов в 3.5 раза, фенолов – в 4 раза. Так же были де-
тектированы превышения ПДК по меди в 9.7 ра-
за, свинца, кадмия – в 1.2 раза, марганца – в
3.1 раза, алюминия – в 1.5 раза, бериллия – в
1.3 раза, ртути – в 2 раза. Содержание никеля и
ванадия находилось на уровне ПДК (Гос.
доклад …, 2013).

По гидрохимической оценке ФГБУ “Иркут-
ское УГМС” района Култук – Слюдянка уровни
наблюдаемых веществ в 2011 г. не превышали до-
пустимых норм, однако по сравнению с предыду-
щим обследованием (2008 г.) увеличилось содер-
жание кремния, азота нитратного и хлоридов в
1.1 раза. Среднее содержание фосфатов, сульфа-
тов и минеральных веществ, по сравнению с
предыдущим обследованием, не изменилось
(Гос. доклад …, 2012).

Согласно данным, полученным сотрудниками
лаборатории гидрохимии и химии атмосферы
ЛИН СО РАН, в Листвянке в августе 2011 г. отме-
чены следующие гидрохимические показатели:
мг Si/л –1.166; мг NH4/л – 0.425; мг NO2/л – 0.137;
мг РO4/л – 0.204; мг NO3/л – 0.298 (Кравцова и
соавт., 2012).

По результатам исследований той же лаборато-
рии в районе п. Большие Коты были получены дан-
ные за 2012 г., на основании которых превышения
ПДК не выявлены, и значения химических показа-
телей, по сравнению с районом п. Листвянка, были
ниже (мг Si/л – 0.51; мг NH4/л – 0.020; мг NO2/л –
0.002; мг PO4/л – 0.006; мг NO3/л – 0.11; мг О/л –
0.69).

Цель работы ‒ изучить количественный со-
став различных культивируемых физиолого-био-
химических групп микроорганизмов сообществ
эпилитических биопленок литорали озера Бай-
кал, формирующихся в районах с различной ан-
тропогенной нагрузкой и оценить их роль в про-
цессе самоочищения.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Отбор проб. В ходе экспедиционных работ в

литоральной зоне южного Байкала с 14 по 17 авгу-
ста 2012 г. на научно-исследовательском судне
“Г. Титов” (ЛИН СО РАН) группой водолазных
исследований под руководством И.В. Ханаева со
дна были подняты природные камни (41 образец
с 8 трансект). В зависимости от экологических
условий, исследовали районы с различным ан-
тропогенным влиянием – напротив Байкальско-
го целлюлозно-бумажного комбината (БЦБК)
(26 проб, 5 трансект S1–6, S12‒21, S27–36), на-
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против г. Слюдянка (5 проб, 1 трансекта S40–
S44), напротив п. Листвянка (5 проб, 1 трансекта
S45–S49) и фоновый район напротив п. Большие
Коты (5 проб, 1 трансекта S50–S54) (рис. 1а) с ми-
нимальной непостоянной антропогенной нагруз-
кой. Пробы в районе БЦБК отбирали по схеме,
представленной на рис. 1б, центральная трансек-
та S1–S6 ориентирована на трубу от БЦБК, тран-
секта S12–16 ‒ от центральной на восток 1 км,
S17–21 – 3 км, трансекта S27–S31 ‒ от централь-
ной на запад 1 км, S32–S36 – 3 км. Пробы биоп-
ленок на природных каменистых субстратах каж-
дой трансекты отбирали по глубинам 0.5, 1, 3, 5 и
10 м. Исключение составила станция S1, где отбор
каменистого субстрата осуществляли в районе
выхода трубы БЦБК на глубине 32.5 м.

Описание биопленок. В районе БЦБК все дно, в
том числе и каменистые субстраты, покрыты
большим количеством зеленых водорослей, за
исключением станции S1 (рис. 1в). Биопленки
района БЦБК характеризовалисья наибольшей
толщиной, которая составляла около 1 мм и име-
ла зелено-коричневый цвет (рис. 1г), а в районе

г. Слюдянка биопленки толщиной до 0.5 мм име-
ли серо-черную окраску. Район п. Листвянки ха-
рактеризовался наличием зеленых водорослей,
но в меньшем количестве, чем в районе БЦБК.
Биопленки, отобранные в районе п. Листвянка,
были толщиной до 0.5 мм и имели зелено-песоч-
ную окраску, а биопленки, отобранные в районе
п. Б. Коты, имели беловато-песочную окраску и
толщину до 0.25 мм (рис. 1д).

Культивирование микроорганизмов. В асептиче-
ских условиях с поверхности каждого каменистого
субстрата скальпелем соскребали 4 см2 биопленки
и суспендировали в колбе со 100 мл стерильной
байкальской воды, затем в течение 30 мин встря-
хивали на орбитальном шейкере OS-10 (“Bio-
San”) со скоростью 150 об./мин. После этого сус-
пензии давали отстояться 5 мин и использовали
ее для разведения 10–2 (1 мл суспензии в колбу с
99 мл стерильной байкальской воды) и посевов.

Культивировали следующие группы микроор-
ганизмов: органотрофы ‒ на среде РПА:10 (Гор-
бенко, Дзюбан, 1992); фенолокисляющие ‒ на

Рис. 1. Схема отбора проб эпилитических биопленок: а – схема расположения районов отбора в Южном Байкале (1 –
напротив БЦБК; 2 – напротив г. Слюдянка; 3 – напротив п. Листвянка; 4 – напротив п. Б. Коты); б – схема отбора
проб биопленок в районе БЦБК (S – наименование станций); каменистые субстраты с биопленками отобранные на
станциях S1 (в), S4 (г) и S53 (д), фото Ханаева И.В. Масштабная метка ‒ 10 см.
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минеральной среде Егоровой (Руководство по
методам гидробиологического анализа…, 1983);
нефтеокисляющие ‒ на среде Раймонда (Ray-
mond, 1961) с добавлением сырой нефти (“Ангар-
ский нефтехимический завод”) на поверхность
агаризованной среды; дрожжи ‒ на среде Сабуро
(Нетрусов, 2005); плесневые грибы ‒ на среде Ча-
пека (Кузнецов, Романенко, 1963); амилолитики ‒
на крахмальном агаре (Родина, 1965); целлюлозо-
разрушающие микроорганизмы (среда Гетчинсо-
на для аэробов, Омелянского для анаэробов)
(Кузнецов, Романенко, 1963).

В рамках цикла фосфора были определены две
группы микроорганизмов. Первая группа вклю-
чала в себя фосфатрастворяющие микроорганиз-
мы (ФРМ), способные переводить минеральные
нерастворимые соединения фосфора в раствори-
мое состояние. Вторая – фосфатмобилизирующие
микроорганизмы (ФММ), разлагающие органиче-
ские соединения фосфора с освобождением рас-
творимых фосфатов.

ФММ определяли на картофельно-минераль-
ном агаре (Родина, 1965). ФРМ учитывали на ос-
новной среде следующего состава (г/л): дрожжевой
экстракт – 0.2; (NH4)2SO4 – 0.5; MgSO4 · 7Н2О – 0.1;
КCl – 0.2; глюкоза – 10; агар – 15 и растворы:
10% CaCl2 – 60 мл, 10% K2HPO4 –40 мл. Готовили
основную среду и растворы в отдельных емко-
стях, перед посевом в разогретую основную среду
вносили в начале раствор хлорида кальция, а за-
тем дигидрофосфата калия.

Так же в пробах биопленок определяли сани-
тарно-показательные микроорганизмы: общее
число микроорганизмов (ОМЧ, при 37°С), общие
колиформные бактерии (ОКБ), энтерококки,
споры сульфитредуцирующих клостридий (МУК
4.2.1884-04). ОКБ является чувствительным по-
казателем при выявлении источника фекального
загрязнения. Показатель ОМЧ ‒ это количе-
ственный показатель, отражающий общее содер-
жание мезофильных аэробных и факультативно
анаэробных микроорганизмов. Соотношение
значений показателя ОМЧ, определенных при
температурах 22 и 37°С – коэффициент самоочи-
щения (К) – позволяет оценить активность и со-
стояние процессов самоочищения природных во-
доемов. Количество ОМЧ при 37°С позволяет
оценить число аллохтонной микрофлоры (вне-
сенной в водоем в результате антропогенного за-
грязнения, в т.ч. и фекального), количество ОМЧ
при 22°С – автохтонной микрофлоры (типичной
для конкретной экосистемы). Эта разница более
выражена при завершении процесса самоочище-
ния (К равен 4 и выше).

Посевы суспензий и разведений осуществляли
в двух повторностях.

Статистический анализ данных проводили в про-
грамме R-Studio 3.3.1 (https://cran.r-project.org/

bin/windows/base/old/3.1.1/). Для определения до-
стоверных различий между выборками использо-
вали тест Манна‒Уитни‒Вилкоксона. Уровень
значимости – 0.05. Для выявления зависимости
между признаками применяли коэффициент
корреляции Пирсона.

В качестве доверительного интервала приведе-
ны значения стандартной ошибки среднего при
уровне значимости 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
В круговороте углерода принимают участие мик-

роорганизмы различных физиологических и эколо-
го-трофических групп. Разложение легкораствори-
мого органического вещества осуществляется орга-
нотрофными микроорганизмами, определение
которых в озере Байкал осуществляется на рыбо-
пептонном агаре, разбавленном в 10 раз. По резуль-
татам исследований показано, что в районах зна-
чительного антропогенного влияния число орга-
нотрофных микроорганизмов на порядок выше,
чем в фоновом районе п. Б. Коты (тыс. КОЕ/см2):
в районе БЦБК в среднем по всем 5 трансектам –
630.6 ± 79.4, п. Листвянка – 430.2 ± 188.6, г.
Слюдянка – 220.5 ± 39.6, п. Б. Коты – 33.8 ± 12.8
(рис. 2а). Следовательно, легкорастворимого ор-
ганического вещества было больше в биопленках,
подверженных антропогенной нагрузке в райо-
нах БЦБК, г. Слюдянка, Лиственичного залива,
чем в биопленках района п. Б. Коты.

Также в эпилитических биопленках из района
БЦБК выявлена высокая численность микроорга-
низмов, обладающих амилолитической активно-
стью, с максимальной численностью в биопленках
на станции S1 в месте выхода трубы – 74.8 тыс.
КОЕ/см2. В среднем по трансекте около трубы
количество амилолитиков (тыс. КОЕ/см2) соста-
вило 38.1 ± 7.7, восточнее трубы – 13.9 ± 1.3, за-
паднее – 21.2 ± 3., возле п. Б. Коты – 5.7 ± 1.1
(рис. 2б).

Наличие нерастворимых неорганических фос-
фатов свидетельствует об антропогенном воздей-
ствии на водоем. Индикаторами таких соединений
являются ФРМ. В биопленках района БЦБК по
трансекте S1‒S6 средняя численность ФРМ соста-
вила 316 ± 0.3 КОЕ/см2; на расстоянии 1 км, как к
востоку, так и к западу, численность была выше и
составила по трансекте S12–S16 820 ± 177 КОЕ/см2,
S27–S31 790 ± 276 КОЕ/см2, а на расстоянии 3 км
на трансекте S17–S21 3200 ± 1153 КОЕ/см2, S32–
S36 4820 ± 1434 КОЕ/см2. В районах г. Слюдянка
и п. Листвянка численность ФРМ равна 1114 ±
± 490 и 1626 ± 484 КОЕ/см2 соответственно. В
фоновом районе п. Б. Коты средняя численность
ФРМ составила 76 ± 24 КОЕ/см2. Согласно полу-
ченным результатам по численности ФРМ пока-
зано, что район п. Б. Коты меньше всего подвер-
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жен загрязнению неорганическими фосфатами,
которые являются одним из компонентов хозяй-
ственно-бытовых отходов. Максимальные значе-
ния численности данной группы микроорганиз-
мов детектировали в биопленках района БЦБК на
расстоянии 3 км от трубы (рис. 2в). Сравнивая чис-
ленность ФРМ биопленок с количеством фосфа-
тов в воде двух районов п. Листвянка и Б. Коты,
выявлена прямая корреляционная зависимость.
Чем выше концентрация фосфатов в воде, тем
выше численность ФРМ в биопленках. Для выяв-
ления зависимости между признаками применя-
ли коэффициент корреляции Пирсона, который
был равен 0.75, при уровне значимости 0.01.

Очевидно, что органического фосфора в
биопленках больше, чем неорганического, и под-
тверждением этому является более высокая числен-
ность ФММ, чем ФРМ (рис. 2в, 2г). Число ФММ
превышает ФРМ до двух порядков. Исключением
явились показатели станции п. Листвянка с мини-
мальной численностью ФММ 1940 ± 503 КОЕ/см2,

что близко к численности ФРМ (1626 ± 484 КОЕ/см2).
Максимальные значения регистрировали на стан-
циях БЦБК S12–S16 (212.6 ± 27.6 тыс. КОЕ/см2) и
S27–S31 (124.5 ± 12.1 тыс. КОЕ/см2) (рис. 2г).

С целью контроля наличия в биопленках мик-
роорганизмов, способных окислять ароматиче-
ские и сложные углеводородные соединения, была
определена численность фенол- и нефтеокисляю-
щих микроорганизмов. В результате проведенных
исследований показано, что процент встречаемо-
сти данных групп микроорганизмов в эпилитиче-
ских биопленках равен 100. Суммарно числен-
ность фенолокисляющих микроорганизмов в два
раза выше, чем нефтеокисляющих. В эпилитиче-
ских биопленках максимальная численность фе-
нолокисляющих микроорганизмов детектирова-
на на станциях БЦБК S12–S16 в 1 км к востоку от
трубы – 15.68 ± 2.4 тыс. КОЕ/см2, на станциях
г. Слюдянка – 10.4 ± 1.9 тыс. КОЕ/см2, в
п. Листвянка – 8.8 ± 1.2 тыс. КОЕ/см2 (рис. 3а).

Рис. 2. Численность органотрофных (а), амилолитических (б), фосфатрастворяющих (ФРМ) (в) и фосфатмобилизи-
рующих (ФММ) (г) микроорганизмов в эпилитических биопленках оз. Байкал, КОЕ/см2. 1–8 наименование трансект
(1 – БЦБК S17– 21; 2 – БЦБК S12–16; 3 – БЦБК S1–6; 4 – БЦБК S27–31; 5 – БЦБК S32–36; 6 – г. Слюдянка S40–44;
7 – п. Листвянка, БЦБК S45–49; 8 – п. Б. Коты S50–54).
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Количество нефтеокисляющих микроорга-
низмов (КОЕ/см2) в биопленках района трубы
БЦБК достигало 1800 ± 193, восточнее – 3300 ±
± 531, западнее – 1300 ± 392, максимум обнару-
жен в районе п. Б. Коты (5260 ± 698) и п. Листвян-
ка (4826 ± 758), повышенные значения наблюда-
ли также около г. Слюдянка (2046 ± 383) (рис. 3б).
Высокая численность данной группы микроорга-
низмов обусловлена высокой нагрузкой данных
районов водным видом транспорта. Листвянка
является небольшим портовым поселком, с хоро-
шо развитой туристической водной инфраструк-
турой, а для п. Б. Коты – это единственный вид
транспорта.

Мониторинг фенол- и нефтеокисляющих
микроорганизмов в районе БЦБК осуществляет
ФГБУ “Иркутское управление по гидрометеоро-
логии и мониторингу окружающей среды”, кото-
рое определяет их численность в планктоне и в
донных отложениях. По результатам, представ-
ленным в государственных докладах ФГБУ “Ир-

кутское УГМС”, в отличие от полученных нами,
численность в воде и донных осадках фенолокис-
ляющих микроорганизмов меньше, чем нефтео-
кисляющих, c процентом встречаемости в бенто-
се фенолокисляющих – 52.5% и нефтеокисляю-
щих микроорганизмов – 80.25%. Численность
фенолокисляющих колеблется от 0 до 14.3 тыс.
КОЕ/г вл. ила за последние 6 лет, что коррелирует
с полученными результатами в нашей работе, а
численность нефтеокисляющих ‒ от 0 до 106 кл./г
вл. ила, что на два порядка выше представленных
в этой статье. Вероятнее всего, такие различия в
численности нефтеокисляющих микроорганиз-
мов связаны с различиями методов определения
(Гос. доклад…, 2011, 2012, 2013, 2015, 2016, 2017).
Надо отметить, что высокий процент встречаемо-
сти данных групп микроорганизмов в эпилитиче-
ских биопленках указывает на более активное
микробное сообщество, чем в воде и в бентосе.

Качественный анализ на наличие аэробных и
анаэробных целлюлозоразрушающих микроорга-

Рис. 3. Численность фенолокисляющих (а), нефтеокисляющих (б) микроорганизмов, общих колиформных бактерий
(ОКБ), (в) общего числа микроорганизмов (ОМЧ) (г) в эпилитических биопленках оз. Байкал, КОЕ/см2. 1–8 наиме-
нование трансект (1 – БЦБК S17– 21; 2 – БЦБК S12–16; 3 – БЦБК S1–6; 4 – БЦБК S27–31; 5 – БЦБК S32–36; 6 –
г. Слюдянка S40–44; 7 – п. Листвянка, БЦБК S45–49; 8 – п. Б. Коты S50–54).
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низмов в исследуемых образцах биопленок пока-
зал, что аэробные целлюлозоразрушающие мик-
роорганизмы детектируются повсеместно в райо-
не БЦБК и г. Слюдянка, а в Лиственничном
заливе и п. Б. Коты ‒ в 80% проб. Мониторинг
данной группы микроорганизмов в районе БЦБК
осуществляет ФГБУ “Иркутское УГМС”, кото-
рое определяет наличие их в планктоне и в дон-
ных отложениях. В донных осадках процент
встречаемости колеблется от 52 до 100% со сред-
ним значением 84%, в зависимости от сезона и
года (так, в октябре 2012 г. их доля составила 78%)
(Гос. доклад…, 2011, 2012, 2013, 2015, 2016, 2017).
Полученные данные так же указывают на более
высокую активность микробного сообщества
эпилитических биопленок в районе БЦБК. Анаэ-
робные целлюлозоразрушающие микроорганиз-
мы в районе БЦБК обнаружены в 65% станций,
на трансектах западнее трубы они выявлены на
50% станций, на трансекте напротив г. Слюдянка
все биопленки содержали анаэробов, напротив п.
Листвянка ‒ в трех, а напротив п. Б. Коты ‒ в че-
тырех.

Эукариотические группы микроорганизмов –
дрожжи и грибы ‒ в эпилитических биопленках
самые малочисленные и редко встречаемые, по
результатам настоящей работы. Дрожжи в количе-
стве от 50 до 100 КОЕ/см2 обнаружены только в
районе г. Слюдянка (3 станции). По литературным
данным дрожжи и в водной толще определяли в
незначительном количестве (от 0 до 2 тыс. кл./л);
авторы отмечали, что в районах, подверженных
антропогенному воздействию, их численность вы-
ше, а разнообразие меньше (Максимова и соавт.,
1982, Колесницкая, Максимова, 1982). Микроско-
пические грибы детектировали в биопленках на
14 из 41 станции, как около БЦБК, так и возле на-
селенных пунктов, при этом отмечено увеличе-
ние их численности западнее трубы БЦБК. На-
против п. Б. Коты грибы не обнаружены, что ука-
зывает на меньшую активность деструкционных
процессов органического вещества в биопленках
из данного района.

Анализируя результаты по исследованию са-
нитарных показателей, таких как ОКБ, ОМЧ, эн-
терококки и клостридии, можно дать дополни-
тельную оценку степени загрязнения свежим фе-
кальными стоками исследуемых районов. По
результатам проведенной работы надо отметить,
что бактерии родов Enterococcus и Clostridium не
детектировали ни в одной из исследуемых проб
биопленок.

Общие колиформные бактерии обнаружены в
58% всех исследуемых проб биопленок. Макси-
мальная численность ОКБ была в биопленках
трансекты напротив трубы БЦБК, где она соста-
вила 193 ± 28 КОЕ/см2, напротив г. Слюдянка –
61 ± 10 КОЕ/см2, в остальных биопленках чис-

ленность в среднем составила 5.48 КОЕ/см2, а в
пробах напротив п. Листвянка ОКБ не обнаруже-
ны (рис. 3в). Так же в биопленках напротив
п. Листвянка общая численность аллохтонной
микрофлоры (ОМЧ при 37°С) была минимальной и
составила 160 ± 66 КОЕ/см2, а максимальную чис-
ленность детектировали в биопленках на трансекте
в 3 км от трубы к востоку (24860 ± 1689 КОЕ/см2).
Напротив трубы численность была равна 7720 ±
± 1078 КОЕ/см2, на расстоянии 1 км от трубы сред-
няя численность составила 3920 ± 804 КОЕ/см2, в
биопленках трансекты напротив г. Слюдянка –
4120 ± 960 КОЕ/см2, в районе п. Б. Коты – 1280 ±
± 111 КОЕ/см2 (рис. 3г).

По результатам санитарно-микробиологиче-
ского анализа в эпилитических биопленках боль-
шую фекальную антропогенную нагрузку имеет
район напротив трубы БЦБК и г. Слюдянка. Тем
не менее, высокий коэффициент самоочищения
во всех исследуемых биопленках позволяет сде-
лать вывод о завершенности процессов самоочи-
щения.

Таким образом, результаты комплексного эко-
лого-микробиологического изучения биопленок
каменистых субстратов в литоральной зоне Юж-
ного Байкала (август 2012 г.), отобранные в райо-
нах с различной антропогенной нагрузкой, выяви-
ли различия количественного и качественного со-
става исследуемых физиолого-биохимических
групп микроорганизмов. Показано, что в эпили-
тических биопленках района БЦБК определена
высокая численность всех исследуемых групп
микроорганизмов, за исключением нефтеокисля-
ющих. Районы населенных пунктов г. Слюдянка и
Лиственничного залива так же характеризуются
высокой численностью исследуемых групп мик-
роорганизмов в эпилитических биопленках и
максимальными значениями численности неф-
теокисляющих микроорганизмов, что может
быть связано с высокой нагрузкой данных райо-
нов водным видом транспорта.

Высокий процент встречаемости (100%) целлю-
лозоразрушающих, фенол- и нефтеокисляющих
микроорганизмов в биопленках, по сравнению с
водой и бентосом, указывает на более высокую ак-
тивность микробного сообщества эпилитических
биопленок в районе БЦБК (Гос. доклад…, 2011,
2012, 2013, 2015, 2016, 2017).

В эпилитических биопленках фонового райо-
на п. Б. Коты отмечена минимальная числен-
ность органотрофных микроорганизмов и ФРМ,
а также отсутствие плесневых грибов и дрожжей,
что указывает на меньшую активность процессов
разложения.

Результаты санитарно-микробиологического
анализа эпилитических биопленок показали, что
большую фекальную антропогенную нагрузку
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имеет район БЦБК напротив трубы и г. Слю-
дянка.

Высокая численность исследуемых групп мик-
роорганизмов в районах БЦБК, г. Слюдянка,
п. Листвянка свидетельствует о значительной де-
струкционной активности культивируемого мик-
робного сообщества эпилитических биопленок в
ироответ на большую антропогенную нагрузку в
данных местах. Загрязнение водоемов сточными во-
дами и отходами промышленных предприятий обу-
словливает активное размножение органотрофных
микроорганизмов, которые расщепляют сложные
органические соединения до простых минеральных.
Таким образом, необходимо отметить основную
роль микроорганизмов в самоочищении и удалении
растворимых веществ в прдных водоемах. Иссле-
дуемые группы микроорганизмов эпилитических
биопленок так же можно считать индикаторны-
ми, т.к. они реагируют на поступления загрязне-
ний различного характера (Кондратьева и соавт.
2013).

Работа выполнена в рамках государственного
задания по теме № 0345-2016-0003 (АААА-А16-
116122110061-6) “Микробные и вирусные сообще-
ства в биопленках …”.
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Role of Cultured Microorganisms from Biofilms Formed on Rocky Substrates 
in the Lake Baikal Self-Purification System
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Abstract—Differences in the quantitative and qualitative compositions of various physiological and biochem-
ical groups of cultured microorganisms were revealed in biofilms formed on stony substrates in the
littoral zone of Southern Baikal (August 2012) in the areas with different anthropogenic load. Maximal abun-
dance of microorganisms was registered in epilithic biofilms from the area of Baikalsk Pulp and Paper
Plant: organotrophs (770.2 ± 290.3 × 103 CFU/cm2); amylolytics (38.1 ± 7.7 × 103 CFU/cm2); phosphate-
solubilizing microorganisms (4.8 ± 1.4 × 103 CFU/cm2); phosphate-mobilizing microorganisms
(212.0 ± 27.6 × 103 CFU/cm2); phenol-oxidizing microorganisms (15.7 ± 2.4 × 103 CFU/cm2); molds
(3.2 ± 0.4 × 103 CFU/cm2); and total coliform bacteria (193.3 ± 28.2 CFU/cm2), with the total microbial
abundance (TMA at 37°C) of 24.9 ± 1.7 × 103 CFU/cm2, which indicated high degrading activity of the bio-
films in response to the anthropogenic load in the area. Epilithic biofilms of the Bol’shie Koty area exhibited
the lowest abundance of organotrophic and phosphate-solubilizing microorganisms, while molds were ab-
sent.

Keywords: Lake Baikal, epilithic biofilms, organotrophs, amylolytics, phosphate-solubilizing microorgan-
isms, phosphate-mobilizing microorganisms, petroleum-oxidizing microorganisms, phenol-oxidizing mi-
croorganisms, cellulose-degrading microorganisms
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Впервые исследовано разнообразие и проведен сравнительный анализ состава микробиоты пище-
варительного тракта байкальских эндемичных брюхоногих моллюсков Benedictia baicalensis (Caeno-
gastropoda) и грунта из мест их обитания. Из содержимого желудка и кишечника моллюсков изоли-
рованы штаммы, отнесенные к 11 родам гетеротрофных бактерий: Pseudomonas, Acinetobacter, Al-
caligenes, Flavobacterium, Enterobacter, Escherichia, Citrobacter, Klebsiella, Bacillus, Staphylococcus и
Micrococcus. В результате молекулярно-генетического анализа суммарной ДНК в пищеварительном
тракте моллюсков определены нуклеотидные последовательности генов 16S рРНК бактерий родов
Pseudomonas, Flavobacterium, Mesorhizobium, Deefgea и неидентифицированных бактерий филума Te-
nericutes. Обнаружено, что большинство выделенных штаммов способны утилизировать различные
органические вещества, в том числе животного происхождения, что объясняется всеядным типом
питания моллюсков B. baicalensis. Показано, что культивируемое бактериальное сообщество пище-
варительного тракта моллюсков формируется, в основном, за счет грамотрицательных бактерий
(95–97% выделенных культур), несмотря на то, что 51% штаммов, изолированных из грунта, пред-
ставлены грамположительными кокковидными и спорообразующими палочковидными бактерия-
ми. Низкая частота встречаемости штаммов грамположительных бактерий в пищеварительном
тракте по сравнению с донными осадками (в 5 и более раз), предполагает их использование моллюс-
ками в качестве питательного субстрата.

Ключевые слова: брюхоногие моллюски, микробиота пищеварительного тракта, внеклеточные фер-
менты бактерий, оз. Байкал
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Микроорганизмы кишечника гидробионтов иг-
рают большую роль в их жизнедеятельности. Струк-
тура микробного сообщества хорошо изучена у
многих морских беспозвоночных – ракообразных,
морских ежей, трепангов, олигохет и полихет, кре-
веток, двустворчатых моллюсков (Harris, 1993;
Chaston, Goodrich-Blair, 2010; Богатыренко, Бузо-
лева, 2016). Бактериальные сообщества кишечника
описаны лишь у трех видов пресноводных легочных
моллюсков семейства Planorbidae; разнообразие
микроорганизмов представлено 18 филумами (Van
Horn et al, 2012).

По сравнению с внешней средой, в кишечнике
животных содержится больше питательных ве-
ществ, а также поддерживается относительный
физический и химический гомеостаз, поэтому
часть бактерий, поглощенных из среды обитания,
накапливаются в кишечнике (Harris, 1993). Сход-
ный качественный и количественный микроб-
ный состав кишечника отмечен для моллюсков и

водной среды их обитания (Syvokiene et al., 2008;
Gayathri et al., 2011). Известно, что часть погло-
щенных из внешней среды бактерий являются
питательным субстратом, а другие микроорганиз-
мы способствуют усвоению разнообразной пи-
щи, дополняя пищеварительные ферменты ки-
шечника моллюсков (Harris, 1993, Brendelberger,
1997; Simon, 1999; Chaston, Goodrich-Blair, 2010).
Моллюски, подобно млекопитающим животным,
обладают собственной (резидентной) кишечной
микробиотой, которая живет и размножается в их
кишечнике постоянно и состоит с моллюском-хозя-
ином в мутуалистических отношениях. Примером
резидентных бактерий в кишечнике моллюсков яв-
ляются анаэробные бактерии группы спирохет, спе-
цифично ассоциированные с кристаллическим
столбиком растительно- и детритоядных мол-
люсков (Margulis, Hinkle, 2006). Кристалличе-
ский столбик находится в желудке моллюсков и
содержит амилолитические ферменты, необходи-
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мые для усвоения растительной пищи (Young,
1932). Ранее нами показано, что спирохеты при-
сутствуют в кристаллическом столбике у 12 видов
пресноводных брюхоногих моллюсков, в том
числе у B. baicalensis (Sitnikova et al., 2012). В ки-
шечнике концентрируются не только автохтонные
микроорганизмы водоема, но и различные аллох-
тонные условно-патогенные микроорганизмы,
попадающие в водоем в результате антропогенной
деятельности. Известно, что в кишечнике морских
двустворчатых накапливаются бактерии рода Vib-
rio (Parvathi, 2004). Имеются данные о присут-
ствии в кишечнике моллюсков таких патогенов,
как сальмонеллы, ботулоклостридии, листерии,
микоплазмы (Sayler et al., 1976; Marsollier et al.,
2004), а также антибиотико-резистентные штам-
мы колиформных бактерий (Watkinson et al., 2007).
Некоторые исследователи рассматривают микро-
биоту кишечника моллюсков как индикатор за-
грязнения водоема (Syvokiene, Mickeniene, 2002;
Syvokiene et al., 2008). Изучение адаптивных воз-
можностей условно-патогенных микроорганиз-
мов в составе микробных сообществ кишечника
гидробионтов имеет большое значение при ис-
следованиях функционирования водных экоси-
стем.

Брюхоногие моллюски одни из постоянных и
многочисленных компонентов биоценоза озера
Байкал. По способу потребления пищи среди
байкальских эндемичных видов гастропод
(~110 видов) существуют фильтраторы, собирате-
ли и пасущиеся на субстрате моллюски, поедаю-
щие, главным образом, растительную пищу и дет-
рит. Согласно исследованиям состава пищевого
комка среди представителей рода Benedictia име-
ются всеядные пасущиеся на субстрате виды.
К ним относятся улитки вида B. baicalensis (Gerst-
feldt) (Caenogastropoda: Benedictiidae), обитающие
на каменистых и смешанных песчано-камени-
стых грунтах литорали и сублиторали озера. Кро-
ме растительной пищи в виде планктонных и бен-
тосных диатомовых, в составе пищевого комка
этих улиток обнаружены животный детрит
(останки червей, ракообразных и личинок насе-
комых); выяснено, что гастроподы этого вида
пропускают через кишечник грунт и способны
захватывать кусочки тканей мертвых рыб (Сит-
никова, 2004). Также ранее проводимые исследо-
вания показали, что байкальские гастроподы ши-
роко используют в пищу бактерии, заселяющие
поверхность грунта и камней (Родина, 1954).

Цель работы – изучить разнообразие бактерий
пищеварительного тракта эндемичных брюхоно-
гих моллюсков B. baicalensis и донных осадков из
мест их обитания; исследовать способность выде-
ленных штаммов бактерий утилизировать орга-
нические соединения.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Район отбора проб. Материал собран из зоны

глубин 3–15 м каменисто-песчаных грунтов в зал.
Лиственничный юго-западного побережья оз.
Байкал (51°51′18.8′′ с.ш., 104°51′35.6′′ в.д.) с помо-
щью легкой водолазной техники. Гидрологиче-
ский режим залива характерен для литоральной
зоны озера, подвергающейся более жестким, чем
пелагиаль, физико-химическим условиям. Со-
гласно результатам исследований, проведенных в
период с 2003 по 2006 гг., сезонные колебания
температур в районе отбора проб изменялись в
диапазоне от 0.1°С в зимний период и до 19°С в
летний (Тимошкин и соавт., 2009). Выраженная
амплитуда суточных и сезонных колебаний тем-
пературы воды (более интенсивный прогрев и
охлаждение), динамика концентрации биоген-
ных элементов, обогащенные органическим ве-
ществом речные стоки, антропогенные загрязне-
ния объектов, расположенных на побережье п.
Листвянка, влияют на разнообразие микроорга-
низмов прибрежной зоны (Панасюк и соавт.,
2002; Белых и соавт., 2013).

Материалом для исследования послужили со-
держимое кишечников байкальских эндемичных
брюхоногих моллюсков B. baicalensis и донные
осадки, собранные весной 2010 г. В период отбора
проб температура воды находилась в пределах от
0.2 до 5°С. После отбора животных сразу помеща-
ли в контейнеры с байкальской водой, пробы
донных осадков отбирали в стерильные емкости.
Отобранный материал помещали в термосумку и
доставляли в лабораторию, где проводили даль-
нейшие исследования.

Моллюсков вскрывали в асептических услови-
ях “in vivo”. Перед вскрытием раковину животных
обрабатывали 70% этиловым спиртом и пропо-
ласкивали в стерильной воде. С помощью тонких
препаровальных инструментов тело моллюска
извлекали из раковины и под бинокулярным
микроскопом проводили разрез желудка. Содер-
жимое желудка, объемом 50‒100 мкл, извлекали
дозаторной пипеткой, фрагмент прямой кишки с
фекалиями вырезали тонким пинцетом.

Культивирование. Ввиду особенностей гидро-
логического режима и интенсивной антропоген-
ной нагрузки в районе отбора проб, посев содер-
жимого желудка, фекалий моллюсков и образцов
грунта с места отбора проб проводили на среды с
разной концентрацией органических веществ,
используя различную температуру и длитель-
ность инкубации. Для выделения максимального
разнообразия гетеротрофных бактерий культиви-
рование проводили на рыбо-пептонном агаре,
разведенном в 10 раз (концентрация органиче-
ских веществ составила 1.6 г/л) при температуре
22°С от 5 до 10 сут, а также на среде Эндо (кон-
центрация органических веществ составила
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23 г/л) при температуре 37°С в течение 24‒48 ч.
Селективная среда Эндо выбрана для обнаруже-
ния бактерий семейства Enterobacteriaceae, кото-
рые, как известно, являются обитателями желу-
дочно-кишечного тракта и принимают активное
участие в пищеварительных процессах животных
и человека. Выросшие колонии бактерий отсева-
ли в чистые культуры. Родовую идентификацию
полученных изолятов проводили с помощью изу-
чения тинкториальных свойств, морфологии кле-
ток и колоний, выявления способности продуци-
ровать окислительно-восстановительные фер-
менты, утилизировать углеводы, спирты и
азотсодержащие вещества (МУ 04-723/3; МР
3923-85; Определитель бактерий Берджи, 1997;
Практикум по микробиологии, 2005; Bergey’s
Manual of Systematic Bacteriology, 2005, 2009).
Морфологию клеток и тинкториальные свойства
исследовали с помощью световых микроскопов
IMT-2-21 (“Olympus”, Япония) и Axiostar plus
(“Carl Zeiss Light Microscopy”, Германия). Выде-
ленные штаммы были собраны в коллекцию и ис-
следованы на способность утилизировать органи-
ческие субстраты, используя метод посева уколом
на агаризованные питательные среды с крахма-
лом, обезжиренным молоком, желатином, яич-
ным желтком и трибутирином. Учет результатов
проводили по наличию вокруг колоний зон про-
дуктов гидролиза (Практикум по микробиоло-
гии, 2005).

Молекулярно-генетический анализ. Суммар-
ную ДНК выделяли из содержимого желудка и
фекалий B. baicalensis, используя коммерческий
набор РИБО-сорб (“АмплиСенс”, Москва). Ам-
плификацию генов 16S рРНК проводили с помо-
щью универсальных праймеров 9f 5'-gagtttgatcctg-
gctcag-3' и 1525r 5'-agaaaggaggtgatccagcc-3' (Liesack
et al., 1991). Полимеразную реакцию (ПЦР) про-
водили в 25 мкл реакционной смеси с помощью
коммерческого набора Tersus PCR kit (“Евроген”,
Москва). Условия ПЦР включали: этап началь-
ной денатурации ДНК при 95°С – 3 мин; 30 циклов
амплификации: 94°С – 20 с, 50°С – 20 с, 72°С –
1.5 мин с и заключительный этап элонгации при
72°С – 15 мин. ПЦР-фрагменты клонировали в
векторе pTZ57R/T, после чего проводили транс-
формацию компетентных клеток штамма E. coli
DH-5α. Полученные клоны анализировали в
ПЦР с универсальными плазмидными праймера-
ми M13F 5'-gttgtaaaacgacggccagtg-3' и M13R 5'- gc-
ggataacaatttcacacagga-3' (“Евроген”, Москва). Ви-
зуализацию ампликонов проводили в 1% агароз-
ном геле, полученные ПЦР-фрагменты вырезали
и элюировали ДНК с помощью двукратного за-
мораживания (‒20°С; 1 ч) и центрифугирования
(10000 об./мин; 30 мин). Для постановки реакции
секвенирования использовали набор DTCS
(“Beckman Coulter”, США), 10 нг ДНК и 5 пмоль
праймера M13, согласно протоколу фирмы-про-

изводителя. Нуклеотидные последовательности
библиотеки гена 16S рРНК определяли с помо-
щью автоматического секвенатора CEQ-8800
(“Beckman Coulter”, США; ЦКП ЛИН СО РАН
“Ультрамикроанализ”). Выравнивание получен-
ных нуклеотидных последовательностей прово-
дили с помощью программы BioEdit 7.0.9.0. Вы-
бор филогенетической модели и филогенетиче-
ский анализ проводили в программе MEGA 6
(Tamura et al., 2013), используя метод ML. Буд-
стреп-анализ был рассчитан на 1000 реплик. Нук-
леотидные последовательности гена 16S рРНК де-
понированы в международную базу данных Gen-
Bank с номерами доступа KY048448–KY048453.

Cравнение частоты встречаемости штаммов,
выделенных из пищеварительного тракта мол-
люсков и донных осадков, проведено с использо-
ванием критерия Хи-квадрат Пирсона. При уров-
не значимости ≤0.01 различия приняты за стати-
стически достоверные.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Разнообразие микробного сообщества пищева-

рительного тракта моллюсков и среды их обитания.
В результате проведенных исследований получе-
но 165 штаммов из содержимого желудка, 185 – из
фекалий, 148 – из донных осадков. Выделенные
штаммы были разделены на три условных группы:
неферментирующие аэробные грамотрицатель-
ные бактерии (НГОБ), ферментирующие факуль-
тативно-анаэробные грамотрицательные бакте-
рии семейства Enterobacteriaceae (энтеробактерии)
и грамположительные бактерии (ГПБ) – кокки и
спорообразующие палочки. В донных осадках
идентифицированы штаммы 12 родов.

Группа НГОБ составила более половины выде-
ленных штаммов из содержимого желудка (64%) и
фекалий (59%) моллюсков. Доля энтеробактерий
была в 2 раза ниже (30% в содержимом желудка и
38% в фекалиях). Штаммы группы ГПБ встрече-
ны в единичном количестве (6% в содержимом
желудка и 3% в фекалиях).

В донных осадках, напротив, преобладала
группа ГПБ (51%). Встречаемость группы НГОП
и кишечных бактерий составила 38 и 11% соответ-
ственно (рис. 1).

В группе НГОБ определены штаммы родов
Pseudomonas, Acinetobacter, Flavobacterium и Al-
caligenes, из них штаммы рода Pseudomonas соста-
вили наибольшую долю встречаемости от всех
культивированных гетеротрофов – 50.9% в содер-
жимом желудка, 43.2% в фекалиях моллюсков и
24.3% в донных осадках (табл. 1).

Штаммы семейства Enterobacteriaceae пред-
ставлены родами Escherichia, Citrobacter, Entero-
bacter и Klebsiella. Среди кишечной микрофлоры
моллюсков доминировал род Enterobacter с часто-
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той встречаемости 17.6% в содержимом желудка и
16.8% в фекалиях. Бактерии рода Escherichia в фе-
кальной микробиоте моллюсков имели встречае-
мость почти в 3 раза больше, чем в желудочной
(13.5 против 4.2%). В донных осадках штаммы ки-
шечных бактерий представлены в единичном ко-
личестве (табл. 1).

Группу ГПБ составили штаммы родов Bacillus,
Staphylococcus, Streptococcus и Micrococcus. В пище-
варительном тракте моллюсков данные штаммы
отмечены в единичных количествах, некоторые
из них вовсе отсутствовали (например, Streptococ-
cus). В донных осадках частота встречаемости
бактерий рода Bacillus достигала 28.4%, а кокков

Рис. 1. Встречаемость штаммов групп НГОБ, ГПБ и энтеробактерий, выделенных из содержимого желудка, прямой
кишки с фекалиями гастропод B. baicalensis и донных осадков из мест сбора.
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Таблица 1. Разнообразие и частота встречаемости штаммов бактерий, выделенных из пищеварительного тракта
B. baicalensis и донных осадков

Группа Род

Содержимое желудка Прямая кишка
с фекалиями Донные осадки

число 
штаммов

частота 
встречаемости, 

%

число 
штаммов

частота 
встречаемости, 

%

число 
штаммов

частота 
встречаемости, 

%

НГОБ Pseudomonas 84 50.9 80 43.2 36 24.3

Acinetobacter 7 4.2 13 7.0 10 6.8

Alcaligenes 0 0 5 2.7 2 1.4

Flavobacterium 15 9.1 11 5.9 8 5.4

Энтеробактерии Escherichia 7 4.2 25 13.5 1 0.7

Citrobacter 3 1.8 5 2.7 2 1.4

Enterobacter 29 17.6 31 16.8 4 2.7

Klebsiella 11 6.7 10 5.4 9 6.1

ГПБ Bacillus 4 2.4 1 0.5 42 28.4

Staphylococcus 5 3.0 2 1.1 15 10.1

Streptococcus 0 0 0 0 2 1.4

Micrococcus 0 0 2 1.1 17 11.5

Всего 165 100 185 100 148 100
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родов Staphylococcus и Micrococcus ‒ 10.1 и 11.5%
соответственно (табл. 1).

Статистически значимые различия выявлены
между частотой встречаемости штаммов микро-
биоты пищеварительного тракта моллюсков и
донных осадков, но не обнаружены между часто-
той встречаемости штаммов, выделенных из со-
держимого желудка и фекалий моллюсков.

В результате молекулярно-генетического ана-
лиза клонов получены нуклеотидные последова-
тельности, принадлежащие 3 филумам: Proteobac-
teria (классы Alpha-, Beta- и Gammaproteobacteria),
Bacteroidetes и Tenericutes (рис. 2).

Наибольшая гомология получена с последова-
тельностями, выделенными из планктона прес-
ной и морской воды, а также микрофлоры пище-
варительного тракта моллюсков, ракообразных и
насекомых. Последовательности BbCs 5/10, BbCs
3/10 и BbFgF 1/10 принадлежали бактериям родов
Pseudomonas и Flavobacterium с высоким процен-
том гомологии (99%). Последовательности гена
16S рДНК клонов BbCs 5/10 и BbCs 3/10 были
идентичны Pseudomonas jessenii и P. fluorescens, а
также Pseudomonas sp. Y1000, выделенной из глу-
бинных вод оз. Байкал. Последовательность кло-
на BbFgF 1/10 идентична виду Flavobacterium tian-
geerense и другим Flavobacterium sp., выделенным
из водных экосистем.

Рис. 2. Филогенетическое дерево, построенное на основе сравнения последовательностей гена 16S рДНК длиной
1148 п.н. с помощью метода максимального правдоподобия с бутстреп-поддержкой на основе 1000 повторностей. По-
следовательности, полученные в данном исследовании, выделены жирным шрифтом.
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Последовательность BbFgF 3/10 имела наи-
большее сходство (98%) с последовательностью
некультивируемой бактерии кишечника морских
крабов вида Eriocheir sinensis (DQ856537). Культи-
вируемые бактерии вида Mesorhizobium thiogangeti-
cum и различные Mesorhizobium sp. с данным кло-
ном имели более низкую гомологию (94%).
Для нуклеотидной последовательности клона
BbCsKsnsp2/10 было обнаружено максимальное
сходство (99%) с различными некультивируемы-
ми бактериями рода Deefgea и видом Deefgea rivuli.
Низкую гомологию (87%) имели последователь-
ности клона BbCsKssp 1/10 с Mycoplasma hyorhinis,
а также с некультивируемыми бактериями, полу-
ченными из микрофлоры пищеварительной же-
лезы устрицы (FM995178) и кишечной микробио-
ты моллюсков вида Haliotis diversicolor (GU070687
и HQ393422) (рис. 2).

Физиолого-биохимические свойства гетеро-
трофных бактерий пищеварительного тракта мол-
люсков и среды их обитания. Большинство полу-
ченных в данном исследовании штаммов прояви-
ли способность утилизировать хотя бы один из
тестируемых субстратов. В содержимом желудка и
фекалиях моллюсков встречаемость таких штам-
мов составила 94 и 93% соответственно, а в донных
осадках их доля была несколько меньше – 71%.
Усвоение всех тестируемых органических соеди-
нений наблюдали для 40 и 50% штаммов, выде-
ленных, соответственно, из желудка и фекалий
моллюсков, и только для 17% для выделенных из
донных осадков.

Среди бактерий, выделенных из содержимого
желудка и фекалий, можно отметить высокую
встречаемость штаммов, осуществляющих гидро-
лиз крахмала (87.3 и 90.8% соответственно) и три-
бутирина (64.9 и 67.0%), а также на средах с жела-
тином (76.4 и 75.7%), обезжиренным молоком
(71.5 и 74.4%) и яичным желтком (60.6 и 63.2%).
Более половины из них были представлены
НГОБ. Среди бактерий данной группы, выделен-
ных из пищеварительного тракта моллюсков, на-
блюдали высокую встречаемость штаммов, усваи-
вающих тот или иной тестируемый субстрат – от
71.7 до 92.5% (табл. 2). Большинство энтеробакте-

рий из содержимого желудка и фекалий расщепля-
ли крахмал (82.0 и 94.4% соответственно); среди
ГПБ наиболее часто встречались штаммы, гидро-
лизирующие трибутирин (77.8 и 60.0% соответ-
ственно) и крахмал (55.6 и 60.0% соответственно)
(табл. 2).

Культуры бактерий из донных осадков, спо-
собные к утилизации тестируемых органических
веществ, встречались в меньшем количестве, чем
из пищеварительного тракта моллюсков. Боль-
шинство из них расщепляли крахмал (55.4%), а
штаммы, усваивающие остальные тестируемые
субстраты, составили еще меньшую долю (от 26.4
до 40.5%). Среди НГОБ, выделенных из донных
осадков, более половины разжижали желатин и
образовывали характерные зоны на среде с обез-
жиренным молоком (60.7 и 53.6% соответствен-
но), для энтеробактерий отметили только гидро-
лиз крахмала (81.3%). В группе ГПБ также преоб-
ладали штаммы, усваивающие крахмал (57.9%)
(табл. 2).

Таким образом, в коллекции выделенных бак-
терий, культивируемых из пищеварительного
тракта моллюсков, доминировали штаммы, ути-
лизирующие крахмал, в большинстве представ-
ленные НГОБ и энтеробактериями. Штаммы,
гидролизирующие желатин и обезжиренное мо-
локо также чаще встречались среди НГОБ, а три-
бутирин и яичный желток – среди НГОБ и ГПБ.
В среде обитания встречаемость штаммов, рас-
щепляющих тестируемые субстраты, была ниже.
Статистически значимых различий между часто-
той встречаемости таких штаммов среди НГОБ,
ГПБ и энтеробактериями в донных осадках не
выявлено.

ОБСУЖДЕНИЕ

Сходство качественного состава гетеротроф-
ных микроорганизмов в пищеварительном тракте
моллюсков и среде обитания очевидно, так как
гастроподы, соскребая с поверхности грунта пи-
щу (и пропуская его через кишечник), собирают
находящиеся в донных осадках микроорганизмы

Таблица 2. Частота встречаемости штаммов, утилизирующих различные органические соединения, %

Примечание. Расчет процентной доли проводили от общей суммы штаммов каждой группы; “Кр” – крахмал, “Жел” – жела-
тин, “Мол” – обезжиренное молоко, “Тр” –трибутирин, “ЯЖ” – яичный желток.

Группа штаммов
Содержимое желудка Прямая кишка с фекалиями Донные осадки

Кр Жел Мол Тр ЯЖ Кр Жел Мол Тр ЯЖ Кр Жел Мол Тр ЯЖ

НГОБ 92.5 87.7 84.0 72.6 71.7 90.8 86.2 82.6 80.7 82.6 44.6 60.7 53.6 48.2 33.9
Энтеробактерии 82.0 58.0 52.0 46.0 40.0 94.4 63.4 64.8 46.5 38.0 81.3 0 0 0 0
ГПБ 55.6 44.4 33.3 77.8 44.4 60.0 20.0 0 60.0 0 57.9 34.2 32.9 30.3 26.3
Всего 87.3 76.4 71.5 64.9 60.6 90.8 75.7 74.4 67.0 63.2 55.4 40.5 37.2 33.8 26.4
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(Harris, 1993; Syvokiene, Mickeniene, 2002; Syvok-
iene et al., 2008; Gayathri et al., 2011).

Часть попавших в кишечник бактерий, веро-
ятно, лизируются пищеварительными фермента-
ми и являются пищей моллюсков (Harris, 1993).
Таковыми могут являться грамположительные
бактерии, обнаруженные в донных осадках в сре-
де обитания гастропод, и почти полностью отсут-
ствовавшие в желудке и фекалиях. Известно, что
представители рода Bacillus составляют большую
часть культивируемых бактерий из донных осад-
ков оз. Байкал (Максимова, Максимов, 1989). Не
исключено, что эти бактерии подавляются други-
ми в результате конкуренции за питательный суб-
страт в кишечнике моллюсков (Harris, 1993). Кро-
ме того, учитывая выявленную способность грам-
положительных бактерий, выделенных в данном
исследовании, утилизировать органические со-
единения, можно предположить их участие в про-
цессе расщепления компонентов пищи в пищева-
рительной системе моллюсков.

Среди грамотрицательных бактерий наиболь-
шая встречаемость в пищеварительном тракте
моллюсков определена для бактерий рода Pseudo-
monas, представляющих обширную группу мик-
роорганизмов, широко населяющих биосферу и
принимающих активное участие в процессах ми-
нерализации органических веществ. Повсемест-
ная распространенность данной группы бактерий
в различных биотопах объясняется их выражен-
ной приспособляемостью к разнообразным усло-
виям внешней среды. Представители рода Pseudo-
monas составляют в среднем 80% от всех культи-
вируемых гетеротрофов в водной толще озера
Байкал. Наибольшее их количество зарегистри-
ровано в литоральной зоне озера вблизи населен-
ных пунктов (Павлова и соавт., 2003). Известно, что
псевдомонады доминируют в микробиоте дву-
створчатых и брюхоногих моллюсков из морских и
пресноводных экосистем (Pujalte et al., 1999; Syvok-
iene, 2002). Накапливание грамотрицательных бак-
терий в кишечном тракте моллюсков, возможно,
связано с их способностью вырабатывать гидроли-
тические ферменты, расщепляющие органические
вещества, а также устойчивостью к секрету пище-
варительной железы моллюсков, благодаря трех-
слойному строению клеточной оболочки. Веро-
ятно, такие “активные” штаммы могут представ-
лять симбионтную транзиторную микрофлору
моллюска, так как из их пищеварительного трак-
та они выделены в большем количестве, чем из
донных осадков. Такие предположения были из-
ложены в более ранних исследованиях микробио-
ты кишечника водных беспозвоночных (Harris,
1993; Chaston, Goodrich-Blair, 2010). Ранее счита-
ли, что гастроподы, имеющие кристаллический
стебелек в желудке, утилизируют главным образом
растительную пищу (Young, 1932). Присутствие в
кишечнике B. baicalensis бактерий, расщепляющих

белки, подтверждает, что моллюски способны пи-
таться животной пищей (Roepstorf et al., 2003).

Обнаруженные в пищеварительном тракте
моллюсков и донных осадках микроорганизмы
родов Pseudomonas, Flavobacterium, Alcaligenes и
Acinetobacter, а также бактерии семейства Entero-
bacteriaceae входят в состав микрофлоры человека
и теплокровных животных. Эти группы бактерий
встречаются в литоральных водах и донных осад-
ках оз. Байкал, вблизи населенных пунктов, в том
числе у пос. Листвянка, где были собраны мол-
люски (Намсараев, Земская, 2000; Панасюк и со-
авт., 2002; Timoshkin et al., 2016). Представители
родов Escherichia и Enterobacter (сем. Enterobacteri-
aceae), найденные в желудочно-кишечном тракте
B. baicalensis, являются постоянными обитателя-
ми кишечника не только теплокровных живот-
ных, но и наземных беспозвоночных, например,
пчел (Чечеткина и соавт., 2011), а также байкаль-
ских лососевидных рыб (Дзюба и соавт., 2014).

Бактерии родов Mesorhizobium и Deefgea явля-
ются сапрофитными и встречаются повсеместно.
Представители рода Mesorhizobium – азотфиксато-
ры, Deefgea – хитинолитики (Stackebrandt et al.,
2007; Tatsukami et al., 2013), поэтому можно предпо-
ложить участие бактерий рода Deefgea в переварива-
нии моллюсками останков личинок насекомых, а
бактерий рода Mesorhizobium ‒ в утилизации про-
дуктов пищеварения моллюсков. Найденные в
пищеварительном тракте гастропод представите-
ли филума Tenericutes являются внутриклеточны-
ми симбионтами человека, животных и растений,
обладая разными видами симбиотических ассо-
циаций с хозяином. Микоплазмы часто являются
паразитами в жаберных клетках рыб и встречают-
ся в эпителиальных клетках кишечника моллюс-
ков (King et al., 2012). Также, известно, что мол-
люски могут участвовать в распространении па-
тогенных для животных микобактерий вида
Mycobacterium ulcerans (возбудителя язвы Бурули)
(Marsollier et al., 2004). В экосистеме оз. Байкал
рода Deefgea и Mycoplasma обнаружены в микро-
биоценозе кишечника байкальских лососевид-
ных рыб (Дзюба и соавт., 2014).

Таким образом, первые исследования микроб-
ного сообщества пищеварительного тракта бай-
кальских гастропод B. baicalensis позволили опреде-
лить, что в их желудке и фекалиях присутствуют
микроорганизмы, характерные, главным образом,
для донных осадков литорали озера. Проведен-
ные эксперименты показали, что выделенные из
кишечника моллюсков грамотрицательные бак-
терии способны утилизировать природные органи-
ческие соединения, что объясняет высокую актив-
ность моллюсков в усвоении пищи растительного и
животного происхождения. Высокая частота их
встречаемости в пищеварительном тракте моллюс-
ков предполагает наличие с ними симбиотических
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связей. На основании низкой частоты встречаемо-
сти грамположительных бактерий в желудке и фе-
калиях молюсков, по сравнению с донными осад-
ками, можно предположить, что данные бакте-
рии лизируются пищеварительными ферментами
и являются для моллюсков пищей. Выявленные
некультивируемые представители филума Teneri-
cutes, возможно, наряду с бактериями группы
спирохет, обнаруженными ранее у B. baicalensis
(Sitnikova et al., 2012), представляют собственную
микрофлору пищеварительного тракта моллюс-
ков. Дальнейшие исследования будут направле-
ны на сравнение количественных показателей
микробиоты пищеварительного тракта моллюс-
ков и донных осадков, а также более подробное
изучение состава микрофлоры желудка и кишеч-
ника гастропод B. baicalensis методами молеку-
лярной биологии.
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Abstract—Diversity and comparative analysis of the microbiota composition of the digestive system of Lake
Baikal endemic gastropods Benedictia baicalensis (Caenogastropoda) and of the bottom sediments from their
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habitat were studied. Strains belonging to 11 genera of heterotrophic bacteria (Pseudomonas, Acinetobacter,
Alcaligenes, Flavobacterium, Enterobacter, Escherichia, Citrobacter, Klebsiella, Bacillus, Staphylococcus, Strep-
tococcus, and Micrococcus) were isolated from the stomach and gut content. Molecular genetic analysis of to-
tal DNA from the digestive tract revealed the nucleotide sequences of the genera Pseudomonas, Flavobacteri-
um, Mesorhizobium, Deefgea, and of the phylum Tenericutes. Most isolates were found to utilize various or-
ganic substance, including those of animal origin, which was probably due to the pantophagy of these
mollusks. The cultured bacterial community of B. baicalensis digestive system was shown to be formed by
gram-negative bacteria (95–97% strains), although in the bottom sediments 51% of the isolates were gram-
positive coccoid and spore-forming rod-shaped bacteria. Low frequency of occurrence or complete absence
of gram-positive bacteria in the mollusk intestine compared to the bottom sediments (fivefold or more) may
indicate their use as a nutrient substrate.

Keywords: gastropods, digestive system microbiota, bacterial extracellular enzymes, Lake Baikal
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Проанализированы микробиомы погребенных почв под разновозрастными археологическими зем-
ляными сооружениями (погребальными курганами и оборонительными валами) и фоновых совре-
менных почв. Анализ микробной ДНК проводили при помощи количественной ПЦР и секвениро-
вания ампликонов гена 16S рРНК. Показано, что в погребенных почвах численность и разнообра-
зие микроорганизмов снижаются. Таксономическая структура микробиомов погребенных почв
значительно отличалась от структуры современных почв: в погребенных почвах крайне низка доля
бактериального филума Verrucomicrobia. Отмечено, что мощность насыпи должна быть достаточной
для изоляции почвы от влияния корней растений, в противном случае микробиом может практиче-
ски не отличаться от фоновых современных почв. Основным фактором изменений структуры мик-
робного сообщества в погребенных почвах, скорее всего, является уровень минерализации запасен-
ного (в отсутствии поступления свежего) органического вещества. В данном исследовании не выяв-
лено черт микробиомов погребенных почв, которые могли бы использоваться в качестве маркеров
типа погребенной почвы.

Ключевые слова: погребальные курганы, палеопочвы, структура почвенных микробиомов, ДНК,
16S рРНК, Verrucomicrobia.
DOI: 10.1134/S0026365618060071

Палеопочвы или погребенные почвы – это
почвы, поверхность которых перекрыта есте-
ственными или антропогенными отложениями.
Погребенные почвы являются ценным источни-
ком информации о климате, ландшафтах и биоте
данной территории в прошлом, поскольку они
сохраняют многие нативные свойства на протя-
жении десятков и сотен тысяч лет. В отличие от
современных поверхностных почв, свойства по-
гребенных почв в процессе диагенеза (изменения
почвы после погребения) могут меняться с раз-
ной скоростью или, в случае законсервирован-
ных почв, не меняться совсем (Соколов, 2004; Ря-
богина, Якимов, 2010). Информация, полученная
при изучении погребенных почв, может пред-
ставлять интерес для палеоэкологических и поч-
венно-археологических реконструкций.

Возможность выживания микроорганизмов в
таких почвах обусловлена несколькими фактора-
ми. Во-первых, в погребенных почвах часто мо-
жет поддерживаться относительно высокая влаж-

ность из-за близкого расположения грунтовых
вод (Архангельская и соавт., 2008). По этой же
причине зимнее или летнее иссушение практиче-
ски не отражается на них (Marfenina et al., 2009).
Во-вторых, погребенные почвы могут содержать
достаточное количество органических (в том чис-
ле гумусовых) веществ. Имеются сведения, что
основные потери органических веществ и гумуса
в палеопочвах происходят в первые 100–300 лет
после погребения (Демкин и соавт., 2010), после
чего процессы разрушения тормозятся, при этом
часть органического вещества в виде остаточного
гумуса (около 7% от исходного содержания) мо-
жет сохраняться в погребенных почвах неограни-
ченно долгое время (Иванов и соавт., 2009). В-
третьих, погребенные почвы характеризуются
сравнительно низким содержанием кислорода,
что, с одной стороны, может способствовать раз-
витию в них анаэробных или микроаэрофильных
микроорганизмов, а с другой стороны, способ-
ствует длительному сохранению покоящихся

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ
СТАТЬИ
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форм микроорганизмов и замедляет деградацию
микробной ДНК. Наконец, в-четвертых, палео-
почвы характеризуются относительно малой се-
зонной амплитудой колебания температур (Ар-
хангельская и соавт., 2008; Marfenina et al., 2009).
То есть микроорганизмы могут находиться прак-
тически в термостатных условиях, что может
обеспечивать высокую выживаемость клеток,
особенно психротолерантов.

Численность, биомасса и активность микроор-
ганизмов в палеопочвах, как правило, ниже, чем в
современных поверхностных почвах (Khomutova
et al., 2004; Makeev et al., 2018). При этом некото-
рые исследования демонстрируют, что гумусовые
горизонты погребенных почв превышают по чис-
ленности, биомассе и видовому разнообразию мик-
роорганизмов минеральные горизонты (Marfenina
et al., 2009; Демкин и соавт., 2010; Shen et al., 2010) и
могут быть сопоставимы по этим показателям с со-
временными гумусовыми горизонтами (Борисов и
соавт., 2006). Из погребенных почв могут быть
выделены жизнеспособные грибы (Marfenina
et al., 2009) и даже зеленые водоросли (Темралее-
ва и соавт., 2017). То есть жизнеспособность мик-
роорганизмов в погребенных почвах сохраняется.

Имеются данные, что возраст микробной био-
массы в погребенных почвах под степными курга-
нами I–IV века н.э., определенный при помощи
датирования по 14С, примерно совпадает с возрас-
том кургана (Демкина и соавт., 2009). Согласно ря-
ду исследований эколого-трофическая структура
культивируемой части микробного сообщества
погребенных почв может быть обусловлена кли-
матической ситуацией в эпоху создания земляной
насыпи, прежде всего – влажностью (Khomutova
et al., 2004; Демкина и соавт., 2009; Mitusov et al.,
2009). Таким образом, по крайней мере часть
микробного комплекса погребенных почв может
наследоваться со времени погребения и являться
возможным источником информации для палео-
экологических реконструкций.

Исследования микробных сообществ погре-
бенных почв при помощи молекулярно-генетиче-
ских методов – ПЦР и высокопроизводительного
секвенирования (NGS), достаточно немногочис-
ленны. Показано, что микробная ДНК может быть
выделена из почв, погребенных на значительной
глубине (Chandler et al., 1998), а также сохраняет-
ся в погребенных пеплом вулканических почвах
(Huang et al., 2016). В погребенных почвах ранне-
го бронзового века (около 5000 лет назад) при
низком содержании жизнеспособной микробной
биомассы обнаруживается достаточно высокое
содержание микробной ДНК, при этом ее коли-
чество хорошо коррелирует с общей микробной
биомассой (Blagodatskaya et al., 2003).

Большинство данных о структуре микробных
сообществ погребенных почв получено стандарт-

ными микробиологическими и биохимическими
методами исследования, а сведения об их таксо-
номическом разнообразии ограничены культи-
вируемыми формами микроорганизмов. При
этом таксономическая структура микробных со-
обществ, определяемая при помощи NGS, может
служить маркером диагенетических изменений в
погребенной почве (Makeev et al., 2018).

Настоящее исследование было предпринято с
целью сравнительного анализа таксономической
структуры микробных сообществ разновозраст-
ных погребенных и фоновых современных почв
при помощи молекулярно-генетических методов:
количественной ПЦР и высокопроизводительно-
го секвенирования. Мы попытались ответить на
вопросы о том, насколько отличаются микробио-
мы погребенных и фоновых современных почв и
связаны ли возраст и тип погребенной почвы со
структурой обнаруженных микробиомов.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Объектами исследования служили почвы, погре-

бенные под археологическими земляными сооруже-
ниями (погребальными курганами и оборонитель-
ными валами) разного возраста, от бронзового века
(1500‒1700 лет д.н.э.) до раннего Средневековья
(400‒500 лет н.э.), а также фоновые современные
почвы. Возраст земляных насыпей (т.е. длитель-
ность погребения почвы) определялся по архео-
логическим находкам или радиоуглеродным ме-
тодом.

Местоположение разрезов и характеристики
почв указаны в табл. 1. Исследуемые погребен-
ные почвы вскрыты под: разновозрастными обо-
ронительными валами городища железного века у
с. Мухино Задонского р-на Липецкой обл. (Лп-м1п,
Лп-м2п) и городища раннего железного века у
с. Ксизово Задонского района Липецкой области
(Лп-к9п); погребальным курганом бронзового
века у д. Власовка Грибановского р-на Воронеж-
ской обл. (Гр-1п); оборонительным валом горо-
дища скифского времени у поселка городского
типа (п.г.т.) Борисовка Белгородской обл. (Бор-
1п); оборонительным валом городища раннего
железного века Ножа-Вар у г. Ядрин, республика
Чувашия (Ядр-1п) и фундаментом строений Мос-
ковского Кремля (Км-1п, Км-2п).

Почвы отнесены к типам дерново-подзоли-
стых, темно-серых и черноземов (Полевой опре-
делитель почв России, 2008), по классификации
WRB – Albic Retisols, Luvic Phaeozems и Luvic
Chernozems соответственно (USS Working Group
WRB, 2014). Образцы отбирались из гумусо-акку-
мулятивных (А), минеральных (B) и элювиаль-
ных (E) горизонтов (табл. 1).

Отбор образцов для молекулярно-биологиче-
ских анализов осуществли в пределах выбранного
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почвенного горизонта в трехкратной повторности.
Объем одного образца составлял 20–50 г. Образцы
доставляли в лабораторию в течение 3–10 сут в за-
крытых полиэтиленовых пакетах, до анализа об-
разцы хранили при температуре −70°С. Перед
выделением ДНК повторности образцов почвы
объединяли для получения смешанного образца.

Выделение тотальной ДНК проводили из на-
вески почвы массой 0.5 г при помощи набора ре-
агентов PowerSoil DNA Isolation Kit (“MO BIO
Laboratories”, США).

Оценку содержания почвенного органического
вещества (гумуса) в исследуемых образцах почвы
проводили по классическим методом Тюрина
(Аринушкина, 1970) с пересчетом содержания гу-
муса в процентах от массы почвы.

Количественную оценку содержания рибосо-
мальных генов бактерий, архей и грибов осу-
ществляли методом полимеразной цепной реак-
ции (ПЦР) в реальном времени. Для учета архей и
бактерий использовали праймеры на ген 16S
рРНК, для учета грибов – на регион ITS. Реакцию
проводили в амплификаторе Real-Time CFX96
Touch (“Bio-Rad”) с измерением интенсивности
флуоресценции реакционной смеси в каждом
цикле. Реакционную смесь готовили из препара-
та SuperMix Eva Green (“Bio-Rad”). В качестве ко-
личественных стандартов концентрации генов
16S рРНК для бактерий использовали растворы
клонированных фрагментов рибосомального
оперона штамма К12 Esherichia coli, для архей –
штамма FG-07 Halobacterium salinarum, для гри-

Таблица 1. Характеристики объектов исследования

Площадка Номер
образца Горизонт Индекс 

разреза Тип почвы Координаты Возраст, лет Мощность 
насыпи, см

I
Борисовка

1 A
Бор-1п Темно-серая

N 50°37′16′′
E 36°00′18′′

2410–2640 150
2 B

3 A
Бор-2ф Темно-серая Современная ‒

4 B

II
Ядрин

5 A

Ядр-1п Дерново-подзолистая N 55°54′50′′
E 46°14′37′′ 2000 2006 E

7 B

8 A

Ядр-2ф Дерново-подзолистая N 55°54′44′′
E 46°14′49′′ Современная ‒9 E

10 B

III
Кремль

11 A Км-1п Дерново-подзолистая N 55°45′11′′
E 37°37′10′′ 2500 Культурные 

слои и 
каменный 
фундамент12 B Км-2п Дерново-подзолистая N 55°45′11′′

E 37°37′10′′ 2500

IV
Власовка

13 A Гр-1п Чернозем N 51°35′24′′
E 42°20′04′′ 3500–3700 175

14 A Гр-4ф Чернозем N 51°35′24′′
E 42°20′04″ Современная ‒

V
Мухино

15 A Лп-м1п Темно-серая N 52°18′00′′
E 38°54′13′′ 2500 120

16 A Лп-м2п Чернозем N 52°18′00′′
E 38°54′13′′ 1600–1500 80

17 A Лп-м3ф Темно-серая N 52°18′01′′
E 38°54′04′′ Современная ‒

VI
Ксизово

18 A Лп-к9п Темно-серая N 52°17′39′′
E 38°55′24′′ 2400–2600 30

19 A Лп-к8ф Темно-серая N 52°17′40′′
E 38°55′24′′ Современная ‒
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бов – штамма дрожжей Saccharomyces cerevisae
Meyen 1B-D1606. Для каждого образца реакцию
проводили в трех повторностях. Концентрацию
генов рассчитывали с помощью программного
обеспечения CFX Manager. Концентрацию генов
в препаратах ДНК пересчитывали в количество
генов на 1 г почвы с учетом разведений и массы
навески.

Секвенирование 16S рРНК и биоинформатиче-
ский анализ данных. Подготовку проб и секвени-
рование ампликонов гена 16S рРНК проводили
на приборе Illumina MiSeq в соответствии с мето-
дикой производителя.

Обработку данных секвенирования осуществ-
ляли с помощью программ QIIME (Caporaso et al.,
2010) и Trimmomatic (Bolger et al., 2014). Проводи-
ли выравнивание последовательностей нуклеоти-
дов (trimming) с помощью Trimmomatic. Прямые
и обратные чтения (риды), имеющие перекрытие не
менее 180 нуклеотидов, объединяли при помощи
алгоритма fastq-join, далее работали с объединен-
ными ридами. С помощью QIIME проводили про-
верку качества секвенирования. Сиквенсы объеди-
няли в операционные таксономические единицы
(ОТЕ) на основе критерия 97% сходства нуклеотид-
ного состава и удаления синглтонов (ОТЕ, содер-
жащих только один сиквенс) и последовательно-
стей генов 16S рРНК хлоропластов и митохон-
дрий.

Определение таксономической принадлежно-
сти ОТЕ проводилось с использованием базы
данных SILVA версии № 128 от 2017 года.

Статистические анализы проводили с исполь-
зованием программ QIIME, Microsoft Excel и Sta-
tistica.

Для оценки общего разнообразия (альфа-раз-
нообразия) микробных сообществ рассчитывали
следующие показатели: количество обнаружен-
ных ОТЕ, индекс Chao1 (оценка реального числа
ОТЕ в микробиоме) (Collwell et al., 1994) и индекс
Шеннона. Для оценки сходства микробиомов
друг с другом (бета-разнообразия) использовали
метрику weighted UniFrac (Lozupone et al., 2011).
Визуализацию результатов анализа бета-разнооб-
разия проводили при помощи неметрического
многомерного шкалирования (NMDS) в двумер-
ном пространстве. При оценке альфа- и бета-раз-
нообразия проводили нормализации данных по
2960 сиквенсам для каждого образца.

Для оценки корреляции численности рибосо-
мальных генов и индексов разнообразия микро-
биома с возрастом почвы и содержанием гумуса
рассчитывали коэффициенты корреляции Пир-
сона (R). Возраст современной почвы при этом
принимали за 0, для погребенных почв брали
центр временного диапазона возраста.

Для оценки значимости различий разнообра-
зия, численности и представленности отдельных

групп микроорганизмов в погребенных и совре-
менных почвах использовали U-критерий Ман-
на‒Уитни с уровнем значимости p = 0.05. Для
оценки значимости различий разнообразия, чис-
ленности и представленности отдельных групп
микроорганизмов в погребенных почвах разных
типов (черноземах, темно-серых и дерново-под-
золистых) использовали вариацию критерия
Манна‒Уитни для многомерных данных – кри-
терий Краскела‒Уоллиса.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Содержание почвенного органического веще-

ства. Содержание гумуса во всех погребенных
почвах ниже, чем в фоновых современных почвах
(табл. 2) и достигает 0.34–0.48% в минеральных
(B) горизонтах и 1.39–2.91% в гумусовых (A).

Численность рибосомальных генов микроорга-
низмов. Согласно результатам количественной
ПЦР численность рибосомальных генов архей в
изученных почвах находится в пределах порядка
109, а бактерий и грибов – порядка 1010 копий гена
на 1 г сухой почвы (рис. 1). Наиболее высокие
значения численности всех трех групп микроор-
ганизмов отмечены для современных почв, наи-
более низкие – для погребенных. Численность
микробных генов в погребенных почвах (за ис-
ключением почвы Лп-к9п) ниже, чем в фоновых
современных почвах той же площадки.

Количество микробных генов отрицательно
коррелирует с возрастом почвы (R = −0.70 для ге-
нов бактерий, R = −0.59 для архей и R = −0.69 для
грибов) и положительно коррелирует с содержа-
нием гумуса (R = 0.80 для генов бактерий, R = 0.47
для архей и R = 0.37 для грибов). Согласно крите-
рию Манна‒Уитни численность генов бактерий,
грибов и архей в погребенных почвах достоверно
меньше, чем в современных. Достоверной разни-
цы численности микроорганизмов в трех типах
погребенных почв (черноземах, темно-серых,
дерново-подзолистых) по критерию Краске-
ла‒Уоллиса не обнаружено.

Таксономическая структура микробиомов. По-
сле секвенирования и первичной обработки дан-
ных (объединения прямых и обратных ридов,
удаления синглтонов, генов хлоропластов и ми-
тохондрий) было получено от 2969 до 14746 си-
квенсов для каждого образца почвы. Среднее ко-
личество сиквенсов на образец – 9093, абсолют-
ное большинство сиквенсов имеет длину 285–
290 нуклеотидов.

Прокариотные сообщества как современных,
так и погребенных почв преимущественно состоят
из представителей филумов Acidobacteria, Actinobac-
teria, Bacteroidetes, Chloroflexi, Firmicutes, Gemmati-
monadetes, Nitrospirae, Planctomycetes, Proteobacteria,
Verrucomicrobia и архей филума Thaumarchaeota
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(рис. 2). Другие филумы прокариот были пред-
ставлены не во всех исследованных образцах и,
как правило, имели долю в сообществе менее 1%.

Основным отличием состава микробиомов
погребенных и современных почв является раз-
ная представленность филума Verrucomicrobia. Ес-
ли в микробиомах современных почв доля Verru-
comicrobia составляет 21–40%, то в погребенных
почвах их доля на порядок меньше. Исключение
составляет погребенная почва Лп-м2п, в микро-
биоме которой Verrucomicrobia имеют высокую
долю (47%). Как в современных, так и в погребен-
ных почвах Verrucomicrobia практически полно-
стью представлены порядком Chthoniobacteriales
класса Spartobacteria. Бактерии филума Actinobac-
teria, Chloroflexi, Gemmatiomonadetes и Nitrospirae
обладали большей долей в микробиомах погре-
бенных почв (до 9.2%), чем современных (1–4%).
Согласно анализу коэффициентов корреляции,
доля Verrucomicrobia отрицательно связана с мощ-
ностью насыпи (R = −0.87), а доля Nitrospirae (R =
= 0.86), Gemmatiomonadetes (R = 0.61), Actinobacte-
ria (R = 0.49) и Chloroflexi (R = 0.49) – положитель-
но. Доля других филумов, согласно значениям
U-критерия Манна‒Уитни, значимо не различа-
лась в современных и погребенных почвах.

Достоверных различий доли каких-либо филу-
мов между тремя типами погребенных почв по
критерию Краскела-Уоллиса не обнаружено.

Оценка общего разнообразия микробиомов. При
нормализации всех анализируемых микробиомов
по 2960 сиквенсам в микробиомах погребенных
почв было выявлено от 381 до 666 ОТЕ прокари-
от, в микробиомах современных почв – от 473 до
919 ОТЕ (табл. 2, рис. 4). Индекс Chao1 (оценка
реального количества ОТЕ в сообществе) варьи-
рует для микробиомов погребенных почв от 571
до 1069, для микробиомов современных почв – от
853 до 1332. Индекс Шеннона для погребенных
почв составляет от 5.3 до 7.8, для современных –
от 6.8 до 8.5.

Значения показателей альфа-разнообразия от-
рицательно коррелируют с возрастом почвы (R =
= −0.57 для количества обнаруженных ОТЕ, R =
= − 0.69 для индекса Chao1 и R = −0.24 для индекса
Шеннона) и положительно – с содержанием гумуса
(R = 0.54 для количества обнаруженных ОТЕ, R =
= 0.61 для индекса Chao1 и R = 0.03 для индекса
Шеннона). Согласно критерию Манна‒Уитни,
количество обнаруженных ОТЕ и индекс
Chao1 достоверно меньше в погребенных почвах
по сравнению с современными. Значимых разли-

Таблица 2. Содержание гумуса, численность и разнообразие микроорганизмов в исследованных почвах

Номер 
образца Гумус, %

Численность рибосомальных генов 
микроорганизмов в почве, 109/г

Разнообразие
прокариотных биомов

бактерии археи грибы кол-во
ОТЕ

индекс
Chao1

индекс 
Шеннона

1 1.7 53.2 6.7 33.0 666 1070 7.8
2 0.3 43.2 6.6 27.8 560 882 7.7
3 5.4 249.4 31.7 291.8 667 1332 6.8
4 1.1 79.9 8.5 58.2 547 975 7.1
5 2.5 117.3 3.5 26.2 476 787 6.7
6 0.6 36.8 4.0 32.2 519 836 7.5
7 0.5 24.7 3.5 18.1 407 571 6.8
8 3.6 286.2 10.6 283.3 919 1602 8.5
9 1.9 241.2 18.3 380.0 721 1268 7.8

10 1.5 79.7 8.0 136.6 473 853 6.8
11 n/a 71.3 8.7 15.8 396 609 6.1
12 n/a 10.3 4.2 6.0 382 634 5.3
13 2.9 36.0 3.7 22.0 500 805 7.3
14 4.0 175.7 25.4 110.8 600 1031 7.3
15 2.3 25.1 3.5 12.9 576 863 7.8
16 1.6 117.2 15.3 76.2 554 940 7.0
17 3.4 208.4 28.1 336.9 644 1215 7.3
18 7.4 135.8 11.9 149.4 517 883 7.1
19 1.4 354.3 9.6 109.0 715 1247 7.4
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чий по значению индекса Шеннона не обнаруже-
но. Достоверных различий доли каких-либо ин-
дексов разнообразия в трех типах погребенных
почв по критерию Краскела‒Уоллиса не обнару-
жено.

Анализ сходства микробиомов. На рис. 4 пред-
ставлена двумерная диаграмма по методу
NMDS, отображающая оценку сходства микро-
биомов по метрике weighted UniFrac. Микробио-
мы погребенных и современных почв образуют
на диаграмме два непересекающихся кластера, за
исключением микробиома погребенной почвы
Лп-к9п, который попадает в кластер современ-
ных почв (рис. 4).

ОБСУЖДЕНИЕ
Численность бактерий, архей и грибов, оце-

ненная по количеству копий рибосомальных ге-
нов, в погребенных почвах меньше, чем в фоно-
вых современных. Одним из основных факторов,
определяющих численность и биомассу микро-

организмов в почве, является содержание углеро-
да органического вещества (Semenov et al., 2018).
Известно, что запасенное в погребенных почвах
органическое вещество постепенно минерализу-
ется в процессе их диагенеза (Иванов с соавт.,
2009; Демкин и соавт., 2010). Низкое содержание
гумуса в исследованных погребенных почвах по
сравнению с фоновыми, вероятно, является ос-
новным факторам снижения в них численности
микроорганизмов. Другой причиной также мо-
жет быть более низкое содержание кислорода в
погребенных почвах.

Среди всех прокариотных филумов наиболее
сильно изменяется при погребении почвы доля
Verrucomicrobia, преимущественно крупного
класса Spartobacteria. Доля этой группы в микро-
биоме имеет сильную отрицательную корреля-
цию с мощностью насыпи (чем больше насыпь,
тем меньше доля Verrucomicrobia). Экологические
особенности представителей этой группы иссле-
дованы слабо, однако имеются данные о том, что
они являются аэробными гетеротрофами (Sang-
wan et al., 2005), потребителями легкодоступных
органических веществ растительного происхож-
дения (Kant et al., 2011), и их доля в сообществе
связана с содержанием органического углерода
(Fierer et al., 2013). Некоторые предыдущие иссле-
дования демонстрировали снижение доли Verru-
comicrobia вниз по профилю почвы, от гумусовых
к минеральным горизонтам (Semenov et al., 2018;
Walters et al., 2011). Низкая доля Verrucomicrobia в
исследованных погребенных почвах может быть
связана как с низким содержанием доступного
органического вещества, так и с микроаэрофиль-
ными условиями, или с обоими факторами.

Общее разнообразие микробиомов (альфа-
разнообразие) слабо различается в погребенных и
современных почвах. Индекс Шеннона, который
при большом видовом богатстве, характерном
для почв, практически полностью определяется
выравненностью сообщества (Чернов и соавт.,
2015), в погребенных и современных почвах зна-
чимо не различается. При этом количество ОТЕ
(видовое богатство) в погребенных почвах ниже,
чем в современных. Количество видов прокариот
в почве может определяться обогащенностью
почвы органическим углеродом (Zhou et al.,
2002). В данном исследовании также наблюдается
корреляция количества ОТЕ и индекса Chao1 с
содержанием почвенного органического веще-
ства. Мы предполагаем, что меньшее видовое бо-
гатство прокариот в погребенных почвах, как и их
численность, обусловлено низким содержанием
доступного углерода и изоляцией от поступления
свежего органического вещества с поверхности.

Оценка сходства микробиомов при помощи
метрики weighted UniFrac показала разделение
прокариотных сообществ погребенных и совре-

Рис. 1. Численность рибосомальных генов бактерий
(Bac), архей (Arc) и грибов (Fun) в погребенных (B) и
современных (S) почвах. Цифрами отмечены номера
площадок и образцов согласно табл. 1.
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менных фоновых почв на два непересекающихся
кластера (см. далее). Таким образом, в процессе
диагенеза структура прокариотного сообщества
почвы значительно изменяется, становясь несхо-
жей с современными аналогами погребенных
почв.

Исключением из вышеописанных особенно-
стей погребенных почв является почва Лп-к9п
(образец № 18). В ее микробиоме высокую долю
(47%) имеет филум Verrucomicrobia (рис. 2), она
попадает в кластер современных почв на диа-
грамме NMDS (рис. 4) и обладает наибольшей
численностью генов бактерий и грибов среди по-
гребенных почв (рис. 1). Хотя формально эта поч-
ва является погребенной, она перекрыта земля-
ной насыпью очень небольшой мощности – 30 см
(табл. 1). По всей видимости, из-за малой мощно-
сти насыпи данная почва испытывает влияние
внешних факторов, прежде всего – корней расте-
ний, и экологические условия в ней соответству-
ют скорее современным, а не погребенным поч-
вам. Мы предполагаем, что именно изоляция по-
гребенных почв от влияния корней растений,

прежде всего – от привнесения свежего органи-
ческого вещества, является основным драйвером
изменений микробиома погребенных почв по
сравнению с их современными аналогами. Други-
ми факторами данных изменений могут являться
уровень залегания грунтовых вод, геоморфологи-
ческое положение памятника, аэрированность по-
гребенной почвы и характер современного ис-
пользования территории. 

В данном исследовании нам не удалось вы-
явить достоверную связь численности микроор-
ганизмов, общего разнообразия прокариот или
доли каких-либо прокариотных филумов в мик-
робиоме с типом погребенной почвы. Возможно,
для задач палеоэкологических реконструкций
может лучше подойти не анализ общих характе-
ристик микробиома, а детекция конкретных
функциональных генов микроорганизмов, свя-
занных с типом растительного покрова, напри-
мер, симбиотических генов клубеньковых бакте-
рий (Акимова и соавт., 2017), микоризных грибов
или паразитов растений.

Рис. 2. Таксономическая структура микробиомов погребенных (Buried) и современных (Surface) почв на уровне филу-
мов. Представлены филумы Thaumarchaeota (T), Acidobacteria (A), Actinobacteria (Act), Bacteroidetes (B), Chloroflexi (C),
Firmicutes (F), Gemmatimonadetes (G), Nitrospirae (N), Planctomycetes (Pl), Proteobacteria (Pr), Verrucomicrobia (V) и другие
(o). Цифрами отмечены номера площадок и образцов согласно табл. 1.

0 20 40 60 80 100

3
4
8
9

10
14
18
19

1
2
5
6
7

13
11
12
18
15
16

Su
rf

ac
e

B
ur

ie
d

Доля в сообществе, %

T
T

T

T

T

T

T

T

T

T

T

T

T

T

T

T

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

Act

Act

Act

Act

Act

Act

Act

Act

Act

Act

Act

Act

Act

Act

Act

Act

Act

B

B

B

B

B

B

B

B

B

B

B

B

B

B

C

C

C

C

C

C

C

C

C
C

C

C

C

C

C

C

C

C

C

Pl

Pl

Pl

Pl

Pl

Pl

Pl

Pl

Pl

Pl

Pr

Pr

Pr

Pr

Pr

Pr

Pr

Pr

Pr

Pr

Pr

Pr

Pr

Pr

Pr

Pr

Pr

Pr

V

V

V
V

V

V

V

V

V

V

N

N

N

N

N

N

N

N
N

N

N

N

F

F

F

F

F

F

F

G

G

G

G

G

G

G

G

G

G

G

G

G

G

T A Act B C Pl Pr VNF G o

Pr

G



744

МИКРОБИОЛОГИЯ  том 87  № 6  2018

ЧЕРНОВ и др.

В погребенных почвах численность микроор-
ганизмов и видовое богатство микробиомов ни-
же, чем в современных аналогах. Численность и
разнообразие микроорганизмов положительно
связаны с содержанием углерода и отрицательно –
с возрастом почвы. Таксономическая структура
прокариот значительно меняется в результате по-
гребения. Доля филума Verrucomicrobia в микро-
биоме сильно снижается при погребении почвы и
отрицательно связана с мощностью насыпи. До-
ли филумов Nitrospirae, Gemmatiomonadetes, Actino-
bacteria и Chloroflexi выше в погребенных почвах и
положительно связаны с мощностью насыпи.

Настоящее исследование выполнено при под-
держке Российского научного фонда. Полевые
исследования и пробоподготовка выполнены в
рамках проекта № 16-17-10280, микробиологиче-
ский анализ – в рамках проекта № 17-16-01057. В

работе использовано оборудование ЦКП “Ге-
номные технологии, протеомика и клеточная
биология” ВНИИСХМ и ЦКП “Функции и свой-
ства почв и почвенного покрова” Почвенного ин-
ститута им. В.В. Докучаева.
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Comparative Analysis of the Structure of Buried and Surface Soils 
by Analysis of Microbial DNA

T. I. Chernov1, *, A. D. Zhelezova1, O. V. Kutovaya1, A. O. Makeev2, A. K. Tkhakakhova1,
N. A. Bgazhba1, F. G. Kurbanova1, A. V. Rusakov3, T. A. Puzanova2, and O. S. Khokhlova4

1Dokuchaev Soil Science Institute, Moscow, Russia
2Lomonosov Moscow State University, Moscow, Russia
3St.-Petersburg State University, St.-Petersburg, Russia

4Institute of Physiscochemical and Biological Problems of Soil Science, Russian Academy of Sciences, Pushchino, Russia
*e-mail: chern-off@mail.ru

Received April 4, 2018

Abstract—The microbiomes of the soils buried under earthwork structures of different age (burial mounds
and defensive earth walls) and of surface soils were investigated. Microbial DNA was analyzed by quantitative
PCR and sequencing of the 16S rRNA gene amplicons. Both microbial abundance and diversity in buried
soils were found to be lower. The taxonomic structure of the buried soil microbiomes differed significantly
from that of modern soils: the share of the bacterial phylum Verrucomicrobia was very low. The thickness of
the earthwork structure should be sufficient to isolate soil from the effect of plant roots; otherwise, the mi-
crobiome may exhibit virtually no difference from that of surface soils. The degree of mineralization of stored
organic matter (in the absence of inflow of fresh organic compounds) is probably the main factor affecting
the structure of microbial communities in buried soils. The study did not reveal any properties of the micro-
biomes usable as markers of the type of buried soils.

Keywords: burial mounds, paleosoils, soil microbiome structure, DNA, 16S rRNA, Verrucomicrobia
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3 июля 2018 г. ушел из жизни выдающийся
микробиолог – академик РАН Михаил Владими-
рович Иванов.

В течение многих десятилетий Михаил Влади-
мирович являлся признанным лидером важного
направления в общей микробиологии – геохими-
ческой деятельности микроорганизмов.

После окончания МГУ М.В. Иванов поступил в
аспирантуру Института микробиологии АН СССР,
с которым связал большую часть своей жизни,
пройдя путь от аспиранта до директора Института
(1984–2003). С 1992 по 2002 гг. он был Президентом
Российского микробиологического общества. С
1969 по 1984 гг. М.В. Иванов работал в Институте
биохимии и физиологии микроорганизмов в Пу-
щино, где он создал первую в СССР и вторую в ми-
ре лабораторию микробной биогеохимии.

В ИНМИ и в ИБФМ были выполнены исследо-
вания, позволившие сформировать направление
“Микробная биогеохимия”. Полученные данные по
распространению и геохимической активности ме-
танобразующих, метанокисляющих и сульфатреду-
цирующих микроорганизмов, а также эксперимен-
тальные доказательства воздействия этих организ-
мов на изотопный состав соединений углерода и
серы привели к пересмотру моделей круговорота
этих элементов в океане. Большую известность по-

лучили работы по изучению роли микроорганизмов
в образовании и разрушении месторождений само-
родной серы. М.В. Ивановым и его учениками
обоснована концепция нового раздела биотехноло-
гии – биогеотехнологии – и разработаны принци-
пиально новые технологии использования микро-
организмов при добыче полезных ископаемых, ко-
торые прошли промышленную проверку на шахтах
Донбасса и Кузбасса и на нефтепромыслах Татар-
стана и Китая.

За научные исследования в области микробной
биогеохимии М.В. Иванов в 1985 г. был удостоен
Премии им. С.Н. Виноградского Президиума АН
СССР. За цикл исследований по разработке и
промышленному внедрению биотехнологиче-
ских методов увеличения нефтеотдачи пластов
путем регуляции микробной деятельности на
поздней стадии разработки нефтяных месторож-
дений М.В. Иванов в составе творческого кол-
лектива удостоен Премии Правительства РФ в
области науки и техники 1995 г.

 Более 15 лет М.В. Иванов возглавлял междуна-
родную программу “Глобальный биогеохимиче-
ский цикл серы и влияние на него деятельности че-
ловека”, организованную Научным комитетом по
проблемам окружающей среды (СКОПЕ) и ЮНЕП.

Результаты исследований М.В. Иванова получи-
ли широкое признание: в 1981 г. он был избран чле-
ном-корреспондентом, а в 1987 г. действительным
членом Академии наук. Академик М.В. Иванов яв-
лялся главным редактором журнала “Микробиоло-
гия” (1984‒2018), членом редколлегии журнала
“Биотехнология”. М.В. Иванов – автор более
350 научных работ и изобретений, в т.ч. пяти моно-
графий, под его руководством подготовлено и защи-
щено более 20 кандидатских диссертаций; он являл-
ся научным консультантом десятков докторских
диссертаций, в течение длительного времени читал
курс лекций студентам 5-го курса биологического
факультета МГУ им. М.В. Ломоносова.

М.В. Иванов награжден орденами “Знак Поче-
та” (1975 г.), “Октябрьской революции” (1981 г.),
“За заслуги перед Отечеством” IV (2000 г.) и III
степени (2006 г.).

Коллеги, ученики, друзья и сотрудники ИНМИ
РАН и ФИЦ Биотехнологии РАН глубоко скорбят и
выражают искреннее соболезнование родным и
близким Михаила Владимировича Иванова.

Редакция журнала “Микробиология”

ХРОНИКА
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Вместо Fe(II) и Mn(II) должно быть Fe(III) и Mn(IV) по всему тексту.
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