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Аэробные метанотрофные бактерии – это прокариотические микроорганизмы, обладающие уни-
кальными ферментами, метанмонооксигеназами, позволяющими им использовать метан (СН4) в
качестве ростового субстрата. Эта метаболическая особенность метанотрофов делает их привлека-
тельными объектами биотехнологий, основанных на использовании метана для производства мик-
робного белка и ряда целевых метаболитов. Растущий интерес к этим технологиям обусловлен вы-
сокой доступностью СН4, являющегося основным компонентом природного газа и биогаза, обра-
зуемого в результате анаэробной переработки органических отходов. Аэробные метанотрофы
окисляют метан при температуре и давлении окружающей среды, поэтому перспективны в качестве
биокатализаторов преобразования СН4 в продукты с добавленной стоимостью. Развитие биотехно-
логий конверсии метана с применением метанотрофов предполагает привлечение методов геном-
ного редактирования для улучшения характеристик штаммов этих бактерий, используемых для
производства. Специфика метаболизма СН4-использующих бактерий, а также сложности работы с
этими объектами долгое время сдерживали развитие метаболической инженерии метанотрофов. В
настоящем обзоре рассмотрены успехи последних десятилетий в области метаболической инжене-
рии аэробных метанотрофов, описаны вероятные мишени и доступный инструментарий редакти-
рования геномов этих микроорганизмов. Использование этого инструментария открывает возмож-
ности получения штаммов с биотехнологически ценными характеристиками, а также более глубо-
кого изучения метаболических особенностей аэробных метанотрофов.

Ключевые слова: метанотрофные бактерии, разнообразие аэробных метанотрофов, специфика метабо-
лизма метанотрофов, биоконверсия метана, редактирование геномов, метаболическая инженерия
DOI: 10.31857/S0026365622600584

Аэробные метанотрофные бактерии – это груп-
па прокариотических микроорганизмов, специа-
лизированных на использовании метана (СН4) в
качестве единственного источника углерода и
энергии (Hanson, Hanson, 1996; Гальченко, 2001;
Trotsenko, Murrell, 2008; Chistoserdova, Lidstrom,
2013; Khmelenina et al., 2018). Способность к окисле-
нию метана обусловлена наличием у этих бактерий
уникального фермента ‒ метанмонооксигеназы
(ММО), которая существует в двух структурно и
биохимически различных формах (Murrell et al.,
2000; Murrell, Smith, 2010). Одна из форм, мем-
бранная MMO (particulate MMO, pMMO), имеется
у подавляющего большинства известных метано-
трофов и локализована во внутрицитоплазматиче-
ских мембранах (ВЦМ), выявляемых на ультра-
тонких срезах клеток метанотрофов. Другая форма

этого фермента, растворимая ММО (soluble MMO,
sMMO), присутствует лишь у некоторых метано-
трофов и локализована в цитоплазме. Структур-
ные и каталитические характеристики этих форм
ММО, а также история попыток гетерологичной
экспрессии этих ферментов в неметанотрофных
микроорганизмах освещены в недавнем обзоре
(Khider et al., 2021).

Метанотрофные бактерии населяют широкий
спектр экосистем (Knief, 2015) и играют ключе-
вую роль в глобальном цикле углерода, снижая
потоки парникового газа СН4 из природных и ан-
тропогенных местообитаний в атмосферу (Conrad,
2009). Помимо очевидной биосферной значимо-
сти аэробных метанотрофов, эти бактерии имеют
большой, но пока лишь частично востребованный
биотехнологический потенциал, обусловленный
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их способностью осуществлять конверсию мета-
на в различные продукты с добавленной стоимо-
стью (Strong et al., 2015; Pieja et al., 2017; Kalyu-
zhnaya et al., 2020). Растущий интерес к подобным
биотехнологиям обусловлен сравнительной де-
шевизной и высокой доступностью СН4, являю-
щегося основным компонентом природного газа
и биогаза, образуемого в результате анаэробной
трансформации органических отходов.

Первой реализованной в промышленном мас-
штабе технологией с использованием метанотро-
фов явилось получение микробной биомассы,
пригодной в качестве эффективной белковой до-
бавки в корм сельскохозяйственных животных
(“Гаприна”) (Григорян, Горская 1970; Hamer,
Harrison, 1980; Егоров и соавт., 1990; Лалов, 1991).
Уже более полувека активно изучаются возмож-
ности использования метанотрофов для получе-
ния разнообразных соединений, таких как каро-
тиноиды, полигидроксибутират и полисахариды
(Bothe et al., 2002; Ye et al., 2007), а также для био-
ремедиации экосистем, загрязненных хлориро-
ванными углеводородами (Murrell, Smith, 2010;
Smith, Nichol, 2018). В исследованиях последних
десятилетий основной упор делается на модифи-
кации биохимических путей метанотрофов для
получения целевых метаболитов (Kalyuzhnaya
et al., 2015; Henard et al., 2016; Garg et al., 2018;
Nguyen et al., 2019; Nguyen, Lee, 2019; Pham et al.,
2022b). Основные организмы-объекты этих работ
по метаболической инженерии, ныне доступный
инструментарий для редактирования геномов ме-
танотрофных бактерий, а также возможные ми-
шени направленных модификаций рассмотрены
нами ниже.

ФИЛОГЕНЕТИЧЕСКОЕ
И МЕТАБОЛИЧЕСКОЕ РАЗНООБРАЗИЕ 

АЭРОБНЫХ МЕТАНОТРОФОВ
Охарактеризованное разнообразие метанотроф-

ных бактерий. Ныне известные аэробные метано-
трофные бактерии формируют три основные фи-
логенетические ветви, две из которых лежат в
пределах филума Proteobacteria, а третья – в преде-
лах Verrucomicrobia (рис. 1). Протеобактериальные
метанотрофы, принадлежащие к классам Alpha- и
Gammaproteobacteria, представлены наибольшим
числом изученных культур и охарактеризованных
таксонов (четыре семейства, около трех десятков
родов и шести десятков видов) (Dedysh, Knief,
2018). Перечень этих таксонов включает организмы
с различными фенотипическими характеристи-
ками и предпочтениями к росту при различных
температурах, рН среды, солености и проч. Мета-
нотрофы класса Gammaproteobacteria высоко специ-
ализированы на использовании С1-соединений и
не растут на полиуглеродных субстратах, таких
как сахара или органические кислоты. В числе

Alphaproteobacteria, напротив, имеется ряд факуль-
тативных метанотрофов, способных помимо мета-
на использовать ограниченное число органических
соединений, таких как ацетат, пируват, этанол и
некоторые короткоцепочечные алканы (Dedysh,
Dunfield, 2010). Метанотрофные представители
Verrucomicrobia формируют узкий филогенетиче-
ский кластер, представленный семейством Meth-
ylacidiphilaceae, и являются термофильными или
мезофильными ацидофилами, населяющими ис-
ключительно геотермальные экосистемы (Op den
Camp et al., 2009; Schmitz et al., 2021). В отличие от
протеобактериальных метанотрофов, представи-
тели Methylacidiphilaceae являются автотрофами и
используют метан в качестве источника энергии,
окисляя его до CO2, который затем фиксируют в
цикле Кальвина (Khadem et al., 2011). Альтернатив-
ным источником энергии для этих метанотрофов
является Н2 (Schmitz et al., 2021). Более полная ин-
формация об охарактеризованных на сегодняшний
день аэробных метанотрофах представлена на веб-
сайте Methanotroph Commons (http://www.methano-
troph.org).

Метаболическое разнообразие аэробных мета-
нотрофов. Метанотрофы окисляют CH4 до мета-
нола (CH3OH) в присутствии кислорода с образо-
ванием одной молекулы воды и потреблением
двух электронов и двух протонов. По сравнению с
sMMO, pMMO имеет более высокое сродство к
метану, ее функционирование коррелирует с бо-
лее высокой эффективностью роста (Murrell et al.,
2000). Для активности sMMO необходим НАДН,
а непосредственным донором электронов для
рММО является убихинол (UQH2), восстанавли-
ваемый НАДН через комплекс I цепи переноса
электронов. Не исключено также, что электроны,
образующиеся при окислении метанола, переда-
ются непосредственно на pMMO для окисления
метана (Lieven et al., 2018). У метанотрофов, име-
ющих как растворимую, так и мембранную
ММО, экспрессия этих ферментов регулируется
ионами меди: рММО экспрессируется во время
роста при высоком соотношении меди и биомас-
сы, тогда как sММО ‒ при низком соотношении
меди к биомассе (Murrell et al., 2000). Благодаря
свойству sММО окислять широкий спектр суб-
стратов, включая оксигенирование моноокиси
углерода, некоторых алканов, алкенов, галогени-
рованных метанов и циклических соединений
(задокументировано более чем 100 субстратов,
см. обзор Murrell, Smith 2010), изучаются возмож-
ности использования метанотрофных бактерий в
биоремедиации для разложения ряда загрязняю-
щих веществ, таких как трихлорэтилен (ТХЭ) и
хлорированные углеводороды (Smith, Nichol,
2018), а также для синтеза гомохиральных эпок-
сидов (Jiang et al., 1996, 2010; Khider et al., 2021).
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Окисление метанола в формальдегид катали-
зирует метанолдегидрогеназа (МДГ). У метано-
трофов имеются две формы МДГ, обе содержат
пирролохинолинхинон (PQQ) в качестве просте-
тической группы. Гетеротетрамерная MxaFI-МДГ
содержит кальций в активном центре, тогда как

односубъединичная XoxF-МДГ содержит редко-
земельный элемент вместо кальция. Окислитель-
ные превращения формальдегида в формиат ка-
тализируют ферменты тетрагидрофолат (ТГФ)- и
тетрагидрометаноптерин (ТГМП)-зависимых пу-
тей. Последнюю стадию окисления метана до

Рис. 1. Филогенетическая дендрограмма, построенная на основании результатов сравнительного анализа 157 после-
довательностей геномов аэробных метанотрофных бактерий, представленных в базе данных GTDB (Parks et al., 2022).
Анализ выполнен с помощью Genome Taxonomy Database toolkit, версия 2.0.0 (Chaumeil et al., 2020). Филогенетиче-
ские ветви метанотрофных представителей Verrucomicrobia, Alpha- и Gammaproteobacteria выделены оранжевым, синим
и лиловым цветами соответственно. Звездочками обозначены роды метанотрофов, представители которых станови-
лись объектами исследований с использованием генетических манипуляций. Уровни поддержки (бутстрепы) рассчи-
таны методом “maximum-likelihood” путем построения 100 альтернативных дендрограмм. Значения бутстрепов более
70% показаны черными кружками. В качестве корня использованы геномы бактерий филума Calditrichota. Маркер –
0.5 замен на одну аминокислотную позицию.
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CO2 катализирует формиатдегидрогеназа (ФДГ),
поставляющая НАДН для монооксигенирования
метана или в дыхательную систему для синтеза
АТФ. У метанотрофов обнаруживаются до четы-
рех изоформ ФДГ, причем некоторые из них ка-
тализируют обратимую реакцию.

Для ассимиляции углерода метанотрофы ис-
пользуют три биохимическиx пути: сериновый
цикл, рибулозомонофосфатный (РМФ) путь и
цикл Кальвина. Метанотрофы класса Alphaproteo-
bacteria используют сериновый путь, в котором
С1-соединение в форме N5,N10-метилен-тетра-
гидрофолата реагирует с глицином с образовани-
ем серина (Chistoserdova, Lidstrom, 2013). Затем
аминогруппа серина переносится на глиоксилат с
образованием глицина и гидроксипирувата, по-
следний в серии реакций трансформируется в
глицеральдегид-3-фосфат и пируват – универ-
сальные метаболиты-предшественники всех ком-
понентов клеток. Метанотрофы класса Gammapro-
teobacteria ассимилируют углерод посредством РМФ
и серинового путей, функционирующих одновре-
менно. Эта избыточность характерна для метано-
трофов, но не для не растущих на метане метило-
трофов (Бут и соавт., 2017). Первыми соединениями
при построении С‒С связи в РМФ пути являются
С6-фосфосахара: гексулозо-6-фосфат, образуе-
мый конденсацией формальдегида и рибулозо-5-
фосфата, далее изомеризацией гексулозо-6-фос-
фата образуется фруктозо-6-фосфат. Эти реакции
катализируют два специфических фермента ‒ гек-
сулозофосфатсинтаза (ГФС) и фосфогексулоизо-
мераза (ФГИ). Геномный анализ выявил дупли-
кацию, а иногда и трипликацию генов hps у неко-
торых быстрорастущих метанотрофов (Розова и
соавт., 2017), однако влияние количества генов hps
на физиологические характеристики штаммов
предстоит определить. Для распада фосфосахаров
и синтеза С3-соединений эти метанотрофы ис-
пользуют ферменты пентозофосфатного и глико-
литического путей, путь Энтнера‒Дудорова и
фосфокетолазу (бифидобактериальный шунт).
Они имеют полный набор ферментов цикла три-
карбоновых кислот (ЦТК), включая обходные
пути для некоторых реакций цикла, а также меха-
низмы для восполнения С4 интермедиатов (Fu et al.,
2017; Khmelenina et al., 2019). Чрезвычайная гибкость
метаболизма гаммапротеобактериальных мета-
нотрофов предоставляет широкие возможности
для управления потоками углерода на синтез
нужных метаболитов. Представитель этого класса
термотолерантный метанотроф Methylococcus cap-
sulatus дополнительно ассимилирует СО2 через
цикл Кальвина, служит модельным организмом
при изучении метанотрофии как способа питания
микроорганизмов и используется для разработки
процессов культивирования в промышленном мас-
штабе (Øverland et al., 2010). В 2013 году впервые

на примере галотолерантного Methylotuvimicrobi-
um alcaliphilum 20Z показана способность метано-
трофов к ферментации формальдегида в условиях
лимитирования роста кислородом и, как следствие,
к накоплению в среде органических метаболитов
(Kalyuzhnaya et al., 2013). Данная работа изменила
представления о “токсичности” низкомолеку-
лярных соединений для метанотрофов (Eccleston,
Kelly, 1973) и послужила стимулом к более углуб-
ленному изучению метаболических путей транс-
формации метана. Поскольку галоалкалофильные
метанотрофы демонстрируют устойчивый рост в
широком диапазоне рН, солености, концентраций
метанола, при низком парциальном давлении
кислорода, а также проявляют повышенную
устойчивость к загрязнению, они стали не только
перспективными катализаторами биоконверсии
метана, но и удобными объектами фундаменталь-
ных исследований. Метанотрофы с сериновым
путем, будучи представлены как облигатными,
так и факультативными формами по отношению
к источнику углерода, имеют ряд преимуществ в
качестве агентов биоремедиации и промышлен-
ной биотехнологии с использованием природно-
го газа (Crombie, Murrell, 2011; Dunfield, Dedysh,
2014; Bordel et al., 2020).

СИСТЕМЫ РЕДАКТИРОВАНИЯ
ГЕНОМОВ МЕТАНОТРОФОВ

Спонтанный мутагенез. По сравнению с тради-
ционными объектами работ по геномному редак-
тированию, такими, например, как Escherichia coli
или Corynebacterium, манипуляции с метанотро-
фами существенно более длительны и трудоемки
вследствие сложности культивирования этих бак-
терий. Первые работы по получению устойчивых
к антибиотикам мутантов Methylococcus и Methylo-
monas основывались на использовании ультрафи-
олета или химических агентов (например, нитро-
зогуанидина, этилметансульфоната) (Harwood et al.,
1972; Williams et al., 1977). Однако применение
подхода спонтанного мутагенеза оказалось неэф-
фективным, что объяснялось функционированием
у метанотрофов высокоточных систем репарации
ДНК. Однако впоследствии путем адаптивной ла-
бораторной эволюции были получены штаммы,
устойчивые к дихлорметану (Nicolaidis, Sargent,
1987) и рифамицину (Puri et al., 2015). Эти экспери-
менты продемонстрировали необходимость отра-
ботки подходящих методов скрининга и закрепле-
ния вносимых мутаций. Достаточно успешными
оказались попытки транспозонного мутагенеза
метанотрофов, которые завершились получением
мутантов с делециями генов фиксации азота
(Toukdarian, Lidstrom, 1984) или штаммов-проду-
центов каротиноидов (Sharpe et al., 2007).

Двойная гомологичная рекомбинация. На сего-
дняшний день наиболее распространенным мето-
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дом инактивации генов у метанотрофов является
двойная гомологичная рекомбинация, сопровож-
даемая инсерцией кассеты устойчивости к анти-
биотикам, которая замещает ген-мишень (рис. 2а).
Такая методология успешно применялась для
Mm. alcaliphilum 20Z (Mustakhimov et al., 2010; Бут
и соавт., 2013; Henard et al., 2018; But et al., 2020),
Mc. capsulatus (Csaki et al., 2003; Henard et al., 2021),
Methylosinus trichosporium OB3b (Stafford et al., 2003).
Фрагменты ДНК, фланкирующие гены-мишени
(“плечи” гена), клонируются в суицидальные
(т.е. не реплицирующиеся в клетках реципиента)
векторы pCM184 или pK18mob, по этим фрагмен-
там происходит рекомбинация.

Методы трансформации. Для доставки плазмид
в клетки метанотрофов используются два основ-
ных метода ‒ трансформация на основе конъюга-
ции и трансформация на основе электропорации
(Crombie, Murrell, 2011; Yan et al., 2016; Ro,
Rosenzweig, 2018). Трансформацию с помощью
конъюгации проводят посредством двухроди-
тельского скрещивания со штаммом E. coli S-17-1.
Большое значение для генетических манипуля-
ций имеет разработка эффективных методов
электропорации с целью замены трудоемких ме-
тодов конъюгации. Для повышения эффективно-
сти электропорации у метанотрофов, имеющих
одновременно pММО и sММО, их выращивают
на минеральной среде с пониженным содержани-
ем CuSO4 (<10 мкМ), определяющей понижен-
ный уровень ВЦМ (Ro, Rosenzweig, 2018; Nguyen
et al., 2019). В недавних исследованиях эффектив-
ность электропорации была повышена посред-
ством оптимизации нескольких ключевых парамет-
ров, таких как подготовка компетентных клеток,
условия электропорации, время восстановления
и концентрация антибиотика (Hu et al., 2021). Осно-
вываясь на гомологичной рекомбинации и эффек-
тивной трансформации, делеция гена и экспрессия
гетерологичного гена достигнуты одновременно
путем прямой электропорации линейных фраг-
ментов ДНК, полученных с помощью ПЦР. Ис-
пользование этого подхода позволило сконструи-
ровать продуцент изобутиральдегида на основе
Mm. buryatense 5GB1 путем замены эндогенного ге-
на fadE, кодирующего ацил-КоА-дегидрогеназу,
участвующую в расщеплении жирных кислот, ге-
терологичным геном декарбоксилазы 2-кетоизо-
валериата kivD (Hu et al., 2021).

Направленный мутагенез может быть достиг-
нут не только с помощью плазмид, но и линейных
ПЦР-фрагментов, содержащих “плечи” гена-ми-
шени и кассету устойчивости к антибиотику. Это
позволяет сократить время создания конструк-
ций для генетического редактирования (Puri
et al., 2015, 2016; Yan et al., 2016; Ro, Rosenzweig,
2018). В двухэтапной процедуре делетируемый из
хромосомы ген сначала заменяется кассетой устой-
чивости к антибиотикам, которая затем удаляется с

помощью Cre рекомбиназы бактериофага Р1 (Stern-
bergand, Hamilton, 1981), выщепляющей маркер-
ный ген, клонированный между сайтами связы-
вания loxP (Marx, Lidstrom, 2002; Crombie, Mur-
rell, 2011). Этим методом был получен мутант
Methylocella silvestris BL2 по изоцитратлиазе, не-
способный расти на С1-соединениях. Данная ме-
тодика была также успешно применена для Meth-
ylomonas sp. DH-1, при этом при высеве на агари-
зованную среду без антибиотика для
оптимальной работы Cre рекомбиназы вносили 4
мМ NiCl2 (Lee et al., 2021b).

Система безмаркерного аллельного обмена. Раз-
работка протоколов контрселекции, не предпо-
лагающих повторного введения антибиотических
маркеров, упрощает процесс получения множе-
ственных мутаций. Одним из эффективных мето-
дов редактирования геномов является использо-
вание гена sacB в качестве контрселектируемого
маркера. Кодируемая геном sacB левансахараза
превращает сахарозу в леван, приводя к лизису
клеток в присутствии определенной концентра-
ции сахарозы (Recorbet et al., 1993). Метод успеш-
но применялся для получения безмаркерных му-
таций у метилотрофов (Marx, 2008). При этом ре-
дактирование проводится в два этапа. Сначала
происходит встраивание плазмиды в хромосому
по одному из гомологичных плечей, а затем при
селекции на сахарозе может восстановиться ал-
лель дикого типа или выщепиться целевой ген
(рис. 2б). Этим методом с использованием плаз-
мид, несущих ген sacB, у Mm. buryatense 5GB1 бы-
ли инактивированы гены синтеза гликогена (Puri
et al., 2015), а у Mm. alcaliphilum 20Z ‒ нокаутиро-
ваны одновременно два кластера генов синтеза и
распада гликогена и ген sps, кодирующий сахаро-
зофосфатсинтазу (Бут и соавт., 2020). Подавление
синтеза гликогена у метанотрофов имеет практи-
ческое значение, поскольку они способны накап-
ливать гликоген до 30% сухой массы клеток в
условиях лимитирования роста азотом (Khmelen-
ina et al., 1999; Ешинимаев и соавт., 2002), снижая
эффективность преобразования углерода. Инте-
ресно, что при инактивации путей синтеза саха-
розы и гликогена в клетках Mm. alcaliphilum уве-
личилось относительное содержание белка, но
несколько снизилась скорость роста на метане.
Таким образом, была показана принципиальная
возможность относительно стабильного роста
метанотрофа в отсутствие синтеза запасных со-
единений углерода.

Маркер SacB применялся при получении
штаммов Mm. alcaliphilum, способных синтезиро-
вать 2,3-бутандиол, рассматриваемый в качестве
биотоплива будущего (Nguyen et al., 2018), и пу-
тресцин (1,4-диаминобутана), используемый в
фармацевтике и агрохимии (Nguyen, Lee, 2019), а
также при конструировании пути биосинтеза
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Рис. 2. Способы генетического редактирования метанотрофов (схемы внесения модификаций в хромосому метано-
трофов): а ‒ двойная гомологичная рекомбинация с использованием суицидальной плазмиды; б ‒ использование
плазмиды с геном контрселекции sacB для получения безмаркерных мутаций; в ‒ использование ПЦР-фрагментов с
генами контрселекции sacB или pheSAG для получения безмаркерных мутаций.
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пигмента астаксантина у Methylomonas sp. 16а (Ye
et al., 2007) и для скрининга двойных рекомби-
нантов у Ms. trichosporium OB3b при получении
сайт-направленных мутаций в sMMO (Borodina
et al., 2007). С использованием этого метода была
изучена функция пентациклических тритерпено-
идных липидов у метанотрофов. Было установле-
но, что 3-метилгопаноидметилаза участвует в ста-
билизации ВЦМ у Mс. capsulatus Bath (Welander,
Summons, 2012).

В качестве маркера контрселекции использу-
ется также ген pheS, кодирующий α-субъединицу
фенилаланил-тРНК-синтетазы. Введением двух
точечных мутаций в ген pheS из Mс. capsulatus Bath
получен вариант PheSAG, который может вклю-
чать в белки p-хлорфенилаланин, вызывая гибель
клеток. Посредством отбора с помощью p-хлор-
фенилаланина был получен безмаркерный мутант
xoxF с гораздо большей эффективностью, чем
контрселекцией на основе SacB (Ishikawa et al.,
2018). Варианты pheS использовались в метано-
трофных штаммах-хозяевах, включая Mm. buryat-
ense 5GB1C, Mm. alcaliphilum 20Z и Methylomonas
sp. LW13 (Liu et al., 2020, 2021). Путем объедине-
ния pheSAG и гена устойчивости к зеоцину была
сконструирована позитивно-контрселективная
кассета PZ (Liu et al., 2020). Стратегия, основан-
ная на PZ и ПЦР (рис. 2б), была успешно исполь-
зована при создании немаркированной делеции
glgA1 или всего оперона, кодирующего sММО, в
Mm. buryatense 5GB1C и Mm. alcaliphilum 20Z.

Система генетического редактирования
CRISPR/Cas9 (clustered regularly interspaced short
palindromic repeats). В исследованиях последних
лет высоко востребована система генетического
редактирования, основанная на использовании
эндонуклеазы Cas9, являющейся частью иммун-
ной системы прокариот. Эта система позволяет с
высокой специфичностью редактировать геномы
как про-, так и эукариотических организмов. Эн-
донуклеаза Cas9 вносит двухцепочечный разрыв в
нить ДНК, при этом таргетирование осуществляет-
ся с помощью так называемой “single guide” РНК
(gRNA), содержащей протоспейсер из 20 п.н., ком-
плементарный целевой последовательности,
прилегающей к PAM (protospacer-adjacent motif)
мотиву 5'-NGG-3'. Двухцепочечный разрыв мо-
жет быть восстановлен с помощью специально
выбранной “заплатки”, что позволяет ввести же-
лаемые генетические модификации (Garneau et al.,
2010; Gasiunas et al., 2012; Jinek et al., 2012). К на-
стоящему времени, однако, выполнена лишь одна
работа по редактированию геномов метанотро-
фов с помощью системы CRISPR/Cas9 (Tapscott
et al., 2019). У Mc. capsulatus Bath была успешно
внесена точечная мутация в ген гидроксилазного
компонента sMMO на плазмиде, ген mmoX инак-
тивирован в хромосоме введением в открытую

рамку считывания стоп-кодона, что нарушило
функцию sMMO. При этом стоит отметить низ-
кую эффективность модификации (2%), что, ве-
роятно, обуслaвливает непопулярность данного
подхода в отношении метанотрофов.

Плазмиды ‒ ценный генетический инстру-
мент, который можно применять для экспрессии
нескольких копий гена и быстрого тестирования
генетических конструкций. Репликоны широкого
круга хозяев, которые были успешно использованы
у метанотрофов, включают репликон RP4/RK2,
определяющий группу несовместимости P (IncP)
(Ali, Murrell, 2009), а также репликоны RSF1010
(IncQ) (Lloyd et al., 1999) и pBBR1 (Welander et al.,
2012). На основе этих репликонов были сконстру-
ированы плазмиды pAWP78, pAWP79 и pAWP89,
примененные для экспрессии гетерологичных
белков и репортерных генов в Mс. capsulatus Bath
(Ali, Murrell, 2009), Methylomonas sp. 16a, DH-1
(Sharpe et al., 2007), Ms. trichosporium OB3b (Lloyd
et al., 1999), Mm. buryatense 5GB1C (Puri et al., 2015)
и Mm. alcaliphilum 20Z (Pham et al., 2022). При
этом векторы pAWP79 и pAWP89 получили широ-
кое распространение и стали универсальными
для различных групп метанотрофов (табл. 1;
Nguyen et al., 2019, 2020a, 2020b), а pAWP78 стал
основой для создания вектора pCAH01, использу-
емого для контролируемой экспрессии генов
(Henard et al., 2016). Экспрессируемый ген в
pCAH01 находится под контролем тетрациклино-
вого репрессора/оператора. Репрессия гена сни-
мается при добавлении ангидротетрациклина –
аналога тетрациклина, не обладающего антибио-
тической активностью (Henard et al., 2010).

Недавно у Methylomonas sp. DH-1 была обнару-
жена цитозинметилтрансфераза, которая помога-
ет чужеродным плазмидам обходить систему ре-
стрикции‒модификации (РM) (Ren et al., 2020),
что приводит к более высокой эффективности
трансформации. Цитозинметилтрансфераза рас-
познает последовательность GGCC для метили-
рования. Ген, кодирующий цитозинметилтранс-
феразу Methylomonas sp. DH-1, был введен в E. coli
JM110 с дефицитом генов метилазы dam и dcm,
тем самым была создана синтетическая система
РM. Кишечная палочка, экспрессирующая цито-
зинметилтрансферазу, метилировала чужеродные
плазмиды, которые после выделения из E. coli
JM110 показали повышенную эффективность
трансформации в Methylomonas sp. DH-1 по сравне-
нию с неметилированными плазмидами. С исполь-
зованием этого подхода в клетках Methylomonas sp.
DH-1, трансформированных плазмидами, несущи-
ми гены синтеза каротиноидов, продукция пиг-
мента была увеличена на 26% (Ren et al., 2020).

В бактериальной биотехнологии для генетиче-
ских манипуляций или физиологических моди-
фикаций возможно доставлять функциональные
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белки в клетки с использованием пептидов в ка-
честве переносчиков. Библиотеку проникающих
в клетку пептидов и метод доставки белков, конъ-
югированных c пептидами, тестировали, вырезая
маркерный ген в Methylomonas sp. DH-1 (Lie et al.,
2021). Предложенная библиотека проверена на
отсутствие значительной цитотоксичности про-
никающих пептидов в отношении E. coli.

Элиминация нативной плазмиды у Mm. buryat-
ense 5GB1. Системы экспрессии генов на основе
плазмид позволяют быстро тестировать несколь-
ко генетических конструкций. Ранее для манипу-
лирования штаммами неметанотрофных метило-
трофов была разработана система с использова-
нием плазмиды широкого круга хозяев pCM66 на
основе IncP размером 7.6 т.п.н. (Marx, Lidstrom,
2001). Однако исходный штамм Mm. buryatense
5GB1 содержит плазмиду размером 80 т.п.н., не-
сущую функции стабильности и поддержания,
которые приводят к несовместимости между
плазмидами. Элиминация нативной плазмиды
была проведена путем введения IncP-плазмиды
pVK100 и последующим избавлением от нее с по-
мощью пересевов без антибиотика (Puru et al.,
2015). Как результат, получены штаммы
Mm. buryatense 5GB1S и 5GB1C, которые способ-
ны конъюгировать с малыми векторами и подда-
ются современным методам клонирования.

Библиотеки промоторов для экспрессии генов
метанотрофов и репортерные гены. В метаболиче-
ской инженерии сверхэкспрессия генов может не
привести к увеличению выхода продукции, по-
скольку клеточные ресурсы расходуются чрез-
мерно на синтез белка, что приводит к снижению
ростовых параметров. Кроме того, неоптимизи-
рованная экспрессия генов может способствовать
накоплению токсичных промежуточных метабо-
литов, что снизит выход продукции. Для тонкой
настройки уровней экспрессии генов использу-
ются промоторы различной силы.

Для поиска подходящих промоторов, обеспе-
чивающих конститутивную или регулируемую
экспрессию целевых генов, используются репор-
терные белки. Применение канонических флуо-
ресцирующих белков (таких как GFP, dTomato)
считалось неэффективным способом оценки си-
лы промоторов у метанотрофов вследствие нали-
чия у них обширной сети ВЦМ и/или S-слоев на
поверхности клеток. Трудоемкость оценки флуо-
ресценции в клеточных экстрактах сводит на нет
преимущество в использовании репортерных генов
(Ali, Murrel, 2009; Puri et al., 2015). Для определения
силы промоторов у Methylomonas sp. DH-1 тандем
промотор-gfp был интегрирован в некодирующую
область генома, а флуоресценцию тестировали ме-
тодом проточной цитометрии (Lee et al., 2021a). У
Mm. buryatense 5GB1S эндогенные промоторы,
управляющие экспрессией гена метанолдегидро-

геназы mxaF и сигма-факторов rpoD, были проте-
стированы с помощью красного флуоресцентного
белка dTomato в качестве репортера (Shaner et al.,
2004). Обнаружено, что промотор гена mxaF не-
активен в E. coli, хотя это был самый сильный из
протестированных промоторов в Mm. buryatense.
Наряду с генами флуоресцирующих белков, с
этой целью применяются гены катехол-2,3-диок-
сигеназы xylE и β-галактозидазы lacZ (Ali, Mur-
rell, 2009). Силу промоторов ключевых генов у
Mm. alcaliphilum 20Z тестировали в штамме мета-
нотрофа, дефектном по глюкокиназе (Мустахи-
мов и соавт., 2016). Ген, кодирующий глюкокина-
зу, вносили на плазмиде под контролем тестируе-
мых промоторов, индикатором уровня экспрессии
с промотора служила активность глюкокиназы в
бесклеточных экстрактах. Это исследование под-
твердило высокую активность промотора гена ме-
танолдегидрогеназы mxaF в метанотрофных бакте-
риях.

Оценка уровней экспрессии генов у Mm. bury-
atense 5GB1 недавно была проведена с помощью
наборов данных RNA-seq (Wilson, 2021). Штамм
культивировали в различных условиях и анализи-
ровали данные секвенирования РНК. Была иден-
тифицирована группа генов с высокой экспрес-
сией и выявлены соответствующие промоторные
области-кандидаты. Проверку предполагаемых
промоторов проводили с использованием репор-
тера XylE.

Другой подход применяли при выборе опти-
мальных промоторов для производства кадавери-
на в Methylomonas sp. DH-1 (Lee et al., 2021). Были
проанализированы участки 100 п.н. выше сайта
начала транскрипции всех генов, кроме гипоте-
тических белков. Параллельно у Methylomonas sp.
DH-1 идентифицировали высоко экспрессируе-
мые белки с помощью 2D-гель-электрофореза и
MALDI-TOF. В результате была получена биб-
лиотека из 38 промоторов и проверена c исполь-
зованием gfp. Основываясь на полученных
данных, была проведена гетерологичная экспрес-
сия генов cadA и cadB в Methylomonas sp. DH-1.
Титр кадаверина достиг наивысшего значения
18.12 мг/л в штамме, экспрессирующем гены cadA
и cadB под промотором, соответственно, рибо-
сомного белка RpmB (L28) и белка-инициатора
репликации DnaA.

Модификация метаболизма с целью получения
целевого продукта. Внесением на плазмиде
pCAH01 гена лактатдегидрогеназы из Lactobacillus
helveticus в клетки Mm. buryatense был получен
штамм, который выделял в среду лактат в кон-
центрации 800 мг/л (Henard et al., 2016). Суще-
ственный вклад в выход целевого продукта
вносит также настройка трансляции генов, т.е.
подбор наилучших рибосом-связывающих по-
следовательностей (RBS). Следует отметить, что
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использование определенного RBS может быть
удачным в одном окружении (т.е. с определен-
ным протомотором и геном) и неэффективным в
другом. Оптимальный дизайн RBS разрабатыва-
ли с помощью программы RBS калькулятор 2.0
(Salis et al., 2009; Espah Borujeni et al., 2014), что
позволило значительно увеличить выход лактата
у Mm. buryatense 5GB1C (Garg et al., 2018), а также
шинорина у Mm. alcaliphilum 20Z (Nguyen et al.,
2021). Примечательно, что выход шинорина при
использовании сконструированного метано-
трофного биокатализатора был сопоставим с та-
ковыми у промышленных продуцентов.

Протестирована способность Mm. buryatense
синтезировать кротоновую кислоту (выход 50 мг/л)
путем внесения генов обратного пути β-окисле-
ния из E. coli MG1655 с помощью плазмидного
вектора (Garg et al., 2018). Для успешного резуль-
тата при модификации метанотрофов часто ис-
пользуют кодон-оптимизированные гены (Pham
et al., 2022b). Для модификации Mm. alcaliphilum с
целью получения путресцина, в штамм c деле-
цией генов лактатдегидрогеназы, ацетаткиназы и
спермидинсинтазы на плазмиде pAWP89 под taс
промотором были внесены кодон-оптимизиро-
ванные гены ацетилорнитинаминотрансферазы
argD и орнитинацилтрансферазы argJ из
Ms. trichosporium OB3b, а также ген орнитинде-
карбоксилазы speC. В результате удалось достичь
концентрации путресцина 98.08 мг/л (Nguyen et al.,
2019). Благодаря использованию кодон-оптими-
зированных генов триптофаназы tna из E. coli и
флавинсодержащей монооксигеназы fmo из Meth-
ylophaga aminisulfidivorans, на основе Mm. alcaliph-
ilum был получен продуцент пигмента индиго
(3.9 мкг/л). После внесения генов ксилозоизоме-
разы (xylA) и ксилулокиназы (xylB) из E. coli стал
возможен миксотрофный рост Mm. alcaliphilum в
среде с добавлением 2 г/л ксилозы, что увеличило
выход красителя до 6.3 мкг/л (Pham et al., 2022b).

Среди нейтрофильных негалофильных мета-
нотрофов наиболее податливыми к модификаци-
ям оказались представители рода Methylomonas.
Так, замена гена сукцинатдегидрогеназы (sdh) у
Methylomonas sp. DH-1 на канамициновую кассету
привела к накоплению в среде сукцината, а введе-
ние на плазмиде pAWP89 генов глиоксилатного
шунта позволило увеличить выход сукцината до
134 мг/л (Nguyen et al., 2019). Попытки перена-
править поток углерода посредством выключения
генов ацетаткитназы (ack) и фосфоацетилтранс-
феразы (pta) или пируват-формиатлиазы (pfl) не
привели к увеличению выхода сукцината.

Метаболическое моделирование. Еще одним
современным подходом, активно используемым
в исследованиях молекулярных основ метано- и
метилотрофии, является метаболическое моде-
лирование. Моделирование метаболических пу-

тей позволяет прогнозировать направление потока
углерода при генетической модификации, кон-
струировать новые пути, ведущие к синтезу нуж-
ного продукта, а также предсказывать влияние
окружающей среды или генетических манипуля-
ций на поведение системы. На сегодняшний день
метаболические модели разработаны для
Mm. buryatense 5GB1 (de la Torre et al., 2015), Mc.
capsulatus Bath (Lieven et al., 2018), Mm. alcaliphilum
20Z (Akberdin et al., 2018) и Ms. trichosporium OB3b
(Naizabekov, Lee, 2020). Интересно, что модели
для Methylotuvimicrobium и Methylococcus предпо-
лагают значительные различия в механизмах пе-
реноса электронов. Метаболическое моделирова-
ние необходимо для прогнозирования фенотипов
in silico, что может определять стратегии биоин-
женерии.

Совместное выращивание на метане и полиугле-
родных субстратах. Большинство метанотрофов
не могут использовать полиуглеродные субстраты
и имеют относительно низкую скорость роста на
метане ввиду низкой растворимости СН4. Кроме
того, для монооксигенирования инертной моле-
кулы метана нужны восстановительные эквива-
ленты. Использование полиуглеродного соеди-
нения в качестве ко-субстрата представляется
многообещающей стратегией при производстве
целевых продуктов. Первая попытка демонстра-
ции способности гаммапротеобактериального
метанотрофа к использованию для роста сахаров
была осуществлена введением в Мm. alcaliphilum
20Z ксилозоизомеразы (xylA) и ксилулозокиназы
(xylB) из E. coli наряду со сверхэкспрессией соб-
ственной рибулозофосфат-3-эпимеразы (rpe)
(Nguyen et al., 2021). Сконструированный штамм
мог расти на ксилозе как на единственном источ-
нике углерода, но с довольно продолжительной
лаг-фазой. Скорость роста модифицированного
штамма на метане с ксилозой была в 1.5 раза вы-
ше по сравнению со скоростью роста только на
метане, а продукция шинорина (производное се-
догептулозо-7-фосфата) возросла в 2.3 раза. Кро-
ме того, синтез 2,3-бутандиола, ацетоина и 3-гид-
роксимасляной кислоты значительно усиливался
при росте в среде, содержащей метан и ксилозу.

В Mm. alcaliphilum 20Z были введены гены, от-
ветственные за утилизацию глицерина, включая
транспортер глицерина (glpF), глицеролкиназу
(glpK) и эндогенную глицерол-3-фосфатдегидро-
геназу (gpsA) (Lee et al., 2021). Cконструирован-
ный штамм рос на глицерине при низкой концен-
трации 0.1%, но эта способность была улучшена
адаптивной эволюцией. Глицерин, как дополни-
тельный к метану источник углерода, в 2 раза уве-
личивал скорость роста и в 3.9 раза продукцию
2,3-бутандиола. Поскольку метаболизм глицери-
на обеспечивает синтез дополнительного НАДН,
метанотроф при миксотрофном росте может кон-
вертировать метан в метанол без добавления фор-
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миата в качестве донора электронов. Биокатали-
затор для превращения метана в метанол, работа-
ющий без ингибиторов метанолдегидрогеназы
(хлорида аммония, этилендиаминтетраацетатно-
го или фосфатного буфера) можно создать на ос-
нове мутанта с дефицитом метанолдегидрогеназы
(Hur et al., 2017; Patel et al., 2020). Новая концеп-
ция одностадийной биоконверсии метана в мета-
нол в метанотрофных бактериях с использовани-
ем глицерина в качестве восстановительной силы
может быть расширена для превращения других
алканов в соответствующие им первичные
спирты.

Применение метанотрофов в агротехнологиях.
Одним из примеров в этой области исследований
является сконструированный штамм Methylo-
monas sp. LW13, способный разлагать широко ис-
пользуемый гербицид бенсульфурон-метил (БСМ)
(Liu et al., 2021). Для этого в Methylomonas sp. LW13
была экспрессирована гидролаза SulE из Hanss-
chlegelia zhihuaiae S113 под промотором Ptac с по-
мощью стратегии безмаркерного гена на основе
p-Cl-Phe. Фермент деэтерифицирует БСМ до
бенсульфуроновой кислоты и метанола. Скон-
струированный штамм полностью конвертиро-
вал 40 мг/л БСМ в бенсульфуроновую кислоту че-
рез 96 ч.

Метанотрофы в природе не синтезируют фи-
тогормоны. Тем не менее, связь между растения-
ми и метанотрофами подтверждена многочис-
ленными наблюдениями (Hanson, Hanson, 1996;
Bosse, Frenzel, 1997; Davamani et al., 2020). В част-
ности, интродукция метанотрофных бактерий
была успешно использована для снижения вы-
бросов метана в атмосферу из затопляемых рисо-
вых чеков (Davamani et al., 2020). Задача создания
метанотрофных бактерий, обладающих способ-
ностью синтезировать фитогормоны для стиму-
ляции роста растений и для снижения эмиссии
метана, была реализована на примере Mm. alca-
liphilum 20Z (Pham et al., 2022c). L-триптофан, не-
заменимая для живых организмов аминокислота,
синтезируется из фосфоенолпирувата и эритрозо-
4-фосфата – центральных интермедиатов гликоли-
за ‒ доминирующего пути распада фосфосахаров у
метанотрофов с РМФ циклом ассимиляции угле-
рода. Триптофан также является предшественни-
ком ауксина (индолил-3-уксусной кислоты, ИУК).
Гетерологичной экспрессией в Mm. alcaliphilum
20Z ферментов синтеза триптофана из E. coli,
устойчивых к ингибированию по принципу об-
ратной связи, получен штамм-продуцент трипто-
фана. Дополнительным введением генов, коди-
рующих ферменты синтеза ИУК, сконструиро-
ван рекомбинантный штамм, синтезирующий
ауксин и способный стимулировать прорастание
семян, длину побегов и длину корней пшеницы
на ранней стадии роста в засоленных щелочных
условиях (Pham et al., 2022b). Таким образом,

предложен подход для создания метанотрофов,
способных повысить продуктивность и рост рас-
тений и одновременно сократить выбросы мета-
на, образующегося в результате сельскохозяй-
ственной деятельности.

ВЫВОДЫ И ПЕРСПЕКТИВЫ
Последнее десятилетие продемонстрировало

быстрое развитие генетических инструментов и
их адаптацию для применения в работе с метано-
трофными бактериями. Секвенирование гено-
мов, многочисленные примеры успешной генной
инженерии в сочетании с быстро растущим пони-
манием фундаментального метаболизма метано-
трофов дают надежду на реализацию, по крайней
мере, ряда рациональных стратегий направлен-
ной модификации этих уникальных бактерий.
Это относительно новая область исследований
для метанотрофных бактерий; все еще существует
потребность в более глубоких исследованиях, на-
целенных на устранение таких ограничений, как
низкий поток углерода к целевым продуктам, эф-
фективность окисления метана и уровни экс-
прессии ключевых ферментов. В данном обзоре
не были представлены примеры работ по синте-
тической биологии – преобразование метана не-
метанотрофными микроорганизмами, что также
может внести значительный вклад в повышение
эффективности производства и выхода целевых
продуктов.
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Abstract—Aerobic methanotrophic bacteria are prokaryotic microorganisms possessing methane monooxy-
genases, unique enzymes that determine their ability to utilize methane (СН4) as a growth substrate. This
metabolic capability makes methanotrophs attractive objects for biotechnological applications aimed at uti-
lizing methane for production of microbial cell protein and various target metabolites. The current raise of
interest to these biotechnologies is driven by high availability of methane, which is a major component of nat-
ural gas, as well as of the biogas produced in anaerobic fermentation processes. Since aerobic methanotrophs
oxidize methane at the ambient temperature and pressure, they represent natural cell factories for converting
СН4 into various value-added products. Further development of biotechnologies based on methane utiliza-
tion requires application of genome editing techniques to obtain producer strains with improved characteris-
tics. For a long time, the progress in metabolic engineering of methanotrophs was hampered by their specific
metabolic properties and the difficulties of handling these bacteria. Here, we present an overview of the latest
achievements in the field of metabolic engineering of methanotrophic bacteria and identify the potential tar-
gets as well as the currently available tools for genome editing of these microorganisms. These techniques
open up the possibility of constructing strains with biotechnologically relevant characteristics and conducting
in-depth research of the metabolic features of aerobic methanotrophs.

Keywords: methanotrophic bacteria, methanotroph diversity, metabolic peculiarities of methanotrophs, bio-
conversion of methane, genome editing, metabolic engineering
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Феномен фотосинтетической адаптации цианобактерий к дальнему красному свету (ДКС; 700‒750 нм)
тесно связан с такими фундаментальными вопросами, как фототрофия, микробная экология и разно-
образие бактерий. В практическом плане данная биоэнергетическая стратегия важна для биотехнологии
фотосинтеза, с перспективой получить доступ к дополнительному ресурсу световой энергии. Как из-
вестно, большинство цианобактерий использует свет длиной волны 400‒700 нм; возбужденное со-
стояние поступает от светособирающего комплекса к хлорофиллу a (Хл a) реакционных центров
двух фотосистем с красными максимумами поглощения ∼700 нм. После выделения первых штам-
мов с хлорофиллами d и f выяснилось, что цианобактерии могут использовать и ДКС. В настоящее
время получен значительный объем данных о цианобактериях, конститутивно образующих Хл d, а
также о тех, которые синтезируют Хл f или Хл f/Хл d при фотоакклиматизации к ДКС (англ. far-red
light photoacclimation; FaRLiP). Включение этих пигментов в состав фотосинтетического аппарата,
в частности с использованием механизма FaRLiP, повышает адаптационный потенциал и расширя-
ет границы распространения цианобактерий. В обзоре приводятся сведения о фотосинтетическом
аппарате с Хл d или Хл d/Хл f, о генном кластере FaRLiP, о разнообразии и филогении цианобакте-
рий с конститутивным или индуцированным синтезом длинноволновых хлорофиллов, об исполь-
зовании хлорофиллов в качестве хемотаксономического признака и отражении этого признака в
номенклатуре цианобактерий.

Ключевые слова: дальний красный свет, кластер FaRLiP, реакционный центр, светособирающий
комплекс, фикобилисома, фотоадаптация, фотосинтетический аппарат, хлорофилл d, хлорофилл f,
цианобактерии
DOI: 10.31857/S0026365622600444

Свет ‒ разнообразный источник энергии для
фототрофии, по аналогии с разнородными суб-
стратами, используемыми при хемотрофии. В этом
отношении квантоспецифичные пигмент-белко-
вые комплексы и хромопротеины аналогичны
субстратспецифичным ферментам. Неслучайно
термины “апопротеин” и “апофермент” сходны
не только по звучанию, но и по смыслу (греч. apo-
в данном случае: быть в основе; соответственно,
белковый компонент фоторецептора и фермент-
ный белок).

Подобно разным химическим субстратам,
кванты в разных участках световой шкалы нерав-
ноценны в физиологическом отношении. Уль-
трафиолетовые кванты (λ < 400 нм) относительно
богаты энергией, однако она не только не асси-
милируется, но и вызывает разрушение (выцвета-
ние) фотосинтетических пигментов. Инфракрасные
кванты (λ > 750), напротив, относительно бедны

энергией; тем не менее, некоторые аноксигенные
бактерии способны ее ассимилировать. Исполь-
зовать всю радугу от фиолетового (λ ∼ 400 нм) до
красного (λ ∼ 700 нм) края могут цианобактерии
так называемой Сrown группы и архаичного класса
Gloeobacteria (Pinevich, Averina, 2021). Некоторым
цианобактериям доступен и дальний красный свет
(ДКС; 700‒750 нм). Как следствие, цианобакте-
рии могут заселять световые ниши в интервале
400‒750 нм, используя механизмы фотосинтети-
ческой адаптации.

Фотосинтетической адаптацией (англ. photo-
adaptation) называется приспособляемость к режи-
мам светового излучения разной интенсивности
(количественные стратегии) или разного спек-
трального состава (качественные стратегии).
Первые стратегии объединяет установление обрат-
ной зависимости между эффективной площадью
светособирающей антенны и потоком светового из-
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лучения: физиологический оптимум достигается за
счет изменения протяженности фотосинтетиче-
ских мембран, а также плотности упаковки фото-
синтетических единиц и их размера (Drews, Nieder-
man, 2002). К качественным стратегиям относятся:
переход Состояние 1 ↔ Состояние 2 (Allen, 1992),
комплементарная хроматическая адаптация
(Grossman et al., 1993) и фотосинтетическая адап-
тация к ДКС (Averina et al., 2019).

Хотя кванты длиной волны >700 нм относитель-
но бедны энергией, некоторые бактерии способны
образовывать “длинноволновые” (англ. red-shifted)
металлопорфирины ‒ хлорофиллы (Хл) и бакте-
риохлорофиллы ‒ и так модифицировать фото-
синтетический аппарат, что адаптация к нишам,
где много ДКС, становится выгодной метаболи-
ческой стратегией (Kühl et al., 2005).

Инфракрасный свет используют пурпурные
бактерии, образующие бактериохлорофиллы a или
b, длинноволновые максимумы которых находятся,
соответственно, при 800‒900 и 980‒1050 нм (Dei-
senhofer et al., 1985). Максимумы ≤800 нм имеют
бактериохлорофилл g у гелиобактерий (Neerken,
Amesz, 2001) и бактериохлорофиллы с, d, e и f у зе-
леных бактерий и хлорацидобактерий (Amesz,
Neerken, 2002; Bryant et al., 2007).

Светособирающий комплекс (ССК) у боль-
шинства цианобактерий поглощает видимый
свет, и возбужденное состояние мигрирует к Хл a
в реакционных центрах (РЦ) двух фотосистем
(ФС) ‒ ФС I и ФС II с максимумами поглощения,
соответственно, при 700 и 680 нм. Возможность
фотосинтетической адаптации к ДКС у ци-
анобактерий не предполагалась до тех пор, пока у
них не были обнаружены длинноволновые Хл d и
Хл f (Miyashita et al., 1996; Chen et al., 2010). Данная
биоэнергетическая стратегия быстро стала темой
многих исследований, результаты которых обоб-
щены в обзорах литературы, публиковавшихся
почти ежегодно с начала 2010-х годов (Loughlin et al.,
2013; Gan, Bryant, 2015; Gan et al., 2015; Li, Chen,
2015; Allakhverdiev et al., 2016; Badshah et al., 2017;
Averina et al., 2018, 2019; Sawicki, Chen, 2020; Fried-
rich, Schmitt, 2021). Настоящее сообщение продол-
жает эту серию, по-новому обобщая и реструктури-
руя материал, с учетом последних данных.

ДЛИННОВОЛНОВЫЕ ХЛОРОФИЛЛЫ

Хлорофиллы, или магниевые хелаты двойного
эфира хлорофиллиновой кислоты с фитолом и
метанолом, интенсивно поглощают синий свет
(т.н. полоса Soret) и красный свет (Q-полоса, или
Qy-вектор энергетического перехода); длинно-
волновые хлорофиллы интенсивно поглощают
синий свет и ДКС (рис. 1). Положение максиму-
мов на спектрах поглощения in situ или у изолиро-
ванных пигмент-белковых комплексов иное, чем

у препаратов соответствующих хлорофиллов
(French, 1960): в частности, красный максимум
перемещается к большей длине волны. В очередно-
сти их описания хлорофиллы обозначают буквами
от a до f (кроме буквы e, которая была вынужденно
пропущена после доказательства ошибочной иден-
тификации “Хл e” у красных водорослей; см.:
Larkum et al., 2018).

В функциональном отношении хлорофиллы
подразделяют на главные и вспомогательные: пер-
вые входят в реакционные центры, вторые в ‒ ССК.
Посредником между вспомогательными и глав-
ными хлорофиллами служат малые кор-антенны
реакционных центров. Как автономно действую-
щие, они неэффектвны: даже при максимальном
солнечном освещении (на экваториальном высо-
когорье в летний полдень) частота их перехода в
возбужденное состояние уступила бы скорости
транспорта электронов в реакционных центрах,
что затормозило бы фотосинтез (Hunter et al., 1989).
Это не происходит благодаря присутствию ССК ‒
фотосинтетической антенны с намного большей
эффективной площадью (Blankenship, Chen, 2013).

Как правило, цианобактерии образуют только
один хлорофилл ‒ Хл a, который входит в состав
кор-антенн и реакционных центров; функцию
ССК выполняет высокоупорядоченный агрегат
фикобилипротеинов ‒ фикобилисома (ФБС)
(Grossman et al., 1993). Небольшая группа ци-
анобактерий-прохлорофитов (Пиневич и соавт.,
2010) использует вместо ФБС хлорофилл-белко-
вый комплекс, содержащий либо Хл a/Хл b, либо
Хл a2/Хл b2 (3,8-дивинильные производные Хл a и
Хл b). В число порфиринов ССК цианобактерий
также может входить минорный Хл с-подобный
пигмент (Mg-3,8-дивинил протохлорофиллид,
Mg-ДВП), обнаруженный у некоторых прохлоро-
фитов и Хл d-содержащей цианобактерии
Acaryochloris marina (Averina et al., 2019). Что каса-
ется длинноволновых Хл d и Хл f, то первый из
них входит в состав не только в ССК, но и реакци-
онных центров, а второй – в ССК и, возможно,
реакционные центры.

У земной поверхности поток солнечной ради-
ации примерно одинаков в диапазонах 600–700 и
700–800 нм. Но, поскольку длинноволновые кван-
ты беднее энергией, чем коротковолновые, фото-
синтез при >700 нм менее выгоден, чем в видимой
части спектра, и цианобактерии обычно не ис-
пользуют ДКС. Тем не менее, некоторые из них
образуют длинноволновые Хл d и Хл f, и зона фо-
тосинтетически активной радиации (ФАР) рас-
пространяется на длинноволновую часть спектра
(Kühl et al., 2005). Однако в водоемах глубина
проникновения света обратно пропорциональна
длине волны; инфракрасный свет полностью по-
глощается в нескольких сантиметрах от поверх-
ности. Соотношение красного света и ДКС в
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морской или чистой озерной воде линейно воз-
растает с глубиной (Kirk, 1994), причем ДКС про-
никает не дальше 10 м (Gan et al., 2014). Поэтому
адаптированные к ДКС цианобактерии, как пра-
вило, не заселяют верхние этажи эуфотической
зоны морей и континентальных водоемов, а обра-
зуют биопленки на (суб)литорали, на почве и на
каменистых субстратах.

Хлорофилл d

Структура и оптические свойства. В молекуле
Хл d положение С3 занимает формильная, а не
винильная группа, как в молекуле Хл a (рис. 1).
Соответственно, Q-полоса смещена в длинно-
волновую область (665 → 688 нм, в 100%-ном аце-
тоне; см. Averina et al., 2019).

Открытие Хл d часто связывают с анализом
пигментов Rhodophyceae (Manning, Strain, 1943).
Позднее оказалось (Holt, 1961), что опубликован-
ный спектр поглощения совпадает со спектром

поглощения 3-девинил-3-формил Хл a, по-види-
мому, образовавшегося из-за погрешности методи-
ки фракцонировании образца. С другой стороны,
“загадку” открытия Хл d объясняют присутствием
данного пигмента у бактериальных симбионтов
Rhodophyceae (Wood, 2012; Kiang et al., 2022). Так
или иначе, впервые аутентичный Хл d был обна-
ружен у A. marina (Miyashita et al., 1996).

Хл d и не содержащие магния производные ‒
феофитин d и пирофеофитин d, находят в морских
илах Японских островов, на пелагиали Берингова
моря, в соленых озерах Антарктиды и некоторых
пресных озерах, в частности, в крупнейшем озере
Японии Бива (Kashiyama et al., 2008). Если специ-
фические прозводные Хл d можно получить в лабо-
ратории, то в природе такая химическая реакция
маловероятна, особенно для пирофеофитина; ско-
рее всего, эти порфирины являются побочными
продуктами микробного катаболизма Хл d и/или
Хл а. В противном случае эти данные можно ин-

Рис. 1. Структурные формулы длинноволновых хлорофиллов (верхний ряд) и спектры поглощения в 100%-ном аце-
тоне (нижний ряд; см. Averina et al., 2019).
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терпретировать как косвенное свидетельство ши-
рокого распространения Хл d.

Биосинтез. Индивидуальные представители
молекулярного семейства (бактерио)хлорофил-
лов образуются на завершающих этапах глобаль-
ного пути биосинтеза металлопорфиринов (Bauer
et al., 1993). Для Хл d теоретически возможны два
способа: 1) посредством прямого превращения
Хл a → Хл d, поскольку эти молекулы различают-
ся только одним боковым заместителем; 2) на от-
ветвлении магистрального пути (Loughlin et al.,
2013). Первый механизм более реален (рис. 2): в
опытах с культурами Acaryochloris marina, выра-
щенными на среде с добавлением 18О2 или 
установлено, что кислородный атом формильной
группы происходит из молекулярного кислорода,
а не из воды (Schliep et al., 2010). Поскольку син-
таза Хл d не обнаружена, есть предположение, что
оксидазную реакцию неспецифически катализиру-
ет либо цитохром P450-типа (обычный участник
монооксигеназных реакций), либо специальная ок-
сигеназа для феофорбида a (Chen, Blankenship, 2011;
Yoneda et al., 2016). В опытах in vitro показано, что
в образовании Хл d участвуют ферменты со свобод-
ной тиольной группой, например, цистеиновая
протеаза папаин (Koizumi et al., 2005) или низкомо-
лекулярные тиосоединения (Fukusumi et al., 2012).
То, что данное превращение связано с тиолсодер-
жащими белками или с малыми молекулами с
HS-группой, подтверждается транскриптомным
анализом штамма дикого типа Chlorogloeopsis frits-
chii PCC 9212 и мутантов по генам регуляторных
белков RfpA, RfpB и RfpC (Ho, Bryant, 2019). В
частности, в образовании затравки Хл d для сборки
ФС II могут участвовать богатые остатками Cys
субъединицы фикобилипротеинов (Bryant et al.,
2020).

Фотосинтетический аппарат цианобактерий
с конститутивным образованием хлорофилла d
Цианобактерии образуют длинноволновые

хлорофиллы и включают их в состав фотосинте-
тического аппарата согласно альтернативным
стратегиям: конститутивному синтезу Хл d и ин-
дуцированному синтезу Хл f или Хл f/Хл d.

Соотношение Хл a : Хл d в клетках A. marina (в
среднем 0.05) тем выше, чем ярче свет и меньше
парциальное давление кислорода (Mimuro et al.,
2004; Lin et al., 2013). Феофитинизация и дефити-
лирование Хл d усиливаются в темноте и при
аноксии (Tsuzuki et al., 2022). Таким образом, ме-
таболизм Хл d находится, как минимум, под
двойным экологическим контролем.

Каротиноиды представлены преимуществен-
но зеаксантином, а также α-каротином, который
образуется вместо обычного у цианобактерий
β-каротина (Miyashita et al., 1997).

18
2H O,

Состав гидрофильных пигментов штаммоспе-
цифичен. Вначале было показано, что у A. marina
MBIC 11017 имеются фикоцианин (ФЦ) и алло-
фикоцианин (АФЦ) (Hu et al., 1999), и что гены
субъединиц CpcA–G находятся на плазмиде
pREB3, а гены субъединиц ApcA и ApcB ‒ на хро-
мосоме (Swingley et al., 2008). Новые исследова-
ния показали, что у данного штамма АФЦ при-
сутствует в следовом количестве, и поэтому роль
терминального переносчика энергии может вы-
полнять ФЦ (Bar-Zvi et al., 2018). Кроме того, по-
казано, что ходе эволюции анцестральные гены
ФЦ были утрачены, а затем их отдаленные гомо-
логи были приобретены путем горизонтального
переноса. Гены apcA и apcB, в свою очередь, явля-
ются отдаленными гомологами генов собственно
АФЦ, однако их происхождение неизвестно (Ul-
rich et al., 2021).

В отличие от штамма MBIC 11017, у штаммов
CCMEE5410 и HICR111A отсутствуют ФЦ и АФЦ
(Chen et al., 2009; Mohr et al., 2010; Miller et al.,
2011).

Cветособирающий комплекс. В фотосинтетиче-
ском аппарате Acaryochloris spp. молекулы Хл d
выполняют двоякую роль: хлорофилла ССК и
хлорофилла реакционных центров РЦ I и РЦ II
(Itoh et al., 2007). В состав CCK, общего для ФС I
и ФС II (Schiller et al., 1997; Chen et al., 2005c,
2005d), входят белки суперсемейства CBP (сокр.
англ. Chlorophyll Binding Protein). Эти шестидо-
менные белки могут связывать Хл a, Хл a2, Хл b,
Хл b2 или Хл d (Chen et al., 2008; Пиневич и соавт.,
2010). Они сходны с белками семейства Cp43/IsiA
(CP43, или PsbC, входит в антенну РЦ II; IsiA,
или CP43′ ‒ это индуцированная железным
стрессом субъединица ФС II). Важно, что белки
CBP отличаются от трехдоменных белков супер-
семейства CAB (сокр. англ. chlorophyll a/b protein)
в хлоропластах (La Roche et al., 1996).

Группа из 18 молекул белка CBP окружает
тройной комплекс ФС I, а 8 молекул фланкируют
4 комплекса ФС II (Chen et al., 2005a, 2005b). При
железном стрессе вместо белка CBP-A синтезиру-
ется белок CBP-C; транскрипция его гена инду-
цируется и при ослаблении освещения (Chen et al.,
2005a; Swingley et al., 2005).

Как отмечалось в начале раздела, в состав пор-
фиринов ССК A. marina может входить и Mg-ДВП.
Однако вопрос о функционировании этого Хл с-
подобного пигмента в фотофизических процес-
сах остается открытым (Schliep et al., 2008); более
реальной видится его роль как ключевого интер-
медиата биосинтеза хлорофиллов (рис. 2).

У штаммов A. marina, наряду с Хл d-содержа-
щим ССК, имеется фикобилипротеиновый ССК
(Chen et al., 2009). В то время как т.н. “стандарт-
ная ФБС” (MacColl, 1998) имеет форму половины
диска, этот ССК ‒ цилиндрический и образован
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стержнями, состоящими из тримеров ФЦ (Nied-
zwiedzki et al., 2019). Ввиду отсутствия окрашен-
ного “анкерного” линкера ApcE неясно, каким
образом такая уникальная ФБС прикреплена к
тилакоиду; тем не менее, она эффективно переда-
ет энергию РЦ II (Hu et al., 1999). Кроме того,

тримеры ФЦ должны быть спектрально гетеро-
генными, чтобы перенос энергии к основаниям
стержней стал однонаправленным. По-видимо-
му, это достигается за счет синтеза изоформных
мономеров ФЦ, а также вследствие разнообразия
линкерных полипептидов (Bar-Zvi et al., 2018;

Рис. 2. Схема конечных этапов биосинтеза длинноволновых хлорофиллов. Предполагаемые реакции выделены пунк-
тиром. Обозначения: Mg-ДВП ‒ Mg-3,8-дивинил протохлорофиллид; CaO ‒ хлорофилл a оксигеназа; CDS ‒ хлоро-
филлид d синтаза; CdS ‒ хлорофилл d синтаза; CFS ‒ хлорофиллид f синтаза; CfS ‒ хлорофилл f синтаза; GGR ‒ ге-
ранилгеранил редуктаза; ГГДФ ‒ геранилгеранилдифосфат; НАДФ(H) ‒ окисленный и восстановленный никотин-
амидадениндинуклеотидфосфат; ФФн ‒ неорганический дифосфат (по: Averina et al., 2019; с изменениями).
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Niedzwiedzki et al., 2019). Так или иначе, распола-
гая сразу двумя светособирающими комплексами,
A. marina имеет существенное преимущество пе-
ред другими ДКС-адаптированными цианобак-
териями (Loughlin et al., 2013).

Реакционные центры. Каркас РЦ I A. marina, ге-
теродимер PsaA/PsaB на 86% сходен с типовым.
Первичным донором (P740) служит специальная
пара (англ. special pair) ‒ димер Хл d/Хл d ′ (Хл d ′

это C132 алломер Хл d). Согласно консенсусной
модели (рис. 3), первичный донор взаимодей-
ствует с первичным акцептором (одной из двух
молекул Хл a) и вторичными акцепторами, а также
с Хл d в кор-антенне; редокс-потенциал возбуж-
денного первичного донора (P740*) равен − 439 мВ
(Hu et al., 1998), т.е. он примерно такой же, как у
возбужденного первичного донора (Р700*) в РЦ I
большинства цианобактерий (Tomo et al., 2008). В
свете последних данных консенсусная модель мо-
жет быть частично пересмотрена. По-видимому,
PЦ I уникален: первичным акцептором (A0) вме-

сто Хл a служит феофитин a. Кроме того, ФC I су-
ществует как тример; каждый мономер содержит
дополнительную субъединицу Psa27, 70‒77 моле-
кул Хл d, одну молекулу Хл a, две молекулы фео-
фитина d, 12‒13 молекул α-каротина, две молекулы
филлохинона, три Fe-S кластера, две молекулы
фосфатидилглицерола и одну молекулу монога-
лактозилдиглицерина (Hamaguchi et al., 2021; Xu
et al., 2021; Kimura et al., 2022).

Строение РЦ II до конца не ясно. В отношении
первичного донора были выдвинуты две гипотезы.
Согласно первой из них, это специальная пара мо-
лекул Хл d (Itoh et al., 2007). Сильный контраргумент
основан на термодинамических расчетах (Allakh-
verdiev et al., 2016): энергии, поглощенной ССК,
недостаточно для работы четырехтактного меха-
низма фотоокисления воды (т.н. Cock’s clock).
Согласно второй гипотезе, это ‒ как обычно у ци-
анобактерий ‒ специальная пара молекул Хл a
(P680) (Mimuro et al., 1999). Однако в данном случае
пришлось бы допустить, что энергия мигрирует
против термодинамического потенциала: ССК
содержит Хл d, а тот по сравнению с Хл a поглощает
кванты меньшей частоты. В доказательство второй
гипотезы были использованы данные измерения
флуоресценции клеток при 77 K (Mimuro et al.,
1999, 2004), а также результаты биохимического
анализа, согласно которым соотношение Хл a :
: феофитин a (1 : 1) не изменялось при разных режи-
мах освещения (Mimuro et al., 1999, 2000; Akiyama
et al., 2002; Mimuro et al., 2004). Следует отметить,
что обе гипотезы были предложены до начала опы-
тов с мембранными препаратами A. marina. Полу-
ченные в них результаты, в частности, с помощью
метода инфракрасной спектроскопии с преобра-
зованием Фурье (FTIR), указывали на возмож-
ность существования P713 ‒ специальной пары

молекул Хл d (Tomo et al., 2007); результаты ана-
лиза очищенных препаратов ФС II подтверждали
это (Itoh et al., 2007). Из термодинамических рас-
четов, напротив, следовало, что первичный донор ‒
гетеродимер Хл a/Хл d (Renger, Schlodder, 2008). В
настоящее время утвердилась консенсусная мо-
дель (Allakhverdiev et al., 2016), согласно которой
(рис. 3) в РЦ II содержатся две молекулы феофи-
тина a и 6 молекул хлорофилла, в том числе, не
менее четырех молекул Хл d. Первичным акцеп-
тором, скорее всего, служит молекула Хл d (dD1)

на действующей ветви; квазисимметричная ей
молекула Хл d (dD2) находится на недействующей

ветви. Оставшиеся две молекулы Хл d (dz) выпол-

няют антенную функцию. Вторичным акцепто-
ром, скорее всего, является феофитин a. Подводя
итог, отметим, что неоднозначность выводов о
строении РЦ II у Acaryochloris spp., безусловно,
будет устранена по мере расширения круга мо-
дельных штаммов и использования более совер-
шенных аналитических методов.

ХЛОРОФИЛЛ f

Chl f ‒ это минорный хлорофилл (∼10% содер-
жания Хл a) у ряда одноклеточных цианобактерий,
в частности, Aphanocapsa sp. KC1 (Miyashita et al.,
2014), штамма NSW (Behrendt et al., 2015), Syn-
echococcus sp. PCC 7335 (Gan et al., 2015) и Altericis-
ta variichlora CALU 1173 (Averina et al., 2021). Он
также обнаружен у некоторых нитчатых ци-
анобактерий, например, Halomicronema hongdechlo-
ris C2206 (Chen et al., 2012), Chlorogloeopsis fritschii
PCC 6912 (Airs et al., 2014), Leptolyngbya sp. JSC-1
(Gan et al., 2014), Chlorogloeopsis sp. PCC 9212 (Gan
et al., 2015) и Ch. fritschii CALU 759 (Averina et al.,
2018).

Структура и оптические свойства. При относи-
тельно небольшом структурном различии Хл f и
Хл a (2-формил вместо 2-метила; рис. 1), Q-поло-
са сильно смещена в длинноволновую область
(665 → 698 нм, в 100%-ном ацетоне; см. Averina et al.,
2019). Таким образом, Хл f ‒ наименее энергоемкий
среди известных хлорофиллов (Chen et al., 2010).

Биосинтез. Хл f ‒ регионально более окислен-
ная молекула, чем Хл a. Теоретически, он может
образовываться альтернативными способами
(рис. 2). В первом случае окисляется метильная
группа в молекуле Хл a; во втором случае окисле-
нию подвергается хлорофиллид a (Chen et al.,
2010; Miyashita et al., 2014; Ho et al., 2016). Метода-
ми обратной генетики и гетерологической экс-
прессии показано, что Хл f синтазу кодирует ген
psbA4, который имеется у всех адаптирующихся к
ДКС цианобактерий (Ho et al., 2016). Этот ген ‒
паралог генов семейства psbA (гены ФС II), и хотя
в его продукте, белке PsbA4, нет домена для свя-
зывания марганцевого кластера Н2O-окисляю-
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щего комплекса, в нем присутствуют лиганды для
Хл a и консервативный остаток Tyr (Yz) (Gan et al.,

2015). Хотя Хл f в следовом количестве образуется
даже на белом свету, для адаптивного биосинтеза
требуется ДКС, т.е. белок PsbA4 ‒ это фотоокси-
доредуктаза (Ho et al., 2017b; Shen et al., 2019). Во
избежание путаницы, чтобы не смешивать ген
Хл f синтазы с геном-паралогом, который коди-
рует субъединицу PsbA1 (другое обозначение ‒

субъединица D1) в составе РЦ II, было предложе-

но переименовать ген psbA4 в chlF, а белок

PsbA4 ‒ в ChlF (Ho et al., 2016). По-видимому, ген

chlF является анцестральным геном, и остальные

psbA-гены произошли от него путем дупликации и

дивергенции (Murray, 2012; Cardona et al., 2015).

Иными словами, Хл f ‒ более архаичный при-

знак, чем ФС II (Ho et al., 2016).

Рис. 3. Схема фотосистем у цианобактерий с длинноволновыми хлорофиллами. Объяснение в тексте. Вверху слева:
ФC I у Acaryochloris marina. Обозначения: A, B – каркасный гетеродимер субъединиц, действующая и недействующая
ветви соответственно; Pc – пластоцианин; PA, PB ‒ первичный донор (димер Хл d); A0 (d−1A, d−1B ‒ Хл d; a0A, a0B ‒
Хл a) ‒ первичный акцептор; A1A, A1B ‒ промежуточный акцептор; FX ‒ вторичные акцепторы (FeS-кластеры). Внизу
слева: ФС I у Chroococcidiopsis thermalis. Обозначения: как указано выше, за исключением PA, PB (в данном случае это
димер Хл a) и A0 (в данном случае d–1A это Хл f вместо Хл d). Вверху справа: ФC II у A. marina (по: Averina et al., 2018; c
изменениями). Обозначения: D1, D2 ‒ каркасный димер субъединиц, действующая и недействующая ветви соответ-
ственно; PD1, PD2 ‒ первичный донор (гетеродимер Chl a/Chl d); dD1, dD2 ‒ первичный акцептор (Хл d); Фео a ‒ вто-
ричный акцептор (феофитин a); QA, QB ‒ вторичные акцепторы (хиноны); dZ ‒ Хл d антенны реакционного центра;
YZ, YD ‒ остатки Tyr; Mn ‒ марганцевый кластер H2O-окисляющего комплекса. Внизу справа: ФС II у Ch. thermalis.
Обозначения: как указано выше, за исключением PD1, PD2 (в данном случае это димер Chl a) и dD1 (в данном случае
вместо Хл d это может быть Хл f). aZ ‒ Хл a антенны реакционного центра.
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Фотосинтетический аппарат цианобактерий
с индуцированным образованием

длинноволновых хлорофиллов

Проблема энергетического сопряжения между
длинноволновыми хлорофиллами и Хл a. На воз-
можность миграции энергии от длинноволновых
хлорофиллов к Хл a указывает то, что на перифе-
риях ФС I и ФС II обнаружены пулы молекул Хл f
(Itoh et al., 2015). Однако перенос энергии от Хл f
к Хл a проблематичен из общетеоретических со-
ображений. Действительно, Хл a получает энер-
гию от пигментов, интенсивно поглощающих ви-
димый свет (Хл b, каротиноидов и фикобилипро-
теинов), тогда как Хл f не только слабо поглощает
свет в этой области, но и усиленно флуоресцирует.
К тому же Chl f должен подчиняться правилу
Стокса (возбужденное состояние передается пиг-
менту с максимумом поглощения при большей
длине волны).

Тем не менее, перенос энергии от Хл f к Хл a ‒
это не работа против термодинамического потен-
циала (англ. uphill): второе начало термодинамики,
скорее всего, соблюдается благодаря сочетанию
специфических факторов. К ним относятся:
а) долгое пребывание Хл f в возбужденном состо-
янии; б) низкая энтропия, по статистике Больц-
мана, системы молекул Хл f; в) близкое соседство
молекул Хл f и Хл a; г) особая связь между длин-
новолновыми хлорофиллами и апопротеинами
(Niedzwiedzki et al., 2014; Itoh et al., 2015; Allakhverdiev
et al., 2016; Larkum et al., 2018). Функционирование
Хл f в качестве переносчика энергии подтверждается
результатами спектрометрии H. hongdechloris (Tomo
et al., 2014; Akimoto et al., 2015) и теоретическими
расчетами с применением методов математиче-
ского моделирования (Schmitt et al., 2019).

Светособирающий комплекс. По априорным
представлениям, Хл f прежде всего антенный пиг-
мент (Chen, Blankenship, 2011; Allakhverdiev et al.,
2016; Nürnberg et al., 2018), хотя конкретные дан-
ные о составе хлорофиллсодержащего ССК у ци-
анобактерий, индуцированно образующих Хл f
или Хл f/Хл d, в настоящее время отсутствуют. За-
то известно, как при адаптации к ДКС изменяет-
ся структура ФБС. В частности, у Leptolyngbya sp.
JSC-1 количество цилиндрических суперком-
плексов кора уменьшается с трех до двух (Gan et al.,
2014). Из-за изменения состава хромофоров мак-
симум поглощения кора смещается на 40 нм в
длинноволновую сторону (обычно он при ~650 нм;
Glazer, Bryant, 1975). При адаптации к ДКС у
H. hongdechloris вместо пятицилиндрового кора
образуется двухцилиндровый кор из субъединиц
АФЦ с максимумами поглощения при 653 и 712 нм
(Li et al., 2016). У адаптированного к ДКС штамма
Synechococcus sp. PCC 7335 имеются “стандартная
ФБС” (трехцилиндровый кор; периферические
стержни из ФЦ и АФЦ) и “мини-ФБС” (двухци-

линдровый кор из аллофикоцианинов ApcB2,
ApcD2/D3/D5, ApcE2 и ApcF). Максимум погло-
щения “мини-ФБС” расположен при большей дли-
не волны (711 нм вместо 650 нм), и пик низкотем-
пературной флуоресценции при 730 нм (Ho et al.,
2017a).

Длинноволновые сдвиги “стандартной ФБС”
и образование “мини-ФБС” обеспечивают ми-
грацию энергии в направлении АФЦ → Хл f. Кроме
того, установлено, что разделение зарядов в РЦ II
ускоряется при наличии АФЦ-содержащих длин-
новолновых антенн, тогда как у остальных извест-
ных типов фотосистем увеличение эффективной
площади ССК, напротив, замедляет разделение за-
рядов (Mascoli et al., 2022).

Реакционные центры. Неизвестно, участвует ли
Хл f в первичной фотохимии (Allakhverdiev et al.,
2016). Результаты опытов с выращенными на
ДКС клетками Chroococcidiopsis thermalis теорети-
чески допускают, что Хл f участвует в разделении
зарядов в РЦ I и РЦ II (Nürnberg et al., 2018) (рис. 3).
Очевидно, что фотохимическая активность спе-
циальной пары Хл fХл f (или Хл f/Хл d) зависит от
того, будет ли редокс-потенциал возбужденного
состояния выше по абсолютной величине, чем у
P700* и P680* (Nürnberg et al., 2018).

ФС I, как следует из анализа клеток Ch. therma-
lis, выращенных на ДКС, содержит 7‒8 молекул
Хл f, причем большинство из них входит в кор-ан-
тенну (Shen et al., 2019; Gisriel et al., 2020). Недав-
ний анализ ФС I Fischerella thermalis с помощью
фемтосекундной спектроскопии (FTIR) показы-
вает, что у этой цианобактерии длинноволновые
хлорофиллы ‒ исключительно антенные пигменты
(Cherepanov et al., 2020). Однако предыдущее изу-
чение F. thermalis и Ch. thermalis этим же методом
(Nürnberg et al., 2018; Hastings et al., 2019) позволи-
ло считать, что, хотя длинноволновые хлорофил-
лы и не выполняют функцию первичного донора
(PA/PB), первичным акцептором (f–1А и/или f–1B)

все же может быть Хл f (рис. 3).

ФС II в клетках Ch. thermalis, выращенных на
ДКС, содержит в основном Хл a (до 30 молекул),
а также 4 молекулы Хл f и одну молекулу Хл d.
Только одна молекула длинноволнового хлоро-
филла участвует в переносе электронов; она, ви-
димо, входит в специальную пару (Nürnberg et al.,
2018). По уточненным данным, такая молекула
находится в положении-D1 (Nürnberg et al., 2018;
Judd et al., 2020), а не в положении-PD1, как счита-

ли ранее (см. Gorka et al., 2021). Альтернативным
членом специальной пары может быть длинно-
волновый хлорофилл в положении-РD2 (рис. 3).

Иными словами, специальной парой в ФС II счи-
тается, хотя и не окончательно, гетеродимер
Хл а/Хл f или гетеродимер Хл а/Хл d (Judd et al.,
2020). Недавно проведенное крио-ЭМ моделиро-
вание ФС II для ДКС-адаптированных клеток
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Synechococcus sp. PCC 7335 позволило идентифи-
цировать одну молекулу Хл d в положении-PD1 и

четыре молекулы Хл f в кор-антенне (Gisriel et al.,
2021). Согласно филогенетической реконструк-
ции, адаптированная к ДКС анцестральная ФС II
содержала в цепи переносчиков одну молекулу
Хл d, а также две молекулы Хл f и три молекулы
Хл a в составе антенных субъединиц, причем со-
временная структура могла сформироваться раз-
ными способами (Gisriel et al., 2022).

Благодаря внедрению в сердцевину ФС II от-
дельных молекул длинноволнового хлорофилла
ДКС-адаптирующиеся цианобактерии эффек-
тивнее реагируют на изменение спектрального
состава света, чем A. marina (Mascoli et al., 2022).

КЛАСТЕР ФОТОАДАПТАЦИИ К ДАЛЬНЕМУ 
КРАСНОМУ СВЕТУ (FaRLiP)

Генный кластер FaRLiP (сокр. англ. Far-Red
Light Photoacclimation) ответствен за комплекс
изменений при фотосинтетической “акклимати-
зации” к световому режиму, при котором ДКС
преобладает над видимым светом (Gan et al., 2014,
2015; Gan, Bryant, 2015). В процессе фотоакклимати-
зации индуцируется образование Хл f или Хл f/Хл d и
перестраиваются ФС I, ФС II и ФБС (Gan et al.,
2014; Gan, Bryant, 2015; Gan et al., 2015). По ре-
зультатам протеомного анализа, несмотря на пе-
реход на качественно новый световой режим,
паттерн метаболизма в целом сохраняется. Изме-
нение белкового состава избирательно затрагива-
ет фотосинтетический аппарат: образуются апо-
протеины Хл f-содержащих фотосистем и вместо

“стандартной ФБС” ‒ субъединицы длинновол-
новой (red-shifted) ФБС (Chen et al., 2019).

По данным в свободном доступе, кластер
FaRLiP присутствует у 20 штаммов цианобакте-
рий (Gan et al., 2014, 2015; Trampe, Kühl, 2016; An-
tonaru et al., 2020). В частности, к ним относятся
одноклеточные цианобактерии Ch. thermalis PCC
7203 и Synechococcus sp. PCC 7335, а также нитча-
тые цианобактерии Calothrix sp. PCC 7507, Chloro-
gloeopsis sp. PCC 9212 и F. thermalis PCC 7521.

В кластер FaRLiP входит 21 ген. Это, в первую
очередь, гены rfpA, rfpB и rfpC, кодирующие белки
двухкомпонентной фосфорелейной системы
(Zhao et al., 2015). Продукт гена rfpA ‒ фоторецеп-
тор RfpA ‒ принадлежит к группе т.н. “knotless”
(не имеющих сенсорного PAS-домена) фитохро-
мов. Проводником сигнала служит CheY-подобный
белок RfpC, регулятором ответа ‒ белок RfpB, кото-
рый содержит два CheY-подобных домена, фланки-
рующих ДНК-связывающий домен. Белок RfpB
действует как позитивный регулятор генов кла-
стера FaRLiP (Zhao et al., 2015; Ho et al., 2017b).
Мутанты Ch. fritschii PCC 9212, Ch. thermalis PCC
7203 и Synechococcus sp. PCC 7335 по генам rfpA, rfpB
и rfpC не образуют Хл f, тогда как Хл d образуется
и на белом свету, и на ДКС (Zhao et al., 2015). Ре-
гуляторные гены кластера FaRLiP обычно распо-
ложены на хромосоме в порядке rfpB‒rfpA‒rfpC
(Gan et al., 2015); исключение составляют новые
виды A. variichlora (Averina et al., 2021) и Kovacikia
minuta (Shen et al., 2022), у которых ген rfpB
обособлен от генов rfpA и rfpC (рис. 4).

К числу нерегуляторных генов кластера
FaRLiP принадлежат паралоги генов субъединиц
ФС I ‒ psaA2/B2/F2/I2/J2/L2, а также паралоги

Рис. 4. Схематическое изображение генного кластера FaRLiP у представителей разных родов цианобактерий. Обозна-
чения генов из отдельных групп приведены только для ранее описанного вида A. variichlora (Averina et al., 2021).
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генов субъединиц ФС II ‒ psbA3/A4/B2/C2/D2.
Продукты этих генов связывают не только Хл a,
но и оба длинноволновых хлорофилла (Gan, Bry-
ant, 2015). По результатам протеомного анализа
штамма Leptolyngbya sp. JSC-1, каркас РЦ II обра-
зуют продукты генов-паралогов ‒ белки PsbA3 и
PsbA4 (Gan et al., 2014). Белок PsbA3 содержит
полный набор сайтов для лигандирования мар-
ганцевого кластера и других фотохимически ак-
тивных компонентов ФС II (Murray, 2012; Cardona
et al., 2015; Gan et al., 2015). По сравнению с ним
белок PsbA4 (другое обозначение ‒ srPsbA; сокр.
англ. super rogue ‒ “особо резко отличающаяся
форма белка PsbA”) настолько модифицирован,
что в нем отсутствует сайт для связывания мар-
ганцевого кластера (Murray, 2012; Cardona et al.,
2015; Gan et al., 2015). Как отмечено, белок PsbA4
дополнительно выполняет функцию Хл f синта-
зы: при гетерологической экспрессии в клетках
Synechococcus sp. PCC 7002 генов psbA4 Ch. fritschii
PCC 9212 и F. thermalis PCC 7521 начинается син-
тез Хл f (Ho et al., 2016; Shen et al., 2019). Иными
словами, адаптированная к ДKС фотосистема с
гомодимером белка PsbA4 или гетеродимером
белков PsbA4/PsbA1 (D1) не только выполняет
роль универсального донора электронов, но и на-
прямую участвует в одной из реакций конструк-
тивного метаболизма (Shen et al., 2019; Trinugroho
et al., 2020).

В кластер FaRLiP также входят паралоги генов
apcA2/B2/D2/D3/E2, кодирующих аллофикоциа-
нинные субъединицы кора ФБС (Gan et al., 2014;
Zhao et al., 2015). При адаптации к ДКС приоста-
навливается синтез фикоэритрина и фикоэрит-
роцианина ‒ фикобилипротеинов с зеленым
(∼550 нм) максимумом поглощения (Gan et al.,
2015; Soulier et al., 2020). На белом свету эти пиг-
менты расположены на дистальном конце стерж-
ней ФБС; теперь же стержни укорачиваются,
обогащаясь ФЦ ‒ рецептором ближнего красного
света (∼650 нм). В отличие от аллофикоцианина
ApcA1, образующегося на белом свету, аллофико-
цианины ApcA2, ApcD2 и ApcD3 содержат допол-
нительные остатки Cys, которые не связывают
хромофоров и не образуют дисульфидных мости-
ков (Gan et al., 2015; Herrera-Salgado et al., 2018;
Bryant et al., 2020). Поскольку у выращенных на
ДКС мутантов Synechococcus sp. PCC 7335 по генам
apc резко уменьшается содержание Хл d, допол-
нительные остатки Cys, видимо, участвуют в об-
разовании этого хлорофилла (Bryant et al., 2020),
Продукт еще одного гена-паралога, белок АрсЕ1
(другое обозначение ‒ LCM; сокр. англ. Linker
Core-Membrane) прикрепляет кор ФБС к мембра-
не тилакоида; аминокислотная последователь-
ность его N-концевого участка сходна с амино-
кислотной последовательностью α-субъединицы
аллофикоцианина ApcA1. Наконец, хотя белок
АрсЕ2 содержит “карман” для хромофора (а.о.

номеров 180‒230), фикоцианобилин связывается
нековалентно, и максимум поглощения переме-
щается в длинноволновую область (Gan et al.,
2015; Miao et al., 2016; Ho et al., 2017a).

ЦИАНОБАКТЕРИИ С КОНСТИТУТИВНЫМ 
ОБРАЗОВАНИЕМ ХЛОРОФИЛЛА d

Штамм A. marina MBIC 11017, первый из обна-
руженных Хл d-содержащих организмов, был вы-
делен из колонии асцидий Lissoclinum patella в за-
падной части Тихого океана (Miyashita et al.,
1996). В данном случае этот тип хлорофилла со-
ставлял большинство молекул хлорофилла: на Хл a
в зависимости от светового режима приходилось
только 1‒10% (Miyashita et al., 1997; Mimuro et al.,
2004; Lin et al., 2013). Штаммы, образующие Хл d,
также выделены из симбиотических ассоциаций
A. marina с другими асцидиями ‒ Diplosoma spp.
(Kühl et al., 2005), L. fragile (López-Legentil et al.,
2011) и Cystodytes dellechiajei (Martinez-Garcia et al.,
2011). Наряду с типовым штаммом MBIC 110017, вид
A. marina и родственные виды представлены эпи-
фитными, эпизойными и эндозойными штаммами
из низких широт Мирового океана: Awaji-1
(Murakami et al., 2004), CCMEE 5410 (Miller et al.,
2005), MBIC 10697 (Swingley et al., 2005), HICR
111A (Mohr et al., 2010), MPGRS1 (Larkum et al.,
2012), CRS (Behrendt et al., 2013) и Ssball 1 (Lin
et al., 2013), а также эпилитными и эндолитными
штаммами разного географического происхожде-
ния (см. ниже).

Морфология и ультраструктура
цианобактерий рода Acaryochloris

Штаммы Acaryochloris spp. совместно кластери-
зуются на дендрограмме (рис. 5). Их морфологиче-
ское разнообразие невысоко: например, в отличие
от одиночных клеток типового штамма A. marina
MBIC 11017 (Miyashita et al., 1996), клетки
Acaryochloris sp. HICR111A образуют неупорядо-
ченные агрегаты (Mohr et al., 2010). Ультраструктура
ламеллярной системы однообразна: в частности,
тилакоиды Acaryochloris sp. CCMEE 5410 и
Acaryochloris sp. MPGRS1 лежат параллельными
рядами вдоль цитоплазматической мембраны
(Miller et al., 2005; Larkum et al., 2012). Исключе-
нием служит вид-кандидат Сandidatus Acaryochloris
bahamensis, у которого зона флуоресценции фи-
кобилипротеинов (при 640‒670 нм) не совпадает
с зоной флуоресценции Хл d (при ∼750 нм) (Lo-
pez-Legentil et al., 2011). По-видимому, наблюдаемая
анизотропия объясняется неравномерным рас-
пределением “мини-ФБС” по ламеллярной систе-
ме, что, в свою очередь, может быть следствием
векторной ориентации симбионта в теле асцидии
L. fragile.
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Рис. 5. Филогенетическое древо цианобактерий, образующих длинноволновые хлорофиллы, основанное на сравне-
нии (методом Maximum Likelihood) последовательностей гена 16S рРНК. В узлах ветвления – достоверность (boot-
strap) для 1000 альтернативных деревьев; значения <50% не показаны. Обозначения: белые треугольники – штаммы c
конститутивным образованием Хл d; белые круги – штаммы с индуцированным образованием Хл f или Хл f/Xл d; чер-
ные круги – полученные авторами штаммы с индуцированным образованием Хл f/Xл d (не опубликованы за исклю-
чением A. variichlora CALU 1173; см.: Averina et al., 2021).
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Эколого-географическое разнообразие
штаммов Acaryochloris spp.

Эти цианобактерии приурочены к бедным види-
мым светом морским местообитаниям и континен-
тальным водоемам. Они образуют биопленки и
микробные маты (в том числе, строматолиты) или
участвуют в симбиотических ассоциациях с водо-
рослями и беспозвоночными (Murakami et al.,
2004; Kühl et al., 2005; Miller et al., 2005; Ohkubo et al.,
2006; Mohr et al., 2010; Behrendt et al., 2011; Marti-
nez-Garcia et al., 2011; Li et al., 2013).

Обитатели коралловых рифов. По данным ме-
тагеномного анализа, штаммы р. Acaryochloris часто
встречаются в биопленках на коралловых рифах.
В таких местообитаниях филотипы, включающие
последовательности 16S рДНК Aсaryochloris spp.,
насчитывают 5% цианобактериальных и 1.8% сум-
мы бактериальных последовательностей (Behrendt
et al., 2011). Специфической нишей для Acaryochloris
spp., в частности, для штамма HICR111A, служат
останки кораллов на Большом Барьерном рифе, о
чем свидетельствуют морфологические, спектро-
скопические и молекулярно-генетические дан-
ные (Mohr et al., 2010; Behrendt et al., 2011, 2013).

Симбионты асцидий. Большинство Хл d-содер-
жащих симбионтов асцидий принадлежат к числу
некультивируемых бактерий (Ohkubo, Miyashita,
2012). По результатам ПЦР с использованием
праймеров для амплификации гена 16S рРНК
представителей р. Aсaryochloris, симбионты асци-
дий Didemnum spp., Lissoclinum patella, L. punctatum
и L. timorense образуют 14 филотипов (Ohkubo,
Miyashita, 2012). Хл d-содержащие симбионты ко-
лониальных асцидий Diplosoma similis и D. virens
скапливаются в базальном отделе тела хозяина
(Kühl et al., 2005). Микроколонии цианобактерий
с такими же спектральными характеристиками,
как у штаммов р. Aсaryochloris, прикрепляются к
тунике средиземноморской асцидии Cystodytes
dellechiajei (Martinez-Garcia et al., 2011). Хл d-со-
держащие штаммы размножаются в тунике
взрослых асцидий L. fragile и личинок, что указы-
вает на вертикальный путь наследования микросим-
бионта. С учетом <5%-ного сходства последователь-
ностей 16S рДНК этих цианобактерий и A. marina
MBIC 11017 они отнесены к виду-кандидату Сan-
didatus Acaryochloris bahamiensis (López-Legentil
et al., 2011).

Эпифиты. Хл d-содержащие эпифиты обнаруже-
ны с помощью спектроскопии и флуоресцентного
анализа у морских красных водорослей Ahnfeltiopsis
flabelliformis, Callophyllis japonica и Carpopeltis prolifera
(Murakami et al., 2004). По результатам секвени-
рования 16S рДНК, сходные с A. marina штаммы
ассоциированы с красными водорослями Caula-
canthus ustulatus, Chondria crassicaulis, Ch. ocellatus,
Gloiopeltis furcata и Grateloupia lanceolata, а также с
зеленой водорослью Ulva pertusa и бурой водорос-

лью Undaria pinatifida (Ohkubo et al., 2006). Штамм
MPGRS1 выделен в Юго-Восточной Австралии с
таллома красной водоросли Gelidium caulacan-
theum, растущей на пневматофоре мангрового де-
рева Avicennia marina. Желтоватая взвесь в воде
сильно поглощает видимый свет, что способствует
избирательному росту цианобактерий, образую-
щих Хл d (Larkum et al., 2012). Отдельный экотип
выявлен в субтропических лесах Центрального Ки-
тая; наряду со штаммом Acaryochloris sp. CCNUM4,
в него входят штаммы, имеющие близких родствен-
ников среди морских цианобактерий (Zhang et al.,
2019). Упомянутые штаммы ассоциированы со
мхами на известняковых породах и макрофитами
в прудах и ручьях; в таких затененных нишах обыч-
но много ДКС на фоне остаточного белого света.
По последним данным, у штаммов Acaryochloris sp.,
выделенных в калифорнийской приливно-отлив-
ной зоне с талломов красных водрослей Chond-
racanthus sp. и Neogastroclonium sp. и бурой водо-
росли Desmarestia sp., содержание Хл d составляет
99% всего хлорофилла (Kiang et al., 2022). По резуль-
татам спектрометрического анализа in situ, это са-
мый коротковолновый из хлорофиллов, известных
у р. Acaryochloris (Q-полоса при 704‒705 нм).

Эпилиты и эндолиты. Штамм CCMEE 5410 вы-
делен из донного микробного мата в умеренно га-
лофильном оз. Солт-Лейк в Южной Калифорнии
(Miller et al., 2005). Последовательности 16S
рДНК у представителей р. Aсaryochloris встреча-
ются в ампликонных библиотеках материала с ка-
менистого дна водоемов умеренных и высоких
широт. По данным метагеномного анализа, ци-
анобактерии, сходные со штаммами р. Aсaryochloris,
участвуют в микробных сообществах на пирамидах
Майя (McNamara et al., 2006), на гранитных скалах
Антарктиды (de los Rios et al., 2007) и на ископае-
мых строматолитах Боливийских Анд (Fleming,
Prufert-Bebout, 2010).

Эндолиты, близкие штаммам р. Aсaryochloris,
ассоциированы с известковыми кораллиновыми
водорослями. Они охарактеризованы с помощью
TaqMan-ПЦР в материале из Красного моря и с
Большого Барьерного рифа, а также собранного
на морском побережье в Испании и Хорватии;
численность этих цианобактерий варьирует от 40

клеток до 1.51 × 103 клеток на 1 мг образца (Beh-
rendt et al., 2011, 2014).

ЦИАНОБАКТЕРИИ C ИНДУЦИРОВАННЫМ 
ОБРАЗОВАНИЕМ ДЛИННОВОЛНОВЫХ 

ХЛОРОФИЛЛОВ

Как указано, в отличие от штаммов р. Acaryochlo-
ris, у которых Хл d присутствует конститутивно,
некоторые цианобактерии способны индуциро-
ванно образовывать либо один Хл f, либо Хл f од-
новременно с Хл d (штаммы с индуцированным
синтезом одного Хл d неизвестны).
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Такие объекты встречаются в морских и прес-
новодных местообитаниях (Akutsu et al., 2011;
Averina et al., 2018) и термальных источниках (Gan
et al., 2014, 2015), на заболоченной почве (Airs et al.,
2014; Gan et al., 2015) и в карстовых пещерах (Beh-
rendt et al. 2015). В основном они образуют
биопленки и микробные маты, в том числе стро-
матолиты (Chen et al., 2010; Trampe, Kühl, 2016).

Штаммы с индуцированным
синтезом хлорофилла f

Культивируемые представители этой группы
немногочисленны. Первый из них, штамм C2206,
был выделен из строматолита в австралийском за-
ливе Шарк-Бей (Chen et al., 2010). Клетки разме-
ром 0.6‒0.8 × 1.0‒1.3 мкм (близко к минимуму
для цианобактерий; см.: Chisholm et al., 1992) об-
разуют неветвящиеся трихомы с чехлом толщиной
100‒200 нм. На белом свету Хл f не образуется; в
адаптированных к ДКС клетках он составляет
12.5% количества Хл a. С помощью полифазного
подхода эта цианобактерия описана как новый
вид ‒ H. hongdechloris (Chen et al., 2012).

Клетки штамма Aphanocapsa sp. KC1 из озера
Бива (Akutsu et al., 2011), размер которых 1.3‒2.0 ×
× 1.3‒3.0 мкм, образуют неупорядоченные скоп-
ления; при двухнедельном росте на ДКС содер-
жание Хл f равно 8% Хл a (Miyashita et al., 2014).
Образующие Хл f штаммы Aphanocapsa muscicola
VP3-03 и 5N-04, а также штаммы Acaryochloris sp.
JJ8A6 и JJ7-5, кластеризуются вместе с Хл d-
cодержащими штаммами, однако они не синте-
зируют этот пигмент (Miyashita et al., 2014).
Штаммы, сходные с KC1, выделены из биопленок
в австралийских карстовых пещерах Дженолан
(Behrendt et al., 2015).

При проведении скрининга во влажных суб-
тропических лесах Центрального Китая были
обнаружены образующие Хл f одноклеточные
цианобактерии из родов Aphanocapsa и Chroococ-
cidiopsis, а также нитчатые цианобактерии, при-
надлежащие к двум ранее неизвестным родам
сем. Leptolyngbyaceae (Zhang et al., 2019).

Штаммы с индуцированным
образованием хлорофиллов f и d

Такие штаммы, в частности, одноклеточные
цианобактерии Chroococcidiopsis thermalis PCC 7203
и Synechococcus sp. PCC 7335, выделены из образ-
цов почвы около немецкого г. Грайфсвальда и с
раковины моллюска в приливно-отливной зоне у
мексиканского курортного города Пуэрто-Пе-
ньяско (Gan et al., 2015). Нитчатая цианобактерия
Calothrix sp. PCC 7507 изолирована из сфагнового
болота в окрестностях швейцарского г. Каста-
ниенбаума (Gan et al., 2015). Два штамма нитча-
тых цианобактерий р. Chlorogloeopsis ‒ Ch. fritschii

PCC 6912 и Chlorogloeopsis sp. PCC 9212 ‒ выделе-
ны из образцов воды на рисовом поле в районе
индийского города Аллахабада и из термального
источника близь испанского города Оренсе (Airs
et al., 2014; Gan et al., 2015). Еще два нитчатых
штамма ‒ Leptolyngbya sp. JSC-1 и F. thermalis PCC
7521 ‒ выделены из плавучего микробного мата в
термальном источнике на территории кемпинга
Ладьюк и из термального источника в карстовой
воронке Мамонт II, оба на территории Йелло-
устонского национального парка США (Gan
et al., 2014, 2015). Шестой нитчатый штамм, Lep-
tolyngbya sp. CCM4, выделен из строматолита око-

ло мексиканского г. Куатросьенегас (Gómez-Lo-
jero et al., 2018). Наконец, путем ретроспективно-
го скрининга у штамма Synechocystis sp. CALU 1173
из коллекции СПбГУ обнаружена способность к
индуцированному образованию Хл d и Хл f, и на
основе полифазного подхода он диагностирован
как типовой штамм нового вида A. variichlora
(Averina et al., 2021).

ФИЛОГЕНИЯ И ТАКСОНОМИЯ 
ЦИАНОБАКТЕРИЙ

C ДЛИННОВОЛНОВЫМИ ХЛОРОФИЛЛАМИ

Филогенетические взаимоотношения штаммов,
образующих длинноволновые хлорофиллы. Штам-
мы Acaryochloris spp. объединяются в компактный
филогенетический кластер (рис. 5). Из этого сле-
дует, что конститутивный синтез Хл d можно рас-
сматривать как позднее эволюционное приобре-
тение (Li, Chen, 2015). Однако высокое сходство с
16S рДНК типового штамма A. marina MBIC 11017
не всегда коррелирует со способностью синтези-
ровать Хл d. В частности, штамм RCC1774 не об-
разует Хл d, но у него имеется Хл b; в частности,
это позволило в рамках полифазного подхода опи-
сать новый вид ‒ A. thomasi (Partensky et al., 2018).
Штаммы-деструкторы нефти KUAC 3056 и KUAC
3106, выделенные из Персидского залива, также
не образуют Хл d (Al-Bader et al., 2013). С учетом
степени сходства по 16S рДНК с A. marina MBIC
11017, эти штаммы можно было бы отнести к но-
вому виду р. Acaryochloris.

В отличие от компактно кластеризующихся
штаммов с конститутивным образованием Хл d
(рис. 5), штаммы с индуцированным синтезом
длинноволновых хлорофиллов сильно диверги-
руют (Сhen et al., 2012; Airs et al., 2014; Gan et al.,
2014; Miyashita et al., 2014; Behrendt et al., 2015; Gan
et al., 2015). Соответственно, данную стратегию
можно считать более архаичной, хотя и не исключа-
ется часто происходивший горизонтальный пере-
нос всего кластера FaRLiP (Gan et al., 2015).

Хлорофиллы как таксономический признак.
Примеры, когда тип хлорофилла используется
как таксономический признак, особенно когда
этот признак отражен в номенклатуре, довольно
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редки. Хлорофиллам Хл b или Хл b2 придавалось

центральное значение в диагнозах цианобакте-
рий-прохлорофитов Prochloron (Lewin, 1976),
Prochlorothrix (Burger-Wiersma et al., 1989) и
Prochlorococcus (Chisholm et al., 1992). Повторяю-
щийся элемент родовых имен “-chloro-” вначале
указывал на присутствие хлорофилла b, а также
на гипотетическую роль предка (элемент “Pro-”)
зеленых водорослей Chlorophyceae (см.: Lewin,
1976), впоследствии опровергнутую (см.: Пине-
вич и соавт., 2010).

Конститутивное образование Хл d ‒ признак
р. Acaryochloris, в котором три вида ‒ типовой
A. marina (Miyashita et al., 2003), вид-кандидат
Candidatus A. bahamiensis (Lopez-Legentil et al.,
2011) и описанный по правилам Ботанического
Кодекса новый вид A. thomasi (Partensky et al.,
2018). На наш взгляд, родовое имя выбрано не-
удачно: так можно назвать любую бактерию
(“Acaryo-”), обладающую хлорофиллом (“-chloris”).

Цианобактерии с индуцированным образова-
нием длинноволновых хлорофиллов распределе-
ны по морфологическим Субсекциям I‒V, или
условным эквивалентам ботанических порядков,
описанным в руководстве Берги (см.: Castenholz,
2015). В частности, вид H. hongdechloris принадле-
жит к Субсекции III. В данном случае видовой
эпитет буквально означает “c красным хлорофил-
лом” (кит. hong-de ‒ красного цвета), хотя имеет-
ся в виду Хл f с максимумом поглощения в ДКС
(Сhen et al., 2012). Наконец, видовой эпитет ци-
анобактерии A. variichlora (Субсекция I) указыва-
ет на образование разных (“varii-”) хлорофиллов
(“-chlora”), в данном случае ‒ Хл a, Хл f и Хл d
(Averina et al., 2021).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Успехи в изучении длинноволновых хлорофил-
лов и фотосинтетической адаптации цианобакте-
рий к ДКС достигнуты благодаря использованию
комплекса современных аналитических методов
(особенно биоинформатики) в сочетании с тради-
ционными поисками и описанием ранее неизвест-
ных объектов. Полученные данные дополняют
представления о механизмах фототрофии, разнооб-
разии, распространении и экологии фототрофных
бактерий. На основе фундаментальных разработок
появилась перспектива привлечь дополнительный
ресурс световой энергии к технологиям промыш-
ленного фотосинтеза. При этом несколько важ-
ных задач решены лишь частично: 1) конкретика
биосинтеза Хл d и Хл f; 2) структура реакционных
центров и ССК, содержащих эти хлорофиллы;
3) распространение и вариабельность кластера
FaRLiP; 4) филогения цианобактерий с длинно-
волновыми хлорофиллами. Растущий интерес к
феномену фотосинтетической адаптации ци-

анобактерий к ДКС служит залогом новых от-
крытий и обобщений.
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Abstract—The phenomenon of photosynthetic adaptation of cyanobacteria to far-red light (FRL; 700−750
nm) is closely related to such basic themes as: phototrophy, microbial ecology, and diversity of bacteria. In
applied terms, this bioenergetic strategy is essential for biotechnology of photosynthesis, with a perspective
of getting access to an additional light energy resource. The majority of cyanobacteria is known to use
400−700 nm wavelength light, excited state being channeled from the light-harvesting complex to reaction
centers of two photosystems containing chlorophyll a (Chl a) with the red maxima of ~700 nm. After isolation
of first strains producing chlorophylls d and f it appeared that cyanobacteria can also use FRL. A significant
amount of data has currently been obtained concerning the cyanobacteria which constitutively produce Chl
d, as well as of those which produce Chl f or Chl f/Chl d during FRL photoacclimation (FaRLiP). Incorpo-
rating these pigments into photosynthetic apparatus, particularly with the use of FaRLiP mechanism aug-
ments the adaptation potential of cyanobacteria and expands their distribution span. The review provides the
evidence on: photosynthetic apparatuses containing Chl d or Chl d/Chl f; the FaRLiP gene cluster; phylogeny
of cyanobacteria constitutively or inducibly producing red-shifted chlorophylls; the use of chlorophylls in
chemotaxonomy and the application of this character in cyanobacterial nomenclature.

Keywords: far-red light, FaRLiP gene cluster, reaction center, light-harvesting complex, phycobilisome,
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Бактерии филума Acidobacteriota являются одной из основных групп прокариот в почвах и торфяни-
ках. Особенно многочисленны ацидобактерии в кислых верховых болотах, где доминируют пред-
ставители хорошо изученного класса Acidobacteriia. Разнообразие и метаболический потенциал аци-
добактерий, населяющих низинные болота с нейтральным рН, исследованы меньше. Мы провели
сравнительный анализ состава сообществ ацидобактерий в четырех верховых и шести низинных боло-
тах Вологодской области. Фрагменты последовательностей генов 16S рРНК ацидобактерий составляли
30–42 и 7–22% всех прочтений, полученных из образцов торфа верховых и низинных болот, соответ-
ственно. Ацидобактерии верховых болот были представлены порядками Acidobacteriales и Bryobacte-
rales класса Acidobacteriia, тогда как в торфе низинных болот преобладали классы Vicinamibacteria и
Blastocatellia. Из метагеномов торфа низинных болот были собраны геномы четырех представителей
Blastocatellia (семейство Pyrinomonadaceae, 2 генома), Vicinamibacteria (семейство UBA2999) и Thermoan-
aerobaculia (порядок UBA5066). Анализ геномов выявил у всех четырех микроорганизмов ключевые пу-
ти аэробного гетеротрофного метаболизма, в том числе Эмбдена‒Мейергофа и глюконеогенеза, не-
окислительный этап пентозофосфатного пути, цикл трикарбоновых кислот, а также электрон-транс-
портную цепь аэробного дыхания, включающую терминальные цитохром с-оксидазы. Все геномы
кодируют молибдоптериновые оксидоредуктазы CISM семейства и мультигемовые цитохромы с,
что указывает на возможность диссимиляционного восстановления соединений серы и Fe(III) в
анаэробных условиях. Вероятными субстратами для роста могут являться аминокислоты, пептиды
и жирные кислоты. Представители Pyrinomonadaceae также могут использовать углеводы, включая
полисахариды и, вероятно, участвуют в деструкции различных биополимеров в торфяных болотах.
Представители Thermoanaerobaculia и Vicinamibacteria не имеют генов секретируемых гликозил-
гидролаз и могут использовать ограниченный спектр простых сахаров. Геном представителя Vicina-
mibacteria содержал набор генов, кодирующих ранее не описанные у ацидобактерий бактериальные
микрокомпартменты (метаболосомы), вероятно, участвующие в метаболизме L-рамнозы.

Ключевые слова: Acidobacteriota, низинные болота, верховые болота, Vicinamibacteria, Blastocatellia,
Thermoanaerobaculia, метагеномный анализ, геном
DOI: 10.31857/S0026365622600511

Представители филума Acidobacteria, недавно
переименованного в филум Acidobacteriota (Oren,
Garrity, 2021) составляют одну из численно доми-
нирующих групп бактерий в почвах и торфяниках
(Ludwig et al., 1997; Janssen, 2006; Jones et al., 2009;
Lauber et al., 2009; Kielak et al., 2016; Dedysh, Oren,
2020; Ivanova et al., 2020a, 2020b). По данным мо-
лекулярного профилирования состава микроб-
ных сообществ почв по генам 16S рРНК, доля
ацидобактерий обычно составляет от 5 до 50%
всего пула прочтений ПЦР-фрагментов этих ге-
нов (Janssen, 2006; Lee et al., 2008; Lauber et al.,

2009; Foesel et al., 2014). Знания о функциональ-
ной роли ацидобактерий в почвенных экосистемах
включают сведения о деструкции различных био-
полимеров и участии в глобальных циклах углеро-
да, железа и водорода (Kielak et al., 2016; Eichorst
et al., 2018), однако этот перечень далеко не по-
лон, так как спектр культивируемых ацидобакте-
рий остается ограниченным. Известное разнооб-
разие ацидобактерий составляет 26 филогенети-
ческих подгрупп (Barns et al., 2007), которые
относятся к 15 классам (Dedysh, Yilmaz, 2018).
Лишь пять из этих классов ‒ Acidobacteriia, Blasto-
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catellia, Holophagae, Vicinamibacteria и Thermoanae-
robaculia ‒ содержат таксономически охарактери-
зованных представителей (Dedysh, Yilmaz, 2018).
Подавляющее большинство полученных в культу-
рах и охарактеризованных ацидобактерий принад-
лежат к классу Acidobacteriia, который объединяет
ацидофильных и ацидотолерантных, аэробных и
анаэробных хемоорганотрофов, использующих
широкий спектр моно-, ди- и полисахаридов, об-
ладающих гидролитическим потенциалом и насе-
ляющих преимущественно кислые наземные ме-
стообитания (Dedysh, Oren, 2020).

Болота являются одной из экосистем, обильно
колонизованных ацидобактериями. Их доля в со-
ставе микробных сообществ особенно высока в
кислых верховых болотах (Dedysh et al., 2006;
Dedysh, 2011; Ivanova et al., 2020a), а доминирую-
щие популяции представлены ацидобактериями
порядков Acidobacteriales и Bryobacterales (Ivanova
et al., 2020a). Пул охарактеризованных представи-
телей этих порядков довольно велик. Он включа-
ет бактерии родов Granulicella (Pankratov, Dedysh,
2010), способных к деструкции ряда полисахари-
дов растительного происхождения, представите-
лей рода Bryobacter, утилизирующих специфиче-
ские продукты разложения фитомассы сфагновых
мхов (Kulichevskaya et al., 2010), целлюлолитиче-
ских и хитинолитических ацидобактерий родов
Telmatobacter (Pankratov et al., 2012) и Acidisarcina
(Belova et al., 2018) соответственно, а также ряда
других родов этих порядков. В противополож-
ность верховым болотам, состав и функциональный
потенциал ацидобактерий, населяющих низинные
болота с нейтральной реакцией среды, изучены сла-
бо. Как было отмечено в ранее проведенном анали-
зе микробных сообществ двух низинных болот, в
составе ацидобактерий преобладают представи-
тели класса Blastocatellia и ряда некультивируе-
мых филогенетических подгрупп этого филума
(Ivanova et al., 2020a).

Настоящее исследование было предпринято с
целью более детального анализа состава популя-
ций ацидобактерий в низинных болотах. Мы рас-
ширили спектр болотных экосистем и провели
сравнение сообществ ацидобактерий на примере
четырех верховых и шести низинных болот Воло-
годской области. Мы также проанализировали
метагеномы двух низинных болот и собрали геномы
представителей ацидобактерий, типичных для
этих экосистем, что позволило получить данные о
метаболическом потенциале этих микроорга-
низмов.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Объекты исследования и отбор образцов. Образцы

торфа для исследования были отобраны на терри-
тории Вологодской области из четырех верховых
болот (Барское и Алексеевское – южная подзона

тайги, Шиченгское и Пиявочное – средняя под-
зона тайги) и шести низинных болот (Родионское –
южная подзона тайги, Шиченгское, Пиявочное,
Илекса, Поврека и Чарозерское – средняя подзона
тайги). Координаты точек отбора образцов и основ-
ные характеристики исследованных торфяных бо-
лот приведены в табл. 1.

Молекулярный анализ филогенетического раз-
нообразия ацидобактерий. Анализ состава сооб-
ществ прокариот в образцах торфа путем экстрак-
ции ДНК и секвенирования пула ПЦР-амплифи-
цированных фрагментов гена 16S рРНК был
проведен в ранее выполненном исследовании
(Ivanova et al., 2020a). Пул полученных в этом ис-
следовании последовательностей фрагментов ге-
на 16S рРНК, депонированный в GenBank под
номером PRJNA610704, был использован в настоя-
щей работе для анализа филогенетического разно-
образия болотных ацидобактерий. Биоинформати-
ческий анализ полученных последовательностей
проводили с помощью программного пакета
QIIME v. 2019.10 (Caporaso et al., 2010). Таксоно-
мическую классификацию последовательностей
осуществляли согласно базе данных Silva v.138
(Pruesse et al., 2007; Quast et al., 2013) с уровнем
сходства 80%. Денойзинг и выбраковку химерных
последовательностей проводили с помощью про-
граммы DADA2 (Callahan et al., 2016).

Секвенирование метагеномов, сборка и анализ
геномов ацидобактерий. Препараты суммарной
ДНК из образцов торфа низинных болот Ши-
ченгское и Чарозерское выделяли с помощью на-
бора DNeasy PowerSoil Kit (“Qiagen”). Получен-
ные препараты секвенировали с использованием
платформы Illumina HiSeq2500 в соответствии с
инструкциями производителя (“Illumina”). В ре-
зультате секвенирования TruSeq библиотек ДНК
(парные чтения 2 × 150 нт.) было получено
92686766 (27.8 млрд нт.) и 125441212 (37.6 млрд нт.)
пар чтений для образцов из болот Шиченгское и
Чарозерское соответственно. Удаление адаптеров
и низкокачественных последовательностей (Q < 30)
проводили с помощью Cutadapt v. 1.17 (Martin, 2011)
и Sickle v.1.33 (https://github.com/najoshi/sickle)
соответственно. Чтения были собраны de novo в
контиги с использованием программы MEGAHIT
v.1.2.9 (Li et al., 2015).

Полученные контиги длиной более 1500 нт.
были кластеризованы в MAG (metagenome-as-
sembled genomes) с использованием MetaBAT
v. 2.15 (Kang et al., 2015). Собранные MAG были
таксономически идентифицированы с использова-
нием Genome Taxonomy Database Toolkit (GTDB-
Tk) v.1.3.0 (Chaumeil et al., 2020) и базы данных
Genome Taxonomy database (GTDB) (Parks et al.,
2022). Параметры полноты и загрязнения (избы-
точности) MAG оценивали по наличию набора
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однокопийных маркерных генов с помощью про-
граммы CheckM 1.1.3 (Parks et al., 2015).

Поиск генов и аннотацию геномов проводили
с помощью сервера RAST 2.0 (Brettin et al., 2015) с
последующей коррекцией аннотации путем срав-
нения предсказанных последовательностей бел-
ков с базами данных NCBI. N-концевые сигналь-
ные пептиды были предсказаны с помощью Signal
P v.5.0 (Almagro Armenteros et al., 2019); для клас-
сификации и анализа гидрогеназ использовали
HydDB сервер (Søndergaard et al., 2016).

Последовательности MAG ацидобактерий де-
понированы в NCBI GenBank под номерами
JAMQPH000000000 (геном SH2), JAMQ-
PI000000000 (геном CH3), JAMQPJ000000000 (ге-
ном CH5) и JAMQPK000000000 (геном CH22).

РЕЗУЛЬТАТЫ
Филогенетическое разнообразие ацидобактерий

в верховых и низинных болотах. В общей сложно-
сти, из исследованных образцов торфа верховых
и низинных болот было получено 2174164 фрагмен-
та (средняя длина ~440 п.н.) последовательностей
гена 16S рРНК. После процедуры фильтрации по

качеству и длине прочтений и выбраковке химер
были отсортированы 1024783 последовательно-
сти. Пул фрагментов представителей филы Acido-
bacteriota включал 233178 последовательностей,
что составляло 30–42% всех прочтений, получен-
ных из торфа верховых болот, и 7–22% прочте-
ний, полученных из торфа низинных болот.

Сообщество ацидобактерий верховых болот
почти целиком (>99%) состояло из представите-
лей класса Acidobacteriia (рис. 1). В пределах этого
класса преобладали бактерии порядков Acidobac-
teriales (от 55.4% общего числа всех последова-
тельностей ацидобактерий в болоте Барское до
64.9% в болоте Алексеевское) и Bryobacterales (от
26.3% общего числа всех прочтений в болоте
Алексеевское до 32.9% в болоте Барское). Третьей
численно значимой группой ацидобактерий яв-
лялась филогенетическая подгруппа 2 (Subdivi-
sion 2), также относящаяся к классу Acidobacteriia,
но пока не имеющая культивируемых представи-
телей. Доля фрагментов гена 16S рРНК ацидобак-
терий подгруппы 2 составляла от 2.5% всех про-
чтений в болоте Пиявочное до 10.6% всех прочте-
ний в болоте Шиченгское. Среди малочисленных
групп ацидобактерий в верховых болотах были

Таблица 1. Расположение сайтов отбора образцов торфа и основные характеристики болот, исследованных в на-
стоящей работе

* Верховые болота: 1 ‒ Шиченгское, 2 ‒ Пиявочное, 3 ‒ Алексеевское, 4 ‒ Барское.
** Низинные болота: 1 ‒ Шиченгское, 2 ‒ Пиявочное, 3 ‒ Родионское, 4 ‒ Илекса, 5 ‒ Поврека, 6 ‒ Чарозерское.

Характеристики

координаты pH TOC, % Nобщ, % сульфат, 
мг/л Fe, ppm Ca, ppm Mg, ppm P, ppm

В
ер

хо
вы

е 
бо

ло
та

* 1 59°56′56′′ N 
41°16′59′′ E 4.3 88.5 0.605 172 343 3522 634 614

2 60°46′29′′ N
36°49′35′′ E 3.7 85.1 0.923 220 1347 4190 682 791

3 59°27′10′′ N 
40°30′45′′ E 4.3 88 0.685 211 662 4191 905 721

4 59°22′33′′ N 
39°59′26′′ E 4.1 81.5 1.16 200 5306 3765 816 1020

Н
из

ин
ны

е 
бо

ло
та

**

1 59°56′31′′ N 
41°15′53′′ E 7.4 73.6 2.31 202 9387 29834 2575 1179

2 60°46′08′′ N 
36°49′30′′ E 6.9 71.6 1.65 222 16344 27373 1078 1305

3 59°47′08′′ N 
37°52′08′′ E 7.6 41.8 1.06 186 106 966 32196 1599 8920

4 61°08′18′′ N 
36°33′27′′ E 6.9 83.2 2.55 230 3455 15968 2583 1049

5 61°07′16′′ N 
36°33′21′′ E 6.5 48.6 1.51 607 19264 8494 2665 1192

6 60°30′42′′ N 
38°38′59′′ E 7.1 66.2 2.4 188 5333 31193 2695 985
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выявлены представители подгрупп 12 и 13 (рис. 1).
Наиболее многочисленные группы последова-
тельностей гена 16S рРНК, которые могли быть
классифицированы на уровне рода, принадлежали
представителям Occallatibacter (3.3‒9.7%), Bryobacter
(8.5‒17.3%) и Candidatus Solibacter (13.4‒22.9%).

Ацидобактериальные сообщества низинных и
верховых болот коренным образом различались
(рис. 1 и 2). В низинных болотах численно доми-
нировали представители класса Vicinamibacteria,
относящиеся к порядку Vicinamibacteriales (от
23.1% всех последовательностей ацидобактерий в
болоте Поврека до 58.9% в болоте Шиченгское)
и некультивируемой филогенетической подгруп-
пе 17 (Subdivision 17) (от 4.9% всех последователь-
ностей ацидобактерий в болоте Чарозерское до
23.4% в болоте Родионское). Вторым по числен-
ности был класс Blastocatellia, представители ко-
торого составляли от 9.2 до 29.0% всех ацидобак-
терий. В пределах этого класса доминировали
бактерии семейства Blastocatellaceae (от 4.1% по-
лученных фрагментов ацидобактерий в болоте
Пиявочное до 9.4% в болоте Поврека) и Pyrino-
monadaceae (от 0.3% в болоте Поврека до 18.8% в

болоте Чарозерское) (рис. 2). Представители
класса Acidobacteriia также были выявлены в со-
ставе сообществ ацидобактерий низинных болот,
однако их доля была значительно ниже, чем в
верховых болотах и составляла от 8.6% в болоте
Шиченгское до 39.5% в болоте Пиявочное. В пре-
делах этого класса наиболее представленными
группами были ацидобактерии рода Bryobacter
(2.4‒12.2% всех последовательностей ацидобакте-
рий) и Candidatus Solibacter (2.9‒12.4%). Несколько
минорных групп ацидобактерий, которые были об-
наружены в низинных болотах, но отсутствовали
в верховых, составляли представители класса
Thermoanaerobaculia, некультивируемых филоге-
нетических подгрупп 7, 18, 22 и порядка “Aminice-
nantales”.

В целом, доля фрагментов гена 16S рРНК ацидо-
бактерий, которые могли быть классифицированы
на уровне рода, составила 38‒48% в верховых боло-
тах и лишь 8‒28% в низинных болотах. Таким обра-
зом, подавляющее большинство ацидобактерий в
низинных болотах были представлены неизвест-
ными таксонами.

Рис. 1. Состав микробного сообщества ацидобактерий в торфе верховых (I) и низинных (II) болот согласно результа-
там анализа генов 16S рРНК. Цифрами обозначены верховые болота: 1 ‒ Шиченгское, 2 ‒ Алексеевское, 3 ‒ Барское,
4 ‒ Пиявочное; низинные болота: 5 ‒ Шиченгское, 6 ‒ Родионское, 7 ‒ Пиявочное, 8 ‒ Илекса, 9 ‒ Поврека, 10 ‒
Чарозерское. Результаты анализа разнообразия представлены на уровне порядков и классов. Представители каждого
класса ацидобактерий обозначены в одной цветовой гамме. Данные представляют собой среднее значение, получен-
ное из 5 повторностей.
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Определение последовательностей геномов не-
культивируемых ацидобактерий. Для получения
MAG членов микробного сообщества мы просекве-
нировали метагеном образцов торфа из низинных
болот Шиченгское и Чарозерское. Анализ таксоно-
мической принадлежности полученных MAG по-
казал, что четыре из них, один из Шиченгского и
три из Чарозерского болота, относились к ацидо-
бактериям (табл. 2).

Два полученных генома, SH2 и СН3, относи-
лись к семейству Pyrinomonadaceae класса Blasto-
catellia, в котором представляли некультивируе-
мый род-кандидат PSRF01 и новую линию уров-
ня рода соответственно. Два других генома были
отнесены к некультивируемому порядку-канди-
дату UBA5066 класса Thermoanaerobaculia (CH5) и
семейству UBA2999 класса Vicinamibacteria (CH22).

Присутствие в геномах генов, кодирующих
белки MreBCD и RodA, указывает на то, что клет-
ки всех четырех ацидобактерий имеют палочко-
видную форму. Во всех геномах отсутствовали ге-
ны флагеллярного аппарата, но содержался набор
генов пилей IV типа, наличие которых указывает
на “ползающую” подвижность бактерий и их спо-
собность к адгезии к твердым субстратам (Mand-
lik et al., 2008).

Анализ центральных путей метаболизма новых
ацидобактерий. Анализ геномов всех четырех бакте-
рий выявил ключевые пути аэробного гетеротроф-
ного метаболизма, в том числе Эмбдена‒Мейерго-
фа, глюконеогенеза, неокислительный этап пенто-
зофосфатного пути и цикл трикарбоновых кислот.
Во всех геномах кодируется электрон-транспорт-
ная цепь для аэробного дыхания, включающая
терминальные цитохром с-оксидазы. Все четыре
генома кодируют оксидазы aa3 типа, а геномы
SH2, СН3 и СН22 дополнительно содержат гены

оксидазы cbb3 типа. Эти оксидазы различаются

по своему сродству к кислороду: в то время как

ферменты типа аа3 имеют низкое сродство и

обычно используются аэробными микроорганиз-

мами, оксидазы типа cbb3 обычно имеют очень

высокое сродство к кислороду, обеспечивая ды-

хание в микроаэробных условиях (Pitcher et al.,

2002). Предсказанная способность ацидобакте-

рий расти в аэробных условиях согласуется с на-

личием в их геномах супероксиддисмутазы и ка-

талазы, участвующих в защите от активных форм

кислорода у аэробов.

Все четыре ацидобактерии обладают генетиче-

скими детерминантами, необходимыми и для

анаэробного дыхания. Все геномы кодируют мо-

либдоптериновые оксидоредуктазы CISM (complex

iron–sulfur molybdoenzyme) семейства (Rothery et al.,

2008), гомологичные полисульфид-, тиосульфат-

и тетратионатредуктазам. Бактерии SH2 и CH5

также содержат гены цитохром с-зависимой нит-

ритредуктазы, восстанавливающей нитрит до ам-

мония; у SH2 имеется редуктаза закиси азота

(N2О), а у СН3 – редуктаза оксида азота (NО). От-

метим, что все геномы содержали гены мультигемо-

вых (до 10 гем-связывающих сайтов) цитохромов с,

число которых у SH2, CH3, CH5 и CH22 составляло

36, 29, 49 и 16 соответственно. Такие цитохромы

c-типа играют ключевую роль в переносе элек-

тронов из клетки к внеклеточному акцептору

электронов у хорошо изученных грамотрицатель-

ных бактерий Shewanella и Geobacter, осуществля-

ющих диссимиляционное восстановление железа

Fe(III) (Shi et al., 2007; Richter et al., 2012). Взаимо-

действию с нерастворимыми минералами Fe(III)

также могут способствовать пили типа IV, коди-

руемые во всех четырех геномах.

Таблица 2. Основные характеристики геномов ацидобактерий, полученных из метагеномов торфа низинных болот

Геном Полнота, %
Загрязнение, 

%

Размер MAG, 

н.т.

Число 

контигов

Таксономическая классификация по 

GTDB

Болото Шиченгское

SH2 91.1 5.3 7378535 909 p__Acidobacteriota; c__Blastocatellia; 

o__Pyrinomonadales;

f__Pyrinomonadaceae; g__PSRF01

Болото Чарозерское

CH3 91.0 2.9 6905000 735 p__Acidobacteriota; c__Blastocatellia; 

o__Pyrinomonadales; f__Pyrinomonadaceae

CH5 88.7 4.7 3735478 687 p__Acidobacteriota; c__Thermoanaerobaculia; 

o__UBA5066; f__UBA5066; g__Fen-183

CH22 89.7 4.4 3781114 242 p__Acidobacteriota; c__Vicinamibacteria; 

o__Vicinamibacterales; f__UBA2999
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Рис. 2. Состав микробного сообщества ацидобактерий в торфе низинных болот согласно результатам анализа генов
16S рРНК. Цифрами обозначены следующие болота: 5 ‒Шиченгское, 6 ‒ Родионское, 7 ‒ Пиявочное, 8 ‒ Илекса, 9 ‒
Поврека, 10 ‒ Чарозерское. Результаты анализа разнообразия представлены на уровне родов и таксонов высокого по-
рядка. Представители каждого класса ацидобактерий обозначены в одной цветовой гамме. Данные представляют со-
бой среднее значение, полученное из 5 повторностей.
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Помимо органических субстратов (см. ниже),
все анализируемые ацидобактерии могут исполь-
зовать неорганические доноры электронов для
дыхания. Все геномы кодируют СО-дегидрогеназу
аэробного типа, а геномы представителей Pyrino-
monadaceae (SH2 и CH3) также [NiFe]-гидрогеназы
группы 1h, обладающие очень высоким срод-
ством к водороду и способные окислять следовые
количества атмосферного Н2 (Greening et al.,

2015).

Потенциальные субстраты для роста и экологи-
ческая роль. Анализ геномов показал наличие генов
транспортеров аминокислот и коротких пептидов,
что указывает на способность этих бактерий ис-
пользовать соответствующие субстраты. Все ге-
номы также кодируют путь β-окисления жирных
кислот, которые, вероятно, также могут исполь-
зоваться в качестве субстратов. Бактерия SH2 ко-
дирует набор ферментов пути утилизации бензо-
ата (бензоил-CoA оксигеназная система), а бак-
терия CH22 – транспортеры ди- и трикарбоновых
кислот (цитрат, фумарат, малат, сукцинат), кото-
рые могут использоваться в цикле трикарбоновых
кислот.

Представители Pyrinomonadaceae обладают
разнообразными возможностями использования
углеводных субстратов, о чем свидетельствует на-
личие в их геномах большого числа гликозил-гид-
ролаз и транспортеров сахаров. Бактерии SH2 и

CH5 обладают генетическим потенциалом для
утилизации ксилана, в том числе содержат гены
эндо-1,4-β-ксиланаз, содержащих N-концевые
сигналы секреции и карбогидрат-связывающие
домены, гены секретируемых ксилан-1,4-β-ксило-
зидаз, α- и β-ксилозидаз, а также транспортеров и
ферментов пути утилизации ксилозы (ксилозо-
изомераза и ксилулозокиназа). Наличие транс-
портеров АВС типа для мальтозы/мальтодекстри-
на и амилолитических ферментов указывает на
возможность использования крахмала и его про-
изводных. Также оба генома кодируют пектатлиазы
с N-концевыми сигналами секреции, ключевые
ферменты, обеспечивающие утилизацию пектина.
Особенностью бактерии СН3 является наличие
кластера генов, кодирующих эндоглюканазы се-
мейств GH9 и GH48. Некоторые из них помимо
сигналов секреции содержат связывающие цел-
люлозу домены (CBM2 или CBM3). По-видимому,
бактерия СН3 также способна использовать цел-
люлозу. Обе бактерии обладают генетическим по-
тенциалом для утилизации простых сахаров, вклю-
чая маннозу, галактозу и N-ацетилглюкозамин.

Анализ геномов бактерий СН5 и СН22 не вы-
явил у них генов, кодирующих секретируемые
гликозил-гидролазы, которые могли бы обеспе-
чивать гидролиз сложных полисахаридов. Осо-
бенностью бактерии СН22 является наличие у нее
секретируемой α-L-рамнозидазы, которая может
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отщеплять терминальные остатки α-L-рамнозы от
α-L-рамнозидов, и полного пути метаболизма
L-рамнозы. Импортированная в клетку L-рамноза
преобразуется в L-рамнулозу изомеразой, далее
происходит ее фосфорилирование рамнулокиназой
и расщепление альдолазой на дигидроксиацетон-
фосфат и лактальдегид. Последующий метаболизм
лактальдегида, в результате которого образуется
пируват, осуществляется в бактериальных микро-
компартментах-метаболосомах ‒ органеллах,
ограниченных белковой оболочкой и предназна-
ченных для метаболизма токсичных для клетки
соединений (Chowdhury et al., 2014). Метаболосо-
мы, участвующие в деградации 1,2-пропандиола
и этаноламина, были впервые описаны у Salmo-
nella (Bobik et al., 1999; Kofoid et al., 1999). Гены,
кодирующие структурные белки метаболосомы,
обнаружены в геноме бактерии СН22. Подобные
механизмы утилизации рамнозы были ранее об-
наружены у планктомицетов Planctomyces limno-
philus (Erbilgin et al., 2014) и Humisphaera borealis
(Dedysh et al., 2021), но не были описаны для аци-
добактерий. Интересно, что геном СН5 также со-
держит гены структурных компонентов микро-
компартмента, но ферменты утилизации рамнозы
у него отсутствуют. Возможно, это связано с не-
полнотой собранного MAG, или микрокомпарт-
мент у этой бактерии используется для метабо-
лизма других токсичных соединений.

ОБСУЖДЕНИЕ

Сравнительный анализ разнообразия предста-
вителей филума Acidobacteriota в четырех верховых и
шести низинных болотах Вологодской области под-
твердил ранее выявленные отличия состава сооб-
ществ ацидобактерий в этих экосистемах (Ivanova
et al., 2020a). Ацидобактерии кислых верховых бо-
лот были представлены порядками Acidobacteria-
les и Bryobacterales класса Acidobacteriia, тогда как в
торфе нейтральных низинных болот преобладали
ацидобактерии классов Vicinamibacteria и Blastocatel-
lia. Составляющие минорную группу ацидобакте-
рий представители класса Thermoanaerobaculia были
выявлены только в низинных болотах. Так как оха-
рактеризованное разнообразие и пул доступных
последовательностей геномов представителей
классов Blastocatellia, Vicinamibacteria и Thermoan-
aerobaculia крайне ограничены, нами были собра-
ны и проанализированы геномы четырех типич-
ных представителей этих бактерий из низинных
болот.

В настоящее время в семействе Pyrinomonadaceae
класса Blastocatellia имеется четыре культивируемых
представителя ‒ Pyrinomonas methylaliphatogenes,
Brevitalea aridisoli, Brevitalea deliciosa и Arenimicrobium
luteum (Crowe et al., 2014; Wüst et al., 2016), однако
последовательность генома определена только
для P. methylaliphatogenes (Lee et al., 2015). Эта бак-

терия является облигатным аэробным гетеротро-
фом, способным использовать преимущественно
белковые субстраты, но также ряд простых саха-
ров и ксилан (Crowe et al., 2014). Геном P. methylal-
iphatogenes имеет почти вдвое меньший размер
(3.8 млн нт.), чем геномы СН5 и СН22, но коди-
рует большой набор генов гликозил-гидролаз, в
том числе эндо-1,4-β-ксиланазу и целлюлазу се-
мейства GH5 (Lee et al., 2015). B. aridisoli, B. deli-
ciosa и A. luteum также являются аэробными гете-
ротрофами, растут преимущественно на белко-
вых субстратах, но могут использовать некоторые

простые сахара. Штамм B. aridisoli Ac_11_E3T также
может расти на ксилане и целлюлозе (Wüst et al.,
2016). Таким образом, как культивируемые пред-
ставители Pyrinomonadaceae, так и бактерии СН5
и СН22, по-видимому, используют широкий
спектр субстратов, включающий белки, простые
сахара и некоторые полисахариды.

В классе Thermoanaerobaculia имеется лишь
один культивируемый представитель, Thermoan-
aerobaculum aquaticum, ‒ выделенная из горячего
источника строго анаэробная бактерия, осу-
ществляющая бродильный тип метаболизма на
пирувате и белковых субстратах, также способная
к диссимиляционному восстановлению Fe(III) и
Mn(IV) (Losey et al., 2013). Другой представитель
этого класса, “Candidatus Sulfomarinibacter”, опи-
сан на основе MAG, полученного из метагенома
морских осадков (Flieder et al., 2021). Анализ это-
го генома показал возможность как аэробного,
так и анаэробного (с оксидом азота, оксидами ме-
таллов и окисленными соединениями серы) ды-
хания, и использование в качестве субстратов
белков и целлюлозы (Flieder et al., 2021). По нали-
чию респираторных путей бактерия СН5 ближе к
“Ca. Sulfomarinibacter”, а общим свойством всех
вышеуказанных Thermoanaerobaculia, по-видимо-
му, является способность к диссимиляционному
восстановлению железа и узкий спектр использу-
емых субстратов.

В классе Vicinamibacteria имеется два культиви-
руемых вида, Vicinamibacter silvestris (Huber et al.,
2016) и Luteitalea pratensis (Vieira et al., 2017), геном
второго был просеквенирован (Huang et al., 2016).
Обе ацидобактерии были выделены из почв и явля-
ются аэробными хемоорганотрофами, использую-
щими различные белковые субстраты и простые са-
хара, причем геном L. pratensis содержит более ста
генов гликозил-гидролаз и пептидаз. Следует от-
метить потенциальную способность V. silvestris
расти на рамнозе, что было предсказано и для
бактерии СН22. Возможно, способность к утилиза-
ции рамнозы и образованию необходимых для это-
го внутриклеточных микрокомпартментов-метабо-
лосом распространена у представителей Vicinami-
bacteria и некоторых других ацидобактерий.
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Выполненный в настоящей работе анализ ге-
номов четырех представителей ацидобактерий из
низинных болот позволил получить данные о ме-
таболическом потенциале этих микроорганизмов,
которые проясняют их функциональную роль в
этих экосистемах и могут быть использованы для
оптимизации сред и подходов для культивирова-
ния этих бактерий.
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Abstract—Acidobacteriota are one of the major prokaryotic groups in soils and peatlands. They are especially

abundant in acidic peat bogs, where representatives of the well-characterized class Acidobacteriia predomi-

nate. The diversity and metabolic potential of Acidobacteriota inhabiting fens with neutral pH have been stud-

ied less thoroughly. We analyzed the composition of acidobacterial communities in four peat bogs and six fens

of the Vologda region. The Acidobacteriota-affiliated 16S rRNA gene sequences comprised 30–42 and 7–

22% of all reads retrieved from the peat bogs and fens, respectively. The acidobacteria of peat bogs were rep-

resented by the orders Acidobacteriales and Bryobacterales of the class Acidobacteriia, while the classes Vicin-
amibacteria and Blastocatellia predominated in fens. Genomes of four uncultured bacteria of Blastocatellia
(family Pyrinomonadaceae, two genomes), Vicinamibacteria (family UBA2999), and Thermoanaerobaculia
(order UBA5066) were assembled from the metagenomes of peat fens. Genome analysis revealed key path-

ways of aerobic heterotrophic metabolism in all four microorganisms, including the Embden‒Meyerhof

pathway, gluconeogenesis, the non-oxidative stage of the pentose phosphate pathway, the tricarboxylic acid

cycle, and the electron transport chain of aerobic respiration, including terminal cytochrome c oxidases. All

genomes encoded molydbopterin oxidoreductases of the CISM family and multiheme cytochromes c, indi-

cating the possibility of dissimilatory reduction of sulfur compounds and Fe(III) under anaerobic conditions.

Probable growth substrates may be amino acids, peptides, and fatty acids. Members of the Pyrinomonadaceae
can also use various carbohydrates, including polysaccharides, and are likely involved in the degradation of

various biopolymers in peat bogs. Members of Thermoanaerobaculia and Vicinamibacteria lacked the genes

for secreted glycosyl hydrolases and probably could only use a limited range of simple sugars. The genome of

a bacterium of the class Vicinamibacteria contained a set of genes encoding bacterial microcompartments

(metabolosomes) that have not previously been described in acidobacteria and are probably involved in the

metabolism of L-rhamnose.

Keywords: Acidobacteriota, fens, peat bogs, Vicinamibacteria, Blastocatellia, Thermoanaerobaculia, metage-

nomic analysis, metagenome-assembled, genome
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Для создания условий осмотического стресса при культивировании типового штамма Azospirillum
brasilense Sp7 и его спонтанных вариантов Sp7.4 и Sp7.8 использовали полиэтиленгликоль (ПЭГ
6000), обеспечивающий стабильное снижение уровня водного потенциала, что позволяет модели-
ровать влияние условий засухи на бактериальную популяцию. ПЭГ блокировал подвижность азо-
спирилл, но не оказывал подобного влияния на способность Sp7 и Sp7.8 формировать биопленки, а
также на метаболическую активность биомассы пленок, сформированных без стресса. Осмотиче-
ский стресс, вызванный ПЭГ 6000, стимулировал формирование биопленок у Sp7.8. Биопленки ва-
рианта Sp7.4 оказались наиболее восприимчивыми к негативному влиянию водного стресса, однако
в планктонной культуре показатели роста этого варианта в данных условия превышали значения,
характерные для Sp7 и Sp7.8. В биопленках штаммы Sp7, Sp7.4 и Sp7.8 продуцировали полисахариды
и фитогормон ИУК, формировали клеточные формы, устойчивые к высушиванию. Варианты Sp7.4
и Sp7.8, как и Sp7, колонизировали корни, формировали на них биопленки и оказывали влияние на
морфологию корневой системы проростков пшеницы. Результаты исследований показали, что
спонтанные варианты штамма Sp7 интересны для дальнейших исследований, направленных на от-
бор перспективных штаммов азоспирилл, повышающих устойчивость растений к засухе.
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Обитающие в ризосфере альфапротеобакте-
рии Azospirillum brasilense оказывают существен-
ное положительное влияние на рост растений и
их устойчивость к абиотическим и биотическим
стрессам: благодаря своей способности к фикса-
ции азота и синтезу фитогормонов, контролю
фитопатогенов, они улучшают минеральное пи-
тание растений, повышают их устойчивость к тя-
желым металлам и нейтрализуют токсические ве-
щества (Fibach-Paldi et al., 2012; Vurukonda et al.,
2016; Fukami et al., 2018). Засуха/водный стресс,
наряду с засолением почв и изменением климата,
относится к числу основных абиотических стрес-
сов, с которыми сталкиваются растения и ассоци-
ированные с ними бактерии (Vurukonda et al.,
2016; Ansari et al., 2021). В условиях стресса увели-
чивается потребление растениями ростовых фак-

торов, возникает дефицит ресурсов, приводящий
к замедлению роста и развития растений (Hsiao,
1973). Подобно растениям, ризосферные бакте-
рии из-за засухи также подвергаются стрессу, ко-
торый влияет на их жизнеспособность, физиоло-
гические и биохимические функции (Ansari et al.,
2021).

Создание условий осмотического стресса при
культивировании микроорганизмов и растений в
присутствии различных осмотических агентов,
обеспечивающих стабильное снижение водного
потенциала среды и блокирование поглощения
воды, позволяет моделировать влияние засухи на
бактериальную популяцию и растения (Chutia,
Borah, 2012; Ansari et al., 2021). Такой подход не-
обходим для изучения механизмов и способов за-
щиты микроорганизмов от данного вида стресса с
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целью отбора засухоустойчивых ризосферных
бактерий, способствующих повышению устойчи-
вости растений к условиям дефицита воды.

Определенное значение для успешного форми-
рования и функционирования растительно-мик-
робной ассоциации и противостояния микробов и
растений различным абиотическим стрессам явля-
ется способность бактерий формировать биоплен-
ки на корнях растения-хозяина (Шелудько и со-
авт., 2010, 2020; Fibach-Paldi et al., 2012; Bogino
et al., 2013; Ansari et al., 2021). В биопленках бакте-
рии заключены в матрикс, являющийся резервуа-
ром воды, ферментов и питательных веществ и иг-
рающий структурную и защитную роли (Flemming,
Wingender, 2010). Матрикс биопленок медленно
высыхает, чем предохраняет микроорганизмы от
изменений водного потенциала. Исследованы
состав, структура и функции основных биополи-
меров матрикса биопленок азоспирилл, обеспе-
чивающих фиксацию зрелых биопленок на твер-
дой поверхности и выполняющих каркасную
функцию, способствующих созданию в биоплен-
ках условий для фиксации азота (Wang et al., 2017;
Шелудько и соавт., 2018, 2020). Охарактеризован
морфологический и функциональный полимор-
физм клеточных форм в биопленках азоспирилл
(Wang et al., 2017; Шелудько и соавт., 2020). Нали-
чие покоящихся форм в биопленочной популяции
повышает устойчивость к таким негативным воз-
действиям, как высушивание и окислительный
стресс (Шелудько и соавт., 2020).

Можно ожидать, что ризобактерии, формиру-
ющие устойчивые к засухе биопленки, найдут
применение в борьбе со стрессом растений, обу-
словленным засухой (Ansari, Ahmad, 2019; Ansari
et al., 2021). Однако информация о роли таких
бактерий в ослаблении стресса от засухи у растений
фрагментарна. Таким образом, основная цель на-
стоящего исследования заключалась в оценке
устойчивости к водному стрессу и высушиванию
биопленок типового штамма A. brasilense Sp7 и его
спонтанных вариантов с изменениями в структу-
ре генома. В задачи исследования входили харак-
теристика и анализ устойчивости биопленок к
высушиванию, исследование влияния водного
стресса на их формирование и физиологическую
активность. В работе использованы описанные
ранее спонтанные варианты штамма Sp7 с изме-
нениями в структуре генома, затрагивающими
плазмидные перестройки (Петрова и соавт., 2010;
Кацы, Петрова, 2015). Поскольку фенотипические
вариации влияют на широкий спектр свойств
азоспирилл (Lerner et al., 2010; Петрова и соавт.,
2010; Volfson et al., 2013; Кацы, Петрова, 2015), можно
предположить, что устойчивость этих производных
к водному стрессу/засухе может отличаться от
устойчивости исходного штамма A. brasilense Sp7.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Штаммы бактерий и питательные среды. В ра-
боте использовали: штамм A. brasilense Sp7, выде-
ленный в Бразилии из ризосферы росички лежа-
чей (IBPPM 150; Tarrand et al., 1978), его произ-
водные Sp7.4 (IBPPM 573) и Sp7.8 (IBPPM 576)
(Петрова и соавт., 2010; Кацы, Петрова, 2015). В
скобках приведены регистрационные номера штам-
мов в Коллекции ризосферных микроорганизмов
ИБФРМ РАН (Саратов, Россия; http://collec-
tion.ibppm.ru/). Бактерии культивировали при 30°C
на малатно-солевой среде (МСС) (Döbereiner,
Day, 1976) с 1 г/л NH4Cl. При необходимости из
МСС исключали NH4Cl, добавляли агар (до кон-
центрации 0.3, 0.4, 0.5 и 20%) или до 5 мМ L-трип-
тофана. Для создания условий осмотическо-
го/водного стресса в среды добавляли непрони-
кающий осмотический агент полиэтиленгликоль
(ПЭГ) со средней молекулярной массой 6000
(Chutia, Borah, 2012). ПЭГ 6000 вносили до кон-
центрации 5, 10, 15, 20 и 25%, что соответствует
‒0.05 Мпа, –0.15 Мпа, –0.30 Мпа, –0.49 Мпа или
–0.73 Мпа (Ansari et al., 2021).

Определение подвижности бактерий и скорости
роста планктонных культур в условиях перемешива-
ния. Ночные (18 ч) культуры бактерий разводили до
значений А590 = 0.05–0.10 (l = 0.5 см) в стерильной
среде МСС и инкубировали при 140 об./мин и тем-
пературе 30°С на шейкер-инкубаторе Excella E24
(“New Brunswick Scientific”, США). Каждые 2 ч
измеряли оптическую плотность бактериальной
культуры при А590 (l = 0.5 см).

Для изучения бактериальной подвижности из
24 ч планктонных культур готовили препарат
“висячая” капля. Во время просмотра препаратов
на микроскопе Leica DM6000 B (“Leica-Microsys-
tems”, Германия) вели видеозапись. Оценивали
подвижность всех клеток в поле зрения микро-
скопа. Анализ видеоизображения выполняли с
помощью компьютерной программы, разработан-
ной в ИБФРМ РАН. Для изучения перемещения
бактерий в полужидких средах их инокулировали
уколом бактериальной петли в пластины МСС с
0.4% агара. Через 48–72 ч измеряли диаметр мак-
роколоний, сформированных подвижными клет-
ками.

Анализ формирования биопленок и респиратор-
ной активности их биомассы. Суточные (24-часо-
вые) культуры азоспирилл из жидкой МСС с
NH4Cl, выросшие в условиях аэрации, отмывали
50 мМ фосфатным буфером (ФБ) (pH 7.0), разво-
дили свежей средой МСС с NH4Cl или без него до
значений А590 = = 0.05–0.10 (l = 0.5 см). Среды с
инокулятом вносили в стеклянные пробирки (по
2 мл) или ячейки полистирольных планшетов с
96 плоскодонными лунками (по 0.2 мл) и инкуби-
ровали при 30°С в стационарных условиях. В каче-
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стве контроля в пробирки или ячейки планшетов
вносили стерильные среды. Для оценки относи-
тельного количества биомассы в зрелых биоплен-
ках проводили их окрашивание кристаллическим
фиолетовым (O’Toole, Kolter, 1998). К осторожно
промытым дистиллированной водой биопленкам
добавляли соответствующий объем (2 или 0.2 мл)
1% водного раствора кристаллического фиолето-
вого, инкубировали при комнатной температуре
10 мин и, после удаления раствора, опять промыва-
ли водой. Связавшийся с биомассой биопленок
краситель растворяли в 2 или 0.2 мл этанола и изме-
ряли оптическую плотность полученного раствора
при длине волны 590 нм на фотоколориметре
КФК-2 (“Загорский оптико-механический за-
вод”, Россия) или фотометре микропланшетного
формата Multiskan Ascent (“ThermoLabsystems”,
Финляндия). Уровень относительной респира-
торной активности клеток в биопленках опреде-
ляли флуориметрическим резазурин-тестом, с
модификациями. Из лунок планшета с биоплен-
ками отбирали планктонную культуру и вносили
по 0.2 мл раствора AlamarBlue (“Sigma”, США) в
ФБ (pH 7.0) (0.01 г/л). Планшеты инкубировали
24 ч при температуре 30°С. Интенсивность флуо-
ресценции регистрировали на спектрофлуори-
метре Cary Eclipse (“Agilent”, США) при следую-
щих параметрах: длина волны возбуждения 530
нм, длина волны эмиссии – 600 нм, ширина щели
– 10 нм. Аналогичные манипуляции проводили с
контрольными пробами.

Фазово-контрастную и просвечивающую
электронную микроскопию биопленок, суспен-
зий смытых биопленок и свободных клеток из
планктонных культур выполняли на приборах,
находящихся в ЦКП “Симбиоз” ИБФРМ РАН
(г. Саратов, Россия): Leica DM6000 B (“Leica-Mi-
crosystems”, Германия) и Libra 120 (“Carl Zeiss”,
Германия).

Оценка содержания углеводсодержащих компо-
нентов в матриксе биопленок. Выделение компонен-
тов матрикса проводили согласно рекомендациям,
описанным в работе (Wang et al., 2017). Биомассу
зрелых биопленок, сформированных на поверх-
ности стекла, после удаления планктонных бак-
терий промывали 50 мМ ФБ (pH 7.0) и смывали
пипетированием этим буфером, осаждали. Оса-
док дважды промывали ФБ (pH 7.0). Из отмытой
биомассы экстрагировали компоненты матрикса
0.5 М ЭДТА кипячением в течение 10 мин при
100°C. Содержание в экстрактах углеводсодержа-
щих компонентов определяли фенол-серным ме-
тодом (Wang et al., 2017).

Определение содержания индолил-3-уксусной
кислоты (ИУК). Биопленки выращивали под
МСС с 5 мМ L-триптофана в течение 7 сут, перед
окрашиванием пленок отбирали культуральную
жидкость, центрифугировали, в надосадочной

жидкости определяли содержание ИУК. Анализ
проводили методом обращенно-фазовой ВЭЖХ
на хроматографе Dionex Ultimate 3000 (“Thermo
Scientific”, США) c использованием колонки
Macherey-Nagel Nucleodur HTec С18, средний
диаметр частиц 5 мкм с порами 100 Å, геометрия
150 × 3.0 мм ВЭЖХ.

Экстракт хроматографировали в условиях гра-
диентного элюирования (растворитель А – ацето-
нитрил квалификации HPLC grade (“Panreac”,
Испания), растворитель В – раствор фосфорной
кислоты (рН 2.5) в воде MilliQ), растворитель С –
вода MilliQ: состав подвижной фазы изменялся
следующим образом: 0–1 мин – 40% А, 30% В,
30% С; 1–4 мин – 70% А, 15% В, 15% С; 4–7 мин –
70% А, 15% В, 15% С; 7–8 мин – 40% А, 30% В,
30% С; 8–12 мин – 40% А, 30% В, 30% С. Время
анализа составило 12 мин. Скорость протока
0.25 мл/мин. Объем вводимого образца 5 мкл. Де-
тектирование осуществлялось при длине волны
280 нм. Управление хроматографом и анализ дан-
ных выполнялся программой Chromeleon версии
7.1.2.1478 (“Thermo Scientific”, “Dionex”, США).
Идентификацию ИУК проводили сравнением
времени удерживания и спектров поглощения с
таковыми для стандартного образца. Количе-
ственное содержание в растворе устанавливали
по калибровочной кривой с коэффициентом кор-
реляции R2 = 0.9997 линейной аппроксимации то-
чек в диапазоне концентраций 0.78‒50.00 мкг/мл.

Определение численности колониеобразующих
единиц (КОЕ) в биопленках. Зрелые биопленки
осторожно промывали 50 мМ ФБ (pH 7.0). Опре-
деляли количество колониеобразующих единиц
(КОЕ) в промытых нативных (не подвергавшимся
каким-либо воздействиям) и сухих биопленках. В
последнем случае промытые биопленки сушили
при 30°С и хранили при 37°С (Шелудько и соавт.,
2020). Для определения КОЕ в пробирки с
биопленками вносили по 2 мл 50 мМ ФБ (pH 7.0),
инкубировали 1 ч и смывали биомассу. Биомассу
ресуспендировали в 50 мМ ФБ (pH 7.0) и 1 мин
диспергировали на встряхивателе Vortex. Полу-
ченные суспензии контролировали при помощи
световой микроскопии на присутствие в них кле-
точных агрегатов. Из полученной суспензии гото-
вили серию десятикратных разведений и высевали
из них по 100 мкл на плотную МСС. Результаты с
учетом разведения пересчитывали на 2 мл, что со-
ответствует смыву 1 биопленки. В качестве кон-
троля использовали пробирки, в которых 7 сут
инкубировали стерильную питательную среду.
Результаты повторного проверочного окрашива-
ния поверхности стекла опытных пробирок после
смывания из них биопленок не отличались от
контрольных значений и не превышали 0.04 ед.
А590 (l = 0.5 см), что свидетельствовало о полноте
смывания биомассы биопленок.
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Анализ способности бактерий к колонизации
корней проростков пшеницы. Семена мягкой яро-
вой пшеницы сорта Саратовская 29, полученные
из ФГБНУ ФАНЦ Юго-Востока (Саратов, Рос-
сия), стерилизовали, проращивали в течение 3 сут
и инокулировали, выдерживая проростки с пока-
чиванием (25 об./мин) в суспензии бактерий
(ОП590 = 0.5 (l = 0.5 см)) в 50 мМ ФБ (pH 7.0), как
описано ранее (Шелудько и соавт., 2010). Иноку-
лированные проростки пшеницы однократно
промывали стерильным 50 мМ ФБ (pH 7.0) и по-
мещали над слоем жидкости в пробирки, содер-
жащие 10 мл стерильной среды для растений сле-
дующего состава (г/л): KH2PO4 – 4; CaCl2 – 1.25;
H3BO3 – 0.0016; CuSO4 · 5H2O – 0.00025; MgSO4 –
0.09; Na2MoO4 · 2H2O – 0.0025; KJ – 0.008; ZnSO4 –
0.015; FeSO4 · 7H2O – 0.028; этилендиаминтетра-
уксусной кислоты динатриевая соль – 0.037 (рН 6.0).
В жидкой среде инокулированные растения вы-
ращивали еще 7 дней при 22°С и освещении с фо-
топериодом 16/8 ч. Распределение бактерий и об-
разование биопленок на поверхности корней ис-
следовали с использованием микроскопа Leica
DM6000 B (“Leica Microsystems”, Германия) или
конфокального микроскопа (для микроскопии
корни помещали в 50% глицерин на 50 мМ ФБ;
pH 7.0).

Из навесок стерильно отмытых корней про-
ростков готовили гомогенат, в котором определя-
ли количество КОЕ посредством высевов серий-
ных десятикратных разведений на плотную МСС.
Нулевое и первое разведение центрифугировали,
удаляли надосадочную жидкость, сушили при
30°С и хранили при 37°С. В этих образцах выяв-
ляли устойчивые к высушиванию клетки, как
описано выше. Количество бактерий, высевае-
мых с корней, пересчитывали на одно растение.
Контролировали наличие посторонней микро-
флоры в гомогенатах корней. Образцы, в высевах
с которых встречались колонии с нехарактерной
для азоспирилл морфологией, отбрасывали.

Определение морфометрических и морфофизио-
логических параметров пшеницы. Для каждого рас-
тения определяли длину корневой системы (в мм),
процент разветвленных корней (корни с боковы-
ми отростками) в корневой системе и деформа-
цию корневых волосков (при микроскопии опре-
деляли процент искривленных от общего числа
волосков на 50–90 участках корня). Для опреде-
ления сырой и сухой массы (в мг) корневую си-
стему отделяли от надземной части, взвешивали и
высушивали при 70°С до постоянного веса.

Статистическая обработка результатов. Во всех
случаях количественных измерений проводили
не менее трех независимых экспериментов как
минимум в двух повторностях. Оценку биомассы
биопленок каждого штамма выполняли не менее
шести раз. Каждый раз окрашивали биопленки,

сформированные в пяти стеклянных пробирках.
Результаты обрабатывали с использованием па-
кета Microsoft Office Excel 2010; доверительные
интервалы определяли для 95% уровня значимо-
сти. Для выявления статистически значимых раз-
личий между средними значениями использовали
однофакторный дисперсионный анализ (ANOVA)
при уровне значимости 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Исследование процесса формирования биопле-

нок. Сравнение роста штаммов A. brasilense Sp7,
Sp7.4 и Sp7.8 в жидких средах показало, что при
интенсивном перемешивании их планктонные
культуры после 24 ч инкубации находятся в ста-
ционарной фазе роста. Клетки из этих культур
несут полярный жгутик, при помощи которого в
среднем 85.5 ± 2.2% бактерий плавают со скоро-
стью 28–30 мкм/с (табл. 1). В случае штамма Sp7.4
длина планктонных клеток больше, чем у Sp7 и
Sp7.8 (рис. 1).

Охарактеризованные выше 24 ч планктонные
культуры инокулировали в среду МСС с NH4Cl
или без него и инкубировали статично в стеклян-
ных пробирках. При переходе планктонных кле-
ток всех исследованных штаммов (рис. 1; 0 сут
культивирования) к биопленочному существова-
нию происходило увеличение длины клеток уже
на этапе адсорбции/адгезии бактерий. В 7-днев-
ных пленках длина клеток у штаммов Sp7 и Sp7.8
изменялась в зависимости от присутствия азота в
среде (у Sp7.8 уменьшалась под средой с NH4Cl и
незначительно снижалась у Sp7 в условиях без
азота). В случае Sp7.4 длина клеток увеличивалась
на каждом этапе формирования биопленки под
средой с NH4Cl (рис. 1). На 7 сут культивирова-
ния все три штамма завершали процесс формиро-
вания биопленок на разделе жидкость‒твердая
поверхность (стабилизируется количество биомас-
сы, образующей пленку). Сравнение биомассы в
зрелых пленках показывало, что ее количество за-
висело от наличия NH4Cl в среде у штаммов Sp7 и
Sp7.8, но не уступало показателям Sp7.4 (табл. 2,
столбцы а). Биопленки Sp7, Sp7.4 и Sp7.8 содер-
жали примерно одинаковое количество бактерий,
способных формировать КОЕ на плотных агаризо-
ванных средах. В смывах из пробирок с биопленка-
ми число КОЕ незначительно варьировало в пре-
делах порядка 1010 (КОЕ в биопленке, сформиро-
ванной в 1 пробирке), независимо от количества
биомассы биопленок и/или наличия источника
связанного азота в среде (табл. 2, столбцы а, б).

Также в биопленках оценили численность
клеточных форм, устойчивых к высушиванию.
Биопленки, выращенные на МСС с NH4Cl и без
него (содержали 1010 КОЕ; табл. 2, столбец б), бы-
ли высушены при 30°C и заложены на хранение
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Таблица 1. Влияние ПЭГ 6000 на клетки из планктонных культур A. brasilense и роение бактерий на полужидких
средах

Примечание. * Диаметр зоны инокуляции составлял 3.8 ± 0.2 мм. Н.п. – не перемещаются. Результаты однофакторного дис-
персионного (ANOVA) анализа представлены строчными буквами; разными буквами обозначены статистически значимые
различия между средними. В колонках (а‒в) сравнения проводили в строках; а или а – средние значения с наименьшей ве-
личиной.

Штамм

24 ч культивирования в жидкой МСМ при перемешивании (в)
* диаметр макроколоний, 

сформированных бактериями за 72 ч 
инкубации в МСМ с агаром

(а)
отношение A590 культуры с ПЭГ

к A590 культуры без ПЭГ, в %

(б)
скорость движения 

клеток, мкм/с 0.3% 0.4% 0.5%

ПЭГ 6000, % ПЭГ 6000, %

0 5 10 15 20 25 0 5 10 0 5 0 5 0 5

Sp7 100.0 ±
± 0.5

г

64.6 ±
± 13.0

в

40.2 ±
± 6.6

б

30.5 ±
± 2.2

б

12.5 ±
± 1.6

а

12.4 ±
± 1.8

а

30.1 ±
± 1.5

б

23.0 ±
± 0.9

а

Н.п. 31.9 ±
± 1.8

б

3.8 ±
± 0.5

а

22.9 ±
± 2.2

б

12.7 ±
± 1.7

а

13.9 ±
± 1.4

б

11.0 ±
± 0.8

а

Sp7.4 100.0 ±
± 4.2

в

92.0 ±
± 4.2

в

88.0 ±
± 4.9
в, б

78.2 ±
± 7.6

б

43.7 ±
± 3.4

а

43.5 ±
± 2.4

а

28.3 ±
± 1.6

б

23.1 ±
± 1.2

а

Н.п. 35.8 ±
± 1.9

б

3.9 ±
± 0.3

а

26.5 ±
± 2.4

б

10.4 ±
± 0.9

а

18.7 ±
± 2.8

б

10.2 ±
± 1.4

а

Sp7.8 100.0 ±
± 5.4

в

67.1 ±
± 7.5

б

58.5 ±
± 2.7

б

52.5 ±
± 3.1

б

20.6 ±
± 3.6

а

19.5 ±
± 0.5

а

29.3 ±
± 1.3

б

22.4 ±
± 1.1

а

Н.п. 37.1 ±
± 1.5

б

3.8 ±
± 0.2

а

27.0 ±
± 2.2

б

11.4 ±
± 1.0

а

18.4 ±
± 1.6

б

10.5 ±
± 1.0

а

при 37°C. Через 10 сут хранения КОЕ были обна-
ружены в биопленках всех трех штаммов. Макси-
мальная численность 104 КОЕ/биопленка сохра-
нялась в пленках Sp7, выращенных в среде без ис-
точника связанного азота. В аналогичных условиях
биопленки Sp7.8 содержали 103 КОЕ, а на среде с
NH4Cl этот показатель возрастал у этого штамма
до 104 (табл. 2, столбец в). В среде с NH4Cl у Sp7
количество КОЕ снижается более чем на порядок
(табл. 2, столбец в). В случае штамма Sp7.4
биопленки содержали минимальное число КОЕ
(101), независимо от содержания азота в среде.
Необходимо отметить, что бактериальные фор-
мы, устойчивые к высушиванию, являются ча-
стью системы механизмов, способствующих вы-
живанию микробной популяции в условиях засу-
хи/водного стресса (Berg et al., 1980; Sadasivan et al.,
1987; Malinich, Bauer, 2018; Шелудько и соавт., 2020).

Анализ влияния осмотического стресса на фор-
мирование бактериями биопленок. Для создания
модели осмотического/водного стресса исполь-
зовали непроникающий осмотический агент по-
лиэтиленгликоль (ПЭГ) со средним молекуляр-
ным весом 6000. Присутствие ПЭГ приводит к
снижению водного потенциала среды и блокиро-
ванию поглощения воды бактериями или корня-
ми растений (Chutia, Borah, 2012; Ansari et al.,
2021). Такой подход позволяет обеспечить ста-
бильное снижение уровня водного потенциала в
течение любых желаемых периодов времени и

моделировать влияние условий засухи на бакте-
риальную популяцию и растения (Chutia, Borah,
2012; Ansari et al., 2021).

На начальном этапе оценивали влияние раз-
личных концентраций ПЭГ 6000 на рост планк-
тонных культур Sp7, Sp7.4 и Sp7.8 в жидкой МСС
среде при перемешивании. За ростом наблюдали
в течение 24 ч. Снижение показателей роста
планктонных культур (A590 бактериальной куль-
туры) на 50% и более происходит в присутствии
10% ПЭГ в случае штамма Sp7 и 20% ПЭГ у штам-
мов Sp7.4 и Sp7.8 по сравнению с показателями,
характеризующими рост культур, сформирован-
ных без ПЭГ (A590 бактериальной культуры без
ПЭГ) (табл. 1). Показатели роста планктонных
культур Sp7.4 в присутствии всех использованных
концентраций ПЭГ превышали значения, харак-
терные для культур Sp7 и Sp7.8 (табл. 1). Возмож-
но, устойчивость роста планктонных культур
Sp7.4 к осмотическому стрессу обусловлены мор-
фологией клеток этого штамма (рис. 1).

Присутствие ПЭГ влияло на подвижность азо-
спирилл. Так, в присутствии 5% ПЭГ существен-
но снижалась скорость движения плавающих
клеток Sp7, Sp7.4 и Sp7.8 (табл. 1). Дальнейшее
повышение концентрации ПЭГ (10–25%) блоки-
ровало подвижность планктонных клеток. ПЭГ
также негативно влиял на формирование макро-
колоний бактериями всех исследованных штаммов
на полужидких агаризованных средах (табл. 1). На
полужидкой среде, содержащей 0.3% агара, ПЭГ
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Рис. 1. Изменение длины (а) и ширины (б) клеток в биопленках, формируемых штаммами A. brasilense Sp7 (1), Sp7.4 (2)
и Sp7.8 (3), на стекле под жидкой МСС с NH4Cl (1) или без связанного азота (2) в течение 7 сут. 0 сут
культивирование – размер планктонных клеток, использованных для инокуляции.
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в концентрации 5% блокировал подвижность
плавающих клеток (клетки оставались в точке
инокуляции в полужидкую среду) (табл. 1). При
увеличении плотности агара до 0.4–0.5% азоспи-
риллы перемещались в присутствии 5% ПЭГ,
формируя колонии роящихся бактерий, хотя и

меньшего диаметра, чем в контроле без стресса
(табл. 1).

Анализ формирования азоспириллами био-
пленок в условиях водного стресса (в присут-
ствии ПЭГ) показал, что концентрация ПЭГ по-
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разному влияет на накапливание биомассы в
биопленках разных штаммов исследуемых мик-
роорганизмов (рис. 2а). Штаммы Sp7 и Sp7.4 фор-
мировали биопленки с минимальным количеством
биомассы под МСС с NH4Cl, содержащей от 15
или от 10% ПЭГ соответственно. Под средой без
азота оба штамма накапливали минимальное ко-
личество биомассы в присутствии ПЭГ от 10%
(рис. 2а). В случае Sp7.8, независимо от присут-
ствия NH4Cl, меньше всего биомассы накаплива-
лось в пленках, сформированных под МСС с кон-
центрацией ПЭГ от 20%. Под средой с 5% ПЭГ
биопленки этого штамма содержали даже больше
биомассы, чем в контроле без стресса. Вариант
Sp7.8, формируя биопленки в присутствии ПЭГ
(5–15%), накапливал больше биомассы, чем
штаммы Sp7 и Sp7.4 (рис. 2а).

Анализ влияния осмотического стресса на респи-
раторную активность биопленок азоспирилл. В дру-
гой серии экспериментов было исследовано вли-
яние ПЭГ на уже сформированные (после 7 сут
культивирования) биопленки. Зрелые биопленки
инкубировали со средами, содержащими различ-
ные концентрации ПЭГ, в течение 10 дней. Затем
измеряли респираторную активность биомассы
биопленок (показатель метаболической активно-
сти клеток; Петрова и соавт., 2021). В биопленках
Sp7, сформированных под средой с азотом, сни-
жение респираторной активности более чем на
70% по сравнению с контролем (без стресса) про-
исходило при концентрации ПЭГ в среде 15–25%
(рис. 2б). У зрелых биопленок Sp7.8 из среды с

азотом существенное уменьшение респиратор-
ной активности наступало после их инкубации с
25% ПЭГ (рис. 2б). В пленках Sp7 и Sp7.8, образо-
ванных под МСС без азота, уменьшение дыха-
тельной активности на аналогичную величину
случалось при инкубации с ПЭГ в концентрации
от 10%. В случае Sp7.4 снижение уровня респира-
торной активности (более чем на 70%) происхо-
дило в присутствии 5% ПЭГ, независимо от нали-
чия азота в среде (рис. 2б).

Необходимо отметить, что уровень метаболи-
ческой активности в пленках Sp7.8, сформиро-
ванных без стресса под средой с азотом, превос-
ходил аналогичные показатели у родительского
штамма или варианта Sp7.4 в присутствии всех
исследованных концентраций ПЭГ (рис. 2б). По-
добный ответ на присутствие ПЭГ был характе-
рен для пленок Sp7, сформированных под средой
без азота (рис. 2б).

Определенный вклад в устойчивость азоспирилл
к водному стрессу могут вносить углеводсодержа-
щие составляющие матрикса (Vurukonda et al., 2016;
Шелудько и соавт., 2018; Gannesen et al., 2019), кото-
рые в биопленках являются частью многокомпо-
нентной системы, опосредующей сродство пленок
азоспирилл к различным субстратам и их струк-
турную целостность (Wang et al., 2017; Шелудько и
соавт., 2018). Оценка содержания углеводсодержа-
щих компонентов в матриксе, полученном из смы-
той с поверхности стекла биомассы биопленок, по-
казала, что из биопленок Sp7.4, по сравнению с Sp7
и Sp7.8, экстрагировалось меньше углеводных со-

Таблица 2. Влияние NH4Cl в среде МСС на относительное количество биомассы биопленок A. brasilense (а, д) и
ее характеристика (б‒г, е)

Примечание. * Биомассу биопленки смывали 2 мл 50 мМ ФБ (pH 7.0), в полученной суспензии определяли КОЕ. ** 7-ми
дневные биопленки высушили и хранили 10 сут при 37°C, биомассу смывали 2 мл 50 мМ ФБ (pH 7.0), в полученной суспензии
определяли КОЕ. Результаты однофакторного дисперсионного (ANOVA) анализа представлены заглавными или строчными
буквами; разными буквами обозначены статистически значимые различия между средними. В колонке (а) сравнения прово-
дили в строке, в колонках (в‒е) сравнения проводили в столбце; а, А или А – средние значения с наименьшей величиной.

Штамм

Сформированные за 7 сут культивирования под жидкой МСС на стекле биопленки

(а)
A590 

кристаллического 
фиолетового, 

десорбированного 
после окрашивания 

биопленок

(б)
* количество
КОЕ × 1010 
в нативной 
биопленке

(в)
** количество КОЕ в 

сухой биопленке

(г)
содержание 

гликополимеров в 
матриксе,

мкг/биопленка

МСС + L-триптофан, 5 мМ

(д)
A590 

кристаллического 
фиолетового, 

десорбированного 
после окрашивания 

биопленок

(е)
продукция ИУК, 

мкг/мл

+NH4Cl –NH4Cl + NH4Cl –NH4Cl +NH4Cl –NH4Cl +NH4Cl –NH4Cl +NH4Cl –NH4Cl +NH4Cl –NH4Cl

Sp7 0.79 ± 0.09
а

1.00 ± 0.08
б

1.3 ± 0.2 3.2 ± 0.5 (2.5 ± 0.5) ×
× 101

(4.4 ± 0.7) ×
× 104

72.4 ± 9.6
Б

44.8 ± 4.7
Б

0.57 ± 0.13
А

0.58 ± 0.07
А

23.8 ± 5.2
А

16.0 ± 0.7
А

Sp7.4 0.75 ± 0.10
а

0.81 ± 0.10
а

1.0 ± 0.2 1.3 ± 0.4 (2.3 ± 0.7) ×
× 101

(2.3 ± 0.6) ×
× 101

27.6 ± 3.0
А

36.3 ± 3.5
А

0.67 ± 0.14
А, Б

0.72 ± 0.16
Б

20.0 ± 2.4
А

24.4 ± 2.8
Б

Sp7.8 1.05 ± 0.09
б

0.80 ± 0.12
а

2.4 ± 0.4 1.3 ± 0.3 (1.8 ± 0.3) ×
× 104

(2.5 ± 0.9) ×
× 103

66.8 ± 11.4
Б

43.3 ± 4.0
Б

0.86 ± 0.08
Б

0.55 ± 0.12
А

20.1 ± 4.5
А

16.4 ± 0.6
А
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ставляющих, независимо от наличия азота в среде
выращивания пленок (табл. 2). Бактерии из на-
тивных биопленок этого штамма оказались наи-
более чувствительными к негативному влиянию
ПЭГ (рис. 2б).

Анализ адаптации штамма A. brasilense Sp7 и его
производных к существованию в корневой системе
проростков пшеницы. Количество клеток A. brasi-
lense, прикрепившихся к корням, стабилизирова-
лось в течение 3 ч инкубации суспензии бактерий
с трехсуточными проростками пшеницы. Число
адсорбировавшихся клеток Sp7, Sp7.4 и Sp7.8 ва-
рьировало в пределах порядка 107 КОЕ/растение
(табл. 3).

После инокуляции штаммами Sp7, Sp7.4 и
Sp7.8 через 6–7 сут бактерии формировали моно- и
многослойные биопленки на поверхности клеток
эпидермиса корня. В зоне всасывания встречались
корневые волоски, покрытые биопленками вдоль
всей поверхности, бактериальные пленки распола-
гались у мест соединения корневых волосков с
поверхностью корня, на кончике корневого во-
лоска (рис. 3).

Охарактеризована численность устойчивых к
высушиванию клеток Sp7, Sp7.4 и Sp7.8, заселив-
ших корни проростков пшеницы и сформировав-
ших там биопленки (гомогенаты инокулирован-
ных корней были высушены при 30°C и заложены

Рис. 2. Влияние ПЭГ 6000 на формирование под жидкой средой штаммами A. brasilense Sp7 (1), Sp7.4 (2) и Sp7.8 (3)
биопленок (а) и респираторную активность (б) сформированных без стресса пленок. Использовали среду МСС с
NH4Cl (1) или без связанного азота (2). Относительное количество биомассы биопленок, сформированных за 7 сут,
оценивали, измеряя A590 кристаллического фиолетового, десорбированного после ее окрашивания. Респираторную
активность биомассы 7-ми сут биопленок, сформированных без стресса, определяли после их культивирования в те-
чение 10 сут с ПЭГ 6000. Результаты однофакторного дисперсионного (ANOVA) анализа представлены строчными
буквами; разными буквами обозначены статистически значимые различия между средними. Анализировали влияние
ПЭГ на средние значения измеряемых параметров штамма. а – средние значения с наименьшей величиной.
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на хранение при 37°C). Сухие корни после 10 сут
хранения содержали 105 КОЕ Sp7 или Sp7.8 и
104 КОЕ в случае Sp7.4 (нативные корни до высу-
шивания содержали 109 КОЕ) (табл. 3). Для биоп-
ленок, сформированных на абиотической по-
верхности под МСС, наблюдалась более выра-
женная тенденция снижения численности клеток
в сухих образцах (табл. 2). Вероятно, у азоспи-
рилл, адаптировавшихся к корневой системе рас-
тений, формируется больше клеточных форм,
устойчивых к высушиванию (или в этих условиях
потенциал устойчивости клеток к данному виду
стресса возрастает), по сравнению с бактериями
из биопленок, сформировавшимися в абиотиче-
ских условиях – на стекле под МСС.

Присутствие всех исследованных штаммов
азоспирилл в корневой системе проростков вы-
зывало уменьшение ее длины, увеличение числа
разветвленных корней и деформированных кор-
невых волосков (табл. 3, рис. 3). В корневой си-
стеме перечисленные эффекты могли вызывать
продуцируемые биопленками штаммов Sp7, Sp7.4
и Sp7.8 полисахариды, ИУК или другие фитогор-
моны, модулирующие влияние которых хорошо
охарактеризовано для азоспирилл (Федоненко и
соавт., 2004; Fibach-Paldi et al., 2012; Vurukonda
et al., 2016; Fukami et al., 2018). Биопленки всех
трех штаммов продуцировали сходное количе-
ство ИУК (табл. 2, столбцы г, е).

Бактерии вида A. brasilense имеют многокомпо-
нентный геном, нередко претерпевающий спон-
танные перестройки, в частности, приводящие к
изменению плазмидных профилей штаммов. Пе-
рестройки в ДНК, в том числе изменение плаз-
мидного профиля азоспирилл, могут затрагивать:
морфологию колоний, агрегацию клеток и по-
движность; синтез капсулы и пигментов; продук-
цию экзополисахаридов (ЭПС) и липополисахари-
дов (ЛПС), различных метаболитов; устойчивость к
солевому стрессу, ампициллину и поверхностно-
активным веществам; способность к утилизации
углеводов (Lerner et al., 2010; Петрова и соавт.,
2010; Volfson et al., 2013; Кацы, Петрова, 2015). Ти-
повой штамм A. brasilense Sp7 имеет плазмиды с
молекулярной массой 90 (pRhico), 115 (p115) и бо-
лее 300 МДа. У использованных в настоящей ра-
боте спонтанных вариантов A. brasilense Sp7.4 и
Sp7.8 отсутствовала 115-МДа плазмида и измени-
лась кажущаяся молекулярная масса pRhico, состав-
ляющая соответственно ~131 и 124 МДа (Петрова и
соавт., 2010; Кацы, Петрова, 2015). В настоящем ис-
следовании мы наблюдали, что спонтанные вари-
анты A. brasilense Sp7.4 и Sp7.8, так же как и роди-
тельский штамм, колонизировали корни, форми-
ровали на них биопленки и оказывали влияние на
морфологию корневой системы. Биопленки ва-
риантов, как и Sp7, продуцировали полисахариды
и фитогормон ИУК. Адаптируясь в корневой си-
стеме проростков пшеницы, все три штамма фор-

Таблица 3. Влияние инокуляции A. brasilense на корневую систему проростков пшеницы

Примечание. * Сухие корни, хранившиеся 7 сут при 37°C. ** Cтерильные растения. Результаты однофакторного дисперсион-
ного (ANOVA) анализа в колонке (г) представлены строчными буквами; разными буквами обозначены статистически значи-
мые различия между средними. Сравнения проводили в столбце. А или А – средние значения с наименьшей величиной.

Штамм

Число 
прикрепивших

ся бактерий
Проросток после 7-ми дней культивирования с бактериями

(а)
КОЕ × 107, 

высеваемые из 
корневой 

системы 3-х 
дневных 

проростков

высеваемые из 
корневой системы

(г)
морфология корней

длина 
корней, мм

биомасса, мг

развет-
вленные 
корни, %

деформи-
рованные 
корневые 

волоски, %
сырая сухая

(б)
КОЕ × 109

(нативные 
корни)

(в)
КОЕ × 105

(сухие 
корни*)

к** 0 0 0 56.3 ± 10.5
Б

26.4 ± 4.4
А

5.2 ± 0.3
А

36.7 ± 4.1
А

16.3 ± 1.6
А

Sp7 3.1 ± 0.5 3.1 ± 0.4 1.3 ± 0.3 35.7 ± 7.0
А

32.5 ± 3.3
Б

5.1 ± 0.3
А

55.4 ± 4.1
Б

37.3 ± 2.8
Б

Sp7.4 1.3 ± 0.3 1.3 ± 0.3 0.4 ± 0.04 38.6 ± 6.7
А

37.9 ± 5.1
Б

5.7 ± 0.3
Б

52.4 ± 3.1
Б

35.6 ± 2.7
Б

Sp7.8 1.4 ± 0.3 2.0 ± 0.3 1.3 ± 0.2 43.4 ± 7.7
А

36.3 ± 4.5
Б

5.5 ± 0.3
Б

56.7 ± 3.0
Б

41.3 ± 2.6
В
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мировали клеточные формы, устойчивые к высу-
шиванию. Клеточные формы, устойчивые к высу-
шиванию, являются частью системы механизмов,

способствующих выживанию микробной попу-
ляции в условиях водного стресса. Такие клетки у
азоспирилл охарактеризованы как цистоподоб-

Рис. 3.  Морфология корневых волосков в корневой системе стерильных (а) и инокулированных штаммами A. brasi-
lense Sp7 (б), Sp7.4 (в) и Sp7.8 (г) проростков пшеницы после 7 дней культивирования в жидкой среде. Масштабная
метка ‒ 25 мкм.

(а)

(б)

(в)

(г)
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ные формы (ЦП-формы) (Sadasivan et al., 1987;
Malinich, Bauer, 2018; Шелудько и соавт., 2020).
ЦП-формы азоспирилл сравнивают с цистами
азотобактера (Berg et al., 1980). Заметным отличи-
ем ЦП-форм Azospirillum от цист Azotobacter явля-
ется отсутствие четкой дифференциации внеш-
него слоя на экзину и интину (Berg et al., 1980). В
биопленках A. brasilense Sp7 для ЦП-форм харак-
терен морфологический и функциональный по-
лиморфизм (Wang et al., 2017; Шелудько и соавт.,
2020). Очевидно, в сухих биопленках после гибе-
ли вегетативных клеток (Sadasivan et al., 1987; Ma-
linich, Bauer, 2018; Шелудько, 2020) жизнеспособ-
ность сохраняется только у цистоподобных форм.

В условиях, моделирующих осмотиче-
ский/водный стресс, подавлялась подвижность
планктонных и роящихся клеток штаммов Sp7,
Sp7.4 и Sp7.8. Непроникающий осмотический агент
ПЭГ, использованный для создания условий ос-
мотического стресса, в концентрации 10% блоки-
ровал движение клеток, плавающих при помощи
полярного жгутика (Fla) в жидкой планктонной
культуре. ПЭГ в концентрации 5% подавлял ско-
рость плавающих бактерий в планктонной куль-
туре, а на полужидкой среде, содержащей 0.3%
агара, блокировал. При увеличении плотности
агара до 0.4–0.5% азоспириллы синтезируют до-
полнительно многочисленные латеральные жгу-
тики (Laf) (Petrova et al., 2020). Бактерии на этих
средах продолжают перемещаться в присутствии
5% ПЭГ, формируя колонии роящихся клеток, но
меньшего диаметра, чем в контроле без стресса.

При достаточной влажности ризосферные
микроорганизмы слабо адсорбируются на по-
верхности частиц почвы и, следовательно, могут
перемещаться к корням растений (Oliveira et al.,
2004). Так, азоспириллы при 20% влажности поч-
вы мигрируют от растения к растению (Bashan,
1986). Экспериментальная модель, в которой для
стабильного и воспроизводимого снижения вод-
ного потенциала используется агаризованная
среда с инфузией ПЭГ, близка к агрономическим
засухе/водному стрессу в почве (Frolov et al.,
2017).

ПЭГ в концентрациях, подавляющих/блоки-
рующих подвижность плавающих/роящихся бак-
терий (5–10%), не оказывал значительного влия-
ния на способность Sp7 и Sp7.8 формировать
биопленки и не ингибировал метаболическую ак-
тивность клеток этих штаммов в биопленках,
сформированных без стресса. Показатели, харак-
теризующие устойчивость биопленок спонтанного
варианта Sp7.8 к условиям осмотического стрес-
са/высушиванию, превосходили аналогичные па-
раметры у родительского штамма или варианта
Sp7.4. Биопленки Sp7.4 оказались наиболее вос-
приимчивыми к негативному влиянию осмотиче-
ского стресса, однако при тех же концентрациях

ПЭГ планктонные культуры этого штамма росли
лучше, чем культуры Sp7 и Sp7.8.

Типовой штамм A. brasilense Sp7 используют в
качестве модели в исследованиях, направленных на
подбор ризосферных бактерий, способных повы-
шать устойчивость злаковых культур к негативному
влиянию засухи/водного стресса (Notununu et al.,
2022). Полученные нами данные свидетельствуют
о том, что бактерии этого штамма формируют
биопленки в условиях негативного воздействия
осмотического/водного стресса. В биопленках
клетки A. brasilense Sp7 приспосабливаются к
условиям, моделирующим засуху/изменение вод-
ного режима. Таким образом, наши результаты
анализа устойчивости биопленок A. brasilense Sp7
к осмотическому стрессу и имеющиеся литера-
турные данные (Ansari, Ahmad, 2019; Ansari et al.,
2021) позволяют использовать данный признак
при отборе ризобактерий, перспективных для
применения в борьбе со стрессом растений, обу-
словленном засухой. Варианты A. brasilense Sp7.4
и Sp7.8, являющиеся производными A. brasilense
Sp7, интересны для дальнейших исследований,
направленных на отбор перспективных штаммов,
повышающих устойчивость растений к засухе.
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Resistance of Biofilms Formed by the Soil Bacterium
Azospirillum brasilense to Osmotic Stress
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Abstract—Polyethylene glycol (PEG 6000) was used to establish osmotic stress conditions during growth of
the type strain Azospirillum brasilense Sp7 and its spontaneous variants Sp7.4 and Sp7.8, because it causes a
stable decrease in the water potential and thus makes it possible to simulate the effect of drought on the bac-
terial population. While PEG suppressed the motility of azospirilla, it had no effect on the ability of strains
Sp7 and Sp7.8 to form biofilms, as well as on the metabolic activity of the biofilms formed in the absence of
stress. PEG 6000-caused osmotic stress promoted biofilm formation in Sp7.8. While the biofilms of the Sp7.4
variant were those most sensitive to the negative effect of the water stress, the growth variables of the plank-
tonic culture of this variant under stress conditions exceeded the values for both Sp7 and Sp7.8. In biofilms,
strains Sp7, Sp7.4, and Sp7.8 produced polysaccharides and the plant hormone IAA; desiccation-resistant
cell forms emerged. The variants Sp7.4 and Sp7.8, similarly to Sp7, formed biofilms during plant root colo-
nization and affected the morphology of the root system of wheat seedlings. Our results show that sponta-
neous variants of strain Sp7 may be of interest for further research directed at selection of promising Azospi-
rillum strains to enhance the drought resistance of plants.

Keywords: osmotic stress, water stress, drought, biofilms, dormant forms, drying
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В природных системах микроорганизмы периодически подвергаются ингибирующим рост и ле-
тальным воздействиям стрессоров. Известно, что в присутствии летальных доз антибиотиков попу-
ляция бактерий выживает и сохраняется как вид за счет жизнеспособных неделящихся дормантных
клеток-персистеров. Как выживает популяция при летальных, и более того, сочетанных или после-
довательных воздействиях стрессоров химической и физической природы неизвестно, что и опре-
делило цель настоящего исследования. Проведен сравнительный анализ выживаемости популяций
стационарных культур Escherihia coli К-12 MG1655 при летальных воздействиях антибиотика ципро-
флоксацина (CIP) и лизирующего раствора, теплового и щелочного шоков. Выявлена более высо-
кая устойчивость к стрессорным воздействиям: (1) стареющих стационарных клеток, содержащих
сформированный биокристаллический нуклеоид, по сравнению с клетками, только перешедшими
в стационарную фазу; (2) популяций, инкубируемых в буфере без питательных веществ, а не в ро-
стовой среде. При действии CIP на популяции статически инкубируемых культур выявлена их более
высокая устойчивость к сверхвысоким концентрациям CIP (100 мкг/мл) по сравнению с биоцидной
дозой (10 мкг/мл) (эффект Игла). Обнаружена гетерогенность выживающих при летальных воздей-
ствиях теплового и рН-шока субпопуляций за счет реверсии к росту временно утративших способ-
ность образовывать колонии на плотной среде клеток (через 10–30 сут их инкубации). Выявленная
устойчивость выживших после теплового или рН-шока клеток к последующей биоцидной атаке
CIP позволяет идентифицировать эти клетки как персистеры. Обнаруженная гетерогенность суб-
популяции персистеров по показателю их стрессоустойчивости может иметь значение при коррек-
ции режимов стерилизации и антибиотикотерапии.

Ключевые слова: Escherihia coli, клетки-персистеры, выживание, стрессоры, гетерогенность, рН, ци-
профлоксацин, тепловой шок
DOI: 10.31857/S0026365622600493

В настоящее время хорошо известно, что при
воздействии летальных доз антибиотиков на
культуры микроорганизмов в них выживают
клетки малочисленной субпопуляции персисте-
ров (0.001–5%), образующиеся в результате цито-
дифференцировки и приобретающие фенотип
толерантности к любым антибиотикам (Balaban
et al., 2004, 2013; Lewis, 2010). Частота образова-
ния таких клеток-персистеров возрастает по мере
старения микробной культуры, составляя в фазе
экспоненциального роста 0.001–0.1% (персисте-
ры II типа) и 1–5% в стационарной фазе (перси-
стеры I типа). При перенесении в свежую среду
персистеры прорастают, возвращаясь к исходно-
му фенотипу, и воспроизводят родительскую по-

пуляцию чувствительных к антибиотикам клеток, в
которой опять образуется малочисленная субпопу-
ляция клеток-персистеров. Механизмы образова-
ния персистеров и их устойчивости к антибиотикам
широко изучаются преимущественно на моделях
патогенных бактерий, что обусловлено запроса-
ми медицины (Balaban et al., 2013; Michiels, Fau-
vart, 2016; van der Bergh et al., 2017). Практически
неизвестно, как выживают бактериальные попу-
ляции при воздействии летальных доз стрессоров
физической и химической природы, а также при
их сочетанном действии. Имеется отрывочная
информация об устойчивости персистеров к не-
которым химическим токсикантам, например,
ионам тяжелых металлов (Van den Bergh et al.,
2017).

В наших исследованиях было показано, что
сочетанное воздействие на экспоненциально раз-

1 Дополнительная информация для этой статьи доступна
по doi 10.31857/S0026365622600493 для авторизованных
пользователей.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ
СТАТЬИ

EDN: BWCTXE
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вивающуюся микробную культуру сублетальных
доз физических (тепловой шок, 45°С, 2 ч) и химиче-
ских стрессоров (внесение микробного алармона –
гексилрезорцина) влияет на развитие устойчивости
микробной популяции к последующей летальной
антибиотической атаке. Было обнаружено, что в
зависимости от временного интервала между эти-
ми последовательными воздействиями, частота
образования персистеров II типа возрастает или,
напротив, уменьшается (Лойко с соавт., 2015).
Показано потенцирующее действие стресса на
образование персистеров I типа, сопряженное с
переходом культуры в стационарную фазу (van
den Bergh et al., 2022; Peyrusson et al., 2022). О том,
как влияют стрессорные воздействия летального
уровня на выживание стационарных культур и
персистеров I типа, информации нет, хотя эти си-
туации имеют место как в медицинской практике
при стерилизации использованного оборудова-
ния и биологического материала, так и в природ-
ных системах. Вместе с тем хорошо известно, что
клетки культур стационарной фазы (неделящиеся
с эндогенным метаболизмом) более устойчивы к
сублетальным стрессорным воздействиям, чем
клетки экспоненциально растущей культуры
(Pletnev et al., 2015; Agrawal et al., 2019; Gottesman,
2019).

Переход развивающейся бактериальной культу-
ры в стационарную фазу роста вызван изменением
транскрипционных программ, определяющих сме-
ну стратегий развития популяции с размножения
клеток и экспансии пространства на запрет кле-
точного деления и повышение стрессоустойчиво-
сти клеток. Этот переход сопровождается важными
событиями, обеспечивающими выживание попу-
ляции в неблагоприятных для роста условиях. На
популяционном уровне выживание популяции в
стрессовых условиях обеспечивается, как отмече-
но выше, фенотипическим переходом клеток ма-
лочисленной субпопуляции в фенотип персисте-
ров. Устойчивость персистеров к повреждающим
воздействиям, существенно более высокая, чем у
ординарных клеток, обусловлена: (1) их крайне
низкой метаболической активностью, то есть не-
зависимостью от условий окружающей среды,
(2) очень низкой протон движущей силой (РМF),
(3) снижением диффузии в клетку антибиотиков
или других токсикантов, а также высокой эффек-
тивностью эффлюкс систем (Lewis, 2010; Grant,
Hung, 2013; Maisonneuve, Gerdes, 2014; van den
Bergh et al., 2017).

На клеточном уровне устойчивость к стрессам
связана с изменением структурной организации
клеточных оболочек, замещением в мембранах
ненасыщенных жирных кислот насыщенными,
что вызывает снижение микровязкости липидной
стромы мембран и повышение их прочности
(Ткаченко, 2012; Cañas-Duarte et al., 2020).

Основным событием, происходящим в стаци-
онарных клетках является структурная реоргани-
зация нуклеоида. Транскрипционная программа
клеток стационарной фазы включает изменения в
синтезе белков, ассоциированных с нуклеоидом
(NAPs), имеющих функции глобальных тран-
скрипционных регуляторов (Azam, Ishihama,
1999). В стационарных клетках основным из
NAPs становится белок Dps (  – binding

 from  cells). Белок Dps, относя-
щийся к семейству ферритиновых белков, обра-
зует самосборкой додекамеры, в полости которых
Dps связывает ионы Fe2+ и окисляет их активны-
ми формами кислорода, образующимися в реак-
ции Фентона, защищая, таким образом, клетки
от окислительного стресса. Экспрессия белка Dps
включена также в клеточные ответы на стрессор-
ные воздействия голодания, температурного шока,
рН-шока и др. (Karas et al., 2015). Другая, наибо-
лее важная функциональная активность Dps обу-
словлена способностью его додекамеров к: (1) са-
мосборке в упорядоченную кристаллическую
структуру и (2) образованию комплексов с ДНК,
что сопровождается ее компактизацией. Совокуп-
но, это приводит к образованию биокристалличе-
ского нуклеоида (БН). Включение нитей ДНК в
многослойную конструкцию Dps-Dps обусловли-
вает обратимую супрессию транскрипционной
активности ДНК (Karas et al., 2015; Janissen et al.,
2018). Образование БН в стационарных клетках
должно обеспечивать, таким образом, их более
высокую стрессоустойчивость дополнительно к
метаболически обусловленной стрессоустойчи-
вости. Процесс биокристаллизации нуклеоида
начинается при переходе культуры E. coli в стаци-
онарную фазу и завершается через 48 ч (Frenkel-
Krispin et al., 2004). Отметим, что биокристалли-
зация нуклеоида имеет место как в обычных веге-
тативных стационарных клетках, так и в клетках-
персистерах I типа, образовавшихся в стационар-
ных популяциях. Дальнейшая судьба этих двух
субпопуляций различна. В стареющей бактери-
альной культуре стационарная фаза сменяется
фазой отмирания бактериальной культуры, когда
обычные клетки автолизируются, а персистеры,
устойчивые к автолизу, выживают. При этом об-
ломки и внутреннее содержимое лизировавшихся
клеток способствуют выживанию персистеров
(Podlesek et al., 2016) и, согласно гипотезе (Лойко
с соавт., 2015), созреванию персистеров в анабио-
тические покоящиеся формы, обладающие высо-
кой устойчивостью к повреждающим стрессорным
воздействиям. Эта устойчивость персистеров,
приобретающих состояние спячки (dormancy)
или оцепенения (quiescence), обусловлена изме-
нением компонентного состава и, следовательно,
структурной организации и функциональной ак-
тивности клеточных оболочек: липидного соста-
ва мембран (Gonçalves, de Carvalho, 2016; Cañas-

DNA
protein s tarved
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Duarte et al., 2020) и пептидоглигана клеточной
стенки (Rittershaus et al., 2013; Pletnev et al., 2015; Jia
et al., 2020), а также закислением цитоплазмы
(Goode et al., 2021).

Таким образом, клетки стационарной популя-
ции как ординарные вегетативные, так и перси-
стеры обладают, по-видимому, ранжированной
устойчивостью к повреждающим воздействиям.
Наиболее устойчивы клетки-персистеры, созре-
вающие в процессе длительного культивирова-
ния в высоко стрессоустойчивые покоящиеся
формы. Достаточно устойчивы старые стацио-
нарные клетки с биокристаллизованным нуклео-
тидом, и наименее стрессоустойчивы клетки ран-
ней стационарной фазы.

Целью настоящего исследования было опре-
делить уровень выживания (персистенции) бак-
териальных популяций Escherihia coli при инди-
видуальных и сочетанных летальных стрессорных
воздействиях на стационарные культуры бакте-
рий разного возраста. В настоящем исследовании
было выяснено влияние на устойчивость клеток к
действию стрессоров: (1) возраста стационарных
клеток (1 и 3 сут); (2) природы стрессора – биоло-
гической (антибиотик ципрофлоксацин (CIP)),
химической (лизирующий раствор, рН-шок), фи-
зической (тепловой шок); (3) последовательности
сочетанного действия стрессоров.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЙ
Объекты исследования. В работе использовали

грамотрицательные бактерии Escherihia coli шт.
К12 MG1655 из коллекции культур НИИ новых
антибиотиков им. Г.Ф. Гаузе РАН.

Бактерии культивировали в среде LB (Broth,
Miller, VWR, USA) в колбах объемом 250 мл с 50 мл
среды на орбитальной качалке (160 об./мин) при
температуре 28°С. Инокулят – культуру стацио-
нарной фазы роста (ночная культура) вносили в
количестве 0.5 мл на 50 мл среды (1%), что обес-
печивало начальную оптическую плотность (ОП)
≈0.3 (λ = 450 нм, l = 10 мм) (Spectrophotometer
7315, Jenway, GB). Для определения численности
стрессоустойчивых (выживших) клеток (перси-
стеров) в стационарных (1 и 3 сут) культурах E. coli
использовали графическую зависимость измене-
ния титра клеток от времени воздействия.

Выявление персистеров I типа E. coli воздей-
ствием антибиотика CIP. В бактериальные культу-
ры стационарной фазы роста (1 и 3 сут), получен-
ные как описано выше, вносили CIP до конечных
концентраций 10 и 100 мкг/мл, соответствующих
10 и 100 минимальным ингибирующим концентра-
циям (МИК), и инкубировали их при температуре
28°С без перемешивания в течение 14–16 сут. Пери-
одически определяли титр жизнеспособных клеток
по числу колониеобразующих единиц (КОЕ/мл)

после высева 6-кратно отмытых от антибиотика
0.9% NaCl аликвот на агаризованную среду LB (с
добавлением 1.5% Bacteriological Agar, Helicon,
Russia).

Выявление персистеров I типа E. coli воздействием
лизирующего раствора. В бактериальные культуры
стационарной фазы роста (1 и 3 сут), полученные
как описано выше, вносили содержащий доде-
цилсульфат натрия лизирующий раствор (из на-
бора Plasmid Miniprep Кат. # BC021L, Евроген,
Россия) до конечных концентраций 2.5 и 5 об. %
и инкубировали их при температуре 28°С без пе-
ремешивания в течение 4 часов. Каждые 40 мин
определяли изменение титра жизнеспособных кле-
ток после высева 2-кратно отмытых 0.9% NaCl
аликвот на агаризованную среду LB (с добавлением
1.5% Bacteriological Agar, Helicon, Russia).

Выявление клеток стационарных культур E. coli,
устойчивых к тепловому шоку. Аликвоты (1 мл)
бактериальных культур E. coli стационарной фазы
роста (1 и 3 сут) переносили в пластиковые про-
бирки объемом 2 мл и подвергали воздействию
температуры 50, 55 или 60°С в течение 60 мин с ис-
пользованием термошейкера (TS-100, Biosan) при
перемешивании (740 об./мин). Каждые 5–10 мин
определяли численность жизнеспособных клеток
(методом КОЕ).

Выявление клеток стационарных культур E. coli,
устойчивых к рН-шоку. Аликвоты (1 мл) бактери-
альных культур E. coli стационарной фазы роста
(1 и 3 сут) переносили в пластиковые пробирки
объемом 2 мл. Туда же вносили 1 н раствор КОН
до увеличения показателя рН среды до 10.0. Культу-
ры инкубировали при 28°С без перемешивания в
течение 240 мин, определяя каждые 30 мин числен-
ность жизнеспособных клеток (методом КОЕ).

Подготовка клеточных популяций для дальнейших
экспериментов. Клетки контрольных и опытных об-
разцов делили на две партии. Первую партию
контрольных и опытных образцов отделяли от
культуральной жидкости центрифугированием
(10000 g, 15 мин), промывали PBS буфером (после
теплового и щелочного шоков 2 раза, после дей-
ствия CIP 6 раз), и ресуспендировали в культураль-
ной жидкости, полученной после культивирования
клеток E. coli в течение 1- или 3-х сут, соответствен-
но (для экспериментов с CIP 6- и 8-сут, соответ-
ственно). Эти клеточные популяции обозначали
“П среда”. Вторую партию контрольных и опытных
образцов отделяли от культуральной жидкости цен-
трифугированием (10000 g, 15 мин), промывали PBS
буфером (после теплового и щелочного шоков 2 ра-
за, после действия CIP 6 раз), и ресуспендировали
в PBS буфере, обозначая соответственно “К бу-
фер” или “П буфер”.

Определение длительности выживания клеток
после стрессорных воздействий. Клетки контрольных
и опытных образцов, подготовленные, как описа-
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но выше, хранили в течение 4–8 мес. при 23°С без
перемешивания, периодически определяя количе-
ство жизнеспособных клеток (методом КОЕ).

Стрессирование клеток, выживших после воз-
действия CIP. Клеточные популяции подвергали
воздействию теплового шока (15 и 30 мин при
температуре 55°С) и щелочного шока (увеличение
рН до 10.0 добавлением 1 н КОН и инкубирование в
течение 2 ч). Далее определяли численность остав-
шихся жизнеспособными клеток (методом КОЕ).

Стрессирование клеток, выживших после тепло-
вого шока. Клеточные популяции подвергали воз-
действию CIP (10 мкг/мл, инкубация в статическом
режиме при 23°С в течение 5 сут) и щелочного шока
(увеличение рН до 10.0 добавлением 1 н КОН и ин-
кубирование в течение 2 ч). Далее определяли
численность оставшихся жизнеспособными кле-
ток (методом КОЕ).

Стрессирование клеток, выживших после воз-
действия щелочного шока. Клеточные популяции
подвергали воздействию CIP (10 мкг/мл, инкуба-
ция в статическом режиме при 23°С в течение 5 сут)
и теплового шока (15 и 30 мин при температуре
55°С). Далее определяли численность оставшихся
жизнеспособными клеток (методом КОЕ).

Статистический анализ. Все эксперименты
проводились в 5-ти кратной повторности. Стати-
стический анализ был сделан с использованием
стандартных методов в программе Microsoft Excel
XP. Группу данных считали однородной, если
среднеквадратичные отклонения σ не превышали
10%. Различия между группами считали досто-
верными при критерии вероятности Р > 0.95.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Для выявления клеток-персистеров бактери-

альную популяцию подвергают воздействию ле-
тальных доз антибиотиков (Michiels, Fauvart,
2016). При этом об образовании субпопуляции
персистеров судят по обнаружению плато на кри-
вой отмирания клеток (Balaban et al., 2004, 2013).
В настоящей работе, наряду с воздействием анти-
биотика CIP, впервые были предложены новые
способы выявления персистеров с помощью лизи-
рующего раствора, а также теплового и щелочного
шоков путем анализа кривой отмирания клеток в
результате действия стресса. Также рассматрива-
лись вопросы влияния на выживание клеточных
популяций возраста культуры до стрессового воз-
действия и среды, в которой инкубируются клетки.
Под термином “выживание” понимали сохранение
бактериями колониеобразующей способности.

Выявляющее персистеры действие CIP
Персистеры I типа выявляли, добавляя CIP (10

и 100 мкг/мл) в 1 и 3 сут стационарные культуры

E. coli (рис. 1). Парадоксально, но число выжив-
ших клеток в обеих культурах было больше при
воздействии сверх высокой дозы CIP 100 мкг/мл –
10–15%, чем при биоцидной 10 мкг/мл – 1–3%.
Такой феномен, при котором численность выжив-
ших бактерий больше при концентрациях антибио-
тика значительно более высоких, чем оптимальная
бактерицидная концентрация, был описан как
эффект Игла (Eagle, 1948; Eagle, Musselman, 1948).
Его неоднократно фиксировали в экспериментах
с культурами бактерий и грибов различных таксо-
нов (Prasetyoputri et al., 2019). Отметим, что эффект
Игла описывался ранее для экспоненциально
растущих клеток, а в наших исследованиях впервые
показан для клеток стационарных культур. Моле-
кулярные и клеточные механизмы эффекта Игла
плохо изучены, но полагают, что один из них связан
с действием автолизинов, интерферирующем с
действием антибиотиков. Также возможно, что
сверхвысокие дозы антибиотика вызывают сни-
жение уровня образующихся при стрессе АФК,
что приводит к увеличению доли выживающих
клеток (Prasetyoputri et al., 2019). Хотя эти гипоте-
зы были сформулированы для экспоненциально
растущих клеток, они не противоречат полученным
нами результатам для стационарных культур. Су-
щественных различий между выживанием клеток
при антибиотической атаке в 1 и 3 сут культурах
E. coli не было обнаружено, численность выяв-
ленных на “плато” клеток-персистеров в обоих ва-
риантах составляла около 3% (действие 10 мкг/мл
CIP) (табл. 1). Единственным различием было бо-
лее быстрое отмирание клеток 3 сут культуры по
сравнению с клетками 1 сут культуры.

Выявляющее персистеры действие
лизирующего раствора

Персистеры I типа выявляли, добавляя лизи-
рующий раствор (2.5 и 5 об. %) в 1 и 3 сут стацио-
нарные культуры E. coli (Canas-Duarte et al., 2014)
(рис. 2). Селектирующий эффект зависел от кон-
центрации лизирующего раствора и был хорошо
выражен при использовании 0.5 об. % раствора
для обоих вариантов – 1 и 3 сут культур E. coli.
При этом в 3 сут культуре, в которой отмирание
ординарных клеток шло быстрее, численность
выживающих клеток составляла 3–5%, а в 1 сут
культуре была выше – 5–7%. Это объясняется тем,
что при старении стационарных клеток прочность
клеточных оболочек снижается и воздействие
компонентов лизирующего раствора приводит к
более быстрому разрушению бактериальных кле-
ток. Следует отметить, что количество персистеров,
выявленное воздействием на популяцию CIP и
лизирующего раствора, было примерно одинаково
(табл. 1).
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Селектирующее стационарные клетки 
E. coli действие летального рН-шока 

(защелачивание среды)

Действие КОН на статически инкубируемые
1 и 3 сут культуры, увеличивающее рН среды до

значений 10.0, представлено на рис. 3 в виде гра-
фических зависимостей динамики снижения ко-
личества жизнеспособных клеток. После дли-
тельной лаг-фазы (до 90 и 120 мин соответствен-
но) на кривой лизиса наблюдался период
отмирания клеток, более быстрый в 1 сут культу-
ре. Затем следовал 30 минутный период замедле-
ния гибели клеток (плато) и дальнейшее ускорен-
ное отмиранием культуры. Численность клеток,
по-видимому, персистеров, на выявленных плато,
составляла около 0.3% в 1 сут культуре и 1% в 3 сут
культуре (рис. 3), что несколько меньше, чем при
выявлении персистеров воздействием антибио-
тика или лизирующего раствора (табл. 1). Вероят-
но, несмотря на то, что мембраны клеток-перси-
стеров имеют повышенную прочность за счет вы-
сокого содержания насыщенных жирных кислот
и пониженной микротекучести липидной стромы

Рис. 1. Кривые отмирания популяций стационарных
культур E. coli после внесения летальных доз CIP –
10 (1) и 100 (2) мкг/мл: а – 1 сут культура; б – 3 сут
культура. Инкубация в статическом режиме.
Стрелками указаны плато персистеров.
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Таблица 1. Доля (%) выживших клеток-персистеров популяций 1 и 3 сут стационарных культур E. coli после
стрессорных летальных воздействий CIP, лизирующего раствора, теплового и щелочного шоков

Летальное воздействие
Доля жизнеспособных клеток-персистеров,

в % от первоначального количества

1 сут культура 3 сут культура

CIP, 10 мкг/мл
CIP, 100 мкг/мл

3
13

3
10

Лизирующий раствор, 5% 5–7 3–5
Тепловой шок 55°С,

15 мин
20 мин

0.001
0.0001

0.5
0.005

Щелочной шок,
рН 10, 150 мин 0.3 1.0

Рис. 2. Кривые отмирания популяций 1 (1, 2) и 3 (3, 4)
сут стационарных культур после внесения лизирую-
щего раствора 2.5 (1, 3) и 5 (2, 4) об. %. Стрелками ука-
заны плато персистеров. Инкубация в статическом
режиме.
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(Balaban et al., 2013), они тоже чувствительны к
воздействию КОН.

Селектирующее стационарные клетки E. coli 
действие летального теплового шока

Развитие стрессового ответа клеток на субле-
тальный тепловой шок хорошо изучено. Показа-
ны его воздействие на клеточную оболочку
грамотрицательных бактерий, ее стрессовый от-
вет и основные пути проведения стрессового сиг-
нала, в том числе функциональность σ-фактора,
контролирующего продукцию липополисахари-
дов и целостность внешней мембраны (Wang
et al., 2021). Имея повышенную прочность кле-
точных мембран, можно предположить, что клет-
ки-персистеры должны быть более устойчивы к
летальному тепловому шоку, что должно отра-
зиться на кривой отмирания клеток образовани-
ем плато.

При подборе условий теплового шока наибо-
лее показательным оказалось воздействие 55°С
(рис. 4). В этом случае на кривых отмирания об-
наруживались плато, соответствующие субпопу-
ляциям с более выраженной термоустойчивостью
клеток. Кривые отмирания популяций 1 и 3 сут
культур имели сходный характер. Однако, клетки
3 сут культуры демонстрировали большую устой-
чивость, а кривая отмирания имела два хорошо
выраженных плато: первое – в период 10–15 мин
прогревания (0.5% клеток популяции) и второе –
в период 20−30 мин прогревания, где численность
выживших клеток составляла 0.01%. Более высо-
кая термостабильность клеток 3 сут культур по
сравнению с 1 сут культурами, по-видимому, объ-
ясняется спецификой структурной реорганиза-
ции клеток – завершением формирования в них
БН с помощью белка Dps (Frenkiel-Krispin, Minsky,
2006; Крупянский с соавт., 2018). Одной из функ-
ций белка Dps является повышение термоста-

бильности стационарных клеток по сравнению с
клетками экспоненциально растущих культур
(Almirón et al., 1992; Karas et al., 2015). Выявлен-
ные нами различия в термостабильности клеток
1 и 3 сут стационарных культур еще раз на новой
модели подтвердили роль БН в термоустойчиво-
сти клеток.

Таким образом, при летальных воздействиях
высокой температуры или рН-шока жизнеспо-
собными остаются около десятой – сотой доли
процента от численности стационарных популя-
ций. Можно полагать, что эти выжившие клетки
являются персистерами.

Для проверки высказанного положения далее
были изучены свойства полученных клеток-пер-
систеров: способность к длительному сохранению
жизнеспособности и устойчивость к перекрест-
ному действию стрессорных факторов.

Свойства клеток-персистеров,
выявленных после действия CIP

Длительность сохранения жизнеспособности.
Отмытые от антибиотика субпопуляции клеток-
персистеров 1 и 3 сут стационарных культур E. coli,
оставшихся жизнеспособными после 5 сут воз-
действия летальных доз CIP, а также соответству-
ющие им контрольные варианты стационарных
культур, хранили в течение 7 мес. в среде роста и
в буфере (табл. S1).

Сразу после воздействия CIP, отмывки и ре-
суспендирования выживших персистеров в среде
роста или буфере титр жизнеспособных клеток
составил 3.0 и 2.2% от исходного количества бак-
терий в 1 сут культуре и 2.3 и 2.1% в 3 суточной,
соответственно. В контрольных популяциях, без
воздействия антибиотика, но с 5-ти суточной ин-
кубацией и последующим перенесением в среду

Рис. 3. Кривые отмирания популяций 1 (1) и 3 (2) сут
стационарных культур E. coli после внесения КОН
(рН 10). Стрелками указаны плато персистеров. Ин-
кубация в статическом режиме.
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Рис. 4. Кривые отмирания популяций 1 (1, 2, 3) и 3 (4)
сут стационарных культур E. coli при тепловом шоке
50°С (1), 55°С (2, 4), 60°С (3) в зависимости от време-
ни воздействия. Стрелками указаны плато персисте-
ров. Инкубация при перемешивании.
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или буфер количество жизнеспособных клеток
оказалось ~35–50% от исходного (табл. S1).

Через месяц хранения 1 сут культур количе-
ство (относительно их титра на начало периода
хранения) жизнеспособных персистеров, хранив-
шихся в среде роста, снижалось до 3.5%, тогда как
стационарных клеток в контрольном образце –
до 7.1%. При хранении бактерий в буфере, коли-
чество выживших клеток было выше – 12.1 и
23.0% соответственно. В случае 3 сут культур и в
среде роста, и в буфере относительное количество
клеток-персистеров через месяц хранения было
выше, чем в контрольных вариантах в 2.6 и 4.2 ра-
за, соответственно. Т.е. прослеживалась общая
тенденция лучшего сохранения жизнеспособных
клеток как контрольных, так и опытных популя-
ций в буфере, а также большая устойчивость к
длительной инкубации 3 сут популяций. Инте-
ресно, что при хранении фракции персистеров 3 сут
культур в течение 1 мес. в буфере их численность
не менялась, а в среде роста – падала меньше, чем
в 3 раза, что свидетельствует об устойчивости
персистеров к автолизу (Balaban et al., 2013; Or-
man, Brynildsen, 2015; van den Bergh et al., 2017;Mo-
hiuddin et al., 2021). Однако через 7 мес. инкуба-
ции доля КОЕ-образующих клеток-персистеров
в этих образцах снижалось до 4.4% в буфере и
9.0% в среде, что можно объяснить гетерогенностью
субпопуляции персистеров и приобретением ча-
стью из них состояния “некультивируемости” при
принципиальном сохранении их жизнеспособно-
сти. Значительно снижалась численность жизне-
способных клеток через 7 мес. хранения и в кон-
трольных популяциях, и по абсолютным значениям
она совпадала со значениями в опытных вариантах.
Т.е. доля выживших анабиотических покоящихся
клеток (Эль-Регистан с соавт., 2006) в контрольных
популяциях соответствовала численности перси-
стеров в опытных популяциях, что подтверждает
ранее высказанную гипотезу, рассматривающую
персистеры как предшественники покоящихся
форм (Лойко с соавт., 2015).

Устойчивость к стрессовым факторам. При
сильном стрессовом воздействии основная часть
популяции отмирает, а клетки малочисленной
субпопуляции персистеров c нарушенным мета-
болизмом выживают (Hofer, 2022). Их состояние
при этом характеризуется крайне слабым обме-
ном веществ и пролонгированной реверсией к
росту (Balaban et al., 2013). При этом реактивиро-
ванные в свежей среде персистеры теряют свою
стрессоустойчивость и погибают при повторном
стрессорном воздействии (Wainwright et al., 2021),
что используется как прием тиндализации в ме-
дицинской практике. Однако не известно, что бу-
дет со способностью персистеров ревертировать к
росту, если их подвергать повторному летальному
стрессовому воздействию без предварительной
реактивации. Такая схема повторного перекрест-

ного стресса клеток-персистеров была воспроиз-
ведена в наших экспериментах.

Воздействие теплового шока. Популяции пер-
систеров 1 и 3 сут культур, выявленные CIP, а также
популяции клеток контрольных вариантов, ре-
суспендированные в среде роста и буфере, под-
вергали тепловому шоку (55°С, 15 и 30 мин), после
чего определяли численность выживших клеток
(табл. S2).

В образцах 1 сут культур после 15 мин прогрева-
ния титр жизнеспособных клеток в контрольных и
опытных вариантах снижался на 3–4 порядка, а в
3 сут – на 2–3 порядка. При этом относительное
количество выживших клеток-персистеров во
всех вариантах было выше, чем стационарных кле-
ток в 1.5–4.5 раза. Устойчивости как контроль-
ных, так и клеток-персистеров способствовала
инкубация в PBS буфере. Т.е. в образцах клеток,
суспендированных в среде роста, автолиз шел
быстрее, чем при суспендировании клеток в бу-
фере, что можно объяснить присутствием в среде
роста токсичных продуктов метаболизма, а также
ненасыщенных жирных кислот, индуцирующих
автолиз клеток (Эль-Регистан с соавт., 2006). Си-
нергидное действие ненасыщенных жирных кис-
лот и нагревания вызывают сверхкритическое по-
вышение текучести липидной стромы мембран и
гибель клеток.

Описанные тенденции усиливались при более
длительном (30 мин) воздействии температуры.
Сам факт выживания части персистеров при воз-
растании времени прогревания свидетельствует о
гетерогенности популяции персистеров по показа-
телю терморезистентности. Если гетерогенность
популяции покоящихся анабиотических форм по
их терморезистентности была известна (Эль-Ре-
гистан с соавт., 2006), то для персистеров она пока-
зана впервые и может объясняться, различиями в
составе и количестве структурных компонентов
мембраны (насыщенных жирных кислот и др.).

Таким образом, после теплового шока в субпо-
пуляциях персистеров выживает больший про-
цент клеток (в 1.5–185 раз), чем в контрольных
вариантах, при этом в образцах суспендирования
в буфере больше, чем при суспендировании в сре-
де роста. Эти результаты подтверждают высокую
термоусточивость персистеров, а также роль сре-
ды, в которой клетки подвергались прогреванию,
что показано впервые.

Воздействие защелачивания среды. В популяции
персистеров 1 и 3 сут культур, выявленные CIP, а
также популяции клеток контрольных вариантов,
ресуспендированные в среде роста и буфере, вно-
сили 1 н КОН до рН 10.0. Через 2 ч инкубации
определяли количество жизнеспособных клеток
(табл. S3).

Так же как и в экспериментах с воздействием
повышенной температуры, клетки 1 сут культур
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оказались более чувствительны к щелочному шо-
ку, чем клетки 3 сут культур, при этом персистеры
оказались более устойчивы, примерно в 4 раза,
чем контрольные стационарные клетки. Более
высокая устойчивость персистеров может объяс-
няться отмеченным ранее измененным (по срав-
нению с ординарными клетками) составом мем-
бранных липидов и потому – структурной реорга-
низацией липидной стромы мембран.

Свойства клеток-персистеров, выявленных после 
летального щелочного шока

Длительность сохранения жизнеспособности.
Отмытые от КОН субпопуляции клеток-персисте-
ров 1 и 3 сут культур E. coli, а также соответствующие
им контрольные варианты стационарных культур,
хранили в течение 4 мес. в среде роста и в буфере
(табл. S4).

Анализ результатов, полученных для кон-
трольных и опытных образцов, хранившихся 1 мес.
в статических условиях, выявил их принципиаль-
ные различия. Во всех образцах контрольных ва-
риантов как 1 сут, так и 3 сут культур шло отмира-
ние клеток, при этом более быстрое в среде роста,
чем в буфере, и в 1 сут популяциях, чем в 3 сут, а
количество жизнеспособных клеток (в % от ис-
ходного) снижалось до уровня 5–12%. Еще через
3 мес. хранения титр выживших клеток в контроль-
ных вариантах составлял 0.5–0.8%, что соответство-
вало численности анабиотических покоящихся
форм, в виде которых выживают и сохраняют вид
бактериальные популяции (Эль-Регистан с соавт.,
2006).

Принципиально другие результаты были по-
лучены для опытных вариантов. Отмирание кле-
ток-персистеров шло быстрее в популяциях, ин-
кубируемых в буфере, а чувствительность 3 сут
клеток оказывалась выше. Следует отметить, что
через мес. инкубации (а для 1 сут вариантов и че-
рез 4 мес.) количество жизнеспособных бактерий
было выше, чем на момент начала их хранения, что
связано с реактивацией части клеток популяций.
Это объясняется тем, что щелочной рН-стресс на
первом этапе сопровождается энергозависимым
выходом из клеток K+, снижением активности
воды, увеличением плотности цитоплазмы и ин-
гибированием ряда метаболических процессов
(Saito, Kobayashi, 2003; Padan et al., 2005). Поэто-
му сразу после стрессового шока численность
способных образовывать колонии на плотной
среде клеток в популяции резко снижается. На
следующем этапе развития стрессового ответа на-
чинается потребление ионов K+, которые в дан-
ном случае имеются как в среде роста, так и PBS
буфере. Этот транспорт потенцируется осмотиче-
ски активными веществами (Diskowski et al.,
2015), присутствующими в среде роста (культу-
ральной жидкости) и отсутствующими в буфере.

Поэтому доля реактивированных клеток больше
в образцах суспендирования клеток в среде роста,
а не в буфере.

Также следует отметить совпадение численности
клеток, выживших во всех вариантах через 4 мес.
хранения, с численностью, принятой для перси-
стеров – около 1% от исходного значения. Это
позволяет предположить, что при летальном ще-
лочном стрессе выживают клетки-персистеры. Од-
нако, обнаруженная реактивация клеток опыт-
ных вариантов, приводящая к увеличению их
численности, не позволяет рекомендовать прием
летального воздействия КОН для селекции кле-
ток-персистеров. Сам факт пролонгированной
реактивации малочисленной субпопуляции клеток
после летального стресса описывается впервые.

Воздействие CIP. В популяции клеток 1 и 3 сут
стационарных культур, перенесших щелочной
стресс, отмытых от КОН, и в популяции кон-
трольных вариантов, ресуспендированных в среде
роста или буфере, вносили CIP (10 мкг/мл) и ин-
кубировали в статическом режиме 5 сут. Затем
клетки отмывали от CIP и определяли численность
выживших бактерий методом КОЕ (табл. S5).

Внесение CIP в популяции контрольных вари-
антов 1 и 3 сут культур ожидаемо привело к селек-
ции субпопуляции персистеров, численность ко-
торых составила соответственно 2.6 и 2.4% в среде
роста и 10.7 и 8.9% в буфере (табл. S5). Действие
антибиотика на персистеры, выявленные воздей-
ствием КОН, имело менее катастрофичные послед-
ствия, особенно для 3 сут популяций, в которых
остались жизнеспособными 32.8% клеток, инку-
бируемых в среде и 22.8% клеток, инкубируемых
в буфере (табл. S5). Это подтверждает тот факт, что
при летальном действии КОН выживают клетки-
персистеры, а priori устойчивые к воздействию
антибиотиков.

Дистресс, вызванный внесением CIP в суспен-
зию персистеров, выявленных воздействием КОН,
был более губителен для клеток 1 сут популяций.
Титр выживших в них клеток был на 1–1.5 порядка
меньше, чем в популяциях 3 сут культур, и состав-
лял всего 0.02% (в среде) и 0.007% (в буфере) от
исходного количества бактерий в популяции до
всех воздействий (4.6 × 109 клеток/мл). Это еще раз
подтверждает ранее сделанный вывод об устой-
чивости персистеров 3 сут культур за счет нали-
чия в них сформированного БН.

Следует отметить, что при двойном последова-
тельном действии стрессоров большую роль игра-
ет их очередность. Так, при внесении CIP в стрес-
сированную КОН суспензию клеток 1 сут культур
в среде роста выжило 7.7% клеток, а при обратной
последовательности воздействий – сначала CIP,
потом КОН, выжило 19.3%. Такой же эффект был
обнаружен для образцов 3 сут культур (32.9 и
41.7%). Это свидетельствует о гетерогенности суб-
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популяции персистеров, что может иметь значение
для коррекции режимов антибиотикотерапии.

Воздействие теплового шока. Популяции кле-
ток 1 и 3 сут стационарных культур, перенесших
щелочной стресс, отмытых от КОН, и популяции
контрольных вариантов, ресуспендированных в
среде роста или буфере, подвергали прогреванию
при 55°С в течение 15 и 30 мин, после чего опре-
деляли численность КОЕ-образующих клеток
(табл. S6). Таким образом, на клетки контроль-
ных вариантов влиял только тепловой шок, а на
клетки опытных вариантов – оба стрессора, КОН
и высокая температура.

Как в контрольных, так и в опытных вариантах
тепловой шок оказывал более губительное воз-
действие на клетки 1 сут культур и инкубирован-
ные в среде роста. Так, количество выживших
клеток после 30 минутного воздействия термошо-
ка в опытных популяциях, хранящихся в среде
роста и в буфере составило 0.02 и 0.1%, а в кон-
трольных почти на два порядка меньше – 0.0001 и
0.003% соответственно. В 3 сут популяциях этот
разрыв был меньше и составлял один порядок.
Полученные результаты позволяет заключить,
что рН-шок отселекционировал стрессоустойчи-
вые клетки, выживающие при повторном воздей-
ствии не только CIP, но и теплового шока. Срав-
нение приведенных данных в табл. S6 с получен-
ными при последовательном воздействии CIP и
затем теплового шока (15 мин) (табл. S2) выявило
их близость. Это подтверждает, что при дистрессе
с большой долей вероятности выживают клетки-
персистеры.

Свойства клеток-персистеров, выявленных
после летального теплового шока

Длительность сохранения жизнеспособности.
Подвергнутые 30 мин воздействию температуры
55°С субпопуляции клеток-персистеров 1 и 3 сут
культур E. coli, а также соответствующие им кон-
трольные варианты стационарных культур, хра-
нили в течение 4 мес. в среде роста и в буфере
(табл. S7).

Приведенные в табл. S7 результаты оказались
схожи с полученными при воздействии щелочно-
го шока (табл. S4). Сразу после прогрева числен-
ность КОЕ-образующих клеток резко снижалась
во всех опытных образцах. При этом доля выжи-
вающих клеток была на 1.5–2 порядка меньше в
ростовой среде, чем в буфере, и меньше в образ-
цах 1 сут культур, чем 3 сут культур. Через 11 сут
хранения в контрольных вариантах начинался ав-
толиз, и численность клеток снижалась на 20–
90%. В дальнейшем автолиз продолжался и через
4 мес. титр жизнеспособных клеток составлял
0.5–1% от первоначального. В опытных образцах
все складывалось кардинально по-другому. В 1 и

3 сут опытных культурах, инкубируемых в среде
роста, уже через 11 сут КОЕ-образующих клеток
не обнаруживалось, тогда как в буферных образ-
цах их численность, наоборот, возрастала на 1–
2 порядка. Дальнейшее хранение практически не
влияло на ситуацию. Через 4 мес. хранения чис-
ленность персистеров (кроме варианта 1 сут в
среде роста, где КОЕ-образующие клетки так и не
выявлялись), а также контрольных клеток, было
на уровне 1% от исходного в первоначальных по-
пуляциях, что соответствует принятой численности
субпопуляции персистеров (Balaban et al., 2004,
2013).

Полученные результаты позволяют сделать
ряд выводов. (1) Показанная для опытных образ-
цов частичная реактивация клеток после теплового
шока, аналогичная реактивации клеток после
воздействия КОН (рН 10), свидетельствует об их
стрессовом состоянии с временной потерей коло-
ниеобразующей способности. (2) Определение
колониеобразующей способности клеток сразу
после окончания стрессорного воздействия (тепло-
вой шок, защелачивание среды, рН 10) не отражает
количества жизнеспособных клеток. Числен-
ность колониеобразующих клеток следует опреде-
лять через некоторое, эмпирически подобранное,
время после повреждающего воздействия, доста-
точное для реактивации поврежденных, но не
убитых клеток. (3) Удельная доля жизнеспособ-
ных клеток (от 100% в исходной популяции), вос-
становивших КОЕ-образующую способность по-
сле теплового шока ∼1%, позволяет отнести их к
субпопуляции персистеров. (4) Увеличение чис-
ленности выжившей субпопуляции за счет ревер-
тировавших к росту клеток почти на 2 порядка
(по сравнению с численностью сразу после воз-
действия стрессора) свидетельствует о гетероген-
ности персистеров по их стрессоустойчивости.
(5) Отмирание стрессированных тепловым шо-
ком клеток в ростовой среде (но не в буфере) объ-
ясняется синергидным действием ростингибиру-
ющих метаболитов, накапливающихся в стацио-
нарной фазе, и снижением барьерной функции
мембран прогретых (55°С) клеток (Эль-Регистан
с соавт., 2006). Полученные результаты демон-
стрируют биотехнологическую целесообразность
долгосрочного хранения микроорганизмов в виде
суспензии их стационарных клеток (со сформиро-
ванным БН) в буферных растворах.

Воздействие защелачивания среды. В популяции
персистеров 1 и 3 сут культур, выявленные 30 мин
тепловым шоком (55°С), а также популяции кле-
ток контрольных вариантов, ресуспендирован-
ные в среде роста и буфере, вносили 1 н КОН до
рН 10.0. Через 2 ч инкубации определяли количе-
ство жизнеспособных клеток (табл. S8).

В контрольных вариантах, где бактерии под-
вергались действию только одного стрессора –
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КОН, жизнеспособность клеток снижалась до
6.3% в случае 1 сут культуры и 11.9% – 3 сут куль-
туры, что подтверждает показанную выше более
высокую стрессоустойчивость “стареющих” ста-
ционарных клеток со сформированным БН. В
опытных образцах колониеобразующие клетки
не выявлялись, что можно интерпретировать как
следствие дистресса.

Воздействие CIP. В популяции клеток 1 и 3 сут
стационарных культур, выявленные 30 мин теп-
ловым шоком (55°С), и в популяции контроль-
ных вариантов, ресуспендированных в среде ро-
ста или буфере, вносили CIP (10 мкг/мл) и инку-
бировали в статическом режиме 5 сут. Затем
клетки отмывали от CIP и определяли численность
выживших бактерий методом КОЕ (табл. S9).

В контрольных вариантах 1 и 3 сут культур, ин-
кубируемых в ростовой среде, после воздействия
CIP жизнеспособными оставались ~2.5% клеток,
тогда как в популяциях, инкубируемых в буфере
~10.0%. Это подтверждает ранее сделанный вы-
вод о потенцирующем автолиз клеток действии
культуральной жидкости стареющих стационар-
ных культур.

Персистеры, выявленные тепловым шоком,
оказались очень устойчивы к действию антибио-
тика, особенно 3 сут, инкубируемые в среде, чис-
ленность которых в результате воздействия снижа-
лась только на 20%. Эта устойчивость к воздей-
ствию антибиотика предполагает, что при тепловом
стрессе выживают именно клетки персистеры. Их
низкая численность (103–105 клеток/мл) подтвер-
ждает ранее сделанный вывод о гетерогенности
субпопуляции персистеров по признаку стрессо-
устойчивости. Отметим, что субпопуляции анабио-
тических покоящихся форм также гетерогенны по
признаку стрессоустойчивости, в частности – тер-
морезистентности, что ранее связывали с их раз-
личиями в структурной организации клеточных
оболочек (моно- или многослойных) (Сузина с
соавт., 2001). Однако такое объяснение не годит-
ся для персистеров, выявленных в стационарных
культурах. Как было ранее показано для грамот-
рицательных бактерий за проведение сигнала при
тепловом шоке ответственны несколько систем, в
том числе, контролируемая σЕ-фактором (Wang et
al., 2021), под контролем которого находится про-
дукция липополисахаридов и целостность внеш-
ней мембраны, что влияет на выживание клеток
при тепловом стрессе. Стохастичность выраже-
ния этой системы может определять различия в
стрессовом ответе на тепловой шок в субпопуля-
ции персистеров.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В природных системах микроорганизмы пери-
одически подвергаются ингибирующим рост и

летальным воздействиям стрессоров. В настоя-
щей статье приведены результаты системного ис-
следования выживаемости популяций E. coli ста-
ционарной фазы роста при летальных воздей-
ствиях физических (тепловой шок), химических
(лизирующий раствор, рН-шок) и биологических
(антибиотик CIP) стрессоров. Анализ результатов
выживания популяций при: (а) летальных воздей-
ствиях, (б) последующем длительном (до 7 мес.)
хранении и (в) перекрестных стрессорных воз-
действиях, позволил сделать следующие выводы.
(1) Сохранение бактериальной популяции как
вида при летальных воздействиях любой природы
осуществляется за счет выживания малочислен-
ной субпопуляции клеток-персистеров, что рас-
ширяет диапазон стрессоров, к которым устойчивы
эти дормантные (покоящиеся) формы. (2) Субпо-
пуляция персистеров гетерогенна по признаку их
стрессоустойчивости. (3) Стрессоустойчивость
клеток стационарных популяций зависит от их
структурной организации и выражена сильнее у
старых стационарных клеток, содержащих сфор-
мированный БН. (4) Обнаружен эффект ревер-
сии к росту у малочисленной субпопуляции кле-
ток, временно (14 сут) потерявших способность к
росту после летального воздействия теплового
шока или рН-шока. (5) Обнаружено потенцирую-
щее автолиз клеток действие ростовой среды ста-
ционарных культур (содержащей токсичные про-
дукты клеточного метаболизма и аутоиндукторы
автолиза), что обусловливает предпочтитель-
ность хранения микробных популяций в буфере.
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Survival of Aging Microbial Populations under Lethal Impacts
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Abstract—Microorganisms inhabiting natural environments are periodically subject to growth-inhibiting and
lethal action of stress factors. Bacterial populations are known to survive and preserve its species identity in
the presence of lethal doses of antibiotics due to viable nondividing dormant persister cells. Since the mech-
anisms of population survival under lethal and especially combined action of chemical and physical stress
agents are unknown, this was the goal of the present work. Comparative analysis of survival of the stationary-
phase cultures of Escherichia coli К-12 MG1655 under lethal impacts of ciprofloxacin (CIP) and a lysing
solution, as well as of heat and alkaline shocks, was carried out. Higher resistance to stress impacts was shown
for (1) aging stationary-phase cells containing a developed biocrystalline nucleoid, compared to the cells just
entering the stationary phase; and (2) the populations incubated in a nutrients-free buffer, rather than in a
growth medium. CIP treatment of the populations of statically incubated cultures revealed their higher resis-
tance to extreme CIP concentrations (100 μg/mL) compared to the biocidal dose (10 μg/mL) (the Eagle ef-
fect). The subpopulations surviving the lethal impacts of heat and pH shock were found to exhibit heteroge-
neity due to reversion to growth of the cells temporary lacking ability to form colonies on solid media (after
10‒30 days of incubation). Resistance of the cells surviving the heat or pH stresses to the subsequent biocidal
treatment with CIP suggests their idnetification as persister cells. Heterogeneity of the persister subpopula-
tion in their stress resistance may be important for adjustment of the modes for sterilization and antibiotic
therapy.

Keywords: Escherihia coli, persister cells, survival, stress agents, heterogeneity, pH, ciprofloxacin, heat shock
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Обнаружена способность галоалкалофильного микроорганизма Halonatronomonas betaini Z-7014Т

использовать глицинбетаин как акцептор электронов в реакции Стикленда с его последующим вос-
становительным расщеплением до триметиламина и ацетата. В качестве доноров электронов исполь-
зовались лейцин, аланин, валин, изолейцин и серин, а также неидентифицированные олигопептиды,
входящие в состав таких белковых гидролизатов, как дрожжевой экстракт, триптон, пептон и сойтон.
Максимальная стимуляция роста культуры бетаином была получена на дрожжевом экстракте. Для
сочетаний аминокислота + бетаин были определены соотношения субстрат/продукт и получены
балансовые уравнения. Впервые продемонстрирована деградация бетаина в реакции Стикленда для
алкалофильных микроорганизмов, входящих в состав биоценозов содовых озер.

Ключевые слова: бетаин, аминокислоты, триметиламин, реакция Стикленда, галоалкалофилы, со-
довые озера
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Содовые озера представляют собой особые
водные экосистемы, отличительной чертой кото-
рых является присутствие, помимо хлорида, так-
же и карбоната/бикарбоната натрия в различных,
вплоть до насыщающих, концентрациях, что, со-
ответственно, определяет устойчивые значения
рН среды в щелочном диапазоне. Несмотря на
экстремальные условия, такие экосистемы харак-
теризуются высоким биоразнообразием гало-
фильных микроорганизмов с разной степенью
алкалофилии (Grant, Jones, 2016). Развитие лю-
бых микробных биоценозов сопровождается как
ростом, так и отмиранием клеток, в результате че-
го в микроокружении живых клеток появляются
органические компоненты отмершей микробной
биомассы. Одним из таких компонентов, харак-
терных именно для биоценозов, населяющих во-
доемы с повышенной концентрацией натрия, яв-
ляется глицинбетаин.

Глицинбетаин (далее бетаин) представляет со-
бой триметилированное производное глицина,
является широко распространенным осморегуля-
тором и обнаруживается повсеместно в клетках
живых организмов от бактерий и архей до растений,
морских простейших и млекопитающих (Yancey
et al., 1982; Galinski, Truper, 1994; Annunziata et al.,
2019). С точки зрения экологической микробио-

логии наибольший интерес представляют про-
цессы анаэробной деструкции бетаина, при кото-
ром его разложение является неполным и приводит
к образованию веществ с меньшей молекулярной
массой, могущих служить субстратами для других
микроорганизмов биоценоза. Изучение бактери-
альной анаэробной деструкции бетаина началось
с 80-х гг. ХХ в. и продолжается с некоторыми пе-
рерывами до настоящего времени, причем основ-
ными объектами выступали сначала негалофиль-
ные, а затем галофильные бактерии (Oren, 1990;
Zou et al., 2016).

Анаэробные галоалкалофилы, участвующие в
разложении бетаина, впервые были выделены и
подробно охарактеризованы лишь недавно со-
трудниками ФИЦ Биотехнологии РАН (Sorokin,
2021; Boltyanskaya et al., 2022). В обеих работах ис-
ходным материалом послужили природные об-
разцы гиперсоленых озер Алтайского края. В пер-
вой работе из накопительных культур с бетаином
было получено два штамма ‒ ANB-GB1 и ANB-
GB2, относящиеся к роду Natroniella и способные
к сбраживанию бетаина до триметиламина (ТМА) и
ацетата, а также штамм AArc-GB, относящийся к
роду Halalkaliarchaeum (Sorokin, 2021). Последний
разлагал бетаин в окислительно-восстановитель-
ной реакции с серой как акцептором электронов.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ
СТАТЬИ

EDN: COQJLS
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Во второй работе был выделен штамм Z-7014T,
образовавший новый род и вид, Halonatronomonas
betaini, в порядке Halanaerobiales (Boltyanskaya
et al., 2022). Несмотря на то, что исходно штамм
был выделен на минеральной среде с бетаином,
рост чистой культуры в этих условиях был крайне
слабым (максимальная оптическая плотность
(ОП600) 0.04), но воспроизводимым на протяже-
нии 5 последовательных пересевов. В каждом пе-
ресеве был детектирован ТМА, являющийся харак-
терным продуктом анаэробного разложения бета-
ина. В этой связи мы выдвинули предположение,
что штамм Z-7014Т использует бетаин не как источ-
ник энергии и углерода, а как акцептор электронов,
донором которых служат компоненты дрожжевого
экстракта в низкой концентрации (0.2 г/л). Послед-
ний часто добавляют в среды для алкалофилов как
источник ростовых факторов. В этом случае слабый
рост может объясняться лимитированием одним
из компонентов редокс-реакции.

Целью данной работы было проверить это
предположение, выявить возможность роста
штамма Z-7014Т с бетаином как акцептором на
пептидах и индивидуальных аминокислотах, оце-
нить стимулирующий эффект, провести анализ
возможных продуктов реакций и составить для
них балансовые уравнения.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Организм и культивирование. В работе исполь-

зовали типовой штамм Halonatronomonas betaini
Z-7014T (=KCTC 25237T, =VKM B-3506T), выде-
ленный из осадков содового озера Танатар III
(Алтайский край, Россия). Организм культиви-
ровали в строго анаэробных условиях при 42°С в
пробирках Хангейта или бутылях объемом 500 мл
на минеральной среде с рН 8.5, описанной ранее
(Boltyanskaya et al., 2022).

Концентрации белковых гидролизатов в опытах
(дрожжевой экстракт, пептон, сойтон, триптон, ка-
заминовые кислоты) составляли 1.5 г/л. Для
скрининга на предмет использования аминокис-
лот совместно с бетаином их также вносили до
конечной концентрации 1.5 г/л. Для получения
балансовых уравнений концентрации аланина,
лейцина, изолейцина и валина были около 11 мМ,
серина – 20 мМ. Раствор бетаина, предваритель-
но нейтрализованный 12 M NaOH, вносили в сре-
ды до конечной концентрации 3 г/л (19.5 мМ).
Такие значения были взяты, исходя из описан-
ных в литературе соотношений аминокисло-
та/бетаин (Naumann et al., 1983). Среды с амино-
кислотами дополняли (г/л): NH4Cl – 0.5, дрож-
жевым экстрактом – 0.2, а также раствором
витаминов – 10 мл/л (Drake, 1994).

Засев производили культурами, взятыми из се-
редины логарифмической фазы роста, из расчета

1–3% (об./об.). Опыты проводили в трех незави-
симых повторностях. Все полученные данные яв-
ляются усредненными по результатам этих экспе-
риментов.

Определение роста. Рост культуры контроли-
ровали по увеличению оптической плотности (ОП)
при 600 нм на спектрофотометре КФК-3 (Россия)
в 1-см кюветах.

Аналитические методы. В культуральной жид-
кости, свободной от клеток, измеряли концентра-
ции субстратов и продуктов микробной активно-
сти. Аммоний определяли по реакции с реактивом
Несслера после изотермической микровозгонки
в виде свободного аммиака. В образце культу-
ральной жидкости, оставшейся после удаления
аммония, определяли концентрацию аминокислот
методом с о-фталевым диальдегидом (Alvarez-Co-
que et al., 1989). Для каждой аминокислоты была
построена своя калибровочная кривая. Бетаин
определяли методом ВЭЖХ на хроматографе
Стайер (“Аквилон”, Россия). Разделение проводи-
ли на колонке Partisil 5 ODS 3 (“Whatman”, США).
Состав элюента: 20 мМ КН2РО4, 10 мМ КОН, 1%
ацетонитрила; рН 6.9, расход 0.8 мл/мин. Детек-
тирование проводили с УФ детектором при 210 нм.
ТМА, ацетат и другие летучие жирные кислоты
(ЛЖК) определяли методом ГЖХ на хроматографе
Кристалл 5000.2 (“Хроматэк”, Россия). Газ-носи-
тель – азот, детектор – пламенно-ионизационный.
Образцы для определения ТМА подщелачивали
6 М КОН в герметично закрытой виале, переме-
шивали и 1 мкл жидкой фазы вводили в капилляр-
ную колонку PoraPLOT 25 м × 0.32 мм × 10 мкм
(“Phenomenex”, США). Температурный режим
колонки – изотермический, 160°С. Образцы для
определения ЛЖК подкисляли 5 М фосфорной
кислотой, перемешивали и 1 мкл образца вводили в
насадочную колонку 1 м × 3 мм, заполненную фа-
зой Carbopack C, 0.3% Carbowax 20M, 0.1% H3PO4
(“Supelco”, США). Температурный режим колон-
ки – программируемый.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Влияние бетаина на рост H. betaini на белковых
гидролизатах. Ранее нами было показано, что
штамм Z-7014T способен сбраживать коммерче-
ские пептидоподобные субстраты, но не белки
(Boltyanskaya et al., 2022). Предпочтительным
оказался дрожжевой экстракт, рост на триптоне,
сойтоне и пептоне был более слабым. С учетом
поставленной задачи представлялось важным
проверить, стимулирует ли присутствие бетаина
рост штамма на этих белковых гидролизатах (рис. 1а,
1б). Как видно из графиков, наиболее значитель-
ную стимуляцию роста (3–3.5-кратная) наблюда-
ли для пары дрожжевой экстракт + бетаин. При
росте на триптоне наличие бетаина приводило к
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увеличению конечной ОП культуры примерно
вдвое, однако абсолютные значения оставались
существенно более низкими, чем даже в случае
дрожжевого экстракта без акцептора. Напротив,
на сойтоне и пептоне в первые трое суток роста в
случае присутствия бетаина стимуляция была ли-
бо очень слабой (сойтон), либо вовсе отсутство-
вала (пептон). В обоих случаях в отсутствие бета-
ина рост на сойтоне и пептоне достигал максиму-
ма через 3 сут, после чего начинался лизис. В
присутствии бетаина рост на сойтоне продолжался
и после 3 сут, тогда как на пептоне ОП достигала
максимума через 3 сут и оставалась примерно по-
стоянной, без признаков лизиса культуры. Воз-
можно, при росте на пептоне бетаин играет роль
не акцептора, а вещества, оказывающего стаби-
лизирующее действие на клетки. Разница в сти-
мулирующем эффекте может быть частично свя-
зана с различиями в аминокислотном составе
белковых гидролизатов (табл. 1). Также известно,
что, помимо аминокислот, эти гидролизаты со-
держат олигопептиды различной длины, количе-
ства которых не нормируются, а дрожжевой экс-
тракт, кроме того, содержит еще и вещества небел-
ковой природы (Zimbro, Power, 2003).

Помимо увеличения ОП при росте на среде с
дрожжевым экстрактом и бетаином было обнару-
жено 4-кратное в сравнении с ростом без бетаина
возрастание концентрации ацетата – основного
продукта брожения белков, а также появление
7.8 мМ ТМА, индикатора использования бетаина.
В присутствии бетаина также появился набор
ЛЖК, характерных для анаэробного распада бел-
ков (менее 1 мМ каждой): пропионат, изо-бути-
рат, н-бутират, 2-метилбутират и изо-валерат. Ис-
ходя из полученных результатов, представлялось
важным оценить возможность стимуляции роста
бетаином, заменив дрожжевой экстракт индиви-
дуальными аминокислотами.

Влияние бетаина на использование аминокислот
H. betaini. Ранее было показано, что H. betaini не
сбраживает ни одну из 20 кодируемых (протеино-
генных) аминокислот (Boltyanskaya et al., 2022).
Однако отсутствие роста на индивидуальных

аминокислотах не исключает возможности их
утилизации в окислительно-восстановительной
реакции с внешним акцептором – бетаином в на-
шем случае. Оказалось, что в таких условиях рост
штамма поддерживают пять из 20 протестирован-
ных аминокислот – лейцин, аланин, валин, изо-
лейцин и серин. Стимуляции роста бетаином на
остальных аминокислотах либо не происходило
вообще, либо эффект был крайне слабым. На рис. 2
представлены данные по росту штамма Z-7014T

на парах аминокислота + бетаин, а в табл. 2 пока-
заны количества использованных субстратов, об-
разовавшихся продуктов, а также соотношения

Рис. 1. Динамика роста H. betaini на белковых гидро-
лизатах с бетаином и без него: (а) – (1) дрожжевой
экстракт + бетаин; (2) триптон + бетаин; (3) дрожже-
вой экстракт; (4) триптон; (б): – (1) сойтон + бетаин;
(2) пептон + бетаин; (3) сойтон; (4) пептон.
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Таблица 1. Процентное содержание свободных аминокислот в белковых гидролизатах Bacto (BD, USA) (Zimbro,
Power, 2003). Показаны только те аминокислоты, которые использует штамм Z-7014T

Аминокислота Пептон Сойтон Триптон Дрожжевой 
экстракт

Казаминовые 
кислоты

Аланин 1.2 0.4 1.0 4.4 3.0
Изолейцин 0.6 0.6 1.3 1.8 3.1
Лейцин 1.6 1.7 4.8 3.0 4.6
Серин 0.4 0.3 0.7 1.3 4.3
Валин 0.7 0.4 1.7 2.2 4.7
Сумма 4.5 3.4 9.5 12.7 19.7
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между ними. Как видно из табл. 2, во всех случаях
основными продуктами являлись ацетат, ТМА и
аммиак. При росте на лейцине, изолейцине и ва-
лине дополнительно обнаруживались продукты
дезаминирования этих аминокислот – изо-вале-
рат, 2-метилбутират и изо-бутират соответственно.
Следует отметить, что те же органические кислоты
были идентифицированы при росте H. betaini на
дрожжевом экстракте, что говорит о способности
организма использовать одновременно и пепти-
ды, и свободные аминокислоты. Продукты не-
полного восстановления бетаина – N,N-диметил-
глицин и саркозин, а также монометиламин и ди-
метиламин среди продуктов реакций обнаружены
не были. Потребление аланина, изолейцина и вали-
на оказалось практически полным, тогда как лей-
цин и серин израсходовались лишь частично. При
этом максимальный рост с бетаином наблюдался
на серине, а минимальный – на лейцине. Рост на
аланине с бетаином был почти вдвое слабее, чем
на изолейцине, валине или серине, однако количе-

ства образовавшихся продуктов были близки (рис.
2, табл. 2). Возможно, распад аминокислот разли-
чался по энергетическому выходу.

Интересным является тот факт, что, несмотря на
хороший рост на индивидуальных аминокислотах с
бетаином, рост на паре казаминовые кислоты + бе-
таин был близок к контролю (ОП600 0.03). При этом
удельное содержание пяти аминокислот, исполь-
зуемых штаммом Z-7014T, в казаминовых кислотах
было выше, чем в дрожжевом экстракте (табл. 1).
Мы предполагаем, что при совместном присут-
ствии пептидов и аминокислот (как в дрожжевом
экстракте), штамм Z-7014T, возможно, предпочи-
тает пептиды, а не аминокислоты. В составе каза-
миновых кислот пептидов нет (Zimbro, Power,
2003). С другой стороны, отсутствие роста может
быть связано с низким удельным суммарным со-
держанием лейцина, аланина, валина, изолейцина
и серина в казаминовых кислотах: 1.5 г/л казамино-
вых кислот соответствуют 0.3 г/л этих аминокислот
в сумме. Однако четырехкратное увеличение кон-
центрации казаминовых кислот не привело к за-
метному улучшению роста.

Впервые совместное использование амино-
кислот в реакции Стикленда с бетаином как ак-
цептором было продемонстрировано у анаэробной
бактерии Clostridium sporogenes (Naumann et al.,
1983). Как и в случае H. betaini, бетаин в качестве
единственного субстрата не использовался. Для
лейцина, аланина, валина и изолейцина авторами
были определены продукты реакций и получено
общее балансовое уравнение:

где R–СН3 для аланина, для остальных трех ами-
нокислот структуры, соответствующие каждой
аминокислоте.

2 2

2 3

R CH NH COOH 2бетаин 2H О
2ацетат 2ТМА CO NH R COOH

)
,

(− − + + →
→ + + + + −

Рис. 2. Максимально достигнутые значения ОП при
росте H. betaini на аминокислотах с бетаином.

0

0.04

0.08

0.12

0.16

0.20

Бет
аи

н

Бет
аи

н +
 Ser

Бет
аи

н +
 Ile

Бет
аи

н +
 Val

Бет
аи

н +
 A

la

Бет
аи

н +
 Leu

О
П

60
0

Таблица 2. Количественные значения субстратов и продуктов при росте H. betaini на аминокислотах с бетаином.
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Проведенные балансовые расчеты (колонки
отношений субстрат/продукт в табл. 2) показали
соответствие полученных нами отношений коэф-
фициентам в вышеприведенном уравнении. Такое
же соответствие получено нами и для серина, для
которого не было обнаружено иных продуктов,
кроме нижеперечисленных, и для которого извест-
но следующее уравнение (Mouné et al., 1999):

После пионерской работы Naumann et al.
(1983) было обнаружено, что среди видов рода
Clostridium реакция Стикленда с бетаином до-
вольно распространена (Möller et al., 1986), а
позднее было выделено еще несколько таксоно-
мически разных анаэробов, способных к осу-
ществлению этой реакции: Peptoclostridium (ранее
Eubacterium) acidaminophilum (Zindel et al., 1988),
Clostridium halophilum и Peptoclostridium (ранее
Clostridium) litorale (Fendrich et al., 1990), Haloan-
aerobacter salinarius (Mouné et al., 1999), Halanaero-
bacter lacunarum (ранее Halobacteroides lacunaris)
(La Cono et al., 2015), “Oceanirhabdus seepicola” (Li
et al., 2021).

В анаэробных условиях деградация бетаина
происходит тремя различными способами: 1) бро-
жением; 2) использованием в качестве субстрата и
донора электронов в окислительно-восстанови-
тельной реакции; 3) использованием в качестве
акцептора электронов при росте на аминокисло-
тах (реакция Стикленда) и других веществах-до-
норов, среди которых формиат, водород и другие,
ключевые для микробного сообщества метабио-
тики.

К бродильщикам относятся Eubacterium limosum
(Müller et al., 1981), Sporomusa sphaeroides и S. ovata
(Möller et al., 1984), Acetohalobium arabaticum (Жи-
лина, Заварзин, 1990), Haloanaerobium alcaliphilum
(Tsai et al., 1995), а также алкалофильные штаммы
Natroniella spp. (Sorokin, 2021), осуществляющие
этот процесс в условиях содовых озер. Использо-
вание бетаина как донора с сульфатом в качестве
акцептора электронов характерно, в частности,
для видов Desulfobacterium (Heijthuijsen, Hansen,
1989) и галоалкалофильной археи Halalkaliarchae-
um sp. (Sorokin, 2021).

Таким образом, к началу наших исследований
восстановление бетаина было продемонстриро-
вано только для микроорганизмов, выделенных
из пресноводных и соленых водоемов, но оставалось
неизвестным для алкалофилов. Следовательно,
H. betaini является первым организмом, осуществ-
ляющим эту реакцию в условиях высокой карбо-
натной щелочности.

Учитывая, что H. betaini был выделен из при-
родного сообщества, можно предположить, что
он является важным компонентом трофической

2

2 3

Cерин бетаин H О
2ацетат ТМА N .CO H

+ + →
→ + + +

цепи, разлагающим глицинбетаин с образовани-
ем ТМА и ацетата – известных субстратов для ме-
таногенных и сульфатредуцирующих бактерий.
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Glycine Betaine Degradation via the Stickland Reaction by a Haloalkaliphilic Bacterium 
Halonatronomonas betaini Isolated from the Tanatar III Soda Lake

E. N. Detkova1, Yu. V. Boltyanskaya1, and V. V. Kevbrin1, *
1Winogradsky Institute of Microbiology, Research Center of Biotechnology, Russian Academy of Sciences,

Moscow, 119071 Russia

*e-mail: kevbrin@inmi.ru

Received June 7, 2022; revised June 14, 2022; accepted June 14, 2022

Abstract—The haloalkaliphilic microorganism Halonatronomonas betaini Z-7014Т was found to use glycine
betaine as an electron acceptor in the Stickland reaction, resulting in its subsequent degradation to trimethyl-
amine and acetate. The electron donors used were leucine, alanine, valine, isoleucine, and serine, as well as
unidentified oligopeptides present in such protein hydrolysates as yeast extract, tryptone, peptone, and soy-
tone. The most pronounced growth stimulation by betaine was observed in the presence of yeast extract. The
substrate/product ratios were determined for the combinations of amino acids and betaine, and the balance
equations were obtained. This is the first report on betaine degradation in the Stickland reaction by alkaliphil-
ic microorganisms from soda lake biocoenoses.

Keywords: betaine, amino acids, trimethylamine, Stickland reaction, haloalkaliphiles, soda lakes
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Целью настоящей работы было исследование состава микробных сообществ, формирующихся на
поверхности образцов полиэтилентерефталатных (ПЭТ), полистирольных (ПС) и стальных (СТ)
материалов, которые экспонировались в небольшом водоеме, расположенном на территории поли-
гона твердых бытовых отходов (ТБО). Таксономический состав бактерий и микроскопических гри-
бов был определен методом высокопроизводительного секвенирования V4 региона гена 16S рРНК
и ITS рибосомного оперона соответственно. В результате биоинформатического анализа было по-
казано доминирование бактерий филумов Pseudomonadota (Proteobacteria), Actinomycetota, Bacteroidota и
Bacillota в обрастаниях на всех образцах. Наблюдались количественные изменения в составе доми-
нирующих таксонов бактерий, связанные в основном со временем экспозиции, а не с материалом
образцов. С использованием программы iVikodak были предсказаны функциональные характери-
стики бактерий в обрастаниях. Показана потенциальная способность исследуемых бактериальных
сообществ осуществлять деградацию полимерных материалов и ксенобиотиков, а также коррозию
стали. В сообществах грибов доминировали сапротрофные представители филумов Ascomycota и Ba-
sidiomycota. Влияние условий водной среды на общий состав сообщества грибов в процессе экспо-
зиции оказалось менее существенным, чем для бактерий, оно прослеживалось для отдельных родов
грибов, так же, как и влияние материала образцов. В составе доминирующих грибов, выявлены ви-
ды потенциально способные к биодеградации полимеров и коррозии металлов. Микрофотографии
подтвердили локальное разрушение исходных образцов материалов в результате экспозиции в вод-
ной среде. Выделены чистые культуры бактерий родов Bacillus и Brevundimonas, деградирующие ал-
каны, жирные кислоты и фенолы.

Ключевые слова: полигоны твердых бытовых отходов, высокопроизводительное секвенирование,
16S рРНК, ITS, бактерии, грибы, полиэтилентерефталат, полистирол, сталь, ксенобиотики, функ-
циональная активность, биодеградация
DOI: 10.31857/S0026365622600523

Вода и водные объекты являются наиболее
значимыми условиями существования живых ор-
ганизмов, включая человека. Изучение экологи-
ческого состояния пресноводных водоемов, а
также изменения его в результате антропогенного
воздействия является важнейшей задачей. Ос-
новными источниками загрязнения водных объек-

тов являются промышленные и бытовые сточные
воды, хотя в современных условиях для их очист-
ки все чаще применяется “экологически чистая”
биологическая утилизация отходов. Основой та-
ких очистных сооружений являются сообщества
микроорганизмов, которые с течением времени
подстраиваются по своему составу и фермента-
тивному аппарату под перерабатываемые суб-
страты, в том числе, полимеры и токсичные ксе-
нобиотики. Кроме того, для уменьшения объема
промышленных сточных вод, требующих специ-

1 Дополнительная информация для этой статьи доступна
по doi 10.31857/S0026365622600523 для авторизованных
пользователей.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ
СТАТЬИ

EDN: UCQQTH
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альной очистки, широко применяют повторное
использование воды, так называемые “оборот-
ные воды”, циркулирующие в замкнутом цикле
или используемые в других стадиях производства.
Как показали проведенные нами ранее исследо-
вания, оборотные воды нефтехимического пред-
приятия могут являться возможным источником
бактерий – потенциальных деструкторов синте-
тических полимеров (Турова и соавт., 2020). При
этом в оборотной воде наблюдалась селекция
биодеструкторов, а их разнообразие и доля в со-
обществе возрастала (Laptev et al., 2021).

Большую опасность для природных водоемов
представляют также полигоны твердых бытовых
отходов (ТБО), которые могут оказывать значи-
тельное негативное влияние на качество как под-
земных вод, так и наземных природных водных
объектов. Воздействие ТБО на почву и водоемы
обусловлено миграцией жидкого фильтрата, об-
разующегося в результате процессов деградации
отходов. В настоящее время ведутся активные ис-
следования микробных сообществ, развиваю-
щихся как в массе ТБО (Stamps et al., 2016; Ke et al.,
2022), так и в фильтратах, производимых разлага-
ющимися отходами (Huang et al., 2005; Hugo et al.,
2022). С использованием высокопроизводитель-
ного секвенирования и анализа гена 16S рРНК
показано, что на свалках ТБО в целом и в произво-
димых ими жидких фильтратах обитают функцио-
нально разнообразные микробные сообщества.

Значительную долю бытовых отходов состав-
ляют различные полимеры, в частности, поли-
этилентерефталат (ПЭТ) и полистирол (ПС), а
также металлолом. Медленное разрушение полиме-
ров в результате деполимеризации, фотохимических
и химических процессов приводит к образованию
ацетальдегида, производных терефталевой кисло-
ты, стирола, а также органических соединений и
металлов (цинка, свинца), которые могут перехо-
дить в фильтрат (Вайсман, 2012; Christensen et al.,
2019). Кроме того, при деградации органических
отходов, включающих растворители, лаки, крас-
ки, образуются токсичные соединения, такие как
фенол, крезол, алкилбензолы, полифенолы, а
также хлорсодержащие ароматические соединения.
В толще отходов наблюдается также биокоррозия
металлов, инициируемая микрорганизмами. Кроме
того, кислоты, образующиеся при окислении ор-
ганических соединений, способствуют сниже-
нию значений рН в жидкой фазе от 7.5–7 до 5–4 и
растворению металлов, которые переходят в филь-
трат (Milyutina et al., 2020). Токсичные ксенобио-
тики и окисленные формы металлов в результате
миграции свалочного фильтрата могут поступать
в водные объекты.

Целью настоящей работы было определение
филогенетического и функционального разнооб-
разия прокариот и микроскопических грибов в

обрастаниях, формирующихся на поверхности
полимеров и стали, экспонировавшихся в водоеме
на территории полигона ТБО, in silico поиск фер-
ментов биодеградации полимеров и ксенобиоти-
ков у выявленных прокариот, а также выделение
бактерий, разлагающих ПЭТ, ароматические уг-
леводороды и ксенобиотики.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

Описание водоема и подготовка образцов. Прес-
ный водоем, на котором проводилось исследова-
ние, расположен на территории полигона ТБО в
районе с. Черкассы (Башкирия, РФ). Площадь
водоема – около 1.5 м2 (рис. S1). Водоем находится
у подножия природного холма, засыпанного му-
сором. Поверхностные и дождевые воды с основ-
ного массива свалки стекают по склону и напол-
няют этот водоем. Кроме того, водоем, по-види-
мому, подпитывается из подземных источников,
поскольку никогда не высыхает полностью. Глу-
бина водоема 1.2–1.5 м. На поверхности воды на-
блюдается маслянистая радужная пленка. Иссле-
дования проводили с использованием образцов
полиэтилентерефталата (ПЭТ), полистирола (ПС)
и стали 20 (СТ). Размеры образцов составляли
100 мм × 10 мм × 2 мм. Образцы материалов экс-
понировали в период с 15 июня по 15 августа 2020 го-
да, в течение 60 сут, с отбором двух партий образ-
цов – после 10 и 60 сут экспозиции. По причине
засушливого лета, уровень воды в этот период
упал на 40–50 см, потому глубина погружения об-
разцов в начале экспозиции составляла 80 см, а
сняты они были с глубины 20–30 см. Температура
воды в период экспозиции составляла 15–20°С.

Химический состав воды был определен в ис-
пытательном лабораторном центре Федерального
бюджетного учреждения здравоохранения “Центр
гигиены и эпидемиологии в республике Башкор-
тостан” согласно сертифицированным методам
исследования (табл. S1).

Микроскопические методы. При исследовании
микробных обрастаний и поверхности образцов
применяли сканирующий электронный микроскоп
TESCAN VEGA 3 XMU (Чехия). Морфологию
клеток бактерий изучали на живых препаратах,
используя эпифлуоресцентный микроскоп Axio
Imager.D1 (“Carl Zeiss”, Germany).

Выделение ДНК, высокопроизводительное се-
квенирование фрагментов гена 16S рРНК и подго-
товка их к анализу были проведены, как описано
ранее (Турова и соавт., 2020). Для амплификации
фрагментов V4 региона гена 16S РНК бактерий
была использована пара праймеров 541'F (Hugerth
et al., 2014) и Pro-mod-805R (Merkel et al., 2019), а
для ITS региона – пара праймеров ITS86F и
ITS4R (Bokulich, Mills, 2013).
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Анализ библиотек фрагментов гена 16S рРНК.
Библиотеки фрагментов гена 16S рРНК бактери-
альных сообществ анализировали и классифици-
ровали с использованием онлайн-ресурса RDP
Release 11 (http://pyro.cme.msu.edu) и SILVA: r138.1
(https://ngs.arb-silva.de/silvangs/). Для анализа
библиотек последовательности предварительно
объединяли в операционные таксономические
единицы (OTE) c уровнем сходства 97%. Индексы
разнообразия были рассчитаны с использованием
программы EstimateS (http://purl.oclc.org/estimates).
Онлайн-ресурс ClustVis (https://biit.cs.ut.ee/clustvis/)
был использован для создания графиков методом
главных компонент (Principal Component Analysis,
PCA) и тепловых карт (heatmaps) бактериальных
и грибных компонентов сообществ на родовом
уровне. Используя данные о представленности
таксонов в библиотеках и наиболее значимые
различия условий экспозиции исследуемых образ-
цов, были выявлены потенциальные функцио-
нальные характеристики бактериальных сооб-
ществ с использованием пакета программ iVikodak
(Nagpal et al., 2019) на основании ресурсов базы
данных KEGG (Kanehisa, Goto, 2000). Созданные
по результатам этого анализа тепловые карты бы-
ли построены с помощью онлайн-ресурса Clust-
Vis. Основные функциональные характеристики
грибных компонентов сообществ были получены
с использованием программы FunGuild (Nguyen
et al., 2016).

Состав питательных сред. Для получения нако-
пительных культур, растущих на продуктах дегра-
дации ПЭТ, использовали минеральную среду (МС)
(г/л): Na2HPO4 – 6.78; KH2PO4 – 3.0; NaCl – 2.0;
NH4Cl – 1.0; MgSO4 – 0.2; CaCl2 · 2Н2O – 0.01;
FeSO4 – 0.06; терефталат – 2.5; pH 7.5. Первичные
посевы для получения накопительных культур
инкубировали в течение 2 месяцев при 17–19°С и
затем использовали в качестве посевного матери-
ала для выделения чистых культур. Культуры вы-
деляли методом последовательных пересевов ко-
лоний на агаризованной среде R2A, содержащей
(г/л): дрожжевой экстракт – 0.5; пептон – 0.5; ка-
заминовые кислоты – 0.5; глюкоза – 0.5; крахмал –
0.5; Na пируват – 0.3; K2HPO4 – 0.3; MgSO4 · 7H2O –
0.05; NaCl – 2.0; агар-агар – 15.0. Рост на углево-
дородах, ксенобиотиках и органических кислотах
определяли на минеральной среде МС с опти-
мальным для каждого штамма содержанием NaCl,
добавляя по 0.2% об./об. смеси н-алканов или фе-
нол или натриевые соли уксусной, бензойной и
масляной кислот (по 5 г/л). Посевы инкубирова-
ли в течение 14 сут при 23°С.

Депонирование. Библиотеки фрагментов гена
16S рРНК бактерий и ITS фрагментов рибосом-
ных оперонов грибов из микробных обрастаний
образцов, полученные в результате секвенирова-
ния, депонированы в NCBI SRA, биопроект

PRJNA845963. Гены 16S рРНК выделенных
штаммов бактерий депонированы в Генбанк под
номерами ON679634–ON679636.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Физико-химические характеристики водной

среды. Анализ основных показателей воды свиде-
тельствует о наличии загрязнителей в исследуемом
водоеме (табл. S1). Органолептические показатели
исследуемой воды оказались значительно хуже
нормы. Показатель мутности превышал предель-
ные значения в 9 раз, а показатель цветности – в
3 раза. Мутность природных вод вызывается при-
сутствием тонкодисперсных примесей, обуслов-
ленных нерастворимыми или коллоидными не-
органическими и органическими веществами
различного происхождения. Ослабление интен-
сивности света с глубиной в мутной воде приво-
дит к большему поглощению солнечной энергии
вблизи поверхности. Нагревание верхнего слоя
воды уменьшает перенос кислорода из воздуха в
воду, снижает плотность воды и может приводить
к стратификации водоемов на аэробную и анаэ-
робную зону. Цветность природных вод обуслов-
лена главным образом присутствием гумусовых
веществ и соединений трехвалентного железа, а
также сточных вод различного происхождения.
Кроме того, вода имела запах до 4 баллов, что так-
же превышало норму. По-видимому, в воде было
велико содержание органических примесей, ко-
торые могут обусловливать повышенный уровень
органолептических показателей. Подтверждени-
ем этому могут служить повышенные показатели
перманганатной окисляемости (в 5.4 раза превы-
шающие ПДК). Из неорганических веществ в ис-
следуемой воде отмечено превышение нормы по
содержанию аммонийных форм азота (в 2 раза) и
марганца (в 21 раз). Похожие данные о загрязнен-
ности воды, значительно превышающей ПДК по
жесткости, химическому потреблению кислорода
(ХПК), содержанию ионов аммония, марганца, а
также нефтепродуктов, были получены ранее для
ручья, стекающего с территории полигона ТБО
г. Перми (Вайсман, 2012).

Микроскопия микробных обрастаний на иссле-
дуемых образцах. Образцы материалов после экс-
позиции их в водной среде в течение 10 сут были
использованы для визуализации микробных об-
растаний на их поверхности с помощью сканиру-
ющего электронного микроскопа (рис. 1а–1и).
Микробные обрастания на образце ПЭТ (рис. 1а)
были представлены редкими колониями, не со-
ставляющими оформленную биопленку, а на об-
разце ПС (рис. 1г) было значительно больше ко-
лоний, которые местами сливались в конгломе-
раты. На образцах пластиков наблюдались также
короткие нитевидные структуры, возможно, при-
надлежащие грибам. На стальном образце (рис. 1ж)
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кроме конгломератов бактериальных колоний
видны хорошо сформированные нити грибного
мицелия. Однако при этом и на стальном образце
биопленка не покрывала всю поверхность образ-
ца, и видны участки свободной поверхности. Для
обнаружения возможной деструкции образцов
после 10 сут экспозиции они были отмыты от об-
растаний. На микрофотографиях образцов пла-

стика видны микроскопические локальные, но
глубокие разрушения, что хорошо прослеживается
при уменьшении масштаба фотографий (рис. 1б,
1в, 1д, 1е, 1з, 1и). Несмотря на короткий период
инкубации, повреждения стального образца за-
нимали значительную площадь поверхности, а
при уменьшении масштаба становилась заметной
и глубина разрушений.

Рис. 1. Микрофотографии обрастаний на образцах полиэтилентерефталата (а), полистирола (г) и стали 20 (ж) после
10 сут экспозиции, а также отмытых от обрастаний образцов ПЭТ (б, в), ПС (д, е) и СТ (з, и) при разном масштабе
съемки.

1 мм(а) 50 мкм(б) 2 мкм(в)

1 мм(г) 50 мкм(д) 5 мкм(е)

500 мкм(ж) 50 мкм(з) 5 мкм(и)
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Статистический анализ разнообразия прокариот
и грибов в обрастаниях на образцах пластика и стали.
В результате высокопроизводительного секвени-
рования V4 региона гена 16S рРНК прокариот и
ITS региона рРНК оперона грибов было получено
по шесть библиотек, содержащих 176988 и 435329
ридов соответственно. Из них было сформирова-
но 26194 ОТЕ (филотипов) бактерий и 1477 ОТЕ
грибов с уровнем сходства последовательностей
≥97%.

Уровень покрытия для всех библиотек фраг-
ментов гена 16S рРНК был относительно невысо-
ким и составлял от 71 до 90%, что свидетельство-
вало о том, что максимальная репрезентатив-
ность библиотек не была достигнута (табл. S2).
Этому заключению соответствовали и высокие
значения индексов Chao 1. Индексы разнообра-
зия Шеннона–Уивера и обратного Симпсона для
этих библиотек оказались высокими (5.7–6.9 и
54.5–134.7), а индексы доминирования Бергера–
Паркера, наоборот, низкими (0.04–0.09), незави-
симо от типа материала и времени экспозиции.

Уровень покрытия ITS региона рРНК оперона
грибов для всех библиотек был почти максималь-
ным (от 99.5 до 99.9%), что подтверждалось низкими
значениями индекса Chao 1, приближавшимися к
количеству выявленных в библиотеках ОТЕ, и
свидетельствовало о полной репрезентативности
библиотек. Индексы разнообразия Шеннона–
Уивера и обратного индекса Симпсона для биб-
лиотек грибов оказались значительно ниже (3.6–
4.4 и 16.8–23.0), чем для библиотек генов 16S
рРНК бактерий, а индексы доминирования Бер-
гера−Паркера, наоборот, выше (0.1–0.4), незави-
симо от типа материала и времени экспозиции.

Группирование библиотек на уровне OTE для
бактерий и грибов методом главных компонент
свидетельствовал о том, что бактериальные сооб-
щества достоверно различались между собой
только согласно времени экспозиции, но не по
материалу образцов (рис. 2а, 2б). На начальном
уровне экспозиции (10 сут) бактериальные сооб-
щества на разных материалах мало различались
между собой, в отличие от сообществ на конеч-
ном этапе, формировавшихся в течение 60 сут.
Для грибного компонента микробного сообще-
ства обрастаний не обнаружено достоверного
группирования образцов ни по времени экспози-
ции, ни по материалу образца (рис. 2в, 2г).

Таксономический состав прокариот 
и грибов в обрастаниях на поверхности 

образцов пластика и стали

Прокариоты. Общее количество последова-
тельностей (ридов) фрагментов гена 16S рРНК
прокариот для шести библиотек после исключе-
ния неидентифицированных ридов, а также еди-

ничных ридов, представленных только в одной
или двух библиотеках, составило 147903. Из них
было сформировано 3754 ОТЕ (филотипа) с уров-
нем сходства последовательностей ≥97%. В библио-
теках были выявлены только последовательности
бактерий; архейный компонент не был обнаружен.
Таксономическое распределение филотипов бак-
терий на уровне филумов, а для Pseudomonadota
(Proteobacteria) – на уровне классов, показано на
рис. S2а.

Состав высших таксонов бактерий был сход-
ным для всех анализируемых библиотек, при
этом представленными в библиотеках и домини-
рующими в большинстве из них были бактерии
филумов/классов Betaproteobacteria (11.8–38.0%),
Actinomycetota (5.4–23.9%), Gammaproteobacteria
(4.7–22.5%), Alphaproteobacteria (6.6–13.6%), Bac-
teroidota (6.6–12.3%) и Bacillota (5.3–23.3%). На-
блюдались количественные изменения в составе
доминирующих таксонов, связанные в основном
со временем экспозиции, а не с материалом об-
разцов. По сравнению с библиотеками начально-
го периода (10 сут) при увеличении времени экс-
позиции до 60 сут возрастала доля Gammaproteo-
bacteria (с max 12.2 до 22.5%) и Bacillota (c max 14.7
до 29.1%). Наиболее заметные изменения наблю-
дались для Deltaproteobacteria, доля которых на на-
чальном этапе экспозиции была заметной для
пластика (7.4–7.8%) и значительной для стали
(37.2%) и существенно снижалась к концу экспози-
ции (0–1.6%). В качестве минорных компонентов
(<1%) в анализируемых сообществах встречались
представители филумов Planctomycetota, Chloro-
flexota, Spirochaetota и Mycoplasmatota.

В результате классификации ОТЕ в общем со-
ставе шести библиотек фрагментов гена 16S рРНК
были выявлены представители 290 семейств и 855
родов бактерий. Тепловые карты распределения
всех семейств и родов бактерий, созданные с ис-
пользованием программы ClustVis, позволили
проследить распределение библиотек по двум па-
раметрам, а именно, типу материала образца и по
времени экспозиции. На тепловых картах бакте-
рий, как на уровне семейств (рис. S3а), так и на
уровне родов (рис. S4а), видны две четко различа-
ющиеся области, коррелирующие со временем
экспозиции образцов. Такое распределение биб-
лиотек свидетельствует о заметных изменениях в
составе бактериальных сообществ при длитель-
ном экспонировании образцов в водной среде.

На тепловой карте 25 родов, преобладающих в
общем составе библиотек, также можно отметить
формирование этих двух областей (рис. 3а), хотя
бактерии родов Aquabacterium, Planococcus, Polaro-
monas и Acidovorax были представлены на обоих
этапах экспозиции. На начальном этапе преобла-
дали сульфатвосстанавливающие бактерии (СВБ)
родов Desulfobulbus и Desulfomicrobium, которые
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были наиболее представлены в сообществе на
стальном образце. Известно, что сульфатвосста-
навливающие бактерии вызывают биокоррозию
металлов в различных природных и промышлен-
ных средах (Anandkumar et al., 2016; Loto, 2017).
Эти бактерии являются строгими анаэробами и
практически полное уменьшение доли этих бак-
терий в конце экспозиции, по-видимому, было
связано с пересыханием водоема в летний пери-
од, уменьшением его глубины и соответствую-
щим повышением концентрации кислорода в
придонной зоне водоема. На конечном этапе экс-
позиции, микробные сообщества на образцах ма-
териалов стали более разнообразными, чем на на-

чальном этапе, однако не было выявлено значи-
тельного преобладания отдельных родов или
каких-либо зависимостей их представленности
от материала образцов.

Грибы. Общее количество последовательно-
стей (ридов) грибов в шести библиотеках после
исключения неидентифицированных ридов и
единичных и двойных ридов, представленных
только в одной библиотеке, составило 200325, из
которых было сформировано 482 ОТЕ (филотипа) с
уровнем сходства последовательностей ≥97%. В
анализируемых сообществах доминировали пред-
ставители классов Dothideomycetes (13.0–45.7%) и

Рис. 2. График, показывающий группирование ОТЕ в библиотеках гена 16S рРНК бактерий и ITS рибосомного опе-
рона грибов по материалу образцов – ПЭТ (PET), ПС (PS) и СТ (ST) (а, в) и периоду экспозиции в водной среде 10 и
60 сут (б, г), полученный методом главных компонент (Principal Components Analysis, PCA) с использованием пара-
метра SVD в программе ClustVis. Эллипсы обозначают достоверно различающиеся области группирования с довери-
тельным интервалом 0.95.
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Leotiomycetes (0–31.0%) филума Ascomycota, а также
классов Microbotryomycetes (14.9–26.7%) и Tremello-
mycetes (5.1–27.7%) филума Basidiomycota (рис. S2б).
Так же, как и для бактерий, наблюдались количе-
ственные изменения в составе доминирующих
классов грибов, однако при этом диапазон различий
был значительно шире, чем для высших таксонов
бактерий. Кроме того, были заметны различия,
связанные как со временем экспозиции, так и с
материалом образцов. Доля наиболее представлен-
ных грибов класса Dothideomycetes была высокой во
всех сообществах на начальном этапе экспозиции
(31.3–45.7%), но заметно падала на конечном этапе
(13.0–24.9%). Доля представителей Leotiomycetes
была значительно выше в обрастаниях на поли-
этилентерефталате на начальном этапе экспозиции
(31.3%) по сравнению с остальными сообществами
(0–8.7%). Доля Microbotryomycetes возрастала к
концу экспозиции на образцах ПЭТ (с 14.9 до
20.3%) и СТ (с 16.4 до 26.8%) и оставалась примерно

одинаковой для образцов ПС (27.2–24.7%), а доля
представителей Tremellomycetes, наоборот, значи-
тельно возрастала к концу экспозиции для образцов
ПЭТ (с 7.7 до 27.7%) и ПС (15.9–36%), а в обраста-
ниях на стальном образце оставалась примерно на
одном уровне (5.7–5.1%). Таким образом, хотя вли-
яние изменения условий среды в результате пере-
сыхания водоема к концу экспозиции на общий
состав сообщества грибов оказалось менее суще-
ственным, чем для бактерий, оно прослежива-
лось для отдельных родов грибов, так же, как и
влияние материала образцов.

В результате классификации ОТЕ в общем со-
ставе библиотек фрагментов ITS были выявлены
последовательности грибов, принадлежащих к
79 семействам и 115 родам. Тепловые карты рас-
пределения грибов на уровне семейств (рис. S3б)
и родов (рис. S4б), созданные с использованием
программы ClustVis, так же, как и график РСА, не

Рис. 3. Тепловые карты (heatmap) распределения 25 доминантных родов бактерий (а) и грибов (б) по 6 библиотекам,
представляющим микробные сообщества с образцов полиэтилентерефталата (PET), полистирола (PS) и стали 20 (ST).
Представленность родов рассчитана как отношение количества ридов, принадлежащих представителям данного рода,
к общему количеству ридов в соответствующей библиотеке. Как строки, так и столбцы были сгруппированы с исполь-
зованием параметров correlation distance и average linkage программы ClustVis. Сравнительное количество фрагментов
последовательностей гена 16S рРНК бактерий и ITS рибосомных оперонов грибов определенных родов в библиотеках
показано цветом.
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выявили четкого группирования образцов ни по
типу материала образца, ни по времени экспози-
ции (рис. S3б), так же, как и тепловая карта 25
преобладающих родов (рис. 3б). Некоторые роды
доминирующих грибов были представлены во
всех библиотеках, однако их представленность в
сообществе изменялась разнонаправленно для
сравниваемых библиотек в зависимости от времени
экспозиции и материала образцов. Из этих родов на
начальном этапе экспозиции доминировали только
представители рода Glaciozyma на образце ПС
(22.4%). На конечном этапе экспозиции домини-
ровали представители рода Mrakia на образцах
ПЭТ (26.4%) и ПС (34.6%), рода Cladosporium – на
образцах ПЭТ (16.1%) и СТ (22.8%) и рода Leuco-
sporidium – на образце СТ (22.8%). В то же время,
представители некоторых родов присутствовали
заметных количествах только на одном образце, в
частности, представители рода Volucrispora обна-
руживались только на образце ПЭТ на начальном
этапе экспозиции (26.9%), а рода Wallemia – толь-
ко на образе СТ в конце экспозиции (11.6%), но в
остальных библиотеках не были выявлены. Теп-
ловая карта 20 преобладающих видов грибов
(табл. S3), уточняла выше описанную тепловую
карту на родовом уровне (рис. 3б). Во всех сооб-
ществах доминировали четыре вида грибов: Mra-

kia frigida, Glaciozyma antarctica, Cladosporium cla-
dosporioides и Leucosporidium fragarium (уровень
идентичности последовательностей ITS 99–100%
с типовыми штаммами соответствующих видов),
хотя представленность их была различной в зави-
симости от времени экспозиции и типа материала
образцов.

Потенциальная способность бактерий к осу-
ществлению процессов метаболизма в обрастаниях
на пластике и стали. Программа iVikodak позволяет
на основании таксономического состава исследуе-
мых бактериальных сообществ предсказывать их
функциональные характеристики, используя ге-
номные базы данных (Nagpal et al., 2019). На рис. 4
c использованием модуля программы “Global
Mapper” представлен результат сравнительного
анализа вклада исследуемых бактериальных со-
обществ в осуществление путей метаболизма со-
гласно базе данных KEGG (Kanehisa, Goto, 2000).
Были проанализированы основные пути энерге-
тического метаболизма, а также пути деградации
ксенобиотиков, представленные в этой базе, и
выявленные программой у представителей изуча-
емых сообществ.

Представленность путей метаболизма у бакте-
рий исследуемых сообществ изменялась в зависи-
мости от времени экспозиции, однако эти измене-

Рис. 4. Тепловая карта, показывающая кластеризацию образцов материалов на основе относительного процента
функциональных профилей бактериального сообщества в программе iVikodak. Метаболические пути деградации ксе-
нобиотиков и продуктов деполимеризации полимеров, а также биокоррозии стали, предположительно представлен-
ные у бактерий в обрастаниях, отмечены черной рамкой.
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ния были различными для каждого типа материала
(рис. 4). Функциональное разнообразие бактерий
на образцах ПЭТ и представленность ферментов
основных путей углеводного и энергетического
метаболизма были заметно выше в конце экспо-
зиции (60 сут) (рис. 4). Для ПС, наоборот, пред-
ставленность основных путей метаболизма
уменьшалась в конце экспозиции (60 сут), а пред-
ставленность большинства ферментов деградации
ксенобиотиков была примерно одинакова в начале
и конце экспозиции. Представленность ферментов
всех путей метаболизма у бактериального сооб-
щества на образцах стали значительно увеличива-
лась в конце экспозиции за исключением серного
метаболизма, ферменты метаболизма которого
были, наоборот, в основном представлены в начале
экспозиции (10 сут). Отметим, что представлен-
ность ферментов пути “Quorum sensing”, способ-
ствующих формированию биопленок, заметно
возрастала также к окончанию экспозиции всех
исследуемых материалов.

Потенциальная способность к деградации мате-
риалов образцов. В наших предыдущих работах
рассматривалась представленность ферментов
путей деградации ПС, ПЭТ и стали (Турова и со-
авт., 2020; Tourova et al., 2020). Использование
модуля “Local Mapper” программы iVikodak поз-
воляет оценить представленность ферментов,
участвующих в путях (картах) метаболизма, связан-
ных с процессами биодеградации (рис. S5–S15).

Показано, что ферменты деградации ПЭТ,
включенные в состав пути метаболизма “Деграда-
ция полициклических ароматических углеводоро-
дов”, у бактерий в обрастаниях на образцах из поли-
этилентерефталата не были выявлены (рис. S5). Это
согласуется с отсутствием в анализируемых сооб-
ществах бактерий рода Ideonella, в клетках кото-
рых эти ферменты были достоверно обнаружены
(Yoshida et al., 2016). Однако в результате анализа
было предсказано наличие у бактерий в обраста-
ниях на поверхности ПЭТ двух ферментов этого
пути, терефталат 1,2-диоксигеназы [EC:1.14.12.15]
и 1,2-дигидрокси-3,5-циклогексaдиен-1,4-ди-
карбоксилат дегидрогеназы [EC:1.3.1.53], катализи-
рующих превращение терефталевой кислоты (ос-
новного метаболита деградации ПЭТ) в протока-
теховую кислоту. Причем эти ферменты были
наиболее представлены у бактерий на образцах
ПЭТ на конечном этапе экспозиции. Кроме того, в
основном в конце экспозиции у бактерий были
представлен ключевой фермент, лактальдегид ре-
дуктаза [EC:1.1.1.77], метаболизма другого про-
дукта деградации ПЭТ – этиленгликоля в составе
пути “Метаболизм глиоксилата и дикарбоксила-
та” (рис. S6).

Два ключевых фермента аэробной деградации
мономера ПС – стирола, стирол монооксигеназа
[EC:1.14.14.11] и стирол оксидизомераза [EC:5.3.99.7],

катаболизирующие стирол до фенилацетальдеги-
да, были преимущественно представлены в об-
растаниях на образце ПС на начальном этапе экс-
позиции (рис. S7).

Результаты многочисленных исследований
процессов микробной коррозии стали свидетель-
ствуют об участии в них сульфатвосстанавливаю-
щих бактерий (СВБ) (Gieg et al., 2011; Anandkumar
et al., 2016; Loto, 2017). В нашем исследовании для
стальных образцов была проанализирована пред-
ставленность ферментов серного метаболизма
(рис. S8). Так, было предсказано наличие сульфат
аденилил трансферазы [EC:2.7.7.4], катализирую-
щей восстановление сульфата до аденилил суль-
фата в процессе сульфатредукции, а также фер-
ментов восстановления аденилил сульфата до
сульфита в ассимиляционной и диссимиляцион-
ной сульфатредукции. Диссимиляционное восста-
новление сульфат-иона, представленное преиму-
щественно на начальном этапе экспозиции, веро-
ятно, связано с доминированием СВБ, содержащих
аденилилсульфат редуктазу [EC:1.8.99.2]. Более
низкая представленность этого фермента у бакте-
рий в конце экспозиции, по-видимому, была свя-
зана со значительным уменьшением доли СВБ в
сообществе. Аденилилсульфат киназа [EC:2.7.1.25]
и фосфоаденозин фосфосульфат редуктаза
[EC:1.8.4.8], восстанавливающие сульфит до
сульфида в ассимиляционном процессе, были
представлены примерно одинаково на обоих эта-
пах экспозиции.

Потенциальная способность к деградации аро-
матических соединений и ксенобиотиков. Бензоат
является центраболитом деградации ароматиче-
ских соединений, в том числе, продуктов разру-
шения пластиков (в частности, терефталата) и
многих токсичных ксенобиотиков. Деградация
бензоат-иона (далее бензоата) предположительно
осуществлялась на обоих этапах экспозиции бак-
териями, обладающими двумя ключевыми фер-
ментами пути аэробной деградации бензоата
(“Benzoate degradation I”), бензоат-1,2-диоксиге-
назой [EC:1.14.12.10] и дигидрооксициклогекса-
диен карбоксилат дегидрогеназой [EC:1.3.1.25],
катализирующими образование катехола из бен-
зоата (рис. S9). Предсказано также присутствие
во всех сообществах бактерий, имеющих фермен-
ты катаболизма катехола, как до сукцинил-КоА,
так и до пирувата/ацетил-КоА. Кроме того, был
представлен фермент бензоат-КoA-лигаза
[EC:6.2.1.25], катализирующий превращение бен-
зоата в бензоил-КоА – интермедиат биодеграда-
ции многих ароматических соединений, и боль-
шинство ферментов второго пути деградации
бензоата (“Benzoate degradation II”), преимуще-
ственно используемого анаэробными бактериями.
Однако все предполагаемые ферменты и соответ-
ственно функционирование этого пути выявлены
только на начальном этапе экспозиции, что соот-
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ветствует предположению об анаэробных услови-
ях среды на этой стадии. Кроме того, на обоих
этапах экспозиции предполагается представлен-
ность ферментов деградации бензола.

На обоих этапах экспозиции у бактерий были
представлены ключевые ферменты пути деграда-
ции фторбензоата – бензоат/толуат диоксигеназа
[EC:1.14.12.10] и дигидроксициклогексадиен-
карбоксилат дегидрогеназа [EC:1.3.1.25], катали-
зирующие превращение 2-, 3- и 4-фторбензоата
до фторкатехола, который впоследствии включает-
ся в путь деградации бензоата через промежуточ-
ный метаболит малеилацетат (рис. S10). Кроме то-
го, в этом же цикле пестицид бромоксинил катабо-
лизируется до малеилацетата с помощью фермента
пентахлорфенол моноокcигеназы [EC:1.14.13.50].

В составе пути деградации хлорциклогексанов
и хлорбензолов предположительно был представ-
лен фермент 2,4-дихлорфенол 6-монооксигеназа
[EC:1.14.13.20], катализирующий превращение
4-хлорфенола до 4-хлоркатехола, который в даль-
нейшем включается в путь деградации бензоата
через малеилацетат (рис. S11).

В составе пути деградации хлоралканов и
хлоралкенов были предсказаны ферменты, катабо-
лизирующие несколько хлорсодержащих ксено-
биотиков. У бактерий на всех этапах экспозиции
всех исследованных типов материалов были пред-
ставлены ферменты путей метаболизма 1,2-дихлор-
этана до гликолата, а также формальдегида до фор-
миата (рис. S12). Менее представлены были
ферменты катализирующие превращение три-
хлорэтена до формиата или глиоксилата, а также
дихлорметана до формальдегида. Все эти проме-
жуточные метаболиты в дальнейшем включаются
в различные процессы катаболизма.

В составе пути деградации диоксинов на всех
образцах и на обоих этапах экспозиции был пред-
ставлен набор ферментов катаболизма бифенила и
4-хлорбифенила, ключевым ферментом которого
является бифенил-2,3-диоксигеназа [EC:1.14.12.18]
(рис. S13). Продукты деградации этих соедине-
ний, бензоат и 4-хлорбензоат, впоследствии через
промежуточный метаболит 2-оксопент-4-еноат
включаются в дальнейшие реакции до ацетил-
КоА, с помощью набора ферментов, который
предположительно представлен у бактерий во
всех изучаемых сообществах.

Согласно полученным результатам, ферменты
путей деградации ксилола, толуола, бисфенола и
фурфурола не составляли полных путей деграда-
ции этих ароматических соединений, что свиде-
тельствует об отсутствии бактерий-деструкторов
этих ксенобиотиков в изучаемых сообществах.

Деградация токсичных нитросоединений про-
исходит в составе пути метаболизма азота
(рис. S14). В воде исследуемого водоема не обна-
ружено превышение нормы для нитрат- и нит-

рит-ионов. Однако у бактерий анализируемых
сообществ предсказано наличие ферментов ката-
болизма нитрата и нитрита в процессах ассими-
ляционной и диссимиляционной нитратредук-
ции с участием нитратредуктаз [EC:1.7.5.1;
EC:1.7.99.4; EC:1.7.7.2], которые катализируют
восстановление нитрата до нитрита, и нитритре-
дуктаз [EC:1.7.7.1; EC:1.7.1.15; EC:1.7.2.2], завер-
шающих этот процесс восстановлением нитрита
до аммония. Кроме того, было предсказано функ-
ционирование ферментов полного пути денитри-
фикации до молекулярного азота, включая ключе-
вой фермент нитритредуктазу [EC:1.7.2.1], коди-
рующий восстановление нитрита до оксида азота.
Катаболизм аммония, количество которого в воде
было значительно выше нормы, потенциально ак-
тивно осуществляется с помощью ферментов окис-
лительных реакций с образованием глютамата.
Представленность ферментов всех этих процессов
на разных стадиях экспозиции и на разных матери-
алах отличалась незначительно. Кроме того, в
этом же пути метаболизма осуществляется ката-
болизм токсичных аминосоединений, таких как
формамид; гидроксиламин и нитрил – до аммо-
ния, а нитроалканa – до нитрита. Промежуточ-
ные метаболиты впоследствии катаболизируются
через другие пути метаболизма.

Кроме того, с помощью модуля “Local Mapper”
была рассмотрена представленность ферментов
деградации н-алканов. Углеводороды, вероятно,
присутствовали в составе маслянистой пленки
нефтепродуктов на поверхности изучаемого водое-
ма. В KEGG ферменты деградации н-алканов
включены в состав пути деградации жирных кис-
лот. Основной фермент деградации н-алканов,
алкан-1-монооксигеназа был представлен у бак-
терий в обрастаниях на всех образцах на обоих
этапах экспозиции (рис. S15).

В целом можно заключить, что в составе сооб-
ществ, сформировавшихся на поверхности пласти-
ков и стали в водоеме на полигоне ТБО, обитали
бактерии, потенциально способные к деградации
широкого круга ароматических соединений и
ксенобиотиков.

Потенциальный вклад бактерий в процессы де-
градации материалов образцов, ксенобиотиков и
других субстратов. Модуль “Local Mapper” про-
граммы iVikodac позволяет также оценить потен-
циальный вклад бактерий различных родов в осу-
ществление анализируемых путей метаболизма.
Состав основных родов бактерий потенциальных
деструкторов материалов образцов, ксенобиоти-
ков и других субстратов в обрастаниях на разных
этапах экспозиции приведен в табл. S4.

Согласно полученным результатам на началь-
ном этапе экспозиции на образцах полимеров,
ПЭТ и ПС, наиболее представленными в процессах
биодеградации как продуктов деполимеризации са-
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мих полимеров, так и различных ксенобиотиков,
предположительно являлись бактерии родов
Aquabacterium и Planomicrobium, а для стального
образца – родов Desulfobulbus и Paracoccus. Не-
смотря на сходство в составе предположительно
активной микрофлоры между образцами полиме-
ров, только для обрастаний на образце ПС и, в ос-
новном, в конце экспозиции были характерны
бактерии рода Alkanindiges. На конечном этапе
аналогичную роль для пластиков играли бакте-
рии родов Polaromonas и Rhodococcus, а для стали –
родов Sphingobium и Pseudomonas (табл. S4).

Многие представители этих родов способны
разлагать ряд ароматических и полициклических
соединений, в том числе, бензол, катехол и раз-
личные ароматические соединения, а также н-ал-
каны нефти (Labuzek et al., 2003; Aburto, Peimbert,
2010; Verma et al., 2014; Nogales et al., 2017; Kim,
2018). Бактерии родов Aquabacterium и Polaromonas
были выявлены как потенциальные деструкторы
углеводородов в пресноводных водоемах (Reyes-
Sosa et al., 2018). Известно, что некоторые штаммы
бактерий рода Pseudomonas, обладающие генами
alkB, способны к деградации низкомолекулярно-
го полиэтилена (Jeon, Kim, 2016). Штаммы родов
Sphingobium, Pseudomonas и Rhоdococcus способны
к деградации стирола (Thischler, 2015). Штаммы,
способные к деградации бифенилов, встречаются
среди бактерий родов Rhodococcus, Pseudomonas и
Sphingobium (Furukawa, 2000; Hu et al., 2015). Ранее
был показано участие СВБ класса Deltaproteobac-
teria в интегрированных процессах восстановле-
ния сульфатов, автотрофной денитрификации и
нитрификации, используемых для биологиче-
ской очистки сточных вод от азотистых соедине-
ний (Hao et al., 2013).

Диссимиляционное восстановление сульфата,
представленное преимущественно на начальном
этапе экспозиции, вероятно, осуществляла доми-
нирующая популяция СВБ родов Desufomicrobium
и Desulfobulbus (табл. S4). На начальном этапе в
процессе деградации н-алканов на образцах ПЭТ
предположительно участвовали бактерии рода
Aquabacterium, на образцах ПС к ним добавились
бактерии родов Planomicrobium и Rhodococcus, а на
образцах стали – бактерии рода Desulfobulbus. От-
метим, что у бактерий рода Desulfobulbus за окис-
ление н-алканов отвечают ферменты, отличные
от ферментов аэробных бактерий. В конце экспози-
ции потенциальными деструкторами н-алканов на
образцах ПЭТ были бактерии родов Polaromonas,
Rhodococcus и Acidovorax, на образцах ПС – бактерии
родов Aquabacterium, Rhodococcus и Alkanindiges, а на
образцах стали – бактерии родов Sphingobium,
Pseudomonas и Aquabacterium. Таким образом, не-
смотря на смену анаэробных условий на аэроб-
ные в водоеме в процессе экспозиции образцов, в
бактериальных сообществах на поверхности по-
лимеров и стали поддерживались популяции бак-

терий, обладающих генами, детерминирующими
алкан-1-монооксигеназу, и способных к деграда-
ции н-алканов нефти.

Можно отметить, что, несмотря на изменение
таксономического состава микрофлоры в течение
экспозиции, представленность наборов фермен-
тов осуществляемых процессов катаболизма ксе-
нобиотиков оставалась высокой.

Предсказанные экологические характеристики
грибов в исследуемых сообществах. Результаты опре-
деления таксономической структуры сообщества
грибов, полученные методом высокопроизводи-
тельного секвенирования ITS регионов рибосом-
ных оперонов, были проанализированы с помо-
щью программы FunGuild, что позволило оце-
нить первичные экологические характеристики
членов сообщества (рис. 5).

По способу питания основная часть грибов в
обрастаниях относилась к сапротрофному типу
(41%) и к смешанным типам (сапротрофному, па-
разитическому и симбиотическому в различных
сочетаниях) (35%). Грибы с паразитическим и
симбиотическим типами питания были минор-
ными членами сообществ (1–4%). При сравне-
нии способов питания представителей грибных
сообществ как в зависимости от времени экспо-
зиции, так и материала образцов, различия были
минимальными. В конце экспозиции снизилась
доля грибов с патотрофным-сапротрофным ти-
пом питания (с 15 до 8%) и выросла доля патотро-
фов-сапротрофов-симбиотрофов (с 9 до 16%).
При этом большая доля патотрофов-сапротрофов
была выявлена в сообществах на стальных образ-
цах (18% против 12% на образцах пластика).

По форме роста в анализируемых сообществах
доминировали микроскопические грибы (34%),
дрожжи (14%) и факультативные дрожжи (7%)
(рис. 5). Грибы с другими формами роста были
минорными членами сообществ (1–3%). Увеличе-
ние их доли в конце экспозиции было выявлено
только для факультативных дрожжей (3.9–7.4%), и
при этом в основном для сообществ на стальных
образцах (9% против 3–4% для пластиков).

Экологические и ростовые характеристики
коррелировали с составом доминирующих в со-
обществах видов грибов. Из 20 доминирующих ви-
дов, 10 видов относились к сапротрофам, и по 4 вида
к патотрофам-сапротрофам и патотрофам-сапро-
трофам-симбиотрофам. По форме роста 10 видов
относились к микроскопическим грибам, 6 видов –
к дрожжам, 2 вида – к факультативным дрожжам и
1 вид – к диморфным дрожжам (табл. S3).

Обращает на себя внимание наличие в составе
обрастаний грибов, способных к патотрофному
типу питания. Недавно было показано, что грибы-
патогены животных и растений концентрируются
на микропластике в наземных бытовых отходах
(Gkoutselis et al., 2021). Среди них обнаружены виды
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Cladosporium cladosporioides и Didymella glomerata,
которые относятся к доминирующим видам так
же и в исследуемых нами сообществах. Авторы
полагают, что микропластик в наземных бытовых
отходах может служить селективной средой для
накопления грибных патогенов и заражения ими
почвы и водных сред.

В то же время, среди сапротрофных грибов бы-
ли представлены потенциальные биодеструкторы
полимеров, ксенобиотиков и металлов. К числу
самых распространенных групп грибов-биоде-
структоров плаcтических материалов относятся
представители родов Cladosporium, Penicillium и
Alternaria (Zeghal et al., 2021; Srikanth et al., 2022).
C. cladosporioides способен к деградации детерген-
тов и пестицидов (Chen et al., 2012; Jakovljević,
Vrvić, 2018). Cladosporium sp. и Penicillium chrysoge-
num способны к деградации 2,4-дихлорфенола
(Nikolaivits et al., 2020), а также к биокоррозии ме-
таллов (Okorie, Chukwudi, 2021). Aureobasidium
pullulans способны разрушать ПС и участвовать в
коррозии металлов (Okorie, Chukwudi, 2021; Cas-
tiglia, Kuhar, 2015). Отметим, что в нашем иссле-

довании последовательности грибов этого рода
были детектированы в заметных количествах в
библиотеке из обрастаний только на поверхности
образца ПС (табл. S3). Доминирующие в сообще-
ствах виды дрожжей относятся к родам Mrakia,
Glaciozyma и Leucosporidium, включающим психро-
филов, обладающих широким набором ферментов,
таких как липазы, гликозидазы, протеазы, хитина-
зы и эстеразы. Известно, что эстеразы играют
важную роль в деградации промышленных загряз-
нителей, пластмасс и ряда токсичных химических
веществ (Martorell et al., 2019). Таким образом, мож-
но предположить, что многие виды грибов, доми-
нирующих в исследуемых сообществах, могут
участвовать в процессах деградации органиче-
ских, химических и пластмассовых загрязнителей
в водоеме.

Выделение чистых культур бактерий из обраста-
ний на исследуемых образцах. Обрастания с по-
верхности образцов каждого материала, экспони-
рованных в водоеме 10 сут, были использованы
для получения накопительных культур аэробных
бактерий, разлагающих терефталат натрия, про-

Рис. 5. Распределение родов грибов по способу питания (а–в) и форме роста (г–е) согласно результатам программы
FunGuild для общей суммы состава всех библиотек (а, г); при сравнении библиотек по времени экспозиции (б, д); при
сравнении библиотек по материалу образцов (в, е).
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межуточный метаболит одного из приоритетных
загрязнителей – полиэтилентерефталата. Методом
последовательных пересевов с жидкой на агаризо-
ванную среду из накопительных культур было вы-
делено три штамма бактерий (табл. S5, рис. S15).
Сходство последовательностей гена 16S рРНК
изолятов составляло 100% с аналогичными гена-
ми типовых штаммов известных видов бактерий,
представленных в GenBank. Это позволило отнести
штаммы L4-1 и L12-1, выделенные с поверхности
образцов пластика, к виду Bacillus thuringiensis, а
штамм L13-2, выделенный с поверхности сталь-
ного образца, к виду Brevundimonas bullata. Иссле-
дована способность выделенных штаммов к росту
на различных субстратах, включая продукты де-
градации ПЭТ: терефталат и этиленгликоль. Не-
смотря на то, что накопительные культуры были
получены на терефталате, выделенные чистые
культуры не росли на этом субстрате. В то же время,
все штаммы росли на н-алканах нефти, летучих
жирных кислотах (ацетате и бутирате), B. bullata
L13-2 рос еще на бензоате, а штаммы B. thuringien-
sis – на феноле.

Сравнение генов 16S рРНК выделенных чи-
стых культур с последовательностями в библио-
теках фрагментов гена 16S рРНК обрастаний на
полимерах и стали подтвердило присутствие фи-
лотипов, близких Bacillus thuringiensis и Brevundi-
monas bullata, во всех исследованных библиотеках
(99–100% сходства последовательностей). Бакте-
рии рода Bacillus присутствовали в исследуемых
сообществах, хотя и составляли небольшую часть
популяции (0.1–3.6%).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Небольшой водоем, расположенный непо-

средственно в зоне полигона ТБО, можно рас-
сматривать как модельный объект по изучению
таксономического состава микробных сообществ
и их функционирования в природных поверх-
ностных водных объектах, подверженных силь-
ной антропогенной нагрузке. В связи с расшире-
нием площадей как официальных полигонов
ТБО, так и нелегальных свалок, такие исследова-
ния могут стать весьма актуальными для оценки
потенциальной возможности естественной био-
ремедиации таких водоемов.

В настоящей работе исследован состав прока-
риот и микроскопических грибов в обрастаниях
на образцах пластиков (ПС и ПЭТ) и стали, экс-
понированных в водоеме на полигоне ТБО в тече-
ние 10 и 60 сут. В водоем поступают фильтраты
деградации твердых бытовых отходов. Приведен-
ные результаты свидетельствуют о том, что в водое-
ме обитает богатое и разнообразное сообщество
бактерий и грибов. В наших предыдущих исследо-
ваниях микробных обрастаний на поверхности
полимеров и стали в различных водных средах

(Турова и соавт., 2021) было показано, что состав
микробных сообществ в обрастаниях в большей
степени зависит от типа водной среды, чем от
природы материала. Особенно значительными
были различия в составе сообществ в морских и
пресноводных местообитаниях. Но при этом со-
став сообществ различался и в пресных водах раз-
личного происхождения. В частности, в промыш-
ленной (оборотной) воде на образцах полимеров
и стали прослеживалось накопление в сообще-
ствах бактерий рода Pseudomonas (Gammaproteobac-
teria), которые признаются модельным объектом
для изучения биодеградации ряда ароматических и
полициклических соединений, в том числе, бензо-
ла, катехола и других. В природной воде Можай-
ского водохранилища эта тенденция не просле-
живалась, так же, как и в исследуемом в настоя-
щей работе водоеме. При этом основным
различием между ними было полное отсутствие
среди таксонов, доминирующих в водоеме на ТБО,
представителей цианобактерий, хотя при экспони-
ровании аналогичных образцов в воде Можай-
ского водохранилища они составляли значитель-
ную часть бактериального сообщества. В то же
время, во всех пресноводных местообитаниях
среди доминирующих родов присутствовали бак-
терии рода Aquabacteruum, типичные обитатели
пресных вод.

Основные изменения в составе исследуемых в
настоящей работе микробных сообществ были
связаны с длительностью экспозиции в водной
среде, а не с природой материалов исследуемых
образцов. При этом для бактерий зависимость со-
става сообществ от времени экспозиции была вы-
ражена более четко, чем для грибов. Вероятно,
различия в таксономическом составе бактерий на
разных этапах экспозиции были обусловлены из-
менением условий среды с анаэробных на аэроб-
ные из-за пересыхания водоема. Результатом
этих изменений явилось уменьшение сульфатре-
дуцирующих дельтапротеобактерий, доминирую-
щих в составе сообщества на начальном этапе
экспозиции. Такая динамика особенно заметна
для обрастаний на стальных образцах.

Микробные сообщества, сформировавшиеся
на образцах полимеров и стали, экспонирован-
ных в водоеме, потенциально способны осу-
ществлять биодеградацию как продуктов деполи-
меризации самих полимеров (ПС и ПЭТ), так и
различных ксенобиотиков. Потенциальная ак-
тивность ферментов, которыми обладают бакте-
риальные и грибные компоненты сообщества,
предсказанная с помощью биоинформатических
методов, свидетельствует о способности микроор-
ганизмов деградировать ксенобиотики, углеводо-
роды и другие органические поллютанты, в также
осуществлять коррозию металлов. Деструкция по-
лимеров с образованием локальных, но глубоких
повреждений, а также довольно значительная
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коррозия стали отмечены на микрофотографиях,
что подтверждало биоинформатические данные.
Кроме нитчатых грибов родов Cladosporium и Peni-
cillum, для которых показано участие в биокоррозии
стали (Okorie, Chukwudi, 2021), именно на началь-
ном этапе экспозиции в бактериальном сообществе
на стальном образце доминировали СВБ, которые
считаются основными агентами биокоррозии
стали (Anandkumar et al., 2016; Loto, 2017).

Таким образом, в водоемах, подвергающихся
значительным загрязнениям бытовыми отходами,
формируются микробные сообщества сложного со-
става, в которых возможен отбор микроорганиз-
мов-деструкторов полимерных и металлических от-
ходов, а также токсичных ксенобиотиков. Микроб-
ные сообщества, сформировавшиеся в водоемах на
полигонах ТБО и в прилегающих водных объектах,
могут осуществлять процессы их биоремедиации
после рекультивации территорий полигонов.
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Abstract—The work was aimed at investigation of the composition of microbial communities formed on the
surface of samples of polyethylene terephthalate (PET), polystyrene (PS) and steel (ST) materials that were
exposed in a small pond located at the territory of a solid waste landfill. The taxonomic composition of bac-
teria and fungi was determined by high-throughput sequencing of the V4 region of the 16S rRNA gene and of
the ITS ribosomal operon, respectively. Bioinformatic analysis revealed predominance of bacteria of the phy-
la Pseudomonadota, Actinomycetota, Bacteroidota, and Bacillota in the biofilms formed on all samples. The
observed quantitative changes in the composition of the dominant bacterial taxa were associated mainly with
the exposure time, rather than the material of the samples. The iVikodak program was used to predict the
functional characteristics of bacteria in the biofilms. The studied bacterial communities were shown to be po-
tentially able to cause the degradation of polymer materials and xenobiotics and corrosion of steel. The fungal
communities were dominated by saprotrophic representatives of the phyla Ascomycota and Basidiomycota.
The effect of the conditions of the aquatic environment on the overall composition of the fungal community
during exposure turned out to be less significant than that observed for bacteria; similar to the effect of the
sample material, it could be traced for certain fungal genera. Among the dominant fungi, species potentially
capable of biodegradation of polymers and corrosion of metals were identified. Microscopy confirmed the
local degradation of the initial samples of materials as a result of exposure to the aquatic environment. Pure
bacterial cultures of the genera Bacillus and Brevundimonas were isolated, which degraded alkanes, fatty ac-
ids, and phenols.

Keywords: solid waste landfills, high-throughput sequencing, the 16S rRNA gene, ITS, bacteria, fungi, poly-
ethylene terephthalate, polystyrene, steel, xenobiotics, functional activity, biodegradation
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На основе анализа нуклеотидных последовательностей регионов ITS, фрагментов генов LSU рДНК
и культурально-морфологических признаков определена видовая принадлежность 6 штаммов ми-
целиальных грибов, выделенных из клубеньков актиноризных растений субтропической зоны – ко-
риарии миртолистной (Coriaria myrtifolia), восковницы восконосной (Myrica cerifera) и лоха колюче-
го (Elaeagnus pungens). Изученные микромицеты идентифицированы как Pezicula radicicola. Предста-
вители этого вида впервые найдены в клубеньках актиноризных растений. Обсуждаются
возможные функции и экологическая роль микромицетов вида Pezicula radicicola –
микросимбионтов актиноризных растений.

Ключевые слова: Frankia, Pezicula, актиноризные клубеньки, ассоциативные симбионты, эндофит-
ные грибы
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Актиноризные растения представляют собой
группу покрытосеменных растений, образующих
корневые клубеньки, индуцируемые и населенные
азотфиксирующими актиномицетами рода Frankia.
Это преимущественно кустарниковые и древес-
ные растения, которые входят в состав 24 родов,
8 семейств, 3 порядков и встречаются повсемест-
но. К ним, например, относятся широко распро-
страненные в средней полосе ольха и облепиха, а
также более редкие растения субтропический зо-
ны. Способность образовывать азотфиксирую-
щие клубеньки дает им конкурентное преимуще-
ство при освоении бедных и неплодородных почв
за счет обогащения их азотом, что создает усло-
вия для дальнейшей колонизации этих почв дру-
гими видами растений (Ngom et al., 2016).

В последнее время произошли значительные
изменения в представлениях о симбиозе между
растениями и микроорганизмами. Сейчас уже ясно,
что симбиотические ассоциации – многокомпо-
нентные системы, в которых могут сосуществовать
микроорганизмы, играющие существенную роль в
функционировании симбиоза в целом (Khare et al.,
2018; Tsiknia et al., 2021). Микромицеты и бакте-
рии в этих ассоциациях составляют огромный по
разнообразию и численности пул микроорганиз-
мов. Как показывает молекулярно-генетический
анализ микробных сообществ in situ, несоизмеримо
большая часть эу- и прокариотных организмов,
развивающихся в ассоциации с растениями, оста-

ется неисследованной или исследованной крайне
слабо. Согласно предварительным оценкам, только
около 1–2% всего спектра известных растений
исследованы на предмет состава их эндофитов
(Strobel, 2018). Среди наиболее изученных ассо-
циантов растений – микроорганизмы, привле-
кавшие внимание исследователей в связи с реше-
нием практических задач фитопатологии и сель-
ского хозяйства.

Изучение грибов и бактерий, ассоциированных
с актиноризными растениями, позволяет предпо-
ложить, что одна из функций таких микроорга-
низмов в актиноризном симбиозе – деструкция
многолетних симбиотических структур клубень-
ков и высвобождение пропагул актиномицетов
рода Frankia для поддержания их инфекционного
пула в почве (Ivanushkina et al., 1994). Однако воз-
можно, что взаимовлияние микросимбионтов и,
в частности, грибов в клубеньках значительно
сложнее, чем кажется на первый взгляд.

В ходе эксперимента по изучению ассоциатив-
ных эндосимбионтов в клубеньках ольхи, разви-
вающихся в растениях, искусственно инфициро-
ванных актиномицетами рода Frankia, нами было
показано, что грибы отсутствовали в молодых
клубеньках и появлялись лишь по мере развития
последних. При этом состав грибов в клубеньках
и в среде произрастания растения различался
(Kochkina et al., 1994).

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ
СТАТЬИ

EDN: RMKMAG
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Изучение субтропических актиноризных рас-
тений, растущих на желтоземах, также подтвер-
дило наличие специфического, по сравнению с
почвенным, сообщества микромицетов внутри
клубеньков. Для большинства выделенных мик-
ромицетов удалось определить видовую принад-
лежность (Ivanushkina et al., 1994).

Вместе с тем, была обнаружена большая груп-
па грибов, которые не удалось идентифицировать
по фенотипическим (культурально-морфологи-
ческим) признакам. Представители этой группы
(штаммы ВКМ F-3184, ВКМ F-4853, ВКМ F-4854,
ВКМ F-4855, ВКМ F-4856 и ВКМ F-4857) были
помещены во Всероссийскую коллекцию микро-
организмов (ВКМ) и поддерживались как грибы с
невыясненным таксономическим положением.

Целью настоящей работы было таксономиче-
ское изучение вышеупомянутых микромицетов с
использованием классических фенотипических и
молекулярных методов, а также оценка возмож-
ной роли микромицетов-эндофитов в микробном
сообществе актиноризных клубеньков.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Эндофитные грибы были выделены из клу-
беньков трех актиноризных растений, произрас-
тающих в Сухумском Ботаническом саду (Грузия,
СССР) на желтоземных почвах, ‒ лоха колючего
(Elaeagnus pungens), восковницы восконосной
(Myrica cerifera) и кориарии миртолистной (Cori-
aria myrtifolia) (Kochkina et al., 1994) (табл. 1).

Изучение культурально-морфологических
признаков грибов проводили на мальт-экстракт
агаре (MEA), картофельно-глюкозном агаре
(PDA), овсяном агаре (OA) при различных темпе-
ратурах (5, 15, 20, 25, 30, 37°С) в течение 6 нед.
Оценивались макроскопические (морфология
колоний, цвет, диаметр) и микроскопические
(репродуктивные структуры, форма и размер ко-
нидий) признаки на 14‒30 сут роста. Цвет коло-
ний определяли по специальным цветовым кар-
там (Kornerup, Wanscher, 1978).

Для молекулярно-генетического изучения вы-
деленных культур биомассу получали на среде
PDA с целлофаном при 25°C. ДНК грибов выде-
ляли с помощью набора Фитосорб (“Синтол”,
Москва, Россия). Концентрацию ДНК измеряли
с использованием флуориметра Qubit 3.0 (“Life
Technologies”, Карлсбад, Калифорния, США).

Участок ДНК с увеличением длины секвени-
рования до 1500 п.н. (Vasilenko et al., 2018), вклю-
чающий фрагмент гена малой субъединицы
рРНК (SSU), регион ITS (ITS1, 5.8S рРНК, ITS2)
и D1‒D3 домены большой субъединицы рРНК
(LSU) всех изолятов амплифицировали с помо-
щью полимеразной цепной реакции (ПЦР) с
праймерами ITS1F (Gardes, Bruns, 1993) и LR5
(Tedersoo et al., 2008).

Реакции ПЦР проводили в 25 мкл конечного
объема с 5 мкл шаблонной ДНК (концентрация
20‒70 мкг/мл), 0.5 мкл каждого праймера
(10 пмоль/мкл), 1.5 мкл MgCl2 (25 мМ), 10 мкл ма-
стер-микса (Реакционная смесь для ПЦР-РВ,
“Синтол”, Москва, Россия) и 7.5 мкл ddH2O. Па-
раметры термоциклера (“Bio-Rad”, Hercules, CA,
США) были следующими: первый период денату-
рации при 95°C в течение 5 мин, затем 34 цикла
денатурации при 95°C в течение 30 с, отжига при
53°C в течение 30 с и удлинения при 72°C в тече-
ние 1 мин 30 с. Окончательное удлинение при
72°C в течение 5 мин завершало реакцию. Ампли-
коны очищали с помощью набора Cleanup Standard
(“Евроген”, Москва, Россия). Автоматизирован-
ное секвенирование ДНК проводилось компанией
“Синтол’ (Москва, Россия) с использованием
праймеров ITS1F, LR5, ITS3, ITS4, NL-3AOV.

Сборку последовательностей осуществляли с
помощью программ BioEdit версии 7.1.11 (Hall,
1999), DNASTAR (SaqMan Pro v. 11.1.0). Все по-
следовательности были депонированы в Генбанк
(табл. 1).

Сходство последовательностей исследуемых
культур и типовых/референтных штаммов (Chen
et al., 2016) ближайших видов оценивали с ис-
пользованием программы BLAST (NCBI). Фило-
генетическое древо строили по методу макси-

Таблица 1. Эндофитные грибы, изолированные из корневых клубеньков актиноризных растений (отбор проб
произведен в августе 1990 г.)

Штамм Растение-хозяин Номер GenBank

ВКМ F-4853
Лох колючий (Elaeagnus pungens)

MT774097

ВКМ F-4854 MT774098

ВКМ F-4855
Восковница восконосная (Myrica cerifera)

MT774099

ВКМ F-4856 MT774100

ВКМ F-3184
Кориария миртолистная (Coriaria myrtifolia)

MT774096

ВКМ F-4857 MT774101
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мального правдоподобия (Maximum Likelihood, ML)
на основе модели замен семейства GTR (General
Time Reversible Model) (Nei, Kumar, 2000) c ис-
пользованием программного обеспечения
MEGA X (Kumar et al., 2018). Для филогенетиче-
ских построений использовали последовательно-
сти ITS и LSU, доступные из GenBank для всех ре-
ферентных штаммов (табл. 2), и полученные на-
ми нуклеотидные последовательности для грибов
из актиноризных клубеньков (табл. 1).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Сравнение полученных последовательностей
шести эндофитных штаммов грибов (табл. 1) по-
казало, что они идентичны или практически
идентичны (100 и 99.9%). По последовательно-
стям ITS и LSU рДНК эндофиты были наиболее
близки к организмам рода Pezicula (максималь-
ный уровень сходства выявлен с Pezicula radicico-
la). Величины сходства между P. radicicola CBS
640.94 (типовой штамм вида) и штаммами из клу-
беньков по ITS (552 п.н.) достигали 99.82‒100%
(отличия по одному нуклеотиду или полная иден-
тичность) и по LSU (877 п.н.) – 99.88‒99.89%.

Сходство ITS исследуемых штаммов и другого
наиболее близкого вида, P. melanigena, было
99.07‒99.28%, что ниже предложенной границы
разделения видов ‒ 99.6% (Vu et al., 2019). Пока-
затели сходства с другими видами были еще ниже.

На филогенетическом древе, построенном на
основе комбинированных последовательностей

ITS региона рДНК и фрагментов генов LSU
рДНК, все изученные штаммы формировали мо-
нофилетическую группу в составе рода Pezicula,
включающую также типовой штамм P. radicicola
CBS 640.94, и обособлялись от организмов других
видов (рис. 1).

Результаты филогенетического анализа согла-
суются с данными фенотипического изучения
культур. Известно (Kowalski, Bartnik, 1995; Verkley
et al., 2003; Sigler et al., 2005), что для получения
конидиогенных структур in vitro у изолятов Pezic-
ula используется набор разнообразных условий
культивирования (сред и температур). Установле-
но, что все шесть изученных штаммов росли в ин-
тервале температур от 5 до 30°С, при температуре
37°С рост отсутствовал.

При оценке роста штаммов во всех изученных
вариантах культивирования было отмечено, что
культуральные признаки наиболее выражены на
среде PDA при оптимальной для роста температу-
ре культивирования 25°С. Диаметр колоний на
PDA через 14 сут роста достигал: 76‒84 мм (ВКМ
F-4854, ВКМ F-4855, ВКМ F-4857) и 60‒67 мм
(ВКМ F-3184, ВКМ F-4853, ВКМ F-4856). Коло-
нии плотные, войлочные, края ровные или ло-
пастные, цвет варьировал от белого (3A1) до крас-
новатого светло-коричневато-оранжевого (5C3),
центры колоний были наиболее пигментирова-
ны. Цвет реверса варьировал от белого (3A1) до
сернистого (4C5), оранжево-серого (5A2) и табач-
но-коричневого (5F6). Наиболее интенсивный
цвет колоний был обнаружен у штаммов ВКМ

Таблица 2. Штаммы видов Pezicula и последовательности ДНК, использованные для филогенетического анализа

Вид Номер штамма Растение-хозяин
Номера в GenBank

ITS LSU

Neofabraea inaequalis CBS 326.75, Тип Chamaecyparis sp. KR859081 NG_069280
Neofabraea malicorticis CBS 122030, Тип Malus sp. KR859086 NG_068983
Pezicula acericola CBS 239.38, Тип Acer spicatum KR859092 KR858883
Pezicula brunnea CBS 120291, Тип Gaultheria shallon KR859103 NG_067449
Pezicula carpinea CBS 923.96, Тип Carpinus betulus KR859108 NG_067295
Pezicula cinnamomea CBS 184.50, Тип Abies balsamea KR859115 KR858906
Pezicula diversispora CBS 185.50, Тип Picea abies KR859170 KR858962
Pezicula ericae CBS 120290, Тип Vaccinium membranaceum KR859173 NG_069888
Pezicula heterochroma CBS 199.46, Тип Alnus crispa var. mollis KR859210 NG_067297
Pezicula melanigena CBS 898.97, Тип Quercus petraea KR859211 NG_069281
Pezicula microspora CBS 124641, Тип Berberis vulgaris KR859212 NG_067298
Pezicula radicicola CBS 640.94, Тип Quercus robur KR859236 NG_069837
Pezicula radicicola CBS 681.83 Quercus robur KR859237 KR859029
Pezicula rhizophila CBS 109839, Тип Erica tetralix KR859238 NG_067301
Pezicula sporulosa CBS 224.96, Тип Larix decidua KR859261 NG_069840
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F-3184, ВКМ F-4853 и ВКМ F-4857. Ни один штамм
не образовал плодовые тела в чистой культуре.
Штамм ВКМ F-4857 остался стерильным независи-
мо от условий культивирования. Пять штаммов
сформировали макроконидии (19‒35 × 5.0‒
7.5 мкм), типичные по форме и размерам для
P. radicicola, как на одиночных конидиеносцах, так
и в спородохиях разной формы ‒ от полукруглой до
сферической (рис. 2). Микроконидии (3.5‒7.5 ×
× 1.5‒2.5 мкм), отмеченные при описании вида
P. radicicola, образовались только у штаммов ВКМ
F-4853 и ВКМ F-4854. Сетаподобные гифы, опи-

санные у P. radicicola, удалось обнаружить только
у штамма ВКМ F-3184, строму ‒ у штамма ВКМ
F-4853.

Фенотипические характеристики изученных
штаммов достаточно сильно различаются по от-
дельным признакам, таким как интенсивность
окраски колоний, наличие/отсутствие конидий,
сетозных (жестких, толстостенных, темноокра-
шенных) гиф и стромы, однако в целом соответ-
ствуют описанию P. radicicola (Kowalski, Bartnik,
1995). Ранее при описании видов рода Pezicula
также отмечалась значительная фенотипическая
вариабельность штаммов (Sigler et al., 2005).

Таким образом, на основании результатов
сравнительного анализа последовательностей ITS,
фрагментов LSU рДНК и фенотипических при-
знаков изученные штаммы могут быть отнесены к
виду Pezicula radicicola (T. Kowalski et C. Bartnik
1995) P.R. Johnston 2014, типовой штамм которого
был выделен с корней дуба Quercus robur. В насто-
ящее время грибы этого вида найдены на корнях
осины (Wang et al., 2007), ясеня, ели (Stroheker et al.,
2021) и других растений. Из клубеньков актино-
ризных растений субтропической зоны, где они
являются одними из основных микосимбионтов,
эти грибы были выделены впервые.

Для понимания экологической роли эндофи-
тов P. radicicola в клубеньках была оценена встре-

Рис. 1. Филогенетическое дерево изученных и типовых/референтных штаммов видов рода Pezicula на основе комби-
нированных последовательностей ITS и LSU ядерной рДНК, построенное по методу максимального правдоподобия
(Maximum Likelihood). Шкала соответствует 0.005 замены нуклеотидов на позицию.
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Рис. 2. Конидиогенные структуры штамма ВКМ
F-4853.
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чаемость и доля представителей этого вида среди
всех ассоциативных симбионтов, изученных нами
ранее (Ivanushkina et al., 1994). Микобиота корне-
вых клубеньков этих растений представлена ана-
морфами аскомицетов и базидиомицетов, а также
большим количеством стерильного мицелия, как
темного, так и светлоокрашенного. Большая
часть всех идентифицированных штаммов принад-
лежала к видам рода Cylindrocarpon: C. didymum,
C. effusum, C. obtusisporum и C. theobromicola. Хоро-
шо известно, что представители этого рода явля-
ются патогенами растений (Capote et al., 2022),
однако в нашем случае никаких видимых призна-
ков заболевания обнаружено не было. Эндофиты
вида P. radicicola оказались вторыми по обилию
(отношению числа штаммов данного рода к об-
щему числу выделенных штаммов) и первыми по
частоте встречаемости (отношение числа образ-
цов, в которых встретился таксон к общему числу
образцов) среди всех выделенных из клубеньков
грибов. Частота встречаемости P. radicicola оказалась
выше 80%, что больше, чем у других ассоциативных
микосимбионтов. Очень небольшое количество
изолятов принадлежало родам Fusarium, Acremonium,
Zalerion и некоторым другим (Ivanushkina et al.,
1994).

Виды рода Pezicula обычно встречаются в уме-
ренных регионах мира. Они могут быть сапротро-
фами на гниющей древесине и опаде, а также спо-
собны выступать как эндофитные грибы, локали-
зуясь в разных частях растений.

Подробно спектр растений, из которых выде-
ляются грибы этого рода, представлен в масштаб-
ном таксономическом труде, посвященном грибам
рода Pezicula и близким родам (Chen et al., 2016), где
было изучено 211 штаммов из крупнейшей кол-
лекции грибов CBS (Collection of yeasts and fila-
mentous fungi, The Westerdijk Fungal Biodiversity
Institute). Показано, что около трети всех штаммов
было изолировано из растений порядка Pinales
(сосновые) – это сосна, ель, лиственница и пихта.
В отделе Magnoliophyta (цветковые) наибольшее
число штаммов было выделено из порядков Fa-
gales (буковые) и Rosales (розоцветные) ‒ 16 и 14%
соответственно. Штаммы выделяли с разных ча-
стей растений, но более всего ‒ из корневой си-
стемы. Авторы отметили, что некоторые виды
Pezicula могут быть слабыми патогенами расте-
ний, вызывающими заболевания исключительно
у ослабленных хозяев.

Выделенные нами штаммы связаны с растени-
ями лох колючий (Rosales, розоцветные), восков-
ница восконосная (Fagales, буковые) и кориария
миртолистная (Cucurbitales, тыквоцветные). С
растений последнего порядка штаммы этого рода
были выделены впервые.

Роль этих грибов в клубеньках актиноризных
растений до конца не изучена. Однако известно,
что эндофиты растений продуцируют целый пул

метаболитов с разнообразной структурой, кото-
рые активно участвуют в жизни растений и могут
служить важнейшими ресурсами для разработки
новых эффективных фунгицидов (Xu et al., 2019).

Грибы рода Pezicula ‒ неисчерпаемые источ-
ники разнообразных вторичных метаболитов, по-
лезных для растений. Они образуют различные
биологически-активные вещества (Schulz et al.,
1995), например, эхинокандины, представляю-
щие собой противогрибные липопептиды, эли-
минирующие фитопатогенные грибы и позволя-
ющие осуществлять защиту растений, и при этом
сами не испытывают влияния микоцида вслед-
ствие уникального генетического механизма са-
морезистентности (Yue et al., 2018). Кроме того,
эти грибы продуцируют и другие антибиотики,
такие как меллеин, микоризин, криптоспориоп-
син, криптокандин (Chen et al., 2016). Они синтези-
руют летучие соединения, активные в отношении
фитопатогенных грибов Sclerotinia sclerotiorum и Se-
tosphaeria turcica, ингибирующие их развитие
(Zhang et al., 2018). Недавно был выделен штамм
Pezicula sp., образующий целый спектр метаболи-
тов, активных в отношении различных фитопато-
генных грибов, особенно против Botrytis cinerea и
Fulvia fulva, что переводит эти грибы в разряд пер-
спективных для биотехнологии (Wang et al., 2014).
В США получен патент на способ производства
средств для профилактики и борьбы с грибными
заболеваниями растений на основе сложных эфи-
ров грибов Pezicula sp. (Xu et al., 2019).

Изучение грибов, ассоциированных с микориза-
ми, показало, что грибы рода Pezicula встречаются в
корневой системе микоризных растений наряду с
Glomus и другими эндомикоризными грибами.
Предполагается, что это также связано с продук-
цией вторичных метаболитов, активных в отно-
шении фитопатогенов. Но это только одна из
функций. Все большее число исследований пока-
зывает, что немикоризные эндофитные грибы
могут снабжать растение-хозяина фосфором, по-
тенциально играя ту физиологическую роль, кото-
рая свойственна грибам микоризы (Almario et al.,
2017; Toju, Sato, 2018).

Было сделано предположение, что грибы-эн-
дофиты, связанные с различными таксономиче-
скими группами растений в широком географи-
ческом диапазоне, могут опосредовать косвенные
взаимодействия между арбускулярными мико-
ризными и эктомикоризными видами растений
через подземные мицелиальные связи, создавая
целые “метасообщества” (Toju et al., 2018). В Япо-
нии с помощью метагеномного секвенирования
были получены данные о корневых ассоциациях
грибов с растениями на территории восьми хвой-
ных лесов Японского архипелага, включающие
информацию о 150 видах деревьев и более 8000
ОТЕ грибов. Детальный сетевой анализ получен-
ных сведений позволил выявить среди тысяч видов
“метакоммуникативные” узловые виды грибов
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(“hub” species), которые играют ключевую роль в
синхронизации процессов масштаба “метасооб-
щества” в растительно-микробных ассоциациях,
способствуя росту растений-хозяев и устойчиво-
сти их к патогенам. Список “метакоммуникатив-
ных” эндофитных грибов не слишком велик, но
включает грибы рода Pezicula (Toju et al., 2018).

Данный вывод согласуется с нашими исследо-
ваниями, которые показывают, что роль этих
грибов в клубеньках актиноризных растений мо-
жет не исчерпываться какой-то одной функцией
и быть гораздо сложнее, чем взаимодействие рас-
тение‒гриб. Проведенное нами изучение взаи-
моотношений между грибами рода Pezicula и ос-
новным симбионтом актиноризных клубеньков
актиномицетами рода Frankia указывает на муту-
алистические отношения между этими микроор-
ганизмами. Известно, что актиномицеты рода
Frankia образуют розовые или красно-коричне-
вые пигменты, идентифицированные как бензо-
нафтан-хиноны, которые, как было показано,
ингибируют рост некоторых грамположительных
бактерий, дрожжей и грибов. Более детальное
изучение состава антимикробных соединений,
выделенных из штаммов Frankia (изоляты из Alnus
incana и Pinus sylvestris), показало, что это антибио-
тические вещества кальцимицинового класса и пи-
роэфирные ионофоры (Sarma et al., 2003). Нами
показано, что пигмент, образованный актиноми-
цетами Frankia, выделенными из тех же клубень-
ков, что и штаммы Pezicula radicicola, положительно
повлиял на развитие последних, увеличивая ско-
рость роста в среднем на 40%. В то же время рост
грибов Fusarium oxysporum, которые не встреча-
лись в клубеньках, но были обнаружены в желто-
земах вокруг них, значительно замедлялся (Koch-
kina et al., 1995). Очевидно, что можно говорить о
селективном воздействии пигмента на грибы из
разных мест обитания.

Этот факт может быть подтверждением изби-
рательности клубеньков по отношению к микро-
мицетам, что выражается в наличии в клубеньке
специфического комплекса микроорганизмов, в
котором впервые найденные грибы рода Pezicula
могут играть значительную роль.
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Abstract—Based on analysis of the nucleotide sequences of the ITS regions, LSU gene fragments of rDNA,
and cultural and morphological characteristics, species affiliation of six strains of mycelial fungi isolated from
root nodules of actinorhizal plants in the subtropical zone (Coriaria myrtifolia, Myrica cerifera, and Elaeagnus
pungens) was determined. The micromycetes studied were identified as Pezicula radicicola. Members of this
species have not previously been revealed in the root nodules of actinorhizal plants. The possible functions
and ecological role of Pezicula radicicola as mycosymbionts of actinorhizal plants are discussed.
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Из кишечников многоножек видов Nedyopus dawydoffiae и Orthomorpha sp. (класс Diplopoda) и из их
кормовых субстратов, представляющих собой растительные остатки, выделено и идентифицирова-
но 72 штамма бактерий 25 родов. Среди исследованных актинобактерий наиболее многочисленной
группой являются стрептомицеты, а также присутствуют представители 14 других родов актинобак-
терий. Отмечено высокое содержание обладающих антимикробной активностью актинобактерий,
среди которых обнаружены представители “редких” родов Actinoplanes, Amycolatopsis, Kitasatospora,
Lechevalieria, Micromonospora, Nocardiopsis, Saccharopolyspora. Впервые описана антимикробная ак-
тивность у Kitasatospora saccharophila ИНА 01226 и Nocardiopsis umidischolae ИНА 01230. Показана ге-
терогенность по признаку антибиотикообразования в популяциях Streptomyces pratensis и S. termitum.
Выявлены наиболее перспективные для химического изучения образуемых антибиотиков штаммы
бактерий, проявившие активность в отношении метициллинрезистентного штамма Staphylococcus aureus
ИНА 00761 (MRSA) и ванкомицинрезистентного штамма Leuconostoc mesenteroides ВКПМ В-4177
(VRLM).

Ключевые слова: бактерии, актинобактерии, стрептомицеты, “редкие” роды, Diplopoda, Nedyopus
dawydoffiae, Orthomorpha sp., эндобионты, продуценты антибиотиков, антибиотикорезистентность
DOI: 10.31857/S002636562260033X

Внедрение антибиотиков в медицинскую
практику стало революционным событием, однако
селективное давление на патогенные микроорга-
низмы вызвало ответную реакцию – возникнове-
ние антибиотикорезистентных форм. По прогнозу
Всемирной организации здравоохранения (ВОЗ)
данная ситуация может привести к снижению эф-
фективности антибиотиков и превращению ин-
фекционных заболеваний, вызванных патогенны-
ми микроорганизмами, в одну из главных причин
смертности в мире уже к 2050 г. (O’Neill, 2016).
Одним из способов решения проблемы антибиоти-
корезистентности является поиск новых эффектив-
ных антимикробных соединений, которые могли
бы пополнить арсенал лекарственных средств. Ос-
новными продуцентами антибиотиков являются
актинобактерии и грибы, выделенные из слож-
ных многокомпонентных биоценозов, главным
образом, из почв (Bérdy, 2005). Это объясняется
тем обстоятельством, что в ходе эволюции конку-
рентная борьба между микроорганизмами приве-

ла к выработке у них разнообразных антимикроб-
ных веществ как средств защиты. Микробиота
кишечников животных также является много-
компонентным биоценозом, который можно рас-
сматривать как источник продуцентов антибио-
тиков. С другой стороны, малоизученные среды
обитания также перспективны в плане изыскания
продуцентов новых антибиотиков (Donadio et al.,
2007). Учитывая оба обстоятельства, можно пред-
положить, что перспективной экологической си-
стемой для выделения бактерий – продуцентов
антибиотиков являются кишечники беспозво-
ночных животных, в том числе многоножек
(Kaltenpoth, 2009).

Бактериальное сообщество кишечников мно-
гоножек участвует в пищеварении, биосинтезе
метана, поддерживает постоянство микробиома.
Однако не все бактерии, выделяемые из кишеч-
ника многоножек класса Diplopoda, принадлежат
к микробиому кишечника, многие из них явля-
ются транзиторными видами, поглощенными с
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кормом. Применение сканирующей электронной
микроскопии позволило убедиться, что стенка и
кутикула кишечника, а также остатки перитро-
фической мембраны, колонизированы различ-
ными бактериями, в том числе актинобактериями,
для которых кишечная среда оказалась благопри-
ятной (Szabo et al., 1992; Полянская и соавт.,
1996). На основании этого, можно сделать вывод,
что часть высеваемых из кишечника бактерий со-
ставляют микробиом многоножек (Бызов и со-
авт., 1993; Бызов, 2005; König, Varma, 2006).

Представляемое исследование является продол-
жением нашей работы по изучению антимикроб-
ных свойств бактерий, выделенных из кишечника
тропической многоножки Nedyopus dawydoffiae
(Glukhova et al., 2018).

Целью данной работы было изучение анти-
биотической активности штаммов, выделенных
из кишечников тропических диплопод Nedyopus
dawydoffiae и Orthomorpha sp. и их кормовых суб-
стратов.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Объекты исследования. Исследовали бактерии,

выделенные из кишечника многоножек Nedyopus
dawydoffiae и Orthomorpha sp., принадлежащих к
классу Diplopoda, и их кормового субстрата – гни-
лой древесины и листового опада соответственно
(рис. 1). Многоножки были отобраны методом
ручного сбора в национальном парке Кат Тьен,
расположенном в муссонном коренном тропиче-

ском лесу на юге Вьетнама, и содержались в поч-
венных лабораторных микрокосмах на естествен-
ном субстрате, также служившем кормом. Бактерии
были выделены в чистые культуры посевом со-
держимого кишечников и кормовых субстратов
на агаризованную среду № 1 Гаузе.

Тест-штаммы. В качестве тест-штаммов для
определения антибиотической активности были
использованы грамположительные бактерии: ме-
тициллинрезистентный Staphylococcus aureus ИНА
00761 (methicillin-resistant Staphylococcus aureus,
MRSA), метициллинчувствительный Staphylococcus
aureus FDA 209P (methicillin-sensitive Staphylococcus
aureus, MSSA), Micrococcus luteus NCTC 8340, Bacillus
subtilis ATCC 6633, B. pumilus NCTC 8241, B. my-
coides 537, Leuconostoc mesenteroides ВКПМ В-4177,
обладающий природной устойчивостью к глико-
пептидным антибиотикам группы ванкомицина
(vancomycin-resistant Leuconostoc mesenteroides,
VRLM); грамотрицательные бактерии: Escherichia
coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853 с множественной лекарственной устойчи-
востью (МЛУ); грибы: Aspergillus niger ИНА 00760,
Saccharomyces cerevisiae RIA 259.

Питательные среды. Для культивирования ис-
следуемых штаммов использовали агаризован-
ные среды № 1 и № 2 Гаузе, овсяная, соевая. Пол-
ноценная питательная модифицированная среда
№ 2 Гаузе (%): глюкоза – 1.0, пептон – 0.5, NaCl –
0.5, триптон – 0.3, агар – 2.0, вода водопроводная;
рН 7.2–7.4; № 1 Гаузе (%): крахмал растворимый –
2.0, KNO3 – 0.1, K2HPO4 – 0.05, MgSO4 – 0.05,
NaCl – 0.05, FeSO4 – 0.001, агар – 2.0; pH 7.2–7.4;
овсяная (%): овсяная мука – 2.0, агар – 2.0, вода
водопроводная; pH 7.2; соевая (%): соевая мука –
2.0, глюкоза – 1.0, NaCl – 0.5, агар – 2.0, вода во-
допроводная; pH 7.2.

Глубинное культивирование актинобактерий
проводили в восьми жидких питательных средах,
разработанных для актинобактерий – продуцен-
тов антибиотиков в ФГБНУ “НИИНА”:

(1) СТР (%): глюкоза – 1.0, пептон – 0.5, NaCl –
0.5, триптон – 0.3, вода водопроводная; рН 7.2–7.4;

(2) А4 (%): глюкоза – 1, соевая мука – 1, NaCl –
0.5, CaCO3 – 0.25; pH 6.8;

(3) 6613 (%): крахмал – 2, кукурузный экстракт –
0.3, KNO3 – 0.4, NaCl – 0.5, CaCO3 – 0.5; pH 7.0–7.2;

(4) Сахарозная (%): сахароза – 2, соевая мука – 1,
NaCl – 0.3, CaCO3 – 0.3; pH 6.8–7.0;

(5) 2663 (%): глицерин – 3, соевая мука – 1.5,
NaCl – 0.3, CaCO3 – 0.3; pH 7.0;

(6) 330 (%): сахароза – 2.1, крахмал – 0.85, горо-
ховая мука – 1.5, CaCO3 – 0.5, NaCl – 0.5, NaNO3 –
0.5; pH 7.0;

(7) 5539 (%): глицерин – 2, соевая мука – 0.5,
(NH4)2SO4 – 0.15, NaCl – 0.3, CaCO3– 0.3; pH 6.8;

Рис. 1. Многоножки Nedyopus dawydoffiae (вверху) и
Orthomorpha sp. (внизу).

1 см

1 см
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(8) Ам (%): сахароза – 4, K2HPO4 – 0.1, Na2SO4 –
0.1, NaCl – 0.1, (NH4)2SO4 – 0.2, дрожжевой экс-
тракт сухой – 0.25, FeSO4 ∙ 7H2O – 0.0001, MnCl2 ∙
∙ 4H2O – 0.0001, NaI – 0.00005, CaCO3 – 0.2;
pH 6.5–6.7.

Условия культивирования. Тест-штаммы куль-
тивировали в течение 1 сут при температуре 28°С
для грибных культур и L. mesenteroides и при 37°С
для остальных бактериальных культур. Фермента-
цию культур актинобактерий проводили в условиях
глубинного культивирования в колбах Эрленмей-
ера объемом 750 мл со 150 мл среды на роторной
качалке со скоростью 220 об./мин при 28°С в два
этапа. На первом этапе для получения посевного
материала вырезали кусочек размером 1 см2 овся-
ной питательной среды с исследуемой культурой
и переносили в среду СТР, культивирование дли-
лось 4 сут. На втором этапе 5 мл культуральной
жидкости переносили в качестве посевного мате-
риала в колбы с семью различными средами.

Видовая идентификация. Видовую идентифика-
цию актинобактерий проводили по морфологиче-
ским признакам и на основании анализа последо-
вательности гена 16S рРНК. При морфологическом
описании фиксировали строение спороносцев,
пигментацию воздушного и субстратного мице-
лия, выделяемый в среду пигмент (Гаузе и соавт.,
1983; Беркли и соавт., 1997). Для выделения ДНК
использовали трехдневную биомассу, получен-
ную в жидкой среде СТР. Выделение бактериаль-
ной геномной ДНК проводили с использованием
набора PowerSoil DNA Kit (“MO BIO”, Карлсбад,
Калифорния, США). Амплификацию гена 16S
рРНК проводили с использованием набора реа-
гентов PCR Master Mix (“Thermo Scientific”, Фо-
стер-Сити, Калифорния, США) с универсальными
бактериальными праймерами 27f (aga gtt tga tcc tgg
ctcag) и 1492r (tac ggy tac ctt gtt acg act t). ПЦР про-
водили на амплификаторе Thermal Cycler 2720
(“Applied Biosystems”, США) по программе:
(1) 94°C – 5 мин, (2) 30 циклов с чередующимися
температурными интервалами 94°C – 1 мин, 51°C –
1 мин, 72°C –2 мин, (3) 72°C – 7 мин. Анализ про-
дуктов ПЦР проводили методом электрофореза в
1% агарозном геле (с использованием трис-бо-
ратного буфера TBE) при напряженности элек-
трического поля 7.6 В/см. Очистку продуктов
ПЦР проводили путем переосаждения ДНК в
мягких условиях с использованием 0.125 М ацета-
та аммония в 70% этаноле. Нуклеотидные после-
довательности определяли методом Сэнгера на
автоматическом генетическом анализаторе 3500
(“Applied Biosystems”, Беверли, Массачусетс, США)
с использованием универсальных бактериальных
праймеров 27f, 341f (cct acg gga ggc agc ag), 519r (gta
tta ccg cgg ctg ctg), 785f (ggm tta gat acc tgg tag tcc),
907r (ccg tca att cct ttg agt tt), 1100r (ggg ttg cgc tcg ttg),
1114f (gca acg agc gca acc c), 1392r (acg ggc ggt gtg trc)

и 1492r. Для сборки нуклеотидных последователь-
ностей использовалась программа Mega 7. Полу-
ченные последовательности сравнивали с нук-
леотидными последовательностями гена 16S рРНК
типовых штаммов бактерий, полученных из баз
данных GenBank (blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) и
Ribosomal Database Project (RDP; http://
rdp.cme.msu.edu/).

Определение антибиотической активности. Для
определения антибиотической активности в чаш-
ках Петри с агаризованной средой № 2 Гаузе,
инокулированной тест-микроорганизмами, дела-
ли лунки диаметром 9 мм и вносили по 0.1 мл
культуральной жидкости исследуемых штаммов.
Оценку антибиотической активности в культу-
ральной жидкости проводили на 4 и 7 сут глубин-
ного культивирования актинобактерий и на 2 и 4 сут
у бактерий других таксономических групп. Ре-
зультат представляли в виде диаметра (в мм) зоны
подавления роста тест-штамма. Статистическую
обработку данных проводили с помощью про-
граммы Excel 2016; оценку антибиотической ак-
тивности в культуральной жидкости анализиро-
вали в 5-кратной повторности.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Всего изучено 72 штамма бактерий, представ-
ленных в табл. 1. Среди исследованных актинобак-
терий преобладали стрептомицеты. Выравнивание
полученных нуклеотидных последовательностей
гена 16S рРНК проводили с последовательностя-
ми типовых штаммов из базы данных RDP. По-
следовательности, которые совпадали не менее чем
на 98%, были депонированы в базу данных Gen-
Bank. Видовая идентификация исследованных
бактерий показала большое таксономическое
разнообразие, а именно, выделены представители
25 родов, 16 из которых принадлежали к классу
Actinobacteria.

Актинобактерии преобладают в бактериальном
комплексе кишечника многоножек и являются вто-
рой по численности группой после γ-протеобакте-
рий (König, Varma, 2006; Knapp et al., 2010). Соглас-
но данным литературы в кишечнике Diplopoda
наиболее многочисленным среди актинобактерий
является род Streptomyces (Бызов и соавт., 1993).
Кишечные актинобактерии многоножек участву-
ют в гидролизе содержимого кишечника, а их
наибольшее скопление наблюдается в заднем от-
деле (Бызов и соавт., 1993; Звягинцев и соавт.,
1996; Полянская и соавт., 1996). Последующие
работы показывают большое разнообразие родов
актинобактерий. Были выделены представители
родов Micromonospora, Actinomadura и Streptospo-
rangium, нокардиоподобные формы (König, Varma,
2006). Полученные нами данные согласуются с
этими выводами.
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Исследование антибиотической активности
показало высокую долю активных штаммов среди
исследуемых культур, перечисленных в табл. 1.
Антимикробный спектр данных штаммов в отно-
шении коллекционных тест-микроорганизмов
представлен в табл. 2.

Из представленных в таблицах данных следу-
ет, что все выделенные стрептомицеты проявля-
ют антибиотическую активность, что подтвер-
ждает накопленный опыт десятилетий золотой
эры антибиотиков. Согласно данным, получен-
ным из базы MIBiG (Minimum Information about a
Biosynthetic Gene cluster) средняя общая длина ге-
нома представителей рода Streptomyces составляет
9 Mb, при этом данный род занимает лидирующее
положение по числу обнаруженных кластеров
биосинтетических генов (BGCs), а именно, 637
(NCBI (Assembly), www.ncbi.nlm.nih.gov/assembly;
MIBiG, http://mibig.secondarymetabolites.org). Из-
вестно, что представители рода Streptomyces явля-
ются продуцентами 70–80% вторичных метабо-
литов, но после них важными продуцентами ан-
тибиотиков являются представители “редких”
родов актинобактерий (Bérdy, 2005; Ventura et al.,
2007; Raja, Prabakarana, 2011). Нами в ходе данно-
го исследования, помимо стрептомицетов, были
выделены представители “редких” родов актино-
бактерий: Actinoplanes, Amycolatopsis, Kitasatospora,
Lechevalieria, Micromonospora, Nocardiopsis, Saccha-
ropolyspora, среди которых также обнаружены ан-
тибиотически активные штаммы. Обнаружение
антимикробной активности у “редких” родов ак-
тинобактерий, которые менее исследованы, чем
стрептомицеты, повышает вероятность выделе-
ния новых антибиотиков (рис. 2).

Поскольку антибиотики являются вторичными
метаболитами, возможны внутривидовые флук-
туации по признаку их биосинтеза. В табл. 2 пред-
ставлены два штамма S. pratensis, отличающиеся
антимикробной активностью в отношении трех
штаммов бацилл и гриба Aspergillus niger: штамм
ИНА 01179 активен в отношении Bacillus subtilis
ATCC 6633, B. pumilus NCTC 8241, B. mycoides 537,
но не в отношении гриба, и, напротив, штамм
ИНА 01182 не активен в отношении указанных
бацилл, но проявляет антимикотическую актив-
ность. Другим примером являются два выделен-
ных штамма S. termitum: штамм ИНА 01244 акти-
вен в отношении грамположительной бактерии
Leuconostoc mesenteroides ВКПМ B-4177 и в отно-
шении грамотрицательной бактерии E. coli ATCC
25922, но штамм ИНА 01245 такой активностью не
обладает; в отношении других тестов эти штаммы
проявляют равную активность (что свидетель-
ствует о биосинтезе более одного антибиотика
представителями данного вида). Ранее нами было
показано, что популяция S. antibioticus, выделен-
ная из гнезда черного садового муравья Lasius niger,
гетерогенна по признаку образования антибиоти-
ков актиномицинового комплекса (Efimenko et al.,
2020). Гетерогенность по признаку антибиотико-
образования обусловлена, с одной стороны, на-
личием конкурентов по биоценозу, с другой сто-
роны – источником питательных веществ. В случае
S. termitum при погруженном культивировании в
двух средах у двух изолятов из одной популяции
(листового опада) наблюдаются различия, как в
уровне биосинтеза антибиотических веществ, так
и по антимикробному спектру (рис. 3).

Рис. 2. Распределение исследуемых штаммов по группам бактерий. А – кишечник Nedyopus dawydoffiae, Б – кормовой
субстрат Nedyopus dawydoffiae (гнилая древесина), В – кишечник Orthomorpha sp., Г – кормовой субстрат Orthomorpha
sp. (листовой опад).
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Таблица 1. Таксономическая принадлежность выделенных штаммов бактерий на основании анализа последова-
тельности гена 16S рРНК

Род, вид, штамм Длина, п.н. Совпадение, % GenBank

Бактерии, выделенные из кишечника Nedyopus dawydoffiae
Актинобактерии

Streptomyces griseoplanus ИНА 01177 1485 99.2 MH635265
S. hydrogenans ИНА 01173 1116 100 ON231534

S. hydrogenans ИНА 01175 1387 100 ON231535

S. pratensis ИНА 01179 1436 99.4 MH635263
S. pratensis ИНА 01182 1424 98.4 MH635266
S. setonii ИНА 01178 1473 98.7 ON231536
S. setonii ИНА 01181 1493 100 MH635267

S. spororaveus ИНА 01183 1451 100 MH635268
S. turgidiscabies ИНА 01184 1309 96.5 –
Streptomyces sp. ИНА 01174 551 100 ON231537
Streptomyces sp. ИНА 01176 569 100 ON231538
Streptomyces sp. ИНА 01180 568 99.3 MH635264

Streptomyces sp. ИНА 01185 631 100 ON231539
Бактерии, выделенные из кормового субстрата Nedyopus dawydoffiae (гнилой древесины)

Актинобактерии

Kitasatospora saccharophila ИНА 01226 1338 96.6 –

Nocardiopsis umidischolae ИНА 01230 1371 100 ON231540

S. gelaticus ИНА 01231 1379 94.2 –
S. gelaticus ИНА 01233 1361 94.1 –
S. hydrogenans ИНА 01235 1015 100 ON231541
S. olivochromogenes ИНА 01229 1376 96.0 –
S. parvulus ИНА 01300 1373 100 ON231544
S. scopuliridis ИНА 01227 1003 95.7 –

S. scopuliridis ИНА 01232 1320 96.2 –

S. seoulensis ИНА 01234 985 100 ON231542

S. seoulensis ИНА 01228 1026 100 ON231543

Представители других таксономических групп

Stenotrophomonas rhizophila ИНА 01299 1409 97.7 –

Бактерии, выделенные из кишечника Orthomorpha sp.
Актинобактерии

Arthrobacter sp. ИНА 01380 1257 98.3 ON231545

Micrococcus aloeverae ИНА 01381 1260 98.8 ON231546
Micromonospora aurantiaca ИНА 01238 1381 98.0 ON231547
Micromonospora tulbaghiae ИНА 01239 1350 98.4 ON231548
Mycobacterium hodleri ИНА 01382 1269 98.3 ON231549

Plantactinospora mayteni ИНА 01241 1412 95.2 –
Saccharopolyspora dendranthemae ИНА 01240 1373 98.3 ON231550
S. coelicoflavus ИНА 01237 1372 100 ON231551
S. prunicolor ИНА 01236 1391 99.3 ON231552
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Примечание. Данные по видовой идентификация актиномицетов на основании анализа последовательности гена 16S рРНК
согласуются с морфологическими признаками.

Представители других таксономических групп
Afipia birgiae ИНА 01383 1234 99.5 ON231553

Afipia birgiae ИНА 01384 1237 100 ON231554
Blastomonas sp. ИНА 01385 1217 99.4 ON231555
Peribacillus simplex ИНА 01386 1452 98.5 ON231556
Sphingopyxis panaciterrae ИНА 01387 1232 96.7 –

Бактерии, выделенные из кормового субстрата Orthomorpha sp. (листового опада)
Актинобактерии

Actinoplanes capillaceus ИНА 01251 1406 97.1 –
Agrococcus citreus ИНА 01388 1367 98.5 ON231572

Amycolatopsis bullii ИНА 01250 1368 99.2 ON231557
Arthrobacter pascens ИНА 01389 714 98.1 ON231573
Arthrobacter pascens ИНА 01390 641 100 ON231574
Herbiconiux flava ИНА 01391 1183 96.6 –
Lechevalieria fradiae ИНА 01246 1349 95.6 –

Microbacterium oxydans ИНА 01392 1372 97.8 –
Micrococcus aloeverae ИНА 01393 1279 98.7 ON231575
Mycobacterium chubuense ИНА 01394 779 92.5 –
Nocardiopsis sp. ИНА 01296 656 93.4 –

S. albolongus ИНА 01247 1370 99.0 ON231558
S. atratus ИНА 01297 1292 98.7 ON231559
S. cinereoruber ИНА 01242 1360 98.0 ON231560
S. lavendulae ИНА 01243 1359 98.5 ON231561
S. microflavus ИНА 01294 1383 100 ON231562

S. omiyaensis ИНА 01252 1388 99.1 ON231563
S. seoulensis ИНА 01291 1374 100 ON231564
S. seoulensis ИНА 01292 1415 99.5 ON231565
S. seoulensis ИНА 01295 1385 99.5 ON231566
S. termitum ИНА 01244 1375 99.7 ON231567

S. termitum ИНА 01245 1374 99.7 ON231568
S. zaomyceticus ИНА 01248 1373 98.9 ON231569
Streptomyces sp. ИНА 01249 1432 99.5 ON231570
Streptomyces sp. ИНА 01293 1387 100 ON231571

Представители других таксономических групп
Acinetobacter venetianus ИНА 01395 610 98.8 ON231576
Bacillus mycoides ИНА 01396 1301 99.4 ON231577
Bacillus toyonensis ИНА 01397 1409 100 ON231578

Brucella pseudogrignonensis ИНА 01398 1342 99.0 ON231579
Methylobacterium variabile ИНА 01399 1244 100 ON231580
Pseudomonas taiwanensis ИНА 01400 1400 98.5 ON231581
Stenotrophomonas bentonitica ИНА 01401 1411 96.6 –
Stenotrophomonas rhizophila ИНА 01298 1410 98.1 ON231582

Род, вид, штамм Длина, п.н. Совпадение, % GenBank

Таблица 1. Окончание
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При определении антимикробных спектров
выявленных продуцентов, особое внимание нами
было уделено тест-штаммам Staphylococcus aureus
ИНА 00761 (MRSA), E. coli ATCC 25922 и Pseudo-
monas aeruginosa ATCC 27853, которые относятся
к видам, входящим в списки ВОЗ по проблеме ан-
тибиотикорезистентности (O’Neill, 2016; Tacco-
nelli, 2017; Ефименко, 2019). В данной работе среди
выявленных штаммов “редких” родов актинобак-
терий обнаружены продуценты антибиотиков,
активных в отношении отмеченных выше тест-
штаммов, и при этом с ранее не описанной анти-
микробной активностью. К примеру, вид Kita-
satospora saccharophila описан как новый в 2009 г.
(Li et al., 2009). Однако анализ литературы не пока-
зал наличия описанных для данного вида антибио-
тиков. В нашем исследовании штамм Kitasatospora
saccharophila ИНА 01226 образует антимикробные
вещества, активные в отношении Leuconostoc mes-
enteroides ВКПМ B-4177 (VRLM), Micrococcus luteus
NCTC 8340 и гриба Aspergillus niger ИНА 00760.
Известно, что вид Nocardiopsis umidischolae выде-
лен впервые в 2001 г. из пыли в помещении шко-
лы, пострадавшей от затопления, и описан типо-
вой штамм Nocardiopsis umidischolae 66/93 (=DSM
44362 = NRRL B-24122) (Peltola et al., 2001). Анти-
биотиков, образуемых у данного вида, по анализу
литературы не было выявлено. Штамм Nocardiop-
sis umidischolae ИНА 01230, выделенный нами из
гнилой древесины – кормового субстрата Nedyo-

pus dawydoffiae, обладает активностью в отноше-
нии всех используемых в исследовании грамполо-
жительных тест-бактерий, включая метициллин-
резистентный Staphylococcus aureus ИНА 00761
(MRSA), и в отношении дрожжей Saccharomyces
cerevisiae RIA 259. Таким образом, для штаммов
Kitasatospora saccharophila ИНА 01226 и Nocardiop-
sis umidischolae ИНА 01230 впервые описано нали-
чие антимикробной активности, в том числе в от-
ношении резистентных форм патогенных микро-
организмов.

Род Micromonospora является вторым после Strep-
tomyces наиболее часто выделяемыми из природы
богатым источником для изыскания продуцентов
антибиотиков (Wagman, Weinstein, 1980). Для пред-
ставителей рода Micromonospora первые сообщения
об антибактериальной активности появились в
1942 г., а в 1963 г. был описан аминогликозид гента-
мицин, выделенный из Micromonospora purpurea (вид
переклассифицирован в Micromonospora echinospora
Luedemann, Brodsky, 1964), что далее привело к ши-
рокому скринингу данного “редкого” рода актино-
бактерий на наличие антибиотиков (Wagman, Wein-
stein, 1980). В 2019 г. из ферментационного бульона
штамма Micromonospora aurantiaca 110B были выде-
лены и идентифицированы три новых изофлавоно-
идных гликозида, дайдзеин-4'-(2-дезокси-α-l-фу-
копиранозид), дайдзеин-7-(2-дезокси-α-l-фукопи-
ранозид) и дайдзеин-4',7-ди-(2-дезокси-α-l-
фукопиранозид). Установлено, что три соединения

Рис. 3. Гистограммы спектров антибиотической активности штаммов S. termitum на средах 330 и 2663 на 4 и 7 сут куль-
тивирования.

0
5

10
15
20
25
30

M
R

SA

M
SSA

B. s
ubtil

is

B. m
yc

oid
es

B. p
um

ilu
s

M
. l

ute
us

VR
L

M

E
. c

oli

A. n
ig

er

Среда 2663 – 4 сутки

0
5

10
15
20
25

M
R

SA

M
SSA

B. s
ubtil

is

B. m
yc

oid
es

B. p
um

ilu
s

M
. l

ute
us

VR
L

M

E
. c

oli

A. n
ig

er

Среда 330 – 4 сутки
Д

иа
м

ет
р 

зо
н 

по
да

вл
ен

ия
 р

ос
та

, м
м

0
5

10
15
20
25
30

ИНА 01244 ИНА 01245

M
R

SA

M
SSA

B. s
ubtil

is

B. m
yc

oid
es

B. p
um

ilu
s

M
. l

ute
us

VR
L

M

E
. c

oli

A. n
ig

er

Среда 2663 – 7 сутки

0
5

10
15
20
25
30

M
R

SA

M
SSA

B. s
ubtil

is

B. m
yc

oid
es

B. p
um

ilu
s

M
. l

ute
us

VR
L

M

E
. c

oli

A. n
ig

er

Среда 330 – 7 сутки

Д
иа

м
ет

р 
зо

н 
по

да
вл

ен
ия

 р
ос

та
, м

м



МИКРОБИОЛОГИЯ  том 91  № 6  2022

АНТИМИКРОБНАЯ АКТИВНОСТЬ БАКТЕРИЙ 759

проявляют цитотоксическую активность, но при
этом не обладают активностью в отношении Candi-
da albicans, MRSA и E. coli (Wang et al., 2019). В 2020 г.
был получен полный геном M. aurantiaca sp. 01, ко-
торый по анализу гена 16S рРНК имел совпадение с
типовым штаммом M. aurantiaca ATCC 27029T –
99.28%. Анализ нуклеотидных последовательностей
выявил у штамма M. aurantiaca sp. 01 в геноме 77 кла-
стеров генов, связанных с биосинтезом вторичных
метаболитов. Было предсказано, что они участвуют
в выработке поликетидов, нерибосомальных пепти-
дов, бактериоцинов и многих других соединений.
Среди них 42 кластера генов были аннотированы к
37 известным вторичным метаболитам, включая ан-
тибиотики. Из антибиотиков, предсказанных по
анализу генома, с помощью направленного MS/MS
анализа был обнаружен канамицин, впервые полу-
ченный из штамма M. aurantiaca. При этом органи-
зация кластеров генов для биосинтеза вторичных
метаболитов выявила 21 кластер, кодирующий вы-
работку антибиотиков, что выше, чем у других видов
Micromonospora (Hu et al., 2020). В нашем исследова-
нии штамм Micromonospora aurantiaca ИНА 01238,
выделенный из кишечника Orthomorpha sp., облада-
ет высокой активностью в отношении всех грампо-
ложительных тест-бактерий, включая MRSA, и в от-
ношении дрожжей Saccharomyces cerevisiae RIA 259.
Таким образом, антибиотическая активность выде-
ленного штамма отличается от описания активно-
сти у выделенных антибиотиков для данного вида, и
планируется дальнейшее изучение химической при-
роды антибиотика(ов).

Вид Micromonospora tulbaghiae впервые описан
в 2010 г., типовой штамм TVU1T (=DSM
45142T = NRRL B-24576T) был выделен из листьев
дикого чеснока (Tulbaghia violacea). Для данного
штамма описана умеренная активность в отно-
шении штамма Mycobacterium aurum A+ и отсут-
ствие активности в отношении Enterococcus fae-
cium (VanA), E. coli ATCC 25922, и Staphylococcus
aureus ATCC 25923 (Kirby, Meyers, 2010). Нами
описана активность штамма Micromonospora tul-
baghiae ИНА 01239 в отношении всех грамполо-
жительных тест-бактерий, включая метициллин-
резистентный Staphylococcus aureus ИНА 00761
(MRSA), и в отношении дрожжей Saccharomyces
cerevisiae RIA 259, что отличается от вышеописан-
ной активности.

В 2000 г. Fukami и соавт. описали антибиотик,
выделенный из Actinoplanes capillaceus и активный
в отношении B. subtilis, S. cerevisiae и E. coli (Fukami
et al., 2000). Антимикробный спектр выделенного
нами штамма A. capillaceus ИНА 01251 отличается
от описанного и обладает активностью в отноше-
нии Leuconostoc mesenteroides ВКПМ B-4177
(VRLM) и Aspergillus niger ИНА 00760. Соответ-
ственно, штамм ИНА 01251 можно рассматривать

как перспективный в плане химического изуче-
ния образуемого соединения.

Для двух видов “редких” родов актинобактерий
Amycolatopsis bullii и Saccharopolyspora dendranthemae,
описанных в последнее десятилетие, информация
об образовании антибиотиков отсутствует (Zucchi
et al., 2012; Zhang et al., 2013). В данной работе пока-
зано, что штамм Amycolatopsis bullii ИНА 01250 об-
ладает высокой антибиотической активностью в
отношении всех тестируемых грамположитель-
ных бактерий и в отношении S. cerevisiae RIA 259,
а штамм Saccharopolyspora dendranthemae ИНА
01240 проявляет активность в отношении Leuco-
nostoc mesenteroides ВКПМ B-4177, обладающего
природной устойчивостью к гликопептидным ан-
тибиотикам группы ванкомицина, и в отношении
S. cerevisiae RIA 259.

Среди прокариот других таксономических
групп наиболее известными продуцентами явля-
ются представители класса Bacilli (Bérdy, 2005). В
нашем исследовании наиболее перспективными
продуцентами являются штаммы Peribacillus sim-
plex ИНА 01386 и Bacillus toyonensis ИНА 01397, ак-
тивные в отношении MRSA. Несмотря на то, что
Bacilli являются хорошо изученным источником
продуцентов антибиотиков, описание новых ан-
тимикробных веществ продолжаются (Wang et al.,
2020a, 2020b). Два штамма Stenotrophomonas rhizo-
phila (ИНА 01299 и ИНА 01298) выделены из ли-
стового опада и гнилой древесины. Эти штаммы
отличаются по антимикробной активности:
штамм ИНА 01298 обладает активностью в отноше-
нии MSSA, а штамм ИНА 01299 активен в отноше-
нии VRLM и проявляет незначительную активность
в отношении Aspergillus niger ИНА 00760. Ранее
нами было показано, что Stenotrophomonas rhizoph-
ila ИНА 01137 – эндобионт базидиального гриба Co-
prinellus micaceus, активен в отношении штаммов
золотистого стафилококка и кишечной палочки,
а также в отношении Aspergillus niger ИНА 00760
(Ефименко и соавт., 2016). По данным литературы
было установлено, что Stenotrophomonas rhizophila
образует активные вещества в отношении ряда
фитопатогенных грибов и патогена человека Can-
dida albicans (Wolf et al., 2002).

Бактерии, выделенные из кишечников много-
ножек, а также из их пищевых субстратов, отли-
чаются как большим видовым разнообразием, так
и по спектрам антибиотической активности. Среди
выделенных штаммов преобладают актинобакте-
рии, относящиеся не только к роду Streptomyces, но и
к 14 другим родам класса актинобактерий (Actino-
planes, Agrococcus, Amycolatopsis, Arthrobacter, Herbi-
coniux, Kitasatospora, Lechevalieria, Microbacterium,
Micrococcus, Micromonospora, Mycobacterium, No-
cardiopsis, Plantactinospora, Saccharopolyspora). Сре-
ди них есть виды, у которых ранее не были описа-
ны антибиотические вещества или которые отли-
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чаются по антимикробному спектру. Впервые
описано наличие антимикробной активности, в
том числе в отношении антибиотикорезистент-
ных форм патогенных микроорганизмов, для ви-
дов Amycolatopsis bullii, Kitasatospora saccharophila,
Nocardiopsis umidischolae и Saccharopolyspora den-
dranthemae. Для двух видов рода Micromonospora
(Micromonospora aurantiaca и M. tulbaghiae) впервые
описана антимикробная активность в отношении
метициллинрезистентного штамма Staphylococcus
aureus ИНА 00761 (MRSA), а для вида Actinoplanes
capillaceus – в отношении ванкомицинрезистентно-
го штамма Leuconostoc mesenteroides ВКПМ B-4177
(VRLM). Активность в отношении антибиотикоре-
зистентных тест-культур метициллинрезистентно-
го штамма S. aureus ИНА 00761 (MRSA) и ванкоми-
цинрезистентного штамма L. mesenteroides ВКПМ
В-4177 (VRLM) делает ряд штаммов перспектив-
ными для выделения антибиотиков, преодолева-
ющих лекарственную устойчивость.

Высокое число штаммов с антимикробной ак-
тивностью, выделенных из кишечников много-
ножек, не уступает по численности активным
штаммам, выделенным из разрушающихся расти-
тельных остатков, и, по-видимому, не связано с
влиянием кишечной среды. Предположительно
это обусловлено климатическими условиями сре-
ды обитания (Дещеревская и соавт., 2013; Чернов
и соавт., 2019). В предшествующих исследованиях
показано, что число копий рибосомальных генов
в образцах тропических почв под слабонарушен-
ными муссонными лесами заповедника Кат Тьен
характеризуются высокой численностью микроор-
ганизмов, сравнимой с наиболее богатыми почвами
умеренных широт, например, черноземами (Se-
menov et al., 2018; Чернов и соавт., 2019). Обилие
микроорганизмов способствует их острой конку-
ренции, в которой биосинтез антибиотиков являет-
ся важным эволюционным приспособлением
(Gause, 1934).

Богатое видовое разнообразие актинобакте-
рий из кишечников тропических диплопод и их
кормовых субстратов, а также проявленная ими
высокая антибиотическая активность, дают ос-
нования для дальнейшего исследования бактерий
из данной природной экосистемы. Выделенные и
отобранные актинобактерии подлежат дальней-
шему химическому изучению как возможные
продуценты новых антибиотиков.
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Abstract—From the intestines of millipedes of the species Nedyopus dawydoffiae and Orthomorpha sp. (class
Diplopoda) and from their food substrates (plant residues), 72 bacterial strains belonging to 25 genera were
isolated and identified. Among the studied strains, actinobacteria predominated, among which streptomyce-
tes were the most numerous, although representatives of 14 other genera of actinobacteria were also present.
High abundance of actinobacteria with antimicrobial activity was noted, including members of the “rare”
genera Actinoplanes, Amycolatopsis, Kitasatospora, Lechevalieria, Micromonospora, Nocardiopsis, and Sacch-
aropolyspora. This is the first report on antimicrobial activity in Kitasatospora saccharophila INA 01226 and
Nocardiopsis umidischolae INA 01230. Heterogeneity in terms of antibiotic formation in the populations of
Streptomyces pratensis and S. termitum was shown. The most promising bacterial strains chosen for the chem-
ical study of antibiotics formed exhibited activity against methicillin-resistant Staphylococcus aureus INA
00761 (MRSA) and vancomycin-resistant strain Leuconostoc mesenteroides VKPM B-4177 (VRLM).

Keywords: bacteria, actinobacteria, streptomycetes, “rare” genera, Diplopoda, Nedyopus dawydoffiae, Ortho-
morpha sp., endobionts, antibiotic producers, antibiotic resistance



МИКРОБИОЛОГИЯ, 2022, том 91, № 6, с. 763–768

763

ВЛИЯНИЕ ФТОРИДНЫХ СОЕДИНЕНИЙ СУРЬМЫ НА ПОЧВЕННУЮ 
МИКРОФЛОРУ И МЕТОДЫ ИХ ДЕТОКСИКАЦИИ

© 2022 г.   И. В. Киселеваa, *, А. Н. Холомейдикb, Л. Н. Щаповаa, А. Е. Панасенкоb

aФедеральный научный центр биоразнообразия наземной биоты
Восточной Азии ДВО РАН, Владивосток, 690022 Россия

bИнститут химии ДВО РАН, Владивосток, 690022 Россия
*e-mail: kiseleva-iv@inbox.ru

Поступила в редакцию 25.11.2021 г.
После доработки 28.04.2022 г.

Принята к публикации 04.05.2022 г.

Установлено токсическое действие SbF3 и NaSbF4 в концентрации 50 и 100 мг/л на почвенную мик-
рофлору. При внесении 50 мг/л в питательную среду (МПА) единично обнаруживались бактерии и
микроскопические грибы. Дозировка 100 мг/л полностью подавляла рост бактерий в исследован-
ных почвах. Микроскопические грибы более устойчивы к действию исследованных соединений.
При добавлении 0.1 М раствора NaH2PO4 к растворам SbF3 и NaSbF4 наблюдалось уменьшение кон-
центрации растворенных ионов Sb3+ в 5.7–6.9 раз, но на численность почвенных микроорганизмов
такой раствор по-прежнему оказывал токсическое действие. Показано, что в отличие от реагентной
очистки, метод сорбционного извлечения Sb(III) был более эффективен. Водные растворы с кон-
центрацией сурьмы 5000 мг/л, использованные для разведения почвенной суспензии, губительно
воздействовали на весь спектр микроорганизмов, развивающихся на среде МПА. После сорбцион-
ной очистки концентрация сурьмы снижалась до 201.3 мг/л, отмечался рост микроорганизмов.

Ключевые слова: почва, бактерии, сурьма, тяжелые металлы, токсичность, сорбция, экстракция
DOI: 10.31857/S0026365621100724

В настоящее время проблема загрязнения
окружающей среды различными тяжелыми ме-
таллами стоит остро в различных регионах. При
этом основным источником загрязнения являются
месторождения, при разработке которых металлы
попадают в окружающую среду и мигрируют, глав-
ным образом, с водными потоками, представляя
опасность для микроорганизмов, растений, живот-
ных и человека. За счет способности большинства
тяжелых металлов образовывать нерастворимые со-
ли и оксиды, их накопление происходит преиму-
щественно в почве. Одним из металлов, обладаю-
щих токсическим действием по отношению к
различным типам живых организмов, является
сурьма. Этому элементу уделяется мало внимания
в работах почвоведов, доля упоминания Sb в пуб-
ликациях составляла всего 0.9% (Водяницкий,
2012).

В КНР, в провинции Хунань, где расположено
одно из крупнейших в мире месторождений сурь-
мы Сигуаньшань (Xikuangshan), в результате его
разработки наблюдается масштабное загрязнение
почвы и грунтовых вод сурьмой (Wang, 2011; Fu,
2016). В России в Приморском крае в ХХ в. актив-
но разрабатывались месторождения угля, содер-

жащего в виде примеси сурьму. В настоящее время
в Партизанском и Надеждинском районах При-
морского края обнаружено загрязнение сурьмой
шахтных вод, которые имеют контакт с грунтовы-
ми водами и выходят в реки, использующиеся для
водоснабжения нескольких городов и поселков.

Известно, что соединения сурьмы обладают, в
зависимости от природы вещества и его концентра-
ции, либо токсическим, либо стимулирующим дей-
ствием по отношению к морским и патогенным
микроорганизмам, клеточным культурам, растени-
ям и животным (Ковалева, Земнухова, 2019). Таким
образом, почвенная микрофлора может служить
индикатором загрязненности почв поллютантами,
в частности, сурьмой. Согласно общесанитарному
показателю (влияние на самоочищающую спо-
собность почв и почвенный микробиоценоз)
ПДК сурьмы в почве составляет 50 мг/кг (МУ
2.1.7.730-99, 1999).

Цель работы – оценить токсическое действие
сурьмы(III) на микроорганизмы, выделенные из
почв Приморского края, установить диапазон
токсичности и найти физико-химические методы
снижения концентрации Sb(III) до приемлемого
уровня.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ
СТАТЬИ

EDN: ELZSRE
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МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
При проведении исследований использовались

образцы бурозема типичного (Haplic Cambisol), ото-
бранные в районе Академгородка под дубовым
лесом и серогумусовой техногенной почвы (Folic
Technosol) взятые на территории бывшего военно-
го аэродрома в районе ст. Седанка под разнотра-
вьем (Приморский край, г. Владивосток).

Отбор почвенных образцов проводился в на-
чале ноября 2020 г. из верхнего (0–10 см) гори-
зонта в соответствии с ГОСТ 17.4.4.02-84 (2008).
Названия почв приведены согласно российской
(Шишов и соавт., 2004) и международной класси-
фикации (IUSS Working Group WRB…, 2014). Для
почвы, формирующейся на территории забро-
шенного аэродрома, использована классифика-
ция, предложенная Прокофьевой и соавт. (2014).

Определение органического углерода проведено
мокрым сжиганием по Тюрину, рН вод – потен-
циометрически (Аринушкина, 1970). Общую чис-
ленность почвенной аммонифицирующей мик-
рофлоры учитывали методом высева почвенной
суспензии различной степени разведения на среду,
содержащую мясо-пептонный агар (МПА). Эту
среду применяют для выделения широкого спек-
тра почвенных микроорганизмов (Методы поч-
венной микробиологии…, 1991).

В работе было исследовано влияние различных
концентраций сурьмы: 1, 10, 50 и 100 мг/л при до-
бавлении в питательную среду, а так же 5000 и
201.3 мг/л при разведении почвенной суспензии.
В качестве модельных соединений были исполь-
зованы растворимые соединения, способные к
миграции в природных средах – фторид сурьмы
(SbF3) и комплексное соединение тетрафтороан-
тимонат натрия (NaSbF4). В качестве контроль-
ного варианта использована среда МПА без вне-
сения соединений сурьмы.

Для реагентной очистки растворов SbF3 и
NaSbF4 использовали 0.1 М раствор дигидрофос-
фата натрия (NaH2PO4) в стехиометрическом ко-
личестве.

В качестве сорбентов исследовали кремнийсо-
держащие материалы различного состава. Ис-
пользуя в качестве источника кремния биогенное
сырье – шелуху риса, путем пиролиза в бескисло-
родных условиях был получен углеродсодержа-
щий материал (образец 1) и окислительным об-
жигом – высокочистый биогенный аморфный
кремнезем (образец 2) (Земнухова, 2005). На ос-
нове соломы риса был получен алюмосиликат на-
трия (образец 3), проявляющий высокие сорбци-
онные свойства по отношению к органическим
красителям (Панасенко, 2019). С использованием
биогенного кремнезема из шелухи риса был полу-
чен композиционный железосодержащий материал
(образец 4) (Панасенко, 2017). Для оценки воз-

можности извлечения соединений сурьмы иссле-
дуемыми образцами были построены кривые из-
влечения ионов Sb3+ из водных растворов SbF3 с
концентрацией металла 20–800 мг/л в статиче-
ских условиях. Концентрацию сурьмы в раство-
рах определяли методом атомно-абсорбционной
спектрометрии на спектрометре SOLAAR M6
(“Thermo”, США).

Статистическая обработка результатов анали-
за проведена в программе Statistica.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Численность микроорганизмов в почве зави-

сит от времени года, содержания органического
вещества, плотности сложения почв, кислотно-
сти, влажности, температуры и других факторов.
Исследованные почвы формируются в разных
условиях. Для бурозема типичного характерны
слабокислая реакция среды (рН вод 5.5) и высо-
кое содержание органического углерода (8.0%).
Серогумусовой почве свойственна нейтральная
реакция среды (рН вод 6.7) и низкое содержание
Сорг (3.9%). Влажность исследованных почв со-
ставляла 23–26%.

Все это обусловливает изначально различное
количество микроорганизмов (млн КОЕ на 1 г
почвы) в контрольных вариантах исследованных
почв: 3.9 ± 0.21 в буроземе и 10.1 ± 1.1 в серогуму-
совой почве. Для бурозема типичного отмечен
рост грибов (до 32% от общего числа микроорга-
низмов на среде МПА).

Выявлена небольшая разница между числен-
ностью микроорганизмов в контроле и при вне-
сении 1 и 10 мг/л SbF3 и NaSbF4. Однако эта раз-
ница находится в пределах ошибки.

Токсическое действие обоих соединений для
двух типов почв обнаружено при концентрации
50 и 100 мг/л (рис. 1). При внесении 50 мг/л в по-
севах единично обнаруживаются бактерии и мик-
роскопические грибы. Дозировка 100 мг/л полно-
стью подавляет рост бактерий в исследованных
почвах, развиваются только грибы, но их числен-
ность незначительна.

Аммонифицирующим микроорганизмам при-
надлежит ведущая роль в разложении содержа-
щих азот сложных соединений. Резкое сокраще-
ние их численности может привести к серьезным
экологическим последствиям. Важнейшим поч-
венно-микробиологическим процессом, опреде-
ляющим наличие и содержание гумуса в почве,
является деструкция растительного опада. В свя-
зи с этим, при попадании сурьмы в почву, может
происходить снижение ее плодородия.

Известен реагентный способ очистки техноген-
ных и природных вод, при котором воду обрабаты-
вают растворами веществ, которые разрушают пол-
лютанты, либо связывают их в неактивные формы.
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В случае сурьмы одним из способов перевести рас-
творенные ионы Sb3+ в форму нерастворимого осад-

ка является взаимодействие с фосфат-ионами 
поскольку фосфат сурьмы SbPO4 – нерастворимое
соединение (Bolan, 2022). При добавлении 0.1 М
раствора дигидрофосфата натрия NaH2PO4 к рас-
творам SbF3 и NaSbF4 наблюдается опалесцен-
ция, что свидетельствует об образовании частиц
SbPO4 коллоидных размеров (10−7–10−9 м). По
данным атомно-абсорбционной спектрометрии
концентрация растворенных ионов Sb3+ в раство-
ре при такой реагентной обработке уменьшается
в 5.7–6.9 раз. Однако на численность почвенных
микроорганизмов такой раствор по-прежнему
оказывает токсическое действие (рис. 2). По-види-
мому, на микроорганизмы токсическое действие

3
4PO ,−

оказывают не только растворенные ионы Sb3+, но и
коллоидные частицы фосфата сурьмы SbPO4.

Применение сорбентов является одним из
наиболее эффективных способов извлечения
поллютантов из раствора. Для ионов тяжелых ме-
таллов высокими сорбционными характеристи-
ками обладают кремнийсодержащие оксидные
сорбенты – диоксид кремния, силикаты и алю-
мосиликаты (Yarusova, 2017). Также высокие
сорбционные свойства по отношению к ионам
сурьмы проявляют углеродные материалы и оксиды
железа. Среди известных сорбентов для извлечения
сурьмы в исследованном диапазоне концентраций
большинство демонстрируют сорбционную ем-
кость порядка 100–250 мг/г, а наилучший извест-
ный материал – бернессит показывает емкость
759 мг/г (Zhang, 2021).

Рис. 1. Численность микроорганизмов (млн КОЕ) в зависимости от концентрации соединений Sb(III): 1 – бурозем ти-
пичный (Haplic Cambisol); 2 – серогумусовая техногенная почва (Folic Technosol).
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Рис. 2. Численность микроорганизмов (тыс. КОЕ) при концентрации соединений Sb(III) 100 мг/л и с внесением ди-
гидрофосфата натрия: 1 – бурозем типичный (Haplic Cambisol); 2 – серогумусовая техногенная почва (Folic Technosol).
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В настоящей работе оценивали возможность
использования для очистки водных сред от ионов
сурьмы(III) четырех сорбционных материалов
различной природы (табл. 1), которые проявляют
высокие сорбционные свойства по отношению к
другим поллютантам – органическим красителям
(метиленовый синий), радионуклидам (Cs, Sr, Co) и
тяжелым металлам (Pb).

Кривые извлечения сурьмы (рис. 3) из модель-
ных растворов SbF3 показывают, что наибольшей
эффективностью обладает образец 3 – биоген-
ный алюмосиликат натрия из соломы риса (ем-
кость 596 мг/г, степень извлечения сурьмы из
растворов – до 76%) (Холомейдик, 2021).

Для исследования реальной эффективности
сорбционной очистки в отношении микрофлоры
почв был использован раствор c высокой концен-
трацией SbF3 (5000 мг/л) и такой же раствор после
сорбционной очистки биогенным алюмосиликатом
натрия. Концентрация сурьмы после фильтрации
через сорбент составила 201.3 мг/л (степень извлече-
ния 96–96.7%). В данном случае исследованные
растворы после стерилизации использовали
для разведения почвенной суспензии с последу-
ющим высевом на чистую питательную
среду МПА. Установлено, что раствор с концен-
трацией в 5000 мг/л оказывает губительное воз-
действие на весь спектр микроорганизмов, раз-
вивающихся на среде МПА. После сорбционной

очистки отмечен рост микроорганизмов на среде
МПА до 9–11 тыс. КОЕ/г почвы.

Дополнительно были исследованы сорбцион-
ные свойства алюмосиликата натрия по извлече-
нию сурьмы из почвенных водных вытяжек (рис. 4).
Установлено, что эффективность сорбента меня-
ется в зависимости от типа почвы. Относительно
модельного раствора SbF3 в случае вытяжки из се-
рогумусовой техногенной почвы сорбционная
емкость снижается на 59%, однако для бурозема –
повышается на 16%.

Таким образом, установлено токсическое дей-
ствие SbF3 и NaSbF4 в концентрации 50 и 100 мг/л
на почвенную микрофлору. Концентрация со-
единений сурьмы(III) в питательной среде в дозе
50 мг/л резко снижает численность аммонифика-
торов в почве, 100 мг/л – практически полностью
уничтожает аммонифицирующие микроорганиз-
мы, которым принадлежит ведущая роль в разло-
жении содержащих азот сложных соединений.
Установлено, что микроскопические грибы более
устойчивы к действию исследованных соединений.

При реагентном способе очистки с использо-
ванием 0.1 М раствор дигидрофосфата натрия
(NaH2PO4) отмечено токсическое действие полу-

Таблица 1. Характеристика образцов сорбционных материалов

Примечание. Sуд – удельная площадь поверхности (BET surface).

Образец Состав, % Sуд, м2/г

1 SiO2 – 53.90; C – 39.05 300
2 SiO2 – 99.90 295
3 SiO2 – 51.09; Al2O3 – 39.78; Na2O – 13.53 470
4 SiO2 – 92.50; Fe2O3 – 3.13 56.7

Рис. 3. Изотермы извлечения сурьмы из растворов
SbF3 кремнийсодержащими материалами (нумера-
ция образцов по табл. 1).
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ченного раствора на численность почвенных
микроорганизмов.

Показано, что в отличие от реагентной очистки,
метод сорбционного извлечения Sb(III) эффекти-
вен и позволяет извлекать из водных растворов до
96.7% растворенной сурьмы. Водные растворы с
высокой концентрацией сурьмы (5000 мг/л), ис-
пользованные для разведения почвенной суспен-
зии, губительно воздействовали на весь спектр
микроорганизмов, развивающихся на среде МПА.
После сорбционной очистки биогенным алюмо-
силикатом натрия концентрация сурьмы снижа-
лась до 201.3 мг/л, отмечался рост микроорганиз-
мов, что позволяет говорить об эффективности
использования такого метода очистки для реаль-
ных природных систем.

Дешевый и экологически чистый сорбент – био-
генный алюмосиликат натрия при извлечении сурь-
мы из почвенных вытяжек обладает емкостью до
700 мг/г, что сопоставимо с наилучшими из извест-
ных сорбционных материалов. Также для очистки
водных сред от сурьмы представляет интерес же-
лезосодержащий композиционный материал, об-
ладающий магнитными свойствами.
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Abstract—Solutions of SbF3 and NaSbF4 (50 and 100 mg/L) were found to have a toxic effect on soil micro-
flora. At the final concentration of 50 mg/L, bacteria and microscopic fungi were detected sporadically in the
medium (MPA). At 100 mg/L, bacterial growth in the studied soils was completely suppressed. Microscopic
fungi were found to be more resistant to the action of the studied compounds. Addition of 0.1 M sodium di-
hydrophosphate (NaH2PO4) solution to SbF3 or NaSbF4 solutions resulted in in a 5.7‒6.9-fold decrease the
concentration of dissolved Sb3+ ions. However, this solution still had a toxic effect on the number of soil mi-
croorganisms. In contrast to reagent purification, the method of sorption extraction of Sb(III) was shown to
be efficient. A solution containing 5000 mg/L antimony, which was used to dilute the soil suspension, com-
pletely suppressed the growth of microflora. After sorption treatment, the concentration of antimony de-
creased to 201.3 mg/L, and growth of microorganisms was noted.

Keywords: soil, bacteria, antimony, heavy metals, toxicity, sorption, extraction



МИКРОБИОЛОГИЯ, 2022, том 91, № 6, с. 769–771

769

МИКОЦИНОТИПИРОВАНИЕ НЕКОТОРЫХ
“САМОСТОЯТЕЛЬНЫХ” ВИДОВ РОДА CANDIDA

© 2022 г.   В. И. Голубев*
Всероссийская коллекция микроорганизмов (ВКМ), Институт биохимии

и физиологии микроорганизмов им. Г.К. Скрябина, ФИЦ Пущинский научный центр 
биологических исследований РАН, Пущино, Московская обл., 142290 Россия

*e-mail: wig@ibpm.pushchino.ru
Поступила в редакцию 23.02.2022 г.

После доработки 15.03.2022 г.
Принята к публикации 11.04.2022 г.

Изученные типовые штаммы филогенетически обособленных (“самостоятельных”) видов Candida
нечувствительны к микоцинам семи родов аскоспоровых дрожжей, часть из которых активны про-
тив типовых штаммов С. albicans, C. parapsilosis и C. tropicalis. Полученные данные могут быть полез-
ны для оценки таксономического положения видов дрожжей обширного полифилетического рода
Candida.
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Род Candida Berkhout включает около 300 ви-
дов аскомицетных дрожжевых грибов (Lachance
et al., 2011), у которых не достигнуто образования
аскоспор, что может быть обусловлено рядом
причин: незнанием условий, индуцирующих и
способствующих их формированию, гетеротал-
лизмом или наличием мутаций, блокирующих этот
процесс. В ряде случаев удалось индуцировать
спорообразование, и было доказано, что виды
Candida являются аспорогенными вариантами
(анаморфами) аскоспорообразующих видов (те-
леоморф) известных родов. Так, например, уста-
новлено, что C. pulcherrima (Lindner) Windisch яв-
ляется анаморфой Metschnikowia pulcherrima Pitt et
Miller, а C. valida (Leberle) van Uden et Buckley –
Pichia membranifaciens (Hansen) Hansen.

На близость подавляющего большинства
аспорогенных видов Candida к известным аскос-
поровым родам указывают и результаты филоге-
нетического анализа на основе фрагментов генов
рРНК (Lachance et al., 2011). Так, например, пато-
генный вид C. glabrata (Anderson) Meyer et Yarrow
входит в филогенетический кластер рода Na-
kaseomyces Kurtzman, а C. albicans (Robin) Berkhout
близок к видам рода Lodderomyces van der Walt. Од-
нако имеется сравнительно небольшое число “са-
мостоятельных” (unaffiliated) видов в составе рода
Candida, которые образуют обособленные фило-
генетические группы, не примыкая ни к одному
из известных родов. Эти виды весьма гетероген-
ны по морфологическим, физиолого-биохимиче-

ским и хемотаксономическим характеристикам.
Например, одна из таких групп “самостоятель-
ных” видов Candida была описана в качестве но-
вого рода Diutina (Khunnamwong et al., 2015).

Ранее было установлено, что штаммы дрожже-
вых грибов могут секретировать антифунгальные
белковые вещества, микоцины (киллер-токсины)
(Golubev, 2006). Несмотря на то, что спектры дей-
ствия разных микоцинов различаются, для боль-
шинства из них отмечена таксономическая специ-
фичность: обычно они подавляют культуры, фило-
генетически близкие к микоциногенным штаммам
и неактивны в отношении культур, филогенети-
чески удаленные от продуцентов микоцинов
(Golubev, 2006; Голубев, 2021). При этом синони-
мы, анаморфы и телеоморфы одного вида обычно
демонстрируют практически идентичные спек-
тры чувствительности (Голубев, 2021). Было так-
же показано, что виды Candida, филогенетически
близкие к определенным родам аскоспоровых
дрожжей, сходны с видами таких родов по чув-
ствительности к определенным микоцинам (Го-
лубев, 2021).

Исходя из сказанного, можно полагать, что
“самостоятельные” (unaffiliated) виды Candida, ско-
рее всего, нечувствительны к микоцинам, которые
действуют на клинически значимые виды дрожжей.
Соответственно, микоцинотипирование, выпол-
ненное в стандартных условиях с использованием
релевантных микоцин-образующих штаммов, мо-
жет быть полезно для предварительного разделе-

КРАТКИЕ
СООБЩЕНИЯ

EDN: MOOKBC



770

МИКРОБИОЛОГИЯ  том 91  № 6  2022

ГОЛУБЕВ

ния анаморфных морфологически и физиологи-
чески сходных аскомицетовых дрожжей и их от-
несения к филогенетически удаленным видам.

Для проверки этого предположения на чув-
ствительность к микоцинам были проверены 15
культур, включая типовые штаммы 11 “самостоя-
тельных” видов Candida и носителей их синонимов
(табл. 1). Микоциногенные штаммы включали
представителей 9 видов из 7 родов аскоспоровых
дрожжей (табл. 2), в том числе, Wickerhamomyces
Kurtzman et al. и других родов, показавших актив-
ность в отношении типовых штаммов клинически
значимых видов C. tropicalis (Castellani) Berkhout,
C. albicans (Robin) Berkhout и C. parapsilosis (Ashford)
Langeron et Talice (Голубев, 2015). Все использо-
ванные в работе штаммы получены из ВКМ.

Для тестирования использовали среду с 0.05 М
цитрат-фосфатным буфером (рН 4.5) следующего
состава (г/л): глюкоза – 5, пептон – 2.5, дрожже-
вой экстракт – 2, NaCl – 30, агар – 20. На поверх-
ность этой среды наносили 0.05 мл клеточной
суспензии (105 кл./мл) обследуемой 2‒3-суточной
культуры, выращенной на сусло-агаре, и тщательно
растирали шпателем. Затем штрихом наносили
обильный инокулюм 5‒6-суточной культуры ми-
коциногенного штамма. Засеянные таким образом
чашки инкубировали при 18°С до появления ро-
ста газона, который должен быть равномерным и
сплошным, но не обильным.

Результаты эксперимента показали, что все
типовые штаммы обследованных видов Candida и
носителей синонимов (табл. 1) нечувствительны
к микоцинам, секретируемым использованными

Таблица 1. Исследованные типовые штаммы “самостоятельных” видов Candida

Название вида Номер штамма

Candida anutae Bab’eva et al. BKM Y-2868
C. aurita Polyakova et Chernov BKM Y-2910
C. blankii Buckley et van Uden BKM Y-2100

Syn. C. hydrocarbofumarica Yamada et al. BKM Y-2603
C. entomophila Scott et al. BKM Y-2181
C. incommunis Ohara et al. BKM Y-1515
C. insectalens (Scott et al.) Meyer et Yarrow BKM Y-2588
C. sake (Saito et Oda) van Uden et Buckley ex Meyer et Ahearn BKM Y-124

Syn. Torula lambica Kufferath BKM Y-700
Syn. C. salmonicola Komagata et Nakase BKM Y-1463
Syn. C. vanriji Capriotti BKM Y-1499

C. savonica Sonck BKM Y-2187
C. silvanorum van der Walt et al. BKM Y-2185
C. sophiae-reginae Ramirez et Gonzalez BKM Y-2638
C. sorboxylosa Nakase BKM Y-2076

Таблица 2. Использованные микоциногенные штаммы

Примечание. Т: типовой штамм.

Название вида Номер штамма

Hanseniaspora uvarum (Niehaus) Shehata et al. ex Smith BKM Y-132
Kluyveromyces lactis (Dombrowski) van der Walt BKM Y-1186
Ogataea pini (Holst) Yamada et al. BKM Y-899
Pichia membranifacins (Hansen) Hansen BKM Y-898
Schizosaccharomyces pombe Lindner BKM Y-1912
Starmera quercuum (Phaff et Knapp) Kurtzman et al. BKM Y-1287T

Wickerhamomyces anomalus (Hansen) Kurtzman et al. BKM Y-140, BKM Y-159, BKM Y-1086T

W. ciferri (Lodder) Kurtzman et al. BKM Y-169T

W. silvicola (Wickerham) Kurtzman et al. BKM Y-178T
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в работе культурами аскоспоровых дрожжей
(табл. 2). Полученные в настоящей работе данные
предполагают, что одна из основных причин не-
чувствительности рассматриваемых видов Candi-
da сразу к нескольким и разным микоцинам ‒ их
филогенетическая отдаленность от продуцентов
данных микоцинов. Эти “самостоятельные” (un-
affiliated) виды являются, по-видимому, предста-
вителями еще неописанных родов дрожжей.

ФИНАНСИРОВАНИЕ
Исследование выполнено при финансовой под-

держке Министерства науки и высшего образования
Российской Федерации (соглашение № 075-15-2021-
1051).

СОБЛЮДЕНИЕ ЭТИЧЕСКИХ СТАНДАРТОВ
Настоящая статья не содержит результатов иссле-

дований с использованием животных в качестве объ-
ектов.

КОНФЛИКТ ИНТЕРЕСОВ
Автор заявляет об отсутствии конфликта

интересов.

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ

Голубев В.И. Микцинотипирование видов Cyberlind-
nera // Микробиология. 2021. Т. 90. С. 223‒225.

Golubev W.I. Mycocinotyping of Cyberlindnera species //
Microbiology (Moscow). 2021. V. 90. P. 226‒228.

Голубев В.И. Антифунгальная активность Wickerhamomy-
ces silvicola // Микробиология. 2015. Т. 84. С. 529‒535.

Golubev W.I. Antifungal activity of Wickerhamomyces silvi-
cola // Microbiology (Moscow). 2015. V. 84. P. 610‒615.

Golubev W.I. Antagonistic interactions among yeasts // Bio-
diversity and Ecophysiology of Yeasts / Eds. Rosa C.A., Pe-
ter G. Berlin: Springer-Verlag, 2006. P. 197‒219.

Khunnaamwong P., Lertwattanasakul N., Jindamorakot S.,
Limtong S., Lachance M.-A. Description of Diutina gen.
nov., Diutina siamensis f.a. sp. nov., and reassignment of
Candida catenulate, Candida mesorugosa, Candida neorugo-
sa, Candida pseudorugosa, Candida ranongensis, Candida
rugosa and Candida scorzettiae to the genus Diutina // Int. J.
System. Evol. Microbiol. 2015. V. 65. P. 4701‒4709.

Lachance M.-A., Boekhout T., Scorzetti G., Fell J.W., Kurtz-
man C. Candida Berkhout (1923) // The Yeasts. A Taxo-
nomic Study. 5th ed. Vol. 2 / Eds. Kurtzman C.P., Fell J.W.,
Boekhout T. London: Elsevier. 2011. P. 987‒1278.

Mycocinotyping of Some Unaffiliated Candida Species
W. I. Golubev*

All-Russian Collection of Microorganisms (VKM), Skryabin Institute of Biochemistry and Physiology of Microorganisms, 
Pushchino Scientific Center for Biological Research, Russian Academy of Sciences, Pushchino, 142290 Russia

*e-mail: wig@ibpm.pushchino.ru
Received February 23, 2022; revised March 15, 2022; accepted April 11, 2022

Abstract—The studied type strains from the phylogenetically unaffiliated Candida species are insensitive to
mycocins of ascosporogenous yeasts of seven genera. The data obtained may be useful for assessing the taxo-
nomic position of yeast strains within the large polyphyletic genus Candida.

Keywords: mycocinotyping, phylogeny, unaffiliated species



МИКРОБИОЛОГИЯ, 2022, том 91, № 6, с. 772

772

ПОПРАВКА
DOI: 10.31857/S0026365622600614

К статье: “ВЛИЯНИЕ ХИМИЧЕСКИХ ФАКТОРОВ НА ЕСТЕСТВЕННЫЙ 
БИОКОНТРОЛЬ ПОПУЛЯЦИЙ ВОЗБУДИТЕЛЯ МЕЛИОИДОЗА

AMP1-ПОДОБНЫМИ БАКТЕРИОФАГАМИ В АГРОЭКОСИСТЕМАХ”
А. В. Летаров, М. А. Летарова, Н. Лазар Адлер, Е. Е. Куликов, М. Клоки, А. Ю. Морозов, Э. Е. Галев

(Микробиология. Т. 91, № 2, С. 226–233)

В разделе “Финансирование” указана непол-
ная информация об уникальных идентификато-
рах проекта.

Вместо:
“Работа поддержана грантом Министерства

науки и высшего образования Российской Феде-
рации № 13.2251.21.0090”

Следует читать:

“Работа выполнена при финансовой под-
держке Министерства науки и высшего образо-
вания Российской Федерации (соглашение
№ 075-15-2021-1006, государственный кон-
тракт № 13.2251.21.0090)”.

EDN: SGQYKS


