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Аэробные метанотрофные бактерии рода Methylomonas населяют широкий спектр местообитаний,
включающий пресноводные водоемы, осадки рек, болота, рисовые чеки, покрывающие почвы сва-
лок и переувлажненные почвы. Подавляющее большинство ныне описанных видов этого рода
представлены нейтрофильными, подвижными, растущими на метане палочковидными бактерия-
ми, пигментация которых варьирует от желтой до розовой и красной. В настоящей работе описан
новый, непигментированный изолят этих бактерий, штамм MW1T, который был выделен из донных
отложений горной реки Хоста (Краснодарский край, Россия). Штамм MW1T рос на метане и мета-
ноле в диапазоне температур от 8 до 37°C (с оптимумом 25‒30°C) и диапазоне рН 5.5‒7.5 (с оптиму-
мом 6.3‒7.0). Последовательность гена 16S рРНК штамма MW1T обнаруживала 95.48–98.47% сход-
ства с таковыми у ранее описанных видов Methylomonas. Ближайшим таксономически охарактери-
зованным филогенетическим родственником штамма MW1T являлся M. fluvii EbBT, выделенный из
осадков реки Эльба. Полная последовательность генома, определенная для штамма MW1T, имела
размер 4.6 млн нт., содержала 3 оперона рРНК и около 4200 белок-кодирующих генов, включая кла-
стер генов pmoCAB мембранной метанмонооксигеназы. Растворимая метанмонооксигеназа в гено-
ме не закодирована. Содержание пар Г + Ц в ДНК составило 52.4%. Сходство нуклеотидной после-
довательности генома штамма MW1T с последовательностями геномов ранее описанных представи-
телей рода Methylomonas составило от 79.4 до 82.1%. Мы предлагаем классифицировать этот
штамм как представителя нового вида рода Methylomonas, M. montana sp. nov. Штамм MW1T

(=VKM 3737T = UQM 41536T) является типовым штаммом нового вида.

Ключевые слова: метанотрофные бактерии, род Methylomonas, Methylomonas montana, рост на метане,
пресноводные осадки, анализ генома
DOI: 10.31857/S0026365623600426, EDN: BPCTBQ

Род Methylomonas принадлежит к семейству
Methylococcaceae класса Gammaproteobacteria и
объединяет аэробных метанотрофных бактерий,
единственными источниками углерода и энергии
которых являются метан и метанол (Bowman, 2016).
Ключевым ферментом этих бактерий является
мембранная метанмонооксигеназа (мММО), осу-
ществляющая окисление метана в метанол, кото-
рая локализуется во внутрицитоплазматических
мембранах (ВЦМ) I типа, характерных для мета-
нотрофных представителей Gammaproteobacteria.
Растворимая метанмонооксигеназа (рММО) также
присутствует у некоторых штаммов рода Methylo-
monas, однако примеры таких организмов немного-
численны (Auman, Lidstrom, 2002; Bussmann et al.,
2021). Ассимиляция углерода у Methylomonas spp.
осуществляется по рибулозомонофосфатному пути

(Bowman et al., 1993). В качестве источников азота
эти метанотрофы используют нитрат, нитрит, ам-
моний и мочевину; некоторые представители ро-
да способны фиксировать атмосферный азот (Au-
man et al., 2001; Ogiso et al., 2012; Danilova et al.,
2013).

Метанотрофные бактерии рода Methylomonas
населяют широкий спектр местообитаний, включа-
ющий пресноводные водоемы (Auman, Lidstrom,
2002), осадки рек (Bussmann et al., 2021), болотные
экосистемы (Kip et al., 2011; Данилова, Дедыш,
2014), рисовые чеки (Dianou et al., 2012), воды
шахт (Bowman et al., 1990; Kalyuzhnaya et al., 1999),
покрывающие почвы свалок (Chen et al., 2007) и
очистные сооружения (Hoefman et al., 2014; Chang
et al., 2021).

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ
СТАТЬИ
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В настоящее время род Methylomonas включает
10 видов с валидно опубликованными именами:
M. methanica (Whittenbury, Krieg, 1984), M. auranti-
aca, M. fodinarum (Bowman et al., 1990), M. scandi-
navica (Kalyuzhnaya et al., 1999), M. koyamae (Ogiso
et al., 2012), M. lenta (Hoefman et al., 2014), M. paludis
(Danilova et al., 2014), M. albis, M. fluvii (Bussmann
et al., 2021) и M. rapida (Tikhonova et al., 2023). Еще
два вида этого рода, “M. denitrificans” (Kits et al.,
2015) и “M. rhizoryzae” (Zhu et al., 2020), также бы-
ли предложены, но пока не вошли в число вали-
дированных. Подавляющее большинство ныне
охарактеризованных изолятов этого рода являются
подвижными палочковидными бактериями, оп-
тимально растущими в нейтральном диапазоне
значений рН и температур от 25 до 35°C. Исключе-
ния составляют умеренно ацидофильный M. paludis
(Danilova et al., 2014), а также психротолерантные
M. scandinavica (Kalyuzhnaya et al., 1999), M. albis и
M. fluvii (Bussmann et al., 2021).

Специфической особенностью всех охарак-
теризованных к настоящему времени Methylo-
monas spp. является наличие пигментации клеток,
которая варьирует от желтой до розовой и крас-
ной. У представителей видов M. paludis, M. lenta и
M. albis пигментация выражена слабо, но, тем не
менее, она имеется (Danilova et al., 2014; Hoefman
et al., 2014; Bussmann et al., 2021). Анализ состава
каротиноидных пигментов у M. rapida показал,
что они представлены ликопином и его произ-
водными (Tikhonova et al., 2023).

Настоящая работа была посвящена изучению
морфологических, физиологических, ростовых и
геномных характеристик нового непигментирован-
ного изолята рода Methylomonas, штамма MW1T, вы-
деленного из донных отложений горной реки
Хоста, Краснодарский край. На основании ре-
зультатов проведенных исследований мы предла-
гаем отнести штамм MW1T к новому виду рода
Methylomonas.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Источник выделения и условия культивирова-

ния. Штамм MW1T был выделен в 2021 г. из проб
донных отложений реки Хоста, Краснодарский
край, Россия (43°53′33.48′′ N, 39°87′82.47′′ E), ото-
бранных в небольшой заводи.

Для получения накопительных культур
аликвоту донных отложений (20 мл) вносили во
флаконы объемом 500 мл, добавляя 100 мл разбав-
ленной минеральной среды NMS (dNMS) следую-
щего состава (г л–1): KNO3 – 0.4; MgSO4 · 7H2O –
0.4; CaCl2 · 2H2O – 0.08; 1% (об./об.) 0.2 М фосфат-
ного буфера (рН 6.5) и 0.1% (об./об.) раствора мик-
роэлементов для метанотрофов (Гальченко, 2001)
следующего состава (г/л): ЭДТА – 5; FeSO4 · 7H2O –
2; ZnSO4 · 7H2O – 0.1; MnCl2 · 4H2O – 0.03; CoCl2 ·

· H2O – 0.2; CuCl2 · 5H2O – 0.1; NiCl2 · 6H2O – 0.02;
Na2MoO4 – 0.03. Содержание метана в газовой
фазе доводили до 30 об. %. Культивирование про-
водили на шейкере-инкубаторе Biosan ES-20/60
при 150 об./мин при 25°C. Мониторинг роста ме-
танотрофов в накопительных культурах осу-
ществляли визуально и с использованием фазо-
во-контрастной микроскопии на микроскопе
Axioplan 2 (“Zeiss”, Йена, Германия), с увеличе-
нием ×1000. Через 10 сут инкубации обогащен-
ную метанотрофными бактериями накопитель-
ную культуру подвергали предельным разведени-
ям: 0.5 мл суспензии клеток смешанной культуры
последовательно разводили во флаконах общим
объемом 60 мл, с добавлением 5 мл среды dNMS.
Флаконы герметично закрывали, вводили метан
шприцем с бактериальным фильтром 0.22 мкм до
30% СН4 в газовой фазе и инкубировали на качалке
(150 об./мин) при комнатной температуре в тече-
ние 2 сут. Культуру, выросшую во флаконе с наи-
большим разведением, анализировали с помо-
щью фазово-контрастной микроскопии и под-
вергали последующему рассеву. Процедуру
повторяли до получения культуры, состоящей из
морфологически одинаковых клеток, после чего
клеточные суспензии высевали на аналогичную
агаризованную среду dNMS. Чашки Петри инку-
бировали при комнатной температуре в эксика-
торах, содержащих около 30% (об./об.) метана в
газовой фазе. Колонии, появляющиеся на чашках,
отбирали и повторно рассевали на агаризованную
среду. Чистоту полученных изолятов проверяли с
помощью фазово-контрастной микроскопии и
рассевом на разбавленный в 10 раз агар Луриа‒Бер-
тани (1.0% триптона, 0.5% дрожжевого экстракта,
1.0% NaCl).

Электронная микроскопия. Для электронной
микроскопии клетки экспоненциально растущей
культуры осаждали центрифугированием и фик-
сировали 2.5% (вес/об.) раствором глутаральде-
гида в 0.05 М какодилатном буфере (рН 7.2) в те-
чение 1 ч при 4°C, а затем фиксировали в OsO4
(1% раствор; вес/об.) с добавлением рутениевого
красного (конечная концентрация в растворе 0.5%
(вес/об.) в том же буфере в течение 4 ч при 20°C.
После фиксации образцы последовательно вы-
держивали в 3% растворе уранилацетата в 30%
этаноле в течение 4 ч, затем в 70% этаноле в тече-
ние 12 ч при 4°C. Материал обезвоживали в 96%-
ном этиловом спирте (2 обработки по 15 мин), затем
в абсолютном ацетоне (3 обработки по 10 мин). Об-
разцы заливали в эпоксидную смолу Epon 812
(Ероху Embedding Medium Epon® 812, “Sigma-Al-
drich”, США). Ультратонкие срезы делали на
микротоме LKB-III (“LKB”, Швеция), контра-
стировали 3% водным раствором уранилацетата
(при 37°C, 20 мин), затем цитратом свинца при
37°C в течение 20 мин (Reynolds, 1963). Электрон-
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но-микроскопические исследования проводили
на базе ЦКП “Коллекция UNIQEM” ФИЦ Био-
технологии РАН. Ультратонкие срезы исследова-
ли на просвечивающем электронном микроскопе
JEM 100CXII (“Jeol”, Япония) при ускоряющем
напряжении 80 кВ. Фотодокументирование мате-
риалов осуществляли с помощью цифровой си-
стемы вывода оптических изображений Morada
G2 (“Olympus”, Япония).

Экстракция ДНК. Культуру штамма MW1T вы-
ращивали в жидкой среде dNMS в течение 24 ч
при 25°C на шейкер-инкубаторе при 150 об./мин.
Суспензию клеток центрифугировали при
12000 об./мин в течение 5 мин. Супернатант сли-
вали, а осадок использовали для экстракции ге-
номной ДНК по стандартному протоколу с ис-
пользованием CTAB – фенол/хлороформ (Wilson,
2001).

Идентификация изолята. Идентификацию
штамма MW1T проводили путем анализа последо-
вательности гена 16S рРНК, ПЦР-амплификацию
которого осуществляли с использованием универ-
сальных для бактерий праймеров 9F/1492R (Weis-
burg et al., 1991). Для очистки ПЦР-амплифициро-
ванных фрагментов использовали набор Wizard®
SV Gel and PCR Clean-Up System (“Promega”,
США) в соответствии с рекомендациями фирмы
производителя. Секвенирование гена 16S рРНК
проводили на базе ЦКП “Биоинженерия” ФИЦ
Биотехнологии РАН. Редактирование полученных
последовательностей осуществляли в программе
BioEdit. Построение филогенетических дендро-
грамм производили с использованием программ-
ного пакета MEGAX (Kumar et al., 2018) методом
максимального правдоподобия. Статистическую
достоверность дендрограмм рассчитывали с по-
мощью “bootstrap”-анализа путем построения
1000 альтернативных деревьев.

Физиологические характеристики. Физиологи-
ческие тесты проводили в жидкой среде dNMS с
метаном в газовой фазе. Рост штамма MW1T кон-
тролировали путем измерения OD600 в течение 2 сут
в различных условиях, включая температуру 4–
40°C, pH 5.0–8.0 и концентрации NaCl 0–
3.0% (вес/об.). Варьирование рН достигали сме-
шиванием 0.1 М растворов H3PO4, KH2PO4 и
K2HPO4. Диапазон потенциальных ростовых суб-
стратов исследовали путем внесения в среду следу-
ющих источников углерода в концентрации 0.05%
(вес/об.): метанол, этанол, формиат, глюкоза,
фруктоза, галактоза, ацетат, пируват, малат, сукци-
нат, цитрат, глутамин, пропионат, казаминовые
кислоты, дрожжевой экстракт. Способность
штамма MW1T к росту на метаноле тестировали
на жидкой среде dNMS, содержащей 0.05–3%
(об./об.) метанола. Источники азота тестировали
путем замены KNO3 в dNMS на следующие соеди-
нения в концентрации 0.01% (вес указанных со-

единений/об.): (NH4)2SO4, NaNO2, мочевина, ала-
нин, серин, глицин, глутамин, формамид, дрожже-
вой экстракт, казаминовые кислоты, пептон.
Проверку способности к фиксации атмосферно-
го азота проводили на жидкой среде dNMS без ис-
точника азота во флаконах с пониженным содержа-
нием О2 в газовой фазе (2 об. %).

Геномное секвенирование и аннотирование. Се-
квенирование ДНК проводили с использованием
технологий Illumina и Oxford Nanopore. Библио-
теку для секвенирования на приборе MiSeq (“Illu-
mina”, США) готовили с помощью набора NEB-
Next ultra II DNA Library kit (“New England Biolabs”,
США). Для секвенирования на приборе MinIon
(“Oxford Nanopore”, Великобритания) геномную
библиотеку готовили с помощью набора 1D Ligation
Sequencing Kit SQK-LSK108 (“Oxford Nanopore
Technologies”, Великобритания) и секвенировали с
использованием ячейки FLO-MIN106 v R9.4.1. Ги-
бридная сборка коротких и длинных прочтений
была выполнена с использованием программы
Unicycler (Wick et al., 2017).

Аннотацию генома проводили с помощью
программы PROKKA (Seemann et al., 2014) и веб-ре-
сурса GhostKOALA (Kanehisa et al., 2016). Построе-
ние геномного дерева производили в программе
GTDB-Tk (Chaumeil et al., 2020) посредством мно-
жественного выравнивания геномов бактерий се-
мейств Methylococcaceae и Methylocystaceae по
120 маркерным белкам. Величины сходства после-
довательностей геномов штамма MW1T и близко-
родственных к нему видов проводили с использова-
нием ANI calculator (Rodriguez-R, Konstantinidis,
2014) и Genome-to-Genome-Distance-Calculator
(Meier-Kolthoff et al., 2013).

Определенные в работе нуклеотидные последо-
вательности. Полученные в работе последова-
тельности гена 16S рРНК и генома штамма MW1T

депонированы в GenBank под номерами
OR237191 и CP129884 соответственно.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Морфология, ультраструктура клеток и иденти-

фикация нового изолята. Штамм MW1Т формиро-
вал на агаризованной среде dNMS слизистые раз-
растания белого цвета (рис. 1а) или же белые
круглые выпуклые колонии слизистой конси-
стенции 2‒3 мм в диаметре. В жидкой среде изолят
рос в виде гомогенной суспензии белого цвета. При
росте культур на жидкой среде в статических усло-
виях образования поверхностной пленки не про-
исходило.

Клетки штамма MW1Т были представлены по-
движными короткими палочками размером 0.9 ±
± 0.04 × 1.5 ± 0.2 мкм (рис. 1б). Образование це-
почек клеток не наблюдалось. При переходе в
стационарную фазу роста клетки обнаруживали
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тенденцию к образованию крупных (до несколь-
ких мм) агрегатов.

Анализ ультратонких срезов показал типичное
строение клеточной стенки грамотрицательных
клеток и наличие внутрицитоплазматических мем-
бран (ВЦМ) в виде стопок везикулярных дисков,
расположенных перпендикулярно клеточной стен-
ке (рис. 1в). Такое расположение ВЦМ характер-
но для метанотрофов I типа.

Определение нуклеотидной последовательно-
сти гена 16S рРНК штамма MW1Т показало его
принадлежность к роду Methylomonas семейства
Methylococcaceae класса Gammaproteobacteria (рис. 2).
Ближайшим таксономически охарактеризован-
ным филогенетическим родственником штамма

MW1Т является M. fluvii EbBT, выделенный из
осадков реки Эльба (98.47% сходства последова-
тельностей генов 16S рРНК). Сходство последова-
тельности гена 16S рРНК штамма MW1Т с
таковыми у других представителей рода Methylo-
monas составило 95.48‒98.47%, что позволило
сделать предположение о его принадлежности к
новому виду этого рода.

Физиологические характеристики. Метан и ме-
танол были единственными субстратами, исполь-
зуемыми штаммом MW1Т. Метанол поддерживал
рост в диапазоне концентраций до 3% (об./об.). В
качестве источников азота новый изолят исполь-
зовал нитраты, сульфат аммония, формамид, глу-
тамин, серин, аланин, пептон, казаминовые кис-

Рис. 1. (а) ‒ Рост штамма MW1T на агаризованной минеральной среде после недели инкубации в эксикаторах с
30% (об./об.) метана в газовой фазе. (б) ‒ Фазово-контрастные микрографии клеток штамма MW1T; масштабная мет-
ка – 5 мкм. (в) – Электронная микрофотография ультратонкого среза клетки штамма MW1T; масштабная метка –
0.2 мкм. Стопки внутрицитоплазматических мембран указаны белыми стрелками.

(б)(а)

(в)
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Рис. 2. Дендрограмма, построенная на основе результатов сравнительного анализа нуклеотидных последовательно-
стей генов 16S рРНК штамма MW1T, таксономически описанных представителей рода Methylomonas и некоторых дру-
гих метанотрофных бактерий семейства Methylococcaceae. Филогенетический кластер рода Methylomonas выделен си-
ним цветом. Маркер – 0.05 замен на нуклеотидную позицию.
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лоты, мочевину. Слабый рост наблюдался также в
микроаэробных условиях на среде без источника
связанного азота, свидетельствуя о способности
штамма MW1Т к фиксации атмосферного азота.

Штамм MW1Т рос в диапазоне рН 5.5‒7.5 с оп-
тимумом при рН 6.3−7.0. Температурный диапа-
зон роста этой метанотрофной бактерии состав-
лял 8‒37°C с оптимумом при 25‒30°C. Содержа-
ние NaCl в среде выше 1% (вес/об.) ингибировало
рост. Максимальная удельная скорость роста штам-
ма MW1Т составляла 0.13 ч–1. В оптимальных усло-
виях культура достигла OD600max = 1.2 через 4 сут ин-
кубации.

Анализ генома. В результате секвенирования
ДНК штамма MW1Т на приборе MiSeq (“Illumina”,
Сан-Диего, Калифорния, США) было получено
3.6 млн парных прочтений (2 × 300 нт.), суммар-
ная длина которых составила 1.1 × 109 нт. Допол-
нительно с помощью технологии Nanopore было
получено 266 тыс. нуклеотидных последователь-
ностей со средней длиной 6126 нт. Суммарная
длина чтений составила 1.6 × 109 нт. В результате
гибридной сборки был сформирован один контиг
длиной 4634080 нт. С помощью геномного анно-
татора Prokka в геноме штамма MW1T было пред-
сказано 4240 белок-кодирующих генов, 3 копии
оперона рРНК и 47 копий гена тРНК. Содержание
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пар Г + Ц в ДНК составило 52.4%. ДНК : ДНК ги-
бридизация in silico генома штамма MW1T с тако-
выми у филогенетически близких видов рода
Methylomonas с помощью Genome-to-Genome-
Distance-Calculator выявила менее 25% сходства.
Наиболее близким организмом являлся M. fluvii
EbBT с уровнем сходства 24.7 ± 2.4%. Оценка
уровня подобия геномных последовательностей с
помощью калькулятора ANI показала 79.4–82.1%
сходства штамма MW1T с представителями других
видов рода Methylomonas. Полученные величины
свидетельствуют о принадлежности MW1T к но-
вому виду рода Methylomonas (рис. 3).

Клетки штамма MW1Т содержали только мем-
бранную форму ключевого фермента окисления
метана – метанмонооксигеназы, которая кодиро-

вана единичной копией генного кластера pmoСAB.
Растворимая ММО в геноме не представлена. По-
следовательность PmoA штамма MW1Т обнаружи-
вала 95.5–98.8% идентичности с последовательно-
стями PmoA видов Methylomonas, ближайшим из
которых являлся M. albis EbAT. В геноме штамма
MW1Т был идентифицирован полный кластер ге-
нов, необходимых для функционирования Са2+-
зависимой метанолдегидрогеназы (МДГ) ‒
MxaFI. МДГ катализирует окисление метанола,
образующегося в результате монооксигенирования
метана. Штамм MW1T обладал также альтернатив-
ной односубъединичной метанолдегидрогеназой
(XoxF), которая содержит редкоземельные эле-
менты в активном центре (Hibi et al., 2011). Наряду с
некоторыми видами рода Methylomonas, новый

Рис. 3. Филогенетическая дендрограмма, построенная на основе сравнительного анализа геномов представителей се-
мейства Methylococcaceae. Бутстрэпы рассчитаны методом максимального подобия путем построения 100 альтернатив-
ных дендрограмм. Показаны значения бутстрэп-анализа >60. В качестве внешней группы использованы геномы ме-
танотрофов семейства Methylocystaceae. Маркер – 0.1 замена на одну аминокислотную позицию.
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штамм MW1Т был способен к фиксации атмо-
сферного азота, что подтверждается наличием в
геноме кластера генов nifDHK, кодирующего Mo-
Fe нитрогеназу. В геноме штамма MW1Т отсут-
ствуют характерные для большинства представи-
телей рода Methylomonas гены 4,4'-диапофитоен-
десатуразы (crtN) и 4,4-диаполикопиноксидазы
(crtP), что объясняет неспособность штамма к
синтезу каротиноидов.

Проведенный нами сравнительный анализ
морфологических, физиолого-биохимических и
геномных характеристик позволил выявить ряд
отличий нового изолята от других представителей
рода Methylomonas (табл. 1). Отличием штамма
MW1Т от всех ранее охарактеризованных видов
Methylomonas является отсутствие пигментации.
Клетки нового изолята не синтезируют кароти-
ноиды, присутствие которых является типичным
для представителей рода Methylomonas. Штамм
MW1Т наиболее близок к недавно описанным ви-
дам M. fluvii EbBT и M. albis EbAT, выделенным из
речных осадков, однако отличается от них нали-
чием подвижности, повышенной термотолерант-
ностью и неспособностью расти при высоких
концентрациях NaCl в среде. Низкие значения
сходства нуклеотидной последовательности генома
(ANI) и величины ДНК : ДНК гибридизации штам-
ма MW1Т и ныне известных представителей рода
позволяет описать его в качестве нового вида рода
Methylomonas, для которого предлагается видовое
название Methylomonas montana.

Диагноз нового вида – Methylomonas montana sp. nov.

Methylomonas montana sp. nov. (mon.ta’na.
L. fem. adj. montana – горная).

Одиночные, не образующие цепочек палочко-
видные подвижные клетки размером 0.9 ± 0.04 ×
× 1.5 ± 0.2 мкм. Расположение внутрицитоплаз-
матических мембран в клетках характерно для
метанотрофов I типа. Колонии непигментиро-
ванные, кремово-белого цвета, округлые, выпук-
лые, слизистые. В жидкой среде растут гомогенно,
поверхностных пленок не образуют. Облигатные
аэробы. Психротолерантные мезофилы и нейтро-
филы с оптимумами роста 25‒30°C и pH 6.3‒7.0.
Единственными источниками углерода являются
метан и метанол. Метанол поддерживает рост до
3% (об./об.). Не обладают растворимой метанмо-
нооксигеназой. Источниками азота служат соли
аммония, нитрат, мочевина, аланин, серин, глу-
тамин, формамид, казаминовые кислоты, пептон
и атмосферный азот. NaCl подавляет рост при
концентрации в среде выше 1%. Типовым штаммом
вида является штамм MW1Т (=VKM В-3737T =
= UQM 41536T), выделенный из донных отложе-
ний реки Хоста, Краснодарский край, Россия.
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Methylomonas Montana sp. nov., the First Unpigmented Methanotroph of the Genus 
Methylomonas, Isolated from Mountain River Sediments
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Abstract—Aerobic methanotrophic bacteria of the genus Methylomonas inhabit a wide spectrum of habitats
including freshwater bodies, river sediments, wetlands, rice paddies, landfill cover soils, and hydromorphic
soils. Majority of the currently described species of this genus are represented by neutrophilic, motile, grow-
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ing on methane rod-shaped bacteria, whose pigmentation varies from yellow to pink and red. This study re-
ports characterization of a novel, unpigmented isolate of these bacteria, strain MW1T, which was obtained
from sediments of the mountain river Khosta, Krasnodar region, Russia. Strain MW1T grew on methane and
methanol within a temperature range of 8–37°C (optimum at 25–30°C) and at рН 5.5–7.5 (optimum at 6.3–
7.0). The 16S rRNA gene sequence of strain MW1T displayed 95.48–98.47% similarity to those in earlier de-
scribed Methylomonas. The closest taxonomically characterized phylogenetic relative of strain MW1T was
M. fluvii EbBT, isolated from the river Elbe sediments. Complete genome sequence of strain MW1T was
4.6 Mb in size and contained three rRNA operons and about 4200 protein-encoding genes, including the
gene cluster pmoCAB coding for membrane methane monooxygenase. Soluble methane monooxygenase was
not encoded in the genome. The G+C DNA content was 52.4%. The average nucleotide identity of the ge-
nome of strain MW1T with those in earlier described representatives of the genus Methylomonas was 79.4–
82.1%. We propose to classify this isolate as representing a novel species of the genus Methylomonas, M. mon-
tana sp. nov. Strain MW1T (=VKM 3737T = UQM 41536T) is the type strain of the newly proposed species.

Keywords: methanotrophic bacteria, genus Methylomonas, Methylomonas montana, growth on methane,
freshwater sediments, genome analysis
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ЦИСТОПОДОБНЫХ КЛЕТОК ESCHERICHIA COLI1
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Впервые исследован транскриптом покоящихся клеток Esherichia coli (цистоподобных покоящихся
клеток). Содержание РНК в одной покоящейся клетке составляет 0.26 фг/кл., что в 13.5 раз меньше,
чем в одной клетке растущей культуры. Наличие мРНК в покоящихся клетках E. coli показано впер-
вые. Охарактеризованы пулы прочтений генов покоящихся и растущих клеток, а также дифферен-
циальные экспрессии всех генов, рассчитанной по специальному алгоритму, учитывающему сред-
нее количество мРНК в одной клетке. Впервые рассмотрено понятие “гены, активные в каждой
клетке популяции”. Выявлено, что не каждый ген, представленный в пуле транскриптов всей попу-
ляции, представлен транскриптами в каждой клетке популяции. В каждой клетке популяций поко-
ящихся и растущих клеток E. coli представлены транскриптами 21 и 16% генов соответственно. Вы-
явленная разнокачественность клеток по совокупности активных генов является одной из причин
(и форм) гетерогенности популяций бактерий. Выявлено 60 генов, активность которых возрастает
в 2 и более раз при формировании покоящихся клеток E. coli. Это гены, ответственные за активность
генома, строение и свойства оболочек клеток, пролиферацию клеток, стрессоадаптацию, образова-
ние и функционирование биопленок и коллективное поведение, а также обеспечивающие выжива-
ние популяции при прорастании покоящихся клеток.

Ключевые слова: цистоподобные покоящиеся клетки, Escherichia coli К12, транскриптом
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Образование покоящихся форм (ПФ) (англ. –
dormant cells) – важнейшая стадия жизни бактери-
альных популяций, позволяющая им переживать
неблагоприятные условия существования, сохра-
нять вид и расширять ареал его обитания (Бухарин
и соавт., 2005; Jones, Lennon, 2010).

Наиболее известными и хорошо изученными
являются ПФ у типа Bacillota (ранее – Firmicutes;
Oren, Garrity, 2021) – эндоспоры, образующиеся в
результате скоординированной деятельности
предварительно удвоенного генома, первый из
которых окружается многочисленными защит-
ными покровами, а второй находится в споран-
гии и обеспечивает протекание этих процессов и
в дальнейшем лизируется (Sussman, Douthit, 1973).

В настоящее время морфология, цитология, био-
химия и генетика образования и прорастания эн-
доспор всесторонне исследованы (Setlow, 2014).

Представители типа Pseudomonadota (ранее –
Proteobacteria; Oren, Garrity, 2021) при истощении
ресурсов для роста или воздействии стрессовых
факторов экстремальной интенсивности также
образуют ПФ, которые характеризуются снижен-
ным уровнем метаболизма или его отсутствием,
специфической внутриклеточной организацией,
а также повышенной устойчивостью к различным
повреждающим факторам (Бухарин и соавт., 2005;
Мулюкин и соавт., 2008, 2009, 2015). В покоящееся
состояние переходит только малая часть бактери-
альной популяции, как правило, не более 1% от
общей численности. Образование ПФ происхо-
дит на основе глубоких функциональных и мор-
фологических изменений обычных вегетативных
клеток.

1 Дополнительная информация для этой статьи доступна
по doi 10.31857/S0026365623600372 для авторизованных
пользователей.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ
СТАТЬИ
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К формам покоя, по крайней мере пролифера-
тивного, также можно отнести “жизнеспособное,
но не культивируемое состояние” (англ. – viable
but non culturable; VBNC), развивающееся при
воздействии различных стрессовых факторов и
характеризующееся сохранением остаточной ме-
таболической активности с одновременной утра-
той способности к культивированию на плотных
питательных средах с использованием стандарт-
ных бактериологических техник (Pinto et al., 2015;
Zhang et al., 2021).

Другим вариантом ПФ некоторыми авторами
рассматриваются клетки-персистеры (англ. –
persisters), традиционный подход к получению
(выявлению) которых заключается в воздействии
на бактериальную популяцию высоких доз анти-
биотиков (Shah et al., 2006). При этом для VBNC и
персистеров показано наличие ряда сходств мор-
фологической и структурной организации, вклю-
чающих димеризацию рибосом (Kim et al., 2018).

Наиболее глубокой формой бактериального
покоя (за исключением спор) являются цистопо-
добные ПФ, названные так по аналогии с цистами,
образуемыми бактериями рода Azotobacter, важны-
ми элементами формирования которых являются
жестко-кристаллическая мембрана, стабилизиро-
ванные ДНК и ферменты, выход ионов К+ и витри-
фицированная (стеклообразная) цитоплазма (Бу-
харин и соавт., 2005; Parry, 2014). Именно цисто-
подобным ПФ принадлежит ключевая роль в
сохранении бактериальных популяций во множе-
стве сред обитания, условия существования в кото-
рых сопряжены с периодическим развитием тро-
фического и иных видов стресса.

Важным инструментом исследования процес-
сов функционирования микробных клеток, в том
числе в состоянии покоя, в настоящее время стал
транскриптомный анализ, основанный на иссле-
довании профилей присутствующих в них мат-
ричных (кодирующих) РНК (мРНК).

Так, транскриптомный анализ VBNC проде-
монстрировал повышенный уровень образования
стрессового регулятора RpoS (Boaretti et al., 2003),
фермента каталазы (Kong et al., 2004) и лактатде-
гидрогеназы (Wagley et al., 2021), что в совокупно-
сти обеспечивает возможность их существования
в неоптимальных условиях среды обитания.

Особенностью транскриптома клеток-перси-
стеров явилось существенное повышение уров-
ней экспрессии систем “токсин‒антитоксин”, а
также генов деградации ароматических соедине-
ний при одновременной выраженной репрессии
других метаболических путей (Alkasir et al., 2018).

На этом фоне сведения о транскриптоме цисто-
подобрых ПФ до сих пор отсутствуют. Ожидаемым
ограничением для подобного анализа являются
представления о низком времени полужизни мРНК
(Selinger et al., 2003), что должно обусловить их

отсутствие при формировании глубоких форм
бактериального покоя. С другой стороны, факт
ингибирования гидролаз в цистоподобных бакте-
риальных клетках (Бухарин и соавт., 2005) позво-
ляет предполагать сохранение мРНК, образовав-
шихся на финальных этапах их перехода в покоя-
щееся состояние.

Целью работы явился анализ присутствия и
профиля мРНК в покоящихся клетках Esherichia
coli, метод получения и морфология которых со-
ответствует представлениям о цистоподобных
покоящихся формах.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

Объектом исследования являлся штамм Esche-
richia coli К12 MG1655 (F-lambda-ilvG-rfb-50 rph-1),
полученный из коллекции ФГБНУ “Научно-ис-
следовательский институт по изысканию новых
антибиотиков имени Г.Ф. Гаузе” РАН. Данные о
полном геноме данного штамма представлены в
работе Hayashi et al. (2006); сведения о вариантах
его транскриптомов доступны в работе Sastry et al.
(2019).

Культивирование. Бактерии выращивали на
разбавленной в 3 раза среде Луриа‒Бертани (LB
Broth, Miller) состава (г/л): дрожжевой автолизат –
3.3; пептон – 1.7; NaCl – 1.7; pH среды 7.0. Иноку-
лят – E. coli К12 MG1655 стационарной фазы роста
(20 ч), вносили в количестве, обеспечивающем
стартовую численность 8.0 × 107 клеток (КОЕ)/мл.
Культуру выращивали в колбах объемом 500 мл с
300 мл среды LB/3 при температуре 28°C на качалке
(100 об./мин). После 4.5 ч культивирования, что со-
ответствовало середине фазы экспоненциального
роста, часть культуры отбирали, клетки отделяли
центрифугированием (15000 g, 10 мин). Данная
культура соответствует точке 1 для транскрип-
томного анализа (рис. 1). Оставшуюся часть про-
должали культивировать при тех же условиях в те-
чение 24 ч, после чего оставляли в статических
условиях на 9 сут при той же температуре. Вырос-
шую биомассу сгущали в 20 раз центрифугирова-
нием (5000 g, 15 мин) и хранили при комнатной
температуре в течение 45 сут. После указанного
времени образовавшиеся ПФ три раза промывали
стерильным физиологическим раствором
(0.9% NaCl; рН 7‒7.2), осадок собирали центрифу-
гированием (10 000 g, 15 мин). Данная культура со-
ответствовала точке 2 для транскриптомного анали-
за. Количество полученных ПФ составляло
0.5‒0.8% от количества жизнеспособных клеток,
определяемых как колониеобразующие единицы
(КОЕ) культуры, оставленной на “созревание”.

Всего было получено по три идентичных об-
разца-повторности для каждой из эксперимен-
тальных точек. Образцы хранили в жидком азоте
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в течение нескольких часов и затем использовали
для экстракции мРНК.

Титр жизнеспособных клеток (КОЕ) определя-
ли высевом аликвот десятичных разведений на
плотную среду LB.

Образование цистоподобных ПФ контролиро-
вали методом фазово-контрастной микроскопии
(“Reichert”, Австрия) по наличию характерных
рефрактерных клеток (Мулюкин и соавт., 2008,
2009).

Наличие цистоподобных ПФ подтверждали по
результатам трансмиссионной электронной мик-
роскопии. Образцы помещали в 2.5% раствор глу-
тарового альдегида в какодилатном буфере (0.05 М
раствор какодилата натрия; рН 7.0‒7.5) и выдер-
живали в течение 24 ч при 4°C; затем трижды про-
мывали тем же буферным раствором в течение 5 мин
и фиксировали в растворе OsO4 (1% OsO4)‒0.7%
раствор рутениевого красного в какодилатном
буфере) в течение 1.5 ч при 4°С. После фиксации
образцы заключали в 2% агар-агар и последова-
тельно выдерживали в 3% растворе уранилацетата
в 30% этиловом спирте в течение 4 ч, далее в 70%
этаноле в течение 12 ч при 4°C. Материал обезво-
живали в 96% этиловом спирте (2 раза по 15 мин),
затем в абсолютном ацетоне (3 раза по 10 мин).
Образцы пропитывали смолой ЭПОН-812 (Ероху
Embedding Medium Эпон® 812, “Sigma-Aldrich”,
США) выдерживали в смеси смола–ацетон в со-
отношении 1 : 1 в течение 1 ч, затем в смеси смола–
ацетон в соотношении 2 : 1 в течение 1 ч. Получен-
ный материал заливали в капсулы со смолой и про-
водили полимеризацию при температуре 37°С в
течение 24 ч, затем при 60°C в течение 24 ч. Уль-
тратонкие срезы получали на микротоме LKB-III
(“LKB”, Швеция) и контрастировали в водном
растворе 3% уранилацетата (30 мин), затем в вод-
ном растворе 4% цитрата свинца (30 мин). Полу-
ченные препараты анализировали с помощью

электронного микроскопа JEM 100СХП (“JEOL”,
Япония) при ускоряющем напряжении 80 кВ и
рабочем увеличении 5000‒50000. Фотодокумен-
тирование материалов проводили с помощью
цифровой системы вывода оптических изображе-
ний Morada G2.

О наличии покоящихся форм судили по при-
сутствию в образцах клеток, имеющих характер-
ные признаки: утолщенную клеточную стенку,
электронно-плотную цитоплазму (Мулюкин
и соавт., 2008, 2009; Соляникова и соавт., 2017;
Лойко и соавт., 2017).

Выделение РНК из подготовленных клеточных
суспензий осуществляли с помощью набора Ex-
tractRNA (“Евроген”, кат. № BC032) по протоколу,
рекомендованному производителем. Удаление
рибосомальной РНК осуществляли с использова-
нием набора RiboZero Bacteria Kit (“Illumina”).
Качество полученной мРНК проверяли при про-
ведении электрофореза, а ее количество измеряли
при помощи Qubit.

Удаление последовательностей рибосомаль-
ной РНК осуществляли при помощи набора Ri-
boZero Bacteria Kit (“Illumina”), подготовку полу-
ченных образцов РНК к секвенированию прово-
дили с помощью набора TruSeq Stranded Total
RNA LibraryPrep Kit (“Illumina”) в соответствии с
протоколом, рекомендованным производителем.
Последовательность адаптеров, использованных
при подготовке библиотек (read 1): AGATCG-
GAAGAGCACACGTCTGAACTCCAGTCACNN-
NNNNATCTCGTATGCCGT-CTTCT, где
NNNNNN – последовательность индекса.

Подготовку библиотек кДНК проводили по тех-
нологии RNA-seq (с рассеянной затравки) для се-
квенаторов, совместимых с TruSeq (“Illumina”).
Подготовку образцов проводили с помощью на-
бора TruSeq Stranded Total RNA LibraryPrep Kit

Рис. 1. Схема расположения точек отбора материала для транскриптомного анализа (1 и 2), а также обработки клеток
для получения покоящихся форм.
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(“Illumina”) в соответствии с протоколом, реко-
мендованным производителем.

Секвенирование библиотек кДНК проводили
на 1 дорожке Illumina HiSeq 2500 (101 цикл с од-
ной стороны фрагментов) с использованием ре-
активов TruSeq SBS sequencing kit version 4 (“Illu-
mina”, Сан-Диего, Калифорния, США).

Обработку библиотек прочтений, расчет уровней
экспрессии и дифференциальной экспрессии инди-
видуальных генов проводили в программе RSEM
v1.1.17. после наложения чтений с помощью про-
граммы Вowtie2 и сопоставляли с эталонной по-
следовательностью E. coli K-12 MG1655 (NCBI
Reference Sequence: NC_000913.3). Уровни экс-
прессии для каждого гена рассчитывали на осно-
ве количества прочтений путем усреднения трех
повторностей. Функции транскриптов были
определены путем сравнения с последовательно-
стями известных генов E. coli, представленных в
базе данных The Clusters of Orthologous Groups
(COGs) of proteins (Tatusov et al., 2000). Тран-
скрипционные профили визуализировали с по-
мощью браузера генома Artemis.

Для аннотированных генов был проведен расчет
дифференциальной экспрессии в точке 2 (ПФ) от-
носительно точки 1 (растущие клетки) по форму-
ле 1, выведенной с использованием следующего
алгоритма.

Мы полагаем, что именно и только величина
экспрессии гена в пересчете на одну клетку имеет
биологический смысл при изменении условий
культивирования (жизни организмов), приводя-
щим к изменению количества нуклеиновых кислот
или эффективности их извлечения. Эта удельная
величина экспрессии также позволяет делать вы-
воды о гетерогенности клеток в популяции по
признаку транскрипционной активности различ-
ных генов и их групп.

Традиционно в работах по анализу транскрип-
томов используют величины экспрессии генов
непосредственно в библиотеках, полученных по-
сле секвенаторов. Это является корректным под-
ходом, если для экстракции РНК берутся одно-
типные по физиологическому состоянию клетки,
с одинаковым удельным количеством РНК, под-
вергнутые тем или иным одинаковым воздей-
ствиям в ходе экстракции, мультипликации, се-
квенирования, а также при условии, когда для
первого этапа экстракции РНК берут одинаковое
количество одинаковых клеток.

В условиях нашего опыта мы имели другую си-
туацию, когда надо было сравнить активность ге-
нов не только в разных условиях, но и для разных
состояний одного и того же биологического объ-
екта ‒ культуры кишечной палочки, содержащей
разное количество РНК на одну клетку. Нам при-
шлось разработать собственный алгоритм расчета
уровня дифференциальной экспрессии генов.

Поскольку невозможно точно рассчитать количе-
ство транскриптов в одной клетке на основе полу-
ченного количества прочтений генов, мы разработа-
ли алгоритм расчета относительной удельной тран-
скрипции для исследуемых групп клеток. Эта
величина позволяет сравнивать изменение актив-
ности генов в различных группах клеток в услови-
ях данного конкретного опыта. Логика алгоритма
следующая.

Очевидно, что величина прочтений определен-
ного гена в библиотеке прочтений прямо пропор-
циональна экспрессии гена в клетке (количеству
копий гена (мРНК) в одной клетке). В секвенатор
наносится стандартное и, главное, одинаковое
количество (масса) РНК. Постулировали, что все
экспериментальные процедуры были одинаковыми
для исследуемых образцов: эффективность экстрак-
ции РНК из клеток, доля мРНК в общем пуле РНК,
эффективность работы обратной транскриптазы
и др., что обусловливает прямую пропорциональ-
ность количества прочтений (экспрессию) кон-
кретного гена количеству транскриптов этого ге-
на в пуле мРНК, вносимого в секвенатор.

Приводим алгоритм расчета.
Дано:
1) Для гена Х в группах клеток А и Б число ко-

пий гена в каждой клетке было Nх – а и Nх – б соот-
ветственно.

2) Число прочтений после секвенатора было

 и .

3) Число клеток для экстракции РНК было Скл – а
и Скл – б.

4) Масса экстрагированной РНК была МА и
МБ.

5) Содержание РНК в одной клетке  и .
6) Число прочтений прямо пропорционально

числу копий в клетке с неизвестным коэффици-

ентом k. Т.е. Nх – а = k × .

7) Количество транскриптов N в одной клетке
для любого гена прямо пропорционально сум-
марной массе мРНК в этой клетке (при прочих
равных условиях).

Постулируем: В секвенатор на анализ отбира-
ется одинаковое количество РНК, что надо учи-
тывать при расчете количества копий мРНК на
одну клетку (реальной экспрессии, активности
гена) путем домножения числа копий гена (про-
чтений гена) на определенную величину.

Требуется: Рассчитать изменение активности
гена Х в клетках группы А по сравнению с клетка-
ми группы Б на основе чисел прочтения после се-
квенатора.

a'xN − б'xN −

A'M Б'M

a'xN −
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Решение: изменение активности гена, “измене-
ние уровня экспрессии”, Х определяется как част-
ное от деления Nх – а на Nх – б. Т.е. Х = Nх – а/Nх – б.

При расчете на 1 клетку в состоянии А:
Nх – а = Число прочтений × k × массу РНК/чис-

ло клеток, т.е. = ( ) × k × (МА)/(Скл – а),

Аналогично для состояния Б: Nх – б = ( ) ×
× k × (МБ)/(Скл – б).

Подставим эти значения в формулу Х = Nх – а/
Nх – б и после сокращения коэффициента k полу-
чим:

При этом заметим, что частное от деления
массы выделенной РНК М на общее количество
клеток С, из которого получена эта РНК, дает

удельное содержание РНК в одной клетке  =
= (МА)/(Скл – а).

Тогда имеем:

т.е. изменение экспрессии гена (равное частному
числа транскриптов гена Х в единичных клетках
групп А и Б) равно частному их прочтений, умно-
женному на отношение удельного содержания
РНК в клетках этих групп.

Зная отношение удельного содержания РНК в
группах А и Б, например Н/Z, домножаем все
числа прочтений всех генов группы А на Н, а
группы Б на Z, получаем массив скорректирован-

ных чисел прочтения ( )(Н) для массива А и

( )(Z) для массива Б. Тогда для расчетов вели-
чин изменения экспрессии в группах А и Б, до-
статочно будет получить отношения скорректи-
рованных чисел чтения относительно варианта с
наименьшим удельным содержанием РНК на од-
ну клетку.

В случае условий нашего опыта для покоящих-
ся клеток и растущих клеток, удельное содержа-
ние РНК в одной клетке составляет 0.26 и 3.5 фг
соответственно. Их отношение составляет 1 : 13.
Соответственно, количество чтений для каждого
гена в библиотеке, полученной после секвениро-
вания, домножали на 1 для покоящихся клеток и
на 13 для экспоненциальных клеток, и именно
эти величины брали в анализ изменения активно-
стей генов.

Наш алгоритм схож с использованным в рабо-
те Milo, Phillips (2015), представлял величину экс-
прессии гена в пересчете на одну клетку.

a'xN −

б'xN −

( )
− −

− − − −

= =

=

а б

а А кл а б Б кл б

Х

' '( )( ) ( ) ( )( ) ( ) .

х х

x x

N N

N М С N М С

A'M

− − − −= = Aа б а б Б' '( ) ( )(' 'Х ,)х х х х MN MN N N

а'xN −

б'xN −

В итоге ‒ изменение уровня транскрипции ге-
на “Х” в клетках группы 2 по сравнению с клетка-
ми группы 1 определяется по формуле:

(1)

где Nх – 2 ‒ число прочтений гена Х в группе кле-
ток 2 (ПФ); Nх – 1 ‒ число прочтений гена Х в
группе клеток 1 (растущие клетки); 13 ‒ отноше-
ние количества РНК в растущих клетках к коли-
честву РНК в ПФ.

Результаты секвенирования депонированы в
базе данных Bioproject, аccession ID: 977551.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Характеристика покоящихся форм E. coli К12

MG1655. После 45 сут культивирования и после-
дующего “созревания” образование покоящихся
форм было оценено методами фазово-контраст-
ной и трансмиссионной электронной микро-
скопии.

Использование фазово-контрастной микро-
скопии показало наличие в промытом центрифу-
гированном осадке “рефрактерных” клеток, ха-
рактеризующихся повышенным коэффициентом
оптического преломления. В свою очередь, на
электронномикроскопических фотографиях
(рис. 2) подобные объекты визуализировались
как один из двух морфотипов: (а) вытянутые
клетки с более светлой гранулированной комко-
ватой цитоплазмой, более темным фрагментиро-
ванным нуклеоидом и фибриллярной капсулой;
(б) округлые клетки с электронно-плотной цито-
плазмой и утолщенной клеточной стенкой с по-
верхностным фибриллярным слоем. Их морфо-
логия соответствовала описанным нами ранее
ПФ, образующимся на позднем этапе развития
периодических бактериальных культур (Соляни-
кова и соавт., 2013; Мулюкин и соавт., 2015; Лой-
ко и соавт., 2017).

Количество полученных ПФ E. coli К12
MG1655 составляло 0.5‒0.8% от КОЕ культуры,
оставленной на созревание. Остальные >99% ви-
зуализированных объектов были представлены
“тенями” ‒ пустыми клеточными оболочками
(тип “в” на рис. 2), представляющими собой от-
мершие и частично разрушенные бактериальные
клетки.

Количественный анализ содержания мРНК в рас-
тущих и покоящихся клетках E. coli К12 MG1655. Для
экстракции мРНК было использовано ≈9 млрд экс-
поненциально растущих клеток (точка 1) и
≈1.8 млрд покоящихся клеток (точка 2). В экспо-
ненциально растущих клетках количество тоталь-
ной мРНК характеризовалось значением 3.5 ± 0.7 ×
× 10–15 г/кл., в то время как в покоящихся клетках
ее содержание снижалось более чем на порядок (в
13.5 раз) до уровня 2.6 ± 0.5 × 10–16 г/кл. При этом

2 1( ) ( )1 ,Х 3х хN N− −= ×
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как в точке 1, так и в точке 2 выделенная мРНК
имела сходные качественные характеристики без
признаков деградации, что свидетельствовало о
сохранении функциональности данной группы
биополимеров и обеспечивало корректность по-
следующего транскриптомного анализа.

Макрохарактеристика транскриптомов E. coli К12
MG1655. На основании библиотеки прочтений c
применением специального алгоритма (табл. S1)
было рассчитано количество транскриптов, при-
ходящееся на одну клетку. В геноме экспоненци-
ально растущих клеток показана транскрипция
4073 из 4101 имеющихся генов, для 28 генов не об-
наружено ни одного транскрипта. Среднее число
прочтений одного гена составило 54396; разброс
по количеству прочтений для разных генов со-
ставлял 7 порядков; наиболее представленными
были гены с числом чтений 1001‒10000 (рис. 3).

Парадоксально, но в покоящихся клетках
транскрипционая активность была показана так-
же для большинства генов (для 4098 из 4101);
“молчащими” оставались только 3 гена. В то же
время для ПФ характерно общее подавление
транскрипционной активности: среднее число
прочтений одного гена снижалось более чем в
20 раз (до 2164), а наиболее представленными ста-
новились гены с числом чтений 101‒1000 (рис. 3).

Оценка количества транскриптов, присутствую-
щих во всех клетках культуры E. coli К12 MG1655. С
учетом полученных данных о широком варьирова-
нии количества транскриптов, которыми представ-
лены разные гены, представляло интерес оценить,
транскрипты каких генов присутствуют в каждой
клетке популяции, а каких – только в некоторой

части клеток популяции. Это было сделано, поль-
зуясь следующим алгоритмом.

Известно, что в 1 клетке E. coli в среднем при-
сутствует несколько тысяч молекул иРНК (тран-
скриптов) (Milo, Phillips, 2015). Тогда при числе
генов E. coli ⁓4000 это возможно при двух сцена-
риях: если каждый ген представлен только од-
ной‒несколькими копиями, или что гены крайне
неравномерно представлены транскриптами. Раз-
брос количества прочтений генов, пропорцио-
нальных количеству транскриптов в клетке, на
7 порядков (рис. 3) свидетельствует о второй си-
туации. Считается, что у E. coli в каждый момент
активны порядка 25% генов (Richmond et al.,
1999). Среднее количество единиц каждой инди-
видуальной мРНК в клетке не превышает не-
скольких копий у бактерий (Milo, Phillips, 2015) и
нескольких десятков у млекопитающих (Schwan-
häusser et al., 2011).

Примем, что если для какого-либо гена число
прочтений, полученных в данных условиях, рав-
но или превышает среднее количество прочтений
на один ген для всей популяции генов в данной
группе, то такой ген будем считать представленным
в каждой клетке. Гены, представленные меньшим
числом экспрессии, будем считать активными
лишь в некоторой части популяции. Такая услов-
но пороговая величина для растущих клеток и
ПФ составляет 54396 и 2164 прочтений мРНК со-
ответственно.

Подсчет числа генов, представленных разным
количеством прочтений, выраженных в %, дает
долю генов, активных в каждой клетке популяции
(табл. 1). Для растущих клеток и ПФ эти величи-
ны составляют, соответственно, 16 и 21%. Полу-

Рис. 2. Электронные фотографии ПФ E. coli К12 MG1655, использованных для выделения мРНК. Обозначения: а, б –
морфотипы ПФ, описанные в тексте; в – остатки отмерших бактериальных клеток. Масштабная линейка – 1 мкм.

(а) (б) (в)
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ченные величины близки литературным данным
о доле активной части генома в клетках бактерий
(25%) (Richmond et al., 1999), что доказывает
адекватность нашего расчета. Аналогичный на-
шему расчет по количеству мРНК на одну клетку
приведен в работе (Milo, Phillips, 2015).

Гены, активные в каждой метаболически ак-
тивной клетке, можно считать необходимыми для
развития бактерий в данных условиях.

Наличие значительного количества генов, ак-
тивных не в каждой клетке популяции, указывает
на то, что полученный транскриптом относится
не к одной клетке, а ко всей популяции бактерий,
в которой клетки весьма гетерогенны по набору
чтений различных генов. Такая ситуация обу-
словливает и отражает высокую внутрипопуляци-
онную гетерогенность клеток бактерий.

Сравнительный анализ транскриптомов расту-
щих и покоящихся клеток E. coli К12 MG1655 по
функциональным группам генов. По результатам

аннотирования на основе базы данных COGs
(The Clusters of Orthologous Groups) транскрипты
были разделены на 5 блоков (метаболизм низко-
молекулярных соединений, метаболизм полиме-
ров, энергетика клетки, функционирование клетки
как единого целого, неопределенное назначение),
включающих 19 функциональных групп (табл. 2).

Проведенный сравнительный анализ свидетель-
ствовал в пользу качественных различий транскрип-
томного профиля растущих и покоящихся клеток
E. coli К12 MG1655, что соответствовало исход-
ным представлениям о дифференцированном
уровне активности генов у морфологически и фи-
зиологически различающихся растущих и покоя-
щихся клеток. Гены, активные в каждой клетке, с
максимальной относительной активностью в ПФ
в 2 раза более высокой, чем в растущих клетках,
принадлежат к группам: оборота ДНК, подвиж-
ности клеток, механизмам защиты, генов с не-
определенными функциями.

Рис. 3. Сравнение транскриптомов растущих (А) и покоящихся (В) клеток E. coli К12 MG1655 по численности прочте-
ний отдельных генов. Гены объединены в группы, различающиеся по численности прочтений на 1 порядок.
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Таблица 1. Статистические количественные характеристики транскриптомов растущих клеток и покоящихся
форм E. coli К12 MG1655

* Гены с максимальным числом прочтений представлены в табл. 3.

Тип клеток Общее 
число генов

Число 
неактивных 

генов

Максимальное 
число чтений 

гена*

Среднее число 
чтений

Количество генов, активных 
во всех клетках популяции

число %

Растущие 
клетки

4101 28 7.2 млн. 54396 650 16%

ПФ 4101 3 425 тыс. 2164 798 21%
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Таблица 2. Функциональные группы генов и их представленность прочтениями в каждой клетке в различных по-
пуляциях E. coli ‒ растущих клеток и ПФ

Примечание. Жирным шрифтом выделены группы генов с различиями в величине экспрессии генов между фазами развития
клеток в 2 и более раз.

Тип клеток Растущие ПФ

Блок I – метаболизм низкомолекулярных соединений
Аминокислоты (транспорт и метаболизм) 122 162
Липиды (транспорт и метаболизм) 50 34
Углеводы (транспорт и метаболизм) 142 112
Коферменты (транспорт и метаболизм) 30 44
Неорганические ионы (транспорт и метаболизм) 72 72
Нуклеотиды (транспорт и метаболизм) 48 34
Вторичные метаболиты (синтез, транспорт и метаболизм) 12 14

Блок II – метаболизм полимеров
Белки – оборот, шапероны, пост-трансляционная модификация 74 84
ДНК – репликация, рекомбинация, репарация 28 76
Транскрипция 80 122
РНК – процессинг и модификация 1 1
Трансляция, структура и сборка рибосом 188 182

Блок III – энергетический метаболизм
Энергия – продукция и конверсия 162 122

Блок IV – уровень целой клетки
Деление клеток, контроль клеточного цикла, деление хромосомы 14 22
Подвижность клеток 16 42
Механизмы защиты 2 4
Механизмы передачи сигнала 70 112
Внутри- и внеклеточный транспорт белков 26 44

Блок V – функции не определены
Общие функции только предсказаны 77 102
Неопределенная функция 46 104

В целом можно заключить, что групповой ана-
лиз генов оказался малоэффективным (видимо, по
причине присутствия в каждом из функциональных
блоков генов с чрезвычайно низким уровнем актив-
ности) и поэтому должен быть дополнен тотальным
анализом изменения активности отдельных генов
независимо от их представленности.

Поэтому поиск генов, важных для образова-
ния ПФ, был далее продолжен путем использова-
ния двух нижеописанных подходов.

Идентификация генов, важных для формирова-
ния цистоподобных ПФ, проведена с использова-
нием двух подходов: (а) путем определения генов,
представленных в ПФ максимальным количе-
ством прочтений; (б) путем сравнения активно-
сти генов, активность которых возрастает в 2 и
более раз независимо от уровня их экспрессии.

С использованием первого подхода были вы-
явлены 6 генов, максимально транскрибируемых
в ПФ (табл. 3): pspA (регуляторный белок оперона

фагового шока; 153274 прочтений), жизненно важ-
ный для поддержания протонной движущей силы
через мембраны в стрессовых условиях (Flores-
Kim, Darwin, 2016); rmf (фактор модуляции рибо-
сом; 149375 прочтений), делающий рРНК более
устойчивой к деградации и вовлеченный в процесс
димеризации 70S рибосом с формированием т.н.
“100S рибосом” (Yoshida et al., 2021); cspE (анти-
терминатор транскрипции, относящийся к се-
мейству белков холодового шока; 133624 прочте-
ний), в том числе, что важно в контексте настоящего
исследования, выступающий в качестве регулято-
ра стабильности РНК; а также ген rbsD (кодирует
пираназу D-рибозы; 130465 прочтений) вовле-
ченный в процесс углеводного метаболизма. Ин-
тересно, что генами с наибольшим количеством
прочтений являются raiA (cold shock protein associat-
ed with 30S ribosomal subunit; 425157 прочтений) и
ompF (outer membrane porin 1a (Ia; b; F), высокая
транскрипционная активность которых харак-
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терна и для экспоненциально растущих клетках.
Последний факт подтверждает более длительную
выживаемость мРНК, чем считали ранее (Selinger
et al., 2003), не минуты‒десятки минут, а десятки
суток.

Наиболее понятна важность для формирова-
ния ПФ генов raiA и cspE. Первый из них стабили-
зирует 70S рибосому, ингибирует процесс элонга-
ции и повышает точность трансляции (Agafonov,
Spirin, 2004), а второй обеспечивает правильную
укладку молекул РНК и помогает им принимать
функционально активные состояния (Rennella
et al., 2017).

Очевидно, что такой подход, не учитывающий
сравнительных активностей всех генов, не явля-
ется плодотворным, поскольку он выявляет, во-
первых, не все гены, важные для образования ПФ,
и, во-вторых, может ошибочно выявлять гены, ак-
тивность которых более характерна для других
фаз развития культур. Кроме того, нет объектив-
ного критерия для определения уровня, опреде-
ляющего гены, с максимальным уровнем тран-
скриптов. Этот подход приводится в работе в ка-
честве сравнения.

Наиболее значимые результаты получены при
анализе всей совокупности транскриптов мРНК,
когда были рассчитаны отношения экспрессии
генов в ПФ относительно их экспрессии в экспо-
ненциально растущих клетках. В табл. 4 представле-
ны гены, экспрессия которых в 2 и более раз выше в
ПФ. Всего было обнаружено 60 таких генов.

Все гены можно объединить в функциональ-
ные группы (рис. 4) на основе активностей их
продуктов или их функций:

функционирование генома (токсин/антиток-
синовая система, иммунитет, транспозазы; 6 ге-
нов);

свойства оболочек (мембраны, периплазма;
13 генов);

метаболизм (5 генов);
биопленки (адгезия и коллективное поведе-

ние; 12 генов);
стрессоадаптация (8 генов);
регуляция пролиферации (клеточное деление,

консервация рибосом; 2 гена).
Большая группа генов, активируемых при

формировании ПФ, пока не имеет выявленных
функций (14 генов). При этом часть функцио-
нальных генов принадлежит фаговым геномам (в
виде профагов) (выделены в табл. 4 жирным
шрифтом с подчеркиванием) (13 генов).

Рассмотрим гены с максимальным уровнем
повышения активности. Восемь генов характеризо-
вались транскрипционной активностью, превыша-
ющей таковую в растущих клетках в 8‒10 раз (в таб-
лице выделены голубой заливкой). Два из них
(yceO и yncJ) кодировали белки с неизвестной
функцией, функция шести генов позволяла пред-
полагать их роль в переходе бактериальных кле-
ток в покоящееся состояние. Высокий уровень
экспрессии гена csgB, дополняемый повышен-
ным в 2 раза уровнем экспрессии гена csgA свиде-

Таблица 3. Гены, представленные максимальным числом прочтений

Клетки
Количество
прочтений 

мРНК
Ген Продукт (функция) гена

Активные 2926225 aspA Аспартат-аммоний-лиаза
3024222 ompA Белок наружной мембраны А
3102452 pflB Формиатлиаза 1
3200888 fusA Фактор элонгации цепи EF-G
3508555 gapA Глицероальдегид-3-фосфат дегидрогеназа А
3508766 tufA Фактор элонгации EF-Tu 1
3632342 raiA Белок холодового шока, ассоциированный с 30S субъединицей рибосом
6453556 lpp Синтез липопротеина муреинового слоя
7216487 ompF Порин наружной мембраны F

ПФ 130465 rbsD Пираназа D-рибозы
133624 cspE Белок холодового шока, фактор антитерминации транскрипции,

участвует в плавлении РНК, связывает ssДНК
149375 rmf Фактор модуляции рибосом
153274 pspA Фаговый белок-регулятор
253939 ompF Порин наружной мембраны F
425157 raiA Белок холодового шока, ассоциированный с 30S субъединицей рибосом
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Таблица 4. Гены, экспрессия которых возрастает в ПФ в 2 и более раз по сравнению с растущими клетками. Гены,
активность которых возрастает в 8 и более раз, выделены жирным шрифтом и подписаны в первом столбце. Фа-
говые гены выделены жирным шрифтом с подчеркиванием в первом столбце

Ген Продукт гена

Стрессоадаптация
pspB Активатор транскрипции оперона psp operon
pspA Белок-регулятор шоковых белков
acrS Репрессор транскрипции оперона acrAB (синтеза токсина AcrAB‒TolC)
ynaE Белок холодового шока
ydfK Белок холодового шока
ynfN Белок холодового шока
cspI Шоковый белок
pspG Шоковый белок G

Биопленки (адгезия и коллективное поведение)
ecpR Предполагаемый регулятор транскрипции оперона ecp
csgB – 10 раз Белок малой субъединицы белка фимбрий типа курлей
csgA Амилоидный белок фимбрий типа курлей
ycgZ Белок регуляции биопленок и кислотоустойчивости
ymgA Белок регуляции биопленок
ymgC ‒ 8 раз Белок адаптации к низкой температуре и др. стрессам, образования биопленок
ariR Белок регуляции биопленок и кислотоустойчивости
ypdI Предполагаемый липопротеин, участвующий в синтезе колановой кислоты
yraI Предполагаемый периплазматический шаперон пилина
ydeQ Предполагаемый адгезин типа фимбрий
ydeR Предполагаемый адгезин типа фимбрий
ydeS – 10 раз Предполагаемый адгезин типа фимбрий

Оболочки (мембраны, периплазма)

cpxP – 10 раз Периплазматический ингибитор оперона cpx

kdpA Субъединица А АТФ-зависимой транслоказы К+

kdpB Субъединица В АТФ-зависимой транслоказы К+

kdpC Субъединица С АТФ-зависимой транслоказы К+

ybfB Предполагаемый мембранный белок

artJ Периплазматический связывающий белок системы транспорта аргинина ABC

ycdU Предполагаемый белок внутренней мембраны

ompG Белок внешней мембраны G

ynbA Белок внутренней мембраны
yneM Белок внутренней мембраны
ynbB ‒ 8 раз Предполагаемая синтаза диглицеридов CDP
yiaW Белок внутренней мембраны DUF3302
yjbT Предполагаемый периплазматический белок

Метаболизм
rspB Предполагаемая Zn-зависимая NAD(P)-связывающая оксидоредуктаза
argF Орнитин-карбамаил-трансфераза профага CP4-6
trpE Компонент I антранилат-синтазы
argC N-ацетил-гаммаглутамилфосфатредуктаза, NAD(P)-связывающая
argI Орнитин-карбамаил-трансфераза 1
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тельствовал об интенсивном биосинтезе белков
внеклеточного матрикса (“курлей”), формирую-
щих дополнительный адгезивный слой поверх
клеточной стенки формирующихся ПФ и пред-
полагающих дальнейшее существование ПФ в
прикрепленном состоянии на границах раздела фаз
(Hammer et al., 2007). Аналогичное заключение мо-
жет быть сделано в отношении гена ydeS, вместе с
также активно транскрибируемыми генами ydeQ
и ydeR кодирующего вероятный фимбрия-подоб-
ный адгезивный протеин. Ген ymgC также связан
с формированием биопленок, особенно в стрес-
совых условиях (Domka et al., 2007; Kannan et al.,
2008; White-Ziegler et al., 2008). Ген ynbB отвечает
за синтез фосфатидцитидилтрансферазы, фер-
мента, связанного с фосфатидилинозитольной
сигнальной системой и обусловливающего встра-

ивание белков во внутреннюю мембрану E. coli
(Sato et al., 2019).

На этом фоне роль гена yhhZ (кодирует пред-
полагаемый полиморфный токсиновый белок се-
мейства Hcp1) может определяться его колици-
но-подобной активностью тРНКазы (как условия
для остановки процесса трансляции). Активность
токсин‒антитоксиновых модулей характерна для
образования персистеров (Maisonneuve, Gerdes,
2014; Alkasir et al., 2018), что согласуется с нашим
предположением о том, что персистеры являются
предшественниками ПФ (Мулюкин и соавт., 2015).
Наконец, еще одним свехэкспрессируемым в ПФ
геном являлся cpxP, кодирующий периплазмати-
ческий адапторный белок, который ингибирует
индукцию стрессовой реакции при неправильной
упаковке белков (Thede et al., 2011), а также спо-
собствует DegP-опосредованному протеолизу не-

Регуляция пролиферации (клеточное деление, консервация рибосом)
dicB Белок-ингибитор клеточного деления профага Qin
rmf Фактор модуляции рибосом

Функциональность генома-ДНК (системы токсин/антитоксин, иммунитета, транспозазы)
yhhZ – 10 раз Предполагаемый токсин семейства Hcp1 с колициноподобной ДНКазной и тРНКазной актив-

ностью
yhhH Предполагаемый антитоксин токсина RhsB семейства NTF2, фактор иммунитета
yjcF Белок с пентапептидными повторами YjcF
yhhI Предполагаемая транспозаза
ydcC Предполагаемая транспозаза с повторами H-типа
ybfD Предполагаемая транспозаза с повторами H-типа
insK Транспозаза типа В мобильного элемента IS150

Гены без специфических выявленных (известных) функций
Регуляторы транскрипции (пока без функций)

ygeH Предполагаемый регулятор транскрипции
yagA Предполагаемый регулятор транскрипции профага CP4-6
Фаги
ydaE Белок профага Rac
ydfD Белок профага Qin
ybcV Белок профага DLP12
ydfD Белок профага Qin

С неизвестными функциями
yceO –10 раз Белок с неизвестной функцией
ybeR Белок с неизвестной функцией
yqeJ Белок с неизвестной функцией
yqeK Белок с неизвестной функцией
yncJ – 10 раз Белок с неизвестной функцией
yncH Белок с неизвестной функцией
yjbL Белок с неизвестной функцией

Ген Продукт гена

Таблица 4. Окончание
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правильно свернутых белков (Isaac et al., 2005).
По сути, это наиболее сильно индуцированный
член регулона Cpx, который улавливает различ-
ные типы экстрацитоплазматических стрессов и
устраняет их, чтобы гарантировать выживание
организма и, как показывает настоящее исследо-
вание, обеспечить его переход состояние глубо-
кого покоя. Очевидно, что функции этих генов
важны при созревании ПФ.

Из других генов отметим наиболее важные:

Функция генов kdp ‒ транспорт К+. Его роль в
формировании ПФ заключается в следующем. В
конце стационарной фазы, когда в популяции до-
статочно энергетических субстратов, и позже в
фазу лизиса, когда остается функциональной ма-
лая доля клеток-персистеров (будущих покоя-
щихся клеток), этот транспортер нужен для энер-
гозависимой накачки ионов К+ в клетку. Когда
энергодающие системы клеток угасают, и форми-
руются собственно ПФ, этот белок осуществляет
пассивный транспорт К+ по градиенту концен-
трации (в дополнение к его выходу по порам,
формирующимся в цитоплазаматческой мембра-
не (Эль-Регистан и соавт., 1985; Бухарин и соавт.,
2005). Вынос воды с ионами К+ приводит к обез-
воживанию цитоплазмы и ее витрификации, что
является важнейшим механизмом покоя у микро-
организмов (Parry et al., 2014).

Чрезвычайно важным видится повышенная
активность гена dicB, кодирующего белок-ингиби-
тор деления клеток (Labie et. al., 1990; Masuda et al.,
2012).

Репрессирование системы выброса токсинов
AcrAB‒TolC (ген ингибитора этой системы ‒
acrS) обусловлено тем, что в ее активности в не-
растущей клетке нет необходимости.

Активация блока генов, связанных с адгезией
и образованием биопленок, обусловливает повы-
шенную выживаемость популяции в состоянии
биопленок в ходе созревания ПФ.

Очевидной и важной для ПФ видится функция
гена rmf, продукт которого, фактор модуляции
рибосом, во время стационарной фазы преобра-
зует незрелые рибосомы 70S в димерную форму
(90S рибосомы), которые преобразуются в неак-
тивные 100S рибосомы (процесс “рибосомальной
спячки”) (Wada et al., 1995). Димеризация рибо-
сом ведет к подавлению связывания аминоацил-
тРНК, останавливает синтез белка, одновремен-
но делая рРНК более устойчивой к деградации,
что может быть оценено как универсальный ме-
ханизм перехода в покоящееся состояние. Такой
механизм зафиксирован также и в VBNC и клет-
ках-персистерах (Kim et al., 2018).

Активность генов c повышенной в ПФ актив-
ностью, регулирующих активность ДНК, может

Рис. 4. Функциональные группы генов, важных для формирования покоящихся клеток E. coli.
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быть связана не с образованием ПФ, а с подготов-
кой к их пробуждению. Нейтрализация ингиби-
тора клеточного роста продуктом гена yhhH вы-
глядит более востребованной в фазе пробуждения
ПФ в благоприятных условиях, а не при их фор-
мировании.

Активность четырех транспозаз (yhhI, ydcC, ybfD,
insK) также видится более связанной с функциони-
рованием клеток, образующихся из проросших
ПФ. Известно, что популяции, вырастающие из
ПФ, характеризуются расширенным диссоциатив-
ным спектром по сравнению с активно растущими
культурами (Solyanikova et al., 2011; Соляникова и
соавт., 2013, 2017; Ivshina et al., 2015). При этом од-
ним из двух механизмов переключения фенотипов
является сайт-специфическая рекомбинация, ос-
нованная на наличии в переключаемых генах IS-
элементов (van der Woude, Bäumler, 2004). Фер-
ментами, обеспечивающими функционирование
таких генов, являются рекомбиназы и транспозазы
(относящиеся к одному классу ДНК-узнающих
рекомбиназ). Наличие широкого спектра диссо-
циантов обеспечивает максимальную вероятность
выживания популяции бактерий, вырастающих из
ПФ, в чем и заключается биологический смысл вы-
сокой активности транспозаз в ПФ.

Часть генов относится к генам с неизвестной
функцией, и эти гены являются резервом для ис-
следования механизмов формирования покоя-
щихся клеток.

Путь превращения растущих клеток в зрелые
ПФ состоит из нескольких ключевых стадий:
дифференциация растущих клеток на клетки-пер-
систеры, переход в стационарную фазу, автолиз
большей части клеток, созревание персистеров в
покоящиеся клетки. По литературным данным к
генам, важным для формирования персистеров, от-
носятся некоторые системы токсин‒антитоксин,
сигнальные системы с участием ррGрр и SOS-от-
вета (Maisonneuve, Gerdes, 2014). Однако, против
нашего ожидания, мРНК генов, важных для фор-
мирования клеток персистеров, в нашем исследо-
вании не найдено, за исключением некоторых ге-
нов токсин‒антитоксиновой системы, что также
указывает на завершенность повышенной актив-
ности таких генов к моменту начала формирова-
ния покоящихся клеток и, поэтому, отсутствия
транскриптов этих генов в ПФ.

Большая часть генов ожидаемо снижала ак-
тивность при переходе из активного состояния в
покоящееся (приложение S1). Однако пятна-
дцать генов снижали свою активность в 200 и бо-
лее раз (табл. 5). Рассмотрим их фунции.

Наиболее выраженная репрессия зафиксиро-
вана для расположенных рядом и совместно
транскрибируемых генов treB и treC, вовлеченных
в процесс транспорта и метаболизма трегалозы
(Klein et al., 1995). Зафиксированное снижение в

ПФ уровня экспрессии генов treB и treC в 2‒4 тыс.
раз относительно экспоненциально растущих
клеток свидетельствует о практически полном
выключении рассматриваемого транспортного и
метаболического процессов.

Существенно ингибируемым в ПФ оказался и
процесс транспорта железа белком внешней мем-
браны FecA, функционирующим также как при-
емник и передатчик сигнала для инициации
транскрипции fec-оперона (Sauter et al., 2004).
Уровень экспрессии гена fecA снижался в 1460
раз, что ожидаемо кратно подавляло транскрип-
цию расположенных рядом генов fecE, fecD, fecC и
fecB, кодирующих структурные белки ABC-
транспортера цитрата железа.

Еще одной группой генов, активность которых
существенно угнеталась в ПФ, оказались гены,
связанные с транспортом и метаболизмом орга-
нических кислот и аминосахаров:

ген nanA, продукт которого катализирует аль-
дольное расщепление N-ацетилнейраминовой
(сиаловой) кислоты с образованием пирувата и
N-ацетилманнозамина;

ген garD, ответственный за утилизацию D-га-
лактарата, и ген garP, кодирующий предполагае-
мый переносчик D-галактарата;

ген nagB, отвечающий за деградацию глюкоза-
мина, что также сопровождалась нарушением
транспорта названного аминосахара вследствие
снижения экспрессии рядом расположенного ге-
на nagE;

ген mglB, отвечающий за транспорт D-галакто-
зы/метилгалактозида;

гены manX, manY и manZ, в совокупности отве-
чающие за функционирование маннозо-специ-
фической фосфотрансферазной системы.

В транскриптоме ПФ также обнаружено выра-
женное снижение экспрессии фермента энерге-
тического метаболизма фосфоглицератмутазы,
катализирующего взаимопревращение 2- и 3-
фосфоглицерата в гликолитическом и глюконео-
генном путях (активность гена gpmM подавлена в
247 раз), а также нарушение метаболизма амино-
кислот как следствие снижения экспрессии пери-
плазматической L-аспарагиназы (продукта гена
ansB) – в 200 раз.

Таким образом, совокупность полученных дан-
ных свидетельствует о комплексном подавлении
процессов транспорта и метаболизма низкомолеку-
лярных соединений в ПФ E. coli К12 MG1655, в ря-
де случаев сопряженных с нарушением энергети-
ческого метаболизма. Тем самым данный результат
хорошо согласуется с устоявшимися представлени-
ями о гипо- и анабиотическом статусе покоящихся
форм неспорообразующих бактерий (Kaprelyants
et al., 1993; Бухарин и соавт., 2005), позволяющем им
длительно сохранять свою жизнеспособность.
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Полученные нами данные соотносятся с ана-
логичными, полученными другими исследовате-
лями.

Транскриптомный анализ созревания ПФ ми-
кобактерий (Wu et al., 2016) выявил, что снижает-
ся активность генов трансляции и транскрипции,
гены клеточного деления сначала активируются,
а к моменту созревания ПФ снижают активность
на несколько порядков, что согласуется с нашими
данными. Гены энергетического метаболизма в
большинстве активируются до 1000 раз, гены сиг-
нальных систем и факторов транскрипции вели
себя разнонаправлено: некоторые сигма-факто-
ры и факторы транскрипции индуцировались,
синтез других подавлялся. В нашей работе мРНК
факторов транскрипции в ПФ не активирова-
лись.

В покоящихся некультивируемых клетках
M. tuberculosis (Ignatov et al., 2015), как и в нашей
работе, было отмечено снижение уровня мРНК
на порядок (в 30‒50 раз). В них сохранялись мРНК,
кодирующие ферменты биосинтеза, белки, участ-
вующие в процессах адаптации и репарации, де-
токсикации и контроле инициации транскрипции,

а также некодирующие малые РНК. Повышение
активности отмечено для генов синтеза НАДН-де-
гидрогеназы II (ndhA) и системы взаимодействия
этого патогена с хозяином PE-PGRS (51 ген из 62
был активирован), большинство генов основного
метаболизма активированы не были. Однако поко-
ящиеся некультивируемые клетки M. tuberculosis су-
щественно отличаются от ПФ E. coli.

Анализ транскриптома при созревании спор
грамотрицательных миксобактерий (Müller et al.,
2010) выявил, что при созревании спор миксобак-
терий подавлялись в наибольшей степени гены
энергетического метаболизма, низкомолекуляр-
ных интермедиатов, синтеза и оборота белка,
клеточных оболочек, регуляторов, а активирова-
лись – передачи сигнала, транскрипции, метабо-
лизма ДНК. Данный паттерн активации генов весь-
ма отличен от E. coli и других грамотрицательных
бактерий.

В работе (Dong, Bauer, 2015) исследовали тран-
скриптом форм покоя (цист) других грамотрица-
тельных бактерий, родоспирилл. При созревании
цист повышалась активность (экспрессия) следу-
ющих генов: транспорт неорганических ионов,

Таблица 5. Гены, уровень транскрипции которых снижался в покоящихся клетках E. coli К12 MG1655 относи-
тельно экспоненциально растущих клеток в 200 и более раз

Ген Продукт гена/функция Функциональный
блок (см. табл. 2)

Кратность
понижения 

уровня 
экспрессии

ansB Периплазматическая L-аспарагиназа I 200
garP Предполагаемый переносчик D-галактарата I 204
gpmM Фосфоглицеромутаза III (кофактор-независимая) I/III 247
manY Маннозо-специфический фермент фосфотрансферазной 

системы (IIC компонент)
I 252

manX Маннозо-специфический фермент фосфотрансферазной
системы (IIA и IIB компоненты)

I 280

yeiQ Предполагаемая НАД-зависимая D-маннонатоксидоредуктаза I/III 290
nagE N-ацетилглюкозамин-специфический фермент фосфотрансферазной 

системы (IIC, IIB и IIA компоненты)
I 302

tdcE 2-кетобутиратформиат-лиаза (пируватформиат-лиаза) I/III 311
mglB D-галактоза/метилгалактозид-связывающий периплазматический 

белок
I 348

nagB Глюкозамин-6-фосфатдезаминаза I/III 364
garD D-галактаратдегидрогеназа I/III 552
nanA N-ацетилнейраминалиаза I/III 732
fecA Белок внешней мембраны ‒ переносчик цитрата железа, приемник

и передатчик сигнала для инициации транскрипции fec-оперона
I 1459

treC Трегалозо-6-фосфатгидролаза I/III 1867
treB Трегалозо-специфический фермент фосфо-трансферазной системы 

(IIB и IIC компоненты)
I 4302, 585
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движение клеток, оборот белков, метаболизм липи-
дов и углеводов, энергетический. Такая ситуация
естественна для начала процесса созревания ПФ.

Для анализа наших данных представляет осо-
бый интерес работа Arunasri et al. (2014), в кото-
рой исследовали транскриптом длительной ста-
ционарной фазы E. coli, в которой речь идет об
условиях, аналогичных нашей работе. Этой груп-
пой выявлено, что в поздней стационарной фазе
существенно меняется экспрессия 95 генов (22 –
активируются, 73 – подавляются). Активирова-
лись 9 генов, связанных с метаболизмом ДНК,
IS-элементами и транспозицией генов, 2 гена с
Н-повторностями, 3 гена метаболизма, а подав-
лялись ‒ связанные с синтезом белка, транспортом
и метаболизмом, что совпадает с нашими результа-
тами. В силу иного акцента указанных исследова-
ний, авторы работы Arunasri et al. (2014) не связы-
вали активность генов с созреванием ПФ.

Интересно, что в ПФ бацилл, спорах, найдено
всего 23 типа транскриптов (Keijser et al., 2007),
тогда как в ПФ E. coli присутствуют транскрипты
практически всех генов. Очевидно, что такая си-
туация происходит по причине принципиальной
разницы спор и цистоподобных ПФ.

Таким образом, можно заключить, что:
(1) впервые проведен транскриптомный ана-

лиз форм глубокого покоя, цистоподобных поко-
ящихся клеток E. coli;

(2) впервые показано присутствие в них суще-
ственного количества мРНК практически всех ге-
нов;

(3) количество мРНК по сравнению с экспо-
ненциальным ростом в пересчете на одну клетку
снижено в 13.5 раз, но она функционально полно-
ценна;

(4) в ПФ обнаруживаются транскрипты боль-
шинства генов; транскрипты распределены по
клеткам популяции не равномерно, только не-
большая часть генов представлена транскрипта-
ми во всех клетках популяции. Поэтому клетки
популяции ПФ крайне гетерогенны по представ-
ленности транскриптами – во всех клетках рабо-
тают лишь самые нужные гены, а большая часть
генов может быть активна лишь в некоторой ча-
сти клеток популяции, что обусловливает гетеро-
генность клеток популяции;

(5) только 21% генов представлены транскрип-
тами в каждой клетке. Эти гены важны для реали-
зации самых важных функций (core-metabolism).
Остальные гены, которых большинство, очевид-
но, кодируют ферменты с функциями, без кото-
рых в условиях опыта можно выжить. Эти гены
обусловливают гетерогенность популяции. Одна
группа клеток имеет ферменты и системы, даю-
щие им преимущество в данных условиях роста,
такие клетки составляют доминирующий фено-
тип. Часть клеток, не имеющая важных белков,

будет проигрывать конкуренцию клеткам доми-
нантного фенотипа и медленнее расти, они состав-
ляют минорные фенотипы. В последнем случае
клетки могут иметь преимущества при изменении
условий роста (в пределах видовых пределов роста
и развития);

(6) причиной наличия мРНК в покоящихся
клетках, очевидно, является ингибирование ак-
тивности гидролаз, включая РНКазы, что харак-
терно для ПФ;

(7) разработанный алгоритм расчета диффе-
ренциальной активности генов на основе учета
количества РНК в одной клетке позволил вычле-
нить наиболее активные гены. Использование
альтернативных алгоритмов выявляло число ге-
нов с повышенной активностью в ПФ относи-
тельно растущих клеток на порядок больше, что
затрудняет проведение анализа;

(8) гены, представленные в ПФ транскриптами,
представлены тремя онтогенетическими группа-
ми – а) специфическими для ПФ, важными для
формирования ЦПК; б) неспецифическими,
оставшимися от предыдущих стадий развития;
в) важными для последующих стадий – прораста-
ния и активного роста. Функционально эти гены
относятся к группам:

обеспечивающим функциональность генома
(ДНК) (токсин/антитоксиновая система, имму-
нитет, транспозазы;

связанным с функционированием оболочек
клетки (мембраны, периплазмы);

метаболизма;
образования и функционирования биопленок

и связанного с этим коллективного поведения;
стрессоадаптации;
регуляции пролиферации (клеточное деление,

консервация рибосом).
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Abstract—The transcriptome of Esherichia coli cystlike dormant cells was investigated. RNA content in a sin-
gle dormant cell was 0.26 fg, i.e., 13.5 times less than in a cell of a growing culture. The presence of mRNA in
E. coli dormant cells has not been reported previously. The pools of gene reads for the dormant and growing
cells were characterized, as well as the differential expression of all genes, calculated according to the special
algorithm considering the average mRNA amount in a single cell. The notion of the genes active in every cell
of the population was introduced. In each cell of the dormant and growing E. coli population, such genes were
represented by the transcripts of 21 and 16% of the genes, respectively. The revealed cell heterogeneity in the
set of active genes is one of the reasons (and forms) of heterogeneity of bacterial populations. Sixty genes were
revealed, for which activity increased twice or more during formation of E. coli dormant cells. These were the
genes responsible for genome activity, structure and properties of the cell envelope, cell proliferation, stress
adaptation, biofilm formation and functioning, and collective behavior, as well as the genes providing for sur-
vival of the cell population during germination of the dormant cells.

Keywords: cystlike dormant cells, Escherichia coli К12, transcriptome
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Проведено исследование сообщества аноксигенных фототрофных бактерий водной толщи меро-
миктического оз. Большие Хрусломены в зимнее время, определен его состав и структура. Сооб-
щество развивалось на глубине 4.25 м, в подледный период его активность была крайне низкой
(6.2 мкмоль С л–1 сут–1). Цвет воды в зоне максимального развития фототрофных бактерий был не-
обычным, лимонно-желтым, предположительно за счет образования и накопления в ней полисульфи-
дов. Цвет придонной воды также был лимонно-желтым, придонная вода была устойчива к окислению
кислородом воздуха. В слое максимального развития АФБ содержание Бхл d зелено-окрашенных зеле-
ных серобактерий существенно превышало содержание Бхл е коричнево-окрашенных зеленых се-
робактерий и составляло 77 и 23% соответственно. Из воды озера выделены культуры зеленых и пурпур-
ных серобактерий, определены их физиологические и генетические характеристики. Два штамма зеле-
ных серных бактерий (коричнево-окрашенный BrKhr17 и зелено-окрашенный GrKhr17) содержали в
клетках газовые вакуоли. Филогенетически они оказались наиболее близки к зелено-окрашенному
штамму Chlorobium phaeovibrioides DSM 265 и по совокупности свойств были причислены к новым
штаммам вида Chlorobium phaeovibrioides.
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Аноксигенные фототрофные бактерии (АФБ)
являются типичными обитателями освещенной
границы сероводородной зоны водной толщи стра-
тифицированных водоемов. Сообщества АФБ раз-
нообразны, и их видовой состав, плотность и
структура определяются типом водоема и сово-
купностью физико-химических факторов, из кото-
рых наиболее существенное значение имеют ми-
нерализация воды, рН, освещенность, наличие

биогенных элементов, а также прозрачность и
цветность расположенной выше толщи воды.

Участвуя в процессах круговорота углерода и
серы, АФБ являются продуцентами органического
вещества и осуществляют светозависимое окис-
ление сероводорода. Вместе с нефототрофными
серобактериями, АФБ предотвращают проник-
новение сероводорода в верхние слои воды и
отравление водоема. Продукция АФБ часто сопо-
ставима с продукцией оксигенных фототрофов, а

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ 
СТАТЬИ
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нередко и значительно превышает ее, например,
в оз. Могильное (Горленко и соавт., 1977). Для зе-
леных серных бактерий (ЗСБ), развивающихся в
условиях постоянного присутствия сероводорода,
характерно окисление сероводорода до этапа об-
разования молекулярной серы.

Сера, продуцируемая микробами серного цикла
в процессе окисления сульфидов, имеет разнооб-
разные формы. К настоящему времени в бактериях,
накапливающих серу, было идентифицировано
множество химических соединений, отличных от
циклооктасеры (S8), включая неорганические по-

лисульфиды  политионаты (–O3S‒Sn‒ )
и длинноцепочечные органосульфаны (R‒Sn‒R).
Растворимость этих соединений S0 в воде различна:
от почти нерастворимых колец S8 до чрезвычайно
растворимых неорганических полисульфидов (Berg
et al., 2014). Известно, что глобулы серы, проду-
цируемые фототрофными бактериями, состоят из
длинных цепей, оканчивающихся органическими
группами, тогда как хемотрофные бактерии про-
изводят глобулы, состоящие из серных колец (S8)
(Kleinjan et al., 2003).

При доминировании ЗСБ в стратифицирован-
ных водоемах часто развиваются как зелено-
окрашенные (з/о) так и коричнево-окрашенные
(к/о) виды, соотношение их клеток может сильно
варьировать. В настоящий момент в научной ли-
тературе нет четкого объяснения тому факту, что
в одних озерах развиваются преимущественно з/о
ЗСБ, а в других – к/о ЗСБ.

Данная работа является продолжением микро-
биологических исследований структуры и состава
сообщества АФБ водной толщи меромиктиче-
ских озер в районе Беломорской биологической
станции МГУ им. М.В. Ломоносова. Ранее нами
были подробно исследованы состав и структура
сообществ АФБ из озер Кисло-Сладкое (Лунина
и соавт., 2014; 2016) и Трехцветное (Лунина и со-
авт., 2019). В исследованиях этих и других меро-
миктических озер данного региона, проводимых
на протяжении 20 лет, было неоднократно пока-
зано, что для хемоклина водной толщи характер-
но массовое развитие ЗСБ (Краснова и соавт.,
2015; Krasnova et al., 2018). При этом в сообще-
ствах АФБ наблюдается совместное развитие з/о
и к/о ЗСБ в различных соотношениях (Kharcheva
et al., 2016; Жильцова и соавт., 2018; Харчева и со-
авт., 2018).

Микробиологические исследования оз. Боль-
шие Хрусломены начаты в 2017 г. Были определе-
ны состав и функциональная активность микроб-
ных сообществ озера в зимний и летний сезоны, а
также скорости проходящих в нем микробных
процессов (автотрофная и гетеротрофная фикса-
ция CO2, сульфатредукция, метаногенез и окис-
ление метана) (Федулов и соавт., 2018; Саввичев

( )2S ,n
−

3SO−

и соавт., 2019; Savvichev et al., 2020). Также был
проведен метагеномный анализ состава микроб-
ного сообщества хемоклина озера (Kadnikov et al.,
2019) и выполнен полный сиквенс геномов двух
штаммов ЗСБ, выделенных нами из хемоклина оз.
Большие Хрусломены (Grouzdev et al., 2019).

Задачами данной работы было определить клас-
сическими методами микробиологии состав фото-
трофного сообщества зоны хемоклина оз. Большие
Хрусломены и попытаться проанализировать при-
чины доминирования одной из окрашенных
форм зеленых серных бактерий (зеленой или
коричневой). В работе были использованы метод
расчета содержания бактериохлорофиллов (d + e)
по спектрам поглощения природной воды, и ме-
тод разделения содержания Бхл d и Бхл е с помо-
щью флуоресценцентной спектроскопии.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Оз. Большие Хрусломены (66°43′01′′ N 32°51′31′′)
расположено на острове Олений, губа Ковда,
пос. Лесозаводский, Кандалакшский залив Белого
моря (рис. 1). В отличие от ранее исследованных
нами прибрежных озер, отделившихся от Белого
моря благодаря постепенному поднятию суши,
оз. Большие Хрусломены и рядом расположенное
оз. Малые Хрусломены (ныне оз. Банное), были
созданы искусственно при постройке лесозавода
на о. Олений в 1895 г. До постройки лесозавода
оба этих озера представляли собой глубоко вреза-
ющиеся в сушу морские заливы (рис. 2) (Сент-
Илер, 1909). Отсюда понятна необычная форма
оз. Большие Хрусломены: 1000 × 280 м, с сильно
изрезанной береговой линией, включающей так-
же три больших залива (длиной 300, 300 и 600 м).
По сравнению с другими исследованными водое-
мами на побережье Белого моря, это озеро по-на-
стоящему глубокое: его глубина достигает 21 м.

Отбор проб воды осуществляли в марте 2017 г.
со льда в точке с глубиной 17–18 м с помощью
портативного насоса Whale Premium Submersible
Pump GP1352 (США) с силиконовой трубкой и
калиброванным тросом.

Физико-химическая характеристика воды. Об-
щую соленость воды определяли кондуктометром
WTW Condi 3110 (Германия). Концентрацию кис-
лорода измеряли in situ кислородомером “Марк
302 E” (Россия) с погружным зондом, с поправ-
кой на температуру и соленость; рН определяли
портативным рН-метром WaterLiner (Китай). Осве-
щенность измеряли люксметром AR813A (Китай),
модифицированным для погружения регистрирую-
щего элемента под воду, с калиброванным тросом.
Содержание сероводорода и общую численность
микроорганизмов определяли по методикам, опи-
санным ранее (Лунина и соавт., 2019).
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Содержание бактериохлорофиллов. Суммарное
содержание Бхл (d + e) в каждой пробе воды рас-
считывали по методике, описанной в статьях
(Емельянцев и соавт., 2020; Жильцова и соавт.,
2022). Для этого регистрировали спектры погло-
щения воды с микроорганизмами в кюветах с
длиной оптического пути 3 см. По площади длин-
новолновой полосы поглощения Бхл в спек-
тральном диапазоне 650‒800 нм определяли сум-
марную концентрацию хлоросомных бактерио-
хлорофиллов, Бхл (d + e). Данный метод оценки
Бхл применим не только к пробам с ЗСБ одного
типа (или только з/о, или только к/о), но и к их

смеси в любой пропорции, поскольку эмпириче-
ские коэффициенты расчета концентрации Бхл
по длинноволновой полосе поглощения одина-
ковы для обоих типов пигмента, Бхл d или Бхл e.
(Емельянцев и соавт., 2020). Для определения
процентного соотношения Бхл d и e были измере-
ны спектры флуоресценции Бхл с помощью флу-
ориметра Solar СМ2203 при возбуждении светом
с длиной волны 440 нм. В спектрах наблюдается
полоса свечения хлоросомных Бхл с максимумом
от 740 до 770 нм в зависимости от процентного со-
держания Бхл d и e, а также более длинноволно-
вая флуоресценция Бхл а (Kharcheva et al., 2016b).

Рис. 1. Географическое расположение озера Большие Хрусломены: пос. Лесозаводский, о. Олений, губа Ковда, Кан-
далакшский залив Белого моря, Мурманская область, Россия.
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Разложение полосы флуоресценции хлоросом-
ных Бхл на компоненты гауссовой формы позво-
ляет оценить относительное содержание каждого
пигмента (Бхл d и Бхл e) по площади соответству-
ющего спектрального компонента c фиксирован-
ной длиной волны максимума и шириной (Жиль-
цова и соавт., 2018). Относительную долю Бхл d и
Бхл e находили как отношение площади соответ-
ствующего гауссиана к общей площади спектра
флуоресценции. Далее, зная суммарное содержа-
ние Бхл (d + e), а также процентное содержание
каждого пигмента, мы смогли рассчитать количе-
ственное содержание Бхл d и Бхл е в исходных
пробах природной воды.

Содержание Хл а находили из спектров погло-
щения ацетон-метанольных экстрактов по методу
(Overmann, Tilzer, 1989).

Для получения накопительных культур АФБ в
полевых условиях свежеотобранную озерную во-
ду закрывали без доступа воздуха в бутылки объе-
мом 0.5 л. Посев производили в лабораторных
условиях, на 5 сут. после отбора проб. Для получе-
ния накопительных культур пробы озерной воды
объемом 5 мл добавляли в герметично закрытые
стеклянные флаконы со средой объемом 30 мл.
Использовали среду следующего состава (на 1 л
дистиллированной воды): КН2РО4 – 0.7 г; NaCI –
15 г для проб воды с глубины 3.25 и 3.75 м, 17.5 г
для проб воды с глубины 4.25 и 4.75 м, 25 г для
проб воды с глубины 3.25 и 3.75 м для проб воды с
глубины 18 м и осадка; MgSO4 · 7Н2О – 0.5 г; NH4-
CI – 0.7 г; KCl – 0.33 г; NaHCO3 – 0.15 г; CaCI2
– 0.1 г; Na2S2O3 · 5 H2O – 1 г; Na2S · 9Н2О – 0.5 г;
Na-ацетат – 0.5 г; дрожжевой экстракт – 0.1 г; рас-
твор микроэлементов – 1 мл (Pfennig, Lippert,
1966); витамин В12 – 20 мкг; рН среды 7.0. Для по-

давления оксигенного фотосинтеза в среду добав-
ляли диурон в концентрации 50 мг л–1.

Культивирование проводили анаэробно в те-
чение месяца в люминостате при освещенности
2000 люкс и температуре 20–25°C. Выделение и
очистку культур проводили методом предельных
разведений посевного материала с использовани-
ем жидких и агаризованных (0.5% агара) сред, со-
держащих 15 г л–1 NaCl.

Первичную идентификацию микроорганизмов
производили с учетом формы, размера, цвета кле-
ток и микроколоний, наличию газовых вакуолей,
капель серы и по спектрам поглощения пигментов.

Пигментный состав полученных культур АФБ
исследовали в препаратах целых клеток в 50%
глицерине, в ацетон-метанольных (7 : 2) экстрактах.
Спектры поглощения снимали на спектрофотомет-
ре Cary 100 (“Varian”, Австралия) в диапазоне длин
волн 350–900 нм. О присутствии каротиноида
хлоробактина, характерного для з/о ЗСБ, судили
по появлению в экстрактах пика в области 430 нм.
О присутствии каротиноида изорениератина, ха-
рактерного для к/о ЗСБ, судили по появлению в
экстрактах пика в области 470 нм.

Микрофотографии клеток бактерий получали с
помощью светового микроскопа Olympus BX 41
(“Olympus”, Япония) с объективом ×100 с фазо-
вым контрастом, с использованием фотонасадки
OLIMPUS С5060-ADU; 5G 10064 JAPAN.

Электронно-микроскопические исследования про-
водили описанными ранее стандартными методами
(Лунина и соавт., 2014). Препараты просматривали в
трансмиссионном электронном микроскопе JEM-
100B (“JEOL”, Япония) при ускоряющем напря-
жении 80 кВ.

Филогенетический анализ штаммов. Выделение
ДНК проводили с помощью модифицированной
методике щелочного выделения Бирнбойма‒Доли
(Булыгина и соавт., 2002). Для проведения полиме-
разной цепной реакции (ПЦР) и дальнейшего се-
квенирования ПЦР-фрагментов гена 16S рРНК
была использована универсальная праймерная
система (Lane, 1991). Секвенирование продуктов
амплификации проводили по методу Сэнгера
(Sanger et al., 1977) на генетическом анализаторе
ABI PRIZM 3730 (“Applied Biosystems, Inc.”, США).
Последовательности выравнивали в MAFFT (Ka-
toh, Standley, 2013), а филогенетический анализ про-
водили с помощью IQ-TREE (Nguyen et al., 2015), с
выбором модели через ModelFinder (Kalyaana-
moorthy et al., 2017) и подсчетом поддержки вет-
вей с помощью UFBoot2 (Hoang et al., 2017).

РЕЗУЛЬТАТЫ
В марте 2017 г. верхние слои воды до глубины 2 м

имели соленость 6.5–7.3 г/л. На глубине 1–5 м на-
блюдалось резкое увеличение солености от 7.5 до

Рис. 2. Карта о. Олений (из отчета К.К. Сент-Илера,
1909 г.).
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18.5 г/л (галоклин). Соленость у дна составляла
24–24.3 г/л. Кислородная зона достигала глубины
2.5 м. Граница кислородной и сероводородной
зон (хемоклин) находилась в интервале глубин
2.75–3.0 м. Начиная с 2.6 м, содержание серово-
дорода в воде возрастало и возле дна достигало
647 мг/л. Значения рН по всей глубине были
около 7. Температура воды у поверхности была от-
рицательной, в зоне хемоклина около 5°C, у дна
6.6°C. Озеро было покрыто льдом, солнечный
свет проникал до глубины 4.25 м. Освещенность на
глубине 3.5 м составляла 7 люкс, а на глубине 4.1 м –
1 люкс (рис. 3).

Пробы озерной воды различались по окраске
на разной глубине. До глубины 1.5 м вода имела
слабую коричневатую окраску, по-видимому, за
счет содержания в ней небольшого количества гу-
миновых веществ. С глубины 2.5 м и до хемоклина
(3 м) вода была бесцветной. Развитие АФБ зафик-
сировано в сероводородной зоне ниже хемоклина
на глубине 3.75–4.25 м. Цвет озерной воды в слое
максимального развития АФБ был необычно

желтый, слегка зеленоватый, и не был похож на
цвет, обычно образуемый сообществом к/о или
з/о ЗСБ. Вода расположенных ниже слоев была
светлая, она не мутнела при фильтрации, но цвет-
ность ее увеличивалась с глубиной. На глубине
10–18 м окраска озерной воды практически не от-
личалась от окраски воды с глубины 4.25 м. Вода
нижних слоев озера, несмотря на присутствие в
ней сероводорода, была устойчива к окислению
кислородом воздуха и не мутнела при фильтрации.

На глубине 4.25 м зарегистрирована макси-
мальная численность микроорганизмов и макси-
мум аноксигенного фотосинтеза (АнФ). Продукция
АнФ в оз. Большие Хрусломены была крайне низ-
кой и составляла 6.2 мкмоль С л–1 сут–1, что было
связано с сильным затенением ледовым покро-
вом. Продукция АнФ более чем в 2 раза превыша-
ла продукцию оксигенного фотосинтеза (рис. 4).

На спектрах воды, начиная с глубины 3.25 м и до
дна, одновременно присутствуют пики пигмен-
тов, характерные для з/о (430 нм) и к/о (465 нм) ЗСБ
(рис. 5). На этой же глубине уменьшается содер-

Рис. 3. Гидрохимические характеристики воды оз. Большие Хрусломены, март 2017.
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жание в воде Хл а и появляется заметное количе-
ство Бхл (d + e) (рис. 4; табл. 1).

При микроскопировании проб воды практиче-
ски все наблюдаемые клетки содержали газовые
вакуоли. Преимущественно это были мелкие виб-
риоидные клетки 0.3 × 0.3‒0.5 мкм с газовыми ва-
куолями (рис. 6а), а также палочки 0.3–0.4 ×
× 0.3–0.7 мкм с газовыми вакуолями, собранные
по 2‒3 клетки или в короткие цепочки и агрегаты
(рис. 6б–6д).

Из озерной воды с глубины 3.25 м было выде-
лено 4 монокультуры АФБ, отдельные колонии
которых были взяты для проведения филогенети-
ческого анализа. Таким образом, выделены: з/о
ЗСБ штамм GrKhr17, к/о ЗСБ штамм BrKhr17,
ПСБ штамм AmKhr17, ПСБ штамм TcgKhr17.
Все штаммы оказались медленно растущими и
витамино-зависимыми, за исключением штамма
AmKhr17, который был способен к росту на среде
без органических добавок.

Клетки з/о ЗСБ штамма GrKhr17 представля-
ли собой короткие неподвижные палочки 0.6–
0.7 мкм × 1.5–2 мкм с газовыми вакуолями (рис. 6е–
6и). Они располагались либо одиночно, либо были
собраны в ветвящиеся цепочки или группы непра-
вильной формы. Фотосинтетическими пигментами
у этой культуры были Бхл d и каротиноид хлоро-
бактин (рис. 7а). Оптимальная соленость для ро-
ста по NaCl составила 5–10 г/л.

Клетки к/о ЗСБ штамма BrKhr17 были округ-
лой или вибриоидной формы, неподвижные, раз-
мером 0.3 мкм × 0.6–0.7 мкм, в культуре обычно
располагались одиночно или неправильными
группами (рис. 6к–6м). Эти бактерии способны
образовывать газовые вакуоли, однако при росте
на среде обычно газовых вакуолей не содержали.
Фотосинтетическими пигментами у этой культуры
были Бхл е и каротиноид изорениератин (рис. 7б).
Оптимальная соленость для роста культуры со-
ставила 10–15 г/л.

Рис. 4. Профили интенсивности фотосинтеза, содержания пигментов и общего числа клеток бактерий в воде оз. Боль-
шие Хрусломены, март 2017. Обозначения: ОФ – оксигенный фотосинтез; АнФ – аноксигенный фотосинтез; Хл а –
хлорофилл а; Бхл (d + e) – суммарно содержание бактериохлорофиллов d и е зеленых серобактерий; ОЧМ – общая
численность микроорганизмов.
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Идентификация и сравнение полных геномов
зеленого и коричневого штаммов ЗСБ из оз. Боль-
шие Хрусломены показало, что они различаются
наличием кластера генов, кодирующих коричне-

вую окраску у коричневого штамма. В геномах
выделенных нами штаммов ЗСБ sox-система, от-
ветственная за окисление тиосульфата, обнару-
жена не была. По совокупности свойств оба выде-

Рис. 5. Спектры поглощения ацетон-метанольных (7 : 2) экстрактов пигментов из взвеси в воде Большие Хрусломены,
март 2017.
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Таблица 1. Распределение хлоросомных бактериохлорофиллов (в клетках) зеленых серобактерий по глубине в
воде оз. Большие Хрусломены в марте 2017 г.

Примечание. Нд – нет данных. Зеленым цветом выделена строка с глубиной, на которой отмечено максимальное развитие
зеленых серных бактерий.

Глубина, м
Общее 

содержание Бхл 
(d + e), мг/м3

Соотношение Бхл по спектрам 
флуоресценции проб воды, % Расчетное содержание Бхл, мг/м3

Бхл d Бхл е Бхл d Бхл е

3.25 41 Нд Нд Нд Нд

3.75 298 Нд Нд Нд Нд

4.25 895 77 23 689 206

4.75 215 66 34 142 73

5.25 151 64 36 97 54

10 224 65 35 146 79

15 268 64 36 171 96

18 265 62 38 164 101

ленные штамма ЗСБ были причислены к новым
штаммам вида Chlorobium phaeovibrioides (Grou-
zdev et al., 2019).

Филогенетический анализ последовательностей
гена 16S рРНК для штаммов з/о GrKhr17 (номер в
Генбанке MG065693) и к/о BrKhr17 (MG065694)
показал их наибольшее родство с з/о штаммом
C. phaeovibrioides DSM 265 (бывший Chlorobium
vibrioforme f. thiosulfatophilum DSM 265) (рис. 8).
Аналогичные по цвету и филогении пары ЗСБ
были выделены нами ранее из озер Кисло-Сладкое
и Трехцветное (рис. 8), однако, в отличие от них и
от C. phaeovibrioides DSM 265, оба штамма ЗСБ из
оз. Большие Хрусломены содержали в клетках га-
зовые вакуоли. Еще одной отличительной осо-
бенностью штаммов ЗСБ из оз. Большие Хрусло-
мены от ранее выделенных нами ЗСБ являлось то,
что в отсутствие тиосульфата в среде их рост в
культурах не наблюдался.

Пурпурные серобактерии (ПСБ) были в воде
озера минорным компонентом. Однако в нако-
пительных культурах, за счет малых потребностей
и высокой скорости роста, они часто начинали
доминировать, полностью вытесняя ЗСБ.

Клетки ПСБ штамм AmKhr17 были неподвиж-
ные, округлой формы, обычно с газовыми вакуо-
лями и включениями в виде капель серы. Они
располагались одиночно, парами или тетрадами
(рис. 9а–9в). Размер клеток сильно варьировал в
зависимости от условий роста. В оптимальных
условиях диаметр клеток составлял 1.5–2 мкм,
также встречались крупные овальные делящиеся
клетки размером до 5–6 мкм. В неоптимальных
условиях размер клеток мог уменьшаться до 0.5–
0.7 мкм. Фотосинтетическими пигментами были
Бхл а и каротиноид окенон (рис. 7в). Оптималь-
ная соленость для роста культуры составила 10–

25 г/л NaCl, максимальный рост наблюдался при
15 г/л. По данным филогенетического анализа,
штамм AmKhr17 (номер в Генбанке MK272776)
имел 99% сходства со спириллоксантин-содержа-
щим штаммом T. rosea DSM 235T (AJ002798.2).
Также штамм AmKhr17 имел по 99% сходства с ра-
нее выделенными беломорскими штаммами
AmPS10 (KC702856.1) и TcyrPS10 (КС702858) из
оз. Кисло-Сладкое и AmTcv13 (MG193753.1) из оз.
Трехцветное (рис. 10).

ПСБ штамм TcgKhr17 представляли собой оди-
ночные клетки округлой или овальной формы раз-
мером 2–3 мкм, без газовых вакуолей (рис. 9г–9ж),
подвижные за счет жгутика. Однако чаще всего
культура была представлена неподвижными клет-
ками, обраставшими дно и стенки флаконов. Так-
же встречались более крупные клетки 2.5–3 × 5–
5.5 мкм и даже тяжи из 10 и более неотделившихся
клеток. Фотосинтетическими пигментами были
Бхл а и каротиноид окенон (рис. 7г). Оптималь-
ная соленость составляла 15–20 г/л NaCl, макси-
мальный рост наблюдался при 20 г/л. Наиболь-
шее филогенетическое сходство в 99% у штамма
TcgKhr17 (номер в Генбанке MK278671) отмечено
с типовым штаммом Thiocystis gelatinosa (Y11317.1)
и Thiocystis sp. Mog3 (EF149014) из оз. Могильное
(рис. 10).

При посеве пробы верхнего слоя осадка на
твердую питательную среду вырастали колонии
ПСБ c клетками морфологии TcgKhr17 размером
1–1.5 мкм, пронизанные крупными нитями зеле-
ных несерных бактерий (Chloroflexi) морфологи-
чески похожих на Chloroploca sp. семейства Chlo-
roflexaceae (рис. 11). Бактерии Chloroflexi в даль-
нейшем были выделены в монокультуру на среде
с низкой соленостью, их изучение продолжается.
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Рис. 6. Морфология и ультратонкое строение клеток зеленых серобактерий из оз. Большие Хрусломены: проба воды с
глубины 4.25 м, видны мелкие 0.3 × 0.3 мкм вибриоидные клетки с газовыми вакуолями (а), короткие нити по 2 клетки
с образующимися в них газовыми вакуолями (б, в), группа клеток с газовыми вакуолями, образовавшаяся из распав-
шейся на клетки нити (г), палочка размером 0.7 × 2 мкм, с газовой вакуолью (д), зелено-окрашенные зеленые серобак-
терии штамм GrKhr17 (е–и), коричнево-окрашенные зеленые серобактерии штамм BrKhr17 (к–м). На микрофотогра-
фии (з) светлые области, расположенные ближе к концам клеток – это небольшие газовые вакуоли. В клетках хорошо
видны крупные вытянутой формы хлоросомы (и, л), вплотную прилегающие к клеточной мембране (ж, м). Световая
микроскопия, фазовый контраст (а‒е, з, к); электронные микрофотографии тотального препарата (и, л) и ультратон-
ких срезов клеток бактерий (ж, м). Обозначения: Г.в. – газовые вакуоли; Хс – хлоросомы.
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ОБСУЖДЕНИЕ

Особенностью оз. Большие Хрусломены являет-
ся его изоляция от моря искусственной валунной
дамбой, которая ограничивает поступление воды
из моря во время прилива, и питание пресной водой
за счет осадков и с водосбора. Озеро подвержено
приливно-отливным течениям, в процессе которых
морская вода переливается через дамбу, поступает в
мелководную часть озера, где смешивается с опрес-
ненной водой верхних слоев, благодаря чему соле-
ность наиболее опресненного слоя в озере под-
держивается на уровне 6.5–7.3 г/л (Savvichev et al.,
2020). Низкая и узкая перемычка, отделяющая оз.
Большие Хрусломены от рядом расположенного
оз. Банного, испытывающего сильное антропо-

генное влияние, не исключает проникновение из
последнего биогенных соединений, стимулирую-
щих развитие водорослей и цианобактерий. Таким
образом, в оз. Большие Хрусломены создалось
стабильное равновесие гидрохимических пара-
метров, основанное на динамическом уравнове-
шивании естественных процессов опреснения и
заболачивания (за счет затрудненного водообмена с
морем и поступления биогенов с поверхностным
стоком) и постоянного притока соленой морской
воды (разбавляющей и обновляющей поверхност-
ный слой). В озере произошло быстрое (по сравне-
нию с водоемами, отделяющимися естественным
путем за счет поднятия суши) развитие застойных
процессов: в нижних слоях воды накопился серо-

Рис. 7. Спектры поглощения света пигментами аноксигенных фототрофных бактерий из оз. Большие Хрусломены:
а – зелено-окрашенные зеленые серобактерии штамм GrKhr17; б – коричнево-окрашенные зеленые серобактерии
штамм BrKhr17; в – пурпурные серобактерии штамм AmKhr17; г – пурпурные серобактерии штамм TcgKhr17. Сплош-
ная линия – спектр живой культуры в глицерине, пунктирная линия – спектр ацетон-метанольного экстракта пиг-
ментов (7 : 2).
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водород и установилась устойчивая стратифика-
ция с развитием сообщества АФБ в освещенной
зоне хемоклина.

По термохалинным характеристикам оз. Боль-
шие Хрусломены походит на оз. Могильное
(о. Кильдин, Баренцево море). За счет глубоко за-
легающего и достаточно соленого монимолимниона
(28‰) в хемоклине оз. Могильное развиваются
к/о ЗСБ и небольшое количество ПСБ. Развитие
к/о форм АФБ также характерно для морских
стратифицированных водоемов. В хемоклине
водной толщи Черного моря на глубине 150–180 м
(соленость 20.7–21.0‰) найдены к/о ЗСБ (Гор-
ленко и соавт., 2005). В зоне хемоклина Бухты
Биофильтров (в районе Беломорской биологиче-
ской станции МГУ) с соленостью 25–27‰ тоже
происходит развитие преимущественно к/о видов
ЗСБ, а также ПСБ, в то время как з/о ЗСБ вырас-
тали из проб воды только в виде редких колоний
(Краснова, Воронов, 2019; Саввичев и соавт., 2022).

В данной работе мы проанализировали содер-
жание пигментов АФБ в оз. Большие Хрусломе-

ны в подледный период в марте 2017 г., когда, на
наш взгляд, благодаря затенению воды ледовым
покровом, развитие к/о бактерий в хемоклине
должно было быть максимальным. Однако, по
полученным нами результатам, в слое максималь-
ного развития АФБ содержание Бхл d з/о ЗСБ су-
щественно превышало содержание Бхл е к/о ЗСБ
и составляло 77 и 23% соответственно.

Наши работы по озерам Кисло-Сладкое (Лу-
нина и соавт., 2014) и Трехцветное (Лунина и со-
авт., 2019), находящимся на разных стадиях изо-
ляции от Белого моря, показывают тенденцию
развития и доминирования зеленых форм ЗСБ в
хемоклине по мере опреснения поверхностного
слоя воды. Развитию з/о форм ЗСБ в отделяющихся
водоемах также способствует близкое к поверх-
ности нахождение зоны хемоклина и, следова-
тельно, относительно высокая его освещенность.
Так, оз. Кисло-Сладкое сообщается с морем во
время сизигийных приливов, что прямо сказыва-
ется на солености воды и глубине расположения
хемоклина в этом водоеме. После таяния льда и

Рис. 8. Филогенетическое дерево, построенное на основе последовательностей генов 16S рРНК (1241 п. н.) филума
Clorobi, отражающее филогенетическое положение штаммов GrKhr17 и BrKhr17. Древо построено с помощью алгорит-
ма maximum likelihood с применением эволюционной модели TN + F + I + G4. Масштабный отрезок соответствует
1 замене на 100 нуклеотидов.
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снега соленость поверхностного слоя воды в этом
водоеме снижается до 4–7‰, постепенно возрас-
тает в течение лета и достигает морских значений
к осени. Глубина залегания хемоклина варьирует,
и в разные годы в нем могут доминировать как
з/о, так и к/о ЗСБ. Оз. Трехцветное совсем отде-
лилось от моря, поверхностный слой воды в нем
полностью опреснен. В оз. Трехцветное сформи-
ровалась меромиксия с постоянным хемоклином
на глубине 2 м, в котором доминируют з/о ЗСБ, в
то время как к/о ЗСБ встречаются в минорном
или в единичном количестве.

В оз. Большие Хрусломены в период наших ис-
следований водная толща в зоне максимального
развития АФБ и в придонных слоях имела не-
обычный желто-лимонный цвет. Тот же цвет на-
блюдался нами ранее в придонных слоях оз. Трех-
цветное, тогда как в хемоклине оз. Трехцветное
вода была во все сезоны исследований окрашена
в зеленый цвет за счет массового развития з/о
ЗСБ. Поскольку в оз. Большие Хрусломены ак-

тивность сообщества АФБ в хемоклине в зимний
сезон была крайне низкой, и желтый цвет воды
хемоклина не может быть объяснен накоплением
биомассы АФБ, мы предположили, что на цвет
воды и ее устойчивость к окислению кислородом
воздуха могут влиять полисульфиды, образующи-
еся в результате деятельности микроорганизмов.

Полисульфиды, по-видимому, представляют со-
бой универсальный пул активированной серы,
используемой микроорганизмами как в окисли-
тельной, так и в восстановительной частях цикла
серы. Метод прижизненной рентгеновской аб-
сорбционной спектроскопии, примененный в
работе (Prange et al., 2002) для культур бактерий
Chlorobium vibrioforme (f. thiosulfatophilum)
DSM 263 (ныне штамм вида C. phaeovibrioides) и
Halorhodospira halophila DSMZ 244T (выделяющих
серу вне клеток), а также для культур Allochromium
vinosum DSMZ 180T, Thiocapsa roseopersicina
DSMZ 219 и Marichromatium purpuratum (ранее
Chromatium purpuratum) DSMZ 1591T (откладыва-

Рис. 9. Морфология и ультратонкое строение клеток пурпурных серобактерий из оз. Большие Хрусломены: штамм
AmKhr17(а–в), штамм TcgKhr17 (г–ж). Видны стадии деления крупной клетки с образованием диплококков и тетрад
(а), в клетках хорошо различимы мелкие круглые капельки серы и крупные неправильной формы газовые вакуоли (б),
на срезе видны мелкие газовые вакуоли, характерной для этого увеличения, полигональной формы и везикулярный
фотосинтетический аппарат (в). Световая микроскопия, фазовый контраст (а, б, г, д, е); электронные микрофотогра-
фии ультратонких срезов клеток бактерий (в, ж). Обозначения: Г.в. – газовые вакуоли; Вфс – везикулярные фотосин-
тетические мембраны; S – отложения элементной серы; Пф – предположительно, полифосфаты.
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ющих серу внутри клеток), показал высокую ве-
роятность того, что выделяемая этими микроор-
ганизмами сера представлена в виде длинных це-

почек, оканчивающихся атомами углерода
(R‒Sn‒R; где n > 3). Авторами было показано, что у
всех этих бактерий образуются полисульфидные

Рис. 10. Филогенетическое дерево, построенное на основе последовательностей генов 16S рРНК (1314 п. н.) семейства
Chromatiaceae, показывающее филогенетическое положение штаммов AmKhr-17 и TcgKhr-17. Древо построено с помо-
щью алгоритма maximum likelihood с применением эволюционной модели TN + F + I + G4. Масштабный отрезок со-
ответствует 1 замене на 100 нуклеотидов.
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Рис. 11. Зеленые несерные бактерии Chloroploca sp. из оз. Большие Хрусломены. Колония пурпурных серобактерий,
пронизанная нитями зеленых несерных бактерий (а), нити Chloroploca sp. Световая микроскопия, фазовый контраст.
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цепи сопоставимого химического состава, а также
было отмечено, что при окислении серы в глобу-
лах полисульфидные цепи укорачиваются.

В пользу выдвигаемых нами предположений
также говорит тот факт, что для морских штаммов
Chlorobium vibrioforme (Горленко и соавт., 1977) (ны-
не штаммы вида C. phaeovibrioides) и для штамма
Chlorobium thiosulfatophilum (Лис, 1958) (позднее
C. vibrioforme f. thiosulfatophilum, ныне C. phaeovibrioi-
des DSM 265, который оказался наиболее филогене-
тически близким к выделенным нами штаммам) в
лабораторных условиях была показана возмож-
ность доокисления выделенной ранее серы до
сульфата при исчерпании сероводорода в среде.

Поскольку выделенные нами штаммы не ис-
пользуют тиосульфат, но при этом их рост в от-
сутствие тиосульфата не происходит (что не было
замечено для близкородственных штаммов ЗСБ,
выделенных нами из ранее изученных озер), мы
предполагаем, что промежуточные продукты
окисления сульфидов могут быть не только ре-
зультатом их биогеохимической деятельности, но
и играть важную роль для развития самого сооб-
щества АФБ в оз. Большие Хрусломены. Преоб-
ладающие продукты окисления сульфидов (поли-
сульфиды, элементная сера, тиосульфат, сульфит
и тетратионат) различаются в зависимости от того,
является ли процесс биотическим или абиотиче-
ским, от типа окислителя и соотношения окислите-
ля к сульфиду (Jørgensen et al., 2019). Для выяснения
природы необычной окраски воды хемоклина
оз. Большие Хрусломены и химического состава
серных соединений в ней требуются дополни-
тельные исследования.
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Abstract—The composition and structure of the anoxygenic phototrophic bacterial (APB) community in the
water column of Lake Bol’shie Khruslomeny during winter were investigated. The community developed at
the depth of 4.25 m, and its activity during the ice-covered period was very low (6.2 μmol C L–1 day–1). The
water in the zone of highest development of phototrophic bacteria was of an unusual lemon-yellow color,
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probably due to the production and accumulation of polysulfides. The near-bottom water was also of lemon-
yellow color and was resistant to oxidation by the air oxygen. In the zone of peak APB development the con-
tent of BChl d from green-colored green sulfur bacteria was considerably higher than that of BChl e from
brown-colored green sulfur bacteria: 77 and 23%, respectively. The cultures of green and purple sulfur bacte-
ria were isolated from lake water, and their physiological and genetic characteristics were determined. Two
strains of green sulfur bacteria (brown-colored BrKhr17 and green-colored GrKhr17) contained gas vacuoles
in their cells. Phylogenetically they were most closely related to the green-colored strain Chlorobium
phaeovibrioides DSM 265 and were identified as new Chlorobium phaeovibrioides strains.

Keywords: arctic ecosystems, White Sea, meromictic lakes, polysulfides, green sulfur bacteria, Chlorobium
phaeovibrioides, purple sulfur bacteria, Thiocapsa, Thiocystis gelatinosa, bacteriochlorophylls d and e, f luores-
cent pigment separation
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СООБЩЕСТВ ПОВЕРХНОСТНЫХ СЛОЕВ ДОННЫХ ОТЛОЖЕНИЙ 

КАНДАЛАКШСКОГО ЗАЛИВА БЕЛОГО МОРЯ
© 2023 г.   Д. В. Бадмадашиевa, *, А. Р. Строеваa, b, А. А. Клюкинаb,

Е. Н. Полудеткинаc, Е. А. Бонч-Осмоловскаяa, b
a Московский государственный университет им. М.В. Ломоносова, биологический факультет, Москва, 119234 Россия

b Институт микробиологии им. С.Н. Виноградского, Федеральный исследовательский центр 
“Фундаментальные основы биотехнологии” Российской академии наук, Москва, 117312 Россия

c Московский государственный университет им. М.В. Ломоносова, геологический факультет, Москва, 119234 Россия
*e-mail: dbadmadashiev@gmail.com
Поступила в редакцию 07.05.2023 г.

После доработки 30.06.2023 г.
Принята к публикации 04.07.2023 г.

Микробные сообщества донных отложений Кандалакшского залива Белого моря до сих пор явля-
ются малоизученными. В литературе имеются данные по скорости протекания некоторых микро-
биологических процессов, однако, о микроорганизмах, населяющих донные отложения, известно
очень мало. В настоящей работе путем высокопроизводительного секвенирования вариабельных
участков генов 16S рРНК были охарактеризованы микробные сообщества 47 образцов донных от-
ложений Кандалакшского залива с глубины 10 см под поверхностью дна. Самыми многочисленны-
ми филумами оказались Pseudomonadota и Desulfobacterota, представители которых вместе составля-
ли около половины от всех прокариот. На родовом уровне выделить какой-либо таксон в качестве
доминирующего оказалось невозможным. Среди хемоорганотрофных организмов наиболее пред-
ставленными были некультивируемые Sandaracinaceae (до 10.8%) и Woeseia (до 7.5%). Сульфатреду-
цирующие бактерии являлись важным компонентом сообществ даже в исследованных поверхност-
ных слоях, причем наиболее многочисленными среди них были некультивируемые группы SEEP-
SRB1 (до 7.0%) и Sva0081 (до 5.9%). Роды Sulfurovum (до 15.5%) и Thiohalophilus (до 7.0%), вовлечен-
ные в процессы окисления серосодержащих соединений, являлись важными членами сообществ в не-
которых исследованных образцах. Наибольшую долю среди ASV, отнесенных к домену Archaea, занимал
род Nitrosopumilus (до 6.9% от общего количества прокариот), осуществляющий окисление аммония до
нитрита. В исследованных образцах было обнаружено много последовательностей, определенных как
участки гена 16S рРНК хлоропластов, что может указывать на то, что темпы поступления органиче-
ского вещества в верхней части донных отложений преобладают над темпами его разложения.

Ключевые слова: микробные сообщества, биоразнообразие, ген 16S рРНК, донные отложения, Кан-
далакшский залив, Белое море, арктические моря
DOI: 10.31857/S0026365623600244, EDN: CYSXJT

История Белого моря началась около 14 тыс. лет
назад, когда во время таяния ледника его аквато-
рия была освобождена ото льда (Lisitsyn, Demina,
2018). Мощность современных неоплейстоцен-
голоценовых осадков, залегающих на метамор-
фическом фундаменте, достигает десятков мет-
ров. В настоящее время Белое море представляет
собой небольшое полузамкнутое арктическое море,
сообщающееся с Северным Ледовитым океаном че-
рез Баренцево море. Водообмен между Баренцевым
и Белым морями ограничен, но создает транс-
портную систему для твердых частиц, микроорга-
низмов и протекания биогеохимических циклов
(Pantyulin, 2003).

Из-за малого объема и глубины Белого моря
основным источником осадочного материала явля-
ется вещество, приносимое водой рек и состоящее
как из минеральной, так и органической компо-
нент. В участках впадения рек доля минеральных
частиц составляет до 73% общей массы взвешен-
ных частиц. В открытой части моря возрастает
влияние фитопланктона на формирование осад-
ков, чья продуктивность максимальна в фотиче-
ской зоне, располагающейся в пределах первых
10–15 м от поверхности воды; его доля в общем
количестве взвешенных частиц доходит до 65%
(Kravchishina et al., 2018). Из-за близости к поляр-
ному кругу в Белом море наблюдаются изменения

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ
СТАТЬИ
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в биогеохимической активности по сезонам, что
связано с замерзанием и оттаиванием водоема.
Воды Кандалакшского залива подвергаются до-
вольно сильному перемешиванию в своей верхней
части из-за циклов приливов и отливов (Мельни-
ков и соавт., 2003; Саввичев и соавт., 2003).

Механический состав донных отложений Белого
моря довольно разнообразный: в северной части
наблюдается высокая доля песка (около 70%), а в
некоторых районах возрастает относительное со-
держание гравия и гальки, составляя 30–50%. С
ростом глубины в донных отложениях увеличивает-
ся доля мелкозернистых компонентов, в наиболее
глубокой центральной части процентное содержа-
ние пелита может достигать 90%. В Кандалакшском
заливе в глубоководных частях, где толщина водно-
го слоя составляет более 100 м, также наблюдается
преобладание пелита, а в более мелких частях
донные отложения составлены преимущественно
из илистой и песчаной фракций (Berger, Naumov,
2000).

Максимальные содержания основных хими-
ческих компонентов (C, Fe, Mn, P и Ti) были об-
наружены в глубинных частях около границ Кан-
далакшского залива и Двинского залива (Невес-
ский и соавт., 1977). В донных отложениях Белого
моря наблюдается повышенное содержание Mn
(до 2% в центральной глубоководной части) отно-
сительно других арктических морей, что может
быть объяснено его притоком с суши в связанной
с гумусовыми веществами форме (Горшкова,
1966; Розанов, Волков, 2006). Несмотря на отно-
сительно высокое содержание органического уг-
лерода (1–2%), восстановительные процессы в
верхней части отложений протекают довольно мед-
ленно, что связано с низким содержанием легко ме-
таболизируемого органического вещества и окис-
лительной обстановкой, о которой свидетельствует
преобладание окисленных форм Fe и Mn (Розанов,
Волков, 2006). Содержание CH4 в верхних окис-
ленных слоях донных отложений Белого моря со-
ставляет от 0.2 до 3.5 мкл CH4 дм–3, концентрация
продолжает расти при движении вниз по профилю,
достигая максимальных значений на глубине не-
скольких метров, после чего постепенно
снижается (Саввичев и соавт., 2008).

Имеющиеся в настоящий момент данные по
микробному разнообразию донных отложений
Белого моря довольно скудны. Большинство ра-
бот затрагивает исследования состава сообществ
в ассоциированных с Кандалакшским заливом
меромиктических водоемах, где доминирующим
компонентом в зоне хемоклина выступают пред-
ставители зеленых серобактерий (Жильцова
и соавт., 2018; Лунина и соавт., 2013, 2016, 2019;
Savvichev et al., 2018; Kadnikov et al., 2019; Савви-
чев и соавт., 2022). В воде исследованных озер на-
блюдалась относительно высокая концентрация

CH4, а также высокие темпы сульфатредукции и
окисления CH4 (Саввичев и соавт., 2020).

Образование CH4 в Белом море происходит
как в верхней окисленной части осадка (первые
сантиметры от поверхности), так и в нижележа-
щих анаэробных горизонтах. Наибольшая кон-
центрация CH4 наблюдалась на глубине 2–3 м,
ниже значения резко падали. Темпы сульфатре-
дукции, напротив, выше в верхних приповерх-
ностных слоях и уменьшаются вниз по профилю.
Конечные этапы анаэробного разложения орга-
нического вещества происходят в большей степе-
ни за счет сульфатредукции, скорость которой на
2–3 порядка выше, чем скорость метаногенеза. В
целом, донные отложения Белого моря на больших
глубинах характеризуются низкими темпами
сульфатредукции и метаногенеза (Саввичев и со-
авт., 2008). Однако в зоне литорали эти процессы
проявляют большую интенсивность (Саввичев и
соавт., 2003).

В составе микробных сообществ в водном
столбе Кандалакшского залива на уровне филума
доминирующими микроорганизмами являются
Pseudomonadota, наиболее представленным клас-
сом ‒ γ-Proteobacteria. α-Разнообразие в сообще-
ствах снижается вместе с глубиной, что особенно
заметно в придонных слоях воды, где температура
опускается до 0°C (Pantyulin, 2003), а микроорга-
низмы предположительно адаптированы к психро-
фильным условиям, в которых на уровне рода до-
минируют представители Halomonas, а также суще-
ственна доля Pseudoalteromonas (Pesciaroli et al.,
2015a, 2015b; Gorrasi et al., 2019).

Для литорали Белого моря имеются некоторые
данные о структуре микробных сообществ. Так,
наиболее распространенными филумами выступа-
ют Pseudomonadota (α-Proteobacteria, γ-Proteobacteria)
и Actinomycetota (Pesciaroli et al., 2015), а в биопленках
и бактериальных матах ‒ Pseudomonadota (Thiocapsa
и Thiorhodococcus) и Chlorobiota (Prosthecochloris)
(Бурганская и соавт., 2019).

Основной целью настоящего исследования яв-
лялось описание прокариотных сообществ донных
отложений Белого моря, в частности, Кандалакш-
ского залива. В данной работе была произведена
попытка оценить разнообразие и структуру прока-
риотных сообществ, а также выявить основные
метаболические функции микроорганизмов, на-
селяющих данное место обитания. Для решения
этих задач было проведено высокопроизводитель-
ное секвенирование вариабельных участков генов
16S рРНК из 47 образцов, отобранных в различ-
ных точках Кандалакшского залива.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Отбор образцов. Объектом нашего исследова-

ния являлся полигон, расположенный у острова
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Великий, в пределах пролива Великая Салма,
Кандалакшский залив. В геологическом отноше-
нии полигон расположен в пределах Кандалакш-
ского грабена Балтийского щита. Образцы донных
отложений были получены в результате пробоот-
бора в 2021 г. при помощи ковшового дночерпа-
теля Day grab (0.1 м2), ударной прямоточной гра-
витационной трубы длиной 3 м, а также ручным
способом при погружении с аквалангом в безвоз-
душной среде, с глубины 10 см ниже поверхности
дна. В случае отбора проб при помощи гравита-
ционной трубы возможно проведение детального
послойного описания разреза из центральной ча-
сти керна осадка (диаметр керна 11 см). При ис-
пользовании дночерпателя характеризуется керн
верхних 10–15 см разреза, который может переме-
шиваться при отборе пробы. В этом случае образцы
отбирались только из верхнего структурированного
слоя осадка, после предварительной проверки,
что перемешивание визуально не детектировано.

Образцы для микробиологических исследова-
ний помещались в стерильные 50 мл пробирки
типа Фалькон, целиком заполненные отобран-
ным материалом для сохранения нативных усло-

вий газовой фазы. Хранение и транспортировка
образцов осуществлялась при температуре ~5°C.
Для исследования состава прокариотных сооб-
ществ было использовано 47 образцов донных от-
ложений (рис. 1).

Геохимические работы на судне включали в
себя комплекс работ, в том числе отбор проб для
геохимического анализа газовой фазы и литоло-
го-геохимических исследований осадка. Керно-
вые образцы для исследований отбирались из
верхних 10 см осадка при отборе ковшовым пробо-
отборником и каждые 30 см по всей длине керна
при отборе гравитационной трубкой. На газовый
анализ отбиралась проба осадка в объеме 40 мл, из
которой далее была выделена газовая фаза мето-
дом “head space”. Для гранулометрических и пи-
ролитических исследований отбиралась проба
осадка 200 г в zip-lock пакет и герметично упако-
вывалась.

Газогеохимические, пиролитические и грануло-
метрические исследования. Исследования
углеводородного (УВ) и не-УВ состава газовой
фазы из осадков выполнялись на стационарных
газовых хроматографах Хроматэк-Кристалл 5000

Рис. 1. Места точек отбора проб в Кандалакшском заливе Белого моря.
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(Россия), оснащенных пламенно-ионизацион-
ными детекторами (ПИД) и детектором по тепло-
проводности (ДТП). На полученных хромато-
граммах выполнена идентификация пиков CH4.
Расчет концентраций CH4 производился по стан-
дартным концентрациям в метрологически атте-
стованных газовых смесях (производство “Мони-
торинг”, г. Санкт-Петербург, аттестация выпол-
нена во ВГУП ВНИИМ им. Менделеева).
Изотопные исследования углерода метана и угле-
кислого газа осуществлялись на изотопном масс-
спектрометре Delta V Plus (“ThermoFisher Scien-
tific”, Германия).

Пиролитические исследования выполнялись
по методике цикла Bulk на приборе Rock-Eval 6
standard компании Vinci Technologies. В ходе ис-
следований определялось количество органиче-
ского углерода (TOC – total organic carbon) наряду
с рядом других параметров.

Гранулометрический анализ выполнялся для
определения размера зерен в осадке и их соотно-
шения на основе явления рассеяния частицами
падающего света во всех направлениях с распре-
делением интенсивностей, зависящих от размера
частицы. Пробы анализировали по единой методи-
ческой схеме на лазерном дифрактометре Analysette
22 Microtec Plus (“Fritsch”, Германия). Диапазон из-
мерений прибора ‒ от 0.08 до 2000 мкм – позво-
ляет детально охарактеризовать пелитовую, алев-
ритовую и песчаную фракции.

Экстракция ДНК, подготовка библиотек ампли-
конов, секвенирование. Для выделения тотальной
ДНК из образов донных отложений были исполь-
зованы набор FastDNA™ SPIN Kit for Soil (“MP
Biomedicals”, США) и гомогенизатор FastPrep-24™
(“MP Biomedicals”, США) в соответствии с ин-
струкциями производителя. Для оценки состава
прокариотных сообществ синтезировали библио-
теки ампликонов гипервариабельного участка V4
гена 16S рРНК для последующего секвенирова-
ния. Подготовку библиотек проводили согласно
Gohl et al. (2016). Для получения ампликонов ис-
пользовали систему универсальных праймеров на
регион V4: прямой праймер 515F (5'-GTGBCAG-
CMGCCGCGGTAA-3') (Hugerth et al., 2014) и об-
ратный праймер Pro-mod-805R (5'-GACTACN-
VGGGTMTCTAATCC-3') (Меркель и соавт., 2019),
включающие также технические последователь-
ности для секвенирования (Fadrosh et al., 2014).
Библиотеки очищали с помощью агарозного гель-
электрофореза и набора CleanUp Standard (“Евро-
ген”, РФ). Секвенирование проводили с использо-
ванием набора реагентов MiSeq Reagent Micro Kit v2
(300-cycles) MS-103-1002 (“Illumina”, США) на
секвенаторе MiSeq (“Illumina”, США) в соответ-
ствии с инструкцией производителя. Полученные
сиквенсы были депонированы в репозитории Se-

quence Read Archive (SRA) под идентификатором
доступа PRJNA975128.

Обработка последовательностей и анализ дан-
ных. Полученные сырые риды участка V4 гена 16S
рРНК были обработаны с помощью алгоритма
QIIME 2 (Bolyen et al., 2019). В ходе обработки сы-
рые данные были демультиплицированы в соот-
ветствии с имеющимися баркодами, а затем были
подвергнуты контролю качества с использованием
алгоритма DADA2 (Callahan et al., 2016). Оценка
экологических индексов α-разнообразия (индекс
Шеннона; Shannon, 1948), количество вариантов
последовательности ампликона (ASV − amplicon
sequence variant) и Сhao1 (Chao, Bunge, 2002) про-
водилась также с помощью алгоритма QIIME 2.
Для определения количества ASV последователь-
ности были объединены на основании сходства в
98%. Таксономическая структура сообществ была
определена с использованием базы данных Silva
138.1 (https://ngs.arb-silva.de/silvangs/).

На основании полученных филогенетических
профилей микробных сообществ были предска-
заны возможные метаболические функции мик-
роорганизмов, населяющих исследованные об-
разцы донных отложений. Для этих целей было
использован алгоритм FAPROTAX (Louca et al.,
2016).

РЕЗУЛЬТАТЫ
Литологическое описание и результаты геохи-

мических исследований осадков и газовой фазы.
Изученные образцы представлены глинистыми и
песчано-глинистыми алевритами с различной до-
лей песчаной (1–43%, для большинства образцов –
15–23%) и пелитовой примесей (12–50%) (рис. 2).
Цвет осадков темно-серый, серый, с зеленоватым
оттенком, в большинстве станций ‒ с четким запа-
хом сероводорода. Текстура пятнистая полосчатая,
неоднородная, отмечаются многочисленные мик-
ролинзы песчаного алеврита. Консистенция теку-
чая, текуче-пластичная. Плотность 1.26–1.43 г/см3.
Содержание TOC, определенного по пиролизу,
изменяется от 0.38 до 2.01%, закономерно увели-
чиваясь к береговой зоне.

Для определения состава газовой фазы изучен-
ных осадков выполнены газохроматографические
исследования газовой фазы, выделенных методом
“head space”. В станциях WS.09g и WS.13g наблюда-
лись повышенные концентрации углекислого газа
(0.1–0.8%), содержание метана изменялось от
0.008 до 0.6%. Изотопные исследования углерода
и водорода метана указывают на четкий биоген-
ный облик метана (δ13  = ‒82.4–92.8‰;
δ13  = ‒212.2–227.4‰). Также обращает вни-
мание высокое содержание гелия (0.9–1.7%).

Таксономический состав и α-разнообразие сооб-
ществ. Для исследуемых образцов донных отложе-

4CHC

4CHD
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ний было получено 3491601 сырых последователь-
ностей, в среднем по 37144 на образец. После про-
хождения контроля качества среднее количество
последовательностей составляло 25573 на образец.
Для оценки α-разнообразия были использованы
индексы Шеннона и Chao1. Всего было обнаружено
12558 уникальных ASV, в образцах количество об-
наруженных ASV составляло от 277 до 991. Оцен-
ка количества ASV в исследованных образцах по
индексу Chao1 составила от 278.43 до 1015.39. Ин-
декс разнообразия Шеннона имел разброс значений
от 7.45 до 9.00. Полученные результаты индексов
Шеннона и Chao1 свидетельствуют о достаточно
высоком биоразнообразии в донных отложениях
Кандалакшского залива.

Анализ таксономической структуры прокари-
отных сообществ в исследованных образцах дон-
ных отложений Кандалакшского залива показал,
что наибольшую долю во всех образцах занимают
представители домена Bacteria (91.4–99.1%). Среди
филумов этого домена наиболее многочисленны
Pseudomonadota (18.0–54.9%) и Desulfobacterota
(8.0–42.6%), совокупно представляя около поло-
вины от всего обилия обнаруженных ASV. Филумы
Bacteroidota (5.1–11.6%), Myxococcota (0.8–11.2%),
Planctomycetota (1.6–6.4%), Acidobacteriota (1.5–
5.3%), Actinomycetota (0.5–6.6%), Cyanobacteriota
(0.0–19.4%), Campilobacterota (0.0–24.0%), Chloro-
flexota (0.0–3.8%), Nitrospirota (0.0–2.2%), Verru-
comicrobiota (0.4–1.9%) и филум-кандидат NB1-j
(0.3–4.8%) выступали в качестве групп среднего
обилия в исследованных образцах. Среди пред-
ставителей Archaea (до 8.6% от всего обилия) фи-
лумы Crenarchaeota (9.0–88.2% от всего обилия Ar-
chaea) и Nanoarchaeota (12.3–73.2% от всего обилия
Archaea) численно преобладали над остальными и
составляли в сумме до 99% от всех последователь-
ностей, отнесенных к домену Archaea.

Филум Pseudomonadota состоял преимуществен-
но из двух классов: α-Proteobacteria (1.4–16.0% от
общего обилия) и γ-Proteobacteria (13.0–37.2% от
общего обилия). Последний был одним из самых
распространенных классов микроорганизмов в ис-
следованных образцах донных отложений. Боль-
шинство представителей филума Desulfobacterota в
образцах относились к классам Desulfobacteria и
Desulfobulbia.

На родовом уровне из всего имеющегося раз-
нообразия невозможно выделить какой-либо
таксон в качестве доминирующего ни в одном ис-
следованном образце донных отложений (рис. 3).

 Исключением являются образцы WS.32, WS.10
и WS.47, где доля Sulfurovum (филум Campylobacte-
rota) доходила до 15.5% (WS.32). Также в образцах
WS.41, WS.39, WS.42, WS.32, WS.41 и WS.40 на-
блюдалось увеличение представленности рода
Thiohalophilus (филум Pseudomonadota, до 7.0%).
Среди культивируемых родов микроорганизмов

самыми распространенными были представители
рода Woeseia (филум Pseudomonadota), которые
также являлись в среднем наиболее представлен-
ными прокариотами во всех исследованных об-
разцах (до 7.5%). Образец WS.46 выделялся среди
остальных заметным количеством Colwellia (фи-
лум Pseudomonadota, 7.5%). Остальные культивиру-
емые формы микроорганизмов занимали, как
правило, менее 1% от всего обилия прокариот в
исследованных образцах донных отложений. От-
носительно многочисленной группой были не-
культивируемые представители семейства Sanda-
racinaceae (филум Myxococcota, 0.7–10.8%). Также
следует отметить высокую долю некультивируе-
мых форм сульфатредуцирующих бактерий филу-
ма Desulfobacterota, входящих в группы SEEP-SRB1
(0.2–7.0%), и Sva0081 (0.7–5.9%). В образцах WS.1.2,
WS.3.2 и WS.27 наблюдалась повышенная доля
последовательностей, определенных как Chloro-
plast (до 19.2%). Наибольшую долю среди ASV, от-
несенных к домену Archaea, занимали представи-
тели рода Nitrosopumilus (0.1–6.9% от общего ко-
личества прокариот). Нам не удалось обнаружить
корреляцию между геологическими и геохимиче-
скими характеристиками исследуемых донных
отложений и составом населяющих их прокари-
отных сообществ.

Предполагаемые метаболические функции. Воз-
можные метаболические функции, представленные
в исследованных прокариотных сообществах, были
предположены с помощью алгоритма FAPROTAX,
работа которого основывается на филогенетиче-
ском сходстве обнаруженных ASV с данными по
культивируемым микроорганизмам с известными
функциями. С помощью этого алгоритма удалось
предсказать метаболическую функцию для 18.1%

Рис. 2. Гранулометрический состав исследуемых об-
разцов донных отложений Кандалакшского залива
Белого Моря.
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ASV. На тепловой карте (рис. 4) представлен пере-
чень функциональных характеристик, доступных
для программы и обнаруженных хотя бы в одном
образце. Наиболее распространенными функция-
ми оказались хемогетеротрофия, в первую очередь
аэробная, а также нитрификация и функции, свя-
занные с фототрофным типом питания. В образцах
с высоким содержанием хлоропластов также на-
блюдаются более высокие показатели относи-
тельной численности хемоорганотрофных мик-
роорганизмов.

ОБСУЖДЕНИЕ

Настоящая работа представляет первую в сво-
ем роде попытку дать полную характеристику со-
става прокариотных сообществ донных отложе-

ний Кандалакшского залива Белого моря. Опи-
санные в литературных источниках исследования
не позволяют в полной мере оценить обилие и
разнообразие микроорганизмов, которые населя-
ют исследуемый биотоп. В ходе данной работы
была сделана попытка выявления основных компо-
нентов микробного сообщества в верхних слоях
донных отложений и возможных путей метаболизма
этих микроорганизмов. Для этого были использова-
ны индексы α-разнообразия и предсказанные ал-
горитмом FAPROTAX метаболические функции.

При постоянном притоке осадочного материа-
ла происходит аккумуляция значительного коли-
чества органики в донных отложениях. Только за
четвертичный период по имеющимся оценкам
было накоплено около 1.46 × 1020 г C (LaRowe et al.,
2020). В условиях донных отложений протекают

Рис. 3. Разнообразие наиболее представленных таксонов прокариот на родовом уровне в образцах донных отложений
Кандалакшского залива.
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заключительные стадии цикла углерода, где орга-
ническое вещество частично разлагается в аэроб-
ной обстановке, а другая его часть захоранивает-
ся, и далее, в процессе жизнедеятельности анаэ-
робных микроорганизмов, может быть
преобразована в CO2, H2S и CH4 (Beulig et al., 2017;
LaRowe et al., 2020). Наличие живых клеток уста-
новлено для глубоко погребенных слоев отложе-
ний (Schippers et al., 2005), однако темпы преобра-
зования органики снижаются с глубиной залегания
погребенного вещества (Middelburg, 1989). Благода-
ря постоянному притоку органического вещества
морские отложения являются местом обитания
значительного (0.6% от всей живой биомассы на
планете) количества микроорганизмов (Kallmeyer et
al., 2012).

В донных отложениях арктических морей, по
данным секвенирования генов 16S рРНК, наиболее
распространены представители филумов Pseudo-
monadota, Acidobacteriota, Bacteroidota, Chloroflexota,
Actinomycetota, Bacillota, Planctomycetota, Spirochaetota
и Verrucomicrobiota. Среди Pseudomonadota самыми
распространенными являются представители
класса γ-Proteobacteria (Li et al., 2009; Ravenschlag
et al., 1999). Обильно представлены сульфатреду-
цирующие бактерии, входящие в филум Desulfo-
bacterota, особенно в верхних приповерхностных

горизонтах отложений (Ravenschlag et al., 1999).
Максимальная доля γ-Proteobacteria наблюдается
в верхней приповерхностной части донных отло-
жений, ниже возрастает содержание сульфатре-
дуцирующих бактерий (Teske et al., 2011).

Баренцево море является географически бли-
жайшим и связанным с Белым морем водоемом,
который по сравнению с ним гораздо лучше
изучен. Важными участниками терминального эта-
па разложения органики в донных отложениях яв-
ляются сульфатредукторы, причем в Баренцевом
море наиболее распространены представители
Desulfobulbaceae, Desulfobacteraceae, Desulfovibrion-
aceae, Desulfuromonadaceae и Desulfarculaceae, а также
некультивируемые группы SAR324 и Sva0485 (Bri-
oukhanov et al., 2022). В донных отложениях Барен-
цева моря обильно представлены микроорганизмы,
относящиеся к Shewanellaceae, вовлеченные в вос-
становление Fe3+ и Mn4+, также заметна доля про-
кариот, участвующих в цикле азота (Brocardiales и
Nitrosopumilaceae), высокую долю занимают мета-
нокисляющие бактерии Methylomirabilis (Stevenson
et al., 2020). Также среди метанокисляющих мик-
роорганизмов в донных отложениях Баренцева
моря распространены представители архейной
группы ANME, ассоциированные с сульфатреду-
цирующими Desulfobacterota (SEEP-SRB1). Среди

Рис. 4. Тепловая карта предполагаемых метаболических функций прокариотных сообществ донных отложений
Кандалакшского залива. Каждая из представленных функций была обнаружена хотя бы в одном из исследованных об-
разцов.
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культивируемых бактерий встречаются также
представители семейств Colwelliaceae, Coxiellaceae,
Psychromonadaceae, Shewanellaceae, Nitrosomonadace-
ae, Halieaceae, Spongiibacteraceae, Nitrosococcaceae,
Woeseiaceae, Thiotrichaceae, Helicobacteraceae и
Thiohalorhabdaceae (Begmatov et al., 2021).

Наиболее распространенными филумами в
осадках Белого моря были Pseudomonadota и Desulfo-
bacterota, что отличает его от соседнего Баренцева
моря, где доля представителей Desulfobacterota на
аналогичной глубине была ниже, а относительное
количество Chloroflexota, наоборот, было увеличено
(Begmatov et al., 2021). В донных отложениях других
арктических морей наблюдается преобладание
представителей филума Pseudomonadota; предста-
вители других филумов могут иметь различную
представленность. Также к наиболее распростра-
ненным филумам в других арктических морях от-
носятся Acidobacteriota, Bacteroidota, Chloroflexota,
Actinomycetota, Bacillota, Planctomycetota, Spirochaeto-
ta, Verrucomicrobiota (Li et al., 2009; Tian et al., 2009),
которые были обнаружены в составе прокариот-
ных сообществ донных отложений Белого моря,
но лишь как группы среднего обилия или минор-
ные компоненты, чьи доли не превышают первых
двух десятков процентов.

Значения экологических индексов свидетель-
ствуют о достаточно высоком биоразнообразии в
донных отложениях Кандалакшского залива. По-
лученные результаты вычисления α-разнообра-
зия, как правило, имеют более высокие значения
по сравнению с литературными данными о разно-
образии прокариот, населяющих водную толщу
Кандалакшского залива (Gorrasi et al., 2019). При
этом в фотическом слое α-разнообразие достига-
ло максимальных значений, в то время как в при-
донном слое воды – минимальных (Gorrasi et al.,
2019). Увеличение биоразнообразия в донных от-
ложениях по сравнению с придонным слоем воды
может быть обусловлено процессом аккумуляции
органического вещества, что проявляется в нали-
чии большего количества экологических групп.

Использование различных методов пробоот-
бора могло привести к различиям в полученных
результатах из-за разной степени воздействия на
перемешивание отложений. Однако нами не бы-
ло обнаружено существенных различий по основ-
ным компонентам прокариотных сообществ в ис-
следуемых образцах.

Среди хемоорганотрофных микроорганизмов
в исследованных образцах можно выделить пред-
ставителей Sandaracinaceae, Woeseia и Colwellia как
наиболее многочисленных членов сообществ. Не-
культивируемый род миксобактерий, входящий в
Sandaracinaceae, в значительной степени представ-
лен в большей части образцов. На данный момент
это семейство включает только один культивиру-
емый вид Sandaracinus amylolyticus, выделенный из

почвы (Mohr et al., 2012). Имеются сведения о до-
вольно широком распространении бактерий этого
семейства в природе, особенно в морских местах
обитания. Эти бактерии принимают участие в
разложении органического вещества и обитают в
богатых питательными веществами местах (Gar-
cia et al., 2018).

Наиболее многочисленными в большинстве
изученных образцов организмами по данным
профилирования являются представители рода
Woeseia. Единственным культивируемым пред-
ставителем этого рода является Woeseia oceani, вы-
деленный из прибрежных отложений Желтого
моря (Du et al., 2016). Описанный вид живет в до-
вольно широком диапазоне физических условий,
является органогетеротрофным организмом. Wo-
eseia не развивается при низкой солености и явля-
ется факультативным анаэробом (Du et al., 2016).
Woeseiaceae является повсеместно распростра-
ненным таксоном, его представители обнаружи-
ваются в донных отложениях различных морей,
где они зачастую являются одними из самых мно-
гочисленных прокариот, занимающих до 22% от
всех бактериальных последовательностей в при-
брежных европейских и австралийских донных
отложениях (Mußmann et al., 2017). Эти микроор-
ганизмы также могут вносить свой вклад в эмис-
сию N2O, так как для них была установлена спо-
собность к денитрификации (Hinger et al., 2019).

В образце WS.46 было зафиксировано повышен-
ное количество бактерий рода Colwellia, представ-
лявшего наибольшую долю среди всех прокариот.
Этот род факультативно анаэробных γ-Proteobacteria
отличается психрофилией; некоторые его пред-
ставители являются барофильными организмами.
Представители Colwellia распространены в холод-
ных морях, где населяют толщу воды и потребляют
различные органические соединения, а также
способны к денитрификации (Deming et al., 1988;
Methé et al., 2005; Deming, Junge, 2015). Учитывая
особенности рода Colwellia, а также их значитель-
ное присутствие только в одном из исследован-
ных образцов, можно сделать предположение,
что данный микроорганизм попал в образец из
придонных слоев воды, где могут наблюдаться
оптимальные условия для жизни бактерий этого ро-
да. На это также указывает наличие Colwellia в об-
разцах воды Кандалакшского залива (Gorrasi et al.,
2019).

Наиболее многочисленным родом архей в ис-
следованных образцах донных отложений оказался
Nitrosopumilus, представители которого участвуют
в цикле азота. Археи рода Nitrosopumilus – аэробы,
способные к окислению аммония для получения
энергии и автотрофному росту. Представители
этого рода распространены в фотической зоне и
приповерхностной части донных отложений в
морях по всему миру, включая полярные моря
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(Könneke et al., 2005; Labrenz et al., 2010; Park et al.,
2012; Qin et al., 2017).

Прокариоты, вовлеченные в цикл серы, состав-
ляют существенную часть от всех микроорганиз-
мов, населяющих исследованные донные отложе-
ния. Наиболее многочисленные сульфатредукторы
представлены группами SEEP-SRB1 и Sva0081.
Микроорганизмы группы SEEP-SRB1 распро-
странены в областях зон флюидной разгрузки по
всему миру, в которых происходит выход УВ, осо-
бенно CH4 (Kleindienst et al., 2012; Vigneron et al.,
2017; Petro et al., 2019). Представители этой груп-
пы вовлечены в синтрофный процесс анаэробно-
го окисления CH4 и других УВ, где они выступают
в качестве партнеров для анаэробных метанокис-
ляющих архей группы ANME (Boetius et al., 2000;
Knittel et al., 2003; Niemann et al., 2005). SEEP-SRB1
осуществляют процесс сульфатредукции, а также в
их геноме имеются последовательности, указываю-
щие на автотрофный тип питания (Skennerton et al.,
2017). Группа ANME является полифилетической
группой в рамках филума Halobacterota (Chadwick
et al., 2022), однако в исследованных образцах
представители этой группы были обнаружены в
крайне малом количестве, не достигающем деся-
тых долей процента.

Еще одной обнаруженной обильной группой
некультивируемых сульфатредуцирующих бакте-
рий является Sva0081. Ее представители обнару-
живаются повсеместно в морских и пресновод-
ных донных отложениях, а также осадках сточных
вод, где они занимают заметную долю от общего
количества микроорганизмов (Liu et al., 2015;
Kinsman-Costello et al., 2017; Coskun et al., 2019;
Jantharadej et al., 2021). Есть сведения, что пред-
ставители этой группы могут быть эндосимбион-
тами морских беспозвоночных (Sato et al., 2020).
Существуют предположения о том, что предста-
вители Sva0081 могут играть значительную роль в
процессах трансформации углерода, а также быть
важным потребителем такого интермедиата, как
H2, в зоне сульфатредукции (Dyksma et al., 2018).

Среди сероокисляющих прокариот в исследо-
ванных образцах донных отложений самыми рас-
пространенными являются бактерии родов Thio-
halophilus и Sulfurovum. Род Thiohalophilus занимал
доли процента в образцах донных отложений, за
исключением образцов WS.41, WS.39, WS.42, WS.32,
WS.41 и WS.40. Этот род был впервые выделен из
соленого озера и характеризуется умеренной гало-
филией (1.0–4.0 M NaCl) и автотрофным типом пи-
тания, окисляя восстановленные соединения серы
(Sorokin et al., 2007). Существуют сведения о нахож-
дении представителей этого рода в морских
отложениях, в том числе подверженных антропо-
генному влиянию, где повышена концентрация
тяжелых металлов. Thiohalophilus имеет заметную
долю среди сероокисляющих бактерий в соленых

донных отложениях (Shao et al., 2009; Sun et al.,
2013; Li et al., 2021).

Еще одним родом автотрофных сероокисляю-
щих бактерий, обнаруженным в донных отложе-
ниях Кандалакшского залива был Sulfurovum. В
образцах WS.32, WS.10, WS.14, WS.47, WS.06,
WS.19 и WS.15 его доля возрастала, превышая 1%
и доходя до 15% в образце WS.32. Известные куль-
тивируемые представители этого рода являются
хемолитавтотрофными организмами, окисляю-
щими серу и тиосульфат и использующими кис-
лород или нитрат в качестве акцептора электро-
на; единственным источником углерода выступа-
ет углекислый газ (Inagaki et al., 2004; Yamamoto
et al., 2010; Mori et al., 2018). Также имеются сведе-
ния о наличии в этом роде строго анаэробных
представителей, способных к окислению водоро-
да, как единственного источника энергии, при-
чем сера, тиосульфат или нитрат являются акцеп-
торами электронов (Mino et al., 2014). Известные
представители этого рода были выделены из об-
разцов, отобранных вблизи морских гидротер-
мальных источников. Однако имеются сведения
об обитании Sulfurovum в зонах холодных проса-
чиваний и в арктических морях (Sun et al., 2020;
Kajale et al., 2021). Присутствие Thiohalophilus и
Sulfurovum говорит о том, что в этих образцах реа-
лизуется окислительная часть цикла серы.

Предположительные метаболические функ-
ции, полученные с помощью FAPROTAX, указы-
вают на преобладание хемоорганотрофного типа
питания в исследованных прокариотных сообще-
ствах. При этом представленность микроорга-
низмов, обладающих хемоорганотрофным типом
питания, соотносится с увеличением в образцах
доли хлоропластов. Органическое вещество мо-
жет аккумулироваться при постоянном его при-
токе из фотической зоны и из поверхностных сто-
ков (LaRowe et al., 2020). Обнаруженные ДНК
хлоропластов могут указывать на активный про-
цесс поступления органического вещества и его
аккумуляцию в донных отложениях, однако кор-
реляции между долей хлоропластов в образцах и
TOC выявлено не было. Можно предположить,
что приток органики в приповерхностных слоях
донных отложений преобладает над темпами раз-
ложения, так как в ином случае доля хлоропла-
стов, вероятно, была бы незначительной.

По предсказанным метаболическим функци-
ям можно предположить преобладание аэробных
условий в исследуемых локациях. Вероятно, ис-
ходя из данных по содержанию хлоропластов в
исследуемых образцах, разложение органическо-
го вещества в полной мере не осуществляется в
верхних слоях донных отложений в Кандалакш-
ском заливе, и дальнейшие процессы преобразо-
вания протекают в более глубоких слоях. Органи-
ка потребляется, в первую очередь, гетеротроф-
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ными бактериями, а также сульфатредукторами,
которые могут принимать участие в финальных
этапах анаэробного цикла углерода, причем анаэ-
робные условия могут создаваться внутри кон-
гломератов частиц в донных отложениях.

Присутствие архей рода Nitrosopumilus в замет-
ных количествах в образцах указывает на активные
процессы окисления аммония в верхних слоях дон-
ных отложений, источником которого может яв-
ляться разлагающийся в донных отложениях белок
животного происхождения. Бактерии рода Woeseia,
являющегося, в среднем, самым многочисленным
родом во всех исследуемых образцах, также могут
принимать участие в протекающих процессах де-
нитрификации (Hinger et al., 2019).

Хотя темпы сульфатредукции в донных отложе-
ниях Белого моря низки (Саввичев и соавт., 2008),
микроорганизмы, вовлеченные в этот процесс, за-
нимают значительную долю от всего многообразия.
Группы SEEP-SRB1 и Sva0081 являются самыми
многочисленными из обнаруженных сульфатре-
дукторов и, вероятно, вносят заметный вклад в
конечные стадии анаэробного этапа цикла угле-
рода. Присутствие представителей группы SEEP-
SRB1 во всех исследованных образцах косвенно
указывает на просачивания CH4 в исследуемых
донных отложениях Кандалакшского залива Бело-
го моря, хотя обнаруженные представители группы
ANME и были очень малочислены. Возможно, про-
сачивания CH4 могут быть связаны с процессами
метаногенеза, которые протекают в более глубо-
ких слоях донных отложений. Это согласуется с
предположением о преобладании темпов аккуму-
ляции органики над ее минерализацией в верхней
аэробной части. Частично разложенное органи-
ческое вещество попадает в более глубокие анаэ-
робные слои донных отложений, где, в условиях де-
фицита сульфатов, может служить источником
энергии для синтрофных микробных ассоциаций,
чьим конечным продуктом жизнедеятельности яв-
ляется CH4.

Таким образом, в донных отложениях Канда-
лакшского залива Белого моря протекают процессы
разложения органического вещества, поступающе-
го из верхних слоев воды и с поверхностными сто-
ками с суши. Разложение органики протекает, в
основном, в аэробной среде в верхних слоях отло-
жений, однако, не все органическое вещество
успевает перерабатываться в нем, о чем косвенно
свидетельствует присутствие в пробах хлоропла-
стов в достаточно высоких количествах. По всей
вероятности, даже в верхних слоях отложений су-
ществует достаточное количество анаэробных ниш,
на что указывает относительно высокое количество
сульфатредуцирующих бактерий. Присутствие за-
метной доли архей рода Nitrosopumilus в исследо-
ванных образцах указывает на протекание актив-
ных процессов окисления аммония, источником

которого, вероятно, может являться белок живот-
ного происхождения. Полученные данные по
таксономическому составу сообществ, вместе с
результатами α-разнообразия, свидетельствуют о
высоком разнообразии прокариот, населяющих
донные отложения Кандалакшского залива Бело-
го моря.
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Abstract—Microbial communities of the sediments of the Kandalaksha Gulf (White Sea) remain insufficient-
ly studied. While the data on the rates of some microbial processes are available, very little is known of the
microorganisms inhabiting these sediments. In the present work, high-throughput sequencing of variable re-
gions of the 16S rRNA genes was used to characterize the microbial communities of 47 Kandalaksha Gulf
sediment samples, collected at 10 cm below from the bottom surface. Pseudomonadota and Desulfobacterota
were the most abundant phyla, which together comprised about a half of all prokaryotes. Determination of
the dominant genus-level taxon proved impossible. The most represented chemoorganotrophic microorgan-
isms were uncultured Sandaracinaceae (up to 10.8%) and Woeseia (up to 7.5%). Sulfate-reducing bacteria
were important community components in the studied upper sediment layers, with uncultured groups SEEP-
SRB1 (up to 7.0%) and Sva0081 (up to 5.9%) among the most abundant. In some samples, the genera Sulfu-
rovum (up to 15.5%) and Thiohalophilus (up to 7.0%), involved in the oxidation of sulfur compounds, were
important components of the community. Among the archaeal ASVs, the genus Nitrosopumilus, oxidizing
ammonium to nitrite, exhibited the highest relative abundance (up to 6.9% of the total number of prokary-
otes). Numerous sequences identified as the 16S rRNA gene fragments of chloroplasts were found in the sam-
ples, indicating that the rate of organic matter delivery to the upper sediment layers exceeded the rate of its
degradation.

Keywords: microbial communities, biodiversity, 16S rRNA gene, bottom sediments, Kandalaksha Gulf,
White Sea, arctic seas
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Залив (губа) Канда относится к водоемам, образовавшимся в результате строительства железнодо-
рожной дамбы (1916 г.) и последовавшей изоляции морской лагуны от основного бассейна Канда-
лакшского залива Белого моря. В результате сокращения влияния приливо-отливных течений, пе-
ремешивающих водную толщу морской лагуны, изменился гидрологический режим водоема. Со-
кращение водообмена привело к появлению придонных застойных вод, лишенных кислорода, а
также сероводородного заражения. При этом в южной части акватории залива Канда сохранилось
пресное озеро. В различных акваториях залива Канда проведены исследования состава микробного
сообщества придонного водного слоя. Показано, что в придонной воде залива Канда меняется кис-
лородный режим, возрастает концентрация сероводорода и метана, активизируются процессы
сульфатредукции и метанокисления. Заметно меняется состав микробного сообщества, уменьшает-
ся численность истинно морских и пресноводных микроорганизмов, развиваются бактерии и ар-
хеи, доминирующие в микробных сообществах аноксийных вод меромиктических водоемов. Среди
общего разнообразия микроорганизмов выявлены индикаторные виды, увеличивающие свое оби-
лие. К таким видам относятся археи из родов Methanoregula и Methanosaeta (филум Halobacterota).
Индикаторами застойных морских вод оказались микроорганизмы цикла серы. Это аноксигенные
фототрофные бактерии класса Chlorobia (Chlorobium phaeovibrioides, Pelodictyon phaeoclathratiforme),
это Chloroflexi рода Chloronema, несерные пурпурные бактерии, близкие к роду Rhodoferax, бесцвет-
ные серные бактерии семейства Beggiatoaceae, а также тионовые бактерии рода Thiobacillus. Археи
рода Nitrosopumilus (филум Crenarchaeota), а также бактерии рода Woeseia могут считаться “анти-ин-
дикаторными” микроорганизмами, поскольку они обнаруживаются только в водах открытого моря.
Мы полагаем, что при устойчивом обмене вод через морскую дамбу состав микробного сообщества
вод залива Канда не будет существенно меняться и будет подвержен только сезонным и межгодо-
вым колебаниям. При негативном развитии событий можно дать прогноз превращения залива Кан-
да в стратифицированный водоем с аноксийным придонным водным слоем и сообществом микро-
организмов, сходным с меромиктическими водоемами.

Ключевые слова: микробные сообщества, микробные процессы, губа Канда, меромиктические во-
доемы, водообмен, гидрологический режим, стратификация, сероводородное заражение
DOI: 10.31857/S0026365623600323, EDN: BTBBKB

Освоение морского побережья вследствие стро-
ительства насыпей, дамб, плотин, приливных элек-
тростанций и т.д. неизбежно приводит к изоля-
ции заливов. Изолированным водоемом является
залив Канда. Залив Канда – это искусственный
водоем, поскольку с 1916 г. акватория со сложной
береговой линией была отделена от Кандалакшско-
го залива Белого моря дамбой, возведенной при

строительстве железной дороги (Семенов, 1988). В
залив впадает река Канда и множество ручьев.
Участок железной дороги, пересекающий залив
Канда, строился с сентября 1915 по ноябрь 1916 г. На
морском мелководье была возведена фильтраци-
онная дамба. В основу конструкции закладыва-
лись крупные валуны, далее по мере наращива-
ния дамбы использовались более мелкие валуны

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ
СТАТЬИ
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и камни. В результате вода в приливы и отливы
могла проходить сквозь тело дамбы. Для прохода
мелких судов и рыбы была оставлена протока, че-
рез которую был построен однопролетный мост.
Во время Второй мировой войны – в 1942 г., про-
тока, соединяющая губу с морем, была засыпана.
Это было связано с тем, что немецкая авиация в
первую очередь бомбила мосты. В результате связь
водных масс залива Канда с морем стала слабой,
только при фильтрации через тело плотины. В
1972 г. в теле дамбы был построен рыбоход – во-
допропускное сооружение. Водообмен с морем
немного увеличился, и в водоем снова смогли за-
ходить морские и проходные рыбы. Антропоген-
ные преобразования новообразованного водоема
отразились на изменении гидрологического и
гидрохимического режимов. По данным институ-
та СеврыбНИИпроект (г. Петрозаводск) в 1981–
1982 гг. в заливе Канда существовала выраженная
стратификация вод с пресным поверхностным
слоем и заполненными солоноватой водой глубо-
ководными застойными зонами со значительной
концентрацией растворенного сероводорода (Ива-
нов и соавт., 1983). Фильтрующая железнодорож-
ная дамба находится в 700 м от границ водно-бо-
лотного угодья международного значения “Кан-
далакшский залив” и границ Кандалакшского
заповедника. В связи с этим необходим регуляр-
ный мониторинг за изменениями, происходящи-
ми в заливе Канда.

Состав микробных сообществ водной толщи и
донных осадков как пресных, так и связанных с
морем водоемов зависит от гидрологического ре-
жима этих водоемов. Регулярное перемешивание
водной толщи за счет ветровых, приливо-отливных,
сезонных процессов приводит к притоку кисло-
родсодержащих вод и, как следствие, формирова-
нию кислородзависимого микробного сообщества.
Напротив, сокращение водообмена приводит к
исчерпанию кислорода и появлению аноксийных
зон, в которых значительно меняется состав мик-
робных сообществ. Установлено, что если до верх-
ней границы аноксийной зоны водной толщи до-
стигает свет, то в составе микробного сообщества
преобладают аноксигенные фототрофные бактерии
(АФБ). В отсутствие света активизируется процесс
микробного хемосинтеза (Горленко, 1974; Van
Gemerdon, Mas, 1995; Overmann, 1997; Rogozin et al.,
2009; Gulati et al., 2017). Также известно, что мик-
робное сообщество аноксийных вод коренным об-
разом отличается от микробного сообщества кис-
лородсодержащей водной толщи (Pjevac et al., 2015;
Tassi et al., 2018).

Практическая значимость исследования мик-
робных сообществ и микробных процессов в во-
доемах, отделенных от основного морского бас-
сейна, связана, прежде всего, с необходимостью
прогноза негативных последствий сероводород-
ного заражения в искусственно замкнутых мор-

ских акваториях, а также с нарастающей актуально-
стью прогноза реакции морских экосистем на по-
явление придонной аноксийной зоны –
мирового тренда, наблюдаемого по всему Миро-
вому океану (Velinsky, Fogel, 1999; Middelburg,
Levin, 2009; Zhang et al., 2010; Savvichev et al.,
2017). На примере губы Канда предлагается пока-
зать, как меняется состав микробных сообществ и
в целом вся экосистема морского залива при его
частичной или полной изоляции от моря.

Целью настоящего исследования было полу-
чение данных о гидрохимическом состоянии, со-
ставе микробных сообществ придонной воды,
интенсивности микробных процессов циклов уг-
лерода и серы в разных акваториях залива Канда
и сравнению состава сообществ с микробными
сообществами открытой части Белого моря, при-
мыкающей к заливу Канда и к пресному озеру
бассейна залива Канда.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Характеристика объекта исследования. Залив
(губа) Канда расположен в западной части Канда-
лакшского залива Белого моря, имеет длинную,
извилистую форму. Акватории залива Канда раз-
личаются по гидрологическому режиму и имеют
разную соленость. Залив Канда относится к внут-
ренним морским водам Российской Федерации.

Основная идея и схема проведения исследова-
ний. Для проведения исследований было выбрано
5 станций, расположенных в различных аквато-
риях Кандалакшского залива. Две станции отра-
жают ситуацию до искусственной изоляции залива
Канда. Это пресная часть залива (St. 5), находя-
щаяся выше зоны смешивания речных и морских
вод, а также морская акватория Кандалакшского
залива (St. 7), находящаяся вне залива Канда. Еще
одна станция взята вне залива Канда (St. 8). Это ме-
ромиктическое озеро Трехцветное, которое, благо-
даря естественным процессам поднятия суши, уже
как 200 лет отделилось от морского залива (Kras-
nova et al., 2015). В озере Трехцветное произошли
процессы формирования глубоко аноксийного
водного слоя. Ситуация в водной толще этого во-
доема является негативным прогнозом полной
изоляции залива Канда. И, наконец, две станции
(St. 4 и St. 6) располагаются непосредственно в
изолированной части залива Канда и в разной
степени испытывают влияние морских вод, вте-
кающих в залив во время приливов (рис. 1). В
придонном водном слое на каждой станции име-
ется уникальное микробное сообщество, приспо-
собленное к соответствующим условиям обитания.

В статье представлены данные, полученные
при исследовании материала, отобранного ис-
ключительно в зимний сезон. Весной и летом для
полярных водоемов характерны сезонные изме-
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нения гидрологического режима, определяющего
периоды интенсивного развития (“цветения”)
фитопланктона. В свою очередь, цветение фито-
планктона является мощным фактором, влияющим
на состав микробного сообщества всей водной тол-
щи. Таким образом, весной и летом микробное со-
общество полярных водоемов изменчиво и неста-
бильно. Зимой, под слоем льда, активность фото-
синтеза крайне низкая, и микробное сообщество
придонного водного слоя и поверхностного слоя
осадка развивается за счет органических веществ,
синтезированных в течение летнего сезона. Дли-
тельная зимняя пауза фотосинтеза является при-
чиной достаточно стабильного состояния мик-
робного сообщества придонной воды и поверх-
ностного осадка.

Отбор проб придонной воды в заливе Канда,
Кандалакшском заливе и оз. Трехцветное прово-
дили зимой 2015‒2023 гг. Пробы отбирали через
пробуренные во льду лунки. Температуру и со-
держание растворенного кислорода измеряли с
помощью портативного электротермометра и ок-
симетра WTW© 340iA HANNA HI8314F (“Wen-
soket”, RI, США). Общую соленость определяли с

помощью кондуктометра HANNA HI8733 (“Wen-
soket”, RI, США). Пробы воды отбирали лимноло-
гическим 1-литровым батометром, закрепленным
на калиброванном тросе. Содержание метана в
пробах определяли по методике фазово-равно-
весной дегазации. Концентрацию метана в газовой
“head-space” фазе измеряли на газовом хромато-
графе Kristall-2000-M (“Хроматэк”, Россия),
снабженном пламенно-ионизационным детекто-
ром. Для определения содержания сероводорода
пробу воды при отборе фиксировали ацетатом
цинка, и в фиксированных образцах сероводород
определяли с использованием N,N-диметил-п-
фенилендиамина. Для учета общей численности
микроорганизмов (ОЧМ = microbial abundance;
MA) пробы воды фиксировали раствором глута-
ральдегида, конечная концентрация которого в
пробе составляла 2%. Фиксированные пробы
фильтровали на черные поликарбонатные филь-
тры (“Миллипор”) с диаметром пор 0.2 мкм и
окрашивали раствором акридинового оранжевого.
Препараты просматривали с помощью эпифлуо-
ресцентного микроскопа Axio Imager D1 (“Carl
Zeiss”, Германия) с системой визуализации Image

Рис. 1. Карта-схема губы Канда и прилегающей акватории Кандалакшского залива. Обозначения станций отбора
проб: St. 4 – залив Канда “проточная”; St. 5 – “пресная”, оз. Федосеевское; St. 6 –залив Канда “сероводородная”,
St. 7 – “морская”, Кандалакшский залив; St. 8 – “меромиктическая” оз. Трехцветное.
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Scope Color (M) при увеличении ×1000. Биомасса
микроорганизмов (BM, мкг л–1; влажный вес)
была рассчитана исходя из объема клеток (кок-
ков, палочек и нитей) и плотности клеток
(1.0 мг мм–3). При проведении микроскопическо-
го учета одиночные клетки и клетки, собранные в
агрегаты, учитывали раздельно. Агрегатом счита-
лась группа клеток с общим очертанием, в кото-
рой зрительный пересчет отдельных клеток был
затруднен или невозможен.

Интенсивности микробных процессов: темно-
вой ассимиляции углекислоты (DCA), сульфатре-
дукции (SR), автотрофного (гидрогенотрофного)
образования метана (MGh) и окисления метана
(МО) определяли радиоизотопным методом с ис-
пользованием меченых соединений – NaH14CO3,
14СН4 и Na2

35SO4 (Pimenov, Bonch-Osmolovskaya,
2006; Savvichev et al., 2021). Радиоактивности (14С
и 35S) продуктов микробных процессов измеряли
на жидкостном сцинтилляционном счетчике
TRI-Carb TR2400 (“Packard”, США). Для расче-
тов интенсивности микробных процессов DCA,
MGh, MO и SR использовали среднюю величину,
полученную из двух повторностей для каждого
образца.

Выделение метагеномной ДНК, ПЦР-амплифи-
кация и высокопроизводительное секвенирование
фрагментов генов 16S рРНК. Свежеотобранные
образцы воды (объемом 100‒400 мл) пропускали
через фильтры с диаметром пор 0.22 мкм. Фильтр
гомогенизировали, растирая с жидким азотом,
препарат метагеномной ДНК выделяли с помо-
щью Power Soil DNA Isolation Kit (“MO BIO Lab-
oratories Inc.”, Carlsbad, США). Состав сообще-
ства прокариот определяли на основании анализа
последовательностей вариабельного региона V3–
V4 гена 16S рРНК, амплифицированного с помо-
щью ПЦР с использованием праймеров PRK341F
(5'-CCTACGGGRBGCASCAG-3') и PRK806R
(5'-GGACTACYVGGGTATCTAAT-3') (Frey et al.,
2016). ПЦР-фрагменты были баркодированы с
помощью Nextera XT Index Kit v.2 (“Illumina”,
США) и очищены с использованием Agencourt
AMPure beads (“Beckman Coulter”, Brea, CA,
СШA). Концентрация полученных ПЦР продук-
тов была определена с помощью Qubit dsDNA HS
Assay Kit (“Invitrogen”). Затем ПЦР-фрагменты
были смешаны в эквимолярных количествах и се-
квенированы на Illumina MiSeq (2 × 300 нт с обоих
концов). Парные чтения были объединены с ис-
пользованием FLASH v.1.2.11 (Magoc, Salzberg, 2011).
Полученные последовательности были кластери-
зованы в операционные таксономические единицы
(ОТЕ) при 97% идентичности с помощью про-
граммы Usearch (Edgar, 2010); низкокачественные
чтения, химерные и единичные последовательно-
сти были удалены при кластеризации. Таксоно-
мическая идентификация OTU была выполнена

по базе SILVA v.138 с использованием алгоритма
VSEARCH (Rognes et al., 2016). Полученные по-
следовательности были депонированы в базе дан-
ных NCBI Sequence Read Archive (SRA) в рамках
проекта PRJNA986318.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Физико-химическая характеристика исследуе-
мых образцов. Все 5 образцов придонной воды
были отобраны в акваториях со сходной глубиной
(7–17 м; табл. 1). Водные образцы содержали ми-
нимальное количество взвеси поверхностного
осадка. Количество этой взвеси зависело от типа
осадка. Донные осадки в местах отбора придон-
ной воды различались по цвету и консистенции.
Осадок St. 7 включал фракции алеврита и мелкого
песка, на St. 5 поверхностный осадок состоял из
рыхлых черных хлопьев, на St. 6 и St. 8 в составе
осадка преобладал черный сероводородный вяз-
кий пелит.

Поскольку отбор всех образцов проводили в
зимнее время с поверхности льда, температура
поверхностного слоя воды была около 0°C. При-
донная вода имела разную температуру, от 1.0°C в
открытой части Кандалакшского залива до 4.8°C
в Федосеевском плесе и до 5.1°C в меромиктиче-
ском озере Трехцветное (табл. 1). Соленость воды
также различалась, от 0.3‰ в пресном озере Фе-
досеевское до типичной “беломорской” воды
Кандалакшского залива (24.0‰). Придонная вода
на St. 4 и St. 7 содержала растворенный кислород и
имела положительные значения окислительно-вос-
становительного потенциала. В пресной придон-
ной воде St. 5 кислород отсутствовал, содержание
сероводорода было низким (не более 25 мкмоль),
значение Eh (мВ) было близким к нулю. Придон-
ная вода на St. 6 и St. 8 была восстановленной и
содержала сероводород в концентрации 1.95 и
13.25 ммоль соответственно. Содержание раство-
ренного метана в воде “морской” St. 7 было край-
не низким (60–240 нмоль) и типичным для Бело-
морских вод (Саввичев и соавт., 2008). В придон-
ной воде St. 4 залива Канда содержание метана
увеличивалось до 2.4–5.8 мкмоль, а в сероводо-
родной воде St. 6 и St. 8 содержание метана дости-
гало 0.38–0.82 ммоль. Таким образом, содержа-
ние метана в пяти исследованных водных образ-
цах различалось в 14000 раз. Изотопный состав
углерода метана (δ13C-CH4) из придонного водно-
го горизонта St. 6 = ‒79.2‰, что свидетельствует
о его современном микробном генезисе.

Интенсивность микробных процессов в придон-
ной воде пяти станций залива Канда. Во время под-
ледной съемки активность фотосинтеза реги-
стрировали только в узком подледном водном
слое (до 1.5 мкмоль С л–1 сут–1). Достоверных зна-
чений активности фотосинтеза в нижележащих
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водных горизонтах при подледной съемке получено
не было. Темновая ассимиляция углекислоты (ТАУ)
является суммарным показателем, включающим
как интенсивность гетеротрофного карбоксили-
рования, так и автотрофнго потребления СО2 при
хемосинтезе. Низкая микробная активность ТАУ
была отмечена в придонной воде “морской”
станции (10–30 нмоль л–1 сут–1). В воде залива
Канда St. 4 активность ТАУ была заметно выше
(110–410 нмоль л–1 сут–1). Высокая активность
ТАУ обнаружена в придонной воде “пресной”
St. 5 (1.3–2.5 мкмоль л–1 сут–1), а также в серово-
дородсодержащих образцах St. 6 и St. 8 (8–14 и
28–38 мкмоль л–1 сут–1). Активность автотрофно-
го (гидрогенотрофного) метаногенеза (MGh) в
придонной воде на “морской” и “проточной”
станциях была низкой и соответствовала пределу
чувствительности используемого метода (0.1–
1.0 нмоль СН4 л–1 сут–1). Заметно выше актив-
ность MGh была в пресном придонном водном
слое St. 5 (ср. 35 нмоль СН4 л–1 сут–1). Наиболее
высокая активность MGh показана в образцах
St. 6 и 8 (60 и 110 нмоль СН4 л–1 сут–1 соответствен-
но). Интенсивность окисления метана (МО) повто-
ряла тенденцию содержания метана (от 0.8 нмоль
СН4 л–1 сут–1 на St. 7 до 2.0 и 6.8 мкмоль л–1 сут–1

на St. 6 и 8). Активность сульфатредукции
(SR) была минимальной (на пределе чувствитель-
ности метода) в придонной воде St. 7 (0.2–
0.5 нмоль S2– л–1 сут–1), низкой на St. 4 (1.2–
3.5 нмоль S2– л–1 сут–1) и необычно высокой (для
пресных вод) активностью (4.5 нмоль S л–1 сут–1)
в воде St. 5 с низким содержанием сульфат-иона
0.18 мкмоль. Высокая активность SR была, что
было ожидаемо, в придонных водах St. 6 и St. 8
(3 и 16.8 мкмоль S л–1 сут–1).

Общая численность (ОЧМ = MA) и биомасса
микроорганизмов (B). Микроскопирование окра-
шенных препаратов на мембранных фильтрах пя-
ти образцов придонной воды показало, что в воде
St. 7 величина МА (microbial abundance) соответ-
ствовала значениям, обычным для Кандалакш-
ского залива (ср. 220 тыс. кл. мл–1). В воде на St. 4
залива Канда величина МА была несколько выше

(ср. 480 тыс. кл. мл–1). Заметно выше численность
бактерий в сероводородной воде St. 6 залива
Канда (до 4 млн кл. мл–1) и пресной воде St. 5
(8.5 млн кл. мл–1). Наиболее высокая величина
МА соответствовала St. 8 (22 млн кл. мл–1).

Результаты высокопроизводительного секвени-
рования. В придонной воде пяти станций залива
Канда и Кандалакшского залива методом высоко-
производительного секвенирования фрагмента ге-
на 16S рРНК был исследован таксономический со-
став микроорганизмов придонного водного слоя.
Общее число идентифицированных фрагментов
16S rRNA, использованных для идентификации
микробных сообществ, составило 132457. В ре-
зультате проведенной кластеризации идентифи-
цированы 1971 бактериальных и 871 архейных
OTU с 97% идентичностью. Археи составили от
22.67 до 34.53% от всех 16S rRNA сиквенсов (табл. 2).
Они были представлены 9 филумами, которые
были определены с помощью программы SILVA и
GTDB базы данных: Aenigmarchaeota, Asgardar-
chaeota, Crenarchaeota, Euryarchaeota, Halobacter-
ota, Iainarchaeota, Micrarchaeota, Nanoarchaeota и
Thermoplasmatota. Бактерии были представлены
21 филумами: Acetothermia, Acidobacteriota, Actino-
bacteriota, Bacteroidota, Caldatribacteriota, Chloroflexi,
Cyanobacteria, Desulfobacterota, Firmicutes, Gemmati-
monadota, Latescibacterota, Myxococcota, Nitrospirota,
Patescibacteria, Planctomycetota, Proteobacteria,
SAR324_clade (Marine_group_B), Spirochaetota,
Thermotogota, Verrucomicrobiota, Zixibacteria.

Индекс Chao1 показывает, что самое низкое
видовое богатство приходится на микробное со-
общество олиготрофных морских вод St. 7, а наи-
более высокое – на микробное сообщество мезо-
трофных пресных вод St. 5. Видовое богатство
придонных вод залива Канда (St. 4 и St. 6) ближе
к высокому. Индекс видового разнообразия
Shannon_e оказался достаточно ровным, при
этом самым низким для сообщества вод “мор-
ской” станции и наиболее высоким для вод
“пресного” залива. Видовое разнообразие вод за-
лива Канда высокое, близкое к максимальному
среди полученных.

Таблица 2. Альфа-разнообразие в образцах придонной воды со станций 7, 5, 8, 4, 6 в акватории залива Канда и
прилежащих морских и пресных водоемах

Образец Archaea
OTU %

Bacteria
OTU % Сhao1 Shannon_e

St. 7. “Морская” 24.12 75.79 495.2 4.38
St. 5. “Пресная” 22.67 74.35 1095.3 5.78
St. 8. “Сероводородная вода” Из меромиктического озера 27.42 71.35 770.5 5.30
St. 4. Бухта Канда “Насыщенная кислородом вода” 34.53 62.95 972.4 5.49
St. 6. Бухта Канда “Сероводородная вода” 29.90 68.8 905.8 5.44
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Из 9 архейных и 21 бактериальных филумов
было выбрано 10 таксонов, составляющих по до-
лям OTU более 80% от всего микробного сообще-
ства (рис. 2). 7 выбранных таксонов относятся к
филумам, а 3 таксона являются классами. У вы-
бранных нами таксонов наиболее велика разница
между исследованными образцами в долях OTU.
Поэтому выбранные таксоны могут считаться ин-
дикаторными.

Таксономический состав сообщества архей.
Микробные сообщества придонной воды иссле-
дуемых водоемов, как это и следовало из физико-
химических условий среды обитания, значитель-
но отличались друг от друга (рис. 2). В насыщенной
кислородом и предельно охлажденной морской во-
де St. 7 в сообществе архей явно доминировали не-
культивируемые археи рода Nitrosopumilus, OTU
23.48% (филум Crenarchaeota). Археи рода Nitro-
sopumilus – облигатные аэробы, способные к
окислению аммония, содержащегося в морской
воде в предельно низких концентрациях. Пред-
полагается, что они способны к автотрофному
росту. Представители этого рода распространены
как в фотической зоне морей, так и поверхностной
части донных отложений в морях всех регионов
мира (Könneke et al., 2005; Park et al., 2012; Qin et al.,

2017). В пресных (St. 5) и особенно в сероводород-
содержащих (St. 8) водах археи Nitrosopumilus были
представлены в минимальных долях. Присутствие
и обилие Nitrosopumilus в образце из залива Канда
явно указывает на близость St. 4 к открытой части
моря. Заметное уменьшение Nitrosopumilus в об-
разце St. 6 указывает на ее близость к аноксий-
ным застойным водам.

В пресных (St. 5) и сероводородсодержащих
(St. 8) водах встречены археи из родов Methanoregula
и Methanosaeta (филум Halobacterota). Наиболее
известный вид Methanoregula boonei выделен из
пресного болота, основой его метаболизма явля-
ется гидрогенотрофный метангенез (Bräuer et al.,
2011). Археи рода Methanosaeta являются умерен-
но галотолерантными, широко распространены в
морских водоемах и в процессе метаногенеза ис-
пользуют ацетат. Ацетокластический метаноген
Methanosaeta pelagica был выделен из приливно-
отливной полосы Токийского залива (Mori et al.,
2012). В воде открытого моря (St. 7), а также в воде
St. 4 из залива Канда метаногенные археи найде-
ны в следовых количествах. В образце St. 6 мета-
ногенных архей было чуть больше (OTU 0.2%).

Рис. 2. Доля основных таксономических групп архей и бактерий в составе микробного сообщества в пяти образцах
придонной воды залива Канда и прилегающих акваториях Кандалакшского залива. Обозначения станций – как на
рис. 1.
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В лишенной кислорода воде пресного залива
(St. 5) найдены некультивируемые археи рода Woe-
searchaealis (OTU 8.47%). В сероводородных водах
(St. 8) их обилие достигало 16.12%. Некультивируе-
мые археи рода Woesearchaealis (филум Nanoarchaeo-
ta) обитают в пресных и слабоминерализованных
водоемах мезотрофного и евтрофного типа. Они
являются гетеротрофами и предпочитают микро-
аэрофильные условия (Liu et al., 2018). В морской
воде St. 7 археи филума Nanoarchaeota встречены в
минимальном количестве (OTU 0.64%). Археи
рода Woesearchaealis были найдены в образце St. 4
залива Канда (OTU 9.11%). Придонная вода на
St. 4 испытывает дефицит растворенного кисло-
рода (0.15 ммоль; табл. 1), что способствует разви-
тию микроаэрофильных архей. В исследуемых
водах залива Канда (St. 6) их обилие достигало
15.43%, что указывает на близость микробного
сообщества St. 6 с сообществом сероводородных
вод St. 8.

Необходимо отметить, что доля архей в мик-
робном сообществе распределялась следующим
образом: (OTU %) 24.12 (“Морская”) – 22.67
(“Пресная”) – 27.42 (“Сероводородная”) – 34.53
(“Канда St. 4”) – 28.4 (“Канда St. 6”). Близкие
численные показатели долевого содержания сум-
мы архей в микробных сообществах исследован-
ных нами разнообразных водных местообитаниях
свидетельствуют о ненадежности использования
такого интегрального индикационного инстру-
мента.

Таксономический состав сообщества бактерий.
Бактерии отряда Actinomariales (филум Actinobac-
teriota) являются космополитами морских вод.
Эти бактерии имеют ультрамалые размеры, а так-
же способность к фотогетеротрофному метабо-
лизму (Ghai et al., 2013). В наших образцах бакте-
рии Actinomariales встречены в морской воде стан-
ций St. 7 и St. 4 залива Канда (OTU 9.57 и 5.96%).
В пресной и сероводородной воде, а также в воде
St. 6 залива Кан их было заметно меньше.

Бактерии класса Bacteroidia во всех исследо-
ванных водных образцах найдены в близких до-
лях (OTU 5.16% в сероводородных водах и OTU
8.04% в пресных водах). Известно, что бактерии
этого класса широко распространены в самых
разных местах обитания, от морских и пресных
вод и почвы до желудочно-кишечного тракта и
экскрементов животных. Вероятно, наличие бак-
терий класса Bacteroidia является наименее зна-
чимым показателем для диагностики микробных
сообществ прибрежных морских водоемов.

Наличие бактерий класса Chlorobia (зеленые
серные бактерии) четко и надежно указывают на
наличие процессов аноксигенного фотосинтеза,
протекающих с потребления сероводорода. В на-
ших образцах Chlorobia были найдены (в очень
малом количестве) в образцах St. 8 и St. 6. В лет-

нее время аноксигенные фототрофные бактерии
населяют зону хемоклина водной толщи стратифи-
цированных водоемов и осуществляют активный
фотосинтез. В зимний сезон в покрытых льдом во-
доемах при отсутствии света в слое хемоклина Chlo-
robia оседают в придонный водный слой и на по-
верхность осадка.

В воде “морской” St. 7, а также “пресной” St. 5
найдены аэробные (микроаэрофильные) серо-
окисляющие бактерии родов Sulfurimonas и Sulfu-
rovum, филум Campilobacterota. Представители ро-
да Sulfurimonas ‒ типичные градиентные морские
бактерии, микроаэрофилы. Они способны окислять
элементную серу, сульфид, другие восстановленные
соединения серы в процессе кислородного, а неко-
торые виды в процессе нитратного дыхания (Han,
Perner, 2015). Известные культивируемые пред-
ставители рода Sulfurovum являются хемолитавто-
трофными бактериями, окисляющими серу и
тиосульфат и использующими кислород, а также
нитрат в качестве акцептора электрона (Mori et al.,
2018). Большинство представителей этого рода най-
дены в образцах воды и осадков, отобранных из
морских гидротермальных источников. Однако
бактерии рода Sulfurovum найдены также и в воде
и осадках Арктических морей (Sun et al., 2020).
Незначительные количества бактерий этих родов
обнаружены в образцах залива Канда St. 8 и St. 6.

Бактерии рода Chloroflexi найдены в составе
микробных сообществ водных образцов с дефи-
цитом кислорода или его отсутствием (St. 5 OTU
6.89%, St. 8 OTU 8.41%). В морской воде этих бак-
терий было заметно меньше (St. 7 OTU 1.79%).
Бóльшая часть Chloroflexi была представлена гете-
ротрофными некультивируемыми бактериями из
класса Anaerolineae, род SBR1031. Принято счи-
тать, что эти бактерии являются анаэробными
синтрофами, мутуалистически связанными с ме-
таногенными археями (Narihiro et al., 2012). Доля
этих малоизученных бактерий в составе микробно-
го сообщества St. 4 была невелика (OTU 3.91%), но
весьма значительна в составе микробного сооб-
щества St. 6 (OTU 10.5%). Примечательно, что в
образцах St. 8 и St. 6 (следовые количества) найдены
Chloroflexi рода Chloronema. Это крупные, нитчатые
зеленые серные бактерии с газовыми вакуолями,
осуществляющие аноксигенный фотосинтез и ве-
дущие, как правило, бентосный образ жизни (Dubi-
nina, Gorlenko, 1975). Эти хорошо морфологически
различимые бактерии могут служить хорошим мар-
кером микробных сообществ с развитым циклом
серы. В то же время отметим, что Chloronema sp.
ранее находили только в пресных стратифициро-
ванных водоемах (Gich et al., 2001).

Цианобактерии обитают в фотической зоне
пресных и морских водоемов, где существуют за
счет оксигенного фотосинтеза. Придонный слой
водоемов (если до него не доходит свет) является
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исключительно местом накопления, но не обита-
ния цианобактерий. Обилие цианобактерий явля-
ется показателем продуктивности фотической зоны
водоемов и зависит, в первую очередь, от содержа-
ния биогенных элементов. “Морская” St. 7 по по-
казателю обилия цианобактерий (OTU 0.61%)
оказалась явно олиготрофной, а “пресная” St. 5
(OTU 11.79%) и “сероводородная” St. 8 (OTU
8.0%) – евтрофными. В состав сообщества ци-
анобактерий входили представители семейств
Nostocaceae, Cyanobiaceae, Sinechococcaceae. Ис-
следуемые воды залива Канда (St. 4) были скорее
олиготрофными, а St. 6 – явно евтрофными (OTU
16.73%).

Сульфатредуцирующие бактерии филума De-
sulfobacterota найдены во всех образцах, включая
придонную воду пресного залива St. 5. Большин-
ство представителей филума Desulfobacterota в об-
разцах относились к классам Desulfobacteria и De-
sulfobulbia. В сероводородных водах St. 8 и прес-
ной воде St. 5 преобладали некультивируемые
сульфатредукторы рода Desulfatiglans. В придонной
воде морской St. 7 найдены некультивируемые
сульфатредукторы семейства Desulfocapsaceae, рода
Desulfosarcina, а также Desulfosarcinaceae, g:SEEP-
SRB1, образующие ассоциации с археями
ANME-1 (Kleindienst et al., 2012). Бактерии филу-
ма Desulfobacterota продуцируют сероводород за
счет восстановления элементной серы, сульфита,
а также диспропорционирования тиосульфата
(Murphy et al., 2021). При этом бактерии не нуж-
даются в органических субстратах и развиваются
как хемолитоавтотрофы. Некоторые бактерии фи-
лума Thermodesulfobacteriota вступают в синтрофные
отношения с микроорганизмами, использующими
сероводород. В исследуемых образцах губы Канда
(St. 4 и St. 6) найдены все вышеуказанные таксо-
ны сульфатредукторов, однако явно доминирую-
щих родов среди них не было.

В образце морской воды St. 7 в составе класса
Alphaproteobacteria найдены некультивируемые бак-
терии семейства Hyphomicrobiaceae, большинство
которых являются олиготрофами. В придонной во-
де пресного залива (St. 5) найдены нитчатые бес-
цветные серные бактерии семейства Beggiatoaceae.
Бактерии этой группы не склонны к планктонному
способу жизни. Наиболее вероятно, что эти круп-
ные бактерии находились на поверхности мелких
частиц поверхностного слоя донного осадка. На-
ходка бактерий семейства Beggiatoaceae указывает
на наличие активных микробных процессов цик-
ла серы, протекающих в отсутствие света (Salman
et al., 2013).

Обилие бактерий класса Gammaproteobacteria в
исследуемых образцах оказалось наиболее ярким
признаком, отличающим образец воды открыто-
го моря (St. 7) от остальных образцов. Доля Gam-
maproteobacteria в этом образце составила 29.95%.

Наиболее многочисленными находками в образ-
цах морской станции (St. 7) были представители
рода Woeseia (класс Gammaproteobacteria). Вероят-
но, единственным культивируемым видом этого
рода является Woeseia oceani, выделенным из при-
ливо-отливной полосы Желтого моря (Du et al.,
2016). Бактерии рода Woeseia являются морскими
космополитами. Они найдены в водах и осадках
прибрежных акваторий многих морей. При этом
их трофическая роль остается малоизученной. В
сероводородных водах St. 8 преобладали бактерии
рода Rhodoferax (сем. Comamonadacea). Rhodoferax
относятся к несерным пурпурным бактериям,
способны к аноксигенному фотосинтезу, но при
этом могут развиваться и в отсутствие света. По-
мимо образца St. 8 Rhodoferax найдены в серово-
дородных водах St. 6 залива Канда. В этих же об-
разцах (St. 8, St. 6) в малых количествах найдены
пурпурные серные бактерии семейства Chromati-
aceae (генетически близкие к пресным и морским
видам Thiocapsa roseopersicina, Thiocapsa imhoffii,
Thiodictyon bacillosum). В образцах St. 5, St. 8, а так-
же St. 4 и St. 6 залива Канда найдены бактерии
наиболее близкие к роду Thiobacillus. Культивиру-
емые представители этого рода являются класси-
ческими участниками окислительного звена цик-
ла серы. В образцах St. 5, St. 6 и St. 8 найдены бак-
терии, близкие к классическим метанотрофам из
родов Methylocystis и Methylocapsa. В образцах St. 5,
St. 6 и St. 8 также найдены бактерии близкие к ро-
ду Methylotenera. Бактерии этого рода выделены из
осадков пресных водоемов, а также почв и рисо-
вых чеков. Культивируемые Methylotenera способ-
ны к росту на метиламине, как единственному
источнику энергии, углерода и азота (Kalyuzhnaya
et al., 2006). Крайне интересно, что в образце St. 7
“Морская” все найденные метанотрофы оказа-
лись близкими к бактериям рода Methyloceani-
bacter, обитающих в осадках северных морей и
способных к окислению широкого спектра одно-
углеродных соединений (Vekeman et al., 2016).
Как и ожидалось, детектируемые метанотрофы
пресной St. 5 оказались близки к нитчатыми
гамма-протеобактериям, родственными Creno-
thrix sp. По мнению ряда исследователей, это
главные потребители метана в стратифицирован-
ных озерах (Osvald et al., 2017).

ОБСУЖДЕНИЕ

Проведенные исследования показали, что по
своим гидрологическим и гидрохимическим па-
раметрам придонная вода акватории залива Кан-
да, искусственно изолированного от основного
морского бассейна, является смесью пресных
(речных и озерных) и морских вод (табл. 1). Это
доказывается, прежде всего, показателем солено-
сти. С другой стороны, придонная вода изолиро-
ванного водоема приобретает свойства, отсут-
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ствующие как в исходно пресных водах, так и в
водах открытого моря. Это дефицит кислорода
(St. 4), а также наличие сероводорода (St. 6). Поми-
мо этого, в придонных водах залива Канда меняется
окислительно-восстановительная обстановка, и
появляется растворенный метан. Объективным по-
казателем является изменение показателей ин-
тенсивности ключевых микробных процессов. В
придонной воде залива Канда интенсивность ас-
симиляции углекислоты, сульфатредукции, гид-
рогенотрофного метаногенеза и метанокисления
заметно выше, чем в открытом море (табл. 1). Все
вышеназванные изменения гидрохимического и
биогеохимического состояния придонных вод за-
лива Канда указывают на приобретение новых ка-
честв, присущих стратифицированным водоемам с
аноксийным, сероводородсодержащим придон-
ным слоем. Водоемы такого типа известны на по-
бережье Белого моря (Краснова, 2021).

Аноксийные зоны стратифицированных водое-
мов, как реликтовые экосистемы, на протяжении
многих лет привлекали внимание микробиологов
(Overmann, 1997; Garcia-Gil et al., 1999; Camacho
et al., 2001; Gorlenko, Kuznezov, 1972; Gorlenko, 1978;
Jørgensen et al., 1979; Savvichev et al., 2021). Ста-
бильная аноксийная зона водной толщи суще-
ствует в меромиктическом озере Могильное на
острове Кильдин, Фрамварен фиорде в южной
Норвегии, Черном море (Dyrssen et al., 1996; Иванов
и соавт., 2001; Strelkov, 2014). Менее стабильная
анаэробная обстановка характерна для глубоковод-
ных впадин Каспийского моря (Иванов и соавт.,
2013). Многочисленные стратифицированные во-
доемы небольшого размера известны на побережье
Кандалакшского залива Белого моря (marine-de-
rived lakes). Они уникальны по происхождению, т.к.
образуются путем отделения от моря из-за быстро-
го поднятия суши (около 40 см за последние сто
лет) (Krasnova et al., 2012). По мере отдаления от
моря происходит ослабление промывного режи-
ма, что ведет к накоплению значительного коли-
чества осадков, активизации анаэробных мик-
робных процессов, в первую очередь процесса
сульфатредукции и, в конечном итоге, распростра-
нению сероводорода в толще монимолимниона
(Losyuk, Kokryatskaya, 2015). Сульфатредуцирующие
бактерии не ограничивают перечень анаэробных
микроорганизмов, участвующих в трансформации
органических соединений. В анаэробных условиях
образование метана обеспечивают метаногенные
археи, участвующие, наряду с сульфатредуциру-
ющими бактериями, в терминальной фазе разло-
жения органического вещества (Иванов и соавт.,
2012).

Проведенные исследования показали, что среди
богатого микробного сообщества придонных вод
прибрежных морских водоемов можно выделить
микроорганизмы, являющиеся индикаторами из-
менений, приводящих к возникновению анок-

сийных зон. Это археи из родов Methanoregula и
Methanosaeta (филум Halobacterota). Археи рода
Nitrosopumilus (филум Crenarchaeota) также могут
считаться индикаторными (точнее анти-индика-
торными) микроорганизмами, поскольку они об-
наруживаются только в богатых кислородах водах
открытого моря. Прекрасными индикаторами за-
стойных морских вод оказались микроорганизмы
участники цикла серы. Известно, что микроорга-
низмы цикла серы явно доминируют в хемоклине
меромиктических водоемов. Биогеохимический
смысл их деятельности получил название “суль-
фуреты”. В водах залива Канда их было мало, но
их индикаторный потенциал очевиден, поскольку в
воде открытого моря (St. 7) эти микрорганизмы от-
сутствовали. Это аноксигенные фототрофные
бактерии класса Chlorobia (соленоводные Chloro-
bium_phaeovibrioides, пресноводные Pelodictyon
phaeoclathratiforme). Это Chloroflexi рода Chloronema,
также существующие за счет аноксигенного фо-
тосинтеза. Они найдены в малых количествах в
образцах St. 8 и St. 6. Индикаторными организма-
ми изолированных вод залива Канда оказались
также несерные пурпурные бактерии, близкие к
роду Rhodoferax. Они также найдены в малых коли-
чествах в образцах St. 8 и St. 6. В группу индикатор-
ных таксонов бактерий, окисляющих восстановлен-
ные соединения серы, попали нитчатые бесцветные
серные бактерии семейства Beggiatoaceae, а также
тионовые бактерии рода Thiobacillus. Оказалось,
что бактерии восстановительного звена цикла серы
имеют более слабый индикаторный потенциал.
Сульфатредуцирующие бактерии филума Desulfo-
bacterota найдены во всех исследуемых водоемах.
В воде St. 6 и St. 8 доля бактерий филума Desulfo-
bacterota была немного выше, чем в воде других
водоемов. Вероятно, что наиболее эффективны-
ми анти-индикаторами оказались бактерии рода
Woeseia. Они явно доминировали в воде St. 5
“Морская” и уступали свою лидирующую пози-
цию в водах залива Канда.

Проведенные исследования показали, что по
своим гидрологическим, гидрохимическим, био-
геохимическим свойствам, а также по составу
микробных сообществ, придонный водный слой
акватории залива Канда заметно отличается от
пресных вод Федосеевского озера и морских вод
Кандалакшского залива. Микробные сообщества
акватории залива Канда пополняются археями и
бактериями, обитающими в меромиктических
водоемах. В водах St. 4 изменения в составе мик-
робного сообщества неявные, а в водах St. 6 они
хорошо заметны. Можно предположить, что при
позитивном развитии событий, а именно при
устойчивом обмене вод через морскую дамбу, со-
став микробного сообщества придонных вод залива
Канда не будет существенно меняться и, возможно,
будет подвержен сезонным и межгодовым колеба-
ниям. При негативном развитии событий можно
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дать прогноз превращения залива Канда в страти-
фицированный водоем с устойчиво аноксийным
придонным водным слоем и сообществом микро-
организмов, сходным с меромиктическими водое-
мами оз. Могильное, оз. Трехцветное, оз. Большие
Хрусломены (Иванов и соавт., 2001; Lunina et al.,
2005; Savvichev et al., 2018, 2021).
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Abstract—Formation of the Kanda Bay resulted from construction of a railway dam (1916) and subsequent
isolation of the sea lagoon from the main basin of the Kandalaksha Gulf, White Sea. Decreased action of tidal
flows, which mix the water column of the lagoon, altered the hydrological regime of the basin. Decreased wa-
ter exchange resulted in formation of oxygen-depleted near-bottom water and to sulfide contamination. A
freshwater lake was, however, preserved in the southern part of the Kanda Bay. The composition of microbial
communities was studied for the near-bottom water horizons at different sides of the Kanda Bay. The oxygen
regime in this layer was found to change, with increasing concentrations of sulfide and methane and active
processes of sulfate reduction and methane oxidation. The composition of the microbial community changed
noticeably, with lower abundance of true marine and freshwater microorganisms and development of bacteria
and archaea predominant in microbial communities of anoxic water in meromictic basins. Among the micro-
bial diversity, indicator species with increased abundance were revealed. These are archaea of the genera
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Methanoregula and Methanosaeta (phylum Halobacterota). The sulfur cycle microorganisms, which were the
indicators of stagnant marine water, included anoxygenic phototrophic bacteria of the class Chlorobia, (Chlo-
robium phaeovibrioides, Pelodictyon phaeoclathratiforme), Chloroflexi of the genus Chloronema, nonsulfur pur-
ple bacteria related to the genus Rhodoferax, colorless sulfur bacteria of the family Beggiatoaceae, and sulfur
oxidizers of the genus Thiobacillus. Archaea of the genus Nitrosopumilus (phylum Crenarchaeota) and bacteria
of the genus Woeseia may be considered opposites to the indicator microorganisms, since they were found on-
ly in the open sea water. In our opinion, stable water exchange through the dam will result in the stable com-
position of the Kanda Bay microbial community, with only seasonal variations and year-to-year f luctuations.
The negative scenario supports prediction of conversion of the Kanda Bay into a stratified basin with anoxic
near-bottom water and the microbial community similar to that found in meromictic lakes.

Keywords: Microbial communities, microbial processes, Kanda Bay, meromictic basins, water exchange, hy-
drological regime, stratification, sulfide contamination
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Исследована активность этанольных экстрактов лишайников (ЭЛ) и культур лихенофильных (эн-
добионтных) грибов лишайников (ЭГЛ), а также их этанольных экстрактов в отношении тест-куль-
тур Escherichia coli, Salmonella typhimurium, Pseudomonas fluorescens, Staphylococcus aureus, Micrococcus
luteus, Enterococcus faecium, Paenibacillus sp., Candida parapsilosis. Выявлена избирательная активность
ЭЛ и ЭГЛ в отношении грамположительных и грамотрицательных бактерий, а также дрожжей.
Большая часть экстрактов лишайников и культур грибов не были активны в отношении грамотри-
цательных бактерий. Экстракты Cladonia rangiferina были неактивны в отношении всех тестируемых
культур. Выявлен и подтвержден ранее описанный эффект локуса на активность метаболитов одно-
го вида лишайников. Методом агаровых блоков выявлена избирательная активность 23 из 61 про-
анализированного штамма грибов в отношении грамположительных и грамотрицательных бакте-
рий, 8 – в отношении дрожжей. Этанольные экстракты шести культур были способны угнетать рост
St. aureus, M. luteus, Paenibacillus sp. и E. coli. Штамм NM10F28209 из лишайника Stereocaulon paschale
проявлял наибольшую ингибирующую активность в отношении Ca. parapsilosis и Y. lipolytica и вы-
бран для приоритетной разработки фунгицидного препарата.

Ключевые слова: биоциды, лишайники, эндобионты лишайников, этанольные экстракты
DOI: 10.31857/S002636562360027X, EDN: BPNRES

Проблема применения антибиотиков в здра-
воохранении и ветеринарии становится все более
актуальной на фоне увеличения частоты встреча-
емости резистентных к традиционно используе-
мым антибиотикам штаммов микроорганизмов.
Эта проблема носит общемировой характер. В
2019 г. в мире зарегистрировано 4.95 млн смертей,
связанных с антибиотикорезистентными бактерия-
ми (АРБ). Шесть патогенов-лидеров по смертно-
сти, связанной с резистентностью (Escherichia coli,
затем Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae,
Streptococcus pneumoniae, Acinetobacter baumannii и
Pseudomonas aeruginosa), были ответственны за 929
тысяч смертей, связанных с АРБ (Antimicrobial
Resistance Collaborators, 2022). По прогнозам Все-
мирной организации здравоохранения смертность
от инфекций, связанных антибиотикорезистент-
ными микроорганизмами, может достигнуть к
2050 г. 10 млн человек (de Kraker et al., 2016).

В этой связи поиск новых биоцидных препара-
тов, преодолевающих резистентность патогенных
микроорганизмов, становится все более актуаль-
ным. В методиках, применяемых для оценки био-
цидности препаратов, классическими тест-объ-
ектами являются Staphylococcus aureus (в том числе,
метициллин-резистентные), Escherichia coli, Pseudo-
monas aeruginosa, Bacillus subtilis, Candida albicans, As-
pergillus niger (Ефименко и соавт., 2018; Демьянкова
и соавт., 2021). Для решения задач, которые связаны
с поиском биоцидных препаратов, выбор тест-
культур может быть определен не только их ролью в
клинической практике, но и с учетом перспектив
использования на пищевом производстве, в вете-
ринарии и сельском хозяйстве. В этом случае
спектр используемых тест-объектов может менять-
ся и включать, в том числе, штаммы, выделенные
из природных сред.

В последние десятилетия внимание биотехноло-
гов и медиков привлекают лишайники как источни-

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ
СТАТЬИ
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ки биологически активных соединений, способных
регулировать численность патогенных организмов и
проявлять противоопухолевую активность (Mol-
nára, Farkas, 2010; Noh et al., 2021a). Лишайники
являются сырьем для получения усниновой, прото-
цетраровой, физодовой и других “лишайниковых
кислот” (Molnára, Farkas, 2010). Вместе с тем, суще-
ствуют ограничения, связанные с использованием
природного растительного сырья и необходимостью
сохранения среды обитания зависимых от лишай-
ников видов животных. Альтернативой экстракции
биологически активных соединений из природного
сырья является биотехнологический подход: поиск
микроорганизмов, образующих в процессе роста на
лабораторных питательных средах сходные с ли-
шайниковыми кислотами соединения, проявляю-
щие бактерицидную и фунгицидную активность.
На основе таких препаратов возможно создание
комбинированных лекарственных средств, сочета-
ющих в себе классические антибиотики и усилива-
ющие их активность адьюванты. При этом, как по-
казала практика, применение таких препаратов
приводит к преодолению проблемы резистентности
(Nikolaev et al., 2020). Таким образом, значимость и
актуальность разработки новых препаратов, заме-
няющих или дополняющих известные на данный
момент антибиотики, не вызывает сомнений.

Целями настоящего исследования были: изуче-
ние биоцидной активности этанольных экстрактов
лишайников различных видов в зависимости от их
географической локализации; выделение из ли-
шайников различных географических зон лихено-
фильных грибов в чистые культуры и анализ спек-
тра их биоцидной активности; оценка влияния эта-
нольных экстрактов и культуральной жидкости
полученных культур грибов на рост грамположи-
тельных и грамотрицательных бактерий и дрож-
жей Ca. parapsilosis.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Образцы лишайников и экстракция. Талломы
эпигейных и эпиксильных лишайников были со-
браны в период 2020–2022 гг. в различных регионах
России (табл. 1). Определение родовой и видовой
принадлежности образцов проводили по опреде-
лителям (Определитель лишайников России, 1996;
Цуриков, Корчиков, 2018).

Для получения спиртовых экстрактов сухие
талломы измельчали в ступке. Измельченный ма-
териал (1 г) помещали в стеклянные пробирки с
притертой пробкой и заливали 5 мл 95% этанола.
Оставляли для экстракции на 10 сут при темпера-
туре 45°C. Полученный экстракт фильтровали,
сливали в новые пробирки и далее хранили в хо-
лодильнике при 4°C не более 1 мес. Для более
длительного периода хранения экстракты замо-
раживали при ‒18°C и хранили не более 6 мес.

Тестирование экстрактов лишайников. Для про-
верки биоцидных свойств экстрактов применяли
диско-диффузионный метод (Егоров, 1965). Эта-
нольные экстракты наносили на стерильные бу-
мажные диски (фильтр синяя лента) диаметром
6 мм. После испарения этанола в стерильном ла-
минарном боксе диски помещали в стерильные
пенициллиновые флаконы и хранили при 4°C до
использования не более 5 сут.

Бактериальные суспензии (50 мкл, ОП600 0.1–
0.2) распределяли шпателем Дригальского по ага-
ризованной среде LB (модификация Miller, 5 г/л
NaCl). Далее бумажные диски, содержащие сухой
экстракт, располагали на агаровой пластинке в
количестве 6 штук (по одному диску на сектор).
Инкубацию проводили при температуре 30°C в
течение 1 сут. Измерение зон ингибирования
проводили согласно методике (Егоров, 1965; Efi-
menko et al., 2018).

Культуры грибов. Изоляцию культур грибов из
талломов лишайников проводили с использова-
нием гомогенизатора, как это описано ранее (Ка-
чалкин и соавт., 2017). Полученные культуры под-
держивали пересевом на глюкозно-пептонно-
дрожжевую среду – ГПД (4 г глюкозы, 1 г дрожже-
вого экстракта, 1 г триптона, 15 г агара, 1 л воды).

Тестирование биоцидной активности грибов и их
экстрактов осуществляли двумя способами.

1 способ. Тестирование проводили методом
наложения агаровых блоков (цилиндров), выре-
занных из агара (диаметр 6 мм), густо засеянного
мицелиальным грибом или дрожжами на 10 сут
роста (Егоров, 1965). Для предварительного скри-
нинга активности культур использовали агаровые
блоки диаметром 8 мм. Оценку активности про-
водили, измеряя зоны ингибирования роста тест-
культур при наложении агаровых блоков диамет-
ром 6 мм.

2 способ. Культуры грибов выращивали в жид-
кой среде ГПД в колбах с перемешиванием на
шейкере (30°C, 120 об./мин) в течение 10 сут. Далее
жидкость отфильтровывали и собирали в отдельные
емкости для дальнейшего использования. Мицелий
промывали дистиллированной водой в процессе
фильтрации на воронке Бюхнера с бумажным
фильтром под вакуумом (насос KNF 86, Герма-
ния, ‒80 кПа). Далее мицелий помещали в стек-
лянный флакон 100 мл и заливали 20 мл 95% эта-
нола. Экстракцию проводили в течение 10 сут при
температуре 30°C при перемешивании на шейке-
ре (120 об./мин). Экстракты концентрировали от-
гонкой этанола до объема 2 мл и хранили при 4°C
не более 10 сут.

Спиртовые экстракты, полученные из биомас-
сы, наносили на бумажные диски (10 мкл на один
диск), высушивали в стерильном ламинарном
боксе и располагали на поверхности засеянного
тест-культурой LB агара, как это указано выше.
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Таблица 1. Список образцов лишайников

№ 
образца Вид лишайника Место сбора

EK1 Cladonia coniocraea (Flörke) Sprengel Самарская обл., Ясная поляна

EK2 Cladonia arbuscula (Wallr.) Rabenh. Самарская обл., Моховое болото

EK3 Cetraria islandica (L.) Acharius s.l. Самарская обл., Рачейская тайга

EK4 Cladonia rangiferina (L.) F.H. Wigg. Самарская обл., Моховое болото

EK5 Cladonia furcata (Hudson) Schrader Самарская обл., Рачейская тайга

EK6 Pseudoevernia furfuracea (L.) Zopf R. Murto Самарская обл., Рачейская тайга

EK7 Evernia prunastri (L.) Ach. Оренбургская обл., Бузулукский бор

EK8 Ramalina franacea (L.) Ach. Крым, пещера Горшенина

EK9 Cladonia stellaris (Opiz) Pouzar et Vězda Самарская обл., Рачейская тайга

EK10 Cetraria islandica (L.) Ach. Крым, плато Чатыр-Даг

ЕК11 Anaptychia ciliaris (L.) Körb. Самарская обл., Ясная поляна

ЕК12 Hypogymnia physodes (L.) Nyl. Самарская обл., Кинельский р-он

ЕК13 Cladonia monomorpha Aptroot, Sipman & Herk Самарская обл., Малоусинский сосняк

SIV-1 Parmelia sp. Ach.

ЯНАО, Приуральский р-он

SIV-2 Cladonia gracilis (L.) Willd.

SIV-3 Cladonia sp. P. Browne

SIV-4 Cladonia rangiferina (L.) F.H. Wigg.

SIV-5 Usnea sp. Dill. ex Adans.

NM1 Flavocetraria cucullata (Bellardi) Kärnefelt et A. Thell

г. Нарьян-Мар,
Ненецкий автономный округ

NM2 Cetraria islandica subsp. crispiformis (Räsänen) Kärnefelt

NM3 Flavocetraria nivalis (L.) Kärnefelt et A. Thell

NM4 Peltigera aphtosa (L.) Willd.

NM5 Cladonia rangiferina (L.) F.H. Wigg.

NM6 Peltigera malacea (Ach.) Funck

NM7 Cladonia uncialis (L.) Weber ex F.H. Wigg.

NM8 Cladonia stellaris (L.) Ach.

NM9 Cladonia arbuscula (Wallr.) Rabenh.

NM10 Stereocaulon paschale (L.) Hoffm.

CH1 Sphaerophorus sp. Pers. Мурманская область, г. Апатиты

ALT1 Cladonia stellaris (Opiz) Pouzar et Vězda
Алтайский край, пос. Северка,
оз. ПетуховоALT2 Cladonia arbuscula (Wallr.) Rabenh.

ALT3 Cladonia rangiferina (L.) F.H. Wigg.

ALT4 Cladonia stellaris (Opiz) Pouzar et Vězda
Алтайский край, пос. Ерназар

ALT5 Cladonia arbuscula (Wallr.) Rabenh.

ALT9 Cladonia stellaris (Opiz) Pouzar et Vězda
Алтайский край, пос. Озерно-Кузнецово, 
оз. КузнецовоALT10 Cladonia rangiferina (L.) F.H. Wigg.

ALT11 Cladonia arbuscula (Wallr.) Rabenh.
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Биоцидную активность диагностировали по ве-
личине зоны ингибирования.

Культуральную жидкость тестировали, внося
ее в лунки (50 мкл), как это описано ранее (Его-
ров, 1965).

Использованные тест-культуры. Для тестирова-
ния биоцидной активности метаболитов лишайни-
ков и грибов использовали культуры грамположи-
тельных бактерий Staphylococcus aureus ATCC 6538,
Staphylococcus aureus RY1, Micrococcus luteus C01, En-
terococcus faecium M3185, Paenibacillus sp. ALT11;
грамотрицательных бактерий Escherichia coli K12,
Pseudomonas aeruginosa 481, Salmonella typhimurium
TA 1535; дрожжей Candida parapsilosis 134.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Исследование активности спиртовых экстрактов

лишайников. Наиболее распространенным и не-
токсичным растворителем для экстракции из рас-
тительного сырья является этанол. Наряду с аце-
тоном, этилацетатом, бензолом, хлороформом он
широко используется для экстракции биологиче-
ски активных молекул из растительного сырья. В
данной работе мы провели оценку биоцидности
этанольных экстрактов лишайников и лихено-
фильных грибов в отношении набора бактериаль-
ных тестовых культур и дрожжей Ca. parapsilosis.

Спиртовые экстракты EK1 Cl. coniocraea, EK4
Cl. rangiferina, EK5 Cl. furcata, EK6 Ps. furfuracea,
EK7 E. prunastri, EK8 R. franacea, EK10 C. islandica,
EK11 An. ciliaris, EK13 Cl. monomorpha, NM4 P. aph-
tosa, NM5 Cl. rangiferina, NM6 P. malacea, ALT3 и
ALT10 Cl. rangiferina не проявляли бактерицидной
и фунгицидной активности. Все экстракты не
угнетали рост дрожжей Ca. parapsilosis.

Экстракты из остальных исследованных ли-
шайников проявляли бактерицидную активность
в отношении грамположительных и грамотрица-
тельных бактерий избирательно (табл. 2).

Большая часть экстрактов лишайников
(далее ЭЛ) угнетали рост грамположительных бак-
терий, однако их активность зависела от места от-
бора образца лишайника, а также от вида. Так, на-
пример, ЭЛ Cl. arbuscula, собранного на болоте в
Самарской области, не подавлял рост M. luteus и
E. faecium, в отличие от образцов того же вида, со-
бранных в г. Нарьян-Маре и на Алтае (табл. 2).
При этом ЭЛ всех представителей рода Cladonia
(кроме уже упомянутой Cl. rangiferina, а также
NM2 C. islandica subsp. сrispiformis), независимо от
региона сбора образов, подавляли рост S. aureus
ATCC 6538 и почти все (за исключением Сl. stellaris
EK9, Самарская обл.) ингибировали рост Paenibacil-
lus sp. ALT11. Большая часть проанализированных
ЭЛ проявляла ингибирующую активность в отно-
шении E. faecium (кроме EK2 Cl. arbuscula и EK3
C. islandica). Только ЭЛ NM1 Fl. cucullata, NM2

C. islandica subsp. crispiformis и NM3 Fl. nivalis ин-
гибировали рост грамотрицательных бактерий
E. coli и Sm. typhimurium, при этом максимальной
активностью обладал ЭЛ из NM1 Fl. cucullata
(25 мм).

Оценка активности грибов методом агаровых
блоков и методом цилиндров. Был проанализиро-
ван 61 штамм грибов, выделенных из различных
видов лишайников, собранных в территориально
удаленных локациях. Культуральные жидкости всех
исследованных штаммов не обладали ингибирую-
щей активностью в отношении тест-культур.

Метод агаровых блоков позволил выявить изби-
рательную активность 23 штаммов грибов в отно-
шении грамположительных и грамотрицательных
бактерий, а 8 из них – в отношении дрожжей
(табл. 3). Если в отношении бактерий грибы прояв-
ляли заметную или достаточно высокую актив-
ность, то в отношении дрожжей ингибирующий
эффект был слабым, за исключением одного
штамма, NM10F28209, выделенного из лишайни-
ка Stereocaulon paschale (г. Нарьян-Мар) и обладаю-
щего высокой фунгицидной активностью.
Только 4 штамма грибов были антагонистами Paeni-
bacillus sp. ALT11. Наиболее чувствительными к
ингибирующему воздействию грибов оказались
культуры E. coli K12 и S. aureus ATCC 6538.

Определение активности этанольных экстрак-
тов биомассы грибов. Этанольные экстракты ока-
зались слабо активными в отношении грамполо-
жительных и грамотрицательных бактерий, и со-
всем не проявляли ингибирующей активности в
отношении дрожжей. Только несколько экстрак-
тов (табл. 4) ингибировали рост E. coli K12,
S. aureus ATCC 6538, M. luteus C01 и Paenibacillus sp.
ALT11. Рост остальных тест-культур не подавлялся.

ОБСУЖДЕНИЕ

На данный момент вторичные метаболиты ли-
шайников хорошо изучены (Huneck, Yoshimura,
2012; Xu, 2016). Накоплены данные о бактерицид-
ных и фунгицидных эффектах экстрактов из ли-
шайников разных видов (Molnár, Farkas, 2010). Од-
нако, как правило, исследования образцов лишай-
ников проводили без учета их географической
локализации. В этой работе анализ активности ЭЛ
показал, что в целом, независимо от географиче-
ской локализации, лишайники одного вида со-
храняют ингибирующую активность в отношении
грамположительных и грамотрицательных бакте-
рий. Только некоторые образцы различаются про-
филем бактерицидности. В частности, экстракт ли-
шайника Cl. arbuscula, собранного на болоте в Са-
марской области, обладает меньшей ингибирующей
активностью, чем экстракты из этого же вида, если
образцы получены из более засушливых место-
обитаний. Однако эта закономерность не просле-
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живается во ношении Cl. stellaris. Экстракты из
этого лишайника демонстрируют близкие значе-
ния величин ингибирования. Этот результат слабо
согласуется с ранее полученными данными (Кор-
чиков и соавт., 2021).

Грамположительные бактерии ингибируются
этанольными экстрактами большинства изученных
видов лишайников. Этот результат хорошо согласу-
ется с данными, полученными ранее (Oh et al., 2018).
В то же время только ЭЛ трех видов ингибировали
грамотрицательные бактерии. Shrestha и соавт.
(2014) исследовали 34 вида лишайников и также
не обнаружили активности метанольно-ацетоно-
вых экстрактов против E. coli. Этому феномену в
литературе не уделяется достаточного внимания,

хотя он интересен для понимания механизмов се-
лекции бактерий в лишайниковые симбиозы. Из-
вестно, что в лишайниках доминируют грамотри-
цательные бактерии (Noh et al., 2020; Noh et al.,
2021b), приспособленные к выживанию и активно-
му функционированию в кислой среде (рН 4‒5),
при дефиците влаги и минеральных солей.

Этанольные экстракты лишайников, содержа-
щие, главным образом, растворимые в полярных
растворителях лишайниковые кислоты, угнетают
рост бактерий, но не дрожжей, в то время как среди
грибов, выделенных из лишайников, присутствуют
штаммы, обладающие фунгицидной активностью.
Это противоречие может быть устранено, если пред-
положить, что фунгицидные метаболиты лишайни-

Таблица 2. Определение эффекта ингибирования роста тест-культур этанольными экстрактами лишайников

Примечание. НД ‒ данные отсутствуют.

Образец лишайника

Величина зоны ингибирования роста, мм
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EK2 Cl. arbuscula 10 ± 0.2 0 0 10 ± 0.2 0 0 0
EK3 Cl. islandica 0 0 0 8 ± 0.2 0 0 0
EK9 Cl. stellaris 8.5 ± 0.3 8 ± 0.2 10 ± 0.2 0 8.5 ± 0.2 0 0
EK12 H. physodes 13.5 ± 0.2 13 ± 0.2 11 ± 0.2 11 ± 0.2 10 ± 0.2 0 0
SIV-1 Parmelia sp. 16 ± 0.3 15 ± 0.3 14 ± 0.3 9 ± 0.2 12 ± 0.2 0 0
SIV-2 Cl. gracilis 19 ± 0.2 23 ± 0.2 18 ± 0.2 10 ± 0.2 15 ± 0.3 0 0
SIV-3 Cladonia sp. 15 ± 0.3 20 ± 0.3 14 ± 0.3 10 ± 0.2 20 ± 0.3 0 0
SIV-4 Cl. rangiferina 12 ± 0.2 11.5 ± 0.15 16 ± 0.3 8 ± 0.2 11 ± 0.3 0 0
SIV-5 Usnea sp. 8 ± 0.2 8 ± 0.2 11 ± 0.2 0 9 ± 0.2 0 0
CH1 Spherophorus sp. 9 ± 0.2 12 ± 0.2 22 ± 0.3 8.5 ± 0.2 13 ± 0.2 0 0
NM1 Fl. cucullata 25 ± 0.3 24 ± 0.3 30 ± 0.3 16 ± 0.2 14 ± 0.2 0 25 ± 0.3
NM2 C. islandica subsp. crispiformis 0 9 ± 0.2 12 ± 0.2 8 ± 0.2 7 ± 0.2 0 17 ± 0.2
NM3 Fl. nivalis 15 ± 0.2 16 ± 0.2 17 ± 0.2 11 ± 0.3 15 ± 0.3 0 17 ± 0.2
NM7 Cl. uncialis 22 ± 0.3 18 ± 0.3 16 ± 0.3 9 ± 0.2 12 ± 0.2 0 0
NM8 Cl. stellaris 23 ± 0.3 20 ± 0.3 18 ± 0.2 12 ± 0.3 17 ± 0.2 0 0
NM9 Cl. arbuscula 25 ± 0.2 22 ± 0.3 20 ± 0.2 11 ± 0.2 22 ± 0.3 0 0
NM10 S. paschale 12 ± 0.2 14 ± 0.2 14 ± 0.2 10 ± 0.2 17 ± 0.3 0 0
ALT1 Cl. stellaris 7 ± 0.2 НД 16 ± 0.2 10 ± 0.2 26 ± 0.4 0 0
ALT2 Cl. arbuscula 13 ± 0.2 НД 14 ± 0.2 14 ± 0.3 21 ± 0.2 0 0
ALT3 Cl. rangiferina 0 НД 0 0 0 0 0
ALT4 Cl. stellaris 11 ± 0.3 НД 10 ± 0.2 10 ± 0.3 21 ± 0.3 0 0
ALT5 Cl. arbuscula 21 ± 0.3 НД 16 ± 0.3 13 ± 0.3 26 ± 0.25 0 0
ALT9 Cl. stellaris 16 ± 0.2 НД 14 ± 0.3 12 ± 0.2 24 ± 0.25 0 0
ALT10 Cl. rangiferina 0 НД 0 0 0 0 0
ALT11 Cl. arbuscula 12 ± 0.2 НД 14 ± 0.2 14 ± 0.2 22 ± 0.3 0 0
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ков не растворяются в полярных растворителях, или
активность комменсальных грибов в здоровых,
активно растущих талломах подавлена. По всей
видимости, сами микобионты не выделяют фун-
гицидных соединений, способных растворяться в
этаноле. Еще одним интересным и статистически
достоверным результатом является отсутствие у
этанольных экстрактов Cl. rangiferina антибакте-
риальной активности. В то же время, существуют
данные о том, что экстракция ацетоном выявляла
в лишайниках этого вида антибактериальные со-
единения (Kosanić et al., 2018)

Отсутствие антибактериальной активности у
38 штаммов эндофитных грибов, выделенных из
лишайников, можно попытаться объяснить их
комменсализмом. В условиях совместного роста
комменсальные грибы остаются физиологически
и экологически нейтральными по отношению к

другим членам симбиоза, что исключает выработ-
ку ими бактерицидных или фунгицидных соеди-
нений. Скрининг такой активности может быть
методической основой для выявления в лишайни-
ковом симбиозе грибов с разными экологическими
стратегиями. Несмотря на то, что бактерицидная
активность грибов в мире активно изучается (Ер-
шова и соавт., 2003; Silva et al., 2022), данных о
бактерицидной активности эндофитных грибов
из лишайников найти не удалось. Поэтому данная
работа является в значительной степени пио-
нерской.

Интересно, что те штаммы грибов, которые
проявляли антибактериальную активность, так-
же, как и экстракты из лишайников, подавляли
рост в основном грамположительных бактерий и
E. coli, которая является симбионтом кишечника
человека и животных. Вместе с тем, эти же экс-

Таблица 3. Результаты тестирования ингибирующей активности грибных изолятов методом агаровых блоков

Примечание. “+” ‒ Наблюдается “гало” лизиса клеток. Диаметр агаровых блоков 6 мм. Величина зон ингибирования роста
дана в миллиметрах с учетом диаметра агарового блока. Жирным шрифтом выделены значения диаметра зон ингибирования
более 15 мм.

Номер штамма Источник выделения
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1037CtrNIG01 Cetraria nigricans 0 0 0 0 0 0 +
1037CtrNIG54 Cetraria nigricans + 0 0 + 0 0 0
1037CtrNIG55 Cetraria nigricans 0 0 0 + 0 0 0
1037FlcNIV60 Flavocetraria nivalis + 0 0 0 0 0 0
ANFlcSP-08 Flavocetraria nivalis 0 0 + 0 0 0 0
BP6-01STR Flavocetraria nivalis 12 ± 0.2 0 13 ± 0.2 0 0 0 +
CtlDL11 Cetrariella delisei 0 0 0 20 ± 0.2 0 0 0
CtlDL12 Cetrariella delisei + 0 0 24 ± 0.2 0 0 0
CtrNig01 Cetraria nigricans 0 0 0 + 0 0 0
CtrNig02 Cetraria nigricans 0 0 0 15 ± 0.2 0 0 0
EG3-02 Cladonia arbuscula ssp. arbuscula 0 0 0 0 0 0 +
NM10F28209 Stereocaulon paschale 0 0 0 0 0 0 16 ± 0.2
NM10F28211 Stereocaulon paschale 0 0 0 0 0 0 +
NM5F17203 Cladonia rangiferina 14 ± 0.2 11 ± 0.2 0 + 0 0 0
NM5F17206 Cladonia rangiferina + 0 0 + 0 0 0
NM9F24307 Cladonia arbuscula 18 ± 0.2 0 0 26 ± 0.2 0 0 0
PsphPub01 Pseudephebe pubescens 32 ± 0.3 0 0 25 ± 0.2 0 0 0
T2CtlDL08 Cetrariella delisei + 0 0 0 0 0 0
T2CtrDL11 Cetrariella delisei 0 0 0 0 0 0 +
T3CtrNIG04 Cetraria nigricans 32 ± 0.3 0 0 0 0 0 +
T6PsphPUB01 Pseudephebe pubescens + 18 ± 0.3 + 0 0 0 0
T6PsphPUB02 Pseudephebe pubescens 0 0 0 0 0 0 +
T6PsphPUB251101 Pseudephebe pubescens 0 16 ± 0.2 + 0 0 0 +
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тракты не подавляли рост патогенов Sm. typh-
imurium и P. aeruginosa. Это возможно объяснить
как спецификой биоцидов, продуцируемых гри-
бами, так и различием в величинах минимальных
ингибирующих концентраций этих соединений
для разных бактериальных культур.

Полученные из лишайников грибные изоля-
ты, способные к подавлению роста клинически
значимых бактерий E. coli, S. aureus, а также дрож-
жей Ca. parapsilosis, будут в дальнейшем исследо-
ваны, идентифицированы и использованы как
продуценты биоцидных препаратов.
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Effect of the Extracts from Lichens and Lichenophilic Fungi on in vitro Growth 
of Clinically Significant Microorganisms
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Abstract—Activity of the ethanol extracts from lichens (LE), of the cultures of lichenophilic (endobiotic) fun-
gi (LFE), and of ethanol extracts from these cultures was tested using the following test organisms: Escherich-
ia coli, Salmonella typhimurium, Pseudomonas fluorescens, Staphylococcus aureus, Micrococcus luteus, Entero-
coccus faecium, Paenibacillus sp., and Candida parapsilosis. Selective activity of LE and LFE against yeasts
and gram-positive and gram-negative bacteria was revealed. The extracts from Cladonia rangiferina exhibited
no activity against any of the tested cultures. The previously reported locus effect on activity of metabolites of
one lichen species was confirmed. Agar block technique was used to detect selective activity of 23 out of
61 analyzed fungal strains against gram-positive and gram-negative bacteria, and of 8 strains, against yeasts.
Ethanol extracts of six cultures were shown to suppress growth of St. aureus, M. luteus, Paenibacillus sp., and
E. coli. Strain NM10F28209 from the lichen Stereocaulon paschale, which exhibited inhibitory activity against
Ca. parapsilosis was selected for priority development of an antifungal preparation.

Keywords: biocidal agents, lichens, lichen endobionts, ethanol extracts
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Исследование состава липидов и осмолитов конидий ксерогалофила Aspergillus penicilloides, выра-
щенного на средах с высоким содержанием NaCl и глицерина, важно для понимания функций этих
соединений в адаптации экстремофила. В конидиях гриба, полученных на среде с глицерином, на-
блюдалось до 15% от сухой массы углеводов и полиолов цитозоля (УиП) и преобладание глицерина
в их составе (60% от суммы), тогда как на среде с NaCl доля глицерина на превышала 20%, а коли-
чество УиП составляло 10%. На обеих средах доля (20%) и количество (2.5%) трегалозы было оди-
наково, т.е. на долю полиолов приходилось около 80%, однако их состав различался, что указывает
на возможную синергию между трегалозой и полиолами в адаптации. Для обоих вариантов конидий
характерно низкое содержание как мембранных, так и запасных липидов, представленных, в основ-
ном триацилглицеринами. В составе мембранных липидов конидий гриба, независимо от состава
среды, доминируют фосфатидилхолины и стерины, что свидетельствует о высокой стабилизации и
консервативности липидного бислоя. Постоянство состава мембранных и запасных липидов и их
низкое количество, высокий уровень УиП и существенные различия в их составе указывают на клю-
чевую роль осмолитов в адаптации конидий гриба к различным условиям среды.

Ключевые слова: мицелиальные грибы, ксерофилия, галофилия, трегалоза, глицерин, мембранные
липиды
DOI: 10.31857/S0026365623600402, EDN: BWOGDU

Исследование спор экстремофильных грибов
представляет большой интерес в связи с эволюцией
и особенностями выживания в экстремальных усло-
виях. Спора ‒ ключевая структура в жизненном
цикле гриба, так как она обеспечивает сохранение
жизни во времени и пространстве, ее можно рас-
сматривать как надежный сейф для грибного ге-
нома (Osherov, May, 2001). Споры грибов способны
находиться в разных типах покоя (экзогенном и
эндогенном) и могут быть как средством пережива-
ния неблагоприятных условий, так и средством рас-
пространения (Sussman, Halvorson, 1966). Споры в
большей степени, чем мицелий защищены от не-
благоприятных воздействий внешней среды благо-
даря низкому уровню метаболических процессов
и высокому содержанию осмолитов. Осмолиты ‒
низкомолекулярные соединения, защищающие
макромолекулы и мембраны клетки (Yancey, 2005).
У грибов осмолиты представлены, в основном, тре-
галозой и полиолами. Споры грибов содержат
большое количество трегалозы, сравнимое с ее
уровнем в мицелии мезофильных грибов в условиях

теплового шока (ТШ) (Терёшина, 2005). Трегалоза
является многофункциональным соединением:
выполняет транспортную, запасную, протектор-
ную, антиоксидантную функции (Elbein et al., 2003;
Iturriaga et al., 2009; Tapia, Koshland, 2014; Ar-
güelles et al., 2017; Kahraman et al., 2019; Kosar et al.,
2019). В отличие от других осмолитов, ее протек-
торное действие распространяется не только на
макромолекулы клетки, но и на мембраны. У га-
лофильных и ксерофильных грибов основным
осмопротектором является глицерин (Prista et al.,
2005; Kogej et al., 2007; Zajc et al., 2014; Stevenson
et al., 2017; Danilova et al., 2022).

Ранее нами было показано, что у ксерогало-
фильного гриба Aspergillus penicillioides, выращен-
ного на средах с высоким содержанием NaCl или
глицерина, в мицелии накапливалось большое
количество глицерина, но доля других полиолов ‒
маннита, арабита и эритрита была значительно
выше на среде с солью (Danilova et al., 2022). На
примере многих грибов показано также, что в
условиях ТШ в мицелии грибов накапливается

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ
СТАТЬИ
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большое количество трегалозы (Elbein et al., 2003;
Терёшина, 2005; Crowe, 2007). Однако у A. penicil-
lioides под влиянием ТШ наблюдалось лишь не-
большое повышение уровня трегалозы до 1% от
сухой массы (около 20% от суммы), что отличается
от реакции мезофильных грибов на ТШ. Исходя
из этого мы предположили, что глицерин также мо-
жет выполнять протекторную функцию, что может
подтвердить исследование осмолитного состава
спор.

Ранее нами было высказано предположение о
взаимосвязи состава мембранных липидов и
осмолитов при адаптации к стрессорным факторам
(Ianutsevich et al., 2023). Споры грибов представляют
собой структуры переживания, обладающие боль-
шой устойчивостью к неблагоприятным факторам
(Феофилова и соавт., 2012), тем не менее недавно
были получены новые данные о том, что споры,
прикрепленные к спорофорам не являются поко-
ящимися, так как в них может происходить про-
цесс транскрипции (Wang et al., 2021). Это обес-
печивает присутствие в спорах мРНК, продукты
которых будут способствовать лучшей адаптации
грибов в процессе прорастания. В спорах грибов,
по сравнению с мицелием, мембранный аппарат
редуцирован и представлен немногочисленными
митохондриями с небольшим количеством крист
и липидными везикулами (Barrera, 1986; Kozlova,
2006). Ранее было показано, что в мембранных
липидах спор грибов доминируют ФХ и стерины,
а в запасных ‒ ТАГ (Терешина и соавт., 2002; Ko-
zlova et al., 2019), однако данных о составе липидов в
спорах ксерофильных грибов практически нет. По-
этому исследование химического состава конидий
ксерогалофильного гриба A. penicillioides может дать
дополнительную информацию о функциях по-
лиолов, трегалозы и мембранных липидов.

Цель настоящей работы заключалась в иссле-
довании состава мембранных и запасных липи-
дов, а также углеводов и полиолов цитозоля в ко-
нидиях A. penicillioides, выращенных на средах с
высоким содержанием NaCl или глицерина.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Объект исследования. Микромицет Aspergillus
penicilloides Speg. ВКМ F-4838 (Aspergillaceae, Eu-
rotiales, Eurotiomycetidae, Eurotiomycetes, Pezyzomy-
cotina, Ascomycota) выделен из культуры клещей
домашней пыли рода Dermatophagoides (Petrova-Ni-
kitina et al., 2005). Гриб поддерживали на скошенном
агаре следующего состава (г/л): Мальтакс-10 (Фин-
ляндия) ‒ 20; NaCl ‒ 100; агар-агар ‒ 20; вода ‒ до
1 л. Выращивали в течение 7 сут при 30°C, храни-
ли при температуре 4–8°C.

Получение конидий. Для получения конидий
A. penicilloides выращивали в поверхностной куль-
туре при оптимальной температуре 30°C в течение

10 сут на двух средах. Состав среды с высоким со-
держанием соли (г/л): Мальтакс-10 ‒ 30; дрожже-
вой экстракт ‒ 1; К2НРО4 ‒ 1; NaCl ‒ 117 (2 М);
агар-агар ‒ 20; вода ‒ до 1 л. Состав среды с высоким
содержанием глицерина (г/л): Мальтакс-10 ‒ 30;
дрожжевой экстракт ‒ 1; К2НРО4 ‒ 1; глицерин ‒
368 (4 М); NaCl ‒ 35; агар-агар ‒ 20; вода ‒ до 1 л.
Конидии смывали 10% раствором NaCl, остатки
мицелия удаляли фильтрованием через капроновый
фильтр, затем через бумажный фильтр на воронке
Бюхнера, остаточную соль удаляли, промывая не-
большим количеством дистиллированной воды.
Все операции проводили при температуре 4°C
Фильтр с конидиями замораживали и лиофильно
высушивали.

Анализ липидов, углеводов и полиолов. Опреде-
ление количества липидов, углеводов и полиолов
проводили как описано ранее (Ianutsevich et al.,
2016). Вкратце, липиды экстрагировали по методу
Николса с изопропанолом, дезактивирующим
фосфолипазы, разделяли двумерной (полярные
липиды) или одномерной (нейтральные липиды)
тонкослойной хроматографией (ТСХ) и количе-
ственно определяли с использованием стандартных
соединений методом денситометрии (программ-
ное обеспечение DENS). Для изучения состава
жирных кислот полярные липиды выделяли мето-
дом одномерной ТСХ в системе для нейтральных
липидов, элюировали смесью хлороформ‒мета-
нол (1 : 1), затем экстракт упаривали и проводили
метанолиз 2.5% H2SO4 в метаноле в течение 2 ч
при 70°C. Полученные метиловые эфиры жирных
кислот анализировали методом ГЖХ.

Растворимые в цитозоле углеводы и полиолы
экстрагировали кипящей водой, удаляли белки и
заряженные соединения, из лиофильно высу-
шенного образца получали триметилсилильные
производные и анализировали методом ГЖХ с
внутренним стандартом.

Статистический анализ. Для каждого варианта
эксперименты проводили трижды (n = 3). Для по-
парного сравнения вариантов использовали апосте-
риорный тест Tukey HSD. Статистический анализ
проводили с помощью MS Office Excel. На графиках
(*) представляет значимое различие (P ≤ 0.05), каж-
дая точка данных представляет собой среднее
значение ± стандартная ошибка среднего (n = 3).

РЕЗУЛЬТАТЫ
Ранее проведенные исследования показали,

что A. penicillioides является одновременно и ксеро-,
и галофилом. При этом состав осмолитов цитозоля
в мицелии гриба при выращивании на средах с вы-
соким содержанием глицерина и NaCl существенно
различался, тогда как состав мембранных липи-
дов изменялся незначительно (Danilova et al.,
2022). Поэтому в данном исследовании мы также
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анализировали состав липидов и осмолитов ко-
нидий, выращенных на двух средах с высоким со-
держанием глицерина и NaCl.

Состав углеводов и полиолов цитозоля в конидиях
A. penicillioides. Углеводы и полиолы цитозоля
(УиП) конидий, выращенных на среде с 2 М
NaCl, составляли около 10% от сухой массы и бы-
ли представлены трегалозой и рядом полиолов ‒
глицерином, эритритом, арабитом и маннитом
(рис. 1). Маннит составлял около 30% от суммы
сахаров; арабит, трегалоза и глицерин ‒ 20%,
эритрит ‒ 10% (рис. 2). Количество УиП спор
гриба, выращенных на среде с 4.0 М глицерином,
в полтора раза выше (15% от сухой массы), чем на
среде с солью (рис. 1). Профиль УиП также суще-
ственно различался, так как доминировал глице-
рин (60% от суммы), а доли арабита и маннита не
превышали 10% (рис. 2). При этом на обеих сре-
дах количество и доля трегалозы (около 20% от
суммы) практически не изменялись, а глюкоза
присутствовала в следовом количестве.

Состав мембранных и запасных липидов в спо-
рах A. penicillioides. Профиль мембранных липи-
дов спор гриба, выращенных на средах с высоким
содержанием глицерина и NaCl, слабо различается
(рис. 3). Основными компонентами являются
фосфатидилхолины (ФХ) и стерины, составляющие
по 40% от суммы, в минорном количестве присут-
ствуют фосфатидилэтаноламины (ФЭ), сфинголи-
пиды (СЛ) и два неидентифицированных липида.
Количество мембранных липидов в спорах было
низкое: на среде с солью не превышало 0.35% от
сухой массы, а на среде с глицерином ‒ вдвое ни-
же (рис. 4).

Состав запасных липидов спор, выращенных на
средах с высоким содержанием глицерина и NaCl,
практически не различался (рис. 5). На обеих сре-
дах доминировали триацилглицерины (ТАГ) ‒
40–50% от суммы, диацилглицерины (ДАГ) и сво-
бодные жирные кислоты (СЖК) ‒ по 20–25%. Об-
наружены также эфиры стеринов (около 8% от сум-
мы) и неидентифицированный липид Y (около 2%).
Нужно отметить низкое содержание липидов в спо-
рах – не более 0.6% от сухой массы на среде с со-

Рис. 1. Состав УиП конидий гриба, выращенных на средах с высоким содержанием NaCl (1) или глицерина (2).
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Рис. 2. Относительное содержание УиП конидий гриба, выращенных на средах с высоким содержанием NaCl (1) или
глицерина (2).
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Рис. 3. Профиль мембранных липидов спор гриба, выращенных на средах с высоким содержанием NaCl (1) или гли-
церина (2). ФЭ ‒ фосфатидилэтаноламины; ФХ ‒ фосфатидилхолины; X1, Х2 ‒ неидентифицированные липиды;
СЛ ‒ сфинголипиды; Ст ‒ стерины.
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Рис. 4. Количество мембранных липидов спор гриба, выращенных на средах с высоким содержанием NaCl (1) или гли-
церина (2).
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лью и в полтора раза ниже на среде с глицерином
(рис. 6).

Основными жирными кислотами фосфолипи-
дов были линолевая С18:2 (39–42% от суммы), оле-
иновая С18:1 (33–36%) и пальмитиновая С16:0 (14–
16%). Состав жирных кислот фосфолипидов
спор, выращенных на средах с высоким содержа-
нием глицерина или NaCl, мало различался,
как и степень ненасыщенности фосфолипидов
(1.1–1.15).

ОБСУЖДЕНИЕ
Сопоставление состава конидий и мицелия

ксерогалофильного гриба A. penicilloides показывает
кардинальные различия как в составе мембранных
липидов, так и в составе УиП. В мицелии гриба на
обеих средах основными мембранными липидами
были фосфатидные кислоты ФК и свободные
стерины (Ст) (Danilova et al., 2022), тогда как в
спорах гриба ‒ ФХ и Ст. Нужно отметить, что в

мицелии гриба ФК составляют 40–50% от суммы,
а ФХ являются минорным компонентом (5%), то-
гда как в конидиях доля ФХ составляет около
40%, а ФК отсутствует. В процессе роста мицелия
гриба относительное содержание стеринов на
жидкой среде возрастало на обеих средах и дости-
гало 23% от суммы на среде с глицерином и 35%
на среде с солью. В конидиях, выращенных на
обеих средах, доля Ст составляла около 40%. Кроме
того, в спорах отсутствовали такие фосфолипиды,
как кардиолипины, фосфатидилсерины, фосфа-
тидилинозиты, лизо-ФХ, лизо-ФЭ, обнаружен-
ные в мицелии. Количество мембранных липидов
в конидиях не превышало 0.2–0.3% от сухой мас-
сы, тогда как в мицелии ‒ на порядок больше.

Количество УиП в обоих образцах конидий
достигало 10–15% от сухой массы. Учитывая малое
количество запасных липидов (0.5–0.6% от сухой
массы), очевидно, что именно углеводы служат
энергетическим запасом клетки, использующимся
при прорастании спор. В мицелии гриба, выра-
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щенного на обеих средах, наблюдалось домини-
рование глицерина, относительное содержание
которого достигало 90% от суммы УиП в случае
глицериновой среды и 70% ‒ на среде с солью
(Danilova et al., 2022). В спорах культур, выращен-
ных на глицериновой среде, сохранялось доми-
нирование глицерина (60%), тогда как на среде с
солью не выявлено доминирования глицерина,
так как глицерин, эритрит, арабит, маннит и тре-
галоза присутствовали в сравнимых долях (10–
30%). На обеих средах в конидиях содержалось
2.5% трегалозы от сухой массы, что составляло
около 20% от суммы, т.е. доля полиолов была
одинакова и составляла 80%, но их состав разли-
чался в зависимости от среды выращивания.

Трегалоза является протектором макромоле-
кул и мембран клетки (Elbein et al., 2003; Crowe,
2007; Iturriaga et al., 2009; Patel, Williamson, 2016;
Rubio-Texeira et al., 2016; Glatz et al., 2016) и, как
правило, накапливается в больших количествах в
структурах переживания. Так в аскоспорах алка-
лофильного гриба Sodiomyces alkalinus количество

трегалозы достигало 8% от сухой массы (70% от
суммы), в которых, кроме того, присутствовало
около 15% запасных липидов (Kozlova et al., 2019).
Трегалоза доминировала во всех видах покоя-
щихся клеток Blakeslea trispora (Терешина et al.,
2002).

У исследуемого гриба в конидиях преобладают
полиолы, трегалоза составляет только 20% от
суммы УиП и 2.5% от сухой массы. Ранее нами
было показано, что в мицелии гриба в условиях
ТШ также образовывалось небольшое количе-
ство трегалозы ‒ не более 1% от сухой массы (Ia-
nutsevich et al., 2023). Мы предположили, что это
связано с тем, что глицерин может способство-
вать повышению термоустойчивости, так как яв-
ляется, как и трегалоза, универсальным антис-
трессорным протектором (Stevenson et al., 2017).
Подобное предположение было сделано также на
основании примера дрожжей Saccharomyces cerevi-
siae, у которых мутанты по биосинтезу глицерина
(hog1, gpd1gpd2 и gpp1gpp2) были термочувстви-
тельны (Siderius et al., 2000), однако механизм этого

Рис. 5. Профиль запасных липидов спор гриба, выращенных на средах с высоким содержанием NaCl (1) или глицери-
на (2). ДАГ ‒ диацилглицериды; ТАГ ‒ триацилглицериды; СЖК ‒ свободные жирные кислоты; Y ‒ неидентифици-
рованный липид.
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Рис. 6. Количество запасных липидов спор гриба, выращенных на средах с высоким содержанием NaCl (1) или глице-
рина (2).
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взаимовоздействия неясен. Можно предположить,
что выявленные различия в составе УиП в кони-
диях исследуемого гриба, связаны с адаптацией к
окружающей среде и готовностью к прорастанию
на разных средах ‒ с высоким содержанием соли
или глицерина.

Ранее нами было показано, что доля маннита,
эритрита и арабита в мицелии гриба на среде с со-
лью достигала 30% от суммы УиП, а на среде с
глицерином около 1% (Danilova et al., 2022). В ко-
нидиях доминирование глицерина наблюдалось
только на среде с высоким содержанием глицери-
на, тогда как на среде с солью все полиолы были
представлены в сравнимых долях. Недавно было
показано, что споры грибов, прикрепленные к
спорофорам, не являются покоящимися, т.к. в них
происходит процесс транскрипции, следствием
которого является специфический набор мРНК в
спорах, позволяющий адаптироваться к той среде, в
которой происходило их созревание, чтобы уско-
рить будущий процесс прорастания (Wang et al.,
2021). В исследованиях этих авторов впервые по-
казано, что конидии, сформировавшиеся в раз-
личных условиях, содержат специфический на-
бор мРНК, что обусловливает их фенотипическое
разнообразие и увеличивает выживаемость в раз-
личных условиях окружающей среды. Различия в
составе УиП конидий A. penicilloides демонстриру-
ют, что конидии могут не только иметь разный со-
став мРНК, но и содержат те осмолиты, которые бу-
дут способствовать прорастанию в тех условиях, в
которых происходило созревание конидий.

Соотношение мембранных и запасных липи-
дов, в отличие от состава УиП, в конидиях гриба,
выращенных на разных средах, практически не
различалось. Однако обнаружены различия в коли-
честве стеринов и ТАГ: на среде с солью их было
значительно больше, что согласуется в повышен-
ным содержанием этих компонентов в мицелии.
Ранее установлено, что в мицелии гриба основными
мембранными липидами являются небислойные
ФК и стерины, тогда как основной бислойный ли-
пид ФХ является минорным компонентом (Danilo-
va et al., 2022). Количество мембранных липидов в
спорах было значительно меньше, чем в мице-
лии, и доминируют в них другие липиды ‒ ФХ и
Ст, составляющие около 80% от суммы. Известно,
что ФХ является основным бислойным липидом у
грибов, способным самостоятельно образовывать
липидный бислой (Hazel, 1995), а стерины, будучи
ригидными гидрофобными соединениями, способ-
ствуют стабилизации липидного бислоя, встраива-
ясь между ацильными цепями фосфолипидов
(Mendoza de, Pilon, 2019). Фосфатидилхолины яв-
ляются субстратом для фосфолипаз, что обеспе-
чивает быстрое образование ФК, из которых об-
разуются остальные фосфолипиды клетки (Белов
и соавт., 1990). Кроме того, в спорах обнаружены
сфинголипиды (около 8% от суммы), которые так-

же обладают стабилизирующим мембраны дей-
ствием (Yu et al., 1986). По составу ацильных цепей
фосфолипиды конидий не отличаются от фосфоли-
пидов мицелия (Danilova et al., 2022), что характер-
но для спор, находящихся в состоянии экзогенного
покоя (Терешина и соавт., 2002). В совокупности
это показывает высокую стабильность мембран
конидий исследуемого гриба. Нужно подчеркнуть,
что не обнаружено различий по соотношению
мембранных липидов в конидиях, выращенных на
разных средах. Это указывает на консервативность
состава мембран в конидиях. Напротив, в составе
УиП конидий, выращенных на средах с высоким
содержанием соли или глицерина, обнаружены
значительные различия, что указывает на их клю-
чевую роль в адаптации к окружающей среде.

Таким образом, исследование конидий ксеро-
галофила A. penicilloides показало стабильность
состава мембранных и запасных липидов незави-
симо от среды выращивания, в то время как со-
став УиП существенно различался, что указывает
на ключевую роль осмолитов в адаптации гриба.
Доминирование в составе мембранных липидов
бислойного фосфолипида фосфатидилхолина и
стеринов, а также присутствие сфинголипидов
свидетельствует о высокой стабилизации липид-
ного бислоя в конидиях гриба. В конидиях куль-
тур, выращенных на среде с глицерином, наблю-
дается его доминирование в составе УиП, тогда
как на среде с солью глицерин, эритрит, арабит,
маннит и трегалоза присутствуют в сравнимых
долях. Общей закономерностью является одина-
ково низкое количество (2.5%) и доля (20%) тре-
галозы независимо от среды культивирования, что,
возможно, связано с небольшим количеством
мембранных липидов в конидиях.
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Abstract—Investigation of the lipid and osmolyte composition in conidia of the xerohalophile Aspergillus pen-
icilloides grown on media with high concentrations of NaCl and glycerol is important for the understanding
of the functions of these compounds in the adaptation of the extremophile. Conidia of the fungus grown on
a medium with glycerol contained up to 15% of the dry mass of carbohydrates and polyols (CaP) of the cyto-
sol, with predominance of glycerol (60% of the total) in their composition, while on a medium with salt, the
proportion of glycerol did not exceed 20%, and the amount of CaP was 10%. On both media, the proportion
(20%) and amount (2.5%) of trehalose were the same; the proportion of polyols was thus about 80%, al-
though their composition was different, indicating a possible synergy between trehalose and polyols in adap-
tation. Both variants of conidia were characterized by a low content of both membrane and storage lipids, rep-
resented mainly by triacylglycerides. Phosphatidylcholines and sterols were the predominant membrane lip-
ids of the fungal conidia, regardless of the composition of the medium, which indicated high stability and
conservatism of the lipid bilayer. The constancy of the composition of membrane and storage lipids and their
low content, the high level of CaP, and significant differences in their composition indicate the key role of
osmolytes in the adaptation of fungal conidia to various environmental conditions.

Keywords: filamentous fungi, xerophilia, halophilia, trehalose, glycerol
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Проведен скрининг 1019 штаммов ризобий Rhizobium leguminosarum и Neorhizobium galegae из коллек-
ции симбиотических ризосферных микроорганизмов “Симбионт” ИБГ УФИЦ РАН, изолирован-
ных из клубеньков 20 видов бобовых растений, на способность подавлять рост родственных штам-
мов ризобий. Исследования показали, что подавление роста конкурирующих бактерий ризобиями
довольно распространенное явление. В среднем, при выращивании на богатых средах около 10%
штаммов ризобий выделяли в среду антибактериальные вещества. Отмечено, что когда на газон
бактерий наносилась живая культура ризобий, процент подавления был выше. Также процент
штаммов, синтезирующих антибактериальные вещества, в некоторой степени соотносится с уров-
нем генетического разнообразия популяции микросимбионтов бобового растения. Слабый сигнал
нарушения синтеза белка обнаружен при исследовании механизма действия метаболитов 20 штам-
мов ризобий R. leguminosarum bv. viciae из клубеньков чины болотной и чины весенней. В остальных
случаях характер антибактериального действия метаболитов бактерий с применением системы
DualRep2 определить не удалось.

Ключевые слова: ризобии, подавление роста бактерий, антибактериальный механизм
DOI: 10.31857/S0026365623600311, EDN: BSITVE

Ризобии или клубеньковые бактерии, вступа-
ющие в азотфиксирующий симбиоз с бобовыми
растениями, довольно хорошо изучены. Это связа-
но как с фундаментальным интересом к проблеме
взаимодействия растения и бактерий, находящихся
в эволюционном процессе образования новой
органеллы клеток – симбиосомы, так и с практи-
ческим. Поскольку фиксация атмосферного азота в
соединения, способные усваиваться растением, в
клубеньках происходит за счет “экологически чи-
стой” энергии Солнца. Тем не менее, с точки зрения
экологии симбиотических микроорганизмов, во-
просы регуляции их численности, взаимодействия
с микрофлорой ризосферы в процессах инициа-
ции формирования клубенька, происходящих в
ризосфере и ризоплане растения-хозяина, оста-
ются не до конца решенными.

Одни из таких вопросов – как происходит ре-
гуляция численности и состава ризосферных
микроорганизмов на месте формирования ин-
фекционной нити? Почему именно этот штамм в
конечном итоге сформировал клубенек?

Некоторые ответы на эти вопросы были полу-
чены еще в 60-х гг. прошлого века с обнаружением
у некоторых ризобий бактериоцинов – соедине-

ний различной природы, специфично подавляю-
щих рост гомологичных бактерий. Способность
синтезировать и выделять в окружающую среду
бактериоцины позволяет штамму ризобий контро-
лировать численность других бактерий и дает не-
оспоримые преимущества в конкурентной борьбе
за возможность формировать клубенек. Эти со-
единения были условно разделены на малые,
средние и большие бактериоцины на основе их
предполагаемых размеров и характеристик диффу-
зии (Schwinghamer, Brockwell, 1978; Hirsch, 1979).
Впоследствии оказалось, что малые бактериоцины
представляют собой N-ацил-гомосеринлактоны
(AHL) и относятся к сигналам чувства кворума ри-
зобий (Fuqua et al., 1994). Крупные бактериоцины
были идентифицированы как дефектные бакте-
риофаги (Schwinghamer et al., 1973). Наибольший
интерес с практической точки зрения представляют
средние, имеющие пептидную природу антибакте-
риальные соединения, которые и называют сейчас
бактериоцинами. К настоящему времени хорошо
описаны два рибосомно синтезированных и по-
сттрансляционно модифицированных пептида
(RiPP) – трифолитоксин (Triplett et al., 1987; Leth-
bridge et al., 2022) и фазолицин (Travin et al., 2019),

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ
СТАТЬИ
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которые работают как узкоспецифичные анти-
биотики. Фазолицин ‒ очень узкоспециализиро-
ванный ингибитор трансляции, который блоки-
рует работу рибосом лишь некоторых бактерий
порядка Rhizobiales и представляет интерес не
только как регулятор численности ризобий, но и
как перспективная антибактериальная молекула.

До сих пор исследования синтеза ризобиями
соединений, подавляющих или регулирующих
численность посторонней микрофлоры (по боль-
шей части родственной, вследствие конкуренции
за формирование клубенька), имели частный ха-
рактер и проводились на единичных штаммах.
Практически нет данных о характере распростра-
ненности явления и параметров синтеза антибак-
териальных соединений в природных популяциях
ризобий, что крайне важно для исследования эколо-
гии сообществ симбиотических бактерий.

Целью данной работы являлось исследование
распространенности и молекулярных механиз-
мов способности к подавлению роста родствен-
ных бактерий у штаммов ризобий, вступающих в
симбиоз с дикорастущими бобовыми растениями
Южного Урала.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Объектами исследования являлись 1019 штам-
мов ризобий из коллекции “Симбионт” ИБГ
УФИЦ РАН. Из них 769 штаммов относились к
Rhizobium leguminosarum bv. viciae, 147 – к Rhizobi-
um leguminosarum bv. trifolii, 10 ‒ к Rhizobium legumi-
nosarum bv. phaseoli и 93 ‒ к Neorhizobium galegae.
Штаммы R. leguminosarum bv. viciae включали
31 штамм ризобий горошка лесного (Vicia
sylvatica L.), 15 штаммов ризобий горошка горохо-
видного (V. pisiformis L.), 78 штаммов ризобий го-
рошка заборного (V. sepium L.), 33 штамма ризобий
горошка мышиного (V. cracca L.), 168 штаммов ри-
зобий чины весенней (Lathyrus vernus L. Bernh.),
77 штаммов ризобий чины бледноватой (L. palles-
cens (Bieb.) С. Koch), 48 штаммов ризобий чины
болотной (L. palustris L.), 87 штаммов ризобий чи-
ны лесной (L. sylvestris L.), 64 штамма ризобий чи-
ны Литвинова (L. litvinovii Iljin), 49 штаммов ри-
зобий чины клубненосной (L. tuberosus L.),
51 штамм ризобий чины гороховидной (L pisiformis
L.), 41 штамм ризобий чины луговой (L. pratensis L.),
27 штаммов ризобий чины Гмелина (L. gmelinii
Fritsch). Штаммы R. leguminosarum bv. trifolii включа-
ли 52 штамма ризобий клевера лугового, 13 штам-
мов ризобий клевера люпиновидного, 15 штам-
мов ризобий клевера белого, 10 штаммов ризобий
клевера среднего, 57 штаммов ризобий клевера
розового. Штаммы N. galegae включали 93 штам-
ма ризобий козлятника восточного (Galega orien-
talis). Штаммы R. leguminosarum bv. phaseoli вклю-
чали 10 штаммов ризобий фасоли обыкновенной
(Phaseolus vulgaris).

Культивирование. Для получения бактериаль-
ного газона использовали штаммы клубеньковых
бактерий из коллекции “Симбионт” ИБГ УФИЦ
РАН: R. leguminosarum bv. viciae VSyl9, изолиро-
ванный из клубеньков горошка лесного, и R. legu-
minosarum bv. phaseoli PVu2 из клубеньков фасоли
обыкновенной. На чашку Петри с агаризованной
питательной средой TY (1% триптон, 0.1% дрож-
жевой экстракт, 0.1% CaCl2) наносили 3 мл двух-
суточной культуры бактерий, инкубированной в
термостатируемом шейкере ES-20 (“BioSan”,
Латвия) при 28°С. Чашку Петри покачивали до
равномерного распределения жидкости, остав-
шуюся часть которой удаляли, используя дозатор
со сменными стерильными наконечниками. По-
сле этого чашки Петри оставляли приоткрытыми
для подсушивания посева в боксе микробиологи-
ческой безопасности БМБ-II “Ламинар-С”-1,2.
Далее бактерии инкубировали в термостате при
28°C в течение суток.

Для получения газона E. coli JW5503(∆tolC)
использовали ночную культуру рекомбинантно-
го штамма, выращенную в питательной среде LB
(Луриа-Бертани) c добавлением ампициллина
(50 мкг/мл).

Анализ на продукцию антимикробных веществ.
Штаммы ризобий из коллекции после криохра-
нения высаживали на твердую питательную среду
YM. Далее наращивали бактериальную суспен-
зию исследуемых штаммов в 4 мл питательной
среды RM в 15 мл пробирках типа Falcon. Про-
бирки инкубировали в термостатируемом шейкере
ES-20 (“BioSan”, Латвия) при 28°C в течение 2 сут.
При необходимости получения большего объема
бактериальной суспензии штаммы для подложки
выращивали в стеклянных колбах объемом 100 мл.
Для анализа продукции бактериями антимикроб-
ных соединений отбирали по 500 мкл суспензии и
переносили в стерильные пробирки эппендорф.
Затем осаждали бактерии при 3000 g в течение 5 мин
в центрифуге MiniSpinPlus (“Eppendorf”, Герма-
ния). Далее на бактериальный газон наносили по
0.5 мкл непосредственно суспензии клеток и по
5 мкл надосадочной жидкости. Чашки помещали
на сутки в термостат: 28°C для ризобиального га-
зона и 37°C для E. coli. По окончании инкубации
проводили визуальную оценку зон подавления
роста газона бактерий с помощью гель-докумен-
тирующей системы ChemiDoc MP (“Bio-Rad”,
США).

Определение механизма действия антибактери-
альной активности образцов проводили с исполь-
зованием газона клеток E. coli JW5503(∆tolC) с
плазмидой pDualRep2 (рис. 1д, 1е). Вектор pDual-
rep2 содержит гены двух флуоресцентных белков:
RFP (максимум испускания 584 нм) и Katushka2S
(максимум испускания 635 нм). В случае если ан-
тибиотик действует на процесс синтеза белка –
задержка работы рибосомы (например, RiPP пеп-
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тиды, эритромицин), экспрессия дальне-красно-
го белка Katushka2S возрастает. Экспрессия крас-
ного флуоресцентного белка RFP увеличивается
в случае включения в клетке SOS-ответа на мас-
совое повреждение ДНК (например, левофлокса-
цин) (Osterman et al., 2016). Антибактериальную
активность веществ оценивали по размеру пятна
подавления роста и, при наличии, по цвету орео-
ла вокруг него на газоне клеток E. coli с помощью
гель-документирующей системы ChemiDoc MP
(“Bio-Rad”, США).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

В начале работы проводили подбор питатель-
ных сред и отработку методики культивирования
ризобий с наибольшим выходом антибактериаль-
ных метаболитов, поскольку клубеньковые бак-
терии из коллекции “Симбионт” относятся к раз-
ным родам и различаются как скоростью деления
клеток, так и прочими физиологическими пара-
метрами. В качестве контроля использовали син-
тезирующий фазолицин штамм Rhizobium sp. Pop5,
любезно предоставленный для исследований про-
фессором Martinez Romero (Travin et al., 2019).

Исследования показывают, что продукция
бактериоцина у ризобий происходит спонтанно
во время ранней и средней экспоненциальной
фазы роста бактерий в жидкой культуре (Schwing-
hamer, 1975). Выработка фазолицина у штамма
Rhizobium sp. Pop5 наблюдалась нами при выра-
щивании на следующих питательных средах: YM
(1% маннитол, 0.01% NaCl, 0.05% K2HPO4, 0.02%
MgSO4, 0.04% дрожжевой экстракт); RM (1% ман-
нитол, 0.01% NaCl, 0.05% K2HPO4, 0.02% MgSO4,
0.1% дрожжевой экстракт; pH 6.8); С40 (2% сахаро-
за, 0.02% KH2PO4, 0.08% K2HPO4, 0.02% MgSO4 ∙
∙ 7H2O, FeCl3 (следы), Na2MoO4 (следы), 0.04%
дрожжевой экстракт); TY (1% триптон, 0.1%
дрожжевой экстракт, 0.1% CaCl2). Лучшие резуль-
таты (по величине пятна подавления) наблюдали
при использовании среды RM.

При подборе бактерий для получения газона
выяснилось, что не все штаммы ризобий из кол-
лекции дают стабильно ровный слой клеток. На
средах, дающих стабильную наработку фазоли-
цина у Rhizobium sp. Pop5, штаммы рода Sinorhizo-
bium (Ensifer) формировали неравномерный слой
клеток вследствие чрезмерной наработки полиса-
харидов, что сильно затрудняло анализ результа-

Рис. 1. Примеры подавления роста бактерий штаммами R. leguminosarum bv. viciae, изолированными из клубеньков чи-
ны болотной: a – на газоне клеток R. leguminosarum bv. viciae VSyl9; б – на газоне клеток R. leguminosarum bv. phaseoli
PVu2; в ‒ на газоне клеток E. coli JW5503(∆tolC) (обычный свет); г ‒ ореол подавления роста вокруг нанесенных живых
бактерий (1) и культуральной жидкости (2); д, е – на газоне клеток E. coli JW5503(∆tolC) с плазмидой pDualRep2 в гель-
документирующей системе ChemiDoc MP. Контрольные антибиотики: левофлоксацин (1), эритромицин (2).

(a) (б) (в)

(г)

1

2

(д)

1
1

2
2

(е)
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тов. Штаммы Mezorhizobium, характеризующиеся
более медленным ростом на питательных средах и
образующие колонии на чашках Петри на 5‒6 сут
культивирования, также не формировали равно-
мерного газона. Таким образом, для получения
бактериального газона были отобраны штаммы
R. leguminosarum bv. viciae VSyl9 и R. leguminosarum
bv. phaseoli PVu2, которые не подавляли рост других
бактерий и стабильно наращивались в жидкой пи-
тательной среде YM в течение 2 сут (рис. 1а, 1б). В
дальнейшую работу брали только штаммы ризобий
из рода Rhizobium, собранные из клубеньков раз-
личных дикорастущих растений Южного Урала.

Так как на питательных средах YM, RM и C40
колонии ризобий ослизнялись, для получения га-
зона бактерий использовалась неуглеводная пи-
тательная среда TY. Бактерии E. coli для газона
выращивали на богатой белковой среде LB.

Наиболее адекватные результаты ингибирова-
ния роста получались при нанесении на газон
клеток 5 мкл супернатанта свежей ночной культу-
ры ризобий. Изначально планировалось на газон
бактерий наносить каплю культуральной среды и
экстракта цитоплазмы разрушенных клеток каждо-
го штамма ризобий. Однако последний вариант
давал неоднозначные результаты при всех вари-
антах способов разрушения клеток (механиче-
ские, ферментативные, криогенные) и способов
фракционирования их содержимого (центрифу-
гирование, высаливание, разделение спиртом и
ацетоном и др.). Поэтому от него отказались в
пользу точечного нанесения на газон 0.5 мкл
культуры испытуемого штамма (рис. 1г).

В общей сложности было проанализировано
1019 штаммов ризобий из коллекции “Сим-
бионт”. На газоне R. leguminosarum bv. viciae VSyl9
из 1019 исследованных штаммов 113 (11.1%) пока-
зали подавление роста при воздействии среды,
где они культивировались, и 142 (13.9%) ‒ непо-
средственно живых ризобий; на газоне R. legumi-
nosarum bv. phaseoli PVu2 из 1019 штаммов 126
(12.4%) при воздействии среды и 252 (24.7%) ‒
культуры ризобий; на газоне E. coli JW5503(∆tolC)
из 1019 штаммов 582 (57.1%) при воздействии сре-
ды и 249 (24.4%) ‒ культуры ризобий (табл. 1).

Результаты исследования показывают, что по-
давление роста конкурирующих бактерий штам-
мами ризобий довольно распространенное явле-
ние. В среднем, при выращивании на богатых
средах, более 10% штаммов ризобий нарабатыва-
ли и секретировали в среду вещества, подавляю-
щие рост бактерий. Отмечено, что когда на газон
наносилась живая культура ризобий, процент по-
давления в среднем был выше. Особенно это за-
метно у ризобий чины весенней, чины клубне-
носной и козлятника восточного. Однако в то же
время у бактерий чины гороховидной наблюдается
обратная картина. Это можно объяснить тем, что в
некоторых случаях синтез антибактериальных со-

единений активируется в присутствии бактерий га-
зона, хотя предварительные опыты на нескольких
штаммах ризобий, в том числе на Rhizobium sp.
Pop5, показали отсутствие усиления синтеза ан-
тибактериальных веществ при добавлении в куль-
туру живых и мертвых бактерий Rhizobium и E. coli.

Процент штаммов, синтезирующих антибак-
териальные вещества, в некоторой степени кор-
релирует с их уровнем панмиктичности, выра-
женной в генетическом разнообразии бактерий в
популяции (Баймиев и соавт., 2012). То есть, чем
большее генетическое разнообразие показывают
RAPD- и ПДРФ-профили изолятов из клубень-
ков растения, тем больше среди них штаммов,
продуцирующих антибактериальные вещества.
Вероятно, феномен связан с отбором “агрессив-
ных” штаммов в условиях жесткой конкуренции
между бактериями за формирование клубенька. В
целом, штаммы R. leguminosarum bv. viciae прояв-
лют большую антибактериальную активность,
чем R. leguminosarum bv. trifolii. У штаммов R. legu-
minosarum bv. phaseoli подавление роста газона ри-
зобий не наблюдали, хотя штамм Rhizobium sp.
Pop5, продуцирующий фазолицин, был выделен
из клубеньков дикой фасоли, произрастающей в
лесах Лос-Тукстлас (Мексика).

Механизм действия антибактериальной ак-
тивности штаммов исследовали на газоне клеток
E. coli JW5503(∆tolC) с плазмидой pDualRep2.
Штамм E. coli JW5503(∆tolC) сверхчувствителен к
антибиотикам, поскольку состоит из бактерий с
удаленным геном tolC (Baba, Mori, 2008). TolC яв-
ляется основным порином системы эффлюкса,
выводящим различные соединения из клетки че-
рез внешнюю мембрану. Поэтому на нем хорошо
проявляется действие антибактериальных соеди-
нений в виде подавления роста газона. Метод до-
бавления живых ризобий на газон E. coli оказался
не очень эффективным вследствие более быстро-
го роста последних. Так как антибактериальные
метаболиты ризобий не убивали, а только подав-
ляли рост бактерий газона, то вместо темного
пятна и цветного ореола, наблюдаемых при дей-
ствии контрольных антибиотиков, наблюдали
темные и цветные пятна (рис. 1е). При этом сиг-
нала SOS-ответа при воздействии супернатантов
и культур ризобий обнаружено не было. Слабый
сигнал нарушения синтеза белка выявлен при ис-
следовании метаболитов 20 штаммов ризобий
R. leguminosarum bv. viciae из клубеньков чины бо-
лотной и чины весенней.

К сожалению, в остальных случаях характер
антибактериального действия метаболитов бакте-
рий с применением системы DualRep2 определить
не удалось. Видимо, в большинстве случаев для по-
давления роста конкурирующих штаммов ризобии
используют иные механизмы, нежели синтез бак-
териоцинов, подавляющих синтез белка или вы-
зывающих нарушение метаболизма нуклеиновых
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кислот. Такие как, например, включение чувства
кворума через синтез AHL (Fuqua et al., 1994).

Вполне возможно, что штаммов ризобий, син-
тезирующих антибактериальные пептиды гораздо
больше, чем обнаруживается с помощью системы
DualRep2. К сожалению, уверенную детекцию
включения синтеза флуоресцентных белков можно
гарантировать только при хроматографической
концентрации антибактериальных метаболитов в
образце, даже у контрольного штамма Rhizobium sp.
Pop5 (Travin et al., 2019).

Показано, что RiPP-пептиды попадают в клет-
ки ризобий сразу двумя путями ‒ через перенос-
чики пептидов BacA и YejABEF, необходимые для
установления симбиоза с бобовыми, что делает

затруднительным приобретение устойчивости к
таким антибиотикам (Travin et al., 2023). Поэтому
ризобиальные бактериоцины представляют инте-
рес с практической точки зрения как агенты био-
контроля численности ризобактерий в почве и
являются перспективными молекулами для со-
здания новых антибиотиков.
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Таблица 1. Подавление роста клеток газона бактерий метаболитами и живыми культурами ризобий

Примечание. ° ‒ укол бактериями; ‒ культуральная жидкость.

Вид
бактерий

Растение-хозяин
(количество штаммов 

ризобий, взятых в анализ)

Штамм бактерий газона

R. leguminosarum bv. 
viciae VSyl9

R. leguminosarum bv. 
phaseoli PVu2

E. coli
JW5503(∆tolC)

° ° °

R
hi

zo
bi

um
 le

gu
m

in
os

ar
um bv

. v
ic

ia
e

Горошек лесной (31) 1 (3.2%) ‒ (0%) 1 (3.2%) ‒ (0%) ‒ (0%) 21 (67.7%)
Горошек гороховидный (15) ‒ (0%) ‒ (0%) ‒ (0%) ‒ (0%) ‒ (0%) 9 (60%)
Горошек заборный (78) 10 (12.8%) 2 (2.6%) 10 (12.8%) 2 (2.6%) 16 (20.5%) 10 (12.8%)
Мышиный горошек (33) ‒ (0%) ‒ (0%) ‒ (0%) ‒ (0%) 8 (24.2%) 23 (69.7%)
Чина бледноватая (77) 11 (14.3%) 16 (20.8%) 18 (23.4%) 22 (28.6%) 5 (6.5%) 77 (100%)
Чина болотная (48) 3 (6.2%) 3 (6.2%) 3 (6.2%) 2 (4.2%) 17 (35.4%) 32 (66.7%)
Чина лесная (87) 9 (10.3%) 2 (2.3%) 22 (25.3%) 18 (20.7%) 15 (17.2%) 42 (48.3%)
Чина Литвинова (64) 1 (1.6%) 16 (25%) 28 (43.7%) 20 (31.2%) 35 (54.7%) 59 (92.2%)
Чина клубненосная (49) 17 (34.7%) 2 (4.1%) 38 (77.5%) 6 (12.2%) 10 (20.4%) 20 (40.8%)
Чина гороховидная (51) 5 (9.8%) 34 (66.7%) 5 (9.8%) 18 (35.3%) 30 (58.8%) 48 (94.1%)
Чина луговая (41) 3 (7.3%) 5 (12.2%) 3 (7.3%) 4 (9.7%) 6 (14.6%) 20 (48.8%)
Чина весенняя (168) 52 (30.9%) 21 (12.5%) 92 (54.8%) 18 (10.7%) 52 (30.9%) 94 (55.9%)
Чина Гмелина (27) 5 (18.5%) 3 (11.1%) 4 (14.8%) 1 (3.7%) ‒ (0%) 4 (14.8%)

bv
. t

ri
fo

lii

Клевер луговой (52) 1 (1.9%) ‒ (0%) 2 (3.8%) 3 (5.8%) 10 (19.2%) 19 (36.5%)
Клевер люпиновидный (13) ‒ (0%) 2 (15.4%) ‒ (0%) ‒ (0%) 3 (23.1%) 9 (69.2%)
Клевер белый (15) 2 (13.3%) ‒ (0%) 1 (6.7%) ‒ (0%) 12 (80%) 15 (100%)
Клевер средний (10) ‒ (0%) ‒ (0%) ‒ (0%) ‒ (0%) 3 (30%) 8 (80%)
Клевер розовый (57) 5 (8.8%) 3 (5.3%) 3 (5.3%) 6 (10.5%) 12 (21.0%) 29 (50.9%)

bv
. p

ha
se

ol
i

Фасоль обыкновенная (10) ‒ (0%) ‒ (0%) ‒ (0%) ‒ (0%) 2 (20%) 10 (100%)

N
eo

rh
iz

ob
iu

m
ga

le
ga

e

Козлятник восточный (93) 17 (18.3%) 4 (4.3%) 22 (23.6%) 6 (6.4%) 13 (14.0%) 33 (35.5%)
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Abstract—Screening of 1019 strains of rhizobia Rhizobium leguminosarum and Neorhizobium galegae from the
“Symbiont” collection of symbiotic rhizospheric microorganisms of the Institute of Biochemistry and Genet-
ics, Ufa Research Center, Russian Academy of Sciences, which have been isolated from root nodules of 20 le-
guminous species, for the ability to suppress the growth of related strains of rhizobia was carried out. Inhibition
of the growth of competing bacteria by rhizobia was shown to be rather common. On average, when grown on
rich media, ~10% of rhizobial strains released antibacterial substances into the medium. At the same time, when
a live culture of rhizobia was applied to the lawn of bacteria, the percentage of suppression was higher. The per-
centage of strains synthesizing antibacterial substances correlated also, to some extent, with the level of genetic
diversity of the population of legume microsymbionts. A weak signal of impaired protein synthesis was found in
the study of the mechanism of action of metabolites of 20 strains of rhizobia R. leguminosarum bv. viciae from
root nodules of Lathyrus palustris and Lathyrus vernus. In other cases, the nature of the antibacterial action of
bacterial metabolites could not be determined using the DualRep2 system.

Keywords: rhizobia, bacterial growth suppression, antibacterial mechanism
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Впервые показано повреждающее действие бактериоцина на интактные споры Bacillus anthracis с
применением метода трансмиссионной электронной микроскопии. Выделенный из штамма Bacillus
subtilis П19 новый бактериоцин ‒ субтилозин П19 эффективно разрушал интактные споры B. anthracis в
концентрациях 0.5‒35 мкг/мл за 60 мин совместной инкубации. Совокупность полученных дан-
ных, в сочетании с анализом известных механизмов действия бактериоцинов, позволяют предполо-
жить, что в основе механизма инактивации спор, по-видимому, лежит множественное нарушение
целостности внутренней и наружной мембран, окружающих кортекс покоящейся споры. Вероятно,
также, что конфигурация молекулы субтилозина П19 позволяет ему проникать через внешние по-
кровы и повреждать жизненно важные мембранные структуры кортекса спор. Субтилозин П19 может
служить перспективной основой новых антимикробных препаратов природного происхождения.

Ключевые слова: Bacillus anthracis, споры, бактериоцин, субтилозин П19, трансмиссионная элек-
тронная микроскопия
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Сибирская язва ‒ смертельная болезнь млеко-
питающих, была и остается постоянной глобальной
проблемой (Pilo, Frey, 2018; Онищенко и соавт.,
2018). Вспышки этой болезни продолжают проис-
ходить по всему миру, и, даже при наличии вак-
цины, сибирская язва по-прежнему представляет
собой серьезную опасность для людей и животных.
Основной инфекционной формой B. anthracis, вы-
зывающей сибирскую язву, являются споры.
Структура и состав бактериальных спор обуслов-
ливают их высокую устойчивость к различного
рода воздействиям (Nicholson et al., 2000). Тради-
ционно споры инактивируют методом автокла-
вирования, позволяющим за счет повышенного
давления пара достигать температуры в 120°C и
выше, а также их обработкой высоко агрессивными
химическими реагентами (Wood, Adrion, 2019). В
качестве безопасной и эффективной альтернати-
вы существующим технологиям обработки про-
тив бактериальных спор в течение последних не-
скольких десятилетий интенсивно исследовались
бактериоцины – антимикробные пептиды (Egan
et al., 2016; Romero-Rodríguez et al., 2023). Было

установлено, что два бактериоцина – низин и га-
лодурацин активны в отношении прорастающих
спор и не действуют на покоящиеся споры B. an-
thracis (Gut et al., 2011; Oman, van der Donk, 2009).

Ранее нами был выделен из растительного сы-
рья страстоцвета (Passiflora edulis) штамм Bacillus
subtilis П19 № В-8711, способный вырабатывать
экзометаболит с антимикробным действием (Па-
тент РФ, 2021; Похиленко и соавт., 2022). Анти-
микробным веществом оказался пептид с молеку-
лярной массой 3401 Да, близкий по молекулярной
массе к субтилозину А (3398.9 Да), впервые опи-
санному Babasaki и соавт. (Babasaki et al., 1985).
Подобраны условия биосинтеза при глубинном
культивировании и выбраны способы выделения
антимикробного пептида, далее именуемого как
субтилозин П19.

Цель данной работы – оценка и определение
повреждающего действия субтилозина П19 на
споры B. anthracis с помощью трансмиссионной
электронной микроскопии и цитологического
анализа.

КРАТКИЕ
СООБЩЕНИЯ
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В качестве продуцента бактериоцина субтилози-
на П19 использовали штамм B. subtilis П19 природ-
ного происхождения (депонирован в Государствен-
ной коллекции “ГКПМ-Оболенск”, № В-8711)
(Патент РФ, 2021).

Синтез, накопление и выделение бактериоци-
на осуществляли, как нами описано ранее (Па-
тент РФ, 2021; Похиленко и соавт., 2022).

Действие субтилозина П19 исследовали на
спорах вакцинного штамма B. anthracis СТИ-1
(Государственная коллекция “ГКПМ-Оболенск”).
Споры получали из вегетативных клеток путем
выращивания на “голодном” LВ-агаре в матрацах
при температуре 33 ± 1°C в течение 3‒7 сут (Ма-
ринин и соавт., 2009). С поверхности агара их
смывали стерильным физраствором. В суспензии
общее количество сибиреязвенных спор с помо-
щью стандарта мутности Л.И. Тарасевича дово-
дили до 1 × 107‒1 × 108 спор/мл.

При исследовании спороцидного действия
субтилозина П19 (5.54 мг/мл) к 270 мкл каждого
его разведения в дистиллированной воде вносили
по 30 мкл взвеси спор (107 и 108 спор/мл). После
экспозиции в течение 60 мин при комнатной тем-
пературе (22 ± 2°C) все опытные образцы объе-
мом по 100 мкл высевали на чашки с ГРМ агаром
(Арт. 16416, “ФБУН ГНЦ ПМБ”, Оболенск, Рос-
сия) состава (г/л): панкреатический гидролизат
рыбной муки – 12.0 г; пептон сухой ферментатив-
ный – 12.0 г; натрия хлорид – 6.0 г; агар микро-
биологический – 10.0 г. В другом варианте опре-
деления спороцидного действия субтилозина П19
к 150 мкл взвеси спор (108 спор/мл) в физрастворе
вносили по 150 мкл раствора бактериоцина в кон-
центрации 0.07 мг/мл, перемешивали в течение
5 мин при комнатной температуре и полученной
смесью объемом по 100 мкл засевали чашки с
ГРМ агаром. Во всех вариантах определения спо-
роцидного действия в качестве контроля исполь-
зовали пробы без бактериоцина. Чашки с посева-

ми инкубировали в течение 2 сут при 34°C. Нали-
чие роста на чашках с посевами анализировали
визуально с подсчетом КОЕ. Все эксперименты
проводили не менее чем в трех повторностях.

Для электронно-микроскопических исследова-
ний суспензию спор штамма СТИ-1 (108 спор/мл) в
контрольных и опытных пробирках осаждали
(13000 об./мин, 10 мин) на центрифуге MiniSpin
(“Eppendorf”, Германия). Супернатанты отбра-
сывали, в контрольную пробирку добавляли 500 мкл
физраствора, а в опытную ‒ 500 мкл раствора суб-
тилозина П19 с концентрацией около 6 мкг/мл.
Пробы перемешивали, оставляли при комнатной
температуре на 1 ч и осаждали в том же режиме.
Супернатанты снова отбрасывали, осадки одно-
кратно промывали стерильной дистиллирован-
ной водой, аликвоты которых отбирали для высе-
ва на ГРМ-агар. Затем в опытную и контрольную
пробирки в качестве фиксатора добавляли по 1 мл
8% глутарового альдегида (“Serva”, Германия) на
0.2 M Na-какодилатном буфере с рН 7.2 и остав-
ляли на 12 ч в холодильнике. Последующие про-
цедуры проводили, как описано ранее (Гераси-
мов и соавт., 2021, 2022). Срезы фиксированных
спор получали на ультрамикротоме Ultracut (“Re-
ichert Jung”, Австрия) с последующим контрасти-
рованием уранилацетатом и цитратом свинца.

Исследование ультратонких срезов осуществ-
ляли в трасмиссионном электронном микроскопе
Tecnai G2 Spirit BioTWIN (“FEI Company” Голлан-
дия, Чехия) при ускоряющем напряжении 120 кВ и
увеличении от 10000 до 100000 раз. Съемку произво-
дили с помощью ССD камер Orius SC 200 W 120 kV и
Orius SC 1000 W 200 кV (“Gatan”, США). Снимки
обрабатывали с помощью программы Digitalmi-
crograph (“Gantan”, США).

Статистическую обработку данных проводили
с использованием программы Excel 2016 c определе-
нием стандартного отклонения (Платонов, 2000).

Таблица 1. Определение спороцидной концентрации субтилозина П19 для штамма B. anthracis СТИ-1 после 60 мин
экспозиции

* Исходная концентрация субтилозина П19 – 5.54 мг/мл.

КОЕ 
исходное, 
спор/мл

Количество проросших спор (КОЕ/мл) при разведении субтилозина П19*

1 : 10 1 : 100 1 : 1000 1 : 10000 1 : 100000 1 : 1000000 1 : 10000000

106 0 0 0 0 2 ± 1 6 ± 1 14 ± 2

107 0 0 0 0 3 ± 1 20 ± 3 43 ± 3
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В табл. 1 приведены средние данные по КОЕ
после 60 мин экспозиции интактных спор штамма
B. anthracis СТИ-1 с различными концентрациями
субтилозина П19. Из данных таблицы следует, что
субтилозин П19 инактивирует сибиреязвенные
споры штамма СТИ-1, и минимальная ингибирую-
щая концентрация (МИК) субтилозина П19 при
этом составляет 0.55 мкг/мл. В другом варианте
опыта рост B. anthracis на ГРМ агаре прекращался,
начиная с 5 мин экспозиции спор СТИ-1 с субти-
лозином П19 в концентрации 35 мкг/мл (табл. 2).

В опытных образцах спор, обработанных суб-
тилозином П19 и предназначенных для электрон-
но-микроскопических исследований, также от-
сутствовал рост штамма СТИ-1 на ГРМ агаре. В
то же время контрольные пробы давали слитный
рост.

На электронных микрофотографиях контроль-
ных образцов у интактных спор B. anthracis четко
просматриваются все структуры – стенки кора,
кортекс и экзосориум, а в центральной части выяв-
ляются зародышевые цитоплазматические ком-
партменты с ядерным аппаратом, эписомами и ри-
босомами (рис. 1а). На рис. 1б наблюдается картина
полного лизиса спор от контакта с бактериоцином,
что приводит к вытеканию цитоплазмы и нуклео-
ида. От спор остаются лишь их тени в виде остат-
ков наружных покровов. По данным морфо-по-
пуляционного анализа более 99% спор получали
необратимые изменения, приводившие к их ги-
бели, что и подтвердили данные бактериологиче-
ского исследования опытных и контрольных
проб, приведенные выше.

Полученные результаты подтверждают имею-
щиеся сведения о том, что основным механизмом
инактивации бактериоцинами бактериальных спор,
также же, как и клеток, является нарушение це-
лостности мембран (Egan et al., 2016; Romero-Ro-
dríguez et al., 2023).

В литературе имеются данные об ингибирую-
щем действии низина и галодурацина на споры и

клетки B. anthracis. После инкубации в течение 5 ч
МИК составляла 0.42 и 0.68 мкг/мл соответствен-
но (Gut et al., 2008; Oman, van der Donk, 2009). Од-
нако оба этих бактериоцина проявляют свой ин-
гибирующий эффект только после инициации
прорастания спор, поскольку они первично свя-
зываются с липидом II, который отсутствует на
внешней оболочке покоящихся спор B. anthracis
(Oman, van der Donk, 2009; Gut et al., 2011).

Таким образом, впервые с применением мето-
дов электронной микроскопии изучены особен-
ности действия субтилозина П19 на покоящиеся
споры B. anthracis. Совокупность полученных дан-
ных, в сочетании с анализом известных механизмов
действия бактериоцинов, позволяют предполо-
жить, что в основе механизма инактивации спор,
по-видимому, лежит множественное нарушение
целостности внутренней и наружной мембран,
окружающих кортекс покоящейся споры. Вероят-
но, также, что конфигурация молекулы субтилози-
на П19 позволяют ему проникать через внешние
покровы и необратимо повреждать жизненно важ-
ные мембранные структуры спор возбудителя си-
бирской язвы с последующим вытеканием цито-
плазмы. Более детальный механизм повреждающе-
го действия субтилозина П19 на споры B. anthracis
требует дальнейшего изучения. Активность субти-
лозина П19 в отношении возбудителя сибирской яз-
вы делает его привлекательным в качестве основы
спороцидного биопрепарата, а также как источника
новых антимикробных препаратов природного
происхождения.
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Таблица 2. Определение начала спороцидного действия субтилозина П19 на B. anthracis СТИ-1

* Концентрация субтилозина П19 – 35 мкг/мл.

КОЕ 
спор/мл

Наличие роста бацилл (КОЕ/мл) после экспозиции с бактериоцином*, мин

0 5 10 15 20 40 60

107 Сплошной 143 ± 39 11 ± 3 1.3 ± 0.5 0 0 0
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Рис. 1. Типичные трансмиссионные электронные микрофотографии: интактные споры B. anthracis СТИ-1 (а) и после
контакта с бактериоцином П19 (3 мкг/мл) в течение 1 ч (б), ×30000. Э – экзоспориум; НП – наружные покровы спо-
ры; Ц – цитоплазма с нуклеоидом; К – кортекс. Масштабная метка – 1 мкм.
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Abstract—This is the first report on electron microscopic investigation of the effect of bacteriocin on Bacillus
anthracis dormant spores. The new bacteriocin, subtilosin P19, isolated from a natural Bacillus subtilis strain,
effectively killed dormant B. anthracis spores at concentrations of 0.5‒35 μg/mL after 60-min exposure. Our
data, combined with analysis of the known mechanisms of the action of bacteriocins, suggest that the mech-
anism of spore inactivation was apparently based on multiple disruptions of the integrity of the inner and out-
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er membranes surrounding the cortex of the resting spore. It is also likely that the molecular configuration of
subtilisin P19 allows it to penetrate through the outer integuments and to damage the vital membrane struc-
tures of the anthrax spores. Subtilosin P19 can serve as a promising basis for new antimicrobial preparations
of natural origin.

Keywords: Bacillus anthracis, spores, bacteriocin, subtilosin P19, transmission electron microscopy


