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Содовые озера являются реликтовыми экосистемами, населенными уникальными микроорганиз-
мами, обладающими свойствами двойных экстремофилов – галоалкалофилов и натронофилов. Из
проб воды и обрастаний на растениях в прибрежных зонах содовых степных озер Танатар 6 и Гор-
чина 1 (Кулунда, Алтайский край), в период их распреснения, выделены две сходные по морфо-фи-
зиологическим свойствам монокультуры нитчатых аноксигенных фототрофных бактерий (НАФБ).
В природных условиях НАФБ сосуществовали вместе с аноксигенными пурпурными серобактери-
ями родов Chromatium, Thiocapsa, Ectothiorhodospira, Thiorhodospira, а также с оксигенными фототро-
фами (алкалофильными цианобактериями, эвгленидами и диатомовыми водорослями). НАФБ
формировали нити, окруженные тонким чехлом, клетки содержали антенные структуры – хлоросомы.
Оба изолята, наряду с небольшим количеством бактериохлорофилла (Бхл) a, входящего в состав реакци-
онного центра, содержали одновременно антенные Бхл c и Бхл d. В бактериях также обнаружены альфа
и бета каротины и их производные. НАФБ хорошо росли в среде, содержащей 500 мг/л Na2S ∙ 9H2O, при
общей минерализации 15–30 г/л и рН 8.0−9.5. Идентификация обеих культур по данным состава
аминокислот белков комплекса PufLM, показала их принадлежность к филуму Chloroflexi и практиче-
ски 100% сходство между собой и с алкало-галофильным изолятом “Candidatus Viridilinea mediisalina”
Kir15-3F, обнаруженным ранее в содовом озере Киран (Восточная Сибирь, Россия). Можно заклю-
чить, что “Cand. Viridilinea mediisalina” является типичным компонентом фототрофных сообществ
содовых водоемов Сибири с умеренной соленостью.
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Содовые озера как экстремальные местообита-
ния являются объектом изучения на протяжении
длительного времени, и интерес к их исследова-
нию не убывает. Это обусловлено спецификой га-
лоалкалофильных микроорганизмов, как особой
группы двойных экстремофилов, а также связано с
гипотезой, рассматривающей микробные сообще-
ства содовых озер как реликтовый аналог наземной
биоты раннего протерозоя (Заварзин, 1993).

До недавнего времени представление об эко-
логии и биоразнообразии фототрофных бактерий
филума Chloroflexi (Chloroflexota) базировалось

на свойствах термофильных видов Chloroflexi:
Chloroflexus aurantiacus, Cfl. aggregans, Cfl. islandi-
cus, Rhoseiflexus castenholzii, которые изучены в чи-
стых культурах (Hanada, 2014; Gaisin et al., 2017).
Недавно список термофильных видов пополнил-
ся двумя новыми таксонами “Cand. Chloroanaero-
filum corporosum” и “Cand. Roseilinea gracile”, ко-
торые определены в результате метагеномного
анализа микробных матов щелочно-кремнистых
горячих источников в Йеллоустонском нацио-
нальном парке (Tank et al., 2017).

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ
СТАТЬИ
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Информация о мезофильных нитчатых анок-
сигенных фототрофных бактериях (НАФБ) в ос-
новном получена при исследовании природных
образцов или обогащенных монокультур бакте-
рий (Дубинина, Горленко, 1975; Горленко, Пиво-
варова, 1977; Klappenbach, Pierson, 2004; Gorlenko
et al., 2014; Gaisin et al., 2019а, 2019b; Burganskaya et al.,
2019). Исключение составляет Oscillochloris trichoides
штамм Dg 6, физиология и другие свойства кото-
рого исследованы в чистой культуре (Keppen et al.,
2000).

Мезофильные Chloroflexi были обнаружены в
составе микробных матов низкотемпературных
участков холодных и термальных источников. Из
сульфидсодержащих источников получены куль-
туры НАФБ и идентифицированы как два прес-
новодных вида рода Oscillochloris: Oscillochloris
trichoides и “Cand. Oscillochloris fontis” (Горленко,
Коротков 1979; Gaisin et al., 2019b). НАФБ иден-
тифицированы также в бентосных сообществах
морских лагун и фототрофных сообществах, сфор-
мированных в континентальных водоемах различ-
ной степени минерализации (Pierson et al., 1994;
Компанцева и соавт., 2005; Grouzdev et al., 2019;
Бурганская и соавт., 2019). В гиперсоленых лагу-
нах морского происхождения обнаружена экс-
тремально галофильная НАФБ, названная “Cand.
Chlorothrix halophila” (Klappenbach, Pierson, 2004).
Из содовых озер Восточной Сибири и Монголии
с минерализацией от 5 до 28 г/л выделены не-
сколько генетически близких между собой моно-
культур НАФБ, описанных как новый род и вид
“Cand. Chloroploca asiatica” (Gorlenko et al., 2014).
Бактерии этого вида следует рассматривать, как
алкало- и галотолеранты. Умеренно галофильная
и алкалофильная НАФБ была выделена из мик-
робных матов мелководного содового озера Ки-
ран с минерализацией 35 г/л, рН 9.3 (Burganskaya
et al., 2018). Эта бактерия описана как новый род
и новый вид “Cand. Viridilinea mediisalina” и явля-
ется единственным представителем галоалкало-
фильных НАФБ (Gaisin et al., 2019a).

В настоящей работе установлено, что бактерии
филогенетически близкие к “Cand. Viridilinea medi-
isalina” появляются в составе фототрофных сооб-
ществ гиперсоленых содовых озер Кулундинской
степи (Западная Сибирь) при их распреснении.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Объекты исследования

Объектами исследования служили фототроф-
ные сообщества из двух озер: Танатар 6 (51°37′08′′ N
79°48′53′′ E) и Горчина 1 (51°40′19′′ N 79°54′20′′ E).
Озера расположены в Михайловском районе Ал-
тайского края рядом с пос. Малиновое озеро (рис. 1).
По химическому типу рассолов являются содовы-
ми и имеют стабильные щелочные значения рН

за счет высокой карбонатной щелочности (Samy-
lina et al., 2019). Озера бессточные, окружены сос-
новыми борами. Общая соленость в момент отбо-
ра образцов составляла 13 и 30 г/л и рН 10.1 и 10.6
в Танатаре 6 и Горчине 1 соответственно. Соленость
и значения рН измеряли с помощью полевого по-
тенциометра-кондуктометра “WTW” (Германия).
Уровень воды был высоким: литоральная зона пол-
ностью затоплена, граница роста степных трав ока-
залась также в воде (рис. 2а, 2е).

Пробы для выделения НАФБ были отобраны
28–29 июля 2018 г. В воде озера Танатар 6 наблю-
дали цветение одноклеточной зеленой водоросли
Picocystis salinarum, поэтому заметного развития
биопленок на дне не происходило. В качестве об-
разца отобрано эпифитное циано-бактериальное
обрастание (образец Tr 6). В прибрежной зоне
озера Горчина 1 происходило обильное развитие
планктонного сообщества, которое в виде мелких
комочков пассивно осаждалось на дно, где к мо-
менту отбора проб образовался слой фототрофной
биомассы толщиной 20–25 см. Для микроскопиче-
ского исследования были отобраны образцы воды с
цветением (Gr 1-1) и осевшей из планктона био-
массы (Gr 1-2).

Морфологическое разнообразие микроорга-
низмов в природных образцах изучали в натив-
ных препаратах под световым микроскопом Jena-
val с фотоустановкой Zeiss Bundle Canon PS G9
(Германия). Фотографии сообществ делали с ис-
пользованием программного обеспечения Axio-
Vision Rel. 4.7. Идентификацию цианобактерий в
образцах производили на основании морфологи-
ческих критериев по определителям (Komárek,
Anagnostidis, 1998, 2005; Komárek, 2013), а также с
учетом данных, полученных в предыдущих иссле-
дованиях (Самылина и соавт., 2015; Namsaraev et al.,
2018; Samylina et al., 2019).

Метод получения монокультур НАФБ

Образцы отбирали в пластиковые флаконы
объемом 50 мл. Пробы гомогенизировали и ис-
пользовали в качестве инокулята. Посев прово-
дили в пробирки объемом 20 мл в среду с полу-
жидким агаром (0.5%) с десятикратными разведе-
ниями. Состав среды (мг/л): KH2PO4 – 400,
NH4Cl – 400, MgCl2 · 6H2O – 200, KCl – 300, NaCl –
15000, CaCl2 · 2H2O – 50, NaHCO3 – 3000; Na2S ·
· 9H2O – 500, дрожжевой экстракт – 50, ацетат на-
трия – 250, раствор микроэлементов – 1 мл и рас-
твор витаминов по Пфеннигу – 1 мл. pH среды
доводили до значения 9.0–9.5. Пробирки с засе-
янной средой инкубировали при 28°С в люмино-
стате с лампами дневного света при освещенно-
сти 2000 люкс. Выросшие в столбиках агара от-
дельные колонии из последних разведений
извлекали пастеровской пипеткой и повторно



690

МИКРОБИОЛОГИЯ  том 89  № 6  2020

ГОРЛЕНКО и др.

пересевали с разведениями в агаризованную сре-
ду. Процедуру пересевов отдельно выросших коло-
ний повторяли до получения обогащенной моно-
культуры НАФБ, свободной от присутствия других
видов фототрофов.

Морфология и тонкое строение
Морфологию клеток монокультур НАФБ изу-

чали в фазовом контрасте с помощью микроскопа
Olympus BX 41 (Япония). Для получения ультра-
тонких срезов клетки собирали центрифугирова-
нием в течение 3 мин при 16000 g и фиксировали,
используя 2.5% глутаральдегид в буфере PBS (0.1 М
фосфатно-натриевый буфер, содержащий 0.85%
NaCl, pH 7.2), при 4°C. После трехкратной про-
мывки в буфере PBS образец был постфиксирован
в 1% OsO4 в течение 1 ч, затем последовательно
обезвожен с повышением концентрации этанола и
100% ацетона и погружен в эпоксидную смолу
Epon (Sigma, США). Срезы контрастировали обра-
боткой сначала уранилацетатом, а затем цитратом
свинца и просматривали под электронным микро-
скопом Libra-120 (Carl Zeiss, Германия) или Jeol
JEM-100C (Япония) (Gaisin et al., 2019a, 2019b;
Bryantseva et al., 2019).

Анализ состава пигментов
Для анализа качественного и количественного

состава пигментов выделенных монокультур НАФБ

использовали клетки, выросшие на жидких средах
(Ashikhmin et al., 2014). Спектры поглощения мем-
бранной фракции, полученной после обработки
ультразвуком клеточной суспензии в 10 мМ трис-
HCl-буфере (рН 8.0), а также экстракты смеси
ацетон–метанол (7 : 2, об./об.) и петролейного
эфира анализировали с использованием спектро-
фотометра Cary 50 (Varian, Австралия) в диапазо-
не длин волн 360–960 нм. Пигменты клеток были
проанализированы с помощью высокоэффектив-
ной жидкостной хроматография (ВЭЖХ), исполь-
зуя колонку Agilent Zorbax SB-C18 (4.6 × 250 мм)
(Agilent, США). Аппарат для ВЭЖХ (Shimadzu,
Япония) состоял из насоса LC-10ADVP с модулем
FCV-10ALVP, детектором с диодной матрицей
SPD-M20A и термостатом CTO-20AC. Колонка
была сбалансирована смесью ацетонитрил/во-
да/этилацетат (69.3 : 7.7 : 23%, об./об.). Смесь
пропускали через колонку в течение первых 3 мин,
а затем данная смесь была линейно замещена
этилацетатом (37 мин). После этого чистый этил-
ацетат пропускали через колонку в течение допол-
нительных 3 мин. Скорость подачи всего раствори-
теля составляла 1.0 мл/мин. Анализ был выполнен
при постоянной температуре 22°С. Концентра-
ция пигментов была рассчитана с помощью про-
граммы LC-solution (Shimadzu, Япония).

Рис. 1. Карта-схема расположения озер, из которых были выделены НАФБ: МО – пос. Малиновое озеро; М – оз.
Малиновое; Т1–Т6 – озера Танатары 1, 2, 3, 4, 5 и 6 соответственно; Г1–Г4 – озера Горчины 1, 2, 3 и 4 соответственно.
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Идентифицикация выделенных НАФБ

ДНК бактерий выделяли с помощью набора
PowerMax Soil DNA Isolation Kit (MO BIO Labora-
tories, Inc., США), согласно инструкции произво-
дителя. Фрагменты участка оперона pufLM ампли-

фицировали и секвенировали с использованием
праймерных систем, специфичных для НАФБ
(Achenbach et al., 2001; Калашников и соавт.,
2014). Продукты амплификации очищали с исполь-
зованием набора Wizard SV Gel and PCR Clean-Up

Рис. 2. Состав фототрофных сообществ, исследованных в озерах Танатар 6 (а–д) и Горчина 1 (е–к) в июле 2018 г.: а, е –
высокий уровень воды в озерах; б–д – образец Tr 6; ж–к – образец Gr 1-1. Цифрами обозначены: 1 – нити НАФБ;
цианобактерии (2 – cf. Cyanobacterium cedrorum, 3 – Nodularia harveyana, 4 – cf. Nostoc punctiforme, 5 – cf. Nostoc paludo-
sum, 6 – Nodosilinea sp., 7 – Spirulina major, 8 – Halomicronema sp., 9 – акинеты Anabaenopsis sp., 10 – Chroococcus turgidus,
11 – Arthrospira maxima, 12 – Geitlerinema sp.); пурпурные бактерии (13 – Thiocapsa sp., 14 – Chromatium sp.); диатомовые
водоросли (15 – Anomoeoneis sphaerophora, 16 – Nitzschia cf. communis); эвглениды (17 – Euglena sp.). Масштаб линейки
– 5 мкм.
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System (Promega, США), согласно инструкции про-
изводителя. Секвенирование продуктов амплифи-
кации проводили по методу Сэнгера на автоматиче-
ском секвенаторе DNA Analyzer 3730 (Applied Biosys-
tems, США) с использованием набора реактивов
BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit, соглас-
но инструкции производителя. Из полученных по-
следовательностей оперона pufLM были транслиро-
ваны in silico аминокислотные последовательности
белков PufL (240 а.o) и PufM (163 а.o), которые за-
тем были независимо выравнены с использова-
нием сервиса MUSCLE (Madeira et al., 2019) и
конкатенированы. Полученные конкатенаты
(403 а.o) были использованы для построения фи-
логенетического дерева в программе MEGA 7.0
(Sudhir et al., 2016) с применением алгоритма Max-
imum Likelihood. Бутстрэп поддержка ветвей бы-
ла рассчитана при анализе 1000 альтернативных
деревьев. Последовательности генов pufLM куль-
тур Gr 1-1 и Tr 6 депонированы в базу данных
GenBank под номерами MT364253 и MT364254 со-
ответственно.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Условия формирования фототрофных

сообществ в исследованных озерах
Соленость рапы исследованных озер обычно

соответствовала статусу гиперсоленых водоемов
(Самылина и соавт., 2015; Namsaraev et al., 2018;
Samylina et al., 2019). Однако, в 2018 г. в результате
дождей произошло сильное их распреснение, и в
период полевых работ (28–29 июля) общая соле-
ность составила 13 г/л для Танатара 6 и 30 г/л для
Горчины 1, что привело к обильному развитию
разнообразных прокариотных и эукариотных фо-
тотрофных микроорганизмов в планктоне и пе-
рифитоне.

Характеристика фототрофных микроорганизмов 
в пробах, отобранных из озер Танатар 6 и Горчина 1

Образец Tr 6 из оз. Танатар 6 представлял собой
эпифитное циано-бактериальное сообщество (пе-
рифитон), в котором доминировали гетероцистные
цианобактерии cf. Nostoc paludosum, cf. Nostoc puncti-
forme и Nodularia harveyana, нитчатые негетероцист-
ные цианобактерии Nodosilinea sp. и Spirulina major,
одноклеточные цианобактерии cf. Cyanobacterium
cedrorum, пурпурные бактерии рода Thiocapsa и нит-
чатые микроорганизмы желто-зеленого цвета (пред-
положительно НАФБ) (рис. 2б–2д).

В образце планктонного сообщества Gr 1-1 из
оз. Горчина 1 выявлены различные фототрофные
микроорганизмы (рис. 2ж–2к): среди эукариот
эвглениды (Euglena sp.) и диатомовые водоросли
(Anomoeoneis sphaerophora и Nitzschia cf. communis);
среди прокариот цианобактерии (нитчатые неге-
тероцистные Nodosilinea sp., Geitlerinema sp., Spir-

ulina major, Arthrospira maxima, многочисленные
акинеты и гетероцисты Anabaenopsis sp. и в не-
большом количестве одноклеточные Chroococcus
turgidus и Cyanobacterium cf. stanieri), пурпурные бак-
терии (Chromatium sp.) и предполагаемые НАФБ.
Состав доминирующих фототрофов в образце
Gr 1-2 (осевшая на дно биомасса планктона) был
другим. Водоросли были представлены нитчаты-
ми хлорофитами Ctenocladus circinnatus. Ци-
анобактерии – нитчатыми негетероцистными
Nodosilinea sp. и Geitlerinema sp., акинетами гете-
роцистных Anabaenopsis sp. и единичными клет-
ками Cyanobacterium cf. stanieri. Среди пурпурных
бактерий помимо Chromatium sp. обнаружены ко-
лонии Ectothiorhodospira sp. Однако, нитей, похо-
жих на НАФБ, обнаружено не было.

Таким образом, в образцах Tr 6 и Gr 1-1 среди
цианобактерий и других фототрофов присутство-
вали нитчатые микроорганизмы, окрашенные в
желто-зеленый цвет, морфологически сходные с
НАФБ (рис. 2б, 2д, 2ж, 2к). В дальнейшем, эти
бактерии были выделены в монокультуры, и была
подтверждена их принадлежность к филуму Chlo-
roflexi.

Морфология выделенных культур НАФБ
На первых этапах очистки на использованной

среде совместно с НАФБ вырастали пурпурные
бактерии родов Chromatium, Thiocapsa, Ectothior-
hodospira, Thiorhodospira. После ряда пересевов из
отдельных колоний были получены монокульту-
ры НАФБ.

Выделенные культуры НАФБ Tr 6 (оз. Танатар 6)
и Gr 1-1 (оз. Горчина 1) имели сходную морфоло-
гию (рис. 3, 4). Цвет клеточной суспензии и вырос-
ших в агаре колоний – грязно-зеленый. Цилиндри-
ческие клетки формировали неразветвленные нити
(трихомы) неопределенной длины, окруженные
тонким прозрачным чехлом. Толщина трихомов
1.1–1.8 мкм. Нити обеих культур были способны к
движению с помощью скольжения. Цвет нитей в
проходящем свете – желто-зеленый. В местах по-
перечных клеточных перегородок при микроко-
пировании с фазовым контрастом выявлялись
блестящие зоны, сформированные газовыми ве-
зикулами. В составе клеток часто встречались
светлые округлые включения, предположительно
полигидроксиалканатов.

Тонкое строение
Оба изолята имели сходный тип строения, вы-

явленный на ультратонких срезах (рис. 3, 4). Нити –
трихомы состояли из цилиндрических клеток раз-
мером 1.2–1.8 × 3.5–5.0 мкм (Tr) и 1.0–1.5 × 2.5–
4.5 мкм (Gr 1-1) и были окружены тонким чехлом
с размытыми очертаниями. Разделение клеток
сопровождалось образованием поперечных кле-
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точных перегородок. В месте деления перетяжек
не наблюдалось. Клеточная стенка состояла из
нескольких слоев, однако внешней мембраны,
характерной для грамотрицательных бактерий не
обнаружено. За цитоплазматической мембраной
располагались хлоросомы – светособирающие
антенные структуры, характерные для большин-
ства известных фототрофных Chloroflexi. В клет-
ках присутствовали оптически светлые включе-
ния, предположительно полигидроксиалканатов.
Кроме того, обнаружены темные включения зе-
рен полифосфатов.

Пигменты
На рис. 5 и 6 приведены данные по поглоще-

нию света фракцией мембран клеток культур Tr 6

и Gr 1-1, а также клеточных экстрактов в петро-
лейном эфире и ацетон-метаноле (7 : 2, об./об.).
Спектральный анализ мембранной фракции, ре-
суспендированной в Трис-HCl буфере, выявил
присутствие максимумов, характерных для Бхл c
или d (742 и 743 нм), а также нечетко выраженные
максимумы каротиноидных пигментов в области
499–520 нм. В ацетон-метанольной смеси спек-
тры поглощения экстрактов мембран культур Tr 6
и Gr 1-1 имели основные максимумы Бхл при 664
и 656 нм, а в петролейном эфире – при 660 и 652 нм,
соответственно (рис. 5а, 6а). Результаты ВЭЖХ
анализа экстрагированных пигментов из клеток
(рис. 5б, 6б, табл. 1) показали присутствие у мо-
нокультуры Tr 6 тринадцати форм Бхл c и семи
форм Бхл d, а у монокультуры Gr 1-1 – четырех
форм Бхл c и семи форм Бхл d. Кроме Бхл c и d,

Рис. 3. Морфология и ультратонкое строение НАФБ Tr 6: а–в – электронный микроскоп, ультратонкие срезы (мас-
штаб линейки 0.5 мкм); г – световой микроскоп фазовый контраст (масштаб линейки 5 мкм). Обозначения: кп – кле-
точная перегородка; ч – чехол; хл – хлоросомы, пга – полигидроксиалканоаты; пф – полифосфаты.
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также был обнаружен Бхл a, входящий в состав
реакционного центра у всех хлорофилл содержа-
щих Chloroflexi. Он присутствует в клетках в не-
большом количестве (0.9–1.2 мол. %). Соотноше-
ние Бхл a, Бхл c и Бхл d было не одинаковым для
исследованных культур НАФБ. Для Tr 6 оно со-
ставляло 1.2 : 64.5 : 34.3 мол. %; для Gr 1-1 соотно-
шение Бхл а : Бхл c : Бхл d – 0.9 : 35.8 : 63.3 мол. %.
Следует отметить присутствие значительного ко-
личества каротиноидов, которые также относятся
к категории антенных пигментов. Общее количе-
ство каротиноидов у новых культур НАФБ было

10.8–15.8 мол. % от суммы пигментов (Бхл +
Кар). β-Каротин и γ-каротин являлись преобла-
дающими каротиноидами (табл. 1). В небольших
количествах обнаружен ликопин и его производ-
ные, которые образуются в цепи биосинтеза β- и
γ-каротинов.

Физиологические особенности

Монокультуры Tr 6 и Gr 1-1 являлись алкало-
фильными, солеустойчивыми, мезофильными
анаэробными фототрофными бактериями. Хоро-
ший рост происходил на среде с сульфидом 0.3–
0.7 г/л и бикарбонатом, содержащей 15–25 г/л
NaCl при рН 8.0–9.5 и температуре 25–35°C. До-
бавление в среду комплекса витаминов положи-
тельно влияло на рост выделенных культур
НАФБ. Образование глобул элементной серы в

Рис. 4. Морфология и ультратонкое строение НАФБ
Gr 1-1: а–в – электронный микроскоп, ультратонкие
срезы (масштаб линейки 0.5 мкм); г – световой мик-
роскоп, фазовый контраст (масштаб линейки
0.5 мкм). Обозначения: кс – клеточная стенка; кп –
клеточная перегородка; ч – чехол; хл – хлоросомы,
пга – полигидроксиалканоаты.
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Рис. 5. Спектры поглощения (а) и ВЭЖХ экстрагиро-
ванных пигментов (б) из клеток НАФБ Tr 6. Иден-
тификация пиков: 1, 2, 4, 6, 9, 14, 19 – Бхл d; 3, 5, 7, 8,
10–12, 15–18, 20, 21 – Бхл c; 13 – Бхл a; 22 – γ-каро-
тин; 23 – производное ликопина; 24 – β-каротин.
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Рис. 6. Спектры поглощения (а) и ВЭЖХ экстрагиро-
ванных пигментов (б) из клеток НАФБ Gr 1-1.
Идентификация пиков: 1−3, 6, 9, 10, 12 – Бхл d; 4, 5, 7,
8 – Бхл c; 11 – Бхл a; 13 – ликопин; 14 – γ-каротин;
15 – производное ликопина; 16 – β-каротин.
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процессе роста на среде с сульфидом не наблюда-
ли. Рост бактерий не происходил в темноте в
анаэробных или аэробных условиях.

Таксономическое положение
Монокультуры НАФБ Tr 6 и Gr 1-1 были иден-

тифицированы с использованием специфических
праймеров на последовательность оперона pufLM,
входящих в состав РЦ ФС II (рис. 7). Филогенети-
ческий анализ показал, что последовательности
белков PufLM, принадлежащие монокультурам Tr 6
и Gr 1-1, формировали ветвь внутри порядка Chlo-
roflexales филума Chloroflexi (рис. 7). Наиболее
близким к ним была последовательность PufLM
культуры “Cand. Viridilinea mediisalina” Kir15-3F
(сходство 100%). Таким образом, полученные
данные показали высокий уровень сходства но-
вых культур между собой и с культурой Kir15-3F
типового вида “Cand. Viridilinea mediisalina”.

Филогенетическое положение выделенных
культур НАФБ Tr 6 и Gr 1-1 на основании анализа
аминокислотной последовательности PufLM (403
аминокислотных оснований). Алгоритм – Maxi-
mum Likelihood. Достоверность ветвления уста-
новлена на основании построения 1000 альтерна-
тивных деревьев.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Содовые озера Кулундинской степи очень из-

менчивы по своим гидрохимическим параметрам
(Самылина и соавт., 2015; Namsaraev et al., 2018;
Samylina et al., 2019), причем помимо сезонной
изменчивости, ярко выражена и межгодовая.
Среди всех изученных озер Горчина 1 является
самым контрастным по солености: в период на-
блюдений с 2005 по 2018 гг. содержание солей из-
менялось в диапазоне от 400 до 30 г/л. В

Рис. 7.  Филогенетическое положение выделенных культур АНФБ Tr 6 и Gr 1-1 на основании анализа аминокислотной
последовательности PufLM (403 аминокислотных оснований). Алгоритм—Maximum Likelihood. Достоверность
ветвления установлена на основании построения 1000 альтернативных деревьев.
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Танатаре 6 в тот же период – от 250 до 13 г/л.
Условно, можно выделить периоды (фазы) экс-
тремальной (300–400 г/л), высокой (60–200 г/л) и
относительно низкой (13–60 г/л) общей солено-
сти, которые длятся по несколько лет. До 2018 г.
исследуемые озера находились поочередно в фазах
высокой и экстремально высокой солености, а в
2018 г. перешли в фазу относительно низкой со-
лености (30 г/л для Горчины 1 и 13 г/л для Тана-
тара 6), т.е. оказались в состоянии максимального
распреснения за весь период наблюдений. Это
сказалось на разнообразии фототрофных микро-
организмов в озерах. Так, в предыдущие годы при
соленостях от 60 г/л и выше в исследуемых озерах
доминировали галоалкалофильные и натроно-
фильные нитчатые (Geitlerinema sp. и Nodosilinea
sp.) и одноклеточные (Euhalothece sp.) цианобак-
терии, а также пурпурные серные бактерии
Ecthothiorhodospira sp. В 2018 г. в составе фототроф-
ных сообществ массово появились гетероцистные
цианобактерии, которые ранее не встречались
(Anabaenopsis sp., cf. Nostoc paludosum, cf. Nostoc
punctiforme), а помимо цианобактерий и пурпур-
ных серых бактерий впервые выявлено массовое
развитие НАФБ филума Chloroflexi.

Ранее отмечалось присутствие НАФБ в бен-
тосном сообществе степного соленого щелочного
озера Хилганта с минерализацией около 40 г/л и
рН выше 9.5 (Компанцева и соавт., 2005). Видо-
вая принадлежность этого микроорганизма не
была установлена. Единственный галоалкало-
фильный вид “Cand. Viridilinea mediisalina” обна-
ружен в составе микробного мата сапропелевого
содового озера Киран (Восточная Сибирь) с ми-
нерализацией 35 г/л, в котором отмечалось
обильное цветение планктонной цианобактерии
Arthrospira sp. (Gaisin et al., 2019a). Другой вид
“Cand. Viridilinea halotolerans” изолирован из мик-
робного мата соленого Чокракского источника
(Крым) с рН близким к нейтральному значению
(Grouzdev et al., 2019).

В исследованных степных Кулундинских озе-
рах формирование альгобактериального мата не
происходило. НАФБ вместе с другими фототрофа-
ми, представленными преимущественно галоал-
калофилами, развивались в местах скопления и
деструкции оседающего планктона, сопровож-
дающегося выделением сероводорода. Впервые
установлено присутствие НАФБ в перифитоне, в
обрастаниях на поверхности затопленных расте-
ний. Присутствие как оксигенных, так и анокси-
генных фототрофов в отобранных пробах указы-
вало на наличие в них как аэробных, так и анаэ-
робных микрозон.

Данные по нуклеотидам и белкам комплекса
PufLM корректны для определения до вида фото-
трофных бактерий, имеющих реакционный центр
2-ого типа (РЦ II) (Imhoff et al., 2018). К таким фото-

трофам относятся пурпурные бактерии, аэробные
бактериохлорофилл a содержащие аноксигенные
фототрофные бактерии, представитель филума
Gematimonas и НАФБ. Идентификация двух вы-
деленных нами культур НАФБ по данным состава
аминокислот комплекса PufLM, показала их при-
надлежность к филуму Chloroflexi и 100% сходство
между собой и с алкало-галофильным изолятом
“Cand. Viridilinea mediisalina” Kir15-3F, обнару-
женным ранее в содовом озере Киран. Интерес-
но, что Kir15-3F, являясь сульфидофилом, не
имеет фермент сульфид: хинон оксидоредуктазу,
участвующую в первичном этапе окисления суль-
фида (Gaisin et al., 2019a). Дальнейшее исследова-
ние физиологии двух новых монокультур, выде-
ленных из озер Кулундийской степи, может дать
ответ является ли этот признак характерным для
данного вида.

Интересной особенностью НАФБ рода “Cand.
Viridilinea” является наличие nif-генов, определя-
ющих способность к азотфиксации. Ранее было
показано, что соленость рапы является основным
фактором, влияющим на состав и диазотрофный
потенциал фототрофных сообществ содовых озер
Кулундинской степи (Namsaraev et al., 2018; Samyli-
na et al., 2019). В 2018 г. произошло сильное распрес-
нение исследованных содовых озер (13–30 г/л) и
наряду с увеличением разнообразия гетероцистных
цианобактерий в составе фототрофных сообществ
массово развились НАФБ рода “Cand. Viridilinea”.
Можно предположить, что представители этого
рода вместе с пурпурными бактериями и ци-
анобактериями участвуют в фиксации атмосфер-
ного азота в низкоминерализованных содовых
степных озерах.

Таким образом, показано что вид “Cand. Viridi-
linea mediisalina” распространен в фототрофных
сообществах географически удаленных степных
содовых озер Сибири и может играть важную эко-
логическую роль.
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Soda lakes are relic ecosystems inhabited by unique microorganisms, which are doubly extremphilic: both
haloalkaliphilic and natronophilic. Two morphologically and physiologically similar monocultures of anox-
ygenic filamentous phototrophic bacteria (AFPB) were isolated from the water samples and biofilms on
plants of the coastal zones of the steppe soda lakes Tanatar 6 and Gorchina 1 (Kulunda, Altai krai) during the
season of their desalination. In their natural environments, AFPB coexisted with anoxygenic purple sulfur
bacteria of the genera Chromatium, Thiocapsa, Ectothiorhodospira, and Thiorhodospira, as well as with oxy-
genic phototrophs (alkaliphilic cyanobacteria, euglenophytes, and diatoms). AFPB formed filaments sur-
rounded by thin sheaths; their cells contained antenna structures (chlorosomes). Apart from small amounts
of bacteriochlorophyll (BChl) a in the reaction center, both isolates contained also antenna BChl c and
BChl d. Alpha- and beta-carotens and their derivatives were also detected. AFPB grew well in the medium
containing Na2S ∙ 9H2O (500 mg/L) at total mineralization of 15–30 g/L and pH 9.5. Identification of both
cultures based on amino acid composition of the PufLM complex revealed that they belonged to the phylum
Chloroflexi and were almost 100% identical both to each other and to the halo-alkalophilic isolate “Candida-
tus Viridilinea mediisalina” Kir15-3F revealed previously in the Kiran soda lake (Eastern Siberia, Russia). It
may be concluded that “Cand. Viridilinea mediisalina” is a typical component of Siberian soda lakes with
moderate salinity.
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