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Исследование скорости роста гриба Sistotrema brinkmannii при различных значениях рН среды, тем-
пературы и концентрации NaCl показало, что он является мезофилом, предпочитает бессолевую
среду и относится к облигатным ацидофилам, так как имеет выраженный оптимум роста при
рН 3.0–4.0 и не растет при рН 7.0. Для изучения защитных механизмов, позволяющих грибу разви-
ваться в кислых условиях среды, был исследован состав его осмолитов и липидов. Впервые показа-
но, что в мицелии гриба в динамике роста в оптимальных условиях присутствует большое количе-
ство трегалозы (4.0–6.6% от сухой массы), что доказывает участие осмолитов в адаптации у ацидо-
филов. При этом на границах диапазона роста (рН 2.6 и 6.0) количество трегалозы в мицелии гриба
снижалось в 2.5 раза, что соответствует узкому оптимуму роста гриба в природных условиях
(рН 3.0–4.0). Отличительной чертой состава мембранных липидов гриба является высокая доля
сфинголипидов (до 60% от суммы), которая в динамике роста в оптимальных условиях снижается
вдвое. К основным мембранным липидам, кроме сфинголипидов, также относятся фосфатидные
кислоты, фосфатидилэтаноламины и стерины, доля которых с возрастом увеличивается. Состав
мембранных липидов гриба при рН 2.6 практически не отличается от оптимальных условий, тогда
как в околонейтральной области наблюдается двукратное повышение доли сфинголипидов, что
указывает на их адаптивное значение. Одновременное снижение доли сфинголипидов и рост уров-
ня трегалозы в динамике роста позволяет предположить взаимосвязь этих соединений в защите
мембран клетки.
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Среди всего многообразия живых организмов
микроскопические грибы не имеют себе равных
по способности осваивать различные экологиче-
ские ниши (Gonçalves et al., 2012). Полагают, что
грибы играют ключевую роль в функционировании
экстремальных экосистем (Coleine et al., 2022). Ис-
следование экстремофилов имеет значение не
только для понимания биохимических основ
жизни на Земле и поиска внеземной жизни, но
также для экологии ‒ сохранения биоценозов в
условиях резких изменений климата и усилении
антропогенного влияния (Hallsworth et al., 2021).

Изучение механизмов адаптации экстремофиль-
ных организмов дает возможность выявить, ка-
кие адаптационные механизмы и свойства био-
молекул позволили им освоить экстремальные
ниши обитания.

В природных условиях фактор рН оказывает
большое влияние на рост и развитие микроорга-
низмов. Большинство грибов предпочитают око-
лонейтральные условия (рН 6.0–7.0). Внешний
рН изменяет заряд мембраны, влияет на усвояе-
мость субстратов, функции белков, токсичность
ионов металлов (Rousk et al., 2009).

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ
СТАТЬИ
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Природные местообитания с кислыми услови-
ями (pH 3.0–4.0) встречаются достаточно часто и
включают почвы, озера, болота и торфяники
(Gross, Robbins, 2000). Экстремально кислые ме-
стообитания (pH < 3.0) встречаются во многих ча-
стях мира и бывают как природного (наземные
гидротермальные источники, вулканические озе-
ра), так и антропогенного (кислые отвалы уголь-
ных шахт, рудничные и промышленные сточные
воды, дренаж) происхождения.

Помимо бактерий и архей в таких местообита-
ниях присутствуют также и эукариоты ‒ водорос-
ли, простейшие и грибы (Amaral-Zettler, 2012).
Среди наиболее ацидофильных эукариот выделя-
ют красную водоросль Cyanidium caldarium (опти-
мум рН 2.0–3.0), зеленую водоросль Dunaliella ac-
idophila (оптимум рН 1.0) и 3 гриба: Acontium cyla-
tium, Cephalosporium sp. и Trichosporon cerebriae
(растут при рН 0) (Rothschild, Mancinelli, 2001). В
природных условиях в гиперкислых местообита-
ниях (рН < 3.0) бактерии, грибы, водоросли и
простейшие образуют биопленки (Baker et al.,
2009; Aguilera, González-Toril, 2019), которые яв-
ляются местом осаждения металлов и минералов
и служат субстратом для последующих популя-
ций микроорганизмов. Ацидофилами называют
грибы, способные к росту в кислых условиях
вплоть до рН 1.0, но не растущие в нейтральных
условиях, тогда как ацидотолеранты растут в кис-
лых, нейтральных или даже слабощелочных усло-
виях (Coleine et al., 2022). Так, для ацидофильного
гриба Acidomyces acidophilus оптимальными явля-
ются условия с рН 3.0–5.0, но и при рН 1.0 сохра-
няется способность к росту. Среди бактерий при-
нято выделять ацидофилов (растут при рН < 5.0)
и гиперацидофилов (растут при рН < 3.0) (Merino
et al., 2019).

Микроорганизмы, обитающие в кислых усло-
виях, поддерживают нейтральный внутриклеточ-
ный рН за счет использования водородных помп,
откачивающих ионы водорода из цитоплазмы
(Coker, 2019). Грибы имеют систему регуляции
внутриклеточного рН, включающую АТФазы ва-
куолярного типа (V-АТФаза) и протонный насос
P-типа Pma1, действующий совместно с большим
количеством других транспортеров (Kane, 2016).
Археи имеют отличительные структурные и функ-
циональные характеристики, включая обратный
мембранный потенциал, высокую непроницае-
мость клеточных мембран и преобладание вторич-
ных транспортеров. Непроницаемость мембран ар-
хей связывают с присутствием специфических
тетраэфирных липидов с простыми эфирными
связями, в отличие от бактерий и эукариот, для
которых характерны сложноэфирные связи, ме-
нее устойчивые к кислотному гидролизу (Baker-
Austin, Dopson, 2007).

Известно, что психрофилы, галофилы, ксеро-
филы используют для адаптации к экстремаль-
ным условиям осмолиты и изменяют состав мем-
бранных липидов (Inouye, Phadtare, 2014; Nazareth,
Gonsalves, 2014; Gunde-Cimerman et al., 2018). Нами
впервые было показано ключевое значение осмо-
лита трегалозы и фосфатидных кислот в составе
мембранных липидов для термофилии (Yanutsev-
ich et al., 2014; Ianutsevich et al., 2016, 2020) и алка-
лофилии грибов (Bondarenko et al., 2017; Kozlova
et al., 2019). Однако для ацидофилов таких лите-
ратурных данных не обнаружено. Мы предпола-
гаем, что при адаптации к низким значениям pH
защита цитоплазматической мембраны, контак-
тирующей с агрессивной внешней средой, может
осуществляться как изменением состава мем-
бранных липидов, так и с помощью протекторных
соединений углеводной природы ‒ осмолитов.

Цель настоящего исследования – физиологи-
ческая характеристика и изучение состава осмо-
литов и мембранных липидов у ацидофильного
гриба Sistotrema brinkmannii в динамике роста в
оптимальных условиях и при различных значени-
ях рН.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Объект исследования ‒ базидиомицетный гриб

Sistotrema brinkmannii (Bres.) J. Erikss. (Hydnaceae,
Cantharellales, Incertae sedis, Agaricomycetes, Agarico-
mycotina, Basidiomycota, Fungi); был выделен с оче-
са сфагнового мха олиготрофного болота аапа-
типа, идентифицирован по ITS региону рДНК и
депонирован в ГенБанк с присвоением номера
JQ780614 О.А. Грум-Гржимайло ‒ научным со-
трудником Беломорской биологической станции
им. Н.А. Перцова биологического факультета МГУ
(Grum-Grzhimaylo et al., 2016).

Условия культивирования. Гриб поддерживали
на стандартной агаризованной среде на основе
солодового экстракта, 17 г/л (“Condalab”), с цит-
ратно-фосфатным буфером (pH 4.0) при опти-
мальной температуре 24–25°C. Оптимум роста
гриба определяли по скорости линейного роста
на чашках Петри. Готовили агаризованные среды
на основе солодового экстракта, 17 г/л; различ-
ные значения pH среды (2.6, 3.0, 4.0, 5.0, 6.0, 7.6)
достигали с использованием цитратно-фосфат-
ного буфера (0.1 М). Посевной материал выращи-
вали на агаризованной среде на чашках Петри в
течение 4 сут (pH 4.0, 24–25°С). Для посева на
чашки использовали фрагменты мицелия 1 × 1 мм,
взятые с активно растущего края колонии. Диаметр
колоний измеряли в двух перпендикулярных на-
правлениях каждые 3–4 сут до момента, когда в од-
ном из вариантов колония достигала краев чашки.
Скорость роста определяли в мм/сут в период ли-
нейного роста. Температурный оптимум опреде-
ляли, измеряя скорость роста гриба при опти-
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мальном значении pH 4.0 в диапазоне температур
17, 20, 22, 25, 27, 30°C. Зависимость скорости ро-
ста от концентрации NaCl в среде (0, 0.25, 0.5,
0.75, 1.0 М) определяли аналогично при опти-
мальном значении pH и температуры (pH 4.0, 24–
25°C).

Для биохимических исследований посевной
материал выращивали на агаризованной среде на
чашках Петри, покрытых целлофаном, в течение
4 сут при оптимальной температуре 24–25°С. Для
посева на чашки использовали фрагменты мице-
лия 1 × 1 мм, взятые с активно растущего края ко-
лонии посевной чашки. Гриб выращивали в тече-
ние 6, 12 и 18 сут в оптимальных условиях (pH 4.0,
24–25°C). Для исследования воздействия различ-
ных значений pH гриб культивировали в течение
18 сут при pH 2.6, 4.0 и 6.0. Выросший мицелий
отделяли скальпелем, навески замораживали и
хранили при –21°С.

Анализ липидов и жирных кислот. Для анализа
липидного состава гриба навеску сырой биомас-
сы гомогенизировали в изопропаноле, после чего
экстракцию липидов продолжали в течение
30 мин при 70°С и декантировали надосадочную
жидкость (Nichols, 1963). Далее остаток двукрат-
но экстрагировали смесью изопропанол‒хлоро-
форм (1 : 1) и один раз в соотношении 1 : 2 в тех же
условиях. Объединенный экстракт упаривали на
роторном испарителе, остаток растворяли в 9 мл
смеси хлороформ‒метанол (1 : 1), к которой до-
бавляли 12 мл 2.5% раствора хлорида натрия для
удаления водорастворимых веществ. После раз-
деления смеси хлороформный слой отбирали и
сушили, пропуская через безводный сульфат на-
трия, упаривали на роторном испарителе и суши-
ли до постоянной массы в вакууме. Полученный
остаток растворяли в смеси хлороформ‒метанол
(2 : 1) и хранили при –21°С.

Разделение полярных липидов проводили с
помощью двумерной тонкослойной хроматографии
(ТСХ) на стеклянных пластинках с силикагелем 60
(10 × 10 см) (“Merck”, Германия) в системе раство-
рителей хлороформ‒метанол‒вода (65 : 25 : 4) в
первом направлении; хлороформ‒уксусная кис-
лота‒метанол‒вода (40 : 7.5 : 6 : 2 ) во втором на-
правлении (Minnikin et al., 1984). На пластину на-
носили 75‒100 мкг липидов. Хроматограммы
проявляли опрыскиванием 5% серной кислотой в
этаноле с последующим нагреванием при 180°С.

Для идентификации липидов использовали реак-
ции с универсальным реагентом Васьковского
(Vaskovsky et al., 1975) (на фосфолипиды), нин-
гидрином (на липиды, содержащие аминогруп-
пу), α-нафтолом (на гликолипиды) и реактивом
Драгендорфа (на холин) (Kates, 1972). Присут-
ствие сфинголипидов подтверждали с помощью
щелочного гидролиза глицеролипидов (Kates, 1972).

Состав нейтральных липидов (НЛ) анализиро-
вали методом одномерной восходящей ТСХ на стек-
лянных пластинках с силикагелем 60 (10 × 10 см)
(“Merck”, Германия). Для разделения НЛ ис-
пользовали модифицированную систему раство-
рителей гексан‒серный эфир‒уксусная кислота
(77 : 23 : 1) (Kates, 1972). На пластину наносили
75 мкг липидов.

В качестве количественных стандартов для
нейтральных липидов использовали эргостерины
и триацилглицерины (“Acros Organics”), для фос-
фолипидов ‒ фосфатидилхолин (“Sigma-Aldrich”),
для сфинголипидов ‒ смесь гликоцерамидов
(“Larodan”). Количественный анализ липидов
проводили методом денситометрии с использова-
нием компьютерной программы Dens (“Ленхром”,
Россия) в режиме линейной аппроксимации по
калибровочным кривым на основе стандартных
растворов.

Для анализа состава жирных кислот выделяли
фракцию полярных липидов, используя ТСХ для
нейтральных липидов. Оставшиеся на старте пят-
на полярных липидов выскребали, элюировали
смесью хлороформ‒метанол (1 : 1) в течение но-
чи, раствор декантировали и упаривали на ротор-
ном испарителе, добавляли 2 мл толуола и 4 мл
2.5% Н2SO4 в метаноле, выдерживали при 70°С в
течение 2 ч (Agnew et al., 2019). Полученные мети-
ловые эфиры жирных кислот анализировали на
газожидкостном хроматографе Кристалл 5000.1
(ЗАО “Хроматэк”, Россия) на капиллярной ко-
лонке Optima-240, 60 м × 0.25 мкм × 0.25 мм
(“Macherey-Nagel GmbH&Co”, Германия). Для
хроматографирования применяли температур-
ную программу от 130 до 240°С. Идентификацию
проводили с использованием смеси метчиков ин-
дивидуальных метиловых эфиров жирных кислот
Supelco 37 Component FAME Mix (“Supelco”,
США). Степень ненасыщенности фосфолипидов
(СН) определялась по формуле (Weete, 1974):

Анализ углеводов. Экстракцию растворимых
углеводов мицелия проводили кипящей водой в
течение 20 мин четырехкратно. Из полученного
экстракта удаляли белки (Somogyi, 1945). Даль-
нейшую очистку экстракта от заряженных соеди-

нений проводили, используя комбинированную
колонку с ионообменными смолами Dowex-1
(ацетатная форма) и Dowex 50W (H+). Состав уг-
леводов и полиолов определяли методом ГЖХ, по-
лучая из лиофильно высушенного экстракта триме-

% моноеновых ЖК % диеновых ЖК % триеновых ЖК
СН  1  .0  2.0   3  .0 .

100 100 100
= + +



282

МИКРОБИОЛОГИЯ  том 92  № 3  2023

ЯНУЦЕВИЧ и др.

тилсилильные производные сахаров (Brobst, 1972).
В качестве внутреннего стандарта использовали
α-метил-D-маннозид (“Merck”, Германия). Хрома-
тографирование проводили на газожидкостном хро-
матографе Кристалл 5000.1 (ЗАО “Хроматэк”, Рос-
сия) на капиллярной колонке ZB-5 30 м × 0.32 мм ×
× 0.25 мкм (“Phenomenex”, США) с применением
температурной программы от 130 до 270°С со ско-
ростью 5–6°C/мин. В качестве метчиков исполь-
зовали глицерин, эритрит, арабит, глюкозу, ман-
нит, инозит, трегалозу (“Sigma”, США).

Статистическая обработка. Опыты проводили
в трехкратной повторности, n = 3. Post hoc тест
Даннета использовали для попарного сравнения
между контрольным вариантом (18 сут, pH 4.0) и
вариантами 18 сут, pH 2.6 и 18 сут, pH 6.0. На гра-
фиках символ (*) обозначает статистически зна-
чимое отличие (P ≤ 0.05); отображены средние
значения ± SEM.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Физиологическая характеристика S. brinkmannii.
При поверхностном культивировании на сусло-
вом агаре при оптимальном pH 4.0 гриб образует

колонии бежевого цвета, правильной формы,
круглые, гладкие, с ровным краем.

Исследование скорости роста гриба при раз-
личных значениях pH (рис. 1а) показало, что он
относится к облигатным ацидофилам, так как оп-
тимум его роста соответствует pH 3.0–4.0, а при
pH 7.0 гриб не растет. По отношению к темпера-
туре (рис. 1б) гриб показал широкий оптимум ро-
ста при 20–27°С, поэтому его можно отнести к
мезофилам. Гриб чувствителен к присутствию
NaCl в среде и лучше всего растет на бессолевой
среде (рис. 1в).

Состав мембранных и запасных липидов в опти-
мальных условиях в динамике роста S. brinkmannii
и при различных значениях рН. Особенностью
данного гриба является, во-первых, большое коли-
чество мембранных липидов, во-вторых, преобла-
дание содержания мембранных липидов над запас-
ными на всех стадиях роста. В динамике роста гриба
при оптимальных условиях количество мембран-
ных и запасных липидов снижается (табл. 1).

Мембранные липиды гриба в стадии началь-
ной трофофазы (6 сут) представлены, в основном,
сфинголипидами (СЛ) (60% от суммы), фосфоли-
пидами (32%) и стеринами (8%) (рис. 2). Для ис-

Рис. 1. Влияние рН среды (а), температуры (б), концентрации NaCl (в) на скорость роста S. brinkmannii.
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Таблица 1. Количество мембранных и запасных липидов ацидофильного микромицета S. brinkmannii в зависимо-
сти от различных значений pH среды и в динамике роста при оптимальных условиях

Липиды, % от СБ 6 сут,
pH 4.0

12 сут,
pH 4.0

18 сут,
pH 4.0

18 сут,
pH 2.6

18 сут,
pH 6.0

Мембранные липиды 9.53 ± 1.9 7.18 ± 1.42 5.32 ± 0.88 5.66 ± 0.95 11.5 ± 0.38
Запасные липиды 6.06 ± 0.42 5.63 ± 1.03 5.33 ± 1.34 4.47 ± 0.13 2.29 ± 0.24
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следуемого гриба характерно доминирование СЛ
на всех стадиях роста. Кроме них основными яв-
лялись фосфатидилэтаноламины (ФЭ), фосфа-
тидные кислоты (ФК) и стерины. В меньших ко-
личествах содержались фосфатидилхолины (ФХ),
фосфатидилсерины (ФС), кардиолипины (КЛ),
фосфатидилинозиты (ФИ) и лизофосфатидил-
этаноламины (ЛФЭ). В динамике роста гриба на-
блюдалось увеличение вдвое долей ФЭ, ФК и ФХ
на фоне двукратного снижения доли СЛ и при по-
стоянстве относительного содержания стеринов.

При выращивании гриба на средах с различ-
ными значениями pH количество и состав мем-
бранных и запасных липидов значительно изме-
нялись. Количество мембранных липидов в око-
лонейтральных условиях (pH 6.0) увеличивалось
по сравнению с кислыми (pH 2.6), тогда как коли-

чество запасных липидов снижалось (табл. 1).
Увеличение кислотности среды до pH 2.6 приво-
дило к повышению доли ФХ и снижению доли
СЛ. Напротив, при pH 6.0 наблюдалось значи-
тельное увеличение доли СЛ (до 57%) на фоне
снижения ФЭ, ФК и стеринов.

Особенностью жирнокислотного состава фос-
фолипидов гриба было доминирование линоле-
вой кислоты C18:2n6c (около 75% от суммы кислот)
(табл. 2), что приводило к высокой СН (1.4–1.6).
Второй по относительному содержанию была
пальмитиновая кислота (около 20%), остальные
кислоты присутствовали в следовом количестве.
При различных значениях pH степень ненасы-
щенности мембранных липидов оставалась прак-
тически постоянной, тогда как в динамике роста
наблюдалось ее слабое повышение.

Рис. 2. Профиль мембранных липидов S. brinkmannii в динамике роста и при различных значениях рН: ФЭ ‒ фосфа-
тидилэтаноламины, ФХ ‒ фосфатидилхолины, КЛ ‒ кардиолипины, ФК ‒ фосфатидные кислоты, ФС ‒ фосфати-
дилсерины, ФИ ‒ фосфатидилинозиты, ЛФЭ ‒ лизофосфатидилэтаноламины, ЛФХ ‒ лизофосфатидилхолины, X1 ‒
неидентифицированный липид, СЛ ‒ сфинголипиды. 1 ‒ 6 сут, pH 4.0; 2 ‒ 12 сут, pH 4.0; 3 ‒ 18 сут, pH 4.0; 4 ‒ 18 сут,
pH 2.6; 5 ‒ 18 сут, pH 6.0.
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Таблица 2. Состав жирных кислот и степень ненасыщенности (СН) мембранных липидов ацидофильного мик-
ромицета S. brinkmannii в динамике роста при оптимальных условиях, а также при различных значениях pH среды

ЖК 6 сут,
pH 4.0

12 сут,
pH 4.0

18 сут,
pH 4.0

18 сут,
pH 2.6

18 сут,
pH 6.0

C14:0 0.12 ± 0.12 0.07 ± 0.07 0.05 ± 0.05 0.44 ± 0.26 0.22 ± 0.22
C15:0 0.41 ± 0.22 0.19 ± 0.11 0.06 ± 0.06 0.97 ± 0.55 0.55 ± 0.34
C16:0 22.91 ± 2.05 15.32 ± 2.66 21.41 ± 0.31 18.81 ± 0.51 20.15 ± 0.69
C17:0 2.12 ± 0.95 1.30 ± 0.82 0.67 ± 0.34 0.72 ± 0.46 1.20 ± 0.67
C17:1 1.05 ± 0.36 0.41 ± 0.27 0.35 ± 0.18 0.19 ± 0.19 0.68 ± 0.34
C18:0 2.16 ± 0.16 1.14 ± 0.18 0.47 ± 0.23 1.19 ± 0.16 0.95 ± 0.48
C18:1n9c 3.37 ± 0.38 1.79 ± 0.5 2.00 ± 0.2 2.65 ± 0.43 2.75 ± 0.29
C18:2n6c 67.87 ± 3.71 79.77 ± 2.44 75.00 ± 0.94 75.03 ± 1.74 73.50 ± 2.77
СН 1.40 ± 0.07 1.62 ± 0.05 1.52 ± 0.02 1.53 ± 0.03 1.50 ± 0.05
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Среди запасных липидов доминирующими на
стадии начальной трофофазы (6 сут) являлись
свободные жирные кислоты (СЖК) (49% от суммы)
(рис. 3). В меньших долях присутствовали три-
ацилглицерины (ТАГ), диацилглицерины (ДАГ),
моноацилглицерины (МАГ). Эфиры стеринов и
несколько неидентифицированных липидов (Y1,
Y2, Y3) были минорными компонентами. В дина-
мике роста гриба происходило увеличение долей
ТАГ, тогда как доли МАГ и СЖК снижались. В
стадии идиофазы доминирующими становились
ТАГ и СЖК.

Наименьшее количество запасных липидов
(2.3% от сухой биомассы) наблюдалось при ней-
тральном pH (табл. 1), причем при всех значениях
pH доминирующими являлись ТАГ (рис. 3). Доля
ТАГ повышалась в кислых условиях (52% при
pH 2.6) по сравнению с оптимальными (32% при
pH 4.0). Относительное содержание СЖК умень-

шалось до 10% в околонейтральных условиях
(при pH 6.0) по сравнению c 30% при pH 4.0.

Состав углеводов и полиолов цитозоля в опти-
мальных условиях в динамике роста гриба и при
различных рН. Суммарное количество раствори-
мых углеводов и полиолов цитозоля в динамике
роста гриба при оптимальных условиях изменя-
лось незначительно (от 7.5 до 8.2% от сухой мас-
сы) (рис. 4). Основными осмолитами в 6-сут куль-
туре гриба являлись трегалоза, маннит и глюкоза.
На всех стадиях роста доминировала трегалоза. В
динамике роста гриба наблюдалось увеличение ко-
личества трегалозы (с 4.0 до 6.6% от сухой массы) на
фоне двукратного снижения уровней маннита и
глюкозы. В следовом количестве присутствовал
арабит, который исчезал на стадии идиофазы.

Количество растворимых углеводов и полио-
лов цитозоля гриба S. brinkmannii достигало 8.2%

Рис. 3. Профиль запасных липидов S. brinkmannii в динамике роста и при различных значениях рН: МАГ ‒ моно-
ацилглицерины, ДАГ ‒ диацилглицерины, ТАГ ‒ триацилглицерины, СЖК ‒ свободные жирные кислоты, Y1, Y2,
Y3 ‒ неидентифицированные липиды. 1 ‒ 6 сут, pH 4.0; 2 ‒ 12 сут, pH 4.0; 3 ‒ 18 сут, pH 4.0; 4 ‒ 18 сут, pH 2.6; 5 ‒
18 сут, pH 6.0.
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Рис. 4. Углеводы и полиолы S. brinkmannii в динамике роста и при различных значениях рН. 1 ‒ арабит; 2 ‒ глюкоза;
3 ‒ маннит; 4 ‒ трегалоза.
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от сухой биомассы в оптимальных условиях и
уменьшалось в 2.5 раза при pH 2.6 и 6.0 за счет
снижения уровня трегалозы (рис. 4). В оптималь-
ных условиях количество трегалозы достигало
6.5% от сухой биомассы, а при pH 2.6 и 6.0 уро-
вень трегалозы снижался до 1.5%. При этом уро-
вень маннита возрастал при pH 6.0, и он стано-
вился одним из основных компонентов, наряду с
трегалозой. Количество глюкозы с повышением
значения pH снижалось в два раза (с 0.6 до 0.3% от
сухой массы), что, однако, почти не влияло на об-
щую картину. В околонейтральных условиях появ-
лялось небольшое количество арабита (0.3%), кото-
рый обычно присутствовал в следовом количестве.
Обнаружены также следы инозита и глицерина
(на рисунке не показаны).

ОБСУЖДЕНИЕ
По своим физиологическим характеристикам

исследуемый гриб относился к облигатным аци-
дофилам (оптимум рН 3.0–4.0, отсутствие роста
при рН 7.0).

Для исследования механизмов адаптации гри-
ба к кислой среде мы изучили состав осмолитов и
мембранных липидов во взаимосвязи, т.к. извест-
но, что осмолит трегалоза способен защищать не
только макромолекулы клетки, но и ее мембраны
(Elbein et al., 2003; Iturriaga et al., 2009; Tapia,
Koshland, 2014; Mattoon et al., 2021). Осмолиты ‒
это низкомолекулярные органические соедине-
ния, защищающие клетки от воздействия небла-
гоприятных факторов. Осмолиты представляют
собой не только совместимые соединения (com-
patible solutes) (Brown, Simpson, 1972), но и обла-
дают нейтрализующим и цитотопротекторным
действием, защищая как макромолекулы, так и
мембраны клетки (Yancey, 2005; Yancey, Siebenal-
ler, 2015). У грибов осмолиты представлены рядом
полиолов и трегалозой, иногда также аминокисло-
той пролином (Jennings, 1985). Все осмолиты явля-
ются многофункциональными соединениями. Ди-
сахарид трегалоза выполняет протекторную, ре-
зервную, антиоксидантную, регуляторную,
шаперонную функции (Elbein et al., 2003; Iturriaga
et al., 2009; Tapia, Koshland, 2014; Mattoon et al.,
2021). Полиолы обладают осмопротекторными и
антиоксидантными свойствами, регулируют ре-
докс-баланс клетки (Jennings, 1985; Koide et al.,
2000; Costenoble et al., 2000). Ранее нами было вы-
сказано предположение о тесной взаимосвязи
осмолитной и мембранной систем клеток грибов,
и было показано на примере галоалкалотолерант-
ного гриба Emericellopsis alkalina, что ключевую
роль в адаптации к фактору рН и высокой кон-
центрации NaCl играет осмолитная система, при
этом изменения в составе мембранных липидов
незначительны (Danilova et al., 2020). При срав-
нительном исследовании трегалозодефицитных и

диких штаммов дрожжей Schizosaccharomyces pombe,
было обнаружено, что при тепловом шоке в от-
сутствие трегалозы в составе мембранных липи-
дов происходят значительно более масштабные
перестройки (Péter et al., 2021), чем у диких штам-
мов, что также подтверждает наше предположение.

Нами было показано, что в динамике роста
ацидофильного базидиомицетного гриба S. brink-
mannii основными осмолитами являлись трегало-
за, маннит и глюкоза, причем общее количество
углеводов и полиолов в процессе роста мало из-
менялось и составляло около 8% от сухой биомас-
сы. При этом уровень трегалозы с возрастом уве-
личивался с 4.0 до 6.6% от сухой массы, тогда как
неэкстремофильные грибы, как правило, содер-
жат следовое количество трегалозы. Эти данные
указывают на использование осмолитов для адап-
тации к кислым условиям среды, что подтвержда-
ет наше предположение. Выращивание гриба на
границах диапазона роста (pH 2.6 и 6.0), где ско-
рость роста снижается в 3 раза, показало, что ко-
личество углеводов и полиолов в этих условиях
уменьшается в 2.5 раза по сравнению с оптималь-
ными условиями pH 4.0, хотя трегалоза и маннит
остаются основными компонентами. График за-
висимости скорости роста от pH показывает, что
гриб имеет узкий пик оптимального роста при
pH 3.0–4.0, что в совокупности с данными о ко-
личестве осмолитов показывает низкую способ-
ность исследуемого гриба адаптироваться как к
нейтральным, так и сильнокислым условиям сре-
ды. Участие трегалозы в адаптации ацидофилов
было установлено впервые, что расширяет наши
знания о функциях этого осмолита. Можно пред-
положить, учитывая нейтральный внутриклеточ-
ный pH, что трегалоза требуется для защиты ци-
топлазматической мембраны, контактирующей с
агрессивной кислой средой.

Ранее в наших исследованиях было впервые
показано существенное изменение состава мем-
бранных липидов, а именно значительный рост
доли небислойных ФК под действием теплового
шока у трех мезофильных грибов (Терёшина и со-
авт., 2011), а также высокое относительное содер-
жание этих фосфолипидов в составе мембранных
липидов у термофильных грибов (Ianutsevich
et al., 2016) и у алкалофилов (Bondarenko et al.,
2017; Kozlova et al., 2019). Уникальность ФК обу-
словлена тем, что в зависимости от физиологиче-
ских условий они могут обладать свойствами как
бислойных, так и небислойных липидов (McMa-
hon, Gallop, 2005). Так, при нейтральном pH и в
отсутствие дивалентных ионов ФК проявляют
свойства бислойных липидов, но в слабокислых
условиях и в присутствии ионов, например, в аппа-
рате Гольджи, они образуют мицеллы II типа. Пола-
гают, что способность фосфатидных кислот к агре-
гации приводит к образованию микродоменов,
участвующих в формировании изгибов мембран,
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что является первой стадией образования вези-
кул, которые могут участвовать в транспорте из
аппарата Гольджи и ЭПР, эндо- и экзоцитозе.

В настоящей работе показано, что состав мем-
бран ацидофильного гриба отличался от такового
у всех изученных нами экстремофилов (термофи-
лов, галофилов, алкалофилов, ксерофилов) тем,
что основными компонентами являлись СЛ, ФЭ
и ФК, тогда как у других экстремофилов СЛ отно-
сились, как правило, к минорным компонентом
мембран. Нужно подчеркнуть, что характерные
для большинства грибов ФХ у исследуемого гриба
являлись минорным компонентом. Присутствие
ФК в качестве одного из основных фосфолипи-
дов подтверждает важную роль этого фосфолипи-
да в экстремофилии. В молодой 6-суточной куль-
туре ацидофила доля СЛ в составе мембранных
липидов достигала 60% от суммы, а в 18-суточной
культуре снижалась вдвое на фоне увеличения до-
лей ФЭ и ФК, которые являются небислойными
липидами. Учитывая тот факт, что доля СЛ с воз-
растом вдвое снижается, а количество трегалозы
возрастает, можно предположить взаимосвязь
между этими компонентами в защите мембран.
Кроме того, нами установлено значительное по-
вышение доли СЛ при pH 6.0 по сравнению с оп-
тимальным pH 4.0, что указывает на их адаптив-
ное значение и согласуется с литературными дан-
ными о том, что гликолипиды, имея в составе
гликозильную группу, могут, аналогично трега-
лозе, стабилизировать мембраны (Yu et al., 1986).
Остается неясным, является ли доминирование
СЛ характерной чертой мембран ацидофильных
грибов, или это связано с систематическим поло-
жением конкретного гриба. Для этого потребуют-
ся дальнейшие исследования с различными по
систематическому положению ацидофилами.

Таким образом, на примере ацидофильного
гриба S. brinkmannii впервые показано, что ацидо-
филы используют осмолитную систему, а именно
осмолит трегалозу, для адаптации к кислым усло-
виям среды. Кроме того, выявлен особый состав
мембранных липидов, обогащенных сфинголи-
пидами, которые по литературным данным обла-
дают способностью стабилизировать мембраны,
аналогично трегалозе. С возрастом доля сфинго-
липидов в мембранах снижается, при этом коли-
чество трегалозы возрастает. Такая динамика ука-
зывает на взаимосвязь этих соединений в защите
мембран.
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Adaptation of the Acidophilic Fungus Sistotrema brinkmannii to the pH Factor
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Abstract—Investigation of the growth rate of Sistotrema brinkmannii at different values of pH values, tempera-
ture, and NaCl concentration showed that this fungus was a mesophile, preferred a salt-free medium, and was
an obligate acidophile, since it had a pronounced growth optimum at pH 3.0–4.0 and did not grow at pH 7.0.
To reveal the protective mechanisms allowing this fungus to develop under acidic conditions, the composition
of its osmolytes and lipids was studied. This is the first report on occurrence of a large amount of trehalose
(4.0‒6.6% of dry weight) in the mycelium of the fungus during its growth under optimal conditions, confirm-
ing the use of osmolytes by acidophiles for adaptation. At the same time, at the borders of the growth range
(pH 2.6 and 6.0), the amount of trehalose in the mycelium of the fungus decreased by 2.5 times, which was
in agreement with a narrow growth optimum of the fungus in its natural environments (pH 3.0–4.0). The
composition of membrane lipids of the fungus was characterized by a high proportion of sphingolipids (up to
60% of the total), which decreased twofold in the course of growth under optimal conditions. The main mem-
brane lipids, apart from sphingolipids, were phosphatidic acids, phosphatidylethanolamines, and sterols; the
proportion of these lipids increased with time. The composition of membrane lipids of the fungus at pH 2.6
did not differ much from the optimal conditions, while in the near-neutral region there was a twofold increase
in the proportion of sphingolipids, indicating their adaptive value. The simultaneous decrease in the propor-
tion of sphingolipids and the increase in the level of trehalose in the growth dynamics suggest association of
these compounds in the protection of cell membranes.

Keywords: filamentous fungi, acidophilia, osmolytes, trehalose, membrane lipids, phosphatidic acids
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