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Проведено выделение, идентификация, изучение культурально-морфологических, биохимических
особенностей ассоциативных бактерий ризосферы растения солерос (Salicornia L.), распространен-
ного в Приаральском регионе Узбекистана. Установлено, что доминирующими культивируемыми
бактериями сильнозасоленной почвы исследуемого региона являются галофильные бактерии родов
Halomonas и Planococcus, относящиеся к разным филогенетическим группам: Gamma-Proteobacteria
и Firmicutes. Изучены морфофизиологические особенности выделенных штаммов, в частности, от-
ношение к разным концентрациям соли и возможность использования различных источников уг-
лерода. При концентрации в питательной среде NaCl на уровне 8.0, 10.0 и 15.0% штаммы росли хо-
рошо, а при концентрации 20.0, 25.0 и 30.0% NaCl не наблюдалось роста и накопления биомассы
культур. Результаты исследований изучения биоразнообразия галофильных микроорганизмов в
почве могут использоваться при диагностике состояния нарушенных засоленных почв, их биоре-
культивации и реабилитации.
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ВВЕДЕНИЕ

В экстремальных экосистемах основными ли-
митирующими факторами роста и развития орга-
низмов являются высокая концентрация соли, вы-
сокая или низкая температура, повышенная ради-
ация, атмосферное давление, кислотность или
щелочность среды. Эти физические и химические
факторы способствуют созданию экстремальных
условий для существования организмов, в том
числе и для микроорганизмов [3, 7, 8, 21, 35]. Ги-
персоленые экосистемы – один из экстремаль-
ных видов экосистем, где могут существовать
только те организмы, которые имеют комплекс-
ные адаптированные метаболические механизмы
для снижения внутриклеточного осмотического
давления или щелочности обитаемых ниш. Среди
гиперсоленых экосистем выделяют сильномине-
рализованные воды и сильнозасоленные почвы
[35]. Различной степенью засоленности обладают
более 800 млн га почвы во всем мире [36]. Боль-
шая часть этих почвенных угодий сосредоточена
в засушливых регионах, где высокая степень засо-

ленности, наряду с недостатком влаги, препят-
ствует оптимальному земледелию.

Специфические условия почвообразования,
сложившиеся на высохшем дне Аральского моря,
предопределили выделение здесь особых типов
почв, таких как лугово-болотные солончаки, се-
роземные солонцы, сероземно-луговые солонцы
[9] Solonchaks [29]. Усыхание Аральского моря
под влиянием антропогенной аридизации приве-
ло к резкому увеличению площади солончаков
Приаралья. Если в 1951–1953 гг. площадь гидро-
морфных солончаков составляла здесь 7% от об-
щей площади “живой” дельты, то к 1981–1986 гг.
эта территория расширилась и заняла 34% общей
площади дельты [12]. К характерным особенно-
стям подобных почв относятся высокое содержа-
ние соли в верхнем горизонте, подщелачивание,
небольшое количество органических веществ
(<1%), которые снижают их плодородие и соот-
ветственно приводят к исключению из сельско-
хозяйственного оборота [44].

Диагностике состояния нарушенных засолен-
ных почв, их биорекультивации и реабилитации
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может способствовать исследование биоразнооб-
разия галофильных почвенных микроорганизмов
[15]. Известно, что адаптация почвенных микро-
организмов к экстремальным условиям, в том
числе к условиям засоленности, повышается при
вступлении в симбиотические взаимоотношения
с растениями. Корневые экссудаты ризосферы
растений способствуют росту и развитию микро-
организмов [50]. Получая от растений доступные
органические субстраты, микроорганизмы ризо-
сферы поставляют своим партнерам легкоусвояе-
мые соединения азота и фосфора, синтезируют
стимулирующие развитие растений фитогормо-
ны и витамины, снижают численность и подавля-
ют активность почвенных фитопатогенов. Оби-
лие микроорганизмов и наличие их различных
метаболитов в ризосфере приводит к существен-
ным изменениям свойств почвы [14].

В последние годы многими исследователями
проводилось изучение микробиома ризосферы
солероса (Salicornia L., семейство Chenopodiaceae),
распространенного на сильнозасоленных почвах
Приаралья и обладающего солеаккумулирующей
способностью [25]. В частности, определена об-
щая микробная биомасса ризосферы солероса
[27], проведен метагеномный анализ филлосфе-
ры [38], из ризосферы выделены галотолерант-
ные диазотрофные бактерии [30], а также изучена
ростстимулирующая активность эндофитов [55].
В солончаках, в первичной галофитной сукцес-
сии, Salicornia europaea встречается в стадии одно-
летних галомезофитов и галоксеромезофитов,
наряду с другими представителями данной пер-
вичной сукцессии, такими как Suaeda acuminata и
S. prostrata [5].

К настоящему времени из гиперсоленых почв
засушливых регионов выделены многие штаммы
солеустойчивых и галофильных бактерий [1, 11,
16, 21]. Вместе с тем распространение, таксоно-
мия и экология этих микроорганизмов до сих пор
полностью не исследованы [34]. С целью более
глубокого изучения почвенных микроорганизмов
экстремальных мест обитания нами проведено
выделение, идентификация и оценка солеустой-
чивости ассоциативных бактерий из ризосферы
солероса (Salicornia L.), доминирующего в силь-
нозасоленной почве Приаральского региона Уз-
бекистана.

ОБЪЕКТЫ И МЕТОДЫ

Объекты исследований

Образцы почвы отбирали из ризосферы расте-
ния солероса (Salicornia L.) солончаковой почвы
(Solonchaks) Приаралья (Узбекистан). Район ис-
следования представляет собой наклонную при-
брежную полосу осушенного дна Аральского мо-
ря, ограниченную со стороны суши морской

террасой [6]. Климат исследуемой территории,
расположенной на границе умеренной (суббо-
ральной) и субтропической пустынной зоны Уз-
бекистана, характеризуется резкой континен-
тальностью и очень малым количеством осадков
(87–108 мм/год), высокими температурами ле-
том (до 42°С) и низкими зимой (до –31°С) [9].
Растительный покров представлен семействами
Chenopodiaceae, Asteraceae, Brassicaceae, Polygona-
ceae, Poaceae, Fabaceae и Boraginaceae [37]. Доми-
нирующим видом растительного сообщества ис-
следуемой солончаковой почвы является солерос.

Методы исследований
Образцы почвы с корней отобрали путем руч-

ного встряхивания. Затем 10 г свежей почвы по-
мещали в стерильную пластиковую пробирку,
суспендировали со 100 мл 0.9%-ного физиологи-
ческого раствора хлорида натрия в течение
30 мин, после чего центрифугировали при 750 обо-
ротах в течение 10 мин [17].

Общую засоленность почв оценивали по ве-
личине электропроводимости водной вытяжки
(почва : вода 1 : 5) методом кондуктометрии
(ГОСТ 26423-85). Концентрацию хлорид-ионов
и карбонат-ионов определяли методом прямой
ионометрии, рН – потенциометрическим мето-
дом в той же водной вытяжке (ГОСТ 26425-85,
ГОСТ 26424-85).

Выделение чистых культур
Из почвенной суспензии, полученной после

центрифугирования, готовили разведения, кото-
рые высевали на агаризованную питательную
среду МПА (мясо-пептонный агар) с добавлени-
ем 7.5% NaCl. Выделение чистых культур прово-
дили методом Коха из одной колонии с помощью
микроселекторов Перфильева [10]. Затем культу-
ру выращивали в пробирках на жидкой среде
МПА с добавлением 7.5% NaCl в течение 4 суток
при 37°С.

Чистоту культур проверяли методом рассева
на агаризованной среде в чашках Петри, а также
микроскопированием.

Молекулярно-биологическая идентификация 
выделенных штаммов

Проводили секвенирование участков гена 16S
рРНК выделенных штаммов. Геномную ДНК
выделяли методом CTAB [51]. Для секвенирова-
ния участков гена 16S рРНК подбирали следую-
щие универсальные праймеры: 8F(5'-AGAGTTT-
GATCCTGGCTCAG-3'), 519R (5'-GWATTACCG-
CGGCKGCTG-3') [45]. Полимеразную цепную
реакцию (ПЦР) участков гена 16S рРНК прово-
дили с помощью набора реактивов Tersus PCR
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Kit. Амплификацию – в амплификаторе Veirty в
течение 35 циклов. ПЦР продукты анализирова-
ли на электрофорезе в 1%-ном агарозном геле и
очищали в колонках с набором реактивов Gene-
JET PCR Purification Kit [43]. Секвенирование
проводили по Сэнгеру на ДНК анализаторе (ДНК
Технологии).

Биоинформатическую обработку (выравнива-
ние, получение контигов) полученных сиквенсов
и построение филогенетического дерева вели по
методу ближайших соседей (Neighbor-joining tree)
с помощью программы MEGA 7.0 [41, 42].

Изучение культуральных
и морфологических свойств

Культуральные свойства выделенных изолятов
изучали на плотной агаризованной и жидкой пи-
тательной среде МПА с добавлением 7.5% NaCl.
Подвижность клеток, размер и окрашивание по
Грамму исследовали под световым микроскопом
Axio Imager 2 (Zeiss).

Рост на разных источниках углерода оценива-
ли по оптической плотности при 600 нм клеточ-
ной суспензии [2] на спектрофотометре 2100
Spectrophotometer на модифицированной пита-
тельной среде ATCC 751 [19] следующего состава
(г/л): дрожжевой экстракт – 0.15, NH4NO3 – 0.25,
сахароза – 1.0, NaCl – 75, раствор модифициро-
ванных базальных солей Хантера – 20 мл; вита-
мины – 10 мл, дистиллированная вода – 1 л. Со-
став раствора модифицированных базальных со-
лей Хантера (г/л): нитрилотриацетат кислый – 10;
MgSO4 ⋅ 7H2O – 29.7, CaCl2 ⋅ 2H2O – 3.34, аммо-
ний молибдат – 0.0925, FeSO4 ⋅ 7H2O – 0.99, ме-
таллы “44” – 50 мл, дистиллированная вода – 1 л.
Состав раствора металлов “44” (г/л): ЭДТА – 0.25,
ZnSO4 ⋅ 7H2O – 1.1, FeSO4 ⋅ 7H2O – 0.5, MnSO4 ⋅
· 7H2O – 0.154, CuSO4 ⋅ 5H2O – 0.04, Co(NO3)2 ⋅
· 6H2O – 0.025, Na2B4O7 ⋅ 10H2O – 0.018, дистилли-
рованная вода – 100 мл. Состав раствора витами-
нов (мг/л): биотин – 2.0, фолиевая кислота – 2.0,
тиамина гидрохлорид – 5.0, кальция Д-пантоте-
нат – 5.0, витамин B12 – 0.1, рибофлавин – 5.0, ди-
стиллированная вода – 1.0 л, с добавлением 1%
тестируемого источника углерода.

Рост культур при разных концентрациях соли
исследовали в жидкой модифицированной пита-
тельной среде ATCC 751 с добавлением разной
концентрации NaCl (%): 8, 10, 15, 20, 25, 30 на
спектрофотометре 2100 Spectrophotometer [46].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Наши исследования показали, что анализиру-

емая почва из ризосферы растения Salicornia L.
является сильнозасоленной: характер засоленно-
сти – хлоридный. Общая засоленность по методу

кондуктометрии составила 27.5 мСм/м, содержа-
ние хлорид-ионов – 1.76%, карбонат-ионов –
6.65%, pH – 8.70.

Изучение культуральных и морфологических
свойств выделенных культур на питательной сре-
де показало, что штаммы представлены четырьмя
изолятами. В результате секвенирования участ-
ков гена 16S рРНК изолятов установлено, что вы-
деленные культуры бактерий представлены рода-
ми Halomonas и Planococcus, которые относятся к
различным филогенетическим группам: Gamma-
Proteobacteria и Firmicutes соответственно. Извест-
но, что представители родов Halomonas [2] и Plano-
coccus [48] обитают в гиперсоленых экосистемах.
Они имеют важное экологическое значение и, кро-
ме того, нередко используются в биотехнологиче-
ских процессах. Например, у представителей рода
Halomonas выявлена способность продуцировать
биотехнологически значимые ферменты, в частно-
сти, амилазы, [23] целлюлазы [40], эндоглюканазы
[28], изоцитратдегидрогеназы [49], аланиндегидро-
геназы [47], нуклеозид дифосфаткиназы [53].
Представители рода Planococcus являются галото-
лерантными бактериями и обитают в ризосфере
галофитных растений, способствуя улучшению
их роста [48]. В засоленных и загрязненных поч-
вах нарушенных местообитаний Planococcus мо-
жет активно участвовать в биодеградации хими-
ческих поллютантов, таких как напроксен [52],
моноароматические углеводороды (бенизин, то-
лоул, ксилен) [24], и проявляет резистенцию к
высоким концентрации мышьяка [22]. Симбио-
тические взаимоотношения представителей Ha-
lomonas и Planococcus с галофитными растениями
в условиях засоления могут быть использованы
для увеличения биологической активности дегра-
дированных почв. В некоторых исследованиях
отмечается, что различные бактерии вышеука-
занных родов улучшают рост и развитие расте-
ния-хозяина в процессе азотфиксации, продуци-
руя ИУК, сидерафоры, АЦК-деаминазы и усваи-
вая нерастворимые формы фосфатов [18, 30, 33,
56]. Вышеуказанные свойства родов Halomonas и
Planococcus еще раз подтверждают их биотехноло-
гическую и экологическую значимость.

Выделенный нами штамм Halomonas sp.17Uz
является грамотрицательной неспорообразую-
щей подвижной мезофильной бактерией, на пи-
тательной среде МПА образует колонии округлой
формы кремового цвета. Результаты секвениро-
вания участков гена 16S рРНК подтвердили, что
штамм относится к роду Halomonas и на филоге-
нетическом дереве соседствует с видом Halomonas
zhaodonegesis (рис. 1). Физиолого-биохимические
показатели и отношение к различным концен-
трациям NaCl штамма Halomonas sp.17Uz и его
ближайшего соседа Halomonas zhaodonegesis раз-
личаются. Halomonas zhaodonegesis выделен из
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морского ежа и способен расти при концентра-
ции NaCl в среде 20% [20].

Наши исследования показали, что штамм Ha-
lomonas sp.17Uz гидролизирует и использует в ка-
честве источника углерода из углеводов сахарозу;
из органических кислот: янтарнокислый натрий,
цитрат натрия, фумарат натрия, фталевокислый
натрий, формиат натрия, пируват натрия; и из
аминокислот: L-треонин, L-аспаргин и L-лизин.
Не наблюдается ассимиляция следующих источ-
ников углерода из углеводов: крахмала, галакто-
зы, арабинозы, целлюбиозы, мальтозы, глюкозы,
D-фруктозы; из органических кислот: ацетата на-
трия, глюкуроновой кислоты, лимоннокислого
натрия; и из аминокисот: L-гистидина, L-глута-
миновой кислоты, L-серина, L-пролина (табл. 1).

Штамм Planococcus sp.11Uz представляет собой
грамположительную бактерию, с клетками шаро-
видной формы или в виде коротких палочек. На
питательной среде МПА колонии розового цвета,
округлой формы.

На филогенетическом дереве штамм Planococ-
cus sp.11Uz расположен на одной ветке с Planococ-
cus salinarum (рис. 2). Выделенный нами штамм
Planococcus sp.11Uz отличается от близкого соседа
Planococcus salinarum по месту обитания и физио-
лого-биохимическим показателям. Planococcus
salinarum выделен из района разработки место-
рождения солей [54].

Штамм Planococcus sp.11Uz ассимилирует сле-
дующие сахара: крахмал, сахарозу; из органиче-
ских кислот: янтарнокислый натрий, ацетат на-

Рис. 1. Филогенетическое положение штамма Halomonas sp.17Uz, основанное на результатах сравнительного анализа
нуклеотидных последовательностей генов 16S рРНК. Цифрами показана статистическая достоверность порядка ветв-
ления, определенная с помощью “bootstrap”-анализа 1000 альтернативных деревьев.
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трия, фумарат натрия, фталевокислый натрий,
формиат натрия, пируват натрия; из аминокислот:
L-треонин, L-аспаргин и L-лизин. Не использует
следующие сахара: галактозу, арабинозу, мальтозу,
глюкозу, D-фруктозу; из органических кислот:
глюкуроновую кислоту, лимоннокислый натрий;
и из аминокислот: L-гистидин, L-глутаминовую
кислоту, L-серин, L-пролин.

Из литературы известно, что представители
данного рода способны использовать следующие
сахара: фруктозу, декстрин, D-салицин; органи-
ческие кислоты: D-глюкуроновую кислоту; ами-
нокислоты: D-аспартат, D-серин, L-аргинин и
белки: желатин [26].

Некоторые сахара и другие источники углеро-
да, такие как сахароза, трегалоза, арабиноза и
маннит, повышают солеустойчивость бактери-
альной клетки в гиперсоленой системе, способ-
ствуя накоплению ряда осмопротекторов (про-
лин, бетаин, эктоин) [4, 13].

По отношению к концентрации соли микро-
организмы делятся на следующие физиологиче-
ские группы: а) не галофилы, которые требуют
менее 1% NaCl; б) галотолерантные, которые мо-
гут расти при высоких концентрациях солей, на-
пример при 25% NaCl; в) слабые галофилы, луч-
ший рост которых наблюдается при 1–3% NaCl;
г) умеренные галофилы, чей оптимальный рост
на среде наблюдается при 3–15% NaCl; д) экстре-
мальные галофилы, для оптимального роста ко-
торых требуется 15–25% NaCl [32].

По результатам исследования Кейи с соавт. [31],
некоторые виды рода Halomonas, в частности
H. neptunia, H. sulfidaeris, H. axialensis, H. hydrother-
malis, способны расти при концентрации соли от
0.5 до 24%. Но оптимум для них находится в диапа-
зоне 2–7%.

Изучение отношения к разной концентрации
соли выделенного штамма Halomonas sp.17Uz
подтвердило, что по классификации Кашнер [32]
данный штамм относится к умеренным галофи-
лам и способен расти на средах при концентра-
ции соли до 15%, однако оптимум составляет 8%
NaCl. При концентрации 10 и 15% соли накопле-
ние биомассы наблюдалось. Присутствие NaCl в
питательной среде в количестве 20, 25 и 30% для
данного штамма оказалось критическим (табл. 2).

В соответствии с литературными данными, не-
которые представители рода Planococcus толе-
рантны к высоким концентрациям солей, однако
многие представители этого рода умеренные га-
лофилы [39]. Табл. 2 иллюстрирует, что штамм
Planococcus sp.11Uz по типу солеустойчивости от-

Рис. 2. Филогенетическое положение штамма Planococcus sp.11Uz, основанное на результатах сравнительного анализа
нуклеотидных последовательностей генов 16S рРНК. Цифрами показана статистическая достоверность порядка ветв-
ления, определенная с помощью “bootstrap”-анализа 1000 альтернативных деревьев.
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Таблица 2. Изучение способности выделенных штам-
мов Halomonas sp. и Planococcus sp. к росту в среде при
различных концентрациях NaCl

Штамм
Концентрация NaCl, %

8 10 15 20 25 30

Halomonas sp.17Uz + + + – – –
Planococcus sp.11Uz + + + – – –



86

ПОЧВОВЕДЕНИЕ  № 1  2020

БЕГМАТОВ и др.

носится к умеренным галлофилам, и при 8, 10 и
15% NaCl рост наблюдается. Более 15% NaCl для
данного штамма оказалось лимитирующим фак-
тором, соответственно накопление биомассы не
обнаружено.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Установлено, что доминирующими культиви-

руемыми бактериями сильнозасоленной почвы
Приаральского региона (Узбекистан), выделен-
ными на питательной среде МПА с добавлением
7.5% NaCl, являются галофильные бактерии ро-
дов Halomonas и Planococcus, относящиеся к раз-
ным филогенетическим группам грамотрица-
тельных гамма-протеобактерий и грамположи-
тельных фирмикут домена Bacteria.

Выделены новые штаммы галофильных бакте-
рий Halomonas sp.17Uz и Planococcus sp.11Uz. На
основании анализа результатов секвенирования
участков гена 16S рРНК установлено, что Halo-
monas sp.17Uz на филогенетическом дереве сосед-
ствует с видом Halomonas zhaodonegesis, а Planococ-
cus sp.11Uz расположен на одной ветке с Planococ-
cus salinarum.

Изучены морфофизиологические особенности
данных штаммов, в частности, возможность ис-
пользования различных источников углерода. По-
казано, что на увеличение концентрации солей в
средах с различными источниками углерода, оба
штамма реагируют практически одинаково.

Установлено, что выделенные штаммы отно-
сятся к умеренным галофилам. При концентра-
ции в питательной среде NaCl на уровне 8, 10 и
15% штаммы Halomonas sp.17Uz и Planococcus sp.11Uz
росли хорошо, а при концентрации 20, 25 и
30% NaCl роста и накопления биомассы культур
не наблюдалось.
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Morphophysiological Properties of Some Cultivable Bacteria of Salinity Soils 
of the Aral Sea Region

Sh. A. Begmatov1, *, O. V. Selitskaya1, L. V. Vasileva2, Yu. Yu. Berestovskaja2,
N. A. Manucharova3, and N. V. Drenova4
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3Lomonosov Moscow State University, Moscow, 119991 Russia
4All-Russian Centre for Plant Quarantine, Ramenskoye, 140150 Russia
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The study of the microbiome of saline soils represents a significant scientific and practical interests in point
the unique abilities of these microorganisms in adapting to extreme conditions of the environment. The pur-
pose of the work is the isolation, identification, and study of the cultural-morphological, biochemical prop-
erties of the associative bacteria of the rhizosphere of the Salicornia L. which is common plants in the Aral
region of Uzbekistan. It has been revealed that the dominant cultivable bacteria of the saline soil of the studied
region are halophilic bacteria of the genus Halomonas and Planococcus, belonging to different phylogenetic
groups: Gamma-Proteobacteria and Firmicutes. The morphophysiological features of the isolated strains were
studied, in particular, salt tolerance and the possibility of using various carbon sources. At a concentration in
the nutrient medium NaCl at the level of 8.0; 10.0 and 15.0% of the strains grew well and at a concentration
of 20.0; 25.0; and 30.0% NaCl growth and accumulation of biomass cultures were not observed. The results
of studies of the biodiversity of halophilic microorganisms of salinated soils can be used in the diagnosis of
the state of saline soils, their bioremediation and rehabilitation.

Keywords: extreme ecosystems, halophilus, salinity, microbiome
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