
11
 Теоретическая и прикладная экология №2, 2013

теоретические проблемы экологии

УДК 631.46

Актиномицеты – ассоциативные компоненты
цианобактериальных сообществ и симбиозов

© 2013. Г. М. Зенова1, д.б.н., профессор, Е. С. Лобакова1, д.б.н., профессор, 
И. Г. Широких2, д.б.н., профессор, Е. А. Иванова3, н.с.,

1Московский государственный университет им. М. В. Ломоносова,
2 Зональный НИИ сельского хозяйства Северо-Востока им. Н. В. Рудницкого РАСХН,

3Почвенный институт им. В. В. Докучаева РАСХН, 
e-mail: zenova38@mail.ru

Многочисленные экспериментальные све-
дения об удивительном разнообразии типов 
взаимодействия организмов в природе дают 
основание полагать, что симбиотические си-
стемы представляют собой одну из основных 
форм существования организмов в биосфе-
ре [1, 2].

Повсеместное распространение в назем-
ных экосистемах цианобактериальных сооб-
ществ, компонентный состав которых пред-
ставлен разнообразными бактериями, в том 
числе мицелиальными актинобактериями (ак-
тиномицетами), определяет исключительное 
значение этих организмов в формировании и 
устойчивом развитии биосферы [3 – 5].

Являясь первопоселенцами на выветрива-
емых скальных породах, цианобактериальные 
сообщества принимают активное участие во 
многих биохимических процессах (накопле-
ния органического вещества, его минерали-
зации, разрушения минеральных субстратов, 
выщелачивания и распределения различных 
элементов), способствуя тем самым изменению 
субстрата, ведущего к формированию почвы. 

Однако вследствие того, что изучение вза-
имодействия микроорганизмов в природных 
сообществах затруднено, выявление взаим-

ного влияния отдельных компонентов сооб-
щества друг на друга возможно путём созда-
ния модельных ассоциаций, в которых под-
бираются и изучаются отдельные пары ми-
кроорганизмов. 

В современной биологии сложилось но-
вое направление исследований симбиозов 
как многокомпонентных систем – макросим-
бионта, традиционного известного доминант-
ного микросимбионта и сопутствующих ас-
социативных микросимбионтов, выполняю-
щих функции, обеспечивающие успех сим-
биоза в целом [1, 2]. В последнее десятилетие 
открыты новые многочисленные сопутству-
ющие микроорганизмы для большинства из-
вестных симбиозов, поэтому настала необхо-
димость выявления роли ассоциативных ми-
кроорганизмов в функционировании симби-
оза как надорганизменной интегрированной 
системы в целом. 

В современной трактовке ассоциативные 
системы (ассоциации) предлагается опреде-
лять как взаимодействие между организмами, 
не обеспечивающее высокоспециализирован-
ных, облигатных связей между партнёрами, 
оказывающими положительное действие друг 
на друга. Временной параметр взаимодействия 
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партнёров ассоциаций не имеет определяюще-
го значения. Ассоциативные системы скла-
дываются и в рамках отдельных симбиозов.  
В качестве макросимбионта в конкретном 
симбиозе и ассоциативной системе может вы-
ступать один и тот же организм, а в качестве 
доминантного и ассоциативных микросимби-
онтов – разные организмы. Ассоциативным 
микроорганизм может быть в отношении как 
микро-, так и макропартнёра или в отноше-
нии всей системы в целом [1, 2].

Ассоциативные микросимбионты могут не 
накапливаться в значительных количествах  
в морфологических структурах макросимби-
онта и могут присутствовать только на опреде-
лённых стадиях развития симбиоза. На опре-
делённых стадиях онтогенеза макросимбион-
та доминантный и ассоциативный микросим-
бионты могут формировать микрозональный 
пространственный микросимбиоценоз.

Для исследования воздействий ассоци-
ативных микроорганизмов на всю систему  
в целом на микро- или макросимбионтов необ-
ходимо экспериментальное формирование ас-
социативных систем микродоминантов с ассо-
циативными микроорганизмами. Выявление 
в экспериментальных системах характера вза-
имодействия партнёров поможет выявлению 
разнонаправленных действий ассоциативных 
микроорганизмов, определяющих формирова-
ние, стабильность существования и продуктив-
ность симбиотической системы в целом.

Актиномицеты в природных
альго-бактериальных экосистемах

Цианобактерии (ЦБ) и мицелиальные ак-
тинобактерии (актиномицеты) привлекают 
пристальное внимание исследователей. Воз-
никнув на ранних этапах истории Земли, они 
демонстрируют удивительную резистентность 
на протяжении всей истории нашей планеты. 
Уже в докембрийских отложениях постоянно 
встречаются литифицированные органиче-
ские остатки микробного происхождения –  
нити, определяемые как ЦБ, и более тонкие 
ветвящиеся нити, которые относят к актино-
мицетам [6]. 

Подобное взаимодействие фототрофных 
и гетеротрофных организмов сохранилось 
и до наших дней. Примером служат альго-
циано-бактериальные маты – бентосные по-
пуляции микроорганизмов, где ЦБ являются 
основными продуцентами органического ве-
щества и отвечают за структуру мата. Именно 
эти альго-бактериальные сообщества, являясь 

древними обитателями Земли, процветавшими 
в докембрии в мелководных водоёмах, сфор-
мировали кислородную атмосферу планеты  
в далёком прошлом [7]. 

Альго-циано-бактериальные сообщества 
являются высокопродуктивной системой. В этой 
системе фототрофный компонент – ЦБ – глав-
ный продуцент органического вещества всего 
сообщества, которое может использоваться 
в качестве источника углерода и энергии гете-
ротрофными компонентами сообщества. Всту-
пая в ассоциации с бактериями, ЦБ участву-
ют в формировании трофических цепей [7]. 

Микробные сообщества с участием ЦБ  
и актиномицетов широко распространены в при-
роде: циано-бактериальные сообщества, фор-
мирующиеся в пятнах «цветения» почвы [8], 
циано-бактериальные маты гидротерм и лагун 
[6], альго-бактериальные ассоциации с ли-
шайникоподобным талломом (актинолишай-
ники) в местах первичного почвообразования 
на осадочных карбонатных породах, где акти-
номицеты участвуют в стабилизации бактери-
ального блока системы и усиливают фотосин-
тетическую активность водоросли [9, 4]. По-
всеместно распространены как симбиозы азот-
фиксирующих ЦБ с эукариотными организ-
мами (простейшими, беспозвоночными жи-
вотными, грибами, растениями) (синциано-
зы) [10 – 12], так и симбиозы актиномицетов 
с растениями (актиноризы) [13, 14] и с по-
чвенными животными [4]. Известна способ-
ность эндофитных актиномицетов и корине-
формных бактерий, изолированных из корне-
вых тканей озимой ржи, к образованию аук-
синов в жидкофазной культуре. Изоляты ко-
ринеформных бактерий продуцировали в сре-
ду индолил- 3-уксусную кислоту (ИУК). Вы-
явлена зависимость образования ИУК акти-
нобактериями от состава и кислотности пита-
тельной среды, концентрации в ней триптофа-
на, условий аэрации. Проведена оценка био-
логической активности бактериальной ИУК. 
Обработка семян озимой ржи ауксинпродуци-
рующими актинобактериями способствовала 
повышению всхожести и более интенсивному 
росту проростков in vitro [15]. 

Почвообразующую деятельность современ-
ных цианобактериальных сообществ, проявля-
ющуюся в формировании наскальных обраста-
ний и преобразовании минеральной части по-
чвообразующей породы, отмечали многие ис-
следователи [16 – 24]. Однако потенциал функ-
циональных проявлений цианобактериально-
актиномицетных ассоциаций в природных со-
обществах полностью не изучен.
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В научной литературе имеются множе-
ственные описания ассоциативных отноше-
ний между организмами в многокомпонент-
ных системах, для которых применяется тер-
мин «ассоциативный симбиоз» [1, 2, 25, 26]. 
В последнее десятилетие ассоциативные ми-
кроорганизмы выявлены в составе большин-
ства изученных растительных симбиозов, од-
нако среди исследователей нет единого мне-
ния о том, какую роль они играют в процессе 
формирования и функционирования симби-
озов (бобово-ризобиального, актиноризного, 
синцианозах и микоризах).

Мицелиальные бактерии (актиномицеты) 
часто обнаруживаются в альго-бактериальных 
природных экосистемах. Эти организмы выде-
лены из альго-бактериальных матов супра- и 
сублиторали гиперсолёных водоёмов Крыма 
[6], Антарктиды [27], Австралии [28]. Ассо-
циации актиномицетов с ЦБ распространены 
в современных строматолитах залива Шарк 
(Австралия) [29], актиномицеты выявлены  
в арктических лишайниках [30].

Примером многокомпонентного симбиоза 
является синцианоз саговниковых растений 
[1]. Установлено, что в бактериальном ассо-
циативном сообществе кораллоидных корней 
(инфицированных доминантным микросим-
бионтом – ЦБ) саговниковых растений пре-
обладают бактерии-гидролитики, в том чис-
ле актиномицеты [31].

Обнаружение актиномицетов в природ-
ных альго-бактериальных сообществах и син-
цианозах делает необходимым изучение экс-
периментальных ассоциаций, сконструиро-
ванных из представителей ЦБ и актиномице-
тов, для выяснения функциональной роли ак-
тиномицетов в этих экосистемах. Исследова-
ние «поведения» ЦБ и актиномицетов в ассо-
циациях составляет новый аспект в изучении 
экологии этих организмов и выявляет их по-
тенциальные функциональные возможности.

Экспериментально сформированные 
ассоциации цианобактерий

и актиномицетов

В современных исследованиях для выяв-
ления эффектов взаимодействия ЦБ и акти-
номицетов, выделенных из природных син-
цианозов, разработаны критерии для подбо-
ра культур-компонентов экспериментальной 
ассоциации [33]. 

Критериями образования ассоциации ЦБ 
и актиномицета являются: отсутствие взаим-
ного антагонизма стрептомицета и ЦБ; прояв-

ление положительного тропизма культур друг  
к другу; образование устойчивых (не разру-
шающихся при отмывании водой) ассоциа-
тивных талломов при культивировании ЦБ 
и актиномицета в жидкой питательной среде. 
В случае отсутствия взаимодействия образо-
вания талломов не происходит, и микроорга-
низмы при смешивании образуют двухслой-
ный осадок – конгломераты гиф стрептоми-
цета внизу, слой клеток ЦБ – сверху. 

В качестве компонентов для формирова-
ния экспериментальных цианобактериально-
актиномицетных ассоциаций целесообраз-
но использовать культуры, выделенные из 
природных экосистем, где они могут адап-
тироваться друг к другу длительное время. 
Так, для формирования экспериментальных 
цианобактериально-актиномицетных ассо-
циаций использовали альгологически чи-
стую культуру негетероцистообразующей ЦБ 
Oscillatoria terebriformis (Ag.) Elenk. Emend., 
полученную из коллекции культур Институ-
та микробиологии имени С. Н. Виноградско-
го РАН. В описании структуры матов отме-
чено, что виды р. Oscillatoria широко распро-
странены в альго-бактериальных матах гипер-
солёных озёр Крыма [32]. Соответственно из 
числа культур актиномицетов, выделенных 
из альго-бактериальных матов гиперсолёных 
озёр Крыма, был отобран согласно разрабо-
танным критериям образования ассоциации 
стрептомицет Streptomyces odorifer шт. 1. 

В экспериментально сформированных ас-
социациях выявлены специфические взаимо-
действия культур Oscillatoria terebriformis (Ag.) 
Elenk. Emend.) и актиномицета Streptomyces 
odorifer шт. 1 [33, 34]. Эти взаимодействия 
определяются по наличию положительного 
тропизма гиф стрептомицета к нитям O. terebri-
formis; по усилению фотосинтетической актив-
ности O. terebriformis в ассоциации по сравне-
нию с монокультурой; по изменению антими-
кробных свойств таллома ассоциации по срав-
нению с монокультурами стрептомицета и ци-
анобактерии. Гифы S. odorifer проявляли по-
ложительный тропизм к нитям O. terebriformis. 
Коэффициент ассоциативности (Кas), который 
рассчитывали как отношение площади, зани-
маемой мицелием стрептомицета, проникше-
го на фильтр с ЦБ, к площади, занимаемой ми-
целием стрептомицета, проникшего на кон-
трольный фильтр. Гифы стрептомицета, про-
никающие на фильтр с O. terebriformis, опле-
тали нити ЦБ. 

Установлено достоверное увеличение фо-
тосинтетической активности O. terebriformis 
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в ассоциации со Str. odorifer (концентрация 
хлорофилла а 43,0 ± 4,46 мг/г биомассы циа-
нобактерии) по сравнению с фотосинтетиче-
ской активностью монокультуры (34,7 ± 3,74 
мг/г биомассы ЦБ).

 Отмечено усиление антибиотической актив-
ности стрептомицета в ассоциации с O. terebri-
formis против культур бактерий Bacillus cereus 
шт. 1, Arthrobacter agilis шт. 3, Micrococcus sp. 
шт.  8, против культуры дрожжей Rhodotoru-
la sp.  шт. 1 и усиление антимикробных свойств 
ЦБ в ассоциации со Str. odorifer в отноше-
нии тест-культуры Str. prunicolor шт. 5. Уста-
новлено, что таллом экспериментальной ас-
социации проявляет антимикробную ак-
тивность к тест-культурам Str. xanthocidicus 
шт. 6 и Fusarium sp. шт. 3, к которым моно-
культуры стрептомицета и ЦБ не проявляли 
антагонизма [34]. 

Полученные данные о наличии положи-
тельного тропизма гиф Str. odorifer к нитям 
O. terebriformis, усилении фотосинтетической 
активности ЦБ и изменении антимикробных 
свойств стрептомицета и ЦБ – компонентов 
модельной ассоциации по сравнению с моно-
культурами стрептомицета и ЦБ свидетель-
ствуют о симбиотическом характере взаимо-
действия O. terebriformis и S. odorifer в ассо-
циации. 

Очевидно, что актиномицеты в качестве ас-
социативных симбионтов в природных альго-
бактериальных матах гиперсолёных озёр мо-
гут оказывать позитивное влияние на форми-
рование и функционирование мата в целом, 
стимулируя фотосинтетическую активность 
ЦБ и выполняя ценозообразующую функцию 
выделением антибиотиков. Изучение ассоци-
аций актиномицетов с ЦБ важно для лучше-
го понимания функционирования природных 
альго-бактериальных матов и циклов биогенов 
в водоёмах [34]. 

Аксеничную культуру свободноживущей 
гетероцистообразующей ЦБ Anabaena varia-
bilis Kűtz. АТСС 29413, полученную из музея 
кафедры биоинженерии биологического фа-
культета МГУ им. М. В. Ломоносова, исполь-
зовали в качестве компонента для формирова-
ния экспериментальной цианобактериально-
актиномицетной ассоциации потому, что в син-
цианозах саговниковых растений (современ-
ные саговники (цикадовые) – реликтовые го-
лосеменные, по внешнему виду напоминаю-
щие пальмы) микродоминантами являются ге-
тероцистные ЦБ из порядка Nostocales). Ак-
тиномицетные компоненты отбирали из чис-
ла культур, изолированных из апогеотропных 

корней оранжерейных саговниковых расте-
ний Stangeria eriopus(G. Runtze) Nash и Cycas 
micholitzii Dyer (Государственный ботаниче-
ский сад им. Н. В. Цицина РАН, г. Москва). 
Согласно принятым критериям создания циа-
нобактериально-актиномицетных ассоциаций 
отобраны два штамма Str. cyaneofuscatus шт. 
№ 1 и Str. pluricolorescens шт. № 2, идентифици-
рованные по фенотипическим и молекулярно-
биологическим признакам как представители 
рода Streptomyces [35]. Актиномицеты выделя-
ли из предварительно растёртых апогеотроп-
ных корней саговников методом «рассыпки» 
на агаризованную питательную среду мине-
ральный агар 1 [36]. Стрептомицеты поддер-
живали на среде овсяный агар [37].

Антагонистическая активность между ото-
бранными штаммами стрептомицетов и аксе-
ничной культурой свободноживущей гетеро-
цистной ЦБ A. variabilis Kűtz. АТСС 29413 от-
сутствовала. Монокультуру ЦБ A. variabilis 
поддерживали на среде Берджи (BG-11) [38] 
при постоянном освещении (780 лк, tо= 24±1 оС). 

Отобранные стрептомицеты идентифици-
рованы на основании фенотипических свойств 
и секвенирования гена 16S рРНК как предста-
вители Str. pluricolorescens штамм 1 и Str. cya-
neofuscatus штамм 2. Нуклеотидные последо-
вательности гена 16S рРНК штаммов 1 и 2 де-
понированы в GenBank NCBI с присвоением 
индивидуальных номеров доступа: Str. pluri-
colorescens 1 FR837629 и Str. cyaneofuscatus 
2 FR837630 [39].

Таксис клеток A. variabilis к мицелию 
стрептомицетов оценивали по величине коэф-
фициента ориентации (К

оr
), рассчитываемого 

как соотношение площадей, занимаемых три-
хомами A. variabilis, растущими по направле-
нию к стрептомицету и в противоположном от 
стрептомицета направлении. Величина коэф-
фициента ориентации (К

оr
), равная 2, демон-

стрировала наличие положительного таксиса 
ЦБ к стрептомицету [40].

Экспериментальные цианобактериально-
актиномицетные ассоциации формировали 
из 7-суточного мицелия стрептомицета, вы-
ращенного в погружённой культуре на мине-
ральной среде 1, и ЦБ, выращенной на среде 
BG -11 в течение 3 недель. Компоненты ино-
кулята смешивали (соотношение 1:1) и ассо-
циацию выращивали в жидкой или на агари-
зованной среде BG-11

 
в статическом режиме 

в люминостате при постоянном освещении 
(780 лк и tо= 24 ± 1 оС). 

Ассоциации стрептомицета и ЦБ активно 
росли как в жидких, так и на агаризованных 
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питательных средах. При росте ассоциаций, 
сформированных из А. variabilis и S. pluricolo-
rescens 1FR837629, в жидкой питательной сре-
де в статических условиях культивирования 
отмечали образование талломов, формирую-
щихся в результате оплетения конгломератов 
стрептомицетного мицелия нитями ЦБ. Явле-
ние формирования устойчивых талломов, со-
стоящих из переплетённых гиф актиномице-
та и трихомов ЦБ, которые трудно разрушить, 
отмечалось ранее [41].

Морфологические и ультраструктурные 
адаптационные изменения 

цианобактерий и актиномицетов
в экспериментальных ассоциативных 
цианобактериально-актиномицетных 

талломах 

В экспериментальном ассоциативном талло-
ме, сформированном из трихомов ЦБ А. varia-
bilis и гиф стрептомицетов S. pluricolorescens 
1FR837629, выделенных из природных син-
цианозов саговниковых растений, обнару-
жены морфологические изменения клеток 
ЦБ, не наблюдаемые в монокультуре. В ассо-
циативном талломе, сформированном нитя-
ми А. variabilis и гифами Str. pluricolorescens 
1FR837629, при изучении в сканирующем 
электронном микроскопе (Hitachi 405 S, Япо-
ния), наряду с вегетативными клетками и ге-
тероцистами, обнаружены формы несбалан-
сированного роста ЦБ в виде гигантских дис-
ковидных изогнутых и ромбовидных клеток. 
В монокультуре А. variabilis подобных мор-
фологически изменённых клеток не обна-
ружено. В ассоциативном талломе доля ге-
тероморфных клеток в трихомах ЦБ состав-
ляла до 34% от среднего их числа в образце.  
В цианобактериально-актиномицетной ассо-
циации среднее отношение длины клеток ЦБ 
к ширине варьировало от 1,22 до 2,32, в то вре-
мя как в монокультуре этот показатель не пре-
вышал значений 1,15 (минимальное значе-
ние) – 1,20 (максимальное значение). В экс-
периментальных ассоциациях на поверхно-
сти талломов была обнаружена гиперпродук-
ция слизистого матрикса в виде мелковолок-
нистой сеточки, в которую оказывались погру-
жёнными нити ЦБ и гифы стрептомицета, что 
свидетельствует о возникновении специфи-
ческой ассоциативной морфоструктуры [35]. 

Следует отметить, что морфологические 
изменения ЦБ (укорочение нитей, увеличе-
ние размеров клеток, возрастание доли гетеро-
цист от общего числа клеток) наблюдали как 

в природных симбиозах с грибами (лишайни-
ки) [11], высшими растениями [42, 43], так и 
в модельных ассоциациях с культурами рас-
тительных клеток при компартментации вну-
три тканей макросимбионтов [44, 45]. При ро-
сте в ассоциациях у ЦБ обнаруживаются так-
же признаки нарушения клеточного деления. 
В зонах локализации симбиотических ЦБ  
в растительных синцианозах микросимбион-
ты образуют клеточные формы, специализи-
рованные на гиперпродукции слизистых ве-
ществ. Предполагается, что экстрацеллюляр-
ные полимеры (преимущественно полисаха-
ридной природы) играют структурообразу-
ющую роль в межклеточном транспорте ме-
таболитов [43, 46, 47]. Такие изменения ци-
анобионтов считаются типичными для при-
родных симбиозов с высшими растениями. 
Сходство морфологических изменений ЦБ  
в талломах модельных ассоциациаций с ак-
тиномицетами и природных системах пред-
полагает, что для эффективного функциони-
рования цианобионтов необходимы условия 
их тесного контакта с актиномицетом и воз-
действие его метаболитов.

Адаптационные изменения ЦБ, выявляю-
щиеся при их взаимодействии с актиномице-
тами в модельных ассоциациях, возможно, яв-
ляются результатом длительной ко-эволюции 
организмов, потенциально способных к фор-
мированию симбиозов.

В экспериментальном талломе, сформи-
рованном трихомами ЦБ А. variabilis и гифа-
ми S. pluricolorescens 1FR837629, наблюдают-
ся ультраструктурные изменения ЦБ [39, 48]. 
Клетки ЦБ в составе ассоциативного таллома 
не имеют чётких очертаний, что может быть 
объяснено формированием клеток с дефект-
ной клеточной стенкой, характеризующихся 
частичной утратой пептидогликанового слоя. 
В ассоциативном талломе в популяции кле-
ток ЦБ отмечено формирование спороподоб-
ных клеток – акинет, что в литературе отме-
чается для природных синцианозов растений 
[49]. В монокультуре ЦБ Anabaena variabilis 
акинеты отсутствовали. В цианобактериально-
актиномицетных талломах было отмечено об-
разование форм несбалансированного роста 
у клеток с дефектной клеточной стенкой [39].

В процессе исследования ультратонких 
срезов ассоциативного таллома, сформиро-
ванного клетками ЦБ А. variabilis и гифами 
S. pluricolorescens 1FR837629, в трансмисси-
онном электронном микроскопе впервые об-
наружены специфические особенности акти-
номицетного компонента [39, 48]. Выявлено, 
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что часть актиномицетных гиф в талломе ха-
рактеризуется деградацией внутреннего со-
держимого и разрушением клеточной стен-
ки. В клетках с признаками деградации часть 
цитоплазмы без изменений отделялась цито-
плазматической мембраной от остального со-
держимого. Отмечено присутствие гиф, у ко-
торых отсутствует пептидогликановый слой, 
но сохраняется цитоплазматическая мембрана  
с наружными выростами, что может свидетель-
ствовать об образовании L-подобных форм  
у актиномицетов в ассоциативном талломе. 

При пересеве 1,5- и 2-месячных талломов 
ассоциации на свежую среду демонстрировал-
ся рост актиномицета, что может свидетель-
ствовать о жизнеспособности гиф актиноми-
цетов в ассоциативном талломе.

Из литературы известно, что L-подобные 
формы бактерий, у которых клеточная стенка 
либо модифицирована, либо отсутствует, мо-
гут образовывать симбиозы с растениями и вы-
ступать в этих симбиозах в качестве биокон-
трольных агентов [50]. Очевидно, L-подобные 
формы актиномицетов, являющихся ассоци-
ативными компонентами синцианоза корал-
лоидных корней саговникового растения, мо-
гут осуществлять биоконтрольные функции  
в данном растительном синцианозе. 

Таким образом, зафиксированы морфо-
логические и ультраструктурные изменения 
компонентов в сформированном цианобак-
териально-актиномицетном талломе, что дока-
зывает симбиотический характер взаимодей-
ствия ЦБ и актиномицетов в системе.

Физиолого-биохимические адаптации 
цианобактерий и актиномицетов  

в экспериментальных ассоциативных 
талломах 

Выявлены существенные различия в фи-
зиолого-биохимических характеристиках ЦБ 
A. variabilis, развивающейся в монокультуре 
и в ассоциативном талломе с S. pluricolorescens 
1FR837629. В экспериментальном талломе 
установлено увеличение (в десятки раз) азот-
фиксиксирующей активности ЦБ, определяе-
мой методом ацетиленредукции [51], по срав-
нению с монокультурой. Стимуляция азот-
фиксирующей активности ЦБ A. variabilis 
в ассоциативном талломе со стрептомицетом 
по сравнению с монокультурой ЦБ коррелиро-
вала с увеличением доли специализированных 
азотфиксирующих клеток – ГЦ в нитях ЦБ  
в ассоциации со стрептомицетом S. pluricolore-
scens 1FR837629 по сравнению с монокульту-

рой цианобактерии. Доля ГЦ от среднего чис-
ла клеток в трихомах ЦБ в монокультуре со-
ставляла 3,9 ± 2,4%, в ассоциации со стрепто-
мицетом – 9,5 ±2,9% [39, 48].

Следует подчеркнуть, что исследуемые 
штаммы стрептомицетов были изолированы из 
апогеотропных корней саговниковых растений –  
синцианоза, где они являются ассоциативны-
ми микросимбионтами наряду с доминантны-
ми симбионтами – азотфиксирующими ЦБ.

Сравнительный анализ антагонистической  
активности монокультур цианобактерии A. va-
riabilis и стрептомицетов S. pluricolorescens 
1FR837629 и S. cyaneofuscatus 2FR837630, а 
также двучленных ассоциативных талломов 
(ЦБ – актиномицет) демонстрирует изменение 
антимикробных свойств талломов ассоциаций 
по сравнению с монокультурами их компонен-
тов [48]. Отмечено усиление антимикробной 
активности ассоциативных талломов с каждым  
из двух актиномицетов в отношении бактерий  
Rhodococcus sp. шт. 1, Micrococcus sp. шт. 8, 
Aquaspirillum sp. шт. 19, Bacillus brevis шт. Т, 
актиномицетов Streptomyces sp. шт. 175, гри-
бов Fusarium sp. шт. 3. Показано, что в слу-
чае таллома, в котором в качестве мицелиаль-
ного компонента присутствовал актиномицет  
S. pluricolorescens 1FR837629, происходит рас-
ширение антимикробного спектра и прояв-
ление антибиотической активности в отно-
шении следующих тест-культур микроорга-
низмов: бактерий Methilobacterium sp. шт. 9, 
Flavobacterium sp. шт. 21, Janthinobacterium 
sp. шт. Т; грибов Penicillium sp. шт. 2; дрожжей 
Metchnokowia pulcherrima шт. 25. Монокульту-
ры ЦБ и актиномицетов и цианобактериально-
актиномицетной ассоциации A.  variabilis и 
S. cyaneofuscatus 2FR837630 подобных свойств 
к перечисленным тест-культурам не проявляли. 

Наблюдение за изменением значений рН 
культуральной жидкости показало подщела-
чивание среды в процессе роста ассоциатив-
ного таллома и монокультур S. pluricolorescens 
1FR837629 и A. variabilis. При этом значения 
рН среды при развитии ассоциативного талло-
ма находились между значениями, наблюдае-
мыми при культивировании монокультур ак-
тиномицета и ЦБ. Таким образом, в процессе 
роста ассоциации значение рН среды стано-
вится всё более оптимальным для жизнедея-
тельности одновременно обоих компонентов 
ассоциативного таллома [39, 48]. 

В зрелом ассоциативном талломе (21 сут.), 
по сравнению с талломом более молодого воз-
раста (10 сут.), обнаружено изменение хо- 
да процесса фотосинтеза, зафиксированное  
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с помощью метода электронного парамагнит-
ного резонанса (ЭПР). Отмечено медленное 
снижение сигнала ЭПР1 (сигнал от окислен-
ных центров хлорофилла P700) исследуемого 
образца зрелого таллома. Подобный характер 
спектра может свидетельствовать о наруше-
нии потока электронов от фотосистемы (ФС) II  
к ФС I, т. е. об изменении фотосинтеза в ЦБ, 
входящей в состав ассоциативного таллома. 
Известно, что ФС II не работает в ГЦ [47]. Оче-
видно, полученные результаты можно объяс-
нить увеличением количества ГЦ в нитях ЦБ 
и, возможно, более быстрым старением ЦБ  
в ассоциации с актиномицетом по сравнению 
с монокультурой, т. к. известно [47], что с воз-
растом количество ГЦ в нитях ЦБ возрастает 
(как следствие истощения со временем пита-
тельной среды и, в частности, уменьшением  
в ней минерального азота).

Сравнение сигналов ЭПР1 в талломе ас-
социации и в монокультуре ЦБ демонстри-
рует 6-кратное увеличение амплитуды сигна-
ла в случае ассоциативного таллома, что мо-
жет свидетельствовать о соразмерном увели-
чении биомассы ЦБ под влиянием актиноми-
цета в талломе по сравнению с монокультурой. 

В наших исследованиях методом ядер-
ного магнитного резонанса (ЯМР) высокого 
разрешения и ЯМР-спиновое эхо показано, 
что в лиофильно высушенных образцах тал-
лома цианобактериально-актиномицетной 
ассоциации, сформированной из A. variabilis 
и S. pluricolorescens 1FR837629, присутствует 
фракция подвижных протонов (2,7% от веса 
образца, Т

2
=16 мс), которая сохраняется и при 

низких температурах. На кривой спектра про-
тонного резонанса лиофильно высушенного 
образца таллома отмечен химический сдвиг 
около 5 миллионных долей (м.д.) от тетраме-
тилсилана (соответствующий нулевой отметке, 
или 0 м.д.), характерный для протонов «сво-
бодной» воды [52]. В лиофильно высушенных 
монокультурах стрептомицетов и ЦБ, исполь-
зуемых для формирования ассоциативного 
таллома, «свободная» вода отсутствует. 

Установлено, что присутствие «свобод-
ной» воды в микроорганизмах способствует их 
адаптации к экстремальным условиям обита-
ния [53]. Так, в лиофильно высушенных мо-
нокультурах стрептомицета и зелёной водо-
росли Сhlorella vulgaris с очень низким титром 
клеток не обнаруживали свободную воду, в то 
время как в жизнеспособном лиофильно вы-
сушенном лишайникоподобном талломе, экс-
периментально сформированном из этих ор-
ганизмов, регистрировали присутствие под-

вижных протонов воды (около 3%) [54, 55, 4]. 
Общей закономерностью является повышен-
ная устойчивость к стрессовым факторам ми-
кроорганизмов, развивающихся в составе би-
нарных и более сложных микробных консор-
циумов – биоплёнок [56]. Можно предполо-
жить, что в данном случае, в условиях разви-
тия ЦБ в ассоциации с актиномицетом про-
исходят значительные структурные измене-
ния клеточных биополимеров, которые и об-
условливают появление фракции подвижной 
воды в лиофильно высушенных образцах ас-
социативного таллома. 

Установлено, что адаптивным преимуще-
ством ЦБ, ассоциированных с актиномице-
тами, является сохранение жизнеспособно-
сти и функциональной активности при высу-
шивании. В клетках ЦБ в талломе, экспони-
руемом в условиях экстремально низком дав-
лении влаги (-96,4 МПа, а

w
 0,50), сохранялся 

хлорофилл, о чём свидетельствовала собствен-
ная флуоресценция клеток ЦБ, наблюдаемая 
в люминесцентном микроскопе. В монокуль-
туре ЦБ в адекватных условиях флуоресцен-
ции клеток в большинстве случаев не наблю-
далось, что может быть объяснено деградаци-
ей хлорофилла в условиях экстремально низ-
кой влажности. Причём если в недельном ас-
социативном талломе количество флуоресци-
рующих клеток ЦБ превышало таковое в мо-
нокультуре в среднем лишь на 20%, то в 2-не-
дельном талломе эта разница составляла уже 
около 70%. 

Подобная устойчивость микроорганизмов 
к стрессовым факторам среды известна в ми-
кробных консорциумах – биоплёнках [56], 
экспериментальных лишайникоподобных тал-
ломах актинолишайников [4]. Можно пред-
положить, что в условиях ассоциации проис-
ходят значительные структурные изменения, 
которые и обусловливают появление фракции 
подвижных протонов в лиофильно высушен-
ных образцах ассоциативного таллома. 

Таким образом, сформированы экспе-
риментальные цианобактериально-актино-
мицетные талломы, в которых выявлены 
специфические адаптивные физиолого-био-
химические изменения (расширение и уси-
ление антимикробного спектра актиноми-
цетов, присутствие «свободной» воды в лио-
фильно высушенном талломе, нарушение ра-
боты второй фотосистемы в тилакоидах ЦБ) 
по сравнению с монокультурами актиномице-
та и ЦБ. В эксперментальном ассоциативном 
талломе обнаружены ультраструктурные из-
менения (L-подобные формы актиномицета, 
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клетки ЦБ с дефектной клеточной стенкой), 
не отмеченные в монокультурах актиноми-
цета и ЦБ и свидетельствующие о симбио-
тическом характере взаимодействия партне-
ров в талломе. 

Отмечено существенное увеличение био-
массы ЦБ в талломе ассоциации по сравнению 
с монокультурой ЦБ.

Установлено сохранение собственной флу-
оресценции хлорофилла в клетках ЦБ при экс-
понировании ассоциативного таллома в усло-
виях экстремально низкого давления влаги 
(-96,4 МПа, а

w
 0,50) и отсутствие флуоресцен-

ции при экспонировании монокультуры ЦБ  
в адекватных условиях. Очевидно, ксеротоле-
рантность ЦБ в талломе ассоциации связана 
с присутствием «свободной» воды в ассоциа-
тивном талломе, обнаруженной методом ЯМР. 

Заключение

Мицелиальные актинобактерии (акти-
номицеты) широко распространены в при-
роде как ассоциативные компоненты альго-
бактериальных, цианобактериальных сооб-
ществ и симбиозов. Однако за пределами при-
стального внимания исследователей оставал-
ся до последнего времени вопрос о том, какая 
роль принадлежит актиномицетам в процессах 
формирования и функционирования симбио-
зов. Для выяснения этого вопроса предприни-
мались попытки формирования эксперимен-
тальных цианобактериально-актиномицетных 
ассоциаций. Микроскопические исследования 
экспериментального ассоциативного таллома, 
компонентами которого служили гетероцисто-
образующая цианобактерия А. variabibilis и 
актиномицеты Str. pluricolorescens или S. cya-
neofuscatus, выявили морфологические изме-
нения клеток ЦБ (формы несбалансирован-
ного роста ЦБ в виде гигантских, дисковид-
ных, изогнутых и ромбовидных клеток), что 
не отмечено для монокультур ЦБ, но типично 
для синцианозов с растениями. В эксперимен-
тальных ассоциативных талломах была обна-
ружена гиперпродукция слизистого матрикса 
в виде мелковолокнистой сеточки, в которую 
оказывались погруженными нити ЦБ и гифы 
стрептомицета. В ассоциативном эксперимен-
тальном талломе наблюдались ультраструк-
турные изменения компонентов, отсутствую-
щие в монокультурах: ЦБ (формирование кле-
ток с дефектной клеточной стенкой, характе-
ризующейся частичной утратой пептидогли-
канового слоя и спороподобных клеток – аки-
нет), что в литературе отмечается для природ-

ных синцианозов растений, и стрептомицета 
(появление L-подобных форм). 

Отмечены физиологические изменения ЦБ 
и актиномицетов в экспериментальном талломе: 
замедление спада электронно-парамагнитного 
резонансного (ЭПР) сигнала, что свидетель-
ствует о нарушении потока электронов от ФС 
II к ФС I тилакоидов ЦБ, то есть об изменении 
фотосинтетической работы тилакоидов ЦБ в ас-
социации по сравнению с монокультурой ЦБ; 
отмечено существенное увеличение биомассы 
ЦБ в талломе ассоциации по сравнению с мо-
нокультурой ЦБ. Установлено сохранение соб-
ственной флуоресценции хлорофилла в клет-
ках ЦБ в ассоциации при экспонировании ас-
социации в условиях экстремальной влажно-
сти (а

w
 0,50) при отсутствии флуоресценции 

в клетках монокультуры ЦБ в адекватных усло-
виях, предположительно связанное с установ-
ленным присутствием «свободной» воды в тал-
ломе ассоциации, обнаруженной методом ЯМР. 
Установлено расширение спектра антимикроб-
ного действия и усиление антагонистического 
влияния на тест-культуры микроорганизмов 
ассоциативного таллома по сравнению с моно-
культурами ЦБ и актиномицетов.

Появление L-подобных форм у актино-
мицета, наличие изменений в ультраструкту-
ре клеток и в работе фотосинтетического аппа-
рата ЦБ, наряду с изменением экофизиологи-
ческих свойств компонентов ассоциации, сви-
детельствует о симбиотическом характере вза-
имодействия компонентов в эксперименталь-
ном ассоциативном талломе. Очевидно, акти-
номицеты как ассоциативные симбионты мо-
гут оказывать позитивное воздействие на эко-
систему в целом вследствие стимулирующего 
влияния на азотфиксирующую способность 
ЦБ и повышения защиты всей системы от па-
тогенных микроорганизмов за счёт выделения 
антибиотиков.

Работа выполнена при финансовой поддерж-
ке РФФИ, грант № 13-04-00269.
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