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В последнее десятилетие большой интерес вы-
зывает исследование микробных сообществ и ассо-
циаций [1, 2]. Как известно, в большинстве есте-
ственных экосистем микроорганизмы сосуществуют
в микробных сообществах и нередко в природных
условиях образуют ассоциативные комплексы. Та-
кие важные продуценты органического вещества в
морских и пресноводных водоемах, как цианобак-
терии и микроводоросли существуют в окружении
сопутствующих бактерий, причем связующим зве-
ном между фототрофами и бактериями являются
нативные экзометаболиты как тех, так и других,
а также соединения, образующиеся на более позд-
них сроках роста в результате лизиса мертвых кле-
ток [3—5]. В литературе обсуждалась доля выделя-
емых в среду нативных прижизненных органиче-
ских экзометаболитов водорослей от фотосинтези-
руемого клетками органического вещества и дан-
ные по различным источникам колебались от 5—10
до 70—75%, большинство исследователей согласны
с цифрой 20—40% [6], что в глобальном масштабе,
учитывая избирательную реутилизацию, означает еже-
годную циркуляцию в Мировом океане органиче-
ского вещества между клетками микроорганизмов и
средой, измеряемую десятками миллиардов тонн [4].

Актиномицеты, как и немицелиальные бакте-
рии, способны входить в водные экосистемы и фор-
мировать наземные ассоциации с другими микро-
организмами. Достаточно интересными бывают ас-
социации актиномицетов и микроводорослей или
цианобактерий, которые встречаются на выходах
карбонатных пород и в некоторых почвах [7]. Не-
которые виды цианобактерий входят в состав циа-
но-бактериальных сообществ — матов [2], многие
участвуют в формировании симбиозов с эукарио-

тами в природе [8] либо модельных ассоциаций
с растительными партнерами в экспериментальных
условиях [9], а также являются частью почвенных
микробных сообществ [10]. В связи с этим актуаль-
ны проблемы получения микробных ассоциаций и
смешанных культур в лабораторных условиях и по-
иск критериев при подборе для них партнеров.

Исследование микробных ассоциаций и сим-
биозов, партнерами в которые входят представи-
тели различных таксонов, — одна из важнейших
задач экологии микроорганизмов. Интерес к этой
проблеме наблюдается еще со времен возникнове-
ния идеи С.Н. Виноградского о полифункциональ-
ном микробном сообществе, в котором микроорга-
низмы взаимодействуют прежде всего за счет трофи-
ческих связей, как об элементарной эволюционной
единице, что, в частности, позволило сопоставить
филогенетические схемы бактерий с экологически-
ми принципами [1].

Взаимодействие между организмами, не предпо-
лагающее высокоспециализированных, облигатных
связей между партнерами, принадлежащими, в том
числе, к разным царствам (растения, животные, гри-
бы, бактерии), и оказывающее положительное дей-
ствие друг на друга, в литературе определяется как
ассоциативная система, ассоциация или ассоциа-
тивный симбиоз [11, 12].

В природных экосистемах широко распрост-
ранены симбиотические ассоциации, автотрофным
компонентом которых являются цианобактерии [8,
13, 14]. Способность цианобактерий вступать в сим-
биотические отношения с другими организмами обу-
словлена их ролью первичных продуцентов органи-
ческого вещества и кислорода, а также связана с
тем, что значительная часть синтезированных ими
органических соединений выделяется в среду при
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жизни автотрофов и значимость экскретируемых
продуктов для функционирования ассоциаций не-
однократно подтверждалась [3, 4, 9].

Мы предположили, что по определенным фи-
зиологическим характеристикам возможно устано-
вить совместимость предполагаемых партнеров для
смешанных культур или искусственных ассоциатив-
ных пар еще до их создания. Хорошо известно,
что взаимное влияние микроорганизмов как в есте-
ственных, так и в искусственных условиях происхо-
дит в основном через выделяемые в среду экзоме-
таболиты, основываясь на функциях которых, ра-
нее нами была предложена их классификация [3, 4].
Можно было предположить, что необходимой харак-
теристикой может стать реакционная способность
(РС) нативных экзометаболитов, выделяемых в сре-
ду, у чистых культур предполагаемых партнеров.
Необходимо также отметить, что в настоящее вре-
мя работы, посвященные изучению РС экзомета-
болитов смешанных культур или ассоциаций, нам
не известны.

Объекты и методы

Объектами исследования служили выделенные
нами из почвы актиномицеты видов Streptomyces xan-
thochromogenes (шт. № 8) и Streptomyces cinereorectus
(шт. № 10); полученная из коллекции кафедры ге-
нетики биологического ф-та МГУ имени М.В. Ло-
моносова цианобактерия Anabaena variabilis Kьtz.
ATCC 29413 (штамм докт. С.П. Волка, США) и зеле-
ная микроводоросль Scenedesmus quadricauda (Turp.)
Brйb. из коллекции кафедры гидробиологии биоло-
гического ф-та МГУ имени М.В. Ломоносова.

При культивировании смешанных культур ак-
тиномицеты, цианобактерии, а также микроводорос-
ли выращивали на модифицированной нами среде
Громова № 6, в которую добавлялся растворимый
крахмал в количестве 8 г/л. В качестве посевного
материала (инокулята) использовалась споровая сус-
пензия актиномицетов, концентрация спор в кото-
рой составляла 106 клеток/мл. Концентрация кле-
ток в инокуляте цианобактерии и микроводорос-
ли составляла 104 клеток/мл. Соотношение аликвот
гетеротрофного и фототрофного компонентов на
200 мл среды составляло 2:1 частей соответствен-
но. Для смешанной культуры использовался иноку-
лят фототрофного партнера (цианобактерии, зеле-
ной микроводоросли) после 7-суточной инкубации
и споровая суспензия гетеротрофного партнера (ак-
тиномицетов), выращивание смешанной культуры
проводили до 21 сут.

Оптимальными условиями для роста смешан-
ной культуры являлось использование качалки в те-
чение 2 сут в темноте при 180 об/мин и тем-
пературе 28°, что требуется для прорастания спор
и начала логарифмической фазы роста актиноми-
цета. Дальнейшее культивирование проводилось на

качалке при 60 об/мин и постоянном освещении
(16,4 �mol · m–2 · s–1) при той же температуре, что-
бы обеспечить развитие фототрофного компонента.

Накопление биомассы определяли весовым ме-
тодом. По результатам измерений для наглядно-
сти оценки были введены следующие показатели
накопления биомассы для смешанных культур на
21-е сут роста культуры: +++ — интенсивный рост
(> 0,5 г/л); ++ — хороший рост (0,25—0,45 г/л);
+– — заметный рост (0,1—0,2 г/л); – — слабый
рост (< 0,05 г/л).

Реакционную способность (РС) нативных (при-
жизненных) экзометаболитов, выделяемых в среду,
определяли методом химических моделей как соот-
ношение окислительной (ОА) и антиокислительной
(АОА) активностей [3, 4], в качестве модели исполь-
зовали раствор 3,4-диоксифенилаланина (ДОФА),
изменяющий оптическую плотность при окислении
кислородом воздуха и появлении меланина. ОА и
АОА определяли соответственно по повышению или
понижению скорости реакции автоокисления ДОФА
относительно контроля, которым являлось добавле-
ние чистой среды, и при добавлении среды, содер-
жащей нативные экзометаболиты. Превышение или
замедление скорости реакции автоокисления ДОФА
под влиянием культуральной жидкости по сравне-
нию с чистой средой (контролем, ось абсцисс) оп-
ределялось тангенсом угла наклона кривой на уча-
стке наибольшей скорости автоокисления в процес-
се роста культур при постоянной температуре 45°
на оригинальном приборе “Аквакон” 4-й модели.
Раствор ДОФА готовился в следующих соотноше-
ниях: на 25 мл дистиллированной Н2О брали 10 мг
реактива ДОФА, в кювету для измерений налива-
ли 2,5 мл раствора ДОФА и 1,5 мл отфильтрован-
ной культуральной жидкости, содержащей нативные
экзометаболиты.

Изменение реакционной способности для сме-
шанных культур и фототрофного компонента опре-
деляли до 21-х сут роста, для гетеротрофного ком-
понента измерения проводили до 7-х сут роста в
связи с отличием в характере роста и более ранним
выходом на стационарную фазу роста гетеротрофной
культуры в сравнении с фототрофным компонен-
том. Биомасса гетеротрофного компонента после
выхода на стационарную фазу роста и до 21-х сут
существенно не менялась, а суммарная биомасса сме-
шанной культуры нарастала за счет роста фототроф-
ного компонента и до его перехода в стационарную
фазу на 21-е сут. Каждый опыт проводился не ме-
нее чем в трех повторностях.

Результаты и обсуждение

Изученные нами пары, состоящие из актино-
мицетов, цианобактерий и зеленых микроводорос-
лей, можно расположить в порядке убывания по
совместимости (оценка по уровню накопленной био-
массы): 1) S. xanthochromogenes + A. variabilis; 2) S. ci-
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nereorectus + A. variabilis; 3) S. xanthochromogenes +
+ S. quadricauda; 4) S. cinereorectus + S. quadricau-
da (таблица).

Сравнительная оценка накопления биомассы
смешанными культурами фототрофных

и гетеротрофных микроорганизмов на 21-е сут роста

№
п/п

Смешанная культура Биомасса

1 S. xanthochromogenes + A. variabilis +++

2 S. сinereorectus + A. variabilis ++

3 S. xanthochromogenes + S. quadricauda +–

4 S. cinereorectus + S. quadricauda –

Примечание. +++ — интенсивный рост; ++ — хороший
рост; +– — заметный рост; – — слабый рост.

Используя метод химических моделей, мы для
каждой культуры партнеров определяли степень
проявления окислительной (ОА) или антиокисли-
тельной активности (АОА) нативных экзометабо-
литов. У исследованных видов актиномицетов была
выявлена ярко выраженная ОА на всех фазах рос-
та — так для S. xanthochromogenes превышение ОА
культуральной жидкости по сравнению с чистой сре-
дой (контролем) составляло около 80% на экспонен-
циальной фазе роста (3-суточная культура) (рис. 1),
аналогичный показатель для S. cinereorectus состав-
лял 60% (рис. 2).

Для культуры A. variabilis наблюдалось сниже-
ние кривой в область АОА с уменьшением до 20%
по сравнению с контролем на 7-е сут роста, затем
повышение и переход через ось абсцисс в область
ОА на 14-е сут роста, после чего наблюдался по-
степенный рост ОА до 21-е сут (рис. 1). Суммар-
ная кривая РС смешанной культуры показывает ее
физиологическое состояние, являясь результирую-
щим показателем, и находится, как видно, снача-
ла в области ОА под влиянием быстрорастущего
партнера (актиномицета), а затем в области АОА,
следуя значениям РС чистой культуры A. variabilis
(рис. 1). Эта смешанная культура дала наибольший
выход биомассы, что говорит о наилучшей совмес-
тимости в ней партнеров в наших опытах (таб-
лица, № 1).

Для культуры S. quadricauda наблюдалось по-
вышение ОА до 40% по отношению к контролю
на 11-е сут роста, затем небольшое снижение ОА
к 21-м сут. Суммарная кривая РС этой смешанной
культуры (S. cinereorectus и S. quadricauda) на про-
тяжении всего времени роста находилась в области
ОА (рис. 2), выход биомассы этой культуры был су-
щественно ниже, чем у первой пары (таблица, № 3).

Из результатов исследований видно, что са-
мые подходящие партнеры, дающие наибольшую био-
массу в смешанной культуре, обладали противопо-
ложной реакционной способностью культуральной

жидкости, содержащей нативные экзометаболиты,
т.е. активностями ОА и АОА в чистых культурах
в процессе роста (рис. 1). Можно предположить, что
в смешанной культуре экзометаболиты одного парт-
нера, имеющие значение АОА, во многом или час-
тично нейтрализуют экзометаболиты другого парт-
нера, обладающие выраженными значениями ОА,
что, согласно литературе [3, 4], более присуще эк-
зометаболитам с антагонистическим действием. Это
отражается на суммарной кривой РС, имеющей мень-
шие значения в области ОА, что в конечном итоге
способствует увеличению выхода биомассы смешан-
ной культуры (таблица, рис. 1).

Таким образом, реакционную способность натив-
ных экзометаболитов, выделяемых в культуральную
жидкость у чистых культур микроорганизмов —
предполагаемых партнеров смешанных культур или
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Рис. 1. Изменение реакционной способности (РС) нативных эк-
зометаболитов в процессе роста смешанной культуры актиноми-
цета S. xanthochromogenes и цианобактерии A. variabilis, а также
отдельно у ее партнеров. 1 — Streptomyces xanthochromogenes

шт. № 8; 2 — Anabaena variabilis; 3 — смешанная культура.
ОА — окислительная активность экзометаболитов, % к конт-
ролю; АОА — антиокислительная активность экзометаболитов,

% к контролю

Рис. 2. Изменение реакционной способности (РС) нативных эк-
зометаболитов в процессе роста смешанной культуры актино-
мицета S. cinereorectus шт. № 10 и зеленой водоросли S. quadri-

cauda, а также отдельно у ее партнеров. 1 — Streptomyces cinereo-

rectus шт. № 10; 2 — Scenedesmus quadricauda; 3 — смешанная
культура. ОА, АОА — обозначения те же, что на рис. 1



ассоциативных пар, по нашему мнению, можно ис-
пользовать как один из быстро определяемых эко-
физиологических критериев при выборе микроор-

ганизмов в качестве партнеров для создания таких
культур в искусственных условиях, а также при их
массовом культивировании.
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THE REACTIVITY OF THE EXOMETABOLITES ALLOCATED
IN THE CULTURES LIQUID OF MICROORGANISMS,
AS A CRITERION OF COMPATIBILITY AT THE SELECTION
OF THE MIXED CULTURES AND ARTIFICIAL ASSOCIATIONS

A.H. Tambiev, A.A. Lukyanov

The reactivity of the exometabolites allocated in the culture liquid in cultures of actinomy-
cetes, cyanobacteria and microalgae as possible using like the ecophysiological criterion of the
selection of partners for the create mixed cultures and associative pairs of microorganisms has
been considered.

Key words: exometabolites, reactivity of the exometabolites, mixed cultures, cyanobacteria, mic-
roalgae, actinomycetes.
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