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Направление исследования грибов, способ-
ных развиваться в крайне щелочных условиях, 
достаточно новое для микологии. Его активное 
развитие приурочено к началу XXI века [1–6]. У 
грибов обнаружены разные типы адаптации к вы-
соким значениям pH: алкалотолеранты могут раз-
виваться в щелочных условиях, но предпочитают 
нейтральные или кислые значения pH среды, ал-
калофилы предпочитают щелочные значения pH 
выше 8. Если грибы могут расти в кислых усло-
виях (при pH до 5–5,5), они считаются факульта-
тивными алкалофилами, если же способность к 
росту в кислых условиях утрачена, такие грибы 
называют облигатными алкалофилами. Предыду-
щие исследования показали, что облигатная ал-
калофилия – редкое явление среди грибов, оно 
подтверждено для родов Thielavia и Sodiomyces. 
Распространение облигатных алкалофилов связы-
вают со стабильно щелочными почвами содовых 
озер и солончаков, где значения рН держатся на 
уровне 10–12 [5]. Факультативные алкалофилы 

и алкалотолеранты распространены шире, они 
встречаются даже в кислых и нейтральных почвах 
[7], где такое звено деструкторов востребовано 
при локальном защелачивании. 

До настоящего времени комплексных иссле-
дований (которые бы включали молекулярно-ге-
нетическую идентификацию и физиологическую 
характеристику) щелочеустойчивого звена ми-
кобиоты в условиях нейтрального засоления не 
проводилось. Озеро Баскунчак (Россия) – объект 
мирового значения, уникальное месторождение 
пищевой соли, запас которой ежегодно восста-
навливается за счет поступления природных вы-
сокоминерализованных растворов и последую-
щего их испарения в котловине озера в течение 
летнего периода. Поверхностные залежи соли на 
озере составляют 10–18 м, в то время как общая 
глубина залегания соли достигает 6 км. Значения 
рН воды озера околонейтральные (6–7), общее 
содержание растворенных солей около 390 г/л 
[8, 9]. По концентрации растворенных солей это 
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озеро Астраханской области России сравнимо с 
Мертвым морем в Израиле, хотя состав солей у 
них различен. Исследованию галофильных и га-
лотолерантных микромицетов из Мертвого моря 
посвящен ряд работ [10–13]. Мицелиальные и 
дрожжевые грибы были выделены из воды и окру-
жающей почвы, среди них наиболее часто встре-
чались виды из родов Aspergillus и Eurotium [13, 14]. 
Большинство изолированных из воды и почвы 
видов распространены широко и относятся к эв-
ритопным видам, Gymnascella marismortui отнесена 
к эндемичным видам. Среди грибов побережья не 
были обнаружены галофильные и термофильные 
изоляты [14]. Результаты обширных исследований 
свидетельствуют о том, что прямых доказательств 
гетеротрофной активности выявленных грибов в 
районе Мертвого моря нет, однако предполагает-
ся возможное локальное и временное их влияние 
на экосистему озера за счет активных ферментов 
[13].

Данные по микобиоте озера Баскунчак (как 
воды озера, так и прибрежной почвы) на удив-
ление единичны [9. 12]. Подобного рода иссле-
дования актуальны в свете растущего интереса к 
экологии, эволюции и биотехнологическому по-
тенциалу экстремофильных организмов.

Материалы и методы
Материалы. Материал собран на побере-

жье хлоридного озера Баскунчак (Астраханская 
область, Россия, N48.21° E46.84°) в июне 2016 
г. Всего было отобрано 20 образцов следующих 
субстратов – почва под кустарником Halocnemum 
strobilaceum в 5–6 м от уреза воды; верхний слой 
соли, песчанисто-глинистая почва и песок в зоне 
заплеска (не более 50 см от воды); илистые дон-
ные отложения до 50 см глубиной в двух метрах от 
берега. Верхний (5 см) слой субстрата собирали в 
крафтовые пакеты, высушивали. Для каждого об-
разца измеряли pH в лабораторных условиях.

Методы выделения, культивирования и хране-
ния микромицетов. Для селективного выделения 
и культивирования щелочеустойчивых грибов ис-
пользовали щелочной агар на основе сусла и кар-
бонатно-бикарбонатного буфера (ЩА; pH 10,2) с 
добавлением антибиотика рифампицина (2 г/л) 
[5]. Посев проводили методом почвенных комоч-
ков (около 2 г почвы на 3 чашки Петри), чашки 
инкубировали при температуре 24°С. Для каждого 
выделенного вида грибов определяли встречае-
мость (как отношение числа образцов, в которых 
отмечен вид, к общему числу образцов, выра-
женное в %). Получены моноспоровые культуры 
всех изолятов. Культуры включены в коллекцию 
грибов экстремальных местообитаний кафедры 
микологии и альгологии МГУ имени М.В. Ломо-
носова. Часть культур депонирована в коллекцию 

CBS (Утрехт, Нидерланды). 
Идентификация изолятов по морфолого-куль-

туральным признакам. Для идентификации ми-
кромицетов, выделенных в чистую культуру, ис-
пользовали определители и статьи по таксономии 
грибов отечественных и зарубежных авторов. На-
звания и систематическое положение грибов в 
статье приведены в соответствии с базой Species 
Fungorum (http://www.speciesfungorum.org/). Для 
изучения микроморфологии использовали как 
световой микроскоп (СМ), так и сканирующий 
электронный микроскоп (СЭМ).

Идентификация изолятов молекулярными ме-
тодами. Выделение ДНК и амплификацию про-
водили на базе лаборатории фитопатологии ка-
федры микологии и альгологии МГУ им. М.В. 
Ломоносова и на базе отдела эволюционной био-
химии НИИ физико-химической биологии имени 
А.Н. Белозерского МГУ имени М.В. Ломоносова. 

Биомассу мицелия наращивали на чашках 
Петри на целлофановой мембране. Для выде-
ления ДНК брали около 0,1 г сырого мицелия. 
Экстракцию проводили при помощи набора ре-
агентов Diatom DMA Prep 100 (Изоген, Россия), 
следуя инструкции производителя. 

Были проанализированы последовательности 
гена, кодирующего транскрибируемый спейсер-
ный участок ядерной рибосомальной ДНК (ITS 
rDNA). Итоговая смесь для полимеразной цепной 
реакции (ПЦР) содержала на 20 мкл: 2 мкл 10Х 
буфера Encyclo (Евроген, Россия), 0,4 мкл 50Х 
dNTP, по 0,5 мкл 10 пМ праймеров (ITS1f TCC
GTAGGTGAACTTGCGTCCTCCGCTTATTGATA
TGC и ITS4r TCCTCCGCTTATTGATATGC или 
18d05 GTCCCTGCCCTTTGTACACACCGCCCG 
и   28r3-3v2   ACTCCTYRGTCCGTGTTTCA),    
0,4 мкл 10Х полимеразы Encyclo (Promega, США), 
1 мкл ДНК образца. Амплификацию проводили 
по схеме: 3 мин при 95°C; 35 циклов по 30 с при 
95°C, 30 с при 55°C и 1,5 мин при 72°C. В конце 
ПЦР-смесь выдерживалась еще 5 мин при 72°C. 
Продукты амплификации  просматривали  на  
0,7–1%-ном агарозном геле с бромистым этидием 
и очищали методом прямого переосаждения ДНК 
в мягких условиях (http://www.genome-centre.ru/
cleaning.html). Секвенирование проводилось в 
центре коллективного пользования «Геном» (Ин-
ститут молекулярной биологии имени В.А. Эн-
гельгардта) с прямыми и обратными праймерами. 

Видовую принадлежность определяли с по-
мощью программы BLAST (https://blast.ncbi.nlm.
nih.gov/Blast.cgi) и филогенетических построений 
для отдельных изолятов методами байесовского 
анализа и максимального правдоподобия [7].

Исследование особенностей физиологии. Харак-
тер адаптации к щелочным условиям определяли 
по разработанной ранее методике, измеряя ско-
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рость линейного роста грибов в трубках со средой 
с разными значениями pH [5]. Для опытов ис-
пользовали среды на основе солодового экстрак-
та, различные значения pH сред поддерживали 
за счет буферных компонентов: 0,2 М цитратно-
го (pH 4,0; 5,2; 5,6), 
0,2 М фосфатного 
(pH 7,0; 8,0) и 0,2 М 
карбонатно-бикар-
бонатного (pH 9,2; 
10,2; 10,6) буферов. 
Культуры инкуби-
ровали в темноте в 
термостате при 28°С. 
Для отдельных изо-
лятов определяли 
скорость роста при 
разных концентра-
циях (от 0 до 2 М) 
хлорида натрия в 
среде (ЩА) на чаш-
ках Петри. 

Результаты
Характеристи-

ка образцов почвы 
и количественная 
оценка грибов. Ото-
бранные образцы 
почвы характери-
зуются околоней-
тральными значени-
ями pH – от 7,5 до 
7,9 (в среднем 7,7±0,1). 7 из 20 исследованных 
образцов (верхний слой соли, некоторые образ-
цы песка) прибрежных почв озера Баскунчак не 
содержали грибных зачатков. В 1 г сухой почвы в 
среднем отмечено около 19 колониеобразующих 
единиц щелочеустойчивых грибов. На ЩА выде-
лено 17 видов грибов и 15 неидентифицирован-
ных стерильных мицелиев (всего 55 изолятов). 
Встречаемость отдельных видов на ЩА варьиро-
вала от 5% до 25%.

Таксономическое разнообразие микромицетов. 
Морфолого-культуральные и молекулярно-гене-
тические исследования показали, что щелочеу-
стойчивые изоляты относятся к нескольким клас-
сам аскомицетов – среди них есть представители 
из Dothideomycetes (семейства Cladosporiaceae, 
Pleosporaceae), Eurotiomycetes (Trichocomaceae, 
Onygenaceae) и Sordariomycetes (Hypocreales, 
Miroascaceae, Plectosphaerellaceae, Chaetomiaceae) 
(таблица). Стерильные изоляты, скорее всего, 
также относятся к аскомицетам. 

Данные анализа транскрибируемого спейсер-
ного участка рибосомальной ДНК (ITS) показали, 
что 4 изолята из почв побережья озера Баскун-

чак относятся к облигатно алкалофильному роду 
Sodiomyces (Plectosphaerellaceae, Sordariomycetes). 
Согласно филогенетическим построениям они 
находятся в базальной части рода и не образу-
ют обособленной клады внутри (рис. 1). Новые 

изоляты голоморфные, по морфологии бесполо-
го и полового спороношения хорошо отличаются 
от известных видов этого рода. Для дальнейше-
го описания их в качестве нового вида требуются 
новые филогенетические построения с использо-
ванием дополнительных генетических локусов. 

Особенности физиологии изолятов. Для от-
дельных изолятов были проведены ростовые 
эксперименты в широком диапазоне значений 
pH (рис. 2), которые показали присутствие в по-
чвах нейтрального засоления алкалофилов – как 
факультативных (Emericellopsis sp., Sarocladium 
kiliense), так и облигатных (Sodiomyces sp. nov.). 
В почве отмечены и алкалотолеранты – сильные 
(Acremonium sclerotigenum), умеренные (Aspergillus 
sect. Flavipedes, Microascus alveolaris) и слабые 
(Alternaria chlamydospora). 

Для Sodiomyces sp. nov. и Emericellopsis sp. 
была изучена зависимость скорости роста от кон-
центрации NaCl в среде. Исследованные изоляты 
устойчивы к повышенным концентрациям хлори-
стого натрия в среде (рис. 3), что позволяет отне-
сти их к галотолерантам. Облигатный алкалофил 
Sodiomyces sp. nov. предпочитает расти на среде 

 75

ВЕСТН. МОСК. УН-ТА. СЕР. 16. БИОЛОГИЯ. 2019. Т. 74. № 2

Рис. 1. Филогенетическое положение новых видов внутри рода Sodiomyces. Байесовское 
консенсусное дерево (50% majority rule), основанное на анализе последовательности транс-
крибируемого спейсерного участка ядерной рибосомальной ДНК. T –типовые изоляты.
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без добавления NaCl, но сохраняет рост (хотя и 
очень слабый) в присутствии 2 M NaCl. Факуль-
тативный алкалофил Emericellopsis sp. лучше рас-
тет при концентрации NaCl в среде 0,4 М и не так 
значительно снижает скорость роста при концен-
трации хлорида натрия в среде 2 M. 

Обсуждение
Число пропагул щелочеустойчивых грибов 

в почвах нейтрального засоления на побережье 
озера невелико (19 колониеобразующих единиц 
на грамм сухой почвы) и сравнимо с таковым в 
экстремально щелочных местообитаниях. Сре-
ди идентифицированных изолятов большинство 
принадлежит Sordariomycetes (Plectosphaerellaceae, 
Miroascaceae, Chaetomiaceae, Hypocreales), от-

дельные представители – из Cladosporiaceae, 
Pleosporaceae, Trichocomaceae, Onygenaceae. Такое 
таксономическое распределение, в особенности 
обилие представителей Sordariomycetes, характер-
но для щелочеустойчивого звена ранее изученных 
сообществ содовых озер и солончаков, кислых 
дерново-подзолистых и нейтральных окультурен-
ных почв [5–7].

Анализ скорости роста изолятов в широком 
диапазоне pH подтвердил наличие в нейтральных 
гиперсоленых почвах грибов с разными типами 
адаптации к pH, в том числе и алкалофилов – как 
факультативных (Emericellopsis sp.), так и облигат-
ных (Sodiomyces sp. nov.). 

Обнаружение облигатных алкалофилов в ус-
ловиях нейтрального засоления стало неожидан-

76 С.А. Бондаренко и др.

ВЕСТН. МОСК. УН-ТА. СЕР. 16. БИОЛОГИЯ. 2019. Т. 74. № 2

Таблица 
Видовой состав и встречаемость микромицетов, изолированных на щелочной агар из засоленных почв по-
бережья озера Баскунчак

Таксономическая принадлежность гриба Встречаемость, %

ASCOMYCOTA
Dothideomycetes

Capnodiales, Cladosporiaceae

Cladosporium sp. 5

Pleosporales, Pleosporaceae

Alternaria sect. Alternata 30

Alternaria chlamydospora Mouch. 20

Alternaria sp. 5

Pleosporales sp. 5

Eurotiomycetes
Eurotiales, Trichocomaceae

Aspergillus sclerotiorum G.A. Huber 15

Aspergillus sect. Flavipedes 5

Onygenales, Onygenaceae

Chrysosporium lobatum Scharapov 5

Sordariomycetes
Hypocreales, Incertae sedis

Acremonium sp. 10

Acremonium sclerotigenum (Moreau & R. Moreau ex Valenta) 
W. Gams

5

Emericellopsis sp. 40

Sarocladium kiliense (Grütz) Summerb. 15

Hypocreales, Nectriaceae

Fusarium sporotrichioides Sherb. 40

Microascales, Microascaceae

Microascus alveolaris Sand.-Den., Gené & Guarro 10

Glomerellales, Plectosphaerellaceae

Chordomyces antarcticus Bilanenko, Georgieva & Grum-Grzhim. 15

Sodiomyces sp.nov. 25

Chaetomiaceae, Sordariales

Chaetomium murorum Corda 15

INSERTAE SEDIS

Mycelia sterilia 60



ностью, поскольку явление облигатной алкалофи-
лии крайне редко для грибов. Ранее род Sodiomyces 
было предложено считать индикатором стабиль-
ного содового засоления [3, 5]. Сравнительно 
высокая встречаемость 
(25%) Sodiomyces sp. nov. 
отвергает случайность об-
наружения. По физиоло-
гическим особенностям 
(зависимость роста от 
pH, NaCl) Sodiomyces sp. 
nov. из озера Баскунчак 
не отличается от других 
видов рода. Мы предпо-
лагаем, что представите-
ли рода Sodiomyces обла-
дают схожей субстратной 
приуроченностью. Ранее 
было показано, что в ге-
номе у типового вида 
Sodiomyces alkalinus гораз-
до меньше генов, кодиру-
ющих ферменты, которые участвуют в деградации 
растительной клеточной стенки, чем у его фито-
патогенных родственников. В щелочных условиях 
гриб обладает очень высокой протеолитической 
активностью. В геноме Sodiomyces присутствуют 
гены, полученные грибом в результате горизон-
тального переноса и участвующие в метаболизме 
аминокислот и белков, а также бактериальной 
клеточной стенки [15]. Все данные указывают на 
то, что S. alkalinus предпочитает высокобелковые 
субстраты, которые в содовых озерах представле-
ны прокариотами и ракообразными [3, 18]. 

В нашем случае гриб был выделен из образ-
цов, отобранных в непосредственной близости от 
уреза воды, где отсутствовали какие-либо расте-
ния или их видимые корни. Мы предполагаем, что 

Sodiomyces sp. nov. может быть связан 
с цианобактериальными пленками и 
матами, которые развиваются на по-
бережье озера [9]. Локальное заще-
лачивание в сообществах цианобак-
терий, которое возникает в процессе 
фотосинтеза [16], могло бы объяснить 
присутствие облигатно алкалофиль-
ного гриба в почвах нейтрального за-
соления.

Другой интересный гриб, выде-
ленный из почв побережья озера Ба-
скунчак – факультативный алкалофил 
Emericellopsis sp. Его приуроченность к 
засоленным условиям подтверждается 
физиологическими характеристиками 
– изоляты имеют оптимум роста при 
0,4 М NaCl в среде и выдерживают 
бульшие, в сравнении с другими из-

ученными нами алкалофилами, концентрации 
хлорида натрия. В литературе имеются указания 
на возможную деструкцию грибами Emericellopsis 
поверхностных слоев цианобактериальных матов 

[17], которые активно развиваются, в том числе, 
и в озере Баскунчак. Грибы этого рода представ-
ляют большой интерес как продуценты новых ан-
тибиотиков, в частности, с выраженной антими-
котической активностью [18]. 

Изоляты, имеющие алкалотолерантный тип 
адаптации к рН, относятся к видам, которые ши-
роко распространены и занимают различные эко-
логические ниши. В основном это сапротрофы и 
патогены растений, такие как Aspergillus, Alternaria, 
Chaetomium [19, 20]; Sarocladium kiliense известен 
как эндофит, но может быть и возбудителем ми-
козов человека [21]. Многие виды отмечены в за-
соленных местообитаниях не впервые [5, 13, 14]. 
Виды родов Aspergillus и Acremonium были выде-
лены из сообществ цианобактерий искусственно 
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Рис. 2. Зависимость скорости линейного роста изолятов, выделенных на ще-
лочной агар из засоленной почвы побережья озера Баскунчак, от pH среды.
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Рис. 3. Зависимость скорости линейного роста алкалофильных изолятов от концен-
трации NaCl в среде.
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созданного гиперсоленого озера Мраморное, рас-
положенного рядом с озером Баскунчак, но чуть 
менее соленого [9]. 

Таким образом, впервые нам удалось выде-
лить и охарактеризовать щелочеустойчивое звено 
микобиоты в условиях нейтрального засоления на 
примере побережья хлоридного озера Баскунчак. 
Были выделены аскомицеты с разными типами 
адаптации к щелочным условиям – алкалотоле-
ранты и алкалофилы. Показано, что алкалофилы 
являются галотолерантами, т.е. устойчивы к по-
вышенным концентрациям хлористого натрия. 
На побережье озера обнаружен новый вид обли-
гатно алкалофильного рода Sodiomyces, что значи-
тельно расширяет представления об этой редкой 

группе грибов. Дальнейшие исследования эколо-
гической роли и ассоциативных связей облигатно 
алкалофильных грибов могут послужить ключом 
к пониманию функционирования и эволюции со-
обществ гиперсоленых местообитаний. 

Работа выполнена при финансовой поддерж-
ке Российского фонда фундаментальных исследо-
ваний (проект № 18-34-00779 мол_а).

Исследования выполнены без использования 
животных и без привлечения людей в качестве ис-
пытуемых. Авторы заявляют, что у них нет кон-
фликта интересов.
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FIRST DISCOVERY OF ALKALI-RESISTANT FUNGI ON THE COAST OF 
CHLORIDE LAKE BASKUNCHAK
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This is the first study of alkali-resistant fungi in the conditions of neutral 
salinization at the Lake Baskunchak (Astrakhan region, Russia). Fungi were isolated 
from the lake coast chloride soils on alkaline agar medium (pH 10.0–10.5); isolates 
were characterized by morphological, cultural, and molecular genetic features; 
phylogenetic analysis and analysis of adaptation to pH and salinity were performed. 
It has been shown that alkali-resistant fungi at the lake coast is a polyphyletic group 
of Ascomycetes from Sordariomycetes (9 species), Dothideomycetes (5 species), 
Eurotiomycetes (3 species), and also sterile mycelium (15 isolates). The study of 
the growth rates in a wide range of pH has shown that among the isolates there 
are both alkalotolerant fungi and alkaliphilic one. The tolerance of isolates to 
elevated concentrations of sodium chloride was confirmed. The discovery of obligate 
alkaliphiles, under conditions of neutral salinization, was unexpected. Phylogenetic 
reconstructions were carried out, obligate alkaliphilic isolates were characterized as a 
new species of the genus Sodiomyces. In the article, we discuss the possible ecological 
role of alkali-resistant fungi in saline habitats.

Keywords: extremophiles, alkaliphilic fungi, alkalotolerant fungi, Sodiomyces, salt lakes, 
Lake Baskunchak, halotolerant fungi
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