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Аннотация 

   Загрязнение окружающей среды токсичными 

органическими загрязнителями, к которым относятся 

углеводороды разных классов, чаще всего попадаю-

щие в окружающую среду при разливе нефти и 

нефтепродуктов, представляет собой глобальную 

экологическую проблему. В условиях холодного 

климата процесс биодеструкции поллютантов суще-

ственно осложняется. Поэтому для восстановления 

загрязненных территорий, характеризующихся 

низкими температурами, разрабатываются биотехно-

логии с использованием психрофиль-

ных/психротолерантных бактерий-деструкторов. 

Методом накопительного культивирования из грунта, 

отобранного вблизи станции Ленинградская (Антарк-

тида), изолированы три бактериальных штамма, 

способных к деградации дизельного топлива (ДТ). 

На основании секвенирования и анализа гена 16S 

рРНК штаммы идентифицированы как представители 

родов Arthrobacter (класс Actinomycetes), 

Brevundimonas (класс Alphaproteobacteria) и Bacillus 

(класс Bacilli). Культивирование при разных темпера-

турах показало, что исследуемые бактерии способны 

эффективно расти на ДТ в качестве субстрата при 15 

и 25ºС, а штаммы Brevundimonas sp. LN6 

и Arthrobacter sp. LB8 – при 4ºС. Методом ПЦР 

в геномах исследуемых штаммов выявлены alkB-

гены, кодирующие алканмонооксигеназу – ключевой 

фермент разложения алифатических углеводородов. 

Выделенные и охарактеризованные бактерии-

деструкторы ДТ перспективны для дальнейших 

исследований с целью создания биотехнологий 

восстановления загрязненных почв/грунтов в услови-

ях холодного климата. 
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Abstract 

   Environmental pollution with toxic organic pollutants, 

including various classes of hydrocarbons, are a global 

environmental hazard that are frequently released into the 

environment as a result of oil and petroleum product 

spills. In cold climates, the biodegradation process of 

pollutants is significantly complicated. Therefore, 

biotechnologies based on psychrophilic/psychrotolerant 

bacteria are being developed to remediate contaminated 

areas with low temperatures. Using enrichment 

cultivation, three bacterial strains capable of degrading 

diesel fuel (DF) were isolated from soil collected near the 

Leningradskaya station (Antarctica). The strains were 

identified as representatives of the genera Arthrobacter 

(class Actinomycetes), Brevundimonas (class 

Alphaproteobacteria), and Bacillus (class Bacilli) based 

on 16S rRNA gene sequencing and analysis. Cultivation 

at different temperatures showed that the studied bacteria 

were capable of growing effectively on DF as a substrate 

at 15 and 25ºC, while the strains Brevundimonas sp. LN6 

and Arthrobacter sp. LB8 grew effectively at 4ºC. 

Polymerase chain reaction (PCR) analysis revealed alkB 

genes encode alkane monooxygenase, a key enzyme 

in aliphatic hydrocarbon degradation, in the genomes 

of the studied strains. The isolated and characterized 

DF-degrading bacteria are promising for further research 

to develop biotechnologies for remediating contaminated 

soils/grounds in cold climates.  
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ВВЕДЕНИЕ 

Антарктида является одной из самых экстремальных сред обитания на Земле 

для живых организмов. Антарктические микроорганизмы постоянно подвергаются 

воздействию стрессовых условий, таких как отрицательные температуры, частые циклы 

замораживания-оттаивания, низкая доступность питательных веществ, сильная засуха, 

солнечная радиация в течение южнополярного лета и локально высокая соленость [Jiang 

и др. 2022]. Несмотря на такие суровые условия, антарктические почвы обладают высоким 

разнообразием микроорганизмов, составляющих большую часть биомассы всех 

антарктических систем [Aislabie и др. 2001; Ball и др. 2023; Ciaramelli и др. 2023]. Ранее, 

при микробиологических исследованиях различных антарктических почв были выделены 

и описаны бактерии разных таксонов, в частности родов Arthrobacter, Corynebacterium, 

Micrococcus, Brevibacterium, Bacillus, Pseudomonas, Achromobacter, Nocardia, Flavobacterium, 

Streptomyces, Alcaligenes, Chromobacterium, Aeromonas и Planococcus [Vishniac 1993; Лысак 

и др. 2018]. В последние годы с использованием методов высокопроизводительного 

секвенирования проведены масштабные исследования разнообразия микроорганизмов 

почвенного покрова Антарктики [Bottos и др. 2020]. При изучении микробных сообществ 

1164-х почвенных образцов, отобранных в разных частях континента, в антарктических 

почвах было выявлено 52 бактериальных филума, доминирующими филами являлись 

Actinomycetota (30.6% ОТЕ), Bacteroidota (13.9%), Pseudomonadota (13.5%), Chloroflexota 

(9.9%), Acidobacteriota (8.5%), Cyanobacteriota (5.1%), Verrucomicrobiota (3.4%), 

Gemmatimonadota (3.0%), Bacillota (2.7%) и Deinococcota (1.3%) [Varliero и др. 2024]. 

Загрязнение окружающей среды токсичными органическими загрязнителями, 

к которым относятся углеводороды разных классов, представляет собой глобальную 

экологическую проблему. Накопление таких поллютантов в почвах в условиях сурового 

холодного климата Антарктиды представляет особую опасность из-за медленного 

протекания процессов биодеградации. В частности, разливы нефти, возникающие 

в результате транспортировки, хранения и использования дизельного топлива, стали 

серьезной и постоянной проблемой в регионе [Martinez Alvarez и др. 2022]. Нефтяные 

углеводороды также обнаруживаются вблизи полярных станций, т. к. их накопление 

в окружающей среде связано, как правило, с использованием в хозяйственной деятельности 

горюче-смазочных материалов (ГСМ) [Абакумов и др. 2015]. 

В последние годы особое внимание исследователей привлекают микроорганизмы-

деструкторы, обитающие в экстремальных условиях холодных экосистем. Эти уникальные 

организмы представляют значительный интерес для разработки инновационных 

биотехнологий, направленных на очистку загрязненных территорий в регионах с суровым 

климатом [Wong и др. 2021; Martinez Alvarez и др. 2022; Yap и др. 2024]. 

Микроорганизмы, способные разлагать нефтяные углеводороды и дизельное топливо 

(ДТ), широко распространены в почвах Антарктиды. Имеются данные о штаммах-

деструкторах углеводородов, изолированных с территории континента, которые 

представлены бактериями родов Dietzia, Pseudomonas, Rhodococcus, Variovorax, 

Marinomonas, Sphingobium, Rhodococcus, Arthrobacter, Janthinobacterium [Yap и др. 2024]. 

Однако не все выделенные из этого региона бактерии способны к эффективному росту 

и деградации углеводородов при низких температурах. В то же время, биоремедиация 

в антарктической среде возможна только в летний сезон из-за термодинамических 

ограничений, т. к. температура антарктической почвы колеблется до максимума 18°C 
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в летние месяцы. Таким образом, выделение и оценка биодеградативного потенциала новых 

бактерий из антарктических местообитаний, способных разлагать нефтяные углеводороды 

и дизельное топливо при низких температурах, является актуальной задачей и представляет 

значительный практический интерес. 

Цель данной работы – выделение, идентификация и характеристика бактерий, 

изолированных из образцов почвы/грунта, отобранных вблизи полярной станции 

Ленинградская во время проведения полевых работ 65-й Российской антарктической 

экспедиции. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

Объектами для исследования являлись почвенные образцы поверхностного слоя, 

отобранные на территории полярной станции Ленинградская (Антарктида) (69° 30,130' ЮШ, 

159° 23,252' ВД, 292 м над уровнем моря). Сбор образцов осуществлялся в 2020 году 

во время проведения полевых работ 65-ой Российской антарктической экспедиции. 

Отобранные образцы хранились при температуре -20°С. 

При выделении микроорганизмов использовали метод накопительного 

культивирования в жидкой минеральной среде К1 [Зайцев, Карасевич 1981] следующего 

состава (мг/л): K2HPO4 – 3180; NaH2PO4 – 350; (NH4)2SO4 – 500; Ca(NO3)2 – 10; MgSO4•7H2O 

– 0.29; CaCl2•2H2O – 0.06; NaMoO4•2H2O – 0.18; FeSO4•7H2O – 1.98; дополненной 1 мл/л 

раствора микроэлементов, содержащего (г/л): ЭДТА – 2.5; ZnSO4 • 2H2O – 10.95; FeSO4•7H2O 

– 5.0; MnSO4•2H2O – 1.54; CuSO4•5H2O – 0.39; Co(NO3)2•6H2O – 0.24; Na2B4O7•10H2O – 0.17; 

рН среды 7.3. В качестве ростовых субстратов использовали бифенил или нафталин 

в концентрации 1 г/л. Накопительное культивирование с образцами грунта проводили 

на шейкере Premium Compact Stackable Shaking Incubator ZWYR-293 («Labwit», Китай) 

при температуре 4 и 15ºС, 100 об./мин. в течение 4 недель, после чего осуществлялся перенос 

суспензии на твердые питательные среды. Для этого использовались чашки Петри 

с агаризованной средой Luria Bertani (LB) [Маниатис и др. 1984] следующего состава (г/л): 

триптон – 10, дрожжевой экстракт – 5, NaCl – 10, агар – 15. Культивирование проводилось 

при температурах 4 и 15°C. Колонии с отличающимися морфологическими признаками 

отбирались для дальнейшего изучения. 

На основе анализа гена 16S рРНК проводили идентификацию штаммов бактерий. 

Процесс амплификации фрагмента гена 16S рРНК осуществлялся с универсальными 

бактериальными праймерами 27F и 1492R [Lane 1991] на амплификаторе C1000 TouchTM 

Thermal Cycler («Bio-Rad Laboratories», США). Последовательности нуклеотидов определяли 

с применением набора «GenSeq-100» («Синтол», Россия) на автоматическом секвенаторе 

Нанофор 05 («Синтол», Россия) согласно рекомендациям производителя. Филогенетический 

анализ полученных последовательностей 16S рРНК проводили с применением программ 

Sequence Scanner v. 2.0., MEGA 7.0 (http://www.megasoftware.net). Поиск гомологичных 

последовательностей осуществляли с использованием базы данных EzBioCloud 

(http://www.ezbiocloud.net). 

Рост бактерий осуществляли в жидкой минеральной среде К1 с ДТ (концентрация 

1 г/л), на шейкере Premium Compact Stackable Shaking Incubator ZWYR-293 («Labwit», 

Китай). Температурные режимы культивирования включали 4, 15 и 25°C для определения 

оптимальных условий роста микроорганизмов. 
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Оптическую плотность культур (ОП600) измеряли на спектрофотометре UV-Visible 

BioSpec-mini («Shimadzu», Япония) при длине волны 600 нм в кювете с длиной оптического 

пути 1 см. Удельную скорость роста (μ, ч-1) рассчитывали по стандартной формуле: 

μ = (lnB2 – lnB1)/(t2-t1), где В1 и В2 – оптические плотности культуры в моменты времени t1 

и t2, соответственно [Нетрусов и др. 2005]. 

Выявление наличия гена alkB, кодирующего алканмонооксигеназу, проводилось 

с использованием праймеров alkF (5′-GCICAIARITIRKICAYAA-3′) и alkR 

(5′-GCITGITGITCISWRTGICGYTG-3′), как описано в работе [Kuhn и др. 2009]. В качестве 

положительного контроля был использован штамм-деструктор ДТ (алифатических 

углеводородов) Rhodococcus sp. NDT23 [Назаров и др. 2023]. Размер амплифицированного 

фрагмента гена alkB, полученного с применением вышеперечисленных праймеров, 

составляет 524 п.н. 

Электрофорез продуктов амплификации генов 16S рРНК и alkB проводили 

в горизонтальном 1% агарозном геле на 1× буфере ТВЕ (Трис – 10.8 г/л, борная кислота – 

5.5 г/л, 0.5 М ЭДТА – 4 мл, вода дистиллированная – 79.7 мл/л) при комнатной температуре, 

напряжении 5-15 В/см в течение 20-40 мин. Агарозные гели анализировали после 

окрашивания раствором бромистого этидия (0.5 мкг/мл) в течение 15 мин 

и фотографирования в УФ-свете с помощью системы гельдокументирования BioDocAnalyze 

(«Bio-Rad Laboratories», США). Для определения размеров амплифицированных фрагментов 

использовали маркер длин ДНК 100+ bp DNA Ladder («Евроген», Россия). 

Все эксперименты были выполнены в трехкратной повторности. При статистической 

обработке результатов рассчитывали среднее арифметическое и стандартное отклонение 

трех независимых экспериментов с использованием программы Microsoft Office Excel 2007. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 

Из образцов антарктического грунта после получения накопительных культур 

при температуре 4 и 15ºС и последующего высева их на агаризованную среду LB было 

получено 10 штаммов бактерий, отличавшихся морфологией колоний. Выделенные штаммы 

были проверены на способность к росту в жидкой минеральной среде К1 на ДТ в качестве 

единственного источника углерода и энергии. Среди полученных изолятов только у трех 

штаммов (обозначенных как LB8, LN3, LN6) было зарегистрировано существенное 

увеличение оптической плотности культуры (выше 0.5 ед.) при росте на ДТ (1 г/л). Штаммы 

LB8, LN3, LN6 были отобраны для более подробного изучения. 

Из экотопов Антарктиды ранее были выделены различные бактерии, разлагающие 

полициклические и алифатические углеводороды, включая бактерии родов Bacillus, 

Pseudomonas, Rhodococcus, Sphingobacterium и Acinetobacter [Abdulrasheed et al. 2020; 

Шапиро и др. 2022]. На основании секвенирования и последующего биоинформационного 

анализа фрагмента гена 16S рРНК (568-812 п.н.) исследуемые нами штаммы были отнесены 

к бактериям родов Arthrobacter (класс Actinomycetes), Brevundimonas (класс 

Alphaproteobacteria) и Bacillus (класс Bacilli). Штаммы LB8 и LN3 по гену 16S рРНК имеют 

сходство на уровне 100% с Arthrobacter globiformis NBRC 12137T и с тремя типовыми видами 

рода Bacillus, соответственно (табл. 1). Штамм LN6 по гену 16S рРНК наиболее сходен 

(на уровне 99.44%) с Brevundimonas bullata IAM 13153T. 
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Таблица 1. Анализ нуклеотидных последовательностей генов 16S рРНК изолированных 

бактерий-деструкторов ДТ 

Штамм 
Сход–

ство, % 
Типовой штамм ближайшего родственного вида  

(номер в базе данных GenBank) 
Кол–во 

нуклеотидов 

LB8 100 Arthrobacter globiformis NBRC 12137T (BAEG01000072) 568 

LN3 100 

Bacillus zhangzhouensis DW5–4T (JOTP01000061) 

812 Bacillus safensis subsp. safensis FO–36bT (ASJD01000027) 

Bacillus safensis subsp. osmophilus BC09T (KY990920) 

LN6 99.44 Brevundimonas bullata IAM 13153T (D12785) 716  

 

Исследованы параметры роста штаммов-деструкторов при различных температурах 

в минеральной среде К1 с ДТ в качестве субстрата. Показано, что при температурах 15 и 

25ºС штаммы Arthrobacter sp. LB8, Brevundimonas sp. LN6 и Bacillus sp. LN3 

демонстрировали рост, однако при 15ºС происходило увеличение периода лаг-фазы (рис. 1, 

табл. 2). При этом максимальные значения ОП600 штаммы достигали через 96 ч после начала 

культивирования (при 15ºС и при 25ºС). Стоит отметить, что максимальные значения ОП600 

штаммов Arthrobacter sp. LB8 и Brevundimonas sp. LN6 (1.12-1.16 ед.) были выше 

при температуре 15ºС, чем при 25ºС (рис. 1, табл. 2). Штаммы LB8 и LN6 также показывали 

эффективный рост и при температуре культивирования 4ºС, демонстрируя увеличение 

периода лаг-фазы (рис. 1, табл. 2). Значения максимальной ОП600 зафиксированы через 120 ч 

после начала культивирования и были ниже по сравнению с величинами при 15ºС,  
 

Рисунок 1. Рост штаммов Brevundimonas sp. LN6, Arthrobacter sp. LB8, Bacillus sp. LN3 

при 4, 15 и 25ºС в минеральной среде К1 с ДТ (1 г/л) в качестве единственного источника 

углерода и энергии 
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но сопоставимы или даже выше с таковыми значениями при 25ºС (табл. 2). У штамма 

Bacillus sp. LN3 зафиксированы небольшие показатели роста культуры при культивировании 

на ДТ при 4ºС (рис. 1). 

Таким образом, показано, что штаммы Arthrobacter sp. LB8 и Brevundimonas sp. LN6 

способны расти на минеральной среде K1 с ДТ в качестве субстрата при температуре от 4 

до 25ºС, штамм Bacillus sp. LN3 способен к эффективному росту на ДТ при 15 и 25ºС. 

Полученные данные указывают на высокую ферментативную активность исследуемых 

штаммов при температуре ниже 25°C, что позволяет отнести их к психрофильным или 

психротолерантным микроорганизмам, как и большинство антарктических видов бактерий 

[Yap и др. 2024]. Планируется продолжить исследование способности штаммов LB8, LN6 

и LN3 к деградации ДТ при низких температурах с использованием методов химического 

анализа остаточного содержания субстрата в культуральной жидкости с последующим 

расчётом степени деградации. 

Методом ПЦР при использовании праймеров [Kuhn и др. 2009] к alkB-генам с ДНК-

матриц штаммов Brevundimonas sp. LN6, Arthrobacter sp. LB8 и Bacillus sp. LN3 был получен 

ПЦР-продукт, соответствующий размеру ампликона (524 п.н.), полученному с ДНК-матрицы 

контрольного штамма-деструктора ДТ (рис. 2). На данном этапе исследований можно 

предположить, что в геномах исследуемых психротолерантных штаммов присутствуют alkB-

гены, участвующие в разложении алифатических углеводородов. Секвенирование и анализ 

полученных амплифицированных нуклеотидных последовательностей планируется в ходе 

дальнейших исследований. 

Таблица 2. Параметры роста штаммов при различных температурах 

в жидкой минеральной среде К1 с ДТ (1 г/л) 

Параметры роста 4ºС 15ºС 25ºС 

Штамм Arthrobacter sp. LB8 

Удельная скорость роста, ч–1 0.018±0.002 0.031±0.003 0.022±0.002 

Максимальное значение ОП600 1.01 1.12 1.10 

Лаг-фаза роста, ч 84 48 26 

Штамм Brevundimonas sp. LN6 

Удельная скорость роста, ч–1 0.020±0.002 0.027±0.003 0.022±0.002 

Максимальное значение ОП600 1.06 1.16 0.86 

Лаг-фаза роста, ч 96 30 24 

Штамм Bacillus sp. LN3 

Удельная скорость роста, ч–1 0.005±0.001 0.012±0.001 0.014±0.001 

Максимальное значение ОП600 0.20 0.52 0.65 

Лаг-фаза роста, ч 48 72 55 

 

Ген alkB кодирует алканмонооксигеназу – фермент, катализирующий терминальное 

гидроксилирование алканов и превращающий их в соответствующие первичные спирты, 

которые затем окисляются до альдегидов и карбоновых кислот, вовлекаемых в путь 

β-окисления [Harayama и др. 2004; van Beilen, Funhoff 2007]. Гены alkB выявлены у бактерий 

различных систематических групп и могут иметь хромосомную или плазмидную 
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локализацию [Шапиро и др. 2022]. При этом нахождение гена в плазмиде делает возможным 

горизонтальный перенос между членами сообщества, как показано в работе [Tourova и др. 

2008]. Наличие и активность генов alkB часто используются в качестве индикатора 

загрязнения алканами и присутствия штаммов, способных к их биодеградации [Guibert et al. 

2012; Шапиро и др. 2022]. 

Рисунок 2. Амплификация фрагмента гена 
alkB, кодирующего алканмонооксигеназу: М 

- маркер длин ДНК 100+ bp DNA Ladder 

(«Евроген», Россия); К+ – положительный 

контроль (Rhodococcus sp. NDT23); К- – 

отрицательный контроль; исследуемые 

штаммы – Brevundimonas sp. LN6, 

Arthrobacter sp. LB8, Bacillus sp. LN3 

Бактерии родов Arthrobacter, 

Brevundimonas и Bacillus широко 

распространенны в почвах, воде и других 

средах, известны своей метаболической 

пластичностью и устойчивостью к стрессам. 

Многие виды Arthrobacter признаны 

активными деструкторами углеводородов. 

Так, из полярных регионов были выделены и 

идентифицированы холодоадаптированные 

штаммы рода Arthrobacter, которые 

содержат в геноме alk-гены и способны 

эффективно деградировать н-алканы при 

низких температурах. Данные штаммы 

способны к росту при температурах до 9°С 

[Semenova и др. 2023], в то время как 

выделенный нами Arthrobacter sp. LB8 

эффективно растет при 4°С (рис. 1). 

Бактерии родов Bacillus и Brevundimonas 

известны своей способностью к деструкции 

широкого спектра компонентов нефти, 

н-алканов [Wang и др. 2016; Wu и др. 2023]. 

Также в геномах представителей  
 

данных родов выявлены alk-гены [Wang et al. 2016; Шапиро и др. 2022]. Ранее не были 

описаны психротолерантные штаммы рода Brevundimonas, способные использовать 

дизельное топливо в качестве единственного источника углерода и энергии при низких 

температурах (15 и 4°С), как выделенный нами штамм Brevundimonas sp. LN6 (рис. 1). 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

В микробном сообществе загрязненного ГСМ грунта, отобранного на территории 

станции Ленинградская (Антарктида), выявлено три штамма психротолерантных бактерий-

деструкторов дизельного топлива. Выделенные штаммы были идентифицированы 

как представители родов Arthrobacter (класс Actinomycetes), Brevundimonas (класс 

Alphaproteobacteria) и Bacillus (класса Bacilli). Ростовые эксперименты показали, 

что изоляты способны использовать ДТ в качестве единственного источника углерода 

и энергии при низких температурах (до 4ºС). Методом ПЦР в геномах штаммов был выявлен 

alkB-ген, контролирующий первый этап разложения алканов. Выделенные бактериальные 

штаммы перспективны для дальнейших исследований с целью их возможного использования 

при разработке технологий биоремедиации загрязненных территорий Антарктиды и других 

местообитаний с холодным климатом. 
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