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Аннотация. В работе исследованы 23 образца аллювиальной луговой, бурой
полупустынной, аллювиальной дерновой и светло-каштановой почв различной степени
засоления (величина сухого остатка от 0,3 до 2,9 %). Из физиологических групп
обнаружены гетеротрофы, включающие микроорганизмы, способные усваивать
высокие (сапротрофы) и низкие (олиготрофы) концентрации органических веществ.
Среди них выделены микроскопические грибы, бактерии, в том числе актинобактерии.
Сравнительная характеристика количественного состава микроорганизмов, полученная
в результате высева почвенных разведений на твёрдые питательные среды,
свидетельствует о том, что максимальная численность микроорганизмов наблюдалась
на крахмально-казеиновой среде, которая на порядок превышала численность
микроорганизмов, выделенных на других питательных средах. В результате выбраны
3 изолята (№ 2, 11, 18), проявивших высокую фитостимулирующую активность.
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Abstract. The study involved 23 samples of alluvial meadow, brown semi-desert,
alluvial sod, and light chestnut soils with varying degrees of salinity (dry residue from 0.3%
to 2.9 %). The physiological groups revealed included heterotrophs, including
microorganisms capable of assimilating high (saprotrophs) and low (oligotrophs)
concentrations of organic matter. These included microscopic fungi and bacteria, including
actinobacteria. A comparative analysis of the quantitative composition of microorganisms,
obtained by inoculating soil dilutions onto solid nutrient media, showed that the maximum
number of microorganisms was observed on the starch-casein medium, which was an order of
magnitude higher than the number of microorganisms isolated on other nutrient media. As a
result, 3 isolates (No. 2, 11, 18) were selected that showed high phytostimulating activity.
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Введение. Актинобактерии, приспособленные к обитанию в экстре-
мальных условиях почвы, отличающихся непостоянством уровня солёно-
сти и содержания биогенных элементов, широким диапазоном темпера-
турных колебаний и действием высокой инсоляции могут быть перспек-
тивными источниками биологически активных веществ [3–5].

Известны фундаментальные работы, посвящённые биоразнообразию,
систематике, а также особенностям географического распределения акти-
нобактерий в различных типах почв, взаимосвязи между засоленными
почвами, генетическим разнообразием и структурой микробных сооб-
ществ. Засоленные почвы являются основными источниками для изоляции
таких микроорганизмов [1; 2; 4; 5].

Метаболизм галофильных актинобактерий разнообразен и определя-
ется состоянием среды обитания, в частности содержанием солей. Хлори-
ды могут иметь много различных функций в жизни галофильных микроор-
ганизмов.

В солончаках микробные сообщества включают в себя представите-
лей стрептомицетов. Почвенные стрептомицеты играют важную роль
и оказывают решающее влияние на экосистемы, принимая участие в кру-
говороте питательных веществ [1; 2; 9].
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Среди возможных последствий засоления выделяют изменение хи-
мического состава почв и нарушение их физических характеристик, что
может привести к структурным и функциональным трансформациям поч-
венных экосистем. Засоление влияет на биомассу микроорганизмов и их
метаболическую активность. Известно, что почвенная микробиота первой
реагирует на различные виды загрязнения, при этом уже на начальных ста-
диях загрязнения могут изменяться состав, численность микроорганизмов,
их метаболизм и активность почвенных ферментов [6; 7].

В связи с вышеизложенным, актинобактерии в засоленных почвах
аридной зоны вызывают значимый практический интерес для дальнейших
комплексных исследований [10; 11].

Цель исследования: изучение актинобактерий в засоленных почвах
аридной зоны Астраханской области.

Задачи исследования: определить микробиологический состав
отобранных почвенных образцов; выявить степень засоления исследуемых
проб почвы; установить зависимость числа выделенных изолятов
актинобактерий от степени засоленности почвы.

Условия исследования. Экспериментальные исследования выпол-
нены на базе кафедры биотехнологии, аквакультуры, почвоведения
и управления земельными ресурсами и лаборатории «Биотехнология, мик-
робиология и почвоведение» ФГБОУ ВО «Астраханский государственный
университет им. В. Н. Татищева».

Материалы и методы исследования. Образцы почв для анализа
брали в характерном для данной местности биотопе с учётом ландшафта,
рельефа, растительности, типа почвы и её окультуренности. Верхний слой
почвы обычно богат разнообразными видами бактерий и беден актино-
мицетами, поэтому перед взятием пробы снимали верхний слой толщи-
ной 1–2 см.

Для химических анализов почву высушивали в бумажных пакетах,
после чего хранили при комнатной температуре. Микробиологические ис-
следования проводили сразу после взятия проб.

Сравнительное изучение морфологических (форма цепочек спор)
и культуральных (окраска воздушного мицелия, окраска субстратного ми-
целия, наличие растворимых пигментов, наличие меланоидных пигментов)
диагностических признаков при росте штаммов актиномицетов выполнили
на следующих средах: минеральный агар I, солевой раствор А, овсяный
агар, овсяный агар ISP3, глицерин-нитратный агар, глюкозо-
аспарагиновый агар, глицерин-аспарагиновый агар ISP5, пептонно-
дрожжевой агар с железом ISP6, среда ISP9, крахмально-аммиачный
агар ISP4.

Для изучения морфологического строения репродуктивных структур
культуры актиномицетов выращены на среде, наиболее благоприятной
для спороношения, — минеральном агаре 1 — в чашках Петри
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или на скошенном агаре в пробирках. Тип цепочек и характер поверхности
спор определяли у зрелых культур на 14 день роста. Кусочек агара с мице-
лием помещали на предметное стекло, срезав предварительно весь лишний
агар, и просматривали в световой микроскоп.

Культуральные свойства исследовали путём определения цвета воз-
душного и субстратного мицелия, цвета растворимых пигментов, которые
окрашивают среду. Пигменты, продукты вторичного метаболизма, являют-
ся важной биохимической характеристикой актиномицетов.

Определение цвета проводили на 7, 14, 21 день роста культур. Цвет
воздушного мицелия определяли на минеральном агаре 1, так как данная
среда благоприятна для образования спороносящего воздушного мице-
лия. Определение цвета воздушного мицелия проводили при дневном
освещении.

Цвет субстратного мицелия (определяли по цвету обратной стороны
колонии) обусловлен образованием различных пигментов. Данный цвет
изменяется в процессе роста культур вследствие образования нескольких
пигментов. В процессе длительного культивирования и хранения культуры
иногда теряют способность к образованию пигментов. Определение окрас-
ки субстратного мицелия относится также к определению цвета раствори-
мых окрашивающих сред пигментов.

Образование меланоидных пигментов определяли на пептонно-
дрожжевом агаре, содержащем железо, на 2–4 сутки роста. Если при этом
образовывался тёмно-зелёно-бурый, бурый или чёрный растворимый пиг-
мент, то считалось, что культура образует меланоидные пигменты.

Образование сероводорода обнаруживали на питательной среде
Треснера, которую засевали взвесью спор 14-суточных культур акти-
номицетов. Отмечали результаты (почернение среды) через 48 ч при тем-
пературе плюс 28 °С. Способность штаммов восстанавливать нитраты
в нитриты исследовали на жидкой среде Чапека с 1 % глицерина.

Для идентификации выделенных активных изолятов актиномицета
выделяли геномную ДНК, используя набор реактивов “AxyPrep Multi-
source Genomic DNA Miniprep Kit” (“Corning”, США). ПЦР проводили
в 50 мкл реакционной смеси, содержащей 5 мкМ смеси нуклеотидтрифос-
фатов («Хеликон», Россия), по 50 pmol каждого праймера («Евроген», Рос-
сия), 0,5 мкл Taq-полимеразы (5 ед./мкл) («Хеликон», Россия) и 1 мкл
(100–200 нг) геномной ДНК. Реакцию проводили в амплификаторе
“C1000TM Thermal Cycler” (“BioRad”, США). ПЦР выполняли в течение
36 циклов: предварительная денатурация при 95 °C, 3 мин 30 с; 35 циклов
денатурации при 94°C, 1 мин, отжига праймеров при 54 °C, 1 мин и элон-
гации при 72 °C, 2 мин 10 с; финальная элонгация при 72 °C, 7 мин.

Выделенную ДНК визуализировали с помощью электрофореза
в 1%-м агарозном геле с использованием маркера “Lambda DNA/HindIII”
(“Fermentas”, США) для оценки размера фрагментов и количества ДНК.
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Фрагменты нужного размера вырезали из геля и очищали с помощью
набора “PureLink™ Quick kit” (“Invitrogen”, США) в соответствии с реко-
мендациями производителя.

Определение нуклеотидной последовательности ПЦР-продукта про-
водили на генетическом анализаторе “ABI 3500xl” (“Applied Biosystems”,
США). Поиск гомологичных последовательностей проводили с помощью
базы данных NCBI GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov) и программы
BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Для конструирования фило-
генетических деревьев использовали программу “MEGA 6.0” и метод
Neighbor – Joining. Эволюционные расстояния рассчитаны с использовани-
ем модели “Maximum Composite Likelihood”. Статистическая достовер-
ность кластеров оценивалась с помощью бутстреп-анализа (1 000 реплик).

На первом этапе для отбора активных изолятов с фитостимулирую-
щими свойствами определяли фитотоксичность суспензии актиномицетов
в лабораторных oпытах на семенах тoмата (Solanum lycopersicum) сор-
та Нoвичок (ГОСТ 12038-84).

Экспозиция замачивания семян в трехсуточной суспензии составляла
1 ч. Обработанные семена помещали по 20 шт. и проращивали на увлаж-
ненных ватных дисках (по 20 мл стерильной воды) в чашках Петри. В опы-
те использовали 2 контрольных варианта: 1 — замачивание семян в водо-
проводной воде; 2 — замачивание семян в стерильной крахмально-
казеиновой среде. Повторность опыта трехкратная. Учёт всхожести прово-
дили на 7-е и 14-е сутки.

Результаты исследования. Микробиологические исследования поч-
венных экосистем проводили на территории Астраханской области. Ото-
браны 23 образца аллювиальной луговой, бурой полупустынной, аллюви-
альной дерновой и светло-каштановой почв.

В результате анализа величины сухого остатка установлено, что ис-
следуемые почвы характеризуются от слабозасоленной до очень сильноза-
соленной степенью засоления. Среднее содержание плотного (сухого)
остатка в исследуемых почвах колебалось от 0,3 до 2,9 %. Все образцы
почв слабощелочные, величина рН находилась в пределах от 7,1 до 7,8.

Очень сильнозасоленными явились почвенные образцы № 8, 9, 6, 11,
13, в которых величина сухого остатка составила от 2,3 до 2,9 %. Самые
низкие показатели степени засоления обнаружены в образцах почв № 2, 12,
14, 19, 5, 16, 10, величина сухого остатка в них не превышала 0,3 %. Мак-
симальная величина сухого остатка (2,9 %) определена в почвенном образ-
це № 13 (Красный Яр, с. Забузан).

Рассматривая численность трофических категорий, в которые вошли
такие организмы, как амилолитические и сахаролитические, олигонитро-
филы, сапротрофы, олиготрофы, можно сказать, что перечисленные мик-
роорганизмы содержатся в изучаемых почвах в количестве 106–107 КОЕ/г.
Среди них выявлены различные бактерии, включая актинобактерии.
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Изучение качественного состава микроорганизмов в почвах показало
большое его разнообразие. Из физиологических групп обнаружены гетеро-
трофы, включающие микроорганизмы, способные усваивать высокие (са-
протрофы) и низкие (олиготрофы) концентрации органических веществ.
Среди них выделены микроскопические грибы, бактерии, в том числе ак-
тинобактерии.

Сравнительная характеристика количественного состава микроорга-
низмов, полученная в результате высева почвенных разведений на твёрдые
питательные среды, свидетельствует о том, что максимальная численность
микроорганизмов наблюдалась на крахмально-казеиновой среде
(2,0…22,0·106 КОЕ/г почвы), которая на порядок превышала численность
микроорганизмов, выделенных на других питательных средах. Необходи-
мо отметить, что максимальное и минимальное количество микроорганиз-
мов на данной среде обнаружено в образцах бурой полупустынной почвы.
Установлено, что число микроорганизмов, выделенных на других пита-
тельных средах (ГРМ-агар, среда Эшби, «голодный» агар, среда Чапека,
среда Гаузе № 2, агар крахмально-аммиачный, агар глицерин-
аргининовый, агар глицерин-нитратный) находилось в пределах одного
порядка и варьировало в пределах 0,3…9,9∙106 КОЕ/г почвы (табл.).

Таблица — Количественный учет микроорганизмов в исследуемых почвах

Тип почвы

№
по

чв
ен

но
го

об
ра

зц
а

Количество микроорганизмов, выделенных на питательных средах,
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Алюви-
альная
луговая

1 3,8 1,9 2,5 0,6 4,2 4,0 6,8 5,6 7,2

3 2,2 2,5 2,6 0,4 3,2 3,0 5,9 4,9 6,6

20 3,7 3,1 1,1 2,2 3,9 10,0 5,3 5,4 8,6

18 3,2 6,1 4,5 4,5 3,4 4,0 7,5 9,4 8,6

Бурая полу-
пустынная

2 3,0 2,1 1,3 0,4 2,5 2,0 4,1 5,0 5,9

4 2,7 1,5 1,5 0,3 3,5 3,0 6,2 6,0 3,9

7 2,9 2,2 2,6 0,4 2,5 3,0 5,5 5,7 4,6

8 2,8 2,7 2,3 0,4 3,5 3,0 5,7 6,2 5,7

9 3,5 4,9 1,5 3,8 5,0 8,0 9,5 9,3 9,5

12 2,8 1,2 1,5 4,2 2,5 7,0 3,2 6,2 7,3
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Продолжение табл.

Несмотря на то, что образцы почв № 18 (аллювиальная луговая),
№ 22 (бурая полупустынная), № 23 (светло-каштановая) являются сильно-
засоленными, численность азотфиксирующей и сахаролитической микро-
флоры в них оказалась самой высокой. Количество аборигенной оли-
готрофной микрофлоры наибольшее в образце № 18 и составило
4,5∙106 КОЕ/г почвы.

Анализ общей численности физиологических групп показывает,
что во всех образцах почв доминируют актинобактерии, но в образ-
цах почв № 5, 6, 9–12, 15, 18, 22, 23 их количество наибольшее
(2,0…22,0∙106 КОЕ/г). Высокий титр актинобактерии, возможно, связан
с доминированием спор, а не мицелия.

Микроскопическое исследование полученных колоний показало при-
сутствие различных морфотипов клеток: палочки, кокки, а также склонные
к полиморфизму клетки. На ГРМ-агаре доминируют грамположительные
спорообразующие и грамотрицательные палочки. Олигонитрофильная

Тип почвы
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Количество микроорганизмов, выделенных на питательных средах,
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14 3,2 3,6 2,2 5,2 3,0 4,0 3,5 4,8 4,9

17 2,5 3,2 1,7 1,9 2,9 9,0 6,5 7,5 5,9

19 3,5 2,5 2,3 4,2 4,1 3,0 4,9 5,0 5,5

22 4,5 6,5 1,5 4,6 3,5 10,0 8,6 9,3 8,9

Алювиаль-
ная дерно-

вая

5 3,2 3,5 2,7 0,7 4,2 7,0 9,4 9,0 8,2

6 3,1 4,1 3,0 0,5 4,1 22,0 8,5 8,8 8,4

11 3,3 3,2 2,5 3,5 4,5 10,0 8,4 8,7 9,5

13 3,0 2,4 1,6 6,2 3,5 7,0 4,1 4,4 7,2

15 3,3 5,7 3,1 2,8 2,8 9,0 9,5 8,6 9,6

16 2,9 2,0 2,0 2,6 4,3 4,0 4,7 5,2 6,9

21 3,2 3,4 2,2 2,5 2,2 4,0 2,1 5,7 7,2

Светло-
каштановая

10 3,8 5,3 2,3 2,8 4,8 9,0 9,9 9,6 8,7

23 4,8 7,0 1,7 5,2 2,5 9,0 9,4 8,4 9,0
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микрофлора на среде Эшби характеризовалась грамотрицательными
и грамположительными палочками и полиморфными клетками. На «го-
лодном» агаре обнаружены грамположительные мелкие полиморфные
формы. На среде Чапека выявлены микромицеты родов Alternaria,
Aspergillus и Fusarium. Выявлено, что относительное число грибов в почве
уменьшалось при одновременном увеличении их видового состава. Ами-
лолитические микроорганизмы представлены грамположительными акти-
номицетоподобными формами, часть из которых принадлежала к стрепто-
мицетам.

В результате выделен 21 изолят актинобактерий. Следует отметить,
что результатами проведённых анализов подтверждается, что типичные
формы актинобактерий, относящиеся к аэробам и образующие мицелий,
широко распространены в почвах Астраханской области. Установлено,
что наибольшее многообразие и распространение почвенных комплексов
Streptomyces встречается в образцах почв с повышенной степенью засоле-
ния (№ 5, 6, 9, 11, 18, 22, 23) [1; 2]. В образце с сильнозасоленной почвой
№ 6 на крахмально-казеиновой среде выявлено максимальное количество
актинобактерий (22,0∙106 КОЕ/г). В результате проведения корреляционно-
регрессионного анализа установлена взаимосвязь между числом выделен-
ных штаммов актинобактерий и степенью засоленности почвы с коэффи-
циентом корреляции x = 0,5379.

Установлено, что в специфичных почвенно-экологических условиях
региона, характеризующихся высокими концентрациями солей и недостат-
ком влаги, одними из наиболее распространенных почвенных микроорга-
низмов являются актинобактерии, в том числе стрептомицеты. Наиболь-
шее многообразие и распространение почвенных комплексов актинобакте-
рий (2,0…22,0∙106 КОЕ/г) встречается в образцах почв с повышенной сте-
пенью засоления (№ 6, 9, 11, 18, 22, 23).

В результате исследования качественного состава эколого-
трофических групп микроорганизмов выделен 21 изолят актинобактерии,
в составе которых присутствуют стрептомицеты.

В связи с тем, что в процессе жизнедеятельности актинобактерий
в окружающую среду вырабатывается комплекс вторичных метаболитов,
оказывающих влияние на другие организмы, возникла необходимость оце-
нить его фитотоксическое и фитостимулирующее действие на томаты. Се-
мена томатов сорта Новичок обрабатывали суспензией всех полученных
изолятов актинобактерий (ГОСТ 12038-84). На 4-е сутки культивирования
установлено прорастание семян томатов в контрольных и опытных вари-
антах. На 14 сутки экспозиции наибольшая всхожесть наблюдалась
при обработке семян суспензией изолятов актинобактерий № 2 (76,7 %),
№ 3 (68,3 %), № 10 (70,0 %), № 11 (71,7 %), № 18 (75,0 %).

На 14-е сутки экспозиции наибольшая всхожесть наблюдалась
при обработке семян суспензиями тех же изолятов бактерий № 2 (76,7 %),
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№ 11 (71,7 %), № 18 (75,0 %). Анализ полученных данных свидетельствует
о том, что токсическое действие на томат наблюдалось в вариантах опыта
с изолятами № 8, 12, 14, 17, 19, полученных из бурых полупустынных
почв, с изолятами № 9, 13, 15, 21 — из аллювиальных дерновых почв,
с изолятом № 20 — из аллювиальной луговой.

Популяция клеток актинобактерий может приспосабливаться к раз-
личным условиям среды, меняя свои биохимические свойства. По нашему
мнению, реакцией актинобактерий на агрессивные факторы существова-
ния, такие как засушливый климат и высокая солёность почв, является фи-
зиологическая перестройка биохимического состава, которая может быть
обусловлена продуцированием токсинов. Следовательно, в данных почвах
создаются токсичные условия для развития растений, а актинобактерии
играют одну из ключевых ролей в увеличении токсичности. Биометриче-
ские показатели растений томата определяли на 21-е сутки эксперимента.
Наиболее высокие биометрические показатели растений — биомасса
(15,3–17,0 мг), длина корня (3,7–5,0 см), длина стебля (2,0–2,7 см) — выяв-
лены в вариантах с изолятами актинобактерий № 2, 11, 18 [1; 2].

Изолят № 11 выделен из бурых полупустынных почв с очень силь-
ной степенью засоления (Наримановский р-н Астраханской обл.). Изолят
№ 2 выделен из бурой полупустынной почвы со слабой степенью засоле-
ния (п. Новоначаловский, Приволжский р-н Астраханской обл.). Изолят
№ 18 выделен из аллювиальной луговой почвы с сильной степенью засо-
ления (Лиманский р-н Астраханской обл.). Изолят № 10 получен из светло-
каштановой почвы со слабой степенью засоления (Приволжский р-н Аст-
раханской обл.). Изолят № 3 получен из аллювиальной луговой почвы
с сильной степенью засоления (с. Тамбовка, Харабалинский р-н Астрахан-
ской обл.).

Выводы. Результаты проведённого теоретического и эксперимен-
тального исследований свидетельствуют о том, что цель работы, которая
состояла в изучении актинобактерий в засоленных почвах аридной зоны
Астраханской области, достигнута, задачи решены в полном объёме.

В ходе работы определён микробиологический состав и выявлена
степень засоления исследуемых почвенных образцов, установлена зависи-
мость числа выделенных изолятов актинобактерий от степени засоленно-
сти почвы.

Из 23 образцов аллювиальной луговой, бурой полупустынной, аллю-
виальной дерновой и светло-каштановой почв различной степени засоле-
ния (величина сухого остатка от 0,3 до 2,9 %) выделен 21 изолят актино-
бактерий. Данные бактерии исследованы на фитотоксичность на растениях
томата сорта Новичок. В результате выбраны 3 изолята (№ 2, 11, 18), про-
явивших высокую фитостимулирующую активность.
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