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Цель. Анализ морфологических, физиологических, биохимических и молекулярно-

генетических особенностей новых штаммов умеренно галофильных бактерий, выделен-

ных из лабораторных культур микроводорослей Dunaliella viridis и Asteromonas gracilis. 

Материалы и методы. Из культур галофильных микроводорослей A. gracilis Т6 и 

D. viridis R5, длительно поддерживаемых в лабораторных условиях, с помощью бактерио-

логического метода выделены чистые культуры бактерий-ассоциантов. Культивирование 

проводили на мясо-пептонном агаре с 10%-ным содержанием NaCl. У выделенных бакте-

риальных культур оценивали тинкториальные, морфологические и биохимические осо-

бенности. Идентификацию проводили на основе анализа последовательности гена 16S 

рРНК. У выделенных бактериальных культур проводили количественное определение 

уровня каталазной активности. 

Результаты. Из культуры галофильной микроводоросли D. viridis R5 выделены два 

штамма бактерий рода Halomonas, один из которых – умеренно галофильный Halomonas 

sp.1, по своим характеристикам наиболее близкий к виду H. halophila, другой – галотоле-

рантный штамм Halomonas sp.2, наиболее сходный с H. tabrizica. Из культуры A. gracilis 

Т6 выделен галотолерантный штамм H. janggokensis. Отмечено, что численность бакте-

рий-ассоциантов в стационарную фазу роста микроводорослей достигает 107 КОЕ/мл. 

Уровень каталазной активности выделенных штаммов был невысоким и составлял 

0,88±0,08 - 1,38±0,10 мкМ/мин∙ОД для ассоциантов D. viridis R5 (Halomonas spp.) и 

3,49±0,05 мкМ/мин∙ОД для ассоцианта A. gracilis Т6 (H. janggokensis). 

Заключение. В статье описываются морфологические, молекулярно-генетические, 

физиологические и биохимические особенности новых штаммов рода Halomonas, дли-

тельно сохраняющихся в ассоциации с галофильными микроводорослями. Показано нали-

чие каталазной активности, которая является одним из механизмов сохранения бактерий в 

культурах микроводорослей. Таким образом, полученные данные расширяют представле-

ния об экологии рода Halomonas и составе прокариот в ассоциациях с галофильными мик-

роводорослями. 
 

Ключевые слова: Asteromonas gracilis, Dunaliella viridis, галофильные бактерии, род 

Halomonas, каталазная активность. 
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CHARACTERISTICS OF THE BACTERIA ASSOCIATED WITH LABORATORY 

CULTURES OF HALOPHILIC MICROALGAE 

1 Orenburg Federal Research Сenter, UB RAS (Institute for Cellular and Intracellular Symbiosis, 

UВ RAS), Orenburg, Russia 
 

Aim. Analysis of morphological, physiological, biochemical and molecular genetic char-

acteristics of new strains of moderately halophilic bacteria isolated from laboratory cultures of 

microalgae Dunaliella viridis and Asteromonas gracilis. 

Materials and methods. The pure cultures of associated bacteria were isolated from halo-

philic microalgae A. gracilis T6 and D. viridis R5 cultures, maintained in laboratory conditions 
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for a long time, using the cultural method. Cultivation was carried out on meat-peptone agar with 

10% NaCl content. Tinctorial, morphological and biochemical characteristics of the isolated bac-

terial cultures were assessed. Identification was based on analysis of the 16S rRNA gene se-

quence. A level of catalase activity in the isolated bacterial cultures was quantified. 

Results. Two bacterial strains of the genus Halomonas were isolated from the halophilic 

microalga culture D. viridis R5. One of those was the moderately halophilic Halomonas sp.1, 

most similar to the species H. halophila; another strain was the halotolerant strain Halomonas 

sp.2, most similar to H. tabrizica. A halotolerant strain of H. janggokensis was isolated from the 

culture of A. gracilis T6. The number of associated bacteria was noted to reach 107 CFU/mL in 

the stationary phase of microalga growth. The level of catalase activity of the isolated strains was 

not high and accounted 0,88±0,08 - 1,38±0,10 µmol/min∙OD for the associates of D. viridis R5 

(Halomonas spp.) and 3,49±0,05 µmol/min∙OD for the associate of A. gracilis Т6 (H. 

janggokensis). 

Conclusion. The article describes the morphological, molecular genetics, physiological 

and biochemical features of the new strains of genus Halomonas, which had been persisted for a 

long time in association with halophilic microalgae. Catalase activity in the strains was shown, 

which underlies bacterial persistence in microalgae cultures. Thus, the data obtained expand the 

knowledge on Halomonas ecology and the composition of prokaryotes in associations with halo-

philic microalgae. 
 

Key words: Asteromonas gracilis, Dunaliella viridis, halophilic bacteria, Halomonas, cat-

alase activity. 

 

Введение 

Ассоциации микроводорослей с прокариотами активно изучаются в 

пресноводных и морских экосистемах, а таже некоторых экстремальных ме-

стообитаниях [17]. Известно, что бактериальные ассоцианты способны как 

усиливать, так и подавлять рост и развитие микроводорослей, влияя на такие 

процессы как «цветение» воды [10]. Даже длительно культивируемые в лабо-

ратории культуры микроводорослей сохраняют симбиотические отношения с 

бактериями [21], поэтому используются в качестве удобной модели для ис-

следования трофических взаимоотношений в сообществах микроорганизмов 

[14], стимуляции роста водорослей [11], а также оценки взаимного подавле-

ния [19] и конкуренции за питательные вещества [15].  

В гипергалинных Соль-Илецких водоемах с соленостью более 100 г/л 

важными первичными продуцентами являются зеленые микроводоросли, 

среди которых наиболее часто встречаются представители родов Dunaliella и 

Asteromonas [4, 5]. Известно, что эти виды микроводорослей в качестве 

осмопротекторов синтезируют и накапливают в больших количествах глице-

рин, который в свою очередь может быть использован прокариотами в каче-

стве источника углерода [8]. Присутствие бактерий и архей ранее было пока-

зано в культурах галофильных водорослей рода Dunaliella [2, 9]. Так, изуче-



Бюллетень Оренбургского научного центра УрО РАН, 2023, №4 

DOI: 10.24411/2304-9081-2023-14001 3 

ние ассоциантов Dunaliella salina позволило описать новый вид Halomonas 

socia [9]. Ранее состав прокариот в культурах галофильных микроводорос-

лей, выделенных из Соль-Илецких озер, был определен методом метабарко-

динга гена 16S рРНК [22], что позволило определить наличие узкого спектра 

ассоциантов, представленных археями рода Halorubrum и бактериями рода 

Halomonas. 

Цель настоящего исследования – анализ морфологических, физиологи-

ческих и молекулярно-генетических особенностей новых штаммов умеренно-

галофильных бактерий, выделенных из лабораторных культур микроводо-

рослей Dunaliella viridis и Asteromonas gracilis.  

Материалы и методы  

Для исследования использовали длительно поддерживаемые в лаборатор-

ных условиях альгологически чистые культуры галофильных микроводорослей: 

A. gracilis, выделенная из озера Тузлучное в 2009 г., и D. viridis, выделенная из 

озера Развал. Культивирование проводили на среде ОПС следующего состава: 

NaCl – 116,0 г/л; MgSO4×7H2O – 50,0 г/л; KNO3 – 2,5 г/л; K2HPO4 – 0,2 г/л; Na-

HCO3 – 1,0 г/л в плоскодонных колбах объемом 250 мл в условиях искусственной 

непрерывной инсоляции (5000 лк) при температуре 25оС.  

Чистые культуры бактерий получали с помощью высева 0,1 мл культу-

ры микроводорослей, находящейся в стационарной фазе роста, на мясо-

пептонный агар с 10%-ным содержанием соли. Морфологию и число колоний 

оценивали через 3-5 суток после инкубации в термостате при 25оС. У выде-

ленных бактериальных культур оценивали морфологию клеток и подвиж-

ность с помощью иммерсионной и фазово-контрастной микроскопии Axi-

oskope A1 (Carl Zeiss, Германия).  Для уточнения результатов окраски по Гра-

му использовали КОН-тест (реакция Грегерсена) [13]. Качественное опреде-

ление каталазы осуществляли, добавляя бактериальную массу к 3% раствору 

H2O2. Для обнаружения бактериальной цитохромоксидазы использовали ОК-

СИтест (Lachema, Чехия). Продукцию кислоты из различных углеводов оце-

нивали по Лейфсону [18]. Выделение ДНК из чистых культур проводили фе-

нол-хлороформным методом. Секвенирование гена 16S рРНК проводили с 

помощью праймеров 16SF190: ATTAGCTAGTAGGTGGGGTAA и 16SR1100: 

TTACTAGCGATTCCGACTTCA (НПО «СИНТОЛ», Москва). Сборка последо-

вательности гена 16S рРНК осуществлялась с помощью программы 

MEGA11. Поиск гомологичных последовательностей проводился с использо-
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ванием базы данных NCBI GeneBank при помощи алгоритма BLAST. Коли-

чественное определение уровня каталазной активности бактерий проводили 

по методу О.В. Бухарина с соавт. [1]. Все эксперименты проводили в трех и 

более повторностях. 

Результаты и обсуждение  

Фенотипическая характеристика  

Для оценки состава бактериальных ассоциаций были использованы дли-

тельно поддерживаемые в лабораторных условиях культуры галофильных зе-

леных микроводорослей: штамм A. gracilis Т6, выделенный из гипергалинного 

озера Тузлучное [4], таксономическое положение которого было уточнено на 

основе анализа фрагмента последовательности гена 18S (KT013274.1), и 

штамм Dunaliella viridis R5, выделенный из гипергалинного озера Развал, 

идентификация которого была проведена ранее на основе анализа фрагмента 

ITS1-5,8S-ITS2 [6].  

При высеве на мясо-пептонный агар с 10%-ным содержанием соли D. 

viridis R5 наблюдался рост двух типов колоний (Dun 1/5 и Dun 2/7), A. gracilis 

– одного типа колоний (Ast.). Характеристика тинкториальных, морфологи-

ческих, физиологических и биохимических свойств выделенных штаммов 

приведена в таблице 1.  

Молекулярно-генетический анализ последовательности гена 16S рРНК 

В результате проведенного сравнения полученных последовательно-

стей гена 16S рРНК с нуклеотидными последовательностями в международ-

ной базе данных GenBank NCBI был продемонстрирован высокий процент 

сходства штамма Dun 1/5 с двумя близкородственными видами Halomonas 

halophila (CP129121) и Halomonas salina (NR042050), на основании чего он 

был идентифицирован как Halomonas sp. 1 (таблица 2). Наиболее близкими 

для штамма Dun 2/7 (Halomonas sp. 2) оказались нуклеотидные последова-

тельности, принадлежащие Halomonas fontilapidosi (NR044519) и Halomonas 

tabrizica (NR178334). Для штамма Ast. ближайшим гомологом оказался 

Halomonas janggokensis (OR880269). 

Ростовые и физиологические характеристики  

Учитывая роль каталазы в сохранении бактерий в ассоциациях с прес-

новодными микроводорослями [2], способными продуцировать перекись во-

дорода во внешнюю среду [25], у выделенных штаммов была оценена выра-

женность данного признака. 
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Таблица 1.  Фенотипическая характеристика выделенных штаммов  

  бактерий-ассоциантов галофильных микроводорослей 
 

 Штамм Dun 1/5 Штамм Dun 2/7 Штамм Ast. 

Цвет  колоний бежевые светло-бежевые бежевые 

Численность при 

высеве 

1.5×105 КОЕ/мл 1.5×105 КОЕ/мл 1,4×107 КОЕ/мл 

Морфология Грамотрицательные 

палочки 0,7×2,0 Ча-

ще одиночные, не-

равномерно окра-

шенные 

Грамотрицательные 

коккопалочки и па-

лочки 0,7×1.4 мкм. 

Чаще одиночные, 

иногда в скоплениях, 

неравномерно окра-

шенные 

Грамотрицательные 

палочки, 0,7×1,8-2,0 

мкм. Одиночные, 

очень редко есть 

длинные нити.  

Тест Грегерсена  

(с KOH) 

Грамотрицательные Грамотрицательные Грамотрицательные 

каталаза + +/- + 

оксидаза + + - 

Образование  

кислоты из сахаров: 

   

глюкоза  + + + 

ксилоза + - +/- 

маннит - + + 

лактоза - - - 

фруктоза + + + 

рамноза + - - 

мальтоза - +/- + 

сахароза - +/- + 

отношение к  

кислороду 

строгие аэробы факультативные 

анаэробы 

строгие аэробы 

рост в присутствии 

10 г/л NaCl 

+ + + 

рост на МПА без 

NaCl 

- + +/- 

 

Каталазная активность оказалась довольно стабильным свойством, ха-

рактеризующим штаммы (Таблица 3). Наиболее высокими значениями отли-

чался штамм H. janggokensis, выделенный из культуры A. gracilis. У Halomo-

nas spp., выделенных из D. viridis R5, каталазная активность оказалась ниже. 

Не было выявлено достоверной разницы в значениях каталазной активности 

при росте на средах с 10%-ным содержанием NaCl и без добавления NaCl. 

Полученные значения были сопоставимы с уровнями (0,69-6,5 

мкМ/минОД), полученными для бактерий-ассоциантов пресноводных мик-

роводорослей Scenedesmus obliquus, Chlorococcum infusionum, Coelastrum mi-

croporum, Chlamydomonas reinhardii [3], хотя в целом их можно охарактеризо-

вать как низкие и средние. 
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Таблица 2. Сравнение нуклеотидных последовательностей выделенных 

штаммов бактерий-ассоциантов с данными базы NCBI 
 

Номер 

штамма 

Название 

штамма 

(номер в 

GeneBank) 

Источник 

выделения 

Длина 

фраг-

мента 

Ближайший 

гомолог 

(типовой 

штамм) 

Сходство 

(покры-

тие) 

Источник 

выделения 

Ссылка 

Штамм 

Dun 

1/5 

Halomonas 

sp. 1 

(OR880267) 

Культура 

микрово-

доросли  

D. viridis 

R5 

1001 Halomonas 

halophila 

CCM 3662 

(CP129121)  

99.70% 

(100%) 

Засолен-     

 ные почвы, 

Аликанте 

Испания 

[7] 

 

Halomonas 

salina F8-11 

(NR042050) 

99.70% 

(100%) 

Засолен- 

 ные почвы, 

соленые 

пруды, 

озера, море 

[24] 

Штамм 

Dun 

2/7 

Halomonas 

sp. 2 

(OR880268) 

Культура 

микрово-

доросли  

D. viridis 

R5 

1013 Halomonas 

fontilapidosi 

5CR  

(NR044519) 

99.31% 

(100%) 

 

 

Соленое 

озеро Фу-

энте-де- 

Пьедра,  

Малага,  

Испания 

[12] 

Halomonas 

tabrizica 

TBZ21 

(NR178334) 

99.31% 

(100%) 

 

 

Озеро 

Урмия, 

Иран 

[23] 

Штамм 

Ast. 

Halomonas 

janggokensis 

(OR880269) 

культура 

микрово-

доросли A. 

gracilis T6 

990 Halomonas 

janggokensis 

M24' 

(NR042489) 

100% 

(100%) 

Пруд для 

выпарива-

ния соли, 

остров 

Анмёндо, 

Южная 

Корея 

[16] 

 

Таблица 3. Уровень каталазной активности бактерий-ассоциантов, 

выделенных из культур галофильных микроводорослей 
 
 
 
 

Заключение 

Как и большинство представителей рода Halomonas, выделенные 

штаммы нуждаются в Na+ для роста. Известно, что минимальное значение 

для роста варьирует у разных видов, что является важным диагностическим 

Штамм бактерий 

Каталазная активность (мкМ/минОД) 

среднее 

значение 

минимальное 

значение 

максимальное 

значение 

число  

повторностей 

Halomonas sp. 1  

(штамм  Dun 1/5) 
1,38±0,10 1,04 1,68 6 

Halomonas sp. 2  

(штамм  Dun 2/7) 
0,88±0,08 0,66 1,15 6 

H. janggokensis 

 (штамм   Ast.) 
3,49±0,05 3,28 3,81 12 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP129121.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=N6UP87E9013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_044519.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=PB28SUXR013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_178334.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=2&RID=PB28SUXR013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_042489.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=PB3PMZPB016


Бюллетень Оренбургского научного центра УрО РАН, 2023, №4 

DOI: 10.24411/2304-9081-2023-14001 7 

критерием [24]. Штамм Halomonas sp. 1 не рос на обычном мясо-пептонном 

агаре, что согласуется с описанием ближайших гомологов  H. halophila и H. 

salina, для которых нижний предел солености для роста 2 и 3 г/л, соответ-

ственно. Морфологические и тинкториальные свойства штамма Halomonas 

sp. 1 были в большей степень сходны с описанием вида H. halophila, который 

также является строго аэробным, умеренно галофильным, каталазо- и оксида-

зоположительным, окисляет глюкозу, но не окисляет лактозу [24]. У штаммов 

Dun 2/7 и Ast., идентифицированных как Halomonas sp. 2 и H. janggokensis, 

наблюдался слабый рост на мясо-пептонном агаре, что объяснимо, так как 

минимальное требование к присутствию NaCl (до 1%) может обеспечиваться 

обычными лабораторными средами [24]. Штамм Halomonas sp. 2 по феноти-

пическим свойствам более сходен с H. tabrizica [23], а штамм Ast., идентифи-

цированный как H. janggokensis, полностью соответствует характеристикам 

данного вида [24]. Известно, что H. janggokensis может использовать глице-

рин как источник углерода для роста [16]. В то же время Asteromonas gracilis, 

как и представители рода Dunaliella, продуцирует в больших количествах 

глицерин [20]. 

Известно, что представители рода Halomonas широко распространены в 

природе, выделяясь из всех типов соленых местообитаний, в том числе воды, 

осадков гипергалинных водоемов, засоленных почв, прудов для выпаривания 

соли, вне зависимости от географического расположения и климатических осо-

бенностей. Также эти бактерии обнаруживались в ассоциации с морскими жи-

вотными и объектами аквакультуры [24]. Описан вид бактерий H. socia из куль-

туры Dunaliella salina [9]. Полученные данные демонстрируют, что зеленые га-

лофильные микроводоросли – это характерный биотоп для представителей рода 

Halomonas, что согласуется с данными метабаркодинга по гену 16S рРНК. Од-

нако механизмы возможных взаимодействия и их значение как для микроводо-

рослей, так и бактерий, предстоит изучить с привлечением не только культу-

ральных, но и «-омиксных» технологий. Таким образом, полученные данные 

расширяют представления об экологии рода Halomonas и составе прокариот в 

ассоциациях с галофильными микроводорослями. 
 

(Исследование выполнено за счет гранта Российского научного фонда № 23-24-10062, 

https://rscf.ru/project/23-24-10062/) 
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