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Пещеры являются специфической экосистемой: 
они обладают уникальным микроклиматом за счет 
отсутствия света, характеризуются постоянно низ-
кой температурой (3‒4 C), высокой влажностью 
(до 100%) и недостатком органического вещества. 
Чтобы преодолеть факторы, ограничивающие рост, 
микроорганизмы вынуждены адаптироваться, со-
здавая сложные, мутуалистические сети или кон-
куренцию. По этой причине пещерные микроор-
ганизмы обладают специфичными вторичными 
метаболитами, которые потенциально могут быть 
использованы в  различных сферах человеческой 
жизни (Lopes da Silva et al., 2019). Исследования 
с применением различных (культуральных, моле-
кулярных) методов показывают, что Proteobacteria 
составляют значительную часть общего микробно-
го разнообразия в пещерах. На уровне рода наибо-
лее многочисленными являются роды Pseudomonas, 
Brevundimonas, Caulobacter и  Bosea. Однако их 

численность и биоразнообразие зависят от эволю-
ционной зрелости микробного сообщества, теку-
щего уровня поступления чужеродных органиче-
ских веществ и притока аллохтонной микрофлоры 
(Кузьмина и соавт., 2012; Jaroszewicz et al., 2021; Zhu 
et al., 2021; Kosznik-Kwaаnicka et al., 2022).

В Приморском крае описано около 90 доступ-
ных для человека пещер длиной более 20 м каждая. 
Наиболее многочисленными являются карстовые 
пещеры. Их образование, как следует из названия, 
связано с карстом — процессом растворения и вы-
щелачивания горных пород водой. В Хасанском 
районе Приморского края в настоящее время из-
вестно более 10 пещер Барабашской свиты, при-
уроченных к выходам верхнепермских известня-
ков. Одной из них является малоизученная пещера 
Мраморная, которая представляет интерес как пе-
щерная экосистема, не испытывающая антропо-
генной нагрузки (Берсенев, 1990; 2017).
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Исследовано культивируемое сообщество бактерий рода Pseudomonas в глинистых органогенных от-
ложениях пещеры Мраморная (Приморский край). Выделенные в данной работе штаммы бактерий 
являются эвритермными и психротолерантными. Их таксономическая принадлежность установлена 
путем секвенирования фрагментов гена 16S рРНК. Известно, что бактерии рода Pseudomonas пред-
ставляют все экологические ниши Земли и, соответственно, обладают широким спектром адаптивных 
функций. Методами микроскопии установлена смена характера подвижности и устойчивость размера 
клеток при изменении температур культивирования бактерий. Исследуемые штаммы представляют 
научный и практический интерес, благодаря проявлению ферментативной активности к нескольким 
субстратам одновременно при разных температурах (25 и 4 C), а также способности выделять холо-
доактивную пектиназу, протеазу и липазу. Выделенные штаммы отличались высокой фосфат-солю-
билизирующей активностью как при 4 C, так и при 25 C. Пещера Мраморная является карстовой 
и характеризуется карбонатным карстом, что обосновывает предпочтение для исследуемых штаммов 
в фосфате кальция. Анализ данных показывает, что в полученной нами коллекции культивируемых 
бактерий рода Pseudomonas представлены как типичные психротолерантные, проявляющие фермен-
тативную активность в условиях оптимальной температуры роста, так и уникальные, способные син-
тезировать широкий спектр ферментов в условиях, отличных от температурного оптимума для роста.
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В последнее время наблюдается интерес к ми-
кробиому пещер, так как выделенные из этих мест 
обитания микроорганизмы обладают интересны-
ми свойствами, которые могут быть применимы 
в биотехнологической, медицинской и экологиче-
ской отрасли (Ghosh et al., 2017; Jaroszewicz et al., 
2021). Например, Pseudomonas frederiksbergensis 
RRC23 и Rhodococcus sp. RRC75, выделенные из 
пещеры Raspberry Rising (Канада), проявляли 
антимикробное действие против Escherichia coli 
15–318 с множественной лекарственной устойчи-
востью (Ghosh et al., 2020). Штамм Bacillus subtilis 
CV16, выделенный из пещеры в восточной части 
Амазонки (Бразилия) имеет потенциал приме-
нения в цементирующих материалах, благодаря 
способности осаждать CaCO3 в виде кристаллов 
кальцита (Nicole et al., 2022). Pseudomonas sp. IB-K 
13–1А, выделенный из пещеры Киндерлинской 
(Россия), обладал высокой способностью раство-
рять различные соединения фосфора и произво-
дить ростостимулирующие соединения — аукси-
ны (Кузьмина и соавт., 2015).

В  связи с  этим целью работы стало изучение 
физиологических и  биохимических свойств бак-
терий рода Pseudomonas, выделенных из образцов 
глинистых органогенных отложений карстовой пе-
щеры Мраморная (Приморский край).

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Характеристика объекта исследования. В  каче-
стве объекта исследования использовали штаммы 
бактерий рода Pseudomonas, выделенные из образ-
цов глинистых органогенных отложений карсто-
вой пещеры Мраморная (Приморский край). Пе-
щера Мраморная (Хасанский район, Приморский 
край) расположена в верховье реки Амба в 30 км 
к северо-западу от села Занадворовка (43.34456  N, 
131.39599  E). Она находится у  подножья сопки 
рядом с рекой Амба, имеет горизонтальный вход 
и вертикальный выход, обильно заполнена такими 
породами, как известняк и мрамор. Пещера явля-
ется затапливаемой, за счет близкого расположе-
ния с рекой и вертикально расположенных отвер-
стий в пещере, это подтверждает наличие костных 
останков лягушек и песчаного слоя в грунте.

Отбор проб проводили в весенний период вре-
мени (27.04.2021 г.) в стерильную герметичную ем-
кость. Образцы почвы отбирали стерильными ин-
струментами и помещали в стерильную посуду. То-
чечные пробы отбирали на пробной площадке из 
одного слоя методом конверта, с таким расчетом, 
чтобы каждая проба представляла собой часть поч-
вы. Объединенную пробу составляли путем сме-
шивания 5 точечных проб, отобранных на одной 
пробной площадке, массой от 200 до 250 г каждая, 
отобранных с глубины 5‒10 см. До начала работы 

образцы хранились в холодильнике при темпера-
туре от 4 до 5 C.

Для выделения и культивирования бактерий ис-
пользовали питательную среду ГРМ-агар (ФБУН 
ГНЦ ПМБ, Оболенск). Почвы обрабатывали стан-
дартным методом посева аликвот из серийных раз-
ведений суспензии на поверхность питательной 
среды. Чашки с посевным материалом инкубиро-
вали при температуре 4 C, близкой к климатиче-
ским условиям пещеры.

Микроскопирование. Морфологию клеток бак-
терий исследовали в мазках, окрашенных по Граму, 
с помощью микроскопа Carl Zeiss Axioskop 40 (Гер-
мания) на объективах 40× и 100× с применением им-
мерсионной системы в режиме фазового контраста. 
Подвижность бактерий наблюдали в препарате “раз-
давленная капля” (Нетрусов и соавт., 2005).

Определение температурного оптимума. Опти-
мальную температуру роста выделенных штаммов 
определяли при температурах культивирования 
4, 10, 15 25, 30 и 37 C на среде с ГРМ-бульоном 
(ФБУН ГНЦ ПМБ, Оболенск). Концентрацию 
бактериальной массы измеряли методом прямого 
подсчета клеток в  камере Горяева, далее фикси-
ровали изменение концентрации на 3, 6, 8 и 10-е 
сутки при помощи цифрового фотоэлектроколори-
метра APEL AP‑101 (Япония). Концентрацию био-
массы С (КОЕ/мл) высчитывали по формуле для 
построения кривых роста:

		  C = (a             )×1000	 (1)

где а — сумма клеток, подсчитанная в 5 (или 10) 
больших квадратах сетки; b — разведение исходно-
го субстрата; с — число малых квадратов, в которых 
производился подсчет.

Удельную скорость роста штамма определяли по 
формуле:
		  μ = 2.3 (ln    )/t	 (2)

где μ — удельная скорость роста микроорганизмов 
(ч‑1); х0 и х — начальная и конечная концентрация 
микробных клеток (КОЕ/см3); t — время культи-
вирования микроорганизмов (ч) (Фирсова, 2019).

Выявление ферментативных свойств. Для деталь-
ной характеристики особенностей метаболизма ис-
следуемых бактерий, выявления у них внеклеточ-
ных ферментов (протеазы, пектиназы и липазы) 
и способности растворять труднорастворимые со-
единения фосфора применяли диско-диффузион-
ный метод. Бумажные диски диаметром 5 мм про-
питывали бактериальной суспензией, накладывали 
на поверхности агаризованных сред, содержащих 
в качестве источника питания один из субстратов. 
Ферментативную активность оценивали по зоне 
гало вокруг колоний бактерий (зоны гидролиза 
для оценки протеолитической активности, зоны 
помутнения при определении липолитической 

x
 x0

 c
 4000b
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активности и зоны просветления при определении 
пектиназной активности). Результаты учитывали 
в мм. Скрининг ферментативной активности про-
водили при температуре инкубирования 4 и 25 C.

Для определения протеолитической активности 
применяли молочный агар Эйкмана (г/л): СаСО3–1.0;  
К2НРО4–0.2; пептон — 5.0; дрожжевой экстракт — 
5.0; агар — 30.0; молоко обезжиренное — 5.0 (Не-
трусов и соавт., 2005).

Для определения пектиназной активности при-
меняли питательную среду с  содержанием пекти-
на (г/л): пектин — 5.0; триптон — 5.0; дрожжевой 
экстракт — 5.0; NaCl — 5.0; агар — 15.0 (Roy K et al., 
2018).

Для определения липазной активности приме-
няли среду следующего состава (г/л): триптон — 
10.0; дрожжевой экстракт — 5.0; агар — 20.0; от-
дельно добавляли стерильный липидный гомоге-
низат (теплая дистиллированная вода ‒ 400 мл; 
оливковое масло ‒ 100 мл; Твин 80–1 мл) в объеме 
30 мл на 1 л среды (Нетрусов и соавт., 2005).

Тест на способность мобилизировать неорга-
нический фосфат проводили на среде Пиковской 
(г/л): глюкоза — 20.0; NaCl — 0.2; CaPO4–5.0;  
MgSO4 · 7H2O — 0.1; MnSO4 · 7H2O — следы;  
FeSO4 · 7H2O– следы; агар — 20.0 (Кадырова и со-
авт., 2022).

Определение гликолитической активности осу-
ществляли на дифференциально-диагностических 
средах Гисса (ФБУН ГНЦ ПМБ, Оболенск). В ка-
честве углеводных субстратов использовали глю-
козу, лактозу, сахарозу, манит, сорбит, дульцит, 
мальтозу, арабинозу, инозит, ксилозу, рамнозу 
и фруктозу. Результаты учитывали по способности 
бактерий утилизировать сахара с  образованием 
кислоты, что приводит к изменению цвета среды.

Молекулярно-генетическая идентификация 
бактерий и  филогенетический анализ. Геномную 
ДНК из культур бактерий выделяли с  помощью 
коммерческого набора НК-сорбент Base (“Ли-
тех”, Россия), согласно протоколу производите-
ля. Анализ фрагмента гена 16S рРНК проводили 
с  использованием набора реагентов БиоМастер 
HS-Taq ПЦР-Color (2×) (“Биолабмикс”, Россия) 
и универсальных бактериальных праймеров 27F 
(5'-AGAGTTTGATCATGGCTCAG‑3') и  1350R 
(5'-GACGGGCGGTGTGTACAAG‑3'). Ампли-
фикацию осуществляли на приборе Т100 Thermal 
Cycler (“BioRad”, США) в  следующем режиме:  
94 C — 4 мин (1 цикл); 94 C — 60 с, 48 C — 60 с,  
72 C — 90 с (5 циклов); 92 C — 60 с, 50 C — 110 с, 
72 C — 90 с (10 циклов); 92 C — 60 с, 52 C — 60 с, 
72 C — 60 с (10 циклов); 92 C — 60 с, 54 C — 60 с, 
72 C — 110 с (10 циклов); 72 C — 10 мин (1 цикл). 
Продукты ПЦР разделяли в электрофорезной ка-
мере (при напряженности поля около 2 В/см) в 1% 
агарозном геле с добавлением этидиум бромида; 

результаты учитывали на трансиллюминаторе 
под ультрафиолетовым излучением. Для очистки 
продуктов амплификации от остатков реакцион-
ной смеси использовали набор ExoSAP-IT Express 
(“Thermo FS”, США).

Полученные ПЦР-продукты секвенировали по 
методу Сэнгера, используя набор реактивов Big 
Dye Terminator v.3.1 Cycle Sequencing Kit (“Thermo 
FS”, США) для подготовки нуклеотидных после-
довательностей к  прочтению на генетическом 
анализаторе Нанофор 05 (“Синтол”, Россия). Се-
квенирование проводили на базе лаборатории 
морской микробиологии ИМО ДВФУ. Филогене-
тический анализ осуществляли путем поиска гомо-
логичных последовательностей в международном 
банке данных (GenBank) с помощью программы 
BLAST (Altschul et al., 1997) (http://www.ncbi.nlm.
nih.gov/blast). Редактирование последовательно-
стей выполнено в  редакторе BioEdit; для вырав-
нивания последовательностей использовали алго-
ритм программы CLUSTAL W (http://www.genebee.
msu.su/clustal). Филогенетическое дерево построе-
но с использованием метода ближайших соседей 
(neighbor-joining) на основе алгоритма Kimura two-
parameters в  программе MEGA 11 (Kumar et al., 
2016). Показатель достоверности порядка ветвле-
ния определяли на основании bootstrap — анализа 
100 альтернативных деревьев.

В работе использовали научное оборудование 
Центра коллективного пользования “Биотехноло-
гия и генетическая инженерия” на базе ФНЦ Био-
разнообразия ДВО РАН.

Статистическая обработка результатов. Выполня-
ли не менее трех независимых экспериментов, как 
минимум в двух повторностях. Статистическую об-
работку данных проводили с помощью дисперси-
онного анализа (ANOVA) (при уровне значимости 
p ≤ 0.05), вычисляли статистику центра (медиану) 
и статистику диапазона (квартиль). Выбранные зна-
чения изображали на диаграмме размаха с примене-
нием программы Statistica 13 и Microsoft Excel 2007.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Бактерии рода Pseudomonas описаны давно 
(Palleroni et al., 1973). Как правило, они встреча-
ются повсеместно в почве (Lujаn et al., 2015), воде 
(Majorina et al., 2022) и ризосфере некоторых ра-
стений (Molina et al., 2020). Описано также их при-
сутствие в  карстовых пещерах разных регионов 
мира — Лешу (Румыния) (Bogdan et al., 2023), Капо-
вой (Россия) (Галимзянова и соавт., 2020), Майорке 
(Испания) (Busquets et al., 2021) и в неэксплуатируе-
мых пещерах природного заповедника Куанкуошуй, 
Цзуньи, провинции Гуйчжоу (Китай) (Zhu et al., 
2021). Известно, что бактерии рода Pseudomonas ши-
роко используются в хозяйственной практике для 
производства антибиотиков, извлечения остаточной 
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нефти из скважин, для борьбы с загрязнением окру-
жающей среды, а также в качестве моделей для мно-
гочисленных теоретических исследований, среди 
них встречаются психрофильные формы (Щербаков 
и соавт., 2017; Глушаковa и соавт., 2021; Сидоренко, 
Русакова, 2022).

Филогенетический анализ. В результате культи-
вирования на ГРМ-агаре глинистых органогенных 
отложений карстовой пещеры Мраморная были 
выделены 13 штаммов бактерий. Для определения 
их таксономической принадлежности для каждого 
штамма были секвенированы последовательности 
гена 16S рРНК размером от 1100 до 1310 нуклеоти-
дов и депонированы в NCBI (табл. 1).

Филогенетический анализ полученных после-
довательностей показал, что все они относятся  
к роду Pseudomonas (рис. 1).

Сравнительный анализ нуклеотидных последо-
вательностей показал, что исследуемые гены штам-
мов МР5 и МР25 гомологичны на 99.77 и 98.52% 
последовательностям Pseudomonas sp. MDT1–85 
и  Pseudomonas sp. PAMC27331 соответственно. 
Pseudomonas sp. MDT1–85 ранее был выделен из 

ледника, а Pseudomonas sp. PAMC27331 из Антарк-
тической почвы.

Ближайшим родственником штамма МР3 яв-
ляется P. frederiksbergensis MRC ER1 49 (сходство 
98.70%), выделенный из ризосферы оливково-
го дерева. Ферментативная активность бакте-
рий этого вида хорошо изучена. Известно, что 
P. frederiksbergensis является эффективным биоино-
кулянтом для повышения устойчивости растений 
к холодовому стрессу (Chatterjee et al., 2017), а так-
же способен расти при 4 и 30 C, но не при 37 C 
(Andersen et al., 2000).

Штаммы МР1 и МР2 близки Pseudomonas lini 
KNUC164, выделенному из ризопланы дикорасту-
щих злаков. Данный вид мало изучен, отмечено 
несколько работ, посвященных его способности 
растворять фосфатные соединения и выделять ро-
стостимулирующие вещества (Sandhya et al., 2017). 
P. lini растет при температуре от 4 до 36 C, но не 
при 41 C (Delorme et al., 2002).

Нуклеотидная последовательность гена 16S 
рРНК штамма МР16 гомологична на 99.88% по-
следовательности штамма P. arsenicoxydans Y24–2, 
выделенного из образцов донных отложений доли-
ны Камаронес в пустыне Атакама и проявляюще-
го способность окислять арсенит. Температурный 
диапазон роста P. arsenicoxydans ‒ 4–37 C. (Campos 
et al., 2010).

Штамм МР4 близок P. mandelii SY03134 (сход-
ство 99.61%), который был выделен из образцов 
почвы горы Цилиан в  Китае. Необходимо отме-
тить, что в литературе P. mandelii характеризуется 
как психрофил, обладающий адаптированными 
к холоду глюкозо‑6-фосфатдегидрогеназами, уча-
ствующими в пентозофосфатном пути (DangThu, 
et al., 2020).

Штаммы МР24.1 и  МР24.2 кластеризуются 
в одну группу и близки P. fragi 8d-S10 со сходством 
99.70 и 99.21% соответственно. Примечательно, что 
штамм P. fragi 8d-S10 является факультативным 
психрофилом, способным расти в диапазоне тем-
ператур от 0 до 30 C (Bao et al., 2023).

Анализ последовательностей гена 16S рРНК 
штаммов МР11 и  МР20.1 продемонстрировал 
их сходство с  P. gessardii YL‑179 на уровне 98.73 
и 99.35% соответственно. Данный вид бактерий из-
вестен своей термоустойчивой протеолитической 
способностью. Так же термостабильную протеазу 
продуцируют бактерии вида P. fluorescens. Опти-
мальная температура роста для этих видов состав-
ляет выше 20 C, однако они могут расти в диапа-
зоне температур 4–42 C. (Meng et al., 2017). Од-
ному из штаммов этого вида бактерий, а именно: 
P. fluorescens CP DB12, на 99.48% близок штамм 
МР17 выделенный из органогенных отложений 
пещеры Мраморная.
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Рис. 1. Филогенетическое дерево, построенное на ос-
нове анализа последовательностей фрагментов гена 16S 
рРНК штаммов бактерий, выделенных из органогенных 
отложений пещеры Мраморная, показывающее их по-
ложение среди представителей рода Pseudomonas. Ден-
дрограмма построена на основе алгоритма метода объ-
единения ближайших соседей (NJ). Масштаб соответ-
ствует двум нуклеотидным заменам на каждые 100 п. н. 
Представлены значения бутстреп поддержки выше 50%.
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Штамм МР10 является ближайшим родственни-
ком P. brassicacearum ICMP 14356 (сходство 99.48%), 
выделенного из некрозного участка стебля тома-
та. Бактерии вида P. brassicacearum, содержащие 
1-аминоциклопропан-1-карбоксилатдезаминазу, 
при взаимодействии с  томатом могут проявлять 
как патогенные, так и ростостимулирующие свой-
ства (Belimov et al., 2007). Диапазон роста для это-
го вида составляет от 5 до 37 C, при этом незначи-
тельный рост отмечен при 40 C на сложной среде 
Луриа‒Бертани (Zachow et al., 2017).

Таким образом, представители рода Pseudomonas 
встречаются в большом количестве во всех основ-
ных природных средах (наземных, пресноводных 
и морских), а также образуют тесные связи с ра-
стениями и животными. Это универсальное рас-
пространение предполагает высокую степень фи-
зиологической и генетической приспособляемости, 
что может являться фактором проявления широко-
го спектра биохимических свойств.

Исходя из результатов определения сходства 
последовательностей генов 16S рРНК, а также из 
сравнения с типовыми штаммами P. brassicacearum 
DBK11, P. arsenicoxydans VC‑1, P. gessardii CIP 105–
469, P. fragi ATCC13525, P. lini DLE411J, P. fluorescens 
ATCC1325, P. frederiksbergensis JAJ28, P. mandelii CIP 
10523, можно сделать вывод о принадлежности ис-
следуемых бактерий к роду Pseudomonas.

Использование источников углерода. Для псевдо-
монад описаны различные свойства: способность 
фиксировать азот, растворять фосфаты (Sandhya et 
al., 2017), синтезировать протеазы, липазы и дру-
гие ферменты (Meng et al., 2017; Pabai et al., 1995; 
Ramani et al., 2010). Для рода Pseudomonas харак-
терны следующие сахаролитические свойства 

— большинство видов используют сахарозу, араби-
нозу, маннозу и маннит в качестве углеводного ис-
точника. (Определитель бактерий …, 1997). В дан-
ной работе исследовали гликолитическую актив-
ность на ряд углеводов (расширенный ряд Гисса) 
при двух режимах культивирования при 4 и 25 C. 
В результате установлено, что для всех исследуемых 
штаммов характерна гликолитическая активность 
в отношении сорбита, сахарозы, лактозы, манни-
та, мальтозы, глюкозы и ксилозы при 25 C. При 
4 C спектр субстратов, доступных для окисления, 
сужается до сорбита, сахарозы, лактозы, маннита, 
мальтозы и рамнозы. Отмечено отсутствие реак-
ции у всех исследуемых штаммов при 25 C в при-
сутствии дульцита, а при 4 C — вышеупомянутого, 
инозита и фруктозы. Для отдельных штаммов на-
блюдали изменение метаболической реакции в за-
висимости от температуры. Так, при 4 C отсутству-
ет ферментация фруктозы у штаммов МР24, МР25, 
МР17, глюкозы и ксилозы — у штамма МР16, кси-
лозы и инозита — МР10 и инозита у МР20.1. При 25
C отмечена отрицательная реакция при культиви-

ровании на средах, содержащих рамнозу у штамма 
МР17. Таким образом, гликолитическая активность 
исследуемых бактерий зависит от температуры, од-
нако на ферментативный аппарат, отвечающий за 
гликолиз штамма МР24.2, температура культиви-
рования не оказывает влияния.

Морфологические, культуральные и  биохи-
мические свойства. Исследуемые бактерии рода 
Pseudomonas имели цвет колоний от прозрачного 
до бежевого и не образовывали пигмент при росте 
на ГРМ-агаре. Все штаммы отличались по своим 
культуральным, морфологическим и тинкториаль-
ным свойствам (табл. 2).

Таблица 1. Филогенетическая принадлежность бактерий рода Pseudomonas, выделенных из проб глинистых 
органогенных отложений пещеры Мраморная, на основе поиска ближайших родственников, полученных 
нуклеотидных последовательностей гена 16S рРНК в базе данных GenBank

Штамм Номер 
в NCBI

Длина 
фрагмента, 

п. н.
Процент 

гомологии Гомолог

МР10 OR352475 1160 99.48 Pseudomonas brassicacearum ICMP 14356 (MK356421)
МР16 OR352477 1120 99.88 Pseudomonas arsenicoxydans Y24–2 (MH817850)
МР20.1 OR352478 1270 99.35 Pseudomonas gessardii YL‑179 (OK135846)
МР11 OR352479 1190 98.73 Pseudomonas gessardii YL‑179 (OK135846)
МР24.2 OR352480 1260 99.21 Pseudomonas fragi 8d-S10 (MN062067)
МР2 OR352481 1195 99.75 Pseudomonas lini KNUC164 (DQ424866)
МР25 OR352482 1310 98.52 Pseudomonas sp. PAMC27331 (MT555369)
МР17 OR352483 1300 99.69 Pseudomonas fluorescens CP DB12 (MH304227)
МР1 OR352484 1100 99.64 Pseudomonas lini KNUC164 (DQ424866)
МР5 OR352485 1280 99.77 Pseudomonas sp. MDT1–85 (JX949570)
МР3 OR352486 1280 98.70 Pseudomonas frederiksbergensis MRC ER1 49 (ОК605778)
МР24.1 OR352487 1300 99.70 Pseudomonas fragi 8d-S10 (MN062067)
МР4 OR352476 1300 99.61 Pseudomonas mandelii SY03134 (KT369882)
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Известно, что температура может оказывать влия-
ние на размер бактериальной клетки (Shehata, Marr, 
1975). В наших исследованиях отмечено, что темпера-
тура культивирования не оказывала влияния на раз-
мер бактериальных клеток большинства штаммов: их 
длина, независимо от температуры, варьировала от 
0.54 до 2.14 мкм у разных изолятов (рис. 2). Исклю-
чение составили два штамма (МР3, МР4), у которых 
при изменении температуры с 4 на 25 C клетки уве-
личивались в размерах с 1.2–1.8 до 5.6 мкм.

Для бактерий, живущих в  сложной и  ограни-
ченной по питательным веществам среде, способ-
ность мигрировать в благоприятную среду (хемо-
таксис) имеет большое значение для выживания 
(Воротников, 2011). Наши исследования показали 
изменение подвижности клеток штаммов в зависи-
мости от температуры. Так, клетки штаммов МР4, 
МР5, МР3, МР17 при 4 C осуществляли плаватель-
ное направленное движение, при этом бактерии 
управляли своим движением, меняя направление 
вращения базального тела, а при 25 C активность 
заметно снижалась и приобретала характер движе-
ния твитчинг (дергающее). Штамм МР20.1, напро-
тив, при 25 C осуществлял плавательное движение, 
а при 4 C — дергающее. Бактерии МР10 при 4 C 
осуществляли дергающее движение, а при 25 C — 
круговое. Согласно полученным данным и анализу 

литературных сведений (McBride, 2001; Цыганов 
и соавт., 2021), полагаем, что у большинства ис-
следуемых штаммов в условиях холода активиру-
ются защитные механизмы, позволяющие им ак-
тивно двигаться в поиске нового источника энер-
гии. В роли защитного механизма может выступать 
формирование нетрадиционных локомотивных 
органов — изменение синтеза белков-рецепторов, 
ответственных за таксис; белков флагелина, спо-
собного самоорганизовываться в филаменты бак-
териальных жгутиков; трансформация количества 
жгутиков и формы их базального тела и др.

Одной из важнейших характеристик обитающих 
в пещере микроорганизмов является температур-
ный диапазон роста. Температурный оптимум роста 
всех исследуемых бактерий находился в пределах 
4–25 C. При 30 и 37 C увеличение концентрации 
бактериальных клеток для большинства штаммов не 
наблюдали. Исключение составили штаммы МР16 
и МР2, темпы роста которых заметно увеличивались 
при 37 C на протяжении всего времени культивиро-
вания (рис. 3б). На рис. 3а представлены кривые ро-
ста штамма МР 17, демонстрирующие характер ро-
ста большинства штаммов при разных температурах.

Таким образом, в пещере Мраморная присут-
ствуют как психротолерантные, так и  эвритерм-
ные бактерии рода Pseudomonas. При этом психро-
толерантные бактерии являются преобладающими 
формами, среди исследуемых штаммов. Это под-
тверждается низким уровнем удельной скорости 
роста при 37 C в сравнении с удельной скоростью 
роста при 4 и  25 C (рис.  4а), где диапазон сред-
них значений удельной скорости роста основно-
го пула исследуемых штаммов составил от 0.0023 
до  0.0098  ч‑1 (при 37 C) и  от 0.0065 до 0.0125 ч‑1 
(при 4 и 25 C).

При этом размах от минимального до макси-
мального значения при 4 C имел широкий диапа-
зон и составил от 0.0050 до 0.0150 ч‑1, что, вероятно, 
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Рис. 2. Клеточная морфология штамма МР4 при 25 C 
(а) и 4 C (б). Маcштабные метки — 5 мкм.
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связано с адаптированными к холодным условиям 
свойствами исследуемых штаммов. Вследствие чего 
прирост биомассы при 37 C имел наименьшие зна-
чения подавляющего большинства исследуемых 
штаммов, с концентрацией от 0.20 до 0.75 КОЕ/мл 
(рис. 4б). При 4 и 25 C диапазон значений основ-
ной массы исследуемых бактерий имел от 0.70 до 
1.40 КОЕ/мл. Сопоставимые данные получены для 
карстовых пещер Средней Сибири, так как выде-
ленные изоляты не были способны расти при тем-
пературе 29 C (Воробьева и соавт., 2012). В то же 
время работы других исследователей указывают на 
то, что независимо от температурного оптимума 

роста, пещерные бактериальные изоляты способны 
хорошо расти при температурах от 13 до 45 C (Laiz et 
al., 2003). Противоречивые данные могут быть сви-
детельством индивидуальной особенности системы 
пещер, так как каждая пещера уникальна с точки 
зрения биологических, химических и физических 
характеристик. Доступность солнечного света, воды, 
питательных веществ, воздушный поток и взаимо-
действие с организмами, живущими вне пещер, раз-
личны в каждой пещерной зоне и влияют на микро-
флору, которая может там развиваться и выживать 
(Ryan, Meiman, 2004).
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Таблица 3. Ферментативная активность исследуемых штаммов бактерий рода Pseudomonas, выделенных 
из органогенных отложений пещеры Мраморная (Приморский рай)

Наименование штамма

Диаметр зоны активности штаммов, мм

Протеолитическая Пектиназная Липазная Фосфат-
солюбилизирующая

4 C 25 C 4 C 25 C 4 C 25 C 4 C 25 C
МР10 20 26 0 17 0 17 12 21
МР16 13 0 17 0 17 0 14 20
МР2 0 0 0 0 0 0 0 0
МР11 28 28 0 0 0 0 22 30
МР1 0 18 15 28 15 28 18 18
МР20.1 25 20 0 20 0 20 14 19
МР24.2 16 21 0 35 0 35 25 15
МР4 0 0 30 20 30 20 14 19
МР25 17 21 31 0 31 0 15 16
МР17 27 28 24 0 24 0 19 20
МР3 0 14 20 10 20 10 15 25
МР24.1 13 0 18 0 18 0 20 0
МР5 0 21 0 0 0 0 15 0

(а) (б)
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Все исследуемые штаммы являются грамотри-
цательными, оксидазо- и каталазоположительны-
ми палочками. Поскольку известно, что оксидаза 
служит катализатором окислительно-восстанови-
тельных реакций, а каталаза участвует в клеточной 
антиоксидантной защите бактерий, разлагая пере-
кись водорода и осуществляя транспорт электро-
нов (Рязанцева, 2011), мы предполагаем, что ис-
следуемые штаммы способны участвовать в окис-
лительно-восстановительных процессах, при этом 
обладают защитным свойством в отношении окис-
лительного стресса.

Ферментативная активность. В  результате ис-
следования установили, что экспериментальные 
штаммы проявляли протеолитическую, липазную, 
пектиназную и фосфатсолюбилизирующую актив-
ности, зависящие от температурных режимов куль-
тивирования (табл. 3).

Так, повышенную протеолитическую активность 
культуры чаще проявляли при 25 C, однако некото-
рые штаммы (МР16, МР20.1, МР24.1) демонстри-
ровали ее при 4 C. При снижении температуры 
у  штаммов МР16 и  МР24.1 проявлялась способ-
ность к деструкции белоксодержащих субстратов. 
Так, при культивировании этих штаммов в холод-
ных условиях (4 C) выявили протеазную активность, 
тогда как при 25 C ее не наблюдали. Протеолити-
ческая активность обнаружена у  штаммов МР10, 
МР11, МР24.2, МР25, МР17, МР20.1 при 4 и 25 C, 
однако для большинства из этих штаммов зона гид-
ролиза при 25 C превышала значения, выявленные 
при 4 C. Вероятно, протеаза, синтезируемая этими 
бактериями, более термостабильна, так как темпе-
ратурный диапазон ее проявления лежит в пределах 
от 4 до 25 C. Штаммы МР5, МР3, МР1 проявили 
протеолитическую активность только при 25 C. При 
этом температурный оптимум роста для МР3 и МР1 
составил 25 C, а для штамма МР5 – 4 C.

Большинство исследуемых штаммов проявля-
ли высокоспецифичную и зависящую от условий 
культивирования пектиназную активность. Так, 
холодоактивную пектиназу обнаружили у четырех 
штаммов (МР16, МР25, МР17, МР24.1), а у трех 
штаммов (МР10, МР20.1, МР24.2) — пектиназ-
ную активность с температурным оптимумом 25 C. 
Часть штаммов обладала термотолерантной пекти-
назной: ферментативная активность одновременно 
выявлена при 4 и 25 C у штаммов МР1, МР4, МР3.

Штаммы МР10, МР11, МР20.1, МР25, МР17, 
МР5 демонстрировали липолитическую актив-
ность при 4 и 25 C. Холодоактивную липолитиче-
скую активность в отношении оливкового масла 
и твина — 80 обнаружили у штаммов МР16, МР4. 
При 25 C липолитическую активность проявили 
штаммы МР1 и МР3. Наибольшей активностью 
обладает штамм МР25.

Фосфат-солюбилизирующую активность при 
4 и 25 C проявили все исследуемые штаммы. При 

этом исключение составили: штаммы МР2 (при 
4 C), МР24.1 и МР5 (при 25 C), которые свойства 
растворять фосфат кальция не проявили. Наиболь-
шая зона просветления выявлена у штамма МР11 
при 25 C и составила 30 мм. Высокий показатель 
способности исследуемых штаммов солюбилизи-
ровать фосфат кальция, является еще одним пока-
зателем приспособляемости исследуемых штаммов 
к условиям пещеры, так как одной из характерных 
особенностей многих карстовых пещер является 
образование карбоната кальция в грунте.

Таким образом, среди бактерий рода Pseudomonas, 
выделенных из глинистых органогенных отложений 
пещеры Мраморная (Приморский край), выявлены 
психротолерантные и эвритермные формы. Боль-
шинство исследуемых штаммов при изменении тем-
пературы культивирования не изменяют размер кле-
ток, но меняют характер движения. Скрининг фер-
ментативной активности при температурах 4 и 25 C 
показал различную активность пектиназы, протеазы 
и липазы, в зависимости от температурного оптиму-
ма роста. Наибольшее количество штаммов прояви-
ло фосфат-солюбилизирующую активность как при 
4 C, так и при 25 C.
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Abstract—A cultivated community of bacteria of the genus Pseudomonas was researched in clayey organogenic 
deposits of the Mramorny Cave (Primorsky Territory). The bacterial strains studied in this work are eurythermal 
and psychrotolerant. Their phylogenetic affiliation was found by high throughput sequencing of 16S rRNA gene 
fragments. It is known that bacteria of the genus Pseudomonas represent all the Earth ecological niches and, 
accordingly, have a wide range of adaptive functions. Using microscopy methods, a change in the nature of 
mobility and the cell size stability with changes in the temperatures of cultivating bacteria were established. The 
studied strains are of scientific and practical interest due to the enzymatic activity detection to several substrates 
simultaneously at different temperatures (25 and 4 C), as well as the ability to secrete cold active pectinase, 
protease and lipase. However, phosphate-solubilizing activity both at 4 and at 25 C became preferable for the 
strains. The Mramorny Cave is karst and is characterized by carbonate karst, which explains the preference for 
the studied strains in calcium phosphate. An analysis of the obtained data shows that the collection of cultivated 
bacteria obtained by us includes both typical psychrotolerant ones, which exhibit enzymatic activity under 
conditions of optimal growth temperature, and unique ones, capable of synthesizing a wide range of enzymes 
under conditions not characteristic of its optimum growth.
Keywords: Mramorny Cave, psychrotolerant and eurythermal bacteria of the genus Pseudomonas, enzymatic activity
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