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ДОМИНИРУЮЩИЕ ФИЛОТИПЫ EUKARYOTA  

В ЭКСТРЕМАЛЬНЫХ ЭКОСИСТЕМАХ АЛТАЯ И КУЗБАССА
*
 

А.С. Сопыряева, Ю.А. Франк, А.Л. Герасимчук, О.В. Карначук 

Национальный исследовательский Томский  

государственный университет, Томск, Россия 

Разнообразие представителей Bacteria и Archaea в экстремальных эко-

системах хорошо изучено путем амплификации и разделения фрагментов 

гена 16S рРНК, пиросеквенирования и протеомики. Гораздо меньше дан-

ных об эукариотической составляющей экосистем, связанных с экстре-

мальными факторами, такими как кислые шахтные дренажные воды или 

высокотемпературная глубинная биосфера. Однако результаты отдель-

ных исследований, проведенных с помощью молекулярных методов, 

подтверждают присутствие разнообразных видов и метаболическую ак-

тивность Eukaryota в кислых (рН ≤ 2) экосистемах, связанных с высокими 

концентрациями металлов (Amaral Zettler et al., 2002; Baker et al., 2004; 

Baker et al., 2009; Dasgupta et al., 2012). Представители Nematoda и мик-

роскопические грибы не так давно обнаружены в глубинных подземных 

водах (Borgonie et al., 2011; Sohlberg et al., 2015). 

                                                           
* Исследование поддержано грантом РФФИ № 16-04-01619 A (соглашение  

№ 16-04-01619/16 от 19.02.2016 г.). 
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Целью работы было изучение доминирующих филотипов Eukaryota  

в образцах воды, осадков и микробных обрастаний с использованием 

разделения амплифицированных фрагментов гена 18S рРНК в денатури-

рующем градиенте (ПЦР-ДГГЭ). Объектами настоящего исследования 

стали образцы из экстремальных экосистем: (1) микробные обрастания 

(маты) из ручья, ассоциированного с затопленной шахтой Северная  

в Кузбассе; (2) осадки хвостохранилищ добычи и обогащения металличе-

ских руд в Республике Алтай; (3) донные осадки озера Гейзерного в Рес-

публике Алтай. Для оценки филогенетического разнообразия Eukaryota 

из каждого образца была выделена тотальная ДНК. Выделенную ДНК 

использовали в качестве матрицы для полимеразной цепной реакции. 

ПЦР проводили последовательно с двумя парами праймеров на фрагмент 

гена 18S рРНК: (1) EukA и EukB; (2) Euk20F и Euk516R-GC. Для иденти-

фикации доминирующих филотипов эукариот полученные фрагменты 

гена 18S рРНК разделены в денатурирующем градиентном гель-

электрофорезе (ДГГЭ) с последующим секвенированием и анализом по-

следовательностей. 

Подавляющее большинство эукариотических филотипов из микроб-

ных обрастаний Кузбасса принадлежали олигохетам Limnodrilus 

udekemianus со 100% гомологией последовательности фрагмента гена  

18S рРНК. Помимо последовательностей, гомологичных L. udekemianus, 

в образцах были обнаружены филотипы, родственные некультивируемым 

эукариотическим клонам из арктических морских осадков (Stoeck et al., 

unpublished) и активного ила сточных вод в Японии (Matsunaga et al., 

2014). Ближайшие валидно описанные представители динофитовых во-

дорослей демонстрировали сходство последовательностей от 83% 

(Amphidoma languida) до 96% (Opisthonecta minima). 

Два эукариотических филотипа успешно секвенированы из тотальной 

ДНК осадков с частицами пирита, собранных вблизи Калгутинской фаб-

рики по обогащению вольфрамово-молибденовой руды. Оба филотипа 

были близкородственны (100% гомология частичной последовательности 

гена 18S рРНК) базидиомицету Cryptococcus keelungensis. Тогда как до-

минирующие Eukaryota из объединенной пробы осадков хвостохранили-

ща той же фабрики принадлежали разнообразным представителям Asco-

mycota c 99–100% гомологией последовательности.  
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В донных осадках центральной части озера Гейзерное найдено не-

сколько филотипов нематод Tobrilus cf. zakopanensis (100% гомологии 

последовательности фрагмента гена 18S рРНК). Нематоды Tobrilus 

zakopanensis ранее обнаруживали в высокогорных подземных источниках 

в Альпах (Zullini et al., 2011). Среди филотипов, полученных из восста-

новленных (–272 мВ) донных осадков мелководной части озера успешно 

секвенированы фрагменты гена 18S рРНК, принадлежащие членистоно-

гим Ameletus sp.Eph23 (100% гомологии последовательности) и Candona 

fabaeformis (99–100%). 

Таким образом, в исследованных экстремальных экосистемах Кузбас-

са и Алтая методом ПЦР-ДГГЭ найдены филотипы, принадлежащие чер-

вям, членистоногим, динофитовым водорослям и грибам. Особый инте-

рес представляет обнаружение филотипов, удаленных от ближайших  

валидно описанных представителей эукариот. Наиболее вероятно, экс-

тремальные экосистемы располагают не только развитыми прокариоти-

ческими сообществами, но и являются местообитаниями для новых,  

не описанных до сих пор представителей домена Eukaryota. 
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ИЗУЧЕНИЕ ТЕМПОВ РОСТА ГУСЕНИЦ НЕПАРНОГО  

ШЕЛКОПРЯДА И ИХ ЧУВСТВИТЕЛЬНОСТИ К ВИРУСУ  

ЯДЕРНОГО ПОЛИЭДРОЗА ПРИ КУЛЬТИВИРОВАНИИ  

    НА ИСКУССТВЕННЫХ ПИТАТЕЛЬНЫХ СРЕДАХ     

                              РАЗЛИЧНОГО СОСТАВА 

О.В. Охлопкова, А.А. Моисеева 

Государственный научный центр вирусологии  

и биотехнологии «Вектор», Кольцово, Россия 

Загрязнение окружающей среды является одной из наиболее актуаль-

ных проблем современности. В результате промышленной деятельности 

человека в экосистемы попадает большое количество вредных соедине-

ний, представляющих угрозу для здоровья самого человека и биосферы  

в целом. Для того чтобы оценить степень опасности распространения 

какого-либо поллютанта в среде, используют систему стресс-индексов, 

согласно которой химические пестициды являются наиболее неблагопри-

ятными загрязнителями. Не только узкому кругу специалистов, но и ши-

рокой общественности становится понятно, насколько важно ограничить 

применение химических пестицидов и увеличить использование эколо-

гически безопасных, биологических способов защиты растений от насе-

комых-вредителей. 

В обширном комплексе энтомопатогенных микроорганизмов одно из 

важных мест занимают бакуловирусы. Биологические особенности баку-

ловирусов, связанные с их высокой биологической эффективностью и 
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экологической безопасностью, соответствуют требованиям защиты рас-

тений. Вирусы способны размножаться исключительно в живых клетках 

хозяина, что обуславливает специфику их наработки. Производство био-

препаратов на основе бакуловирусов возможно при использовании куль-

тур клеток либо на лабораторных популяциях насекомых. На данный 

момент второй способ является наиболее оптимальным. Следовательно, 

важным звеном в наработке данных биопрепаратов является культивиро-

вание насекомых в лаборатории. 

Одним из главных условий успешного выращивания насекомых явля-

ется правильный подбор искусственной питательной среды (ИПС), кото-

рая сможет удовлетворять всем особенностям конкретного насекомого. 

Если ИПС подобрана корректно, насекомые будут быстрее достигать 

целевого возраста, что снизит объем трудозатрат, также будут правильно 

формироваться клетки жирового тела, что позволит получить большую 

вирусную массу. 

Целью нашего исследования является изучение темпов роста гусениц 

непарного шелкопряда (Lymantria dispar L.) при культивировании на 

ИПС с различным составом и степени чувствительности насекомых  

к вирусу ядерного полиэдроза (ВЯП). 

Для проведения исследования грену непарного шелкопряда (НШ) со-

бирали во II декаде октября 2015 г. в Ордынском районе Новосибирской 

области в очаге массового размножения насекомых в лесозащитных по-

лосах. Яйца подвергали поверхностной стерилизации 0,6%-ным раство-

ром перекиси водорода в течение 20 мин. Промывали дистиллированной 

водой. Ставили на активацию в термостат при температуре 24ºC и влаж-

ности 70%. Отродившихся гусениц рассаживали группами в чашки Петри 

с ИПС трех видов, которые различались по ключевым компонентам:  

1) кукурузная мука, 2) фасоль, 3) дрожжевой экстракт. При культивиро-

вании НШ фиксировали личиночные стадии. Результаты этого исследо-

вания представлены в табл. 1. 

Скорость достижения целевого возраста у гусениц, культивируемых 

на ИПС с фасолью, составила 12 суток, что на 2 суток быстрее, чем у гу-

сениц, культивируемых на ИПС с кукурузной мукой. Наиболее низкую 

скорость достижения III возраста имели гусеницы, выращенные на ИПС  

с дрожжевым экстрактом – 16 суток. 


