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Бурые водоросли в симбиозе с эпифитными бактериями играют важную роль в биоремедиации
морской среды после попадания в неё нефтепродуктов, поэтому их изучение в различных по уров-
ню загрязнения местообитаниях представляется актуальным. Целью работы являлось определение
методами сканирующей и трансмиссионной электронной микроскопии присутствия и локализа-
ции эпифитных бактерий бурых водорослей Fucus vesiculosus Linnaeus, 1753 из условно чистой
(губа Зеленецкая, Восточный Мурман) и загрязнённой нефтепродуктами (Кольский залив, Мур-
манский морской порт) прибрежных акваторий Баренцева моря. Для учёта численности культиви-
руемых гетеротрофных бактерий использован культуральный метод с применением жидких пита-
тельных сред. Выявлено, что бόльшая часть бактерий в эпифитном сообществе концентрируется
в естественных углублениях поверхности таллома. В загрязнённой акватории бактерии локализу-
ются также в слизистом слое на поверхности водорослей, на плёнке нефтепродуктов или под плён-
кой, покрывающей талломы. Помимо гетеротрофных бактерий, в перифитоне растений обнару-
жены в большом количестве цианобактерии. Показано, что количество культивируемых эпифит-
ных гетеротрофных бактерий на поверхности водорослей в загрязнённой акватории превышало
17млн кл. · см-2, а в чистой акватории оно достигало 14,5 тыс. кл. · см-2. Количество культивируе-
мых эпифитных углеводородокисляющих бактерий в водных массах загрязнённой нефтепродук-
тами акватории составляло до 17,4 тыс. кл. · см-2. В условно чистой акватории бактерии данной
группы не обнаружены.
Ключевые слова: эпифитные бактерии, Fucus vesiculosus, таллом водорослей, электронная
микроскопия, нефтепродукты, нефтяные углеводороды

Важная роль бурых водорослей, преимущественно фукусовых, в биоремедиации морской среды
от загрязнения нефтепродуктами была определена ранее [3, 8]. Считается, что во многом очищение
вод происходит благодаря существующим ассоциациям водорослей и эпифитных углеводородокис-
ляющих бактерий [3, 6, 13]. Предполагается, что бактерии делают доступными для поглощения тка-
нями водорослей нефтепродукты, аккумулированные на поверхности [20]. Количественный и ка-
чественный состав микробного эпифитного сообщества изучен нами и другими исследователями
рутинными микробиологическими методами, а также методами молекулярной биологии [1, 7, 16].

В настоящей работе представлены результаты электронно-микроскопического исследования
эпифитных бактерий Fucus vesiculosus Linnaeus, 1753 (Phaeophyta) из прибрежных акваторий
Баренцева моря с различным уровнем загрязнения нефтепродуктами.

Цель исследования ― определить, используя методы электронно-микроскопического анализа,
присутствие и локализацию эпифитных бактерий на поверхности бурых водорослей вида
F. vesiculosus в чистых и загрязнённых нефтепродуктами акваториях.
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МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ
Талломы водорослей F. vesiculosus отбирали на литорали чистого (губа Зеленецкая, Восточный

Мурман, 69°07′N, 36°05′E) и загрязнённого (Кольский залив, Мурманский морской порт, 68°58′N,
33°03′E) нефтепродуктами районов Баренцева моря. Для исследований использовали апикальные
(молодые), средние и нижние (старые) части двух- или трёхлетних (имеющих от четырёх до шести
ветвлений) талломов. При выборе талломов обязательным условием было визуальное отсутствие пе-
рифитона на их поверхности. Время от отбора проб до фиксации в лаборатории не превышало одно-
го часа. Из фрагментов таллома (1 см²) делали высечки площадью около 0,25 см², затем производили
фиксацию. Для анализа использовали по три высечки из каждой возрастной части трёх талломов
из чистого и загрязнённого местообитаний. Параметры температуры, солёности и освещённости
в местах отбора проб водорослей были сходными.

Для электронного микроскопирования препараты готовили согласно стандартным методи-
кам [9]. Для просмотра в трансмиссионном электронном микроскопе JEM-1011 (JEOL) при уско-
ряющем напряжении 80 кВ высечки фиксировали в 2,5% глютаровом альдегиде на 0,1 н какоди-
латном буфере при pH, составляющем 7,2–7,4. При приготовлении фиксатора в раствор добавляли
танин (1,5%). Далее выполняли отмывку образцов в буфере и постфиксацию 1% OsO4 на том же
буфере. Фиксаторы и буфер для отмывки были изотоничны среде обитания водорослей (1200мосм),
что достигалось добавлением в раствор сахарозы. Каждая операция продолжалась 24 ч и проводи-
лась при температуре +3…+5 °C. Дегидратацию осуществляли в спиртах восходящей концентрации:
от 30% до 100%, далее в смеси 100% спирта и 100% ацетона, затем в 100% ацетоне. Пропитку
и заливку экспериментального материала в эпоксидных смолах производили согласно методике [9].

Для изучения тонкой структуры в трансмиссионном электронном микроскопе срезы толщиной
20–30 нм, полученные на ультрамикротоме Reichert UM-2, контрастировали цитратом свинца.

Для просмотра в сканирующем электронном микроскопе JSM-6510LV (JEOL) при ускоряющем
напряжении 30 кВ и детекторе SEI образцы водорослей после фиксации глютаровым альдегидом
размещали на «столиках» и напыляли золотом с помощью установки JFC-1600 (JEOL).

Методы анализа содержания нефтепродуктов в воде и водорослях представлены в работе [19].
Для учёта численности культивируемых гетеротрофных бактерий использовали метод

предельных разведений с применением следующих жидких сред:
1) модифицированной среды Зобелла 2216Е [4] следующего состава (г): пептон ― 5,0;

КН2РО4×3Н2О ― 0,084; FeSO4×7H2O ― 0,185; NaCl ― 24,0; MgSO4×7H2O ― 1,0; KCl ― 0,7;
дрожжевой экстракт ― 1,0; вода дистиллированная ― 1,0 л;

2) среды ММС: NaCl — 7,0; MgSO4×7H2O ― 1,0; KCl — 0,7; K2HPO4 — 2,0; Na2HPO4 — 3,0;
NH4NO3 ― 1,0; вода дистиллированная ― 1,0 л [15], с добавлением стерильного дизельного
топлива марки «летнее» [2].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Поверхности объектов, погружённых в водную среду, являются благоприятным субстратом

для развития многих групп организмов, которые могут формировать структурированные сооб-
щества со своими потоками вещества и энергии. Неотъемлемый компонент таких сообществ ―
эпифитные микроорганизмы, обитающие на поверхности водных растений.

Выявлено, что у фукуса пузырчатого F. vesiculosus поверхность таллома неоднородна: на ней
имеются неровности, впадины и трещины, которые позволяютмикроорганизмам легче закрепляться
и количество бактерий в которых значительно больше, чем на ровных участках таллома (рис. 1).

На поверхности водорослей обнаружены не только бактериальные клетки (рис. 1b–d),
но и другие группы организмов, в том числе эукариоты: присутствуют диатомовые водоросли
цилиндрической формы (класс Centrophyceae) размером около 40×20мкм, образующие колонии
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Рис. 1. Поверхность водоросли F. vesiculosus с находящимися на ней микроорганизмами (показа-
ны стрелками): a ― диатомовые водоросли; b, d ― бактериальные клетки; c ― мицеллярные грибы
(сканирующий электронный микроскоп)
Fig. 1. The surface of F. vesiculosus with microorganisms located on it (indicated by arrows): a – diatoms;
b, d – bacteria; c – micellar fungi (scanning electron microscope)

в виде цепочек, а также одиночные клетки (рис. 1a). Встречаются мицеллярные грибы (рис. 1c)
с септированным мицелием.

Структура поверхности таллома у фукуса меняется с возрастом. Если изначально поверхность
апикальных частей преимущественно гладкая, с присутствием только криптостом, то с возрастом
она приобретает шероховатость, на ней появляется большое число углублений, трещин, волосков,
что может влиять на количественное распределение микроорганизмов на разных её участках. Чис-
ло криптостом с возрастом не меняется, однако их размер увеличивается. При этом количество са-
протрофных эпифитных бактерий на поверхности таллома растёт от верхушечной (молодой) части
таллома к старой (основанию).

Прикрепление бактерий к поверхности происходит различными путями. Бактериальные клетки
могут использовать для закрепления на неровностях субстрата пили и даже жгутики либо прикреп-
ляться за счёт слизистой капсулы. Таким образом, степень адгезии бактериальных клеток к поверх-
ности талломов водорослей зависит, вероятно, от продолжительности процесса колонизации, от на-
личия у клеток-колонистов жгутиков, от возраста макрофитов и структуры их поверхности, а также
от толщины и состава слизистого слоя как водорослей, так и бактерий.

Выделяют две основных стадии колонизации поверхности бактериями — обратимую
и необратимую [14].
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Бактерии, поселяясь на поверхностях живых организмов, могут вступать с ними в симбиотиче-
ские отношения. Отметим, что морфологические аспекты симбиотической ассоциации водорослей
и бактерий до настоящего времени практически не изучены.

Известно, что бактериальная колонизация поверхности может включать стадии, связанные
с транспортом органических молекул и с метаболической активностью бактерий [12], что приво-
дит к образованию биоплёнки и дальнейшему отрыву её части. А. И. Раилкин предположил, что
не все указанные стадии являются непосредственно этапами колонизации, тем не менее некоторые
из них способствуют облегчению заселения бактериями поверхностей, а отрыв части бактериальной
биоплёнки может происходить и под воздействием течений [5].

Независимо от вида водорослей и места их произрастания, на талломах постоянно наблюдается
высокая численность гетеротрофных эпифитных бактерий [11]. Так, исследования ламинариевых
и ульвовых водорослей показали, что эпифитное бактериальное сообщество может меняться в за-
висимости от времени года — в результате изменений физиологических показателей в различные
сезоны за счёт воздействия биотических и абиотических факторов [10, 17, 18].

Одним из таких факторов может являться антропогенное загрязнение органическими вещества-
ми, в том числе нефтепродуктами, как среды, так и самих водорослей. Нами показано, что при зна-
чительном загрязнении среды и водорослей нефтепродуктами бόльшая часть бактерий располага-
ется непосредственно на поверхности таллома в слизистом слое (рис. 2) либо концентрируется
на плёнке или под плёнкой нефтепродуктов, адсорбирующейся на талломах фукуса и создающей
дополнительные благоприятные условия для бактериальной колонизации.

Морфологически эпифитные бактерии представлены кокками, а также короткими и длин-
ными палочками; встречаются и извитые формы. Размеры бактериальных клеток варьируют
от 0,5 до 2–3мкм.

Помимо гетеротрофных бактерий, на поверхности водорослей, отобранных в загрязнённой
нефтепродуктами акватории, обнаружены в большом количестве цианобактерии (рис. 2a, c).

Выявлены как одиночные клетки, так и нити цианобактерий. Обнаружены колониальные фор-
мы, которые представляют собой «упакованные» мелкие клетки, заключённые в единую оболочку.
Характерной особенностью цианобактериальных сообществ на поверхности водорослей из аквато-
рии Мурманского морского порта, подверженной хроническому нефтяному загрязнению, является
отсутствие гетероцист у нитчатых форм.

Бόльшая часть клеток микроорганизмов локализуется в углублениях. На открытых ровных
участках поверхности обнаружены лишь единичные бактериальные клетки. Это может объяснять-
ся постоянным движением больших объёмов воды в природных условиях, которое препятствует
массовому поселению и закреплению бактерий на открытых участках. Кроме того, неприкреплён-
ные и плохо прикреплённые клетки микроорганизмов могут быть смыты при пробоподготовке
фрагмента таллома водорослей к микроскопическим исследованиям, в то время как в неровностях
и углублениях бактериальные клетки останутся.

На поверхности водорослей из чистых акваторий не выявлено ни колоний, ни отдельных
клеток цианобактерий; кроме того, обнаружено значительно меньшее количество эпифитных
гетеротрофных бактерий, чем на водорослях из загрязнённых районов (рис. 2e, f).

На количественное развитие бактерий оказывают влияние такие факторы среды, как тем-
пература, численность фитопланктона, концентрация органического вещества в водных массах.
В изученных нами районах преобладало, как указано выше, влияние нефтяного загрязнения
среды. Так, содержание нефтепродуктов в исследованных акваториях, определённое на основа-
нии анализа 10 проб, было следующим: в чистой — 0,04–0,07 мг·л-1, в грязной — 1,4–1,8 мг·л-1
(при ПДК 0,05 мг·л-1). Содержание нефтепродуктов в талломах фукуса из чистого местообитания
не превышало 1,8 мкг·г-1, а в пробах из загрязнённой акватории значение достигало 160мкг·г-1.
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Рис. 2. Эпифитные бактерии и цианобактерии на поверхности F. vesiculosus из загрязнённой (a, b, c, d)
и чистой (e, f) акваторий (трансмиссионный электронный микроскоп)
Fig. 2. Epiphytic bacteria and cyanobacteria on the F. vesiculosus surface from polluted (a, b, c, d) and clean
(e, f) water areas (transmission electron microscope)

Влияние нефтяной контаминации на количественное развитие бактерий также подтверждает-
ся результатами, полученными с использованием культуральных методов. В загрязнённой неф-
тепродуктами акватории Кольского залива минимальное количество культивируемых эпифитных
гетеротрофных бактерий на поверхности талломов водорослей достигало 2млн кл. · см-2, а макси-
мальная численность бактериальных клеток превышала 17млн кл. · см-2. В чистой акватории губы
Зеленецкой максимальное количество бактериальных клеток составляло 14,5 тыс. кл. · см-2.
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Количество культивируемых углеводородокисляющих бактерий в водных массах загрязнён-
ной акватории достигало 17,4 тыс. кл. · см-2. В то же время на поверхности водорослей из дан-
ной акватории эти бактерии вообще не были обнаружены. Вероятнее всего, они присутствовали
в среде, однако их количество оказалось ниже предела чувствительности использованного нами
метода культивирования.

В отношении таксономической структуры бактериальных ценозов нами показано, что в чи-
стой акватории в составе эпифитного бактериального сообщества присутствует меньшее количе-
ство родов, чем в районах, подверженных хронической контаминации нефтепродуктами [16]. Среди
идентифицированных типов бактерий как в чистой, так и в загрязнённой акватории доминиро-
вали представители типов Proteobacteria и Bacteroidetes. При бόльшем количестве родов на фуку-
сах из акватории Мурманского морского порта превалировали бактерии, принадлежащие к типу
Proteobacteria (> 63%), с доминированием представителей рода Acinetobacter (32% от состава всего
бактериоценоза) [16].

Как отмечено выше, обитание бактерий на поверхности является нормальным условием суще-
ствования растений, в том числе водорослей, и патологические процессы наблюдаются лишь при на-
рушении целостности поверхностных структур в клетках водорослей. Наши исследования позво-
лили обнаружить, что ультраструктура клеток не имеет признаков повреждения у всех покрытых
эпифитными бактериями водорослей, отобранных как из загрязнённых, так и из чистых районов.
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EPIPHYTIC BACTERIA
ON THE BROWN ALGAE FUCUS VESICULOSUS LINNAEUS, 1753

(BARENTS SEA)

D.V. Pugovkin, G.M. Voskoboinikov

Murmansk Marine Biological Institute, Kola Scientific Center of the RAS, Murmansk, Russian Federation
E-mail: pugovkin2005@yandex.ru

Brown algae in symbiotic relations with epiphytic bacteria play an important role in the bioremediation
of the marine environment after the ingress of petroleum products; therefore, the study of these groups
of organisms in the habitats with different pollution levels is of importance. The aim of the investigation
was to study the structure of the surface of the brown algae Fucus vesiculosus and the localization of epi-
phytic bacteria on it in clean (Zelenetskaya Bay, East Murman) and oil-polluted (Kola Bay, Murmansk
Seaport) water areas of the Barents Sea by the methods of scanning and transmission electron microscopy.
To determine the number of cultivable heterotrophic bacteria, we chose the method of using liquid nutrient
mediums. It was shown that most of the bacteria in the epiphytic community are concentrated in the nat-
ural “hollows” of the surface. On the surface of the algae from the polluted water area, bacteria are also
localized in the mucous layer of plants, on the film and under the film of petroleum products, that covers
the thallus. Besides the heterotrophic bacteria, a large number of cyanobacteria were found on the surface
of algae from oil-polluted areas. It was shown that the number of cultivable bacteria on the surface of algae
in the polluted area was more than 17million cells per cm². In the clean water, the number of epiphytic
bacteria reached 14.5 thousand cells per cm². The number of cultivable epiphytic hydrocarbon-oxidizing
bacteria in the oil-polluted water was up to 17.4 thousand cells per cm². In the clean water, bacteria of this
group were not detected.
Keywords: epiphytic bacteria, Fucus vesiculosus, thallus of algae, electron microscopy, oil products,
oil hydrocarbons
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