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АННОТАЦИЯ

Эпилитные биопленки играют важную роль в  водоемах,  участвуя в  круговороте питательных ве-
ществ. Денитрификация активно  протекает в эпилитоне водоемов. Однако  информация об экологических 
факторах,  влияющих на данный процесс в биопленках,  весьма ограниченна. В настоящей работе иссле-
дована численность культивируемых денитрифицирующих бактерий в  биопленках,  сформированных 
на каменистых субстратах,  в различных районах литорали оз. Байкал. Выявлено,  что  основными фак-
торами,  объясняющими различия в  количестве культивируемых бактерий,  осуществляющих полную 
денитрификацию,  были температура и концентрация общего  азота в придонном слое воды. Показано,  
что  меньшее количество  денитрификаторов характерно  для биопленок,  испытывающих дефицит азота,  
на что  указывало  низкое стехиометрическое соотношение N : P в биопленках. Определено  неравномер-
ное распределение тяжелых металлов в биомассе эпилитных биопленок,  что  также может потенциально  
влиять на денитрификацию в эпилитоне оз. Байкал.

Ключевые слова: культивируемые гетеротрофные денитрифицирующие бактерии,  эпилитон,  факторы 
денитрификации,  экологическая стехиометрия.

доема,  тем самым способствуя уменьшению 
эвтрофирования. Причем денитрификация яв-
ляется важным процессом,  который приводит 
к значительным переносам азота в атмосфе-
ру из внутренних вод в глобальном масшта-
бе [Boyer et al., 2006; Seitzinger et al., 2006]. 
Двумя наиболее важными катаболически-
ми процессами,  значительно  изменяющими 
стехиометрию внутренних вод за счет эмис-
сии газов,  являются дыхание и денитрифи-
кация [Maranger et al., 2018]. Лучшие условия 
для денитрификации в насыщенных кислоро-

ВВЕДЕНИЕ

Денитрификаторы – ​микроорганизмы спо-
собные в условиях дефицита кислорода осу-
ществлять дыхание на нитратах,  т. е. окис-
ление органических веществ с  помощью 
кислорода нитратов. В результате этого  про-
цесса образуются газы N2 или N2O [Gaimster 
et al., 2018]. Известно,  что  избыточное поступ- 
ление азота является одним из основных фак-
торов эвтрофикации и  ухудшения качества 
воды водоемов [Malone, Newton, 2020]. Дени-
трификация удаляет связанный азот из во-
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дом водоемах создаются в верхнем слое осад-
ков [McClain et al., 2003; Seitzinger et al., 2006]. 
В осадках оз. Байкал также показано  протека-
ние денитрификации [Романова,  1961]. В озе-
рах сообщества эпилитона могут быть “горя-
чими” точками денитрификации [Magalhães 
et al., 2005]. Преимуществом эпилитных био-
пленок перед осадками является активная 
продукция органического  вещества,  необхо-
димого  для протекания гетеротрофной дени-
трификации. Кроме того,  известно,  что  эпи-
литон активно  поглощает различные формы 
азота и восстанавливает его  до  N2O и N2,  что  
способствует биоремедиации и поддержанию 
олиготрофных условий [Teissier et al., 2002, 
2007; Ribot et al., 2012; Sanli et al., 2015; Bernal 
et al., 2018]. Изучению денитрификации в эпи-
литоне – ​биопленках на каменистых субстра-
тах,  выстилающих значительную часть ли-
торали,  посвящено  меньше исследований по  
сравнению с осадками. В эпилитных биоплен-
ках литоральной зоны оз. Байкал обнаруже-
ны денитрифицирующие бактерии nirK-типа,  
родственные с некультивируемыми бактери-
ями порядков Rhizobiales и  Rhodobacterales 
класса Alphaproteobacteria [Подлесная и др.,  
2020]. Также показано,  что  численность куль-
тивируемых денитрификаторов в эпилитных 
биопленках литорали оз. Байкал может до-
стигать высоких значений [Подлесная и др.,  

2021]. Однако  о  факторах,  определяющих эф-
фективность денитрификации в  эпилитоне,  
известно  немного  [Lyautey et al., 2013]. Кроме 
того,  в различных местообитаниях наблюдает-
ся широкий диапазон физико-химических ус-
ловий,  поэтому в каждом конкретном районе,  
вероятно,  будет свой ограничивающий фак-
тор  или несколько  факторов денитрификации. 
Цель данной работы – ​ определение числен-
ности денитрифицирующих бактерий в лито-
ральном эпилитоне оз. Байкал и рассмотрение 
экологических факторов,  объясняющих раз-
личия в их количестве.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ

Район исследования и отбор проб

Отбор  проб воды и биопленок с камени-
стых субстратов проведен в  районе запад-
ного  побережья оз. Байкал (рис.  1)  напро-
тив пос. Листвянка (St1),  пос. Большие Коты 
(St2),  пос. Большое Голоустное (St3) и в про-
ливе Ольхонские Ворота (St4) в  период с  5 
по  14  августа 2019 г. Глубина озера в  ме-
стах отбора составляла от 10 до  15  м. Об-
разцы воды отбирали батометром Нискина,  
каменистые субстраты с биопленками со  дна 
поднимали водолазы. Для химического  ана-
лиза пробы воды фильтровали через ацетат-
целлюлозные фильтры с  диаметром пор  

Рис. 1. Расположение станций отбора проб: St1 – ​напротив пос. Листвянка,  St2 – ​напротив пос. Большие 
Коты,  St3 – ​напротив пос. Большое Голоустное,  St4 – ​пролив Ольхонские Ворота.
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0,45 мкм (“Владисарт”,  Россия). Далее филь-
трованные и  нефильтрованные пробы для 
определения биогенных элементов заморажи-
вали при –20 °C.

Биопленки с камней немедленно  после от-
бора собирали с помощью стерильного  скаль-
пеля. Одну аликвоту биопленки высушивали 
при 42 °C до  постоянного  веса,  другую замо-
раживали при –20 °C для определения кон-
центрации хлорофилла а.

Микробиологический, микроскопический 
и химический анализы эпилитных  

биопленок

Численность денитрификаторов определя-
ли путем посева суспендированной биопленки 
методом десятикратных разведений. Для этого  
использовали жидкую среду Гильтая (г/л): го-
товили раствор  I (KNO3 – 2,0,  Н2О – ​250 мл) 
и  раствор  II (KH2PO4 – 2,0,  MgSO4·7H2О  – ​
2,0,  СаCl2 – 0,2,  натрий лимоннокислый – ​2,5,  
FeCl3 – ​следы,  Н2О – ​500 мл),  оба раствора 
сливали в колбу и доводили объем до  1000 мл. 
По  индикатору бромтимоловому синему уста-
навливали рН,  равным 7 [Родина,  1965]. 
В пробирки со  средой помещали пробирки Да-
рема (Durham Marienfeld, UK) для фиксации 
газообразования. По  окончании опыта реги-
стрировали следующие признаки: 1) накопле-
ние газа,  2) изменение цвета среды с зелено-
го  на синий,  что  указывало  на изменения рН 
в щелочную сторону. Количество  денитрифи-
цирующих бактерий определяли как наиболее 
вероятное число  клеток в изначальном образ-
це и обозначали кл/см2 или кл/г сырого  веса. 
Анализировали три отдельных камня с каж- 
дой станции. Культивируемые гетеротрофные 
бактерии учитывали на среде РПА10 [Горбен-
ко,  1961]. Биопленки высушивали в течение 12 
ч при 55 °C и покрывали в вакууме золотом 
на SCD 004 установке (Balzers AG,  Лихтен-
штейн). Сканирующую электронную микроско-
пию выполняли на микроскопе Quanta 200 (FEI 
Company, США) при напряжении 29 кВ. Со-
держание хлорофилла а определяли спектро- 
фотометрически с использованием метаноль-
ной экстракции в течение 12 ч при 8 °C [Hen-
riques et al., 2007]. Адсорбцию экстракта изме-
ряли при длине волны 665 нм.

Содержание углерода и азота определяли 
в высушенных на воздухе образцах биопленок 

на CHN-анализаторе в ЦКП ИрИХ СО РАН 
(Flash EA 1112 CHNS, ThermoFinigan, Италия). 
Также из этих образцов была приготовлена 
суспензия в деионизованной воде с расчетом,  
чтобы содержание органического  фосфора 
не превышало  1 мг/л. Общий фосфор  в образ-
цах полученных суспензий определяли мето-
дом персульфатного  сжигания согласно  реко-
мендациям пробоподготовки,  представленных 
в работах M. Kahlert et al. [2002],  P. Qin et al. 
[2007],  A. Liess et al. [2009],  с  последую-
щим фотометрическим методом восстановле-
ния хлористым оловом по  ГОСТ 18309‑2014,  
метод “Г”. Содержание фосфора в  суспен-
зии пересчитывали на содержание в  грам-
мах сухого  веса эпилитных биопленок. Кон-
центрации всех трех элементов – ​углерода,  
азота,  фосфора  – ​ переводили в  молярную  
размерность.

Элементный состав высушенных образ-
цов определяли с помощью масс-спектромет- 
ра с индуктивно  связанной плазмой Agilent 
7500ce после кислотного  разложения по  ПНД 
Ф 16.1:2.3:3.11-98 (издание 2015 г.).

Гидрохимический анализ  
придонной воды

В фильтрованных пробах воды определя-
ли концентрацию следующих элементов: ни-
трат-иона (NO3–) – фотометрическим методом 
с использованием салициловокислого  натрия 
по  ГОСТ  33045‑2014 (метод “Д”),  нитрит-
ионов (NO2–)  – ​ методом фотоколориметрии 
с реактивом Грисса по  ГОСТ 33045‑2014 (ме-
тод “Б”),  ионов аммония (NH4

+) – ​индофеноль-
ным методом по  РД 52.24.383,  фосфат-ионов 
(PO4

3–) – ​фотометрическим методом восстанов-
ления хлористым оловом по  ГОСТ 18309‑2014 
(метод “А”). В нефильтрованных пробах воды 
определяли концентрацию общего  фосфо-
ра фотометрическим методом восстановле-
ния хлористым оловом после окисления пер-
сульфатом калия по  ГОСТ 18309‑2014 (метод 
“Г”),  общий азот определяли согласно  РД 
52.24.532-2016 (вариант 2),  органическое ве-
щество  – ​ методом бихроматного  окисления 
(ХПК) с применением термореактора “Терми-
он” (Люмэкс,  Россия) и анализатора жидко-
сти “Флюорат‑02” (Люмэкс,  Россия) согласно  
ПНД Ф 14.1:2:4.190-2003 в пересчете на угле-
родные единицы.
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Статистический анализ

Количественные данные по  распределению 
денитрификаторов были log10 трансформиро-
ваны. Различия по  распределению биомассы,  
количеству культивируемых денитрифици-
рующих бактерий,  процентному содержанию 
элементов углерода,  азота,  фосфора проте-
стированы с  помощью непараметрического  
критерия Краскела – Уоллиса. Корреляцию 
между параметрами,  измеряемыми в  био-
пленке,  определяли с  помощью критериев 
Спирмена и Пирсона. Метод главных компо-
нент применяли для анализа и визуализации 
взаимосвязи параметров окружающей среды 
и характеристик эпилитной биопленки.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Характеристика эпилитных биопленок 
и придонного слоя воды литорали  

оз. Байкал

Основу образцов эпилитных биопленок со-
ставляли нитчатые водоросли и цианобактерии 
(рис. 2). Между сухим,  влажным весом и со-
держанием хлорофилла а выявлена положи-
тельная корреляция (r = 0,8–0,9; p < 0,05), что  
демонстрирует отсутствие значимых различий 
по  содержанию терригенных частиц,  детри-
та и фотоавтотрофных организмов в образцах.

Биомасса биопленок на разных станциях 
различалась значительно  (тест Краскела  – ​
Уоллиса,  р < 0,05). На St1 и  St4 биомасса 
биопленок на квадратный сантиметр  площа-
ди камня была больше как по  показателям 
сырого  веса на квадратный сантиметр,  так 
и по  содержанию хлорофилла а на квадрат-
ный сантиметр. Соотношение хлорофилла а 
к сырому весу эпилитной биопленки в среднем 
составляло  0,017 ± 0,008 %. Согласно  класси-
фикации G. Lakatos,  биопленки с таким низ-
ким содержанием хлорофилла относятся к ге-
теротрофному типу [Lakatos, 1991].

Районы исследования различались по  ко-
личеству культивируемых денитрифициру-
ющих бактерий как по  наиболее вероятному 
числу клеток на площадь в 1 см2,  так и при 
пересчете на грамм влажного  веса эпилитной 
биопленки (тест Краскела – Уоллиса,  р < 0,05). 
Наибольших значений 6 × 104 кл/см2 числен-
ность достигала в проливе Ольхонские Воро-
та (St4),  что  является максимальной для эпи-

литных биопленок оз. Байкал [Подлесная и др.,  
2021]. Минимальные значения выявлены на 
станции St2 у пос. Большие Коты – ​6 кл/см2.  
Между биомассой на единицу площади био-
пленки и  количеством денитрификаторов 
не было  значимой зависимости.

Различия по  содержанию углерода,  азо-
та и фосфора в эпилитоне между станциями 
не имели статистической значимости,  так же 
как и молярное соотношение элементов C : P 
и C : N (тест Краскела – Уоллиса,  р > 0,05),  
однако  молярная пропорция азота и фосфо-
ра (N : P) различалась значительно  (тест Кра-
скела – Уоллиса,  р < 0,05). Минимальное зна-
чение соотношения азота к фосфору в биомассе 
эпилитной биопленки найдено  в  районе пос. 
Листвянка (St1),  а  максимальное – в  районе 
пролива Ольхонские Ворота (St4).

Такие элементы,  как Cr,  Zn,  Cu,  Pb,  на-
блюдались в  большей концентрации в  био-
пленках у пос. Листвянка – ​St1.

Общий фосфор  и азот в пробах нефиль-
трованной придонной воды на станциях St1 
и  St4 были в  несколько  большей концен-
трации,  чем на станциях St2 и St3. Концен-
трации нитратного  азота в  придонной воде 
на станциях St1,  St2,  St3 в  момент отбора  

Рис.  2. Каменистые субстраты и  эпилитные био-
пленки с  различных станций отбора оз. Байкал. 
Общий вид камней и  сканирующая электронная 

микроскопия высушенных образцов.



22

проб были близки между собой,  но  значи-
тельно  отличались от станции St4. Темпера-
тура придонного  слоя воды на станциях St1 
и St2 была ниже,  чем на станциях St3 и St4 
(таблица). Молярное соотношение общего  азо-
та к общему фосфору Nобщ/Pобщ в придонной 
воде на большинстве станций имело  такой 
же тренд,  как и соотношение этих элементов 
в эпилитных биопленках. Наименьшее значе-
ние Nобщ/Pобщ выявлено  у пос. Листвянка (St1) 
и составило  15,  на St2 – ​20,  St3 – ​24 и St4 – ​
19. В биомассе эпилитных биопленок молярное 
соотношение азота к фосфору в среднем со-
ставило: St1 – ​12,  St2 – ​17,  St3 – ​32,  St4 – ​29.

Взаимосвязь факторов  
окружающей среды и параметров  

эпилитных биопленок

Выявлено,  что  количество  денитрифици-
рующих бактерий в биопленках наиболее тес-

но  связано  с температурой и концентрацией 
общего  азота в придонном слое воды (r = 0,6 
и 0,7 соответственно,  р < 0,05). Между сред-
ними значениями стехиометрии N : P на раз-
личных станциях и  количеством денитри-
фикаторов на грамм сырого  веса биопленки 
также обнаружена значимая корреляция (r = 
= 0,72,  р < 0,05).

Анализ методом главных компонент пока-
зал,  что  различия между станциями отбора 
проб прежде всего  обусловлены такими по-
казателями,  как денитрифицирующие бакте-
рии,  стехиометрия С : Р и N : P в эпилитных 
биопленках,  температура и общий азот в при-
донном слое воды,  а также нитратный и фос-
фатный азот в придонной воде и концентрация 
тяжелых металлов в биопленках (рис. 3). Чис-
ленность денитрификаторов в эпилитоне также 
тесно  связана с такими факторами,  как азот,  
температура и стехиометрия биопленок. Взаи-
мосвязь их количества с толщиной биопленки,  

Гидрохимические характеристики придонной воды в месте отбора каменистых субстратов (мг/л),  
среднее содержание хлорофилла а и основных элементов в эпилитных биопленках на единицу площади

Показатель

Район  
пос. Листвянка

Район  
пос. Большие 

Коты

Район  
пос. Большое 
Голоустное

Пролив 
Ольхонские 

Ворота

St1 St2 St3 St4

Придонный слой воды,  мг/л

N[NO3–] 0,06 0,07 0,04 0,01

N[NH4
+] 0,007 0,003 0,005 0,001

N[NO2
–] 0,001 0,000 0,001 0,001

P[PO4
3–] 0,004 0,005 0,003 0,002

Робщ 0,012 0,008 0,007 0,012

Собщ 5,3 5,4 3,7 3,6

Nобщ 0,18 0,16 0,17 0,23

Температура,  °C 7 6 12 13

Эпилитные биопленки

Хлорофилл а*,  мкг/см2 

Хлорофилл а*,  мкг/г
34 (11) 

339 (184)
27 

446(16)
14 (5) 
443(98)

42 
370(11)

Сырой вес*,  г/см2 0,25 0,07 0,05 0,30

С,  мг/см2 8,22 4,3 2,67 9,77

N,  мг/см2 0,99 0,62 0,48 1,00

P,  мг/см2 0,150 0,082 0,026 0,050

⅀ Cd,  Zn,  Cu,  Ni,  Cr,  Co,  As,  Pb**,  мг/кг 346 180 207 70

Денитрифицирующие бактерии
log10/г сырого  веса

log10/см2

3,0 
2,4

2,5 
1,9

4,0 
3,0

4,7 
4,5

П р и м е ч а н и е.  Данные в скобках – ​±стандартное отклонение;  * – ​среднее,  ** – ​медиана.
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выраженной как в концентрации хлорофилла,  
так и влажного  веса на единицу площади кам-
ня,  не выявлена. Однако  толщина биопленки 
оказалась тесно  связана с  общим фосфором 
в вышележащем слое воды (рис. 3).

ОБСУЖДЕНИЕ

Количество культивируемых  
гетеротрофных денитрификаторов  
отражает интенсивность процесса  

денитрификации

Ферменты денитрификации не присутству-
ют в клетках постоянно,  они синтезируются 
в  ответ на уровень кислорода,  монооксида 
азота,  нитрата/нитрита,  меди. Это  справед-
ливо  по  крайней мере на модельных бакте-
риях Paracoccus denitrificans [Gaimster et al., 
2018]. В питательной среде,  использованной 
для подсчета денитрификаторов,  созданы 
оптимальные условия для денитрификации,  
что  стимулирует синтез соответствующих 

ферментов. Следовательно,  метод культи-
вирования отражает потенциал микробно-
го  консорциума,  но  не денитрифицирующую 
активность в момент отбора проб. Таким об-
разом,  количество  культивируемых дени-
трификаторов является косвенным индикато-
ром интенсивности процесса денитрификации 
в различных районах.

Метод подсчета культивируемых денитри-
фикаторов на среде Гильтая достаточно  точ-
но  отражает протекающую в водоемах дени-
трификацию. Так,  максимальные количества 
денитрифицирующих бактерий в озерах Ар-
хангельской области на среде Гильтая летом 
обнаруживались только  в придонных слоях 
(0,5–1 м до  донных отложений) при концен-
трации О2 0,5–0,9 мгО2/л и зимой при кон-
центрации О2 0,1–0,2 мгО2/л. Численность де-
нитрифицирующих бактерий составила 2500 
и 600 кл/мл соответственно. Азотсодержащие 
неорганические вещества также обнаружива-
лись в больших концентрациях в слое воды,  

Рис. 3. Анализ методом главных компонент факторов окружающей среды (сплошные стрелки) и парамет- 
ров биопленки (штриховые стрелки). ДБ – ​денитрифицирующие бактерии;  Ме – ​суммарное количество  
микроэлементов Cd,  Zn,  Cu,  Ni,  Cr,  Co,  Pb,  As,  мкг/кг сухого  веса эпилитной биопленки;  ТС – ​общий 

углерод;  ТР – ​общий фосфор;  ТN – ​общий азот;  вл. вес – ​вес влажной биопленки,  г/см2

a
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где выявлено  большее количество  культиви-
руемых денитрификаторов [Воробьева и др.,  
2012]. Вместе с  тем метод культивирования 
показал четкие различия между количеством 
денитрификаторов в  толще воды и  эпилит-
ных биопленках оз. Байкал [Подлесная и др.,  
2021]. Таким образом,  метод количественно-
го  определения культивируемых денитри-
фицирующих бактерий позволяет проводить 
сравнительное изучение интенсивности дени-
трификации в том или ином районе. Для опре-
деления более точной интенсивности денитри-
фикации в момент отбора проб необходимо  
анализировать транскрипцию генов фермен-
тов денитрификации.

Количество культивируемых  
денитрифицирующих бактерий  

в эпилитных биопленках литорали  
оз. Байкал определяет общий азот 

в придонном слое воды, а не нитрат

Данное исследование не выявило  положи-
тельной взаимосвязи между количеством де-
нитрифицирующих бактерий эпилитных био-
пленок и  концентрацией нитратного  азота 
в придонной воде,  однако  обнаружена значи-
мая положительная зависимость их числен-
ности от концентрации общего  азота в при-
донной воде (r = 0,7;  p < 0,05). Возможным 
поставщиком нитратов в эпилитной биоплен-
ке может быть нитрификация – ​сопряженный 
процесс [Teissier et al.,  2002;  Teissier,  Torre,   
2002]. Протекание нитрификации,  которая по-
ставляет нитрат денитрификаторам,  объясня-
ет отсутствие корреляции между количеством 
денитрификаторов и нитратом в вышележа-
щем столбе воды. В тех же районах исследо-
вания,  что  и рассматриваются в данной ра-
боте,  ранее найдено  большое разнообразие 
таксонов бактерий,  осуществляющих нитри-
фикацию [Podlesnaya et al.,  2020]. Отсутствие 
взаимосвязи между количеством генов nirK,  
nirS  и  параметрами окружающей среды,  
в том числе концентрацией NO3–,  наблюдали 
для эпилитных биопленок высокогорных оли-
готрофных озер. В то  же время обилие генов 
nirK и nirS  в эпилитной биопленке положи-
тельно  коррелировало  с обилием бактериаль-
ного  и архейного  гена amoA,  что  указывало  
на сопряженность денитрификации и нитри-
фикации в эпилитоне [Vila-Costa et al., 2014].

Экологическая стехиометрия  
и культивируемые  

денитрифицирующие бактерии

В придонной воде и эпилитоне обнаружена 
схожая тенденция стехиометрии азота и фос-
фора – ​постепенное увеличение соотношения 
N : P от St1 к St4. Аналогичная картина на-
блюдалась в озерах Швеции между эпилит-
ным N : P и пелагическим Nобщ/Pобщ [Diehl et 
al., 2018].

Соотношение углерода,  азота и  фосфора 
в обрастаниях могут быть подвержены измене-
ниям в зависимости от факторов окружающей 
среды. Так,  например,  по  мере увеличения об-
щего  фосфора биомасса перифитона увеличи-
валась,  а соотношение C : P уменьшалось. Био-
масса перифитона и соотношение C : P на свету 
были выше,  чем в тени [Qin et al., 2007]. Со-
общалось о  положительной корреляции N : P 
стехиометрии и количества генов цикла азота 
в почве [Luo et al., 2020]. Содержание генов nirS  
в  отложениях отрицательно  коррелировало  
с соотношением C : N и положительно  – с об-
щим азотом [Moiser, Francis, 2010]. Связаны ли 
стехиометрия биопленок и  биогеохимические 
циклы бактерий,  известно  немного.

Наши наблюдения показали,  что  боль-
шее количество  денитрификаторов приуро-
чено  к  биопленкам с  более высоким стехио-
метрическим соотношением азота и фосфора. 
В биопленках на станциях St3 и St4 выявле-
но  4,0 и 4,7 log10 кл/г денитрификаторов и мо-
лярное соотношение азота к фосфору,  равное 
30 и 21 соответственно. В биопленках станций 
St1 и St2 3,0 и 2,5 log10 кл/г денитрификато-
ров и молярное соотношение азота и фосфо-
ра 12 и 17 соответственно  (рис. 4). H. Hillebrand 
и U. Sommer [1999] в экспериментах по  куль-
тивированию перифитона в разных условиях 
снабжения неорганическими питательными ве-
ществами выявили,  что  молярное соотношение 
N : P биомассы,  равное 13 и менее,  указыва-
ло  на дефицит азота,  а соотношение,  равное 
22 и более,  – на дефицит фосфора. В услови-
ях дефицита азота и фосфора как по  отдель-
ности,  так и совместно  наблюдалось снижение 
скорости роста перифитонного  мата.

Ранее в  2015  г. (за  4  года до  настояще-
го  исследования) в районе St1 и St2 Ozersky 
с соавт. проведены эксперименты с использо-
ванием субстратов,  рассеивающих различ-
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ные концентрации неорганических питатель-
ных веществ [Ozersky et al., 2018]. Стимуляция 
только  фосфором не давала значимого  при-
роста фитобентоса,  определяемого  по  хлоро-
филлу и количеству клеток. Гораздо  заметнее 
рост стимулировал азот,  а значительное усиле-
ние продукции получено  при совместном сти-
мулировании азотом и фосфором. Это  говорит 
о  том,  что  продукция фитобентоса в данном 
районе ограничена дефицитом азота,  а не фос-
фора. Наши наблюдения стехиометрии азота 
и фосфора эпилитных биопленок согласуются 
с полученными ранее,  и пять из девяти образ-
цов эпилитона этого  района показали дефицит 
азота согласно  классификации,  предложенной 
H. Hillebrand и U. Sommer [1999].

Таким образом,  показано,  что  денитри-
фицирующие бактерии более распространены 
в эпилитных биопленках,  не испытывающих 
дефицит азота,  определенный по  стехиомет- 
рии азота и фосфора в биомассе эпилитного  
сообщества.

Совокупность факторов, определяющих 
распределение культивируемых  

гетеротрофных денитрификаторов 
в эпилитных биопленках озера Байкал

Многочисленные исследования,  посвящен-
ные экологии денитрификации,  показали,  что  

этот процесс регулируется комплексом фак-
торов. Наибольшая потенциальная активность 
денитрификации,  определенная методом аце-
тиленового  блока,  и концентрация генов дени-
трификации наблюдаются,  когда соблюдаются 
следующие условия: аноксия,  доступность ни-
тратов и органического  вещества,  а также оп-
тимальная температура [Ventullo, Rowe, 1982; 
Opdyke, Mark, 2007; Boulêtreau et al., 2012]. Ис-
ходя из этого,  в эфтрофных водоемах дени-
трификация протекает активнее [Zhang et al., 
2019]. Наиболее часто  учитываются такие фак-
торы денитрификации,  как содержание азота,  
кислорода,  органического  вещества. К более 
редко  учитываемым факторам можно  от-
нести,  например,  содержание тяжелых ме-
таллов [Deng et al., 2018]. Так,  установлено,  
что  в осадках концентрация тяжелых метал-
лов отрицательно  коррелировала с уровнем 
транскрипции генов денитрификации [Chen 
et al., 2020]. Лабораторные инкубационные ис-
следования показали,  что  добавление метал-
лов Cd,  Cu или Zn в количестве до  500 мг/кг  
каждого  значительно  снижает денитрифи-
кацию в отложениях водно-болотных угодий,  
при этом наибольшее влияние оказывает Cd,  
за которым следуют Zn и Cu [Sakadevan et 
al., 1999]. В данном исследовании концентра-
ция тяжелых металлов в эпилитных биоплен-
ках в среднем составила около  70 мг/кг и не  

Рис. 4. Распределение денитрифицирующих бактерий (кл/г сырого  веса) и стехиометри-
ческого  соотношения N : P на станциях исследования. Боксплоты охватывают 2-й и 3-й 
квартили,  линия посередине – медиана. Усы – ​максимальные и минимальные значения
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показала значимой отрицательной корреля-
ции как самостоятельный предиктор  распре-
деления культивируемых денитрификаторов 
(r = – ​0,4,  р = 0,63). Также следует учиты-
вать,  что  общая концентрация тяжелых ме-
таллов,  как правило,  превышает биологичес- 
ки доступную [Zhong et al., 2020]. Все вместе 
это,  по-видимому,  объясняет слабое влия-
ние тяжелых металлов эпилитных биопленок 
оз. Байкал на численность денитрифицирую-
щих бактерий.

Химический состав органических веществ,  
продуцируемых водорослями,  ассоциирован-
ными с денитрификаторами в биопленке,  так-
же может быть основным фактором,  опре-
деляющим протекание процесса нитратного  
дыхания. Так,  в двух водотоках с контраст-
но  различающимся уровнем нитратов,  эпи-
литные биопленки не отличались по  уровню 
генов nirS  и  потенциалу денитрификации,  
но  значительно  отличались химическим со-
ставом растворенных органических веществ,  
доступных для поглощения бактериями [Pe-
terson et al., 2011]. Имеется исследование,  под-
тверждающее,  что  внеклеточные органиче-
ские вещества диатомовых водорослей лучше 
других способствуют денитрификации в пе-
рифитоне [Ishida et al., 2008]. В данной работе 
не учитывался химический состав органиче-
ских веществ,  доступных денитрифициру-
ющим бактериям. Однако  пробы эпилитона 
были проанализированы на предмет доступ-
ного  микробам органического  вещества с по-
мощью косвенного  метода культивирования 
на питательных средах. Численность денитри-
фикаторов в биопленке коррелировала с коли-
чеством культивируемых гетеротрофных мик- 
роорганизмов,  учтенных на среде РПА10 на 
квадратный сантиметр  площади камня. Ко-
личество  культивируемых на РПА10 микро-
организмов также показало  тесную положи-
тельную связь с содержанием органического  
вещества как в  биопленке,  так и  в  водной 
толще.

Таким образом,  совокупность основных 
факторов,  объясняющих распределение куль-
тивируемых денитрификаторов в  эпилитоне 
оз. Байкал,  следующая: содержание общего  
азота и температура в придонном слое воды,  
соотношение N : P в биопленке.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В эпилитных биопленках литоральной зоны 
оз. Байкал культивируемые гетеротрофные де-
нитрифицирующие бактерии выявлены в ко-
личестве от 6 до  6 × 104 кл/см2. Численность 
культивируемых денитрификаторов в эпили-
тоне статистически значимо  различалась на 
исследуемых станциях. Наибольший потенци-
ал денитрификации наблюдался на станции 
в проливе Ольхонские Ворота и,  вероятно,  от-
ражал высокую интенсивность денитрифика-
ции в этом районе.

Общий азот в придонной воде,  окружаю-
щей субстраты с биопленками,  температура 
воды и стехиометрическое соотношение азота 
и фосфора в биопленках определяли распре-
деление культивируемых денитрификаторов. 
Выявлена положительная взаимосвязь между 
этими факторами и денитрификаторами.

Из четырех исследуемых районов литора-
ли оз. Байкал район пос. Листвянка считает-
ся самым “экологически неблагополучным”,  
что  выражается в массовом развитии не ти-
пичного  для этого  местообитания фитобентоса 
[Kravtsova et al., 2014]. Избыточное поступле-
ние биогенных элементов – ​общепризнанный 
фактор  наблюдаемого  явления. Содержание 
общего  азота и  фосфора в  придонных во-
дах у пос. Листвянка было  на уровне пролива 
Ольхонские Ворота,  однако  численность дени-
трификаторов в эпилитных биопленках была 
значительно  ниже. Как показали наблюдения,  
частично  это  может быть связано  с ингибиро-
ванием денитрификации температурой и скоп- 
лением таких микроэлементов,  как Cr,  Zn,  
Cu,  Pb. Кроме того,  баланс азота и фосфора 
в биомассе эпилитона данного  района не яв-
ляется оптимальным,  а указывает на пере-
вес в сторону фосфора и,  следовательно,  кон-
куренцию за азот в консорциуме организмов 
эпилитной биопленки. Необходимы дальней-
шие исследования для лучшего  понимания 
пространственной и  сезонной динамики де-
нитрификации в литоральной зоне оз. Байкал 
и основных регулирующих ее факторах,  что  
позволит сделать прогноз удаления азота при 
эвтрофикации и температурных изменениях.

Работа выполнена в рамках госбюджетного  про-
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Participating in the circulation of nutrients epilithic biofilms play an important role in water bodies. De-
nitrification actively proceeds in the epilithon of water bodies. However, the information on environmental 
factors that affect the process in biofilms is still limited. The object of study in this article involves the num-
ber of cultivated denitrifying bacteria in biofilms formed on the stony substrates in different parts of Lake 
Baikal littoral zone. It has been found out that the main factors explaining the differences in the number 
of cultivated bacteria who perform complete denitrification were the temperature and the concentration of 
total nitrogen in shallow water. The article shows that lower amount of denitrifiers is a typical for biofilms 
experiencing nitrogen deficiency as indicated by the low stoichiometric N: P ratio in biofilms. An uneven 
distribution of heavy metals in the biomass of epilithic biofilms has been determined. It also may potentially 
impact denitrification in the epilithon of Lake Baikal.

Key words: cultivated heterotrophic denitrifying bacteria, epilithon,  denitrification factors,  ecological 
stoichiometry.


