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Аннотация

Впервые описана микроцистин-продуцирующая культура бентосной цианобактерии Tychonema sp. BBK16, 
выделенная из биопленочных обрастаний прибрежной зоны озера Байкал. Розовый цвет трихомов и развитая 
керитомия клеток указывают на принадлежность к роду Tychonema. Исследование морфологии и участка 
гена 16S РНК показало уникальность этого вида цианобактерии, ближайшим родственником нового вида яв-
ляется реофильная цианобактерия Tychonema sp. K27 из карстового ручья. На филогенетическом дереве 
вместе они образуют отдельную кладу бентосных прикрепленных форм. Обнаружено, что байкальский штамм 
Tychonema sp. BBK16 продуцирует микроцистин LR и не синтезирует анатоксин, что отличает его от ранее 
описанных видов. Эта способность выявлена in vitro на средах с байкальской бутилированной водой и со сточ-
ной водой из очистных сооружений пос. Выдрино. Добавление к среде очищенной сточной воды усиливает 
метаболизм цианобактерий и приводит к увеличению концентрации микроцистина LR до 320 мкг/г сухой 
массы. Усвоение дополнительного количества биогенов, а также органических соединений цианобактериями 
оказывает стимулирующее воздействие на их метаболизм. Анализируя появление цианобактерий рода 
Tychonema в озере Байкал, сделано предположение, что они массово развиваются в местах дополнительного 
поступления питательных веществ, в том числе и органического происхождения. 
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ВВЕДЕНИЕ

Начиная с 2011 г. в озере Байкал, самом глу-
боком на Земле, наблюдаются крупномасштаб-
ные негативные изменения в литоральной зоне, 
среди которых особое место занимают массовая 
гибель губок и интенсивное развитие нитчатых 
цианобактерий на различных субстратах, вклю-
чая губки [1, 2]. В бентосных сообществах оз. 
Байкал найдены цианобактерии, содержащие 
гены синтеза токсинов и способные продуциро-
вать различные варианты гепатотоксичных мик
роцистинов и нейротоксичных паралитических 
токсинов моллюсков [3, 4].

Массовое развитие цианобактерий на дне во-
доемов в литоральной зоне опасно тем, что про-
дукция и выброс токсинов происходит в прибреж-
ных участках, в местах интенсивной хозяйствен-
ной деятельности человека, в том числе вблизи 
населенных пунктов, где осуществляется забор 
воды [5]. В пресноводных бентосных циано-
бактериальных матах в основном доминируют 
нитчатые цианобактерии порядка Oscillatori-
ales, реже – представители Nostocales и Syne-
chococcales [6]. Токсичными были маты, со-
держащие цианобактерии родов Phormidium, 
Oscillatoria, Microcoleus, Tychonema и Plankto-
thrix [5, 7–14]. Цианобактерии рода Tychone-
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ma – новые обитатели бентоса оз. Байкал – до-
минируют в биопленках-язвах байкальской губ-
ки и в других обрастаниях [1, 15, 16]. Экспансия 
планктонных видов рода Tychonema является 
ярким признаком эвтрофирования водоемов [9]. 
Морфологические и молекулярно-генетические 
характеристики рода Tychonema показывают 
его близость к родам Phormidium и Microcoleus. 
Несмотря на то, что виды родов Phormidium, 
Microcoleus и Tychonema – ближайшие род-
ственники, у видов Tychonema способность к 
продукции микроцистинов до настоящего вре-
мени не выявлена, а установлен только синтез 
анатоксина и его производных [9, 14, 17]. 

Для ультрапресных вод Байкала характер-
ны следовые количества биогенных элементов и 
органических веществ, поэтому попадание очи-
щенных сточных вод в литоральную зону озера 
оказывает существенное влияние на его обита-
телей. Антропогенное влияние сточных вод на 
экосистему озера происходит следующими спо-
собами: 1) непосредственный сброс очищен-
ных сточных вод в оз. Байкал (г. Байкальск); 
2) сброс очищенных сточных вод в притоки 
оз. Байкал (города Улан-Удэ, Северобайкальск, 
Слюдянка, поселки Нижнеангарск, Выдрино и 
другие); 3) грунтовый сток хозяйственно-быто-
вых вод от населенных пунктов без очистных 
сооружений и туристических баз, расположен-
ных в пятисотметровой береговой зоне. Ранее 
было показано, что хозяйственно-бытовые воды, 
сброшенные на берегу озера, способны просачи-
ваться через грунт и стимулировать рост бен-
тосных водорослей [18]. Поэтому мы исследо-
вали штамм BBK16 нового для Байкала рода 
Tychonema и изучили его способность синтези-
ровать цианотоксины под влиянием очищенных 
сточных вод in vitro.

Цель работы – установить таксономическое 
положение штамма, выделенного из биопленки 
оз. Байкал, на основе морфологических и мо-
лекулярно-биологических данных; определить 
типы и концентрации цианотоксинов в биомассе 
культуры, выращенной на среде с разными до-
бавками.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Материалы 

Пробы биопленки отобраны с подводной ча-
сти дощатого пирса, расположенного в районе 
биостанции Лимнологического института СО РАН 
(пос. Большие Коты, 51°54.29′N, 105°4.47′E). 

Ранее в образцах этой биопленки методами 
иммуноферментного анализа и масс-спектро
метрии выявлено четыре варианта микроцисти-
на ([D-Asp3,Dha7]MC-HtyR, MC-RR, MC-HtyR, 
[Dha7]MC-YR) в суммарной концентрации 
30 мкг/кг сухой массы [1]. В эксперименте ис-
пользовали стерильную негазированную бутили-
рованную воду ООО “Вода Байкала” (пос. Ли-
ствянка). Проба сточной воды взята во время 
экспедиционных работ на научно-исследова-
тельском судне “Академик Коптюг” в августе 
2018 г. в месте сброса очищенных сточных вод 
пос. Выдрино в р. Снежная в 1.5 км от устья.

Методы исследования

Фрагменты биопленки промывали стериль-
ной минеральной средой Z-8 [19], дробили на бо-
лее мелкие части и помещали на агаризованные 
пластинки с этой же средой и культивировали в 
холодильнике. Условия культивирования были 
следующие: освещенность 1200 люкс, чередо-
вание ночного и дневного периодов освещения 
16 : 8, температура 11–12 °C. Отдельные трихо-
мы вырезали из агара в стерильных условиях, 
суспендировали в жидкой среде Z-8 и вновь 
культивировали до получения униальгальной 
культуры. Для изучения морфологии, выделе-
ния ДНК и исследования продукции цианоток-
синов штамм выращивали в жидкой среде.

Морфологическое исследование проводили с 
помощью светового микроскопа Axio Imager (Гер-
мания), снабженного ртутной лампой HBO 100W 
и зеленым фильтром (DM-580+0-590, BF-0-610, 
G(IF-545+BG-36)). Таксономическую принадлеж-
ность устанавливали по определителю [20]. 

ДНК выделяли методом ферментативного ли-
зиса с последующей экстракцией фенол-хлоро-
формом. Фрагмент 16S рРНК гена амплифициро-
вали с помощью универсального бактериального 
праймера 8F (AGAGTTTGATCCTGGCTCAG) [21] 
и праймера 16 (AAGGAGGTGATCCAGCCGCA), 
специфичного для цианобактерий [22]. Секвени-
рование по Сэнгеру осуществляли в Центре кол-
лективного пользования “Геномика” СО РАН 
(г. Новосибирск). Последовательность зареги-
стрирована в Genbank под номером MN969972. 
Для филогенетического анализа использовали 
последовательности 16S рРНК генов цианобак-
терий из базы GenBank. Филогенетическое де-
рево построено с помощью байесовского анали-
за с применением программного обеспечения 
MrBayes, v.3.2.6 [23]. Методом Монте-Карло с 
Марковскими цепями сгенерирован 1 млн ре-
плик с отжигом в 25 % и четырьмя цепями 
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(1 холодная и 3 горячих), модель эволюции JC 
(Jukes-Cantor). Среднее стандартное отклонение 
в разрыве частот равно 0.01, потенциальный ко-
эффициент уменьшения масштаба – 1.000. Все 
расчеты проведены на вычислительном кла-
стере “Академик В. М. Матросов” (Иркутский 
суперкомпьютерный центр СО РАН, http://
hpc.icc.ru).

Для анализа метаболитов штамм Tychonema 
sp. BBK16 выращивали в стерильной среде Z-8 
в объеме 50 мл. После формирования биоплен-
ки, проводили эксперимент в течении 10 дней: 
через день к одной партии приливали по 1 мл 
стерильной бутилированной байкальской воды, 
а ко второй – по 1 мл очищенной сточной воды, 
стерилизованной фильтрованием и УФ-излу
чением. После окончания эксперимента био-
пленку выдерживали еще 5 дней, после чего 
приступали к анализу метаболитов.

Для определения химического состава среды 
Z-8 и очищенной сточной воды использовали 
методы, описанные ранее [24]. Кислотность (рН) 
и содержание гидрокарбонатов определяли по-
тенциометрическим методом с помощью ионо
мера-рН-метра “Эксперт-001” (Россия). Содер-
жание хлоридов и сульфатов измеряли методом 
высокоэффективной жидкостной хроматографии 
(ВЭЖХ) с помощью жидкостного хроматографа 
“Милихром А-02” (Россия), содержание ионов 
кальция и магния определяли методом атомно-
абсорбционной спектрометрии, а ионов натрия 
и калия – методом атомно-эмиссионной спек-
трометрии с использованием атомно-абсорбци-
онного спектрометра AAS 30 (Германия). Кон-
центрации фосфат- и нитрат-ионов определяли 
с помощью  концентрационного фотоколориме-
тра КФК-3 (Россия). Химическое потребление 
кислорода (ХПК) или бихроматную окисляе-
мость измеряли фотометрическим методом с 
использованием анализатора жидкости “Флюо-
рат-02” (Россия). Концентрацию нефтепродук-
тов определяли флуориметрическим методом 
также с помощью анализатора жидкости “Флю-
орат-02”, а содержание синтетических анион-
ных поверхностно-активных веществ (ПАВ) – 
экстракционно-фотометрическим методом в пе-
ресчете на додецилсульфат натрия.

Для определения содержания анатоксинов и 
микроцистинов 10 мг лиофильно высушенной био-
массы суспендировали в 4 мл метанола (75 %). 
Цианотоксины экстрагировали в соответствии с 
методикой, описанной ранее [25]. Полученный 
экстракт анализировали методом жидкостной 
хромато-масс-спектрометрии (ЖХ-МС). Анаток-
сины и микроцистины определяли из одного об-

разца, так как подготовка проб биомассы циано-
бактерий аналогичная [26]. Определением мето-
дом ЖХ-МС проводили с помощью хроматографа 
Agilent 1200 с диодно-матричным УФ-Вид де-
тектором в сочетании с HR-ESI-MS детекто-
ром Agilent 6210 (Agilent Technologies, США). 
Хроматографическая колонка Zorbax SB C-18 
(2.1 × 150 мм), температура колонки – 35 °С, 
элюент А – 0.1 % HFBA в воде, элюент Б – 0.1 % 
HFBA в ацетонитриле, поток 150 мкл/мин, гра-
диент от 10 до 100 % Б за 20 мин, длины волн 
детектирования: 210, 238, 260, 280, 290 и 340 нм. 
Масс-детектор в режиме ESI+ (m/z 100–3200), 
температура газа-носителя (N

2
) – 250 °C, поток 

газа-носителя – 3.5 л/мин, распылитель – 45 psi, 
напряжение на капилляре – 3.5 кВ. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Морфологическое описание штамма

Штамм Tychonema sp. BBK16 в жидкой сре-
де формировал пленки красно-коричневого цве-
та, прикрепленные к стенкам и ко дну колбы. 
Процесс формирования биопленки занимал 4 не-
дели, после чего рост останавливался. Трихомы 
подвижные, прямые, от красно-коричневого до 
розового цвета, у молодой культуры – без чех-
ла или с тонким чехлом, у старой – заключен-
ные в плотные бесцветные чехлы. Концы трихо-
мов разной формы – тупозакругленные, сужен-
ные заостренные прямые либо редко слегка 
загнутые, без калиптры. Ширина клеток 5.0–
7.7 мкм (средняя 6.2 мкм), длина 0.5–4.1 мкм 
(средняя 2.2 мкм). У большинства трихомов со-
держимое клеток характеризовалось сильной 
вакуолизацией или керитомией (рис. 1). 

На основании морфологических признаков 
штамм был отнесен к роду Tychonema [20]. При-
крепленный образ жизни и размер клеток ис-
следованного штамма сходны с характеристи-
ками Tychonema tenue, однако наличие чехлов 
и полиморфизм конечной клетки трихомов не 
позволяет отнести штамм к этому виду. 

Филогенетический анализ штамма  
по гену 16S рРНК

Получена последовательность длиной 1441 нук
леотид, которая согласно BLASTn-анализу на 
99.8 % (с покрытием 96 %) сходна с последователь-
ностью осциллаториевой цианобактерии Tycho-
nema sp. K27, выделенной из биопленок извест-
ковых туфов карстового ручья в Германии [27]. 
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Сходство с последовательностями других штам-
мов рода Tychonema, включая типовые, составило 
99.3–99.5 %. На филогенетическом дереве они 
сформировали отдельный кластер с поддержкой 
99 % в смешанной кладе Tychonema/Phormidium 
autumnale/Microcoleus anatoxicus (рис. 2).

В результате проведенного филогенетическо-
го анализа последовательностей генов 16S рРНК 
показано, что штамм BBK16 принадлежит к 
роду Tychonema, образуя вместе с Tychonema 
sp. K27 отдельную кладу бентосных прикре-
пленных форм. 

Химические параметры питательной среды 

Исследование химического состава среды и 
добавок, использованных для культивирования, 
показало, что бутилированная байкальская вода 
имеет рН выше, чем очищенная сточная вода, в 
которой содержание основных ионов в несколько 
раз больше (табл. 1). Так, зарегистрировано пре-
вышение содержания хлорид-ионов в 100 раз, 
нитрат-ионов – более чем в 200 раз, сульфат-
ионов – в 8 раз, фосфат-ионов – более чем в 
1000 раз, а ионов натрия – в 20 раз. По сравне-
нию с бутилированной водой с низким содержа-
нием ионов аммония (фоновое значение для оз. 
Байкал – менее 0.005 мг/л), в очищенной сточ-
ной воде их содержится до 10 мг/л, что также 
превышает значение для байкальской воды бо-

лее чем в 1000 раз. Помимо этого, для очищен-
ной сточной воды отмечено присутствие неф
тепродуктов, синтетических анионных ПАВ и 
значительное количество органических веществ 
по сравнению с водой озера [30–32] (см. табл. 1). 

Жидкостная хроматография с тандемной 
масс-спектрометрией 

В исследованных нами образцах биопленок 
штамма Tychonema sp. BBK16 методом ЖХ-МС 
анатоксин не выявлен. При добавлении в сре-
ду Z-8 бутилированной байкальской воды этот 
штамм синтезировал только следы фенилала-
нина. Добавление сточной воды значительно 
увеличивало продукцию еще двух ароматиче-
ских протеиногенных аминокислот – тирозина 
и триптофана (рис. 3).

При исследовании цианобактерии Tychone-
ma sp. BBK16, культивируемой на среде с до-
бавлением байкальской бутилированной воды, 
выявлен микроцистин LR (МС-LR) на основа-
нии сравнения времени удерживания (t

R
) и зна-

чения m/z молекулярного иона [M+H]+ со стан-
дартом МС-LR (t

R
 = 29 мин) (рис. 4). Концен-

трация МС-LR составляла 55 нг/г сухой массы. 
Для образцов биопленки, культивируемой на 
очищенной сточной воде, отмечено значитель-
ное увеличение концентрации МС-LR – до 
320 мкг/г сухой массы (в 5800 раз) и появление 

Рис. 1. Штамм Tychonema sp. BBK16 (а), эпифлуоресцентная и световая микроскопия биопленки (б), трихомы с заостренной 
и округлой конечной клеткой (в), световая и эпифлуоресцентная микроскопия трихома с чехлом и развитой керитомией (г). 
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дополнительного слабо токсичного варианта мик
роцистина [Ser7]MCYST-LR в концентрации 
20 мкг/г сухой массы в пересчете на МС-LR. 

Определение нового штамма  

микроцистин-продуцирующей  

Tychonema sp. BBK16 и стимуляция  

биосинтеза токсинов у цианобактерий

Из биопленки, взятой с нижней поверхности 
дощатого пирса, получена культура цианобак-
терии, которая по морфологическим признакам 
соответствует роду Tychonema. Определение ви-
довой принадлежности представителей клады 
Phormidium/Microcoleus/Tychonema сопряжено 
с трудностями ввиду их морфологической схо-
жести. Морфология байкальского штамма име-
ет сходные признаки с представителями родов 
Microcoleus и Phormidium, а именно: рост в виде 
биопленок, наличие чехлов, конечные клетки 
трихомов заостренной формы. Но розовый цвет 
трихомов и развитая керитомия клеток харак-

терна для представителей рода Tychonema [20], 
что подтверждается данными филогенетическо-
го анализа фрагмента гена 16S рРНК. 

Род Tychonema включает планктонные, тихо-
плактонные, бентосные и перифитонные виды [20]. 
Они являются продуцентами различных биоак-
тивных веществ, таких как анатоксин и гомо
анатоксин [9], геосмин и β-ионон [33], эругинозины 
и цианопептолины [34, 35], брунсвикамид [36] и 
тихонамид А и Б [37]. Бентосные виды Tychone-
ma sp. обнаружены в биопленках пресноводного 
карстового ручья [27], в язвах больной байкаль-
ской губки [1] и в немецком оз. Мандихо [14]. 
В последние десятилетия описано много новых 
видов – продуцентов токсинов [38–41]. Мы впер-
вые описали культуру бентосной микроцистин-
продуцирующей цианобактерии рода Tychone-
ma. Этот вид отличен от Tychonema, вызываю-
щей язвенные поражения байкальских губок. 
Он способен продуцировать микроцистин LR, 
концентрация которого возрастает на три по-
рядка с добавлением сточной воды в среду для 

Рис. 2. Байесовское филогенетическое дерево, основанное на результатах секвенирования 16S pРНК осциллаториевых ци-
анобактерий. Набор данных содержит 35 последовательностей длиной около 1400 нуклеотидов. Байесовские апостериорные 
вероятности показаны в узлах ветвления. Последовательность, полученная в данной работе, выделена жирным шрифтом. 
Масштаб – ожидаемое количество генетических замен на участке гена.
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культивирования. Очевидно, что после очистки 
в сточной воде остаются вещества, стимулиру-
ющие метаболизм цианобактерий. 

Показано, что у Microcystis aeruginosa при-
сутствие аммония в среде коррелирует с син-
тезом аминокислот (предшественников микро-
цистина) и концентрацией микроцистина [42]. 
Культивирование цианобактерии Cuspidothrix 
issatschenkoi на средах с разными источника-
ми азота стимулирует выработку анатоксина, 
причем органические соединения способству-
ют большему образованию токсина [43]. В экс-
периментах установлено, что совместное до-
бавление минеральных форм фосфора и азота 
и органических соединений приводит к значи-
тельному увеличению продукции микроцисти-
нов осциллаториевой цианобактерией Plankto-
thrix agardhii [44]. В нашем опыте в очищенной 
сточной воде обнаружена повышенная концен-
трация нитратов, фосфатов и органических 
веществ.

Выявленный фенилаланин является изобар-
ным аналогом анатоксина [45] и одним из пред-
шественников микроцистина, поскольку непро-

теиногенная аминокислота (Adda) первой синте-
зируется из фенилаланина и ацетат-аниона [46] 
и является ключевым интермедиатом производ-
ства микроцистинов. Можно предполагать, что 
добавление сточной воды усиливает шикимат-
ный метаболический путь биосинтеза, который 
составляет основу первичного метаболизма и 
является основным поставщиком субстратов 
для построения вторичных метаболитов. Кроме 
того, появление варианта микроцистина с сери-
ном может свидетельствовать об усилении гли-
колиза при синтезе этой аминокислоты. Ранее 
мы отмечали, что представители рода Tycho-
nema активно колонизируют байкальские губки 
ввиду их способности усваивать органические 
вещества и аммоний, образующиеся в резуль-
тате распада тел губок [15]. Мы полагаем, что 
массовое развитие цианобактерий Tychonema 
sp. в бентосных биопленках оз. Байкал также 
может быть обусловлено поступлением в водо-
ем очищенных сточных вод, содержащих мине-
ральные и органические соединения фосфора и 
азота. Молекулы микроцистина содержат боль-
ше азота, чем молекулы анатоксина, поэтому 

ТАБЛИЦА 1 

Сравнение химического состава среды Z-8 и экспериментальных добавок  
с гидрохимическими характеристиками прибрежных и пелагических вод оз. Байкал 

Гидрохимический 
показатель

Среда Z-8 Бутилированная 
вода 

Очищенная 
сточная вода 

Прибрежная 
вода 

Пелагическая 
вода 

pH 7.5±0.1 7.5±0.5 7.0±0.1 8.0±0.21 н. д.

Содержание, мг/л:

HCO3– 450±6 65±2 79±2 67.3±3.32 66.3±1.33

SO
4
2– 140±7 5.5±0.1 47±3 5.5±0.32 5.5±0.13

Cl– 1.33±0.05 0.44±0.03 71±4 0.47±0.032 0.44±0.033

Na 264±8 3.4±0.1 78±10 3.26±0.102 3.3±0.13

K 83±4 1.0±0.1 21±1 0.98±0.052 1.0±0.13

Ca 17.2±0.4 16.8±0.4 34±4 15.9±0.52 16.4±0.43

Mg 36±2 3.0±0.1 5.4±0.4 3.0±0.12 3.0±0.13

PO
4
3– 69±12 0.012±0.005 20±3 0.010±0.0051 0.037±0.0023

NO
3
– 97±14 0.40±0.02 115±24 0.25±0.101 0.40±0.023

NH
4
+ н. о. <0.005 8±2 <0.0053 <0.0053

Нефтепродукты н. о. н. о. 0.055±0.016 н. д. 0.021±0.0066

Синтетические  
анионные ПАВ

н. о. н. о. 0.10±0.01 0.005±0.0034 0.002±0.0014

ХПК, мгO/л 3.4±0.9 3.3±0.8 138±23 6.0±4.05 4.5±2.05

Примечание: ПАВ – поверхностно-активные вещества; ХПК – химическое потребление кислорода; 
н. д. – нет данных; н. о. – не обнаружено. 

1 Данные из [28].
2 Данные из [29].
3 Данные из [24].
4 Данные из [30].
5 Данные из [31].
6 Данные из [32].
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синтез микроцистина более зависим от наличия 
биогенов и веществ-предшественников. Усвое-
ние дополнительного количества биогенов и ор-

ганических соединений цианобактериями ока-
зывает стимулирующее воздействие на их ме-
таболизм и синтез микроцистинов. 

Рис. 3. Хроматограмма полного ионного тока (TIC) образца Tychonema sp. BBK16, полученного на среде с 
добавлением очищенной сточной воды, а также пики молекулярных ионов по выбранному ионному току: 
EIC-1 – фенилаланин (Phe), EIC-2 – тирозин (Tyr), EIC-3 – триптофан (Trp) и их масс-спектры.

Рис. 4. Хроматограмма выбранного ионного тока (EIC) образца Tychonema sp. BBK16, полученного на 
среде с добавлением очищенной сточной воды, и масс-спектры в области молекулярных ионов MC-LR 
и [Ser7]MC-LR. t

R
 – время удержания.
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Проведено исследование штамма осцилла-
ториевой цианобактерии BBK16, отнесенного к 
роду Tychonema – новому для оз. Байкал. Штамм 
Tychonema sp. BBK16 продуцирует микроцис
тин, что отличает его от ранее изученных 
представителей этого рода. Экспериментально 
показано, что добавление очищенных сточных 
вод в среду для культивирования значительно 
меняет метаболизм цианобактерии и приводит 
к увеличению концентрации микроцистина в 
биопленке. Таким образом, попадание очищен-
ных сточных вод в оз. Байкал может стимули-
ровать продукцию цианотоксинов и создавать 
угрозу жизни и здоровью человека и животных. 

Работа выполнена при финансовой поддержке на-
ционального правительства и в рамках государствен-
ного задания ЛИН СО РАН (темы ¹ 0279-2021-0015 
и 0279-2021-0005).
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