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ФУНКЦИОНИРОВАНИЕ СУЛЬФИДОГЕННОГО 
МИКРОБНОГО СООБЩЕСТВА, ВКЛЮЧАЮЩЕГО 

ТРАНСКОНЪЮГАНТЫ С ПЛАЗМИДАМИ RP4 И R68.45

Цель работы. Определить влияние внехромосомных генетических элемен-
тов (плазмид) на морфологические и коррозионные свойства сульфидогенных 
микробных ассоциаций при формировании ими биоплёнок на поверхности стали. 
Методы. Микробиологические, молекулярно-биологические. Результаты. Наличие 
плазмид RP4 и R68.45 у бактерий-компонентов сульфидогенного сообщества из-
меняло морфотип колоний: отмечено появление S-, O-типа колоний у бактерий-
трансконъюгантов в отличие от R-типа исходных штаммов. Выявлены изменения 
в физиологической и коррозионной активности бактерий-трансконгъюгантов и 
сульфидогенных сообществ. При формировании биоплёнки на поверхности ста-
ли сульфидогенной ассоциацией в составе: Desulfovibrio sp. 10, Bacillus subtilis 36 
и трансконъюганта Pseudomonas aeruginosa 27(R68.45) по сравнению с исходной 
ассоциацией, не содержащей плазмид, снижалось накопление белка в биоплёнке в 
2,3-4,4 раза, продуцирование сероводорода – в 1,5 раза, уменшалась скорость кор-
розии в 2 раза. Выводы. Изучение влияния внехромосомных генетических элементов 
на функционирование биоплёнки, образованной сульфидогенным сообществом, яв-
ляется перспективным для обоснования новых подходов к предупреждению возник-
новения коррозии и разработке альтернативных биологических средств противо-
коррозионной защиты металлов. 

Ключевые слова: сульфидогенное микробное сообщество, трансконъюганты, 
коррозионная активность.

В природных условиях оптимальной формой жизнедеятельности суль-
фидогенного микробного сообщества является биоплёнка, как правило, 
формирующаяся на поверхности металла и в дальнейшем становящая-
ся одним из факторов его микробной коррозии [3, 20]. Формирование 
биоплёнок часто сопровождается изменениями морфолого-физиоло-
гических свойств бактерий [17]. Изменения в микробной ассоциации 
могут происходить в результате обмена информацией между участни-
ками посредством ряда сигнальных молекул или генетическим путем 
по разнообразным механизмам [5, 7, 21]. Тесный контакт бактерий в 
биоплёнке создает условия для обмена генетической информацией по-
средством конъюгации [9]. Внесение новой генетической информации 
в микробное сообщество косвенно или прямо способствует проявлению 
или приобретению бактериями новых свойств [2, 4]. 

Ранее нами была показана возможность переноса плазмид в бактерии–
компоненты сульфидогенного микробного сообщества [1]. Однако, нали-
чие, распространение и возможность обмена генетической информацией 
с помощью плазмид между бактериями в сульфидогенном сообществе 
остаются мало изучеными.
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Ввиду того, что коррозионные процессы на поверхности металла про-
текают в биоплёнке, целью нашей работы было определение влияния 
плазмид на морфологические и коррозионные свойства бактерий – ком-
понентов сульфидогенных ассоциаций при формировании ими биоплёнок 
на поверхности стали.

Материалы и методы. Объекты исследования. В работе использовали 
бактерии Desulfovibrio sp. 10 (УКМ В-11503) и их ассоциативные 
спутники Pseudomonas aeruginosa 27 (УКМ В-11507), P. mendocina  
29 (УКМ В-11509), Aeromonas hydrophila/caviae 30 (УКМ В-11510), 
Bacillus subtilis 36 (УКМ В-11513), выделенные и идентифицированные 
нами ранее из коррозионно-агрессивного сульфидогенного микробного 
сообщества [3, 19]. В ходе работы [1] проведено трансконъюгационное 
скрещивание коллекционных штаммов бактерий с E.coli J53, несущими 
трансмиссионные плазмиды RP4, R68.45 и получены трансконъюганты: 
P. aeruginosa 27(RP4), P. aeruginosa 27(R68.45), P. mendocina 29(RP4), 
P. mendocina 29(R68.45), A. hydrophila/caviae 30(RP4), A. hydrophila/caviae 
30(R68.45). Установлена степень стабильности наследования плазмиды 
R68.45 для штамов P. mendocina 29 – 49%, P. aeruginosa 27 – 90%, 
A. hydrophila/caviae 30 – 100%, для плазмиды RP4 – P. aeruginosa 27 –  
51% и A. hydrophila/caviae 30 – 100% [1].

Штаммы бактерий хранятся в коллекции отдела общей и почвенной 
микробиологии Института микробиологии и вирусологии им. Д. К. За-
болотного НАН Украины.

Коррозионно-агрессивные сульфидогенные ассоциации. В модельных 
опытах использовали искусственно созданные трехкомпонентные 
сульфидогенные микробные ассоциации, состоящие из исходных 
штаммов бактерий в соотношении 1:1:1 (Desulfovibrio sp. 10,  
P. aeruginosa 27, B. subtilis 36) и ассоциации с трансконъюгантным 
штаммом (Desulfovibrio sp. 10, P. aeruginosa 27(R68.45), B. subtilis 36). 
Предварительные исследования показали, что в исходной ассоциации 
штаммы бактерий не содержали плазмид [1]. 

Культивирование бактерий. Ассоциативные спутники сульфатреду-
цирующих бактерий культивировали в течение 24-36 ч в жидкой среде 
LB при температуре 28°C до выхода в позднюю фазу стационарного рос-
та [14]. Трансконъюгантные штаммы культивировали при температуре 
28°С на агаризованной среде LB с тетрациклином (40 мкг/мл) в течение 
3 суток [1]. 

Сульфидогенные микробные сообщества, а также исходные  
P. aeruginosa 27 и трансконъюгантные бактерии P. aeruginosa 27(R68.45), 
выращивали в микроаэрофильных условиях в жидкой питательной среде 
Постгейта «В» в течении 7-10 суток при температуре 28°С до выхода в 
стационарную фазу роста [18].

Морфологию колоний трансконъюгантов бактерий изучали на стерео-
микроскопе марки Nikon SMZ 1000 (Япония) при увеличении в 20-80 раз. 

Формирование биоплёнок исследовали в модельных опытах с искус-
ственно созданными сульфидогенными ассоциациями. Опыты проводили 
во флаконах объёмом 50 мл, заполненных жидкой питательной средой 
Постгейта «В», инокулированной в зависимости от варианта опыта куль-
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турами бактерий и асcоциациями в экспоненциальной фазе роста. Ино-
кулят составлял 10% от общего объёма среды, начальный титр культур –  
107 кл/мл. Во флаконы погружали подвешенные на леске образцы стали-3 
размером 4,8х1,5х0,5 см, предварительно взвешенные и обработанные 
по методике, описанной в [10, 19]. Флаконы герметически закрывали 
резиновыми пробками и инкубировали при 28ºС. После 10, 16 и 32 суток 
экспозиции соответствующие флаконы изымали из опыта. Образцы стали 
извлекали из культуральной среды и погружали в 100 мл 0,1 М фосфат-
ного буфера (рН 7,0). Биоплёнку снимали с образцов ультразвуком при 
22 кГц (30с), обработку проводили трижды с интервалом 30 с на приборе 
УЗДН-2Т, как указано в методике [19]. Полученную суспензию центри-
фугировали при 8000 g (ротор 5415R, Eppendorf), в течение 30 мин для 
отделения клеток. В осажденных клетках биоплёнки определяли количе-
ство белка по общепринятому методу Лоури [12]. 

Определение накопление сероводорода проводили в культуральной 
жидкости методом йодометрического титрования [13].

Скорость коррозии стали под действием сульфидогенных микробных 
ассоциаций и культур бактерий определеляли по уменьшению массы об-
разца стали по сравнению с исходной на единицу площади в единицу 
времени [19].

Результаты. Развивающиеся в условиях подземной среды сульфидо
генные микробные сообщества, в основном, состоят из бактерий, про-
являющих коррозионную агрессивность [3, 19, 20]. Такие сообщества 
являются многокомпонентными и мало изученными объектами с точ-
ки зрения молекулярной генетики. Ранее нами была обнаружена вне-
хромосомная ДНК у бактерий˗компонентов природного сульфидоген-
ного сообщества: аммонифицирующих и железовосстанавливающих. 
Обнаруженные внехромосомные элементы были небольших размеров 
(5-9 т.п.н.). Учитывая их малые размеры, было высказано предположение, 
что эти элементы скорее всего являются криптическими плазмидами [1].

У полученных нами трансконъюгантов бактерий-компонентов 
сульфидогенного сообщества [1] мы сочли целесообразным определить, 
как влияет наличие трансконъюгационных плазмид на морфологические 
и коррозионные свойства изучаемых бактерий. Проведены сравнительные 
исследования форм колоний, образованных плазмидосодержащими и 
бесплазмидными штаммами бактерий (Рис. 1).

При культивировании на агаризованной среде LB исходные штаммы 
бактерий P. aeruginosa 27 и A. hydrophila/caviae 30 образовывали 
шершавые, матовые колонии R-типа, а штамм P. mendocina 29 – гладкие, 
блестящие колонии S-типа. 

Наличие плазмиды RР4 практически не изменяло морфотип колоний  
P. aeruginosa 27, а трансконъюгант A. hydrophila/caviae 30(RP4) 
образовывал переходные колонии О-типа. Трансконъюганты бактерий, 
содержащие плазмиду R68.45 образовывали гладкие, блестящие колонии 
S-типа. Колонии плазмидосодержащего штамма P. mendocina 29(R68.45) 
не отличались от таковых, образованных исходным штаммом (данные не 
указаны на рис.). 

Следовательно, морфология колоний, образованных трансконъю
гантами бактерий, содержащими плазмиды RP4 и R68.45, отличалась от 
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бесплазмидных аналогов. Возможно, именно наличие плазмид приводило 
к вышеуказанным морфологическим изменениям колоний. 

Известно, что наличие плазмид в клетках бактерий может определенным 
образом влиять на формирование ими биоплёнки [6, 9, 15]. Учитывая, 
что процесс микробной коррозии протекает именно в биоплёнке, нами 
изучена возможность влияния плазмид на метаболическую и корро-
зионную активность бактерий, развивающихся на поверхности стали. 
Исследования проводили с трансконъюгантным штаммом P. aeruginosa 
27(R68.45), имеющим наиболее высокую частоту переноса плазмид по 
сравнению с другими штаммами. Стабильность удержания плазмиды  
P. aeruginosa 27(R68.45) составляла 90% [1].

Показано, что исходный штамм P. aeruginosa 27 развивался в биоплёнке 
активнее трансконъюганта P. aeruginosa 27(R68.45). После 10-и суток 
культивирования накопление белка исходным штаммом P. aeruginosa 27 
было в 3 раза выше по сравнению с трансконъюгантом (Рис. 2). Напротив, 
после 16-ти и 32-х суток культивирования количество белка, синтезиро-
ванное штаммом, несущим плазмиду R68.45, было выше, чем у исходного 
на 44 и 35% соответственно. 

Присутствие трансконъюганта в составе сульфидогенной коррозионно-
агрессивной ассоциации влияло на активность образования биоплёнки. 
Исходная ассоциация бактерий на 10-е сутки культивирования проду-
цировала в 2,3 раза больше белка по сравнению с ассоциацией, содер-
жащей трансконъюгант: Desulfovibrio sp. 10+ P. aeruginosa 27(R68.45) + 
+ B. subtilis 36 (Рис. 2б). По завершению срока экспозиции накопление бел-
ка ассоциацией с трансконъюгантом было меньше в 4,4 раза, т.е. внесение 
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 P. aeruginosa 27(R68.45) в состав ассоциации приводило к понижению 
образования биоплёнки.

Одним из важных показателей метаболической и коррозионной 
активности сульфидогенного сообщества является накопление 
сероводорода. Установлено, что штаммы, как исходный P. aeruginosa 27, 
так и трансконъюгированный P. aeruginosa 27 (R68.45) продуцировали в 
небольших количествах сероводород (Рис. 3). 

В течение всего срока экспозиции штамм P. aeruginosa 27(R68.45), 
несущий плазмиду, продуцировал на 6,25-20,0% меньше сероводорода 
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по сравнению с исходным штаммом (Рис. 3а). Сульфидогенная ассоци-
ация бактерий, содержащая трансконъюгант P. aeruginosa 27(R68.45), 
аналогично, продуцировала почти в 1,5 раза меньше сероводорода (до 
226 мг/л), сравнительно с исходной (360 мг/л). 

Выявлены изменения коррозионной активности исходного штамма и 
его трансконъюганта, а также микробных ассоциаций, в составе которых 
был трансконъюгант P. aeruginosa 27(R68.45) (Рис. 4). Сравнительные ис-
следования монокультур псевдомонад показали, что в присутствии транс-
конъюганта P. aeruginosa 27(R68.45) на 16-е сутки экспозиции скорость 
коррозии стальных образцов была в 2,8 раза ниже, чем под воздействием 
исходного штамма P. аeruginosa (Рис. 4а), а по завершению экспозиции 
скорость коррозии стали под действием трансконъюганта возрастала на 
18,5%, однако данные были статистически недостоверные. 

Ассоциация бактерий Desulfovibrio sp. 10 + P. aeruginosa 27 + B. subtilis 36  
проявляла высокую скорость коррозии в течение всего срока экспозиции 
(Рис. 4б). Например, после 16-ти суток экспозиции скорость коррозии 
составляла 0,487 г/ч×см2, что в 2,9 раза больше по сравнению с ассо-
циацией с трансконъюгантом (0,167 г/ч×см2). Наличие трансконъюганта  
P. aeruginosa 27(R68.45) в ассоциации приводило к существенному за-
медлению коррозионных процессов на металле в 1,9-2,9 раза в течение 
всего периода экспозиции. 

Обсуждение. Таким образом, внесение чужеродной плазмидной ДНК 
в бактерии-компоненты сульфидогенного коррозионно-агрессивного со-
общества привело к изменению морфологии колоний – к появлению S- и 
O-типов. Это возможно объяснить проявлением плейотропного эффекта, 
то есть множественным действием генетического материала плазмид на 
несколько фенотипических признаков, в том числе и на морфологию ко-
лоний.

Согласно немногочисленным данным, бактерии, содержащие 
плазмиды, а также мутантные штаммы Streptococcus gordonii, интроду-
цированные транспозонами Tn916, теряли способность образовывать 
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биоплёнки [11]. С другой стороны, есть сведения, что внедрение конъю-
гативных F-плазмид способствовало формированию мощной биоплёнки 
клетками E. coli K12 благодаря появлению поверхностных структур – 
пилей [6]. В то же время установлено, что биоплёнки штамма B. subtillis, 
несущего плазмиду 2335/рВМВ105, образуются и развиваются быстрее, 
но начинают распадаться позже, чем пленки исходного штамма [15]. 

Другим объяснением может быть тот факт, что проявление диссоциа-
ции вида колоний связано с «биоплёночным» и «планктонным» феноти-
пом [5, 16]. Автором [16] показано, что после ресуспендирования зрелых 
сформированных биоплёнок P. аeruginosa и высева их на питательную 
среду образовывались колонии различных морфотипов, R- и S-типов, при 
этом бактерии R-типа лучше формировали биоплёнки. Можем предпо-
ложить, что внесение плазмид в клетки влечет за собой определённые 
изменения в экспрессии генов или адаптационных процессах.

Особое внимание следует обратить на то, что в условиях биоплёнки 
ассоциативная культура бактерий, содержащая трансконъюгант P. aeru-
ginosa 27(R68.45), снижала метаболическую активность и коррозионную 
агрессивность, о чем свидетельствует уменьшение продуцирования серо-
водорода в 1,5 раза; накопления белка – в 2,3-4,4 раза и снижение скоро-
сти коррозии стали в 1,9-2,9 раза. 

Поскольку основным коррозионным агентом в сульфидогенном со-
обществе являются сульфатредуцирующие бактерии, не исключено, что 
на уровне сообщества проявлялся не только плейотропный эффект, но и 
межвидовые взаимодействия, повлиявшие на формирование биоплёнки.

По нашему мнению, одной из причин таких изменений является по-
явление трансконъюгантов с S-типом колоний. Известно, что бактерии 
такого типа не способны формировать устойчивую биоплёнку на поверх-
ностях, потому происходит замедление процессов, связанных с функцио-
нированием биоплёнки [8, 9]. В нашем случае при нарушении  процесса 
формирования биоплёнки сульфидогенным микробным сообществом па-
дает накопление белка и уменьшается скорость коррозии стали. 

Таким образом, дальнейшее изучение функционирования биоплёнки, 
образованной сульфидогенным сообществом, и данные о влиянии гене-
тических факторов на её жизнедеятельность могут быть использованы 
для обоснования принципиально новых подходов к предупреждению воз-
никновения коррозионных явлений на поверхности стали и разработке 
альтернативных биологических средств противокоррозионной защиты 
металлов.

Авторы выражают благодарность д.б.н., член-корреспонденту НАН 
Украины, заведующему отделом молекулярной генетики бактериофагов 
Института микробиологии и вирусологии им. Д.К. Заболотного НАН 
Украины Товкачу Ф.И. за предоставление плазмид и оказание техниче-
ской и консультативной помощи в проведении работы.
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ФУНКЦІОНУВАННЯ СУЛЬФІДОГЕННОГО МІКРОБНОГО  
УГРУПОВАННЯ, ЩО МІСТИТЬ ТРАНСКОН’ЮГАНТИ  

ІЗ ПЛАЗМІДАМИ RP4 ТА R68.45
Ре з юме

Мета роботи. Визначення впливу позахромосомних генетичних елементів (плаз-
мід) на морфологічні та корозійні властивості сульфідогенних мікробних асоціацій 
за формування ними біоплівок на поверхні сталі. Методи. Мікробіологічні, моле-
кулярно-біологічні. Результати. Наявність плазмід RP4 та R68.45 у бактеріях-ком-
понентах сульфідогенного угруповання призводило до зміни морфотипу їх колоній: 
відмічено появу S-, O-типів колоній у бактерій-транскон’югантів на відміну від 
R-типу диких штамів. Виявлено зміни у фізіологічних та корозійних властивостях 
бактерій-транскон’югантів та сульфідогенних угруповань. За формування біоплівки 
на поверхні сталі сульфідогенною асоціацією такого складу: Desulfovibrio sp. 10, 
Bacillus subtilis 36 та транскон’юганта P. aeruginosa 27(R68.45) знижувалось нако-
пичення білка у біоплівці у 2,3-4,4 рази, продукування сірководню – в 1,5 рази та 
зменшувалась швидкість корозії сталі у 2 рази, порівняно із вихідною асоціацією, 
що не містила плазмід. Висновки. Вивчення впливу позахромосомних елементів на 
функціонування біоплівки, утвореної сульфідогенним угрупованням є перспектив-
ним для обґрунтування нових підходів до попередження виникнення корозії і роз-
робці альтернативних біологічних засобів протикорозійного захисту металів. 

Ключові слова: сульфідогенне мікробне угруповання, транскон’юганти, корозійна 
активність.
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FUNCTIONING OF SULFIDOGENIC MICROBIAL COMMUNITY, 
INCLUDING TRANSCOJUGANTS WITH  

THE RP4 AND R68.45 PLASMIDS
Summary

Aim of the study is to evaluate the influence of the extrachromosomal genetic elements 
(i.e. plasmids) on the morphological and corrosion features of the sulfidogenic microbial 
communities during the biofilm formation on steel surface. Мethods. Microbiological, 
molecular biological. Results. Bacteria from sulfidogenic microbial community harboring 
RP4 and R68.45 plasmids changed their colony morphotype: the transconjugated bacteria 
formed the colonies of the S-, O-types instead the R-type colonies of the wild strains. The 
changes in the physiological and corrosive activity of the transconjugated bacteria and 
sulfidogenic communities were demonstrated. Under the biofilm formation on the steel 
surface by the sulfidogenic microbial community including Desulfovibrio sp. 10, Bacillus 
subtilis 36 and transconjugated strain Pseudomonas aeruginosa 27(R68.45) the protein 
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synthesis in the biofilm was decreased in 2,3-4,4 times, the hydrogen sulfide production – 
1,5 times and corrosion rate inhibition –  2 times in comparison with non-plasmid harbor-
ing community. Conclusions. The study of the influence of the extrachromosomal genetic 
elements during biofilm formation by the sulfidogenic microbial community may help to 
create new approaches for corrosion prevention and develop alternative biologically based 
anticorrosion measures for metals corrosion protection.

Keywords: sulfidogenic microbial community, transconjugants, corrosive activity.
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