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На основе культурально-морфологических и физиолого-биохимических характеристик уточнено так-

сономическое положение штамма NPZ-121, выделенного из почвы, загрязненной отходами химического 

производства г. Уфы (Россия), как принадлежащего к роду Cellulosimicrobium виду funkei. В периодиче-

ской культуре описана динамика роста штамма C. funkei NPZ-121 и утилизации им 2,4-

дихлорфеноксиуксусной кислоты в концентрации 100мг/л. За 11 суток культура использовала до 69% суб-

страта от первоначального значения. Так как ранее была выявлена способность штамма метаболизировать 

2,4,5-трихлорфеноксиуксусную кислоту (2,4,5-Т), то таким образом установлена полисубстратная актив-

ность изучаемой культуры по отношению к хлорированным феноксиуксусным кислотам. 
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Введение. Род Cellulosimicrobium в семей-

стве Promicromonosporaceae был предложен пу-

тем реклассификации вида Cellulomonas 

cellulans, ранее выделенного из почвы пастбища, 

на основе его филогенетических и хемотаксоно-

мических характеристик. Позднее в рамках этого 

рода были описаны еще три вида: 

Cellulosimicrobium variabile, полученный из со-

держимого кишечника австралийского термита, 

Cellulosimicrobium funkei, изолированный из 

крови человека, и Cellulosimicrobium terreum, 

выделенный из почвенного образца. Однако за-

тем на основании отличного филогенетического 

положения и аминокислотного состава пепти-

догликана вид C. variabile был переклассифици-

рован как Isoptericola variabilis в новый род 

Isoptericola того же семейства. Новые виды: 

Cellulosimicrobium marinum был выделен из мор-

ских отложений Индонезии, Cellulosimicrobium  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

arenosum − из морского осадочного песка остро-

ва Модо (Республика Корея) и 

Cellulosimicrobium aquatile − из пресноводного 

водоема Индии [1, 2]. 

Актиномицеты широко известны как дест-

рукторы различных сложно утилизируемых со-

единений, таких как нафталин, фенантрен, ан-

трацен, хлорфенолы и хлорфеноксиуксусные 

кислоты, однако в основном это представители 

родов Rhodococcus [3] и Arthrobacter, выделен-

ные из загрязненных этими соединениями ме-

стообитаний. Принадлежащие к роду 

Cellulosimicrobium бактерии в большинстве 

случаев являются обитателями чистых природ-

ных экотопов и только C. funkei был изолирован 

из крови человека и, возможно, вызывает ин-

фекции у людей [1, 2]. 

2,4-Дихлорфеноксиуксусная кислота (2,4-Д), 

так же как и 2,4,5-Т, принадлежит к группе  
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синтетических ауксинов, которые с конца второй 

мировой войны широко используются в качестве 

действующих агентов селективных гербицидов. 

Долговременное и масштабное использование 

таких агрохимикатов привело с одной стороны к 

загрязнению сельскохозяйственных почв, а с 

другой ‒ к адаптации и селекции бактерий, спо-

собных к их активной деградации. 

Целью работы является уточнение таксо-

номического положения штамма NPZ-121, вы-

деленного из почвы, загрязненной отходами 

химического производства, а также изучение 

осуществляемого им процесса конверсии 2,4-Д. 

 

Материалы и методы. Объектом исследо-

вания служил природный бактериальный 

штамм NPZ-121, изолированный из образца 

почвы, загрязненной отходами химического 

производства (Уфа, Россия). 

Выделение геномной ДНК, амплификация 

частичной последовательности гена 16S рРНК и 

секвенирование были описаны ранее [4, 5].  

Бактериальную культуру выращивали в ко-

нических колбах (250 мл) на минимальной соле-

вой среде М9 [6], содержащей в качестве единст-

венного источника углерода 2,4-Д в концентра-

ции 100 мг/л. Культивирование проводили при 

температуре 28°С в термостатируемой установке 

УВМТ-12-250 («Элион», Россия) при 120 об/мин, 

а интенсивность роста оценивали по оптической 

плотности (OП590) клеточной суспензии с исполь-

зованием фотоколориметра КФК-2 (Россия). 

Определение количества 2,4-Д в культу-

ральной жидкости проводили согласно руковод-

ству [7] с небольшими модификациями. Для 

анализов отбирали по 5 мл культуральной жид-

кости, освобождали от клеток центрифугирова-

нием при 3600 g в течение 30 мин. Супернатант 

подкисляли 2 н соляной кислотой до рН 2.0, 

после чего в пробы добавляли в качестве внут-

реннего стандарта 2,4,5-Т до конечной концен-

трации метки 100 мг/л. Затем из проб трехкрат-

но экстрагировали хлорфеноксиуксусные ки-

слоты равными объемами хлороформа. После 

испарения хлороформа экстракты переводили в 

гексан и фракционировали методом тонкослой-

ной хроматографии на пластинах силуфол  

UV-254 («Chemapol», Чехия). Сканирование 

образцов проводили при длине волны 260–

280 нм в камере Хромоскана («Joyce-Loebl», 

Великобритания). Содержание хлорфеноксиук-

сусных кислот определяли по калибровочному 

графику для чистого стандарта. 

 

Результаты и обсуждение. Сравнитель-

ный анализ последовательности гена 16S рРНК 

показал, что изолят филогенетически родстве-

нен представителям рода Cellulosimicrobium, 

где наиболее близок к видам Cellulosimicrobium 

funkei и Cellulosimicrobium aquatile (рис. 1). 

Уровень сходства генов 16S рРНК между NPZ-

121 и типовыми штаммами C. funkei W6122 

(AY501364) и C. aquatile 3bp (LN812019) со-

ставлял 99.79 и 99.31%, соответственно.  

 
Рис. 1. Филогенетическое дерево, построенное на основе сравнительного анализа практически полной по-

следовательности (1477 нуклеотидов) амплификата гена 16S рРНК изучаемого штамма и гомологичных ему 

типовых штаммов. Цифрами обозначена достоверность ветвления, определенная с помощью bootstrap-

анализа 1000 альтернативных деревьев (показаны значения более 50). Масштаб отображает 5 нуклеотидных 

замен на каждые 1000 нуклеотидов. В скобках указан номер последовательности гена 16S рРНК в GenBank 

https://ru.wikipedia.org/wiki/Ауксины
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Поскольку согласно современными пред-

ставлениями внутривидовое сходство последо-

вательностей гена 16S рРНК у представителей 

рода Cellulosimicrobium должно составлять 99.8–

100%, а со штаммами других близкородствен-

ных видов – 99.5–99.8% [1], то данные филоге-

нетического анализа позволяют идентифициро-

вать штамм только до рода Cellulosimicrobium. 

В дальнейшем были получены культурально-

морфологические и физиолого-биохимические 

характеристики изолята. Штамм NPZ-121 после  

2-дневной инкубации при 28°С образовывал жел-

тые, круглые и гладкие колонии диаметром около 

2 мм. Грамположительные клетки не включали 

эндоспор, располагались одиночно, в парах и це-

почках, имели формы кокков и овалов размером 

0.3–0.4  0.4–0.6 мкм (рис. 2), были подвижны за 

счет перитрихиального жгутикования.  

 

 
 

Рис. 2. Электронно-микроскопические изображе-

ния клеток C. funkei NPZ-121Т при разрешении 

24000Х, стрелкой указаны жгутики. Шкала 0.5 мкм 

 

Для штамма был характерен аэробный рост 

в диапазоне температур от 22 до 41С и значени-

ях pH, близких к нейтральным, – 6.8–7.2. В каче-

стве единственного источника углерода культура 

использовала D-глюкозу, D-ксилозу, лактозу,  

D-фруктозу и мальтозу. Образовывала кислоту 

из L-арабинозы, D-целлобиозы, глицерина,  

D-маннозы, но не из из инулина и рафинозы. 

Необходимо отметить, что два наиболее 

близких к изоляту NPZ-121 типовых представи-

телей Cellulosimicrobium funkei W6122 и 

Cellulosimicrobium aquatile 3bp также обладают 

рядом сходных ключевых фенотипических при-

знаков, таких как отсутствие способности обра-

зовывать кислоту из инулина и рафинозы [2]. 

Однако подвижность – это ключевой признак, 

свойственный только культурам вида C. funkei. 

Следует отметить, что ранее данные фенотипи-

ческие признаки позволяли дифференцировать 

представителей вида С. funkei и другого, близ-

кого ему в филогенетическом отношении, вида 

Cellulosimicrobium cellulans [1, 8]. Поэтому 

штамм NPZ-121 был идентифицирован нами 

как принадлежащий к виду Cellulosimicrobium 

funkei. 

В дальнейшей работе C. funkei NPZ-121 

был испытан на способность использовать  

2,4-Д в качестве единственного источника угле-

рода и энергии в периодической культуре. Мак-

симальное значение оптической плотности куль-

туры достигло к 10 суткам (0.68 о.е.), при этом 

содержание 2,4-Д уменьшилось к 5-м суткам на 

30%, а к 11-м − на 69% от контроля (рис. 3).  

 

Рис. 3. Зависимость концентрации 2,4,5-Т от вре-

мени инкубации штамма Cellulosimicrobium sp. 

NPZ-121Т в периодической культуре 

 

В разное время активность штаммов-

деструкторов 2,4-Д различные исследователи 

изучали в условиях использования 2,4-Д как 

единственного источника углерода и энергии в 

концентрации от нескольких мг/л до несколь-

ких сотен мг/л или даже г/л (см. обзор [9]).  

C. funkei NPZ-121 показал себя эффектив-

ным деструктором 2,4-Д в концентрации 

100 мг/л, которая была взята нами для работы 
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как наиболее соответствующая норме внесения 

гербицида на 1 м
2
 почвы в перерасчете на ак-

тивное начало. Кроме того, ранее изучаемый 

штамм был описан нами как способный к ути-

лизации другой хлорфеноксиуксусной кислоты 

2,4,5-Т [10]. 

Таким образом, в результате проведенной 

работы уточнено филогенетическое положение 

штамма и установлено, что C. funkei NPZ-121 

обладает полисубстратной активностью по от-

ношению к хлорфеноксиуксусным кислотам. 

 

Работа выполнена в рамках Государствен-

ного задания Минобрнауки России № 075-00326-

19-00 по теме № АААА-А18-118022190098-9 с 

использованием оборудования центра коллек-

тивного пользования УФИЦ РАН «Агидель». 
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On the basis of the cultural, morphological, physiological and biochemical features, the taxonomic position 

of the NPZ-121 strain (isolated from the soil contaminated with chemical waste in Ufa (Russia)) as belonging to 

the species Cellulosimicrobium funkei was specified. In a batch culture the dynamics of growth of the strain  

C. funkei NPZ-121 and utilization of 2,4-dichlorophenoxyacetic acid at a concentration of 100 mg/l were de-

scribed. For 11 days the culture used up to 69% of the substrate from the initial value. The ability of the strain to 

metabolize 2,4,5-trichlorophenoxyacetic acid (2,4,5-T) was revealed previously. Thus, the polysubstrate activity 

to chlorinated phenoxyacetic acids of the NPZ-121 strain was established. 

Key words: degrader strain, 2,4-dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D), biodegradation, Cellulosimicrobium. 
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