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Приведены данные по хромосомному полиморфизму (описание 
кариотипа, спектр и частота хромосомных перестроек) личи-
нок Cryptochironomus defectus (Кieffer, 1913), собранных из раз-
нотипных водоемов Саратовской области (участки открытого и 
защищенного мелководий водохранилища, пруды) в течение ве-
сеннее-летних сезонов 2001–2003 гг. и 2010 г. Зарегистрирован 
высокий уровень хромосомного полиморфизма C. defectus: доля 
особей с гетерозиготными инверсиями у личинок C. defectus ко-
леблется от 57.1 до 71.1%; среднее число гетерозиготных инвер-
сий на особь меняется от 1.06 до 1.52. Обнаружены 3 различных 
по локализации инверсии. 
Ключевые слова: хирономиды, личинки, хромосомный полимор-
физм, инверсии. 

Сhromosomal Polymorphism of the Species 
Cryptochironomus Defectus (Kieffer, 1913) 
(Diptera, Chironomidae) from the Reservoirs 
Saratov Areas

E. E. Morozova

Data on chromosomal polymorphism (the karyotype description, a 
spectrum and frequency of chromosomal reorganizations) larvas 
Cryptochironomus defectus (Кieffer, 1913) is cited, collected from 

polytypic reservoirs of the Saratov region (sites of the open and pro-
tected shoal of a water basin, ponds) during spring-year-old seasons 
2001–2003 and 2010. High level of chromosomal polymorphism 
C defectus is registered: a share of individuals with heterozygotic in-
versions at larvas C. defectus fluctuates from 57.1 to 71.1%; the fver-
age of heterozygotic inversions on the individual changes from 1.06 to 
1.52. Three various on inversion localization are found out. 
Key words: chironomids, larvas, chromosomal polymorphism, 
inversions.

Кариологический метод исследования хи-
рономид основан на использовании особенно-
стей строения политенных хромосом из клеток 
слюнных желез личинок. Применение указанного 
метода обеспечило значительный прогресс в 
систематике хирономид и в накоплении данных 
по инверсионному полиморфизму природных 
популяций разных видов этой группы насекомых. 
Так, кариологические исследования семейства 
Chironomidae существенно изменили за по-
следние десятилетия знания о распространении 
и механизмах поддержания хромосомного по-
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лиморфизма инверсионного типа [1–7]. Итогом 
этих исследований стало раскрытие адаптивного 
характера инверсионного полиморфизма. По-
казано, что у хирономид и других двукрылых 
(дрозофил, симулид) виды с хромосомным по-
лиморфизмом превосходят близкородственные 
мономорфные виды по величине ареалов и 
эколого-климатической пластичности, занимая 
обычно территории с контрастными условия-
ми существования. Обнаружено, что уровень 
инверсионного полиморфизма существенно 
уменьшается от центра ареала к периферии, где 
обычно фиксируются те или иные инверсионные 
последовательности. Доказаны адаптивно значи-
мые различия между генотипическими классами 
особей – носителями инверсий в гомозиготном 
(гомокариотипном) и гетерозиготном (гетерока-
риотипном) состояниях. Тем самым, значимость 
кариологических исследований заключается не 
только в точном определении видовой принад-
лежности отдельных особей, но и в возможности 
оценки цитогенетической структуры популяций, 
в выявлении уровня межвидовой и межпопуля-
ционной дивергенции, что в настоящее время 
успешно продемонстрировано на примере родов 
Chironomus и Glyptotendipes [8]. 

В настоящее время комплексный анализ 
цитогенетической и морфологической диффе-
ренциации хирономид, заселяющих различные 
экологические ниши прибрежных зарослей, 
вносит вклад в изучение эволюционных тенден-
ций у видов, вступающих в коэволюционные 
связи с обитающими другими видами живот-
ных или растений. Так, для личинок видов рода 
Glyptotendipes установлена зависимость спектра 
и частоты хромосомных перестроек от типа за-
селяемого субстрата, проанализированы особен-
ности пространственной организации хромосом 
(в интерфазных ядрах) в связи со специфическими 
условиями их существования, рассчитаны цито-
генетические расстояния между межпопуляцион-
ными и внутрипопуляционными группировками 
видов и установлен уровень их цитогенетической 
дивергенции [9]. 

Кариологическое изучение видов рода Cryp-
tochironomus находится на начальном этапе: 
отсутствие удовлетворительных цитофотокарт 
для большинства видов этого рода не позволяет 
проводить их сравнительного кариологического 
анализа. В связи с этим дальнейшее кариологи-
ческое изучение р. Cryptochironomus в совокуп-
ности с другими методами видовой диагностики 
является актуальным. 

Нами описан кариотип, определены спектр 
и частота хромосомных перестроек C. defectus из 
водоемов Саратовской области, проанализирова-

ны материалы по хромосомному полиморфизму 
этого вида. Исследования осуществлялись на 38 
станциях отбора проб (районы защищенного и 
открытого мелководья Волгоградского водохра-
нилища в пределах Саратовской области, пруды 
урбанизированной территории г. Саратова и Са-
ратовской области) в течение весенне-летних се-
зонов 2001–2003 гг., а также 2010 г. Рассматривае-
мые станции принадлежат к различным экотопам: 
участкам открытого, защищенного мелководья 
водохранилища и прудам, статистически значимо 
отличающимся друг от друга по ряду показателей 
(БПК5, общей минерализации, T oC воды, содер-
жанию кремния). Личинок хирономид собирали и 
фиксировали с помощью общепринятых методов 
[4, 10]. Всего было кариологически исследовано 
1300 личинок.

Cryptochironomus defectus (Кieffer, 1913) – 
один из видов р. Cryptochironomus, морфологиче-
ски хорошо изучен на стадии личинки, куколки, 
имаго – самца и имаго – самки [11–19]. Как по-
казали наши исследования, у данного вида 2n = 6 
(рисунок). Центромерные районы морфологиче-
ски хорошо выражены. Во всех трех хромосомах 
центромерные районы расположены медиально 
и, следовательно, они могут считаться мета- или 
субметацентрическими. Хромосомы примерно 
одинаковые по длине. Хромосома I разделена на 
30 отделов. Центромерный район (отдел 15) слож-
ный, представлен несколькими дисками. Хромо-
сома II разделена на 30 отделов. Центромерный 
район расположен на границе 11–12-го отделов. 

В геноме вида один ядрышковый организа-
тор, локализованный в середине хромосомы II 
(район 12). Хорошими маркерами хромосомы II 
являются перетяжка на границе 5–6-го отделов и 
расширенный теломерный район плеча L (отдел I). 
Хромосома III разделена на 30 отделов. Центро-
мерный район расположен в 15 отделе, маркерами 
этой хромосомы являются перетяжки на границе 
3–4-го и 8–9-го отделов. Необходимо отметить, 
что в хромосомах волжских особей активность 
ядрышек и колец Бальбиани различается в клет-
ках основной и специальной долей: в основной 
доле они развиты хорошо, в специальной – часто 
редуцированы. В клетках специальной доли хро-
мосомы имеют значительно более высокий уро-
вень политении. Во всех хромосомах обнаружены 
гетерозиготные парацентрические инверсии:
I R 15–18; II L 7–10; III R 16–20.

Анализ результатов кариологической измен-
чивости личинок C. defectus из водохранилища 
(участки защищенного мелководья водохрани-
лища) показал, что более 60% исследованных 
личинок гетерозиготны по парацентрическим 
и перицентрическим инверсиям. В 2001 г. этот 

Е. Е. Морозова. Хромосомный полиморфизм вида Cryptochironomus defectus из водоемов 
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показатель составил 69,6%; в 2002 г. – 70.8%; в 
2003 г. – 68.2%; в 2010г. – 71.1%. Среднее число 

гетеротерозиготных инверсий на особь равнялось 
в 2001 г. – 1.47, в 2002 г. – 1.47, в 2003 г. – 1.50, в 
2010 г. – 1.52. Среди исследованного материала 
обнаружены 3 различных по локализации инвер-
сий. Хромосома I несет гетерозиготную инверсию 
в отделах I R 15–18. Хромосома II  несет гетеро-
зиготную инверсию в отделах II L 7–10. Хромосо-
ма III несет гетерозиготную инверсию в отделах 
III R 16–20. Обнаруженные инверсии встречались 
с частотой 11.4 – 63.6%. Всего за наблюдаемые 
периоды было зарегистрировано 6 инверсионных 
комбинаций. Одну инверсию в кариотипе содер-
жали до 63,7 личинок; одновременно две – до 30.1; 
три – до 16.6% личинок. 

У личинок C. defectus из водохранилища 
(участки открытого мелководья водохранилища) 
более 60% исследованных личинок гетерозиготны 
по парацентрическим инверсиям. В 2001 г. этот 
показатель составил  64.2%; в 2002 г. – 65.1%; 
в 2003 г. – 66.7%, в 2010 г. – 67.2%. Cреднее 
число гетерозиготных инверсий на особь равня-
лось в 2001 г. 1.33; 2002 г. – 1.32; 2003 г. – 1.34; в 
2010 г. – 1.36. Среди исследованного материала 
обнаружены 3 различных по локализации инвер-
сии, которые встречались с частотой 23.8–60.3%. 
Одну инверсию в кариотипе содержали до 72.4 
личинок; одновременно две – до 26.7; три – до 
5.0% личинок. У личинок C. defectus на открытом 
мелководье водохранилища также зарегистриро-
ваны 6 комбинаций инверсий. 

Кариотип C. defectus из клеток специальной доли: I, II, III – номера хромосом. 
L и R – левое и правое плечи хромосомы. N – ядрышковый организатор. Центромеры 

указаны стрелками (10 × 40)



Биология 75

Частоты инверсий в анализируемых условиях 
(участки открытого и защищенного мелководья 
водохранилища) различны, однако в целом пара-
метры, характеризующие хромосомный полимор-
физм C. defectus, свидетельствуют о цитогенети-
ческой однородности личинок на исследованном 
пространстве. 

Тем самым, доля особей с гетерозиготными 
инверсиями в популяциях C. defectus, обита-
ющих в водохранилище, колеблется от 64.3 до 
71.1%. Среднее число гетерозиготных инверсий 
на особь в популяциях меняется от 1.32 до 1.52. 
Наибольшие значения отмеченных признаков за-
регистрированы у личинок C. defectus на участках 
защищенного мелководья водохранилища.

В пруду более 50% исследованных личинок 
C. defectus гетерозиготны по парацентрическим 
инверсиям. В 2001 г. этот показатель составил 
57.1%; 2002 г. – 58.1%; 2003 г. – 57.6 %, 2010 – 
58.7%. Cреднее число гетерозиготных инверсий 
на особь равнялось в 2001 г. – 1.06; 2002 г. – 1.08; 
2003 г. – 1.06, в 2010 г. – 1.09. Среди исследован-
ного материала обнаружены, как и в условиях 
водохранилища, 3 различные по локализации 
инверсии. Всего за наблюдаемый период было 
зарегистрировано 6 инверсионных комбинаций: 
одну инверсию в кариотипе содержали до 92.6; 
две – до 7.7% личинок. 

Таким образом, можно констатировать, что 
обнаруженный нами уровень хромосомного по-
лиморфизма C. defectus из водоемов Сартовской 
области является довольно высоким (доля осо-
бей с гетерозиготными инверсиями 57.1–71.1%; 
среднее число гетерозиготных инверсий на особь 
1.06–1.52.). C. defectus можно отнести к высоко-
полиморфным видам хирономид. По показателям 
изменчивости хромосомного полиморфизма 
между популяциями личинок C. defectus из водо-
хранилища и прудов установлены достоверные 
отличия (при р = 0,01). Наибольшие значения 
отмеченных кариотипических признаков зареги-
стрированы у личинок C. defectus для участков 
водохранилища защищенной мелководной зоны. 
Можно предположить, что большая вариабель-
ность показателей полиморфизма C. defectus в 
этих популяциях обусловлена большим разно-
образием минерального состава воды и ее pH в 
этих условиях.
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СЕЛЕКЦИЯ ШТАММОВ ALCALIGENES DENITRIFICANS 
ВКПМ В-9582 И VKM B-2243D С ПОВЫШЕННОЙ 
НИТРИЛАЗНОЙ АКТИВНОСТЬЮ

С. А. Глинский, С. В. Козулин, Т. Н. Козулина,  С. В. Полтавская

Закрытое акционерное общество «Биоамид», Саратов
E-mail: GlinskiyS@gmail.com

Выявлена и изучена диссоциация штаммов Alcaligenes denit-
rificans ВКПМ В-9582 и VKM B-2243D при культивировании на 
плотных питательных средах различного состава. Создана се-
лективная среда, на которой каждый из вариантов диссоциантов 
формирует несколько морфологических типов колоний. Уста-
новлена корреляция между величиной нитрилазной активности 
и морфологическими особенностями колоний диссоциантов. 
Показано, что диссоцианты S-типа проявляют более высокую 
активность нитрилазы по сравнению с диссоциантами R-типа. 
Разработан экспресс-метод качественной оценки нитрилазной 
активности у микроорганизмов. Изучено влияние плотности за-
сева, способа, времени культивирования, условий хранения кле-
ток на их нитрилазную активность. На основании полученных ре-
зультатов оптимизированы методы поддерживающей селекции, 
хранения и подготовки клеточного посевного материала.
Ключевые слова: штамм Alcaligenes denitrificans ВКПМ В-9582, 
Alcaligenes denitrificans VKM B-2243D, нитрилаза, нитрилазная 
активность, селекция, диссоциация, селективная среда, культи-
вирование.

Selection of Strains Alcaligenes Denitrificans 
VKPM В-9582 and VKM B-2243D Possessing 
High Nitrilase Activity

S. A. Glinskiy, S. V. Kozulin, 
T. N. Kozulina, S. V. Poltavskaya

Dissociation of strains Alcaligenes denitrificans VKM B-2243D and 
VKPM B-9582, which takes place at cultivation on dense nutrient 
media having various contents, is detected and studied. Selection 
medium is created, on which medium each of dissociants forms 
colonies of several morphological types. Dependence of value of 
nitrilase activity on morphological features of colonies of dissociants 
is found. It is shown, that the S-type dissociants show higher nitrilase 
activity than the R-type ones. Express method of qualitative evaluation 
of nitrilase activity of microorganisms is developed. Influence of the 
sowing density, way and time of cultivation, and also conditions of 
storage of cells on their nitrilase activity is studied. On the basis of 
the data obtained, methods of maintenance selection, storage and 
preparation of cellular sowing material are optimized.

Key words: strain Alcaligenes denitrificans VKPM B-9582, Alcalig-
enes denitrificans VKM B-2243D, nitrilase, nitrilase activity, selection, 
dissociation, selective medium, cultivation.

Введение

На сегодняшний день ферментативный ката-
лиз в синтезе органических соединений все чаще 
приходит на смену классическим процессам, 
принятым в крупнотоннажной химии. Основным 
источником ферментов для подобных процессов 
служат микроорганизмы [1]. Одним из успешных 
примеров использования биокаталитического син-
теза является ферментативный гидролиз нитрила 
акриловой кислоты в акрилат аммония с исполь-
зованием штамма Alcaligenes denitrifi cans VKM 
B-2243D, который был изучен в компании ЗАО 
«Биоамид» и в 2004 г. внедрен в производство [2]. 
Акриловые мономеры, получаемые биотехноло-
гическим способом, отвечают всем требованиям, 
необходимым для синтеза полимеров различных 
марок. Тем не менее, важной критической точкой, 
определяющей целесообразность использования 
данного процесса, является выход готового про-
дукта на единицу катализатора. Проведенные ис-
пытания опытных партий биокатализатора в про-
цессе получения акриловых мономеров показали 
его недостаточно высокую продуктивность, что 
приводило к низкой рентабельности производства.

В результате совместной работы сотрудников 
ЗАО «Биоамид» и ФГУП «ГосНИИГенетика» был 
получен мутантный штамм Alcaligenes denitrifi -
cans ВКПМ В-9582 с более высокой нитрилазной 
активностью [3]. У большинства описанных в 
литературе микроорганизмов синтез фермента ни-
трилазы индуцибельный, индукторами являются 
нитрилы [4–9]. Но известны некоторые культуры 
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