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ABSTRACT. Genes of synthesis of hepatotoxic microcystin belonging to the genera Microcystis and 
Dolichospermum (Anabaena) were previously identified in samples of plankton from Lake Baikal and 
reservoirs of the Angara HPP cascade. However, accurate identification of toxin producing species is 
not possible without culture studies. In this study, 17 strains of planktonic cyanobacteria belonging to 
the most widespread species in water bodies of temperate zone were obtained by isolation and prop-
agation of individual filaments or colonies. Using molecular biological and immunoassay analyses, it 
was revealed that the species Dolichospermum lemmermannii and Microcystis aeruginosa were microcystin 
producers. Of the eight D. lemmermannii strains obtained, only two produced microcystins, their mor-
phological feature being the ability to form large colonies.
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1. Introduction

Cyanobacterial blooms are a characteristic con-
sequence of global processes of water body eutrophi-
cation and climate change (Huisman et al., 2018). 
Many negative effects are observed during blooms 
of water bodies, such as water pollution by products 
of life activity and decomposition of cyanobacteria, 
decreased transparency and deterioration of water 
quality, increased organic matter content, oxygen defi-
ciency, etc., leading to changes in species composition 
and structure of biocenoses, functional relationships of 
hydrobionts, and, ultimately, ecosystem degradation. 
Blooming of water bodies and deterioration of water 
quality are urgent problems in most countries of the 
world. The frequency and prevalence of cyanobacterial 
blooms, including toxic blooms, have increased signifi-
cantly in recent decades.

The first reports on the occurrence in Lake 
Baikal of cyanobacteria containing microcystin syn-
thesis (MC) genes were obtained in 2010 (Belykh 
et al., 2015). Using markers to the mcyE gene, two 
MC-producing cyanobacterial genera were detected 
in Lake Baikal: Dolichospermum and Microcystis. The 
number of Microcystis mcyE gene sequences was low, 
in contrast to Dolichospermum, which is consistent with 

their abundance. The presence of microcystin in water 
samples and phytoplankton biomass has been repeat-
edly confirmed by immunochemistry and chromato-
mass spectrometry (Belykh et al., 2013). Water blooms 
caused by saxitoxin-producing D. lemmermannii have 
been recorded in the Irkutsk Reservoir (Grachev et al., 
2018).

Usually, up to five Dolichospermum species and 
up to three Microcystis species occur simultaneously in 
the phytoplankton of Lake Baikal, and genus-specific 
genetic markers are insufficient to identify toxin-pro-
ducing species. The aim of the study is to obtain unial-
gal cultures of cyanobacteria by isolating and propagat-
ing individual trichomes or colonies and to determine 
their species identity and toxinogenic potential.

2. Materials and methods

Mesh samples were collected in July-August 
2023 in Lake Baikal (coastal areas) and in the Irkutsk 
Reservoir in Yelovy Bay near Patrony settlement. 
Cultures were obtained from isolated colonies or single 
trichomes sampled with a Pasteur pipette under a ste-
reomicroscope. Each isolate was cleaned in a few drops 
of sterile Baikal water until visible contaminants were 
removed and transferred to a screw-capped glass tube 
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with 20 ml of liquid medium. In the laboratory, cultures 
were dispersed into tubes and flasks to obtain biomass 
sufficient for molecular biological and chemical analy-
sis. Z-8 medium (Rippka, 1988) was used for growing 
filamentous cyanobacteria, cultured at room tempera-
ture (20-26°C) under natural light with supplementary 
illumination by a full-spectrum LED phytolamp (Uniel, 
China) in day:night 12:12 h mode. Cyanobacteria 
of the genus Microcystis were grown on MA medium 
(Watanabe and Oishi, 1985) at temperature 27-30°C 
with illumination by a full-spectrum fluorescent phy-
tolamp in the day:night 12:12 h regime. Taxonomic 
identification of cultures was performed using an Axio 
Imager microscope (Carl Zeiss, Germany) and guides 
(Komárek, 2013; Komárek and Anagnostidis, 1999).

DNA isolation, PCR, and tree construction were 
performed according to the methods described pre-
viously (Belykh et al., 2011). The primers HepF and 
HepR were used to detect the mcyE gene (Jungblut and 
Neilan, 2006). Sequences were obtained on a Nanofor 
genetic analyzer (Syntol, Russia) using GenSeq reagents 
(Syntol) and deposited in GenBank under accession 
numbers PP971142-PP971144.

The presence of MC was determined using 
immunochemical “Test-system for rapid determination 
of microcystin in water and freshwater fish” (Signal 
Research Center, Russia) according to the manufac-
turer’s instructions. Preliminary 1 ml of culture was 
treated by freeze-thawing (5 cycles at −20 and +25°C) 
to destroy cell walls.

3. Results and discussion

The study of morphology using light microscopy 
showed that among the obtained strains, eight belong 
to the species Dolichospermum lemmermannii (family 
Aphanizomenonaceae, order Nostocales), a colonial 
filamentous cyanobacterium causing water blooms in 
Lake Baikal and Irkutsk Reservoir (Bondarenko et al., 
2021; Grachev et al., 2018) (Table).

During the D. lemmermannii blooms, D. smithii 
and D. crassum species are usually found in phytoplank-
ton in low abundance, and they were represented by 
one and two strains, respectively, in the culture col-
lection. The strains Aphanizomenon flos-aquae 12/23Y 
and Gloeotrichia echinulata 14/23M belong to the same 
family. All these species are widely distributed in tem-
perate zone water bodies, often cause water blooms 
and are potential producers of various cyanotoxins 
(Komárek, 2013).

Cyanobacteria of the genus Microcystis (order 
Chroococcales) were represented by species of 
Microcystis aeruginosa and M. novacekii, the latter being 
observed in Lake Baikal for the first time. These species 
are warm-loving and develop in the temperate zone 
only in shallow, well-warmed water bodies (Komárek 
and Anagnostidis, 1999). A strain of the associated cya-
nobacterium Pseudanabaena mucicola 13/23T (order 
Pseudanabaenales) was isolated from a colony of M. 
novacekii strain BT23 that inhabited in its colonial 
mucus. Strain 15/23M had small coccoid cells sur-
rounded by mucus, it and was identified as a represen-

Table. Cyanobacterial strains and their characterization

№ Species Strain Place of isolation Microcystin 
synthetase,
mcyE gene

MC concentration, 
ng/mL

1 Dolichospermum 
lemmermanni

1/23Mu Lake Baikal, Maloe More Strait, 
Mukhor Bay

− 0

2 D. lemmermannii 2/23M Lake Baikal, Maritui settl. + > 1 

3 D. lemmermannii 3/23Y Irkutsk Reservoir, Yelovy Bay − 0

4 D. lemmermannii 4/23Y + > 1 

5 D. lemmermannii 5/23Y − 0

6 D. lemmermannii 6/23M Lake Baikal, Maritui settl. − 0

7 D. lemmermannii 7/23M − 0

8 D. lemmermannii 8/23M − 0

9 D. smithii 9/23Y Irkutsk Reservoir, Yelovy Bay − 0

10 D. crassum 10/23Y − 0

11 D. crassum 11/23Y − 0

12 Microcystis aeruginosa BN23 Lake Baikal, Nizhneangarsk 
settl.

+ > 1 

13 M. novacekii BT23 Lake Baikal, Turka settl. − 0

14 Aphanizomenon 
flos-aquae

12/23Y Irkutsk Reservoir, Yelovy Bay − 0

15 Pseudanabaena mucicola 13/23T Lake Baikal, Turka settl. (endo-
gloetic in M. novacekii BT23)

− 0

16 Gloeotrichia echinulata 14/23M Lake Baikal, Maritui settl. − 0

17 Aphanocapsa sp. 15/23M − 0
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tative of the genus Aphanocapsa (order Chroococcales) 
(Table).

Molecular biological analysis of strains using 
genus-specific primers to the aminotransferase domain 
of the microcystinsynthetase mcyE gene was positive for 
strains Dolichospermum lemmermannii 2/23M, D. lem-
mermannii 4/23Y, and Microcystis aeruginosa BN23. The 
sequence of strain BN23 was 98.5-98% similar to the 
sequences of Microcystis aeruginosa strains S1-S4 from 
Hilla River, Iraq, NIES-843 from Lake Kasumigaura, 
Japan and FCY-26 from Lake Paldang, Korea. The max-
imum similarity (98.7%) was observed with the uncul-
tured sequence KF219506 obtained earlier from Lake 
Baikal (Belykh et al., 2015).

The sequence of strain 2/23M had close similarity 
(99.1-99%) to the sequences of D. lemmermannii strains 
1tu32s11, NIVA-CYA 438 and NIVA-CYA 269 isolated 
from lakes in Norway and Finland. The sequence of 
strain 4/23Y was 99.5-99% similar to the sequences of 
Dolichospermum sp. strains BIR250A, UHCC 0315A and 
0tu33s16 from Finnish lakes. It should be noted that 
the maximum similarity for strains 2/23M and 4/23Y 
(99.8% and 99.6%, respectively) was observed with the 
previously obtained uncultured sequence KF219514 
from the Ust-Ilimsk reservoir (Belykh et al., 2013).

Phylogenetic trees constructed by the two differ-
ent methods had a similar topology. The sequences are 
grouped into four stable clades according to cyanobac-
teria genera: Dolichospermum, Microcystis, Nodularia, 
and Planktothrix (Fig.).

Immunoassay analysis using test strips showed 
that cultures containing the mcyE gene produced hep-
atotoxic microcystins at concentrations of more than 1 
ng/mL (Table).

Thus, only two D. lemmermannii strains out of 
eight contained the mcyE gene and produced microcys-
tins, which is consistent with the known evidence that 
both toxic and non-toxic genotypes belonging to the 
same species are simultaneously present in cyanobacte-
rial communities (Vaitomaa et al., 2003). Toxic strains 
of D. lemmermannii had similar cell morphology to the 
non-toxic ones, but differed from them in their ability 
to form very large (up to 5 mm in diameter) colonies.

4. Conclusions

In July-August 2023, 17 unialgal cultures of 
cyanobacteria were isolated from samples collected in 
the coastal areas of Lake Baikal and Irkutsk Reservoir, 
15 of which are potential causative agents of water 
blooms and toxin producers. The strains were identi-
fied as Aphanocapsa sp., Aphanizomenon flos-aquae, 
Dolichospermum crassum, D. lemmermannii, D. smithii, 
Gloeotrichia echinulata, Microcystis aeruginosa, M. nova-
cekii and Pseudanabaena mucicola. The two last spe-
cies are new to Lake Baikal. Molecular biological and 
immunochemical analyses were used to identify cya-
nobacteria producing microcystins in Lake Baikal (D. 
lemmermannii and Microcystis aeruginosa) and Irkutsk 
Reservoir (D. lemmermannii). It was shown that toxic 

Fig. Phylogenetic analysis of the aminotransferase domain of the mcyE and ndaF genes of planktonic cyanobacteria. The 
rooted tree obtained by ML analysis is shown. Numbers show bootstrap analysis results for trees (n = 1000) constructed by dif-
ferent methods (ML/NJ). The sequences obtained in this work are shown in bold.
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and non-microcystin-producing genotypes of D. lemmer-
mannii, differing in colony size, exist simultaneously in 
the plankton of both water bodies.
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Краткое сообщение

Спец. выпуск: «VI Международный 
Байкальский Микробиологический Симпозиум»

Идентификация цианобактерий-
продуцентов микроцистина в 
планктоне озера Байкал и Иркутского 
водохранилища

Сороковикова Е.Г.*, Тихонова И.В., Найданова Я.А., Белых О.И.
Лимнологический институт, Сибирское отделение Российской академии наук, Улан-Баторская, 3, Иркутск, 664033, Россия

АННОТАЦИЯ. В пробах планктона оз. Байкал и водохранилищ Ангарского каскада ГЭС ранее 
были идентифицированы гены синтеза гепатотоксина микроцистина, принадлежащие родам 
Microcystis и Dolichospermum (Anabaena). Однако точная идентификация видов, продуцирующих 
токсины, невозможна без исследования культур. В ходе исследования путем изолирования и раз-
множения отдельных нитей или колоний было получено 17 штаммов планктонных цианобакте-
рий, принадлежащих наиболее распространенным в водоемах умеренной зоны видам. С помо-
щью молекулярно-биологического и иммуноферментного анализов показано, что продуцентами 
микроцистинов являлись виды Dolichospermum lemmermannii и Microcystis aeruginosa. Из восьми 
полученных штаммов D. lemmermannii только два продуцировали микроцистины, их морфологи-
ческой особенностью являлась способность формировать крупные колонии.

Ключевые слова: Dolichospermum lemmermannii, Microcystis aeruginosa, цветение воды, микроцистин

1. Введение

Цветения воды, вызванные цианобактериями, 
являются характерным следствием глобальных про-
цессов эвтрофирования водоемов и изменения кли-
мата (Huisman et al., 2018). При цветении водоемов 
наблюдается множество негативных явлений, таких 
как загрязнение воды продуктами жизнедеятельно-
сти и разложения цианобактерий, уменьшение про-
зрачности и ухудшение качества воды, увеличение 
содержания органических веществ, дефицит кис-
лорода и т.п., приводящих к изменению видового 
состава и структуры биоценозов, функциональных 
связей гидробионтов, и, в конечном итоге, к дегра-
дации экосистемы. Цветение водоемов и ухудшение 
качества воды являются актуальными проблемами 
в большинстве стран мира. Частота и распростра-
ненность вызванных цианобактериями цветений, 
в том числе и токсичных, существенно возросли в 
последние десятилетия.

Первые сведения о наличии в оз. Байкал 
цианобактерий, содержащих гены синтеза микро-
цистина (МС), были получены в 2010 г. (Belykh et 
al., 2015). С помощью маркеров к mcyE-гену в оз. 
Байкал обнаружены два МС-продуцирующих рода 

цианобактерий: Dolichospermum и Microcystis, при 
этом количество последовательностей mcyE-гена 
Microcystis было невысоким, в отличие от таковых 
Dolichospermum, что согласуется с показателями их 
численности. Наличие микроцистинов в пробах 
воды и биомассе фитопланктона неоднократно под-
тверждалась с помощью иммунохимии и хромато-
масспектрометрии (Belykh et al., 2013). В Иркутском 
водохранилище зарегистрировано цветение воды, 
вызванное D. lemmermannii с продукцией сакситок-
синов (Grachev et al., 2018).

Обычно в фитопланктоне оз. Байкал одновре-
менно встречаются до пяти видов Dolichospermum и 
до трех видов Microcystis, и родоспецифичных гене-
тических маркеров недостаточно для идентифици-
кации видов-продуцентов токсинов. Цель исследо-
вания – получить чистые культуры цианобактерий 
путем изолирования и размножения отдельных три-
хомов или колоний и определить их видовую при-
надлежность и токсиногенный потенциал.

2. Материалы и методы

Сетные пробы были отобраны в июле-авгу-
сте 2023 г. в оз. Байкал (прибрежные районы) и в 
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Иркутском водохранилще в заливе Еловый в районе 
пос. Патроны. Культуры получали из изолирован-
ных колоний либо единичных трихомов, отобран-
ных пипеткой Пастера под стереомикроскопом. 
Каждый изолят был очищен в нескольких каплях 
стерильной байкальской воды до удаления види-
мых контаминантов и перенесен в стеклянную про-
бирку с винтовой крышкой с 20 мл жидкой среды. 
В лаборатории культуры рассевали в пробирки и 
колбы для получения биомассы, достаточной для 
молекулярно-биологического и химического ана-
лиза. Дли выращивания нитчатых цианобактерий 
использовали среду Z-8 (Rippka, 1988), культиви-
ровали при комнатной температуре (20-26°С) при 
естественном освещении с досветкой светодиод-
ной фитолампой полного спектра (Uniel, Китай) 
в режиме день:ночь 12:12 ч. Цианобактерии рода 
Microcystis выращивали на среде МА (Watanabe and 
Oishi, 1985) при температуре 27-30°С с освещением 
люминисцентной фитолампой полного спектра в 
режиме день:ночь 12:12 ч. Таксономическую иден-
тификацию культур проводили с помощью микро-
скопа Axio Imager (Carl Zeiss, Германия) и опреде-
лителей (Komárek, 2013; Komárek and Anagnostidis, 
1999).

Выделение ДНК, ПЦР и построение деревьев 
проводили в соответствии с методиками, описан-
ными ранее (Belykh et al., 2011). Для выявления 

гена mcyЕ использовали праймеры HepF и HepR 
(Jungblut and Neilan, 2006). Последовательности 
были получены на генетическом анализаторе 
Нанофор (Синтол, Россия) с использованием реак-
тивов GenSeq (Синтол) и депонированы в GenBank 
под номерами доступа PP971142–PP971144.

Наличие МС определяли с помощью имму-
нохимической «Тест-системы для экспресс-опреде-
ления микроцистина в воде и пресноводной рыбе» 
(ФГУП НЦ «Сигнал», Россия) по методике произво-
дителя. Предварительно 1 мл культуры обрабаты-
вали замораживанием-оттаиванием (5 циклов при 
−20 и +25°С) для разрушения клеточных стенок.

3. Результаты и обсуждение

Исследование морфологии с помощью свето-
вой микроскопии показало, что среди полученных 
штаммов восемь относятся к виду Dolichospermum 
lemmermannii (семейство Aphanizomenonaceae, поря-
док Nostocales) – колониальной нитчатой цианобак-
терии, вызывающей цветение воды в оз. Байкал и 
Иркутском водохранилище (Bondarenko et al., 2021; 
Grachev et al., 2018) (Таблица). Во время массового 
развития D. lemmermannii виды D. smithii и D. crassum 
обычно встречаются в фитопланктоне в неболь-
шом количестве, в коллекции культур они были 
представлены одним и двумя штаммами, соответ-

Таблица. Штаммы цианобактерий и их характеристика

№ Вид Штамм Место выделения Микроцистинсинтетаза,
mcyE-ген

Концентрация МС,  
нг/мл

1 Dolichospermum lemmermanni 1/23Mu Оз. Байкал, пр. 
Малое Море, з-в 

Мухор

− 0

2 D. lemmermannii 2/23M Оз. Байкал, пос. 
Маритуй

+ > 1 

3 D. lemmermannii 3/23Y Иркутское в-ще, з-в 
Еловый

− 0

4 D. lemmermannii 4/23Y + > 1 

5 D. lemmermannii 5/23Y − 0

6 D. lemmermannii 6/23M Оз. Байкал, пос. 
Маритуй

− 0

7 D. lemmermannii 7/23M − 0

8 D. lemmermannii 8/23M − 0

9 D. smithii 9/23Y Иркутское в-ще, з-в 
Еловый

− 0

10 D. crassum 10/23Y − 0

11 D. crassum 11/23Y − 0

12 Microcystis aeruginosa BN23 Оз. Байкал, пос. 
Нижнеангарск

+ > 1 

13 M. novacekii BT23 Оз. Байкал, пос. 
Турка

− 0

14 Aphanizomenon flos-aquae 12/23Y Иркутское в-ще, з-в 
Еловый

− 0

15 Pseudanabaena mucicola 13/23T Оз. Байкал, пос. 
Турка (из колонии M. 

novacekii BT23)

− 0

16 Gloeotrichia echinulata 14/23M Озеро Байкал, пос. 
Маритуй

− 0

17 Aphanocapsa sp. 15/23M − 0
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ственно. К этому же семейству относятся штаммы 
Aphanizomenon flos-aquae 12/23Y и Gloeotrichia 
echinulata 14/23M. Все эти виды широко распростра-
нены в водоемах умеренной зоны, часто вызывают 
цветение воды и являются потенциальными про-
дуцентами различных цианотоксинов (Komárek, 
2013).

Цианобактерии рода Microcystis (поря-
док Chroococcales) были представлены видами 
Microcystis aeruginosa и M. novacekii, последний отме-
чается в оз. Байкал впервые. Эти виды теплолюбивы, 
в умеренной зоне развиваются только в мелково-
дных, хорошо прогревающихся водоемах (Komárek 
and Anagnostidis, 1999). Из колонии штамма M. 
novacekii BT23 выделен штамм сопутствующей циа-
нобактерии Pseudanabaena mucicola 13/23T (порядок 
Pseudanabaenales), обитавший в его колониальной 
слизи. Штамм 15/23М имел мелкие коккоидные 
клетки, объединенные слизью, он был идентифици-
рован как представитель рода Aphanocapsa (порядок 
Chroococcales) (Таблица).

Молекулярно-биологический анализ штам-
мов с использованием родоспецифичных прай-
меров к домену аминотрансферазы гена микро-
цистинсинтетазы mcyE был положительным для 
культур Dolichospermum lemmermannii 2/23M, D. 
lemmermannii 4/23Y и Microcystis aeruginosa BN23. 
Последовательность штамма BN23 была на 98.5-98% 
сходна с последовательностями штаммов Microcystis 

aeruginosa S1-S4 из реки Hilla в Ираке, NIES-843 из 
оз. Kasumigaura, Япония и FCY-26 из оз. Палданг, 
Корея. Максимальное сходство (98.7%) было отме-
чено с некультивированной последовательностью 
KF219506, полученной ранее из оз. Байкал (Belykh 
et al., 2015).

Последовательность штамма 2/23M имела 
близкое сходство (99.1-99%) с последовательно-
стями штаммов D. lemmermannii 1tu32s11, NIVA-CYA 
438 и NIVA-CYA 269, выделенных из озер Норвегии 
и Финляндии. Последовательность штамма 4/23Y 
была на 99.5-99% сходна с последовательностями 
штаммов Dolichospermum sp. BIR250A, UHCC 0315A 
и 0tu33s16 из озер Финляндии. Следует отметить, 
что максимальное сходство для штаммов 2/23M и 
4/23Y (99.8% и 99.6%, соответственно) было отме-
чено с ранее полученной некультивируемой после-
довательностью KF219514 из Усть-Илимского водо-
хранилища (Belykh et al., 2013).

Филогенетические деревья, построенные 
двумя различными методами, имели сходную топо-
логию. Последовательности группируются в четыре 
устойчивые клады согласно родовой принадлеж-
ности цианобактерий: Dolichospermum, Microcystis, 
Nodularia, Planktothrix (Рис.).

Иммуноферментный анализ с применением 
тест-полосок показал, что культуры, содержащие 
mcyE ген, продуцируют гепатотоксины микроци-
стины в концентрации более 1 нг/мл (Таблица).

Рис. Филогенетический анализ домена аминотрансферазы mcyE и ndaF генов планктонных цианобактерий. 
Изображено укорененное древо, полученное с помощью ML-анализа. Цифрами показаны результаты бутстреп-анализа 
для деревьев (n = 1000), построенных разными методами (ML/NJ). Полученные в данной работе последовательности 
выделены жирным. 
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Таким образом, только два штамма D. 
lemmermannii из восьми содержали mcyE ген и проду-
цировали микроцистины, что согласуется с извест-
ными данными о том, что в сообществах цианобак-
терий одновременно присутствуют как токсичные, 
так и нетоксичные генотипы, относящиеся к одному 
виду (Vaitomaa et al., 2003). Токсичные штаммы D. 
lemmermannii имели сходную морфологию клеток с 
нетоксичными, но отличались от них способностью 
формировать очень крупные (до 5 мм в диаметре) 
колонии.

4. Выводы

В июле-августе 2023 г. из проб, отобранных в 
прибрежных районах оз. Байкал и Иркутского водо-
хранилища, выделено 17 чистых культур цианобак-
терий, 15 из которых являются потенциальными 
возбудителями цветения воды и продуцентами ток-
синов. Штаммы идентифицированы как Aphanocapsa 
sp., Aphanizomenon flos-aquae, Dolichospermum crassum, 
D. lemmermannii, D. smithii, Gloeotrichia echinulata, 
Microcystis aeruginosa, M. novacekii и Pseudanabaena 
mucicola. Последние два вида являются новыми 
для оз. Байкал. С помощью молекулярно-биологи-
ческого и иммунохимического анализов выявлены 
цианобактерии-продуценты микроцистинов в оз. 
Байкал (D. lemmermannii и Microcystis aeruginosa) 
и Иркутском водохранилище (D. lemmermannii). 
Показано, что в планктоне обоих водоемов одновре-
менно существуют токсичный и не продуцирующий 
микроцистины генотипы D. lemmermannii, отличаю-
щиеся размером колоний.
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