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Ген psbA, кодирующий основной белок фотосистемы II (белок II, белок D1), служит маркером при-
сутствия микроорганизмов-фотосинтетиков в водных сообществах. Этот маркер впервые использо-
ван нами для изучения разнообразия фототрофной микрофлоры пресноводных беспозвоночных
животных. Объект исследования – микробные ассоциации эндемичной байкальской губки Baikalo-
spongia intermedia, а также окружающее губку водное сообщество микроорганизмов. Результаты ана-
лиза последовательностей гена psbA в исследуемых микробиомах свидетельствуют о присутствии в
них представителей таких фотосинтезирующих групп, как цианобактерии (филум Cyanobacteria),
зеленые (отд. Chlorophyta), разножгутиковые (отд. Heterokonta), гаптофитовые (отд. Haptophyta),
охрофитовые (отд. Ochrophyta) водоросли, а также цианофагов. В общей сложности, в микробных
ассоциациях эндемичной губки B. intermedia выявлено 35, а в водном сообществе – 32 уникальных
последовательностей гена psbA. Результаты работы свидетельствуют об участии симбиотических со-
обществ губок в накоплении первичной продукции и круговороте углерода в экосистеме оз. Байкал.
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Микробный оксигенный фотосинтез – ключе-
вой метаболический процесс на Земле и главная
движущая сила эволюции растений и многокле-
точных животных. Фототрофные микроорганиз-
мы Мирового Океана аккумулируют около поло-
вины первичной продукции Биосферы [1]. Мно-
гие из них являются симбионтами фильтрующих
воду бентосных животных [2–4].

Губки (тип Porifera), населяя разнообразные
морские и пресноводные места обитания, форми-
руют тесные ассоциации с про- и эукариотически-
ми микроорганизмами, которые могут составлять
до 70% биомассы сообщества губки [4]. Показано,
что некоторые фототрофные представители сим-
биотической микрофлоры служат для губки допол-
нительным источником углерода, накапливая в
своих клетках продукты его ассимиляции [5–7]. По
данным анализа последовательностей 16S рРНК [4,
6, 8, 9] и ITS [6], в число фототрофных симбионтов
морских губок могут входить цианобактерии, ди-
нофлагелляты, зеленые, красные, бурые, диатомо-
вые, эвгленовые, криптофитовые водоросли, кок-
колитофориды, а также α- и β-протеобактерии.

Спонгиофауна пресных водоемов насчитывает
около 150 видов [10], но таксономическое и функ-
циональное разнообразие микроорганизмов в со-

обществах пресноводных губок исследовано край-
не мало. Как правило, пресноводные сообщества
фильтрующих воду животных формируются про- и
эукариотическими микроорганизмами, входящи-
ми в состав автотрофного пикопланктона. В таких
озерах, как Байкал, Танганьика, Хубсугул, Тахо
можно обнаружить пикоцианобактерии родов Syn-
echococcus [11], Cyanobium [12, 13], а также Prochloro-
coccus-подобные цианобактерии [14]. Пикоэукари-
оты могут быть представлены Chlorella-подобными
зелеными водорослями [11, 15, 16], коккоидными
формами родов Scenedesmus, Desmodesmus [17] и
Choricystis [18]. Среди микроводорослей прибреж-
ной зоны оз. Байкал описаны бентосные формы
диатомовых, принадлежащих родам Hannaea, Gom-
phonema, Cymbella и Nitzschia [19].

Из всего разнообразия фотосимбионтов в прес-
новодных экосистемах особо интересна эндемич-
ная спонгиофауна оз. Байкал (сем. Lubomirskiidae),
насчитывающая 14 видов губок [20]. На глубинах,
допускающих проникновение света, в бентосных
сообществах Байкала “фотосинтезирующие” губ-
ки (роды Lubomirskia и Baikalospongia) формируют
сплошной зеленый ковер. В наших предыдущих
работах показано, что сообщества байкальских гу-
бок отличаются по составу и разнообразию мик-
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роорганизмов в той же степени, что и ассоциации
морских губок [21–25]. На основе анализа клоно-
тек генов 16S рРНК и RubisCO установлено так-
же, что фотосинтезирующие цианобактерии в
микробных сообществах байкальских губок пред-
ставлены довольно многочисленной группой, со-
ставляющей до 27% от суммы идентифицирован-
ных последовательностей [21, 24–26].

Ген белка D1 фотосистемы II (psbA), обнару-
женный и у цианобактерий, и в хлоропластном ге-
номе водорослей, широко используется как фило-
генетический маркер для изучения разнообразия
фототрофных про- и эукариотических микроорга-
низмов в морских сообществах [27–29]. Белки D1 и
D2 связывают все редокс-активные компоненты
фотосистемы II, которая опосредует перенос элек-
тронов и протонов из воды, конечного донора
электронов, к пулу пластохинонов [30].

В нашей работе впервые консервативный уча-
сток гена psbA использован в качестве молеку-
лярного маркера разнообразия фототрофных
микроорганизмов в сообществах двух образцов
эндемичной губки Baikalospongia intermedia – ти-
пичного представителя байкальской спонгиофа-
уны, а также во всем, окружающем губку, вод-
ном сообществе.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Образцы губок B. intermedia IK503 и B. interme-
dia IK506 собраны в августе 2013 г. в акватории
Среднего Байкала (залив Улан-Хан) с глубины
3 м. Пробу воды (100 мл) отбирали непосред-
ственно рядом с губкой и затем фильтровали через
мембранный фильтр с диаметром пор 0.22 мкм
(“Merck, Millipore”, США). Таким образом, осе-
дающие на фильтры водные микроорганизмы
включают как пикопланктонную фракцию, так и
нано- и микроорганизмы [31]. ДНК симбиотиче-
ских и планктонных микроорганизмов выделяли
с помощью набора “РибоСорб” (АмплиСенс,
Россия). Для ПЦР использовали праймеры к вы-
сококонсервативному участку гена psbA: psbA-1F
(5'-TAYCCNATYTGGGAAGC-3') и psbA-2R (5'-
TCRAGDGGGAARTTRTG-3') [32]. Условия ам-
плификации: активация полимеразы (5 мин при
95°С); 35 циклов, включающих денатурацию ДНК
(45 с при 95°С), отжиг праймеров (60 с при 56°С), и
элонгацию (90 с при 72°С); финальная элонгация
(10 мин при 72°С). ПЦР-фрагменты клонировали в
векторе pTZ57R/T (“Fermentas”, США), после чего
проводили трансформацию химически компетент-
ных клеток E. coli XL1BL. Рекомбинантные клоны,
содержащие вставки ожидаемых размеров (около
800 п.н.), секвенировали на автоматическом секве-
наторе ABI 3130XL (“Applied Biosystems”, США;
“Синтол”, Россия). В общей сложности проанали-
зировано 217 клонов.

Последовательности выравнивали и определя-
ли их сходство (в процентах) при помощи модуля
ClustalW программного пакета BioEdit 7.0 [33].
Полученные данные сравнивали с опубликован-
ными ранее, для чего использовали программу
BlastX сервера NCBI [34]. Для филогенетического
анализа сравнивали последовательности, наибо-
лее сходные с последовательностями, идентифи-
цированными в нашей работе. Филогенетические
деревья строили по методу максимального прав-
доподобия (ML, maximum likelihood), используя
пакет программ Mega 5 [35]. Нуклеотидные по-
следовательности депонированы в GenBank под
номерами KU765130-KU765195.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Результаты секвенирования трех клонотек ге-

нов psbA свидетельствуют о широком разнообразии
фототрофных микроорганизмов в микробиомах
байкальских губок, а также в водном сообществе
оз. Байкал. После удаления неспецифических вста-
вок, в анализ включили 160 последовательностей.
Виртуально транслированные аминокислотные по-
следовательности, проявляющие 100%-ное сход-
ство, полностью сходные, объединяли и рассматри-
вали как уникальные. При использовании програм-
мы BlastX установлено, что все последовательности
родственны генам белка D1 различных морских и
пресноводных микроорганизмов. Сходство с
ближайшими гомологами по аминокислотным
последовательностям для разных фрагментов об-
наруженных генов psbA составляет от 94 до 100%.
Как показал филогенетический анализ, все по-
следовательности можно распределить по двум
большим группам: psbA прокариотических мик-
роорганизмов, в том числе вирусные последова-
тельности, и psbA эукариотических фототрофов
(рисунки а, б).

В ДНК метагеномного сообщества губки B. in-
termedia BS506 обнаружено 17 уникальных после-
довательностей (из них 16 принадлежат прокарио-
тическим микроорганизмам, и одна – эукариотиче-
ской водоросли); в метагеномной ДНК B. intermedia
BS503 – 18 фрагментов генов psbA (13 и 5 соответ-
ственно), в метагеномной ДНК водного микробио-
ма – 32 последовательности (23 и 9) (рисунки а, б).

В группу прокариотических последовательно-
стей гена рsbA входят гены белка D1 пикоци-
анобактерий, а также вирусные последовательно-
сти (рисунок а). Присутствие вирусов (цианофа-
гов) в анализируемой микробной фракции можно
объяснить их ассоциацией с клетками водорос-
лей (цианобактериями). Среди культивируемых
гомологов в данной группе находятся штаммы
цианобактерий родов Synechococcus и Cyanobium, а
также цианофаги, с которыми представленные на-
ми последовательности практически идентичны
(99–100%). Ранее пикоцианобактерии порядка
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Chroococcales, прежде всего представители рода
Synechococcus, были найдены как в сообществах
разных видов байкальских губок [21, 24–26], так и в
планктонных сообществах оз. Байкал [36, 37]. 

На филогенетическом древе клада “Pro-1”,
объединяет группу цианобактериальных (“Cya-
no-PsbA”) и вирусных (“Vir-PsbA”) генов psbA,
обнаруженных как в сообществах губок, так и в
водном микробиоме (рисунок a). “Цианобактери-
альная” ветвь сформирована последовательностя-
ми, родственными гену psbA пикоцианобактерии
Synechococcus sp. RCC307. Данная группа довольно
многочисленна (18 уникальных последовательно-
стей), что свидетельствует о высоком разнообразии
представителей рода Synechococcus в микробиомах
байкальских губок и планктонном сообществе.
Группа “Vir-PsbA” включает гены psbA некульти-
вируемых морских вирусов (рисунок а). Известно,
что в геноме многих цианофагов имеются функ-
циональные гены, в том числе, гены фотосинтеза
(psbA, D) и метаболизма углерода (talC, zwf, gnd,
cp12), которые вирусы получили от цианобакте-
рий путем горизонтального переноса [38]. Эти ге-
ны служат удобными маркерами для изучения ко-
эволюционных взаимоотношений между фагом и
его хозяином. В ряде работ показано, что гены psbA
цианомиовирусов, по сравнению с цианобакте-
риями, характеризуются более низким содержа-
нием GC (вследствие изменений в третьих пози-
ции кодона в гене), и при филогенетическом ана-
лизе объединяются в отдельную кладу [39, 40].
Интересно, что большинство генов psbA микро-
организмов водного сообщества группируются
между собой и формируют отдельные ветви как
внутри группы “Cyano-PsbA”, так и “Vir-PsbA”.
Таким образом, на примере клады “Pro-1” видно,
что среди пикоцианобактерий (и циановирусов)
имеются отдельные представители, характерные
либо для сообщества губок, либо для водного
микробиома.

Смешанная группа “Pro-2” образована преиму-
щественно последовательностями psbA из микроб-
ных сообществ губок (из 15 ампликонов только два
принадлежат микроорганизмам водной среды).
Данная группа объединяет гены некультивируе-
мых морских микроорганизмов, цианобактерий,
некультивируемых вирусов, в том числе, – циа-
нофагов (рисунок a). По-видимому, большинство
фототрофных микроорганизмов, входящих в со-
став данной группы, получают благоприятные
условия для развития именно в составе симбио-
тических сообществ губок и специфичны для них.

В отдельную группу “Pro-3” на филогенетиче-
ском древе объединяются последовательности,
родственные известным цианобактериальным
штаммам. Например, клон 35-PsbA-IK506 практи-
чески идентичен (99% сходства) гену psbA пикоци-
анобактерией Cyanobium gracile, а клон 14-PsbA-

IK506 на 100% – гену psbA Synechococcus sp.
WH5701. В группу ближайших гомологов данных
последовательностей входят несколько последо-
вательностей psbA из водных и губочных сооб-
ществ, что свидетельствует о присутствии данных
генотипов цианобактерий в сообществах бай-
кальских губок и байкальском фитопланктоне.

Интересно, что в группу прокариотических
последовательностей гена рsbA входят последова-
тельности белка D1 раковинной амебы рода Pau-
linella (отряд Testacea, филум Cercozoa). Этот мик-
роорганизм обладает Synechococcus/Prochlorococcus-
подобным хроматофором, который он приобрел в
процессе эволюции в результате эндосимбиотиче-
ских отношений с цианобактериями рода Synecho-
coccus. Хроматофор раковинной амебы филогене-
тически отличается от пластид основной эукари-
отической линии и является примером повторно-
го возникновения пластид. Его эволюционный
возраст составляет всего 60 млн. лет, тогда как
хлоропласты эукариот возникли около 1 млрд.
лет назад в результате захвата древней цианобак-
терии предшественником эукариотической клет-
ки [41]. Этот факт может свидетельствовать о
присутствии представителей рода Paulinella в вод-
ных сообществах оз. Байкал и микробиомах бай-
кальских губок.

В микробиомах губок и водном сообществе най-
дены последовательности psbA эукариотических
микроорганизмов. При этом девять из 16 уникаль-
ных ампликонов обнаружены в водном микро-
биоме. На филогенетическом древе идентифици-
рованные последовательности вместе с ближай-
шими гомологами из GenBank формируют три
четко выраженные клады (рисунок б).

Клада “Eu-1” объединяет последовательности
микроорганизмов губок (клоны 08-, 55-PsbA-
IK503) и планктона (02-, 11-, 52-PsbA-H2O) –
вместе с генами некультивируемых морских и
пресноводных эукариот, а также культивируемы-
ми клонами гаптофитовых водорослей (отд. Hap-
tophyta) (рисунок б). Представители отдела Hap-
tophyta – фототрофные жгутиконосцы, широко
распространенные в составе наннопланктона
морских и пресноводных сообществ [42]. На фи-
логенетическом древе среди ближайших гомоло-
гов идентифицированных генов находится водо-
росль Chrysochromulina sp. CCMP291 (рисунок б).
Один из наиболее распространенных представи-
телей рода Chrysochromulina (космополитный вид
Chrysochromulina parva) достигает массового раз-
вития в сообществах континентальных озер (та-
ких как оз. Танганьика, оз. Кеннерет, оз. Ланао)
[43, 44]. Этот стенотермный холодолюбивый вид
доминировал также в годы в летнем фитопланк-
тоне оз. Байкал [45]. Последовательности мор-
ских микроорганизмов формируют внутри клады
“Eu-1” отдельную ветвь. Среди них одноклеточ-
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а – Филогенетическое дерево последовательностей генов psbA (248 аминокислот) прокариотических микроорганиз-
мов, ассоциированных с байкальской губкой В. intermedia и окружающей водной средой. Последовательности, опре-
деленные в данной работе, отмечены значками “круг”, “квадрат”, “ромб”. Опубликованные ранее последовательно-
сти приводятся с номерами доступа в GenBank. Числа в узлах дерева соответствуют величинам бутстреп-поддержек.
Масштаб эволюционных расстояний соответствует двум заменам на каждые 100 п.н. б – Филогенетическое дерево по-
следовательностей генов psbA эукариотических микроорганизмов, ассоциированных с байкальской губкой В. interme-
dia и окружающей водной средой.
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02-PsbA-H2O (n = 21)
AEE99076, uncultured alga, freshwater pond

52-PsbA-H2O (n = 2)
AHY04356, Chrysochromulina sp. CCMP291

11-PsbA-H2O (n = 3)
YP_277315, Emiliania huxleyi CCMP 373
ADG03401, uncultured eukaryote, Mediterranean Sea 
YP_005088651, Phaeocystis antarctica CCMP1374

AAN77557, uncultured alga, marine picophytoplankton
ADG03199, uncultured eukaryote, Mediterranean Sea

55-PsbA-IK503 (B. intermedia) (n = 2)
57-PsbA-IK503 (B. intermedia)

47-PsbA-H2O (n = 2)
ADG03305, uncultured eukaryote, Mediterian Sea

ADG03320, uncultured eukaryote, Mediterian Sea
AIM52739, Ochromonas sp. CCMP1393

ACF49267, Ochromonas distigma, Atlantic Ocean
ADG03213, uncultured eukaryote, Mediterranean Sea

ADG03195, uncultured eukaryote, Mediterranean Sea
24-PsbA-H2O (n = 4)

ADG03250, uncultured eukaryote, Mediterranean Sea
56-PsbA-H2O

ACF49279, Nannochloropsis salina, Atlantic Ocean
ACF49270, Mesopedinella arctica, Atlantic Ocean

43-PsbA-H2O (n = 5)
YP_635976, Acutodesmus obliquus UTEX 393

26-PsbA-IK503 (B. intermedia) (n = 2)
30-PsbA-IK506 (B. intermedia) (n = 3)
63-PsbA-H2O (n = 5)

NP_045767, Chlorella vulgaris C-27
AGL78842, uncultured organism, East China Sea

AGL79300, uncultured organism, East China Sea
49-PsbA-H2O (n = 2)

ABX82635, Trebouxia aggregata SAG 219-1d
YP_009106253, Planctonema lauterbornii
YP_009106002, Gloeotilopsis sterilis

01-PsbA-IK503 (B. intermedia) (n = 3)
AJM90113, Hemichloris antarctica UTEX Ee124

YP_009106754, Elliptochloris bilobata
YP_004221997, Coccomyxa subellipsoidea C-169
YP_009106012, Choricystis parasitica

б

ная водоросль Phaeocystis antarctica, широко рас-
пространенная в морях Южного полушария и на
поверхности ледников, где ее популяция достига-
ет массового развития и образует плавающие ко-
лонии, состоящие из сотен клеток, соединенных
полисахаридным матриксом [46]. Другая микро-
скопическая водоросль, входящая в данную груп-
пу, Emiliania huxleyi, – одноклеточная кокколи-
тофорида, формирующая на поверхности клеток
оболочку из кальциевых пластинок (CaCO3). Эта
водоросль – основной фиксатор карбонатов (сле-
довательно, и атмосферного CO2) и один из глав-
ных составляющих донных осадков в мировом
океане [47, 48].

Четыре последовательности гена psbA из вод-
ного сообщества и одна последовательность из
сообщества губки (B. intermedia IK503) группиру-
ется в кладу “Eu-2”, куда входят также последова-

тельности некультивируемых эукариот, хризофи-
товой водоросли рода Ochromonas (отд. Chryso-
phyta), а также разножгутиковых Nannochloropsis
salina и Mesopedinella arctica (отд. Heterokonta)
(рисунок б). Виды рода Ochromonas – одноклеточ-
ные жгутиконосцы, миксотрофы, обитающие в
морских и пресноводных водоемах. Эти окра-
шенные в золотистый цвет водоросли часто обна-
руживаются в планктоне и нейстоне олиготроф-
ных озер, в том числе в условиях низкой освещен-
ности [49], в которых они успешно развиваются
благодаря способности совмещать процесс фото-
синтеза и осмотическое потребление органиче-
ских компонентов (фагоцитоз) [50]. Представи-
тели рода Nannochloropsis ‒ первичные продуцен-
ты в составе планктонных микроорганизмов и
способны адаптироваться и успешно развиваться
при низких температурах [51, 52]. Эти однокле-
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точные микроводоросли (2–3 мкм), обладают не-
обычным фотосинтетическим аппаратом, кото-
рый содержит только хлорофилл а [53]. Ранее вид
Nannochloropsis limnetica обнаруживался в фито-
планктонных пробах из оз. Байкал [54], в течение
всего года. Последовательности генов поликети-
дсинтаз Nannochloropsis gaditana также обнаружи-
ваются в метагеномном сообществе байкальской
губки Swartschewskia papyracea [25]. По-видимому,
представители рода Nannochloropsis – типичные
эукариотические фототрофы в микробиомах бай-
кальских губок.

Отдельная клада “Eu-3”, объединяет фрагменты
генов psbA водных и губочных микроорганизмов, а
также последовательности разнообразных куль-
тивируемых представителей отдела Chlorophyta
(рисунок б). Среди них одноклеточные (Trebouxia
aggregata, Chlorella vulgaris, Elliptochloris bilobata,
Hemichloris antarctica, Coccomyxa subellipsoidea,
Choricystis parasitica) и нитчатые (Gloeotilopsis sp.,
Planctonema lauterbornii) водоросли; планктон-
ные виды (Gloeotilopsis sterilis, Acutodesmus obliquus,
Choricystis parasitica, Chlorella vulgaris) и фотобион-
ты лишайников (Elliptochloris sp., Treboúxia sp.), а
также антарктические психротолерантные виды,
развитие которых происходит в толще снега (Coc-
comyxa subellipsoidea, Hemichloris antarctica). При
этом, такие представители зеленых водорослей,
как Choricystis minor, Chlorella sp., ранее также обна-
руживались в водном сообществе оз. Байкал [18].

В настоящей работе мы впервые применили
ген белка D1 фотосистемы II (psbA) в качестве мо-
лекулярного маркера для исследования разнооб-
разия оксигенных фототрофов в составе симбио-
тической микрофлоры беспозвоночных живот-
ных пресноводных экосистем. В микробных
сообществах губок, населяющих бентосные со-
общества оз. Байкал, найдены такие таксономи-
ческие группы микроорганизмов-фотосинтети-
ков, как цианобактерии (филум Cyanobacteria),
зеленые (отд. Chlorophyta), разножгутиковые
(отд. Heterokonta), гаптофитовые (отд. Haptophy-
ta), охрофитовые (отд. Ochrophyta) водоросли, а
также цианофаги. Интересно, что последователь-
ность гена белка D1 раковинной амебы рода Pau-
linella находится в числе ближайших гомологов
обнаруженных нами последовательностей; это
указывает на присутствие данного микроорга-
низма в исследуемых сообществах.

Данные анализа разнообразия последователь-
ностей psbA в микробных ассоциациях байкаль-
ских губок согласуются с результатами исследо-
ваний разнообразия прокариот в сообществах гу-
бок, полученными с применением классических
маркеров (16S рРНК, RubisCO) [21–26]; это ука-
зывает на широкое многообразие пикоцианобак-
терий в исследуемых сообществах. Кроме того, в
работе показано, что маркер psbA пригоден для

изучения таксономического разнообразия эука-
риотических микроорганизмов, исследований
которого в сообществах байкальских губок до на-
стоящего времени не проводили. Мы полагаем,
что функциональный ген psbA может быть ис-
пользован в дальнейшем для изучения разнооб-
разия про- и эукариотических фототрофов в бай-
кальских сообществах как независимо, так и в
комплексе с классическими молекулярными мар-
керами (16S, 18S рРНК и другими).

Работа выполнена в рамках госбюджетной те-
мы VI.50.1.4. “Молекулярная экология и эволю-
ция живых систем Центральной Азии в условиях
глобальных экологических изменений” (0345-
2016-0002) при финансовой поддержке Россий-
ского фонда фундаментальных исследований
(№ 14-04-00527-а).
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Phototrophic Microorganisms in Symbiotic Communities of Baikalian Sponges: 
Diversity of psbA Gene Sequences (Protein D1 of Photosystem II)
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Here we describe utility of psbA gene fragment encoding major protein of photosystem II (D1 protein) in the
to study of the diversity of phototrophic microorganisms in symbiotic communities of freshwater inverte-
brates. We present the results of the study of microbial associations accompanying endemic Baikal sponge
Baikalospongia intermedia, as well as the water microbial community surrounding the sponge. In studied mi-
crobiomes, psbA gene sequence analysis demonstrated the presence of a variety of photosynthetic groups, in-
cluding Cyanobacteria, Chlorophyta, Heterokonta, Haptophyta, Ochrophyta algae, as well as cyanophages.
In total, microbial communities of endemic sponges B. intermedia were shown to contain 35 unique psbA gene
sequences, while in water community that surrounds the sponge 32 unique psbA sequences were detected.
These data indicate involvement of sponge’s symbiotic communities in the accumulation of primary produc-
tion and the carbon cycle in ecosystem of Lake Baikal.

Keywords: Lake Baikal, freshwater sponges, Baikalospongia intermedia, symbiotic community gen psbA, pho-
totrophic microorganisms


