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ВВЕДЕНИЕ

Карское море характеризуется климатически�
ми и гидрохимическими условиями, формирую�
щимися под воздействием поступающих соленых
вод частично из Баренцева моря, частично из
Арктического бассейна, а также мощного пресно�
водного стока Оби и Енисея, годовой объем кото�
рого составляет более 40% всего стока пресной
воды в Арктику [36]. Вместе с речной водой в
Карское море поступают биогенные элементы, а
также взвешенное и растворенное органическое
вещество [13, 15, 20], большая часть которого оса�
ждается вблизи прибрежной зоны [11]. В откры�
тое море попадает лишь небольшой процент от
всего поступающего со стоком органического ве�
щества. Поэтому именно в зоне шельфа и эстуа�
риях рек наиболее активно развиваются планк�
тонные и бентосные водоросли и бактерии [4, 14].

Карское море считается олиготрофным из�за
его низкой продуктивности, связанной с длитель�
ным ледовым покровом и долгопериоными отрица�
тельными температурами воздуха и воды. С начала
20 века в Карском море проводятся периодические
комплексные экспедиции [12, 25], в которых иссле�
дуется качественный и количественный состав
микробных сообществ методами культивирова�

ния и микроскопии [2, 3, 6, 8, 9, 21, 22, 23], бакте�
риальная первичная продукция [19], а также мик�
робные процессы циклов метана и серы в водной
толще и донных осадках [10, 16, 18]. Исследова�
ния разнообразия некультивируемых природных
сообществ микроорганизмов методами совре�
менной филогенетики в Карском море ранее не
проводились, хотя имеются публикации о таксо�
номической структуре микробных сообществ рай�
онов Арктики и Антарктики [27, 29, 44, 45]. Такое
состояние дел и определило цель нашей работы. А
именно, изучение таксономического разнообра�
зия микробного сообщества донных осадков за�
ливов и шельфа Карского моря с помощью мето�
дов амплификации и клонирования. 

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Район исследования. Исследования проводили
в секторе Российской Арктики между 75° и
87° в.д. и с юга около 70° с.ш. Материалом для ра�
боты послужили пробы донных отложений, ото�
бранные на 5 станциях на шельфе Карского моря,
заливах Гыданском и Енисейском в ходе экспеди�
ции на теплоходе “Советская Арктика” в августе–
октябре 2009 г. (рис. 1).
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Пробы донных осадков отбирали гравитаци�
онной трубой (длиной 75 см) на станциях 13 и 17,
и дночерпателем на станциях 7, 22 и 24. Посколь�
ку измерений отдельных ионов на ст. 7 не прово�

дили, мы использовали данные химического со�
става поровых вод для расположенной рядом ст. 9
(таблица). 

Отбор образцов проводили стерильно из сре�
динной части керна, и затем, до момента исследо�
вания, пробы хранили в жидком азоте.

Поровая вода из образцов донных осадков бы�
лa получена двойным центрифугированием при
10000 и 14000 об/мин. Измерения концентрации
анионов и катионов в поровой воде осуществля�
ли в соответствии с ранее описанными методи�
ками [57].

Выделение суммарной ДНК из поверхностного
слоя донных осадков проводили методом фенол–
хлороформной экстракции [49]. Фрагменты гена
16S рРНК эубактерий и архей амплифицировали с
использованием универсальных эубактериальных
праймеров 500L (CGTGCCAGCAGCCGCGGTAA)
и 1350R (GACGGGCGGTGTGTACAAG). Ам�
плификацию проводили на приборах “БИС” и “My
Cycler”, Bio�Rad в режиме: 94°С – 3 мин (1 цикл),
94°С – 45 с, 53°С – 45 с, 72°С – 60 с (30 циклов),
72°С – 2 мин (1 цикл). О наличии ампликонов и
их молекулярной массе судили по результатам
электрофоретического разделения в 1% агароз�
ном геле. Амплифицированные фрагменты гена
16S рРНК были лигированы с использованием
набора pGEM�T Easy Vectors (“Promega”, США).
Для получения рекомбинантов использовали ком�
петентные клетки E. coli DH5�α. Трансформацию
проводили методом, описанным ранее [40]. От�
бор полученных клонов проводили методом “бе�
ло�голубого” скрининга. Колонии проверяли на
наличие ожидаемой вставки амплификацией на
праймерах 1F/1R (“Promega”).
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Рис. 1. Места отбора проб донных осадков.

Характеристика районов Енисейского залива и Гыданской губы Карского моря

Стан�
ции

Коорди�
наты:  
с.ш.
в.д.

Используе�
мый пробо�

отборник

Глубина 
водной 

толщи, м

Минерализация в поровой 
воде из поверхностного 

слоя осадка, г/л

Солевой состав поровых вод 
в поверхностном слое осадка, г/л

НС Cl– S Na+ K+ Ca2+ Mg2+

7 73°150′
80°274′

Дч 25.0 – – – – – – – –

9 73°083′
79°981′

БТ 23.0 30.0 0 17.5 2.3 8.3 0.5 0.2 1.0

22 72°557′
79°302′

Дч 13.5 22.9 0 13.2 1.8 6.7 0.3 0.2 0.7

24 71°875′
82°823′

Дч 9.5 0.3 0.06 0.1 0.02 0.06 0.006 0.01 0.004

13 71°776′
75°809′

БТ 10.7 8.9 0 5.1 0.8 2.5 0.01 0.06 0.2

17 71°193′
77°459′

БТ 4.5 0.1 0.06 0.03 0.007 0.03 0.006 0.003 0.002

Примечание. Дч – дночерпатель, БТ – бентосная трубка, прочерк – отсутствие данных.
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Секвенирование клонированных фрагментов
генов 16S рРНК проводили в Центре коллектив�
ного пользования “Геномика” СО РАН (г. Ново�
сибирск). Для полученных последовательностей
фрагментов гена 16S рРНК ближайших гомоло�
гов находили с использованием поисковой про�
граммы BLAST сервера NCBI в базе данных Gen�
Bank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/) [26]. По�
лученные последовательности на наличие химер
проверяли в программе Pintail (http://www.bioin�
formatics�toolkit.org/Web�Pintail/). Редактирова�
ние последовательностей проводили с помощью
редактора BioEdit, для выравнивания последова�
тельностей использовали алгоритм программы
CLUSTAL W [http://www.genebee.msu.su/clustal].
Филогенетические деревья строили с использо�
ванием метода объединения ближайших соседей
(neighbor�joining) на основе алгоритма Kimura
two–parameters в программе MEGA версия 4.0 [51].
Показатель достоверности порядка ветвления
определяли на основании “bootstrap” – анализа
100 альтернативных деревьев.

Полученные в ходе работы нуклеотидные после�
довательности клонированных фрагментов гена
16S рРНК депонированы в базе данных GenBank
под номерами JN203014 – JN203042, JN133442 –
JN133497, JX413060 – JX413100, JX441119 –
JX441299.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Характеристика химического состава 
поровых вод и донных осадков

Химический состав поровых вод и характери�
стики донных осадков представлены в таблице.
Южные районы Гыданской губы (ст. 17) и Ени�
сейского залива (ст. 24) по минерализации придон�
ной воды можно отнести к пресным (0.1–0.3 г/л), а
северные районы заливов (станции 13 и 22) и шельф
Карского моря (ст. 7) – к морским (8.9–22.9 г/л),
(30.7 г/л) [17]. Компонентный состав поровых вод
на всех исследуемых станциях был одинаков, а кон�
центрации отдельных ионов варьировали значи�
тельно (таблица).

Наименее минерализованы (0.1 г/л) поровые
воды в поверхностном слое донных отложений
южной части Гыданской губы (ст. 17). Концентра�
ции сульфат�ионов равны 0.007, гидрокарбонат�
ионов – 0.06, ионов натрия – 0.03 г/л. Поровые
воды донных осадков южной части Енисейского
залива (ст. 24) также опреснены, общая минера�

лизация составляет 0.3 г/л. Солевой состав и уро�
вень концентраций основных ионов схож с тако�
выми на станции 17 (таблица). В северной части
Гыданской губы (ст. 13) минерализация поровых
вод достигает 8.9 г/л, увеличивается содержание
сульфат�ионов до 0.8 г/л, возрастают значения
хлорид�ионов, ионов магния, натрия (таблица).
Значительное увеличение уровня минерализации
поровых вод наблюдается в районе устья р. Ени�
сей (ст. 22), где в поверхностном слое осадка она со�
ставляет 22.9 г/л, содержание хлорид�ионов равно
13.2, сульфат�ионов 1.8 и ионов натрия 6.7 г/л, соот�
ветственно (таблица). Под влиянием морских вод
находятся станции 7 и 9, общая минерализация в
поверхностном слое осадков этих станций достига�
ет 30.7 и 31.7 г/л, соответственно. В поровых водах
этих станций повышается концентрация сульфат–
ионов до 2.3, хлорид�ионов до 17.5, ионов натрия до
8.3 г/л.

Анализ разнообразия и таксономический состав 
библиотек клонов фрагментов гена 16S рРНК

В результате исследования суммарной ДНК из
поверхностного слоя донных осадков пяти стан�
ций получена библиотека клонов, содержащая
фрагменты гена 16S рРНК эубактерий и архей дли�
ной до 900 пар нуклеотидов. Определено 375 нук�
леотидных последовательностей, большая часть ко�
торых имеет высокий процент сходства (97–100%) с
некультивируемыми микроорганизмами, выделен�
ными из водной толщи и донных отложений морей,
в том числе и холодноводных, а также из почв раз�
личных регионов мира. Для подтверждения так�
сономического статуса были построены филоге�
нетические деревья, где полученные нуклеотид�
ные последовательности были сопоставлены с
последовательностями ближайших родственни�
ков, в том числе из сходных мест обитания и ти�
повыми штаммами микроорганизмов (рис. 2, 3).

В суммарной ДНК из донных отложений юж�
ной части Гыданской губы (ст. 17), характеризую�
щихся самым низким уровнем минерализации
поровых вод, идентифицированы представите�
ли бактерий филумов Actinobacteria, Acidobacte�
ria, Chloroflexi, Planctomycetes, Spirochaetes, Syner�
gistetes, классы α�, β�, γ�, δ�Proteobacteria, а также
археи филума Euryarchaeota (всего 84 клона).

К филуму Actinobacteria отнесено 29 клонов,
один из которых (17–23) принадлежит сем. Micro�
coccineae, его ближайший родственник, Leifso�

Рис. 2. Филогенетическое дерево, построенное на основе анализа нуклеотидных последовательностей фрагментов ге�
на 16S рРНК α�, β�, γ �, δ�Proteobacteria, полученных из поверхностного слоя донных осадков пяти исследуемых стан�
ций шельфа Карского моря, Гыданской губы и Енисейского залива. Построено с помощью метода объединения бли�
жайших соседей (NJ). Вероятностная поддержка отдельных узлов оценивалась с помощью “bootstrap”�анализа, при�
ведены значения выше 85%. Шкала соответствует 0.01 нуклеотидных замен на сайт. Клоны, полученные из донных
осадков, выделены и подчеркнуты.



ОКЕАНОЛОГИЯ  том 54  № 3  2014

МИКРОБНОЕ НЕКУЛЬТИВИРУЕМОЕ СООБЩЕСТВО ДОННЫХ ОСАДКОВ 341

Unc. beta proteobacterium (EU236245)

100
Unc. bacterium (HM440296)

Leptothrix ginsengisoli (AB271046)

Unc. Dechlorosoma sp. (FM877971)

Unc. beta proteobacterium (DQ501338)

Unc. Nitrosospira sp. (GQ421096)

Thauera sp. EU037291

A. salmonicida subsp. achromogenes (HQ283362)

Aeromonas sp. (FN997620)

Unc. gamma proteobacterium (HM799126)

β3Proteobacteria

97

Unc. gamma proteobacterium (DQ351803)

Unc. sediment bacterium (HQ191069)

Unc. bacterium (FJ873329)

Unc. gamma proteobacterium (EU050834)

Pseudomonas sp. (JF701976)

Pseudomonas fluorescens (GU198122)

Unc. gamma proteobacterium (AF424103)

Unc. gamma proteobacterium (GU911372)

Unc. gamma proteobacterium (DQ514114)

Unc. delta proteobacterium (FM179869)
Corallococcus coralloides (AJ811588)

Bacteriovorax marinus (NR028723)

Unc. delta proteobacterium (AY225606)

Desulfosarcina variabilis (M34407)

Desulforegula conservatrix (NR028780)

Unc. bacterium (EU925891)

Unc. delta proteobacterium (FJ205268)

Unc. delta proteobacterium (EU050842)

Unc. delta proteobacterium (AB116451)

Unc. Pelobacter sp. (GQ420895)
100

Unc. alpha proteobacterium (HM163221)

Altererythrobacter aestuarii (FJ997597)

Unc. bacterium (HQ157657)
Ancylobacter aquaticus (FJ572208)

γ3Proteobacteria

δ3Proteobacteria

Pleomorphomonas koreensis (AB127971)

Diaphorobacter sp. (HQ538669)

Delftia sp. (EF061135)

Polaromonas rhizosphaerae (EF127651)

Rhodoferax ferrireducens (AF435948)
100

100

100

100

100

7341

7339

2439

17310
13373

1339

24374

22319

Aquaspirillum arcticum (AB074523)

Methylovorus mays (AY486132)

100

100

Marinomonas blandensis (DQ403809 )
Marinobacter sedimentalis (AJ609270)

100
100

90

98 89

99

24380

7319

1335

7363

173115

13313

17314

13328

Legionella sp. (AB058916)

Steroidobacter denitrificans (EF605262)

100

100

100
10096

87

7365

17361

173101

13384

Unc. delta proteobacterium (AF424184)

Pelobacter acetylenicus (X70955)

100

100

100
100

100

99

9486

90
13389

13325

173105

13315

13360

13374

13323

17322

100
100

100
100

100

100

91

88

17357

22347

24342

24356

7316

0.01

Uncultured delta proteobacterium (AJ704691)
Desulfurococcus mobilis (M36474)

α3Proteobacteria

δ3Proteobacteria

98



342

ОКЕАНОЛОГИЯ  том 54  № 3  2014

МАМАЕВА и др.

nia sp., найден в мангровых осадках Бразилии
(99%). 23 клона проявили высокий уровень сход�
ства с представителями рода Rhodococcus, причем
девять имели сходство с видом Rhodococcus qingsh�
engii, который может в качестве единственного
источника углерода или азота использовать про�
тивогрибковые препараты, применяемые в сель�
ском хозяйстве [56]. Еще 12 последовательностей
проявили высокий уровень сходства с последова�
тельностью Rhodococcus sp., выделенной из за�
грязненной нефтью почвы, Китай. 

Нуклеотидная последовательность клона 17�51,
представляющая филум Spirochaetes, была сходна с
последовательностью бактерии из микробных
матов (97%). Представители Spirochaetes относят�
ся к хемоорганогетеротрофам, аэробные и анаэ�
робные виды которых встречаются как в почвен�
ных, так и в водных экосистемах. К классу α�Pro�
teobacteria отнесено три клона. Клон 17�57 имел
99% сходства с некультивируемой бактерией из
поверхностного слоя загрязненных осадков, а
клон 17�7 – с бактерией из гиперсоленных мик�
робных матов в Тихом океане. Представители этого
класса способны окислять разнообразный спектр
органических веществ [37].

Принадлежность к классу β�Proteobacteria по�
казало 14 клонов, из них клон 17�10 был иденти�
фицирован как представитель рода Dechlorosoma,
изолированного из грунтовых вод, США. Бакте�
рии этого рода известны как деструкторы хлората
и перхлорота (до хлорида), некоторые использу�
ют нитрат в качестве акцептора электрона [37].
Две последовательности были идентифицирова�
ны как Burkholderia sp., известных своей способ�
ностью разрушать хлорорганические пестициды
и полихлорированные бифенилы (ПХБ) [37].
Принадлежность роду Variovorax определена для
последовательности 17�93 с уровнем сходства
93%. Для последовательности 17�27 наибольшее
сходство отмечено с бактерией Variovorax paradox�
us, изолированной из ризосферы в Гималаях.
Представители этого рода способны разрушать
различные загрязняющие вещества, включая пе�
стициды и сырую нефть [50].

Шесть клонов проявили высокий уровень
сходства (99%) с представителями рода Thauera sp.
сем. Rhodocyclaceae, известными своей способно�
стью к метаболизму ароматических соединений в
бескислородных условиях. Ближайшие родствен�
ники полученных клонов выделены из осадков в
США, загрязненной хромом почвы в Индии и тя�
желыми металлами в Китае, а также из эстуарных
осадков. Представители этого рода встречаются в
донных осадках и загрязненных пресных водах [37].

Четыре последовательности отнесены к классу
γ�Proteobacteria. Последовательность клона 17�14
на 99% сходна с Pseudomonas sp. из почвы в Китае.
Еще один клон, 17�61, показал высокое сходство

с последовательностью из района естественных
нефтепроявлений из оз. Байкал. Четыре клона от�
несено к классу δ�Proteobacteria, причем последо�
вательность 17�22 сходна на 99% с Pelobacter sp. из
ледника в Индии. Клон 17�105 показал 98% сход�
ства с видом Desulforegula conservatrix из пресно�
водного озера в Австралии, который окисляет не�
разветвленные карбоновые кислоты [48].

Принадлежность к бактериям филума Chlorof�
lexi, представители которых способны окислять ам�
моний, показали два клона, один из них, (17�106),
проявил 98% сходства с некультивируемой почвен�
ной бактерией из Кореи. Еще три последователь�
ности принадлежат филуму Acidobacteria, одна из
них, 17�112, на 98% идентична некультивируемой
бактерии из осадков в устье р. Янцзы, Китай. Бак�
терии этого филума часто встречаются в донных
отложениях и почвах, способны деградировать
низко и высокомолекулярные формы органиче�
ских веществ, восстанавливать нитраты и нитри�
ты [54].

Принадлежность к филуму Synergistetes пока�
зала последовательность клона 17�103, проявив
98% сходства с некультивируемой бактерией из
почвы в Японии. Представители этого таксона
являются облигатными анаэробами, способны
разрушать аминокислоты, и как правило, состав�
ляют незначительную часть бактериального сооб�
щества в каждой конкретной среде обитания.
Следует отметить низкую степень сходства (93%)
клона 17�28 с бактерией из антарктического озе�
ра. На филогенетическом дереве он кластеризует�
ся с представителями филума Planctomycetes (рис. 3).
Бактерии этого филума обитают в пресных и солe�
ных водах [55], являются важными членами поч�
венных микробных сообществ, детектируются в
анаэробных источниках, богатых соединениями
серы [30, 34].

Кроме бактериальных последовательностей, в
ДНК осадков южной части Гыданской губы (ст. 17)
обнаружена последовательность археи 17�20 филу�
ма Euryarchaeota. Сходная на 96% с некультивируе�
мой архей YLA118 полученная последовательность
кластеризуется с представителями из глубоковод�
ного гидротермального вента группы�6 Eur�
yarchaeal в оз. Йеллостоун, США.

Таксономический состав микробного сообще�
ства в маломинерализованных донных осадках
южной части Енисейского залива (ст. 24) характе�
ризуется большим разнообразием. В ДНК этих
осадков обнаружены представители (156 после�
довательностей) тех же филумов, что на ст. 17 (Ac�
tinobacteria, Acidobacteria, Chloroflexi, Planctomycet�
es, классов α�, β�, γ�Proteobacteria) за исключением
таксона Gemmatimonadetes. Наибольшее количество
последовательностей (58) отнесено к классу γ�Pro�
teobacteria. Для клона 24�80 отмечено 99% сходства с
родом Aeromonas из устьевых осадков рек в Англии
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(рис. 2). Организмы этого рода широко распро�
странены в пресных и солоноватых водах. Клон
24�24 имел высокий уровень сходства с некульти�
вируемой серобактерией Beggiatoa sp. сем. Thiot�
richaceae, изолированной из речного осадка в Гер�
мании. 

Здесь также выявлены представители филума
Actinobacteria (48 клонов), большая часть которых
показала высокий уровень сходства с бактериями
родов Rhodococcus и Leifsonia. Их ближайшие род�
ственники изолированы из загрязненных метал�
лами и углеводородами мест, почв, ледников,
осадков Антарктики, морских осадков. Клоны
24�64 и 24�179 имели наибольшее сходство с ти�
повым штаммом Rhodococcus erythropolis (99%) и
некультивируемой почвенной бактерией (99%).

Как и на ст. 17, обнаружены представители
класса β�Proteobacteria (5 клонов), широко рас�
пространенные в пресноводных экосистемах [38].
Для клона 24�9 ближайший таксономический род�
ственник – некультивируемая бактерия из культу�
ральной жидкости (99%), для клона 24�74 это вид
Thauera sp. (99%) из загрязненной почвы. Фило�
генетический анализ показал, что клон 24�133
имеет сходство с последовательностью, выделенной
из загрязненных углеводородами осадков во Фран�
ции (99%) и относящейся к филуму Bacteroidetes.
Представители этого филума являются гетерото�
фами и участвуют в деградации высокомолеку�
лярного органического вещества в водных экоси�
стемах [31, 41]. К классу α�Proteobacteria относят�
ся 14 клонов. Последовательность клона 24�42 на
99% сходна с некультивируемой бактерией из со�
леварни, Франция. Последовательность 24�56
имеет 99% сходства с Pleomorphomonas koreensis
сем. Methylocystaceae, способных к фиксации азо�
та. Остальные последовательности представлены
некультивируемыми бактериями.

Клон 24�102 отнесен к филуму Gemmatimona�
detes (почва, Китай 99%), представители которого
составляют небольшой процент в микробных со�
обществах почв [33]. Один клон 24�96 относится к
филуму Chloroflexi, его ближайший родственник
(98%) обнаружен в мерзлоте в районе дельты р. Ле�
на. Кроме того, в ДНК этого образца обнаружены
представители филума Acidobacteria (3 клона),
один из них (24�13) показал сходство 98% с бакте�
рией из почвы, Тайвань. Низкую степень сходства
(95%) с бактерией из почвы (США) и из озера
(Тибет) показали клоны 24�95 и 24�119. На фило�
генетическом дереве они кластеризовались с
представителями Planctomycetes (рис. 3).

В библиотеке клонов фрагментов гена 16S
рРНК, полученных из ДНК донных осадков се3
верной части Гыданской губы (ст. 13) со средним
уровнем минерализации выявлен более широкий
спектр таксонов. Обнаружены представители фи�
лумов Actinobacteria, Acidobacteria, Bacteroidetes,

Chloroflexi, Verrucomicrobia, Planctomycetes, Cyano�
bacteria, классов α�, β�, γ�, δ�Proteobacteria. Два
клона имеют наибольшее сходство с представите�
лями Actinobacteria, один из них, 13�88, на 99%
сходен с некультивируемой бактерией из почв Ги�
малаев. Три клона 13�62, 13�70 и 13�104 отнесены
к филуму Bacteroidetes, их ближайшие гомологи
обнаружены в осадках Антарктики (некультиви�
руемая бактерия из группы CFB, 92%), Арктики
(некультивируемая бактерия, 98%) и в коллекции
типовых штаммов (Bacteroides suis, 95%). Два кло�
на 13�33 и 13�102 наиболее близки некультивиру�
емым α�Proteobacteria из осадков Антарктики
(99%) и базальта Хуан�де�Фука, США (94%), со�
ответственно.

Наибольшее количество клонов (15) отнесено
к классу γ�Proteobacteria. Клон 13�5 наиболее бли�
зок некультивируемой бактерии из морских отло�
жений в Бельгии (96%). Последовательность кло�
на 13�28 на филогенетическом дереве (рис. 2) кла�
стеризуется с видом Pseudomonas fluorescens из
реки Волюв в Бельгии, представители которых
являются активными деструкторами органиче�
ских веществ. К классу β�Proteobacteria принадле�
жат 4 клона. Клон 13�9 сходен с автотрофом, спо�
собным к окислению аммония (Nitrosospira sp.)
выделенным из почвы в Гималаях (99%), а клон
13�73 – с некультивируемой бактерией из прес�
ной воды (97%). 

Девять клонов отнесены к классу δ�Proteobac�
teria причем их ближайшие родственники обита�
ют в холодноводных экосистемах. Так, клон 13�15
имеет 97% сходства с некультивируемой бактерией
из осадков Берингова моря, клоны 13�23 и 13�25
сходны с некультивируемыми бактериями из мор�
ских осадков (Япония, 99% и Арктика, 93%),
клон 13�60 (97%) – с бактерией, из гидротермаль�
ных отложений (Китай), а клон 13�84 – с бактери�
ей из осадков Северного моря (97%). Клон 13�89
имеет низкий процент сходства (92%) с некульти�
вируемой бактерией из гидротермальных осадков
Срединно�Атлантического хребта. Последова�
тельность 13�67 идентична на 97% нуклеотидной
последовательности порядка Myxococcales. 

Как и на ст. 24, выявлены последовательности
филума Chloroflexi, для одной из них показано
сходство (99%) с некультивируемой бактерией из
почвы в Гималаях. К филуму Acidobacteria отнесе�
но 4 клона, один из ближайших родственников
(13�55) с уровнем сходства 98% найден в ледни�
ках Индии. Пять клонов принадлежат филуму
Verrucomicrobia, отмечаемых в почвенных экоси�
стемах и участвующих в цикле углерода [32]. Од�
на последовательность 13–34 проявила 99%
сходства с некультивируемой бактерией из поч�
вы, Чехия, 13–59 – 98% с некультивируемой
бактерией из озера с Тибетского плато.

В ДНК осадков ст. 13 также выявлен предста�
витель филума Cyanobacteria (13�78), который на
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филогенетическом дереве (рис. 3) кластеризуют�
ся с бактерией из арктических вод. Более разно�
образно по сравнению с предыдущими образца�
ми, представлен филум Planctomycetes. Последо�
вательность 13�46 имела сходство (96%) с таковой
из морских осадков (Япония), а 13�63 – 97% с
Planctomyces limnophilus из почвы.

Менее разнообразно микробное сообщество в
донных отложениях ст. 22, характеризующихся
высокой минерализацией поровых вод. Получено
56 последовательностей, принадлежащих Actino�
bacteria и α�, γ�Proteobacteria, причем наибольшее
их количество отнесено к классу γ�Proteobacteria.
Последовательность 22�19 имеет 99% сходство с
видом Aeromonas salmonicida subsp. аchromogenes.
Два клона попали в класс α�Proteobacteria, бли�
жайший родственник одного из них, 22�47, обна�
ружен в загрязненных осадках (99%). Кроме того,
отмечены представители филума Actinobacteria, ко�
торые присутствовали во всех исследуемых образ�
цах. Ближайший родственник (99%) клона 22�68
Rhodococcus sp. обнаружен в почве, Индия. 

В ДНК осадков с высокой минерализацией (ст. 7)
также отмечен разнообразный состав микробных
сообществ. Получено 30 последовательностей филу�
мов бактерий Actinobacteria, Acidobacteria, Verru�
comicrobia, Planctomycetes, классов β�, γ�, δ�Proteo�
bacteria, и филумов архей Thaumarchaeota и Cre�
narchaeota. Для большинства нуклеотидных
последовательностей ближайшими родственни�
ками являлись некультивируемые микроорганиз�
мы донных осадков холодноводных морей. Так к
представителям класса γ�Proteobacteria отнесено
5 клонов, из них клоны 7�63 и 7�65 сходны на 97
и 99% с последовательностями из литоральных
осадков Боденского озера и осадков Антарктики,
соответственно. 

Клоны 7�39 и 7�41, отнесенные к классу β�Pro�
teobacteria, обнаруживают сходство (99%) с видом
Diaphorobacter sp. из ила (Китай) и с бактерией из
осадков, загрязненных радионуклидами (США).
4 клона, принадлежащие филуму Verrucomicrobia,
имеют наибольшее сходство с некультивируемы�
ми формами, к примеру, клоны 7�37 и 7�38 на
99% сходны с бактерией из арктических осадков
Свальбарда и придонной воды Берингова моря.
Идентифицированные бактерии филума Plancto�
mycetes (4 клона) представлены некультивируе�
мыми формами. Клоны 7�6 и 7�9 наиболее близки
таковым из озера с Тибетского плато (98%) и
осадков Антарктики (92%), соответственно. Одна
последовательность 7�16 принадлежит классу
δ�Proteobacteria и проявила 99% сходство с не�

культивируемой бактерией из осадков Баренцева
моря. Три клона отнесены к представителям филу�
ма Actinobacteria. Последовательность 7�62 оказа�
лась наиболее близка некультивируемой бактерии
из морских осадков (98%), а 7�28 – последователь�
ности из арктических осадков (99%), принадлежа�
щей филуму Acidobacteria. Две последовательности
7�30 и 7�56 имеют сходство 99% с некультивируе�
мыми последовательностями Bacteroidetes из
осадков Желтого и Берингова морей. 

В ДНК из осадков ст. 7 обнаружены также
представители домена Archaea. 4 последователь�
ности имели сходство с некультивируемыми ар�
хеями, одна из них, 7�43, с клоном из осадков со�
лончака (98%). На филогенетическом дереве она
кластеризуется с представителем филума Thau�
marchaeota – некультивируемой архей из поверх�
ностной воды в Средиземном море и Candidatus
Giganthauma karukerense из морских осадков.
Клон 7�47 оказался наиболее близок некультиви�
руемой архее из анаэробного реактора по обра�
ботке сточных вод (98%), на филогенетическом
дереве он образует кладу с представителем филу�
ма Crenarchaeota (рис. 3).

ОБСУЖДЕНИЕ

Полученные нами данные показывают, что со�
став микробных сообществ донных осадков Ени�
сейского залива и Гыданской губы Карского моря
изменялся по мере изменения градиента солено�
сти поровых вод. Известно, что устьевые области
рек и приустьевые морские воды являются зона�
ми геохимических барьеров, где происходит сме�
на форм миграции различных веществ, в том чис�
ле органических [11]. Большая роль в деструкции
поступающих неорганических и органических ве�
ществ принадлежит микроорганизмам. В таких
зонах увеличиваются численность и активность
бактерий, изменяется структура микробных со�
обществ [5, 42 и др.]. 

В исследованных нами районах влияние стока
рек наиболее заметно в южных частях Гыданской
губы (ст. 17) и Енисейского залива (ст. 24). В пер�
вом районе (ст. 17), где происходит сток рек Гыда,
Юрибей и многочисленных озер с территории во�
досбора, донные осадки опреснены [1, 24]. В мик�
робных сообществах этого района одна треть по�
лученных последовательностей принадлежит бак�
териям рода Rhodococcus филума Actinobacteria.
Представители этого рода известны как активные
деструкторы высокомолекулярных n�алканов, сы�
рой нефти, хлорорганических соединений в за�

Рис. 3. Филогенетическое дерево, построенное на основе анализа нуклеотидных последовательностей фрагментов ге�
на 16S рРНК бактерий и архей, полученных из поверхностного слоя донных осадков пяти исследуемых станций шель�
фа Карского моря, Гыданской губы и Енисейского залива. Построено с помощью метода объединения ближайших со�
седей (NJ). Вероятностная поддержка отдельных узлов оценивалась с помощью “bootstrap”�анализа, приведены зна�
чения выше 85%. Шкала соответствует 0.01 нуклеотидных замен на сайт. Клоны, полученные из донных осадков,
выделены и подчеркнуты.
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грязненных экосистемах [7, 43]. Здесь выявлены
бактерии, относящиеся к разным филогенетиче�
ским линиям. В частности, обнаружены последо�
вательности класса β�Proteobacteria рода Thauera,
способные разрушать хлорорганические и арома�
тические соединения, классов γ� и δ�Proteobacte�
ria родов Pseudomonas и Pelobacter, известные как
активные участники биоремедиации ароматиче�
ских углеводородов, простых и сложных органи�
ческих компонентов [37]. 

Отмеченные здесь представители α�Proteobac�
teria, Chloroflexi, Acidobacteria, Synergistaceae имеют
некультивируемых ближайших родственников из
пресноводных (озера, ледники) и почвенных эко�
систем, являются фото� и гетеротрофами. Следует
отметить также присутствие археи филума Eur�
yarchaeota, представители которого участвуют в
образовании метана.

В донных осадках южной части Енисейского
залива (ст. 24) микробное сообщество включало
представителей, изолированных из почвенных
экосистем, ледников, осадков Антарктики, за�
грязненных металлами и углеводородами мест.
Также отмечено наличие представителей родов
Rhodococcus, Pseudomonas, Aeromonas, являющих�
ся деструкторами широкого спектра органиче�
ских веществ, как аллохтонного так и автохтон�
ного происхождения [37, 43, 53]. Кроме того, из
ДНК осадков этого района выявлены микроорга�
низмы, участвующие в окислении метана (сем.
Methylocystaceae) и способные к фиксации азота
(Thauera sp.).

В ДНК из осадков ст. 24, как и в дельте р. Лена,
выявлены последовательности, имеющие сход�
ство с некультивируемыми представителями раз�
личных таксонов, участвующих в глобальных
циклах углерода и азота и являющихся важными
членами микробных сообществ [35, 9, 54].

Увеличение минерализации в северной части
Гыданской губы (ст. 13), скорее всего, обусловлено
влиянием вод Карского моря. Здесь преобладают
некультивируемые представители γ� и δ�Proteobac�
teria, которые являются хемотрофными бактерия�
ми. Выявлены серные бактерии, обитающие как в
гидротермальных отложениях бассейна Гуаймас,
так и в холодноводных экосистемах, например в
районе архипелага Шпицберген [47, 52]. Как и в дру�
гих образцах, обнаружены разнообразные микро�
организмы родов Nitrosospira и Pseudomonas классов
β� и γ�Proteobacteria, рода Flavobacterium филума
Bacteroidetes, филума Actinobacteria. Представители
этих бактерий способны окислять аммоний и ши�
рокий спектр органических веществ.

В северной части Енисейского залива (ст. 22),
где химический состав поровых вод соответствует
морскому, преобладают представители класса
γ�Proteobacteria. Actinobacteria и α�Proteobacte�
ria, обитающие в загрязненных тяжелыми ме�
таллами и углеводородами местах. Среди них вы�
явлены фототрофы и метилотрофы. Несмотря на

высокую минерализацию поровых вод, в составе
микробного сообщества донных осадков этой зо�
ны выявлены представители бактерий, обитаю�
щих в пресноводных и почвенных экосистемах.
Скорее всего, это аллохтонные виды, поступив�
шие со стоком рек и адаптировавшиеся к суще�
ствованию в водах с высокой минерализацией. 

В районе шельфа Карского моря (ст. 7) с мине�
рализацией, характерной для морских осадков, от�
мечено доминирование некультивируемых пред�
ставителей γ�Proteobacteria, Verrucomicrobia и Planc�
tomycetes. Большая их часть сходна с типичными
представителями холодноводных морей Арктики
и Антарктики, где отмечается высокое разнооб�
разие микробных популяций [28, 29, 46, 58]. Бли�
жайшие их родственники задействованы в гло�
бальных циклах углерода и азота, некоторые спо�
собны окислять метан при экстремально низких
значениях рН 2.0–2.5 [32, 35, 39]. В сообществе
осадков также присутствовали археи, являющие�
ся хемолитотрофами, играющими немаловажную
роль в круговороте углерода.

Таким образом, таксономическая структура
микробных сообществ донных осадков в исследу�
емых нами районах характеризуется достаточно
большим разнообразием и зависит от уровня ми�
нерализации поровых вод, которая, в свою оче�
редь, определяется стоком рек и многочисленных
ручьев, а также влиянием морских вод. Как показал
филогенетический анализ нуклеотидных последо�
вательностей, состав микробных сообществ в юж�
ных частях заливов находится, главным образом,
под влиянием пресноводного стока рек и ручьев из
озер на территории водосбора, в северных – пре�
имущественно под воздействием морских вод.

Полученные нами результаты указывают на
присутствие в микробных сообществах донных
осадков, бактерий способных использовать в ка�
честве источника углерода широкий спектр суб�
стратов, в том числе углеводороды, хлороргани�
ческие и ароматические соединения. Такие дан�
ные могут свидетельствовать как о присутствии
загрязнений разного характера в осадках исследу�
емых районов, так и о потенциальной способно�
сти бактерий участвовать в деградации различных
химических соединений, поступающих в воды и
донные отложения Карского моря.

Работа выполнена при поддержке программы
Президиума РАН (проект 20.7).
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Microbic Non3Cultivated Community in Bottom Sediments of the Gydan Guba
and the Enisey Zulf of the Kara Sea

E. V. Mamaeva, M. Yu. Suslova, T. V. Pogodaeva, V. V. Parfenova, T. I. Zemskaya

Using methods of molecular biology (PCR and cloning), we studied diversity of microorganisms in the sur�
face layers of bottom sediments from the Bays of Gydan and Yenisey of the Kara Sea, which had differing
component composition of pore water and mineralisation level. Representatives of the domains Bacteria and
Archaea were identified based on the analysis of nucleotide sequences of 16S rRNA gene fragments. 
The composition of microorganisms in the bottom sediments changed with the change of salinity gradient in
pore water. Phylogenetic analysis of nucleotide sequences showed that the composition of microbial commu�
nities in the southern areas of these bays was affected by freshwater flows of rivers and streams from the lakes
within the catchment area, whereas that in the northern parts was influenced by sea water. 
The results obtained showed that bacteria in the microbial communities of bottom sediments were able to uti�
lize a wide range of substrates, including hydrocarbon, organochlorine and aromatic compounds. These data
may be evident of the presence of different types of pollution in the sediments of these areas, as well as of po�
tential ability of bacteria to degrade different chemical compounds entering the water and bottom sediments
of the Kara Sea. 
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