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Донные осадки морских и континентальных во‑
доемов являются уникальной экосистемой, в кото‑
рых формируются микробные сообщества, суще‑
ствующие за счет деструкции органического веще‑
ства, поступающего из водной толщи (Кузнецов, 
1970; Capone, Kiene, 1988). Состав микробных сооб‑
ществ донных отложений зависит, в первую очередь, 
от трофического статуса водоема, а также от мине‑
рализации и степени окисления осадка (Земская 
и соавт., 2021; Han et al., 2020). Особым типом ме‑
стообитаний сложных микробных сообществ явля‑
ются осадки карстовых меромиктических водоемов. 
В восстановленных осадках таких водоемов со зна‑
чительным содержанием сероводорода формируют‑
ся микробные сообщества с наиболее высокой до‑
лей некультивируемых архей (Kadnikov et al., 2019).

Целью настоящего исследования было изучение 
состава микробного сообщества донных отложений 
богатого органическим веществом карстового озера.

В  качестве природного объекта было выбрано 
меромиктическое озеро Черный Кичиер, в  кото‑
ром уже проводились микробиологические иссле‑
дования (Gorlenko et al., 1983; Gorbunov, Umanskaya, 
2020). Озеро Кичиер (56.07036  с. ш., 48.34592  в. д.) 
расположено на территории национального парка 

“Марий Чодра” в республике Марий Эл. В форми‑
ровании водоема участвуют сульфатные воды из глу‑
бинных палеозойских водоносных горизонтов. Озеро 
Черный Кичиер имеет максимальную глубину около 
10 м. Суммарная минерализация глубинных вод со‑
ставляет 2 г/л. Плотностное расслоение препятствует 
перемешиванию водной толщи и является причиной 
стратификации. Придонный водный слой и донные 
осадки в оз. Черный Кичиер сохраняют постоянные 
восстановленные условия (Kuznezow, Gorlenko, 1973; 
Gorbunov, Umanskaya, 2020).

Thermoplasmatota ‒ широко распространен‑
ный филум архей, состоящий из нескольких 
классов: Aciduliprofundales, Thermoplasmatales, 
Methanomassiliicoccales и “Candidatus Poseidoniales” 
(первое название Marine Group II). Впервые эти 
организмы были обнаружены в  поверхностных 
морских водах, однако впоследствии было показа‑
но, что некоторые представители Thermoplasmatota 
обитают в  глубоких водах и  осадках океанов 
(Rinke  et  al., 2019). В  собранном метагеноме 

“Candidatus Pontarchaea” (первое название Marine 
Group III) обнаружены гены фотолиазы и родопси‑
на, а также гены деградации пептидов и липидов, что 
указывает на возможность фотогетеротрофного и ге‑
теротрофного метаболизма, известного у архей (Baker 
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et al., 2020). Thermoprofundales (первое название Marine 
Benthic Group D (MBGD) и DHVEG‑1) предполага‑
ет миксотрофный метаболизм, что определяется на‑
личием генов внеклеточных пептидаз, а также генов, 
определяющих восстановительный ацетил-КоА путь 
Вуда‒Льюнгдаля (Zhou et al., 2019). Новые предста‑
вители Thermoplasmatota, известные под индексом 
RBG‑16-68-12, найдены в глубоководных осадках во‑
сточной акватории Мексиканского залива на глубине 
более 3000 м (Dong et al., 2019). На сегодняшний день 
данные по распространению и экологической функ‑
ции архей RBG‑16-68-12 в морских и континенталь‑
ных осадках крайне ограничены.

Донные осадки озера отбирали лимнологиче‑
ским стратометром со стеклянной трубкой. Из 
трубки пробы осадков переносили в 5-мл пласти‑
ковые шприцы с отрезанной носовой частью, кото‑
рые, после наполнения образцом структурно нена‑
рушенного осадка, без доступа воздуха закрывали 
газонепроницаемой пробкой. Содержание серово‑
дорода, а  также значение щелочности определя‑
ли стандартными методами. Содержание метана 
в  пробах определяли методом фазово-равновес‑
ной дегазации. Определение содержания Сорг в об‑
разцах осадков выполняли на анализаторе TOC-L 
CPN + SSM‑5000Au (“Shimadzu”) в ИО РАН. Ин‑
тенсивности микробных процессов темновой ас‑
симиляции углекислоты (ТАУ), образования (МГ) 
и окисления метана (МО) определяли радиоизо‑
топным методом с  использованием меченых со‑
единений — NaH14CO3 и  14СН4 (Pimenov, Bonch-
Osmolovskaya, 2006; Savvichev et al., 2021).

Для характеристики состава микробных сооб‑
ществ отбирали 2 г осадка с разных горизонтов ко‑
лонки. Выделение ДНК, приготовление библиотек 
для секвенирования, кластеризацию в оперативные 
таксономические единицы проводили согласно ра‑
нее описанным методам (Kadnikov et al., 2019). Ну‑
клеотидные последовательности фрагментов генов 
16S рРНК депонированы в базу данных Sequence 
Read Archive NCBI в BioProject PRJNA1007459.

Метагеномную ДНК секвенировали с помощью 
системы Illumina HiSeq2500 (“Illumina”, США) по 

методике, описанной ранее (Kadnikov et al., 2019). 
Всего просеквенировали около 91.4 Гб парных чте‑
ний (2 × 150 нт) с последующей фильтрацией по 
качеству (Q > 33). Чтения были собраны в конти‑
ги с помощью программы MetaSPAdes v. 3.7.1, как 
описано ранее (Kadnikov et al., 2019). Полученные 
контиги группировали в кластеры с помощью про‑
граммы CONCOCT, что соответствует отдельным 
микробным геномам (metagenome-assembled genome, 
MAG) (Alneberg et al., 2014). Полноту собранных 
MAG и  уровень их загрязнения контигами, при‑
надлежащих другим микроорганизмам, оценивали 
с помощью программы CheckM (Parks et al., 2015). 
Таксономическое положение собранных геномов 
определяли по базе данных GTDB с помощью про‑
граммы GTDB-Tk v. 0.1.3 (Parks et al., 2018).

Донные осадки озера, в  поверхностном слое 
жидкие, пелитовые, черного цвета, восстановлен‑
ные, с  сильным запахом сероводорода, включа‑
ли растительные остатки. Глубже 2–5 см осадок 
немного уплотнялся и  приобретал алевритовую 
и песчаную фракцию. Содержание метана в осадке 
оз. Черный Кичиер было однородным и варьирова‑
ло от 870 до 1300 мкмоль дм–3 (табл. 1).

Содержание органического вещества было 
очень высоким в поверхностном слое осадка (42% 
от веса сухого вещества) и уменьшалось с глубиной 
до 30% на горизонте 28–34 см. Высокое значение 
величины щелочности в поверхностном горизонте 
осадка (Alk 11.0 мг экв л–1) по сравнению с нижеле‑
жащими горизонтами (Alk 5.2–8.0) свидетельству‑
ет о высокой интенсивности микробных процессов 
деструкции органического вещества, протекаю‑
щих с  выделением СО2. Интенсивность темно‑
вой ассимиляции СО2 (ТАУ), как наиболее общий 
показатель активности микробных процессов, 
была весьма высока в поверхностном слое осадка 
(15 мкмоль дм–3) и быстро снижалась с глубиной 
осадка (табл. 1). Интенсивность гидрогенотрофно‑
го МГ варьировала от 0.20 до 0.44 мкмоль дм–3 сут–1,  
а  МО от 3.6 до 6.1 мкмоль дм–3 сут–1. Все пока‑
затели активности микробных процессов оказа‑
лись близки к  известным величинам скоростей 

Таблица 1. Физико-химические свойства и активность микробных процессов в донных осадках меромикти‑
ческого озера Черный Кичиер

Горизонт 
осадка Alk CH4 Сорг ТАУ МГ МО Индексы альфа-разнообразия микробных 

сообществ

см мг экв 
дм–3

мкмоль  
дм–3 % мкмоль дм–3 сут–1 Berger_

Parker Chao1 Simpson Shannon_e

0‒6 11.0 870 42 15.0 0.32 4.9 0.08 20640 0.02 5.86
6‒12 8.0 1100 37 7.2 0.44 4.4 0.06 2292 0.01 6.12

12‒18 6.0 1030 35 5.1 0.29 3.4 0.08 2171 0.02 5.82
18‒28 5.2 1300 33 2.1 0.20 3.7 0.10 2066 0.02 5.82
28‒34 5.5 1100 30 1.1 0.21 6.1 0.08 1979 0.01 5.79
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микробных процессов в осадках минерализован‑
ного бессточного эвтрофного оз. Шира (Саввичев 
и соавт., 2005), а также в осадках меромиктического 
оз. Кисло-Сладкое, расположенного на побережье 
Белого моря (Саввичев и соавт., 2014). Таким обра‑
зом, по всем выявленным гидрохимическим и био‑
геохимическим признакам, а также по интенсив‑
ности микробных процессов оз. Черный Кичиер 
является эвтрофным меромиктическим водоемом.

Анализ разнообразия фрагментов гена 16S 
рРНК показал, что во всех образцах осадка доми‑
нировали бактерии, в то время как археи состав‑
ляли от 23 до 38% сообщества (рис. 1). Индексы 
альфа-разнообразия указывают на то, что прока‑
риотные сообщества разных слоев осадка разнооб‑
разны и имеют примерно 2000 видов (табл. 1).

Придонные слои воды и осадки озера Черный 
Кичиер представляют собой анаэробные место‑
обитания. Во всех слоях осадка было обнаружено 
достаточно большое количество цианобактерий, 
которые, скорее всего, представляют мортмас‑
су (mortmass), осевшую из верхних слоев водной 

толщи. Кроме цианобактерий, в  осадках были 
представлены филы Bacteroidota, Chlorof lexota, 
Desulfobacterota и  Verrucomicrobiota. Среди бакте‑
рий преобладали гетеротрофные бактерии клас‑
са Gammaproteobacteria (22.2%), а также филумов 
Verrucomicrobiota (16.4%) и  Bacteroidota (21.5%) 
(рис.  1). Среди архей доминировали гидрогено‑
трофные и ацетокластические метаногены филума 
Halobacterota. Некультивируемые археи были пред‑
ставлены филами Aenigmarchaeota, Nanoarchaeota, 
Micrarchaeota и Thermoplasmatota.

Филум Thermoplasmatota был представлен груп‑
пой MBGD, которая с глубиной увеличивала свою 
долю (рис.  1). Для получения геномов предста‑
вителей микробного сообщества мы просекве‑
нировали метагеном образца осадка с  глубины 
28‒34  см. Собранные контиги были кластеризо‑
ваны в  47  MAGs, имеющих полноту свыше 80% 
и  загрязнение менее 10% по оценке CheckM на 
основе анализа присутствия набора консерватив‑
ных однокопийных маркерных генов. Таксономи‑
ческая классификация MAG выявила те же самые 

Aenigmarchaeota

Halobacterota

Micrarchaeota

Nanoarchaeota

Thermoplasmatota

Other Archaea

Candidatus Bipolaricaulota

Относительная численность (%)

0–6 сm 6 12 с– m 12 18 с– m 8–2 m8 с 28–34 mс

1 5 10 20
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Рис. 1. Состав микробного сообщества в осадках озера Черный Кичиер по результатам высокопроизводительного секве‑
нирования фрагментов гена 16S рРНК.
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Рис. 2. Филогенетическое дерево, построенное с использованием сопоставления 53 консервативных белков, полученных 
из MAG Thermoplasmatota.

основные архейные и бактериальные филумы, ко‑
торые были обнаружены с  помощью 16S рРНК. 
Чтобы получить представление о метаболических 
возможностях основных представителей филу‑
ма Thermoplasmatota, мы подробно проанализиро‑
вали 8 MAGs. Все они имели полноту более 85% 
и составляли 2.1% от всего метагенома (контиги 
более 1500 нт). Эти MAGs были отнесены к 5 по‑
рядкам — Methanomassiliicoccales, Thermoprofundales 
(в прошлом называемых Marine Benthic Group D 

и  DHVEG‑1), DTX01, SG8-5 и  “Candidatus 
Gimiplasmatales” (бывший UBA10834) (рис.  2) 
(Hu et al., 2021; Zheng et al., 2022).

Во всех геномах отсутствовали гены, отвечаю‑
щие за гликолиз и ЦТК, что показывает их неспо‑
собность к использованию глюкозы как источника 
углерода для роста. Глюконеогенез был представ‑
лен только в двух MAGs — bin303 и bin161. Асси‑
миляция формальдегида по RuMP пути была об‑
наружена в  трех MAGs (bin303, bin193, bin161). 
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Автотрофная фиксация углерода по пути Вуда‒
Льюнгдаля была показана только для bin20, bin274 
и bin48. Также в bin20 и bin274 были обнаружены 
гены, ответственные за метаногенез. Метаноге‑
нез совместно с путем Вуда‒Льюнгдаля считается 
одним из древнейших для образования энергии 
и фиксации углерода у архей (Borrel et al., 2016).

Таким образом, нами впервые показано, что 
некультивируемые археи филума Thermoplasmatota 
содержатся в  значительном количестве в  соста‑
ве микробного сообщества богатого органиче‑
ским веществом и сероводородом донного осадка 
континентального водоема. Ранее считалось, что 
эти археи являются исключительно обитателями 
крайне бедных органическим веществом глубин‑
ных морских осадков. Такая находка меняет пред‑
ставление о  роли архей пяти порядков филума 
Thermoplasmatota в деструкционном сегменте цикла 
углерода.
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Metagenomic Analysis of Bottom Sediments of the Karst Meromictic Lake  
Black Kichier Revealed Abundant Unculturable Thermoplasmatota
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Abstract—Investigations into the microbial community of bottom sediments in the karst lake Black 
Kichier were conducted. These sediments exhibited elevated levels of sulfide, dissolved methane, and 
organic matter. Direct radiotracer experiments revealed substantial rates of microbial processes involved 
in the decomposition of organic matter. Uncultivated archaea belonging to the phylum Thermoplasmatota 
were identified within the microbial community. Metagenomic analysis unveiled representatives from 
five orders: Methanomassiliicoccales, Thermoprofundales (formerly known as Marine Benthic Group D 
and DHVEG‑1), DTX01, SG8-5, and Candidatus Gimiplasmatales (formerly UBA10834). These archaea 
were previously believed to occur exclusively in deep marine sediments characterized by extreme organic 
matter scarcity. This discovery reshapes our understanding of the role played by Thermoplasmatota 
archaea, spanning five orders, in the degradation segment of the carbon cycle.
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