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С использованием молекулярно-биологических, биохимических и микробиологических мето-
дов детально изучен филогенетический состав сообществ сульфатредуцирующих бактерий в
водной толще (континентальный склон в районе г. Геленджика) и донных осадках (Голубая
бухта г. Севастополя) Черного моря. Из кислородсодержащих подповерхностных вод Черного
моря впервые выделена чистая культура сульфатредуцирующей бактерии, описанной как но-
вый вид Desulfofrigus euxinos. 
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К сульфатредуцирующим бактериям (СРБ) относят строго анаэробные микроорганиз-
мы, получающие энергию при окислении различных, преимущественно низкомолеку-
лярных, органических соединений или молекулярного водорода, что сопряжено с вос-
становлением сульфатов до сероводорода. Исследования последних лет показали, что 
многие виды СРБ способны выдерживать длительное воздействие кислорода. Их аэро-
толерантность обусловлена наличием поведенческих и ферментативных механизмов
противостояния окислительным стрессам. К первым относят формирование скоплений
клеток, симбиозы с гетеротрофными аэробными бактериями и отрицательный аэротак-
сис. Ферментативное восстановление кислорода происходит при помощи различных 
электрон-транспортных цепей (ЭТЦ). Помимо классических ферментов антиокисли-
тельной защиты, свойственных аэробным организмам (супероксиддисмутазы, каталазы и
пероксидаз), СРБ обладают также уникальными ферментами, функционирующими как
супероксидредуктазы и НАДН-зависимые пероксидазы [1], что позволяет им занимать
различные экологические ниши, периодически подвергающиеся воздействию кислорода
(прибрежные донные осадки, циано-бактериальные маты, биоплѐнки и т.д.).

Черное море – крупнейший в мире меромиктический водоем, где аэробные воды
доходят до глубин 90-160 м. Ниже кислородсодержащей зоны водная толща содержит 
сероводород, концентрация которого на глубинах 1500-2000 м достигает 370 мкМ. Се-
роводородное заражение черноморских вод происходит, главным образом, за счет бак-
териальной сульфатредукции в водной толще; получены также количественные оценки
масштабов этого процесса в анаэробных водах моря [2]. С использованием методов мо-
лекулярной экологии подтверждено присутствие СРБ в анаэробной водной толще, а 
также в зоне хемоклина [3, 4], но филогенетический состав сообществ черноморских 
СРБ оставался не выясненным. До недавнего времени не было информации и о воз-
можности протекания сульфатредукции в подповерхностной водной толще, несмотря 
на то, что в аэробных водах моря обнаружены восстановленные серные соединения [5].

Исследования струйных газовыделений в акватории г. Севастополь дали первые
количественные оценки интенсивностей микробных процессов образования и окисле-
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ния метана, а также сульфатредукции, обогащенных в верхних слоях органическим ве-
ществом осадочных отложений [6]. По всей видимости, в центре площадок газовыде-
лений создаются сильно восстановленные условия, способствующие активным процес-
сам сульфатредукции и метаногенеза (при исчерпании сульфатов) и формированию га-
зонасыщенных илов с устойчивым потоком H2S и CH4 в водную толщу. Обводнѐнность
и мелкодисперсность таких илов способствуют удержанию газов в осадочных слоях.

Целью нашей работы было детальное изучение филогенетического разнообразия
сообществ СРБ в верхней водной толще и прибрежных донных осадках Черного моря с 
использованием комплекса молекулярно-биологических, биохимических и традицион-
ных микробиологических методов.

Материал и методы. Пробы воды отбирали на станции c глубиной 1300 м на
континентальном склоне в 9 милях от Голубой бухты г. Геленджика (44о.458N, 
37o.882Е), а пробы донных осадков – на станции с глубиной 5 м в Голубой бухте г. Се-
вастополя. Измерение скоростей сульфатредукции проводили радиоизотопным мето-
дом с использованием 35S-SO4

2-. Первичный филогенетический анализ осуществляли с 
помощью флуоресцентной гибридизации in situ (FISH) c 16SрРНК-специфичными зон-
дами на эпифлуоресцентном микроскопе Axio Imager.D1 («Carl Zeiss»). Для отделения 
клеток СРБ, обитающих в крупных взвешенных частицах, от клеток свободноживущих 
СРБ пробы воды (по 5 л) последовательно фильтровали через стекловолоконные (GF/C, 
диаметр пор ≥1,2 мкм) и мембранные (диаметр пор 0,22 мкм, «Millipore») фильтры.
ДНК с разрушенных в жидком азоте фильтров выделяли с использованием набора Ge-
nomic DNA Purification Kit («Fermentas»). Осуществляли прямые и вложенные ПЦР с
праймерами, специфичными к участку гена dsrB (кодирующего β-субъединицу дисси-
миляционной сульфитредуктазы – ключевого фермента метаболизма всех СРБ) и уча-
сткам гена 16SрРНК шести основных филогенетических подгрупп СРБ. Анализ коли-
чества копий гена dsrB проводили методом количественной ПЦР в реальном времени.
Смесь продуктов ПЦР-амплификации участка гена dsrB разделяли с помощью денату-
рирующего градиентного гель-электрофореза (ДГГЭ). Секвенирование фрагментов
ДНК, выделенных и реамплифицированных с праймеров DSRp2060F и DSR4R из от-
дельных ДГГЭ-полос, проводили на автоматическом генетическом анализаторе ABI
Prism 3130 («Applied Biosystems»). Филогенетические дендрограммыпо гену
dsrBстроили с использованием пакета программ TREECONW и референтных последо-
вательностей из GenBank. Для культивирования СРБ использовали жидкую питатель-
ную среду Видделя для морских форм СРБ. 

Результаты и обсуждение. В анаэробных водах Черного моря на глубинах 190–
400 м наблюдали высокие скорости сульфатредукции, до 0,8 мкмоль/(л × сутки). Одна-
ко максимумы этого процесса обнаружены не только в верней части хемоклина на глу-
бине 150 м (1,06 мкмоль/(л × сутки)), но также и в аэробной зоне на глубине 100–110 м
(0,76–1,01 мкмоль/(л × сутки)) и даже в подповерхностном слое воды.

Методом FISH на глубине 30 м в аэробной зоне (содержание O2 – 300 мкМ) бы-
ли обнаружены клетки СРБ родов Desulfotomaculum, Desulfovibrio и Desulfobacter. В
зоне хемоклина доминирующей филогенетической подгруппой СРБ, выявленной с по-
мощью FISH, оказались представители рода Desulfomicrobium [7]. По результатам ана-
лиза сообществ микроорганизмов Черного моря методом количественной ПЦР доля
СРБ от всех микроорганизмов составляла от 0,065% в аэробной водной толще до 9% в
верхней части анаэробных вод. Абсолютная численность СРБ была в диапазоне 0,17–
15,66 × 103кл./мл, постепенно увеличиваясь от поверхности к анаэробным водам.
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Для подтверждения результатов, полученных методом FISH, выявляющим толь-
ко метаболически активные клетки, нами исследован филогенетический состав сооб-
ществ СРБ с помощью более чувствительного метода ПЦР. С использованием вложен-
ной ПЦР показано присутствие участков гена 16SрРНК представителей подгрупп De-
sulfococcus-Desulfonema-Desulfosarcina и Desulfovibrio-Desulfomicrobium на всех иссле-
дованных глубинах – от 30 до 200 м, а также присутствие генетического материала De-
sulfotomaculum spp. на всех глубинах (за исключением 165 м – верхней анаэробной зо-
ны) и Desulfobacter spp. в подповерхностных аэробных (глубина 30 м) и анаэробных 
водах (глубина 200 м) Черного моря. 

По гену dsrB получены ДГГЭ-профили сообществ СРБ верхней водной толщи
Черного моря с различных глубин. Большая часть кодируемых геном dsrB аминокис-
лотных последовательностей из проб подповерхностной водной толщи формировала
отдельный кластер на филогенетической дендрограмме, для которого в базе данных
GenBank не обнаружено аналогичных последовательностей (с гомологией выше 87%) 
ни среди описанных видов СРБ, ни среди некультивируемых СРБ из разных местооби-
таний. Наиболее близким к этому кластеру (с гомологией 85%) оказался ген dsrB не-
культивируемой СРБ из покмарка Норвежского моря. Два образовавшихся кластера по
гену dsrB включали в себя черноморских СРБ из кислородсодержащих подповерхност-
ных вод (30 м), холодного промежуточного слоя (100 м), хемоклина (145 м) и верхних 
анаэробных вод (200 м). Наиболее близкой по гомологии к этим кластерам оказалась
некультивируемая СРБ из глубоководных осадков Нанкайского желоба (Японское мо-
ре). Еще один кластер из двух аминокислотных последовательностей (пробы с глубин
30 и 200 м) имел наибольшую гомологию с геном dsrB некультивируемых СРБ, обна-
руженных в местах коррозии портовых сооружений на атлантическом побережье
Франции и принадлежащих к семейству Desulfobacteraceae [8]. 

В восстановленных донных осадках из Голубой бухты г. Севастополя, где про-
цесс сульфатредукции может быть сопряжен с анаэробным окислением метана, обна-
ружено, что ген dsrB присутствует в пробах ДНК, выделенных как из опытных (бакте-
риальные маты сульфурет), так и из контрольных (близлежащие донные осадки) образ-
цов. По данным ДГГЭ, разнообразие СРБ в зонах высачивания метана заметно выше,
чем в осадках, расположенных за пределами газонасыщенных илов. Анализ транслиро-
ванных аминокислотных последовательностей показал, что в бактериальных матах 
присутствовали последовательности гена dsrB, наиболее сходные (90-99% гомологии) с
геном dsrB представителей родов Desulfovibrio и Desulfobacter, а также некультивируе-
мых СРБ из месткоррозии портовых сооружений на атлантическом побережье Франции
и морских осадков у побережья Дании.

Из водных проб, отобранных с глубины 30 м континентального склона, нами
впервые выделена в чистую культуру черноморская СРБ [9], охарактеризованная на ос-
новании генетического и физиолого-биохимического анализа как новый вид рода De-
sulfofrigus – D. euxinos SrB-30 (от древнегреческого названия Черного моря Eúxeinos
Póntos). Данная грамотрицательная неспорообразующая бактерия обладает ключевыми
ферментами антиокислительной защиты, включая компоненты ЭТЦ восстановления
кислорода, характерными для аэротолерантных СРБ. 

Выводы. В подповерхностных аэробных водах Черного моря обнаружены СРБ,
принадлежащие к филогенетическим подгруппам Desulfotomaculum, Desulfococcus-
Desulfonema-Desulfosarcina, Desulfovibrio-Desulfomicrobium и Desulfobacter. Доля СРБ в 
верхней водной толще моря составляла от 0,065 до 9% от числа клеток всех микроорга-
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низмов. По транслированным аминокислотным последовательностям гена dsrB СРБ из
водной толщи и донных осадков Черного моря имели наибольшую гомологию с не-
культивируемыми СРБ из различных морских местообитаний. Впервые выделенная из
кислородсодержащих вод Черного моря чистая культура СРБ была полностью охарак-
теризована и описана как новый аэротолерантный вид Desulfofrigus euxinos SrB-30. 
Благодарности. Работа выполнена при поддержке грантов РФФИ № 10-04-00220-а, 12-04-
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The phylogenetic composition of sulfate-reducing bacterial communities in the Black Sea water col-
umn (continental slope in the Gelendzhik area) and bottom sediments (the Blue Bay, Sevastopol) was
studied in detail using molecular biological, biochemical and microbiological techniques. A sulfate-
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