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Черное море является крупнейшим в мире меромиктическим
водоемом. В центральной части моря окисленные воды (фотическая зона,
холодный промежуточный слой, хемоклин) лежат от поверхности до 
глубины 90-100 м, но исчезновение кислорода в водной толще
континентального склона наблюдается на больших глубинах – 140-175 м.
Ниже кислородной зоны воды Черного моря содержат свободный
сероводород, концентрация которого на глубинах 1500-2000 м достигает
370 мкМ. Наряду с H2S глубинные черноморские воды содержат до 15
мкМ растворенного метана, основной вклад в образование которого (до 
62.9 × 1010 моль/год) вносят метаногенные археи. Благодаря активности
анаэробных и аэробных метанотрофных микроорганизмов концентрация
CH4 может снижаться до 56-250 нМ в зоне хемоклина (редокс-зона,
граница между окисленными и бескислородными водами) и до 1-20 нМ в
поверхностных окисленных водах [1]. Особый интерес при исследовании
микробиологических процессов в водной толще Черного моря
представляет именно зона хемоклина, где активность различных 
физиологических групп микроорганизмов определяется, в том числе, и
разнонаправленным потоком окисленных и восстановленных газов.
Показано, что в зоне хемоклина наблюдается возрастание численности
микроорганизмов, а также обнаруживаются значительные активности
биогеохимических процессов круговорота серы и метана [2].

Метаногенные археи являются строго анаэробными
микроорганизмами. Однако некоторые представители метаногенов,
обладая различными ферментативными механизмами антиокислительной
защиты, способны выживать относительно длительное время при низких 
концентрациях кислорода [3-5] и сохранять свою активность в
анаэробных микронишах, образующихся в клеточных агрегатах, панцирях 
диатомовых микроводорослей, фекальных пеллетах копепод и т.д. [6].
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Ранее, основываясь на газохроматографических профилях содержания
метана и радиоизотопном измерении скоростей метанообразования, было 
показано существование процесса метаногенеза не только в глубинных
анаэробных, но и в поверхностных кислородсодержащих водах Черного 
моря [7, 8].

В данной работе было проведено определение численности и так-
сономического разнообразия метаногенных архей в кислородсодержащей
водной толще и в зоне хемоклина Черного моря на глубинах 30-200 м в
летний период (станция с координатами 44о29.85' N, 37о55.24' Е на конти-
нентальном склоне в 10 милях от Голубой бухты, г. Геленджик Красно-
дарского края) с использованием основных молекулярно-биологических
методов экологии микроорганизмов.

Методом флуоресцентной in situ гибридизации (FISH) с 16S
рРНК-специфичными олигонуклеотидными зондами MB1174 и MG1200b
было показано присутствие в поверхностных водах Черного моря
физиологически активных метаногенов, принадлежащих к подгруппам I
(рода Methanobacterium, Methanobrevibacter и Methanosphaera порядка
Methanobacteriales) и II (представители порядка Methanomicrobiales). В
нижней зоне хемоклина на глубине 167.5 м численности клеток архей этих
подгрупп составляли 11 и 7.3% от всех клеток архей, соответственно [8].

При проведении ПЦР использовали олигонуклеотидные прайме-
ры, специфичные к гену 16S рРНК архей и метаногенных архей, а также к
гену mcrA, кодирующему α-субъединицу метилкофермент М-редуктазы и
являющемуся ключевым генетическим маркером присутствия метаноген-
ных и метанотрофных архей. Поскольку известно [6], что метаногенные
археи в водной толще могут быть не только свободноживущими, но и ас-
социированными с микрочастицами взвеси, то для их обнаружения мето-
дом ПЦР водные пробы, из которых впоследствии выделяли тотальную
ДНК, последовательно фильтровали через крупнопористые стекловоло-
конные фильтры GF/C и мембранные фильтры “Millipore” с диаметром
пор 0.22 мкм. По гену 16S рРНК свободноживущие и ассоциированные со 
взвесью представители метаногенных архей были детектированы как в
поверхностных кислородсодержащих водах, так и в зоне хемоклина [9].
Однако ПЦР с более специфичными праймерами на ген mcrA выявила
свободноживущих метаногенов только на глубинах 90, 165 и 180 м; в
водных пробах из поверхностной фотической зоны (глубина 14 м) ПЦР-
сигнал был получен только с ДНК, выделенной из фракции взвеси, где
возможно формирование анаэробных микрониш. Это предположение
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полностью подтверждается результатами измерений профиля содержания
метана в водной толще, отмечающих локальные увеличения концентра-
ции CH4 на глубинах 14 и 90 м [8]. Вероятно, что крупные частицы взвеси
являются пеллетами зоопланктона. Наличие сигнала продукта амплифи-
кации гена mcrA в нижней части хемоклина на глубине 165 м вполне со-
гласуется с данными предыдущего исследования [1], в котором отмеча-
лось присутствие анаэробных метанотрофных эвриархей групп ANME-1 и
ANME-2 на этом горизонте.

Были получены профили денатурирующего градиентного гель-
электрофореза (ДГГЭ) сообществ архей из поверхностных
кислородсодержащих вод и зоны хемоклина, заметно отличающиеся
количеством, расположением и интенсивностью полос
амплифицированных участков гена 16S рРНК, что хорошо коррелирует с
неоднородностью гидрохимических условий в верхних водных слоях
Черного моря. Анализ последовательностей участков гена 16S рРНК,
выделенных и реамплифицированных из отдельных ДГГЭ-полос, показал
наиболее высокую гомологию (98-99%) большинства образцов с
некультивируемыми морскими археями филумов Thaumarchaeota и 
Crenarchaeota [9], а также 90-92%-ную гомологию с представителями
порядков Methanomicrobiales и Methanosarcinales, что свидетельствует, по 
всей видимости, о минорном количестве метаногенов (относящихся к
филуму Euryarchaeota) в поверхностной водной толще Черного моря.

Результаты ПЦР-детекции метаногенных и метанотрофных архей в
поверхностных водах Черного моря.
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