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В марте 2012 и 2013 гг. и в сентябре 2013 и 2014 гг. были проведены исследования сообщества анокси-
генных фототрофных бактерий (АФБ) водной толщи меромиктического оз. Трехцветное (Канда-
лакшский залив Белого моря). Показано восстановление структуры сообщества АФБ под хемокли-
ном, происходившее в течение трех лет после частичного перемешивания, связанного с заплеском
морской воды в озеро осенью 2011 г., и формирование высокоплотного слоя зеленоокрашенных (з/о)
зеленых серобактерий (ЗСБ), c общей численностью не менее 108 кл. мл–1. В зимние сезоны в верх-
нем слое зеленой воды отмечено незначительное развитие коричневоокрашенных (к/о) ЗСБ. Пока-
зано, что в летние сезоны к/о ЗСБ занимают необычное для них положение над слоем зеленой воды
в кислородной зоне. В сообществе АФБ отмечено присутствие пурпурных бактерий. Из проб воды
верхней части сероводородной зоны озера были выделены 4 штамма АФБ. К/о и з/о штаммы ЗСБ
оказались филогенетически близкими между собой и с типовым видом Chlorobium phaeovibrioides
DSM 265, имея 99% сходства по данным сиквенса гена 16S рРНК. Один штамм пурпурных бактерий
оказался филогенетически близким к соленоводным серным бактериям Thiocapsa marina, другой –
к пресноводным несерным бактериям Rhodopseudomonas palustris. Выделенные штаммы серобакте-
рий оказались филогенетически близки к бактериям зоны хемоклина стратифицированного
оз. Кисло-Сладкое, также находящегося в прибрежной зоне Кандалакшского залива Белого моря.
Ключевые слова: полярные экосистемы, Белое море, стратифицированные и меромиктические озе-
ра, сообщества аноксигенных фототрофных бактерий, филогения зеленых и коричневых форм се-
робактерий Chlorobium phaeovibrioides
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Меромиктические водоемы являются классиче-
скими объектами исследований лимнологов, мик-
робиологов и биогеохимиков (Горленко и соавт.,
1977; Van Gemerden, Mas, 1995; Overmann et al., 1996;
Thiel et al., 2010; Ecology of Meromictic Lakes,
2017).

В водной толще меромиктических озер фор-
мируется многослойное микробное сообщество,

состоящее из фототрофных, хемотрофных и гете-
ротрофных микроорганизмов, достигающее высо-
кой плотности в зоне хемоклина. В составе мик-
робного сообщества хемоклина особый интерес
представляют аноксигенные фототрофные бакте-
рии (АФБ), являющиеся естественным фильтром,
сдерживающим распространение сероводорода из
нижних слоев озера.

Б. Б. Кузнецов

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ
СТАТЬИ



МИКРОБИОЛОГИЯ  том 88  № 1  2019

СЕЗОННЫЕ ИЗМЕНЕНИЯ СТРУКТУРЫ СООБЩЕСТВА 101

Видовой состав и структура сообществ АФБ
разных озер сильно различаются и зависят от гид-
рохимических условий, резкости градиентов в хе-
моклине и условий освещения верхней части серо-
водородной зоны озер. Известно, что пурпурные
серобактерии (ПСБ) не выдерживают большой
концентрации сероводорода, они менее чувстви-
тельны к кислороду, чем ЗСБ, и поэтому часто
встречаются в верхней части хемоклина. ЗСБ, на-
оборот, являются строгими анаэробами, выдер-
живают бóльшие концентрации сероводорода,
чем ПСБ, и поэтому образуют слой под хемокли-
ном, часто под слоем ПСБ. К/о ЗСБ, приспособ-
ленные к жизни в условиях низкого освещения,
обычно развиваются на нижней границе фотиче-
ского слоя: на большой глубине (Черное море,
оз. Гек-Гёль) (Manske et al., 2005; Лунина и соавт.,
2008) или в условиях сильного затенения (оз. Вей-
сово, оз. Могильное) (Горленко и соавт., 1977;
Лунина и соавт., 2005).

Классическим примером трехслойного про-
странственного расположения АФБ является
карстовое оз. Конан-Ер (Горленко и соавт., 1977;
Лунина и соавт., 2009). В соленоводных меромик-
тических озерах, как правило, присутствуют не
все слои АФБ или некоторые из слоев могут объ-
единяться. В оз. Репное (Донецкая обл., Украина)
над слоем к/о ЗСБ (5.75 м) расположен слой пре-
имущественно ПСБ (5.5 м) с небольшим количе-
ством з/о ЗСБ (Горленко и соавт., 1977). В
оз. Шунет описано двуслойное сообщество АФБ,
где над слоем зеленой воды присутствует тонкий
слой розовой воды, содержащей ПСБ (Лунина и
соавт., 2007).

В большинстве озер формируется один слой, в
котором доминирует лишь один вид АФБ, осталь-
ные же могут присутствовать в виде минорных
компонентов. Примерами могут служить озера
Могильное (Gorlenko et al., 1978), Махони (Over-
mann et al., 1991), Чипрана (Vila et al., 2002), Цизо
(Casamayor et al., 2000).

Начиная с 2012 г. нами были проведены
исследования микробного сообщества хемоклина
водной толщи меромиктического высокосульфид-
ного оз. Трехцветное, которое относится к группе
озер, сохранивших связь с Кандалакшским зали-
вом Белого моря. Ранее нами было показано, что в
зоне хемоклина озера в составе сообщества АФБ
доминировали з/о ЗСБ Chlorobium phaeovibrioides
(Savvichev et al., 2018), также были получены дан-
ные о скоростях ключевых микробных процессов
(в зимний и летний периоды). Однако структура
фототрофного сообщества в этом уникальном во-
доеме и его видовой состав исследованы не были.

Целью настоящей работы было выяснить со-
став и структуру сообщества АФБ в оз. Трехцвет-
ное и проследить их изменения в связи с резкими
сезонными изменениями освещенности и неко-
торых других физико-химических условий в вод-
ной толще водоема.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Исследования на озере Трехцветное проводили

в марте 2012 и 2013 гг. и в сентябре 2013 и 2014 гг.
Отбор проб воды осуществляли в точке с наи-

большей глубиной 5–7.5 м. Пробы воды отбирали
через 1 м, а в зоне хемоклина через 10 см, с помо-
щью силиконовой трубки, закрепленной на ка-
либрованном тросе, и портативного насоса Whale
Premium Submersible Pump GP1352 (США). Ото-
бранную воду разливали в 30-мл стеклянные фла-
коны, закрывали без пузырька воздуха резиновой
пробкой и обжимали алюминиевой крышкой.

Общую соленость воды определяли в свежих об-
разцах, используя кондуктометр WTW Condi 3110
(Германия).

Концентрацию кислорода и сероводорода изме-
ряли непосредственно после отбора проб с ис-
пользованием тест-наборов Aquamerck (“Merck”,
Германия), а в сентябре 2013 г. – in situ кислоро-
домером “Марк 302 E” (Россия) с погружным
зондом, с поправкой на температуру и соленость.
Сероводород определяли с использованием N,N-
диметил-п-фенилендиамина (РД 52.24.450-2010)
фотометром Эксперт-003 (Россия). Пробы воды с
высоким содержанием сероводорода до окраши-
вания растворов предварительно разбавляли де-
ионизированной водой (Дубинин и соавт., 2012).

Освещенность измеряли люксметром AR813A
(Китай), модифицированным для погружения
регистрирующего элемента под воду, с калибро-
ванным тросом.

Для учета общей численности микроорганизмов
(ОЧМ) пробы воды фиксировали раствором глута-
ральдегида, конечная концентрация – 2%. Затем
0.05–1 мл фиксированной пробы фильтровали че-
рез черные поликарбонатные фильтры (Миллипор)
с диаметром пор 0.2 мкм. Фильтры окрашивали
раствором акридинового оранжевого (Hobbie et al.,
1977). Препараты просматривали с помощью лю-
минесцентного микроскопа Olympus BX-41 с си-
стемой визуализации Image Scope Color (M) при
увеличении ×1000. Учет клеток проводили на
электронных изображениях 20 полей зрения.

Для получения накопительных культур АФБ в
полевых условиях свежеотобранную озерную воду
с различных глубин наливали в стерильные 30-мл
флаконы, добавляли 100 мкл 10% дрожжевого
экстракта для инициации синтрофного развития
ЗСБ (Горленко и соавт., 2005). Для подавления
оксигенного фотосинтеза добавляли диурон в
концентрации 50 мг л–1. Флаконы герметично за-
крывали резиновой пробкой, оставляя пузырек
воздуха диаметром не более 0.5 см.

Также, для получения накопительных культур
АФБ в герметично закрытые стеклянные флако-
ны с питательной средой объемом 30 мл стериль-
ными шприцами вводили пробы озерной воды
объемом 5 мл. Использовали среду следующего
состава (г л–1 дистиллированной воды): КН2РО4 –
0.7; NaCl – 15; MgSO4 · 7Н2О – 0.5; NH4Cl – 0.7;
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KCl – 0.33; NaHCO3 – 0.15; CaCl2 – 0.1; Na2S2O3 · ·
5H2O – 1; Na2S · 9Н2О – 0.5; Na-ацетат – 0.5; Na-
пируват – 0.5; дрожжевой экстракт – 0.1; раствор
микроэлементов – 1 мл (Pfennig, Lippert, 1966); ви-
тамин В12 – 20 мкг, диурон – 50 мг; рН среды 7.0.

Для определения относительной численности
АФБ в лабораторных условиях производили по-
сев проб воды методом предельных серийных
разведений природного материала на агаризован-
ную (0.5%) питательную среду с 15 г л–1 NaCl.
Культивирование проводили анаэробно в течение
1 мес. в люминостате при освещенности 2000 лк и
температуре 20–25°С. Выделение и очистку куль-
тур проводили методом предельных разведений
посевного материала с использованием жидких и
агаризованных сред с разной соленостью.

Первичная идентификация микроорганизмов
была выполнена по фенотипическим признакам
с учетом формы, размера, цвета клеток и микро-
колоний, наличия газовых вакуолей, капель се-
ры, спектров поглощения пигментов.

Пигментный состав полученных культур АФБ
исследовали в препаратах целых клеток в 50%

глицерине, а также в ацетоновых и ацетон-мета-
нольных (7 : 2) экстрактах. Спектры поглощения
снимали на спектрофотометре Cary 100 (“Varian”,
Австралия) в диапазоне длин волн 350–900 нм.
По нашим оценкам, в ацетоне происходило сме-
щение пиков в среднем на 3–5 единиц в коротко-
волновую область, по сравнению с теми же пика-
ми в ацетон-метанольном экстракте.

Для получения спектров поглощения света
озерной воды пробы концентрировали на филь-
трах GF/F, далее часть фильтра замачивали в 50%
глицерине и снимали его спектр (март 2012 г.) или
часть фильтра обрабатывали ультразвуком в ди-
стиллированной воде и снимали спектр получен-
ного водного раствора пигментов против дистил-
лированной воды (сентябрь 2014 г.). Пигменты
другой части фильтра GF/F экстрагировали аце-
тоном и снимали спектр полученного экстракта
пигментов против ацетона.

Для определения содержания бактериохлоро-
филлов (Бхл) использовали формулы (Overmann,
Tilzer, 1989):

где: С (мкг Бхл (d + e)) – концентрация бактерио-
хлорофиллов d + e (мг м–3), E651, E663 – светопо-
глощение ацетонового экстракта пигментов при
длине волны 651 нм и 663 нм (исключая мутность,
измеренную при E850),  – объем ацетонового
экстракта (мл), V – объем профильтрованной про-
бы озерной воды (мл), d – ширина кюветы (cм),
ε – абсорбционный коэффициент: εБхл d =
= 98.0 мг cм–1 (Montesinos et al., 1983), εХл а =
= 84.0 л г–1 см–1 (Smith, Benitez, 1955).

Присутствие каротиноида изорениератина, ха-
рактерного для к/о ЗСБ, определяли по появлению
в ацетоновых экстрактах пика в области 470 нм.

Микрофотографии клеток получали с помо-
щью светового микроскопа Olympus при увеличе-
нии 1200 (объектив 90×) с иммерсионной систе-
мой и фазовым контрастом.

Электронно-микроскопические исследования
проводили описанными ранее стандартными ме-
тодами (Лунина и соавт., 2014).

Филогенетический анализ выделенных штаммов
АФБ проводили, определяя последовательности
генов 16S рРНК зеленых серобактерий, которые
были получены из аннотации геномных сборок
двух штаммов ранее описанным способом (Nikiti-
na et al., 2015).

Выделенные пурпурные бактерии идентифи-
цировали по гену 16S рРНК ранее описанным ме-
тодом (Лунина и соавт., 2014).

РЕЗУЛЬТАТЫ
Описание оз. Трехцветное. Меромиктическое

оз. Трехцветное (66°35.53′ N, 32°59.97′ E) распо-
ложено в Пеккелинской губе, входящей в состав
Ругозерской губы Кандалакшского залива Белого
моря, в 12 км от Беломорской биологической
станции МГУ. Его размеры: площадь – 3.2 га,
средняя глубина 1–1.5 м, максимальная глубина
7.5 м (Krasnova et al., 2014, 2015; Краснова и соавт.,
2016).

Озеро названо Трехцветным из-за различных
по цвету слоев воды: пресный поверхностный
слой – бурый за счет гуминовых веществ, сред-
ний солоноватый слой – изумрудно-зеленый в
результате развития ЗСБ, нижний еще более со-
леный слой – желтый вследствие присутствия по-
лисульфидов. Озеро образовалось на месте древ-
него морского залива, отгороженного от моря
островом, который в процессе поднятия берега
присоединился к материку. Площадь водосбор-
ного бассейна в 20 раз превышает площадь самого
озера, сток с водосбора собирается вблизи по-
верхности озера и формирует пресный слой глу-
биной 1.5–1.7 м. Озеро изолировано от моря; в
летнее время уровень воды в нем на 1.20–1.26 м
выше уровня моря, зимой абсолютная отметка
поверхности льда – 1.25 м (Краснова и соавт.,
2016). С учетом скорости регрессии моря, кото-
рую оценивают в 3.25–4.00 мм в год (Романенко,
Шилова, 2012), порог, отделяющий водоем от мо-

( )+ = + × εv
6мкг Бхл 1.315E651 – 0.643E663 0.005( ( 10  )) ( х ,)Б лС d e Vd d

( ) ( ) ( )= + × εv
6мкг Хл 1.35Е663 – 0.643Е651 0.005 10 Хл ,С а Vd а

v
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ря, в результате подъема берега полностью пре-
градил путь приливам 3–4 столетия назад. Однако
при сильных нагонных ветрах на максимуме сизи-
гийного прилива уровень воды может поднимать-
ся настолько, что вода из моря затекает в озеро,
вызывая перемешивание верхних слоев озерной
воды. Это случается крайне редко, с перерывом в
несколько десятилетий. Один такой эпизод был
зарегистрирован осенью 2011 г. (Краснова и со-
авт., 2013).

Последствия заплеска морской воды и последу-
ющее восстановление стратификации. В марте сле-
дующего, 2012 г., что на широте Северного поляр-
ного круга соответствует концу зимы, соленость
поверхностного слоя озера возросла на несколько
единиц, а сероводород поднялся к самой поверх-
ности льда (Краснова и соавт., 2013) (рис. 1а).
Кислород в воде не обнаруживался, галоклин и
термоклин совпадали и находились между 1.0 и
3.5 м. В этот сезон вся водная толща озера была
окрашена в зеленый цвет из-за присутствия в ней
з/о ЗСБ, содержащих бактериохлорофилл d (Бхл d).
Концентрация Бхл d уменьшалась с глубиной и
на глубине 1 м составляла 782 мг м–3, на глубине
2 м – 272 мг м–3. У дна на глубине 5 м наблюдалось
скопление осевших клеток, и содержание Бхл d
возрастало до 419 мг м–3, что свидетельствовало о
том, что перемешивание воды не затронуло ниж-
ние слои воды озера. Наибольшие значения
аноксигенного фотосинтеза (АФ) были зареги-
стрированы в подледном слое (рис. 2а), оксиген-
ный фотосинтез (ОФ) был сильно подавлен при-
сутствием сероводорода и ледовым затемнением.
Небольшое количество Хл а регистрировалось на
глубине 1–2 м. Общая численность микроорганиз-
мов на глубине 1 м составляла 33 × 106 кл. мл–1, в
толще она снижалась, а у дна возрастала до 36 ×
× 106 кл. мл–1.

В последующие годы мы наблюдали постепен-
ное восстановление стратификации (Васильчук и
соавт., 2016) (рис. 1б–1г). Вода поверхностного
слоя опреснялась в марте 2013 г. до глубины 1 м и
опресненный слой воды постепенно расширялся,
достигая в сентябре 2014 г. глубины 1.7 м. Таким
образом, в каждом последующем сезоне, согласно
нашим исследованиям, галоклин становился все
более резким и залегал все ниже. Появилась и все
глубже распространялась кислородная зона: в мар-
те 2013 г. она достигала 1 м, в сентябре 2013 г. –
1.8 м. Ниже зоны ветрового перемешивания на
глубине 1.5–1.8 м, где пресная вода сменяется со-
лоноватой, летом за счет активного оксигенного
фотосинтеза иногда наблюдалось кислородное
пересыщение: в сентябре 2013 г. оно составляло
300% на глубине 1.75 м, в сентябре 2014 г. – 204%.
Одновременно в воде наблюдался хемоклин –
весной 2013 г. он находился между 1–1.5 м, затем
постепенно сужался и опускался вниз, занимая к
сентябрю 2013 г. свое обычное в этом озере поло-
жение на глубине 1.8–1.9 м (Krasnova et al., 2015;

Краснова и соавт., 2016). Содержание сероводо-
рода у дна возрастало с 170 мг л–1 в марте 2012 г.,
до 640 мг л–1 в сентябре 2014 г.

Профиль pH, выровненный перемешиванием
до 7.5 по всей глубине в марте 2012 г., к сентябрю
2013 г. полностью восстановился: значения рН
уменьшались от поверхности (8.6–8.9) ко дну
(6.7–6.9), но в верхней части галоклина немного
повышались, что вместе с высоким содержанием
кислорода указывало на активный ОФ в этой зоне.

Температура у дна в течение всего года не под-
нималась выше 5–7°С. В летне-осенние сезоны в
эпилимнионе наблюдалась обратная температур-
ная стратификация.

По мере восстановления стратификации зеле-
ная окраска воды оказывалась все больше приуро-
ченной к зоне хемоклина. В максимуме зеленой
окраски воды, расположенном сразу под хемокли-
ном, постепенно увеличивалось содержание пиг-
ментов ЗСБ (Бхл d + e). Широкий, толщиной до
1.5 м, в марте 2013 г. пик пигментов с каждым се-
зоном становился все уже и к сентябрю 2014 г.
имел толщину не более 40 см (рис. 2б–2г). Посте-
пенно возрастала интенсивность АФ, значения
АФ в сентябре 2014 г. на порядок превышали зна-
чения ОФ (238 и 23.5 мкг С л–1 сут–1 соответствен-
но). В сентябре 2014 г. пик ОФ в кислородной зо-
не приходился на глубину 1.5 м, содержание Хл а
на этой глубине составило 50 мг/м3. Наибольшие
значения АФ наблюдались на глубине 2 м, где ре-
гистрировалось содержание Бхл (d + е) в клетках
бактерий более 4500 мг м–3.

С каждым сезоном увеличивалась численность
бактериальных клеток в верхней части сероводо-
родной зоны. Чрезвычайно большая общая чис-
ленность микроорганизмов 2.0–2.3 × 108 кл. мл–1,
была зафиксирована в сентябре 2014 г. в 10-см
слое на глубине 2–2.1 м (сразу под хемолином),
что свидетельствовало о присутствии в оз. Трех-
цветное высокоплотного сообщества микроорга-
низмов, ранее не встречавшегося нам ни в одном
из исследованных водоемов (рис. 2г).

Сукцессионные и сезонные изменения в сообще-
стве АФБ. Малая глубина расположения хемо-
клина (1.8–1.9 м) в оз. Трехцветное и достаточное
освещение хемоклина – освещенность на верх-
ней границе зеленого слоя составляет 20–150 лк,
создают благоприятные условия для развития
АФБ в верхней части сероводородной зоны. Во
все сезоны исследований в озере доминировали
ЗСБ, однако в зависимости от сезона встречались
как зеленые, содержащие Бхл d и каротиноид
хлоробактин, так и коричневые формы, содержа-
щие Бхл е и каротиноид изорениератин. В марте
2012 г., когда вследствие осеннего перемешива-
ния воды сероводород присутствовал даже подо
льдом, пики Бхл d (450 нм и 730 нм в воде; 429 нм
и 656 нм в ацетоновом экстракте) наблюдались,
начиная с поверхности и до дна озера (рис. 3). На
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спектрах озерной воды в этот сезон нет признаков
развития к/о ЗСБ (отсутствует пик изорениерати-
на в области 470 нм). В посевах проб воды на ага-
ризованную среду наблюдался рост колоний
только зеленого цвета. По данным количествен-

ного учета на глубине 2 м число жизнеспособных
клеток ЗСБ составляло 2.1 × 103 кл. мл–1, на глу-
бине 5 м – 1 × 103 кл. мл–1, в придонной воде на
глубине 6 м – 4.7 × 103 кл. мл–1 (табл. 1). О присут-
ствии жизнеспособных клеток к/о ЗСБ в воде

Рис. 1. Гидрохимические показатели воды оз. Трехцветное: а – март 2012; б – март 2013; в – сентябрь 2013; г – сентябрь
2014.
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озера свидетельствует также тот факт, что
спустя 3.5 года в одном из накопительных фла-
конов, хранившихся без специального осве-
щения в холодильнике, был отмечен заметный
рост к/о ЗСБ.

В марте 2013 г. в озере наблюдалась сформиро-
ванная кислородная зона, а сероводород начинал
появляться с глубины 1 м. С этой глубины и до
дна озера в озерной воде наряду с пиком Бхл d
(430 нм) присутствовал пик 470 нм, характерный

Рис. 2. Профили фотосинтеза, содержания пигментов и общего счета клеток бактерий в воде оз. Трехцветное: (a) –
март 2012,  (б) – март 2013, (в) – сентябрь 2013, (г) – сентябрь 2014. Обозначения: ОФ – оксигенный фотосинтез; АФ –
аноксигенный фотосинтез; Хл а – хлорофилл а; Бхл (d + e) – суммарно бактериохлорофиллы d и е зеленых серобак-
терий; ОЧМ – общая численность микроорганизмов.
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для к/о ЗСБ, содержащих Бхл е и каротиноид изо-
рениератин (рис. 4). На глубине 1 и 1.5 м (верхняя
часть сероводородной зоны) пик 470 нм (к/о ЗСБ)
превышал пик 430 нм (з/о ЗСБ). Однако в посевах,
предназначенных для количественного учета АФБ,
вырастали преимущественно зеленые и пурпурные
колонии. В верхних горизонтах сероводородной зо-
ны (1.5–3 м) в незначительном количестве развива-
лись ПСБ с газовыми вакуолями, максимальная
численность которых (3.4 × 103 кл./мл) была зафик-
сирована на глубине 1.6 м. Из-за такого малого ко-
личества клеток на спектрах озерной воды ни в
один из сезонов исследований нами не отмечалось
присутствие пурпурных бактерий. Количество ко-
лоний зеленого цвета в пробах увеличивалось с
глубиной, достигая максимума на 4 м (2.1–2.8 ×
× 104 кл. мл–1) и 5 м (3.5 × 103–2.5 × 104 кл. мл–1).
К/о ЗСБ вырастали в толще агаризованной среды в
виде очень мелких, едва заметных, размытых и
быстро исчезающих колоний, количественно учесть
которые не представлялось возможным. В жидких
накопительных культурах к/о ЗСБ конкурентно вы-
теснялись з/о формами.

В последующий вегетационный сезон (сен-
тябрь 2013 г.) развитие к/о ЗСБ в озере оказалось
полностью подавленным зелеными формами ЗСБ.
Однако о присутствии клеток к/о ЗСБ в озерной
воде свидетельствовало еле заметное плечо 470 нм
на спектре воды (экстракт) с глубины 1.5 м (зона
кислородного пересыщения) (рис. 5). Аналогич-
ная картина наблюдалась в сентябре 2014 г.: не-
большой пик к/о ЗСБ и слабое плечо при 470 нм
видны на спектрах воды с глубин 1.5–1.8 м (рис. 6).

В теплое время года среди АФБ подавляюще до-
минировали з/о ЗСБ. В сентябре 2013 г. на глубине
1.9 м было не менее 105 кл. мл–1 з/о ЗСБ, в то время
как количество ПСБ не превышало 0.1 × 103 кл. мл–1,
а количество пурпурных несерных бактерий
(ПНБ) было не более 0.6 × 103 кл. мл–1. В сентябре
2014 г. на глубине 2–2.1 м сформировался высоко-
плотный слой микроорганизмов, основной состав-
ляющей которого явились з/о ЗСБ. Интересно, что
в посевах проб воды сентября 2014 г. пурпурные
бактерии встречались ниже высокоплотного зеле-
ного слоя, при этом количество ПНБ снизилось до
0.4 × 103 кл. мл–1 (на 2.2 м), в то время как ПСБ
практически отсутствовали. К/о ЗСБ в летние се-
зоны высевались из проб воды верхней части се-
роводородной зоны (в том числе и из высоко-
плотного слоя), в виде единичных, обычно про-
зрачных и быстро исчезающих колоний.

Характеристика выделенных аноксигенных фо-
тотрофных бактерий. В разные сезоны исследова-
ний из воды озера были выделены 4 штамма АФБ:
зеленоокрашенные зеленые серобактерии GrTcv12,
коричневоокрашенные зеленые серобактерии
PhvTcv-s14, пурпурные серобактерии AmTсv13 и
пурпурные несерные бактерии RpmpTcv12.

В марте 2012 г. зеленоокрашенные ЗСБ GrTcv12
были выделены из пробы озерной воды с глубины
1 м. Клетки культуры были мелкие, неподвиж-
ные, округлые или овальные, размером 0.3–0.5 ×
× 0.6–0.8 мкм, содержали газовые вакуоли и мог-
ли быть одиночными или образовывали короткие
(несколько клеток) и длинные (более 20 клеток)
изогнутые нити. Некоторые отдельные клетки
были крупнее и достигали размеров 0.3–0.8 × 1–
1.5 мкм (рис. 7а–7в). Культура оказалась солоно-
ватоводной, оптимальная соленость для роста
штамма GrTcv12 составляла 5–10 г л–1 NaCl. Фо-
тосинтетическими пигментами были Бхл d и ка-
ротиноид хлоробактин. Спектры штамма ЗСБ

Рис. 3. Спектры поглощения пигментов из взвеси во-
ды оз. Трехцветное, март 2012. Сплошная линия –
спектр стекловолокнистого фильтра GF/F (через ко-
торый была профильтрована озерная вода) в 50% гли-
церине, пунктирная линия – спектр экстракта пиг-
ментов в ацетоне. Глубина (м): а –1; б – 2.
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GrTcv12 полностью совпали со спектрами озер-
ной воды, а также были близки к спектрам з/о
ЗСБ, выделенных нами ранее из оз. Кисло-Слад-
кое (рис. 8а) (Лунина и соавт., 2014). По данным
сиквенса гена 16S рДНК штамм з/о ЗСБ GrTcv13
(GenBank MH509940) имел 99% сходства с з/о тио-
сульфат-зависимым штаммом Chlorobium phaeovibri-
oides DSM 265 (номер Генбанка CP000607.1), а также
с з/о штаммами Chlorobium spp. ChlvPS10 (номер
Генбанка KC702852.1), PrPS10 (номер Генбанка
KC702854.1), к/о штаммом PhvPS10 (номер Генбан-
ка KC702853.1), выделенными нами из оз. Кисло-
Сладкое (Кандалакшский залив Белого моря).

Коричневоокрашенные ЗСБ PhvTcv-s14, были
выделены из колонии, выросшей на агаризованной
среде при посеве озерной воде с глубины 2.2 м (сен-
тябрь 2014 г.). В накопительных флаконах роста к/о
ЗСБ не наблюдалось. Клетки культуры обычно бы-
ли округлые или слабоизогнутые, неподвижные,
размером 0.3–0.5 мкм, газовых вакуолей не содер-
жали (рис. 7г, 7д). Культура хорошо вырастала при
солености 5–20 г л–1 NaCl, оптимальная соленость
для роста штамма PhvTcv-s14 составляла 10 г л–1 Na-
Cl. Фотосинтетическими пигментами были Бхл е и
каротиноид изорениератин. Спектры живой культу-
ры и ацетон-метанольных экстрактов пигментов
штамма PhvTcv-s14 совпадали со спектрами к/о ЗСБ
штамма PhvPS10, выделенного из оз. Кисло-Слад-
кое в 2010 г. (рис. 8б). Штамм к/о ЗСБ PhvTcv-s14
(GenBank MH509941) имел 99% сходства с з/о
штаммом GrTcv13, а также по 99% сходства с к/о
Chlorobium phaeovibrioides DSM 265 и ЗСБ из оз. Кис-
ло-Сладкое: з/о ChlvPS10, з/о PrPS10, к/о PhvPS10.
Таким образом, наши данные показали, что как з/о
ЗСБ, так и к/о ЗСБ из оз. Трехцветное относятся к
двум морфотипам известного вида Chlorobium
phaeovibrioides, причем зеленый морфотип содержит
газовые везикулы, что ранее не отмечалось для бак-
терий данного вида.

В оз. Трехцветное обнаружены как соленовод-
ные, так и пресноводные пурпурные бактерии.
Галофильные пурпурные серобактерии AmTсv13
были выделены из пробы воды с глубины 1.5 м
(март 2013 г.). Это были неподвижные округлые
клетки 1–1.7 мкм в диаметре, содержащие газовые
вакуоли и капли серы (рис. 7е, 7ж). Фотосинтетиче-
скими пигментами были Бхл а и каротиноиды оке-
ноновой серии. Культура хорошо вырастала при со-
лености 10–35 г л–1 NaCl, оптимальная соленость
составляла 10 г л–1. Спектры живой культуры и аце-
тон-метанольных экстрактов пигментов штамма
AmTсv13 были близки спектрам окенонсодержащих
штаммов AmPS10 и TcyrPS10, выделенных из
оз. Кисло-Сладкое в сентябре 2010 г. (рис. 8в).
Штамм пурпурных серобактерий AmTсv13 (Gen-
Bank MG193753), содержащий каротиноиды окено-
новой серии, имел по 99% сходства с типовыми
штаммами: спириллоксантин-содержащим штам-
мом Thiocapsa rosea DSM 235T (GenBank AJ006062),
окенон-содержащим штаммом Thiocapsa marina
DSM 5653T (GenBank FM178270.1), а также с оке-
нон-содержащим штаммом Thiocapsa sp. AmPS10
(GenBank КС702856) из оз. Кисло-Садкое.

Пурпурные несерные бактерии штамм
RpmpTcv12 были выделены из единичных колоний,
выросших на агаре при выделении ЗСБ (март 2012 г.).
Клетки культуры – подвижные палочки (0.4–
0.6 × 1.5–2 мкм), содержали Бхл а и каротиноиды
спириллоксантиновой серии (рис. 7з–7к, 8г).
Культура не росла при концентрации NaCl выше
15 г л–1. Присутствие пресноводного вида пурпур-
ных несерных бактерий в воде хемоклина можно
объяснить поступлением пресных вод с заболочен-
ных берегов водоема. Штамм пурпурных несерных
бактерий RpmpTcv12 (GenBank MG193752) имел по
99% сходства со штаммами Rhodopseudomonas pal-
ustris HaA2 и BisB5 (номер Генбанка CP000250.1 и
CP000283.1).

ОБСУЖДЕНИЕ
Озеро Трехцветное является вторым стратифи-

цированным водоемом на берегу Кандалакшского
залива Белого моря, подробно исследованным на-
ми (после оз. Кисло-Сладкое) с точки зрения ви-
дового разнообразия АФБ. Озеро Трехцветное
является меромиктическим, хотя в экстраорди-
нарных случаях меромиксия этого водоема ча-
стично нарушается, что наблюдалось последний
раз осенью 2011 г. Галоклин и термоклин озера
практически совпадают, что гарантирует стабиль-
ное положение границы, разделяющей соленовод-
ную сероводородную и сильно распресненную
кислородную зоны водоема. Граница сероводо-
родной зоны находится на глубине 1.8–1.9 м и хо-
рошо освещена. При максимальной глубине всего
7.5 м, глубинные воды озера содержат рекордные
концентрации сульфида (более 600 мг л–1), что
обеспечивает формирование сверхплотного слоя
з/о ЗСБ сразу под редокс-зоной.

Таблица 1. Данные количественного учета выросших
на агаризованной среде колоний АФБ при посеве проб
воды с различных горизонтов оз. Трехцветное, март
2013 г.

Глубина, 
м

Численность клеток
АФБ в воде озера, кл. мл–1

зеленоокрашенные 
ЗСБ

пурпурные 
серобактерии

1.5 0.45 × 103 0.23 × 103

1.6 5.9 × 103 3.4 × 103

2 7–8.1 × 103 0.2 × 103

3 0.8–3 × 104 0.14 × 103

4 2.1–2.8 × 104 –

5 3.5 × 103–2.5 × 104 –
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Все выделенные нами бактерии из оз. Трехцвет-
ное оказались филогенетически очень близки бак-
териям, ранее выделенным из оз. Кисло-Сладкое, и
были определены как зеленые и коричневые мор-
фотипы известного вида Chlorobium phaeovibrioides,

имея между собой 99% сходства по данным сиквен-
са гена 16S рРНК. Коричневый морфотип этого же
вида ЗСБ доминировал в известном заполярном ме-
ромиктическом оз. Могильное (Лунина и соавт.,
2005). Этот факт говорит о возможной зависимости

Рис. 4. Спектры поглощения ацетон-метанольных (7 : 2) экстрактов пигментов из взвеси воды оз. Трехцветное,
март 2013. Глубина: а – 1 м; б – 1.5 м; в – 2 м; г – 2.5 м; д – 4 м.
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видовой идентичности ЗСБ от географической бли-
зости водоемов, имеющих связь с морем, в припо-
лярных и заполярных районах.

Тем не менее, оз. Трехцветное отличается от оз.
Кисло-Сладкого и других ранее исследованных водо-
емов сразу двумя уникальными чертами: образовани-

Рис. 5. Спектры поглощения ацетоновых экстрактов пигментов из взвеси воды оз. Трехцветное, сентябрь 2013. Глуби-
на (м): а – 0.5; б – 1; в – 1.5; г – 1.75; д – 1.9; е – 2.1; ж – 2.5; з – 5.
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Рис. 6. Спектры поглощения пигментов из взвеси воды оз. Трехцветное, сентябрь 2014. Глубина (м): а – 0.3; б – 1.5;
в – 1.8; г – 2; д – 2.1; е – 2.2; ж – 6. Сплошная линия – пигменты озерной взвеси, сконцентрированной на фильтре
GF/F, далее разбиты ультразвуком в дистилляте и снят спектр против дистиллята. Пунктирная линия – ацетоновый
экстракт пигментов.
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Рис. 7. Морфология и ультратонкое строение клеток аноксигенных фототрофных бактерий из оз. Трехцветное:
GrTcv12 (а–в), BrTcv-s14 (г, д), AmTcv13 (е, ж), RpmpTcv12 (з–к). Световой микроскоп, фазовый контраст (а, б, г, е, з);
электронные микрофотографии тотального препарата (и) и ультратонких срезов клеток бактерий (в, д, ж, к). Обозна-
чения: Г.в. – газовые вакуоли; Хс – хлоросомы; Хф – хроматофоры; S – капли серы; Лт – ламеллярные тилакоиды.
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Рис. 8. Спектры аноксигенных фототрофных бактерий из оз. Трехцветное: а – зеленоокрашенные ЗСБ GrTcv12; б –
коричневоокрашенные ЗСБ BrTcv-s14; в – пурпурные серобактерии AmTcv13; г – несерные пурпурные бактерии
RpmpTcv12. Сплошная линия – спектр живой культуры в глицерине, пунктирная линия – спектр ацетон-метанольного
экстракта пигментов (7 : 2).
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ем высокоплотного слоя зеленых серобактерий и не-
обычным положением коричневоокрашенных ЗСБ в
верхней части сообщества АФБ, что было отмечено
также М.Ю. Горбуновым (устное сообщение).

Мы полагаем, что причины этих особенностей
кроются в чрезвычайно резких градиентах гидро-
химических параметров зоны хемо- и галоклина,

вследствие чего сразу под хемоклином формиру-
ется бактериальное сообщество высокой плотно-
сти. В сентябре 2014 г. в 10-см слое зеленой воды на
границе кислородной и сероводородной зон заре-
гистрированная плотность бактериальных клеток
была не менее 108 кл. мл–1. Небольшая толщина та-
кого плотного зеленого слоя может зависеть от
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подпирающего снизу мощного потока сероводо-
рода. Мы полагаем, что наибольшая плотность
клеток ЗСБ сосредоточена в верхней части зеле-
ного слоя может быть даже несколько выше полу-
ченных нами значений, что связано с неизбеж-
ным захватом при пробоотборе воды из соседних
горизонтов с меньшей плотностью ЗСБ.

Следствием высокой плотности слоя, состояще-
го, в основном, из зеленоокрашенных клеток, явля-
ется необычное положение в летние сезоны слоя
коричневоокрашенных ЗСБ. Практически полное
отсутствие жизнеспособных клеток к/о ЗСБ в по-
севах свидетельствует о неприспособленности
этих бактерий к росту в условиях интенсивного
освещения. Однако отмеченное нами в сентябре
2013 г. полное поглощение света плотным слоем
з/о ЗСБ свидетельствует также и о невозможно-
сти развития к/о форм ЗСБ в обычной для них
экологической нише под слоем з/о ЗСБ. Таким
образом, развитие к/о серобактерий в озере в лет-
ние сезоны оказывается сильно подавленным из-
бытком освещения в верхней части хемоклина,
конкурентным вытеснением со стороны быстро
растущих з/о клеток внутри плотного слоя, пол-
ным отсутствием света под высокоплотным сло-
ем бактериальной пластинки.

Интересно, что в зимний сезон 2012 г., когда
из-за заброса морской воды произошло нарушение
хемоклина, и сероводородная зона поднялась под
самый лед, проникающего поверхностного освеще-
ния хватило для поддержания развития з/о форм
ЗСБ, тогда как развития к/о форм не происходило.
Зимой 2013 г. в связи с отдалением зоны хемоклина
от поверхности льда, недостаток поверхностного
освещения начинал сдерживать развитие з/о форм
ЗСБ, и в верхней части сероводородной зоны со-
здавались благоприятные условия для развития
к/о ЗСБ. В этот сезон ниже глубины 1.5 м, где при
отсутствии света клетки ЗСБ представлены, в ос-
новном, отмирающей и оседающей биомассой,
пик з/о ЗСБ (430 нм) превалировал над пиком к/о
ЗСБ (470 нм). Это говорит о том, что, несмотря на
глубокую адаптацию к чрезвычайно низкому
освещению, развитие к/о ЗСБ в зимние сезоны в
озере не достигает такого размаха, как развитие
з/о ЗСБ в летние сезоны, что, вероятно, связано с
низкой скоростью роста к/о ЗСБ при слабом
освещении.

После таяния льда, з/о клетки с присущей им
r-стратегией развития (для которой свойственны
высокая плодовитость, небольшие размеры, от-
носительно короткое время жизни поколения и
способность быстрого и широкого распростране-
ния) очень быстро достигали высокой плотности,
и слой к/о ЗСБ оказывался запертым между плот-
ным слоем з/о ЗСБ и кислородным слоем, с после-
дующим вытеснением к/о клеток в кислородную
зону, где к/о ЗСБ, будучи строгими анаэробами,
быстро теряли жизнеспособность. Тот факт, что
из высокоплотного слоя происходило высевание

единичных колоний к/о ЗСБ, свидетельствует о
сохранении единичных жизнеспособных клеток
к/о ЗСБ в сообществе.

Примечательно, что развитие пурпурных се-
робактерий, содержащих газовые вакуоли, также
оказалось сильно подавленным. Об этом свиде-
тельствует отсутствие пурпурных бактерий в по-
севах проб воды марта 2012 г. и сентября 2014 г.
Развитие сколько-нибудь заметного количества
ПСБ (3.4 × 103 кл. мл–1) происходило в течение
2012–2013 гг. в условиях широкого и разреженно-
го слоя зеленой воды. В этот период становления
сообщества АФБ хемоклина вполне ожидаемым
казалось бы формирование двух разноокрашен-
ных слоев по примеру двуслойного сообщества
оз. Шунет, в котором глубина, профиль серово-
дорода в водной толще и концентрация сероводо-
рода у дна практически совпадают с таковыми в
оз. Трехцветное (Лунина и соавт., 2007). Однако в
оз. Трехцветное такого не происходит, что, по-
видимому, связано с высокой скоростью роста
клеток з/о ЗСБ, по сравнению со скоростью роста
клеток ПСБ и с установлением резких градиентов
кислорода и сероводорода в очень узкой (10 см), в
отличие от оз. Шунет (25 см), зоне хемоклина.
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Abstract—The community of anoxygenic phototrophic bacteria (APB) from the water column of the
meromictic Lake Trekhtsvetnoe (Kandalaksha Bay, White Sea, Russia) was studied in March 2012 and 2013
and in September 2013 and 2014. The community structure below the chemocline was shown to restore
during three years after partial mixing resulting from seawater admixture into the lake in autumn 2011; a dense
layer (at least 108 cells mL−1) of green-colored (g/c) sulfur bacteria (GSB) was formed. During winter, devel-
opment of low numbers of brown colored (b/c) GSB was observed in the upper layer of green water. During
summer seasons, b/c GSB were found to be located in the oxic zone above the green water layer, which was
unusual for these organisms. The APB community was found to contain purple bacteria. Four APB strains
were isolated from the upper part of the sulfide zone. The b/c and g/c GSB strains were phylogenetically close
to each other and to the type species Chlorobium phaeovibrioides DSM 265 (99% similarity gene sequences).
One strain of purple bacteria was phylogenetically related to the brackish sulfur bacteria Thiocapsa marina,
while the other was related to freshwater bacteria Rhodopseudomonas palustris. The strains of sulfur bacteria
were phylogenetically close to the chemocline bacteria from the stratified Lake Kislo-Sladkoe, also located
in the coastal zone of the Kandalaksha Bay, White Sea.

Keywords: polar ecosystems, White Sea, stratified and meromictic lakes, anoxygenic phototrophic bacterial
communities, phylogeny of the green and brown forms of Chlorobium phaeovibrioides sulfur bacteria
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