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Обсуждаются результаты модельного эксперимента по культивированию микробного сообщества 
из района грязевого вулкана Хобой (Академический хребет), проведенного в условиях, характерных для 
зоны генерации углеводородов (80 °C, 5 MПa). Культивирование в условиях обогащения биомассой бай-
кальской диатомеи Synedra acus приводит к изменению состава органического вещества (ОВ). Степень 
преобразованности ОВ в осадке после эксперимента составила 16 %, при этом снижалась концентрация 
фенантренов относительно метилзамещенных гомологов, включая ретен, увеличивалась концентрация 
дибензотиофенов относительно нормальных алканов, идентифицированы три- и моноароматические 
стероиды, включая и 17-дисметил, 23-метилмоноароматические стероиды С27. Увеличение концентра-
ции три- и моноароматических стероидов в осадке после эксперимента может свидетельствовать, что 
биомасса байкальской диатомеи S. acus подверглась деструкции, это привело к повышению концентра-
ции стероидов. В контрольном (стерильном) осадке изменений в составе ОВ после культивирования 
не выявлено. С помощью молекулярно-генетических методов в структуре микробного сообщества до и 
после эксперимента выявлены представители различных таксонов, способных выживать в анаэробных 
термофильных условиях. Их наличие в поверхностных осадках может быть обусловлено поступлением 
глубинных минерализованных флюидов и брекчии из глубинных осадочных отложений.

Глубинная биосфера, преобразование органического вещества, микробное сообщество, термо-
барические условия, оз. Байкал. 

EXPERIMENTAL TRANSFORMATION OF ORGANIC MATTER BY THE MICROBIAL COMMUNITY  
FROM THE BOTTOM SEDIMENTS OF THE AKADEMICHESKY RIDGE (Lake Baikal)
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We discuss the results of a model experiment on cultivation of the microbial community from the area of 
the Khoboi mud volcano (Akademichesky Ridge) conducted under conditions typical of the hydrocarbon gen-
eration zone (80 °C, 5 MPa). The cultivation under conditions of biomass enrichment with the Baikal diatom Sy-
nedra acus changed the composition of organic matter. The transformation degree of organic matter in the sedi-
ment after the experiment was 16%, whereas the concentration of phenanthrenes relative to methyl-substituted 
homologues, including retene, decreased, and the concentration of dibenzothiophenes relative to normal alkanes 
increased. We have identified tri- and monoaromatic steroids, including 17-dismethyl, 23-methyl monoaromatic 
steroids C27. An increase in the concentration of tri- and monoaromatic steroids in the sediments after the experi-
ment might indicate that the biomass of the Baikal diatom S. acus was destructed, which led to an increase in 
the steroid concentration. In the control (sterile) sediment, we detected no changes in the composition of organic 
matter. Representatives of various taxa capable of surviving in anaerobic thermophilic conditions have been 
identified in the microbial community by molecular genetic methods. Their presence in the surface sediments 
might be due to the inflow of deep-seated mineralized fluids and breccia from deep-seated sedimentary rocks.
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ditions, Lake Baikal
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ввЕдЕНИЕ

Донные отложения (ДО) морских и пресноводных водоемов представляют собой крупнейший ре-
зервуар органического углерода на Земле и в то же время являются уникальной средой обитания ми-
кробных сообществ. По некоторым оценкам общая биомасса микроорганизмов в морских осадках со-
ставляет 2.9 × 1029 клеток и превышает численность прокариот в морской воде (1.2 × 1029) и почве 
(2.6 × 1029) [Kallmeyer et al., 2012]. Деятельность микроорганизмов определяет практически все про-
цессы, протекающие в донных осадках в диагенезе и раннем катагенезе. Глубинные донные осадки ха-
рактеризуются отсутствием кислорода, высоким гидростатическим давлением, дефицитом доноров и 
акцеп торов электронов, а также нехваткой легкодоступных органических источников углерода, обу-
словленной активными процессами деструкции органического вещества в водной толще и поверхност-
ном слое осадков [Parkes et al., 2014]. С глубиной осадка численность микроорганизмов значительно 
снижается [Kallmeyer et al., 2012]. Однако в районах геологических аномалий, где в ДО наблюдаются 
повышенные концентрации ОВ и/или неорганических доноров и акцепторов электронов, численность и 
активность микробных популяций значительно выше [Parkes et al., 2000; Bonch-Osmolovskaya et al., 
2003; Horsfield et al., 2006; Bennett et al., 2013; Parkes et al., 2014; Anderson et al., 2014; Ruff et al., 2015]. 

Одним из перспективных мест изучения микробных сообществ, ассоциированных с геологиче-
скими аномалиями, является оз. Байкал — самое глубокое озеро мира, возраст которого датируется 
25—30 млн лет [Biddle et al., 2012]. Озеро Байкал, занимающее Байкальскую рифтовую впадину в цен-
тральной части Байкальской рифтовой зоны, характеризуется длительной историей осадконакопления 
[Grachev et al., 1998]. Преобразование ОВ в осадках Байкала по мере изменения термобарических усло-
вий в недрах кайнозойской толщи способствовало процессам генерации углеводородов и возникнове-
нию их скоплений различного типа — нефтяных, газовых и газогидратных [Рябухин, 1934; Кузьмин и 
др., 2001; Конторович и др., 2007]. 

Ранний диагенез в донных осадках оз. Байкал является предметом многочисленных исследований 
[Мизандронцев, 1978; Гранина, 2008; Och et al., 2012], в то время как процессы преобразования органи-
ческого вещества микробным сообществом глубинных ДО и возможность их поступления в приповерх-
ностные осадки оз. Байкал исследовались эпизодически. Значения биомаркерных показателей катагене-
за нефти и изотопный состав углерода метана и этана свидетельствуют, что в отдельных районах 
оз. Бай кал миграция нефти и газов к поверхности дна, где температура близка к 4 °С, происходит с 
глу бин не менее 2–3 км, характеризующихся термобарическими условиями [Конторович и др., 2007; 
Хлыстов и др., 2007]. В поровых водах таких районов обнаружены аномальные концентрации отдель-
ных ионов, обусловленные тепловыми потоками разной интенсивности, наличием газовых гидратов, 
типом геологических структур [Ломоносов, 1974; Гранина и др., 2001; Кузьмин и др., 2001; Конторович 
и др., 2007; Khlystov et al., 2013; Хлыстов и др., 2017]. Очевидно, что восходящие флюиды, имеющие 
разную природу и происхождение, могут захватывать и выносить в поверхностные осадки микроорга-
низмы глубинных слоев. 

Поступление глубинных микроорганизмов из зоны генерации углеводородов в поверхностные 
осад ки оз. Байкал выявлено в районе метановых сипов Посольская Банка и Голоустное, показана их 
роль в деструкции органического вещества в термобарических условиях [Vanneste et al., 2002; Klerkx et 
al., 2006; Pavlova et al., 2016; Bukin et al., 2016; Черницына и др., 2016; Ханаева и др., 2017]. Воспроизве-
дение условий, характерных для тектонически-активной зоны озера (температура 80 °С и давление 
50 атм), стало возможным после разработки специальных камер высокого давления (КВД) (Институт 
неорганической химии СО РАН им. А.В. Николаева). В КВД проведены модельные эксперименты в 
термобарических условиях в атмосфере CH4:H2:CO2. Первые эксперименты показали, что при участии 
микробного сообщества в ДО метановых сипов, обогащенных детритом байкальской диатомеи Synedra 
acus, идут процессы деструкции биомассы водорослей с образованием углеводородов-биомаркеров, та-
ких как ретен, либо гаммацерен [Pavlova et al., 2016; Bukin et al., 2016]. 

Очевидно, что этих исследований недостаточно для понимания процессов, происходящих в дру-
гих зонах глубоководной разгрузки углеводородных газов оз. Байкал, где существуют иные типы гео-
логических структур, с разнообразными температурными условиями, интенсивностью поступления и 
состава глубинных флюидов. 

Особое значение имеет изучение процессов преобразования ОВ микробным сообществом в ДО 
Академического хребта. Органическое вещество ДО Академического хребта представляет собой смесь 
органического углерода и биогенного кремнезема, образуемого преимущественно диатомовыми водо-
рослями [Безрукова и др., 1991; Granina, 1992; Granina et al., 1992]. Тектоническое поднятие в централь-
ной части Байкала, отделенное от берегов глубокими бассейнами, всегда представляло интерес для ис-
следований, направленных на проведение палеоклиматических реконструкций [Zonenshain et al., 1995; 
Kuzmin et al., 1995; Грачев и др., 1997; Moore et al., 1997; Хлыстов и др., 2000, 2001; Mats et al., 2000; 
Кузьмин и др., 2001; Вологина и др., 2003; Вологина, Федотов, 2013]. В настоящее время в районе Ака-
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демического хребта, где признаки нахож-
дения грязевых вулканов или газовых ги-
дратов прежде не регистрировались, 
описана новая грязевулканическая гидра-
тоносная область оз. Байкал. С помощью 
съемки многолучевым эхолотом на склоне 
Академического хребта обнаружена груп-
па грязевых вулканов. При помощи био-
стратиграфической и сейсмостратиграфи-
ческой корреляции было установлено, что 
материал, входящий в грязевую брекчию 
исследуемых грязевых вулканов (г/в), име-
ет возрастной интервал от позднего миоце-
на до раннего плиоцена (от 5.6 до 4.6 млн 
лет) и мог быть поднят с глубины не более 
310 м ниже дна. Гряда в средней части 
хребта получила название АкадемХребет, 
около о. Ольхон — Хобой [Хлыстов и др., 
2017]. Микробиологических исследований в районе этих структур ранее не проводилось. 

Основная цель работы — изучение процессов преобразования органического вещества под воз-
действием микробного сообщества донных осадков г/в Хобой в термобарических условиях.

МАТЕРИАЛы И МЕТОды

Керн St. 3. GC–8 (длина 200 см) отобран на Академическом хребте в 2015 г. в точке с координа-
тами 53°41, 528′ с.ш. 107°87, 549′ в.д. (рис. 1). Отбор отложений осуществляли большой гравитацион-
ной трубой с борта научно-исследовательского судна ЛИН СО РАН «Г.Ю. Верещагин». Образцы от-
бирали с соблюдением правил стерильности и помещали в жидкий азот, где они хранились до начала 
проведения экспериментального культивирования. 

Экспериментальное культивирование проводили в двух специальных камерах высокого давления 
(КВД), разработанных и собранных в Институте неорганической химии СО РАН им. А.В. Николаева 
по ме тодике [Pavlova et al., 2016; Bukin et al., 2016] в течение 7 мес. при 80 °С и давлении метана 50 атм. 
Осадки были обогащены биомассой байкальской диатомовой водоросли Synedra acus из аксеничной 
культуры, полученной в отделе Ультраструктуры клетки ЛИН СО РАН [Shishlyannikov et al., 2011]. 
КВД № 1 содержал нативный природный осадок, осадок в КВД № 2 был стерилизован автоклавирова-
нием и выступал в качестве отрицательного контроля. 

Состав и распределение углеводородов мальтеновой части в предварительно полученном хлоро-
форменном экстракте из образцов донных отложений до начала (с учетом дополнительно вносимых 
органических субстратов) и в конце эксперимента исследовали хромато-масс-спектрометрическим ме-
тодом по методике [Каширцев и др., 2001].

Для анализа изменений в структуре и составе микробных сообществ из образцов природного 
осадка и осадка после культивирования выделяли препараты суммарной ДНК с использованием метода 
ферментативного лизиса с последующей фенол-хлороформной экстракцией [Sambrook et al., 1989]. ДНК 
подлежащих анализу локусов получали с использованием полимеразной цепной реакции (ПЦР), из про-
дуктов которой готовили библиотеки для массового параллельного секвенирования на платформе 
Illumina MiSeq (ЦКП «Геномика», г. Новосибирск). Массовое параллельное секвенирование и филоге-
нетический анализ проводили, как описано ранее [Bukin et al., 2016].

РЕзУЛЬТАТы И ОбСУЖдЕНИЕ

Литологическая характеристика осадка, использованного в эксперименте. Используемые в 
эксперименте слои осадка (150—185 см) представлены восстановленным рыхлым алевритопелитовым 
илом серого цвета с многочисленными трещинами дегазации, прилегающими к слою газовых гидратов. 
Осадок окислен с поверхности и до глубины 0.5 см. Осадки представлены с поверхности до глубины 

Рис. 1. Карта-схема отбора проб. 
Батиметрические данные — INTAS Project 99–1669 
Team, 2002.
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20 см диатомовыми илами с прослоями гидротроилита. На глубине 20—182 см глина алевропелитовая, 
содержащая грязевулканическую брекчию с включениями гидротроилита. На глубине 182—200 см от-
мечены слои массивных газовых гидратов.

Преобразование органического вещества в условиях эксперимента. В контрольном образце 
из КВД № 2 геохимических изменений в составе ОВ выявить не удалось из-за маленького содержания 
хлороформенного экстракта. В составе ОВ донных осадков, обогащенных детритом водоросли S. acus 
(КВД № 1), выявлены процессы его преобразования.

Содержание органического углерода (Сорг) в образцах после эксперимента (0.79 %) практически 
не изменилось (±0.09 % на породу) относительно первоначальных (0.88 %), хлороформенного битумои-
да (bхл) — с 0.02 до 0.05 %.

Маленькие навески битумоидов (7 мг) не позволили выделить асфальтены и разделить мальтены 
на насыщенные и ароматические УВ. Количество углеводородов и асфальтово-смолистых компонентов 
в битумоиде из образца до эксперимента составило 22.8 и 77.2 % соответственно. После эксперимента 
концентрация углеводородов возросла до 29.3 %, асфальтово-смолистых компонентов уменьшилась до 
70.7 %.

Кривая распределения нормальных алканов «пилообразная» с доминированием нечетных углево-
дородов (С23, С25, С27, С29, С31, С33), при этом с ростом их молекулярной массы в образце до эксперимен-
та концентрация увеличивается, достигая максимума на н-С31 до 17 % от суммы н-алканов (рис. 2). 

Содержание н-С33 сопоставимо с н-С23 (6.4—6.8 % от суммы н-алканов) соответственно в образ-
цах до эксперимента и с н-С24 (4.8 % от суммы н-алканов) в образце после эксперимента. 

Индекс нечетности для высокомолекулярных углеводородов (CPI), рассчитанный по формуле  
[Peters et al., 2007], уменьшился незначительно с 4.3 до 3.6.

 
25 27 29 31 33 25 27 29 31 33

24 26 28 30 32 26 28 30 32 34

C C C C C C C C C CCPI  2
C C C C C C C C C C

+ + + + + + + + = + + + + + + + + + 
. (1)

Соотношение концентрации нормальных алканов к ациклическим в образце после эксперимента 
уменьшилось почти в 2 раза (32 против 58). Значение отношения н-С27 к н-С17 после эксперимента сни-
зилось в 5 раз (6 против 31). В составе УВ как до эксперимента, так и после идентифицированы 1- и 
3-алкены, что подтверждает невысокую степень преобразованности ОВ (см. рис. 2). 

В составе углеводородов (УВ) идентифицированы алкилциклогексаны (АС) при m/z 83 с домини-
рованием в образцах до эксперимента четных УВ (АС20, АС22, АС24) (см. рис. 2). В образцах после экс-
перимента максимум алкилциклогексанов сместился на нечетные УВ (АС19, АС21, АС23, АС25). На 
хромато-масс-фрагментограммах при m/z 127 идентифицированы 2,7-диметилалканы с максимальной 
концентрацией на четных УВ, которая уменьшилась по сравнению с содержанием нормальных алканов 
после эксперимента (см. рис. 2). Разница в доминировании четных и нечетных алкилциклогексанов, 
более низкие концентрации 3-алкенов и 2,7-диметилалканов объясняются большей преобразованно-
стью ОВ в образце после эксперимента. Среди изопреноидов (С13—С25) в максимальной концентрации 
находится фитан. Значение отношения пристана к фитану равно 0.5 как до, так и после эксперимента.

В составе циклических УВ-биомаркеров стеранового ряда доминируют этилхолестаны — 39—
48 % от суммы стеранов С27—С30 (см. рис. 2). Значения отношения стеранов С29 к С27 в осадке до экс-
перимента и после равны 1.2—1.4. В образце после эксперимента понижена концентрация низкомоле-
кулярных стеранов — прегнанов (значение отношения (стераны+прегнаны) к прегнанам равно 12.7 
против 3.6), что видно на хромато-масс-фрагментограммах m/z 217, 218. В составе терпанов преоблада-
ют гопаны (С27—С35) (рис. 3).

Среди трицикланов (С19—С31) доминируют УВ со средней длиной цепи С23—С26 (37.8 % от сум-
мы трицикланов). Трициклановый индекс (2(С19 + С20)/ΣС23–26) равен 0.6. В образцах до эксперимента 
идентифицированы биогопаны (ββ-гопаны) и концентрации R изомеров выше, чем S в гомогопанах 
(С31–С35). В образце после эксперимента, как видно на хромато-масс-фрагментограмме m/z 191, биого-
паны находятся в следовых количествах, изомеров S больше, чем R в гомогопанах, что подтверждает 
увеличение степени преобразованности ОВ (см. рис. 3). Значение отношения гопанов Ts к Tm остается 
невысоким и после эксперимента (Ts / Tm ≤ 0.5).

В мальтеновой фракции битумоидов идентифицированы также и ароматические соединения 
(рис. 4). В составе фенантренов отмечается увеличение метилзамещеных гомологов после эксперимен-
та. Значение метилфенантренового индекса (MPI-I = (1.5 × (2MP + 3MP))/(P + 1MP + 9MP)) изменяется 
незначительно (≤ 0.8), больший разброс (от 1.4 до 2.1) получается при подсчете параметра зрелости (PP-
1mo di fied = (1MP + 9MP)/(2MP + 3MP)) [Peters et al., 2007]. В составе фенантренов отмечается также 
наличие ретена, который, по мнению исследователей, образуется в хвойных растениях [Каширцев и др., 
2018]. В составе дибензотиофенов зафиксировано увеличение метилзамещеных гомологов после экс-
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Рис. 2. хроматограммы и хромато-масс-фрагментограммы н-алканов (m/z 71), алкилциклогекса-
нов (m/z 83) и 3-алкенов (m/z 69) и 2,7 диметилалканов (m/z 127) в битумоидах из образцов до (а) и 
после эксперимента (б).
н-Сn — нормальные алканы, АСn — алкилциклогексаны, Сn:3 — 3-алкены, 2,7-ДМ-Сn-2, 7 диметилалканы, где n — количество 
атомов углерода, П — пристан, Ф — фитан.
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перимента, при этом используемый параметр зрелости 4-МДБТ/1-МДБТ не меняется и равен 2. В маль-
тенах после эксперимента при m/z 253 идентифицированы моноароматические стероиды, а по иону m/z 
366 еще и 4 диастереомера 17-дисметил, 23-метилмоноароматические стероиды С27, которые ранее были 
определены в отложениях карбона, перми и мела [Каширцев и др., 2016; Каширцев, 2018]. На рис. 4 вид-
но, что концентрация ароматических соединений увеличивается по сравнению с нормальными алканами 
после эксперимента. Изменения в составе ароматических соединений также подтверждают увеличение 
преобразованности ОВ после эксперимента. В составе углеводородной фракции идентифицирован пери-
лен, полиароматический углеводород. Его концентрация выше в образце осадка после эксперимента. 
Считается, что его источником может быть как аквагенное, так и террагенное ОВ.

Филогенетический состав микробного сообщества образцов донных отложений до экспери-
мента. Данные массового параллельного секвенирования библиотек ампликонов фрагментов генов 
16S рРНК природного образца до эксперимента свидетельствуют о том, что среди Bacteria наиболее 
многочисленны последовательности представителей филумов Chloroflexi (20.7 %), Actinobacteria (11 %), 
классов α- (20.7 %), β- (9.7 %) и γ-Proteobacteria (20.5%), Deinococcus-Thermus (5 %). В небольших ко-
личествах (менее 3 %) отмечены последовательности генов 16S рРНК Atribacteria (OP9), Bacteroidetes, 
Firmicutes, Nitrospirae, класса δ-Proteobacteria и др. (рис. 5, а). 

В библиотеке генов 16S рРНК архея выявлены последовательности филумов: Bathyarchaeota 
(96.2 %), Diapherotrites (0.14 %), классы Thermoplasmata (3.2 %) и Methanomicrobia (0.1 %), представля-
ющих филум Euryarchaeota (данные не представлены).

Рис. 3. хромато-масс-фрагментограммы стеранов (m/z 217, 218) и терпанов (m/z 191) в битумоидах 
из образцов до (а) и после эксперимента (б).
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Рис. 4. хромато-масс-фрагментограммы фенантренов (m/z 178, 192, 206, 219, 220, 234), дибензотио-
фенов (m/z 184, 198, 212, 226), ароматических стероидов (m/z 253, 231, 366 мальтенов битумоидов из 
образцов до (а) и после (б) эксперимента.
Ф — фенантрены, МФ — метилфенантрены, ДМФ — диметилфенатрены, ТМФ — триметилфенантрены, Р — ретен (1- метил, 7 — 
пропилфенантрен), ДБТ — дибензотиофены, МДБТ — метилдибензотиофены, ДМДБТ — диметилдибензотиофены, ТМДБТ — 
триметилдибензотиофены; стероиды: ТАС — триароматические, МАС — моноароматические, 17-ДСМ, 23-ММАС — 17-дис-
метил, 23-метилмоноароматические С27, П — перилен, н-Сn — нормированные алканы, где n — количество атомов углерода. 
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Доминирование представителей филумов Proteobacteria (α-, β-, γ-) и Actinobacteria в составе мик-
робных сообществ донных отложений характерно для большинства образцов осадков из других райо-
нов оз. Байкала, ассоциированных с разгрузкой углеводородов. Ранее при молекулярно-биологическом 
анализе состава микробных сообществ из районов, характеризующихся разгрузками нефте- и газосодер-
жащих флюидов, выявлена значительная доля последовательностей генов 16S рРНК филумов Pro teo-
bacteria, Actinobacteria и Cyanobacteria [Zemskaya et al., 2015; Черницына и др., 2016], как и в осадках 
многих других пресноводных озер [Winters et al., 2014; Zhang et al., 2014; Ding et al., 2015].

В библиотеке генов 16S рРНК микробного сообщества отмечено высокое содержание α-Pro teo-
bacteria (20.7 %). Класс представлен порядком Shpingomonadales, представители которого обнару-
живаются в различных средах обитания (пресноводные и морские экосистемы, почва, корневые систе-
мы растений, клинические образцы и другие). Широкое распространение в окружающей среде связано 
со способностью использовать широкий спектр органических соединений (в том числе токсичных), ра-
сти и выживать в условиях низкого уровня питательных веществ. 

Последовательности β-Proteobacteria составляли 9.7 % от общего числа, среди них преобладали 
по следовательности представителей порядка Burkholderiales, которые в поверхностных осадках способ-
ны анаэробно окислять ацетат с перхлоратом [Yoshida et al., 2005], в качестве акцепторов электронов 
или окислять водород в глубоководных осадках [Orcutt et al., 2011]. В библиотеке ДНК образца до экс-
перимента выявлены последовательности родов Pelomonas и Methylophilus. Последние окисляют мета-
нол и используют в качестве источника азота соли нитрата и аммония. 

Класс γ-Proteobacteria представлен последовательностями порядков Oceanospirillales, Altero mo-
nadales и Pseudomonadales, представители которых, за исключением порядка Pseudomonadales, являют-
ся галофильными обитателями морских экосистем.

Последовательности Chloroflexi составляли 20.7 % от общего числа. Доля последовательностей 
представителей данного филума была сопоставима с таковой (21.8 %), выявленной в микробиомах из 
глубинных донных осадков метанового сипа Посольская Банка [Черницына и др., 2016] и в основном 
была представлена последовательностями некультивируемой группы MSB-5B2, класса Dehalococcoidia 
и семейства Anaerolineaceae. Среди последовательностей семействa Anaerolineaceae были наиболее 
пред ставлены последовательности бактерий рода Pelolinea, анаэробные представители которого изо-
лированы из метаногенного сообщества донных осадков в Японии [Imachi et al., 2014]. В то время как 
представители класса Dehalococcoidia используют водород в качестве донора электронов и получают 
энергию с помощью органолипидного дыхания (путем восстановления дегалогенированных органиче-
ских соединений) [Major et al., 2002].

Последовательности филума Actinobacteria, как правило, доминирующего в донных осадках 
оз. Бай   кал, представлены последовательностями порядков Micrococcales, Corynebacteriales, Propio ni-
bacteriales. Последние составляли 95 % в библиотеке генов 16S рРНК. Бактерии рода Propionibacterium 
являются анаэробными микроорганизмами с особенным метаболизмом и способны синтезировать про-
пионовую кислоту, используя необычные транскарбоксилазные ферменты [Cheung et al., 1975]. 

Рис. 5. Состав бактериального сообщества донных осадков г/в хобой до (а) и после термобариче-
ского культивирования (б).
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В библиотеке генов 16S рРНК микроорганизмов, присутствовавших в осадке до культивирования, 
также многочисленны последовательности бактерий филума Deinococcus-Thermus (5 %), которые обыч-
но представлены в других районах оз. Байкал в небольшом количестве, за исключением глубинных 
донных осадков метанового сипа Посольская Банка [Черницына и др., 2016]. Среди последовательно-
стей филума Deinococcus-Thermus наиболее представлены операционные таксономические единицы 
бактерий рода Thermus, облигатно аэробные, хемоорганогетеротрофные, экстремально термофильные 
представители которого, обитают в горячих источниках, глубоководных морских источниках и гейзерах 
Йеллоустонского национального парка [Garrity et al., 2001]. 

Таким образом, по результатам сравнительного анализа нуклеотидных последовательностей би-
блиотек генов 16S рРНК бактерий и архей, природное микробное сообщество исследуемого образца 
донных отложений до эксперимента представлено филумами, обладающими большим набором метабо-
лических возможностей и широко распространенными в пресноводных экосистемах [Newton et al., 
2011]. Наряду с типично мезофильными микроорганизмами в составе микробного сообщества выявле-
ны представители термофильных таксонов (Deinococcus-Thermus, Firmicutes и др.), доминирование ко-
торых характерно для сообществ различных морских глубинных экосистем, включая сипы и газогид-
ратные сайты [Orcutt et al., 2011; Parkes et al., 2014; Ruff et al., 2015]. 

В библиотеках генов 16S рРНК домена Archaea доминировали последовательности представите-
лей филума Bathyarchaeota, содержащего большое число разнообразных филогенетических линий и 
распространенных повсеместно [Inagaki et al., 2006; Webster et al., 2006; Yanagawa et al., 2013; Parkes et 
al., 2014]. Среди представителей типа Bathyarchaeota возможно наличие ферментативного типа метабо-
лизма и/или способности к метилотрофному метаногенезу [Evans et al., 2015; Lazar, 2016; Каллистова и 
др., 2017]. Еще одна широко представленная группа архей — Thermoplasmata. Несмотря на то, что боль-
шинство культивируемых штаммов данного класса изолированы из аэробных/термофильных мест оби-
тания, последовательности некультивированных представителей (некультивированные Thermo plas ma-
tales в нашем случае) многочисленны в холодных донных отложениях морских и пресноводных 
эко систем [Lloyd et al., 2013]. Функции первичных и вторичных анаэробов в микробном сообществе 
исследуемых донных отложений могут выполнять представители и других обнаруженных таксонов, а 
именно: Deinococcus-Thermus, Firmicutes, Atribacteria (OP9), Bacteroidetes, Nitrospirae, δ-Proteobacteria.

Через 7 мес. термобарического культивирования в КВД № 1, содержащем донный осадок, обо-
гащенный биомассой диатомовой водоросли S. acus, выявлены изменения как в составе органического 
вещества, так и в составе микробного сообщества.

В библиотеках генов 16S рРНК не выявлены последовательности представителей домена Archaea. 
Среди последовательностей домена Bacteria не выявлены представители филумов Atribacteria, Nitro-
spirae, Chloroflexi и класса Deltaproteobacteria. Процент последовательностей филумов Actinobacteria, 
Deino coccus-Thermus и Firmicutes остался на том же уровне. В микробном сообществе после культиви-
рования доминировали последовательности представителей филума Proteobacteria (α-, β-, γ-) (см. 
рис. 5, б). Отсутствие значительных изменений в составе микробного сообщества, вероятно, связано с 
доминированием в нативном природном осадке микроорганизмов, способных выживать в анаэробных 
тер мофильных условиях. К таковым относятся представители филумов Actinobacteria, Deinococcus-
Ther  mus и Firmicutes, которые могут поступать с минерализованными флюидами из глубинных осадоч-
ных отложений.

Проведенные исследования показали, что за время культивирования изначально незрелое ОВ из 
донных осадков смешанного типа (террагенно-аквагенное) стало более зрелым в ходе эксперимента, 
несмотря на то, что значение коэффициента CPI уменьшилось незначительно.

Известно, что в ОВ осадков, не испытавших диагенетических и катагенетических преобразова-
ний, преобладают молекулы УВ с нечетным количеством атомов углерода. Поэтому отношение нечет-
ные/четные (коэффициент CPI в различных модификациях) имеет значения 5—6. В процессе термиче-
ского превращения ОВ количество четных и нечетных молекул УВ выравнивается. Коэффициент CPI 
по величине становится близким к единице и при последующих позднекатагенных преобразованиях 
(после прохождения главной стадии нефтеобразования) не меняется [Mukhopadhyay et al., 1979]. В при-
роде температурные условия термического разложения ОВ (катагенеза) варьируют от 85 до сотен гра-
дусов Цельсия [Schobert, 2013], однако в нашем случае (культивирование при 80 °C) фиксируемые из-
менения являются следствием процессов биологической деструкции, так как данные значения, с одной 
стороны, приближаются к пороговым для живых организмов, с другой — являются нижней границей 
значений, характерных для мезокатагенеза, и обеспечивают отсутствие влияния физических факторов 
на процесс преобразования органического вещества.

Регистрируемые изменения в составе ОВ донных осадков г/в Хобой не столь значительны (16 %) 
в сравнении с данными, полученными в эксперименте с донными осадками метанового сипа Посоль-
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ская Банка, где данный показатель был равен 41 % [Bukin et al., 2016]. Но даже при достаточно неболь-
шом времени экспозиции (7 мес.) при культивировании осадка из г/в Хобой зафиксировано снижение 
концентрации фенантренов относительно его метилзамещеных гомологов, включая ретен и увеличение 
серосодержащих соединений (ДБТ и его метилзамещеных гомологов) относительно нормальных 
алканов , а также образование моноароматических стероидов, включая и 4 диастереомера 17-дисме тил, 
23-метилмоноароматические стероиды С27 и триароматических стероидов. Доминирование S- над 
R-изо   мерами в гомогопанах, наличие биогопанов в следовых количествах также свидетельствуют о 
боль шей преобразованности ОВ в образце после эксперимента.

Снижение концентрации фенантренов может быть обусловлено деятельностью представителей ро-
дов Pseudomonas, Burkholderia, филума Actinobacteria, Firmicutes, последовательности генов 16S pРНК 
которых выявлены в значительном количестве в составе микробного сообщества в образцах осадка как 
до, так и после эксперимента. Для представителей данных таксонов способность к деградации полици-
клических ароматических углеводородов является общепризнанной. Ранее для бактерий родов Pseu-
domonas и Bacillus, выделенных из оз. Байкал, показана селективная биодеградация флуорантена, 
фенант рена и пирена. В условиях модельного эксперимента в течение 30 сут. степень конверсии поли-
циклических ароматических углеводородов составляла 18–30 % [Павлова и др., 2005]. 

Как известно, стероиды широко распространены в биосфере. Преимущественно они представле-
ны производными холестерола (С27), кампе- и криностеролов (С28), сито- и стигмастеролов (С29), лано-
стерола и циклоартенола (С30). Наиболее широкий спектр стероидов, включающий производные всех 
групп, присутствует в водорослях [Volkman, 1986; Kodner et al., 2008]. Увеличение концентрации три- и 
моноароматических стероидов в образце осадка после эксперимента может свидетельствовать о биоде-
струкции биомассы байкальской диатомеи S. acus. Как показано ранее, диатомовые водоросли продуци-
руют разнообразные стероиды, которые в выделенных фракциях стеринов могут быть представ лены 
3–10 соединениями [Калиновский и др., 2010]. Кроме того, для байкальской диатомеи Stephanodiscus 
meyerii Genkal and Popovskaya показано в ее составе наличие двух основных стеролов — холестерола и 
24-метиленхолестерина, а также фитола [Ponomarenko et al., 2004].

Полученные результаты коррелируют с данными, полученными в работе О.В. Серебренниковой с 
соавторами [2014], в которой было показано, что в образцах торфа из низинных болот Западной Сибири 
в составе органического вещества преобладают стероиды С29, это свидетельствует о том, что основны-
ми растениями-торфообразователями были микроводоросли Botryococcus braunii [Metzger et al., 1990]. 
Эти водоросли характеризуются преобладанием высокомолекулярных гомологов н-алканов и содержат 
в своем составе С27, С28, С29 стеролы. 

Дибензотиофены (ДБТ), как правило, накапливаются в ходе диагенетических преобразований ак-
вагенного органического вещества в осадках морских водоемов с сероводородным заражением либо 
дефицитом кислорода в придонных водах. В пресных или даже соленых, но хорошо аэрируемых водо-
емов образование ДБТ в значительных концентрациях не происходит. Не образуются они в составе 
битумоидов в пресноводных, хорошо аэрируемых водоемах и при захоронении остатков высшей назем-
ной растительности [Конторович и др., 2004]. В случае термобарического эксперимента культивирова-
ние микробного сообщества проведено в бескислородных условиях, в атмосфере метана. Данные усло-
вия могли способствовать образованию ДБТ в пресноводных образцах осадка. 

Преобразование аквагенно-террагенного органического вещества исследуемых донных осадков 
привело к образованию моно- и триароматических стероидов и серосодержащих соединений — дибен-
зотиофенов. Полученные результаты коррелируют с результатами, отраженными в исследовании 
А.Э. Кон торовича с соавторами [2004]. При изучении битумоидов разнофациальных юрских пород За-
падно-Сибирского бассейна установлено, что в террагенном ОВ образуются в основном фенантрен и 
его метилпроизводные, а в аквагенном наряду с фенантренами — большое количество ароматических 
стероидов; стероиды захороненного аквагенного ОВ в большей степени преобразуются в три-, а в тер-
рагенном — в моноароматические [Конторович и др., 2004]. 

зАКЛЮчЕНИЕ

С помощью эксперимента, проведенного в условиях, характерных для зоны генерации углеводо-
родов (80 °C, 5 MПa), установлено, что культивирование микробного сообщества донного осадка из 
района грязевого вулкана гряды Хобой (Академический хребет), обогащенного биомассой байкальской 
диатомеи Synedra acus, приводит к изменению состава органического вещества. Степень преобразован-
ности ОВ в осадке после эксперимента составила 16 %, при этом снижалась концентрация фенантренов 
относительно метилзамещенных гомологов, включая ретен, увеличивалась концентрация дибензотио-
фенов относительно нормальных алканов, идентифицированы три- и моноароматические стероиды, 
включая и 17-дисметил, 23-метилмоноароматические стероиды С27. Диатомовые водоросли продуциру-
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ют разнообразные стероиды, во фракциях стеринов они могут быть представлены 3—10 соединениями. 
Увеличение концентрации три- и моноароматических стероидов в образце осадка после эксперимента 
может свидетельствовать о том, что биомасса байкальской диатомеи S. acus подверглась деструкции, 
что и привело к повышению концентрации стероидов. Доминирование S над R-изомерами в гомогопа-
нах, наличие биогопанов в следовых концентрациях также свидетельствуют о большей преобразован-
ности ОВ в образце после культивирования. В контрольном (стерильном) осадке изменений в составе 
ОВ не выявлено. Отсутствие значительных изменений в составе и разнообразии микробного сообще-
ства донного осадка после экспозиции в экспериментальных условиях, вероятно, связано с доминирова-
нием в природном осадке микроорганизмов, способных выживать в анаэробных термофильных услови-
ях (представители филумов Proteobacteria (α-, β-, γ-), Actinobacteria, Deinococcus-Thermus, Firmicutes), 
которые могут поступать совместно с грязевыми потоками в составе глубокозалегающих осадочных 
отложений. 
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