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АННОТАЦИЯ

Впервые изучен состав бактерий воды и донных отложений оз. Пясино  и прилегающих к нему рек 
с помощью высокопроизводительного  секвенирования. На участках рек,  подвергшихся воздействию 
нефтепродуктов в мае 2020 г.,  бактерий-деструкторов углеводородов не обнаружено. В реках Далдыкан 
и Амбарной,  расположенных ниже по  течению от места разлива,  доминируют бактерии,  окисляющие серу 
и мышьяк. В то  же время в оз. Пясино  эти бактерии не обнаружены,  доминантами там являлись мелкие 
цианобактерии и нормальная олиготрофная микрофлора. Таким образом,  состав бактерий воды и донных 
отложений Норило-Пясинской водной системы соответствует техногенному воздействию,  которому она 
подвергается,  а также демонстрирует буферные свойства оз. Пясино  на пути стока воды в Карское море.

Ключевые слова: бактериопланктон,  донные отложения,  высокопроизводительное секвенирование,  
разливы нефти,  оз. Пясино,  16S рРНК.

углеводородов,  микроорганизмами –   бакте-
риями и микроскопическими грибами [Da- 
venport,  1982;  Albers,  1992;  Jernelov,  2010]. 
Резкое увеличение численности микроорганиз-
мов наблюдается обычно  в течение несколь-
ких дней после разливов нефти [Davenport,  
1982]. Бактерии,  способные к деградации угле-
водородов,  принадлежат к родам Alcanivorax,  
Alteromonas,  Cyclocalisticus,  Halomonas,  Ma-

Арктические регионы особенно  уязви-
мы перед деятельностью человека,  при этом 
в силу природно-географических условий 
нефтяные разливы здесь более вероятны,  
а их последствия сложнее ликвидировать,  
чем в других регионах. После разливов неф-
ти в водной экосистеме начинается биологиче-
ская деградация ее компонентов,  преимуще-
ственно  низкомолекулярных алифатических 
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rinobacter,  Oleiphilus,  Oleispira и Pseudoalte-
romonas,  при этом Alcanivorax и Marinobacter 
специализируются на алифатических углево-
дородах,  а Alteromonas,  Colwellia и Cyclocal-
sticus имеют повышенную способность к де-
градации полициклических ароматических 
углеводородов [Perhar,  Arhonditsis,  2014;  
Krolicka et al.,  2019]. Поэтому представители 
вышеперечисленных таксонов часто  обнару-
живаются в экосистемах при разливах нефте-
продуктов. В целом,  все представители класса 
гаммапротеобактерий считаются способными 
к деградации углеводородов,  особенно  в мор-
ских экосистемах [Perhar,  Arhonditsis,  2014]. 
Однако  результаты экспериментов в мезокос-
мах показывают также,  что  ведущую роль 
в деградации углеводородов в бореальных 
олиготрофных пресноводных экосистемах мо-
гут играть альфапротеобактерии [Cederwall et 
al.,  2020]. Эффективность микробной деграда-
ции нефтепродуктов зависит от температуры 
воды,  ее солености,  общей минерализации,  
pH,  концентрации элементов минерального  
питания,  растворенного  кислорода и началь-
ной численности микроорганизмов,  способных 
к биодеградации [Albers,  1992].

Норило-Пясинская водная система –   это  
сеть природных озер  и рек,  расположенная 
на севере Красноярского  края. Бассейн р. Пя-
сина является местом обитания редких ви-
дов гидробионтов,  в том числе ценных видов 
северных рыб. В то  же время этот район на-
ходится под постоянной антропогенной на-
грузкой,  обусловленной нахождением в нем 
Надеждинского  металлургического  завода 
(НМЗ). В мае 2020 г. произошла техногенная 
катастрофа,  в результате которой большой 
объем нефтепродуктов попал в руч. Безымян-
ный и распространился далее вниз по  течению.

Цель данной работы –  исследование так-
сономического  состава бактерий толщи воды 
и донных отложений Норило-Пясинской 
водной системы методом секвенирования сле-
дующего  поколения. Главной задачей было  
определить влияние техногенной аварии,  про-
изошедшей в мае 2020 г.,  на численность и со-
став бактерий рек Далдыкан,  Амбарной,  Пя-
сина,  а также оз. Пясино,  расположенных 
ниже по  течению от места утечки нефтепро-
дуктов. Задача несколько  осложнялась тем,  
что  таксономический состав бактериоплан-
ктона в этой системе изучается впервые,  т. е. 

отсутствовала исходная точка для сравнения. 
В связи с этим были взяты фоновые пробы 
на р. Амбарной выше места впадения р.  Дал-
дыкан,  а также р. Норильской,  т. е. в местах,  
в которые нефтепродукты в результате утеч-
ки не попали.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ

Пробы собирали на 13 станциях (см. карту 
в статье Д. М. Безматерных и др. настоящего  
спецвыпуска) в период с 4–11 августа 2020 г.: 
в руч. Безымянном (Надеждинский) (ст. 1),  
в который во  время утечки попало  дизель-
ное топливо;  в р. Далдыкан выше (ст. 2) и ниже 
(ст. 3) устья руч. Безымянного;  в р. Амбарной 
выше (ст. 4) и ниже (ст. 5,  6 и 13) устья р. Дал-
дыкан;  в р. Норильской (ст. 12);  в оз. Пясино  
(ст. 7–10),  в которое впадают реки Амбарная 
и Норильская;  в истоке вытекающей из озера 
р. Пясина (ст. 11). Таким образом,  станции 2,  
4 и 12 находились в фоновых зонах,  не под-
вергавшихся воздействию аварийного  разлива 
нефтепродуктов в мае 2020 г. В реках и при-
брежных участках оз. Пясино  пробы отбира-
ли пластиковым ведром из поверхностного  
горизонта. На глубоководных участках озе-
ра отбирали интегральные пробы воды (об-
разцы F08 и F10) с помощью батометра типа 
Рутнера. Пробы для определения общей чис-
ленности бактериопланктона отбирали в трех 
повторностях: по  10 мл воды помещали в сте-
рильные пенициллиновые флаконы и добавля-
ли по  0,5 мл формальдегида. Для определе-
ния таксономического  состава планктонных 
бактерий бактериопланктон концентрировали 
из объема 0,1–2,5 л фильтрованием на мем-
бранные фильтры с диаметром пор  0,22 мкм 
(Whatman,  США). Донные отложения отбира-
ли стерильным пластиковым шприцем с отре-
занным игольным концом в трех разных точ-
ках каждого  участка и объединяли в одну 
пробу. Фильтры и донные отложения помеща-
ли в пластиковые зип-пакеты и хранили в мо-
розильной камере при температуре –18 °C.

Общая численность  
бактериопланктона

Общую численность бактерий оценива-
ли методом эпифлуоресцентной микроско-
пии с использованием флуорохрома ДАФИ 
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(4ʹ,6-диамидино-2-фенилиндол). После инку-
бирования исследуемой пробы воды с ДАФИ 
в течение 5 минут в темноте бактерии кон-
центрировали фильтрованием на мембран-
ном фильтре черного  цвета с диаметром пор  
0,2 мкм. Бактериальные клетки на фрагмен-
тах фильтра фотографировали при помощи 
системы фотодокументации,  объединенной 
с эпифлуоресцентным микроскопом Axioscope 
40 (Zeiss,  Германия). Для определения чис-
ленности и биомассы бактериопланктона ис-
пользовались электронные фотографии 20 по-
лей фильтра. Каждый снимок обрабатывался 
в программе ImageJ v 1.53 (Wayne Rasband 
National Institutes of  Health,  USA,  http://  
imagej.nih.gov/ij).

Идентификация бактерий методом  
высокопроизводительного секвенирования 

по участку 16S рРНК гена

Геномную ДНК из 13 проб бактериопланкто-
на,  сконцентрированного  на фильтрах с ди- 
аметром пор  0,2 мкм,  и из 13 проб донных 
отложений выделяли с помощью набора Fast 
DNA Spin Kit for Soil (MPbio,  США) по  про-
токолу производителя. Количество  выделен-
ной геномной ДНК анализировали методами 
спектрофотометрии и флуориметрии.

Регион V3-V4 гена 16S рРНК был ам-
плифицирован с помощью праймеров 343F 
(5ʹ-CTCCTACGGRRSGCAGCAG-3ʹ) и 806R 
(5ʹ-GGACTACNVGGGTWTCTAAT-3ʹ),  со-
держащих адаптерные последовательности 
(Illumina),  линкер  и баркод [Fadrosh et al.,  
2014]. Амплификацию проводили согласно  
предыдущей работе [Martemyanov et al.,  2016]. 
Ампликоны смешивали по  200 нг каждого  
и чистили в 1%-м агарозном геле с помощью 
набора MinElute Gel Extraction Kit (Qiagen,  
USA). Секвенирование проводили в ЦКП “Ге-
номика” СО РАН (ИХБФМ СО РАН) на секве-
наторе MiSeq (Illumina,  USA),  используя на-
бор  Reagent Kit v3 (2×300,  Illumina).

Полученные парные последовательности 
анализировали с помощью UPARSE скриптов 
[Edgar,  2013],  используя Usearch v11.0.667 
[Edgar,  2010]. Биоинформатическая обработка 
включала перекрывание парных ридов,  филь-
трацию по  качеству и длине,  учет одинако-
вых последовательностей,  отбрасывание син-
глетонов,  удаление химер  и получение ОТЕ 

(операционные таксономические единицы) 
с помощью алгоритма кластеризации UPARSE 
[Edgar,  2017].

Таксономическая принадлежность после-
довательностей ОТЕ определялась с помо-
щью SINTAX  [Edgar,  2016] и референсной 
базы 16S  RDP training set v16 [Wang et al.,  
2007]. Альфа- и бета-разнообразие анализиро-
вали Usearch.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Численность бактериопланктона

Численность и биомасса бактериопланкто-
на приведены в табл. 1. Показатели разви-
тия бактериопланктона варьировали в преде-
лах одного  порядка,  от 0,4 до  2,7 млн кл/мл,  
что  свидетельствует о  низкой трофности си-
стемы. Для сравнения,  например,  в нижнем 
течении р. Енисей,  который также считает-
ся олиготрофной экосистемой,  численность 
бактериопланктона достигает значений более 
15 млн кл/мл [Gladyshev et al.,  2015]. Таким 
образом,  в оз. Пясино  и прилегающих реках 
явных вспышек численности бактерий,  за-
фиксированных в некоторых водоемах после 
нефтяных разливов [Davenport,  1982;  Albers,  
1992;  Jernelov,  2010;  Perhar,  Arhonditsis,  
2014],  не отмечено  (см. табл. 1). Вероятно,  по-
сле сбора разлитой нефти в реках бактерио-
планктон,  формирующийся в верховьях,  уже 
не имел дополнительного  органического  суб-
страта для развития. Минимальное значение 
численности и биомассы бактериопланктона 
обнаружено  в р. Пясина (см. табл. 1).

Таксономический состав бактерий

Таксономический состав доминантных бак-
терий планктона и донных отложений пред-
ставлен в табл. 2 и 3. Стоит отметить,  что  
среди доминантных бактерий,  специализиру-
ющихся на деградации углеводородов,  не об-
наружено. Тем не менее среди доминантов 
бактериального  сообщества можно  выделить 
несколько  интересных представителей. Так,  
в бактериопланктоне пробы из устья р. Ам-
барной (см. табл. 2,  образец F06) доминирует 
ОТЕ 53 Thiovirga sulfuroxydans –   мезофиль-
ный хемолитоавтотроф,  способный к окисле-
нию серы,  впервые выделенный из сточных 
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вод [Ito et al.,  2005]. Во  всех пробах бактерио-
планктона рек,  расположенных вниз по  тече-
нию от места расположения НМЗ (см. табл. 2,  
образцы F01,  F03,  F05,  F13),  доминируют 
OTE 20 Sulfurovum и ОТЕ 29 Acidovorax. Не-
культивируемые представители рода Sulfu‑ 
rovum –  строго  анаэробные хемолитоавтотро-
фы,  окисляющие серные соединения [Mino et 
al.,  2014]. Acidovorax –   это  аэробный хемо-
органотроф,  бактерии этого  рода обнаружи-
ваются в различных местах обитания: вода,  
почва,  активированные илы,  клинические об-
разцы,  растения [Willems et al.,  1990]. ОТЕ 
31 Thiomonas arsenitoxydans также домини-
рует в нескольких пробах,  взятых на этих 
станциях (см. табл. 2,  образцы F01,  F03,  F05,  
табл. 3,  образцы S01,  S03,  S05). Thiomonas 
arsenitoxydans –  это  способные к окислению 
мышьяка факультативные хемоавтотрофы,  
как правило,  населяющие кислые шахтные 
воды [Slyemi et al.,  2011]. Еще один хемолито-
автотроф   ОТЕ 72 Sulfuriferula plumbophilus –   
сероокисляющая бактерия [Watanabe et al.,  
2015] –   преобладал в образце донных отложе-
ний р. Амбарной ниже впадения р. Далдыкан 
(см. табл. 2,  S05).

В то  же время в пробах,  расположенных 
выше по  течению от мест возможного  попада-
ния нефтепродуктов,  не было  ярко  выражен-

ных доминантов,  за исключением ст. 4,  где 
доминировал OTE 77 Gemmobacter –   некуль-
тивируемый представитель сем. Rhodobacte-
riaceae (см. табл. 2,  F04,  табл. 3,  S04) [Pohlner 
et al.,  2019].

В оз. Пясино,  а также реках Норильской 
и Пясина преобладали ОТЕ 4 GpIIa и ОТЕ 218 
GpIIa –   некультивируемая группа цианобак-
терий,  в которую входят два рода –   Prochlo-
rococcus и Synechococcus,  которые невозмож-
но  разделить по  последовательности гена 16S 
рРНК [Biller et al.,  2015]. Данные цианобакте-
рии –   одна из доминантных групп микроор-
ганизмов в олиготрофных морских водах,  на-
селяющая эвфотическую зону. Synechococcus 
присутствует повсеместно,  в то  время как 
Prochlorococcus встречается в теплых океан-
ских водах и почти отсутствует в высоких ши-
ротах. Таким образом,  вероятнее,  что  в озере 
Пясино  наблюдалось развитие Synechococcus.

альфа-Разнообразие сообществ бактерий 
сильно  различалось между пробами (табл. 4). 
Самые низкие индексы разнообразия были 
у пробы бактериопланктона,  взятой в районе 
разлива нефтепродуктов –   в ручье Безымян-
ном (см. табл. 4,  F01),  а также у прибрежной 
пробы из оз. Пясино  (см. табл. 4,  F08). Напро-
тив,  наибольшие значения альфа-разнообра-
зия бактериопланктона наблюдались на ст. 2,  

Т а б л и ц а  1
Численность и биомасса бактериопланктона в воде рек и озера Норило-Пясинской водной системы  

(среднее значение ± стандартное отклонение)

Объект Станция Дата Численность,  106 кл/мл Биомасса,  мг/л

руч. Безымянный,  в районе разлива  
нефтепродуктов

1 04.08.2020 2,333 ± 0,433 0,116 ± 0,022

р. Далдыкан,  выше по  течению от места  
впадения руч. Безымянного  (фоновая зона)

2 04.08.2020 0,852 ± 0,253 0,043 ± 0,013

р. Далдыкан,  устье 3 05.08.2020 2,302 ± 0,302 0,115 ± 0,015

р. Амбарная,  выше по  течению от места  
впадения р. Далдыкан (фоновая зона)

4 05.08.2020 0,773 ± 0,164 0,039 ± 0,008

р. Амбарная,  ниже впадения р. Далдыкан 5 05.08.2020 2,744 ± 0,773 0,137 ± 0,039

р. Амбарная,  устье,  выше боновых заграждений 6 09.08.2020 0,492 ± 0,142 0,025 ± 0,007

оз. Пясино,  мыс Тонкий 7 11.08.2020 3,055 ± 0,554 0,153 ± 0,028

оз. Пясино,  прибрежный участок 8 11.08.2020 2,271 ± 0,270 0,114 ± 0,015

оз. Пясино,  центр  (глубина 2,9 м) 9 11.08.2020 0,472 ± 0,167 0,024 ± 0,008

оз. Пясино,  мыс Голый 10 11.08.2020 0,498 ± 0,148 0,025 ± 0,007

оз. Пясино,  прибрежный участок 11 11.08.2020 0,361 ± 0,091 0,018 ± 0,005

оз. Пясино,  центр  (глубина 6,7 м) 12 09.08.2020 0,846 ± 0,299 0,042 ± 0,015

Исток р. Пясина из озера 13 09.08.2020 1,692 ± 0,443 0,085 ± 0,022
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находившейся вне зоны воздействия техноген-
ной аварии (см. табл. 4,  F02).

На рисунке представлены результаты ана-
лиза бета-разнообразия сообществ бактерий 
методом главных компонент. Первые две ком-
поненты объясняют 77 %  общей изменчивости. 
Можно  выделить три четких кластера,  расхо-
дящихся по  обеим главным компонентам:

I. Первый кластер  объединил образцы бак-
териопланктона всех участков рек,  располо-
женных вниз по  течению от места расположе-
ния НМЗ: ручья Безымянного,  р. Далдыкан,  
ниже места впадения руч. Безымянного,  и 
р. Амбарной,  ниже места впадения р. Далды-
кан (F01,  F03,  F05,  F06,  F13,  см. рисунок). 
Наибольшими по  модулю факторными на-
грузками,  способствующими выделению этого  
кластера,  были ОТЕ 20 Sulfurovum,  ОТЕ 29 
Aci dovoraх и ОТЕ 31 Thiomonas arsenitoxydans.

II. Второй кластер  однозначно  включает 
все образцы бактериопланктона из оз. Пясино  
и вытекающей из него  р. Пясина (F07 – F11,  

см. рисунок). Факторными нагрузками,  опре-
деляющими выделение этого  кластера,  явля-
ются ОТЕ 4,  ОТЕ 24,  ОТЕ 218,  принадлежа-
щие к группе цианобактерий GpIIa.

III. Третий кластер  включал в себя 
все пробы бактерий донных отложений 
(S01 –  S13,  см. рисунок),  а также бактерио-
планктон станций,  расположенных на реках 
выше источников техногенного  загрязнения: 
р. Далдыкан,  выше места впадения руч. Безы- 
мянного,  р. Амбарная,  выше места впадения 
р. Далдыкан,  р. Норильская (F02,  F04,  F12,  
см. рисунок). Образцы S03 и S05 (устье р. Дал-
дыкан и р. Амбарной ниже устья р. Далды-
кан) несколько  отдалены от других проб это-
го  кластера в направлении первого  кластера,  
что  связано  с относительно  большим чис-
лом OTE 31 и ОТЕ 22 в этих пробах. Анало-
гично,  образец F12 сдвинут по  оси ординат 
несколько  ближе ко  второму кластеру благо-
даря наличию большого  числа цианобактерий  
GpIIa.

Т а б л и ц а  4
альфа-Разнообразие бактериальных сообществ планктона и донных отложений

Образец Станция Индекс Шеннона Индекс chao1 Богатство  видов

F01 1 2,82 645,10 359,00

F02 2 6,05 1615,90 1330,00

F03 3 3,23 883,60 484,00

F04 4 4,08 1035,90 649,00

F05 5 3,50 1165,10 615,00

F06 6 2,79 623,90 370,00

F07 7 3,67 820,60 438,00

F08 8 3,75 633,50 387,00

F09 9 3,82 845,40 450,00

F10 10 3,00 577,30 326,00

F11 11 4,04 1042,40 579,00

F12 12 4,56 1585,30 792,00

F13 13 3,11 755,40 478,00

S01 1 5,09 1394,10 986,00

S02 2 5,61 1701,60 1168,00

S03 3 3,89 1154,50 640,00

S04 4 4,68 941,10 677,00

S05 5 4,46 1458,20 788,00

S06 6 5,58 1698,00 1126,00

S07 7 5,66 1703,30 1131,00

S08 8 5,28 1271,60 978,00

S09 9 4,04 1156,90 731,00

S10 10 4,90 1871,00 1170,00

S11 11 5,80 1732,70 1248,00

S12 12 5,42 1946,80 1203,00

S13 13 5,71 1767,30 1174,00

П р и м е ч а н и е.  F –   бактериопланктон,  S  –   бактерии донных отложений.
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Таким образом,  утечка нефтепродуктов 
не повлияла на состав бактерий в донных от-
ложениях Норило-Пясинской речной системы,  
кроме,  вероятно,  станций 3 и 5. Напротив,  
состав бактериопланктона однозначно  опре-
делялся наличием антропогенного  воздей-
ствия. Доминирование бактерий,  свойствен-
ных микробным сообществам стоков шахт 
и другим экстремальным местообитаниям,  
указывает на загрязнение вод руч. Безымян-
ного,  р. Далдыкан и р. Амбарной,  располо-
женных вниз по  течению от места располо-
жения НМЗ. Произошло  ли это  в результате 
аварии,  случившейся в мае 2020 г.,  или яв-
ляется следствием влияния рутинных стоков 
с НМЗ,  остается неясным. Доминирование 
в планктоне сероокисляющих бактерий может 
также быть отдаленным следствием утечки 
углеводородов. Возможно,  в результате обра-
зования пленки на поверхности система при-
обрела аноксигенный характер,  и обычно  на-
селяющие этот участок аэробные бактерии 
были вытеснены анаэробами. Поскольку у нас 
нет данных о  таксономическом составе бакте-
рий в воде и донных отложениях Норило-Пя-

синской водной системы до  аварии,  данное 
предположение пока не представляется воз-
можным проверить. Состав бактериопланктона 
оз. Пясино  и вытекающей из него  р. Пясина 
не отличался от других олиготрофных водо- 
емов,  подверженных умеренному антропоген-
ному воздействию [Logue et al.,  2012]. Однако  
необходим дальнейший мониторинг состояния 
бактериальных сообществ Норило-Пясинской 
речной системы.
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For the first time,  the bacterial composition of  water and sediments in Lake Pyasino and ad-
jacent rivers was studied by next-generation sequencing. On the river sections exposed to diesel 
spillage in May 2020,  no hydrocarbon-degrading bacteria were found. The Daldykan and Ambar-
naya rivers,  located downstream of  the spill site,  were dominated by bacteria that oxidize sul-
fur and heavy metals. At the same time,  these bacteria were not found in Lake Pyasino which 
was dominated by small cyanobacteria. Thus,  the composition of  bacteria in the water and sed-
iments of  the Norilsk-Pyasino lake-river system corresponds to the technogenic impact to which 
it is exposed,  and also demonstrates the buffer properties of  Lake Pyasino on the way of  water 
flow into the Kara Sea.

Key words: bacterioplankton,  sediments,  next-generation sequencing,  oil spill,  Lake Pyasi-
no,  16S rRNA.


