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С помощью 16S рРНК профилирования исследован микробиом веслоногих рачков рода Diaptomus, 
обитающих в высокогорном озере Западного Кавказа. Основу микробиома составляли аэробные 
и анаэробные органотрофные микроорганизмы, метаногенные археи и аэробные метанокисляющие 
бактерии (МОБ). Выявлены симбионты и бактерии, входящие в рацион питания рачков. Анаэробные 
органотрофные микроорганизмы, обитающие в рачках, обеспечивают субстратами метаногенов – 
вторую по относительной численности физиологическую группу прокариот в составе микробиома. 
В микробиоме доминировали ацетокластические метаногены рода Methanothrix и гидрогенотрофные 
метаногены родов Methanobacterium и Methanoregula. Цикл метана внутри рачков замкнут, поскольку 
их микробиом содержал разнообразную популяцию аэробных МОБ, среди которых доминировали 
МОБ класса Gammaproteobacteria родов Methylobacter и Methyloparacoccus. Предположительно, обмен 
метаном между метаногенами и метанотрофами происходит в кишечнике рачка в аноксидных условиях 
при непосредственном контакте целевых микроорганизмов.
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Свободноживущие веслоногие ракообраз-
ные (Copepoda) являются важнейшим звеном 
пищевой цепи и  вносят значимый вклад в  об-
щую продуктивность и  функционирование во-
дных экосистем, включая высокогорные озера. 
Высокогорные озера характеризуются высокой 
прозрачностью воды, высоким уровнем УФ-
излучения и отсутствием рыбы. В этих услови-
ях именно УФ-излучение является движущим 
фактором дневной миграции веслоногих рачков 
в нижние водные слои (Fischer et al., 2015). Ночью 
веслоногие рачки мигрируют к поверхностным 
водам, чтобы получить c пищей незаменимые по-
линенасыщенные жирные кислоты, а также каро-
тиноиды ‒ предшественники синтеза природного 
антиоксиданта астаксантина. Накопление астак-
сантина приводит к  снижению уровня свобод-
ных радикалов, образующихся под воздействием 
УФ-излучения, что улучшает метаболизм и по-
вышает антиоксидантный потенциал (Cui et al., 
2023). Диета копепод состоит из  фототрофных 

и гетеротрофных планктонных микроорганизмов 
(Vakati et al., 2023), и УФ-излучение стимулиру-
ет синтез каротиноидов в их клетках (Cui et al., 
2023). Во время питания и выделения веслоногие 
рачки высвобождают растворенное и взвешенное 
органическое вещество, обеспечивая им сопут-
ствующие микроорганизмы и регулируя числен-
ность свободноживущих микробных популяций. 
Микробиом копепод участвует в регуляции обще-
го энергетического баланса зоопланктона и в обе-
спечении гомеостаза, а также влияет на кругово-
рот органического вещества в водных экосистемах. 
Кишечная микробиота рачков помогает разрушать 
токсины, образующиеся во время цветения циа-
нобактерий, и осуществляет трансформацию био-
генных элементов, в том числе в анаэробных ре-
акциях (Feng et al., 2023).

Целью работы являлось изучение микробиома 
веслоногих ракообразных рода Diaptomus (рис. 1), 
обитающих в водной толще высокогорного озера 
Западного Кавказа.

КРАТКИЕ СООБЩЕНИЯ
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Оз. Шобайдак-Кель (43.4462 N, 41.6287 E) рас-
положено на  высоте 2936 м  над уровнем моря 
на территории Тебердинского национального пар-
ка. Отбор копепод, воды и донных осадков про-
водили в августе 2023 года в глубоководной зоне 
озера в  точке с  глубиной 8.5 м  и в  прибрежной 
зоне (литорали) на глубине 0.2 м. Подробные ре-
зультаты гидрохимических и  биогеохимических 
исследований водной толщи и донных осадков оз. 
Шобайдак-Кель будут приведены в нашей связанной 
публикации (готовится к печати).

Для 16S рРНК профилирования использовали 
интегральные пробы воды (5 образцов) с глубин 0, 
3, 6, 8.5 м (глубоководная зона) и 0.2 м (зона лито-
рали), а также осадков (6 образцов) с глубин 0‒2, 
2‒7, 7‒13, 13‒30 и 30‒35 см (глубоководная зона) 
и 0‒5 см (зона литорали). Для этого 3 образца 
(биологические повторности) воды с конкретной 
глубины и 3 колонки осадков отбирали на площади 
1 м2 и объединяли по горизонтам в одной склянке. 
Колонку осадков предварительно делили на секто-
ра. Биомассу живых рачков отбирали из всех проб 
воды по профилю в одну интегральную пробу, от-
мывали в этаноле и гомогенизировали с жидким 
азотом перед процедурой выделения ДНК. После 
отбора копепод, образцы воды фильтровали через 
мембранные фильтры (диаметр пор 0.2 мкм).

Выделение ДНК из клеток, сконцентрирован-
ных на фильтрах, образцов донных осадков и био-
массы копепод, амплификацию вариабельного 
региона V3–V4 гена 16S рРНК, секвенирование, 
анализ фрагментов гена 16S рРНК, кластеризацию 

последовательностей в оперативные таксономи-
ческие единицы (ОТЕ) с  помощью программы 
USEARCH, удаление химерных последователь-
ностей и таксономическую идентификацию ОТЕ 
по базе SILVA v.138 с использованием алгоритма 
VSEARCH sintax проводили по методикам, описан-
ным ранее (Каллистова и соавт., 2023). В результате 
было получено суммарно для образцов воды и осад-
ков 412587 чтений последовательностей гена 16S 
рРНК и 16355 чтений для образца биомассы рачков. 
Индексы альфа-разнообразия рассчитывали с ис-
пользованием команды “alpha_div” в USEARCH. 
Расчет расстояния Жаккара был выполнен с при-
менением команды “beta_div” в  USEARCH. Не-
метрическое многомерное шкалирование (NMDS) 
было выполнено на  языке программирования R 
с использованием библиотек vegan (Oksanen et al., 
2022) и ggplot2 (Wickham, 2016). В качестве вход-
ной матрицы использовались расстояния Жаккара. 
Нуклеотидные последовательности депонированы 
в базу данных Sequence Read Archive NCBI в Bio-
Project PRJNA1148430. Микроскопию рачков про-
водили с использованием CELENA X High Content 
Imaging System (“Logos Biosystems”, Южная Корея).

Значения индексов Чао и Шеннона указывают 
на более высокое разнообразие микробного сооб-
щества в слое осадков 0‒30 см (703‒972.5 и 4.9‒5.7 
соответственно) по сравнению с водой (125.1‒225.3 
и 2.7‒3.1) и  микробиомом рачков (567 и 4.4). 
Низкие значения индекса Симпсона (0.01‒0.12) 
указывают на то, что при общем довольно вы-
соком разнообразии, филотипы в  микробных 
сообществах всех образцов были распределены 
равномерно без ярко выраженного доминирова-
ния индивидуальных представителей (табл. S1). 
NMDS анализ выявил сходство в составе микроб-
ных сообществ воды. Разные горизонты осадков 
и микробиом рачков, напротив, отличались по со-
ставу, как от воды, так и друг от друга (рис. S1). 
Общее количество филотипов, выявленных в воде, 
варьировало от 180 до 410 с максимальным значе-
нием в придонном горизонте. В осадках глубоко-
водной зоны общее количество филотипов состав-
ляло 688‒1765 с максимальными и минимальными 
значениями на горизонтах 7‒13 и 30‒35 см соот-
ветственно. В осадках литорали выявлено 872 фи-
лотипа, а в микробиоме рачков – 566.

Основу микробиома копепод составляли прока-
риоты трех физиологических групп: органотрофные 
микроорганизмы, метаногенные археи и аэробные 
метаноокисляющие бактерии (МОБ) (рис. 2).

Органотрофная составляющая микробиома 
была многочисленна, разнообразна и  включала 
аэробных и анаэробных представителей бактерий 
и архей. Среди них доминировали 3 филотипа (17.3, 
10.7 и 0.9% от общего количества фрагментов гена 
16S рРНК соответственно) эндемиков: Acidovorax 
temperans (98.71% сходства последовательностей 

Рис. 1. Внешний вид веслоногих рачков рода 
Diaptomus, обитающих в водной толще оз. Шобайдак-
Кель. Масштабная метка соответствует 500 мкм.
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16S рРНК), Flavobacterium restrictum (99.13%) и Tsu-
neonella deserti (98.18%). Последовательности этих 
микроорганизмов не  были выявлены ни  в воде, 
ни в осадках озера. Аэробных, способных к гетеро-
трофной денитрификации хеморганотрофных бак-
терий вида A. temperans, обычно выделяют из раз-
личных клинических и связанных с ними образцов 
(Willems et al., 1990), что свидетельствует об их па-
разитической природе. Возможно, эти бактерии 
передаются от  взрослой особи рачка потомству 
через яйцевые мешки. Другая, доминировавшая 

в микробиоме аэробная бактерия вида F. restrictum, 
напротив, является свободноживущим психрото-
лерантным хемоорганотрофом, способным к ни-
тратредукции (Zhang et al., 2020). Ее клетки харак-
теризуются наличием пигментов желтого цвета, 
возможно, каротиноидов. Аналогичные пигменты 
известны и для свободноживущего аэробного орга-
нотрофа вида T. deserti (Yan et al., 2017; Zhang et al., 
2020), последовательности которого также при-
сутствовали в микробиоме рачка, но не во внеш-
ней среде. Поскольку каротиноиды необходимы 
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Рис. 2. Относительная численность прокариот (% от общего количества последовательностей гена 16S рРНК), до-
минирующих в микробиоме веслоногих рачков.
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высокогорным копеподам для синтеза астаксан-
тина (Cui et  al., 2023), вероятно, у  рачка-хозяи-
на устанавливались симбиотические отношения 
с данными бактериями: рачки обеспечивали бак-
терий органическим веществом, а бактерии снаб-
жали рачков каротиноидами.

Наряду с  эндемиками, в  микробиоме рачка 
присутствовали аэробные органотрофы из  во-
дной толщи озера (рис. 2). К  ним относились 
представители двух филотипов, близкород-
ственных (>99% сходства) представителям вида 
Sphingorhabdus planktonica (2.2% от  общего ко-
личества фрагментов гена 16S рРНК) и  рода 
Candidatus Planktophila (1%). Доля этих филоти-
пов в воде достигала 25% от общего количества 
фрагментов гена 16S рРНК. Также в микробио-
ме доминировали 3 филотипа, близкородствен-
ные (>98.6% сходства) представителям видов 
Pedobacter daechungensis (3.5% от общего количе-
ства фрагментов гена 16S рРНК), Flectobacillus 
speluncae (1.3%) и Gemmobacter tilapiae (0.7%), доля 
которых в воде была ниже 2.5%. Клетки всех бак-
терий, за исключением G. tilapiae, имеют желтую, 
розовую или красновато-оранжевую окраску; боль-
шинство предпочитает слабощелочные условия, 
характерные для водной толщи оз. Шобайдак-Кель 
(An et al., 2009; Jezbera et al., 2009; Jogler et al., 2013; 
Sheu et al., 2013). Данные бактерии, вероятно, со-
ставляли рацион питания рачков. Таким образом, 
рачки получают необходимые для синтеза астак-
сантина каротиноиды, не только поедая образую-
щие их микроорганизмы, но и за счет симбиоза.

В микробиоме копепод обнаружена также до-
вольно разнообразная популяция анаэробных орга-
нотрофных прокариот, последовательности кото-
рых детектированы в осадках озера (рис. 2). К ним 
относились некультивируемые представители се-
мейств Anaerolineaceae (2.7% от общего количества 
фрагментов гена 16S рРНК), Syntrophaceae (0.5%) 
и филума Bacteroidota (1.1%). В осадках их отно-
сительная численность по  профилю составляла 
0.3‒1.6, 0‒0.2 и 0‒1.1% соответственно. Из куль-
тивируемых представителей в микробиоме доми-
нировало 2 филотипа, один из которых имел 98.7% 
сходства с последовательностями алкалофильного, 
содержащего каротиноиды сахаролитика рода Alka-
liflexus, основными продуктами брожения которо-
го являются пропионат, ацетат и сукцинат (Zhilina 
et al., 2004). Его доля в микробиоме достигала 0.9%. 
Второй филотип имел 99.32% сходства с последо-
вательностями нейтрофильного и психрофильного 
сахаролитика вида Clostridium estertheticum, который 
образует большие количества Н2 и СО2, бутанола, 
сложный спектр эфиров и летучих серосодержащих 
соединений (Collins et al., 1992). Его доля в микро-
биоме достигала 1.6% (рис. 2).

Наряду с бактериями в микробиоме копепод об-
наружены последовательности архей филума Ca. 

Bathyarchaeota (0.8% от общего количества фрагмен-
тов гена 16S рРНК), ближайшими родственника-
ми которых (96.45% сходства последовательностей 
гена 16S рРНК) являлись Ca. Bathycorpusculum ter-
rae (OQ724660.1) – обитатели кишечника термитов 
(Protasov et al., 2023). Для первого представителя ба-
тиархей, выделенного в чистую культуру, Ca. Bathyar-
chaeum tardum, показана способность к трансформа-
ции метоксилированных ароматических соединений, 
которые являются важными компонентами лигнина. 
Центральный углеродный метаболизм в процессе ме-
токсидотрофного роста включает окисление метиль-
ных групп 3,4-диметоксибензоата или ванилата, вос-
становление CO2 и образование ацетата. Изолят мета-
болизирует белковые субстраты; диметилсульфоксид 
и нитрат стимулируют рост. Батиархеи, возможно, 
вступают в мутуалистические отношения с метано-
генами, снабжая их субстратами (Khomyakova et al., 
2023). Процент сходства последовательностей гена 
16S рРНК Ca. Bathyarchaeum tardum (CP122380.1) 
и батиархей, обнаруженных в микробиоме копепод, 
составлял 86.18%. Вероятно, анаэробные прокариоты 
попали в организм рачка при взмучивании верхнего 
слоя осадка и прижились в аноксидном кишечнике.

Анаэробные органотрофы C. estertheticum, Alkali-
flexus sp., Ca. Bathycorpusculum, а также синтрофные 
бактерии семейства Syntrophaceae могут обеспечи-
вать субстратами метаногенов – вторую по отно-
сительной численности физиологическую группу 
прокариот в микробиоме рачка. В микробиоме де-
тектированы представители, осуществляющие все 
известные пути метаногенеза. Доминировали аце-
токластические (7.5% от общего количества фраг-
ментов гена 16S рРНК) метаногены рода Methanothrix 
(1 филотип) и гидрогенотрофные (8.7%) метаногены 
родов Methanobacterium (3 филотипа) и Methanoregula 
(4 филотипа) (рис. 2, 3).

Помимо доминирующих представителей в ми-
кробиоме рачка обнаружены последовательности 
метаногенов родов Methanosarcina, Methanolinea, 
Methanospirillum, некультивируемых представи-
телей семейства Methanomicrobiaceae и  порядка 
Methanomassiliicoccales (рис. 3). При этом из 20 фи-
лотипов метаногенов, детектированных в микро-
биоме, лишь половина, включая доминирующие 
филотипы, выявлена в осадках озера. Минорные 
последовательности метаногенов являлись уни-
кальным компонентом микробиома рачка. В сумме 
относительная численность метаногенов в микро-
биоме рачка достигала 17.6%.

Метаногены являются обычным компонентом 
кишечной микробиоты беспозвоночных животных 
(Protasov et al., 2023), включая веслоногих рачков 
(Sadaiappan et al., 2021), где они образуют метан, 
выделяемый в атмосферу. Метаногенез в кишеч-
нике зоопланктона до недавнего времени считал-
ся одной из основных гипотез, объясняющих “ме-
тановый парадокс” ‒ повышение концентрации 



94	 КАЛЛИСТОВА﻿ и др.

МИКРОБИОЛОГИЯ том 94 № 1 2025

метана в аэробных водах (Bižic et al., 2020). Одна-
ко в копеподах из оз. Шобайдак-Кель цикл метана 
замкнут, поскольку в их микробиоме присутство-
вала разнообразная популяция аэробных МОБ. 
Относительная численность МОБ в микробиоме 
рачков составляла 2.65%. Подавляющее большин-
ство (2.59%) последовательностей принадлежало 
МОБ типа I класса Gammaproteobacteria (Gamma-
МОБ), ближайшими родственниками которых 
являлись некультивируемые представители родов 
Methylobacter, Methyloparacoccus, Methylicorpusculum, 
Methylolobus, Methylococcus, Methylomonas (рис. 3). 
В микробиоме доминировали (1.5%) представители 
рода Methylobacter (6 филотипов). На втором месте 
по относительной численности стояли представи-
тели рода Methyloparacoccus (0.78%, 1 филотип). Все 

последовательности МОБ типа II класса Alphaproteo-
bacteria (Alpha-МОБ) принадлежали некультивируе-
мым представителям семейства Methylocystaceae. Из 
13 филотипов МОБ, детектированных в микробио-
ме рачка, 7 присутствовали в воде и осадках озера 
(рис. 3).

Метанотрофные эндосимбионты, обитающие 
в  жаберных тканях беспозвоночных животных, 
хорошо известны (Distel et  al., 1995; Пименов 
и соавт., 2002). Последовательности МОБ и ме-
тилотрофов также ранее детектировали в микро-
биомах копепод (Samad et  al., 2020; Sadaiappan 
et al., 2021). Мы предполагаем, что обмен метаном 
между метаногенами и метанотрофами происхо-
дит в  кишечнике рачка в  аноксидных условиях 
при близком контакте целевых микроорганизмов. 

Рис. 3. Относительная численность метаногенных архей (МГ) и аэробных метанокисляющих бактерий (МОБ) в ми-
кробиоме веслоногих рачков и в фоновых образцах воды и осадков оз. Шобайдак-Кель (% от общего количества 
последовательностей гена 16S рРНК).
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В микробиоме рачка доминировали представители 
родов МОБ, которых в последние годы все чаще 
детектируют в бескислородных зонах различных 
водоемов. Вопрос о том, как аэробные МОБ вы-
живают и окисляют метан в анаэробных условиях, 
в настоящее время крайне актуален и привлекает 
внимание многих ведущих мировых специалистов 
(Reis et al., 2024). Согласно нашей гипотезе, отдель-
ные представители аэробных МОБ осуществляют 
окисление метана в анаэробных условиях за счет 
процесса NO-дисмутации, побочным продуктом 
которого является О2 (Kallistova et al., 2024). Окись 
азота может образовываться внутри рачка, благода-
ря активности как самих МОБ (из нитрата и нитри-
та), так и органотрофных микроорганизмов микро-
биома, способных к денитрификации (A. temperans) 
и нитратредукции (F. restrictum).

Таким образом, внутри копепод происходит 
круговорот метана, благодаря присутствию органо-
трофных микроорганизмов, обеспечивающих ме-
таногенных архей субстратами, и метанотрофных 
бактерий, окисляющих образуемый метан.
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SHORT COMMUNICATIONS

Microorganisms of the Methane Cycle  
in Copepods from a High- Altitude Lake

A. Yu. Kallistova1, *, V. V. Kadnikov1, A. V. Beletsky1, N. V. Pimenov1

1Federal Research Center of Biotechnology, Russian Academy of Sciences, Moscow, 117312, Russia
*e-mail: kallistoanna@mail.ru

Abstract. The microbiome of copepods of the genus Diaptomus from a high-altitude lake at Western Caucasus 
was investigated using 16S rRNA gene profiling. Aerobic and anaerobic organotrophic microorganisms, 
methanogenic archaea, and aerobic methane-oxidizing bacteria (MOB) constituted the basis of the 
microbiome. The symbionts and bacteria of the copepod diet were revealed. Anaerobic organotrophic 
microorganisms inhabiting the copepods provide the substrates for methanogens, the second most 
abundant physiological group of prokaryotes in the microbiome. Acetoclastic methanogens of the genus 
Methanothrix and hydrogenotrophic methanogens of the genera Methanobacterium and Methanoregula were 
predominant. The methane cycle within the copepods was closed, since their microbiome contained a diverse 
population of aerobic MOB, among which members of the genera Methylobacter and Methyloparacoccus 
(class Gammaproteobacteria) predominated. Methane exchange between methanogens and methanotrophs 
occurs probably in the anoxic environment of the copepod intestine under direct contact of the target 
microorganisms.

Keywords: Copepoda, microbiome, organotrophic microorganisms, methanogenic archaea, methanotrophic 
bacteria, high- altitude lakes
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