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Исследовано изменение состава микробного сообщества при формировании кислого шахтного
дренажа на модели двух водоемов, расположенных в открытом карьере по добыче полиметалличе-
ских руд “Озерное” в Восточной Сибири. Первый водоем, Bu-18, наполнялся подземными водами,
имел нейтральный рН и низкое содержание сульфата и растворенных ионов металлов. Второй во-
доем, Bu-16, наполнялся водой из Bu-18, проходящей через слой горных пород, содержащих суль-
фидные минералы, и представлял собой кислый шахтный дренаж с рН 2.85. В воде Bu-16 содержа-
лось 1405 мг/л сульфата, 164 мг/л марганца, 78 мг/л магния и 26 мг/л железа. Молекулярный анализ
состава микробных сообществ двух водоемов, проведенный с помощью высокопроизводительного се-
квенирования фрагментов гена 16S рРНК, показал, что формирование кислого шахтного дренажа сопро-
вождается уменьшением общего разнообразия микроорганизмов и отбором нескольких доминирующих
таксономических и функциональных групп. Большую часть сообщества прокариот в Bu-16 составляли
хемолитоавтотрофные железо- и серо-окисляющие бактерии Leptospirillum, Acidithiobacillus, Gallionella,
Sulfuriferula и Sulfobacillus. Гетеротрофные бактерии Ferrimicrobium и Metallibacterium, способные восста-
навливать Fe(III) в анаэробных условиях, присутствовали в минорных количествах. Более 20% сообще-
ства представляли бактерии группы Candidate Phyla Radiation и кандидатного филума Dependentiae
(TM6), являющиеся паразитами или симбионтами других микроорганизмов. Эти группы ранее редко
находили в кислых шахтных дренажах и лишь в минорных количествах. Среди эукариот в Bu-16 бы-
ли обнаружены флагелляты рода Spumella, которые могут быть хозяевами Dependentiae.
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tion, Dependentiae
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Дренажные воды с высокой кислотностью, ча-
сто называемые кислыми шахтными дренажами
(acid mine drainage), образуются в результате
окисления пирита (FeS2) и других сульфидных
минералов в присутствии кислорода и воды. Ско-
рость окисления пирита увеличивается на поряд-
ки за счет активности аэробных микроорганиз-
мов, окисляющих восстановленные соединения
железа (Rohwerder et al., 2003; Johnson, Hallberg,
2003). В результате окисления пирита ионами
Fe3+ (реакция FeS2 + 14Fe3+ + 8H2O > 15Fe2+ +

+  + 16H+) образуются протоны и сульфат,
что приводит к повышению кислотности. В свою
очередь, низкий рН среды способствует растворе-
нию содержащих металлы минералов и переходу
металлов в раствор. Результатом этих процессов яв-

ляются воды с высокой кислотностью (рН 0.5‒4),
высоким содержанием сульфатов и ионов метал-
лов (железа, цинка, меди, марганца, кадмия
и др.), достигающим граммов на литр. Кислые
шахтные дренажи характерны для мест складиро-
вания отходов добычи металлов, заброшенных
шахт, хвостохранилищ обогатительных фабрик,
открытых карьеров по добыче руд и т.п.

Высокая кислотность и содержание токсич-
ных ионов металлов в кислых дренажных водах
создают экстремальные условия для развития
микроорганизмов, ограничивающие разнообразие
микробных сообществ (Tyson et al., 2004; Baker,
Banfield, 2003; Méndez-García et al., 2015). Однако в
этих экосистемах присутствуют как неорганиче-
ские доноры электронов (в основном Fe2+ и вос-
становленные соединения серы), так и кислород,

2
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что создает условия для роста хемолитоавтотроф-
ных микроорганизмов. В анаэробных зонах, таких
как осадки очистных прудов, в качестве акцепто-
ров электронов может выступать Fe3+, а также
сульфат и нитрат, а донорами электронов слу-
жить как аллохтонные органические соединения,
доступные извне, так и первичная продукция, об-
разуемая хемолитоавтотрофами.

Микробные сообщества кислых шахтных дре-
нажей активно исследовали как классическими
микробиологическими, так и молекулярными
методами, основанными на анализе генов 16S рибо-
сомной РНК (Baker, Banfield, 2003; Méndez-García
et al., 2015), а также методами метагеномики, мета-
транскриптомики и метапротеомики (Tyson et al.,
2004; Ram et al., 2005; Chen et al., 2015). Среди хе-
молитоавтотрофов, которые обычно доминируют
в микробных сообществах кислых дренажных вод,
чаще всего обнаруживают представителей родов
Acidithiobacillus (филум Proteobacteria) и Leptospiril-
lum (филум Nitrospirae), а в условиях умеренно-
низких рН (2‒5) – бетапротеобактерии семейства
Gallionellaceae (Méndez-García et al., 2015). Гетеро-
трофная часть микробных сообществ обычно более
разнообразна и может включать протеобактерии
классов альфа, бета и гамма, а также представителей
филумов Firmicutes, Actinobacteria, Acidobacteria и
TM7 (Méndez-García et al., 2015). Среди гетеро-
трофов обнаруживают как бактерии, участвую-
щие в цикле железа и серы (представители родов
Acidiphilum, Ferrimicrobium, Sulfobacillus и др.), так
и относящиеся к группам, типичным для неэкс-
тремальных экосистем (Xanthomonodales, Sphingo-
monodales, Burkholderiales и др.).

Большинство исследованных кислых шахтных
дренажей являются “открытыми” экосистемами,
в которые могут попадать и аллохтонные микро-
организмы, например, со стоком поверхностных
вод с окружающих участков местности. При этом
в кислом дренаже происходит селекция микроб-
ного сообщества, в соответствии с физико-хими-
ческими условиями.

Целью настоящей работы было провести срав-
нительное исследование составов микробных сооб-
ществ двух водоемов, расположенных в открытом
карьере, подготовленном для добычи полиметал-
лических руд и выявить специфические для кис-
лого дренажа группы микроорганизмов. Первый
из водоемов (Bu-18) питается атмосферными осад-
ками и грунтовыми водами и имеет близкие к ней-
тральным значения рН. Второй водоем (Bu-16)
формируется в результате перетока воды из Bu-18 и,
вследствие окисления подстилающих массивов
полисульфидных руд, характеризуется низкими
значениями рН.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Отбор проб и характеристика химического со-

става воды. Пробы воды из водоемов Bu-16 и Bu-18
отбирали 11 августа 2016 г. с помощью стерильных
пластиковых бутылей. Температуру, рН и окисли-
тельно-восстановительный потенциал (Eh) опре-
деляли на месте отбора рН-метром HANNA HI
8314F. Воду для анализа содержания ионов (30 мл)
и элементного анализа (15 мл) на месте отбора
проб пропускали через фильтр с диаметром пор
0.45 мкм. Элементный анализ воды проводили в
ООО “Химико-аналитический центр “Плазма”
(г. Томск) методом масс-спектрометрии с индук-
тивно связанной плазмой (ICP-MS), а анализ
ионов ‒ на ионном хроматографе.

Выделение метагеномной ДНК, ПЦР-амплифи-
кация и секвенирование фрагментов генов 16S
рРНК. Для сбора микроорганизмов пробы воды
объемом 5 л пропускали через фильтр с диамет-
ром пор 0.22 мкм. Выделение суммарной ДНК из
отфильтрованной биомассы осуществляли с ис-
пользованием набора MO BIO Power Soil Kit
(“MO BIO Laboratoties”, Carlsbad, США) в соот-
ветствии с инструкцией производителя.

Для ПЦР-амплификации фрагмента гена 16S
рРНК, включающего вариабельные участки V3–V6,
использовали “универсальные” праймеры U341F
(5'-CCT ACG GGR SGC AGC AG) и PRK806R (5'-
GGA CTA CYV GGG TAT CTA AT). Полученные
ПЦР фрагменты секвенировали на геномном
анализаторе GS FLX (“Roche”, Швейцария) по
протоколу Titanium с использованием набора реак-
тивов GS FLX Titanium Sequencing Kit XL+. Созда-
ние библиотеки, амплификацию и секвенирование
на GS FLX проводили, следуя соответствующим
протоколам производителя.

Нуклеотидные последовательности фрагмен-
тов генов 16S рРНК депонированы в базу данных
Sequence Read Archive (SRA) NCBI под номерами
SRX5073294 (Bu-16) и SRX5073295 (Bu-18), в рам-
ках проекта BioProject PRJNA507138.

Анализ результатов секвенирования фрагментов
генов 16S рРНК. Для проведения анализа из набо-
ра определенных при пиросеквенировании по-
следовательностей генов 16S рРНК с помощью
программы Mothur (Schloss et al., 2009) отбирали
чтения, содержащие последовательность прайме-
ра U341F, и обрезали последовательности до оди-
наковой длины 250 нт для облегчения кластерно-
го анализа. Затем с помощью Usearch (Edgar,
2010) удаляли чтения низкого качества и прово-
дили кластеризацию всех последовательностей
(для обоих образцов совокупно) в оперативные
таксономические единицы (ОТЕ) на уровне 97%
идентичности. На этом этапе алгоритм Usearch
удалял химерные последовательности и синглто-
ны (последовательности, прочтенные только
один раз; в основном они представляют ошибки
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пиросеквенирования (Behnke et al., 2011). Затем с
помощью Usearch наборы исходных последователь-
ностей, полученных для образцов Bu-16 и Bu-18,
накладывали на репрезентативные последова-
тельности полученных ОТЕ на уровне 97% иден-
тичности. Таким образом, для каждой ОТЕ было
определено число соответствующих ей последо-
вательностей генов 16S рРНК в каждом из двух
исследованных образцов. Окончательный набор
данных содержал 8830 последовательностей
фрагментов генов 16S рРНК для образца Bu-16 и
19104 – для образца Bu-18.

Таксономическую идентификацию ОТЕ про-
водили с помощью SINA online alignment and clas-
sification platform и базы данных SILVA версия
1.2.11, с параметрами по умолчанию (Pruesse et al.,
2012). Также идентификацию ОТЕ проводили пу-
тем сравнения с базой данных 16S рРНК в Gen-
Bank по протоколу BLASTN.

ПЦР-амплификация и секвенирование фраг-
ментов генов 18S рРНК эукариот образца Bu-16.
Для ПЦР-амплификации фрагмента гена 18S
рРНК использовали праймеры V4_1F (5'-CCA
GCA SCY GCG GTA ATW CC) и TAReukREV3 (5'-
ACT TTC GTT CTT GAT YRA) и препарат метаге-
номной ДНК образца Bu-16 в качестве матрицы.
ПЦР фрагменты секвенировали на Illumina
MiSeq, в результате чего было получено 52516 пар
чтений (2 × 300 нт). Пересекающиеся чтения с
двух концов объединяли с помощью FLASH
v. 1.2.11 (Magoc, Salzberg, 2011). Окончательный
набор данных содержал 47284 последовательно-
стей генов 18S рРНК. Нуклеотидные последова-
тельности фрагментов генов 18S рРНК образца
Bu-16 депонированы в базу данных SRA NCBI
под номером SRX5073293. Поиск последователь-
ностей, гомологичных 18S рРНК Spumella elongata
(GenBank AJ236859), проводили с помощью
BLASTN, отбирая последовательности с уровнем
идентичности свыше 94% на не менее чем 90% их
длины (обнаружено 2512 шт.).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Физико-химические характеристики дренажных

вод. Месторождение полиметаллических руд
“Озерное” расположено в Еравнинском районе
Республики Бурятия и входит в десятку крупней-
ших цинковых месторождений в мире по объемам
запасов и качеству руды. К настоящему времени
проведены вскрышные работы для разработки ме-
сторождения открытым способом, но промыш-
ленная добыча еще не начата. Объектами иссле-
дования являются два небольших водоема, распо-
ложенные в открытом карьере (рис. 1). Водоем
Bu-18 имеет площадь около 2 кв. м, глубину не бо-
лее 20 см и на момент отбора образцов наполнял-
ся подземными водами из родника; поверхност-
ный сток из него отсутствовал. Второй водоем,

обозначенный Bu-16, располагался на расстоя-
нии около 15 м от Bu-18 ниже по склону карьера,
имел площадь около 15 кв. м и глубину не более 30
см. Перепад высот между двумя водоемами со-
ставлял около 2 м. По-видимому, Bu-16 питается
грунтовой водой, перетекающей из Bu-18 и прохо-
дящей через слой подстилающих сульфидсодер-
жащих пород.

Такая схема питания водоемов согласуется с
физико-химическими характеристиками воды.
Температура воды в Bu-18 составляла 7.9°С, вода
была слабо кислой (рН 6.05), имела невысокое
содержание сульфатов и растворенных металлов
(табл. 1). Водоем Bu-16, температура которого со-
ставляла 13.2°С, можно определить как кислый
дренаж, он имеет низкий рН (2.85) и более высо-
кое по сравнению с Bu-18 содержание сульфатов
и ионов металлов, особенно железа и марганца,
концентрация которых достигала 26 и 164 мг/л
соответственно (табл. 1). По-видимому, различия
в химическом составе воды двух водоемов обу-
словлены процессом окисления сульфидов при
перетоке воды из Bu-18 в Bu-16, так как содержа-
ние анионов, хлорида и нитрата, примерно оди-
наковы. Повышенное содержание кремния и
алюминия в Bu-16 также свидетельствует о ча-
стичном гидролизе алюмосиликатных минералов
вследствие низкого рН, явления типичного для
шахтных дренажей.

Микробное сообщество кислого дренажа Bu-16
является результатом селекции сообщества источ-
ника Bu-18. В результате анализа последователь-
ностей фрагментов генов 16S рРНК всего было
идентифицировано 487 ОТЕ (на уровне 97%
идентичности последовательностей), из которых
лишь 9 относились к археям. Индексы альфа-раз-
нообразия указывают на более низкое разнообразие
микробного сообщества кислого дренажа Bu-16, по
сравнению с Bu-18, и доминирование в нем отно-
сительно небольшого числа ОТЕ (табл. 2).

Данные по присутствию отдельных ОТЕ в двух
сообществах и их относительной численности хо-
рошо согласуются с предположением о том, что
сообщество Bu-16 является результатом селекции
сообщества Bu-18, сопровождающейся уменьше-
нием общего разнообразия и отбором отдельных
доминирующих групп. Из всех 487 обнаруженных
ОТЕ в обоих сообществах присутствовали 187 ОТЕ,
уникальными для Bu-18 были 294 ОТЕ, а для Bu-16 –
всего 6 ОТЕ (рис. 1). Еще более четкая картина
наблюдалась при анализе долей, которые эти
ОТЕ составляли в двух сообществах. Так, 6 спе-
цифичных для Bu-16 ОТЕ представляли в нем
8.1% всех последовательностей генов 16S рРНК, и
еще 82.5% приходилось на 46 “общих” ОТЕ, доля
которых в Bu-16 выросла, по сравнению с Bu-18,
более чем вдвое (рис. 1). “Общие” ОТЕ, доли ко-
торых менялись в пределах +/‒ 2 раза, представ-
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ляли в каждом сообществе лишь около 4% всех
последовательностей.

Микроорганизмы ‒ потенциальные участники
циклов железа и серы в кислом дренаже Bu-16.
Микробное сообщество источника Bu-18 насчи-
тывало 481 ОТЕ, представляющих бактериальные
филумы Acidobacteria, Actinobacteria, Bacteroidetes,
Ignavibacteriae, Chlamydiae, Chloroflexi, Cyanobacteria,
Deinococcus-Thermus, Dependentiae (TM6), Elusimi-
crobia, Fibrobacteres, Firmicutes, Gemmatimonadetes,
Nitrospirae, Patescibacteria, Planctomycetes, Proteo-
bacteria (классы альфа, бета, гамма и дельта), Spi-
rochaetes, Verrucomicrobia и кандидатный филум
WPS-2 (табл. 3). Археи составляли около 4.5% со-
общества и относились к классу Thermoplasmata
филума Euryarchaeota.

В кислом дренаже Bu-16 снижались относи-
тельные доли таких характерных для пресных во-
доемов и почв групп бактерий, как Acidobacteria,
Bacteroidetes, большинства видов альфа-, гамма- и
дельтапротеобактерий, а также архей, вместе со-
ставлявших большинство сообщества в Bu-18.
Более чем в 2 раза, по сравнению с Bu-18, возрос-
ли относительные доли лишь 52 ОТЕ, которые
суммарно представляли более 90% микроорга-
низмов в Bu-16. Доминирующими микроорга-
низмами в Bu-16 являлись хемолитоавтотрофные

бактерии, способные окислять железо и/или вос-
становленные соединения серы, – представители
родов Leptospirillum (13.25%), Acidithiobacillus
(13.06%) и Sulfobacillus (6.22%), а также бетапро-
теобактерии семейств Gallionellaceae (17.50%) и
Sulfuricellaceae (4.22%). Leptospirillum являются об-
лигатными хемолитоавтотрофами, использую-
щими в качестве донора электронов только Fe2+,
а в качестве акцептора – кислород. Хотя они
обычно доминируют в сообществах, развиваю-
щихся при экстремальной кислотности (рН ниже 2)
и повышенной температуре (25‒40°С), напри-
мер, в шахтах Richmond Mine в Калифорнии (Ty-
son et al., 2004), они были обнаружены и в холод-
ных кислых шахтных дренажах в Бурятии (Кад-
ников и соавт., 2016а). Acidithiobacillus – более
умеренные ацидофилы (оптимальный рН 2‒3), в
отношении оптимальной температуры роста в ос-
новном являются мезофилами или психрофила-
ми. Эти хемолиотоавтотрофные бактерии способ-
ны в аэробных условиях окислять не только Fe2+,
но и восстановленные соединения серы или толь-
ко их, фиксировать CO2 через цикл Кальвина и
атмосферный азот с участием нитрогеназы (Lil-
jeqvist et al., 2011). Многие штаммы Acidithiobacil-
lus (например, A. ferrivorans) были выделены из
кислых шахтных дренажей с рН 2‒3.5 в районах с

Рис. 1. Изменение состава микробных сообществ при образовании кислого шахтного дренажа. (а) Схема расположе-
ния водоемов Bu-18 и Bu-16. Направление потоков воды указано серыми стрелками. (б) Разнообразие микробных
сообществ Bu-18 и Bu-16. Показаны доли (% от общего числа последовательностей генов 16S рРНК) ОТЕ, обнару-
женных только в Bu-18 (Bu-18), в обоих водоемах (Bu-18 + Bu-16) или только в Bu-16 (Bu-16), в микробных сообще-
ствах Bu-18 (серые столбики) и Bu-16 (черные столбики). Подгруппы “общих” ОТЕ (Bu-18 + Bu-16): e < 0.5 ‒ ОТЕ,
доли которых в Bu-16 снизились более, чем в 2 раза по сравнению с Bu-18; 0.5 < e < 2 ‒ ОТЕ, доли которых в Bu-18 и
Bu-16 отличались не более, чем в 2 раза; e > 2 ‒ ОТЕ, доли которых в Bu-16 увеличились более чем в 2 раза по сравне-
нию с Bu-18. Число ОТЕ в каждой категории указано цифрами над столбиками.
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холодным климатом (Kupka et al., 2007; Hallberg

et al., 2010).

Наиболее многочисленной группой хемолито-

автотрофов были бетапротеобактерии семейств
Gallionelaceae и Sulfuricellaceae. К Gallionelaceae от-

носились 9 ОТЕ, большая часть которых представ-

ляла род Gallionella (6 ОТЕ, 15.64% сообщества).

Эти автотрофные железоокисляющие бактерии
обнаруживают в кислых шахтных дренажах с уме-

ренными значениями рН (2‒5) и концентрация-

ми растворенных металлов. Близкие к Gallionella
бактерии входили в число доминирующих групп
микроорганизмов в дренажных водах шахт, ис-

пользуемых для добычи свинца и цинка в районе

Carnoules во Франции (Bruneel et al., 2006), шахт

по добыче пирита Cae Coch в Уэльсе (Kimura
et al., 2011) и Yunfu в Китае (He et al., 2007), урано-

вой шахты Ronneburg в Германии (Fabisch et al.,

2013) и др. Бактерии рода Gallionella доминирова-

ли в микробном сообществе воды скважины
ShG14-8 месторождения полиметаллических руд

Шерловая гора в Забайкалье, имеющей близкое к

Bu-16 значение рН (2.65) (Кадников и соавт.,

2016b). Наряду с Gallionella были обнаружены бак-
терии рода Nitrosospira (0.72%) и Nitrotoga (1.10%),

культивируемые представители которых могут,

соответственно, окислять аммоний и нитрит

(Schramm et al., 1998; Ishii et al., 2017). Около
4.22% сообщества Bu-16 составляли сероокисля-

ющие бактерии рода Sulfuriferula, использующие

в качестве акцептора электронов кислород или
нитрат в анаэробных условиях (Watanabe et al.,

2015). Присутствие бактерий, энергетический ме-

таболизм которых связан с окислением или вос-

становлением соединений азота, согласуется с до-
статочно высоким содержанием в воде нитрата,

источником которого могут быть техногенные со-

единения азота, поступающие с используемой при

добыче руды открытым способом взрывчаткой.

Среди бактерий, предположительно участвую-
щих в цикле железа, также были обнаружены

фирмикуты рода Sulfobacillus (6.22%) и близкая к

ним ОТЕ, отнесенная к тому же семейству XVII

Clostridiales (4.93%). Представители Sulfobacillus
могут расти как автотрофно, окисляя железо и се-

ру, так и гетеротрофно (Anderson et al., 2012). Около

1% последовательностей генов 16S рРНК в образце

Bu-16 относилось к актинобактериям Ferrimicrobium
acidiphilum. Это ацидофильные гетеротрофы, спо-

собные окислять Fe2+ в аэробных условиях, а при

анаэробном росте восстанавливать Fe3+, используя

в качестве донора электронов органические соеди-

нения (Johnson et al., 2009). Восстанавливать Fe3+ в

анаэробных условиях также способны гаммапро-

теобактерии Metallibacterium scheffleri (Ziegler et al.,
2013), доля которых в сообществе составляет

0.96%.

Таблица 1. Физико-химические характеристики и
элементный состав исследованных проб воды из водо-
емов Bu-16 и Bu-18

Характеристика, 

единицы 

измерения

Bu-16 Bu-18

T, °C 13.2°С 7.9°С

рН 2.85 6.05

Eh, mV +500 +365

Na (мг/л) 11.5 4.7

K (мг/л) 0.89 0.81

Ca (мг/л) 279 120

Si (мг/л) 14.3 6.85

Mg (мг/л) 77.8 31.8

Al (мг/л) 23.7 0.033

Fe (мг/л) 26.4 0.43

Mn (мг/л) 164 28.4

Cu (мг/л) 0.56 0.001

Zn (мг/л) 10.5 1.95

Sr (мг/л) 0.74 0.14

Cd (мг/л) 0.24 0.011

Pb (мг/л) 1.24 0.003

Ni (мг/л) 0.023 0.0044

As (мг/л) <0.002 <0.002

 (мг/л) 1405 452

Cl– (мг/л) 70 70

 (мг/л) 20 24

2
4SO

−

2
3NO

−

Таблица 2. Разнообразие прокариот в микробных со-
обществах водоемов Bu-16 и Bu-18

Индексы 

разнообразия
Bu-16 Bu-18

Число ОТЕ 193 481

Chao1 199.8 481.0

Shannon_e 3.45 5.01

Simpson 0.0144 0.0567

Berger-Parker 0.131 0.0451
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В целом, различные группы бактерий, культиви-

руемые представители которых способны окислять

железо или восстановленные соединения серы,

составляют около половины всего микробного

сообщества в Bu-16, а в источнике Bu-18 на эти

ОТЕ приходилось лишь около 4%.

Микробное сообщество кислого дренажа Bu-16
содержит большую долю не свободноживущих мик-
роорганизмов. Неожиданным результатом данной

работы стало обнаружение в исследованных со-

обществах в значительных количествах предста-

вителей двух некультивируемых групп ‒ супер-

филума Candidate Phyla Radiation (Patescibacteria)

и кандидатного филума Dependentiae (TM6). Can-

didate Phyla Radiation являются монофилетичной

группой, включающей несколько десятков линий

уровня филума (Brown et al., 2015). Эти бактерии

имеют небольшой размер клеток и геномов, у них

отсутствуют многие ключевые биосинтетические

пути, поэтому предполагается, что они могут рас-

ти только в ассоциации с другими микроорганиз-

мами, как паразиты или симбионты (Castelle

et al., 2018). В источнике Bu-18 было обнаружено

40 ОТЕ, представляющих кандидатные филумы

Parcubacteria (OD1) и Saccharibacteria (TM7), из

которых 21 присутствует и в Bu-16. Доли 5 ОТЕ в

Bu-16 выросли по сравнению с Bu-18 более чем

вдвое, и суммарно они представляют в нем около

13% микроорганизмов. По-видимому, увеличе-

ние численности этих ОТЕ отражает селекцию их

хозяев в кислом дренаже Bu-16. Представителей

Saccharibacteria ранее детектировали в различных

кислых шахтных дренажах (Méndez-García et al.,

2015), а обнаружение представителей Parcubacte-
ria описано лишь в одной работе, посвященной

анализу таких экосистем на острове Шпицберген

(García-Moyano et al., 2015). Во всех описанных

случаях эти линии были минорными компонен-

тами микробных сообществ.

Кандидатный филум Dependentiae был представ-

лен тремя ОТЕ, суммарная доля которых составля-

ла 0.19% в Bu-18 и возрастала до 7.83% в Bu-16. Об-

щими характеристиками бактерий этого филума

являются: небольшой размер генома, редуциро-

ванная клеточная оболочка, отсутствие многих

биосинтетических путей, наличие системы транс-

порта АТФ в клетку извне и наличие белков, обес-

печивающих взаимодействие с эукариотически-

ми клетками (Yeoh et al., 2016). Все эти характери-

стики указывают, что Dependentiae являются

паразитами простейших эукариот (Yeoh et al., 2016).

Обнаруженные нами Dependentiae были близки

(95‒97% идентичность последовательностей ге-

нов 16S рРНК) к Candidatus Dependentiae bacteri-

um SeV1 (GenBank CP025544), внутриклеточно-

Таблица 3. Состав микробных сообществ водоемов
Bu-16 и Bu-18 по результатам анализа последователь-
ностей генов 16S рРНК

Примечание. Приведены филумы (для протеобактерий –
классы), доли которых составляют более 1% хотя бы в одном
из сообществ. Серой заливкой выделены входящие в них
таксоны более низкого уровня.

Таксономическая группа

Доля

в сообществе (%)

Bu-18 Bu-16

Archaea (Thermoplasmatales) 4.51 0.02

Acidobacteria 3.11 0.33

Actinobacteria 5.93 3.90

Ferrimicrobium 0.00 0.99

Bacteroidetes 18.32 1.65

Cyanobacteria 1.62 1.17

Dependentiae (TM6) 0.19 7.83

Elusimicrobia 1.80 0.29

Firmicutes 0.26 11.18

Sulfobacillus 0.17 6.22

Nitrospirae 1.30 13.26

Leptospirillum 1.30 13.26

Candidate Phyla Radiation 19.76 14.51

Parcubacteria (OD1) 15.52 11.94

Saccharibacteria (TM7) 4.20 2.57

Alphaproteobacteria 3.60 0.76

Betaproteobacteria 9.98 26.13

Gallionellaceae 3.48 17.50

Sulfuriferula 0.50 4.22

Gammaproteobacteria 10.93 15.97

Acidithiobacillus 1.67 13.06

Metallibacterium 0.00 0.96

Deltaproteobacteria 1.49 0.05

Verrucomicrobia 1.07 0.05

Прочие и неклассифицированные 16.13 2.90
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му паразиту простейшего Spumella elongata. Spu-
mella (Stramenopiles; Chrysophyceae; Chromulinales;

Chromulinaceae) – гетеротрофные флагелляты,

широко распространенные в почвах и пресных

водоемах (Boenigk et al., 2005). Анализ последова-

тельностей фрагментов генов 18S рРНК эукариот

из Bu-16 показал, что около 5% из них представля-

ли флагелляты рода Spumella. Возможно, развитие

микробных биопленок на поверхности минералов,

характерное для кислых шахтных дренажей, со-

здает благоприятные условия для питания Spu-
mella. Несмотря на то, что различных простейших

неоднократно обнаруживали в кислых шахтных

дренажах (Méndez-García et al., 2015), о присут-

ствии в них Spumella ранее не сообщалось.

Таким образом, полученные нами данные по-

казывают, что при формировании кислого шахт-

ного дренажа происходит снижение разнообразия

микробного сообщества и его обогащение микро-

организмами – участниками циклов железа и се-

ры, в первую очередь аэробными хемолитоавто-

трофными железо- и сероокисляющими бактери-

ями родов Acidithiobacillus, Gallionella, Sulfuriferula и

Leptospirillum. Также увеличилось относительное

содержание гетеротрофных бактерий, способных

восстанавливать Fe3+ в анаэробных условиях. Осо-

бенностью исследованного кислого дренажа Bu-16

является высокое содержание несвободно живу-

щих бактерий (представителей Candidate Phyla

Radiation и Dependentiae), являющихся симбион-

тами или паразитами других микроорганизмов.

Они редко встречаются в кислых шахтных дрена-

жах и в ранее описанных случаях были минорны-

ми компонентами микробных сообществ. Присут-

ствие в сообществе представителей Dependentiae и

их вероятных хозяев, простейших рода Spumella,

показывает важность эукариотических микроор-

ганизмов как компонента экосистемы кислых

дренажных вод.
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Abstract—Changes in microbial community composition during formation of an acid mine drainage were
studied on a model of two water reservoirs located in the Ozernoye open-cast mine for polymetallic ores in
Eastern Siberia. The first resevoire, Bu-18, was filled with groundwater, had a neutral pH and low levels of
sulfate and dissolved metal ions. The second reservoire, Bu-16, was an acid mine drainage (pH 2.85) filled
with the water from Bu-18, which passed through rocks containing sulfide minerals. The Bu-16 water con-
tained 1405 mg/L of sulfate, 164 mg/L of manganese, 78 mg/L of magnesium, and 26 mg/L of iron. Molec-
ular analysis of the microbial communities of two reservoirs, carried out using high-throughput sequencing
of the 16S rRNA gene fragments, showed that formation of the acid mine drainage was accompanied by a de-
crease in microbial diversity and by selection of several dominant taxonomic and functional groups. Chem-
olithoautotrophic iron- and sulfur-oxidizing bacteria of the genera Leptospirillum, Acidithiobacillus, Gallio-
nella, Sulfuriferula, and Sulfobacillus constituted most of the prokaryotic community in Bu-16. Heterotrophic
bacteria of the genera Ferrimicrobium and Metallibacterium, capable of reducing Fe(III) under anaerobic con-
ditions, were present as minor components. Over 20% of the community were members of the Candidate
Phyla Radiation group and of the candidate phylum Dependentiae (TM6), known for their parasitic or sym-
biotic lifestyle. These groups of bacteria were rarely found in acid mine drainage and only in minor quantities.
Potential hosts of Dependentiae, f lagellates of the genus Spumella, were found among eukaryotes in Bu-16.

Keywords: acid mine drainage, microbial community, natural selection, Candidate Phyla Radiation,
Dependentiae
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