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Водород является ключевым энергетическим субстратом для микробных процессов в подземной
биосфере. Известным примером экосистемы, основанной на гидрогенотрофном сульфатредукторе,
“Candidatus Desulforudis audaxviator”, являются фракционные воды глубокой шахты по добыче золота в
Южной Африке. В этом исследовании мы сообщаем о культивировании и выделении в чистую культуру
нового облигатного хемолитотрофа, восстанавливающего сульфат при росте на водороде или формиате.
Филогенетический анализ гена 16S рРНК штамма Tu-874 показал его кластеризацию с “Candidatus De-
sulforudis audaxviator”, который является ближайшим культивируемым родственником. Однако
низкое сходство последовательностей гена 16S рРНК, составляющее 88.95%, предполагает, что ор-
ганизм представляет новую таксономическую группу надвидового уровня.
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Подземные местообитания часто характеризу-
ются низким содержанием органического веще-
ства, с чем связано заселение этих биотопов хемо-
литоавтотрофными прокариотами. Водород яв-
ляется ключевым энергетическим субстратом для
микробных процессов в подземной биосфере
(Gregory et al., 2019). Наряду с биологическими
реакциями источником Н2 могут являться абио-
тические процессы – радиолиз, серпентиниза-
ция, графитизация и катаклаз силикатов. Широ-
ко известным примером экосистемы, состоящей
из единственного гидрогенотрофного организма
“Candidatus Desulforudis audaxviator”, являются
фракционные воды шахты Мпоненг в Южной
Африке (Chivian et al., 2008). Авторы исследова-
ния показали, что источником формиата и водо-
рода в термальных щелочных водах является ра-
диолиз, в то время, как сульфат представляет пре-
имущественный акцептор электронов. Геном
“Candidatus Desulforudis audaxviator” содержит все
необходимые пути для поддержания независимо-
го биосинтеза, включая фиксацию азота и синтез
всех аминокислот. В связи с этими особенностя-
ми метаболизма десульфорудиса вслед за рас-
шифровкой генома последовали спекуляции о

возможности внеземной жизни, основанной на
радиолизе (Atri et al., 2016).

После многочисленных попыток культивиро-
вания штамм “Candidatus Desulforudis audaxvia-
tor” BYF был выделен из глубинных вод Западно-
Сибирского артезианского бассейна более чем
через десять лет после определения последова-
тельности композитного генома этого вида (Kar-
nachuk et al., 2019). Эксперименты с чистой куль-
турой показали, что, наряду с водородом, штамм
BYF использует традиционные для сульфатредук-
торов органические доноры электронов – лактат,
пируват, фумарат, сукцинат, пропионат, бутират,
этанол, а также сахара – глюкозу и сахарозу, и не
является облигатным хемолитотрофом.

Культивирование автотрофных гидрогенотро-
фов из подземной биосферы представляет значи-
тельные трудности в силу медленных скоростей ро-
ста. Другим препятствием при получении культур
является низкий титр целевого организма в пробах
воды. Концентрирование клеток путем фильтрова-
ния является неблагоприятным из-за резкой смены
физико-химических условий. Анаэробные орга-
низмы могут быть особенно чувствительны к сме-
не окислительно-восстановительного потенциа-
ла среды. Ранее мы показали, что микробные об-
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растания, формирующиеся на изливе глубинных
термальных скважин, могут служить своеобраз-
ными фильтрами, концентрирующими организ-
мы глубинной биосферы (Lukina et al., 2019, 2020).
“Фильтрация” воды через микробные обрастания
позволяет клеткам (или спорам) накапливаться в
микрозонах с восстановительными условиями.
Использование подобного инокулята может уве-
личивать эффективность культивирования. В этом
исследовании мы сообщаем о выделении нового
хемолитотрофного сульфатредуктора с использо-
ванием в качестве инокулята микробных обраста-
ний на устье глубинной нефтедобывающей сква-
жины в Тюмени.

С целью выделения хемолитотрофов подзем-
ной биосферы были использованы микробные
обрастания на изливе Ярской (3-р) термальной
скважины в Тюмени. Скважина 3-р была сдана в
эксплуатацию в 1953 году, и ее глубина составляет
2509 м. В настоящее время не известно, с какого
горизонта происходит разгрузка артезианской
воды. По данным Тюменского геологического
управления вода скважины насыщена метаном,
содержание которого достигает 63% газовой фазы, в
воде также содержится этан, азот и углекислота. Об-
щая минерализация воды составляет 11.8 г/л. В на-
стоящее время скважина разгружается в бассейн,
используемый в качества СПА-центра. Пробы воды
и микробных обрастаний были отобраны 25 февраля
2019 г. в местах стока термальной воды. Температу-
ру, pH и окислительно-восстановительный потен-
циал измеряли рН-метром HI183141 (“Hanna In-
struments”). Элементный состав воды определяли
масс-спектрометрией с индуктивно связанной
плазмой, как описано ранее (Mardanov et al.,
2016). Для культивирования использовали моди-
фицированную (Карначук и соавт., 2006) среду
Видделя–Бака (Widdel, Bak, 1992) с водородом или
формиатом в качестве единственного донора элек-
тронов. В экспериментах с чистой культурой ис-
пользовали следующие доноры электронов: 7.5 мМ
формиат, 9 мМ ацетат, 7.3 мМ лактат, 13.5 мМ
пропионат и 5 мМ глюкозу. В пенициллиновые
флаконы со средой помещали небольшое количе-
ство матов (на кончике скальпеля), после чего инку-
бировали флаконы при температуре 55°С в анаэроб-
ных условиях. Для определения филогенетического
положения изолята амплифицировали ген 16S рРНК
с праймерами 27F-1492R. Выделение ДНК и усло-
вия амплификации проводили методами, опи-
санными ранее (Frank et al., 2016).

Температура термальной артезианской воды
скважины 3-р в момент отбора проб составляла
38.6°C, рН был нейтральным, 7.75 (табл. 1). Окис-
лительно-восстановительный потенциал среды
(–461 мВ) свидетельствовал о крайне восстановлен-
ных условиях, хотя сероводород, обычно присут-
ствующий в восстановленных подземных водах, в
воде скважины не обнаружили. Минерализация во-
ды хлоридно-натриевого типа, содержание суль-
фата было близко к нулю. После инкубации ку-
сочков микробных обрастаний в течение 1 мес.
при температуре 55°С были получены накопитель-
ные сульфидогенные культуры, содержащие споро-
образующие палочковидные клетки. Чистая куль-
тура была получена путем прогрева культуры при
температуре 90°С в течение 30 мин и последую-
щими десятикратными разведениями. Выделен-
ная морфологически однородная культура суль-

Таблица 1. Физико-химические параметры воды сква-
жины 3-р

Параметры и единицы 
измерения Значения

рН 7.57

Температура, °C 54.0

Eh, mV –461

Содержание в воде, мг/л:

Na 4230

Mg 53.4

Ca 292

Si 5.71

K 19.3

Sr 9.45

B 2.95

Li 0.10

Fe 1.52

Ba 3.66

Se 0.019

P 0.005

Rb 0.017

Mn 0.25

Al 0.001

Ge 0.00048

Zn 0.0051

Cr 0.012

As 0.082

2.02
4SO −
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фидогенов была обозначена как штамм Tu-874 и
представляла спорообразующие палочки (рис. 1).
Анализ последовательности гена 16S рРНК пока-
зал, что штамм Tu-874 филогенетически удален от
известных культивируемых представителей семей-
ства Peptococcaceae и его ближайшим родственником
является “Candidatus Desulforudis audaxviator” со
сходством последовательностей гена 16S рРНК
88.95% (рис. 2). Все ближайшие некультивируе-
мые родственники штамма Tu-874 были обнаруже-
ны в подземных горизонтах, таких как глубинные
фракционные воды карбонатов в Калифорнии (но-
мер доступа Генбанка KF939375), подземные воды в
Южной Африке (DQ251787) и щелочные термаль-
ные воды в Дании (AY753399), что подтверждает его
происхождение из глубинных горизонтов.

В дополнение к водороду, штамм рос на форми-
ате или смеси формиата с ацетатом. Эксперименты
показали отсутствие роста штамма Tu-874 на других
органических донорах электрона, включая лактат,
пируват, этанол, глюкозу и фруктозу, демонстри-
руя облигатную хемолитотрофию. Ближайшим
родственником штамма является “Candidatus Desul-
forudis audaxviator”, хотя значительное расхождение
последовательностей гена 16S рРНК предполагает,
что организмы относятся к разным родам и, воз-
можно, к разным семействам. В отличие от “Can-
didatus Desulforudis audaxviator”, использующего
широкий спектр органических доноров электро-
на, Tu-874 растет только на С1-соединениях.
Электронная микроскопия выявила в клетках Tu-
874 электронно-плотные включения, аналогич-
ные предполагаемым ацидокальцисомам десуль-
форудиса. “Candidatus Desulforudis audaxviator”
был обнаружен в различных географически уда-
ленных экосистемах (Kjeldsen et al., 2007; Tiago,
Veríssimo, 2013). Обнаружение Tu-847 и характер

его роста свидетельствует о том, что отличные от
десульфорудиса, но кластеризующиеся с ним в
отдельную филогенетическую группу бактерии
могут населять подземные горизонты. Энергети-
ческий метаболизм представителей группы осно-
ван на неорганических источниках энергии для
восстановления сульфата. Факт низкого содержа-
ния сульфата в подземной воде может предпола-
гать его использование в процессе сульфатредук-
ции, косвенным подтверждением чего является
высокое содержание бария и стронция. Дальней-
шее определение последовательности генома про-
яснит таксономический уровень новой группы,
представителем которой является Tu-874, а также
идентифицирует наличие или отсутствие биохи-
мических путей использования органических до-
норов электронов для сульфатредукции.
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Abstract—Hydrogen is a key energy-yielding substrate for microbial processes in the deep biosphere. Fracture
water of a deep gold mine in South Africa is a well-known example of the ecosystem based on a hydrogeno-
trophic sulfate reducer, “Candidatus Desulforudis audaxviator.” The present work reports the cultivation and
pure culture isolation of a novel obligate chemolithotroph reducing sulfate during growth on hydrogen or for-
mate. Phylogenetic analysis of the 16S rRNA gene of the strain Tu-874 showed its clusterization with its clos-
est cultured relative, “Candidatus Desulforudis audaxviator.” However, the low 16S rRNA sequence similar-
ity of 88.95% indicates that the organism represents a new taxonomic group above the species level.

Keywords: deep biosphere, “Candidatus Desulforudis audaxviator,” sulfate-reducing bacteria, cultivation,
chemolithotrophs
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