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Подземное горение угольных пластов, сопровождающееся образованием газов, приводит к форми-
рованию локальных термальных экосистем. Мы исследовали микробное сообщество нагретого до
72°С грунта в районе выхода на поверхность горячих газов, образующихся при подземном горении
отходов добычи угля на угольном месторождении Бунгурский-Северный в Кемеровской области
России. Анализ состава микробного сообщества по 16S рРНК показал, что в нем доминируют тер-
мофильные бактерии филумов Deinococcus-Thermus, Aquificae и Firmicutes. В результате секвенирова-
ния метагенома получено 18 геномов основных членов микробного сообщества, в том числе полные
геномы Hydrogenobacter thermophiles, Thermoflexus hugenholtzii, Thermus antranikianii и представителя
кандидатного рода UBA11096 филума Aquificae (RBS10-58). Анализ генома RBS10-58 указывает, что
эта бактерия может автотрофно фиксировать углерод в восстановительном цикле трикарбоновых
кислот и получать энергию за счет окисления водорода и соединений серы с использованием в ка-
честве акцептора электронов кислорода или нитрата. Анализ геномов двух доминирующих предста-
вителей Firmicutes, Hydrogenibacillus schlegelii и некультивируемой линии класса Thermaerobacteria,
показал, что эти бактерии могут расти аэробно, окисляя водород и монооксид углерода. В целом в
сообществе преобладали аэробные бактерии, способные расти автотрофно и получать энергию за
счет окисления основных компонентов угольных газов, водорода и монооксида углерода. Thermus
antranikianii, составляющий около половины микробного сообщества, вероятно, использует орга-
нические вещества, образуемые автотрофными представителями Firmicutes и Aquificae.
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Исследования термофильных микроорганиз-
мов расширили наши представления о разнооб-
разии микроорганизмов и их эволюции, механиз-
мах адаптации к экстремальным условиям окру-
жающей среды (Urbieta et al., 2015; Counts et al.,
2017). Большинство исследований термофильных
микроорганизмов было сосредоточено на термаль-
ных экосистемах, связанных с вулканической ак-
тивностью, таких как наземные горячие источники
и глубоководные гидротермы, или на техногенных
биотопах (высокотемпературные биореакторы
и т.п.). Помимо вулканической активности, к обра-
зованию локальных термальных экологических
ниш могут приводить процессы естественного горе-
ния ископаемых углеводородов и угля. Характери-
стика микробных сообществ таких экосистем рас-

ширяет наши знания о разнообразии термофиль-
ных микроорганизмов и осуществляемых ими
процессах.

Явления подземного горения угольных пла-
стов распространены в природе и встречаются в
Австралии, Германии, США, Китае, России, Индии
и других странах (Stracher, Taylor, 2004). Такие под-
земные пожары могут длиться веками, например,
угольный пласт в Дудвайлере (Саар, Германия) го-
рит, начиная с 1668 г. Примером длительного
естественного подземного горения угля является
Пылающая гора (Burning Mountain) в Австралии,
продолжительность горения которой оценивает-
ся примерно в 6000 лет (Rattigan, 1967).

Горение угля в условиях недостатка кислорода
в присутствии воды приводит к образованию

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ
СТАТЬИ



544

МИКРОБИОЛОГИЯ  том 90  № 5  2021

КАДНИКОВ и др.

угольных газов в реакциях: 3C + O2 + H2O → H2 +
+ 3CO и CO + H2O → CO2 + H2 (Shafirovich, Varma,
2009). Подземное горение угля является естествен-
ным аналогом процесса получения синтез-газа при
газификации угля. Помимо СО2, угольные газы со-
держат в основном водород, СО и газообразные
углеводороды (Stracher, Taylor, 2004; Engle et al.,
2012). Эти газы также могут содержать сероводо-
род, оксиды серы, другие токсичные соединения,
такие как бензол, ксилол, алифатические и гало-
генированные соединения (Engle et al., 2012;
Zhang et al., 2013). С потоком газа могут перено-
ситься на поверхность сера и другие элементы,
присутствующие в угольных пластах (Pone et al.,
2007).

В районах, где горячие угольные газы выходят
на поверхность, могут образовываться локальные
экстремальные экосистемы, для которых характер-
ны высокие температуры (>50°C) и присутствие
токсичных веществ (Tammy et al., 2005). Содержа-
щиеся в угольных газах высокоэнергетические со-
единения, такие как водород и СО, могут использо-
ваться микроорганизмами в качестве субстратов, а
кислород – в качестве акцептора электронов, что
определяет возможность развития специфических
сообществ термофильных микроорганизмов. Од-
нако сравнительно немного известно о составе
микробных сообществ таких экосистем и генети-
ческом потенциале входящих в них микроорга-
низмов.

Явления подземного горения угля встречаются
и на угольных месторождениях в России. Кузнецкий
угольный бассейн (Кузбасс), расположенный на
юге Западной Сибири, является одним из круп-
нейших районов добычи угля в мире. В настоящее
время добыча угля в этом регионе в основном ве-
дется открытым способом, что приводит к образо-
ванию больших количеств отходов, включающих
вскрышные породы. Породы, содержащие доста-
точное количество остаточного угля, складируют
в виде отвалов непосредственно в местах добычи,
где природные и техногенные причины вызывают
воспламенение и длительное горение. Широко из-
вестным примером экологической катастрофы яв-
ляется горение отвалов угля в непосредственной
близости шахтерского города Киселевск в Кузбассе
(Kadnikov et al., 2021). В этой работе мы изучили
микробное сообщество грунта, ассоциированное
с зоной подземного горения угля и выходами го-
рячих угольных газов, на отвалах месторождения
Бунгурский-Северный в Новокузнецком районе
Кемеровской области.

Целью исследования было изучение состава и
генетического потенциала этого микробного со-
общества. Мы приводим данные о составе сооб-
щества, полученные с помощью высокопроиз-
водительного секвенировании ампликонов гена
16S рРНК, и метагенома грунта в районе выхода

горячих угольных газов на поверхность. В резуль-
тате метагеномного анализа были получены вы-
сококачественные геномы (metagenome-assembled
genomes, MAG) большинства членов сообщества,
что позволило охарактеризовать метаболический
потенциал входящих в него микроорганизмов.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Отбор проб и выделение ДНК. Пробы были ото-
браны в месте складирования отходов добычи уг-
ля на месторождении угля Бунгурский-Северный
в районе поселка Апанас Новокузнецкого района,
Кемеровской области (53.542314 N, 86.862370 E).
Отобранный на глубине 5–10 см от поверхности
образец грунта, обозначенный как RBS10, пред-
ставлял собой влажный осадок на склоне отвала
отходов добычи вблизи места выхода на поверх-
ность горячего пара и газов. Отобранный образец
представлял собой мелкодисперсную горную по-
роду, содержащую уголь. Препарат метагеномной
ДНК выделяли с использованием набора MO BIO
Power Soil DNA Kit (MO BIO Laboratories, “Qiagen
Inc.”, Valencia, CШA).

Секвенирование и анализ фрагментов генов 16S
рРНК. ПЦР-амплификацию фрагментов гена 16S
рибосомной РНК, включающих гипервариабель-
ные области V3–V6, проводили с использованием
универсальных праймеров 341F (5'-CCTAYGG-
GDBGCWSCAG-3') и 806R (5'-GGACTACNVG-
GGTHTCTAAT-3') (Frey et al., 2016). ПЦР фраг-
менты баркодировали, используя набор Nextera
XT Index Kit v.2 (“Illumina”, СШA). Очистку ПЦР
фрагментов проводили с использованием Agen-
court AMPure beads (“Beckman Coulter”, Brea, CA,
СШA), количество ДНК определяли с помощью
Qubit dsDNA HS Assay Kit (“Invitrogen”, Carlsbad,
CA, СШA). Затем ампликоны секвенировали на
Illumina MiSeq (парные чтения, 2 × 300 нт). Пере-
секающиеся чтения объединяли с помощью
FLASH v.1.2.11 (Magoc, Salzberg, 2011). Фильтра-
цию по качеству и кластеризацию последователь-
ностей в оперативные таксономические единицы
(ОТЕ) на уровне 97% идентичности последова-
тельностей проводили с помощью программы
Usearch (Edgar, 2010). Химерные последователь-
ности и синглтоны удаляли при кластеризации
алгоритмом Usearch. Для расчета относительной
численности OTЕ все чтения (включая синглто-
ны и низкокачественные) с помощью Usearch бы-
ли картированы на последовательности OTЕ с
порогом идентичности 97%.

Таксономическую идентификацию OTЕ про-
водили в результате поиска по базе данных после-
довательностей рРНК SILVA v.132 с использова-
нием алгоритма VSEARCH (Rognes et al., 2016).

Секвенирование метагеномной ДНК, сборка
контигов и их кластеризация для получения MAG.
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Метагеномную ДНК секвенировали с использо-
ванием Illumina HiSeq2500 в соответствии с ин-
струкциями производителя (“Illumina Inc.”,
США). В результате секвенирования библиотеки
ДНК TruSeq (парные чтения, 2 × 150 нт) было по-
лучено 232885794 пар чтений. Удаление адапторов
и исключение низкокачественных последователь-
ностей (Q < 30) выполнялись с использованием
Cutadapt v.1.8.3 (Martin, 2011) и Sickle v.1.33 (https://
github.com/najoshi/sickle) соответственно. Обрабо-
танные парные чтения были объединены с помо-
щью FLASH v.1.2.11 (Magoc, Salzberg, 2011).

Метагеномную ДНК дополнительно секвени-
ровали на приборе MinION (“Oxford Nanopore”,
Великобритания) с использованием набора 1D
Genomic DNA by ligation kit (SQK-LSK108). В ре-
зультате секвенирования этой библиотеки на
MinION в проточной ячейке R9.4 (FLO-MIN106)
было получено 8280228 прочтений общей длиной
16.12 млрд нт.

Все полученные чтения Illumina (всего около
25 млрд нт) и Nanopore были de novo собраны в
контиги с помощью metaSPAdes hybrid assembler
v.3.13.0 (Nurk et al., 2017). Контиги длиной более
1500 п.н. были объединены в кластеры, представ-
ляющие MAG, с использованием MetaBAT v.2.12.1
(Kang et al., 2015). Для улучшения сборки MAG,
чтения MinION были картированы на входящие в
MAG контиги с помощью BWA v.0.7.15 (Li, Durbin,
2010). Затем программа Npscarf v.1.0 (Cao et al., 2017)
была использована для формирования цепочек
контигов (скаффолдов) и заполнения пробелов
между контигами с использованием консенсус-
ных последовательностей Illumina из графа сбор-
ки metaSPAdes.

Кроме того, чтения MinION собирали в конти-
ги de novo с использованием Flye v. 2.7 (Kolmogorov
et al., 2019). Последовательности контигов были
скорректированы с помощью Pilon v.1.2.2 (Walker
et al., 2014) в результате двух итераций картирова-
ния чтений Illumina на собранные последователь-
ности контигов с использованием Bowtie 2 (Lang-
mead, Salzberg, 2012). Полученные контиги были
кластеризованы в MAG с помощью MetaBAT
v.2.12.1 (Kang et al., 2015).

Аннотация и анализ геномов (MAG). Полноту
MAG и их возможное загрязнение (т.е. возмож-
ное наличие в них контигов, представляющих
другие геномы вследствие неправильной класте-
ризации) оценивали с помощью CheckM v.1.05
(Parks et al., 2015). Собранные MAG были таксо-
номически классифицированы с использованием
набора инструментов Genome Taxonomy Database
Toolkit (GTDB-Tk) v.0.3.2 (Chaumeil et al., 2020) и
Genome Taxonomy Database (GTDB) (Parks et al.,
2018).

Поиск генов и аннотацию MAG выполняли с
использованием NCBI Prokaryotic Genome Annota-

tion Pipeline (Tatusova et al., 2016) или RAST server 2.0
(Brettin et al., 2015) с последующей корректиров-
кой аннотации путем сравнения предсказанных
последовательностей белков с базами данных Na-
tional Center for Biotechnology Information (NCBI).
N-концевые сигнальные пептиды были предсказа-
ны с помощью Signal P v.5.0, а присутствие транс-
мембранных доменов – с помощью TMHMM v.2.0
(http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/).

Определениe уровня сходства между геномами и
филогенетический анализ на основе полногеномных
данных. Средние уровни идентичности нуклео-
тидных (average nucleotide identity, ANI) и амино-
кислотных (average amino acid identity, AAI) по-
следовательностей между выбранными геномами
были рассчитаны с использованием скриптов из
Enveomics Collection (Rodriguez-R, Konstantinidis,
2016).

GTDB-Tk v.0.3.2 был использован для поиска
однокопийных маркерных генов в MAG и для по-
строения множественного выравнивания конкате-
нированных последовательностей однокопийных
маркерных генов из данного MAG и всех видов из
GTDB. Часть множественного выравнивания,
созданного в GTDB-Tk, была использована для
построения филогенетического дерева с помощью
PhyML v.3.3 (Guindon et al., 2010) с использованием
параметров по умолчанию. Уровень поддержки
внутренних ветвей оценивался с помощью байесов-
ского теста в PhyML.

Депонирование нуклеотидных последовательно-
стей. Первичные данные, полученные в результа-
те секвенирования фрагментов гена 16S рРНК и
секвенирования метагенома, были депонирова-
ны в NCBI Sequence Read Archive (SRA) под
номерами SRX10881305, SRX10881306 и
SRX10881307. Аннотированные последовательно-
сти MAG депонированы в базе данных GenBank и
доступны через BioProject PRJNA728906.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Состав микробного сообщества по результатам
анализа ПЦР фрагментов генов 16S рРНК. Обра-
зец грунта был отобран из горящего отвала добы-
чи угля с многочисленными выходами продуктов
горения на поверхность. Температура грунта в
месте отбора составляла 72°C.

Для характеристики состава микробного сооб-
щества были использованы 57213 последователь-
ностей фрагментов гена 16S рРНК. В результате
кластеризации этих последовательностей было
идентифицировано 29 OTЕ на уровне 97% иден-
тичности. Все выявленные ОТЕ представляли
бактерии, архей обнаружено не было. Результаты
таксономической классификации OTЕ представ-
лены на рис. 1.



546

МИКРОБИОЛОГИЯ  том 90  № 5  2021

КАДНИКОВ и др.

В сообществе доминировали представители
трех филумов: Deinococcus-Thermus (47.7% всех по-
следовательностей генов 16S рРНК), Firmicutes
(34.9%) и Aquificae (16.5%). В минорных количе-
ствах были обнаружены представители филумов
Bacteroidetes (0.48%), Proteobacteria (0.27%), Chlo-
roflexi (0.02%) и Actinobacteria (0.01%).

Филум Deinococcus-Thermus был представлен
двумя ОТЕ, одна из которых доминировала в сооб-
ществе, составляя 47.4% всех последовательностей
16S рРНК. Эта ОТЕ относится к роду Thermus со
сходством последовательности 98.7% с термофиль-
ной гетеротрофной бактерии Thermus antranikianii,
выделенной из горячих источников в Исландии
(Chung et al., 2000).

12 ОТЕ представляли филум Firmicutes. Наибо-
лее многочисленная из них (14.1%) представляла
род Brevibacillus и имела идентичность 98.73% по
16S рРНК с Brevibacillus borstelensis, умеренно тер-
мофильной гетеротрофной спорообразующей
бактерией, встречающейся в почвах и гидротер-
мальных местообитаниях (Shida et al., 1995; Khalil
et al., 2018). Около 11% последовательностей
представляли одну ОТЕ, отнесенную к роду Hy-
drogenibacillus (порядок Thermicanales, семейство
Thermicanaceae в соответствии с таксономической
системой Genome Taxonomy Database). Культи-
вируемый представитель этого рода, Hydrogeniba-
cillus schlegelii, – факультативно хемолитотрофная
аэробная термофильная бактерия, которая спо-
собна окислять водород и, предположительно,
СО (Schenk, Aragno, 1979; Kämpfer et al., 2013).
Около 6.3% сообщества представляла ОТЕ, филоге-
нетически удаленная от культивируемых представи-
телей филума Firmicutes (<87% идентичности по 16S
рРНК).

Филум Aquificae был представлен одной ОТЕ,
филогенетически близкой к роду Hydrogenobacter
семейства Aquificaceae. Представители Hydrogeno-
bacter – типичные обитатели высокотемператур-
ных горячих источников, хемолитоавтотрофные
термофилы, способные аэробно окислять водо-

род (Reysenbach et al., 2000; Takacs-Verbach et al.,
2013).

Секвенирование метагенома и сборка MAG. Для
получения геномов представителей микробного
сообщества мы просеквенировали метагеном об-
разца RBS10, используя комбинацию технологий
Illumina и Oxford Nanopore. Собранные контиги
были кластеризованы в 18 MAG, имеющих пол-
ноту свыше 80% и загрязнение (избыточность)
менее 10% по оценке CheckM на основе анализа
присутствия набора консервативных однокопий-
ных маркерных генов (табл. 1). В сумме эти MAG
представляли около 80% всего метагенома сооб-
щества. Таксономическая принадлежность полу-
ченных MAG была определена на основе филоге-
нетического анализа по конкатенированным по-
следовательностями консервативных маркерных
генов по Genome Taxonomy Database (Parks et al.,
2018).

Таксономическая классификация MAG вы-
явила те же самые основные бактериальные фи-
лумы, которые были обнаружены с помощью 16S
рРНК. Относительные доли некоторых линий в
пуле последовательностей генов 16S рРНК и в
полном метагеноме отличались (рис. 1), что, ве-
роятно, обусловлено разным числом копий гена
16S рРНК в геномах и разными размерами самих
геномов. Около половины всего метагенома
представлял один MAG, RBS10-92, отнесенный к
филуму Deinococcus-Thermus. Около 26% метаге-
нома составляли 10 MAG, представлявшие филум
Firmicutes, три MAG были отнесены к Aquificae
(2.4% метагенома), три – к Chloroflexi (3.3% мета-
генома), два – к Proteobacteria (0.5% метагенома) и
0.02% метагенома представлял MAG кандидатно-
го филума WOR-3 (табл. 1).

С использованием длинных чтений, получен-
ных с помощью нанопорового секвенирования,
были собраны полные кольцевые последовательно-
сти четырех геномов, – Hydrogenobacter thermophiles
(MAG RBS10-74), представителя кандидатного ро-
да UBA11096 филума Aquificae (MAG RBS10-58),

Рис. 1. Состав микробного сообщества по результатам анализа генов 16S рРНК и метагеномного секвенирования. Ка-
тегория others (прочие) в случае метагенома включает последовательности, не вошедшие в MAG, отнесенные к ука-
занным группам.
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Thermoflexus hugenholtzii филума Chloroflexi (MAG
RBS10-4) и Thermus antranikianii (MAG RBS10-92).

Чтобы получить представление о метаболиче-
ских возможностях основных представителей
микробного сообщества мы подробно проанали-
зировали несколько MAG.

Геномы представителей Firmicutes. К наиболее
многочисленным представителям микробного
сообщества относились две бактерии филума Fir-
micutes, представленные MAG RBS10-35 и MAG

RBS10-49. Геном RBS10-35 представлял 11.0%
всего метагенома и был идентифицирован только
до уровня класса Thermaerobacteria в геномной
таксономической системе. По-видимому, этот ге-
ном соответствует ОТЕ, составлявшей 6.3% после-
довательностей 16S рРНК и отнесенной к неклас-
сифицируемым фирмикутам. Поиск ближайших
родственников RBS10-35 в GenBank выявил только
одну последовательность 16S рРНК (FN687452) с
идентичностью 91%, обнаруженную в термальном
аэробном биореакторе для переработки отрабо-

Таблица 1. Основные характеристики MAG

* Таксономическая принадлежность по Genome Taxonomy Database, версия R89. Указаны филум и таксон низшего ранга, до
которого возможна классификация. 
** Полный кольцевой геном.

MAG
ID

Полнота/ 
загрязнение, % 

Размер
генома, нт

Число 
контигов GC, % Доля

в метагеноме, %
Таксономическая
принадлежность*

2 97.63/1.36 1699170 143 41.6 0.08 p__Aquificota; 
g__Hydrogenobacter

74 99.59/0.51 1794458 1** 44 0.17 p__Aquificota; 
s__Hydrogenobacter thermophilus

58 99.59/0.41 1722082 1** 43.1 2.13 p__Aquificota;
g__UBA11096

4 97.27/0.91 3316678 1** 67.6 3.17 p__Chloroflexota;
s__Thermoflexus hugenholtzii

7 85.55/1.87 2784472 202 65.1 0.03 p__Chloroflexota;
g__Thermomicrobium

30 96.23/0 3717411 433 65.6 0.11 p__Chloroflexota;
f__UBA6265

92 100/0 2424424 1** 64.9 48.83 p__Deinococcota;
s__Thermus antranikianii

77 93.16/1.82 2294372 228 45 0.16 p__Firmicutes; 
f__Amphibacillaceae

39 98.09/0.68 2502348 201 37.5 0.12 p__Firmicutes_A; 
s__Caldanaerobacter subterraneus

35 94.06/0.2 2368455 42 63.5 11.01 p__Firmicutes_E;
c__Thermaerobacteria

62 92.57/13.9 4585313 204 68.9 2.34 p__Firmicutes_E;
g__Thermaerobacter

82 92.25/2.97 3307331 619 58.5 0.09 p__Firmicutes_G; 
o__DTU080

36 96.15/2.95 4121736 396 53.4 0.25 p__Firmicutes_I; 
s__Bacillus_BB thermozeamaize

40 84.97/4.92 2109662 127 64 0.37 p__Firmicutes_I;
s__Brockia lithotrophica

8 91.28/1.72 2288228 67 61.8 0.48 p__Firmicutes_I;
g__Hydrogenibacillus

49 92.44/8.08 2964420 72 66.1 10.75 p__Firmicutes_I;
s__Hydrogenibacillus schlegelii

91 99.19/2.07 4672685 147 66.4 0.18 p__Proteobacteria;
g__Paracoccus

48 99.38/1.91 3146152 24 70.2 0.29 p__Proteobacteria;
g__Lysobacter

29 92.37/1.69 1580388 114 27.6 0.02 p__WOR-3_A; o__LBFQ01
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танного активного ила (Hayes et al., 2011). Анализ
генома RBS10-35 показал, что эта бактерия имеет
полную аэробную дыхательную цепь и СО дегид-
рогеназу, что указывает на возможность окисле-
ния СО.

Вторым по относительной численности среди
фирмикут (10.7% метагенома) был организм,
представленный геномом RBS10-49. Этот гено-
тип был идентифицирован как Hydrogenibacillus
schlegelii на основании 97.68% AAI с геномом
штамма H. schlegelii MA48 (Maker et al., 2017). Ана-
лиз генома RBS10-49 выявил наличие генов
аэробной дыхательной цепи, мембранно-связан-
ной поглощающей [NiFe] гидрогеназы группы 1d
и респираторной СО дегидрогеназы, что указывает
на способность этой бактерии получать энергию
за счет окисления компонентов угольных газов –
водорода и СО. В геноме также кодируется полный
цикл Кальвина, функционирование которого мо-
жет обеспечивать автотрофную фиксацию угле-
рода.

Следует отметить, что среди собранных MAG
отсутствовал геном, относящийся к роду Breviba-
cillus, хотя на его представителей приходилось
около 15% всех последовательностей генов 16S
рРНК. По-видимому, Brevibacillus были представ-
лены несколькими близкими филотипами, что
затрудняло сборку протяженных контигов и, со-
ответственно, получение MAG.

Полный геном Thermus antranikiani RBS10-92. В
результате секвенирования метагенома был со-
бран полный геном бактерии RBS10-92. Это ге-
ном имеет 97.79% AAI с Thermus antranikianii DSM
12462 (GCF_000423905), что позволяет отнести
его к этому виду. Геном T. antranikianii RBS10-92
был просеквенирован с 5030-кратным средним
покрытием, имеет длину 2424424 п.н. и является
первым известным полным геномом T. antraniki-
anii. Относительная численность RBS10-92 в мета-
геноме составляет 48.8%, что хорошо согласуется с
47.64% долей соответствующей ОТЕ в чтениях 16S
рРНК. В результате аннотации генома RBS10-92
было идентифицировано 2636 потенциальных бе-
лок-кодирующих генов, функции только полови-
ны из которых были предсказаны. В геноме были
идентифицированы две копии оперона рРНК и
50 генов транспортных РНК (тРНК).

Анализ генома T. antranikianii RBS10-92 показал,
что эта бактерия, вероятно, является аэробным ге-
теротрофом, способным гидролизовать различные
углеводы. Этот микроорганизм также имеет воз-
можности для роста в анаэробных условиях, ис-
пользуя нитрат в качестве акцептора электронов.
Эти предсказания согласуются с микробиологи-
ческими характеристиками изолятов T. antraniki-
anii (Chung et al., 2000).

Полный геном Hydrogenobacter thermophilus
RBS10-74. Собраны три генома представителей
филума Aquificae с полнотой более 97% и загряз-

нением менее 2%. Для двух их этих организмов бы-
ли получены полные кольцевые геномные последо-
вательности. RBS10-74, на который приходится
0.17% всего метагенома, был классифицирован как
Hydrogenobacter thermophilus на основании 95.7%
ANI с H. thermophilus TK-6 (GCA_000010785),
изолированным из горячего источника в Японии
(Arai et al., 2010).

Анализ генома H. thermophiles RBS10-74 пред-
сказал, что, как и культивируемые штаммы
H. thermophiles, он является облигатным авто-
трофным организмом, способным окислять водо-
род и фиксировать CO2 через восстановительный
цикл трикарбоновых кислот. При росте в анаэ-
робных условиях эта бактерия может использовать
нитрат в качестве акцептора электронов. RBS10-74
также может окислять элементную серу или тио-
сульфат.

Полный геном MAG RBS10-58 – представителя
кандидатного рода UBA11096. Второй полный ге-
ном представителя филума Aquificae был отнесен
к роду UBA11096 семейства Aquificaceae в соответ-
ствии с геномной таксономической системой. До
настоящего времени этот род не имеет культиви-
руемых представителей и описан на основе не-
скольких собранных из метагеномов драфт-гено-
мов, анализ которых ранее не проводился.

Геном RBS10-58 был просеквенирован с 309-
кратным средним покрытием и собран в кольцевую
хромосому длиной 1722082 п.н. Относительная для
этого генотипа в метагеноме составляет 2.13%. В ре-
зультате аннотации генома RBS10-58 было иденти-
фицировано 1848 потенциальных белок-кодирую-
щих генов, функции половины из которых были
предсказаны, а также один оперон 16S–23S–5S
рРНК и 42 гена тРНК.

Для определения филогенетического положе-
ния бактерии RBS10-58 было построено филоге-
нетическое дерево на основе конкатенированных
аминокислотных последовательностей консерва-
тивных маркерных генов представителей всех ро-
дов семейства Aquificaceae, определяемых в ге-
номной таксономической системе. Полученные
результаты показывают, что RBS10-58 вместе с
несколькими другими MAG представляет отдель-
ную линию уровня рода, наряду с родами Aquifex,
Hydrogenivirga, Hydrogenobacter, Thermocrinis и
Thermocrinis minervae, представлявшим отдельный
род Thermocrinis_А в геномной таксономии (рис. 2).

Анализ генома RBS10-58 выявил полный на-
бор генов восстановительного цикла трикарбоно-
вых кислот, который используется у Aquificae для
автотрофной фиксации СО2 (Hügler et al., 2007), а
также генов пути глюконеогенеза. Пентозофос-
фатный путь у RBS10-58 отсутствует. В геноме об-
наружен полный набор генов пути окислительного
фосфорилирования, в том числе NADH дегидроге-
назы, сукцинатдегидрогеназы, цитохром bc1 ком-
плекса и нескольких цитохром с оксидаз. Наличие
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поглощающих мембранно-связанных [NiFe] гид-
рогеназ групп 2a и 1d указывает на возможность
использования молекулярного водорода в каче-
стве донора электронов при дыхании, что харак-
терно для представителей филума Aquificae. Дру-
гим субстратом может служить формиат, о чем
свидетельствует наличие мембранно-связанной
формиатдегидрогеназы.

В анаэробных условиях акцептором электро-
нов может служить нитрат, на что указывает при-
сутствие мембранно-связанной нитратредуктазы,
которая восстанавливает нитрат до нитрита. Далее
нитрит может восстанавливаться цитохром cd1 нит-
ритредуктазой с образованием оксида азота(II).
Последующие стадии денитрификации могут
осуществляться редуктазой окиси азота (nitric-
oxide reductase) и редуктазой закиси азота (nitrous
oxide reductase) с образованием молекулярного
азота.

В качестве донора электронов бактерия
RBS10-58 может использовать и соединения серы.
Окисление сероводорода может осуществляться
сульфид:хинон оксидоредуктазой (sulfide:quinone
oxidoreductase) и флавоцитохром с:сульфид дегид-
рогеназой (flavocytochrome c:sulfide dehydrogenase).
В геноме также кодируется Sox-Hdr-Soe вариант
пути окисления соединений серы до сульфата
(Watanabe et al., 2019), включающий кластер sox-ге-
нов soxYZAXB, гены сульфитдегидрогеназы soeABC и

кластер генов, кодирующих субъединицы гетеро-
суфльфидредуктазы hdrCBAhyphdrCB.

Таким образом, бактерия RBS10-58 является
хемолитоавтотрофом, способным получать энер-
гию за счет окисления молекулярного водорода и
соединений серы в процессе аэробного дыхания,
а в анаэробных условиях осуществлять все стадии
денитрификации.

ОБСУЖДЕНИЕ
Несмотря на то, что один из первых описан-

ных термофилов, Thermoplasma acidophilum, был
выделен из проб отходов горящего угля группой
Томаса Брока в конце 60-х годов прошлого столе-
тия (Darling et al., 1970), состав микробного сооб-
щества этих экосистем остается малоизученным.
Исследования состава микробных сообществ почв
в районах подземных угольных пожаров были вы-
полнены в Пенсильвании, США (Tobin-Janzen
et al., 2005; Lee et al., 2017). Анализ микробных со-
обществ по 16S рРНК выявил присутствие архей
филума Crenarchaeota, а также бактерий филумов
Chloroflexi, Acidobacteria, Proteobacteria, Bacteroide-
tes, Elusimicrobia и Gemmatimonadetes. В последую-
щих метагеномных исследованиях было показа-
но, что микроорганизмы с меньшими размерами
клеток и геномов преобладают на участках почвы
с более высокой температурой (Sorensen et al.,
2019).

Рис. 2. Филогенетическое положение RBS10-58 в семействе Aquificaceae. Филогенетическое дерево построено по ме-
тоду maximum likelihood, основанной на основе конкатенированных последовательностей консервативных маркер-
ных генов. Уровни поддержки ветвей определены с помощью Байесовского теста в PhyML. Таксономия показана на
основе системы GTDB (g – род).
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Микробные сообщества нагретой почвы в рай-
оне выходов на поверхность горячих угольных га-
зов в Синьцзяне, Китай, были исследованы с ис-
пользованием T-RFLP анализа и клональных
библиотек генов 16S рРНК (Zhang et al., 2013).
Среди доминирующих групп микроорганизмов
обнаружены представители филумов Firmicutes,
Proteobacteria, Acidobacteria, Bacteroidetes, Plancto-
mycetes и Actinobacteria. Самой многочисленной
группой были Firmicutes, в основном представите-
ли родов Bacillus и Paenibacillus.

В обоих этих случаях объектами исследования
были нагретые за счет выхода горячих газов “обыч-
ные”, богатые органикой почвы, что обусловило
преобладание в сообществах типичных почвен-
ных групп микроорганизмов. В настоящей же ра-
боте объектом исследования были не почвы, а от-
валы карьера по добыче угля, представляющие
собой углесодержащие горные породы. Предпо-
лагается, что в такой экосистеме будут формиро-
ваться специфические сообщества термофилов,
развитие которых поддерживается за счет уголь-
ных газов. Наиболее близким аналогом исследо-
ванного нами объекта было микробное сообще-
ство нагретых горных пород в районе подземного
горения угля на территории Горного Алтая (Kad-
nikov et al., 2018). Оно было простым по составу и
включало всего три доминирующих филотипа, все
они представляли филум Firmicutes. Это аэробный
гетеротроф Ca. Carbobacillus altaicus, анаэробный
хемолитоавтотроф Brockia lithotrophica и аэробная
бактерия Hydrogenibacillus schlegelii, способная как
использовать органические соединения, так и
расти автотрофно. Все эти микроорганизмы мо-
гут получать энергию за счет окисления молеку-
лярного водорода (а некоторые также и СО; Kad-
nikov et al., 2018). Также в этом сообществе были
обнаружены некультивируемые линии фирми-
кут, относящиеся к Thermaerobacteria.

Еще одним близким аналогом являются горя-
щие отвалы угольного разреза у города Киселевск
Кемеровской области. В микробном сообществе
поверхностного слоя нагретого до 58°С грунта до-
минировали представители Ktedonobacteria (филум
Chloroflexi), способные окислять водород и СО, а
термофильные гидрогенотрофные фирмикуты
составляли небольшую часть сообщества (Kad-
nikov et al., 2021). Возможно, отличия от исследо-
ванного в этой работе объекта обусловлены раз-
личной температурой и влажностью.

В исследованном нами сообществе RBS10
фирмикуты составляли около трети и были пред-
ставлены термофильными группами. H. schlegelii
и некультивируемые представители Thermaero-
bacteria входили в число доминирующих групп, в
небольших количествах была обнаружена и
Brockia lithotrophica. Однако, помимо фирмику-
тов, доминирующими группами в сообществе

RBS10 были представители рода Thermus и семей-
ства Aquificaceae, характерные для гидротермальных
экосистем (Counts et al., 2017; Bonch-Osmolovskaya,
2020). Ранее об их присутствии в почвах в районах
подземного горения угля не сообщалось. Будучи
способными к автотрофной фиксации углерода и
получению энергии за счет окисления водорода и
соединений веры, Aquificaceae, как и фирмикуты,
представляют автотрофную часть сообщества,
поддерживаемую угольными газами. Составляю-
щий около половины микробного сообщества
T. antranikianii, в свою очередь, использует в каче-
стве субстратов органические вещества, образуе-
мые автотрофными фирмикутами и Aquificaceae.

Исследованная нами термальная экосистема,
ассоциированная с горящими угольными отвала-
ми, и другие подобные объекты в Кемеровской
области и на Алтае, возникли не более несколь-
ких десятков лет назад и являются “молодыми”
по сравнению с геотермальными объектами. Ра-
нее было высказано предположение, что термо-
фильные Firmicutes, споры которых могут распро-
страняться на большие расстояния (Bonjour et al.,
1988; Aullo et al., 2013), могут быть первыми “ко-
лонизаторами” таких новых термальных эколо-
гических ниш (Kadnikov et al., 2018). Обнаруже-
ние нами представителей Thermus и Aquificaceae
свидетельствует о том, что распространение не-
спорообразующих термофилов, источником ко-
торых могут быть встречающиеся на юге Сибири
горячие источники и другие геотермальные объ-
екты, также может быть достаточно быстрым.
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Abstract—Underground burning of coal seams, accompanied release of gases, leads to the development of lo-
cal thermal ecosystems. We investigated the microbial community of the ground heated to 72°C in the release
area of hot gases resulting from underground combustion of coal mining waste at the Bungurskiy-Severny
coal deposit in the Kemerovo region of Russia. Analysis of the composition of the microbial community by
16S rRNA gene profiling revealed predominance of thermophilic bacteria of the phyla Deinococcus-Thermus,
Aquificae, and Firmicutes. As a result of metagenomic analysis, 18 genomes of the main members of the mi-
crobial community were obtained, including the complete genomes of Hydrogenobacter thermophiles, a mem-
ber of the candidate genus UBA11096 of the phylum Aquificae (RBS10-58), Thermoflexus hugenholtzii, and
Thermus antranikianii. Analysis of the RBS10-58 genome indicates that this bacterium can autotrophically
fix carbon in the reductive tricarboxylic acids cycle and obtain energy via the oxidation of hydrogen and sulfur
compounds with oxygen or nitrate as electron acceptors. Genome analysis of the two dominant Firmicutes
species, Hydrogenibacillus schlegelii and an uncultured member of the class Thermaerobacteria, showed that
these bacteria could grow aerobically by oxidizing hydrogen and carbon monoxide. Overall, the community
was dominated by aerobic bacteria capable of growing autotrophically and receiving energy via the oxidation
of the main components of coal gases, hydrogen and carbon monoxide. Thermus antranikianii, which makes
up about half of the microbial community, probably uses organic matter produced by the autotrophic mem-
bers of Firmicutes and Aquificae.
Keywords: thermophiles, coal gases, microbial community, hydrogenotrophs, Thermus, Aquificae
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