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Изучение микроорганизмов, обитающих в подземных водоносных горизонтах, основано на отборе
проб воды, поступающих из глубинных скважин, и редко учитывает физико-химические процессы
в системе вода‒порода. Остается неясным, как метаболизируют аэробные прокариоты, обнаружи-
ваемые под землей молекулярными методами. Для прямого определения отношения прокариот к
кислороду необходимо культивирование. В настоящем исследовании проведено целевое выделение
аэробных и анаэробных бактерий, обнаруженных в термальных радоновых водах на курорте Бело-
куриха молекулярными методами. Профилирование по гену 16S рРНК выявило доминирование
представителей группы Deionococcus‒Thermus, относящихся к роду Meiothermus (17.6% чтений) и
считающихся строгими аэробами. Одновременно в воде присутствовали анаэробные сульфатреду-
цирующие Thermodesulfovibrio. Вода характеризовалась восстановительными и щелочными услови-
ями. Целевое культивирование позволило выделить растущий аэробно Meiothermus sp. 1165, являю-
щийся близким родственником Meiothermus cerbereus. Одновременно выделен алкалофильный
анаэробный сульфатредуктор Thermodesulfovibrio sp. 1176. Измерение в воде Белокурихи интенсивно-
сти сульфатредукции с  продемонстрировало активный процесс, протекающий со скоростью
41.4 ± 1.06 мкг Sвосст/л/сут (1.29 нмоль S/мл/сут). Анализ генома штамма 1176 выявил присутствие раз-
личных механизмов, обеспечивающих относительную устойчивость к кислороду и окислительному
стрессу и включающих супероксид редуктазу, рубредоксин, супероксид дисмутазу Fe-Mn семейства,
каталазу-пероксидазу KatG и цитохром bd убихинол оксидазу. Низкий окислительно-восстанови-
тельный потенциал и интенсивный процесс анаэробной сульфатредукции подтверждают, что, в це-
лом, подземные горизонты в Белокурихе характеризуются восстановительными условиями. Можно
предположить пространственное разобщение аэробов и анаэробов в системе вода‒порода, как это
происходит в наземных микробных матах, а также протекание аэробных процессов в микрозонах.
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DOI: 10.31857/S0026365622600833, EDN: FWKVNZ

Современные оценки предполагают, что 15%
всей биомассы Земли приходится на обитающих
в подземных горизонтах бактерий и архей (Bar-
On et al., 2018). Микроорганизмы подземных во-
доносных горизонтов остаются наименее изучен-
ной частью микробиоты планеты, прежде всего, в
силу малой доступности подземных местообита-
ний для исследований. Отбор проб водоносных
горизонтов возможен через глубинные скважи-
ны, которые образно называют “окнами в под-
земный мир” (Pedersen, 2000). Особое значение
имеют артезианские скважины, из которых вода

поступает под давлением, что исключает возмож-
ность контаминации наземными микроорганиз-
мами. Однако один только отбор проб воды недо-
статочен для понимания активности прокариот,
связанной с физическими и геологическими ха-
рактеристиками биотопов. Подземные горизонты
представляют насыщенные водой проницаемые
породы. Взаимодействие вода‒порода является
важным фактором, определяющим распростра-
нение и активность прокариот. Современные ис-
следования показывают, что минеральная ком-
понента, например, содержание глины, влияет на
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скорость роста различных таксонов бактерий в
почве (Finley et al., 2022). Увеличение содержания
минералов ближнего порядка (аллофана, имого-
лита, ферригидрита) угнетало рост бактерий. Одна
из нерешенных загадок “подземной биосферы” ‒
вопрос о возможности присутствия кислорода в
глубинных слоях и использования его аэробными
микробами. Традиционно считают, что глубинные
горизонты изолированы от атмосферы и характе-
ризуются восстановительными и олиготрофными
условиями (Lovley, Chapelle, 1995; Kieft et al., 2005).
В условиях “подземной биосферы” энергетиче-
ский метаболизм ограничивается анаэробным
дыханием и брожением.

В предварительных исследованиях термаль-
ной воды из подземных водоносных горизонтов,
используемых в бальнеологических целях на ку-
рорте Белокуриха (Алтайский край), мы обнару-
жили, что значительную часть микробного сооб-
щества составляет группа Deionococcus‒Thermus,
для которых предпочтительным является аэробный
метаболизм. Одновременно вода характеризовалась
отрицательными значениями окислительно-вос-
становительного потенциала и присутствием
сульфатредуцирующих бактерий, включая Ther-
modesulfovibrio. Молекулярное профилирование
сообщества прокариот позволяет определить так-
сономическое положение филотипов и опреде-
лить их возможное отношение к присутствию/от-
сутствию кислорода в среде. Однако для оконча-
тельного подтверждения характера роста
необходимы эксперименты с культурами.

Настоящее исследование посвящено целевому
культивированию доминирующих филотипов
бактерий, совмещенному с параллельным про-
филированием сообщества прокариот по гену 16S
рРНК, и выяснению особенностей метаболизма
путем измерения скорости процесса сульфатре-
дукции и анализа генома.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Отбор проб, измерение физико-химических ха-
рактеристик. Отбор проб воды проводили из сква-
жины, обозначаемой 4Э и используемой в каче-
стве источника минеральной радоновой воды на
курорте Белокуриха. Пробы были отобраны два-
жды; для молекулярного анализа использовали
воду, отобранную 08.08.2019. Для культивирова-
ния, измерения скорости сульфатредукции и па-
раллельного молекулярного анализа пробы воды
были отобраны 13.08.2021. Пробы воды отбирали
на месте излива скважины 4Э. Физико-химиче-
ские параметры воды, pH, температуру и окисли-
тельно-восстановительный потенциал измеряли
рН-метром HI18314F (“Hanna Instruments”, Гер-
мания). Элементный состав воды определяли
масс-спектрометрией с индуктивно связанной

плазмой, как описано ранее (Карначук и соавт.,
2015).

Измерение скорости сульфатредукции. Для из-
мерения скорости сульфатредукции в условиях,
приближенных к in situ, пробы воды разливали в
пенициллиновые флаконы объемом 30 мл и за-
крывали резиновой пробкой без доступа воздуха.
Аликвоты (300 мкл) Na2

35SO4 (4 мкКи; “Perkin-
Elmer”, США) вносили в пенициллиновые фла-
коны шприцем через резиновую пробку. Все из-
мерения скорости сульфатредукции проводили в
трех повторностях. Инкубировали флаконы в те-
чение 24 ч при температуре 42°С, после чего фик-
сировали 1 мл 1 N раствора KOH. В лаборатории
проводили разделение восстановленных форм се-
ры кислотной перегонкой (кислото-растворимые
сульфиды) и восстановлением CrCl2 (элементная,
пиритная и органическая сера), как описано ра-
нее (Карначук и соавт., 2006).

Выделение чистых культур. Для культивирова-
ния концентрировали инокулят путем фильтро-
вания через мембранный фильтр с диаметром пор
0.22 мкм. Для получения накопительных культур
аэробных представителей группы Deionococcus‒
Thermus были использованы среды DSMZ256,
DSMZ86 и DSMZ1004. Получение накопитель-
ных культур проводили на агаризованной среде
DSMZ256, DSMZ86 и жидкой среде DSMZ1004.
Накопительные культуры инкубировали при тем-
пературе 45, 50, 55 и 60°С.

Среда DSMZ1004 была модифицирована до-
бавлением 1 мл/л раствора микроэлементов по
Волину (Modified Wolin’s mineral solution, DSMZ141)
и 2 мл/л раствора витаминов по Видделю (Widdel,
Bak, 1992). Также вносили 1 мл/л раствор селената и
вольфрамата и 2 мл/л раствора сульфида натрия
по Видделю‒Баку (Widdel, Bak, 1992). В качестве
донора электронов использовали глюкозу (10 мM);
рН среды доводили раствором NaHCO3 (8%) до 7.5.

Для получения культуры Thermodesulfovibrio
использовали пресноводную среду Видделя‒Бака
(Widdel, Bak, 1992), содержащую (в г/л): Na2SO4 ‒ 4,
KH2PO4 ‒ 0.2, NH4Cl ‒ 0.25, NaCl ‒ 1, MgCl2 ·
· 6H2O ‒ 0.4, KCl ‒ 0.5, CaCl2 ‒ 0.113, 2 мл раство-
ра витаминов, 1 мл раствора микроэлементов, по
1 мл раствора Na2SeO3 и Na2WO4. Формиат (7.5 мМ)
и ацетат (9 мМ) использовали в качестве донора
электронов и Na2S · 9H2O – в качестве восстано-
вителя.

Для определения филогенетического положе-
ния изолятов секвенировали ген 16S рРНК, ам-
плифицированый с праймерами 27F-1492R. Выде-
ление ДНК и условия амплификации аналогичны
описанным ранее (Frank et al., 2016). Последова-
тельности генов 16S рРНК штаммов Thermodesul-
fovibrio sp. 1176 и Meiothermus sp. 1165 депонирова-
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ны в GenBank NCBI под номерами OP919603 и
OP926023 соответственно.

Анализ состава микробного сообщества. Образцы
воды (объемом 50 л) фильтровали через фильтр с
диаметром пор 0.22 мкм. Фильтры гомогенизиро-
вали, растирая с жидким азотом; препарат мета-
геномной ДНК выделяли с помощью Power Soil
DNA Isolation Kit (“MO BIO Laboratories Inc.”,
Carlsbad, США).

Состав сообщества прокариот определяли на
основании анализа последовательностей вариабель-
ного региона V3–V4 гена 16S рРНК, амплифициро-
ванного с помощью ПЦР с использованием прай-
меров PRK341F (5'-CCTACGGGRBGCASCAG-3')
и PRK806R (5'-GGACTACYVGGGTATCTAAT-3').
Полученные ПЦР фрагменты использовали для
приготовления библиотеки для секвенирования с
помощью набора Nextera XT DNA Library Prep Kit
(“Illumina”, США) по протоколам производителя.
Полученную библиотеку секвенировали на MiSeq
(“Illumina”) с использованием набора MiSeq Re-
agent Kit v.3 (в формате парных чтений, 2 × 300 нт).
Полученные пересекающиеся чтения объединя-
ли с помощью программы FLASH v 1.2.11 (Magoč,
Salzberg, 2011). В результате для образцов 2019 г. и
2021 г. было получено 137780 и 13979 последова-
тельностей фрагментов генов 16S рРНК соответ-
ственно.

Последовательности фрагментов генов 16S
рРНК кластеризовали в операционные таксоно-
мические единицы (ОТЕ) на уровне 97% иден-
тичности с помощью программы USEARCH v. 11
(Edgar, 2010). Прочтения низкого качества, хи-
мерные последовательности и синглтоны удаля-
лись алгоритмами USEARCH. Чтобы рассчитать
относительные представленности ОТЕ, все полу-
ченные чтения были картированы на ОТЕ с гло-
бальным порогом идентичности 97% с помощью
USEARCH. Таксономическую классификацию
OTЕ проводили по базе последовательностей
рРНК SILVA v. 138 с использованием алгоритма
VSEARCH v. 2.14.1 (Rognes et al., 2016).

Полученные последовательности фрагментов
генов 16S рРНК депонированы в базу NCBI Se-
quence Read Archive (SRA) под номерами
SRRХХХХХ (образец 2019 г.) и SRRХХХХХ (обра-
зец 2021 г.).

Секвенирование генома штамма Thermodesulfo-
vibrio sp. 1176. Геномную ДНК выделяли с ис-
пользованием набора Power Soil (“MO BIO Labo-
ratories”, Carlsbad, CA, США) и секвенировали с
использованием платформы Illumina MiSeq.
Библиотеку готовили с использованием набора
NEBNext Ultra II (“New England BioLabs”, Ipswitch,
MA, США). В результате секвенирования этой
библиотеки на Illumina MiSeq с использованием
реагентов MiSeq Reagent Kit v.3 (в формате пар-
ных чтений, 2 × 300 нт) получено 1051896 чтений.

Перекрывающиеся парные чтения были объеди-
нены с помощью FLASH v1.2.11 (Magoč, Salzberg,
2011), а последовательности с низким качеством
были удалены с помощью Sickle v1.33 (https://
github.com/najoshi/sickle/). Чтения Illumina соби-
рали в контиги с помощью SPAdes v.3.11.1 (Nurk
et al., 2013). Поиск и аннотацию генов проводили
с помощью сервера RAST (Brettin et al., 2015).
Полноту драфт генома оценивали с помощью
программы CheckM (Parks et al., 2015).

РЕЗУЛЬТАТЫ
Физико-химические характеристики воды из

скважины 4Э и скорость сульфатредукции. Темпе-
ратура воды скважины 4Э в момент отбора проб
08.08.2019 составляла 38.0°C, рН ‒ 9.12 (табл. 1).
Измеренный окислительно-восстановительный
потенциал, ‒40 мВ, мог быть несколько завышен
в силу того, что из-за конструкции подводящих
путей не было возможности провести измерения
непосредственно на изливе скважины. Измерения
проводили в бутыли с пробой воды. Концентрация
сульфата в воде изменялась от 88.6 мг/л в 2019 г., до
57.0 мг/л – в 2021 г. Заметной особенностью микро-
элементного состава воды была высокая концен-
трация вольфрама, достигавшая 140 мкг/л. Также
высокой была концентрация молибдена, состав-
лявшая 38 мкг/л.

Средняя скорость сульфатредукции, измерен-
ная в пробах воды в августе 2021 г., составляла
41.4 ± 1.06 мкг Sвосст/л/сут (1.29 нмоль S/мл/сут).
Большая часть (92.5%) восстановленной серы нахо-
дилась в форме сероводорода (кислоторастворимая
сера, КРС). Остальная часть метки находилась в
форме серы, восстанавливаемой CrCl3 (ХВС), кото-
рая может включать пирит (FeS2), элементную и
органическую серу.

Состав микробного сообщества. В микробном
сообществе воды, отобранной из скважины 4Э в
2019 г., доминировали бактерии, доля архей со-
ставляла лишь 0.3% всех последовательностей ге-
нов 16S рРНК. На уровне филумов доминировали
представители Proteobacteria (32.5%), Deinococcota
(18.5%), Candidatus Eremiobacterota (13.8%), Chlo-
roflexi (10.3%), Patescibacteria (6.8%), Actinobacteri-
ota (4.2%), Armatimonadota (3.4%), Planctomycetota
(2.6%), Acidobacteriota (2.5%), Bacteroidota (1.6%);
доли остальных линий уровня филума не превы-
шали 1% (рис. 1).

Большинство протеобактерий представляли
классы альфа (24.3%) и гамма (8.2%). Наиболее
многочисленная ОТЕ альфапротеобактерий,
представлявшая 9.9% сообщества, имела 97.6%-ю
гомологию последовательности гена 16S рРНК с
Parvibaculum lavamentivorans, ‒ аэробной гетеро-
трофной бактерией, идентифицированной в сточ-
ных водах (Schleheck et al., 2004). Также среди
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альфапротеобактерий были обнаружены предста-
вители порядков Caulobacterales (2.0%), Rhizobiales
(3.4%), Rhodobacterales (1.6%), Sphingomonadales
(5.5%), Acetobacterales (0.3%) и Azospirillales (0.4%).
На уровне рода были идентифицированы Brevun-
dimonas (1.8%), Rubellimicrobium (1.3%), Novosphin-
gobium (2.4%), Sphingomonas (2.9%), среди культи-
вируемых представителей которых преобладают
аэробные гетеротрофы, встречающиеся в почвах
и водоемах (Dastager et al., 2008; Asaf et al., 2020;
Liu et al., 2021). Среди гаммапротеобактерий были
обнаружены семейства Comamonadaceae (2.3%) и
Hydrogenophilaceae (5.4%); последнее включало
род Thiobacillus (3.8%) и неклассифицируемые на

уровне рода филотипы. Представители Thiobacil-
lus являются хемолитоавтотрофами, способными
окислять железо или восстановленные соедине-
ния серы (Rawlings, Kusano, 1994).

Во втором по относительной численности фи-
луме, Deinococcota, доминировал род Meiothermus
(17.6%), наиболее многочисленный филотип ко-
торого (15.4%) был близок к Meiothermus ruber
(99.1% идентичности по 16S рРНК). Представители
этого рода – умеренно термофильные гетеротрофы,
встречающиеся в термальных водах, включая
подземные (Tindall et al., 2010). Около 0.9% сообще-
ства составляли представители семейства Deinococ-
caceae.

Третья по численности линия, кандидатный
филум Eremiobacterota (WPS-2), был представлен
одной ОТЕ. Этот филум включает представителей с
разнообразными путями метаболизма, включая
аноксигенный фотосинтез, автотрофный рост за
счет окисления атмосферного водорода и СО,
анаэробное дыхание и органотрофию (Ji et al.,
2021).

Около 6.8% сообщества составляют Patescibac-
teria, большая часть которых относится к одной
ОТЕ кандидатного класса WWE3 (по таксономии
Silva). Возможно, реальное содержание Patesci-
bacteria даже выше, поскольку из-за небольших
размеров клеток представителей этого филума
часть их может теряться при использовании для
сбора биомассы 0.2 мкм фильтра (Herrmann et al.,
2019). Представители Patescibacteria характерны
для грунтовых вод и преимущественно распро-
странены в бескислородных средах, реже встре-
чаются в подземных водах, содержащих кислород
(Nelson, Stegen, 2015). Patescibacteria обладают не-
большими геномами (обычно менее ~1 млн нт) и
лишены многих ключевых биосинтетических пу-
тей (Brown et al., 2015). Предположительно, Pates-
cibacteria являются паразитами или симбионтами
других микроорганизмов (Ji et al., 2022).

Остальные филумы бактерий были в основном
представлены линиями гетеротрофов, характерных
для почв и подземных вод. Это Chloroflexi (в основ-
ном класс Anaerolineae), Actinobacteria (в основном
Corynebacteriales, Micrococcales и Solirubrobacterales),
Armatimonadetes (Fimbriimonadales), Planctomycetes
(Phycisphaerales, Gemmatales и Isosphaerales), Acidobac-
teria (Bryobacterales и Blastocatellales) и Bacteroidota.

Среди известных линий диссимиляционных
сульфатредукторов были детектированы предста-
вители порядка Desulfitobacteriales филума Firmic-
utes, ‒ Desulfosporosinus, Desulfotomaculum и Desul-
furispora, но их суммарная доля составляла менее
0.02%. Около 0.03% сообщества представлял ‘Desul-
forudis audaxviator’, ‒ эндемичная для глубинной
подземной биосферы бактерия, ранее выделенная
нами из подземных вод Западно-Сибирского ре-
гиона (Karnachuk et al., 2019). Потенциальными

Таблица 1. Физико-химические параметры воды сква-
жины 4Э
Параметры и единицы измерения Значения

рН 9.12
Температура, °C 38.0
Eh, мВ ‒40
Содержание в воде, мг/л:

88.6

Cl– 11.3

4.6

F– 17.6
Na 69.3
Mg 0.0017
Ca 2.75
Si 26.2
K 1.06
Sr 0.070
W 0.140
Mo 0.038
Cs 0.030
B 0.29
Li 0.50
Fe <0.02
Ba 0.00025
Se 0.00083
P <0.2
Rb 0.012
Mn 0.000068
Al 0.0024
Ge 0.0050
Zn 0.0013
Cr <0.0005
As 0.0026

2
4SO −

3NO−
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сульфатредукторами также могут быть представи-
тели класса Thermodesulfovibrionia филума Nitro-
spirota (0.6% сообщества), который включает тер-
мофильных сульфатредукторов рода Thermodesul-
fovibrio. Однако детектированные ОТЕ были
филогенетически удалены от культивируемых
Thermodesulfovibrio и не были классифицированы
даже на уровне порядка. Отметим, что известные
сульфатредукторы филума Desulfiobacterota не бы-
ли обнаружены.

Микробное сообщество воды, отобранной в
2021 г., содержало те же основные таксономиче-
ские группы микроорганизмов, хотя их соотно-
шения заметно отличались. Преобладали пред-
ставители трех филумов Proteobacteria (66.3%, в
основном класса гамма), Actinobacteriota (17.1%) и
Bacteroidota (10.5%), доли филумов Deinococcota,
Candidatus Eremiobacterota, Chloroflexi и Patescibacte-
ria были намного ниже, чем в образцах 2019 г. (0.3,
1.7, 1.1 и 0.03% соответственно). Наиболее много-
численный филотип 2021 г. (21.9%), представляю-
щий род Cavicella семейства Moraxellaceae, не был
детектирован в 2019 г. Представитель этого рода,
Cavicella subterranea, является органотрофным
аэробом и был выделен из подземного водоносного
горизонта глубиной 150 м в Португалии (França
et al., 2015). Второй по численности филотип, ак-
тинобактерии рода Dietzia, представители кото-
рого могут окислять углеводороды (Ali et al.,
2022), составляли 16.7% сообщества в 2021 г. и
лишь 0.7% в 2019 г. Тем не менее, представители
рода Meiothermus и неклассифицируемые Ther-
modesulfovibrionia были обнаружены и в образцах
2021 г., составляя, соответственно, 0.3 и 0.2% со-
общества.

Выделение чистых культур. Учитывая результаты
профилирования по гену 16S рРНК, полученные
в 2019 г., целевыми филотипами для выделения в
культуру были выбраны аэробные Meiothermus и
строго анаэробные Thermodesulfovibrio. Для полу-
чения накопительных культур аэробных Meiother-
mus была использована среда DSMZ256, содержа-
щая пептон и крахмал, и DSMZ86, содержащая
триптон. Однако рост на агаризованной среде в
условиях температур от 45 до 60°C отсутствовал.
Одновременно наблюдали присутствие морфоло-
гически однородных палочковидных клеток, об-
разующих тяжи, на среде DSMZ1004 с глюкозой
для Chloroflexi при культивировании в анаэроб-
ных условиях при температуре 50°C. Последую-
щее культивирование накопительной культуры в
аэробных условиях на качалке (160 об./мин) на
модифицированной среде DSMZ1004 привело к
выделению чистой культуры, обозначенной как
штамм 1165. Филогенетический анализ последо-
вательности гена 16S рРНК штамма 1165 показал,
что он относится к роду Meiothermus (рис. 2). Бли-
жайшими родственниками являются Meiothermus
cerbereus и Meiothermus ruber со сходством после-
довательностей гена 16S рРНК 99.13 и 97.8% соот-
ветственно. Штамм рос в узком диапазоне темпе-
ратур от 40 до 50°C, оптимальная температура ро-
ста составляла 50°C. При росте на жидкой среде
штамм 1165 мог использовать в качестве субстрата
крахмал, глюкозу, сахарозу, фруктозу, триптон,
пептон и соевый пептон.

Целевое выделение Thermodesulfovibrio проводи-
ли на пресноводной среде Видделя‒Бака с форми-
атом и ацетатом в качестве донора электронов и ис-
точника углерода и сульфитом в качестве акцептора,
при 70○C; рН среды увеличивали до 8.5 с учетом

Рис. 1. Состав микробного сообщества на уровне филумов по данным профилирования гена 16S рРНК в 2019 и 2021 гг.
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щелочной реакции среды в термальной воде. По-
лученный сульфидоген был обозначен как штамм
1176. Филогенетический анализ последователь-
ности гена 16S рРНК штамма 1176 подтвердил,
что бактерия относится к роду Thermodesulfovibrio

(рис. 3). Ближайшим родственником штамма 1176
является алкалотолерантный Thermodesulfovibrio sp.
N1, выделенный из термальных подземных вод
мезозойских отложений в поселке Белый Яр Том-
ской области (Frank et al., 2016). Проведенный
анализ сходства нуклеотидных последовательно-
стей геномов показал, что среднее сходство (ANI)
штаммов 1176 и N1 составляет 99.13% и не превы-
шает порог 95%, предложенный для разграниче-
ния видов (Chun et al., 2018). Молекулярные дан-

ные свидетельствуют о принадлежность штаммов
N1 и 1176 к одному виду. Штамм 1176 рос в диапа-
зоне температур от 37 до 65○C с оптимумом при
55○C. Штамм характеризовался широким диапа-
зоном рН для роста от 5.5 до 12, с оптимумом 10.5.

Анализ генома Thermodesulfovibrio sp. 1176. Ге-
ном штамма Thermodesulfovibrio sp. 1176 был получен
в виде 32 контигов суммарной длиной 2083381 нт.
Полнота собранного драфт генома оценивается
СheckM в 99.1%. Проведенный анализ сходства
нуклеотидных последовательностей геномов по-
казал, что ANI между геномами штаммов 1176 и
N1 (GCA_001707915) составляет 99.61%, что ука-
зывает на их принадлежность к одному виду (Chun
et al., 2018). В геноме предсказано 2222 белок-ко-

Рис. 2. Микрофотографии ультратонких срезов клеток и дерево, показывающее филогенетическое положение штамма
Meiothermus sp. 1165 на основе анализа последовательностей гена 16S рРНК, определенное методом Neighbor-Joining.
Бутстрепы рассчитаны из 1000 итераций.
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дирующих гена, 3 гена рРНК и 46 генов транс-
портных РНК (тРНК). Сравнение геномов этих
штаммов выявили минимальные отличия в набо-
рах присутствующих у них генов; штамм-специ-
фические гены, в основном, кодировали белки
мобильных элементов и гипотетические белки с
неизвестными функциями.

Анализ генома штамма 1176 показал, что он со-
держит набор генов диссимиляционной сульфат-
редукции, включая сульфатаденил трансферазу,
аденозин-фосфосульфат редуктазу AprAB, мем-
бранно-связанный электрон-транспортный ком-
плекс QmoABC, диссимиляционную сульфитредук-
тазу DsrABC и ассоциированный с ней комплекс
DsrMKJOP. Наличие поглощающей гидрогеназы
и формиатдегидрогеназы указывает на возмож-
ность окисления водорода и формиата. Помимо
сульфата, штамм 1176 может использовать в каче-
стве акцепторов электронов нитрит и тиосульфат,
о чем свидетельствует присутствие соответствую-
щих мембранно-связанных оксидоредуктаз. В от-
личие от T. yellowstonii, T. aggregans и T. islandicus, у
штамма 1176, как и у штамма N1, отсутствует нит-
рогеназа. Общим для штаммов 1176 и N1 адаптив-
ным признаком, связанным с алкалофилией, яв-
ляется наличие мультисубъединичного Na+/H+

антипортера Mnh семейства.

У штамма 1176 имеются различные механизмы,
которые могут обеспечивать его относительную
устойчивость к кислороду и окислительному
стрессу. Наряду с обычно встречающимися у
анаэробов супероксид редуктазой и рубредокси-

ном, в геноме кодируются характерные для аэробов
супероксиддисмутаза Fe-Mn семейства и каталаза-
пероксидаза KatG, которые могут обеспечивать де-
токсификацию супероксид-радикала. Также у
штамма 1176 имеется мембранно-связанная цито-
хром bd убихинол оксидаза. Эти ферменты имеют
высокое сродство к кислороду (Jünemann, 1997) и
могут обеспечивать не только защиту от окисли-
тельного стресса в микроаэробных условиях (Bor-
isov et al., 2021), но и генерацию трансмембранно-
го протонного градиента. Наряду с ферментатив-
ными механизмами, толерантность штамма 1176 к
кислороду может обеспечиваться за счет внекле-
точного полисахаридного матрикса. Его форми-
рование возможно благодаря bcsABZC-оперону,
кодирующему целлюлоз-синтазу. Помимо штамма
1176, это оперон имеется у родственного штамма
N1 и у T. aggregans (Frank et al., 2016), но отсутству-
ет у других видов Thermodesulfovibrio.

ОБСУЖДЕНИЕ
Молекулярный анализ термальной радоновой

воды выявил присутствие как аэробных, так и
анаэробных бактерий. Однако для окончательно-
го подтверждения характера роста необходимы
эксперименты с культурами. Несмотря на сниже-
ние численности Meiothermus в воде в 2021 г.,
представитель этого рода, штамм 1165, был успешно
культивирован, и продемонстрирован его аэроб-
ный рост на сахарах и белках. Meiothermus sp. 1165
сохранял жизнеспособность и в анаэробных усло-
виях. До последнего времени представителей

Рис. 3. Микрофотографии ультратонких срезов клеток и дерево, показывающее филогенетическое положение штамма
Thermodesulfovibrio sp. 1176 на основе анализа конкатенированных аминокислотных последовательностей 120 одноко-
пийных белков-маркеров. Дерево построено методом Neighbor-Joining. Бутстрепы рассчитаны из 1000 итераций. Не-
ясные позиции были удалены для каждой пары последовательностей (pairwise deletion option). Общее количество по-
зиций – 5040. Эволюционный анализ проведен в MEGA11.
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Meiothermus рассматривали как строго аэробных
умеренно термофильных гетеротрофов (Habib et al.,
2017). Некоторые представители Meiothermus мо-
гут использовать нитрат в качестве акцептора
электронов. Достаточное для протекания нит-
ратредукции количество NO3 (4.6 мг/л) обнару-
жено в воде скважины 4Э.

Представители Meiothermus устойчивы к ради-
ации (Masurat et al., 2005). Авторы обнаружили
биопленки Meiothermus внутри системы для хра-
нения отходов отработанного ядерного топлива.
Анализ по гену 16S рРНК показал, что Meiothermus,
образующий микробные обрастания в радиоак-
тивных местообитаниях, представляет удаленную
ветвь внутри рода, но его ближайшим родственни-
ком является M. cerbereus. Дальнейшего описания
бактерии не было проведено. Термальные воды ку-
рорта Белокуриха содержат радон и природную ра-
диоактивность. Содержание радона в скважине
4Э составляет 5–8 нKи/л (Джабарова и соавт.,
2016). Возможная устойчивость штамма 1165 к ра-
диоактивности обусловливает его распростране-
ние в воде подземных горизонтов. Сходство по-
следовательностей генов 16S рРНК штамма 1165 и
M. cerbereus составляло 99.13% и превышало уста-
новленный порог для разграничения видов 98.7%
(Kim et al., 2014). Вероятно, бактерия, выделенная
из термальных вод в Белокурихе, представляет
новый штамм M. cerbereus. Штамм 1165 отличает-
ся от типового штамма GY-1 активным ростом на
жидкой среде, в то время как вид получил свое ла-
тинское название “cerbereus” из-за трудностей,
связанных с выращиванием на жидкой среде
(Chung et al., 1997). Штамм 1165 рос только на
жидкой среде и не поддавался культивированию
на агаризованных средах.

Несмотря на более ранние представления об
отсутствии кислорода и существовании восстанов-
ленных условий в подземных горизонтах, послед-
ние исследования демонстрируют возможность су-
ществования низкого парциального давления О2. В
частности, 0.42–2.3мл/л растворенного O2 было
обнаружено в водах шахты по добыче золота в
Южной Африке (Weinstein et al., 2019) на глубине
1.3 км. Из этого биотопа была выделена подзем-
ная нематода Halicephalobus mephisto (Borgonie et al.,
2011). Нематода поддерживала аэробный метабо-
лизм в условиях гипоксии при парциальном дав-
лении кислорода всего 0.4кПа. Авторы предпола-
гают, что нематода питается населяющими глу-
бинные слои прокариотами. Для поддержания
энергетического метаболизма животное должно
находиться в микробных биопленках, развиваю-
щихся во вмещающих породах. Наши исследования
подземной термофильной спирохеты Longinema
margulisae предполагают возможность образования
микробных обрастаний в глубинных водоносных
горизонтах, аналогичных развивающимся в на-
земных условиях микробным матам (Karnachuk

et al., 2021). Прямые доказательства существова-
ния сестонных форм в подземной биосфере были
получены при изучении колонок фракционных
пород (Wanger et al., 2006). Авторы наблюдали
участки органического вещества и микроколонии
клеток, связанные с породой в колонках фракци-
онной зоны шахты Мпоненг в Южной Африке, в
водах которой ранее был обнаружен ‘Desulforudis
audaxviator’.

Несмотря на общепризнанный факт широкого
распространения сульфатредуцирующих прока-
риот в термальных подземных водоносных гори-
зонтах (Bell et al., 2020), измерение скорости про-
цесса сульфатредукции в этих биотопах фактиче-
ски не проводили. Нам известно единственное
сообщение об определении скорости сульфатре-
дукции с использованием радиоактивного суль-
фата в воде офолитов Самаил (Samail Ophiolite) в
султанате Оман (Glombitza et al., 2021). Авторы
провели измерение скорости процесса в воде, по-
лученной из 12 скважин, глубиной от 78 до 472 м и
температурой от 30.0 до 35.7○C. Скорость суль-
фатредукции была низкой, максимальная вели-
чина составляла 2.1пмоль мл/сут, что было на три
порядка меньше измеренной нами в воде Белоку-
рихи. Интересно отметить, что профилирование
микробного сообщества по гену 16S рРНК в водах
офолитов выявило доминирование представите-
лей Meiothermus (6.78% всех чтений) и Thermode-
sulfovibrio (5.33% всех чтений) (Rempfert et al.,
2017). Подземную воду офолитов и изученную нами
радоновую подземную воду объединяет щелочная
реакция среды; рН в воде скважин офолитов Са-
маил изменялась в пределах от 7.6 до 11.4. Meio-
thermus также доминировали в щелочной тер-
мальной воде офолитов Замбала (Zambala) на
Филлипинах (Woycheese et al., 2015), где они со-
ставляли 45% всего сообщества. Исследованные
пробы воды характеризовались низкими значе-
ниями окислительно-восстановительного потен-
циала (от ‒194 до –580 мВ) и рН около 10.

Высокие концентрации вольфрама и молибдена,
зафиксированные в воде скважины 4Э в Белокури-
хе, известны для геотермальных вод (Planer-Friedrich
et al., 2020; Zhao et al., 2021). Интересно отметить,
что оба металла являются важными кофакторами
формиатдегидрогеназ у классических сульфатре-
дукторов Desulfovibrionales (Zhang, Gladyshev, 2008).
Недавно на примере модельного Desulfovibrio vul-
garis Heldenborough были описаны новые регуля-
торы транскрипции TaoR, контролирующие экс-
прессию транспортеров вольфрама и молибдена
(Rajeev et al., 2018). Оба микроэлемента использу-
ются в питательных средах для выращивания
сульфатредукторов (Widdel, Bak, 1992), и их доступ-
ность в подземной воде может быть дополнитель-
ным фактором, способствующим развитию СРБ.

Таким образом, наши результаты свидетель-
ствуют в пользу существования гетерогенных
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условий в глубинных водоносных горизонтах в
Белокурихе, что обеспечивает одновременное
присутствие аэробных Meiothermus и анаэробных
Thermodesulfovibrio. Низкий окислительно-восста-
новительный потенциал и интенсивный процесс
анаэробной сульфатредукции подтверждают, что, в
целом, подземные горизонты характеризуются вос-
становительными условиями. Можно предполо-
жить пространственное разобщение аэробов и
анаэробов в системе вода‒порода, как это проис-
ходит в наземных микробных матах. Кроме того,
выделенный нами Thermodesulfovibrio sp. 1176 мо-
жет образовывать внеклеточные полисахариды,
благодаря bcsABZC оперону, кодирующему целлю-
лоз-синтазу. Очевидно, что гетерогенность водо-
носных горизонтов может обеспечивать существо-
вание микрозон, известных для морских осадков.
Только в случае анаэробных водоносных гори-
зонтов, характеризующихся восстановительными
условиями, можно ожидать существование микро-
зон с низким парциальным давлением кислорода.
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Abstract—Research on the microorganisms inhabiting deep aquifers is based on sampling the water released from
deep wells and is seldom concerned with the physicochemical processes of the water-rock system. The issue of me-
tabolism of aerobic prokaryotes revealed in deep habitats by molecular techniques remains unclear. Cultivation is
required for direct determination of relation of prokaryotes to oxygen. In the present work, aerobic and anaerobic
bacteria, which were revealed in thermal radon baths of the Belokurikha resort by molecular techniques, were iso-
lated. Profiling by the 16S rRNA gene revealed predominance of members of the Deionococcus-Thermus group be-
longing to the genus Meiothermus (17.6% reads) and considered strictly aerobic. Anaerobic sulfate-reducing Ther-
modesulfovibrio were also present in the sample. The habitat was characterized by reductive, alkaline conditions.
Target-oriented cultivation revealed aerobically growing Meiothermus sp. 1165, which was closely related to Meio-
thermus cerbereus. An alkaliphilic anaerobic sulfate reducer Thermodesulfovibrio sp. 1176 was also isolated. The

rate of sulfate reduction measured in the Belokurikha water using  yielded the value of 41.4 ± 1.06 μm
Sred L–1 day–1, or 1.29 nmol S mL–1 day–1. Analysis of the genome of strain 1176 revealed the presence of various
mechanisms responsible for its relative resistance to oxygen and oxidative stress, which included superoxide reduc-
tase, rubredoxin, a Fe-Mn family superoxide dismutase, a KatG catalase-peroxidase, and a cytochrome bd ubiqui-
nol oxidase. The low redox potential and intense anaerobic sulfate reduction provide evidence for the generally re-
duced conditions in the Belokurikha deep horizons. Spatial separation of aerobes and anaerobes in the water-rock
system, similar to the one occurring in the terrestrial microbial mats, may be hypothesized, as well as occurring of
aerobic processes in microniches.

Keywords: deep biosphere, aerobic and anaerobic prokaryotes, sulfate-reducing bacteria, Meiothermus, Ther-
modesulfovibrio
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