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Исследование метаболической группы железоредуцирующих прокариот, использующей слабокри-
сталлический минерал ферригидрит в качестве акцептора электронов, выявило ее широкое распро-
странение на Земле. Тем не менее способность железоредукторов развиваться в полиэкстремальных 
условиях – при повышенных значениях рН и температурах до сих пор показана не была. Для дока-
зательства существования алкалотермофильных железоредукторов нами были исследованы пробы 
воды и осадков азотных терм Горячинска. Эти источники приурочены к молодым тектоническим раз-
ломам Байкальской рифтовой зоны, и их воды характеризуются низкой минерализацией, высокими 
значениями рН (8.8‒9.2) и температуры (53‒55°С). При добавлении синтезированного ферригидрита 
к пробам воды и донных отложений Горячинских терм и их инкубации в анаэробных условиях при 
температурах 50 и 55°С были получены накопительные культуры, восстанавливающие этот минерал. 
Профилирование проб воды и осадков и первичных накопительных культур по гену 16S рРНК выявило 
их высокое филогенетическое разнообразие, представленное почти исключительно бактериальными 
таксонами. Дальнейшие пересевы с ферригидритом и органическими кислотами или водородом, до-
бавленными в качестве донора электронов, позволили получить устойчивые накопительные культуры 
органо- и литотрофных алкалотермофильных железоредукторов. От 30 до 50% общей представленности 
в них составляли представители рода Parvivirga – одного из первых культивируемых представителей 
группы OPB41 (ныне порядок Anaerosomatales) филума Actinomycetota.
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Процесс анаэробной железоредукции, осущест-
вляемой микроорганизмами, использующими для 
получения энергии минералы трехвалентного желе-
за, например, ферригидрит, интенсивно исследуется 
с 80-х годов прошлого века. На сегодняшний день из-
вестно более 150 видов прокариот, способных к дис-
симиляционному восстановлению железа, относя-
щихся как к домену Bacteria, так и Archaea (Nixon 
et al., 2022). Подавляющее большинство железоре-
дукторов – бактерии, представители более чем 20 
семейств, что доказывает их высокое филогене-
тическое разнообразие (Waite et al., 2020; Li et al., 
2021; Khomyakova et al., 2022a, 2022b; Nixon et al., 
2022; Khomyakova et al., 2022b; Zavarzina et al., 2022; 

Zhang et al., 2022; Han et al., 2023; Zakharyuk et al., 
2023; Boltyanskaya et al., 2023). Описанные на сегод-
няшний день железовосстанавливающие микро-
организмы выделены из разнообразных экониш, 
включая анаэробные илы пресноводного и морско-
го происхождения, болота, антропогенные местооби-
тания, такие как метантенки и топливные элементы, 
а также подземные экосистемы. Наибольшее число 
видов выделено из морских и пресноводных осад-
ков, морских и наземных гидротермальных систем 
и почв (Nixon et al., 2022). Большинство известных 
железоредукторов ‒ мезофилы, имеющие оптимум 
роста при температурах 25–35°С и значениях рН 
6.5‒7.5. Однако примерно 40% описанных видов 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ
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железоредукторов выделено из экстремальных мест 
обитания: известны термофильные, психрофиль-
ные, ацидофильные и алкалофильные представите-
ли этой метаболической группы (Nixon et al., 2022). 
Анализ распределения 141 вида железоредукторов 
в координатах рН и Т, проведенный Nixon и со-
авт., выявил несколько интересных закономерно-
стей: несмотря на то, что термодинамические рас-
четы показывают возможность существования по-
лиэкстремофильных железоредукторов, описанные 
на сегодняшний день микроорганизмы либо отно-
сятся к “нормальной” микрофлоре, либо приспосо-
блены к экстремальным условиям только по одному 
из исследованных параметров – рН или Т. По мне-
нию авторов исследования, такое распределение 
во многом является следствием предвзятости про-
боотбора и существенно искажает реальную карти-
ну распространенности процессов железоредукции 
на Земле. Исправить ситуацию могло бы, с одной 
стороны, привлечение к анализу данных метаге-
номных исследований и выскопроизводительного 
секвенирования гипервариабельных участков генов 
16S рРНК, с другой стороны, целенаправленное вы-
деление в чистые культуры полиэкстремофильных 
железоредукторов, которое могло бы разрешить во-
прос о возможности их существования или выявило 
бы биохимические или кинетические ограничения, 
препятствующие их развитию (Nixon et al., 2022).

Примером таких полиэкстремальных экоси-
стем являются щелочные гидротермы Байкальской 
рифтовой зоны, в частности, Горячинское месторож-
дение подземных вод, расположенное на восточном 
берегу озера Байкал, приуроченное к Кики-Турин-
ской зоне разломов. Эта значительная по ширине 
и протяженности тектонически ослабленная зона 
была заложена в протерозое, функционирует до на-
стоящего времени и является юго-восточной гра-
ницей Байкальской рифтовой системы, сложенной 
кристаллическими магматическими (граниты) и ме-
таморфическими (гнейсы, гнейсограниты) порода-
ми (Ломоносов, 1974). Разломы и сопровождающие 
их зоны интенсивной трещиноватости формируют 
емкостную среду, вмещающую значительную часть 
естественных ресурсов трещинных вод этого района 
(Плюсин и соавт., 2013). Термальные воды Горячин-
ского месторождения представляют собой типичные 
напорные трещинные воды, поднимающиеся с глу-
бины порядка 1500‒1800 м. По химическому составу 
они относятся к слабоминерализованным азотным 
щелочным термам. Температура воды на  выходе 
составляет 53‒55°С, дебит 1200 м3/сут, рН 8.8‒9.2 
(Ясницкая, Ткачук, 1961). Термальные щелочные 
воды этого месторождения образовались за счет вза-
имодействия метеорных вод с железосодержащими 
магматическими, метаморфическими и осадочны-
ми породами, подвергшимися дроблению и дефор-
мации в результате тектонических движений реги-
онального масштаба, что привело к  образованию 

многочисленных трещин (Плюсин и соавт., 2013), 
которые могут потенциально служить местообита-
ниями для подземной микрофлоры.

Таким образом, Горячинские термы представ-
ляют собой безусловный интерес в качестве объ-
екта для целенаправленного поиска и выделения 
полиэкстремофильных железоредукторов, что 
и являлось целью настоящих исследований.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 
ИССЛЕДОВАНИЯ

Отбор проб. Скважина 1/76, пробуренная 
в 1963 году на глубину 100 м, вскрывает трещин-
ные сульфатно-натриевые воды с минерализаци-
ей 54.2 мг/л, рН 8.9, температурой 54°С в отло-
жениях баргузинского интрузивного комплекса, 
представленного сильно раздробленными амфи-
болитовыми и гнейсо-плагиогранитными брек-
чиями, в интервале 30‒100 м (Ясницкая, Ткачук, 
1961). Оголовок скважины находится в бетонном 
колодце, над которым построено надкаптажное 
деревянное сооружение (рис. S1а). За время экс-
плуатации скважины у основания колодца обра-
зовались грифоны, выходящие на  поверхность 
и образующие ручей, впадающий в пруд, сфор-
мировавшийся разгружающимися подземными 
водами в 150 м западнее скважины. Проба № 1 
(Е 108°18′26.03″, N 52°59′13.93″) представляла со-
бой песчаный и каменистый грунт и воду ручья, 
отобранные у самого основания бетонного колод-
ца. Проба № 2 (Е 108°18′27.97″, N 52°59′14.04″) была 
отобрана в 40 м ниже по течению ручья, образо-
ванного грифонами скважины 1/76 и термальным 
самоизливающимся источником, каптированным 
колодцем, расположенным в 20 м севернее скважи-
ны 1/76. Проба представляла собой илистые осад-
ки, содержащие остатки прибрежной раститель-
ности и воду, отобранные с поверхности донных 
отложений ручья (рис. S1б). Проба № 3 представ-
ляла собой восстановленные илистые отложения, 
грунт и воду, отобранные там же с глубины 10 см 
(рН 8.8, Т 50°С). Пробы вносили в  стерильные 
стеклянные флаконы объемом 50 мл, содержа-
щие синтезированный ферригидрит (расчетная 
конечная суммарная концентрация трехвалентного 
железа 45 мМ), приготовленный, как описано ранее 
(Zavarzina et al., 2006), и полностью заполняли во-
дой, отобранной из места отбора проб для поддер-
жания анаэробных условий. Для пробы № 1 было 
поставлено три варианта: (1) без добавления допол-
нительных доноров; (2) с добавлением смеси орга-
нических кислот – формиат, ацетат, лактат и пиру-
ват (по 0.5 г/л каждого); (3) с добавлением дрож-
жевого экстракта (1 г/л). В пробы № 2 и 3, богатые 
органическим веществом, дополнительные доно-
ры не вносили. В лаборатории перед инкубацией 
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из каждого флакона было вытеснено 30 мл воды 
азотом. Продувку газом осуществляли в ламинаре 
через мембранный фильтр (0.22 мкм). Инкубацию 
проводили в темноте в течение 10 сут при Т 55°С 
(проба № 1) и 50°С (пробы № 2 и 3).

Выделение ДНК, подготовка и секвенирование 
библиотек ампликонов гена 16S рРНК. ДНК выде-
ляли из осадков, отобранных в 5 мл стерильные 
пластиковые флаконы, параллельно с  пробами 
для инкубации. Также ДНК выделяли из осадков 
и воды первичных накопительных культур, в кото-
рых было зафиксировано восстановление ферриги-
дрита, и полученных в ходе дальнейших пересевов 
накопительных культур органо- и литотрофных алка-
лотермофильных железоредукторов. Для этого фла-
коны встряхивали и шприцем анаэробно отбирали 
по 5 мл суспензии, которую затем центрифугирова-
ли при 13000 об./мин в течение 20 мин при 4°С. По-
лученную надосадочную жидкость сливали, а осадки 
использовали для экстракции тотальной ДНК. ДНК 
выделяли при помощи набора FastDNA™ SPIN Kit 
for Soil (“MP Biomedicals”, США), согласно инструк-
ции производителя.

Подготовку библиотек ампликонов V4 участка 
гена 16S рРНК проводили по описанной ранее мето-
дике (Gohl et al., 2016) с использованием пары прай-
меров 515F (5ꞌ-GTGBCAGCMGCCGCGGTAA-
3 ꞌ; Hugerth et  al., 2014) ‒ Pro-mod-805R 
(5ꞌ-GGACTACHVGGGTWTCTAAT-3ꞌ; Меркель 
и соавт., 2019). Секвенирование библиотек про-
водили на системе MiSeq™ (“Illumina Inc.”, США) 
с использованием картриджа для получения пар-
но-концевых прочтений длиной 150 нуклеотидов. 
Биоинформатический анализ проводили анало-
гично описанному в работе (Merkel et al., 2021). 
Все данные секвенирования депонированы в NCBI 
BioProject PRJNA1117896.

Получение накопительных культур. В качестве 
посевного материала для получения накопитель-
ных культур алкалотермофильных железоредук-
торов использовали пробы (5% засев) из флако-
нов с первичными накопительными культурами, 
проявившими способность к  железоредукции, 
визуально определяемой по потемнению осадка 
ферригидрита. В  качестве минеральной основы 
использовали среду, приготовленную с соблюде-
нием техники анаэробного культивирования под 
N2 (100%), следующего состава (г/л): 0.15 KH2PO4; 
0.15 NH4Cl; 0.15 KCl; 0.15 MgCl2 ⋅ 2H2O; 0.15 CaCl2 
⋅ 2H2O; Na2CO3 0.3; растворы витаминов (1 мл/л) 
(Wolin et al., 1963) и микроэлементов (1 мл/л) (Кев-
брин, Заварзин 1992); рН подводили до значения 
9.0 10% раствором NaOH. Разлив осуществляли 
в пробирки Хангейта по 10 или 5 мл под током N2 
(100%). В качестве доноров электронов для нако-
пительных культур использовали смесь органи-
ческих кислот, отдельные органические кислоты 
(формиат, ацетат, лактат или пируват по 1 г/л) или 

молекулярный водород (20% от газовой фазы). Ин-
кубацию проводили при 55°С.

Состояние накопительных культур контролиро-
вали по изменению численности прямым подсчетом 
клеток, окрашенных красителем акридиновым оран-
жевым, с помощью флуоресцентного микроскопа 
Axio Lab.A1 (“Carl Zeiss”, Германия) и образованию 
двухвалентного железа, определенного спектроме-
трически с феррозином (Stookey, 1970).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Восстановление ферригидрита  
в первичных накопительных культурах  
алкалотермофильных железоредукторов

Изменение цвета осадка ферригидрита было 
зафиксировано через 10 сут после начала инкуба-
ции во всех пробах, за исключением пробы № 1 
без добавления дополнительных доноров. Каче-
ственные характеристики осадка (цвет, магнит-
ность), результаты измерения двухвалентного 
железа, растворимого в 6Н НСl, рН и подсчета 
клеток суммированы в табл. 1. Морфологически 
в первичных накопительных культурах преобла-
дали палочки разной длины, споровые и неспоро-
вые, преимущественно неподвижные, и вибрионы 
(дополнительные материалы, рис. S2).

Филогенетический состав  
микробного сообщества проб воды и осадка  

и первичных накопительных культур, 
восстанавливающих ферригидрит

Проба № 1. Микробное сообщество пробы, ото-
бранной в месте разгрузки грифона скважины 1/76, 
на  уровне филумов характеризовалось достаточ-
но высоким разнообразием. Основную часть со-
общества (42%) составляли некультивируемые 
представители филума Pseudomonadota (синоним 
Proteobacteria), второе по распространенности место 
(14.7%) занимали представители Nitrospirota, третье 
(10.5%) представители филума Deinococcota (рис. 1).

При этом представленность большинства бак-
териальных таксонов на уровне семейств‒родов 
(менее 3%) (рис. 2, табл. S1), а большинство фило-
типов имело низкое сходство с известными таксо-
нами, что значительно затруднило интерпретацию 
их метаболических возможностей. Из известных 
таксонов заметную часть сообщества состав-
лял филотип, относящийся к  роду Meiothermus 
(10.5% представленности).

Представители этого рода – термофильные аэ-
робные сахаролитики, способные также к нитратре-
дукции, являются типичной микрофлорой термаль-
ных источников, в частности, щелочных гидротерм 
Бурятии, но обнаружены и в восстановительных 
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условиях подземных водоносных горизонтов (Бу-
дагаева, Бархутова, 2015; Raposo et al., 2019; Лукина 
и соавт., 2023).

Проба №1/ферригидрит/органические кислоты. 
При добавлении в качестве акцептора электронов 
синтезированного ферригидрита и смеси органиче-
ских кислот в качестве доноров электронов состав 
микробного сообщества существенно изменился. 
На уровне филумов уменьшилась доля представите-
лей Pseudomonadota и Nitrospirota, за счет увеличения 
доли представителей Bacillota (синоним Firmicutes), 
Sva0485 и  Actinomycetota (рис. 1). На  уровне се-
мейств‒родов основу первичной накопительной 
культуры составляли филотипы, близкие к  ро-
дам Desulfotomaculum (21.1% представленности), 
Meiothermus (12.3%) и некультивируемым предста-
вителям филума Sva0485 (14.7%) (рис. 2, табл. S1). 
Способность к органотрофной железоредукции по-
казана для некоторых видов рода Desulfotomaculum, 
например, D. reducens MI-1 (Otwell et  al., 2018). 
Представители некультивируемой группы Sva0485 
были впервые обнаружены в биопленках шахты 
Ричмонд (Bond et al., 2020) и описаны как потен-
циальные восстановители сульфата или окисного 
железа. С тех пор многочисленные исследования 
подтвердили присутствие бактерий клады Sva0485 
(относительная численность ≥5%) в кислых эко-
системах, связанных с  разработкой сульфидных 
руд (включая воду, осадки и  биопленки) (Tan 
et  al., 2019). В  некоторых случаях численность 
этой группы достигала более 50% сообщества, как 
в случае осадков, отобранных в горе Сян (Китай) 
(Hao et  al., 2007). Предпринятая недавно рекон-
струкция четырех композитных геномов предста-
вителей этой клады, полученных из осадков шахт-
ных вод нескольких разработок юго-восточного 

Китая, позволила реконструировать их метаболизм 
на основе геномных данных и выделить их в но-
вый порядок в статусе Candidatus внутри группы 
Sva0485  ‒ Ca. Acidulodesulfobacterales (Tan et  al., 
2019). Согласно проведенному анализу геномов, 
представители этого порядка являются ацидофиль-
ными факультативно анаэробными автотрофами, 
которые, вероятно, используют кислород в каче-
стве акцептора электронов и Fe(II) или сульфиды 
в качестве донора электронов при развитии в кис-
лородсодержащих средах сульфидных месторожде-
ний – шахтных водах и на поверхности биопленки. 
В то же время они могут осуществлять диссими-
ляционное восстановление сульфатов или Fe(III) 
и брожение в анаэробных условиях внутри биопле-
нок и осадков (Tan et al., 2019). Следует отметить, 
что помимо кислых экосистем, эта группа была об-
наружена также в конкрециях гидроксидов железа 
из четвертичных отложений Японии (представлен-
ность 9.4%), неактивном глубоководном черном 
курильщике (представленность 12.3‒13.8%) и же-
лезистых осадках из пресноводного озера Товути 
(Индонезия) (представленность ~2‒20%) (Yoshida 
et al., 2008; Sylvan et al., 2012; Vuillemin et al., 2018), 
т.е. в экосистемах с нейтральными или слабоще-
лочными условиями. Представители этой груп-
пы, но с низким (88%) уровнем идентичности, со-
гласно анализу BLAST были идентифицированы 
нами в зоне питания верхнемелового водоносного 
горизонта Ессентукского месторождения мине-
ральных вод. Вскрываемые воды этого участка – 
пресные, карбонатно-натриевого типа, теплые, 
оксигенированные, характеризуются повышенны-
ми значениями рН 8.5 (Zavarzina et al., в печати). 
Существенное накопление (до 14.7%) представите-
лей этой группы в микрокосме с ферригидритом 

Таблица 1. Основные характеристики процесса восстановления ферригидрита первичными накопительными 
культурами алкалотермофильных железоредукторов

Проба Tинкуб., °С
рН после 

инкубации Цвет осадка Магнитность 
осадка Fe(II), мМ

Количество 
клеток,  
кл./мл

№ 1 55 8.9 Коричневый Не магнитный 0.2 7.3 × 105

№ 1 + органические 
кислоты 55 8.49 Черный Сильно 

магнитный 3.75 2.9 × 107

№ 1 + дрожжевой экстракт 55 8.16 Черный Слабо 
магнитный 9.31 3.4 × 107

№ 2 50 7.88 Темно- 
коричневый Не магнитный 4.75 6.9 × 107

№ 3 50 8.0 Черный Слабо 
магнитный 4.38 1.1 × 108

Контроль* 55 8.9 Коричневый Не магнитный 0 Не 
обнаружено

*В качестве контроля использовали флакон с ферригидритом и пробами донных осадков и воды источника Горячинск, 
перед инкубацией подвергшийся стерилизации при 1 атм и 120°С.
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и органическими кислотами, по сравнению с ис-
ходной пробой (ниже пределов обнаружения ме-
тода), не только подтверждает высказанные ранее 
предположения о метаболических особенностях 
этой глубокой ветви бактерий, связанных с преоб-
разованием минералов железа, но и существенно 
расширяет представления об их экологии.

Проба №1/ферригидрит/дрожжевой экстракт. 
При добавлении в качестве акцептора электронов 
синтезированного ферригидрита и донора электро-
нов дрожжевого экстракта на уровне филумов еще 
больше возрастала доля представителей Bacillota, 
а вместо филума Sva0485 преимущество получи-
ли филотипы, относящиеся к филуму Thermotogota 

(рис. 1). На более низком таксономическом уровне 
было зафиксировано накопление филотипов, от-
носящихся к родам Fervidobacterium (14.0% пред-
ставленности), Thermincola (11.0%) и Desulfurispora 
(8.1%) (рис. 2, табл. S1), хотя в целом сообщество от-
личалось высоким таксономическим разнообразием 
и состояло из 25 родов, представленность которых 
составила не менее 1%. Накопление представителей 
вышеуказанных родов по сравнению с исходной про-
бой, где они не были зафиксированы, было отмечено 
и в микрокосме с ферригидритом и органическими 
кислотами, однако там их представленность со-
ставляла не более 2% (рис. 2, табл. S1). Представи-
тели рода Fervidobacterium являются облигатными 

Рис. 1. Таксономическое разнообразие микроорганизмов, ассоциированных с природными пробами № 1, 2 и 3 и на-
копительными культурами на уровне филумов.
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анаэробами-органотрофами, использующими ши-
рокий спектр сахаров, полисахаридов и  пепти-
дов, в частности, дрожжевой экстракт, встречаю-
щиеся в  местообитаниях, связанных с  наземной 
вулканической активностью, характеризующихся 
температурами около 65°С и  низкой соленостью 
(Podosokorskaya et al., 2011). Интересно, что все без 
исключения представители этого рода способны 
к облегченному восстановлению элементной серы, 
а  для наиболее филогенетически близких к  ним 
представителей рода Thermosypho была показана 
способность к облегченному брожению за счет вос-
становления соединений Fe(III) (Chen et al., 2021).

Хемоорганотрофные представители рода 
Thermincola широко распространены в  различ-
ных экосистемах, и их метаболизм основан, в том 
числе, на железоредукции с использованием ор-
ганических кислот, например, ацетата в  каче-
стве донора электронов (Zavarzina et  al., 2007; 
Byrne-Bailey, 2010), кроме того, доказана их спо-
собность к электрогенезу (Marshall, May, 2009). 
Единственный известный на сегодняшний день 
представитель рода Desulfurispora ‒ анаэробная 
термофильная бактерия, способная к  восста-
новлению различных серных соединений, но не 
к  железоредукции с  использованием в  качестве 

Рис. 2. Таксономическое разнообразие микроорганизмов на уровне родов, ассоциированных с пробами и накопи-
тельными культурами Горячинского месторождения подземных вод. Условные обозначения: 1 – проба № 1; 1/Fe/
орг – первичная накопительная культура, полученная при добавлении ферригидрита и смеси органических кислот; 
1/Fe/дрож – первичная накопительная культура, полученная при добавлении ферригидрита и дрожжевого экстрак-
та; 1/водород ‒ накопительная культура диссимиляционных алкалотермофильных железоредукторов, с водородом 
как донором электронов; 1/пируват ‒ накопительная культура диссимиляционных алкалотермофильных железоре-
дукторов, с пируватом как донором электронов; 2 – проба № 2; 2/Fe – первичная накопительная культура, полу-
ченная при добавлении ферригидрита; 3 – проба № 3; 3/Fe – первичная накопительная культура, полученная при 
добавлении ферригидрита.
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донора электронов водорода, органических кис-
лот, спиртов и некоторых сахаров (Kaksonen et al., 
2007). Однако есть сообщения о накоплении пред-
ставителей этого рода при восстановлении железо-
содержащих минералов – шверцманита и ярозита, 
осаждающихся на геохимическом барьере при сме-
шении кислых вод с нейтральными в сульфидных 
месторождениях (Bao et al., 2018). Таким образом, 
в первичной накопительной культуре с добавлением 
дрожжевого экстракта в качестве дополнительного 
донора электронов преимущество получили тер-
мофильные анаэробные микроорганизмы, спо-
собные к анаэробному брожению и, возможно, 
использующие минералы трехвалентного железа 
для сброса избыточных электронов, а также хемо-
органо- и хемолитотрофные бактерии, использую-
щие органические кислоты, прежде всего, ацетат, 
а также молекулярный водород, накапливающиеся 
при разложении сложных органических веществ, 
в качестве доноров электронов при железоредук-
ции и способные к активному росту в условиях по-
вышенных значений рН.

Проба № 2. Микробное сообщество про-
бы, отобранной с поверхности илистых осадков 
в  50  м  ниже по  течению ручья, образованного 
при каптаже скважины 1/76, отличалось боль-
шим по сравнению с пробой № 1 таксономиче-
ским разнообразием, и на уровне филумов (рис. 1), 
и на уровне семейств‒родов (рис. 2, табл. S1) пре-
имущественно бактериальных таксонов. Археи 
в пробе составляли не более 0.1%. Также, как и в 
пробе №  1, в  сообществе доминировали пред-
ставители филума Pseudomonadota (28.6%), одна-
ко уменьшилась доля представителей филумов 
Nitrospirota (2.2%) и Acidobacteriota (2.7%), но увели-
чилась доля представителей филумов Chloroflexota 
(12.9%). Существенную долю в сообществе пробы 
№ 2 составляли филотипы, относящиеся к филуму 
Desulfobacterota (11.0%), не обнаруженные в про-
бе № 1. Интересным оказался тот факт, что до-
бавление к  пробе воды и  ила синтезированного 
ферригидрита с последующей инкубацией в тече-
ние 10 сут при 50°С практически не оказало влия-
ния на исходный состав сообщества (вторая цифра 
в перечислении филумов ниже). На уровне филу-
мов сообщества пробы № 2 и первичной накопи-
тельной культуры с ферригидритом были пред-
ставлены: Nitrospirota (2.2‒2.4%), Pseudomonadota 
(28.6‒26.9%), Actinomycetota (2.9‒7.6%), Deinococ-
cota (9.6‒11.7%), Acidobacteriota (2.7‒4.6%), Chlor-
of lexota (12.9‒17.2%), Bacteroidota (8.7‒5.7%), 
Desulfobacterota (11.0‒8.0%), Sva0485 (0.8‒2.0%), 
Planctomycetota (2.8‒3.3%), Verrucomicrobiota 
(2.9‒1.3%), Cyanobacteria (4.6‒1.0%) (рис. 1).

На более низком таксономическом уровне 
наиболее многочисленными в микробном соста-
ве исходной пробы и первичной накопительной 
культуры были филотипы, относящиеся к  роду 

Meiothermus (9.5‒11.6%) и  некультивируемым 
представителям семейств Anaerolineaceae (7.0‒7.9%) 
и Hydrogenophilaceae (5.6‒4.1%) (рис. 2, табл. S1). 
Сообщества также отличались высоким таксоно-
мическим разнообразием и состояли из 19 (про-
ба № 2) и 24 (первичная накопительная культура) 
родов, представленность которых составила не ме-
нее 1.0%. При этом прочие минорные таксоны, 
относительная представленность которых была 
менее 1.0%, составили 48.6 и 38.3% микробного 
состава пробы № 2 и первичной накопительной 
культуры соответственно. Таким образом, можно 
предположить, что микробное сообщество илистых 
отложений в месте отбора пробы № 2 в большой 
степени состоит из органотрофов, и добавление 
ферригидрита не оказало на них существенного 
влияния, поскольку внесенный ил содержал доста-
точное количество органики, а ферригидрит, веро-
ятно, восстанавливался преимущественно за счет 
облегченного брожения, при сбросе избыточных 
электронов.

Проба № 3. Микробное сообщество пробы, ото-
бранной с глубины 10 см (восстановленный слой), 
также отличалось исключительно высоким биораз-
нообразием, но в целом имело большое сходство 
с пробой № 2 (рис. 1, 2, табл. S1). В этом случае 
добавление к  пробе воды и  ила синтезирован-
ного ферригидрита и инкубация в течение 10 сут 
при 50°С существенно сказались на максимально 
представленном в исходной пробе филотипе. Бак-
терии, относящиеся к роду Aeromonas (17% пред-
ставленности в пробе № 3) в первичной накопи-
тельной культуре полностью элиминировались. 
Их заместили бактерии, близкие к роду Meiothermus 
(4.3‒16.6%). На уровне филумов микробный состав 
исходной пробы № 3 и накопительной культуры 
с ферригидритом были представлены: Nitrospirota 
(3.1‒2.8%), Pseudomonadota (26.6‒25.9%), Actino-
mycetota (3.9‒6.3%), Deinococcota (4.3‒16.6%), Aci
dobacteriota (1.9‒4.3%), Chloroflexota (16.2‒15.4%), 
Bacteroidota (8.7‒4.7%), Desulfobacterota (14.0‒8.5%), 
Sva0485 (2.7‒1.0%), Planctomycetota (2.7‒3.7%), 
ТА06 (1.9‒0.1%) (рис. 1).

Получение накопительных культур  
диссимиляционных алкалотермофильных 

железоредукторов

Для получения накопительных культур дисси-
миляционных алкалотермофильных железоредук-
торов была использована первичная накопитель-
ная культура пробы № 1 с добавлением в качестве 
дополнительных доноров электронов смеси орга-
нических кислот, поскольку в данном случае повы-
шалась вероятность накопления микроорганизмов, 
способных к диссимиляционной железоредукции. 
Первичная накопительная культура была пересея-
на на анаэробную среду (рН 9.0) с ферригидритом 
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в качестве акцептора электронов и молекулярным 
водородом (10%, об.), формиатом, ацетатом, лакта-
том или пируватом, добавленных в концентрации 
1 г/л, в качестве донора электронов. После 7 сут 
инкубации при 55°С были отобраны пробы для 
определения образовавшегося двухвалентного же-
леза, измерения рН, морфологии преобладающих 
клеток (табл. 2).

Оценка филогенетического состава была про-
ведена для накопительных культур, с  наиболее 
интенсивным восстановлением ферригидрита 
(пируват) и с молекулярным водородом, в случае 
которого было возможно развитие автотрофных 
диссимиляционных железоредукторов. Результаты 
профилирования полученных сообществ по гену 
16S рРНК выявили существенное сокращение 
микробного разнообразия в полученных накопи-
тельных культурах (рис. 1, 2, табл. S1).

В накопительной культуре с  пируватом в  ка-
честве донора электронов 95.9% сообщества со-
ставляли 5 филотипов, четыре из  которых от-
носились к  филуму Bacillota (рис. 2, табл.  S1). 
Представители рода Clostridium составляли 39.2% со-
общества и были наиболее близки к Petroclostridium 
xylanilyticum и некультивируемым представителям 
Desulfotomaculum sp. со сходством 99.63%. Поскольку 
P. xylanilyticum ‒ типичная анаэробная органотроф-
ная бактерия, разлагающая ксилан и не способная 
к  железоредукции (Zhang et  al., 2018), вероятнее 
всего обнаруженный филотип является представи-
телем рода Desulfotomaculum. Этот род грамполо-
жительных органотрофных бактерий, для которых 
была показана способность не только к сульфа-
тредукции, но и восстановлению металлов, в част-
ности железа. Например, D. reducens MI-1 спосо-
бен к восстановлению растворимых соединений 
окисного железа, а также нерастворимых оксидов 
и гидроксидов за счет облегченного сбраживания 

пирувата (Dalla Vecchia et al., 2014). Неожиданным 
стало накопление в пробе филотипа, относящегося 
к группе OPB41, ‒ до недавнего времени некуль-
тивируемых представителей филума Actinomycetota 
(синоним Actinobacteriota). Первые культивируемые 
бактерии этой группы, представляющие два новых 
рода в новом порядке Anaerosomatales и семействе 
Anaerosomataсeae  – Anaerosoma tenue и  Parvivirga 
hydrogeniphila были выделены недавно из  грязе-
вых вулканов Тамани и  водоносного горизонта 
Ессентукского месторождения минеральных вод 
(Khomyakova et  al., 2022). Филотип, составляю-
щий в накопительной культуре с пируватом 32% 
прочтений, имел сходство 99.6% с P. hydrogeniphila, 
т.е., скорее всего, являлся штаммом этого вида или 
новым видом (Yarza et al., 2014).

P. hydrogeniphila является термофильным анаэ-
робом и облигатным автотрофным железоредукто-
ром, использующим в качестве доноров электро-
на только молекулярный водород или формиат. 
Несмотря на то, что клетки этого филотипа имеют 
схожую морфологию и тенденцию к образованию 
колоний на  минеральных частицах (рис. 3), ха-
рактерные для P. hydrogeniphila, типовой штамм 
этого вида не способен развиваться при значениях 
рН выше 8.5 (Khomyakova et al., 2022).

Филотип, близкий к роду Thermotalea, состав-
лял в  накопительной культуре 7.2% прочтений. 
Единственный представитель рода ‒ Thermotalea 
metallivorans – анаэробная органотрофная бакте-
рия, способная восстанавливать гидроксиды железа 
и марганца (Ogg et al., 2009). Два остальных фило-
типа, составлявшие 9.1 и 8.4% прочтений, относи-
лись к глубокой некультивируемой ветви Bacillota 
и некультивируемому роду Dichloromethanomonas 
в статусе Candidatus, представители которого, как 
предполагается, способны к анаэробному разложе-
нию дихлорметана (Kleindienst et al., 2017).

Таблица 2. Основные характеристики процесса восстановления ферригидрита накопительными культурами 
алкалотермофильных железоредукторов, полученных из пробы № 1 после инкубации при 55°С

Донор рН после 
инкубации Цвет осадка Магнитность 

осадка
Fe(II), 

мМ Морфология преобладающих клеток

Молекулярный 
водород 8.88 Темно- 

коричневый Магнитный 5.71
Короткие палочки, образующие 

плотные колонии на частицах 
минералов

Формиат 8.8 Темно- 
коричневый Не магнитный 1.34

Короткие палочки, образующие 
плотные колонии на частицах 

минералов

Ацетат 8.67 Темно-к 
оричневый

Сильно 
магнитный 4.38 Вибрионы и длинные палочки

Лактат 8.57 Черный Сильно 
магнитный 6.53 Вибрионы и длинные палочки

Пируват 7.94 Черный Сильно 
магнитный 6.98 Вибрионы и длинные палочки

Контроль 8.9 Коричневый Не магнитный 0 Не обнаружено
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Накопительная культура на водороде харак-
теризовалась практически идентичным соста-
вом сообщества с  пируватом (рис. 2, табл. S1), 
однако филотип, близкий к P. hydrogeniphila, со-
ставлял в  нем уже 52.3%, филотип, родствен-
ный Candidatus Dichloromethanomonas, обнару-
жен в  нем не  был, а 36.8% сообщества состав-
лял филотип, близкий к  Meiothermus, который 
ранее детектировался в  исходной пробе и  про-
бе с добавлением ферригидрита и органических 
кислот, составляя в них 10.5 и 12.3% прочтений 
соответственно.

Экологическая интерпретация  
полученных результатов

Известно, что выход Горячинских терм при-
урочен к  разлому субширотного простирания. 
Источником трехвалентного железа, как потен-
циального акцептора электронов, здесь могут 
выступать железосодержащие минералы кри-
сталлических пород ‒ биотит, роговая обманка 
и амфибол или гидроокислы железа в песчани-
ках, составляющие до 10‒20% водовмещающих 
пород (Ломоносов, 1974). Крайне важным яв-
ляется факт, что поток холодных вод в  районе 
Горячинских терм имеет радиальный характер 
и направлен к очагу разгрузки, который, таким 
образом, имеет локальный характер и обуслов-
лен сосредоточенным поступлением термальной 
воды с глубины по узкой зоне дробления кристал-
лических пород верхнепротерозойского возраста 
(рис. 4) (Плюсин и соавт., 2013).

Питание и пополнение подземных вод в данном 
районе происходит за счет атмосферных осадков и, 
в меньшей степени, конденсационных вод. В от-
ношении формирования азотных терм Горячин-
ска большинство исследователей придерживаются 
инфильтрационной гипотезы, согласно которой 
пресные холодные воды, попадая по  трещинам 
на глубину, под воздействием высоких темпера-
тур агрессивно взаимодействуют с вмещающими 
породами, изменяя свой первоначальный катион-
но-анионный и газовый состав (Пиннекер, 1969; 
Ломоносов, 1974). Исходно кислородно-азот-
ные по  газовому составу, они расходуют кисло-
род на окислительно-восстановительные реакции, 
в частности, с участием двухвалентного железа, и, 
постепенно нагреваясь, переходят в чистые азот-
ные термальные воды. Микроэлементный состав 
термальных вод Горячинска близок к составу пород 
Баргузинского интрузивного комплекса, в то время 
как содержание органического вещества идентично 
таковому в поверхностных водах (Гановичева, 1969). 
По мнению И.С. Ломоносова (1974), современные 
азотные термы Горячинска представляют собой 
разубоженные инфильтрационными водами сили-
катные растворы, сбросившие основной рудный 
груз при подъеме на поверхность. Сделанные геоло-
гические и гидрогеологические заключения позво-
ляют предположить, что в исследуемом районе су-
ществует несколько пространственно ограниченных 
экологических ниш, пригодных для развития алка-
лотермофильных прокариот. К первой (I на рис. 4) 
следует отнести узкий участок дробления протеро-
зойских кристаллических пород и  залегающего 

Рис. 3. Микрофотографии алкалотермофильного представителя рода Parvivirga, колонизирующего частицы фер-
ригидрита на среде с молекулярным водородом в качестве донора электронов; а ‒ фазово-контрастная микро-
скопия; б ‒ флуоресцентная микроскопия того же препарата, окрашенного акридиновым оранжевым. Масштабная 
линейка ‒ 10 мкм.
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Рис. 4. Схематичный геолого-гидрогеологический разрез зоны тектонического дробления в районе Горячинского ку-
рорта. Составлен по фондовым материалам “Проект округа горно-санитарной охраны курорта Горячинск Бурятской 
АССР. Гидрогеологическое управление “Геоминвод”. Комплексная гидрогеологическая пария. Москва, 1984 г.”. 
Условные обозначения: 1 – пески четвертичного возраста; 2 – песчаники базальные, полимиктовые четвертичного 
возраста; 3 – песчаники; 4 – пегматиты; 5 ‒ протерозойские плагиограниты; 6 – протерозойские гнейсоплагиогра-
ниты; 7 – протерозойские сиенит диориты и кварцевые диориты; 8 – гранодиориты; 9 – тектоническая брекчия 
карбонатизированная; 10 – пьезометрическая поверхность термальных и холодных вод; 11 – зона тектонического 
дробления и трещиноватости пород; 12 – изотермы через 5°C; 13 – направление движения холодных вод; 14 – на-
правление движения горячих вод; 15 – зона развития алкалотермофильных микроорганизмов: I – подземная; II- на-
земная; 16‒18 ‒ конструкция скважины 1/76: 16 – обсадная труба; 17 – дырчатый фильтр; 18 – отстойник.
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выше маломощного слоя песчаника, формиру-
ющие локальную зону разгрузки термальных 
вод, обеспечивающую возможность развития 
подземной термофильной микрофлоры. Вторая 
(II на рис. 4) поверхностная экониша формиру-
ется в русле ручья, образованного разгружающи-
мися термальными щелочными водами. По мере 
удаления от скважины каменисто-песчаное дно 
ручья заиливается за счет разлагающихся остатков 
высшей растительности, чему в большой степени 
способствуют ванночки, огороженные камнями, 
сделанные посетителями терм. Эти две экониши 
практически не различаются по температуре и рН, 
но резко контрастны по содержанию органиче-
ского вещества – подземная алкалотермофильная 
микрофлора развивается в олиготрофных услови-
ях, поверхностная ‒ в эвтрофных.

Наши исследования в существенной степени 
подтвердили существование этих контрастных 
экониш. В результате проведенных исследований 
удалось доказать присутствие в  них бактерий, 
способных к железоредукции в условиях повы-
шенных температур и значений рН. Восстановле-
ние ферригидрита в пробах № 2 и 3, содержащих 
илистые осадки, богатые органикой, осуществля-
лось в основном за счет процесса облегченного 
брожения. Этот вывод обоснован тем фактом, что 
добавление ферригидрита практически не оказало 
влияния на состав и соотношение филотипов ми-
кробного сообщества первичных накопительных 
культур по сравнению с исходными пробами, что 
указывает на преимущественное развитие в них 
органотрофных анаэробных бактерий, осущест-
вляющих разложение углеводных и белковых со-
единений. Гораздо перспективнее в смысле по-
лучения чистых культур диссимиляционных ал-
калотермофильных железоредукторов выглядит 
проба № 1, отобранная у грифона скважины 1/76 
(рис. S1а). Содержания органики в  исходной 
пробе оказалось недостаточным для восстанов-
ления ферригидрита в  первичной накопитель-
ной культуре, а внесение дополнительных доно-
ров электронов – смеси органических кислот или 
дрожжевого экстракта привело к существенному 
изменению исходного микробного состава пробы 
и позволило выявить филотипы, с высокой веро-
ятностью ответственные за осуществление желе-
зоредукции в исследуемых условиях. Действитель-
но, таксоны наиболее близкие к доминирующим 
в  первичных накопительных культурах фило-
типам – представители родов Desulfotomaculum, 
Thermincola, некультивируемой группы Sva0485, 
по литературным данным являются хемооргано-
трофными бактериями, способными к восстанов-
лению железа в анаэробных условиях (Zavarzina 
et al., 2007; Byrne-Bailey, 2010; Otwell et al., 2018; 
Tan et al., 2019). Накопление представителей не-
культивируемой группы Sva0485 в  присутствии 

органических кислот и ферригидрита расширило 
знания о ее распространении, поскольку до сих 
пор филотипы этой группы обнаруживались 
в местообитаниях, связанных с циклами железа 
и серы, но характеризующихся кислыми или ней-
тральными условиями.

В результате проведенных исследований уда-
лось получить несколько устойчивых накопи-
тельных культур алкалотермофильных бактерий, 
способных к диссимиляционной железоредукции 
за счет окисления молекулярного водорода или 
органических кислот при рН 9.0 и  температуре 
55°С. Существенное накопление представителей 
рода Parvivirga в литоавтотрофных условиях по-
зволяет сделать несколько выводов об экологии 
этих микроорганизмов. Высокая специализация 
рода Parvivirga, заключающаяся в  облигатной 
литоавтотрофной железоредукции (Khomyakova 
et al., 2022), как способе получения энергии, по-
зволяет утверждать, что выявленный нами фи-
лотип является представителем подземной ми-
крофлоры Горячинских гидротерм. Отсутствие 
подходящих доноров электронов, а также окисли-
тельные условия в месте отбора проб объясняют 
его низкую представленность в исходной пробе 
и первичных накопительных культурах, находя-
щуюся на пределе чувствительности метода: 0.02, 
0.07% (дрожжевой экстракт), 1% (органические 
кислоты). В  присутствии молекулярного водо-
рода в анаэробных условиях эта группа получила 
значительное преимущество и составляла больше 
50% сообщества.

Таким образом, наши исследования подтвер-
дили сделанное ранее предположение Nixon et al. 
(2022) об  отсутствии термодинамических, био-
химических или кинетических ограничений для 
осуществления железоредукции в условиях повы-
шенных температур и значений рН и позволяют 
надеяться на получение в скором времени чистых 
культур первых диссимиляционых алкалотермо-
фильных железоредукторов.
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Alkalo-Thermophilic Iron-Reducing Bacteria  
of the Goryachinskoe Thermal Water Deposit

D. G. Zavarzina1, *, A. A. Klyukina1, A. Yu. Merkel1, T. A. Maslova2, A. A. Maslov3
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Moscow, 119071, Russia
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A study of  the metabolic group of  iron-reducing prokaryotes that use the weakly crystalline mineral 
ferrihydrite as an electron acceptor has revealed its widespread distribution on Earth. However, the ability 
of iron reducers to develop in polyextreme conditions – at elevated pH values and temperatures – has not yet 
been demonstrated. To prove the existence of alkalithermophilic iron reducers, we studied water and sediment 
samples from the Goryachinsk nitrogen springs. These springs are confined to young tectonic faults of the 
Baikal rift zone, and their waters are characterized by low mineralization, high pH (8.8‒9.2) and temperature 
(53‒55°C). By adding synthesized ferrihydrite to water and bottom sediment samples from the Goryachinsk 
springs and incubating them under anaerobic conditions at temperatures of 50 and 55°C, enrichment cultures 
were obtained that reduce this mineral. Profiling of water and sediment samples and primary enrichment 
cultures by the 16S rRNA gene revealed their high phylogenetic diversity, represented almost exclusively 
by bacterial taxa. Further transfers with ferrihydrite and organic acids or hydrogen added as an electron donor 
allowed us to obtain stable enrichment cultures of organo- and lithotrophic alkalithermophilic iron reducers. 
From 30 to 50% of their total representation were representatives of the genus Parvivirga, one of the first 
cultivated representatives of the OPB41 group (now the order Anaerosomatales) of the phylum Actinomycetota.
Keywords: extremophilic prokaryotes, alkalithermophilic iron reducers, underground biosphere, hydrothermal 
vents, Baikal, Parvivirga
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