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Глубинная подземная биосфера является одной из наименее изученных экосистем на Земле, содер-
жащих сообщества экстремофильных микроорганизмов. Целью работы являлась молекулярная ха-
рактеристика микробных сообществ подземных термальных вод Западно-Сибирского региона, за-
легающих на глубинах 2–3 км. Отбор проб воды проводили из нефтепоисковой скважины 5Р, про-
буренной до глубины 2.8 км, в районе пос. Чажемто Томской области. Вода имела температуру
около 20°С, нейтральный pH и низкий окислительно-восстановительный потенциал (–304 mV).
Подземные резервуары имеют сложную структуру и могут содержать как “планктонные”, так и им-
мобилизованные на поверхности пород в виде биопленок микроорганизмы, которые могут эпизо-
дически вымываться и детектироваться в вытекающей из скважины воде. Мы провели анализ соста-
ва сообщества с помощью амплификации и пиросеквенирования фрагментов генов 16S рРНК, про-
анализировав семь проб воды, отобранных в различные моменты времени в течение 26 ч. Бактерии,
составлявшие около половины сообщества, были представлены в основном некультивируемыми
линиями филумов Firmicutes, Ignavibacteria, Chloroflexi, Bacteroidetes и Proteobacteria, а археи относи-
лись, в основном, к известным метаногенам родов Methanothermobacter, Methanosaeta и Methanomas-
siliicoccus. Анализ образцов, отобранных в различные моменты времени выявил большие вариации
в содержании большинства групп бактерий, причем снижение содержания Firmicutes сопровожда-
лось увеличением долей Ignavibacteria и Chloroflexi. Доля архей рода Methanothermobacter в течение
суток изменялись незначительно, а для филотипов, отнесенных к Methanosaeta и Methanomassiliicoccus,
наблюдались значительные вариации. По-видимому, гидрогенотрофные археи рода Methanothermo-
bacter являются постоянной компонентой микробного сообщества и образуют его “планктонную”
составляющую, а большая часть идентифицированных групп бактерий присутствует в биопленках
или пространственно локализованных участках подземного водного резервуара, материал которых
периодически поступает в скважину.
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Микробные сообщества в глубинных подзем-
ных экосистемах Земли имеют различный состав,
который зависит от геохимических условий
(Gihring et al., 2006). Такие экосистемы остаются
изолированными от поверхностной биосферы на
протяжении тысяч–миллионов лет и не зависят
от поступления органических веществ с поверх-
ности (Edwards et al., 2012). Как правило, они ха-
рактеризуются низким содержанием доступных
субстратов, что определяет низкую скорость ро-
ста микроорганизмов подземной биосферы in situ
(Jørgensen, 2012; Lever et al., 2015). С использова-
нием молекулярных методов анализа генов 16S

рРНК в таких сообществах были обнаружены
различные “некультивируемые” линии бактерий
и архей, которые во многих случаях составляют
большую часть сообществ и специфичны для
подземных местообитаний (Takai et al., 2001a;
Gihring et al., 2006; Chivian et al., 2008; Sahl et al.,
2008).

В зависимости от доступных источников энер-
гии, в микробных сообществах подземной био-
сферы могут преобладать литоавтотрофные или
гетеротрофные микроорганизмы. Основным ис-
точником энергии для автотрофов является моле-
кулярный водород абиотического происхожде-
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ния (Nealson et al., 2005; Hallbeck, Pedersen, 2008).
Он может использоваться сульфатредуцирующи-
ми микроорганизмами или метаногенными архе-
ями. Эти две группы микроорганизмов часто
встречаются в подземных экосистемах (Moser
et al., 2005). Другие подземные экосистемы, на-
пример, пластовые воды нефтяных месторожде-
ний, могут содержать большие количества остав-
шихся с момента их образования органических
веществ, что определяет возможность развития
разнообразных органотрофных микроорганиз-
мов.

Наиболее доступным источником глубинных
подземных термальных вод (с глубины 1–3 км)
являются нефтепоисковые скважины, из которых
эти воды могут вытекать под давлением. Микро-
организмы в вытекающей воде представляют в
основном “планктонную” часть сообщества, на-
ряду с которой в подземных резервуарах присут-
ствуют и микроорганизмы, иммобилизованные
на поверхности пород в виде биопленок, причем
на их долю может приходиться более 99% всех
клеток (McMahon, Pallner, 2014). Иммобилизо-
ванные на породах микроорганизмы могут эпи-
зодически вымываться и, соответственно, детек-
тироваться в вытекающей из скважины воде (Ed-
wards et al., 2005; Wanger et al., 2006), что может
объяснять наблюдаемые различия в составе мик-
робных сообществ, в том числе в воде одного ре-
зервуара. Так, ранее на протяжении нескольких
лет мы исследовали микробные сообщества под-
земных вод Западно-Сибирского региона, посту-
пающих из скважины 3Р Парабельского района
Томской области и обнаружили значительные ва-
риации в его составе в разные годы (Frank et al.,
2016).

В данной работе мы исследовали состав мик-
робных сообществ подземных вод из нефтепоис-
ковой скважины 5P, расположенной в районе по-
селка Чажемто Томской области. Результаты се-
квенирования полученных с помощью ПЦР
фрагментов генов 16S рРНК в разные временные
точки позволили охарактеризовать состав этих
микробных сообществ и выявить изменения чис-
ленности определенных групп микроорганизмов.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Отбор проб и характеристика химического со-

става воды. Отбор воды проводили из нефтепоис-
ковой скважины 5Р, пробуренной в 1950-х годах
до глубины 2.8 км в районе пос. Чажемто Том-
ской области. Пробы воды объемом 3 л отбирали
в апреле 2016 г. Всего было отобрано 7 проб:
29.04.2016 в 19:30 (CH1) и 22:30 (CH2), 30.04.2016
в 9:30 (СН3), 12:30 (СН4), 15:30 (СН5), 18:30
(СН6) и 21:30 (CH7). Температуру, рН и окисли-
тельно-восстановительный потенциал определя-
ли на месте рН-метром HANNA HI 8314F. Воду

для анализа содержания ионов (30 мл) и элемент-
ный анализ (15 мл) фильтровали на месте через
фильтр 0.22 мкм. Элементный анализ воды (обра-
зец СН7) проводили в ООО “Химико-аналитиче-
ский центр “Плазма” (г. Томск) методом масс-
спектрометрии с индуктивно связанной плазмой
(ICP-MS) и ионов на ионном хроматографе.

Выделение метагеномной ДНК, ПЦР-амплифи-
кация и пиросеквенирование фрагментов генов 16S
рРНК. Для сбора биомассы микроорганизмов об-
разцы воды (по 3 л на каждый образец) пропускали
через фильтр с диаметром пор 0.22 мкм. Фильтры
гомогенизировали, растирая с жидким азотом,
препарат метагеномной ДНК выделяли методом,
основанным на лизисе клеток с последующей обра-
боткой детергентом СТАВ (Wilson, 1987). Всего бы-
ло выделено около 1 мкг ДНК на каждый образец.

Для ПЦР-амплификации фрагмента гена 16S
рРНК, включающего вариабельные участки V3–V6,
использовали “универсальные” праймеры U341F
(5'-CCT ACG GGR SGC AGC AG-3') и PRK806R
(5'-GGA CTA CYV GGG TAT CTA AT-3'). Полу-
ченные с помощью ПЦР фрагменты генов 16S
рРНК секвенировали на геномном анализаторе
GS FLX (“Roche”, Швейцария) по протоколу Ti-
tanium с использованием набора реактивов GS
FLX Titanium Sequencing Kit XL+. Создание биб-
лиотеки, ее амплификацию и секвенирование на
GS FLX проводили, следуя соответствующим
протоколам фирмы “Roche”.

Анализ результатов пиросеквенирования фраг-
ментов генов 16S рРНК. До проведения анализа из
набора определенных при пиросеквенировании
последовательностей генов 16S рРНК были ото-
браны прочтения, начинающиеся с праймера
U341F и имеющие длину более 150 нуклеотидов,
при этом участки, выходящие за пределы первых
150 нуклеотидов в более длинных прочтениях бы-
ли удалены для облегчения кластерного анализа.
C помощью встроенного в пакет Usearch алгорит-
ма Uchime (Edgar et al., 2011) были удалены потен-
циально химерные последовательности. Прочте-
ния, встречающиеся один раз (во всем массиве
данных) были исключены из анализа как вероят-
ные ошибки пиросеквенирования с помощью па-
кета программ Mothur (Schloss et al., 2009). После
предварительной фильтрации, в основном за счет
удаления коротких прочтений, набор данных для
исследуемых образцов содержал от 1109 до 9901
последовательностей (табл. 1). Дополнительно в
анализ включили последовательности фрагмен-
тов генов 16S рРНК, полученные из пробы воды
(CH0), отобранной в сентябре 2015 г. (Kadnikov
et al., 2017).

Кластерный анализ и выбор репрезентатив-
ных последовательностей оперативных таксоно-
мических единиц (OTU) проводили с помощью
пакета программ QIIME (Caporaso et al., 2010).
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Анализ проводили для всего массива последова-
тельностей генов 16S рРНК (7 образцов 2016 г. и
образец 2015 г.), для каждой OTU учитывали чис-
ло относящихся к ней последовательностей 16S
рРНК в каждом образце. Полученные репрезен-
тативные последовательности были таксономиче-
ски классифицированы с помощью RDP classifier
(Cole et al., 2009). Таксономическую идентифика-
цию репрезентативных последовательностей так-
же проводили в результате их сравнения с базой
данных 16S рРНК в GenBank по протоколу
BLASTN. При обнаружении последовательности,
имеющей более 95% сходства с геном 16S рРНК
таксономически описанного микроорганизма,
OTU относили к соответствующему роду.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Физико-химические характеристики подземных
вод. Объектом исследования являлись подземные
термальные воды Западно-Сибирского региона,
залегающие на глубинах 2–3 км. Предполагается,
что эти резервуары термальных вод были изоли-
рованы от поверхности на протяжении десятков–
сотен миллионов лет. Отбор воды в апреле 2016 г.
проводили из нефтепоисковой скважины 5Р,
пробуренной в 1950-х годах до глубины 2.8 км в
районе пос. Чажемто Томской области. Вода на
изливе скважины имела температуру 19.8–19.9°С,
нейтральный pH (7.43–7.6) и низкий окислитель-
но-восстановительный потенциал (от –304 до
‒338 mV). Концентрация сульфатов в воде была
относительно невысока (90.4 мг/л), в ней имелся
растворенный сероводород (15.7 ± 4.3 мг/л). В га-
зовой фазе в основном присутствовал метан, ко-
торый, судя по изотопному составу углерода,
имел преимущественно биогенное происхожде-
ние (δ13С/CH4 –59.87–60.03‰). Химический со-
став воды представлен в табл. 2.

Состав микробных сообществ подземных вод по
результатам анализа последовательностей генов
16S рРНК. Анализ состава микробного сообще-
ства выявил те же основные группы бактерий и
архей, которые были обнаружены при анализе
вод этой скважины в сентябре 2015 г. (Kadnikov
et al., 2017). Соотношение архей и бактерий в со-
обществе в образцах 2016 г. изменялось незначи-
тельно (доля архей составляла 36–46% последо-

вательностей 16S рРНК), но в 2015 г. доля архей
составляла 56% (табл. 3).

Доминирующими группами бактерий явля-
лись представители филумов Firmicutes, Ignavibac-
teria, Chloroflexi, Bacteroidetes, Proteobacteria (класс
дельта) и Thermotogae, а доли остальных филумов
не превышали в среднем 1.5% (табл. 3). Наряду с
известными группами были обнаружены также
представители филумов Acetothermia (OP1), Amini-
cenantes (OP8), Armatimonadetes (OP10), Atribacteria
(OP9), кандидатного филума BRC1 и пяти не-
культивируемых линий, которые не удалось клас-
сифицировать даже на уровне филума (табл. 3).

Представители Firmicutes являлись наиболее
многочисленной группой бактерий и в среднем
составляли около 23% всего микробного сообще-
ства. Большинство Firmicutes было представлено
различными “некультивируемыми” линиями,
филогенетически удаленными от известных
групп. Из культивируемых Firmicutes были обна-
ружены представители рода Coprothermobacter, –

Таблица 1. Исследованные образцы воды из скважины 5P

Номер образца и время 
отбора

13.09.2015
29.04.2016 29.04.2016 30.04.2016 30.04.2016 30.04.2016 30.04.2016 30.04.2016

19:30 22:30 9:30 12:30 15:30 18:30 21:30

CH0 CH1 CH2 CH3 CH4 CH5 CH6 CH7

Всего чтений 16S рРНК 
после фильтрации

6663 1109 1618 4348 4946 4694 5493 9901

Таблица 2. Физико-химические характеристики воды
из скважины 5Р

Параметр
Значение

2015 г.
(образец СН0)

2016 г.
(образец СН7)

Температура, °C 20.8 19.8
pH 7.6 7.5
Eh, mV –680 –329
Содержание в воде
Na (мг/л) 1970 1826
B (мг/л) 6.1 4.7
K (мг/л) 13.9 14.6
Ca (мг/л) 245 233
Mg (мг/л) 1.1 1.1
Sr (мг/л) 15.8 17.0
Ba (мг/л) 4.1 3.9
Si (мг/л) 15.2 16.8
Fe (мг/л) 0.9 1.5

 (мг/л) 23.3 90.4

H2S (мг/л) 7.6 15.7

2
4SO −
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протеолитические бактерии с ферментативным
метаболизмом (2.4%), а также Pelotomaculum
(3.1%), Syntrophothermus (0.3%) и Syntrophomonas
(0.15%), образующие синтрофные ассоциации с
метаногенными археями. Известные представи-
тели сульфатредуцирующих Firmicutes обнаруже-
ны не были. Хотя в целом, за исключением образ-
ца СН3 (см. ниже), доля Firmicutes в сообществе

менялась незначительно (рисунок 1), на уровне
отдельных OTU наблюдались значительные ва-
риации, например, доля Coprothermobacter изме-
нялась в диапазоне от 0.7 до 3.5% (табл. 4).

Бактерии филума Chloroflexi составляли от 6 до
8% микробного сообщества во всех образцах кро-
ме СН3, в котором к этому филуму относилось
13% последовательностей 16S РНК (рисунок).

Таблица 3. Состав микробного сообщества подземных термальных вод из скважины 5Р

Примечание. Таксономические группы указаны на уровне филума, для Proteobacteria и Euryarchaeota – на уровне классов.

Домен, 
таксономическая 

группа

Доля в сообществе (% последовательностей генов 16S рРНК)

CH0 CH1 CH2 CH3 CH4 CH5 CH6 CH7

Archaea (всего) 55.6 38.3 42.6 39.5 43.8 36.1 42.7 46.0
Crenarchaeota 0.0 0.0 0.1 0.0 0.1 0.1 0.1 0.0
Methanobacteria 29.0 25.5 24.7 23.8 29.6 24.0 24.2 30.1
Methanomicrobia 26.4 10.6 14.6 14.7 10.8 8.3 14.6 13.0
Thermoplasmata 0.3 0.7 3.1 0.9 3.4 3.7 3.7 2.9
Pacearchaeota 0.0 0.2 0.1 0.0 0.0 0.0 0.1 0.0
Thaumarchaeota 0.0 0.7 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
Woesearchaeota 0.0 0.5 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
Bacteria (всего) 44.4 61.7 57.4 60.5 56.2 63.9 57.3 54.0
Acetothermia 1.9 1.3 0.9 1.1 0.9 1.3 0.8 0.6
Acidobacteria 0.3 0.9 0.4 0.2 0.2 0.2 0.1 0.1
Actinobacteria 0.1 1.6 0.1 0.6 0.4 0.1 0.0 0.1
Aminicenantes 0.0 0.1 0.1 0.2 0.2 0.1 0.0 0.0
Armatimonadetes 0.0 0.9 0.6 0.8 0.4 0.5 0.4 0.4
Atribacteria 0.3 1.5 0.1 0.3 0.4 0.5 0.2 0.2
Bacteroidetes 6.2 3.7 5.1 3.3 3.7 4.3 4.7 2.7
BRC1 0.1 0.0 0.1 0.0 0.0 0.1 0.0 0.0
Chloroflexi 6.1 7.3 7.2 12.9 6.7 8.1 5.9 6.3
Firmicutes 19.3 19.5 25.2 12.3 24.0 29.0 28.5 26.5
Ignavibacteriae 2.8 11.0 6.8 18.9 7.2 7.0 5.8 5.8
Nitrospirae 0.7 0.0 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.2
Alphaproteobacteria 0.0 0.6 0.1 0.1 0.1 0.0 0.0 0.1
Betaproteobacteria 0.0 0.9 0.0 0.1 0.1 0.1 0.0 0.1
Gammaproteobacteria 0.0 1.8 0.4 0.5 0.4 0.1 0.2 0.4
Deltaproteobacteria 1.2 2.1 3.5 4.6 3.8 5.1 3.8 4.9
Thermodesulfobacteria 0.0 0.0 0.3 0.1 0.3 0.5 0.4 0.4
Thermotogae 1.7 0.8 2.3 1.6 2.5 2.5 2.1 1.8
Verrucomicrobia 0.0 0.3 0.1 0.0 0.2 0.0 0.0 0.0
Uncultured group 1 1.2 2.4 0.7 0.4 1.1 0.5 0.9 0.7
Uncultured group 2 0.0 0.1 0.0 0.0 0.1 0.0 0.0 0.0
Uncultured group 3 0.1 1.4 0.7 0.3 0.4 0.9 0.4 0.5
Uncultured group 4 1.2 1.4 1.2 0.7 1.3 1.4 0.8 0.8
Uncultured group 5 0.7 1.0 0.5 0.6 0.6 0.8 1.1 0.6
Others 0.5 0.6 0.9 0.9 1.1 0.7 1.0 1.0
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Рис. 1. Изменение численности основных групп микроорганизмов в образцах подземных вод скважины 5Р.
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Почти все обнаруженные Chloroflexi относились к
семейству Anaerolineaceae, известные представи-
тели которого являются гетеротрофами, исполь-
зующими полисахариды (Yamada et al., 2006), но
были филогенетически удалены от культивируе-
мых видов. Интересно, что увеличение доли Chlo-
roflexi в образце СН3 обусловлено лишь одной
OTU17, доля которой составляла в этом образце
7.8% всех последовательностей 16S рРНК, а в
остальных – не более 0.3% (табл. 4).

Доля бактерий филума Ignavibacteriae изменя-
лась в широких пределах, от 2.4% в образце 2015 г.
(СН0) до 18.6% в образце СН3. Известные куль-
тивируемые представители этого филума, Ignavi-
bacterium album и Melioribacter roseus, являются ге-
теротрофами, использующие различные полиса-
хариды (Liu et al., 2012; Podosokorskaya et al., 2013;
Kadnikov et al., 2013). Они могут расти как фер-
ментативно, так и осуществляя процессы аэроб-
ного и анаэробного дыхания. Хотя M. roseus был
выделен из подземных термальных вод Западно-
Сибирского региона (Podosokorskaya et al., 2013),
обнаруженные нами Ignavibacteriae были филоге-
нетически удалены как от этого вида, так и от
I. album. В более узком диапазоне изменялась до-
ля Bacteroidetes (от 2.7 до 6.2%), представленных
различными линиями, филогенетически удален-
ными от культивируемых бактерий этого филума
(табл. 4).

Дельтапротеобактерии составляли 1.2% сооб-
щества в образце 2015 г. и от 2 до 5% в образцах
2016 г. Большинство бактерий этой группы отно-
сились к порядку Syntrophobacterales, представите-

ли которого являются анаэробными хемооргано-
трофами, образующими синтрофные ассоциации
с метаногенными археями (Garrity et al., 2005). Из
числа известных дельтапротеобактерий, способ-
ных восстанавливать сульфат, были обнаружены
только представители рода Syntrophobacter (Chen
et al., 2005), однако их доля в сообществе не пре-
вышала 1%.

Филум Thermotogae, доля которого в сообще-
стве составляла от 0.8 до 2.5%, был представлен
родами Fervidobacterium и Mesotoga. Бактерии этих
родов являются анаэробными гетеротрофами, ха-
рактерными для различных термальных экоси-
стем.

В отличие от бактерий, выявленные археи
представляли известные рода и виды метаноге-
нов, как гидрогенотрофных, так и ацетокластиче-
ских. Доли представителей других групп архей
(Crenarchaeota, Pacearchaeota, Thaumarchaeota и
Woesearchaeota) не превышали 0.1%. Гидрогенотроф-
ные археи порядка Methanobacteriales доминировали
в микробном сообществе, и их доля была относи-
тельно постоянной (24–30%). Филогенетически они
относились к родам Methanobacterium и Methano-
thermobacter, характерным для подземных тер-
мальных вод и нефтяных резервуаров.

В более широком диапазоне изменялось со-
держание архей порядка Methanosarcinales, доля
которых составляла от 8.3 до 14.7% в образцах
2016 г. и 26.4% в образце 2015 г. (табл. 4). Эта груп-
па была представлена тремя филотипами ацето-
кластических метаногенов, отнесенными к роду
Methanosaeta, – Methanosaeta thermophila, Methano-
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Таблица 4. Основные постоянные и вариабельные компоненты микробного сообщества подземных термальных
вод из скважины 5Р

Примечание. Представлены OTU, доли которых в сообществе составляли не менее 1% в среднем или не менее 2% хотя бы в
одном образце. Приведены минимальное, максимальное и среднее значения по всем 8 образцам. К постоянной части сооб-
щества отнесены OTU, доли которых во всех образцах находятся в диапазоне 0.5Х–2Х от среднего значения.

OTU ID Доля в сообществе
мин./макс./сред., %

Таксономическая
группа

Ближайший культивируемый 
организм (по 16S рРНК) Идентичность, %

Постоянная часть сообщества
Archaea
OTU1 18.4/26.3/22.2 Methanobacteria Methanothermobacter

marburgensis Marburg
100

OTU9 1.4/3.7/2.6 Methanobacteria Methanothermobacter
crinale HMD

100

Bacteria
OTU18 0.6/1.9/1.1 Acetothermia (OP1) Candidatus Acetothermus

autotrophicum
87

OTU8 0.8/2.3/1.6 Bacteroidetes Riemerella anatipestifer
GZ-RA12

90

OTU10 1.3/3.4/2.6 Firmicutes Pelotomaculum
thermopropionicum SI

99

Вариабельная часть сообщества
Archaea
OTU2 3.1/17.7/10.2 Methanomicrobia Methanosaeta

thermophila PT
100

OTU3 1.1/10.8/3.1 Methanomicrobia Methanosaeta concilii GP6 95
OTU62 0.0/6.1/0.9 Methanomicrobia Methanosaeta concilii GP6 100
OTU28 0.4/2.6/1.0 Methanobacteria Methanobacterium

beijingense M4
100

OTU13 0.3/3.7/2.3 Thermoplasmata Methanomassiliicoccus
luminyensis B10

94

Bacteria
OTU14 1.0/4.8/2.3 Bacteroidetes Lentimicrobium

saccharophilum TBC1
88

OTU17 0.0/7.8/1.1 Chloroflexi Ornatilinea apprima P3M-1 90
OTU11 0.8/2.9/1.9 Chloroflexi Levilinea saccharolytica HIT3 97
OTU15 0.4/2.4/0.8 Chloroflexi Pelolinea submarina

MO-CFX1
97

OTU4 1.9/5.4/3.9 Firmicutes Anoxynatronum
sibiricum Z-7981

90

OTU5 0.7/3.5/2.4 Firmicutes Coprothermobacter
proteolyticus DSM 5265

94

OTU6 2.1/8.9/5.4 Firmicutes Thermacetogenium
phaeum DSM 12270

89

OTU16 0.5/2.1/1.3 Firmicutes Cellulosibacter
alkalithermophilus A6

94

OTU7 2.4/18.6/7.4 Ignavibacteriae Ignavibacterium
album JCM 16511

83

OTU12 0.8/4.8/2.8 Deltaproteobacteria Syntrophus
aciditrophicus SB

90

OTU24 0.0/2.7/0.4 Deltaproteobacteria Syntrophus gentianae DSM:8423 92
OTU20 0.6/2.3/1.6 Thermotogae Fervidobacterium pennivorans 

DYC
100

OTU22 0.5/2.4/1.0 Uncultured group 1 Thermosulfidibacter takaii 
ABI70S6

82
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saeta concilii и новым филотипом этого рода. От-
носительное содержание этих линий архей меня-
лось в широком диапазоне (табл. 4). Так, доля
OTU2, отнесенной к Methanosaeta thermophila, со-
ставляла 17.7% в образце 2015 г. и была минималь-
ной в образце СН3 (3.1%), в котором преобладал
другой филотип рода Methanosaeta (OTU3, 10.8%),
доля которого в остальных образцах не превыша-
ла 3.1%. Methanosaeta concilii (OTU62) была детек-
тирована в образце 2015 г. (6.1%), но практически
отсутствовала во всех остальных образцах кроме
СН3, в котором ее доля составляла около 1%.

Были обнаружены также представители еще
одной группы метаногенов, использующей для
образования метана водород и метанол. Первона-
чально они были обнаружены в составе микро-
биома кишечника (Dridi et al., 2012), но позднее
эта линия, выделенная в порядок Methanoplasma-
tales класса Thermoplasmata, была найдена в раз-
ных природных экосистемах (Paul et al., 2012). До-
ля этой группы (OTU13) изменялась в широком
диапазоне в образцах 2016 г. (от 0.7 до 3.7%), а в
образце 2015 г. составляла 0.3% (табл. 4).

ОБСУЖДЕНИЕ

Нефтепоисковая скважина 5Р, расположенная
в районе пос. Чажемто Томской области, была
пробурена до глубины около 2.8 км. Глубина
скважины и относительно высокая минерализация
воды указывают на ее происхождение из глубинно-
го подземного резервуара. Однако температура во-
ды (около 20°С) существенно ниже ожидаемой с
учетом стандартного градиента температуры в 2–
3°С на 100 м глубины (Banks, 2012). Вероятным
объяснением является охлаждение воды по мере
прохождения ствола скважины, хотя нельзя ис-
ключить и подток воды из водоносных горизон-
тов на меньшей глубине.

Изолированность глубинного подземного ре-
зервуара предполагает постоянство физико-хими-
ческих условий этой экосистемы и, следовательно,
состава эндогенного микробного сообщества. Ха-
рактеристики температуры, рН и химического со-
става воды скважины 5Р не отличались суще-
ственно в образцах, отобранных в сентябре 2015 г.
и апреле 2016 г. (табл. 2). Исключением является
содержание сульфата в воде, которое в образце
2015 г. были существенно ниже, чем в образце
2016 г. (табл. 2). Однако связь этого параметра с
составом сообщества остается неясной, посколь-
ку известные группы сульфатредуцирующих мик-
роорганизмов не были обнаружены ни в 2015 г.
(Kadnikov et al., 2017), ни в образцах 2016 г.

Исследования микробных сообществ подзем-
ных термальных вод Западной Сибири, прове-
денные для скважины 3Р Парабельского района
Томской области на протяжении 5 лет, выявили

существенные изменения в составе микробных
сообществ, хотя количественный анализ был
проведен только для одного образца (Frank et al.,
2016). Помимо постоянной части сообщества,
представленной сульфатредуцирующими фир-
микутами и метаногенными археями, были обна-
ружены различные минорные компоненты, со-
став которых менялся в разные годы (Frank et al.,
2016).

В данной работе мы проанализировали суточ-
ную динамику изменений в составе микробных
сообществ подземных вод, вытекающих из неф-
тепоисковой скважины 5Р. Поскольку для мик-
роорганизмов подземной биосферы, обитающих
в условиях низкой концентрации ростовых суб-
стратов, характерны длительные времена генера-
ции, которые достигают сотен лет (Jørgensen,
2012), возможные вариации состава сообщества
могут отражать только гетерогенность самого ре-
зервуара, содержимое разных частей которого в
различные моменты времени поступает в ствол
скважины, а не являться следствием всплеска
развития определенной группы микроорганиз-
мов, возможного на более длительных временных
интервалах.

Полученные нами результаты показали нали-
чие как “постоянной” части сообщества, состав
которой меняется незначительно, так и групп
микроорганизмов, доли которых в различных об-
разцах на протяжении суток менялась в несколь-
ко раз (табл. 4). Сравнение образца, отобранного
в сентябре 2015 г., и семи образцов, отобранных в
течение суток в апреле 2016 г., показало, что вари-
абельность состава сообщества в течение одних
суток сопоставима с отличиями между образцами
разных лет (рисунок). Особенностью образца
2015 г. является более высокое содержание ацето-
кластических архей рода Methanosaeta, и более
низкое содержание бактерий Ignavibacteriae и Del-
taproteobacteria по сравнению с образцами 2016 г.
Среди образцов 2016 г. выделялся СН3, в котором
снижение доли Firmicutes сопровождалось увели-
чением содержания Ignavibacteriae и Chloroflexi.

Микробное сообщество подземного водного
резервуара включает как “планктонную” часть,
так и микроорганизмы, иммобилизованные на
поверхности пород в виде биопленок, причем на
их долю может приходиться более 99% всех кле-
ток (McMahon, Pallner, 2014). Иммобилизован-
ные на породах микроорганизмы могут эпизоди-
чески вымываться и, соответственно, детектиро-
ваться в вытекающей из скважины воде, что
может объяснять наблюдаемые различия в соста-
ве микробных сообществ. К планктонным мик-
роорганизмам могут относиться в первую очередь
автотрофы, использующие растворенные неорга-
нические соединения. В исследуемом микробном
сообществе это, прежде всего, гидрогенотрофные
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метаногенные археи порядка Methanobacteriales,
доля которых была высокой и относительно по-
стоянной. Вторая распространенная в подземных
экосистемах группа, гидрогенотрофные сульфат-
редукторы, почти отсутствовала. Большинство
других микроорганизмов, вероятно, представля-
ют иммобилизованную фракцию или были связа-
ны с ней. Об этом свидетельствует большое число
обнаруженных групп гетеротрофных бактерий,
деградирующих полисахариды, к числу которых
вероятно относятся Ignavibacteria, Chloroflexi и
Firmicutes. Образуемый этой иммобилизованной
фракцией сообщества ацетат может потребляться
метаногенными археями рода Methanosaeta. Низ-
комолекулярные органические соединения могут
использоваться синтрофными ассоциациями,
включающими Deltaproteobacteria и Firmicutes в
консорциуме с метаногенами. Вариабельность
содержания этих групп в сообществе (табл. 2,
табл. 4) согласуется с их присутствием в биопленках
и/или пространственно локализованных участках
подземного водного резервуара.

Дальнейшее изучение этого микробного сооб-
щества с использованием метагеномных подхо-
дов позволит лучше понять его состав и функци-
ональную роль отдельных групп входящих в него
микроорганизмов.

Работа выполнена с использованием научного
оборудования ЦКП “Биоинженерия”, поддержа-
на РФФИ (грант № 16-34-60124) и ФАНО России.
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Abstract—The deep subsurface biosphere is one of the least studied ecosystems on Earth, containing com-
munities of extremophilic microorganisms. The present work was aimed at molecular genetic characteriza-
tion of microbial communities of underground thermal waters in Western Siberia, lying at depths of 2−3 km.
Water samples were collected from the 5P oil-exploration well in the area of   the village Chazhemto (Tomsk
region), drilled to a depth of 2.8 km. The water had a temperature of about 20°C, a neutral pH and a low redox
potential (−304 mV). Underground aquifiers have a complex structure and may contain both planktonic mi-
croorganisms and those immobilized on the surface of rocks in the form of biofilms, which may be washed
out and detected in the water f lowing out of the well. Community composition was analyzed by amplification
and pyrosequencing of the 16S rRNA gene fragments in seven water samples taken at different times during
26 h. Bacteria, which constituted about half of the community, were represented mainly by uncultured lin-
eages of the phyla Firmicutes, Ignavibacteria, Chloroflexi, Bacteroidetes, and Proteobacteria. Archaea belonged
mainly to known methanogens of the genera Methanothermobacter, Methanosaeta, and Methanomassiliicoc-
cus. Analysis of the samples taken at different times revealed large variations in the content of most groups of
bacteria, with a decrease in Firmicutes abundance accompanied by an increase in the shares of Ignavibacteria
and Chloroflexi. The share of archaea of the genus Methanothermobacter varied slightly during the day, while
significant variations were observed for the phylotypes assigned to Methanosaeta and Methanomassiliicoccus.
Hydrogenotrophic archaea of   the genus Methanothermobacter are probably a permanent component of the
microbial community occurring in the planktonic state, while most of the identified groups of bacteria are
present in biofilms or spatially localized parts of the underground water reservoir, the material of which peri-
odically enters the well.
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