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ВВЕДЕНИЕ
Исследования микроорганизмов, способных сохранять жизнеспособность в 

вечной мерзлоте, проводились с начала XX в. при обнаружении в мерзлоте остатков 
представителей плейстоценовой фауны (Омелянский, 1911; Исаченко, 1912; Капте-
рев, 1938; Крисc, 1940; Каляев, 1947). Из многолетнемерзлых пород Арктики были 
выделены жизнеспособные аэробные (Звягинцев и др., 1985; Хлебникова и др., 1990; 
Соина и др., 1991; Vorobyova et al., 1997; Карасев и др., 1998; Хмеленина и др., 2002; 
Rodrigues et al., 2006; Backermans et al., 2006; Steven et al., 2006, 2007; 2008) и анаэ-
робные бактерии и археи (Rivkina et al., 1998; 2007; Suetin et al., 2009 ; Krivushin et al., 
2010; Scherbakova et al., 2011), водоросли (Вишнивецкая и др., 1997; Vishnivetskaya 
et al., 2002), дрожжи (Бабьева и др., 1969; Дмитриев и др., 1997; Faizutdinova et al., 
2005), микромицеты (Кочкина и др., 2001; 2012; Озерская и др., 2008) и простейшие 
животные (Шатилович и др., 2005; 2010). 

Вечная мерзлота Антарктиды изучена в значительно меньшей степени 
(Gilichinsky et al., 2007; Goordial et al., 2016). Вечномерзлые отложения по сравнению 
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с чистым льдом являются лучшей природной средой, способствующей длительному 
сохранению жизнеспособных микроорганизмов. Клетки в ней способны сохраняться 
в течение длительного геологического времени от нескольких тысяч до несколь-
ких миллионов лет (Gilichinsky, Rivkina, 2011). С экзобиологической точки зрения 
микробное разнообразие многолетнемерзлых пород (ММП) Земли является моделью 
для дальнейшей разработки подходов и методов обнаружения жизни на планетах 
криогенного типа. Наиболее близким аналогом ММП Земли является мерзлота 
Марса (Gilichinsky et al., 2007; Демидов и др., 2012). В нашей работе представлены 
результаты культивирования аэробных бактерий, а также сульфатредуцирующей ак-
тивности некоторых образцов в анаэробных условиях и предположения о свойствах 
сообществ исследуемых многолетнемерзлых пород, характеризующихся различными 
геокриологическими условиями, происхождением, возрастом и географическим по-
ложением. Районы работ представлены на рис. 1.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Образцы мерзлых осадочных пород были отобраны с помощью буровой уста-

новки УКБ 12/25 колонковым способом путем простого механического вращения 
пробоотборника без промывки и без добавления каких-либо химических реагентов. 
Для микробиологических исследований отбирали центральную часть ненарушенного 
мерзлого керна диаметром 50–100 мм с соблюдением мер стерильности. Образцы до-
ставляли в лабораторию при отрицательных темпкратурах. Отбор навески мерзлого 
керна проводили стерильно в микробиологическом боксе. 

Для культивирования использовали метод прямого посева из образца на плот-
ные питательные среды: 1/2 TSA, R2A, ГА (голодный агар) и морской агар (Sigma). 
Расчет численности клеток проводили по формуле: N = (mРb)/a, где m — количество 
колоний на чашке; Р — разведение; b — количество капель в одном мл; a — масса на-
вески. Для обнаружения анаэробной активности образцов использовали стандартную 
среду для сульфатредукторов с использованием ацетата, пирувата и лактата натрия 
в качестве источников углерода. Культивирование проводили при температурах 4, 6 

Рис. 1. Районы бурения (получения проб) исследуемых многолетнемерзлых пород.
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и 20 оС. Фиксирование процесса сульфатредукции проводили качественно методом 
изменения оптической плотности на спектрофотометре SPECOL 221 (Институт био-
физики и физиологии микроорганизмов) при длине волны 660 нм. Приготовление 
раствора: 1 мл 2-процентного ацетата Zn; 0,2 мл пробы накопительной культуры; 
0,5 мл 0,2-процентного раствора N,N-диметил-1,4-фенилендиамина в 20-процент-
ной серной кислоте; 0,05 мл 10-процентного раствора железо-аммонийных квасцов 
в 2-процентной серной кислоте; дистиллированной воды до общего объема 10 мл 
(Абашина и др., 2015). 

Учет численности анаэробных клеток проводили методом предельных раз-
ведений, для чего посев суспензии образец/среда как 1:10 последовательно 7 раз 
разбавляли в 10 раз до получения разведения 108, после чего учитывали наличие и 
численность клеток спустя 3 месяца инкубации в каждом разведении. 

Для определения таксономической принадлежности культур из их биомассы с по-
мощью набора реактивов «MOBIO Power Soil DNA isolation KIT» выделяли геномную 
ДНК и затем проводили полимеразную цепную реакцию (ПЦР) с использованием прай-
меров 27f-5′-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3′, 1492r-5′-TACCTTGTTACGACTT-3’ 
и 63f-5’-CAGGCCTAACACATGCAAGTC; 1387r-5’-CGGCGGWGTGTACAAGGC-3’ 
(Marchesi et al., 1998) для получения ампликонов генов 16S рибРНК. Полученный 
продукт очищали с помощью набора QIAGEN DNA purifi cation KIT. С использованием 
автоматического 4-капиллярного секвенатора определяли нуклеотидные последова-
тельности ампликонов (без клонирования), которые затем обрабатывали с помощью 
программ Chromas и Blast (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). 

Выделение геномной ДНК из образцов проводили в помещениях, сертифи-
цированных по классу чистоты (класс 10000 и ламинар класса 100) лаборатории 
гляциологии и геофизики окружающей среды (ЛГГОС) (Гренобль, Франция) (Bulat 
et al., 2004). Механическое разрушение клеток проводили с помощью инструмента 
FastPrep (“MP Biomedicals”, США). Для выделения геномной ДНК использовали 
коммерческий набор PowerSoil DNA isolation kit (“MoBio Labs”, США). Для амплифи-
кации генов 16S рибРНК бактерий использовали пару вырожденных универсальных 
праймеров на область v3-v5 (590 нуклеотидных пар) (Karlov et al., 2011; Chuvochina 
et al., 2011). Ампликоны клонировали в вектор набора TOPO TA Cloning® Kit for 
Sequencing (“Invitrogen”, США). Предварительно степень покрытия клоновых би-
блиотек и ее коррекцию (в сторону большего покрытия) определяли по результатам 
риботипирования с использованием трех ферментов рестрикции Alu I, Hpa II и Hae III 
(“Fermentas”, Литва), тогда как окончательную степень покрытия определяли по ре-
зультатам анализа нуклеотидных последовательностей, сгруппированных в филотипы. 
Секвенирование проводили в компании «Евроген» (Москва, Россия). Выравнивание, 
сравнение и идентификацию выявленных филотипов осуществляли с помощью про-
граммы CLUSTALW2 (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2) и алгоритма BLAST 
базы данных GenBank (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov) (Altschul et al., 1990). По резуль-
татам этого анализа судили о таксономическом положении ДНК клонов/филотипов. 

РЕЗУЛЬТАТЫ
Остров Кинг Джордж (станция Беллинсгаузен)
Скважины А11-08 и B1-09 глубиной 12 и 9 м соответственно вскрыли отло-

жения морской террасы на острове Кинг Джордж в районе станции Беллинсгаузен 
(62,192° ю.ш., 58,939° з.д., 15 м). Среднегодовая температура отложений –0,6 оС 
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(Абрамов и др., 2011). Отложения представлены (сверху вниз): до 5 см крупным га-
лечником, до 7,5 м мерзлым песком, далее до 9 м — суглинком и до 11 м — голубой 
глиной, далее — подстилающие талые глинистые отложения, в которых расположен 
подмерзлотный водоносный горизонт. 

Характерной особенностью многолетнемерзлых пород был черный цвет и силь-
ный запах сероводорода. Льдистость отложений варьировала от 10 до 36 %. В скважине 
отмечено присутствие метана от 0,5 до 7,4 мл/кг, изотопный состав которого δ13С(СН4) 
от –81 до –94 ‰, что однозначно указывает на его биогенный генезис (Абрамов и др., 
2011). Общая минерализация водной вытяжки составляет 1–4 г/л. В ее составе домини-
руют ионы Na+ и SO4

–2, что говорит о промывании осадков пресными водами. Значения 
окислительно-восстановительного потенциала (Eh) варьировали от 413 на 8,5 м до +18 
на 3,0 м и были + 242 на 4 м. Значения pH варьировали от 7,23 до 9,82 с максимумом на 
глубине 6,5 м. Всего было исследовано 18 микробиологических образцов.

Численность культивируемых аэробных бактерий на питательных средах из-
менялась от 0 до 104 КОЕ/г, причем закономерности распределения культивируемых 
аэробов по разным слоям выявлено не было. Наибольшая численность (104 КОЕ/г) 
была зафиксирована в образцах, наиболее близких к поверхности на глубине от 3 до 
4 м в обеих скважинах. В более глубоких слоях она падала до 0–102 КОЕ/г. При этом 
максимальная численность приходилась на слои песка и глины, минимальная — на 
слой супеси, максимальные значения льдистости приходились на 5,5, 6,5 и 9 м, а со-
держание органического углерода равномерно возрастало с глубиной (рис. 2). 

Из использованных питательных сред наиболее благоприятными для культиви-
рования из этих отложений оказались разбавленные среды со средним содержанием 
органических субстратов (R2A и 1/2TSA) и морской агар, содержащий раствор микро-
элементов и небольшое количество минеральных солей. При температуре 4 °С рост 
был преимущественно на среде R2A, при 20 °С — на среде 1/2TSA.

В результате посевов образцов на питательные среды практически не было вы-
явлено доминирования колоний одного морфотипа, за исключением образцов с глубин 
3,2–3,3 и 4,1–4,2 м, доминирующими в которых оказались молочно-белые круглые 
плоские колонии, содержащие кокки и определенные как Acinetobacter sp. (Bel-320-
1*, 2, Bel-410-1, 2). Данный филотип показал 99,7 % сходства (по последовательности) 
с культурой Acinetobacter lwoffi i DSM 2403 (Audureau et al., 1940). Представители 
этого вида являются патогенами человека, но могут встречаться и в почвах. 

Среди других культур из единичных колоний идентифицированы были следующие.
Bel-440-1 — Kocuria sp. — кокки, образующие маленькие круглые ярко-красные 

колонии — 97 % сходства с Kocuria rosea (GenBank № X87756) (Stackebrandt et al., 
1995). Представители этого рода были выделены из почв, пыли и циано-бактериаль-
ных матов Антарктиды.

Bel-440-2 — Micrococcus sp. — кокки, на 96 % сходные со штаммом Micrococcus 
endophyticus YIM 56238 (Chen et al., 2009), изолированным из корней Aquilaria sinensis.

Bel-660-1, 2, 3 — Microbacterium sp. — кокки, образующие ярко-желтые ко-
лонии, сходные на 98 %  со штаммом Microbacterium paraoxydans CF36 (Laffi neur 
et al., 2003), изолированным из крови больного лейкемией, и на 99 % со штаммом 

* Название культур состоит из названия станции (Bel), глубины в см (380) и порядкового 
номера культуры с данной глубины.
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Microbacterium phyllosphaerae DSM 13468, выделенным из отходов мульчирования 
дерна (Behrendt et al., 2001).

Bel-940-1, 2 — Frigobacterium sp. — грамположительная палочкообразная 
бактерия, образующая желто-бежевые круглые колонии — 97 % сходства со штам-
мом Frigoribacterium faeni 801 (Kampfer et al., 2000), выделенным из сенной пыли и име-
ющим оптимальный рост при 4–8 °С, а также 96 % сходства со штаммом Frigoribacterium 
mesophilum MSL-08 (Dastager et al., 2008) с острова Бигеум, Южная Корея.

Культура Bel-380 — грамположительная палочковидная бактерия, образующая 
круглые пигментированные (красный цвет) колонии, лишь 84 % сходства со штаммом 
Pedobacter composti TR6-06, выделенным из компоста (Lee et al., 2009), осталась не-
идентифицированной (менее 90 % сходства — уровень выше семейства).

Оазис Ширмахера (станция Новолазаревская)
Скважины 2, 3, 4-09 пробурены в восточной части оазиса Ширмахера вблизи 

станции Новолазаревская и вскрыли отложения 1-й и 2-й озерных террас западного 
и восточного берега оз. Красное (70,763° ю.ш., 11,795° в.д., 80 м). Максимальная 
мощность рыхлых отложений оазиса, представленных песками с прослоями супеси и 
обломками коренных пород, составляла 3 м. Было показано, что верхняя часть разреза 
(10–80 см) была сложена сухими малольдистыми грунтами, подстилаемыми льди-
стыми мерзлыми породами (аналогичная двухслойная структура грунта характерна 
для мерзлотных районов Марса). Общая минерализация водной вытяжки составила 
от 0,23 до 1,65 г/л.

В ее составе доминировали ионы Cl–, SO4
–2 и Na+. pH отложений варьировал от 

6,8 до 7,28 в скважине 2-09, от 6,33 до 6,84 в скважине 3-09 и от 6,51 до 7,6 в скважине 
4-09. Среднегодовая температура отложений составила –8,3 °С (Абрамов и др., 2011). 
Всего было исследовано 14 микробиологических образцов.

Численность культивируемых аэробных бактерий в разных образцах варьировала 
от 0 до 106 КОЕ/г. Рост наблюдался как при 4, так и при 20 °С, но максимальное число 
КОЕ/г было отмечено при 4 °С, при этом не все образцы, проявившие активность 
на среде R2A, дали рост на среде 1/2TSA (рис. 2). На примере отложений скважин 3 
и 4-09 была замечена некоторая зависимость численности КОЕ/г от льдистости об-
разцов. Однако явной закономерности выявлено не было.

Из культивируемых аэробов в поверхностном мелкоземе шурфа скважины 4-09 
доминировал актиномицет Streptomyces sp. (Nov-5-10), в образце 0,5 м скважины 
3-09 — грамотрицательная бактерия Polaromonas sp. (Nov-50-2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10). 
Из минорных компонентов культивируемой части сообщества образца 0,5 м (3-09) 
были идентифицированы представители родов Devosia (Nov-50-1), Deltia (Nov-50-
11), Cryobacterium (Nov-50-12, 13, 14) и Bacillus (Nov-50-16). Культура Nov-50-15 
осталась неидентифицированной. 

Так, Nov-5-10 — Streptomyces sp. — актиномицет, доминирующий в отложениях 
слоев 0–5, 5–10 см в верхней части скважины 4-09, образовывал врастающие в среду 
колонии, разделенные от центра перетяжками-сегментами, приобретающими через 
несколько суток при 20 °С белый воздушный мицелий на среде 1/2TSA и сиреневый 
на R2A. Толщина мицелия — около 1 мкм. Наиболее близким из типовых штаммов 
(96 % сходства) оказался Streptomyces subrutilus DSM 40445 (Arai et al., 1964) — 
продуцент гидроксистрептомицина. Как известно, род Streptomyces представляет 
типичных обитателей верхних горизонтов почв разных районов. 
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Nov-50-2, 3 — Polaromonas sp. — грамотрицательные кокки, доминирующие на 
глубине 50 см скважины 3-09, образовывали бежевые плоские круглые колонии, пока-
завшие 95% сходства со штаммом Polaromonas naphthalenivorans CJ2 (Jeon et al., 2004), 
выделенным из нефте-деготно загрязненных пресноводных отложений и способным 
использовать нафталин в качестве единственного источника углерода и энергии.

Отметим, что многие представители рода Polaromonas являются психрофилами 
(Miteva et al., 2004).

Nov-50-1 — Devosia sp. — грамотрицательная палочкообразная бактерия, обра-
зующая маленькие круглые плоские темно-бежевые колонии, выделенная с глубины 
50 см скважины 3-09 и показавшая 95 % сходства со штаммом Devosia limi R-21940 = 
LMG 22951 (Vanparys et al., 2005), выделенным из накопительной нитрифицирующей 
культуры из азотофиксирующего клубенька водяной мимозы Neptunia natans в Индии.

Nov-50-4, 6, 9 — Cryobacterium sp. — грамположительные неравного размера 
палочки, образующие желто-бежевые плоские колонии, выделенные с глубины 50 см 
скважины 3-09 и показавшие 94 % сходства со штаммом Cryobacterium psychrotolerans 
0549 (Zhang et al., 2007), выделенным из ледника, и 95 % сходства со штаммом 
Cryobacterium mesophilum MSL-15 (Dastager et al., 2008), выделенным из почвы 
острова Бигеум в Южной Корее.

Delftia sp. Nov-50-5 — грамотрицательная палочковидная бактерия, образующая 
светло-бежевые плоские круглые колонии, показавшая 98 % сходства со штаммом 
Delftia lacustris 332 (Jørgensen et al., 2009), выделенным из воды мезотрофного озера 
в Дании и способным разлагать пептидогликан. 

Nov-50-7 — Bacillus sp. — грамположительная спорообразующая бактерия, об-
разующая белые плотные колонии неправильной формы, выделенная с глубины 50 см 
скважины 3-09 и показавшая 99 % сходства со штаммом Bacillus marisfl avi TF-11, 
выделенным из морской воды высыхающей отмели Желтого моря (Yoon et al., 2003).

Культура Nov-50-8 — грамположительная пигментированная красным цветом 
бактерия, делящаяся на палочки и показавшая лишь 85 % сходства со штаммом 
Rhodococcus kroppenstedtii K07-23, изолированным из холодной пустыни Индийских 
Гималай (Mayilraj et al., 2006), осталась неидентифицированной (менее 90 % сходства).

Холмы Ларсеманн (станция Прогресс)
Бурение скважин 1–3-07 производили в днище сезонно существующего озера 

(Кристальное) (69,395° ю.ш., 76,359о в.д., 39 м). Значения Eh отложений варьировали от 
–335 до +484 мВ. Значения pH в скважине 1-07 составляли от 4,01 до 6,86, в скважине 
3-07 — 6,86 и в скважине 2-07 до 9,18. В скважине 1-07 обнаружен метан в количествах 
от 0,03 до 16,13 мл/кг. Всего было исследовано 7 микробиологических образцов. 

Численность культивируемых аэробных бактерий составляла от 0 до 104 КОЕ/г. 
Максимальный рост был отмечен на более богатой органическими субстратами среде 
1/2TSA, чем R2A и голодный агар. Большую численность наблюдали при 20 °С, а не 
при 4 °С (рис. 2).

Скважины lars_bur-2, 3, 5 и 6 были пробурены на моренных отложениях долины 
озер Рейд и Скандретт (Нелла) (69,387° ю.ш., 76,376° в.д., 15 м) (Демидов и др., 2013).

Максимальная мощность морены наблюдалась в скважине lars_bur-3 и составила 
5,5 м. Первые 1–2 м отложений содержали валуны диаметром до 1 м, включенные в 
мерзлый песок серого и желтовато-бурого цвета с массивной криотекстурой. Возраст 
отложений по данным радиоуглеродного датирования нижележащих озерно-морских 
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отложений составляет менее 30 тыс. лет. Далее вниз по скважине были вскрыты 
озерно-морские отложения, мощностью до 6 м, подстилаемые скальным основанием, 
представленные серыми и черными песками с косой слоистостью и специфическим 
запахом органических веществ. Для песков была характерна массивная криотек-
стура, редкие включения камней и пластового льда, содержание биогенного метана 
0,011–0,986 мл/кг (Демидов и др., 2013). Среднегодовая температура отложений со-
ставила –9,5 ºС (Демидов и др., 2013). 

Всего было исследовано 20 микробиологических образцов.
Численность культивируемых аэробных бактерий составляла от 0 до 105 КОЕ/г. 

Хороший рост наблюдали на всех средах, хотя наибольшая численность была получена 
при 20 °С. В целом наибольшие показатели КОЕ были отмечены в озерно-морских от-
ложениях, при этом максимальное КОЕ было отмечено в озерно-лагунных отложениях 
(рис. 2). Выделенные из исходных образцов культуры не были идентифицированы.

Из накопительных культур двух образцов скважины lars_bur-6 в среде 1/10 R2A 
были выделены культуры Lars-130, Lars-144-1, 2, 3. 

Lars-130, Lars-144-3 — Stenotrophomonas sp. — грамотрицательные подвижные 
палочки, образующие бежевые полупрозрачные круглые плоские колонии, показавшие 
для Lars-130 всего 96 % родства с разлагающей ЭДТА Stenotrophomonas chelatipha-
ga, выделенной из сточных вод (Kaparullina et al., 2009), для Lars-144-3 — 98 % с 
Stenotrophomonas rhizophila, изолированной из ризосферы рапса Brassica napus L. 
(Wolf et al., 2002). 

Lars-144-1 — Tardiphaga robiniae — грамотрицательные палочки, образующие 
небольшие круглые колонии ярко-красного цвета, показавшие 99 % сходства с T. robi-
niae, выделенной из клубеньков акации Robinia pseudoacacia (Meyer et al., 2012).

Lars-144-2 — Microbacterium paraoxidans — грамположительные коринеформ-
ные палочки, образующие желтые колонии, показавшие 99 % сходства с M. Paraox-
idans, выделенной из человеческой крови (Laffi neur et al., 2003), а также из рыб Nile 
tilapia, для которых является патогеном (Soto-Rodriguez et al., 2013).

Оазис Бангера (станция Оазис-2)
Скважина А5-08 глубиной 7 м выявила озерные осадочные породы с днища вре-

менного водотока оазиса Бангера, протекающего по пересохшему озеру к озеру Фигур-
ное под горой Черная (66,275 °ю.ш., 100,760 °в.д., 7 м). Мерзлые осадки начинаются с 
глубины 1 м. Они представлены песчаными, супесчаными и суглинистыми разностями 
с обильными включениями гальки, щебня и остатков фауны при полном отсутствии 
створок диатомей. Как и в породах острова Кинг Джордж, в осадках оазиса Бангера 
спор и пыльцы не обнаружено. Доминирующими ионами в водной вытяжке являются 
Na+ , HCO3

– и SO4
–2, ее минерализация составляла 1–3 г/л. Значение Eh отложений ва-

рьирует от –489 на глубине –5,8 м до +267 на глубине 1,65 м. Значение pH варьируют 
от 7,23 до 9,82 на глубине 6,5 м. Среднегодовая температура отложений составила 
–7,9 °С (Абрамов и др., 2011). Всего было исследовано 5 микробиологических образцов.

Общая численность клеток на глубине составила от 106 клеток/г на глубине 
1 м до 108 клеток/г на глубине 2,65 м, культивируемых аэробов было 0–101 КОЕ/г на 
средах R2A и 1/2TSA с максимумом 104 КОЕ/г на среде 1/2TSA на глубине 1 м (рис. 2). 

Культивируемые аэробы отложений скважины А5-08 представляли собой еди-
ничные колонии без доминирования определенной группы. Из них было идентифи-
цировано два филотипа Cryobacterium sp. (Bng-110-1, 2, 3) и Bacillus sp. (Bng-580).
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Bng-110-1, 2, 3 — Cryobacterium sp. — грамположительные бактерии, делящиеся 
на неравные палочки и образующие желто-бежевые плоские колонии. Выделены из 
слоя 110–120 см и показали наибольшее сходство (95%) со штаммом Cryobacterium 
psychrotolerans 0549 (Zhang et al., 2007), выделенным из ледника.

Bng-580 — Bacillus sp. — грамположительная спорообразующая бактерия, вы-
деленная из слоя 580 см и показавшая 98 % сходства со штаммом Bacillus mojavensis 
IFO15718 (Vardhan et al., 2011). Этот вид впервые был выделен из пустынной почвы 
Мойявы, штамм KJS-3 (Kim et al., 2011), эндофит, защищающий растения от болезней 
и противодействующий микромицетам рода Fusarium.

Берег Хоббса (станция Русская)
Оазис Берег Хоббса представляет собой скалистый  мелкосопочник, полого  под-

нимающийся от берега моря до высот 140–150 м. Скважины А6-08 и А8-08 вскрыли 
гравийные и мелкозернистые осадочные породы (74,763° ю.ш., 136,798° з.д., 64 и 76 м).

Значения Eh варьировали от –328 в скважине 8-08 на глубине 1,2–1,25 м до 
+348 в скважине 6-06 на глубине 0,26–0,33 м. Значение pH колебалось от 6,4 до 6,7 в 
скважине 6-08 и от 6,0 до 7,1 в скважине 8-08. Среднегодовая температура отложений 
составила –10,4 °С (Абрамов и др., 2011). Всего было исследовано 2 микробиологи-
ческих образца.

В отложениях было обнаружено 106–107 клеток/г и 103–105 КОЕ/г при 20 °С 
(рис. 2).

Идентификация выделенных культур не была проведена.
Культивирование анаэробных микроорганизмов
Образцы скважины 1В-09 с глубин 6,6 и 9,4 м, показавшие наибольшее коли-

чество метана, были помещены в среду для сульфатредукторов, содержащую лактат 
и пируват, которую инкубировали на +6, +20 и +30 °С. Спустя 10 месяцев культиви-
рования в полученных накопительных культурах с помощью световой микроскопии 
была определена численность микроорганизмов в образцах: для всех вариантов она 
составила 108 клеток/г, соответствуя общей численности клеток в образце по данным 
прямого счета. Видимые клетки представляли собой как кокки, так и палочки разной 
толщины и длины. Явного процесса сульфатредукции методом цветовой реакции 
определения содержания сульфида ни в одной из повторностей обнаружено не было. 
Накопительные культуры тех же образцов в той же среде, поставленные двумя годами 
ранее при двух разных температурах (6,6: +6 °С, 9,4: +20 °С) и показавшие положи-
тельный результат по этому методу, были пересеяны на среды, содержащие лактат и 
пируват или ацетат и водород. В течение двух месяцев при измерении их оптической 
плотности тем же методом наблюдали ее небольшое увеличение, что однозначно 
говорит о сульфатредуцирующей активности в этих образцах, причем в большей 
степени в образце 6,12 м при 6 °С, более близкой к температуре океанической воды 
и многолетнемерзлых осадков температуре (рис. 3).

Еще одна накопительная культура образца с глубины 1,9 м скважины 1-07, содер-
жащего 16,13 мл/кг метана, на среде для сульфатредуцирующих бактерий с лактатом 
и пируватом, спустя 2 года культивирования при +6 °С показавшая положительный 
результат в цветовой реакции определения содержания сульфида, была пересеяна 
на среды, содержащие в качестве источников углерода как только лактат и пируват, 
так и с добавкой ацетата и водорода. В течение двух месяцев наблюдали небольшое 
увеличение оптической плотности при измерении содержания сульфида (рис. 3). 
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Предварительный анализ микробных сообществ 
методом прямого ДНК-анализа 

Пилотное исследование библиотек клонов, созданных на основе амплифициро-
ванной с помощью специфических на область v3-v5 (590 п.н.) бактериальных генов 
16S рРНК ДНК, выявило в скважине 1В09 (остров Кинг Джордж) с глубины 6,6 м 
филотипы, относящиеся в основном к альфа-протеобактериям, тогда как с глубины 
9,4 м — преимущественно к бета-протеобактериям. Среди других филотипов были 
«родственные» умеренным термофильным, ацедофильным, метилотрофным, аммо-
ний-окисляющим бактериям, метаногенным археонам, а также бактериям-продуцен-
там антибиотиков и бактериохлорофилла А. Принадлежность одного филотипа (97 % 
сходства) к роду Desulfosporosinus, еще одного (96 % сходства) к роду Algidimarina, а 
также очень далекое сходство других двух филотипов (86 % сходства — уровень класса 
и выше) с родом Desulfobacterium может говорить о присутствии в этих отложениях 
не только в прошлом, но и в настоящем процесса сульфатредукции.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ И ВЫВОДЫ
Условия ММП в районе скважин А11-08 и 1В09 на острове Кинг Джордж 

характеризуются высокой среднегодовой температурой пород (–0,6 °С), что может 
объяснять низкую активность этих отложений при аэробном культивировании. Тем-
пературы пород ММП оазисов Ширмахера (–8,3 °С), Холмы Ларсеманн (–9,5 °С) 
и Бангера (–7,9 °С) более благоприятны для сохранения жизнеспособности клеток 
микроорганизмов, сохранившихся в них, хотя ММП оазиса Бангера показали низкие 
значения КОЕ/г, что может быть связано с флювиогляциальным происхождением 
отложений. Особую роль в сохранении микробных сообществ мерзлоты играет ве-
личина льдистости рыхлых пород. Так, в образцах поверхностного мелкозема оазиса 
Ширмахера (0–10 см, 2 % льда), подверженного ежегодным перепадам температур 
от –44,4 до +35,9 °С (Кручинин, Симонов, 1967; Bormann, Fritzsche, 1995), выявлено 
на порядок меньше КОЕ/г (102), чем в сцементированном льдом грунте (85–100 см, 
20 % льда) с ежегодным колебанием температур от –17,9 до +0,6 °С (103 КОЕ/г). Этот 
пример иллюстрирует возможные условия сохранения микроорганизмов (в частности, 
аэробных бактерий) в аналогичных горизонтах Марса. Показано, что в морских ММП 
острова Кинг Джордж (возраст 7,5 тыс. лет) и лагунных ММП в холмах Ларсеманн 
(30 тыс. лет) численность КОЕ/г не превышала 104, при этом в ММП острова Кинг 

Рис. 3. Увеличение количества сульфида в накопительных культурах озерных ММП холмов 
Ларсеманн и морских ММП острова Кинг Джордж.
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Джордж в целом она была ниже, что может быть связано с высокой температурой 
ММП последних — –0,6 °С. В то же время при сравнении в озерных ММП холмов 
Ларсеманн (возраст 20 тыс. лет) и оазиса Ширмахера (более 50 тыс. лет) максималь-
ная численность (106 КОЕ/г) была обнаружена в последних, хотя среднегодовые 
температуры ММП в них практически не различались (оазис Ширмахера — –8,3 °С, 
Холмы Ларсеманна — –9,5 °С). Озерно-лагунные отложения холмов Ларсеманн 
характеризовались большим числом КОЕ/г и большим разнообразием грамотрица-
тельных и пигментированных бактерий по сравнению с мореной, обнаружившей в 
основном только спорообразующие бактерии. Культуральное аэробное разнообразие 
морских ММП острова Кинг Джордж оказалось менее богатым и было представлено 
в основном спорообразующими формами, тогда как разнообразие озерных ММП 
(особенно, в ММП оазиса Ширмахера) включало большое количество грамотрица-
тельных бактерий, встречающихся в морских водах и ледниках.

Большинство выделенных нами из ММП оазисов штаммов относятся к бакте-
риям, ранее изолированным из почв, пресноводных и морских отложений и холодных 
местообитаний. Так, 30 % выделенных культур оказались принадлежащими родам 
Cryobacterium, Frigobacterium, Polaromonas, которые являются обитателями холодных 
экосистем. Вместе с тем 70 % культур показали менее 98 % сходства по последователь-
ности гена 16SрРНК с коллекционными штаммами и могут представлять новые виды. 

Молекулярно-биологическое исследование бактериального сообщества морских 
отложений острова Кинг Джордж показало, что большинство из выявленных филоти-
пов имело высокое сходство с филотипами в GenBank, являющимися гетеротрофами и 
хемогетеротрофами. Обнаружение в ДНК морских ММП острова Кинг Джордж фило-
типов, родственных бактериям сульфатредуцирующих родов, подкрепляется наличием 
сульфатредуцирующей активности в накопительных культурах тех же образцов. Это 
позволяет предположить наличие в них жизнеспособных сульфатредуцирующих бак-
терий. Также как и в случае культур, 73 % выявленных филотипов показали менее 98 
% сходства с ближайшими коллекционными штаммами, подтверждая вывод о малой 
изученности биоразнообразия ММП Антарктиды. 
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E.S. KARAEVSKAYA, N.E. DEMIDOV, D.G. SHMELEV, E.M. RIVKINA, S.A. BULAT

THE STUDY OF THE BACTERIAL COMMUNITIES 
IN THE ANTARCTIC OASES’ PERMAFROST BY MEANS OF CULTURING

Aerobic and anaerobic bacteria from the permafrost of King George Island, Schirmacher, 
Larsemann, Banger oases and Hobbs Coast have been cultured. Based on the qualitative and 
quantitative composition of the cultivated community of samples, a comparative analysis of the 
biodiversity of marine, lake and fl uvioglacial deposits of different geocryological conditions and 
age was made.

Keywords: aerobic bacteria, anaerobic rich culture, permafrost, oases, Antarctica.


