
ИЗВЕСТИЯ РАН. СЕРИЯ БИОЛОГИЧЕСКАЯ, 2019, № 3, с. 246–254

246

ВЫДЕЛЕНИЕ И ИДЕНТИФИКАЦИЯ БАКТЕРИЙ ИЗ ОБРАЗЦОВ 
ЖИЛЬНОГО ЛЬДА ЛЕДОВОГО КОМПЛЕКСА МАМОНТОВОЙ ГОРЫ 

(ЦЕНТРАЛЬНАЯ ЯКУТИЯ)
© 2019 г.   С. Н. Филиппова*, @, Н. А. Сургучева*, Т. В. Колганова**,

М. Ю. Чербунина***, А. В. Брушков***, А. Л. Мулюкин*, В. Ф. Гальченко*
*Институт микробиологии им. С.Н. Виноградского, ФИЦ биотехнологии РАН,

Россия, 119071 Москва, Ленинский просп., 33, стр. 2
**Институт биоинженерии, ФИЦ биотехнологии РАН, Россия, 119071 Москва, Ленинский просп., 33, стр. 2

***Московский государственный университет им. М.В. Ломоносова, геологический ф-т,
Россия, 119991 Москва, Ленинские горы, 1

@E-mail: svfilipova@mail.ru
Поступила в редакцию 30.10.2017 г.

После доработки 13.06.2018 г.
Принята к публикации 13.06.2018 г.

Проведен анализ аэробной гетеротрофной составляющей бактериальных сообществ образцов ма-
лоизученных природных объектов − древних ледяных жил разреза Мамонтова гора Центральной
Якутии. Отмечено, что численность колониеобразующих (КОЕ) клеток аэробных гетеротрофных
бактерий, выявленных при высевах талых образцов на агаризованные питательные среды, варьирова-
ла от 103 до 104 КОЕ/мл, причем общее число интактных клеток было лишь на 1−2 порядка выше. По
результатам анализа последовательностей генов 16S рРНК определено таксономическое положение
бактерий, которые представлены филумами Actinobacteria, Firmicutes и Proteobacteria. Обнаружено, что
физиологическая особенность выделенных штаммов − температурный диапазон роста 8–20°С, ха-
рактерный для психротолерантных бактерий. Установлено, что большинство бактерий чувстви-
тельны к широкому спектру антибиотиков.
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К настоящему времени доказана возможность
длительного сохранения жизнеспособных мик-
роорганизмов в древних объектах криосферы
Арктики – грунтах различного возраста (от не-
скольких тысяч до 2–3 млн лет) и генезиса (Gilichin-
sky et al., 2008). Однако для других уникальных объ-
ектов Арктической криолитозоны – подземных
льдов – имеются лишь немногочисленные дан-
ные о численности микроорганизмов и составе
микробных сообществ.

Широкое распространение на территории веч-
ной мерзлоты получили повторно-жильные льды
(ПЖЛ), которые возникают в результате процес-
сов морозобойного трещинообразования мерз-
лых пород в течение геологически длительного
времени (Ершов, 2002). Особенности состава и
строения жильных льдов, отсутствие процессов
протаивания предполагают наличие в них микро-
условий, способствующих консервации и сохра-
нению жизнеспособности разнообразных форм
микроорганизмов. Так, численность микроорга-
низмов в ПЖЛ лишь ненамного меньше таковой
в мерзлых осадочных породах. По данным ряда

исследователей, численность культивируемых ге-
теротрофных микроорганизмов в жильных льдах
выше, чем в других ледовых структурах, включая
другие типы подземных льдов, а также леднико-
вый лед, ледовый покров озер и ледяной наст на
поверхности снежного покрова (Katayama et al.,
2007; Lacelle et al., 2011; Wilhelm et al., 2012). По
своему составу микробное сообщество жильных
льдов в определенной степени отражает микроб-
ное разнообразие лежащего над ними почвенного
слоя (Wilhelm et al., 2012).

Цель работы − выделение и изучение культиви-
руемых аэробных хемоорганотрофных (гетеро-
трофных) бактерий из образцов реликтовых ледя-
ных жил голоценового и плейстоценового возраста
ледового комплекса Мамонтовой горы Централь-
ной Якутии.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Регион исследований. Одно из широко известных

обнажений древних ПЖЛ ледового комплекса
Центральной Якутии – Мамонтова гора, располо-
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женная на левом берегу р. Алдана, в 500 км от ее
устья. Эта река вскрывает неоген-плейстоцено-
вую толщу аллювиальных отложений (возрастом
от нескольких тысяч до 16 млн. лет), характеризу-
ющую весь период плейстоценовых оледенений.
Мощность отложений с ПЖЛ достигает 10 м.

Для полевых исследований был выбран район
речной террасы р. Алдана высотой 50 м с наибо-
лее развитыми верхнечетвертичными отложения-
ми с ПЖЛ. В результате протаивания льдистых
мерзлых пород и вытаивания подземного льда в
склонах формируются амфитеатровидные углуб-
ления – термоцирки.

Образцы ПЖЛ отбирали из стен обнажений
термоцирков № 1 (62°59.720′ с.ш., 133°58.261′ в.д.)
и № 2 (62°58.975′ с.ш., 133°57.112′ в.д.) в верхней
части разреза Мамонтовой горы (рис. 1). Стенку об-
нажения термоцирка № 1 составляли жильные
льды плейстоценового возраста. Мощность отло-

жений с ПЖЛ составляла 7–10 м. Термоцирк № 2 –
активно таящая структура, где ледовый комплекс
имеет двухъярусное строение. Общая мощность
отложений с ПЖЛ достигает 8−10 м. Нижний го-
ризонт представлен сильнольдистыми суглинка-
ми, вмещающими широкие ледяные жилы плей-
стоценового возраста; их видимая вертикальная
мощность составляет ~5 м. Верхний горизонт
представлен жилами голоценового возраста − бо-
лее тонкими и менее мощными; их длина <3 м,
ширина до 1 м в верхней части жилы.

Отбор образцов и контроль за возможностью кон-
таминации. В полевых условиях образцы жильного
льда ненарушенной структуры массой 4−5 кг от-
бирались с помощью стерилизованных спиртом и
обожженных в пламени инструментов. Для удале-
ния чужеродной микрофлоры поверхность ото-
бранных монолитов обрабатывали пламенем газо-
вой горелки, а затем помещали в предварительно
простерилизованные пакеты и хранили в мерзлом
состоянии при температуре, близкой к естествен-
ной (−5°C). Транспортировка проб в лабораторию
также осуществлялась без их оттаивания в термо-
контейнерах с хладагентами. Образцы льда до про-
ведения экспериментов хранили при −20°C. Было
отобрано по три образца. Описание образцов
приведено в табл 1.

В связи с особыми требованиями к соблюде-
нию асептического отбора образцов льда и
риском возможной контаминации посторонней
микрофлорой в процессе отбора нами проведены
контрольные эксперименты в полевых и лабора-
торных условиях по ранее описанной методике
(Brouchkov et al., 2017). При отборе образцов ПЖЛ
на поверхность участка (200 см2) наносили сус-
пензию (2 мл) маркерного штамма Yarrowia lipolytica
Y-3603, меченного красным флуоресцентным бел-
ком с высокой численностью клеток (108 кл./мл), и
проводили дальнейший отбор проб по вышеопи-
санной методике. Эти образцы, как и целевые,
транспортировали и исследовали в лаборатории.

В лабораторных условиях из центральной ча-
сти целевого образца с помощью раскаленных
стальных инструментов извлекали пробу массой
~50 г при соблюдении стерильности. Извлечен-

Рис. 1. Термоцирк № 2; разрез Мамонтовой горы
(верхняя часть 50-метровой террасы). 1 – сезонно-та-
лый слой; 2 – льдистые суглинки, вмещающие и пе-
рекрывающие ледяные жилы; 3 – жильный молочно-
белый лед (голоцен); 4 – жильный мутный лед (плей-
стоцен); 5 – включения органики (растительные
остатки).
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Таблица 1. Описание образцов жильного льда

Образец Геологический возраст Описание Термоцирк

1 Плейстоцен (>30 тыс. лет) Жильный лед, непрозрачный, мутно-серого цвета. 
Структура льда зернистая, пузырчатая

№ 1

2  Голоцен (<12 тыс. лет) Жильный лед с тонкими прожилками грунтовых 
примесей. Структура льда зернистая, пузырчатая, 
цвет молочно-белый

№ 2
(верхний горизонт)

3 Плейстоцен (>30 тыс. лет) Жильный лед, непрозрачный, мутно-серого цвета, 
содержит многочисленные цепочки пузырьков

№ 2
(нижний горизонт)
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ный образец помещали в 70%-ный водный рас-
твор этанола, после чего поверхность образца об-
жигали для удаления с поверхности остатков эта-
нола и исключения контаминации посторонней
микрофлорой. Второй контроль чистоты отбора
проб в лабораторных условиях с нанесением сус-
пензии маркерного микроорганизма на поверх-
ность льда осуществляли, как описано выше. Об
эффективности соблюдения условий асептиче-
ского отбора проб в полевых условиях и пробо-
подготовки в лаборатории судили по результатам
прямых микроскопических учетов клеток в об-
разцах, проверяемых на контаминацию, и посе-
вов на агаризованные питательные среды.

Прямое определение численности клеток. Под-
счет клеток проводили методом люминесцентной
микроскопии с использованием флуоресцентных
красителей: акридинового оранжевого (Mathe-
son, Coleman & Bell Manufacturing Chemists, Nor-
wood, США) для оценки общей численности и
красителя Live/Dead Baclight (Invitrogen/Ther-
moFisher Scientific, Канада) для дифференциации
неповрежденных (интактных) и мертвых клеток
по зеленой и красной эпифлуоресценции соответ-
ственно. Клетки из проб талых образцов льда кон-
центрировали, осаждая на поликарбонатных
фильтрах диаметром 25 мм, размером пор 0.22 мкм
(GE Polycarbonate, Black, 100/Pk) фильтрацией
под вакуумом. Осажденные клетки окрашивали
0.1%-ным водным раствором акридинового оран-
жевого. В люминесцентном микроскопе Axioplan
(Carl Zeiss, Германия) просматривали окрашен-
ные фильтры и подсчитывали клеточные формы
(не менее 10 полей зрения). Число интактных и
мертвых клеток определяли после окрашивания
суспензий (в темноте при 37°С в течение 10 мин)
красителем Live/Dead (не менее 15 полей зрения).
Микроскопические исследования проводили на
базе ЦКП “Коллекция уникальных и экстремо-
фильных микроорганизмов (UNIQEM)” ФИЦ
биотехнологии РАН.

Определение численности культивируемых клеток
аэробных гетеротрофных бактерий с использованием
набора различных питательных сред. Образцы ПЖЛ
оттаивали при комнатной температуре в течение
20–30 мин, после чего аликвоты высевали на раз-
бавленные стерильной дистиллированной водой
(1 : 10) питательные среды ISP1 (Difco, США) с
добавлением 1.8% агара, ISP3 (Difco) с 0.25%
дрожжевого экстракта (Difco) и Plate count agar
(PCA) (Difco) с добавлением агара (Difco) до ко-
нечной концентрации 1.8% в трех повторностях.
Колониеобразующую способность (КОЕ/мл)
определяли после 2 нед культивирования при 20 и
28°С и после 3–4 нед. при 8°С.

Выделение, идентификация и характеристика
бактериальных изолятов. Выросшие колонии мик-
роорганизмов характеризовали и группировали по

колониально-морфологическим признакам, а так-
же клеточной морфологии с дифференциацией на
грамположительные и грамотрицательные. Изоля-
ты бактерий каждой группы, поддерживаемые на
агаризованных средах ISP1 и PCA, были включе-
ны в фонд коллекции UNIQEM.

Отношение выделенных культур микроорганиз-
мов к различным температурам роста определяли,
выращивая их при 8, 20 и 28°С в течение 2–4 нед.

Чувствительность культур бактериальных изо-
лятов к антибиотикам определяли дискодиффузи-
онным методом с использованием набора Sensitivity
Disk Dispens-O-Discs (Difco). Культуры изолятов с
содержанием клеток не менее 108 КОЕ/мл высевали
газоном на агаризованную среду ISP1. На свежеза-
сеянный газон накладывали бумажные диски, со-
держащие антибиотики: бензилпенициллин – пе-
нициллин G (10 ед.), стрептомицин (10 мкг),
неомицин (5 мкг), тетрациклин (30 мкг), окситетра-
циклин (30 мкг), хлортетрациклин (30 мкг), поли-
миксин (300 ед.), новобиоцин (30 мкг), рифампин
(5 мкг), эритромицин (15 мкг), линкомицин
(2 мкг). Инкубацию проводили при 20°С в течение
14 сут с ежедневным определением зон задержки
роста вокруг дисков. Зоны подавления роста изме-
ряли визуально с помощью прозрачной линейки
со скошенным краем до ближайшего миллиметра.
Результаты измерений были статистически обра-
ботаны с вычислением погрешностей прямых из-
мерений.

Идентифицировали выделенные бактериаль-
ные изоляты на основе ПЦР-амплификации и се-
квенирования фрагментов генов 16S рРНК. ДНК
выделяли модифицированным щелочным мето-
дом Бирнбойма−Доли (Birnboim, Doly, 1979) и
Wizard-технологии (Promega, США).

Для проведения ПЦР и дальнейшего секвени-
рования ПЦР-фрагментов гена 16S рРНК ис-
пользовали универсальные праймеры (Lane,
1991). Продукты амплификации секвенировали
методом Сэнгера (Sanger et al., 1977) с помощью
набора реактивов Big Dye Terminator v.3.1 (Applied
Biosystems, Inc., США) на ген-анализаторе ABI
3730 (Applied Biosystems, Inc.). Бактерии иденти-
фицировали путем сравнения нуклеотидных по-
следовательностей ПЦР-фрагментов генов 16S
рРНК с последовательностями, представленны-
ми в базе данных GenBank NCBI, по протоколам
nBLAST6 и Ribosomal Database Project 7 (RDP),
после чего осуществляли выборку уровня иден-
тичности ≥98%. Нуклеотидные последовательно-
сти генов 16S рРНК бактериальных изолятов бы-
ли депонированы в базе данных GenBank.

Полученные сиквенсные спектрограммы ре-
дактировали с помощью программы Chromas,
версия 1.45 (http://www.techelysium.com.au./chro-
mas.html). Определение последовательностей ге-
нов 16S рРНК и их филогенетический анализ бы-
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ли проведены на оборудовании ЦКП биоинжене-
рия ФИЦ биотехнологии РАН.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Применение вышеуказанных “жестких” те-
стов контроля стерильности отбора образцов
ПЖЛ с предварительным нанесением на поверх-
ность льда суспензий маркерных дрожжей, удоб-
ных для детекции, позволило исключить риск
контаминации целевых образцов для микробио-
логических исследований.

По результатам прямых микроскопических те-
стов установлено, что общая численность клеток
в талых образцах ПЖЛ варьировала от 1.5 × 106 до
2.7 × 107 кл./мл. Доля жизнеспособных клеток в
исследованных образцах льда была достаточно
высокой (>70% общего числа клеток). Наиболь-
шая доля жизнеспособных клеток была выявлена
в образце 2 жильного льда голоценового возраста.
Численность колониеобразующих клеток аэроб-
ных гетеротрофных бактерий, выявленных при
высевах талых образцов на агаризованные пита-
тельные среды, составляла от 0.7–1 × 103 до 5–6.3 ×
× 103 КОЕ/мл (табл. 2). Для роста клеток в виде
колоний наиболее оптимальной была инкубация
посевов при 20°С. Число колониеобразующих
бактерий, способных расти при 8°С, было не-
сколько ниже, их колонии отличались повышен-
ной пигментацией и меньшими размерами. Наи-
более низкие значения численности колоний
(примерно в 3–5 раз) были отмечены при темпе-
ратуре инкубации 28°С.

Характеристика изолятов бактерий. Во всех
изученных образцах ПЖЛ были выделены основ-
ные группы культивируемых аэробных гетеро-
трофных бактерий. В образце 1 жильного льда
наиболее многочисленной группой (по числен-
ности КОЕ) оказались актинобактерии с харак-
терной группировкой клеток, способных к ветв-
лению и в отдельных случаях к формированию
мицелия. Численность актинобактерий составля-
ла до 65% суммарного числа бактериальных коло-
ний, выявленных при высеве образца 1. Колонии
спорообразующих грамположительных палочко-
видных бактерий составляли не более 20%. Кроме
того, были выявлены единичные оранжевоокра-
шенные колонии неспорообразующих кокковид-

ных, подвижных грамположительных бактерий, а
также колонии грамотрицательных бактерий.

В образцах жильного льда 2 и 3 группы аэроб-
ных гетеротрофных бактерий были представлены
в основном грамположительными бактериями с
клетками кокковидной и палочковидной форм,
как неспорообразующими, так и способными к
образованию спор. Колонии грамположительных
бактерий составляли ~90%, а грамотрицательные
палочковидные бактерии ~10%. В образце 3 акти-
нобактерии были представлены единичными ко-
лониями.

Для исследований были отобраны 25 изолятов
бактерий. Из образца 1 были выделены в чистую
культуру и идентифицированы 11 штаммов акти-
нобактерий: 2 штамма, идентифицированные как
Dietzia sp. (100% идентичности; номера нуклео-
тидных последовательностей в GenBank –
MF151763 и MF151764), 4 штамма, отнесенные к
Kocuria sp. (100% идентичности; MF151749,
MF151754, MF151758, MF151765), 4 штамма иден-
тифицированные как Microbacterium sp. (99%
идентичности; MF151743, MF151745, MF151760,
MF151766), и один штамм Nocardioides sp. (99%
идентичности; MF151762). Из этого же образца
были выделены бактерии, представители фирми-
кутов: штамм, идентифицированный как Bacillus
sp. (99% идентичности; MF151747), штамм, отно-
сящийся к роду Paenibacillus (99% идентичности;
MF151753), и штамм, идентифицированный как
Planococcus sp. (98% идентичности; MF151750).
Был выделен штамм, отнесенный к альфа-про-
теобактериям, идентифицированный как Methy-
lobacterium sp. (99% идентичности; MF151756). В
образцах 2 и 3, отобранных из обнажения второго
термоцирка, доля фирмикут была наибольшей.
Из образца 2 были выделены штамм лактобацилл,
идентифицированный как Carnobacterium sp.
(99% идентичности; MF151761), штамм, отнесен-
ный к роду Planococcus (98% идентичности;
MF151759), штамм, идентифицированный как
Staphylococcus sp. (100% идентичности; MF151755),
а также штамм гамма-протеобактерий, отнесен-
ный к роду Moraxella (100% идентичности;
MF151757). Фирмикуты, выделенные из образца 3,
были представлены штаммами, идентифициро-
ванными как Bacillus sp. (99% идентичности;
MF151752), Carnobacterium sp. (99% идентичности;
MF151751), Planococcus sp. (99% идентичности;

Таблица 2. Численность аэробных клеток в образцах жильного льда ледового комплекса Мамонтовой горы

Образец Общая численность
клеток, кл./мл

Доля “живых”
клеток, %

Численность культивируемых
аэробных гетеротрофных бактерий, КОЕ/мл

1 (1.5 ± 0.4) × 106 78 (0.7 ± 0.3) × 103–(1 ± 0.2) × 103

2 (2.7 ± 0.5) × 107 93 (1 ± 0.2) × 103–(2.6 ± 0.2) × 103

3 (5.1 ± 0.4) × 106 74 (5 ± 0.3) × 103–(6.3 ± 0.4) × 103
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MF151748), Staphylococcus sp. (99% идентичности;
MF151746). Из единичных колоний (образец 3) бы-
ли выделены актинобактерии, идентифицирован-
ные как Rothia sp. (99% идентичности; MF151744).
Из этого же образца были выделены также гамма-
протеобактерии, идентифицированные как Psy-
chrobacter sp. (99% идентичности; MF151742).

При изучении роста культур изолятов при 8,
20 и 28°С установлено, что наиболее благоприят-
ной была температура 20°С. При 8°С рост изоля-
тов наблюдался на 3-и–4-е сут культивирования.

Изучение спектра чувствительности бактери-
альных изолятов к различным антибиотикам по-
казало различия между грамположительными и
грамотрицательными бактериями, а также между
отдельными представителями внутри этих групп
микроорганизмов. Так, грамотрицательные про-
теобактерии были устойчивы к линкомицину и
мало чувствительны к бензилпенициллину. По-
лимиксин практически не оказывал действия на
рост грамположительных бактерий, в то время
как грамотрицательные бактерии оказались чув-
ствительными к этому антибиотику. Зоны подавле-
ния роста под действием линкомицина были отме-
чены у всех изолятов грамположительных бакте-
рий. Большая часть изолятов грамположительных
бактерий проявила невысокую чувствительность к
бензилпенициллину G, за исключением Staphylo-
coccus sp. Л7-1 и Л8-3, Bacillus sp. Л8-6 и Paeniba-
cillus sp. Л2-8. Культуры всех исследованных изо-
лятов бактерий проявляли чувствительность к
аминогликозидным антибиотикам (стрептоми-
цин, неомицин), к антибиотикам тетрациклино-
вой группы (тетрациклин, хлортетрациклин, ок-
ситетрациклин), хлорамфениколу, новобиоцину,
рифампицину и эритромицину (табл. 3).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Результаты данного исследования показыва-

ют, что древние ПЖЛ разного геологического
возраста отличаются по составу культивируемой
аэробной гетеротрофной компоненты жизнеспо-
собных бактериальных сообществ. Хотя группы
бактерий, выделенных и культивируемых в опре-
деленных условиях, были представлены основ-
ными филумами Actinobacteria, Firmicutes и Proteo-
bacteria, их соотношение в различных образцах
ПЖЛ варьировало. Так, доля актинобактерий и
спорообразующих фирмикутов была наибольшей
в образцах наиболее древнего ПЖЛ плейстоцено-
вого возраста, что согласуется с опубликованны-
ми данными (Katayama et al., 2007; Wilhelm et al.,
2012). В то же время процентные соотношения
актинобактерий в исследованных образцах
ПЖЛ 1 и 3 плейстоценового возраста были раз-
личными (табл. 3). Так, неспорообразующие ак-
тинобактерии – представители родов Dietzia, Mi-
crobacterium, Kocuria и Nocardioides − преобладали

среди изолятов, выделенных из образца плейсто-
ценого льда 1, в то время как в образце 3 были вы-
явлены лишь единичные колонии актинобакте-
рий Rothia sp. В этой связи важно отметить высо-
кую устойчивость представителей нокардио- и
коринеподобных актинобактерий к заморажива-
нию, а также длительное сохранение ими жизнеспо-
собности в условиях недостатка питательных ве-
ществ (Нестеренко и др., 1985). Интересно, что среди
изолятов образца 1 был представитель факультатив-
но-метилотрофных бактерий Methylobacterium sp.,
которые способны использовать в качестве един-
ственного источника углерода окисленные или
замещенные производные метана, что позволяет
допустить возможность присутствия углеводоро-
дов в газовой компоненте образца.

Основную часть бактериальных изолятов, вы-
деленных из образцов 2 и 3, составляли фирмику-
ты, представители родов Bacillus, Carnobacterium,
Planococcus и Staphylococcus. Таксономический со-
став бактерий, выделенных из образцов жильного
льда ледового комплекса Мамонтовой горы, со-
поставим с данными о таксономическом разно-
образии культивируемых бактерий, обнаружен-
ных в жильных льдах других регионов криолитозо-
ны (Katayama et al., 2007; Wilhelm et al., 2012). Они
могут включать в себя представителей эндофитной
микрофлоры, относящихся к родам Bacillus, Paeni-
bacillus, Staphylococcus, Kocuria, Microbacterium, Ro-
thia, Methylobacterium, привнесенных с раститель-
ными остатками (Rosenblueth, Martínez-Romero,
2006). Холодоадаптированные аэробные гетеро-
трофные бактерии родов Carnobacterium, Micro-
bacterium, Planococcus, Psychrobacter также были
обнаружены в ледяных жилах позднего плейсто-
цена в разрезе Фокс (Аляска) (Katayama et al.,
2007) и в ледяных жилах голоценового возраста в
районе Арктической станции McGill на о-ве Аксель
Хейберг, Нунавут, Канада (Wilhelm et al., 2012).

Физико-химические свойства жильного льда
как среды сохранения микробных сообществ могут
оказывать определенное влияние на их состав и
жизнеспособность. Жильный лед часто неодно-
роден по степени минерализации. Вместе с бо-
лее минерализованным льдом реликтовой жилы
плейстоценового возраста располагается менее
минерализованная жила голоценового возраста,
внедрившаяся позднее. Химический состав
жильных льдов часто зависит от их местоположе-
ния и локальных особенностей формирования
(Васильчук, 2016).

Невысокие значения численности выявленных
культивируемых бактерий по сравнению с данными
“прямого” подсчета жизнеспособных клеток могут
указывать также на наличие большой доли некуль-
тивируемых форм в изучаемом микробном сообще-
стве. Наиболее благоприятный температурный диа-
пазон для роста выделенных бактерий 8−20°С. Вы-
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явленный диапазон роста бактериальных штаммов
из ПЖЛ характерен для микроорганизмов низко-
температурных регионов Арктики и Антарктики
(Steven et al., 2007; Романовская и др., 2012) и указы-
вает на психротолерантный/психрофильный ха-
рактер их роста.

Считается, что льды – малопригодная среда для
сохранения жизнеспособных микроорганизмов
(Воробьева и др., 1997). Однако по сравнению с дру-
гими типами ледовых сред жильные льды характе-
ризуются более высокими значениями численности
жизнеспособных микроорганизмов (Wilhelm et al.,
2012). Основными элементами наряду с кристалла-
ми льда, определяющими структуру подземных
льдов, являются воздушные и органоминеральные
включения. В жильных льдах большая часть органо-
минеральных веществ содержится в виде коллоид-
ных соединений и скоагулировавшихся частиц (Ер-
шов, 2002). Известно, что обволакивающее действие
гидрофильных коллоидов, отсутствие их вредного
воздействия на осмотическое состояние клеток
способствуют сохранению целостности клеточ-
ных структур (Звягинцев, 1987). Распределение
коллоидных соединений в виде сетчатой пленки
было обнаружено вокруг клеток микроорганиз-
мов, выявленных в прослойках сегрегационного
льда в мерзлых суглинках Мамонтовой горы
(Курчатова, Рогов, 2011). Установлено, что ледя-
ные включения в мерзлых грунтах − наиболее
комфортная среда для сохранения различных
форм микроорганизмов (Мельников и др., 2011).

Была изучена антибиотикорезистентность вы-
деленных бактерий. Это свойство характерно для
современных природных, в том числе и клиниче-
ских, штаммов микроорганизмов. Однако вопрос
о происхождении разнообразия форм лекарствен-
ной устойчивости у микроорганизмов, включая
патогенные формы, и его взаимосвязи с деятель-
ностью человека остается спорным (Allen et al.,
2010; Davies, Davies, 2010). В связи с этим отмечается
повышенный интерес к исследованиям микробных
сообществ вечномерзлых пород и древних почв, не
подвергавшихся антропогенному воздействию. Так,
в работах по изучению пород вечной мерзлоты Си-
бири приводятся данные, свидетельствующие об об-
наружении резистентности среди грамположитель-
ных и грамотрицательных бактерий, в частности, к
аминогликозидным антибиотикам, антибиотикам
группы тетрациклина и хлорамфениколу (Миндлин
и др., 2008). По результатам метагеномного анали-
за микробных сообществ древнего пермафроста
Аляски обнаружены фрагменты ДНК, имеющие
нуклеотидные последовательности, сходные с та-
ковыми у генов, контролирующих устойчивость к
тетрациклинам, бета-лактамным антибиотикам и
ванкомицину у современных бактерий (D’Costa
et al., 2011). Однако одно лишь наличие таких
фрагментов еще не может считаться подтвержде-
нием проявления фенотипа устойчивости к анти-

биотикам у бактерий (Fuste et al., 2012; Perron
et al., 2013). Результаты изучения бактериальных
сообществ различных слоев пермафроста Канад-
ского сектора Арктики с помощью функциональ-
ной метагеномики показали, что гены резистентно-
сти, выявленные у бактерий, выделенных из мерз-
лоты, характеризовались меньшей устойчивостью к
антибиотикам по сравнению с аналогичными гена-
ми бактерий, выделенных из активного, надмерз-
лотного слоя. Полученные результаты позволили
авторам прийти к заключению, что гены антибио-
тикорезистентности появились в процессе эво-
люции природных, функционально различных
генов устойчивости бактерий в результате интен-
сивного использования человеком антибиотиков
(Perron et al., 2013).

Проведенное нами исследование спектра
чувствительности к антибиотикам бактериаль-
ных изолятов, выделенных из образцов жильно-
го льда, показало, что большая часть изолятов
оказалась чувствительной к опробованным ан-
тибиотикам. Полученные результаты согласуют-
ся с результатами ранее проведенных исследований,
которые свидетельствуют о более низкой антибио-
тикорезистентности природных штаммов бактерий,
выделенных из образцов мерзлых пород и воды по-
лярных регионов Арктики и Антарктики, не подвер-
гавшихся значительному антропогенному воз-
действию (Miller et al., 2009; Perron et al., 2013).
Из исследованного набора изолятов штаммы
протеобактерий практически не проявляли
чувствительности к бета-лактамному антибио-
тику бензилпенициллину и линкомицину, но
были чувствительны к полимиксину. Изоляты
грамположительных бактерий, напротив, были
устойчивы или показывали низкую чувствитель-
ность к действию полимиксина. Механизм устойчи-
вости выявленных групп бактерий носил, по-види-
мому, природный характер, обусловленный отличи-
тельными особенностями клеточной организации и
ферментативной активности грамположительных и
грамотрицательных бактерий (Jacobs, 2009).

Выделенные нами бактерии по своему таксо-
номическому положению близки к ранее описан-
ным видам, выявленным в экстремально низко-
температурных экосистемах. Так, большое число
видов психротолерантных актинобактерий, отно-
сящихся к родам Dietzia, Microbacterium, Kocuria и
Nocardioides, было выделено из различных аркти-
ческих регионов вечной мерзлоты (Fendrihan,
Negoiţâ, 2017). У выделенных нами из образцов
жильного льда бактерий была высокая (98–100%)
доля сходства с ранее описанными видами пси-
хротолерантных и психрофильных бактерий Car-
nobacterium pleistocenium, выделенных из жильного
льда Аляски (Pikuta et al., 2005), Planococcus antarcti-
cus, Planococcus psychrophilus, Psychrobacter vallis и
Psychrobacter aquaticus, выделенных из образцов
цианобактериального мата антарктических озер в
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районе станции Мак-Мердо (Reddy et al., 2002;
Shivaji et al., 2005).

Психротолерантные и психрофильные микро-
организмы − важный объект многих биотехноло-
гических процессов. В частности, представители
родов Dietzia, Microbacterium, Kocuria и Nocardioides
обладают потенциальной способностью к биоде-
градации углеводородов при низких температурах
и могут быть использованы для биоремидиации
загрязненных нефтепродуктами территорий по-
лярных регионов (Steven et al., 2007; Fendrihan, Ne-
goiţâ, 2017). Многие психрофильные микроорга-
низмы − продуценты важных биоактивных соеди-
нений, особенно ферментов, которые могут быть
использованы при низких температурах. Так, бак-
терии родов Moraxella, Psychrobacter, а также Staphy-
lococcus warneri M известны как продуценты холодо-
активаных липолитических ферментов (Yokoi et al.,
2012; Fendrihan, Negoiţâ, 2017).

Особенности строения жильных льдов делают
их перспективным источником выделения пси-
хрофильных микроорганизмов. Их последующие
идентификация и изучение важны для понимания
механизмов выживания микроорганизмов различ-
ных таксономических групп в экстремально низ-
котемпературных условиях, а также для оценки их
биотехнологического потенциала.

Работа выполнена при частичной финансовой
поддержке РФФИ (грант 16-05-00296), а работа
по идентификации изолятов – при поддержке
ФАНО в рамках Государственного задания на вы-
полнение фундаментальных научных исследова-
ний ФИЦ биотехнологии РАН по теме “Коллек-
ция уникальных и экстремофильных микроорга-
низмов биотехнологического назначения”.
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Isolation and Identification of Bacteria from Ice Wedge of the Mamontova Gora
Glacial Complex (Central Yakutiya)

S. N. Filippova1, #, N. A. Surgucheva1, T. V. Kolganova2, M. Yu. Cherbunina3, A. V. Brushkov3,
A. L. Mulukin1, and V. F. Gal’chenko1
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The analysis of the aerobic heterotrophic component of bacterial communities of samples of poorly studied,
ancient ice wedge from the glacial complex of Mamontova Gora (Yakutiya, Russia). Total numbers of aerobic
heterotrophic bacteria determined by plating on nutrient media ranged from 103 to 104 CFU / ml, while the
total number of intact cells was only 1−2 orders higher. According to the results of the analysis of the 16S rRNA
gene sequences, the taxonomic position of the bacteria was determined, which are represented by three phyla:
Actinobacteria, Firmicutes and Proteobacteria. It was found that the physiological feature of the isolated
strains—a temperature range of 8–20°C is characteristic of psychrotolerant bacteria. Most bacteria have been
found to be sensitive to a wide range of antibiotics.
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