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ВВЕДЕНИЕ
Архипелаг Шпицберген – уникальный регион 

Арктики, где фиксируются быстрые процессы, связан-
ные с потеплением климата. Так, согласно метеороло-
гическим данным, в поселении Лонгйир среднегодовая 
температура воздуха в течение ХХ в. повысилась при-
мерно с –9 до –4 °С [Humlum et al., 2003]. Площадь лед-
ников в окрестностях Лонгйира и Баренцбурга умень-
шилась примерно в 2 раза с 1936 по 2017 г. [Чернов, 

Муравьев, 2018]. Вечная мерзлота Шпицбергена – 
наиболее теплая в высоких широтах из-за отепля-
ющего влияния течений и воздушных масс, пере-
носимых из Атлантики Западным Шпицбергенским 
течением. В 2016 г. в рамках создания криосферного 
полигона Российского научного центра в районе руд-
ника Баренцбург на восточном берегу зал. Гренфьорд 
были пробурены скважины для изучения структур-
ных особенностей вечной мерзлоты и мониторинга 
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Аннотация. Изучено бактериальное разнообразие образцов вечной мерзлоты, полученных при бу-
рении мерзлых четвертичных отложений морского генезиса на восточном побережье зал. Гренфьорд 
о. Западный Шпицберген. Исследование основано на анализе V4 региона гена 16S рРНК, проведенного 
с помощью секвенирования нового поколения, а также с применением классических микробиологиче-
ских методов (прямой люминесцентной микроскопии, аэробного культивирования). Общее количество 
клеток в образцах вечной мерзлоты варьировало от 6.73±0.73∙106 до 3.37±0.19∙107 ед. в 1 г мерзлоты. 
Количество культивируемых аэробных бактерий в образцах мерзлоты на средах 1/5 TSA и R2A соста-
вило от 0 до 6.20±0.45∙104 КОЕ в 1 г мерзлоты. Изоляты аэробных бактерий были идентифицированы с 
помощью анализа гена 16S рРНК как представители родов Arthrobacter, Pseudarthrobacter, Psychrobacter 
и Rhodoferax. Доминирующими филумами домена Bacteria были Actinobacteria, Proteobacteria, 
Chlorofl exi, Nitrospirae и Firmicutes. В результате филогенетического анализа доминирующих опера-
тивных таксономических единиц были обнаружены представители метанокисляющих и сульфатреду-
цирующих бактерий, а также гетеротрофных бактерий, участвующих в преобразовании органического 
вещества.  

Keywords: о. Западный Шпицберген, вечная мерзлота, морские осадки, культивируемые аэробные бак-
терии, V4 регион гена 16S рРНК, домен Bacteria, метан.
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филумам Actinobacteria, Bacteroidetes и Proteobacteria 
(Alpha- и Gamma-). В работе [Teske et al., 2011] ме-
тодом профилирования гена 16S рРНК установлено 
увеличение доли Deltaproteobacteria, Chlorofl exi и 
Planctomycetes при переходе от морской воды к мор-
ским отложениям зал. Смеринбург-фьорд. Обнаружено 
присутствие филотипов 16S рРНК, образующих эн-
доспоры термофильных представителей филума 
Firmicutes, в морских незамерзших отложениях круп-
ных фьордов арх. Шпицберген [Müller et al., 2014]. 
Изучение поверхностных и приповерхностных голо-
ценовых отложений в долине Адвентдален до глуби-
ны 2 м выявило смену доминирующих групп домена 
Bacteria от Proteobacteria (Alpha-, Beta-, Gamma-), 
Acidobacteria, Veruccomicrobia и Actinobacteria (порядок 
Thermoleophilia) в сезонно-талом слое к Actinobacteria 
(семейство Intrasporangiaceae) в слое вечной мерзлоты 
[Müller et al., 2018]. Однако исследования более древ-
них мерзлых пород на арх. Шпицберген с использова-
нием метода секвенирования нового поколения прак-
тически не проводились.
Целью нашей работы было охарактеризовать много-

летнемерзлые прибрежные морские отложения, ох-
ватывающие весь высотный и возрастной диапазон 
лестницы морских террас в районе Баренцбурга, с по-
мощью методов анализа V4 региона гена 16S рРНК 
бактерий, а также культивирования аэробных бакте-
рий при 10 °С для получения представления о струк-
туре бактериальных сообществ и микробиологических 
процессах, происходивших в морских осадках до их 
замерзания на длительное время. Это первая часть ис-
следования, посвященная домену Bacteria.

ОБЪЕКТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
В исследовании использовались керны вечной 

мерзлоты из скв. 1 (78.02289 с.ш., 14.29845° в.д., 
2 м над ур. моря), пробуренной в устье р. Грен, скв. 2 
(78.09504 с.ш., 14.24096° в.д., 75.5 м над ур. моря) 

ее температуры [Демидов и др., 2016б; Demidov et 
al., 2019]. Скважинами вскрыты прибрежно-морские 
мерзлые отложения, замерзшие в позднем плейстоцене 
и голоцене после выхода из-под уровня моря. 
Настоящее исследование – продолжение работ по 

всестороннему изучению вечной мерзлоты в райо-
не рудника Баренцбург в ключе микробиологической 
характеристики мерзлоты, что дает возможность на-
чать изучение происходящих в мерзлоте биогеохи-
мических процессов. Сравнительное микробиологи-
ческое исследование арктических систем «морская 
вода – морские отложения» и «наземная мерзлота – 
подводная мерзлота» показывает различия между до-
минирующими группами бактерий. Так, для домена 
Bacteria, исследованного на шельфе моря Бофорта 
(Аляска), наблюдалась смена доминирующих групп 
с Alpha-, Gammaproteobateria и Bacteroides в морской 
воде на Deltaproteobacteria, Firmicutes, Chlorofl exi, 
Actinobacteria и Cyanobacteria в нижележащих неза-
мерзших морских отложениях. Сравнение наземной 
и подводной вечной мерзлоты возрастом около 2500 
лет, изученной в районе м. Мамонтов Клык (запад-
ная часть моря Лаптевых), показало увеличение доли 
Deltaproteobacteria, Actinobacteria, Gemmatimonadetes, 
а также группы KD4-96 (Chlorofl exi) и уменьшение 
доли филума Firmicutes [Mitzscherling et al., 2019]. А 
отложения морского шельфа в районе моря Д’Юрвиль 
(Восточная Антарктида), согласно DGGE-анализу 
генов 16S рРНК, содержали в основном классы 
Deltaproteobacteria, предполагаемые сульфидокисля-
ющие группы Gammaproteobacteria, а также классы 
Flavobacteria и Planctomycetales [Bowman et al., 2003]. 
Что касается арх. Шпицберген, то на настоящее 

время работ, описывающих состав бактериальных 
сообществ морских отложений и вечной мерзлоты, 
немного. Так, в работе [Srinivas et al., 2009] описа-
ны выделенные из современных морских отложений 
зал. Конгсфьорд чистые культуры, относящиеся к  

.

Рис. 1. Местоположение изучаемой территории на арх. Шпицберген и на криосферном полигоне в районе 
Баренцбурга (a) и расположение скважин 1, 2, 5 и 7 (б) и скважин 2 и 5 (в) (спутниковые снимки взяты с сайтов 
https://google.ru/maps и https://toposvalbard.npolar.no)
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и скв. 5   (78.09856 с.ш., 14.23299° в.д., 43 м над ур. 
моря), пробуренных на южном берегу зал. Исфьорд, а 
также скв. 7 (78.04703° с.ш., 14.21962° в.д., 8 м над ур. 
моря), пробуренной на м. Финнесет (рис. 1). 
Литологический состав колонок показан на рис. 2. 

Отложения представлены песками, супесями, 
суглинками и глинами прибрежно-морского генезиса, 
которые накапливались на дне моря в позднем плей-
стоцене и голоцене, а затем, при резком падении от-
носительного уровня моря, выходили на поверхность, 
промерзали и покрывались маломощным покровом 
континентальных отложений различного генезиса 
[Svendsen, Mangerud, 1997; Forman et al., 2004]. 
Среднегодовая температура в скв. 2 на глубине 

5.5 м за период 25.09.2018 г. – 25.08.2019 г. состави-
ла –2.17 °С, а однократное измерение (12.09.2016 г.) 
температуры в скв. 7 на глубине 12.5 м показало тем-
пературу –0.87 °С [Демидов и др., 2020]. Несмотря на 
то что в современную эпоху эти отложения являются 
мерзлыми, породы на глубине менее 3 м могли оттаять 
во время голоценового потепления, когда глубина се-
зонного протаивания превышала современную. В слу-
чае скв. 1 кратковременное повышение уровня моря 
могло вызвать временное оттаивание отложений, кото-
рые в настоящее время являются мерзлотой [Salvigsen, 
Høgvard, 2005; Соловьева и др., 2018]. 
Образцы, взятые для секвенирования нового поко-

ления, были обозначены согласно номерам скважин 
и глубинам отбора (м) – S1-1, S2-4, S5-3, S7-7, S7-9 и 
S7-12. Образец, взятый с глубины 5 см над скв. 1, пред-
ставлял собой окисленный глеевый горизонт Gox глее-
вой почвы [Алексеев, Абакумов, 2016]. 

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Отбор проб. Бурение проводилось в августе–

сентябре 2016 г. буровой установкой УКБ 12/25 
(изготовитель – завод бурового оборудования 
им. В.В. Воровского, г. Екатеринбург, Россия) без 
промывки и без добавления химических реагентов. 
Использовались тонкостенные колонковые трубы с 
внешним диаметром от 76 до 112 мм. После очистки 
поверхности мерзлых сегментов керна стерильным 
скальпелем образцы помещали в стерильные пакеты 
(Whirl-Pak®, Nasko, США) и хранили при температу-
ре –4  –10 °С. 28 октября 2016 г. они были достав-
лены в лабораторию ЛИКОС (ГНЦ РФ «Арктический 
и антарк тический научно-исследовательский инсти-
тут»), где хранились в морозильной камере при –18 °С. 
Анализ образцов проводился в период с октября 2016 г. 
по февраль 2020 г.
Анализ содержания метана в образцах. Для анализа 

газов была выбрана скв. 7 как наиболее глубокая (12 м) 
и обильная по образцам. Газовую фазу образцов мерз-
лоты отбирали с помощью дегазации методом head-
space в шприцах объемом 150 мл [Alperin et al., 1985]. 
Специальный анализ концентраций метана в пробах 
проводили в трех повторностях на газовом хроматогра-
фе «Кристалл 5000.2» (ЗАО «Хроматэк», г. Йошкар-
Ола, Россия) с пламенно-ионизационным детектором. 
Технические параметры хроматографа и условия про-
ведения анализа следующие: длина хроматографиче-
ской колонки – 3 м, диаметр – 2 мм, температура – 60 °С, 

адсорбент – Хайесеп-Н 80/100, температура пламенно-
ионизационного детектора – 150 °С. Объем пробоот-
борника – 0.25 мл, объем вводимой пробы газа – 3–8 мл. 
В качестве газа-носителя использовали азот (чистота 
99.999%) со скоростью потока 30 мл/мин. Расход во-
дорода – 20 мл/мин, расход воздуха – 400 мл/мин. Для 
калибровки хроматографа использовали газовые сме-
си (ООО «Мониторинг», г. Санкт-Петербург, Россия) 
со следующими концентрациями метана: 0.49±0.07, 
5.3±0.5, 10.3±0.6, 100±5, 1000±30 ppm.
Изотопный состав метана и углекислого газа. 

δ13С метана и диоксида углерода от стандарта VPDB 
(Vienna Pee Dee Belemnite) [Miller, Wheeler, 2012] об-
разца с глубины 2.3 м из скв. 7 экспериментально изме-
ряли с помощью масс-спектрометра DeltaV Advantage 
в сочетании с газовым хроматографом Thermo 
Science Trace 1310 (компания Thermo Fisher Scientifi c, 
США) в лаборатории Научно-аналитического центра 
Апрелевского отделения Всероссийского научно-ис-
следовательского геологического нефтяного института 
(Московская обл., г. Апрелевка, Россия).
Измерения общего органического углерода и радио-

углеродное датирование. Общее содержание органи-
ческого углерода (TOC – total organic carbon) определя-
ли в образцах из скважин 2 и 7 (всего 18 проб). Значения 
даны в процентах по массе (мас. %). Анализы выполне-
ны на элементном анализаторе (Elementar Vario MAXC; 
аналитическая точность ±0.1 мас. %). Собранный вруч-
ную органический материал из двух образцов скв. 7 
был подвергнут радиоуглеродному датированию с по-
мощью ускорительной масс-спектрометрии (AMS) с 
использованием системы минидатирования углерода 
(MICADAS) в Институте Альфреда Вегенера Центра 
полярных и морских исследований имени Гельмгольца. 
Дополнительные сведения о лабораторных процедурах 
и предварительной обработке образцов приведены в 
[Opel et al., 2019; Mollenhauer et al., 2021]. Все радио-
углеродные даты были откалиброваны с использова-
нием набора калибровочных данных IntCal13 [Reimer 
et al., 2013]. Возраст указан числом лет до настоящего 
времени (калибровочное число лет).
Прямой счет клеток. Кусочки образцов перено-

сили в стерильные пробирки Falcon объемом 15 мл 
(Eppendorf, Германия), добавляли 3–5 мл буфера 
PBS, состоящего из 137 мм NaCl, 2.7 мм KCl, 15 мм 
Na2HPO4 и 1.7 мм KH2PO4 (pH 7.6 в воде), как описано 
в [Mitzscherling et al., 2017], после чего фиксировали 
конечный объем образца. Затем образцы встряхивали 
до образования однородной суспензии и обрабатыва-
ли ультразвуком низкой интенсивности в ультразву-
ковой ванне с частотой 35 кГц 30 с (завод «Сапфир», 
г. Москва, Россия) с мощностью 200 Вт. После этого 
пробирки помещали в штатив на 10 мин для отделе-
ния крупных частиц минеральной фазы. Затем 100 мкл 
жидкости из середины суспензии переносили в про-
бирку на 0.5 мл, смешивали со 100 мкл 0.01%-ного 
акридинового оранжевого и инкубировали в течение 
1 мин при комнатной температуре. Аликвоту 2 мкл 
окрашенной суспензии наносили на предметное 
стекло и покрывали покровным стеклом 18×18 мм. 
Флуоресцентную микроскопию выполняли с помощью 
эпифлуоресцентного микроскопа Axio Lab.A1 (фирма 
Zeiss) с использованием фильтра Fs.09 (BP 450-490, 
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FT 510, LP515) для акридинового оранжевого. Подсчет 
клеток проводили в трех повторностях в поле зрения 
(d = 200 мкм) с просмотром 10 полей для каждой по-
вторности. Концентрацию клеток в суспензии рассчи-
тывали, умножая среднее количество клеток на поле на 
1.032∙107. Первоначальную концентрацию клеток в 1 г 
рассчитывали путем умножения количества клеток в 
суспензии на ее объем и деления результата на массу 
исходного образца мерзлоты.
Культивирование аэробных бактерий. Для опре-

деления количества аэробных бактерий в стерильной 
зоне пламени горелки из центральной части керна от-
бирали кусочки образцов мерзлоты массой 0.4–2.7 г 
и помещали их в пластиковые пробирки с 4.9–7.4 мл 
автоклавированной дистиллированной воды. Затем со-
держимое пробирок суспензировали вручную в тече-
ние 10 мин до равномерного распределения частиц по 
объему. Суспензии (степень разведения 1:10 и 1:100) 
высевали на твердые питательные среды 1/5TSA (трип-
тиказо-соевая среда, FlukaTripticSoyBroth №2, США) 
и R2A (DifcoTM, США), широко используемые для об-
разцов мерзлоты [Vishnivetskaya et al., 2000; Gilichinsky 
et al., 2007; Steven et al., 2007], в двух повторностях и 
культивировали в течение 15 дней при средней темпе-
ратуре 10 °С, комфортной для роста психотолерантной 
части сообщества. Расчет количества культивируемых 
клеток проводили по формуле

N = (a ∙ P ∙ b)  m,
где a – количество колоний на чашке; P – разведение; 
b – количество капель в 1 мл; m – масса образца.
Выделение ДНК, подготовка и секвенирование ам-

пликоновых библиотек. ДНК из образцов выделяли 
с помощью набора Fast DNA Spin Kit for Soil соглас-
но методике производителя (MP Biomedicals, США). 
Концентрацию измеряли на флуориметре Qubit 2.0 с 
набором реагентов dsDNAH Sreagent KIT (InvitrogenTM, 
США). Библиотеки ампликонов создавали в Институте 
микробиологии им. С.Н. Виноградского РАН 
(г.  Москва, Россия) с помощью полимерной цепной ре-
акции (метод ПЦР) с универсальными праймерами для 
области V4 в соответствии с ранее описанной методи-
кой [Fadrosh et al., 2014]. Праймеры были выбраны для 
наиболее объективного соотношения доменов бактерий 
и архей: 515F (5′– GTGBCAGCMGCCGCGGTAA – 3′)
[Hugerth et al., 2014] и Pro-mod-805R 
(5′–GACTACNVGGGTMTCTAATCC–3′) [Меркель 
и др., 2019]. Секвенирование проводили на системе 
MiSeq (Illumina, США) в ООО «Биоспарк» (г. Москва; 
г. Троицк, Россия) с использованием реакции Miseq 
Reagent Micro KITv2, считывающей 150 нуклеоти-
дов с каждого конца. Каждый образец был прочитан 
в двух повторностях, включая контрольные образцы 
реактивов и лабораторного воздуха, используемых 
для вычитания загрязняющих последовательностей из 
исследуемого образца. Всего было получено 164 843 
последовательности.
Биоинформатический и статистический анализ. 

Демультиплексирование, а также последующую обра-
ботку и анализ последовательностей проводили с ис-
пользованием соответствующих алгоритмов в програм-
ме QIIME 2 ver 2019.1 [Bolyen et al., 2019]. Оперативные 
таксономические единицы (ОТЕ) идентифицировали с 

помощью программ SILVAngs 1.4 pipeline (https://ngs.
arb-silva.de/silvangs/) и BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.
gov/Blast.cgi). Все индексы рассчитывались для ненор-
мированных данных. Индекс покрытия ампликоновых 
библиотек рассчитывался по формуле

C = 1 – n/N,
где n – количество ОТЕ, представленных одним ампли-
коном; N – общее количество ампликонов [Good, 1953]. 
Индекс Чао1 [Chao, 1984] рассчитывался по формуле

Чао1 = Sobs + (a2/2b),
где Sobs – идентифицированное количество филотипов 
(ОТЕ); a – количество филотипов (ОТЕ), представлен-
ных одним ампликоном; b – количество филотипов, 
представленных двумя ампликонами. 
Индекс Шэннона–Уивера [Мэгарран, 1992] вычис-

лялся по формуле

 ,ln∑−=′
i

ii ppH

где pi – относительная численность i-го филотипа 
(ОТЕ). 
Относительное обилие двух технических повтор-

ностей объединялось для анализа бактериального со-
общества на основе пузырьковых диаграмм. Анализ 
основных компонентов и кластерный анализ выполня-
ли с помощью статистического пакета Past3 [Hammer et 
al., 2001] с использованием алгоритма невзвешенных 
парных групп со средним арифметическим (UPGMA) 
и индекса евклидова расстояния в качестве индекса 
сходства.
Идентификация изолятов по последовательно-

стям гена 16S рРНК. Очистка ДНК (http://evrogen.
ru/kit-user-manuals/BC023.pdf), ПЦР со стандартными 
праймерами 27f (5′-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3′) 
и 1492r (5′-TACCTTGTTACGACTT-3′) [Lane, 1991] по 
программе 96 °С – 5 мин (96 °С – 10 с, 60 °С – 20 с, 72 °С – 
1.5 мин), 20 циклов, 72 °С – 1 мин, а также определе-
ние последовательностей 16S рРНК выполнены в ООО 
«Евроген» (г. Москва, Россия). Последовательности 
были отредактированы в программе Chromas (https://
chromas.software.informer.com) и выровнены между 
собой с помощью программы Clustal Omega (https://
www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo). Поиск гомологов 
проводили с помощью программы BLAST в базе дан-
ных GenBank (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). 
Филогенетический анализ выполнен с использованием 
программного обеспечения MegaX [Kumar et al., 2018] 
с помощью алгоритма максимального правдоподобия 
по модели Тамура–Нея [Tamura, Nei, 1993].
Размещение нуклеотидных последовательно-

стей в GenBank. Последовательности V4 региона 16S 
рРНК были депонированы в базу данных NCBI как 
bioproject PRJNA625477, а последовательности генов 
16S рРНК изолятов – в базу данных NCBI под номера-
ми MN599988–MN599993.

ПОЛУЧЕННЫЕ РЕЗУЛЬТАТЫ
Метан в кернах скв. 7 в районе м. Финнесет. 

Содержание метана в кернах скв. 7 варьировало от 
0.00524±0.00007 до 0.75572±0.00426 мл/кг (см. рис. 2). 
Значение δ13С для метана в образце с глубины 2.3 м 
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трех морфологических типов колоний белого, бежево-
го, желтого и красного цвета.
Идентификация изолятов аэробных бакте-

рий по гену 16S рРНК. Четверо из идентифициро-
ванных нами изолятов оказались представителями 
филума Actinobacteria, семейства Micrococcaceae, 
родов Arthrobacter и Pseudarthrobacter, а два – пред-
ставителями класса Betaproteobacteria, семейства 
Comamonadaceae, рода Rhodoferax, а также класса 
Gammaproteobacteria, семейства Moraxellaceae, рода 
Psychrobacter (рис. 3).
Профилирование области V4 16S рРНК. Геномную 

ДНК удалось выделить из всех шести исследованных 
образцов: в концентрациях от 0.1 до 0.8 нг/мкл – для 
образцов скважин 1 и 7 и около 0.02 нг/мкл – для образ-
цов скважин 2 и 5. Содержание архейной ДНК в общей 
прокариотной ДНК не превышало 1 % (табл. 3). Среди 
полученных последовательностей от 0.08 % (обр. S1-1) 
до 0.35 % (обр. S7-9) не удалось идентифицировать с 
использованием программы SILVAngs 1.4 pipeline.
Для домена Bacteria выявлено 5667±619 ОТЕ 

(3331±427, 159±18, 524±56, 775±60, 95±35, 783±23 для 
образцов S1-1, S2-4, S5-3, S7-7, S7-9, S7-12 соответ-
ственно), из которых 105 доминирующих (≥1 %) ОТЕ 
(18, 13, 19, 23, 7, 25 соответственно). Всего обнаружено 
11 филумов домена Bacteria, причем во всех исследо-
ванных образцах преобладали филумы Actinobacteria 
и Proteobacteria (рис. 4). Доминирующим семейством 

составляло от –51.71 до –52.03 ‰ VPDB, а для CO2 – от 
–17.31 до –18.44 ‰ VPDB. 
Радиоуглеродное датирование и общее содержа-

ние органического углерода. Среднее значение кали-
брованного возраста образца, отобранного с глубины 
8.9 м в скв. 7, составило 15 340 лет, а с глубины 11.6 м – 
4310 лет до нашего времени (ДНВ) (табл. 1). Принимая 
во внимание влияние резервуарного эффекта, оценен-
ное для морских отложений на Шпицбергене, истин-
ный возраст может быть на 400 лет меньше расчетного 
[Mangerud, 1972]. Содержание органического углеро-
да составляло от 0.85 до 0.92 % в скв. 2 и от 0.84 до 
1.01 мас. % – в скв. 7 (см. рис. 2).
Общее содержание прокариотных клеток и чис-

ленность культивируемых аэробных бактерий. 
Общее количество клеток в образцах вечной мерзлоты 
составляло от 6.73±0.73∙106 до 3.37±0.19∙107 клеток в 
1 г мерзлоты и 8.49±1.31∙107 клеток в 1 г – для почвы. 
Количество аэробных бактерий в горизонтах вечной 
мерзлоты колебалось от 1.2±0.56∙101 КОЕ (КОЕ – ко-
лониеобразующие единицы) в 1 г мерзлоты на среде 
1/5 TSA до 6.20±0.45∙104 КОЕ в 1 г мерзлоты на сре-
де R2A. Исключение составляет обр. S7-12, в котором 
КОЕ на среде R2A выявлено не было. В почве из се-
зонно талого слоя в районе скв. 1 на обеих средах ко-
личество аэробных бактерий составляло 2.16±0.00∙105 

КОЕ в 1 г почвы (табл. 2). Разнообразие колоний на 
чашках было небольшим и варьировало от одного до 

Таблица 1. Радиоуглеродное датирование органического вещества образцов скв. 7

Глубина 
образца, м

Общее 
содержание 
углерода 

в образце, мкг

F 14C, абс.
14C-возраст, 
лет ДНВ

Калиброванный 
средний возраст, 
кал. лет ДНВ

Калиброванный возрастной 
промежуток (2 σ), 
кал. лет ДНВ

8.9 181 0.20±0.00 12 844±105 15 340 15 030–15 720

11.6 25 0.62±0.01 3885±74 4310 4140–4450

Таблица 2. Общее количество клеток и количество КОЕ в 1 г мерзлоты на средах 1/5TSA и R2A 
в исследуемых образцах

Скважина Глубина 
образца, м Образец Общее количество 

клеток
КОЕ в 1 г мерзлоты

(1/5TSA)
КОЕ в 1 г мерзлоты

 (R2A)

1
0–0.05 8.49±1.31∙107 2.16±0.00∙105 2.16±0.00∙105

1.3 S1-1 3.10±0.35∙107 3.03±0.78∙102 1.62±0.76∙102

2
3.9 9.24±0.94∙106 3.96±0.27∙103 5.47±1.87∙103

4.2 S2-4 1.26±0.28∙107 6.15±2.90∙101 1.58±0.67∙103

5
3.0 1.32±0.18∙107 6.20±0.45∙104 6.20±0.46∙104

3.1 S5-3 3.37±0.19∙107 2.86±0.21∙103 2.06±0.35∙103

7

1.8 Нет данных 2.07±0.33∙102 1.77±0.75∙103

4.5–4.7 1.65±0.47∙107 1.61±0.26∙102 3.60±0.00∙101

6.5 S7-7 6.73±0.73∙106 Нет данных Нет данных
8.6 S7-9 8.41±2.42∙106 Нет данных Нет данных
11.7 S7-12 2.61±0.47∙107 1.2±0.56∙101 0
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класса Actinobacteria оказалось семейство порядка 
Actinomycetales – Intrasporangiaceae. Другой широ-
ко представленный класс – Thermoleophila – вклю-
чал в основном семейства Gaiellaceae (33–100 %) и 
Solirubrobacterales (3–67 %). 
Среди представителей филума Acidobacteria преоб-

ладали классы Acidobacteria (6–100 %), Aminicenantales 
(3–73.5 %), Holophaga (2.5–41.5 %) и группа Subgroup 6 
(8.5–46 %). Класс Gammaproteobacteria доминировал 
в обр. S1-1 (43 %), где он состоял из семейства мета-
нотрофных бактерий Methylobacteriaceae (76.5 %), и в 
обр. S5-3 (71.5 %), где 98.5 % принадлежало семейству 
Pseudomonadales. Класс Deltaproteobacteria составлял 
наибольшую долю в обр. S2-4 (0.8 %), причем 77 % со-
ставляло семейство Desulfobacteracea. Доминирующим 
семейством класса Betaproteobacteria во всех образ-
цах, кроме обр. S7-9, было семейство Burkholderiaceae 
(12.5–99.5 %). Семейство Hydrogenophilaceae (0.0045–
1 %), на 100 % составляющее класс Betaproteobacteria 

в образцах S1-1, S5-3, S7-7, и семейство Thiobacillaceae 
в обр. S7-12 также составили значительную долю. 
Меньшая доля была представлена   семейством 
Sulphuricellaceae (0.24–38 %), за исключением 
обр. S7-12, а также семейством Nitrosomonadaceae 
(6.5–19 %), за исключением обр. S2-4, семейством 
Gallionellaceae (4 % в обр. S1-1, 1.9% в обр. S7-7 и 
6.5 % в обр. S7-9) и семейством Methylophilaceae 
(8 % в обр. S1-1 и 1.4 % в обр. S7-7). В классе 
Alphaproteobacteria преобладали порядок Rhizobiales 
(25.5–63 %), а также семейства Acetobacteraceae 
(1.5–42.5 %) и Sphingomonadaceae (2.5–57 %). 
Филум Bacteroidetes в основном представлен клас-

сом Bacteroidia (во всех выборках – 50–100%). 
Филум Chlorobi представлен классом Ignavibacteria 

(в обр. S1-1 – 0.9 %, обр. S7-7 – 25.5 %, обр. S7-12 – 
8 %), в обр. S7-12 – полностью представлен группой 
OPB56, в обр. S7-7 – группой BSV26 (93 %). В обр. S1-1 
50 % класса Ignavibacteria составлен группой BSV26, 

Таблица 3. Характеристики ампликоновых библиотек (доля ампликонов домена Archaea, общее количество полу-
ченных последовательностей и ОТЕ в образцах, индексы покрытия и разнообразия) 

Скважина
Глубина 
образца, 

м
Образец Archaea, 

%
ОТЕ, 
число

Ампликоны, 
количество

Индекс 
Гуда, %

Индекс 
Шэннона–
Уивера, %

Индекс 
Чао1, %

1 1.3 S1-1 0.04 3338±427 30404±5471 96.3±4.3 5.0±0.1 8540±1156
2 4.2 S2-4 1.00 164±18 6678±604 98.3±1.1 2.5±0.1 857±761
5 3.1 S5-3 0.02 531±56 19829±4061 98.7±0.1 2.8±0.1 1207±387

6.5 S7-7 0.02 783±60 14899±2308 98.2±0.1 4.7±0.1 1239±142
7 8.6 S7-9 1.00 96±35 164±32 53.6±9.6 4.1±0.6 452±169

11.7 S7-12 0.14 799±23 10274±549 96.8±0.4 4.3±0.1 1242±83

Рис. 3. Филогенетическое положение изолятов из вечной мерзлоты о. Западный Шпицберген возле рудника 
Баренцбург на основе последовательностей гена 16S рРНК между ближайшими типовыми штаммами из базы 
данных NCBI 

Филогенетическое дерево построено методом Maximum Likelyhood на основе модели Тамура–Нея (Tamura–Nei) для 
500 реплик в бутстреп-анализе (bootstrap analisys). Шкала внизу дерева отражает количество филогенетически значимых 
замен нуклеотидов. Названия изолятов соответствуют номеру скважины и глубине керна (см), из которого они были 
изолированы
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а группы OPB56 и PHOS-HE36 представлены по 25 % 
каждая. 
Филум Chlorofl exi представлен   в исследованных 

образцах классами KD4-96 (0–61%), Gitt-GS136 
(обр. S1-1 – 30 %, обр. S2-4 – 73.5 %), P2-11E (обр. S1-1 – 
16 %, обр. S5-3 – 1 %), OLB14 (S1-1– 7 %), Chlorofl exia 
(обр. S1-1 – 3 %, обр. S2-4 – 16 % и обр. S7-12 – 1.5%), 
Anaerolineae (2.5–81.5 %) и Dehalococcoida. (обр. S1-1 – 
0.95 %, обр. S7-7 – 12 % и обр. S7-12 – 7.5 %). 
Филум Planctomycetes присутствовал во всех об-

разцах в количестве 0.005–3 %. В образцах S1-1, 
S7-7 и S7-12 он был в основном представлен классом 

Planctomycetacia (89 %, 68.5 %, 53.5 % соответственно), 
в обр. S2-4 – на 100 % классом OM190, в обр. S7-7 – на 
71.5 % классом SM1A02, а в обр. S7-9 – на 100 % клас-
сом Phycisphaerae. 
Филум Firmicutes представлен в основном класса-

ми Bacilli и Clostridia. Класс Bacilli составил 19 % 
филума в обр. S1-1, включая в себя 16 % семейства 
Lactobacillaceae. Это же семейство составляло 3 % 
Bacilli в обр. S2-4, которое, в свою очередь, составля-
ло 11 % от Firmicutes, тогда как в обр. S5-3 оно было 
доминирующим в порядке Lactobacillales, где Bacilli 
составляли 38 % от Firmicutes. Порядок Lactobacillales 

Рис. 4. Относительное обилие таксономических групп доминирующих (≥ 1%) классов домена Bacteria в 
исследованных образцах

Здесь и на рис. 6 кружки – среднее значение относительного обилия таксономических групп по двум техническим 
повторностям
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также был представлен семейством Carnobacteriaceae 
(10 % для обр. S1-1, 13.5 % – для обр. S7-7 и 53 % – 
для обр. S7-12). Класс Clostridia в основном был пред-
ставлен порядком Clostridiales (96.5–100 %). Среди 
его представителей род Desulfosporosinus семейства 
Peptococcaceae был обнаружен во всех исследован-
ных образцах и составлял 5–75 % от класса Clostridia. 
Представители группы Family XI присутствовали 
в образцах S1-1, S2-4 и S7-12, где составили 3, 0.3 и 
43 % соответственно. В обр. S7-12 было обнаружено 
семейство Caldicoprobacteriaceae (14.5% от класса 
Clostridia). 
Филум Gemmatimonadetes составлял наибольшую 

долю в образце S1-1, но также был обнаружен в скв. 7 
(0.25–1 %). Класс Gemmatimonadetes составлял 100 % в 
обр. S1-1 и 61 % в обр. S7-12. В обр. S7-9 16.5 % класса 
приходилось на морскую бентосную группу PAUC43f, 
а в обр. S7-12 – 27 % на семейство Longimicrobiaceae. 
Представители филума Cyanobacteria были обна-

ружены только в образцах S1-1, S2-4, S7-7 и S7-12. В 
образцах S2-4 и S7-7 они были представлены только 
семейством Gastranaerophilales, а в обр. S7-12 – семей-
ствами Nostocaceae и Leptolyngbyaceae (по 43.5 %).
Филум Nitrospirae был обнаружен во всех иссле-

дованных образцах. В образцах S1-1 и S7-12 он был 
представлен в основном семейством Nitrospirae (99.5 
и 54 % соответственно). Другим представителем фи-
лума в этих образцах была группа 4-29-1 (0.45 % в 
обр. S1-1 и 5.5 % в обр. S7-12). В обр. S2-4 филум был 
представлен одним семейством Thermodesulfovibrionia. 
В обр. S5-3 также преобладала только одна группа 
BMS9AB35. В образцах S7-7 и S7-9 доминировали 
группа 4-29-1 (65 и 15 % соответственно) и семейство 
Thermodesulfovibrionia (34 и 85 % соответственно). 
Филум Candidatus Atribacteria представлен груп-

пой JS1, которая доминировала в обр. S7-12 (12 %) и 
была обнаружена в небольшой доле в образцах S1-1 
(0.005 %), S2-4 (0.25 %), S5-3 (0.065 %) и S7-7 (0.075 %).
Минорные компоненты для образцов S1-1, S2-4, 

S5-3, S7-7, S7-9 и S7-12 составляли 4.47, 3.46, 2.98, 12.93, 
7.80 и 4.70% от общего разнообразия соответствен-
но. Они были представлены филумами Caldeserica, 
Chlamydiae, Deinococcus-Thermus, Patesibacteria и 
Veruccomicrobia.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Содержание и происхождение метана в скв. 7 

у м. Финнесет. Полученные значения δ13C (VPDB) 
для метана соответствуют его термогенному или тер-
могенно-микробному происхождению [Шакиров и др., 
2014]. Значения CO2 лежат в диапазоне ниже значений, 
характерных для метаболического диоксида углерода, 
и выше значений, характерных для мантийного и ат-
мосферного CO2 [Юдович, Кетрис, 2010]. По данным 
[Hitchman et al., 1990], эти значения попадают в диа-
пазоны для метана биогенного (от –40 до –109 ‰ для 
глубоководных отложений, озерных отложений, болот 
и маршей) и термогенного (от –12 до –71 ‰ для уголь-
ных пластов) генезиса, а по данным [Тараник, 2017], – к 
диапазонам, полученным для газов в угольных шахтах 
Донбасса. Мы полагаем, что метан из скв. 7 мог попасть 
в четвертичные осадочные породы из нижележащих 

угленосных скальных грунтов. Это предположение мо-
жет объяснить пограничное значение δ13C (VPDB) для 
метана, обнаруженного в образце с глубины 2.3 м, – 
между метаном биохимического генезиса (от –50 до 
–80 ‰) и метаном из газонефтяных месторождений 
(от –30 до –50 ‰) [Тараник, 2017]. Выходы природного 
газа вместе с жидкими углеводородами на м. Финнесет 
наблюдались в 1911 г. [Senger et al., 2019], что также 
подтверждает возможность наличия термогенного ме-
тана в образцах вечной мерзлоты, вскрытой скв. 7.
Радиоуглеродное датирование и данные об общем 

содержании органического углерода. Полученные 
датировки четвертичных многолетнемерзлых пород 
в скв. 7 подтверждают, что морские террасы в районе 
Баренцбурга имеют возрастной диапазон от позднего 
плейстоцена до голоцена. Общее количество органиче-
ского углерода в образцах из скважин 2 и 7 соизмеримо 
с общим содержанием углерода (в основном состояще-
го из ТОС). Общее содержание ТОС невелико и едва 
превышает 1 мас. %. Результаты анализа содержания 
органического углерода показали его равномерное рас-
пределение по скважинам, т.е. выявленные различия 
в микробиологических характеристиках мерзлоты не 
являются следствием вариаций содержания органиче-
ского углерода.
Общая численность клеток и численность куль-

тивируемых аэробных бактерий. Общее количе-
ство бактерий в почве и вечной мерзлоте в районе 
Баренцбурга оказалось больше, чем в приповерхност-
ном слое вечной мерзлоты в Ню-Олесунне на глубине 
1.8 м (1.14∙105–3.98∙106 клеток в 1 г образца) [Singh et 
al., 2017], и меньше, чем в современных морских от-
ложениях (от 2.1 до 4.7∙109 клеток на 1 мл влажного 
осадка фьорда Смееринбург [Ravenschlang et al., 2001] 
и от 2∙108 до 4∙109 клеток на 1 мл влажного осадка вбли-
зи о. Западный Шпицберген, Северный Ледовитый 
океан, и в районе о. Тромсёйя, север Норвегии   [Sahm, 
Berninger, 1998]).
Количество культивируемых аэробных бактерий, 

полученное нами в мерзлых отложениях морского 
происхождения, сопоставимо с таковым, полученным 
при 10 °С в донных морских отложениях в районе 
Ню-Олесунна – 103–104 КОЕ в 1 г мерзлоты [Srinivas 
et al., 2009], а значения численности для почвы были 
сопоставимы с таковыми для почв Ню-Олесунна, где 
они варьировали от 103 до 106 КОЕ в 1 г почвы [Singh 
et al., 2017]. Полученные значения КОЕ/г для  мерз-
лых пород Шпицбергена оказались меньше, чем для 
изученных ранее с использованием схожих питатель-
ных сред и температур культивирования мерзлых от-
ложений Колымской низменности [Хлебникова и др., 
1990; Vishnivetskaya et al., 2000] и Гыданского полуо-
строва [Демидов и др., 2016а], но ближе по порядку к та-
ковым в мерзлоте антарктических оазисов [Караевская 
и др., 2017] (рис. 5). 
Формирование в прибрежной морской зоне в услови-

ях сноса продуктов криогенного выветривания скаль-
ных пород, расчлененный рельеф окружающей суши 
и наличие на ней ледников сближает условия образо-
вания мерзлых осадков на о.  Западный Шпицберген 
и в антарктических оазисах. Напротив, на Гыданском 
полуострове и Колымской низменности формирование 
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осадков происходило на обширных равнинах или на 
окружающем шельфе. 
Примечательно, что наименьшей численностью 

аэробных бактерий среди арктической мерзло-
ты обладает наиболее теплая мерзлота о. Западный 
Шпицберген. Аналогично для Антарктики, наимень-
шей численностью обладает наиболее теплая мерз-
лота о. Кинг Джордж [Караевская и др., 2017]. Это 
может быть связано с тем, что процессы заморажи-
вания и оттаивания приводят к сокращению бактери-
альной численности и обеднению разнообразия мерз-
лотных микробных сообществ [Schimel et al., 2007]. 
Морфологическое разнообразие колоний исследован-
ных нами образцов было невелико и сопоставимо с 
мерзлотой раннеплейстоценовой олерской и томус-яр-
ской свит Колымской низменности [Хлебникова и др., 
1990] (1–3 морфологических единицы на образец), 
тогда как в мерзлоте антарктических оазисов при сопо-
ставимых значениях КОЕ в 1 г мерзлоты она варьиро-
вала от 1–3 до 9 морфологических единиц на образец 
[Караевская и др., 2017].

Изоляты аэробных бактерий. Два из полученных 
нами изолятов – B1-135-1 (MN599988) и B7-1170-1 
(MN599990) – были на 99.8 % и 99.0 % соответствен-
но родственны типовому штамму GP3T Arthrobacter 
psyrochitiniphilus, выделенному из субантарктических 
почв, способному гидролизовать хитин при 10 °С 
[Wang et al., 2009]. Изолят B1-135-2 (MN599992) на 
99.8 % сходен с выделенным из субантарктических 
вод типовым штаммом DSM 20119T Pseudarthrobacter 
oxydans, обладающим протеиназной активно-
стью при 5 °С [Reddy et al., 2009]. Изолят B7-1170-2 
(MN599991) на 99.8 % сходен с типовым штаммом 
S6-3TArthrobacter alpinus, выделенным из альпийской 
почвы [Zhang et al., 2010]. Изолят B5-310-1 на 97.5 % 
сходен с типовым штаммом ED16T пурпурной несер-
ной бактерии Rhodoferax saidenbachensis, выделенным 
из отложений водохранилища в Саксонии [Kaden et 
al., 2014]. Изолят B5-310-2 на 99.1 % сходен со штам-
мом Blc20019T Psychrobacter glaciei, который был 
выделен из альпийской почвы и из почв о. Аделида 
в Субантарктике [Zeng et al., 2016; Romaniuk et al., 
2018]. Все эти рода обнаружены в соответствующих 

Рис. 5. Численность КОЕ в 1 г мерзлоты культивируемых аэробных бактерий в вечной мерзлоте о. Западный 
Шпицберген и в мерзлоте других регионов Арктики и Антарктики, полученных с помощью схожих 
питательных сред и температур культивирования

Численность: 1 – максимальная; 2 – средняя; 3 – минимальная. Под названием района указана среднегодовая 
температура многолетнемерзлых пород, в скобках – температура и среда культивирования. Данные для Колымской 
низменности взяты из [Хлебникова и др., 1990; Vishnivetskaya et al., 2000], для Гыданского полуострова – из [Демидов и др., 
2016а], для Антарктиды – из [Караевская и др., 2017]
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образцах согласно анализу области V4 гена 16S рРНК 
и составляют от домена Bacteria соответственно 0.65 % 
(Arthrobacter) и 0.1 % (Pseudarthrobacter) в обр. S1-1 и 
по 0.035 % (Psychrobacter и Rhodoferax) в обр. S5-3 и 
(Arthrobacter) в обр. S7-12 (см. рис. 3). В литературе, по-
священной культивируемому разнообразию аэробных 
бактерий морских донных отложений у о. Западный 
Шпицберген, описаны представители различных ро-
дов аэробных бактерий с преобладанием представите-
лей Pseudomonas, Psychrobacter и Arthrobacter [Srinivas 
et al., 2009; Konieczna et al., 2011]. Эти виды могли по-
пасть в исследуемые многолетнемерзлые породы из 
почв и пресных водоемов архипелага.
Характеристика ампликоновых библиотек. 

Наибольшим разнообразием характеризовался 
обр. S1-1 – его индекс Шэннона–Уивера составил 
5.0±0.1, индекс Чао1 – 8540±1156, а индекс покрытия 
библиотеки – 96.3±4.3 % (см. табл. 3). Образцы из скв. 7 
обладали меньшим прокариотным разнообразием – 
для них индекс Шэннона–Уивера составлял от 4.1±0.6 
до 4.7±0.1, а Чао1 – от 452±169 до 1242±83. Обр. S7–9 с 
самыми низкими индексами разнообразия и покрытия 
библиотеки (53.6±9.6 %) выделяется из общей картины 

(в образцах S7–7 и S7–12  индекс покрытия библиотеки 
варьировал в пределах 96.8±0.4–98.2±0.1 %). Это явле-
ние может быть объяснено менее благоприятными ус-
ловиями для сохранения ДНК в месте отбора образца, 
а также высоким содержанием растительных остатков 
в обр. S7-9. Образцы S2-4 (2.5±0.1) и S5-3 (2.8±0.1) 
характеризовались наименьшим разнообразием по ин-
дексу Шэннона–Уивера, тогда как покрытие библиоте-
ки в них было довольно высоким и составляло 98.3±1.1 
и 98.7±0.1 соответственно. Это может быть связано 
с очень низкими выходными концентрациями ДНК, 
а это, в свою очередь, с их более древним возрастом 
по сравнению с образцами нижних морских террас, 
вскрытых скважинами 1 и 7.
Таксономия доминирующих ОТЕ домена Bacteria. 

Рассмотрим таксономию ОТЕ, составляющих >1.5 % 
в ампликоновых библиотеках домена Bacteria (рис. 6, 
табл. 4).
Образцы S1-1 и S2-4 характеризовались домини-

рованием бактерий класса Actinobacteria семейства 
Intrasporangiaceae и рода Oryzihumus, близкород-
ственных типовому аэробному штамму Oryzihumus 
soli Aerobe-19T (см. табл. 4), растущему при 15–30 °С 

Рис. 6. Относительное обилие таксономических групп доминирующих (≥ 1 %) ОТЕ домена Bacteria в 
исследованных образцах и их таксономическое положение (среднее значение относительного обилия по двум 
техническим повторностям)
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и pH 5–7, гидролизующему целлюлозу, желатин, эску-
лин, производящему эстеразу (C4, С8) и липазу (C8) 
и восстанавливающему нитрат до нитрита [Kim et al., 
2017]. 
Обр. S1-1, кроме того, отличался доминированием 

представителей класса Gammaproteobacteria, наиболее 
родственным типовому штамму метилотрофной бак-
терии Methylobacter tundripaludum SV96T и имеющим 
наибольшее сходство с клонами, обнаруженными в 
водах, загрязненных отходами угольной промышлен-
ности, а также в японских горячих источниках (см. 
табл. 4). Филум Gemmatimonadetes, в большом коли-
честве присутствующий в обр. S1-1, включает обита-
телей почв и сточных вод. У его представителей обна-
ружен центр фотосистемы II [Zeng et al., 2015; Zeng, 
Koblížek, 2017].
Порядок Thermoleophila, доминировавший в образ-

цах S2-4, S5-3, S7-7, S7-9 и S7-12, представлен семей-
ством Gaiellaceae, единственный типовой представи-
тель которого – Gaiella occulata F2 233T (строгий аэроб, 
ассимилирующий некоторые сахара, растущий при 15–
45 °С, и pH 5–9, и содержании NaCl менее 1 %, восста-
навливающий нитрат до нитрита) – был обнаружен в 
глубоких минеральных водах Португалии [Albuquerque 
et al., 2011]. 
Доминирующие ОТЕ обр. S5-3 из класса 

Gammaproteobacteria представлены семейством 
Pseudomonadaceae, ряд членов которого встречается в 
морских местообитаниях [Fendrich, 1988]. Ближайшие 
доминирующим в образце ОТЕ клоны были обнару-
жены в подземных, подледниковых водах и субантар-
ктических почвах, также подверженных загрязнению 
углеводородами и тяжелыми металлами (см. табл. 4). 
Наибольшую долю во всех образцах скв. 7 составлял 

класс Deltaproteobacteria, включающий большинство 
сульфатредуцирующих бактерий. Род Desulfovibrio 
представлен сульфатредуцирующими аэротолерантны-
ми бактериями водных экосистем [Kuever et al., 2015]. 
Филум Nitrospirae доминировал в образцах S7-7 и 

S7-9, где был представлен порядком Nitrospirales и се-
мейством Thermodesulfovibrionia. 
Среди представителей класса Clostridia стоит от-

метить род Desulfosporosinus, доминировавший в об-
разцах S2-4, S7-7 и S7-9. Это обитатели загрязненных 
углеводородами пресных и морских вод (см. табл. 4), 
являющиеся облигатными гетеротрофами и использу-
ющие в качестве акцептора электронов серу, тиосуль-
фат и сульфиты.
Филум Chlorofl exi, включающий аэробных термофи-

лов, анаэробных фототрофных бактерий и галогенофи-
лов [Gupta et al., 2012], доминировал в скв. 7, будучи 
представленным семейством Anaerolinaceae класса 
Anaerolinae. В свою очередь, класс KD4-96 филума 
Chlorofl exi, доминировавший в обр. S7-9, был обна-
ружен в холодной влажной луговой почве альпийской 
тундры в Скалистых горах Колорадо [Costello, Schmidt, 
2006]; он также часто встречается в почвах, загрязнен-
ных металлами [Golebiewski et al., 2014], где его содер-
жание коррелирует с концентрациями железа и алюми-
ния [Wegner, Liesack, 2017].
В обр. S7-12 доминировали ОТЕ, принадлежащие к 

порядку Clostridiales, роду Tissierella. Они оказались 
наиболее близкими к типовому штамму T. creatinini 

DSM 9508T, способному расщеплять креатинин 
[Farrow et al., 1995; Harms et al., 1998]. Также значи-
тельную долю в образце составляли ОТЕ группы JS1, 
принадлежащей к филуму Candidatus Atribacteria, 
широко распространенному в анаэробных осадках, 
богатых метаном, включая глубоководные отложения 
бассейна Адель в Восточной Антарктиде [Carr et al., 
2015]. Помимо этого, существенную долю в образце 
составили представители филума Actinobacteria груп-
пы WCHB1-81, распространенные в пресных водах, в 
том числе загрязненных метаном [Inceoglu et al., 2015], 
углеводородами и хлорированным растворителем 
[Dojka et al., 1998], а также цианотоксинами [Dziga et 
al., 2019].
Генетическая взаимосвязь образцов и интерпре-

тация биохимической роли сообщества. На основе 
анализа главных компонент по разнообразию бакте-
риальных филумов установлено, что наиболее близки 
между собой образцы S7-7 и S7-12, несколько отли-
чен от них обр. S7-9. Отличие обр. S7-9 можно объ-
яснить повышенным содержанием в нем фрагментов 
растительного материала, что, скорее всего, связано с 
условиями седиментации. Другой кластер образован 
образцами S1-1 и S5-3 (рис. 7). Обр. S2-4 отличался от 
других образцов. Это может быть связано с различны-
ми условиями формирования и разным возрастом от-
ложений скважин 1–7 и скв. 2.
По составу доминирующих филумов домена Bacteria 

образцы скважин 5 и 7 схожи с образцами назем-
ной и подводной мерзлоты на м. Мамонтов Клык, в 
которых преобладали филумы Actinobacteria (класс 
Thermoleophilia), Chlorofl exi (Gitt-GS-136, KD4-96), 
Firmicutes (класс Clostridia), Gemmatimonadae, а в об-
разцах на границе вечной мерзлоты и активных слоев 
были обнаружены Alpha-, Betaproteobacteria, а так-
же Candidatus Atribacteria [Mitzscherling et al., 2017, 
2019]. Особенностью скв. 7 является наличие в ее об-
разцах S7-7 и S7-9 доминирующих (>3 %) ОТЕ фи-
лума Nitrospirae (семейство Thermodesulfovibrionia), 
которые, по-видимому, участвуют в процессе сульфа-
тредукции. В свою очередь, обр. S2-4 сходен по бак-
териальному разнообразию с толщей замерзшего в 
позднем голоцене лёсса долины Адвентдален [Müller 
et al., 2018] по доминированию филума Actinobacteria 
(семейство Intrasporangiaceae и класс Thermoleophilia). 
Согласно литературным данным, филумы 

Proteobacteria, Firmicutes, Chlorofl exi, Acidobacteria, 
Actinobacteria и Bacteroidetes также в основном рас-
пространены в активном слое и толщах вечной мерз-
лоты Арктики [Jansson, Taş, 2014; Taş et al., 2018]. 
Представители филумов Actinobacteria, Chlorofl exi, 
Firmicutes, Gemmatimonadetes и Proteobacteria проявля-
ли активность при отрицательных температурах [Tuorto 
et al., 2014; Coolen, Orsi, 2015]. Betaproteobacteria и 
Firmicutes ранее считались наиболее приспособленны-
ми к жизни при низких температурах и низком содер-
жании питательных веществ группами. Представители 
филума Firmicutes способны образовывать споры, что 
также объясняет их значительную долю в мерзлотных 
экосистемах [Johnson et al., 2007]. Было показано, что 
представители Candidatus Atribacteria из газогидрат-
ных осадков выживают при высоких концентрациях 
соли и отрицательных температурах [Glass et al., 2019], 
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а также часто встречаются в подводных анаэробных 
экосистемах с низким содержанием органических ве-
ществ [Orsi, 2018].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Впервые для о. Западный Шпицберген было прове-

дено исследование бактериального разнообразия об-
разцов вечной мерзлоты из отложений морских тер-
рас возрастом от позднего плейстоцена до голоцена. 
Использовались взаимодополняющие методы – про-
филирование V4 региона гена 16S рРНК, определение 
общей численности прокариотных клеток и аэробное 
культивирование психротолерантной части бактери-
ального сообщества. Общее количество клеток в об-
разцах вечной мерзлоты составило около 107 клеток 
в 1 г мерзлоты, что на два порядка меньше, чем в со-
временных морских отложениях, и на один–два поряд-
ка больше, чем в ранее изученных приповерхностных 
слоях вечной мерзлоты. Количество культивируе-
мых аэробных бактерий в вечной мерзлоте Западного 
Шпицбергена составило 104 КОЕ в 1 г мерзлоты, что 
на полтора–три порядка ниже, чем в ранее исследо-
ванных образцах более низкотемпературной мерзлоты 
Арктики. 
Уменьшение числа (КОЕ/г) и разнообразия бакте-

риальных сообществ в вечной мерзлоте с близкими к 
нулю отрицательными температурами показывает, на-
сколько чувствительны древние микробные сообще-
ства к потеплению климата.
Сообщества, характеризуемые преобладанием бак-

териальных филумов Actinobacteria, Proteobacteria, 
Chlorofl exi, Nitrospirae и Firmicutes, оказались схожими 
с составом сообществ современных прибрежных и мор-
ских рыхлых осадочных пород. Предположительно, 
они формировались в основном в анаэробных, а также 
в смешанных аэробно-анаэробных условиях и были 

активными как до замерзания, так и в условиях «те-
плой» мерзлоты.
Функциональная роль обнаруженных бактериаль-

ных сообществ, по-видимому, сводилась к следующим 
процессам: гетеротрофной психрофильной активности 
(во всех исследованных образцах), анаэробному окис-
лению метана бактериями рода Methylobacter (в образ-
це устья р. Грен – обр. S1-1) и сульфатредуцирующей 
активности бактерий филумов Firmicutes и Nitrospirae 
(в образцах из четвертой морской террасы южного бе-
рега Исфьорда – обр. S2-4 и первой морской террасы на 
м. Финнесет – образцы S7-7 и S7-9). Во всех образцах 
также предположено наличие микробиологических 
процессов преобразования углеводородов, вымывае-
мых из угленосных скальных грунтов. 
Изоляты аэробных бактерий родов Arthrobacter, 

Pseudarthrobacter, Psychrobacter и Rhodoferax соста-
вили менее 1 % общего бактериального разнообразия 
образцов. До замерзания эти виды, вероятно, могли вы-
полнять в холодных экосистемах Шпицбергена функ-
ции преобразования органического вещества, такого 
как протеины и хитин.
Изотопный состав метана и углекислого газа в скв. 7 

позволяет предположить, что эти отложения могли об-
разоваться в условиях поступления газов из третичных 
скальных пород.
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Рис. 7. Результаты анализа методом главных компонент относительного обилия филумов домена Bacteria для 
двух технических повторностей (а) и дендрограмма кластерного анализа (б)

а. Показаны преобладающие таксономические факторы, которые в основном ответственны за расхождение между 
выборками. 

б. В качестве индекса сходства для кластерного анализа использовано евклидово расстояние
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BACTERIAL COMMUNITIES OF FROZEN QUATERNARY SEDIMENTS 
OF MARINE ORIGIN ON THE COAST OF WESTERN SPITSBERGEN
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Abstract. The bacterial composition of permafrost samples taken during drilling of frozen marine sediments 
in the area of   the Barentsburg coal mine on the east coast of Grønfjord Bay of Western Spitsbergen has been 
studied. The study was based on the analysis of the V4 region of the 16S rRNA gene, carried out using next 
generation sequencing, as well as using classical microbiological methods (direct luminescence microscopy and 
aerobic cultivation).The total cell number in permafrost samples ranges from 6.73±0.73·106 to 3.37±0.19·107 

cells per g. The number of cultivable aerobic bacteria in frozen samples on 1/5 TSA and R2A media ranges 
from 0 to 6.20±0.45·104 CFU/g. Isolates of aerobic bacteria were identifi ed by 16S rRNA gene analysis as 
representatives of the genera Arthrobacter, Pseudarthrobacter, Psychrobacter, and Rhodoferax. The dominant 
phyla of the Bacteria domain were Actinobacteria, Proteobacteria, Chlorofl exi, Nitrospirae and Firmicutes. 
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As a result of phylogenetic analysis of the dominant operational taxonomic units, representatives of methane-
oxidizing, sulfate-reducing bacteria, as well as heterotrophic bacteria involved in the transformation of organic 
matter were found.

Keywords: Western Spitsbergen, permafrost, marine sediments, cultivable aerobic bacteria, V4 region 
of 16S rRNA, Bacteria domain, methane.
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