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В настоящее время существенно возрос интерес к изучению микробных сообществ таких экстре-
мальных местообитаний как Арктика и Антарктика, а также к выяснению таксономического разно-
образия сообществ, форм и механизмов адаптации обитателей антарктических биотопов к экстре-
мальным условиям, что определило цель исследования. С помощью высокопроизводительного се-
квенирования участка гена 16S рРНК определена таксономическая структура микробных
сообществ в образцах почв из оазисов Холмы Ларсеманн и Холмы Бангера. Выявлены различия в
составе доминирующих филумов и родов бактерий, что дает возможность предположить, что на
формирование почвенных микробных сообществ Антарктиды главным образом влияет тип биото-
па, складывающегося на поверхности почвы и сочетание различных физико-химических факторов.
Обнаружено высокое содержание в сообществах фильтрующихся форм прокариот (ФФП). На ос-
нове анализа библиотек клонов генов 16S pРНК было показано, что бактерии из фракции ФФП в
трех исследованных образцах из оазиса Холмы Ларсеманн относятся к филуму Proteobacteria. Доми-
нирующая группа ФФП во всех трех образцах имела наибольшее сходство (99%) с некультивируе-
мым бактериальным клоном, относящимся к классу Deltaproteobacteria, обнаруженным при оценке
бактериального разнообразия горных пород и подземных вод в уезде Дунхай (Китай). Культиваци-
онными свойствами на стандартных питательных средах обладали ФФП, относящиеся к филумам:
Actinobacteria, Bacteroidetes, Deinococcus-Thermus, Firmicutes и Proteobacteria. Исходя из данных о высо-
кой численности, содержании и таксономическом составе ФФП в исследуемых образцах, можно
говорить об их значительном вкладе в стабильность бактериального сообщества антарктических
почв. Фракция ФФП представлена в основном покоящимися клетками бактерий, способными ре-
вертировать к активному росту при благоприятных условиях. По-видимому, быстрый переход при
неблагоприятных условиях вегетирующей части популяции бактерий в мелкие покоящиеся формы
является одной из стратегий их выживания в экстремальных условиях. Также во фракции ФФП об-
наружены клетки, относящиеся к новым видам бактерий, возможно ультрамикробактериям.
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Антарктические почвы и мерзлые осадки тра-
диционно привлекают внимание ученых всего
мира не только с точки зрения изучения сохране-
ния и эволюции жизни в таких экстремальных
местообитаниях, но и как модели для астробио-
логических экстраполяций. В настоящее время
интенсивно изучаются почвы и почвоподобные
тела на территориях оазисов Восточной Антарк-
тиды, при этом оазис Холмы Бангера остается
наименее изученным. Из-за особенностей оро-

графии оазисов климат в них намного мягче по
сравнению с суровыми условиями большинства
районов континентальной Антарктики. Это об-
ласти максимального развития антарктической
биоты. В оазисах полностью отсутствуют сосуди-
стые растения с корневыми системами. Здесь до-
минируют мхи, лишайники и цианобактерии, ко-
торые создают уникальные экониши для разви-
тия прокариот (Мергелов, 2014).

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ
СТАТЬИ
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В настоящее время проводятся интенсивные
исследования почвенных микробных сообществ
в биотопах Антарктики с помощью современных
методов молекулярной биологии (Cowan et al.,
2014; Wang et al., 2015; Le et al., 2016; Van Goethem
et al., 2016). Одновременно рос интерес к изучению
культивируемых форм микроорганизмов, обитаю-
щих в экстремальных экологических нишах, изу-
чению особенностей их физиологического состоя-
ния, биологической активности и механизмов
устойчивости к внешним воздействиям, а также
степени участия в почвообразовательных процес-
сах. Поэтому для повышения результативности
экологического мониторинга необходимо соче-
тание обоих приемов выявления жизнеспособ-
ных бактерий из этих экстремальных местообита-
ний.

В экстремальных для большинства живых ор-
ганизмов условиях, свойственных Антарктиде,
характеризующихся низкими температурами, де-
фицитом влаги и питательных веществ, бактерии
могут осуществлять разнообразные типы стратегий
переживания неблагоприятных условий. Одной из
таких стратегий является переход вегетативных кле-
ток в состояние покоя, в жизнеспособные некуль-
тивируемые клетки, либо появление мелких
форм прокариот или фильтрующихся форм про-
кариот (ФФП) (Soina et al., 1995; Вайнштейн,
Кудряшова, 2000). В антарктических почвах от-
мечено повышенное содержание ФФП по срав-
нению с почвами умеренных широт (Кудинова
и соавт., 2015). Следует учитывать, что среди
фракции клеток, получаемой с помощью фильтра-
ции через мембранные фильтры с размерами пор
220 нм, обнаруживаются как “истинные” ультра-
микробактерии, так и покоящиеся анабиотические
клетки прокариот, которые уменьшились в разме-
рах при переходе в покой и способны при наступле-
нии благоприятных для роста условий выходить из
покоящегося состояния и восстанавливать обыч-
ный, свойственный бактериям морфотип (Дуда и
соавт., 2012).

В связи с изложенным возникает ряд вопро-
сов: (1) какие бактерии, обитающие в почвах Ан-
тарктиды, образуют ФФП; (2) какова роль обра-
зования ФФП в адаптации бактерий к суровым
условиям обитания; (3) связано ли повышенное
содержание ФФП в антарктических почвах с под-
держанием стабильности микробиоценозов. Так-
же можно предположить, что в антарктических
почвах обитает много “истинных” ультрамикро-
бактерий. В пользу такого предположения свиде-
тельствует тот факт, что из различных экстре-
мальных природных биотопов (грунта вечной
мерзлоты, нефтешлама, антропогенно загрязнен-
ных почв, озерного ила, мхов термальных болот)
выделены свободноживущие ультрамелкие бакте-
рии с объемом клеток от 0.02 до 1.3 мкм3. Эти бакте-
рии принадлежат к различным филогенетическим

группам (Alphaproteobacteria, Bacteroidetes, Actinobac-
teria) и родам домена Bacteria (Kaistia, Chryseobacteri-
um, Microbacterium, Leucobacter, Leifsonia и Agrococ-
cus) и являются свободноживущими мезофиль-
ными гетеротрофными аэробными бактериями
(Suzina et al., 2015; Соина и соавт., 2012). Также
можно полагать, что мелкие покоящиеся формы
в антарктических почвах играют важную роль в
функционировании и поддержании структуры
микробных сообществ, являясь хранилищем по-
тенциально жизнеспособных клеток, способных
ревертировать к активному росту при благопри-
ятных условиях. В этом случае обратимый пере-
ход части клеток бактериальной популяции в
мелкие покоящиеся формы является одной из
стратегий выживания в суровых условиях.

Ранее мы определили показатели общей чис-
ленности и содержание ФФП в образцах почв оа-
зисов Холмы Ларсеманн и Холмы Тала (Кудинова
и соавт., 2015) и в данной работе продолжили ис-
следование микробиоценозов почв оазисов Во-
сточной Антарктиды. Целью исследования было
определить численность и таксономическое раз-
нообразие бактерий, фильтрующихся форм про-
кариот, а также их культивируемую компоненту в
ранее малоисследованных почвах оазиса Холмы
Бангера и новых образцах почв из оазиса Холмы
Ларсеманн.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Объектами исследования служили образцы
почв, отобранные и описанные участниками Рос-
сийских антарктических экспедиций в береговой
части Восточной Антарктиды на территории оа-
зисов Холмы Ларсеманн (берег залива Прюдс,
станция “Прогресс”, 69°23′ ю.ш., 76°23′ в.д.) и
Холмы Бангера (восточная часть Земли Королевы
Мэри, полевая база “Оазис Бангера”, 66°17′ ю.ш.,
100°47′ в.д.). Ландшафты этих оазисов относятся
к среднеантарктическим снежниковым крипто-
гамным пустошам. Детальное описание районов
исследования и условий почвообразования при-
ведены в статьях Абрамова А.А. и Мергелова Н.С.
(Абрамов и соавт., 2011; Мергелов, 2014).

Из образцов почв оазиса Холмы Ларсеманн
для исследования были выбраны три образца, от-
личающихся содержанием органического веще-
ства. Первый образец был отобран из горизонта
В1 профиля почвы NSM-10-15Р1 и представлен
минеральным материалом. Второй образец был
отобран из верхнего горизонта, так называемой
каменной мостовой – GP/Balgae, разреза NSM-10-06.
Третий образец отобран из-под мохового покрова
Ceratodon purpureus, профиль NSM-10-04, и пред-
ставляет собой горизонт Balgae с включениями ор-
ганогенного материала – биопленками однокле-
точных водорослей (табл. 1).
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Из оазиса Холмы Бангера было проанализиро-
ваны 12 образцов, отобранных из 6 профилей ан-
тарктических почв (табл. 1).

Для исследования таксономического разнооб-
разия с помощью высокопроизводительного се-
квенирования были отобраны 2 образца из гори-
зонтов AT и AB почвенного профиля BB-63-58,
на поверхности которого было обнаружено раз-
витие мохового покрова.

С момента отбора и до начала исследований
образцы хранили в морозильной камере при тем-
пературе –18°С.

Выделение фильтрующихся форм прокариот
(ФФП). Водную почвенную суспензию (1 : 100)
обрабатывали ультразвуком на диспергаторе
УЗДН-1 (ИНЛАБ, Россия) в течение 2 мин в ре-
жиме 0.44 А, 15 Гц для отделения клеток бактерий
от почвенных частиц (Методы почвенной биохи-
мии и микробиологии, 1991) и фильтровали через
ядерные мембранные фильтры (GP Millipore Ex-
press PLUS Membrane) с размерами пор 0.22 мкм.
Для концентрации клеток фильтрат центрифуги-
ровали (10 мин, 10000 g). Осажденные клетки ис-
пользовали для выделения тотальной ДНК, а так-
же высевали на плотные питательные среды для
выделения культивируемых ФФП.

Определение общей численности бактерий и
численности ФФП проводили с помощью прямо-
го люминесцентно-микроскопического метода с
применением красителя акридина оранжевого
(Методы почвенной биохимии и микробиологии,
1991). Учет численности прокариотных клеток
проводили с использованием люминесцентного
микроскопа ZEISS Axioscope 2+ (“Carl Zeiss”,
Германия).

Выделение и идентификация культивируемых
ФФП. Сконцентрированный после центрифуги-
рования осадок, содержащий клетки ФФП, высе-
вали на различные по составу питательные среды:
глюкозо-пептон-дрожжевую и крахмало-амми-
ачную среды (Лысак и соавт., 2003), Luria-Bertani
agar (LA), Brain heart infusion (BHI), Nutrient agar
(“Difco”, США), Eugonic agar, Marine agar, R-2A,
Tryptone soya agar (TSA) (“HIMEDIA”, Индия),
Yeast extract agar (“Merk”, Германия). Среды BHI
и TSA также использовали в десяти- и стократном
разведении. Клетки растили при температурах 20
и 28°С в течение 1–2 мес. Идентификацию выде-
ленных изолятов ФФП проводили на основе ана-
лиза последовательностей генов 16S рРНК.

Выделение и анализ ДНК. Тотальную ДНК вы-
деляли из образцов почв и осадка фракции ФФП
с помощью набора реактивов PowerSoil DNA Iso-
lation Kit (“MO BIO”), следуя инструкции произ-
водителя. Геномную ДНК из бактериальных кле-
ток выделяли c помощью набора GeneJET Ge-
nomic DNA Purification Kit (“Thermo Scientific”),
следуя рекомендациям производителя. ДНК кло-

нов при анализе библиотек генов 16S рРНК ФФП
выделяли с помощью Экспресс-метода (Barlow et al.,
2004). Все пробы ДНК анализировали в агароз-
ном геле (Agarose low EEO, “AppliChem”) с добав-
лением бромистого этидия (Sambrook et al., 1989),
используя 0.9% гель при анализе препаратов ДНК
и ПЦР-продуктов и 2% гель при рестрикционном
анализе клональных библиотек.

Амплификация и анализ генов 16S рРНК. Для
проведения амплификации фрагментов генов 16S
рРНК использовали праймеры 63F и 1387R (Lane,
1991). ПЦР проводили в режиме: 95°С – 4 мин;
затем: 95°С – 1 мин; 55°С – 1 мин; 72°С – 1 мин
30 с; 30 циклов; 72°С – 5 мин. ПЦР-продукты
очищали на колонках с помощью готового набора
GeneJET PCR Purification Kit (“Thermo Scientif-
ic”). Секвенирование очищенных фрагментов
ДНК проводили на автоматическом секвенаторе
в ЦКП “Геном” (Институт молекулярной биоло-
гии РАН). Нуклеотидные последовательности ге-
нов 16S рРНК анализировали с использованием
онлайн программ BLAST (Altschul et al., 1990). Фи-
логенетическое положение определяли, используя
данные генбанка NCBI (ncbi.nlm.nih.gov).

Получение и анализ клональных библиотек ге-
нов 16S рРНК. С помощью этого метода проводи-
ли изучение филогенетического разнообразия
фракции ФФП. ПЦР-фрагменты генов 16S рРНК,
полученные при амплификации тотальной ДНК,
выделенной из фракций ФФП, клонировали с
помощью набора CloneJET PCR (“Thermo Scien-
tific”). Полученными конструкциями трансфор-
мировали компетентные клетки Escherichia coli
(штамм DH5α). Из каждого образца отбирали
150–200 клонов. Образцы ДНК каждого клона,
полученные с помощью Экспресс-метода, ис-
пользовали для получения ПЦР-продукта со
стандартными праймерами 537F и 1100R (Lane,
1991). ПЦР-продукты переосаждали 0.125 М ацета-
том аммония в 70% спирте (Методы генетической
инженерии. Молекулярное клонирование, 1984) и
обрабатывали рестриктазами AspLE I (500 U), Bsp-
FN I (500 U) и Rsa I (1000 U) в условиях, указанных
производителем (“СибЭнзим”, Россия). Продукты
рестрикции визуализировали с помощью электро-
фореза. На основе анализа профилей рестрикции
полученные клоны разбивали на ОТЕ. Один–два
репрезентативных клона из каждой группы были
выбраны для дальнейшего секвенирования участ-
ка гена 16S рРНК.

Высокопроизводительное секвенирование участка
гена 16S рРНК. С помощью этого метода прово-
дили изучение структуры микробных сообществ в
исследуемых образцах. Подготовку ДНК-биб-
лиотек для секвенирования осуществляли с ис-
пользованием технологии двустадийной ПЦР. На
первом этапе производили амплификацию ги-
первариабельного V3–V4 участка гена 16S рРНК с
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использованием праймеров Pro341F и Pro806R
(Takahashi et al., 2014). На втором этапе произво-
дили амплификацию ПЦР полученного продукта
с целью баркодирования библиотеки. Анализ
ДНК-библиотек проводили методом парно-кон-
цевого чтения (2 × 300 п.о.) генерацией не менее
10000 парных прочтений на образец на приборе
Illumina MiSeq (лаборатория BioSpark). Обработ-
ку данных секвенирования проведили с исполь-
зованием автоматизированного алгоритма
QIIME (Caporaso et al., 2010). Для разбиения по-
следовательностей на операционные таксономи-
ческие единицы (ОТЕ) использовали алгоритм с
открытым референсным порогом классифика-
ции 97%. Выравнивание прочтений на последо-
вательность 16S рРНК и распределение последо-
вательностей по таксономическим единицам
проводили с использованием базы данных Silva
версии 132 (Pruesse et al., 2007).

Для оценки разнообразия бактериальных ан-
тарктических сообществ использовали индексы,
рассчитанные на основе числа сиквенсов. Для
оценки альфа-разнообразия использовали ин-

дексы Шеннона (H =  где Pi – доля
i-го вида в сообществе, S – число обнаруженных
таксонов, в качестве основания логарифма брали
число 2) и CHAO1 (Chao1 = Sobs + a2/2b, где Sobs –
число обнаруженных ОТЕ, a – число ОТЕ, содер-
жащих 1 сиквенс, b – число ОТЕ, содержащих 2
сиквенса) (Чернов и соавт., 2015).

Последовательности генов 16S рРНК, полу-
ченные с помощью высокопроизводительного
секвенирования, были импортированы в NCBI
Sequence Read Archive и доступны под регистра-
ционным номером PRJNA609617.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Общая численность бактерий, определенная с

помощью прямого люминесцентного метода в
образцах из оазиса Холмы Ларсеманн, составила
в образце В1 – 180 млн. клеток на 1 г почвы, в об-
разце каменной мостовой (GP) – 290 млн. клеток
на 1 г почвы и в образце с пленками водорослей
(Balgae) – 419 млн. клеток на 1 г почвы (табл. 1).

Общая численность бактерий в образцах из оа-
зиса Холмы Бангера колебалась от 224 до 1175 млн.
клеток в 1 г почвы (табл. 1). В поверхностных го-
ризонтах наблюдалась большая численность бак-
терий, чем в нижележащих горизонтах. Макси-
мальная численность отмечалась в горизонтах из-
под мохового покрова, минимальная – в образцах
из-под содовых корок и в минеральном горизонте
криометаморфической почвы.

Следует отметить, что, в целом, показатели об-
щей численности бактерий в исследованных об-
разцах антарктических почв были схожи между

1
log ,

s
i ii

P P
=

собой и при этом на 1–2 порядка ниже значений,
которые обычно регистрируются в почвах уме-
ренных широт (Фомичева и соавт., 2006; Голов-
ченко и соавт., 2007).

Из исследуемых образцов была выделена
фракция ФФП, и проведена оценка численности
и относительного содержания фильтрующихся
клеток в микробном сообществе. В образцах из
оазиса Холмы Ларсеманн численность ФФП ва-
рьировала от 86 до 260 млн. клеток в 1 г почвы, от-
носительное содержание ФФП от общей числен-
ности клеток бактерий составило 20–90% (табл. 1).
Численность ФФП в образцах из оазиса Холмы
Бангера была такой же – от 35 до 122 млн. клеток
в 1 г почвы, а относительное содержание ФФП ва-
рьировало от 4 до 23% и в среднем было немного
ниже, чем в образцах из оазиса Холмы Ларсеманн
(табл. 1). Наибольшие показатели численности и
содержания ФФП наблюдались в образцах из ми-
неральных и из нижележащих горизонтов. Таким
образом, значительная часть микробного сооб-
щества почв оазисов Антарктиды представлена
мелкими фильтрующимися формами прокариот.

Таксономическая структура бактериальных со-
обществ была определена с помощью метода вы-
сокопроизводительного секвенирования. Во всех
трех образцах почв из оазиса Холмы Ларсеманн бы-
ли выявлены представители следующих филумов:
Acidobacteria, Actinobacteria, Bacteroidetes, Chlorof-
lexi, Cyanobacteria, Firmicutes, Gemmatimonadetes,
Patescibacteria, Proteobacteria, Verrucomicrobia
(рис. 1а). В образце В1 доминировали филумы:
Actinobacteria (37%), Proteobacteria (22%), Chlorof-
lexi (10%); в образце GP – Proteobacteria (36%), Ac-
tinobacteria (24%), Bacteroidetes (15%); в образце
Balgae – Bacteroidetes (44%), Acidobacteria (26%),
Proteobacteria (12%).

В двух образцах из оазиса Холмы Бангера АТ и
АВ, взятых из одного профиля BB-63-58, были
обнаружены филумы: Acidobacteria, Actinobacteria,
Armatimonadetes, Bacteroidetes, Chlorobi, Chloroflexi,
Cyanobacteria, Firmicutes, Gemmatimonadetes, Planc-
tomycetes, Proteobacteria, Verrucomicrobia. В гори-
зонте АТ доминировали Chloroflexi (31%), Proteo-
bacteria (18%), Acidobacteria (16%); в горизонте АВ –
Proteobacteria (23%), Acidobacteria (18%), Chloroflexi
(16%) (рис. 1б). Таксономическое разнообразие
бактериальных сообществ в исследованных об-
разцах почв из одного профиля было сходным,
однако соотношение доминирующих филумов
немного отличалось. Одним из самых распро-
страненных и обильных филумов был филум Pro-
teobacteria, его представители входили в доми-
нантную группу и были обнаружены во всех об-
разцах.

Таким образом, в ходе проведенного исследо-
вания в составе микробных сообществ почв оази-
сов Антарктиды были выявлены филогенетиче-
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ские группы, которые и ранее обнаруживались в
антарктических почвах, но соотношение доми-
нирующих в них филумов оказалось иным. В об-
разцах из Сухих долин Мак-Мердо преобладал
филум Actinobacteria (Van Goethem et al., 2016), то-
гда как в исследованных образцах кроме филума
Actinobacteria в группу доминантов входили филу-
мы Proteobacteria, Chloroflexi, Bacteroidetes. Сходный
состав бактериального сообщества наблюдался в
других оазисах Восточной Антарктиды, Холмах

Вестфолд, где также доминировали филумы Acti-
nobacteria, Proteobacteria и Bacteroidetes (Zhang et al.,
2020).

При оценке таксономического разнообразия
на уровне родов в почвах из оазиса Холмы Ларсе-
манн оказалось, что доминирующие рода, доля
каждого из которых в образце превышает 10%,
были представлены следующими родами: Aqua-
microbium, Blastocatella, Nocardia, Rhodococcus, Sed-
iminibacterium, Spirosoma, Tumebacillus. Самыми

Рис. 1. Таксономическая структура бактериальных комплексов в образцах почв (а) из оазиса Холмы Ларсеманн
(Balgae – органоминеральный водорослевой горизонт в песчаной подушке; GP/Balgae – песчаная подушка под камен-
ной мостовой со скоплениями одноклеточных зеленых водорослей и цианобактерий; B1 – минеральный горизонт) и
(б) из оазиса Холмы Бангера (AT – верхний органогенный горизонт под моховым покровом; AB – переходный гори-
зонт от органогенному к минеральному): (б.1) мажорные группы и (б.2) минорные группы (доля филумов содержание
которых <2%). Доля представителей филогенетических групп указана в % от общего число ОТЕ, обнаруженных в каж-
дом образце: 1 – Acidobacteria; 2 – Actinobacteria; 3 – Armatimonadetes; 4 – Bacteroidetes; 5 – Chlorobi; 6 – Chloroflexi; 7 –
Cyanobacteria; 8 – Firmicutes; 9 – Gemmatimonadetes; 10 – Patescibacteria; 11 – Planctomycetes; 12 – Proteobacteria; 13 – Ver-
rucomicrobia.
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разнообразными были группы среднего обилия
(0.1–1%) и минорные компоненты (<0.1%). Срав-
нение всех трех образцов по таксономическому
разнообразию на родовом уровне показало, что во
всех трех образцах почв оазиса Холмы Ларсеманн
встречаются представители 15 родов бактерий:
Acidiphilium, Arthrobacter, Blastocatella, Bradyrhizo-
bium, Ferruginibacter, Gemmatirosa, Lamia, Mucilag-
inibacter, Nitrospira, Parafilimonas, Phenylobacterium,
Segetibacter, Singulisphaera, Sphingomonas, Tepidis-
phaera. Наибольшим сходством обладали образцы
В1 и Balgae, в этих горизонтах выявлено 12 общих
родов (рис. 2а). В горизонте В1 процент некульти-
вируемых бактерий составил 53.4, в горизонте
GP/Balgae 22.4, в горизонте Balgae 23.6.

В почвах оазиса Холмы Бангера не обнаружи-
лось рода, доля которого в образце превысила бы
10%, что свидетельствует о большей выравненно-
сти (относительное обилие таксонов) сообщества
в этих почвах по сравнению с почвами из оазиса
Холмы Ларсеманн. Наиболее широко были пред-
ставлены группа среднего обилия и минорные
компоненты. В горизонте АТ были определены
представители 33 классифицированных родов, в
горизонте АВ – 37. Образцы из этих горизонтов
очень схожи; так между этими горизонтами выяв-
лено 27 общих родов (рис. 2б). В горизонте АТ
процент некультивированных бактерий из раз-
личных филумов составил 62.2%, а в горизонте
АВ – 65.4%, что несколько больше, чем в образ-
цах из оазиса Холмы Ларсеманн.

Во всех образцах, взятых из обоих оазисов,
встречались представители четырех родов: Acid-
iphilium, Bradyrhizobium, Ferruginibacter, Sphingo-
monas.

На основе данных, полученных с помощью
высокопроизводительного секвенирования, бы-
ли подсчитаны индексы разнообразия Шеннона
и Chao 1. Наибольший индекс Chao 1, оцениваю-
щий реальное количество таксонов в образце, на-
блюдался для образцов из оазиса Холмы Бангера
(табл. 2). Индекс Шеннона не сильно отличался
от образца к образцу, его значение колебалось от
4.6 до 6.5. Согласно этому индексу, большим раз-
нообразием также отличались образцы из оазиса
Холмы Бангера. Самые низкие показатели разно-
образия оказались у образца каменной мостовой –
GP/Balgae, из оазиса Холмы Ларсеманн (табл. 2).

Полученные данные свидетельствуют о том,
что бактериальные сообщества антарктических
почв достаточно разнообразны, несмотря на от-
носительно низкую численность бактерий, опре-
деленную прямым люминесцентным методом.
Поскольку доминирующие группы во всех пяти
образцах различаются, это дает возможность
предположить, что доминирование тех или иных
филумов зависит от физико-химических факто-
ров (влажности и содержания органического ве-
щества), а также от типа биотопа, складывающе-
гося на поверхности почвы (наличие разрастаний
водорослей, мхов, формирование цианобактери-
альных матов).

Для выявления таксономического разнообра-
зия ФФП в почвах Антарктиды были получены и
проанализированы библиотеки генов 16S рРНК
из трех образцов почв оазиса Холмы Ларсеманн.
На основании сходства рестрикционных паттер-
нов генов 16S рРНК во фракции ФФП было обна-
ружено 9 ОТЕ, причем все они относились к фи-
луму Proteobacteria. С помощью использованного
метода нам не удалось обнаружить во фракции

Рис. 2. Диаграмма Венна, представляющая различия в бактериальном разнообразии на уровне классифицированных
родов между разными почвами (а) оазиса Холмы Ларсеманн и (б) двумя горизонтами почвы из оазиса Холмы Бангера.
Обозначение образцов как на рис. 1. Цифрами в каждом круге указано число уникальных родов, в пересечениях – чис-
ло общих родов.
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Таблица 2. Индексы микробного разнообразия

Оазис Профиль, № Горизонты Число ОТЕ
Индексы α-разнообразия

Шеннона Chao1

Холмы Ларсеманн NSM-10-15Р1 В1 104 5.15 128.5
NSM-10-06 GP/Balgae 89 4.65 91.0
NSM 10-04 Balgae 100 5.13 101.4

Холмы Бангера BB-63-58 АТ 103 6.54 172.5
АВ 81 6.46 135.3

ФФП представителей других филумов, что, воз-
можно, связано с трудностью выделения из них
ДНК.

Последовательность гена 16S рРНК самой рас-
пространенной во всех трех библиотеках ОТЕ
(61.4% всех клонов) имела наибольшее сходство
(99%) с бактериальным клоном, близким к бакте-
риям из класса Deltaproteobacteria (табл. 3). Такой
клон был обнаружен при оценке бактериального
разнообразия горных пород и подземных вод в
уезде Дунхай (Китай). Также во фракции ФФП
были обнаружены 3 доминирующих ОТЕ, отно-
сящихся к филуму Alphaproteobacteria, причем од-
на из них, близкая к виду Sphingomonas echinoides,
была обнаружена во всех трех исследуемых образ-

цах. В образцах GP/Balgae и Balgae одна из ОТЕ име-
ла наибольшее сходство с бактериями родов Rey-
ranella. Образец GP/Balgae содержал ОТЕ, сходную
с бактериальным клоном MVT-B2T 371-387, об-
наруженным в минеральной почве с останками
мумифицированного тюленя в Восточной Антарк-
тике. Класс Betaproteobacteria (3 ОТЕ) был представ-
лен родами Variovorax, Comamonas и Cupriavidus, в
том числе видом С. metallidurans. Штаммы, отно-
сящиеся к этому виду, отличаются способностью
адаптироваться к высоким концентрациям тяже-
лых металлов (Monchy et al., 2007), что может
быть необходимым для обитания в почвах, сфор-
мированных на горных породах. В образце В1 сре-
ди ФФП не были обнаружены представители

Таблица 3. Анализ библиотек генов 16S рРНК из образцов почв оазиса Холмы Ларсеманн (содержание каждого
ОТЕ в % от всех обнаруженных клонов в образце)

Примечание. “–” – не обнаружено.

Ближайший штамм
или клон

Образцы

В1 (10-15Р1), % GP/Balgae (10-06), % Balgae (NSM 10-04), %

Deltaproteobacteria

Uncult. clone CCSD RK730 B2 78.9 61.5 33.3

Alphaproteobacteria

Sphingomonas echinoides 10.5 19.2 33.3

Reyranella (soli/massiliensis) – 3.8 8.3

Uncult. Bact. Clone MVT-B2T 371-387 – 3.8 –

Betaproteobacteria

Variovorax (paradoxus/boronicumulans) 5.3 – 16.6

Comamonas (jiangduensis/aquatica) 5.3 3.8 –

Cupriavidus metallidurans – 3.8 –

Gammaproteobacteria

Pseudomonas japonica – 3.8 –

Xhantomonas sp. – – 8.3

Количество клонов в библиотеке 19 (100%) 26 (100%) 12 (100%)
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Gammaproteobacteria, а в двух других образцах об-
наружено по одной ОТЕ этого класса, относящихся
к родам Pseudomonas и Xhantomonas (табл. 3).

Исследование пула ФФП из почв оазиса Хол-
мы Ларсеманн молекулярно-генетическим мето-
дом выявило присутствие в образцах бактерий,
относящихся только к филуму Proteobacteria, хотя
ранее подобные мелкие покоящиеся формы были
обнаружены только в культурах мерзлотного
штамма Arthrobacter oxydans (Кряжевских и соавт.,
2013). Ультрамелкие клетки (<0.22 мкм) данного
штамма были сходны по строению с фильтрую-
щимися формами, выделяющимися из различ-
ных почв (Соина и соавт., 2012).

Доминирующая группа клонов из фракции
ФФП не имела высокого генетического сходства
с каким-либо известным видом бактерий. Это да-
ет возможность предположить, что во фракции
ФФП обнаруживаются клетки, относящиеся к
новым видам бактерий, возможно, являющимися
ультрамикробактериями.

При поверхностном культивировании почвен-
ного фильтрата на различных бактериальных сре-
дах колонии развивались только на средах TSA и
BHI, разведенных в 10 раз, а также на средах LA и
R-2A. Всего изолировано в чистую культуру
15 штаммов бактерий, которые были идентифи-
цированы с помощью секвенирования участка ге-
на 16S рРНК (табл. 4). Размер полученных после-
довательностей составлял 1000–1500 пар нуклео-
тидов. Большинство из них были отнесены к
филуму Actinobacteria. Последовательности генов
16S рРНК нескольких штаммов, например, Rufi-
bacter sp. и Deinococcus sp., имели низкое сходство
с ближайшими видами: 96 и 92% соответственно,
это позволяет предположить, что изоляты могут
быть новыми видами бактерий. Следует отме-
тить, что, несмотря на то, что все ОТЕ, обнару-
женные во фракции ФФП, относились к филуму
Proteobacteria, при культивировании почвенного
фильтрата представителей протеобактерий было
выделено мало. Это может быть связано с целым
рядом причин. Во-первых, самая распространен-
ная во всех трех библиотеках ОТЕ относилась к не-
культивируемым клонам, которые просто невоз-
можно вырастить при использованных условиях
культивирования. Неподходящие условия роста
были и для ряда потенциально культивируемых
протеобактерий. Во-вторых, возможно, что для
клеток протеобактерий, находящихся в покоя-
щейся форме, необходимо проведение специаль-
ных процедур для их реактивации.

Таким образом, в исследованных образцах
почв из оазисов Восточной Антарктиды обнару-
жены разнообразные по таксономическому со-
ставу микробные сообщества, различающиеся
доминирующими филумами и родами бактерий.
Это дает возможность предположить, что на фор-

мирование почвенных микробных сообществ Ан-
тарктиды, главным образом влияет тип биотопа,
складывающегося на поверхности почвы, а также
сочетание различных физико-химических факто-
ров. Исследованные образцы существенно отли-
чались по структуре микробных сообществ от почв
Сухих долин Мак-Мердо, что подтверждает ранее
сделанное предположение (Van Goethem et al.,
2016) о существенном влиянии показателей влаж-
ности на формирование почвенных микробиоце-
нозов в Антарктиде. Самые высокие показатели
разнообразия были рассчитаны для почв из оазиса
Холмы Бангера. Менее разнообразным оказался
образец каменой мостовой из оазиса Холмы Лар-
семанн.

Во всех исследованных образцах были обнару-
жены фильтрующиеся клетки бактерий. Исходя
из данных о высокой численности, содержании и
таксономическом составе ФФП в исследуемых
образцах, можно говорить об их значительном
вкладе в стабильность бактериального сообще-
ства антарктических почв. Фракция ФФП пред-
ставлена в основном покоящимися клетками
бактерий, способными ревертировать к активно-
му росту при благоприятных условиях. По-види-
мому, быстрый переход при неблагоприятных
условиях вегетирующей части популяции бакте-
рий в мелкие покоящиеся формы является одной
из стратегий их выживания в экстремальных
условиях. Также во фракции ФФП обнаружены
клетки, относящиеся к новым видам бактерий,
возможно ультрамикробактериям.
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Increasing interest in microbial communities of Arctic and Antarctic extreme environments, their taxonomic
diversity, and forms and mechanisms of adaptation of inhabitants of Antarctic biotopes to extreme conditions
determined the goal of the present work. High-throughput sequencing of the 16S rRNA gene fragments was
used to determine the taxonomic structure of microbial communities in soil samples from the Larsemann
Hills and Bunger Hills oases. Revealed differences in the composition of predominant bacterial phyla and
genera indicate that the type of the biotope developing on the soil surface and a combination of various phys-
icochemical factors play a major role in formation of Antarctic microbial communities. High abundance of
filterable forms of prokaryotes (FFP) was found in the communities. Analysis of the libraries of the 16S rRNA
gene clones revealed that the FFP from three Larsemann Hills samples belonged to the phylum Proteobacte-
ria. In all three samples, the dominant FFP group exhibited the highest similarity (99%) to an uncultured
bacterial clone of the class Deltaproteobacteria revealed by assessment of bacterial diversity if rocks and
groundwater of the Donghai County, China. The FFP capable of growth of standard nutrient media belonged
to the phyla Actinobacteria, Bacteroidetes, Deinococcus-Thermus, Firmicutes, and Proteobacteria. Taking into
account the data of high FFP abundance in the samples and their taxonomic composition, their significant
contribution to stability of the bacterial composition of Antarctic soils may be suggested. The FFP fraction
was mainly represented by bacterial dormant forms able to revert to active growth under favorable conditions.
Rapid transition of a vegetative part of the population to small dormant forms under unfavorable conditions
is probably one of the strategies enabling their survival in extreme environments. The FFP fraction also con-
tained the cells belonging to novel bacterial species, probably ultramicrobacteria.

Keywords: bacteria of extreme biotopes, high-throughput sequencing, analysis of the 16S rRNA gene libraries
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