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ФИЛОГЕНЕТИЧЕСКИЙ АНАЛИЗ МИКРООРГАНИЗМОВ 
ИЗ МЕРЗЛЫХ ГРУНТОВ

Из многолетнемерзлых пород Мамонтовой горы в Республике Саха (Якутия) получе-
ны образцы для проведения микробиологического анализа. Выделены грамположитель-
ные бактерии рода Bacillus. Выделена ДНК и выполнено секвенирование из выделенных 
бактерий. Проведен филогенетический анализ микроорганизмов из мерзлых грунтов. 

Ключевые слова: мерзлые грунты, Мамонтова гора, бактерии, секвенирование, фило-
генетический анализ. 

From the permafrost of Mammoth Mountain in the Republic of Saha (Yakutia) samples 
were obtained for subsequent microbiological analysis. We were isolated Gram-positive bacterium 
Bacillus genus. Conducted DNA isolation and sequencing of the isolated bacteria. Phylogenetic 
analysis of the microorganisms from the permafrost. 
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Введение. Многолетнемерзлые породы широко стью применять полученные знания для защиты 
распространены на Земле, а их возраст в некоторых человеческого организма от вредных воздействий. 
регионах может достигать нескольких миллионов Предварительные данные показали, что микроор-
лет. Низкие значения температуры и переход воды ганизмы, выделенные из мерзлых грунтов, обла-
(универсального биологического растворителя, не- дают протективным действием для мышей, предо-
обходимого для существования жизни) в лед замед- храняя их от патогенных бактерий [Fursova et al., 
ляют и останавливают биологические процессы, 2012]. Генетический аппарат бактерий — основной 
что способствует переходу микроорганизмов в ана- регулятор всех биологических процессов, поэтому 
биотическое состояние. Таким образом, мерзлые его необходимо изучать и анализировать. 
грунты могут быть своеобразным криохранилищем Цель работы — характеристика мерзлотных 
биологического разнообразия планеты. Известно, условий района, определение биологических 
что микроорганизмы после низкотемпературного свойств, выделение ДНК, секвенирование, сборка 
замораживания не только сохраняют жизнеспособ- геномов жизнеспособных культивируемых микро-
ность, но и существенно не меняется активность организмов в мерзлых толщах Мамонтовой горы 
многих ферментативных систем бактерий [Игнатов (Якутия), микробиологические исследования ко-
и др., 1981]. Сравнительно недавно из мерзлых торых ранее не выполнялись. 
дисперсных пород выделены живые микроорга- Краткое описание объекта исследований. Объект 
низмы [Мельников и др. 2011]. изучения находится в республике Саха (Якутия) 

Выживание бактерий после пребывания при и представляет собой один из наиболее интерес-
низкой температуре — сложный биологический ных и полных разрезов неоген-плейстоценового 
процесс, связанный с восстановлением по- осадконакопления Восточной Сибири. Район 
вреждений — репарацией [Игнатов и др., 1982]. Мамонтовой горы находится на левобережном 
Успешность репарации и последующего выжива- участке долины, примыкающем непосредственно 
ния зависит от многих процессов, в том числе от к руслу р. Алдан. Древнейшие рыхлые образо-
уникальных свойств того или иного организма. вания, вскрытые в районе исследования, пред-
Интерес к изучению микроорганизмов, выживших ставлены песчаными однообразно построенными 
после экстремальных воздействий, обусловлен отложениями, залегающими в основании 60- и 
не только необходимостью изучать механизмы 80-метрового обнажения. Подстилают их отло-
устойчивости и восстановления, но и возможно- жения 50-метровой террасы, сложенные песками 
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среднемиоценовой мамонтовогорской свиты, в 
разных частях обнажения имеют мощность от 10 
до 40 м. На них с размывом залегают плейстоцено-
вые отложения. Последние подразделяются на три 
разновозрастные толщи, отличающиеся условиями 
формирования, составом и криогенным строением 
[Соловьев, 1979]. 

Методика отбора образцов, исследования их 
свойств и выделения микроорганизмов. Для ис-
следования отобраны образцы песка из района 
обнажения Мамонтова гора. В полевых условиях 
из мерзлых толщ с помощью стерилизованных 
спиртом и обожженных в пламени инструментов 
отобраны образцы мерзлых пород ненарушенной 
структуры массой от 4 до 6 кг, преимущественно 
песчаного состава, с редкими прослоями мелко-
дисперсных грунтов и включениями органических 
остатков. Пробы мерзлых пород на микробиологи-
ческие исследования взяты в зонах максимальной 
интенсивности речной эрозии из свежеобрушен-
ных вертикальных стенок обнажения в его средней 
и нижней частях в интервалах от 5 до 10 м выше 
уреза реки и от 20 до 30 м ниже уровня земной 
поверхности. Скорость термоэрозионного раз-
рушения обнажения в местах отбора, по данным 
выполняемых режимных наблюдений, превышает 
4 м в год в верхней части и достигает 1,5 м в сред-
ней. Отбор проводился с глубины, превышающей 
мощность сезонноталого слоя на 1–1,5 м, что 
исключало попадание в зону отбора пород, от-
таявших ранее. Отобранные монолиты хранились 
в мерзлом состоянии при температуре, близкой 
к естественной (–5 °C). Транспортировка проб в 
лабораторию также осуществлялась без их оттаи-
вания — в термоконтейнерах с хладагентами. 

В лабораторных стерильных условиях из 
центра образца извлекали пробу размером 3×4 см, 
помещали в спирт на 2–3 с, после чего обжигали 
в пламени спиртовки. Обработанный таким об-
разом материал переносили в пустую стерильную 
чашку Петри и оставляли для дальнейшего от-
таивания при комнатной температуре (20 °С) в 
течение часа. 

В образцах из древних отложений Мамонто-
вой горы обнаружена культивируемая бактерия, 
способная к аэробному и анаэробному росту. 
Микроорганизм является психротолерантным, 
так как способен к метаболической активности 
при –5 °C. Бактерии представляли собой сравни-
тельно большие (от 3до 6 мкм) палочки, которые 
формировали цепи при культивировании и были 
способны образовывать споры круглой формы. 
Эти грамположительные бактерии были непод-
вижны и обладали гемолитической активностью. 
Полученные микроорганизмы принадлежат роду 
Bacillus. 

Из образцов выделено 5 штаммов бацилл об-
разцы (g 13, g 17, g 20, g 27, g 40). После этого 

проводили секвенирование, сборку генома и по-
строение филогенетических деревьев. 

Наибольшее видовое подобие выделенной ба-
циллы отмечено с Bacillus cereus (g 20, g 27 и g 40) 
и B. pumilus (g 13, g 17). 

Можно предположить, что бактерии, сохра-
нившие жизнеспособность в многолетнемерзлых 
породах, находятся там в покоящихся формах, а 
для перехода в вегетативное состояние им требу-
ется около 3 сут. пребывания при положительной 
температуре [Мельников и др., 2011]. 

Методика секвенирования и сборки геномов. 
Особенности геномов. В результате выделены 
штаммы g 13, g 17, g 20, g 27, g 40 разного вида с 
разным размером генома. Длина генома составляла 
от 3 627 905 (образец g 17) до 5 531 460 (образец 
g 27) пар нуклеотидов (таблица). Затем проис-
ходила процедура сборки генома. 

Т а б л и ц а  1  

Длина генома после секвенирования 

Номер образца Длина, b.p. 
Определение вида бактерии, 

по GenBank 

g 13 3 628 037 Bacillus pumilus 

g 17 3 627 905 Bacillus pumilus 

g 20 5 379 620 Bacillus cereus 

g 27 5 531 460 Bacillus cereus 

g 40 5 398 680 Bacillus cereus 

По филогенетическим деревьям оценен пред-
полагаемый возраст исследуемых образцов g 20–40 
и g 27. Он составил приблизительно 70 000 лет. 
Этот возраст подсчитан для стандартной скорости 
возникновения мутаций. Она предположительно 
одинакова как для бактерий в мерзлых породах, 
так и для свободноживущих. Но это утверждение 
небесспорно, вероятно, что такая скорость может 
уменьшаться в десятки и даже сотни раз. Кроме 
того, для спорообразующих бактерий, какими 
являются выделенные микроорганизмы, время их 
существования в виде спор пока изучено недоста-
точно, поэтому число мутаций может сократиться 
и из-за длительного нахождения споры в окру-
жающей среде. В нашем случае скорость мутаций, 
вероятно, на порядок меньше, поэтому возраст 
микроорганизмов может достигать нескольких 
миллионов лет. 

В заключение построены филогенетические 
деревья, показывающие степень родства исследо-
ванных нами образцов между собой и с выбранны-
ми (родственными) образцами из ГенБака (Gen-
Bank) (www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) (рис. 1, 2). 
Деревья строятся по отрезку 16SРНК, так как он 
наиболее консервативный. 

Филогенетическое дерево образцов g 20–40 и 
g 27 (рис. 2) показывает, что эти образцы, по всей 
видимости, являются древними (так как длина 
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Рис. 1. Филогенетические деревья образцов: g 13 — g 17 (а, б, в) 

Рис. 2. Филогенетическое дерево для образцов g 20–40 и g 27 
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ветки, по сути, – количество эволюционных из-
менений). 

Выявленные биологические свойства бактерий 
наряду с самим фактом сохранения ими жизнеспо-
собности на протяжении значительного промежут-
ка времени позволяют говорить о необходимости 
более детального их изучения и перспективности 
использования выделенных штаммов в биотехно-
логиях. 

Выводы: 1. Мерзлые породы обнажения Ма-
монтова гора содержат жизнеспособные микроор-
ганизмы, находящиеся в мерзлой толще с момента 
промерзания отложений. 

2. У исследуемых бактерий водородный по-
казатель pH изменяется от 4,5 до 9,5 в различных 
средах, температура от 30 до 110 °С. Эти показа-
тели не соответствуют предполагаемым услови-
ям осадконакопления в районе р. Алдан, а тем 
более не соответствуют условиям существования 
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мерзлых пород в регионе. Таким образом, можно 
предположить, что бактерии, сохранившие жизне-
способность в многолетнемерзлых породах, нахо-
дятся там в покоящихся формах, а для перехода в 
вегетативное состояние им требуется около 3 сут. 
пребывания при положительной температуре. 

3. Секвенирование ДНК и анализ генома по-
зволили идентифицировать исследуемые микро-
организмы. Микроорганизмы принадлежат роду 
Bacillus. Наибольшее видовое подобие выделенных 
бацилл отмечено с Bacillus cereus и Bacillus pumilus. 
Филогенетические деревья образцов показывают, 
что эти образцы, вероятно, древние. Возраст 
образцов предположительно, на основе допу-
щения постоянной скорости мутаций, составил 
70 000 лет. Оценка возраста микроорганизмов 
требует дополнительных исследований, так как 
скорость мутаций может уменьшаться в десятки 
и даже сотни раз. 
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