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Методами люминесцентной микроскопии и полимеразной цепной реакции в реальном време-
ни исследован микробиом почв и супрагляциальных объектов в фоновых и нефтезагрязненных 
экосистемах о. Хейса, входящего в архипелаг Земля Франца-Иосифа. Биомасса микроорганиз-
мов составляла от 81 до 666 мкг С/г субстрата; ее большая часть (до 88%) представлена грибами. 
Длина мицелия грибов достигала более 360 м/г субстрата. Численность прокариот варьировала 
от 4.0 × 107 до 3.75 × 109 кл./г субстрата, длина гиф актиномицетов достигала 40 м/г субстрата. 
До 78% обнаруженных клеток прокариот представлены мелкими наноформами, что характер-
но для экстремальных экосистем. Доля жизнеспособных клеток микроорганизмов максимальна 
(74–86%) для поверхностных органогенных горизонтов и минимальна (29–54%) для минераль-
ных надмерзлотных слоев. В составе комплекса прокариот доминировали бактерии (от 5.14 × 105 
до 5.05 × 1010 копий 16S рРНК/г почвы), а не археи – от 8.46 × 105 до 2.28 × 109 копий 16S рРНК/г 
субстрата. Количество ITS рРНК грибов в образцах почв Земли Франца-Иосифа составляло от 
6.47 × 104 до 8.67 × 1010 копий. Численность копий гена alkB (синтез алкан-монооксигеназы для 
деструкции н-алканов углеводородов) варьировала от 1.2 × 101 до 1.8 × 105/г субстрата и резко 
уменьшалась от поверхностных горизонтов к глубинным. Нефтезагрязненные почвы и супрагля-
циальные объекты содержали меньшую биомассу, однако большую численность рибосомальных 
генов микроорганизмов по сравнению с фоновыми экосистемами. Зарегистрировано экспонен-
циальное снижение проанализированных количественных параметров микроорганизмов от по-
верхностных к глубинным почвенным горизонтам.

Ключевые слова: Арктика, экстремальные экосистемы, Cryosols, почвы, численность копий рибосо-
мальных генов, функциональные гены alkB, биомасса микроорганизмов, прокариоты, грибы
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ВВЕДЕНИЕ

Арктика – территория с чрезвычайно хрупкими 
экосистемами, где в наибольшей степени проявля-
ются последствия глобального изменения клима-
та и антропогенного влияния [4, 50]. Земля Фран-
ца-Иосифа (ЗФИ) – самая северная суша России 
и восточного полушария, которая однозначно от-
несена к высокоширотной области Арктики [17]. 
Основная антропогенная нагрузка на архипелаге 
связана с  аварийными розливами нефтепродук-
тов [1, 8]. Оценку их влияния на природу ЗФИ стало 

возможно провести только в последние годы, когда 
был организован национальный парк “Русская Ар-
ктика”, создавший инфраструктуру для всесторон-
него изучения местных экосистем [17, 18].

Почва – основа существования наземных эко-
систем, поскольку микроорганизмы, обитающие 
в ней, являются ключевым звеном в биогеохими-
ческих циклах питательных элементов [37]. Имен-
но микроорганизмы максимально быстро и чутко 
реагируют на изменения в окружающей среде, по-
этому их часто выбирают в качестве индикаторов 
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состояния экосистем [28]. Важно отметить, что 
микроорганизмы скорее других существ способ-
ны адаптироваться к новым условиям, в том числе 
разлагая и интоксицируя нефтепродукты [52, 53].

Кроме почв, в Арктике широко распростране-
ны супрагляциальные объекты, т. е. находящиеся на 
поверхности ледника или снежника, характеризу-
ющиеся органо-минеральными взаимодействиями, 
аналогичными процессам педогенеза и проводи-
мые во многом благодаря деятельности микроор-
ганизмов [6, 39]. Исследования супрагляциальных 
объектов во многом разобщены и не систематизи-
рованы, в то время как информация об этих почво-
подобных телах имеет важное фундаментальное 
значение [3, 6, 40].

Несмотря на то, что супрагляциальные объек-
ты – экосистемы, лимитированные низкой темпера-
турой и малым количество органического вещества 
[6], они становятся “горячими точками” обитания 
микроорганизмов на ледниках [32, 47]. Первичная 
биота супрагляциальных объектов, вероятно, при-
носится с эоловыми отложениями, ветром и водны-
ми потоками таящих ледников [6, 25]. Многие из 
обнаруженных таксонов в супрагляциальных объек-
тах не адаптированы к местным условиям и попали 
в них случайно, однако присутствует также ряд сте-
нотопных и одновременно психрофильных видов, 
приспособленных к жизни во льду [58]. Основу ми-
кробиома супрагляциальных объектов составляют 
автотрофные цианобактерии, реже – зеленые и ди-
атомовые водоросли [38, 58]. Среди гетеротрофов 
преобладают бактерии [32, 38, 47], численность ко-
торых по данным люминесцентной микроскопии 
достигает 104 кл./г субстрата [51].

В  образцах многолетнемерзлых грунтов, на-
ходящихся в условиях, длительной (7.5 тыс. лет) 
“консервации” микробных сообществ, где без 
процедур реактивации не выявляются культивиру-
емые формы, реактивировано прокариотное мезо-
фильное органотрофное сообщество (доминанты 
Proteobacteria, Actinobacteria и Firmicutes), числен-
ность которого составляет 10% от общей числен-
ности микроорганизмов, определенной методами 
люминесцентной микроскопии [10].

Микобиоте супрагляциальных объектов пока 
уделено недостаточно внимания [38, 49], хотя из-
вестно преобладание в них дрожжей, а не мице-
лиальных грибов [32]. Численность микромице-
тов в  супрагляциальных объектах колеблется от 
7 × 103 до 2 × 104 КОЕ/г, а доминируют Cryptococcus 
gilvescens, Mrakia spp., Rhodotorula spp., Phialophora 
alba и Articulospora tetracladia, большая часть штам-
мов которых психрофильна и продуцирует гидрала-
зы, активные при околонулевых температурах [49]. 
Этот факт доказывает, что микобиота может ак-
тивно участвовать в разложении органических ве-
ществ супрагляциальных объектов. К настоящему 

моменту проведено мало исследований микробио-
ма супрагляциальных объектов молекулярно-био-
логическими методами [38, 58], а изучение эколо-
гии микроорганизмов пока поверхностно [38, 47, 
49, 58]. К сожалению, функциональному разноо-
бразию микроорганизмов (например, доли нитри-
фикаторов и аммонификаторов) супрагляциальных 
объектов до сих пор уделено недостаточно внима-
ния [32], хотя ясно, что прокариоты играют ключе-
вую роль в биогеохимических циклах ледниковых 
экосистем [25, 32, 38]. Важно отметить, что супра-
гляциальные объекты являются важным источни-
ком микроорганизмов для первичных сукцессий 
на отложениях ледника сразу после его отступле-
ния, а значит и для инициации процессов почво-
образования [6, 25]. Однако роль супрагляциаль-
ных объектов в этих процессах количественно не 
оценена. Они являются своего рода биореактором 
супрагляциальной системы, в котором происходит 
взаимодействие на разных уровнях организации 
вещества: от молекулярного до ландшафтного [6]. 
Через супрагляциальные объекты идет наиболее 
активный поток биогенных веществ, поддержива-
ются квазиравновесные температурные и фотиче-
ские условия, что важно для развития микробных 
сообществ [49].

Цель работы – количественная характеристика 
микробиома фоновых и нефтезагрязненных почв, 
почвоподобных тел и супрагляциальных объектов 
о. Хейса архипелага ЗФИ классическими микро-
биологическими и  молекулярно-генетическими 
методами.

В задачи работы входили: оценка численности 
копий рибосомальных генов микроорганизмов 
(16S рРНК архей и грив, ITS рРНК грибов); вы-
явление количества копий функционального гена 
алкан-монооксигеназы (alkB), отвечающего за де-
струкцию н-алканов; определение структуры био-
массы микроорганизмов (длина мицелия актино-
мицетов и грибов; численность клеток прокариот 
и спор грибов и т. д.).

ОБЪЕКТЫ И МЕТОДЫ

Все объекты исследования расположены на о. 
Хейса архипелага Земля Франца-Иосифа (рис. 1): 
в северо-восточной части острова, район обсерва-
тории им. Эрнеста Кренкеля и вблизи мыса Остан-
цовый. Объекты X1P, X2P, X3P, X4P расположены 
на I аккумулятивной морской террасе от 1.2 до 5 м 
над ур. м. Почвы X1P, X2P, X3P находятся в усло-
виях вторичного загрязнения нефтепродуктами на 
участке террасы со следами антропогенного изме-
нения поверхности. Объект X4P – фоновая почва 
на отложениях морской террасы.

Кроме почвенных образцов были изучены су-
прагляциальные объекты – снежники с заметны-
ми невооруженным глазом светопоглощающими 
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Рис. 1. Объекты исследования: a – карта-схема объектов исследования, рельеф на основе ArcticDEM [41]; b – кар-
та-схема расположения X1P, X2P, X3P на основе фрагмента ЦММ с профилем А–B; c – высотный профиль А–B. 
Профили почв: d – X2P (псаммозем мерзлотный глееватый); e – X3P (псаммозем мерзлотный глееватый); f – X4P 
(псаммозем сильнощебнистый); супрагляциальные объекты исследования: g – в районе метеостанции; h – в рай-
оне м. Останцовый.
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примесями (light-absorbing impurities – LAI) [55]: 
SGO1 – снежник, расположен у подножия скло-
на верхнего силла северо-западной экспозиции 
к юго-западу от озера Космическое, между мете-
останцией и кладбищем; SGO‑2 – снежник в при-
брежной зоне у подножия склона юго-западной 
экспозиции дайки “Останцовая‑1” в вблизи мыса 
Останцовый [24]. Исследованные супрагляциаль-
ные объекты содержали макроскопические приме-
си мелкозема, песка.

LAI состоят из минеральных и  органических 
соединений, а также микроорганизмов, обеспечи-
вающих биокосные взаимодействия, поэтому эти 
объекты можно считать почвоподобными образо-
ваниями [2]. Важно отметить, что LAI существенно 
снижают альбедо снежников и ускоряют не только 
их таяние, но и биогеохимические циклы окружа-
ющих экосистем [39, 55]. Некоторые свойства про-
анализированных объектов исследования и назва-
ния почв по классификации и диагностике почв 
России представлены в табл. 1. Все они относятся 

к псаммоземам мерзлотным из-за наличия гори-
зонта многолетней мерзлоты в пределах первого 
метра.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Количественную оценку содержания рибосомаль-
ных генов микроорганизмов осуществляли методом 
количественной полимеразной цепной реакции 
(ПЦР) в реальном времени. ДНК выделяли с ис-
пользованием набора Power Soil DNA Isolation Kit 
(MO  BIO, США) в  соответствии с  инструкцией 
производителя. Для учета архей и  бактерий ис-
пользовали праймеры на ген 16S рРНК, для учета 
грибов – на регион ITS. Реакцию проводили в ам-
плификаторе Real-Time CFX96 Touch (Bio-Rad, 
США). Реакционную смесь готовили из препарата 
SuperMixEva Green (Bio-Rad, США). В качестве ко-
личественных стандартов концентрации генов 16S 
рРНК для бактерий использовали растворы кло-
нированных фрагментов рибосомального оперона 

Таблица 1. Объекты исследования

Объект Номер 
образца

Географические 
координаты

Индекс  
горизонта

Глубина, 
см

Содержание  
нефтепродуктов, 

мг/кг (млн–¹)

Заключение  
о загрязнении  

нефтепродуктами

X1P
Псаммозем мерзлот-
ный глееватый

1 80.627119° N, 
58.030736° E

Очес 2–0 4650 ± 1520 Загрязнен

2 W 0–5 4100 ± 1400 Загрязнен

3 C 15–20 105 ± 26 Нет

X2P
Псаммозем мерзлот-
ный глееватый

4 80.627028° N, 
58.032122° E

Очес 2–0 3900 ± 1200 Загрязнен

5 C1 30–40 3200 ± 1100 Загрязнен

6 Cg 40–50 2450 ± 860 Загрязнен

7 Cg 60–70 320 ± 110 Нет

X3P
Псаммозем сильно-
щебнистый 

8 80.626928° N, 
58.034488° E

С 5–15 4600 ± 1600 Загрязнен

X4P
Псаммозем мерзлот-
ный глееватый

9 80.619580° N, 
58.014302° E

Почвенная 
биологиче-
ская корка 

(ПБК)

2–0 – Нет

10 W 0–10 – Нет

11 Cg 10–20 – Нет

12 Csu 40–50 – Нет

SGO1 (супраглаци-
альный объект 1, 
снежник)

13 80.622067° N, 
58.064233° E

– 0–5 – Нет

SGO2 
(супраглациальный 
объект 2, снежник)

14 80.531383° N, 
57.572133° E

– 0–5 – Нет

Примечание. Прочерк – не выявлены.
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штамма К12 Escherichia coli, для архей – штамма 
FG‑07 Halobacterium salinarum, для грибов – штам-
ма дрожжей Saccharomyces cerevisiae Meyen 1B-
D1606. Для каждого образца реакцию проводили 
в  трех повторностях. Концентрацию генов рас-
считывали с помощью программного обеспечения 
CFX Manager, пересчитывая в препаратах ДНК ко-
личество генов на грамм почвы с учетом разведе-
ний и массы навески.

Численность копий функционального гена ал-
кан-монооксигеназы (alkB), отвечающего за де-
струкцию н-алканов в исследуемых образцах, оце-
нивали методом количественной ПЦР в реальном 
времени. Нуклеотидная последовательность прай-
мера (5’-3’) гена alkB такова – F – TGGCCGGCTA 
CTCCGATGATCGGAATCTGG и  Re – CGCG 
TGGTGATCCGAGTGCCGCTGAAGGTG [44, 
57]. Размер целевого участка составлял 870 bp [57]. 
Измерение проводили на детектирующем ампли-
фикаторе DТLite4 ДНК-Технология (Россия) на 
определенные сутки сукцессии (14-е сут). Полу-
ченные результаты измерений обрабатывали с ис-
пользованием пакета программы Realtime_PCR. 
Данный детектирующий амплификатор DТLite4 
совмещает в  себе функции программируемого 
термоциклера и оптической системы, позволяю-
щей регистрировать флуоресценцию реакцион-
ной смеси в пробирках в ходе полимеразной цеп-
ной реакции. Использовали интеркалирующий 
краситель SYBR® Green и красители, связанные 
с праймерами (Lightcyaler – два зонда, связываю-
щие ДНК-мишень на небольшом расстоянии друг 
от друга). Реакционную смесь готовили из препа-
рата Super MixEva Green Biorad (концентрирован-
ный буфер с дезоксирибонуклеотидами, полиме-
разой Sso7d-fusion, MgCl2, красителем EvaGreen 
и стабилизаторами). Калибровку прибора прово-
дили по зависимости интенсивности флуоресцен-
ции от логарифма концентрации ДНК стандарт-
ных растворов. В  качестве стандарта применя-
ли культуру Streptomyces violaceus (sec. Roseus: ser. 
Roseoviolaceus), способную использовать углеводо-
роды в качестве единственного источника питания 
(толуол).

Применяли следующий протокол для ам-
плификации: 1 цикл: 94.0°C – 5 мин; 30 циклов: 
94.0°C – 1 мин; 60°C – 1 мин; 72°C – 1 мин; 1 цикл: 
72°C – 3 мин; 1 цикл – 4°C – охлаждение. Вычис-
ление размеров пиков при амплификации и  их 
площади проводили с использованием программ-
ного блока Fragment Analysis (Beckman Coulter). 
При статистической обработке из рассмотрения 
исключали пики с интегральной площадью менее 
1% от суммарной в каждом отдельном образце. Для 
сравнения генетического разнообразия сообществ 
использовали коэффициент Симпсона:

S = 1 – Σ(ni/n)2,

где ni – площадь отдельного пика; n – совокупная 
площадь пиков; вычисления проводили с исполь-
зованием программы PAST.

Количество исследуемой ДНК выражали в аб-
солютных или относительных единицах. Каждое 
количественное определение матрицы ДНК тре-
бовало трех стандартов и отрицательного контроля 
(образца без матрицы ДНК).

Статистическую обработку данных содержания 
рибосомальных генов микроорганизмов проводи-
ли с помощью программы Statistica 6.0. Все пробы 
почв анализировали в 5-кратной повторности.

Биомассу прокариот оценивали с помощью ме-
тода люминесцентной микроскопии с примене-
нием флуоресцентного красителя акридина оран-
жевого (микроскоп Биомед 5 ПР ЛЮМ (Россия)) 
при увеличении 1000× с масляной иммерсией [7]. 
Десорбцию клеток с почвы проводили при помо-
щи ультразвуковой установки УЗДН‑1 (Россия) 
(2 мин, сила тока 0.40 А, частота 22 кГц). Расчет 
числа клеток прокариот на 1 г субстрата произво-
дили по формуле:

N = S1 a n/V S2 C,

где N – число клеток на 1 г субстрата; S1 – площадь 
препарата, мкм2; a – количество клеток в одном 
поле зрения, усреднение производится по всем 
препаратам; n – показатель разведения бактери-
альной смеси, мл; V – объем капли, наносимой на 
стекло, мл; S2 – площадь поля зрения микроскопа, 
мкм2; C – навеска субстрата, г. Длину актиноми-
цетного мицелия в 1 г образца, NМА определяли 
по формуле:

NМА = S1 a n/v S2 c×106,

где S1 – площадь препарата, мкм2; а – средняя дли-
на фрагментов актиномицетного мицелия в поле 
зрения, мкм; n – показатель разведения суспензии, 
мл; v – объем капли, наносимой на стекло, мл; S2 – 
площадь поля зрения микроскопа, мкм2; с – наве-
ска образца, г.

Биомассу грибов определяли методом люминес-
центной микроскопии с применением флуорес-
центного красителя калькофлуора белого [7]. Учет 
спор и длины мицелия осуществляли на люминес-
центном микроскопе Биомед 5 ПР ЛЮМ (Россия) 
при увеличении 400×. Десорбцию клеток с почвы 
проводили при помощи вортекса MSV‑3500 (Лат-
вия) при скорости 3500 об./мин в течение 10 мин. 
Расчет количества грибных клеток на 1 г субстрата 
производили по формуле:

М = ((4a n)/p)×1010,

где М – количество клеток в 1 г почвы; а – сред-
нее число клеток в поле зрения; р – площадь поля 
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зрения (мкм2); n – показатель разведения. Длину 
грибного мицелия в 1 г образца (NМА) определяли 
по формуле:

NМА = S1 a n/v S2 c×106,

где S1 – площадь препарата, мкм2; а – средняя дли-
на фрагментов мицелия в поле зрения, мкм; n – по-
казатель разведения суспензии, мл; v – объем кап-
ли, наносимой на стекло, мл; S2 – площадь поля 
зрения микроскопа, мкм2; с – навеска образца, г. 
Расчет грибной биомассы (мг/г почвы) осуществля-
ли, полагая, что плотность спор равна 0.837 г/см3, 
а плотность мицелия – 0.628 г/см3 [20]. Содержа-
ние грибной биомассы на грамм сухой почвы рас-
считывали с учетом ее влажности. Для каждого об-
разца просматривали по 3 препарата по 90 полей 
зрения каждый.

Долю мертвых клеток микроорганизмов оцени-
вали при помощи этидиума бромида [41], а жизне-
способных – применяя флуоресцеин диацетат [35].

Статистическую обработку данных структу-
ры биомассы прокариот и  грибов осуществляли 
с помощью программ Microsoft Оffice Excel 2020 
и Stаtistica 10.0. Для численности бактерий среднее 
квадратическое отклонение (σn‑1) не превышало 
10%, для мицелия и спор грибов, а также для акти-
номицетного мицелия – 15%.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Количественная оценка содержания рибосомаль-
ных генов методом ПЦР-реал тайм. Численность 
копий рибосомальных генов 16S рРНК архей мала 
и изменялась от 8.46 × 105 до 2.28 × 109 копий ге-
нов/г субстрата. Минимум архей выявлен в мине-
ральном горизонте Cg профиля фоновой почвы 
X4P, а максимум – в подповерхностном горизонте 
W загрязненного нефтепродуктами профиля X1P 
(рис. 2). Для большей части проанализированных 
почв количество рибосомальных генов 16S рРНК 
архей составляло 107–108 копий генов/г субстрата. 
В целом для всех исследованных объектов обилие 
архей сокращалось от поверхностных горизонтов 
к надмерзлотным. Однако в загрязненном нефте-
продуктами профиле X2P и в профиле фоновой по-
чвы X4P максимум архей отмечено для подповерх-
ностных горизонтов Сsu и W, находящихся в 30–40 
и 0–10 см от поверхности. Среди всех проанализи-
рованных профилей ЗФИ наименьшая численность 
архей (1.57 × 108 копий генов/г субстрата) характер-
на для профиля фоновой почвы X4P, а наибольшая 
(4.09 × 109 копий генов/г субстрата) – для загряз-
ненного нефтепродуктами профиля X1P.

Количество копий генов 16S рРНК бактерий 
было в 10 раз больше, чем архей, и варьировало от 
5.14 × 105 копий генов/г субстрата в надмерзлот-
ном горизонте Сsu профиля фоновой почвы X4P 

до 5.05 × 1010 копий генов/г субстрата в моховом 
очесе загрязненного нефтепродуктами профиля 
X2P (рис. 3). Для большей части проанализиро-
ванных почв количество рибосомальных генов 16S 
рРНК бактерий составляло 107–108 копий генов/г 
субстрата. Для всех исследованных профилей ко-
личество генетического материала бактерий резко 
уменьшалось от поверхностных горизонтов к над-
мерзлотным. Среди всех проанализированных 
профилей ЗФИ наименьшая численность копий 
генов бактерий (3.39 × 108 копий генов/г субстра-
та) характерна для загрязненного нефтепродуктами 
профиля X3P, а наибольшая (5.06 × 1010 копий ге-
нов/г субстрата) – для загрязненного нефтепродук-
тами профиля X1P.

Численность рибосомальных генов ITS рРНК 
грибов изменялась от 6.47 × 104 до 8.67 × 1010 ко-
пий генов/г субстрата (рис. 2). Наименьшие зна-
чения выявлены в  единственном горизонте C 
загрязненного нефтепродуктами профиля X3P, 
а максимальные – в моховом очесе загрязненно-
го нефтепродуктами профиля X1P. Для большей 
части проанализированных объектов количество 
рибосомальных генов ITS рРНК грибов состав-
ляло 106–108  копий генов/г почвы. Во всех ис-
следованных профилях количество генетического 
материала грибов уменьшалось от поверхностных 
горизонтов к надмерзлотным. Среди всех проана-
лизированных профилей ЗФИ наименьшая чис-
ленность копий генов грибов (4.05  ×  107 копий 
генов/г субстрата) характерна для загрязненно-
го нефтепродуктами профиля X3P, а наибольшая 
(8.71 × 1010 копий генов/г почвы) – для загрязнен-
ного нефтепродуктами профиля X1P.

Для архей и бактерий минимум численности ко-
пий рибосомальных генов отмечен для минераль-
ных горизонтов профиля фоновой почвы X4P. Для 
архей и грибов максимум численности копий ри-
босомальных генов характерен в загрязненном не-
фтепродуктами профиле X1P. Для бактерий и гри-
бов минимум численности копий рибосомальных 
генов зафиксирован в загрязненном нефтепродук-
тами профиле X1P, а максимум – в загрязненном 
нефтепродуктами профиле X3P.

Количество копий рибосомальных генов всех 
микроорганизмов в  супрагляциальных объектах 
по порядку значений было сопоставимо с данными 
для поверхностных горизонтов исследуемых почв, 
загрязненных нефтепродуктами.

Численность копий функционального гена alkB, от-
вечающего за синтез фермента алкан-монооксиге-
назы, варьировала от 4.4 × 101 до 3.14 × 105/г субстра-
та и резко уменьшалось от поверхностных горизон-
тов к глубинным (рис. 3). Максимальные значения 
количества генов alkB отмечены в профилях X1P, 
X2P, X3P, загрязненных нефтепродуктами, а ми-
нимальное – в фоновых почвах. В надмерзлотном 
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Рис. 2. Количество копий генов микроорганизмов: a – 16S рРНК архей; b – 16S рРНК бактерий; c – ITS рРНК 
грибов.

Рис. 3. Количество копий функциональных генов alkB.
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горизонте профиля X4P данные гены не выявле-
ны. Количество копий функциональных генов alkB 
в супрагляциальных объектах по порядку значений 
было сопоставимо с данными для поверхностных 
горизонтов исследуемых фоновых почв.

Структура биомассы грибов. Значения биомассы 
микобиоты в исследованных объектах варьировали 
от десятков до сотен мг/г субстрата (табл. 2). Отме-
чено резкое снижение ее значений от поверхност-
ных органогенным к глубинным минеральным го-
ризонтам. Минимум грибов (до 0.035 мг/г субстра-
та) обнаружен в глубинном слое 40–50 см профиля 
X4P, а максимум микобиоты (более 0.445 мг/г суб-
страта) – в моховых очесах и почвенной биологиче-
ской корке исследованных профилей. Наибольшие 
значения биомассы грибов (0.587 мг/г субстрата) 
выявлены в почвенной биологической корке про-
филя X4P. Оценивая среднюю биомассу по профи-
лям, заметно их разделение на 2 группы – где мень-
ше грибов (до 0.170 мг/г субстрата – профили X1P 
и X3P) и где больше микобиоты (до 0.230 мг/г суб-
страта – профили X2P и X4P) (табл. 3). Доля ми-
целия в изученных образцах варьировала от 9.4 до 
79.0%. Более половины биомассы грибов представ-
лено мицелием лишь в верхних и отдельных мине-
ральных горизонтах. Минимум мицелия (вплоть до 
полного отсутствия) обнаружен нижних горизон-
тах, в то время как органогенные слои изобилова-
ли гифами грибов, длина которых в них достига-
ла более 240 м/г субстрата. Максимальное разви-
тие мицелия (362.73 м/г субстрата) отмечено в том 
же слое, что и наибольшая биомасса микобиоты. 
Длина мицелия микобиоты так же, как биомасса, 
резко снижается с глубиной в почвенном профи-
ле. Численность одноклеточных грибных пропа-
гул (спор и дрожжей) в изученных почвах состав-
ляет 104–105 кл./г субстрата. Большая часть про-
пагул микобиоты представлена формами мелких 
размеров (2–3 мкм), доля которых увеличивалась 
от поверхностных горизонтов (68.8–96.3%) к глу-
бинным (до 100%). Крупные пропагулы диметром 
5–7 мкм выявлены исключительно в органогенных 
горизонтах, и их численность составляет не более 
103 кл./г субстрата. В минеральных слоях грибы 
практически полностью представлены одноклеточ-
ными пропагулами (спорами и дрожжами). Около 
76% пропагул округлой формы с гладкой поверх-
ностью; 2% округлы и шероховаты; 17% – оваль-
ны с гладкой поверхностью; 5% – имеют овальную 
форму с неровностями.

Для определения доли микобиоты, разлагаю-
щей и инактивирующей нефтепродукты, необхо-
димо оценить процент жизнеспособных клеток. Их 
доля в биомассе грибов существенно варьировала 
от 34% в  надмерзлотном горизонте Сg нефтеза-
грязненного профиля X2P до 82% в моховом очесе 
профиля X4P фоновой почвы. В целом, доля жиз-
неспособных клеток микобиоты уменьшалась от 

поверхностных органогенных горизонтов (74–82%) 
к глубинным (34–54%). Наибольшее количество 
жизнеспособных пропагул обнаружено в профиле 
X4P фоновой почвы.

Биомасса грибов в супрагляциальных объектах 
по порядку значений сопоставима с данными для 
минеральных подповерхностных горизонтов ис-
следуемых почв вне зависимости от степени загряз-
нения ими нефтепродуктами. Крупных пропагул 
грибов в супрагляциальных объектах не выявлено, 
а длина мицелия составляла несколько десятков м/г 
субстрата. Доля жизнеспособных клеток микобиоты 
в супрагляциальных объектах превышала 50%.

Структура биомассы прокариот. Численность про-
кариот в исследованных объектах колебалась от 1 
до 3.5 млрд кл./г субстрата. Наименьшие значения 
выявлены в  минеральных слоях всех профилей. 
Максимум прокариот обнаружен в моховых очесах. 
Большая часть образцов характеризуется содержа-
нием не более чем 1.5 × 109 прокариот/г субстрата. 
Общая биомасса прокариот исследованных образ-
цов составляет от 28.07 до 80.74 мкг/г субстрата. 
Наименьшие значения выявлены в глубинных ми-
неральных слоях. Наибольшая биомасса прокари-
от отмечена в поверхностных органогенных гори-
зонтах. В среднем по профилю масса прокариот 
минимальна (от 36 до 40 мкг/г почвы в профилях 
X3P и X2P соответственно) и максимальна (от 51 
до 54 мкг/г почвы в профилях X1P и X4P соответ-
ственно). Биомасса прокариот в большинстве об-
разцов преимущественно представлена однокле-
точными формами (от 98.2 до 100%). Длина мице-
лия актиномицетов составляла от 3.94 до 38.73 м/г 
почвы. Мицелиальные прокариоты в большинстве 
образцов имели гифы не длиннее 17 м/г субстрата, 
однако в отдельных органогенных слоях их дли-
на доходила до 39 м/г субстрата. Большая часть 
(до 78%) клеток прокариот представлена мелкими 
наноформами.

Для выявления доли активной биомассы микро-
организмов, потенциально участвующей в почво-
образовании и разложении нефтепродуктов, необ-
ходимо оценить процент жизнеспособных клеток. 
Их доля в биомассе прокариот существенно варьи-
ровала от 29% в надмерзлотном горизонте Сg не-
фтезагрязненного профиля X2P до 86% в моховом 
очесе профиля X4P фоновой почвы). В целом доля 
жизнеспособных клеток микобиоты уменьшалась от 
поверхностных органогенных горизонтов (74–86%) 
к глубинным (29–53%). Наибольшее количество 
жизнеспособных пропагул обнаружено в профиле 
X4P фоновой почвы.

Величина биомассы прокариот в супрагляци-
альных объектах по порядку значений сопоставима 
с данными для минеральных подповерхностных го-
ризонтов и надмерзлотных слоев породы исследу-
емых почв вне зависимости от уровня содержания 
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в них нефтепродуктов. Длина мицелия актиноми-
цетов в супрагяциальных объектах относительно 
невелика – до 20 м/г субстрата, но его доля в общей 
биомассе прокариот достигала 2–3%.

Общая биомасса микроорганизмов составляла от 
0.081 до 0.666 мг/г субстрата (рис. 4). Наименьшие 
значения выявлены в  глубинном слое 40–50  см 
профиля X4P, а  наибольшие – в  органогенных 

горизонтах всех проанализированных профилей. 
Микробная биомасса постепенно убывала вниз по 
профилям почв, часто нося экспоненциальный ха-
рактер от поверхностным к надмерзлотным гори-
зонтам.

Доля микобиоты в общей микробной биомассе 
варьировала от 56% в минеральных слоях до 88% 
в органогенных горизонтах (рис. 5). Минимальное 

Рис. 4. Общая биомасса микроорганизмов (грибов и прокариот).

Рис. 5. Доля грибов и прокариот в микробной биомассе.
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количество грибов отмечено для надмерзлотного 
горизонта Cg нефтезагрязненного профиля X1P, 
а  максимальное – для органогенного горизонта 
в моховом очесе профиля X4P фоновой почвы.

Важной характеристикой состояния микробных 
сообществ являлась доля жизнеспособных клеток. 
В целом их количество максимально (74–86%) для 
поверхностных органогенных горизонтов и мини-
мально (29–54%) для минеральных надмерзлотных 
слоев. В почвах, загрязненных нефтепродуктами, 
доля жизнеспособных клеток на 5–15% меньше, 
чем в фоновых экосистемах.

Величина биомассы микроорганизмов в  су-
прагляциальных объектах по порядку значений 
сопоставима с данными для минеральных подпо-
верхностных горизонтов исследуемых почв вне 
зависимости от степени загрязнения ими нефте-
продуктами. Доля жизнеспособных клеток микро-
организмов в супрагляциальных объектах была не-
многим более половины от общего количества.

ОБСУЖДЕНИЕ

Количественная оценка содержания рибосомаль-
ных генов микроорганизмов. Численность копий 
рибосомальных генов 16S рРНК архей проана-
лизированных образцов о. Хейса на 2–3 порядка 
ниже, по сравнению с результатами для пелоземов, 
карбопетроземов, петроземов и криоземов севера 
Новой Земли [18], других арктических территорий 
[46, 52]. Представители данного домена обычно 
характеризуются адаптацией лишь к специфиче-
ским условиям окружающей среды и чрезвычайно 
чувствительны к ее изменениям [5, 34], что, по-ви-
димому, ставит археи в минорные позиции микро-
биома почв Высокой Арктики.

Количество копий рибосомальных генов 16S 
рРНК бактерий в исследованных объектах ЗФИ на 
порядок ниже по сравнению с пелоземами, карбо-
петроземами, петроземами и криоземами севера 
Новой Земли [18], оторфованных почв Больше-
земельской тундры [59] и тундровых почв Аляски 
[38, 48]. Это подтверждает многочисленные сви-
детельства о повышенной устойчивости бактерий 
к экстремально низким температурам и олиготро-
фным условиям полярных областей [9, 26, 43].

Численность копий рибосомальных генов ITS 
рРНК грибов изученных объектов о. Хейса сопо-
ставима с таковой других территорий ЗФИ [15, 18, 
19], но на порядок выше, чем в пелоземах, карбо-
петроземах, петроземах и криоземах севера Новой 
Земли [18]. Вероятно, это можно объяснить ло-
кально большим содержанием органического ве-
щества в некоторых биотопах о. Хейса, где были 
отобраны образцы. Микобиота наиболее быстро, 
по сравнению с другими микроорганизмами, уве-
личивает свою численность при наличии даже 

небольшого количества органического вещества 
в субстрате [30].

Закономерным кажется максимальное обилие 
копий рибосомальных генов всех групп микро-
организмов в поверхностных органогенных гори-
зонтах, поскольку все грибы и большинство про-
кариот, населяющие почву, являются копиотрофа-
ми [5], а цианобактерии могут доминировать лишь 
на дневной поверхности полярных грунтов [42]. 
Профили с максимумом копий рибосомальных ге-
нов микроорганизмов в подповерхностных и над-
мерзлотных горизонтах содержат низкое количе-
ство органического вещества, однако прокариоты 
и грибы стараются избежать негативных абиотиче-
ских факторов (резкие перепады температура, по-
вышенный уровень ультрафиолетового излучения, 
сильные ветры и  др.), развиваясь на некотором 
отдалении от границы почва–воздух. Для Высо-
кой Арктики и Антарктики характерен подобный 
эффект аккумуляции микроорганизмов в подпо-
верхностных слоях безгумусных почв, “каменных 
мостовых” и реголитов [9, 12, 14, 16].

Отмечено, что нефтезагрязненные почвы со-
держали меньшую биомассу, но большую чис-
ленность рибосомальных генов микроорганизмов 
по сравнению с  фоновыми почвами. Это может 
свидетельствовать об использовании углеводоро-
дов микроорганизмами в качестве питательного 
субстрата [30, 54, 57]. Таким образом, почвенный 
микробиом ЗФИ смог адаптироваться к условиям 
высоких концентраций нефтепродуктов. Высокая 
численность микроорганизмов будет способство-
вать интоксикации и  восстановлению местных 
экосистем после антропогенного нарушения.

Уровень биомассы прокариот по профилям ис-
следованных почв Новой Земли коррелирует с чис-
ленностью копий рибосомальных генов 16S рРНК 
бактерий, но не архей, видимо, потому что обилие 
последних мало во всех образцах. Преобладание 
количества архей над бактериями в почвах показа-
но многими микробиологами [31, 34, 59].

Сравнение распределения биомассы микобио-
ты и численности копий рибосомальных генов ITS 
рРНК грибов по изученным почвенным профилям 
во многом дает противоречивые результаты. В от-
дельных горизонтах, где грибная биомасса велика, 
низка численность генов, и наоборот. Полагаем, 
полученные данные по количественной ПЦР для 
грибов связаны с неравномерным распределением 
генетической информации в клетках микобиоты, 
которые могут содержать как по одному, так и по 
несколько ядер c различной концентрацией ДНК 
[36]. Кроме того, значительная часть рРНК грибов 
может находиться непосредственно в почве, а не 
клетках [29].

Численность копий функционального гена alkB 
в исследованных почвах сравнима со значениями, 
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полученными исследователями ранее. Так, в образ-
цах дерново-подзолистых почв, загрязненных по-
лициклическими ароматическими углеводородами, 
отобранных на территории угледобывающего заво-
да (осуществляющего свою деятельность в отрасли 
химической и нефтеперерабатывающей промыш-
ленности), значения концентрации гена алкан-
монооксигеназы, определенные с помощью метода 
RT‑PCR, составляли от 2500 до 3100 копий/г поч
вы, в то время как для фоновых территорий этих 
почв величины были на порядок ниже и колеба-
лись в пределах от 35 до 830 копий/г почвы [44].

Количество копий гена alkB резко уменьшается 
от поверхностных горизонтов к глубинным. Полага-
ем, это может быть связано с тем, что максимальное 
содержание нефтепродуктов при розливах обычно 
находится в верхних слоях почв и грунтов [1].

В надмерзлотном горизонте материнской по-
роды профиля X4P численность копий гена alkB 
крайне мала, что может быть обусловлено мини-
мальным содержанием здесь нефтепродуктов.

При анализе биотехнологического потенциала 
прокариотного компонента современных, реликто-
вых почв и грунтов Антарктиды авторы отмечают, 
что внесение ресурса субстрата увеличивает долю 
генов, ответственных за деградацию ксенобиоти-
ков [18]. Например, при внесении полисахарида 
(хитина) увеличивается количество генов, ответ-
ственных за деградацию полициклических арома-
тических углеводородов. Стоит заметить, что при-
сутствие функционального гена не обязательно оз-
начает его активность, однако позволяет говорить 
о потенциальной возможности к осуществлению 
процессов, кодируемых данными генами. Наиболь-
шее число функциональных генов, маркирующих 
процессы биодеградации ксенобиотиков, обнару-
жено в образцах многолетнемерзлых грунтов, что 
говорит о высоком биотехнологическом потенциа-
ле реликтовых микробных сообществ [18].

Структура биомассы грибов. В  исследованных 
почвах и супрагляциальных объектах о. Хейса зна-
чения биомассы микобиоты сопоставимы с тако-
выми для других почв ЗФИ [13, 19], но в 1.5 раза 
выше по сравнению с севером Новой Земли [14] 
и в 1.2 раза ниже, чем для Шпицбергена [15]. Длина 
грибного мицелия в проанализированных объек-
тах о. Хейса несколько выше, чем в почвах других 
островов ЗФИ [13, 19], гораздо (в 2 раза) больше по 
сравнению с таковой для почв севера Новой Земли 
(–14), однако в 1.5 раза ниже, чем в грунтах Шпи-
цбергена [15]. По-видимому, это может быть обу-
словлено климатическими особенностями, каждой 
из рассмотренных территорий, поскольку средне-
годовые температуры на ЗФИ ниже, чем на Шпи-
цбергене, но выше по сравнению с севером Новой 
Земли [4, 22, 33]. Необходимо отметить, что фак-
тор обилия нефтепродуктов может существенно 

лимитировать развитие почвенной микобиоты 
[54].

Тенденция распределения длины мицелия ми-
кобиоты по профилям изученных почв сходна с та-
ковой по биомассе грибов. Большая часть биомас-
сы микобиоты сконцентрирована в поверхностных 
органогенных горизонтах, где мицелий длинный. 
В  то время как нижние слои обеднены грибны-
ми пропагулами. Вероятно, это происходит как 
со снижением содержания органического веще-
ства, так и с уменьшением содержания кислорода 
в минеральных горизонтах [23]. Базидиомицетный 
пряжковый мицелии грибов обнаруживались край-
не редко (менее 1% от всех гиф) и лишь в поверх-
ностных органогенных слоях. Такой факт косвенно 
может свидетельствовать о низком количестве ми-
коризных симбиозов, характерном для высокоар-
ктических ценозов [50].

Количество одноклеточных пропагул грибов по 
порядку значений соответствует численности тако-
вой для почв других островов ЗФИ [13, 19]. В це-
лом их обилие логично снижается вниз по профи-
лю исследованных почв вслед за биомассой и дли-
ной мицелия микобиоты. Однако для отдельных 
минеральных слоев (горизонт Cg нефтезагрязнен-
ного профиля X2P и горизонта Cg профиля фоно-
вой почвы X4P) отмечали неожиданные повыше-
ния числа одноклеточных пропагул. Такая законо-
мерность может свидетельствовать о значительной 
активности олиготрофных дрожжей, развитие ко-
торых в почве зачастую связано в первую очередь 
с обилием свободной воды, а не легкодоступной 
органики [27]. Дрожжи, в основном, одноклеточ-
ны, поэтому их трудно отличить от покоящихся 
грибных пропагул (спор, конидий и др.) [9]. Отме-
ченное снижение численности крупных пропагул 
диаметра 5–7 мкм вниз по почвенному профилю 
может быть связано с отсутствием многих таксонов 
грибов в минеральных горизонтах в связи с менее 
благоприятными условиями (уменьшение содер-
жания органического вещества и кислорода; также 
уменьшение числа корней растений, необходимых 
для симбиозов).

Доля жизнеспособных пропагул микобиоты 
в проанализированных образцах ЗФИ существен-
но выше (до 82%) по сравнению с почвогрунтами 
Восточной Антарктиды (до 65%) [9, 12]. Такая ин-
формация подтверждает гипотезу о том, что раз-
витие грибов в условиях Высокой Арктики менее 
ограничено абиотическими факторами, по сравне-
нию с Антарктикой [42].

Структура биомассы прокариот. Численность 
прокариот проанализированных почв и супрагля-
циальных объектах о. Хейса сопоставима с тако-
вой для других островов архипелага [19] на поря-
док ниже по сравнению с аналогичным показате-
лем почв Шпицбергена [15], но в 1.5 раза выше, 
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чем для севера Новой Земли [19]. Это можно объ-
яснить более скудной растительностью и  малой 
доступность органического вещества для микро-
организмов. В то же время количество прокариот 
в отдельных органогенных слоях изученных образ-
цов достигает 3.5 млрд/г субстрата, что сопостави-
мо со значениями для подзолистых почв [21, 23]. 
До 78% обнаруженных на ЗФИ клеток прокариот 
представлены мелкими наноформами, что харак-
терно для экстремально холодных экосистем [9, 
14, 19]. Доля жизнеспособных пропагул прокариот 
в проанализированных образцах ЗФИ существен-
но выше (до 86%) по сравнению с почвогрунтами 
Восточной Антарктиды (до 71%) [9].

Структура общей биомассы микроорганизмов. 
Показано, что биомасса микроорганизмов иссле-
дованных территорий ЗФИ составляет от 81 до 
666 мкг/г почвы, что сопоставимо со значениями 
для почв соседнего архипелага Шпицберген [15], 
в 1.3 раза ниже, чем для других островов ЗФИ [16], 
но почти в 2 раза выше, чем для северной оконеч-
ности Новой Земли.

Практически вся биомасса (до 80%) для боль-
шинства изученных образцов о. Хейса сосредото-
чена в поверхностном горизонте так же, как для 
других почв ЗФИ [15, 17, 18], северной части Новой 
Земли [14] и северной части Таймыра [48]. Предпо-
ложительно, этот факт может быть объяснен отно-
сительно высоким обилием корней, которые могут 
существенно повышать вокруг себя численность 
микроорганизмов особенно в почвах бедных пита-
тельными веществами [45].

Доля жизнеспособных пропагул микроорга-
низмов проанализированных образцах ЗФИ суще-
ственно выше (до 86%) по сравнению с почвогрун-
тами Восточной Антарктиды (до 68%) [9, 12]. Такая 
информация подтверждает гипотезу о том, что раз-
витие как про-, так и эукариот в условиях Высокой 
Арктики менее лимитировано абиотическими фак-
торами, чем в Антарктике [39, 56].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Исследованные супрагляциальные объекты со-
держат низкую биомассу микроорганизмов, сопо-
ставимую по значениям с надмерзлотными мине-
ральными горизонтами изученных почв. В биомас-
се микроорганизмов супрагляциальных объектов 
преобладают грибы, а в почвах о. Хейса доля мико-
биоты снижается вниз по профилям. Численность 
копий генов всех микроорганизмов в супрагляци-
альных объектах высока и сопоставима со значени-
ями для поверхностных органогенных горизонтов 
исследованных почв.

Проанализированные нефтезагрязненные по-
чвы и супрагляциальные объекты о. Хейса содер-
жали меньшее количество биомассы, но большую 

численность копий рибосомальных генов микро-
организмов по сравнению с фоновыми почвами. 
Это может свидетельствовать, что почвенный ми-
кробиом ЗФИ смог не только адаптироваться к ус-
ловиям экстремальных концентраций нефтепро-
дуктов, но и, возможно, использованию углеводо-
родов в качестве питательного субстрата. Высокая 
численность микроорганизмов в исследованных 
объектах, по-видимому, способствует постепенной 
интоксикации и восстановлению местных экоси-
стем после антропогенного нарушения. Таким 
образом, некоторое количество нефтепродуктов 
в арктических экосистемах может способствовать 
развитию микробного сообщества почв и почвопо-
добных тел на ледниках. До сих пор экологические 
механизмы данного процесса не ясны, но их изуче-
ние может стать перспективной темой биоремедиа-
ции наземных экосистем.

Судя по высоким показателям количественных 
характеристик исследованных почв и супрагляци-
альных объектов Земли Франца-Иосифа, микро-
организмы могут активно участвовать в почвооб-
разовании и биогеохимических циклах ледниковых 
экосистем. Из-за того, что большая часть биомассы 
микроорганизмов проанализированных образцов 
представлена грибами, можно предположить веду-
щую роль микобиоты в почвенно-биологических 
процессах экосистем на ледниках.
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Microbiome of Soils and Supraglacial Objects in Background and Oil 
Polluted Ecosystems Hayes Island (Franz Joseph Land Archipelago)

D. A. Nikitin1, 3, *, N. A. Manucharova2, and A. S. Dobryansky3
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Using luminescent microscopy and real-time PCR, the microbiome of soils and supraglacial objects in 
the background and oil-contaminated ecosystems of the island was studied Hayes Island, part of the 
Franz Josef Land archipelago. Biomass of microorganisms ranged from 81 to 666 µg/g of substrate; 
most of it (up to 88%) is represented by fungi. Length of fungal mycelium reached more than 360 m/g 
of substrate. The number of prokaryotes varied from 4.0 × 107 to 3.75 × 109 cells/g of substrate; the 
length of actinomycete hyphae reached 40 m/g of substrate. Up to 78% of the detected prokaryotic 
cells are represented by small nanoforms, which is typical for extreme ecosystems. Share of viable cells 
of microorganisms is maximum (74–86%) for surface organogenic horizons and minimum (29–54%) 
for mineral suprapermafrost layers. Prokaryotic complex was dominated by bacteria (from 5.14×105 to 
5.05 × 1010 16S rRNA copies/g of soil), but not by archaea, from 8.46 × 105 to 2.28 × 109 16S rRNA 
copies/g of substrate. Amount of FJL fungal genetic material ranged from 6.47 × 104 to 8.67 × 1010 ITS 
rRNA copies/g soil. Number of copies of the alkB gene (synthesis of alkane monooxygenase for the 
destruction of hydrocarbon n-alkanes) varied from 1.2 × 101 to 1.8 × 105/g of substrate and sharply 
decreased from the surface horizons to the deep ones. Oil-contaminated soils and supraglacial objects 
contained a smaller biomass, however, a greater number of ribosomal genes of microorganisms compared 
to the background ecosystems. An exponential decrease in the analyzed quantitative parameters of 
microorganisms from surface to deep soil horizons was registered.

Keywords: Arctic, extreme ecosystems, soils, number of copies of ribosomal genes, functional alkB genes, 
biomass of microorganisms, prokaryotes, fungi


