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Предложен метод комплексной оценки динамики распространения клеток микроорганизмов и фа-
говых частиц при вытаивании сезонно-талого слоя реликтового жильного льда. Представлены ре-
зультаты натурно-лабораторных исследований, проведенных в районе термоцирка в верхней части
обнажения пермафроста Мамонтовой горы (Якутия, РФ). Для повышения достоверности результа-
тов, суспензии двух видов микроорганизмов и двух видов колифагов как биомаркеров вносили не-
посредственно на поверхность вытаивающего льда и в поток талой воды. Показано, что каждый из
четырех различающихся модельных биологических объектов: а) характеризуется собственными па-
раметрами перемещения в потоке ручейной воды; б) способен преодолеть вместе с ручейной водой
расстояние 132 м за 25–35 мин.
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Исследование посвящено отработке методи-
ческих приемов для изучения распространения
микроорганизмов и фаговых частиц в зонах выта-
ивания льдов вечной мерзлоты. Эффективный
мониторинг пространственного и временнόго
распространения любых микробных объектов, в
том числе и болезнетворных, при оттаивании веч-
ной мерзлоты Арктики безусловно актуален, осо-
бенно в условиях потенциального глобального
потепления климата.

Микроорганизмы экологических ниш припо-
лярных районов, в частности, обнаруживаемые в
толще льдов, вызывают особенный интерес, по-
скольку в условиях, способствующих длительно-
му хранению клеток и фаговых частиц, могут со-
храняться в жизнеспособном состоянии очень
древние формы (Gilichinsky et al., 2007; Мельни-
ков и соавт., 2011; Wilhelm et al., 2011; Meiring
et al., 2012). Практически все микробиологиче-
ские исследования приполярных экониш посвя-
щены установлению таксономического состава
соответствующих микробных сообществ (Junge
et al., 2002; Steven et al., 2006; Segawa et al., 2011;
Филиппова и соавт., 2013), а также определению

молекулярных механизмов сохранения биострук-
тур в условиях замораживания (Mitova et al., 2005;
Papa et al., 2009; Merlino et al., 2010; Piette et al.,
2010; Satory et al., 2011; Кряжевских и соавт., 2013).
В отобранных пробах чаще всего оценивают чис-
ленность и разнообразие культивируемых аэроб-
ных гетеротрофных микроорганизмов, используя
микробиологические и молекулярно-генетиче-
ские методы идентификации (Мулюкин и соавт.,
2002; Williamson et al., 2007; Кряжевских и соавт.,
2012; Мулюкин и соавт., 2014). Вместе с тем суще-
ствует возможность перемещения клеток микро-
организмов и фаговых частиц с водными и воз-
душными потоками как по поверхности, так и по
капиллярам и трещинам при оттаивании вечно-
мерзлых отложений и жильных льдов.

Целью данного исследования было разрабо-
тать метод оценки динамики распространения
микроорганизмов и фагов, вытаивающих изо
льда вечной мерзлоты, с использованием биоло-
гических маркеров, вносимых непосредственно в
зоне таяния. Постулировалось, что закономерно-
сти распространения биомаркеров и компонен-
тов природной микробиоты оттаивающих льдов
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аналогичны. Подобные исследования важны в
отношении малоизученных районов российской
Арктики в связи с намеченными обширными
планами интенсивного использования припо-
лярных зон России в хозяйственной и оборонной
деятельности.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Биологические маркеры. В качестве биологиче-
ских маркеров использовали два вида микроорга-
низмов и два вида колифагов. Эукариотным мар-
кером был специально сконструированный
штамм непатогенных аскомицетных дрожжей
Yarrowia lipolytica Y-3603 (Scioli et al., 1997; Yuzba-
sheva et al., 2011; Zinjarde et al., 2014). Клетки Y. li-
polytica Y-3603 генетически маркированы внесе-
нием структурного гена красного флуоресцент-
ного белка TurboFP635, ковалентно связанного с
поверхностным белком клеточной стенки YlPir1.
В лабораторных условиях наличие клеток Y. lipo-
lytica Y-3603 в пробах ручейной воды определяли
двумя независимыми методами: 1) по количеству
колониеобразующих единиц (КОЕ) при посеве
на LB-агаре с ампициллином, канамицином и
тетрациклином, не препятствующих росту мар-
керного штамма; 2) по наличию красных флуо-
ресцирующих клеток методом флуоресцентной

микроскопии (микроскоп Axioplan, “Carl Zeiss”,
Германия).

В качестве второго маркера использовали вы-
деленный в чистую культуру изолят актинобакте-
рий – штамм Л18, полученный ранее из образца
древнего жильного льда Мамонтовой горы (экс-
педиция 2012 г.). Изолят Л18 отличался хорошим
ростом на полноценной среде LB и устойчиво-
стью к неблагоприятным воздействиям. По дан-
ным анализа 16S рРНК, штамм Л18 был отнесен к
роду Dietzia и обнаружил высокое сходство (99%)
с представителями трех видов этого рода: D. na-
tronolimnaea, D. dagingensis, D. psychralcaliphila (Ko-
erner et al., 2009). Количество клеток актинобак-
терий Dietzia sp. Л18 определяли в пробах по коли-
честву колоний специфического морфотипа,
имеющих розовую пигментацию, при посевах на
полноценную агаризованную среду LB. Повтор-
ность определений численности жизнеспособ-
ных клеток 3–5-кратная при постановке 2–3 не-
зависимых серий опытов.

В работе использовали два существенно разли-
чающихся бактериофага, имеющих узкий круг
энтеробактерий-хозяев. Фаг G7C образует четкие
негативные колонии на газоне Escherichia coli 4s
(Kulikov et al., 2012). Второй фаг 9G на газоне дру-
гого штамма E. coli С600 образует мелкие негатив-
ные колонии. Численность фаговых частиц в су-
пернатантах природных проб (после отстаивания
в течение 1 ч) определяли подсчетом негативных
колоний (БОЕ). Титрование супернатантов проб
проводили на газонах обоих штаммов-хозяев в
пяти повторностях.

Полевые эксперименты проводили в районе
Мамонтовой горы, Центральная Якутия (Мельни-
ков c соавт., 2011). Маркерные микроорганизмы и
бактериофаги вносили в двух точках: верхняя точ-
ка – у подножья слоя обнажения вытаивающего
льда, вторая точка – у истока ручья из сборного
водоема, сформированного вытаивающей водой
(рис. 1, точки 1 и 2).

Образцы биомаркеров для внесения в зону выта-
ивания льда вечной мерзлоты приготавливали не-
посредственно на месте внесения путем ресус-
пендирования в ручейной воде привезенных свежих
высококонцентрированных микробных и фаговых
препаратов. Образец для внесения в точке 1 (общий
объем 2500 мл) содержал клетки дрожжей Y. lipo-
lytica (1150 г) и 200 мл суспензии частиц фага G7C
(1011 БОЕ/мл). Образец для внесения в точке 2 (об-
щий объем 500 мл), содержал 100 мл суспензии кле-
ток актинобактерий Dietzia sp. Л18 (4.8 × 108 КОЕ/мл)
и 200 мл суспензии частиц фага 9G (1011 БОЕ/мл).

Скорость распространения маркерных биоло-
гических объектов оценивали по их количеству в
отбираемых с определенными временными ин-
тервалами пробах ручейной воды. Три точки от-
бора проб располагались на основном русле ручья,

Рис. 1. Схематическое изображение участка проведе-
ния модельного эксперимента. Точки внесения мар-
керных биообъектов: подножие ледяной жилы
(точка 1), исток ручья из сборного водоема (точка 2).
В точке 1 вносили суспензии дрожжей Y. lipolytica и
колифага G7C. В точке 2 вносили суспензии актино-
бактерий Dietzia Л18 и колифага 9G. Пробы ручейной
воды для анализа наличия внесенных маркерных
биообъектов отбирали в точках 2–4. В скобках указа-
но расстояние между соседними точками отбора
проб.

Обнажение
льда

Точка 1
(23 м)

Точка 2

Сборный
водоем

(77 м)

Точка 3(32 м)

Точка 4

р. Алдан
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на удалении одна от другой от 23 до 77 м (рис. 1,
точки 2, 3, 4). Всего было отобрано 28 проб ручей-
ной воды. Пробы ручейной воды отбирали в сте-
рильные пластиковые пробирки (50 мл) с крыш-
ками. Четыре контрольные пробы ручейной воды
в каждой из точек отбирали до внесения биообъ-
ектов. Все пробы хранили и транспортировали
при температуре не выше 12°С. Детекцию мар-
керных биологических объектов в пробах прово-
дили через 3 сут в лабораториях ФИЦ Биотехно-
логии РАН.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Описание участка полевых экспериментов. Наи-

более выраженные участки обнажений жильного
льда вечной мерзлоты в районе Мамонтовой горы
находятся на берегу реки Алдан. В обнажении
третьей террасы вскрываются аллювиальные от-
ложения, с начала квартера заполнявшие Нижне-
алданский прогиб, развитый вдоль зоны сочлене-
ния Предверхоянского краевого прогиба с Си-
бирской платформой. В нижней части разреза
вскрываются пески и супеси среднеплейстоцено-
вого возраста. Они содержат частые горизонталь-
ные прослойки пойменных супесей, хорошо
увлажненных за счет льда-цемента. Выше залега-
ет ледовый комплекс с мощными ледяными жи-
лами позднеплейстоценового и голоценового
возраста. Геологические данные показывают, что
похолодание и связанное с ним промерзание от-
ложений началось здесь в конце плиоцена (по-
рядка 2.5–1.8 млн лет назад). Криолитологиче-
ские индикаторы – жильные льды, залегающие
выше по разрезу, свидетельствуют об отсутствии
протаивания мерзлой толщи в голоценовый оп-
тимум (Мельников c соавт., 2011).

В результате протаивания сезонно-талого слоя
реликтового льда вблизи ледяной жилы суще-
ствует водоем, в котором талая вода застаивается,
а затем в виде ручейных потоков попадает в реку
Алдан (рис. 1). Соответственно, для вытаиваю-
щих микроорганизмов и фаговых частиц четко
различаются два этапа распространения: (1) от
поверхности льда вместе с талой водой до сборно-
го водоема, и (2) от этого водоема по ручью до ре-
ки Алдан. Для измерения скорости перемещения
на этих двух этапах была выбрана схема внесения
двух пар различных биомаркеров в двух независи-
мых точках (рис. 1, точки 1 и 2). Биомаркеры,
внесенные в точке 1, имели возможность преодо-
леть максимальное расстояние (132 м) от обна-
женного льда до реки Алдан, а при внесении в
точке 2 – могли перемещаться только в пределах
ручья (109 м).

Важно отметить, что в работе было учтено
обязательное требование к культурам вносимых
биомаркеров: они не должны нарушать видовой
состав природной биоты исследуемого района.

Соответственно, нами были выбраны четыре
экологически безопасных и существенно разли-
чающихся биологических объекта: непатогенные
дрожжи Y. lipolytica, изолят актинобактерий рода
Dietzia (ранее выделенный из исследуемой крио-
зоны) и два вида четко различимых колифагов.

Предварительные замеры расхода воды в ручье
показали следующие значения: 4 л/мин в верхней
части потока (точка 2) и 6 л/мин в нижней (точка 3).
Скорость потока ручейной воды в точке 3 состав-
ляла 1 м/с. Была отмечена выраженная неравно-
мерность потока, скорее всего, связанная с воз-
можностью формирования временных заторов
из-за скопления песка, глины и фрагментов рас-
тительности.

Поскольку ручейная вода отличалась высоким
содержанием нерастворимых компонентов, про-
вели определение объемной доли осадков в ото-
бранных пробах воды (рис. 2). Максимальная
объемная доля осадков (60 об. %) наблюдалась в
пробах, отобранных в месте излива ручья из сбор-
ного водоема (точка 2) и снижалась по мере при-
ближения к реке Алдан (до 37 об. %). В воде, вы-
таивающей изо льда пермафроста (точка 1), объ-
емная доля осадков была минимальна (2 об. %).

Рассмотрим распределение жизнеспособных
клеток или вирусных частиц в отобранных пробах
для каждого из четырех модельных биологиче-
ских объектов.

Перемещение модельных биологических объек-
тов, внесенных на поверхность ледяной жилы (в
точке 1). Исходная суспензия клеток Y. lipolytica до

Рис. 2. Объемная доля нерастворимых компонентов в
пробах ручейной воды, отобранных в ходе экспери-
мента.
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внесения на поверхность льда в точке 1 содержала
порядка 106 КОЕ/мл (рис. 3а). Первая проба воды
в точке 2 у излива ручья из сборного водоема на
расстоянии 23 м от точки внесения была отобрана
через 10 мин после начала эксперимента. В по-
следовательно отбираемых из точки 2 пробах на-
блюдали выраженную убыль концентрации кле-
ток дрожжей: через 10 мин – 2 × 103 КОЕ/мл, че-
рез 30 мин – 5 × 102 КОЕ/мл, что указывает на
относительно быстрое распределение клеток био-
маркера по объему сборного водоема. При переме-
щении по ручью дрожжи также рассеивались в по-
токе, о чем судили по снижению их титра в пробах 3
и 4, отобранных в среднем течении ручья (точка 3:

(1–3) × 101 КОЕ/мл; точка 4: (1–3) × 101 КОЕ/мл).
Весь путь 132 м от точки внесения (точка 1) до
нижней точки отбора проб (точка 4) слабо выра-
женное “пятно” маркированных дрожжевых кле-
ток прошло за 30–35 мин. Анализ проб ручейной
воды, отобранных через 24 ч после внесения Y. li-
polytica, показал наличие жизнеспособных клеток
дрожжей в низкой концентрации только в пробе
из точки 4 (рис. 3а).

Суспензию колифага G7C вносили непосред-
ственно на лед (вместе с клетками Y. lipolytica) в кон-
центрации 2 × 106 БОЕ/мл. В пробах, отбираемых в
изливе в течение 60 мин, титр колифага G7C прак-
тически не изменялся: через 10 мин после внесения

Рис. 3. Содержание жизнеспособных клеток (а, в; КОЕ/мл) и активных фаговых частиц (б, г; БОЕ/мл) в пробах воды,
отобранных в точках 1–4. Указаны интервалы между моментами внесения биомаркеров (время “0”) и моментом от-
бора пробы.
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в точке 2 обнаруживалось 4 × 106 БОЕ/мл, через
30 мин – 9 × 106 БОЕ/мл, через 60 мин – 6 ×
× 106 БОЕ/мл (рис. 3б). Таким образом, содержа-
ние фаговых частиц в сборном водоеме, в отличие
от маркерных дрожжей, очень стабильное.

Основное маркерное “пятно”, содержащее
максимальное число фаговых частиц, перемеща-
лось по ручью пропорционально скорости потока
по уклону берега, поскольку из точки 2 в точку 3
(расстояние 77 м) “пятно” пришло за 7 мин, а в
точке 4 (расстояние 32 м) было обнаружено еще
через 8 мин. Весь путь от точки внесения у подно-
жья ледяного обнажения (точка 1) до нижней точ-
ки отбора проб (точка 4, общая удаленность 132 м)
“пятно” частиц колифага G7C прошло за 25–
30 мин. Снижение концентрации активных фаго-
вых частиц в пробах, отобранных в нижних точ-
ках 3 и 4, наблюдается только через 12 ч. В целом,
маркерные биообъекты с существенно различаю-
щимися массой и объемом (дрожжи Y. lipolytica и
колифаг G7C) перемещались с практически оди-
наковой скоростью.

Перемещение модельных биологических объек-
тов, внесенных в излив ручья (в точке 2). Числен-
ность бактериального маркера ─ актинобактерий
Dietzia sp. Л18, внесенных в точке 2, определяли
по числу колоний с характерной формой и пиг-
ментацией в посевах проб на агаризованной среде
LB. Для определения фонового уровня присут-
ствия аборигенных таксономически и фенотипи-
чески близких бактерий проводили анализ ото-
бранных контрольных проб. Подсчет характер-
ных пигментированных колоний показал
присутствие природного фона актинобактерий в
нижнем течении изучаемого ручья в концентра-
ции (1–7) × 101 КОЕ/мл. Поскольку приготов-
ленная для внесения в ручей суспензия клеток Di-
etzia sp. Л18 содержала порядка 5 × 108 КОЕ/мл,
перемещение “пятна” внесенных маркерных ак-
тинобактерий удалось достоверно наблюдать на
фоне аборигенных актинобактерий (рис. 3в).
Путь от начала ручья (точка 2) до нижней точки
отбора проб (точка 4, общая удаленность 109 м)
слабо выраженное бактериальное “пятно” про-
шло за 30 мин. Через 30 мин в точке 4 наблюдали
второй, более выраженный пик наличия маркер-
ных клеток – (2–3) × 103 КОЕ/мл. Подобный ха-
рактер перемещения клеток актинобактерии Di-
etzia может указывать на возможность их ассоци-
ации (адсорбции) на неких подвижных
компонентах в потоке вытаивающей воды.

Использование в качестве биомаркера коли-
фага 9G дало минимальную информацию. Преж-
де всего, концентрация суспензии фаговых ча-

стиц еще до внесения в ручей резко снизилась до
2 × 104 БОЕ/мл (рис. 3г). Тем не менее, путь от
точки внесения в начале ручья (точка 2) до
точки 4 слабо выраженное “пятно” вирусных ча-
стиц прошло за 25 мин. При этом отметим полное
отсутствие активных частиц колифага 9G во всех
пробах, отобранных в точке 3, тогда как они при-
сутствовали в пробах из точки 4, расположенной
ниже по течению ручья. Можно предположить,
что частицы колифага 9G концентрируются в
нижнем течении ручья как сорбированные на не-
ких природных структурах.

Предложенный оригинальный метод, осно-
ванный на использовании комплекса биологиче-
ских маркеров, вносимых в природную зону, где
наблюдается вытаивание вечной мерзлоты, поз-
волил провести оценку скорости распростране-
ния микроорганизмов и вирусных частиц с потоком
талой воды. Обязательным условием при выборе
маркерных биологических объектов является их
экологическая безопасность для изучаемого биоце-
ноза, в том числе для аборигенной микробиоты.

Полученные данные продемонстрировали, во-
первых, способность всех биомаркеров преодо-
леть вместе с талой водой достаточно протяжен-
ное расстояние (132 м) за ограниченное время
(25–35 мин), во-вторых, наличие у каждого из
биологических объектов собственных характери-
стик перемещения в потоке талой воды. В-третьих,
были выявлены достоверные различия в характере
распространения биомаркеров, внесенных на таю-
щий мерзлотный лед выше сборного водоема и
точке излива талой воды из него. Анализ получен-
ных данных позволил сделать предварительное
заключение о том, что в значительной степени
распространение биологических микроскопиче-
ских объектов (и, возможно, их выживаемость) в
потоках талой воды пермафроста в естественных
экологических условиях определяются степенью
их адсорбции на структурных элементах потоков.
Соответственно, целесообразно получить инфор-
мацию о динамике перемещения в потоках талой
воды самих структурных нерастворимых компо-
нентов как переносчиков адсорбированных на
них клеток микроорганизмов и вирусных частиц.

Динамика перемещения и распределение в по-
токе жизнеспособных частиц колифагов G7С и
9G, внесенных выше сборного водоема и на вы-
ходе из него, существенно различалась. Концен-
трация частиц 9G практически сразу после их
внесения в ручейную воду упала до номинально
обнаруживаемого уровня. Напротив, колифаг
G7С, внесенный непосредственно на лед, обна-
руживался в неизменно высокой концентрации
как во всех пробах из сборного водоема, так и в
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ручейных пробах, в том числе, отобранных через
24 ч после внесения. В целом, можно заключить,
что суспензии частиц колифагов удобны для ис-
пользования в качестве маркерных биообъектов в
мониторинговых исследованиях.

Аналогичное заключение можно сделать отно-
сительно впервые использованного для экологи-
ческих исследований штамма непатогенных
дрожжей Y. lipolytica Y-3603, маркированных ге-
ном красного флуоресцентного белка. Дополни-
тельным преимуществом штамма Y-3603 являет-
ся возможность оценивать не только фенотипи-
ческие признаки его колоний, но и применять
высокоселективную среду. Способность маркер-
ного штамма Y-3603 к росту на среде с добавлени-
ем ампициллина, канамицина и тетрациклина
обеспечивала достоверность обнаружения клеток
именно этого биомаркера в отбираемых пробах с
поверхности вытаивающего льда до реки Алдан.

Интерес к использованию в настоящем иссле-
довании актинобактерии Dietzia sp. Л18, опреде-
лялся тем, что она представляла собой компонент
микробиоты древнего жильного льда (неопубли-
кованные данные) и была выделена из проб оттаи-
вающего льда, отобранных в этом районе Мамон-
товой горы. Использование высокой концентра-
ции клеток во внесенном препарате, во-первых,
позволило оценить динамику их перемещения в
вытаивающей воде даже на фоне заметного уровня
аборигенных актинобактерий в потоке ручейной
воды, во-вторых, подтвердило вывод о возможном
влиянии на перемещение микроорбъектов в вод-
ном потоке их сорбированного или планктонного
состояния. Отметим, что для дальнейшего ис-
пользования пигментированных актинобактерий
целесообразно использовать генетически марки-
рованные штаммы.

Анализ полученных данных позволил сделать
следующие выводы.

Каждый из четырех маркерных биологических
объектов имеет собственные характеристики пе-
ремещения в потоке талой воды. Наличие сбор-
ного водоема на пути талой воды определяет
успешность адсорбции биологических объектов
на нерастворимых компонентах потока. Инфор-
мация о перемещениях таких компонентов может
дать дополнительный материал о динамике пере-
мещения вытаивающих микробных клеток и ви-
русных частиц.

Сравнение динамики перемещения и распре-
деление жизнеспособных частиц колифагов G7С
и 9G, внесенных до попадания в сборный водоем
и на изливе из него, показывает, что только в пер-
вом случае в течение 24 ч колифаг присутствует в

исследуемом потоке, тогда как во втором случае
концентрация упала до номинально обнаружи-
мого уровня практически сразу после внесения.
Отсюда следует необходимость внимательного
учета и мониторингового обследования всех
встречающихся на пути потоков сборных водое-
мов как ниш накопления вытаивающих биообъ-
ектов.

В целом, следует констатировать целесообраз-
ность применения нового комплексного метода
биологического маркирования для мониторинга
распространения вытаивающей микробиоты в
талых потоках, а также необходимость развития
исследований в этом направлении. В частности,
необходимо развивать изучение связи между спо-
собностью латеральных поверхностных переме-
щений микробиологических объектов (клеток и
фаговых частиц) с их сорбцией на структурных
минеральных элементах потоков.
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Modeling the Propagation of Microbial Cells and Phage Particles 
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Abstract—A method is proposed for integral assessment of the propagation of microbial cells and viral parti-
cles during seasonal thawing of relic ice wedge layers. The results of on-site and laboratory investigation car-
ried out in the upper part of permafrost exposure at Mamontova Gora (Yakutiya, Russia) are presented. To
increase reliability of the results, suspensions of two microbial species and two coliphage species were intro-
duced as biomarkers directly on the surface of thaing ice and in the meltwater f low. Each of the four different
model biological objects was shown to possess unique parameters of movement in the meltwater f low and is
able to move 132 m in 25–35 min with the water f low.

Keywords: Arctics, permafrost, relic ice wedge, thawing, propagation of microorganisms and phage particles,
investigation methods
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