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Почва представляет собой главный природный 
банк культур микроорганизмов с полезными для 
человека свойствами. Выяснение свойств почв, 
способствующих формированию и  сохранению 
биоразнообразия, получение консорциумов ми-
кроорганизмов, обладающих биотехнологическим 
потенциалом (способность к азотфиксации, гид-
ролизу природных полимеров и  ксенобиотиков, 
синтезу вторичных метаболитов) — важнейшая на-
учная задача современной микробиологии. На ос-
новании анализа литературных данных и результа-
тов собственных исследований (Sutton et al., 2013; 
Samarghandi et al., 2018; Manucharova et al., 2021) 
нами была высказана гипотеза, что в почвах, под-
верженных антропогенным или абиогенным на-
грузкам, происходит увеличение количества генов, 
маркирующих устойчивость сообщества к стрес-
сам, например, способность к биодеградации ксе-
нобиотиков, а также ключевых генов метаболизма, 
например, превращения азота.

Целью исследований являлось выявление спе-
цифики устойчивости и развития гидролитических 
(хитинолитических, углеводородокисляющих) ми-
кробных комплексов, обладающих биотехнологи-
ческим потенциалом (гидролиз природных поли-
меров и ксенобиотиков, способность к азотфикса-
ции, синтез вторичных метаболитов) в почвенных 
экосистемах, установление закономерностей их 

распространения и зависимости функциональной 
активности от основных экологических факторов.

Для проверки гипотезы нами были проведены 
исследования филогенетического и функциональ-
ного разнообразия микробных сообществ ши-
рокого набора почвенных объектов с различной 
степенью нарушенности. В  качестве основного 
стрессового фактора было выбрано воздействие 
углеводородов нефти, полиароматических углево-
дородов (ПАУ) и биополимера хитина в условиях 
in situ и лабораторных экспериментов. Для наибо-
лее полной оценки функций почвенного микро-
биома в  работе использовали комплекс методов 
анализа генетической информации микробиома, 
ПЦР-определения генов-биомаркеров, оценки фи-
зиологически активной части микробиома и изме-
рения функциональной активности.

Объектами исследования являлись прокариот-
ные сообщества современных почв: дерново-под-
золистой (Московская область, почва на терри-
тории завода, загрязненная ПАУ, 55.728016  с. ш.,  
38.217825  в. д.), торфяной олиготрофной 
(Сибирь, Ханты-Мансийский район (поч-
ва под нефтяной скважиной) 61.31 24ʹ71ʺ с. ш., 
70.26 76ʹ10ʺ  в. д.), чернозема (Волгоградская об-
ласть (модельный эксперимент, загрязнение неф-
тью в течение 7 лет) 51 1ʹ41ʺ с. ш., 40 43ʹ31ʺ в. д.), 
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С применением молекулярно-биологических методов и биоинформационного анализа исследовано 
филогенетическое и функциональное разнообразие прокариотного комплекса почвенных микрокос-
мов. Доминанты гидролитического сообщества различались между образцами разных климатических 
зон. Наряду с сокращением разнообразия и численности прокариот в почвах, подверженных антро-
погенным или абиогенным нагрузкам, установлено возрастание количества генов, маркирующих спо-
собность сообщества к биодеградации ксенобиотиков, генов, кодирующих превращения азота и уро-
вень метаболизма кофакторов и витаминов. Бактериальный комплекс способен к нитрификации при 
высоком загрязнении почвы нефтью, а также его роль возрастает в нижних слоях почвенного профи-
ля. Выявленные закономерности указывают на высокий метаболический потенциал прокариотной 
компоненты рассматриваемых почв.
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серой лесной (Тульская область, модельный экс-
перимент, 53 58ʹ23ʺ с. ш., 37 10ʹ34ʺ в. д.), каш-
тановой (Волгоградская область 49.39936  с. ш.,  
46.81083  в. д.), бурой пустынно-степной (пустыня 
Гоби 43 45ʹ00ʺ с. ш., 111 50ʹ00ʺ в. д.) и реликтовых 
местообитаний: подкурганные каштановые почвы 
(Волгоградская область, юг Приволжской возвы-
шенности Камышинского района), погребенные 
вулканические слоисто-пепловые почвы Камчатки 
(Северная часть Центральной Камчатки, почвенно-
пирокластический чехол северо-западного подно-
жия вулкана Шивелуч 56 49ʹ42ʺ с. ш., 161 19ʹ28ʺ в. д.),  
многолетнемерзлых грунтов Антарктиды (о. Кинг-
Джордж, станция Беллинсгаузен 62 10ʹ04ʺ с. ш., 
59 12ʹ11ʺ в. д.).

Исследовали воздействие антропогенного фак-
тора на прокариотные сообщества почв как в при-
родных экосистемах (например, на месте разлива 
нефти (чернозем, торфяная олиготрофная, дерно-
во-подзолистая) или поступления и накопления 
ПАУ (дерново-подзолистая), так и  в  модельных 
опытах с  искусственным добавлением углеводо-
родов или биополимеров (чернозем, серая лесная, 
дерново-подзолистая, каштановая, бурая пустын-
но-степная, подкурганные каштановые почвы, по-
гребенные вулканические слоисто-пепловые поч-
вы Камчатки, грунты Антарктиды). При проведе-
нии модельных экспериментов применяли метод 
инициации микробной сукцессии увлажнением 
почвенных образцов водой (до 60% от массы поч-
вы) и добавлением в опытные образцы ресурсов: 
биополимеров (хитина или пектина) в количестве 
0.6% от массы почвы или углеводородов в количе-
стве, превышающем показатели сильнозагрязнен-
ных почв (20% от массы почвы). Методика была 
описана нами ранее (Манучарова и соавт., 2021).

Выделение ДНК проводили с  помощью 
PowerSoil DNA IsolationKit компании “MOBio” 
(Германия) в соответствии с рекомендациями про-
изводителя в трехкратной повторности.

Оценивали количество копий генов, кодирую-
щих синтез ферментов, направленных на деструк-
цию углеводородов: алкан-монооксигеназы (alkB 
и alkM)(субстрат: н-алканы) (Wang et al., 2007), ка-
техол‑2,3-диоксигеназа (xylE) (субстрат: катехо-
лы и  протокатехоевые кислоты), 1,2-гидроксина-
фталиндиоксигеназа (nahC) (субстрат: нафталин) 
(Hendrickx et al., 2006). Параллельно проводили 
оценку функциональной деятельности прокариот-
ного сообщества посредством выявления наличия 
в системе генов, участвующих в процессах азотного 
цикла: nifH — нитрогеназная активность (Burgmann 
et al., 2003), amoA (AOB) — монооксигеназная актив-
ность аммоний окисляющих бактерий (Hallin et al., 
2009; Gogmachadze et al., 2023), amoA (AOA) — мо-
нооксигеназная активность аммоний окисляющих 
архей, nirK — нитратредуктазная активность (Henry 
et al., 2004), а  также chitA — хитинолитическая 

активность (Wang et al., 2017). Определения прово-
дили на детектирующем амплификаторе DТLite4 
(“ДНК-Технология”, Россия) с  измерением ин-
тенсивности флуоресценции реакционной смеси 
на каждом цикле в соответствии с рекомендация-
ми производителя. Общую численность прокариот 
в почвах определяли с помощью красителя акриди-
на оранжевого; численность метаболически актив-
ных клеток прокариот и клеток, содержащих функ-
циональный ген алкан-монооксигеназы, оценивали 
методом in situ-гибридизации с рРНК-специфич-
ными флуоресцентно-мечеными олигонуклеотид-
ными зондами (метод FISH). Подсчет проводили 
с использованием люминесцентного микроскопа 
ZEISS Microscope Axioskop 2 plus (Германия) со 
светофильтром Filterset 09 (λ 450‒490 нм) и Filter set 
15 (λ 546 нм) для Cy3-меченых зондов (Манучарова 
и соавт., 2021). Очищенный препарат ДНК использо-
вали в качестве матрицы для реакции ПЦР с исполь-
зованием пары универсальных праймеров к вариа-
бельному участку V4 гена 16S рРНК. Подготовку проб 
и секвенирование выполняли на секвенаторе Illumina 
Miseq (“Евроген”). Полученные данные обрабатыва-
лись в программе SYLVA и ezbiocloud. Функциональ-
ное разнообразие генов в микробных сообществах 
было предсказано при помощи программы PICRUSt 
(Langille et al., 2013). Для сопоставления 16sрРНК 
с уже секвенированными полными геномами была 
использована база бактериальных и архейных геномов 
IMG database (Markowitz et al., 2012).

Авторами было установлено снижение биомас-
сы и альфа-разнообразия, а так же смена метабо-
лически активных доминантов — представителей 
доменов Bacteria и Archaea за счет выхода в доми-
нанты определенных родов — автохтонной микро-
флоры, специфичной для определенных условий 
в микрокосмах, загрязненных нефтью по сравне-
нию с  контрольными образцами в  процессе ми-
кробной сукцессии (Manucharova et al., 2021). Для 
образцов нефтезагрязненных почв южных широт 
доминирующая роль принадлежала представите-
лям актинобактерий, для почв центральной и се-
верной широт — протеобактериям. Для образцов 
чернозема падение разнообразия бактерий в  ре-
зультате загрязнения углеводородами составляет 
44% (индекс Шеннона снижается с 7.09 до 4.84).

Анализ бета-разнообразия методом главных 
компонент с применением метрики Брея‒Кертиса 
на уровне сходства 97% достоверно разделил доми-
нанты гидролитического сообщества между иссле-
дуемыми образцами на четыре кластера: современ-
ные почвы южных широт (каштановая, чернозем), 
современные почвы северной и центральной части 
России (дерново-подзолистая, торфяная), погре-
бенные почвы и многолетнемерзлые грунты (рис. 1).

Такое разделение указывало на то, что при вне-
сении ресурса доминанты гидролитического со-
общества различались между образцами разных 
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климатических зон. На фоне сокращения биораз-
нообразия в загрязненных образцах по сравнению 
с  контролем определено увеличение содержания 
функциональных генов (в 2‒4 раза), отвечающих за 
синтез катехол-диоксигеназы (xylE), алкан-моноок-
сигеназы (alkB) и 1,2-гидроксинафталиндиоксиге-
наза (nahC), маркирующих начальный этап деграда-
ции углеводородов. При анализе функционального 
генетического разнообразия сообщества методом 
восстановления полного метагенома по данным 
высокопроизводительного секвенирования гена 16 s 
рРНК было выявлено, что количество генов, марки-
рующих способность сообщества к биодеградации 
ксенобиотиков, выше в многолетнемерзлых грунтах 
по сравнению с современными почвами. Внесение 
субстрата увеличивает долю генов, ответственных за 
деградацию ксенобиотиков (рис. 2).

На длительных сроках загрязнения наблюдает-
ся последействие поллютанта и дальнейшее увели-
чение численности функциональных генов в срав-
нении со свежим разливом. По прошествии 7 лет 
после нефтеразлива бактериальное разнообразие 
продолжает сокращаться. Выявлены устойчивые 
и чувствительные к нефтезагрязнению представи-
тели. К устойчивым среди представителей филлума 
Actinomycetota относятся рода Gaiella и Streptomyces.

Показано наличие ряда ключевых генов цикла 
азота (nifH, amoA, nirK, chitA) как в современных, 
так и погребенных горизонтах исследуемых почв. 
Наличие копий гена nifH бактерий азотфиксато-
ров, способных обеспечить систему азотом, можно 
рассматривать как один из этапов самовосстанов-
ления почв. В современных почвах наличие генов, 
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Рис. 1. Анализ методом главных компонент с применением метрики Брея–Кертиса структуры прокариотных сообществ 
исследуемых образцов с добавлением субстратов (биополимера хитина или углеводородов).

Рис. 2. Биодеградация ксенобиотиков: A — аминобензоат; B — бензоат; C — капролактамы; D — хлороалканы/хлоро-
алкены; E — хлороциклогексан/хлоробензен; F — нафталин; G — ПАУ. Исследуемые образцы: 1 ‒ чернозем; 2 ‒ чер-
нозем, инкубируемый с ресурсом; 3 — каштановая почва с ресурсом; 4 — каштановая почва; 5 — дерново-подзолистая 
почва, инкубируемая с ресурсом; 6 ‒ дерново-подзолистая почва; 7 ‒ многолетнемерзлый грунт; 8 ‒ многолетнемерз-
лый грунт, инкубированный с ресурсом.
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отвечающих за возможность фиксации молекуляр-
ного азота из воздуха, было выше по сравнению 
с погребенными и достигало 4.54 × 106 копий ге-
на/г.п., для погребенного горизонта 2.5 × 104 ко-
пий гена/г.п. Важно отметить присутствие, хотя 
и незначительное, гена nifH в более глубоких сло-
ях почвы, что указывает на возможный потенциал 
обитающих там микробных сообществ. Для вул-
канических почв (как современных, так и погре-
бенных) удалось выявить наличие генов аммоний 
окисляющих бактерий и архей. Динамика присут-
ствия гена amoA в современном горизонте вулкани-
ческой перегнойно-охристой почвы демонстриру-
ет увеличение его концентрации в бактериальном 
комплексе в вариантах с нефтью (2.3 × 107 копий 
ДНК/г.п.) к 10 сут сукцессии. Бактериальный ком-
плекс способен к нитрификации при высоком за-
грязнении почвы нефтью, а также его роль возра-
стает в нижних слоях почвенного профиля.

Таким образом, влияние антропогенной нагруз-
ки изменяет “метаболический профиль” почвенных 
сообществ, что выражается как в увеличении коли-
чества микроорганизмов, обладающих биотехно-
логически ценными свойствами (количество функ-
циональных генов), так и в изменении состава этих 
микроорганизмов, что и открывает возможность для 
поиска новых биотехнологически ценных штаммов.
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Abstract—Molecular biological techniques and bioinformatic analysis were used to investigate the 
phylogenetic and functional diversity of the prokaryotic complex of soil microcosms. The dominant 
organisms of the hydrolytic community were different in the samples from different climatic zones. In 
the soils subject to anthropogenic or abiogenic load, apart from decreased diversity and abundance 
of prokaryotes, the number of the genes marking the ability to degrade xenobiotics, as well as those 
encoding nitrogen conversion and metabolism of vitamins and cofactors, was found to increase. Under 
heavy oil contamination, the bacterial community was capable of nitrification; its role increased in the 
lower horizons of the soil profile. The patterns revealed in the work indicate high metabolic potential of 
the prokaryotic component of the studied soils.

Keywords: functional genes, hydrocarbon degradation, antibiotic synthesis, nitrate reductase, nitrogenase, and 
monooxygenase activities


