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Установлены закономерности распространения и зависимости функциональной активности мета-
болически активных прокариот от основных экологических факторов. В исследовании применяли
молекулярно-биологические и биоинформатические подходы. Спектр исследуемых образцов
включал современные почвы Волгоградской, Тульской, Московской областей, Сибири и северной
части Центральной Камчатки, реликтовые местообитания Волгоградской области и Центральной
Камчатки, многолетнемерзлые грунты Антарктиды, о. Кинг-Джордж. Рассматривали воздействие
антропогенных и абиогенных нагрузок на развитие прокариотного сообщества. В почвах, подвер-
женных антропогенным или абиогенным нагрузкам, наряду с сокращением разнообразия и числен-
ности прокариот установлено увеличение количества генов, маркирующих способность сообще-
ства к биодеградации ксенобиотиков, а также генов, кодирующих превращения азота и уровень ме-
таболизма кофакторов и витаминов. Бактериальный комплекс способен к нитрификации при
высоком загрязнении почвы нефтью, а его роль возрастает в нижних слоях почвенного профиля.
Археи играют ведущую роль в процессе нитрификации в ненарушенных почвах. Выявленные зако-
номерности указывают на высокий метаболический потенциал прокариотного компонента рас-
сматриваемых объектов и открывают возможности для биотехнологического использования штам-
мов, выделенных из реликтовых местообитаний.
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ВВЕДЕНИЕ

К современным научным проблемам микро-
биологической технологии относятся выяснение
свойств почв, способствующих сохранению раз-
нообразия и получение консорциумов микроор-
ганизмов, обладающих биотехнологическим по-
тенциалом (способностью к гидролизу природ-
ных полимеров и ксенобиотиков, азотфиксации,
синтезу вторичных метаболитов).

Для сохранения биоразнообразия почвенного
микробиома в условиях антропогенной и абио-
генной нагрузок существенное значение имеет
протекторная функция почвы – консервация в
жизнеспособном состоянии различных пережи-
вающих стадий организмов. Основными меха-
низмами перехода в покоящееся состояние явля-
ется способность образовывать споры, цистопо-
добные покоящиеся клетки [6, 7], приобретать
некультивируемое состояние [27]. Если способ-

ность образовывать споры является строго штам-
мо- и видоспецифичной чертой, то способность
образовывать цистоподобные покоящиеся клет-
ки, предназначенные для длительного выжива-
ния и сохранения вида, оказалась свойственна не
только неспорообразующим, но и спорообразую-
щим бактериям. Эта способность реализуется в
случаях, когда спорообразование репрессирова-
но, например, в условиях катаболитной репрес-
сии [7, 8]. Особое значение феномен торможения
жизненной активности приобретает в современ-
ной биотехнологии, в частности при хранении и
приготовлении активного посевного спорового
материала. Например, обработка спор микроорга-
низмов низкими температурами увеличивает вы-
ход конечного продукта, в частности антибиоти-
ков, улучшает качество винной продукции, повы-
шает урожайность сельскохозяйственных культур
и содержание в них сахаров [5]. Такие реактивиро-
ванные покоящиеся формы микроорганизмов ча-
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сто обладают свойствами, отличными от их кол-
лекционных аналогов, и могут использоваться в
биотехнологии [38].

Значительный интерес представляют микро-
организмы, выделенные из экстремальных ме-
стообитаний, по мнению некоторых авторов
именно они характеризуются большей биологи-
ческой активностью по сравнению со штаммами,
выделенными из почв умеренных широт [8, 38].
Проблема представляет как практический (выяв-
ление продуцентов биологически активных ве-
ществ), так и теоретический интерес (изучение но-
вых неисследованных ранее таксонов прокариот).

Усиление биотехнологических свойств микро-
организмов путем интродукции высокоактивных
метафункциональных селекционных штаммов и
создания условий для их деятельности в природ-
ных системах и агроценозах – один из перспек-
тивных подходов биоремедиации загрязненных
систем.

Цель работы – выявление специфики разви-
тия прокариот, обладающих биотехнологическим
потенциалом (осуществляющих деструкцию био-
полимеров, углеводородов; способных к синтезу
вторичных метаболитов; процессу азотфикса-
ции) в почвенных экосистемах, установление за-
кономерностей их распространения и зависимо-
сти функциональной активности от основных
экологических факторов.

ОБЪЕКТЫ И МЕТОДЫ
Объектами исследования являлись прокариот-

ные сообщества современных почв (дерново-под-
золистой, торфяной олиготрофной, чернозема, се-
рой лесной, каштановой, бурой пустынно-степ-
ной), реликтовых местообитаний (подкурганные
каштановые почвы, погребенные вулканические
слоисто-пепловые почвы Камчатки), многолетне-
мерзлых грунтов Антарктиды (табл. 1).

Исследовали воздействие антропогенного фак-
тора на прокариотные сообщества почв как в
природных экосистемах (например, на месте раз-
лива нефти или поступления и накопления поли-
циклических ароматических углеводородов), так
и в модельных опытах. При проведении модель-
ных экспериментов применяли метод инициации
микробной сукцессии увлажнением почвенных
образцов водой (до 60% от массы почвы) и добав-
лением в опытные образцы ресурсов: биополиме-
ров (хитина или пектина) в количестве 0.6% от
массы почвы или углеводородов в количестве,
превышающем показатели сильнозагрязненных
почв (20% от массы почвы) [30].

Для исследования почвенных прокариотных
сообществ применяли молекулярно-биологиче-
ские методы оценки (высокопроизводительное
секвенирование и биоинформатический анализ

результатов с выявлением доминантов сообще-
ства, обладающих различными биотехнологич-
ными функциями).

Выделение ДНК. Из образцов почвы выделяли
тотальную ДНК. Выделение ДНК проводили с
помощью PowerSoil DNA IsolationKit компании
MOBio в соответствии с рекомендациями произ-
водителя в трехкратной повторности. Детекцию
качества выделения ДНК проводили при помощи
горизонтального гель-электрофореза с окраши-
ванием этидиум бромидом.

ПЦР в реальном времени гена 16S рРНК. Кон-
центрацию очищенного препарата почвенной ДНК
реакцию определяли на детектирующем амплифи-
каторе DТLite4 (ДНК-Технология, Россия) с изме-
рением интенсивности флуоресценции реакцион-
ной смеси на каждом цикле в соответствии с ре-
комендациями производителя. Детектирующий
амплификатор DТLite4 совмещает в себе функ-
ции программируемого термоциклера и оптиче-
ской системы, позволяющей регистрировать
флуоресценцию реакционной смеси в пробирках
в ходе полимеразной цепной реакции. Использо-
вали интеркалирующий краситель SYBR® Green и
красители, связанные с праймерами (Lightcyaler –
два зонда, связывающие ДНК-мишень на не-
большом расстоянии друг от друга). 5'-конец од-
ного зонда и 3'-конец второго содержат флуоро-
фор-донор и флуорофор-акцептор. При их близ-
ком расположении флуорофор-донор поглощает
свет определенной длины волны и переносит
энергию на флуорофор-акцептор, по флуоресцен-
ции которого детектируют продукты амплифика-
ции. Реакционную смесь готовили из препарата
SuperMixEvaGreenBiorad, концентрированный бу-
фер с дезок-сирибонуклеотидами, полимеразой
Sso7d-fusion, MgCl2, красителем EvaGreen и ста-
билизаторами. Прибор калибровали по зависимо-
сти интенсивности флуоресценции от логарифма
концентрации ДНК стандартных растворов.

Оценивали наличие копий генов, кодирую-
щих синтез ферментов, направленных на де-
струкцию углеводородов: алкан-монооксигеназы
(alkB и alkM) (субстрат n-алканы) [28, 40], ка-
техол-2,3-диоксигеназа (xylE) (субстрат катехолы
и прокатехоевые кислоты), 1,2-гидроксинафта-
линдиоксигеназа (nahC) (субстрат нафталин) [14,
23, 30, 40]. Последовательности праймеров и тем-
пературные режимы амплификации представле-
ны в табл. 2, 3.

Параллельно проводили оценку функциональ-
ной деятельности прокариотного сообщества по-
средством выявления наличия в системе генов,
участвующих в процессах азотного цикла: nifH –
нитрогеназнаяактивность [20], amoA (AOB) – мо-
нооксигеназная активность аммонийокисляю-
щих бактерий [36], amoA (AOA) – монооксигеназ-
ная активность аммонийокисляющих архей [21],
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а также nirK – нитратредуктазная активность [24].
Последовательности праймеров и температурные
режимы амплификации представлены в табл. 4.

Полученные результаты обрабатывали с ис-
пользованием пакета программы RT-PCR.

Секвенирование и метагеномный анализ. Ампли-
фикацию фрагментов гена 16S рРНК осуществля-
ли с помощью вырожденных праймеров, компле-

ментарных последовательностям как бактерий,
так и архей: 341F (CCTACGGGRBGCASCAG) и
806R (GGACTACYVGGGTATCTAAT). Протокол
реакции (температурный профиль): 95°С – 3 мин →
→ (95°С – 10 с → 50°С – 10 с → 72°С – 20 с) × 49 цик-
лов. Полученные ПЦР-фрагменты очищали на
колонках QIAquick (согласно протоколу произво-
дителя). Каждый ПЦР-фрагмент растворяли в

Таблица 2. Последовательности праймеров для углеводородокисляющих генов

Ген Фермент Нуклеотидная последовательность праймеров (5'–3')

alkB Алкан-монооксигеназа f TGGCCGGCTACTCCGATGATCGGAATCTGG
r CGCGTGGTGATCCGAGTGCCGCTGAAGGTG

alkM Алкан-монооксигеназа f CCTGTCTCATTTGGCGCTCGTTCCTACAGG
r GTGATGATCTGAATGTCGTTGTAACTGG

xylE Катехол-2,3-диоксигеназа f CCGCCGACCTGATC(A/T)(C/G)CATG
r TCAGGTCA(G/T)CACGGTCA(G/T)GA
f GTAATTCGCCCTGGCTA(C/T)GTICA
rGGTGTTCACCGTCATGAAGCG(C/G/T)TC

nahC Нафталин-диоксигеназа f CAAAA(A/G)CACCTGATT(C/T)ATGG
R A(C/T)(A/G)CG(A/G)G(C/G)GACTTCTTTCAA

Таблица 3. Температурные условия для программы RT-PCR, использованные в работе для определения наличия
генов в исследуемых образцах

Функциональный ген alkB alkM xylE nahC

Температурный
профиль

1 × 94°С 5 мин 1 × 94°С 5 мин 1 × 95°С 5 мин 1 × 94°С 10 мин
30 × 94°С 1 мин
60°С 1 мин
72°С 1 мин

30 × 94°С 1 мин
60°С 1 мин
72°С 1 мин

35 × 94°С 1 мин
61.5°С 1 мин
72°С 1 мин

30 × 95°С 1 мин
49°С 1 мин
72°С 1 мин

1 × 72°С 3 мин 1 × 72°С 3 мин 1 × 72°С 10 мин 1 × 72°С 3 мин
1 × 4°С – hold 1 × 4°С – hold 1 × 4°С – hold 1 × 4°С – hold

Таблица 4. qPCR-праймеры и температурные условия, использованные в работе для определения наличия ге-
нов, участвующих в цикле азота

Праймер Последовательность (5'–3') Температурный профиль

nifH:
Forward
Reverse

GGTTGTGACCCGAAAGCTGA
GCGTACATGGCCATCATCTC

94°C 1 мин;
94°C 30 с, 50°C 1 мин, 72°C 30 с – 40 циклов;
72°C 10 мин

amoA (AOB):
amoA-1F
amoA-2R

GGG GTT TCT ACT GGT GGT
CCC CTC KGS AAA GCC TTC TTC

95°C 10 мин;
94°C 45 с, 58°C 45 с, 72°C 45 с – 39 циклов;
95°C 15 с, 60°C 30 с, 95°C 15 с

amoA (AOA):
23F
CrenamoA616

ATG GTC TGG CTW AGA CG
GCC ATC CAB CKR TAN GTC CA

94°C 45 с, 55°C 45 с, 72°C 45 с – 39 циклов;
95°C 15 с, 60°C 30 с, 95°C 15 с

nirK:
nirK876
nirK1040

ATY GGC GGV CAY GGC GA
GCC TCG ATC AGR TTR TGG TT

95°C 15 мин;
95°C 15 с, 60°C 30 с, 72°C 30 с, 80°C 15 с – 40 цик-
лов;
95°C 15 с, 72°C 30 с
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50 мкл ТЕ-буфера, полученного материала было
достаточно для дальнейшего анализа. Высоко-
производительное секвенирование ампликонов
гена 16S рРНК проводили с использованием при-
бора GS FLX (Roche, Швейцария) по протоколу
Titanium с использованием набора GS FLX Titani-
umSequencingKitXL+ и пикотитровальной пла-
стины GS TitaniumPicoTiterPlateKit 70–75. Полу-
чены ПЦР-фрагменты препаратов метагеном-
ной ДНК с помощью вырожденных праймеров
PRK341F и PRK806R, созданы библиотеки, при-
годные для секвенирования и далее определены
нуклеотидные последовательности вариабельных
фрагментов генов 16S рРНК при помощи секве-
натора. Анализ полученных данных проводили
при помощи Quantitative Insights Into Microbial
Ecology (QIIME) [15]. C помощью инструментов
программы осуществляли: 1) проверку качества
секвенирования и создание библиотеки сиквен-
сов; 2) формирование ОТЕ (OTU picking) de novo
на основе 97, 94, 91, 88, 85, 81% порога сходства
сиквенсов методом UCLUST [18]; 3) удаление
синглтонов (singletons – ОТЕ, содержащих толь-
ко один сиквенс) и последовательностей, относя-
щихся к растительным хлоропластам; 4) опреде-
ление филогенетического состава сообществ на
разных таксономических уровнях при помощи
базы данных разнообразия гена RDP classifier [40]
и построения филогенетического дерева при по-
мощи алгоритма FastTree [35]; 5) расчет показате-
лей общего разнообразия прокариотных сооб-
ществ (альфа-разнообразия): видового богатства,
индекса Шеннона (H = Σpilnpi, где pi — доля i-го ви-
да в сообществе), индекса Chao1, оценивающего
предположительное реальное количество ОТЕ в
сообществе Chao1 = Sobs + a2/2b, где Sobs – число
обнаруженных ОТЕ, a – число ОТЕ, содержащих
1 сиквенс, b – число ОТЕ, содержащих 2 сиквенса),
индекса филогенетического разнообразия (PD)
[19] (при расчете индексов разнообразия прово-
дили нормализацию данных по образцу с мини-
мальным числом полученных сиквенсов); 6) ана-
лиз сходства структуры бактериальных сообществ
(бетаразнообразия) при помощи метрики Брея–
Кертиса [13]. Визуализацию результатов анализа
бета-разнообразия проводили при помощи по-
строения двумерных диаграмм по методу глав-
ных компонент. Статистический анализ досто-
верности различий между группами проводили
при помощи непараметрического метода permu-
tational ANOVA/MANOVA (PERMANOVA) [10].

Относительная доля родов в образцах представ-
ляет собой отношение количества последователь-
ностей, относящихся к таксону, к общему количе-
ству прочтенных последовательностей в образце
после нормализации. Поскольку проанализиро-
вали большое количество последовательностей,
относившихся к различным родам прокариот,

провели выборку доминантных родов, относи-
тельная доля которых в образцах была ≥1%.

Функциональное разнообразие генов в мик-
робных сообществах предсказывали при помощи
программы PICRUSt [29]. Процесс предсказания
функциональных генов по результатам секвениро-
вания 16S рРНК состоял из двух этапов. На первом
этапе производили предсказание встречаемости
генов для каждого отдельно взятого организма со-
гласно референсному филогенетическому древу
Greengenes phylogenetic tree of 16S sequences [17].
Затем сопоставляли предсказанные гены для каж-
дого таксона с относительной встречаемостью
данного таксона в образце, оцененному по
16S рРНК. Таким образом осуществляли оценку
встречаемости гена в образце. Для сопоставления
16S рРНК с уже секвенированными полными ге-
номами использовали базу бактериальных и ар-
хейных геномов IMG database [31]. Функциональ-
ную классификацию проводили согласно схеме
KyotoEncyclopediaofGenesandGenomes (KEGG)
Orthology (KOs) [26].

Дальнейшую обработку результатов вели в
программе QIIME [15]. При помощи инструмен-
тов программы осуществляли удаление синглто-
нов и нормализацию данных по образцу с наи-
меньшим количеством определенных генов.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Современной задачей любого биолога явля-
ется полифазный подход к изучению живой си-
стемы, включающий характеристику как кон-
сервативного, так и функционального геномов.
В связи с этим интересным представляется во-
прос о субстратной специфичности и активно-
сти работы ферментных систем в зависимости
от принадлежности микробной популяции к той
или иной климатической зоне или вертикальной
ярусности, обнаружения функциональных ге-
нов в образцах исследуемых почв, отвечающих
за возможность самовосстановления микробно-
го сообщества.

С применением молекулярно-биологических
методов исследовано прокариотное сообщество
погребенных почв, характеризующееся домини-
рованием представителей филума Actinobacteria,
которое становится более выраженным при вне-
сении субстрата (биополимера хитина) (рис. 1).
Представители рода Phenylobacterium [32] эффек-
тивно разлагающего хлоридазон, антипирин и
пирамидон, являющиеся активными труднораз-
лагаемыми компонентами гербицидов, и род Jan-
thinobacterium, известный своими бактерицидны-
ми, фунгицидными и вироцидными свойствами
благодаря высокому содержанию виолацеина в
клетках [1, 34]. Стоит отметить доминирование
рода Chitinophaga, являющегося продуцентом но-
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вого антибиотика фальцитидина, обладающего
активностью в отношении малярии, в образцах с
субстратом [2, 37].

Прокариотное сообщество многолетнемерз-
лых грунтов отличаются по родовому составу от

рассматриваемых погребенных каштановых почв.
Так, доминирующим родом в образцах грунтов
становится Sediminibacterium, необнаруженный в
почвенных образцах (рис. 2). В вариантах с добав-
лением биополимера хитина гидролитической
активностью обладали роды Clostridium, Sediment-
ibacter, Rhodoplanes, Cupriavidus, отсутствовавшие
в почвенных образцах. Роды Clostridium, Sedimen-
tibacter, Rhodoplanes являются облигатными анаэ-
робами [25].

Ранее исследовали биоразнообразие прокари-
отного комплекса современных почв в условиях
микрокосмов (чернозема, серой лесной и кашта-
новой почв) до и после их загрязнения углеводоро-
дами. Установлено, что при внесении субстрата
альфа-разнообразие уменьшалось за счет выхода в
доминанты определенных родов – автохтонной
микрофлоры, специфичной для определенных
условий [30]. Установлено уменьшение микроб-
ного разнообразия и смена метаболически актив-
ных доминантов – представителей доменов Bac-
teria и Archaea в микрокосмах, загрязненных
нефтью, по сравнению с контрольными образца-
ми в процессе микробной сукцессии. В опытных
образцах исследуемых почв, загрязненных угле-
водородами, выявлено формирование специфи-
ческого комплекса бактерий и архей. Определены
метаболически активные и неактивные в отноше-
нии нефтяного загрязнения представители поч-
венного прокариотного комплекса. Эти результа-
ты опубликованы ранее [30].

Определено формирование специфического
комплекса бактерий с доминантами определенных
родов автохтонной микрофлоры, различающихся
в зависимости от типа почв. Для образцов нефтеза-
грязненных почв южных широт доминирующая
роль принадлежала представителям актинобакте-
рий, для почв центральной и северной широт –
протеобактериям. Среди актинобактерий в этих
вариантах опыта доминировали представители
следующих групп: субкласс Rubrobacteridae (роды
Gaiella, Solirubrobacter); субкласс Actinobacteridae
(субпорядок Propinobacterineae (Nocardiodes, Kri-
bella); Micromonosporineae (Catelliglobosispora, Mi-
cromonospora); Corynebacterineae (Rhodococcus);
Pseudonocardineae (Pseudonocardia); Micrococcinea
(Cellulomonas, Agromyces); Streptomycineae (Strepto-
myces); Streptosporangineae (Thermomonosporaceae,
Streptosporangium)). Отметим, что многие предста-
вители родов Ilumatobacter, Aciditerrimonas, при-
надлежащих группе актинобактерий, обнаружен-
ных в исследуемых образцах с нефтью, способны
расти в анаэробных условиях и обладают термо- и
ацидофилией [39].

Структура бактериального комплекса в загряз-
ненном нефтью торфе изменялась по сравнению
с контрольной почвой [30]. Доля филума Proteo-
bacteria возрастала до 50% от всех выявляемых

Рис. 1. Доминирующие роды прокариот в исследо-
ванных образцах и их относительная доля, проиллю-
стрированная с помощью (ОТЕ выделены на уровне
97% сходства; приведены только ОТЕ, идентифици-
рованные на уровне рода; за доминантные приняты
роды, составляющие >1% от всех выделенных ОТЕ;
приведены значения десятичного логарифма от до-
ли рода). На схеме справа приведены роды, относи-
тельная доля которых увеличивается при внесении
хитина. a – современная каштановая почва; b ‒ со-
временная каштановая почва; инкубированная с хи-
тином; c – почва, погребенная 3500 л. н.; d ‒ почва,
погребенная 3500 л. н., инкубированная с хитином;
e ‒ почва, погребенная 3500 л. н.; f ‒ почва, погребен-
ная 4500 л. н., инкубированная с хитином; j – много-
летнемерзлый грунт; h ‒ многолетнемерзлый грунт,
инкубированный с хитином. Роды: 1 – Saccharothrix,
2 – Corynebacterium, 3 – Agromyces, 4 – Rhodococcus,
5 – Streptomyces, 6 – Euzebya, 7 – Rubrobacter, 8 – Chi-
tinophaga, 9 – Sediminibacterium, 10 – Bacillus, 11 – Brevi-
bacillus, 12 – Paenibacillus, 13 – Bacillus (rRNA group 2),
14 – Paenisporosarcina, 15 – Solibacillus, 16 – Staphylo-
coccus, 17 – Clostridium, 18 – Coprococcus, 19 – Sedimen-
tibacter, 20 – Mycoplana, 21 – Phenylobacterium, 22 – De-
vosia, 23 – Rhodoplanes, 24 – Rhizobium, 25 – Kaistobacter,
26 – Sphingobium, 27 – Sphingomonas, 28 – Achromobacter,
29 – Schlegelella, 30 – Variovorax, 31 – Cupriavidus,
32 – Janthinobacterium, 33 – Peredibacter, 34 – Halo-
monas, 35 – Acinetobacter, 36 – Pseudomonas, 37 – Ste-
roidobacter, 38 – Lysobacter, 39 – Thermomonas.
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бактерий (ранее опубликованные данные) [30].
Среди протеобактерий обнаружены альфа-, гам-
ма- и бета-протебактерии. Стоит отметить, что
увеличение количества протеобактерий происхо-
дит за счет появления видов, которые не встреча-
лись в незагрязненной почве, например Sulfurital-
ea, принадлежащим к Betaproteobacteria семейству
Sterolibacteriaceae. Данный организм является хе-
молитоавтотрофом, окисляющим тиосульфаты,
серу и водород [12]. Согласно литературным ис-
точникам, его используют для деградации арома-
тических соединений, в частности, для анаэроб-
ного разложения бензоатов и фенилацетатов [13].

Анализ бета-разнообразия методом главных
компонент с применением метрики Брея–Керти-
са на уровне сходства 97% достоверно разделил
доминанты гидролитического сообщества между
исследуемыми образцами на четыре кластера: со-
временные почвы южных широт (каштановая,
чернозем), современные почвы северной и цен-
тральной частей России (дерново-подзолистая,
торфяная), погребенные почвы и многолетне-
мерзлые грунты (рис. 2). Такое разделение указы-
вало на то, что при внесении ресурса (биополиме-
ра хитина или углеводорода нефти) доминанты
гидролитического сообщества различались меж-
ду образцами современных почв, принадлежащих
разным климатическим зонам, реликтовыми
почвами и грунтами, следовательно, тип почвы и
экологические факторы оказывали координиру-
ющее влияние на развитие доминантных компо-
нентов гидролитического комплекса.

Таким образом, определено формирование
специфического комплекса бактерий с доминан-
тами определенных родов автохтонной микро-

флоры, различающихся в зависимости от типа
почв, который в свою очередь оказывает коорди-
нирующее влияние на развитие доминантных
компонентов гидролитического комплекса.

При анализе функционального генетического
разнообразия прокариотного сообщества выяв-
лено, что количество генов, маркирующих спо-
собность сообщества к биодеградации ксенобио-
тиков, выше в погребенных почвах и многолетне-
мерзлых грунтах по сравнению с современными
почвами (рис. 3). Уровень метаболизма ксено-
биотиков повышается от современных почв к мно-
голетнемезлым грунтам. Это касается таких ксено-
биотиков, как толуол, стирол, полициклические
ароматические углеводороды, нафталин, флуоро-
бензоат, диоксин, хлороциклогексан, хлорбензен,
хлоралканы и хлоралкены, капролактамы, бисфе-
нолы, бензоат, атразин и аминобензоат. Увеличе-
ние интенсивности разложения ксенобиотиков
отмечали И.П. Соляникова с соавт. [4]. Показано,
что при переводе штамма Pseudomonas fluorescens в
покоящееся состояние и последующем выводе из
него происходило выщепление фенотипов, ха-
рактеризовавшихся большей скоростью роста на
ароматических субстратах. Поскольку известным
является факт, что для биоремедиации целесооб-
разно использовать не отдельные штаммы бакте-
рий-деструкторов, а активные ассоциации, сле-
довательно погребенные местообитания могут
иметь биотехнологический потенциал для реме-
диации загрязнений ксенобиотиками.

Установлено, что потенциальная активность,
измеренная по относительному отклику при вне-
сении субстрата, микробного гидролитического
сообщества возрастает в ряду от современной к

Рис. 2. Анализ методом главных компонент с применением метрики Брея–Кертиса структуры прокариотных сооб-
ществ исследуемых образцов с добавлением субстратов (биополимера хитина или углеводородов).
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палеовулканической почве. Внесение ресурса-
субстрата увеличивает долю генов, ответственных
за деградацию ксенобиотиков. Например, при
внесении полисахарида (хитина) увеличивается
количество генов, ответственных за деградацию
полициклических ароматических углеводородов.
Стоит заметить, что присутствие функциональ-
ного гена не обязательно означает его актив-
ность, однако позволяет говорить о потенциаль-
ной возможности к осуществлению процессов,
кодируемых данными генами. Наибольшее число
функциональных генов, маркирующих процессы
биодеградации ксенобиотиков, обнаружено в об-
разцах многолетнемерзлых грунтов, что говорит о
высоком биотехнологическом потенциале релик-
товых микробных сообществ.

Многие незамещенные ароматические углево-
дороды (бензол, нафталин) расщепляются бакте-

риями до катехола или прокатеховой кислоты.
Бензоат является центраболитом деградации мно-
гих ароматических углеводородов. В рассматрива-
емых сообществах почв, перечисленных в табл. 1,
присутствовали бактерии, обладающие двумя
ключевыми ферментами пути аэробной деграда-
ции бензоата, которые катаболизируют бензоат
до катехола.

При разрыве ароматического кольца в мета-
расщеплении участвуют ферменты катехол-2,3-
диоксигеназа, 1,2-гидроксинафталиндиоксиге-
наза, которые кодируются соответствующими
генами: xylE [22], nahC [22] и dmpB [11], ответ-
ственными за преобразование субстратов в по-
луальдегиды, которые при дальнейшей транс-
формации образуют пируваты, ацетальдегиды,
оксалоацетаты, фумараты, сукцинаты и иные ве-
щества, вовлекаемые в промежуточный метабо-

Рис. 3. Биодеградация ксенобиотиков (KEGG классификация уровень 2, абсолютные величины).
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лизм. У бактериальных сообществ предсказано
наличие всех ферментов катаболизма катехола,
как до сукцинил-КоА, так и до пирувата/ацетил-
КоА. В сообществах дерново-подзолистой и тор-
фяной почв за деградацию бензоата отвечали
представители Alphaproteobacteria родов Sphingo-
monas, Bradyrhizobium и Pseudolabrys.

При исследовании загрязненных современных
дерново-подзолистых почв на территориях угле-
добывающего завода или под нефтяными сква-
жинами с использованием количественного
анализа qPCR числа копий функциональных ге-
нов nahC, xylE показано, что наибольшее их со-

держание (5.4, 4.2 мкг ДНК/г почвы соответ-
ственно) обнаружено в образцах, отобранных
непосредственно на территории завода, и умень-
шалось по мере удаления от него (рис. 4а, 4b).
Схожие закономерности прослеживались для
почвенных образцов, отобранных как под лесом,
так и под лугом.

Исследования проводили в разные сроки за-
грязнения поллютантом. В образцах чернозема с
длительным сроком воздействия углеводородов
(более 7 лет) отмечалось наибольшее содержание

исследуемых генов xylE 18 × 103 копий/мл, тогда
как в контрольных, незагрязненных вариантах –

Рис. 4. Содержание копий гена (мкг ДНК/г) nahC (а) и xylE (б) в исследуемых образцах дерново-подзолистой почвы.
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их наименьшее содержание 6 × 103 копий/мл.

В вариантах свежего нефтяного разлива обнару-

жено повышенное содержание копий функцио-

нальных генов по сравнению с контролем, что

может говорить об активной работе метаболиче-

ски активного микробиологического сообще-

ства, способного к деструкции углеводородов.

Анализ современной литературы свидетельствует

о высоком микробном потенциале деструкции
нефти в почве, который катастрофически снижа-
ется из-за формирования анаэробных условий в
результате промышленного разлива нефти и неф-
тепродуктов.

Биосинтез вторичных метаболитов, к которым
относятся такие антибиотики, как стрептомицин,
новобиоцин, бутирозин, неомицин снижается в

Рис. 5. Биосинтез вторичных метаболитов (a), метаболизм ко-факторов и витаминов (b).
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ряду от современных почв к многолетнемерзлым
грунтам (рис. 5a). Биосинтез антибиотиков груп-
пы тетрациклина и ванкомицина примерно оди-
наков во всех образцах. Несмотря на то, что ра-
нее выявлено, что штаммы, выделенные из мно-
голетнемерзлых грунтов, обладают большей
антибиотикоустойчивостью [3], количество ге-
нов, кодирующих резистентность к бета-лакта-
мам, в исследуемых образцах не различалось.
Уровень метаболизма кофакторов и витаминов в
целом повышается в ряду от современных почв к
многолетнемерзлым грунтам (рис. 5b). Метабо-
лизм липидов слабо различается между образца-
ми, однако в образцах многолетнемерзлых грун-
тов повышен синтез глицерофосфолипидов и
метаболизм жирных кислот.

Количество генов, кодирующих фотосинтез и
окислительное фосфорилирование, закономерно
снижалось при переходе от современных почв к
погребенным и от погребенных к многолетне-
мерзлым породам.

Обращает внимание количество генов, кодиру-
ющих превращения азота, которое повышено в
многолетнемерзлых породах (рис. 6). Показано на-
личие ряда ключевых генов цикла азота (nifH,
amoA, nirK) как в современном, так и погребенном
горизонтах исследуемых почв. Наличие копий гена
nifH бактерий азотфиксаторов, способных обеспе-
чить систему азотом, можно рассматривать как
один из этапов самовосстановления почв.

В современных почвах количетсво генов, отве-
чающих за возможность фиксации молекулярного
азота из воздуха, было больше по сравнению с по-

гребенными и достигало 4.54 × 106 копий гена/г

почвы, для погребенного горизонта 2.5 × 104 ко-
пий гена/г почвы (рис. 7). Внесение субстрата как
в погребенную, так и в современную почвы сни-
жало содержание генов nifH. Такую особенность
можно объяснить наличием в почве с полимера-
ми (особенно хитином) доступных для микроор-
ганизмов форм азота, что приводит к интенсифи-
кации процессов минерализации и снижению
нитрогеназной активности. Важно отметить при-
сутствие, хотя и незначительное, гена nifH в более
глубоких слоях почвы, что указывает на возмож-
ный потенциал обитающих там микробных сооб-
ществ. Экстремальные среды обитания являются
ценным источником ферментов, применимых в
прикладных и промышленных областях [8]. На
сегодняшний день известны прокариоты, выде-
ленные из экстремальных сред, синтезирующие
широкий спектр органических кислот, продуци-
рующие молекулярный водород, способные к
фиксации атмосферного азота в условиях значи-
тельно отличающихся от принятых для этих про-
цессов оптимумов, что позволяет вовлекать эти
организмы в процессы ремедиации и промыш-
ленного синтеза различных веществ [8].

В последние годы интенсивно изучаются ар-
хейные сообщества почв, осуществляющие окис-

Рис. 6. Основные метаболические процессы, осуществляемые микробными сообществами исследуемых почв и грунтов.
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ление аммония [9], что изменило представления

о микробных процессах трансформации азота в

почвах. В параллельной серии опытов проведена

амплификация ключевого гена нитрификации.

Для вулканических почв (как современных, так и

погребенных) удалось выявить наличие генов ам-

моний окисляющих бактерий и архей. Следует

отметить увеличение концентрации гена в погре-

бенных образцах к 30 сут сукцессии в контроль-

ных вариантах и варианте с нефтью, что указыва-

ет на реактивацию нитрификаторов к концу сук-

цессии. Динамика присутствия гена amoA в

современном горизонте вулканической перегной-

но-охристой почвы демонстрирует увеличение его

концентрации в бактериальном комплексе в вари-

антах с нефтью (2.3 × 107 копий ДНК/г почвы) к

10 сут сукцессии. В контроле отмечены низкие

содержания гена. В архейном комплексе отмеча-

ется увеличение концентрации гена в контроль-

ном варианте к 30 сут (2.5 × 106 копий ДНК/г

Рис. 7. Динамика присутствия гена nifH в современном (a) и погребенном горизонтах (b) вулканической перегнойно-
охристой почвы с добавлением субстратов (n) и в контроле (k). F – критерий Фишера (отношение выборочных дис-
персий), p – значение. Для каждого значения представлены средние величины и стандартные отклонения. 0.95 дове-
рительный интервал.
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почвы), в то время как в варианте с нефтью пока-
затели остаются очень низкими. На основании
полученных данных можно сделать вывод, что в
почвах без внесения нефти (ненарушенное сооб-
щество) ведущую роль в процессе нитрификации
играют археи. Аналогичные результаты получены
в работах [9, 16, 33]. Бактериальный комплекс спо-
собен к нитрификации при высоком загрязнении
почвы нефтью, а также его роль возрастает в ниж-
них слоях почвенного профиля. Вклад архей в про-
цесс нитрификации уменьшается при внесении
нефти, а также уменьшается с глубиной.

В ходе сукцессии в образцах вулканической
перегнойно-охристой почвы обнаружены копии
гена nirK, использующиеся в качестве молекуляр-
ного маркера денитрификации, во всех вариантах
опыта (контроль, нефть). Абсолютные значения
были наибольшими в современном горизонте

(1.25 × 107 копий ДНК/г.п.), в погребенном гори-

зонте они были ниже на два порядка (1.2 × 105 ко-
пий ДНК/г.п.).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В процессе исследований для характеристики
биотехнологического потенциала микробного
комплекса оценено разнообразие прокариотной
составляющей почвенного микробного сообще-
ства; выявлена способность почвенных систем к
процессам, направленным на деструкцию трудно-
доступных соединений, трансформацию окислен-
ных и восстановленных форм азота, определено
наличие функциональных генов у микроорганиз-
мов, способных к метаболической активности в
почвах, различающихся параметрами основных
экологических факторов.

Установлено формирование специфического
комплекса бактерий с доминантами определен-
ных родов автохтонной микрофлоры, различаю-
щихся в зависимости от типа почв, который в
свою очередь оказывает координирующее влия-
ние на развитие доминантных компонентов гид-
ролитического комплекса.

При анализе функционального генетического
разнообразия бактериального сообщества (мето-
дом восстановления полного метагенома по дан-
ным высокопроизводительного секвенирования)
установлено, что количество генов, маркирую-
щих способность сообщества к биодеградации
ксенобиотиков, кодирующих превращения азота
и уровень метаболизма кофакторов и витаминов,
больше в реликтовых образцах по сравнению с
современными. Показано, что инициация систе-
мы ресурсом увеличивает долю генов, ответ-
ственных за деградацию ксенобиотиков. Напри-
мер, при внесении полисахарида повышалось ко-
личество генов, ответственных за деградацию
полициклических ароматических углеводородов.

Стоит отметить, что присутствие функциональ-
ного гена не обязательно означает его актив-
ность, однако позволяет говорить о потенциаль-
ной возможности к осуществлению процессов,
кодируемых данными генами.

По данным сравнительного количественного
анализа генов из разных типов исследуемых почв
сделан вывод, что архейные сообщества являются
самой многочисленной группой аммоний окис-
ляющих прокариот в почвах. Интерес к исследо-
ванию этой группы организмов определяется не
только важнейшей ролью нитрификации в азот-
ном цикле почв, но и решением практических во-
просов, например, доступностью азота в условиях
пониженной концентрации кислорода. Результа-
ты исследований позволят разработать новые
подходы биоремедиации почв от загрязнения уг-
леводородами.

Предположительно, доминанты древних гид-
ролитических прокариотных сообществ могут
обладать большей активностью по сравнению с
их коллекционными аналогами. Из погребенных
образцов выделены штаммы бактерий, обладаю-
щие высокой гидролитической активностью, ко-
торые в дальнейшем могут быть использованы
для биотехнологических целей (например, для
создания биопрепаратов при борьбе с фитопато-
генами).

Выявленные закономерности указывают на
высокий метаболический потенциал прокариот-
ного компонента рассматриваемых объектов и
открывают возможности для биотехнологическо-
го использования штаммов, выделенных из по-
гребенных почв и многолетнемерзлых грунтов.
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Biotechnological Potential of Hydrolytic Prokaryotic Component in Soils
N. A. Manucharova1, *, M. A. Kovalenko1, M. G. Alekseeva1, A. D. Babenko1, and A. L. Stepanov1

1Lomonosov Moscow State University, Moscow, 119991 Russia
*e-mail: manucharova@mail.ru

The phylogenetic and functional diversity of a prokaryotic complex with biotechnological potential (carrying
out the destruction of biopolymers, hydrocarbons; capable of synthesizing secondary metabolites; nitrogen
fixation process) in soil and associated ecosystems has been studied. In order to identify the specifics of the
development of metabolically active prokaryotes with biotechnological potential, the patterns of their distri-
bution and the dependence of functional activity on the main environmental factors have been established.
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The study used molecular biological and bioinformatic approaches. The range of samples studied included
modern soils (Volgograd, Tula, Moscow regions, Siberia and the Northern part of Central Kamchatka), relict
habitats (Volgograd Region and Central Kamchatka) and permafrost soils of Antarctica (King George Is-
land). The impact of anthropogenic and abiogenic loads on the development of the prokaryotic community
was considered. In soils exposed to anthropogenic or abiogenic loads, along with a decrease in the diversity
and abundance of prokaryotes, an increase in the number of genes marking the ability of a community to bio-
degradate xenobiotics, as well as genes encoding nitrogen transformations and the level of metabolism of co-
factors and vitamins was found. The bacterial complex is capable of nitrification with high oil contamination
of the soil, and its role also increases in the lower layers of the soil profile. Archaea play a leading role in the
nitrification process in undisturbed soils. The revealed patterns indicate a high metabolic potential of the pro-
karyotic component of the objects under consideration and open up opportunities for biotechnological use of
strains isolated from relict habitats.

Keywords: functional genes, hydrolytics, oil, nitrogen cycle, bacteria, archaea
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