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Одним из перспективных подходов в решении вопросов устойчивости экосистем к стрессовым
воздействиям является оценка реакции микробных сообществ почв, осуществляющих важные
эколого-биосферные функции, на природные или антропогенные воздействия. В модельном экс-
перименте с дерново-подзолистой почвой (Eutric Albic Retisol (Abruptic, Loamic)) установлено
ингибирующее действие аммония и стимулирующее действие лантана на окисление метана мик-
роорганизмами почвы. Внесение аммония и лантана снижало таксономическое разнообразие
бактериального сообщества почвы и изменяло его структуру: уменьшалось относительное содер-
жание грамположительных бактерий филумов Actinobacteriota и Bacillota, тогда как доля грамотри-
цательных бактерий филума Pseudomonadota возрастала. Внесение лантана на несколько порядков
увеличивает относительное содержание в сообществе метанотрофов рода Methylobacter и облигат-
ных метилотрофов рода Methylotenera. Результаты работы могут быть использованы для разработки
подходов регуляции активности почвенного метанового фильтра и сопутствующей микробиоты.
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ВВЕДЕНИЕ
Метан является важнейшим парниковым га-

зом, хотя его содержание в атмосфере составляет
<0.02 об. %, вклад в современное глобальное по-
тепление оценивается в 15% [30]. Единственным
известным биологическим механизмом регуля-
ции его содержания в атмосфере Земли является
окисление микробными сообществами аэробных
почв. Согласно современным расчетам, оно со-
ставляет 22.4 Тг/год, из которых половина прихо-
дится на лесные почвы умеренной зоны [18]. По-
этому любые изменения интенсивности погло-
щения атмосферного метана лесными почвами в
результате поступления азотных соединений,
внесения минеральных удобрений, перевода в
сельскохозяйственное использование имеют гло-
бальные последствия. Более 20 лет проводится ак-
тивное изучение различных аспектов биологиче-
ского поглощения метана в почвах, результаты
этих работ обобщены в ряде обзоров [14, 15, 31].

Однако ни в одной из этих публикаций не приво-
дятся данные о вкладе почв России в этот важней-
ший процесс глобального метанового цикла. Регу-
лярные исследования поглощения атмосферного
метана почвами России обобщены в работе [25].

Агроэкологические системы, ставшие неотъ-
емлемой составной частью современной биотех-
носферы, испытывают постоянные техногенные
воздействия, подвергаются влиянию различных
загрязнений локального, регионального и гло-
бального характера. Почвы и их микробные сооб-
щества находятся под постоянным воздействием
глобальных изменений климата, одним из по-
следствий которого является увеличение продол-
жительности и интенсивности процессов иссу-
шения значительных площадей [19]. Кроме того,
они подвергаются влиянию возрастающего за-
грязнения азотными соединениями, поступаю-
щими с атмосферными осадками, удобрениями,
из выбросов предприятий и автотранспорта, а
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также таких стрессовых факторов, как повышение
температуры, засоление, уплотнение почвы [27].
Микробные сообщества почв отвечают за осу-
ществление важнейших экосистемных процес-
сов, поэтому наблюдается постоянно растущий
интерес к изучению их устойчивости и восстанов-
ления состава и метаболической активности по-
сле стрессового воздействия [19].

Несмотря на интенсивные исследования, до
сих пор нет ясности в вопросах: какие микроорга-
низмы отвечают за окисление метана атмосферы,
как изменяется их активность и разнообразие при
антропогенном воздействии, являются эти изме-
нения обратимыми и существуют способы регуля-
ции микробных процессов цикла метана. До не-
давнего времени считалось, что окислять метан в
аэробных условиях могут только представители
двух хорошо филогенетически очерченных групп
протеобактерий, относящихся к семействам Meth-
ylocystaceae и Methylococcaceae. В последнее деся-
тилетие произошли значительные изменения в
представлениях о таксономическом разнообра-
зии аэробных метанотрофов. Согласно современ-
ным представлениям, аэробные метанотрофы от-
носятся к филумам Gammaproteobacteria (Type I),
Alphaproteobacteria (Type II) и Verrucomicrobia [24].
Список метанотрофных протеобактерий попол-
нился представителями Beijerinckiaceae [17, 35].
Установлена способность к метаноокислению у
нитчатых Gammaproteobacteria Crenothrix polyspo-
ra [33] и Clonothrix fusca [34].

Важнейшим и до конца не ясным остается во-
прос о механизмах и факторах, которые определя-
ют направленность и величину потоков метана
между почвой и атмосферой. Поток метана являет-
ся результирующей процессов метаногенеза и ме-
танотрофии, причем в аэробных почвах доминиру-
ет последний процесс [13]. В проведенных ранее
исследованиях, выполненных на объектах серой
лесной почвы, установлена тесная коррелятивная
связь величины потока метана с такими физико-
химическими факторами, как температура и влаж-
ность почвы, содержание минеральных соедине-
ний азота и легкогидролизуемых фракций почвен-
ного органического вещества, величины порового
пространства и среднего размера пор [4]. В настоя-
щее время существует большое количество публи-
каций, демонстрирующих снижение метаноокис-
ляющей активности различных почв естественных
экосистем после их перевода в сельскохозяйствен-
ное использование [23, 29]. Таким образом, актив-
ность и разнообразие почвенных метанотрофных
бактерий могут быть использованы как индика-
торные показатели влияния антропогенных воз-
действий на экосистему.

Влияние соединений азота на окисление мета-
на почвенными микроорганизмами широко об-
суждается, однако причины этого явления до

конца не ясны. Внесение азотных соединений мо-
жет ингибировать, стимулировать или не оказы-
вать влияния на процесс окисления метана [11].
Внесение небольших количеств аммонийного
азота, как правило, стимулирует окисление мета-
на, в то время как высокие дозы аммонийного
азота ингибируют [28].

Влияние на окисление метана иных, чем азот
минеральных элементов, изучено очень слабо.
В последнее десятилетие большое внимание уде-
ляется лантаноидам в связи с их стимулирующим
воздействием на рост растений [3] и участием в
метаболизме метилотрофов [32]. В процессе поч-
вообразования и разрушения литогенных мине-
ралов, а также при применении фосфоритной му-
ки в качестве удобрения, лантаноиды поступают в
почву, но находятся в недоступной форме в со-
ставе минеральной фазы и комплексов с гумусо-
выми кислотами, в то время как подвижные фор-
мы лантаноидов вымываются из почвы [3]. Для
увеличения урожайности и качества сельскохо-
зяйственной продукции в Китае применяют мик-
роудобрения, содержащие соли лантаноидов,
что приводит к изменениям содержания мик-
робной биомассы и ферментативной активности
почвы [21]. В России исследования в этом на-
правлении проводятся в Бурятии, показано, что
внесение солей лантана в почву стимулирует
микробные процессы цикла азота [8].

Цель работы – изучить влияние солей аммо-
ния и лантана на активность окисления метана и
состав микробных сообществ дерново-подзоли-
стой почвы в модельных условиях лабораторного
инкубационного эксперимента.

ОБЪЕКТЫ И МЕТОДЫ

Характеристика почвы и условия проведения ла-
бораторного эксперимента. Для модельных опытов
с микрокосмами использовали постагрогенную
почву залежного разнотравно-злакового луга
вблизи Пошехонской птицефабрики, Ярослав-
ская область (58°5099′ N, 39°1423′ E). Почва ха-
рактеризовалась как дерново-подзолистая на мо-
ренных отложениях согласно классификации
почв России [2] или Eutric Albic Retisols (Abrup-
tic, Loamic) по международной реферативной
базе почвенных ресурсов (WRB [22]). Почву бо-
лее 15 лет использовали для выращивания кор-
мовой вико-овсяной смеси с применением вы-
соких доз куриного помета и суперфосфата, по-
следние 6 лет – залежь.

Образцы почвы отбирали 02 июня 2020 г. в пя-
ти точках из верхнего 0–20 см слоя. Смешанный
почвенный образец просеивали через сито 2 мм,
удаляя фрагменты растительных остатков и кам-
ней, и использовали для закладки лабораторного
эксперимента и оценки базовых микробиологи-
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ческих параметров почвы. Оценку базального и
субстрат индуцированного дыхания почвы, а так-
же количества почвенных микроорганизмов про-
водили, как описано ранее [1]. Часть почвы высу-
шивали на воздухе и использовали для определе-
ния физико-химических характеристик почвы в
Центре коллективного пользования “Физико-хи-
мические методы исследования почв и экоси-
стем” ИФХиБПП РАН. Полученные результаты
приведены в табл. 1.

Модельные опыты с почвенными микрокосмами.
Исходную почву (вариант К) использовали для
создания микрокосмов, каждый из которых пред-
ставлял собой 10 г почвы естественной влажно-
сти, помещенной в стеклянный флакон объемом
100 мл. Изучили следующие варианты экспери-
мента: М ‒ почва без добавок; ML1 – внесение
водного раствора хлорида лантана (5 мкг La3+/г);
MN – внесение водного раствора хлорида аммо-
ния (100 мкг –N/г); MNL1 – внесение водного
раствора хлорида аммония (100 мкг –N/г) и
водного раствора хлорида лантана (5 мкг La3+/г).

+
4NH

+
4NH

Вариант ML2 – это 5 флаконов для газовых ана-
лизов варианта ML1, которые дополнительно ин-
кубировали в течение 1 мес.

Для каждого варианта закладывали по 35 фла-
конов. Пять из них извлекали из эксикаторов,
принудительно проветривали, измеряли потен-
циальное окисление метана и после измерений
возвращали в эксикатор. В течение 1 мес. анали-
зировали 12 точек: 0, 1, 2, 3, 6, 7, 9, 10, 15, 20, 25 и
30 сут после начала эксперимента. В те же дни (0–
15, 30 сут) 3 флакона изымали деструктивно для
анализа рН и азотных соединений. Экстракцию
тотальной ДНК проводили в начале эксперимен-
та (К), через 1 мес. инкубации (варианты М, ML1,
MN, MNL1) и через 2 мес. (ML2).

Влажность почвы К при закладке эксперимен-
та составляла 23 мас. %. Растворы солей вносили
в начале эксперимента в объеме 0.5 мл/10 г почвы,
в вариант М добавляли дистиллированную воду.
Флаконы инкубировали в эксикаторах с метано-
воздушной смесью 10 : 90 по объему при 25°С. Га-
зовую смесь заменяли раз в неделю, одновремен-
но контролируя влажность почвы весовым мето-

Таблица 1. Характеристика дерново-подзолистой почвы, использованной для проведения инкубационных экс-
периментов. Приведены средние значения ± стандартное отклонение (n = 5)

Параметр Значение

Гранулометрический состав, содержание фракции, %
0.5–0.25 мм 5.75
0.25–0.05 мм 24.30
0.05–0.01 мм 27.11

<0.01 мм 42.84

5.4 ± 0.1

Азот общий, % 0.27 ± 0.02
Углерод общий, % 6.17 ± 0.58
С : N 22.9
Cорг, % 4.87 ± 0.7

N– , мг/100г 0.64 ± 0.01

N– , мг/100г 26.1 ± 0.3

P2O5, мг/100г 5.63 ± 0.09
K2O, мг/100г 10.10 ± 0.01

Ca2+, ммоль/100 г 22.4 ± 0.141

Mg2+, ммоль/100 г 4.601 ± 0.014
Базальное дыхание, мкг С–СО2/(г ч) 0.56 ± 0.07
Микробная биомасса, мкг С/г 1352 ± 65
Метаболический коэффициент (qCO2) 1.59 ± 0.31

Количество бактерий (микроскопия), кл./г 12.8 ± 1.3 × 1010

Численность бактерий сапротрофного блока, КОЕ/г 5.5 ± 0.9 × 107

2H OpH

+
4NH
−
3NO
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дом, при необходимости компенсируя потери до-
бавлением дистиллированной воды.

Измерение скорости окисления метана и дыха-
тельной активности почвы. Флаконы с почвой гер-
метично закрывали резиновыми пробками и до-
бавляли в газовую фазу метан до концентрации
около 200 ppm. Реальную величину концентра-
ции определяли на газовом хроматографе (значе-
ние С0). Флаконы инкубировали при 25°С в тече-
ние 24 ч, после чего повторно определяли кон-
центрацию метана (значение С1) и определяли
разницу в содержании метана (ppm), исходя из ко-
торой считали количество окисленного метана А
(мг СН4) по формуле:

где С0 и С1 – концентрации газов до и после экспози-
ции, ppm;  – молярная масса метана (16 г/моль);
Vфл – объем флакона, л; Vm – молярный объем га-
за при нормальных условиях (22.4 л/моль).

Скорость окисления метана v (мкг СН4/(г поч-
вы ч)) рассчитывали по формуле :

где А – количество окисленного метана, мг СН4;
mн – масса воздушно-сухой навески почвы в фла-
коне; t – время экспозиции, ч.

Измерение концентрации СН4 и СО2 в газовой
фазе микрокосмов проводили на газовом хрома-
тографе Кристалл 5000.1 (Хроматэк, Россия),
снабженном пламенно-ионизационным детек-
тором на колонке размером 3.0 м × 0.2 см, запол-
ненной HayeSep N. Температура колонки со-
ставляла 40°С, детектора 200°С. Аргон, служив-
ший в качестве газа-носителя, подавали со
скоростью 25 мл/мин.

Определение концентрации ионов водорода и
нитрат-ионов. Концентрацию ионов водорода в
почвенной суспензии (почва : вода 1 : 2.5) измеря-
ли методом прямой потенциометрии на приборе
pH-Meter-pH410 компании “Аквилон” с комби-
нированным pH-электродом ЭСК-10601/7. Из-
мерение активности нитрат-иона проводили в
той же суспензии на иономере pX-150.1MИ с по-
мощью ионоселективного нитратного электрода
ЭЛИС-121NO3 и хлорсеребряного электрода
сравнения ЭСР-10101, насыщенного раствором
KCl. Значение показателя активности нитрат-
ионов  пересчитывали в массовую долю
азота нитратов в почве (Х, мг/кг) по формуле:

( )
×

= 41 0 CH   фл

m

–
,

1000
C C M V

A
V

4CH  M

×=v
н

1000, А
m t

( )−
3NOp

−

×=
3– NO  

н

10 1000,
p MVX

m

где  – молярная концентрация нитрата,
моль/л; М – молярная масса N–NO3 (14 г/моль);
V – объем экстрагирующей жидкости, мл; mн –
масса воздушно-сухой навески почвы, взятой для
анализа, г.

Выделение ДНК. Секвенирование и обработка
данных. ДНК выделяли из образцов почвы мас-
сой 0.25 г с помощью коммерческого набора ре-
активов MO BIO Power Soil DNA Isolation Kit
(QIAGEN) согласно протоколу производителя.

Высопроизводительное секвенирование 16S рРНК
проводили при помощи системы Illumina MiSeq в
ООО Биоспарк, Троицк. Подготовку и секвени-
рование ДНК-библиотек для гипервариабельно-
го V3–V4 участка гена 16S рРНК и обработку дан-
ных проводили как было описано нами ранее [5].

С помощью программных пакетов QIIME 2
определяли индексы разнообразия [12], рассчи-
танные при объединении нуклеотидных последо-
вательностей в операционные таксономические
единицы (ОТЕ) с уровнем сходства в 97%. Альфа-
разнообразие оценивали по индексу Шеннона,
выровненность ОТЕ в сообществе по индексу
Пиелу. В качестве показателя филогенетического
разнообразия использовали индекс Фейта PD [6].

Статистическая обработка данных. Все измере-
ния выполняли не менее чем в трех повторностях.
Для каждой выборки считали среднее и стан-
дартное отклонение в программном продукте
Excel 2013 (Microsoft Corp.). Статистическую об-
работку проводили с использованием програм-
мы Statistica 8.0 (StatSoft Inc., США). Для парных
сравнений использовали критерий Стьюдента
(t-test), статистически значимыми считали кри-
терии при p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Влияние солей аммония и лантана на скорость
окисления метана. Изменение скорости окисле-
ния метана в почве за время инкубации пред-
ставлено на рис. 1. В первые 3 сут в вариантах с вне-
сением соли аммония (MN) скорость метаноокисле-
ния снижалась с 0.024 до 0.006 мкг СН4 /(г ч), в то
время как в почве без внесения аммония (M) –
до 0.015 мкг СН4/(г ч) (t-test, p = 0.01). Уменьше-
ние метанотрофной активности в почве при внесе-
нии солей аммония было отмечено в ряде исследо-
ваний [4, 28]. Данный эффект можно объяснить
конкурентным механизмом ингибирования, при
котором метанмонооксигеназа окисляет аммоний
вместо метана, и накоплением токсичных продук-
тов окисления аммония. Через 10 сут в обоих ва-
риантах скорость метаноокисления составляла
0.008 мкг СН4/(г ч). К концу периода инкубации
(30 сут) величина метаноокисляющей активности
варианта MN составляла 0.01 мкг СН4/(г ч). Эти

−
3NOp
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различия были небольшими в абсолютном выра-
жении, но значимыми (t-test, p = 0.03).

Внесение хлорида лантана (ML1) положитель-
но повлияло на потребление метана. Уже через
сутки скорость окисления метана в почве стала
выше, чем в контроле, и составила 0.033 СН4/(г ч)
(t-test, p = 0.01). Эта тенденция сохранялась в те-
чение 20 сут, и максимальный эффект, двухкрат-
ное превышение, был отмечен на 10 сут. Через 25 сут
достоверных отличий от контроля не зафиксиро-
вано.

Влияние солей лантана и аммония на накопление
нитратов и кислотность почвы. Результаты изме-
нения содержания нитрат-ионов в почвенном
растворе и актуальной почвенной кислотности
представлены на рис. 2. В вариантах эксперимен-
та с внесением соли аммония (MN и MNL1) на-
блюдается снижение его содержания и увеличе-
ние содержания нитрата. Добавление соли лантана
(MNL1) положительно повлияло на процесс по-
тенциальной нитрификации, к концу инкубации
содержание нитрат-ионов было на 24% больше,
чем в варианте без лантана MN, и составило 155 и
125 мкг N– /г соответственно. Интересно
отметить, что в некоторых образцах количество
нитратного азота превысило внесенный аммоний-
ный азот. Возможно, это проявление затравочного
эффекта, при котором наличие легкодоступного
для окисления аммония позволило микроорга-

−
3NO

низмам использовать азот органического веще-
ства почвы.

Изучаемая дерново-подзолистая почва (К)
имела умеренно кислую реакцию среды рН 5.4 и
высокое содержание нитратов. После недели
инкубации наблюдали значимое (p = 0.01), но в
абсолютных выражениях небольшое повыше-
ние кислотности почвы в образцах MN и MNL1
с внесением аммония (рис. 2b) до рН 4.8–4.9, так
как сульфат аммония и хлорид лантана – это фи-
зиологически кислые соли. Благодаря буфер-
ным свойствам почвы уже через 20 сут уровень
кислотности практически вернулся к исходному
значению.

Таким образом, хлорид лантана стимулирует
процессы окисления аммония и накопления нит-
ратов, что положительно влияет на окисление ме-
тана. Однако нужно учитывать, что при внесении
хлорида лантана возможно подкисление почвы,
которое будет снижать интенсивность процессов
нитрификации на срок, зависящий от буферных
свойств почвы.

Влияние солей аммония и лантана на таксономи-
ческую структуру и разнообразие бактериального
сообщества. В исходной почве (К) было обнару-
жено два доминантных филума: Pseudomonadota
(35% от числа всех последовательностей) и Acido-
bacterota (28%), а также значительное содержание
Bacteroidota (18%) (рис. 3). Значительную часть
составляли представители филума Verrucomicro-

Рис. 1. Скорость окисления метана в дерново-подзолистой почве без внесения солей, M (1); c внесением сульфата ам-
мония, MN (2); c внесением хлорида лантана, ML1 (3). Представлены средние значения величин и стандартные от-
клонения.
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biota (7%), а также филумов Actinomycetota, Chlo-
roflexota, Gemmatimonadota и Nitrospirota (по
2% каждый). В минорном компоненте с относи-
тельным содержанием <1% обнаружены Armati-
monadota, Chlorobiota, Cyanobacteria, Elusimi-
crobiota, Fibrobacterota, Bacillota, Ignavibacterio-
ta, Latescibacteria, Parcubacteria, Planctomycetota,
Saccharibacteria, Spirochaetota и Berkelbacteria.

Таксономическая структура сообщества зна-
чительно изменилась при инкубировании образ-

цов в воздушно-метановой атмосфере. Как тен-
денция отмечено увеличение доли филума Pseu-
domonadota особенно в вариантах с внесением
солей. Так, в варианте М после 1 мес. инкубации
доля Pseudomonadota возросла до 48%, и значитель-
но увеличилась представленность филумов грампо-
ложительных бактерий Actinomycetota (20%) и
Bacillota (8%). Кроме того, по сравнению с ис-
ходной почвой выросло относительное содержа-
ние филумов Chlorof lexota (5%) и Gemmati-
monadota (3%), а филумов Acidobacterota (7%),
Bacteroidota (5%) и Verrucomicrobiota (2%) зна-
чительно уменьшилась.

В вариантах с внесением солей наблюдали
дальнейшее увеличение доли Pseudomonadota в
сообществе: 55% в варианте ML1, 64% – ML2 и
66% – MN. Сохранялась высокая представлен-
ность филумов Acidobacterota (9–13%) и Bacteroi-
dota (8–11%) соответственно. По сравнению с
почвой М значительно уменьшился вклад в сооб-
щество, вносимый бактериями филумов Actino-
mycetota (4–5%) и Bacillota (2–4%), а также Chlo-
roflexota (1%). В то же время выросла доля пред-
ставителей филумов Gemmatimonadota (5–7%).

Для определения влияния солей аммония и
лантана на альфа-разнообразие бактериального
сообщества дерново-подзолистой почвы сравни-
ли сообщества по количеству филумов и ОТЕ,
определенных до рода.

В сообществе почвы М после месяца инкуба-
ции было определено 290 родов из 16 филумов,
что значительно меньше, чем было в исходной
почве К (421 род из 21 филума). Внесение хлорида
лантана еще больше сократило разнообразие: че-
рез 1 мес. после внесения было определено только
203 рода из 16 филумов, а через 2 мес. – 218 родов
из 17 филумов. Негативное воздействие соли лан-
тана на разнообразие подтверждается значениями
индексов разнообразия Шеннона (4.0–4.2) и
PD (3.4–3.8), которые были значительно меньше
таковых в контрольной почве (индекс Шеннона
4.9, PD 5.6). Кроме того, снизилось значение вы-
ровненности таксонов в сообществе с 0.89 до 0.86
(табл. 2).

При инкубировании с сульфатом аммония
разнообразие снизилось, но в меньшей мере.
В бактериальном сообществе было определено
228 родов из 17 филумов, разнообразие по индек-
су Шеннона (4.8) было практически на том же
уровне, что в контроле. Значение показателя вы-
ровненности увеличилось до 0.93. При этом ин-
декс филогенетического разнообразия Фейта
снизился с 5.6 до 4.2, что говорит о том, что боль-
шее количество таксонов стало находиться относи-
тельно недалеко друг от друга на филогенетическом
древе. По-видимому, при этом нарушается устояв-
шееся сочетание экологических ниш и вырастает

Рис. 2. Окисление аммония (a), накопление нитрата (b)
и изменение рН (с) в дерново-подзолистой почве с
внесением сульфата аммония, MN (1); с внесением
сульфата аммония и хлорида лантана, MNL1 (2). Пред-
ставлены средние значения величин и стандартные от-
клонения.
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относительное обилие специфических групп мик-
роорганизмов.

Основные роды бактерий (относительное со-
держание >1%) сообщества дерново-подзолистой
почвы до и после инкубации представлены в табл. 3.
Относительное обилие протеобактерий увеличи-
лось после месяца инкубации почвы в контроль-
ных условиях за счет представителей класса Alp-
haproteobacteria, обилие которых выросло от 12 до
31%, в первую очередь за счет рода Sphingomonas
(доля выросла о 4 до 15%). Бактерии рода Sphingo-
monas принадлежат более чем к ста видам, явля-
ются аэробными гетеротрофами и выделяются из
воздуха, почвы, водных экосистем, донных отло-

жений, ризосферы и растений [10]. Большое так-
сономическое и экофизиологическое разнообра-
зие позволяет бактериями Sphingomonas домини-
ровать во многих местообитаниях и эффективно
приспосабливаться к изменяющимся условиям
среды. Другие представители Alphaproteobacteria,
содержание которых значительно увеличилось
при инкубации, принадлежат к родам Varibacter
(рост от 0.3 до 1%) и Bradyrhizobium (от 0.5 до 1%).
Относительное обилие представителей классов
Beta- и Gammaproteobacteria не изменилось.
В пределах этих двух классов преобладающими
родами являлись Massilia (3%) и Lysobacter (5%), в
то время как в исходной почве наиболее пред-
ставлены были бактерии рода Acidibacter (1%).

Рис. 3. Таксономическая структура бактериального сообщества дерново-подзолистой почвы на уровне филумов (% от
общего числа последовательностей в образце). Условные обозначения здесь и далее: K – исходная почва; M – инкубация
с метаном, 1 мес.; ML1 – инкубация с метаном и лантаном 1 мес.; ML2 – инкубация с метаном и лантаном 2 мес.;
MN – инкубация с аммонием, 1 мес.
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Таблица 2. Альфа-разнообразие бактериального сообщества дерново-подзолистой почвы

Параметр
Вариант инкубационного эксперимента бактерии

M ML1 ML2 MN

Количество определенных родов (филумов) 290 (16) 203 (16) 218 (17) 228 (17)
Индекс Пиелу 0.89 0.86 0.91 0.93
Индекс Шеннона 4.9 4.0 4.2 4.8
Индекс PD 5.6 3.8 3.4 4.2
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Значительно снизилась доля в сообществе пред-
ставителей класса Deltaproteobacteria, в особен-
ности рода Geobacter (от 3 до 0.02%). Бактерии
данного рода способны восстанавливать железо и
марганец в анаэробных условиях [9], и снижение
их относительного обилия можно объяснить воз-
росшей конкуренцией в почве за доступное орга-
ническое вещество.

В пределах филума Acidobacteriota существен-
но уменьшилась доля представителей класса Soli-
bacteres (от 7 до 2%), особенно родов Candidatus
Solibacter (с 5 до 1%) и Bryobacter (от 2 до 1%).
В филуме Bacteroidota от 12 до 5% уменьшилось
относительное содержание представителей клас-
са Sphingobacteriia, род Pedobacter (от 1 до 0.1%).
На порядок уменьшилось относительное содер-
жание представителей рода Nitrospira из филума
Nitrospirae, от 2 до 0.2%. Эти облигатные хемоли-
тоавтотрофы способны осуществлять полное
окисление аммония до нитрата, что отличает их от
других нитрифицирующих бактерий [16]. Вклад,
вносимый в сообщество представителями клас-
сов Actinobacteria и Bacilli, вырос до 10 и 7% соот-
ветственно. Для сравнения в исходной почве эти
два класса суммарно составляли лишь 0.6%. Ос-
новные роды грамположительных бактерий: Ba-
cillus (5%), Streptomyces (2%) и Blastococcus (1%).
Некоторое преимущество при инкубации полу-
чили представители рода Gemmatimonas из филу-
ма Gemmatimonadota, содержание которых воз-
росло с 0.5 до 2%.

После внесения хлорида лантана (ML1) в так-
сономической структуре и разнообразии бакте-
риального сообщества произошли значительные

изменения. Представители класса Alphaproteo-
bacteria уже не доминировали и были только тре-
тьими по относительному обилию: 22% через
1 мес. и 15% через 2 мес. Вклад представителей
остальных классов протеобактерий, напротив,
значительно увеличился. Так, доля Betaproteobac-
teria составила 18 и 28%, а Gammaproteobacteria –
11 и 18% через 1 и 2 мес. соответственно. Доля пред-
ставителей Deltaproteobacteria составила 3–4%.
Примечательно, что на уровне родов доминиро-
вали метило- и метанотрофные бактерии, что не
характерно для вариантов без внесения лантана,
несмотря на одинаково высокую концентрацию
метана. Возможно, представители этих родов не
могли доминировать в бактериальном сообще-
стве в условиях ограниченного содержания в поч-
ве кальция и лантана, элементов, необходимых
для активности метанолдегидрогеназ и ассими-
ляции метана. Вклад, вносимый представителя-
ми рода Sphingomonas, уменьшился от 15% в кон-
трольном варианте до 13% при внесении лантана
за 1 мес. и до 6% за 2 мес. Из других филумов су-
щественное относительное обилие имели роды
Candidatus Solibacter (1–2%) и Bryobacter (0.6–1%)
из класса Solibacteres; Flavisolibacter (1%) из класса
Chitinophagia; Gemmatimonas (4–5%) из класса
Gemmatimonadetes.

Влияние солей аммония и лантана на состав со-
общества метанотрофных и нитрифицирующих
бактерий. Анализ таксономического состава мик-
робных сообществ показал доминирование мета-
нотрофных бактерий в вариантах с внесением со-
лей лантана. На рис. 4 представлены данные о
представленности в микробных сообществах ме-

Таблица 3. Изменения в составе бактериальных сообществ дерново-подзолистой почвы лабораторных экспери-
ментов на уровне рода, относительное содержание, %*

* Бактерии с относительным содержанием в сообществе не менее 1%.

Филум
Вариант инкубационного эксперимента бактерии

K M ML1 ML2 MN

Pseudomonadota Sphingomonas (4%)
Geobacter (3%)
Acidibacter (1%)

Sphingomonas (15%) 
Variibacter (1%) 
Bradyrhizobium (1%)
Massilia (3%)
Lysobacter (5%)

Sphingomonas (13%) 
Phenylobacterium (1%)
Methylotenera (10%)
Methylobacter (4%)

Sphingomonas (6)
Methylotenera (19%)
Methylobacter (7%)
Hyphomicrobium (1%)

Sphingomonas (15%)
Variibacter (1%) 
Bradyrhizobium (1%)
Massilia (3%)
Lysobacter (5%)

Acidobacteriota Cand. Solibacter (5%) 
Bryobacter (2%)

Cand. Solibacter (1%), 
Bryobacter (1%)

Cand. Solibacter (2%) 
Bryobacter (1%)

Cand. Solibacter (1%) Cand. Solibacter 
(1%)
Bryobacter (1%)

Actinobacteriota Streptomyces (2%) 
Blastococcus (1%)

Streptomyces (2%) 
Blastococcus (1%)

Bacillota Bacillus (5%) Paenibacillus (1%)

Gemmatimonadota Gemmatimonas (2%) Gemmatimonas (2%) Gemmatimonas (2%) Gemmatimonas (2%) Gemmatimonas (2%)

Bacteroidota Pedobacter (1%) Flavisolibacter (1%) Flavisolibacter (1%)

Nitrospirota Nitrospira (2%)
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танотрофных бактерий, относящихся к Methylo-
coccaceae (4a) и Methylocystaceae (4b). Внесение
солей лантана приводило к многократному воз-
растанию количества метанотрофов рода Methylo-
bacter из класса Gammaproteobacteria, которые со-
ставляли 4% через 1 мес. инкубации и 6% через
2 мес. Одновременно возрастала представлен-
ность облигатного метилотрофа рода Methyloten-
era – 10, 19% через 1 и 2 мес. соответственно. Это
может быть объяснено наличием у Methylotenera
только одной формы метанолдегидрогеназы,
XoxF-MDH, содержащей в активном центре лан-
тан [32]. Созданные в условиях лабораторных
экспериментов высокое содержание в почве лан-
тана и высокое содержание метана в газовой фа-
зе, вероятно, создают селективные условия для
развития лантанозависимых метанотрофов.

Исходная почва К характеризуется высоким
содержанием хемолитотрофных нитрифицирую-
щих бактерий как первой, так и второй фазы нит-
рификации (рис. 5a). В составе аммонийокисля-
ющих бактерий обнаружены представители рода
Nitrosospira, однако их относительное обилие
очень мало (0.09%), а остальная часть (2.91%)
представлена некультивируемыми представите-
лями семейства Nitrosomonadaceae. Внесение со-

лей аммония и лантана не приводило к увеличе-
нию количества этих нитрификаторов. Бактерии
второй фазы нитрификации представлены только
представителями рода Nitrospira (рис. 5b), относи-
тельная представленность которых снижалась
при внесении солей, как лантана, так и аммония.

Таким образом, соли лантана стимулируют
процесс нитрификации, но снижают содержание
автотрофных нитрификаторов. Вероятно, это
связано с активизацией гетеротрофных нитрифи-
каторов. Одним из возможных участников могут
быть бактерии рода Sphingomonas, которые обла-
дают нитрифицирующей способностью [10], и
представленность которых значительно возраста-
ет при внесении солей лантана и аммония.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
На основании проведенных экспериментов

установлено, что сульфат аммония и хлорид лан-
тана, которые могут поступать в почву с азотны-
ми (минеральными и органическими), фосфор-

Рис. 4. Изменения в составе метанотрофов семейства
Methylococaceae (a) и Methylocystaceae (b) в образцах
почвы инкубационного эксперимента после инкуба-
ции в течение месяца.
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ными (фосфориты) и лантансодержащими удоб-
рениями, оказывают значительное влияние на
почвенное микробное сообщество.

В инкубационных модельных экспериментах
показано, что аммоний ингибирует метанотроф-
ную активность на первых этапах инкубации дер-
ново-подзолистой почвы, а положительное влия-
ние лантана прослеживается на протяжении
20 сут. Соли лантана стимулируют процесс по-
тенциальной нитрифицирующей активности, од-
нако в почвах с низкой буферной емкостью воз-
можно уменьшение активности за счет увеличения
кислотности. Внесение сульфата аммония в почву в
количестве, соответствующем применяемой в сель-
ском хозяйстве дозе (300 кг N– /га), ведет к уве-
личению доли протеобактерий в бактериальном
сообществе.

В условиях высокого содержания метана про-
исходит значительное (на несколько порядков)
увеличение содержания метанотрофов I типа
(Gammaproteobacteria), что можно объяснить их
высокой адаптивностью и способностью быстро
реагировать на доступность субстратов. Одновре-
менно наблюдается увеличение количества лан-
танозависимых облигатных метилотрофов рода
Methylotenera. Можно предположить, образова-
ние ассоциаций метано- и метилотрофных лан-
танозависимых бактерий, что приводит к изме-
нениям в активности метанового фильтра почвы.
Количество внесенного лантана 5 мкг/г много-
кратно превышает содержание доступного лан-
тана в почве, что создает преимущества для бак-
терий, обладающих лантансодержащей мета-
нолдегидрогеназой.

Полученные результаты требуют дальнейших
исследований возможных механизмов влияния
лантана на процессы окисления метана и аммо-
ния в почве; определение факторов, влияющих на
доминирование в естественных условиях тех или
иных микроорганизмов в сообществе; исследова-
ние зависимости численности бактерий в экосисте-
мах от выполняемой ими функции. Результаты ра-
боты могут способствовать разработке современ-
ных подходов регуляции активности почвенного
метанового фильтра и сопутствующей микробио-
ты, что позволит уменьшить негативное влияние
глобального потепления климата и стабилизиро-
вать запасы почвенного углерода. Данные будут
полезны при уточнении безопасных доз аммо-
нийных удобрений и лантансодержащих микро-
удобрений при ведении сельского хозяйства в
средней полосе России.
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Laboratory Study of the Effect of Ammonium and Lanthanum Salts on Methane 
Oxidation and the Composition of Microbial Communities in Sod-Podzolic Soil

I. K. Kravchenko1, *, L. R. Sizov1, and L. V. Lysak3

1Winogradsky Institute of Microbiology, Research Center of Biotechnology RAS, Moscow, 119071 Russia
2Federal Research Center of Problems of Chemical Physics and Medicinal Chemistry RAS, Chernogolovka, 142432 Russia

3Lomonosov Moscow State University, Moscow, 119991 Russia
*e-mail: irinakravchenko@inbox.ru

One of the promising approaches to solving the issues of ecosystem resilience to stress is to assess the response
of microbial communities of soils performing important ecological and biospheric functions to natural or an-
thropogenic impacts. In a model experiment with sod-podzolic soil (Eutric Albic Retisols (Abruptic, Loamic),
the inhibitory effect of ammonium and the stimulating effect of lanthanum on the oxidation of methane by
soil microorganisms were established. The addition of ammonium and lanthanum reduced the taxonomic di-
versity of the bacterial community of the soil and changed its structure: the relative content of Gram-positive
bacteria of the phylum Actinobacteriota and Bacillota decreased, while the proportion of gram-negative bac-
teria of the phylum Pseudomonadota increased. The introduction of lanthanum significantly, by several or-
ders of magnitude, increases the relative content in the community of methanotrophs of the genus Methylo-
bacter and obligate methylotrophs of the genus Methylotenera. The results of the work can be used to develop
approaches for regulating the activity of the soil “methane filter” and the accompanying microbiota.

Keywords: soil microbial communities, methane cycle, metabolic activity, methanotrophs
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