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В настоящей работе определено филогенетическое и функциональное разнообразие микроорганиз-
мов образцов дерново-подзолистой почвы, загрязненной и незагрязненной углеводородами, и ур-
бостратозема. Методом высокопроизводительного секвенирования V3–V4 региона гена 16S рРНК
показано, что в исследованных образцах почв преобладали бактерии филумов Proteobacteria, Actino-
bacteria и Acidobacteria. Наибольшей потенциальной функциональной активностью в преобразова-
нии соединений азота, деградации хлоралканов, хлоралкенов и бензоата обладали бактерии родов
Sphingomonas, Bradyrhizobium и Pseudolabrys в образцах дерново-подзолистой почвы и бактерии ро-
дов Brevundimonas, Stenotrophomonas и Streptomyces – в образцах урбостратозема. Из нефтезагрязнен-
ных почв были выделены штаммы Stenotrophomonas maltophilia, деградирующие нефть, нефтепро-
дукты и полициклические ароматические углеводороды (ПАУ) (фенантрен, антрацен и пирен).
Микроорганизмы дерново-подзолистой почвы в условиях микрокосма эффективно деградировали
разные компоненты нафтено-метановой и метано-нафтеновой нефти. Количество ароматических
компонентов нафтено-метановой нефти, деградированных микробным сообществом почвы, и со-
обществом, обогащенным штаммом S. maltophilia П420в, было практически одинаковым, однако в
варианте с биоаугментацией процесс деградации этих компонентов протекал на 14 сут быстрее.
Обогащение почвы целевыми деструкторами ПАУ и ароматических соединений может быть целе-
сообразным для почв северных регионов с низкой продолжительностью летнего периода, загряз-
ненных нефтью с высоким содержанием ароматических и асфальто-смолистых соединений.

Ключевые слова: нефтезагрязненная почва, высокопроизводительное секвенирование, ген 16S рРНК,
прокариоты, функциональное разнообразие, микрокосмы, биоаугментация, полициклические аромати-
ческие углеводороды (ПАУ), Stenotrophomonas
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Поступление органического углерода нефти в
почвы приводит к увеличению содержания алканов,
битуминозных веществ, ароматических соединений
и полициклических ароматических углеводородов
(ПАУ) и сопровождается тяжелыми экологически-
ми последствиями (Atlas, 1981). Изменяются фи-
зико-механические, агрохимические и продук-
ционные свойства почвы, гибнут растения, поч-
вы становятся непригодными для хозяйственного
использования. Некоторые нефти обладают бласто-
могенным и канцерогенным действием. Обычно

наиболее загрязненными оказываются верхние
слои почвенного профиля, что приводит к сни-
жению водо- и воздухопроницаемости почвы.

Дерново-подзолистые и подзолистые почвы
составляют основной фон почвенного покрова
России и занимают 15 и 26% площади соответ-
ственно. Нефть и нефтепродукты являются ос-
новными загрязняющими веществами для почв
этого типа. Биоразлагаемость компонентов неф-
ти обычно снижается в ряду: н-алканы > алканы с
разветвленной цепью > разветвленные алкены >
> низкомолекулярные ароматические соедине-
ния с н-алкильной цепью > моноароматические
соединения > циклические алканы > полицикли-

1 Дополнительная информация для этой статьи доступна по
doi 10.31857/S0026365621060094 для авторизованных поль-
зователей.
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ческие ароматические углеводороды (ПАУ) > ас-
фальтены (van Hamme et al., 2003). Для биореме-
диации загрязненных нефтепродуктами почв ши-
роко используются биотехнологии биостимуляции
и биоаугментации (Tyagi et al., 2011). Биостимуля-
ция включает внесение источников азота, фосфора,
калия, акцепторов электронов и воды для стимуля-
ции активности автохтонного микробного сооб-
щества, тогда как биоаугментация предполагает
внесение экзогенных микроорганизмов для уве-
личения активности целевой группы. Часто оба
метода используются одновременно. Показано,
что деградация нефти происходит под воздействием
почвенных микробных сообществ вследствие “са-
моочищающей способности” почв (Sutton et al.,
2013). Наименее подвержены биодеструкции ас-
фальто-смолистые компоненты нефти (Wang et al.,
2016), которые могут накапливаться в поверх-
ностных горизонтах почвы и ухудшать ее свойства.
В этой связи необходим поиск микроорганизмов,
эффективно деградирующих нефть и полицикли-
ческие ароматические углеводороды (ПАУ). Для
более полной очистки экосистем от нефтяных за-
грязнений необходимо использовать микроорга-
низмы, способные осуществлять биодеградацию
разных компонентов нефти. В обзоре (Tyagi et al.,
2011) рассмотрены преимущества и ограничения
метода биоаугментации на примере ряда лабора-
торных и полевых испытаний.

В лабораторном эксперименте консорциум
бактерий родов Pseudomonas, Stenotrophomonas,
Achromobacter, Brevibacillus и Staphylococcus, получен-
ных из высокозагрязненных почв, деградировал до
60% нефтяного загрязнения почвы (Samarghandi
et al., 2018). В полевом эксперименте по очистке
загрязненных нефтью почв (Poi et al., 2017) был
успешно использован консорциум из 22 видов,
принадлежащих, главным образом, к родам Bacillus,
Pseudomonas и Acinetobacter. Внесение биопрепарата,
включающего 4 штамма бактерий родов Rhodococ-
cus и Pseudomonas и дрожжи Candida sp., в почву, за-
грязненную 60 м3 нефти, приводило к 78.8% сни-
жению содержания нефти (Сидоров и соавт.,
1997). Использование в технологии биоаугмента-
ции бактериальных и грибных культур, приспо-
собленных к условиям почвы и нефтяного загряз-
нения, имеет несомненные преимущества перед
внесением микроорганизмов из других местооби-
таний (Eriksson et al., 1999).

Целью настоящей работы было определение
филогенетического и функционального разнооб-
разия микроорганизмов образцов дерново-под-
золистой почвы, загрязненной и не загрязненной
углеводородами, выделение чистых культур, де-
градирующих полициклические ароматические
углеводороды и нефтепродукты, и оценка влия-
ния бактерий рода Stenotrophomonas на биодегра-
дацию нефти микрокосмами почв.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Объекты исследования. Объектами микробио-
логических исследований были образцы гумусо-
вого горизонта (А) дерново-подзолистой постагро-
генной оподзоленной глинисто-иллювиированной
почвы (по классификации Шишова и соавт., 2004)
или, соответственно, Umbric Luvisol (Классифи-
кация IUSS Working group…, 2014), отобранные с
участка, расположенного в пределах городской
черты и части пригородных территорий г. Элек-
троугли (Московская обл.). Образцы почв S1 и S2
отбирали по мере удаления от “Электроуглинско-
го завода технического углерода, ЗАО” на рассто-
янии 0.3 км (завод) (55.728016, 38.217825) и 12 км
(фон) (55.724371, 38.387340) соответственно. Тер-
ритория исследования находилась в течение дли-
тельного времени под техногенным воздействием,
вызванным функционированием завода по про-
изводству технического углерода из графита, сажи и
каменноугольной смолы. Загрязняющие вещества
поступали из этого источника через атмосферу на
большую часть территории. В пределах промыш-
ленной зоны и вблизи нее присутствует также
большое количество твердого материала, пред-
ставленного различными отходами производства,
в том числе углеводородсодержащими веществами
(Геннадиев и соавт., 2015). Для сравнения исследо-
вали образцы урбостратозема песчаного (S3), ото-
бранного в г. Москве (Манучарова и соавт., 2017),
дерново-среднеподзолистой почвы (S4), ото-
бранной на почвенном стационаре в Чашниково
(Солнечногорский район, Московской обл.), а
также загрязненные нефтью (S5, S6, S420 и
S417) образцы почв, отобранные на территории
залежи 302 Ромашкинского нефтяного место-
рождения (г. Лениногорск, Татарстан).

Состав сред и условия культивирования. Для
выделения микроорганизмов, деградирующих
ПАУ и нефтепродукты, готовили почвенную сус-
пензию в стерильной воде (1 : 10), которую исполь-
зовали для засева сред с разными органическими
субстратами. Специальных методов десорбции
микроорганизмов с почвенных частиц не приме-
няли. Минеральная среда включала (г/л):
К2НРО4 – 1.5; КН2РО4 – 0.75; (NH4)2SO4 – 0.05;
MgSO4 · 7H2O – 0.01; Ca(NO3)2 · 4H2O – 0.0005;
FeSO4 · 7Н20 – 0.0055. Субстраты вносили в среду
в следующих концентрациях: предельные углеводо-
роды (тетрадекан (С14H30), гексадекан (С16H34)),
нефть, нефтяные масла – 2 об. %, сахара, пептон –
2–5 г/л, спирты – 5 мл/л. Полициклические аро-
матические углеводороды (пирен, фенантрен,
аценафтен, флуорен), а также бифенил растворя-
ли в ацетоне и вносили в жидкую среду в концен-
трации 50 мг/л, в течение суток среду оставляли
при комнатной температуре для испарения аце-
тона и затем засевали почвенной суспензией или
полученными чистыми культурами бактерий. По-
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севы инкубировали в стационарных условиях при
температуре 20–23°C в течение 14 сут. Чистые
культуры аэробных бактерий, использующих
ПАУ, были выделены из накопительных культур
методом последовательных пересевов с жидких
сред на соответствующие плотные среды, содер-
жащие 15 г агар-агара/л. Процедуру выделения из
единичных колоний повторяли трижды. Чистоту
культур контролировали микроскопическим ме-
тодом и посредством анализа гена 16S рРНК ко-
лоний, полученных на плотной среде. Физиоло-
гические свойства штаммов, содержание Г + Ц в
ДНК и ДНК–ДНК сходство определяли, как
описано ранее (Nazina et al., 2001).

Биодеградация нефти и ПАУ почвенными мик-
рокосмами. Навески почвы (S4) в воздушно-су-
хом состоянии массой по 20 г помещали в чашки
Петри. Нефть растворяли в гексане в пропорции
1 : 25 (вес/вес, %), после чего раскапывали в каж-
дую чашку из расчета 200 мг нефти на 20 г почвы,
охватывая всю поверхность почвы. Источники
NPK не вносили. Смесь пирена и фенантрена в
соотношении 1 : 2 (вес/вес, %) также растворяли
в гексане и вносили из расчета 5 мг пирена и 10 мг
фенантрена на 1 чашку. Чашки Петри с почвой и
внесенными углеводородами выдерживали 2 сут в
термостате при 30°С для испарения гексана. За-
тем почвенный микрокосм инициировали увлаж-
нением до 60% от предельной полевой влагоем-
кости (Воронин, 1986). В течение опыта влаж-
ность почвы поддерживали постоянной, для чего
контролировали вес каждой чашки и доливали
стерильную водопроводную воду по необходимо-
сти. Чашки Петри с почвой инкубировали при
температуре 30°С. В работе использовали нафтено-
метановую нефть, отобранную на Ромашкинском
месторождении (пласт Д0), и метано-нафтеновую
нефть Хыльчуюского месторождения (пласт Р2).
Характеристика нефти приведена в таблице S1
(Геология и разработка…, 1996).

Биоаугментация почвы углеводородокисляющи-
ми бактериями. Штамм Stenotrophomonas maltophilia
П420в, выделенный из загрязненной нефтью
почвы Ромашкинского месторождения, наращива-
ли на плотной среде с пептоном, затем делали смыв
клеток и вносили в почву из расчета 1 × 107 кл./г
почвы.

Аналитические методы. Прирост биомассы чи-
стых культур при росте на жидких средах оцени-
вали по величине оптической плотности (OD590).
Для определения концентрации ПАУ в почве и в
жидкой среде, ПАУ экстрагировали хлороформом,
пробу высушивали, растворяли в 5 мл гексана и
оценивали спектрофотометрически изменение
концентрации. Изменение ароматической фрак-
ции в составе нефти также определяли спектро-
фотометрически при длине волны 254 нм (Dark,
1982). Состав предельных углеводородов нефти

определяли на хроматографе “Кристалл 5000.1”
(ЗАО СКБ “Хроматэк”, Россия) с пламенно-
ионизационным детектором и 15-м капиллярной
колонкой Zebron ZB-FFAP. Газом-носителем слу-
жил гелий. Температура колонки в ходе анализа
возрастала от 100 до 320°С со скоростью нагрева
5°С/мин. Количественную расшифровку хрома-
тограмм производили по методу внутренней нор-
мализации, рассчитывая содержание каждого алка-
на в относительных весовых процентах. Индекс Кi,
который является показателем биодеградации
нефти, рассчитывали по формуле:

Он отражает отношение суммы наиболее по-
казательных изопренанов – пристана и фитана, к
сумме нормальных насыщенных н-алканов – геп-
тадекана и октадекана. По мере биодеградации
нефти индекс Кi увеличивается. Остаточное содер-
жание нефти в почве определяли весовым методом
после экстракции углеводородов из навески почвы
горячим гексадеканом в аппарате Сокслета (Совре-
менные методы…, 1984). Все варианты опыта
проводили в трех повторностях для каждого вре-
мени инкубации.

Методы идентификации чистых культур и опре-
деления состава микробного сообщества почв. Чи-
стые культуры бактерий были идентифицирова-
ны методом анализа гена 16S рРНК с праймерами
8–27f/1492r (Lane, 1991). Филогенетический анализ
последовательностей гена 16S рРНК выделенных
штаммов проводили с использованием программы
BLAST сервера NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/).
Филогенетическое разнообразие прокариот (бак-
терий и архей) в исследованных пробах почв
определяли методом высокопроизводительного
секвенирования ампликонов V3–V4 участка гена
16S рРНК и последующей биоинформатической
обработки полученных данных.

Выделение ДНК, амплификация и секвенирова-
ние генов 16S рРНК прокариот. ДНК выделяли из
образцов почв S1, S2 и S3 с использованием набо-
ра для выделения Power Soil DNA Isolation Kit
(“MO BIO”, США) в соответствии с инструкцией
производителя. Полученные препараты ДНК были
использованы для амплификации V3–V4 участка
гена 16S рРНК прокариот методом полимеразной
цепной реакции (ПЦР). Амплификацию фраг-
ментов гена 16S рРНК осуществляли с помощью
вырожденных праймеров, комплементарных по-
следовательностям, как бактерий, так и архей:
PRK341F (CCTACGGGRBGCASCAG) и PRK806R
(GGACTACYVGGGTATCTAAT). Полученные
ПЦР-фрагменты очищали на колонках QIAquick
согласно протоколу производителя. Каждый
ПЦР-фрагмент растворяли в 50 мкл ТЕ-буфера,
полученного материала было достаточно для
дальнейшего анализа. Нуклеотидные последова-

19 20 17 18( )- ( )C -C -С -С .iК i i н н= + +
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тельности вариабельных фрагментов генов 16S
рРНК из образцов метагеномной ДНК определя-
ли с помощью высокопроизводительного секве-
нирования на полигеномном секвенаторе MiSeq
(“Illumina”, США).

Биоинформатический анализ. Полученные
фрагменты гена 16S рРНК были обрезаны с ис-
пользованием программ trimmomatic-0.36 по ал-
горитму SLIDINGWINDOW:4:15 (Bolger et al., 2014).
Прямые и обратные прочтения объединяли про-
граммой SeqPrep (https://github.com/jstjohn/
SeqPrep). Для обнаружения химер и демульти-
плексирования использовали фильтры QIIME
(Caporaso et al., 2010). Полученные последова-
тельности распределяли по операционным таксо-
номическим единицам (ОТЕ) с уровнем сходства
более 97%. Полученные ОТЕ идентифицировали
с использованием баз данных QIIME, онлайн-ре-
сурса SILVA (Quast et al., 2014; https://www.arb-sil-
va.de/ ngs/) и Knomics Biota. Статистические под-
счеты осуществляли с помощью Microsoft Excel.
Онлайн-ресурс ClustVis (Metsalu, Vilo, 2015;
https:// biit.cs.ut.ee/clustvis/) был использован для
создания тепловых карт (heatmaps) членов сооб-
щества на родовом уровне. OTE, идентифициро-
ванные с использованием онлайн-ресурса SILVA,
использовали для предсказания функциональных
характеристик бактериальных сообществ с исполь-
зованием пакета программ iVikodak (Nagpal et al.,
2019). Модуль Global Mapper этой программы на
основании базы данных KEGG использовали для
получения функциональных профилей, а Local
Mapper – для прогнозирования индивидуальных
профилей ферментов метаболизма азота, бензо-
ата и полициклических ароматических углеводо-
родов, представленных у бактерий исследуемых
микробных сообществ. Тепловые карты функци-
ональных профилей и ферментов, предсказанных
для сообществ, были построены с использовани-
ем интернет-ресурса ClustVis (http://biit.cs.ut.ee/
clustvis/, июнь 2021 г.).

Библиотеки фрагментов гена 16S рРНК прока-
риотных сообществ образцов почвы депонирова-
ны в NCBI, BioProject PRJNA744753.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Разнообразие и потенциальная функциональная

активность микробных сообществ образцов почв. В
библиотеках гена 16S рРНК прокариот из образ-
цов дерново-подзолистой почвы, отобранной в
районе расположения завода технического угле-
рода (библиотека S1) и на расстоянии 12 км от не-
го (библиотека S2), были выявлены последова-
тельности представителей домена Bacteria; археи
не были обнаружены. Оба сообщества имели
большое сходство на уровне высших таксонов
(рис. 1). В составе почвенных сообществ преоблада-
ли бактерии филумов Proteobacteria (53.1 и 42.0% от

количества последовательностей в библиотеках
S1 и S2 соответственно), Acidobacteria (19.0 и
25.8%), Actinobacteria (12.2 и 17.2%), Gemmatimona-
detes (6.8 и 3.2%), Bacteroidetes (3.1 и 1.8%) и Firmi-
cutes (1.5 и 2.1%). Последовательности бактерий
филумов Nitrospirae (2.1%) и Verrucomicrobia (1.2%)
были выявлены только в библиотеке S1, а Chloro-
flexi (5.8%) – в библиотеке S2. В образце урбостра-
тозема S3 доля Proteobacteria была также высока и
достигала 79.1%; второй по представленности груп-
пой были Actinobacteria (10.1%). В библиотеке S3
были выявлены последовательности архей (0.2%)
филума Nanoarchaeota, принадлежащие некуль-
тивируемым Candidatus Woesearchaeota.

На родовом уровне в образцах S1 и S2 преобла-
дали альфапротеобактерии рода Sphingomonas
(34.7 и 43.7%) и некультивируемые Acidobacteria
(13.3 и 13.9%) (рис. 2). Представители рода Sphin-
gomonas распространены в различных местооби-
таниях, таких как почва, пресноводные и мор-
ские водоемы, воздух, песок пустыни, осадочные
породы, растения и загрязненные тяжелыми ме-
таллами рудничные воды. Бактерии рода Sphingo-
monas обладают множественными функциями,
включающими деградацию широкого ряда за-
грязнений окружающей среды (нефтепродуктов,
ПАУ, хлорсодержащих углеводородов, тяжелых
металлов, металлоорганических соединений и
других) и образование полезных фитогормонов, та-
ких как сфинган и геллановая камедь (Asaf et al.,
2020). Отмечаются большие перспективы в ис-
пользовании представителей рода Sphingomonas в
экологических биотехнологиях.

В образце урбостратозема S3 преобладали про-
теобактерии родов Brevundimonas (39.1%) и Steno-
trophomonas (25.0%) и актинобактерии рода Strepto-
myces (6.9%), известные способностью деградиро-
вать сложные органические компоненты гумусового
комплекса, нефтепродукты, хлорсодержащие аро-
матические соединения и ПАУ (Mukherjee, Roy,
2016; Hocinat et al., 2020; Ray et al., 2021).

Результаты определения филогенетического
разнообразия прокариот в образцах почв были
проанализированы с помощью программного
обеспечения iVikodak для оценки потенциальной
функциональной активности микробных сооб-
ществ почв (Nagpal et al., 2019). С помощью модуля
“Global Mapper” программы iVicodak было пред-
сказано, что бактерии, входящие в сообщества,
осуществляли основные пути метаболизма угле-
водов и энергетического метаболизма (рис. 3).
Сообщество незагрязненной нефтью дерново-
подзолистой почвы S2 обладало большей, по
сравнению с сообществом загрязненной почвы
S1, потенциальной способностью к осуществле-
нию этих путей, а также путей метаболизма азота
и серы, деградации ксенобиотиков, бензоата и
связанных с ним путей деградации полицикличе-
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ских ароматических углеводородов, аминобензо-
ата, катехола и хлорсодержащих органических со-
единений.

Бензоат является центраболитом деградации
многих ароматических углеводородов. В сообще-
ствах S1 и S2 присутствовали бактерии, обладаю-
щие двумя ключевыми ферментами пути аэробной
деградации бензоата (“Benzoate degradation I”), бен-
зоат-1,2-диоксигеназой (EC: 1.14.12.10) и дигидро-
оксициклогексадиен дегидрогеназой (EC: 1.3.1.25),
которые катаболизируют бензоат до катехола
(рис. S1а, S1б, доп. материалы). У бактериальных
сообществ предсказано наличие всех ферментов
катаболизма катехола, как до сукцинил-КоА, так
и до пирувата/ацетил-КоА. Кроме того, у бакте-
рий обеих сообществ присутствовал фермент бен-
зоат-КoA-лигаза (EC: 6.2.1.25), катализирующий
превращение бензоата до бензоил-КоА – интерме-
диата биодеградации многих ароматических соеди-
нений. Однако ферменты пути анаэробной дегра-

дации бензоата через бензоил-КоА отсутствовали
у исследуемых сообществ. В сообществах S1 и S2
за деградацию бензоата отвечали Alphaproteobacteria
родов Sphingomonas, Bradyrhizobium и Pseudolabrys
(рис. S2а, S2б, доп. материалы). Присутствующие
в этих образцах почв бактерии осуществляли
лишь единичные реакции превращений ПАУ
(рис. S3а, S3б и S4а, S4б, доп. материалы).

У бактерий, входящих в S1 и S2 сообщества,
было предсказано наличие ферментов комплекса
“Метаболизм азота” участвующих в диссимиля-
ционном восстановлении нитратов до молеку-
лярного азота (собственно денитрификация) и
нитратредукции с образованием аммония, а так-
же в ассимиляционном восстановлении нитрата
до аммония (рис. S5а, S5б, доп. материалы). Потен-
циальная представленность фермента нитратредук-
тазы (EC: 1.7.5.1), катализирущего восстановление
нитрата до нитрита в процессах денитрификации и
диссимиляционной нитратредукции, была сравни-

Рис. 1. Относительная доля последовательностей фрагментов гена 16S рРНК Bacteria, представленных на уровне фи-
лумов/классов в библиотеках из образцов незагрязненной и загрязненной углеводородами почвы. Перечислены так-
соны, составляющие >1% в каждой библиотеке.
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тельно высокой, как и представленность остальных
ферментов этих путей, катализирующих восстанов-
ление нитрита до молекулярного азота и аммония
соответственно. В меньшей степени у микроорга-
низмов этих сообществ был представлен фермент
ферредоксин-нитратредуктаза (EC: 1.7.7.2), катали-
зирующий восстановление нитрата до нитрита в

процессе ассимиляционной нитратредукции, и
фермент ферредоксин-нитритредуктаза (EC:
1.7.7.1), завершающий этот процесс восстановле-
нием нитрита до аммония. Все ферменты пути
метаболизма азота были наиболее представлены у
микроорганизмов S2 сообщества незагрязненной
дерново-подзолистой почвы. Наибольший вклад

Рис. 2. Тепловая карта (heatmap) распределения 25 доминантных родов в библиотеках фрагментов гена 16S рРНК бак-
териальных сообществ из образцов почв. Двойная иерархическая дендрограмма показывает распределение бактерий
в этих библиотеках. Переход цвета от синего до красного обозначает относительные величины содержания отдельных
родов (от менее представленного к более представленному роду в библиотеке). Цифры на диаграмме обозначают % от
общего количества последовательностей в библиотеке из каждой пробы.
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в преобразование азота в сообществах S1 и S2
вносили Alphaproteobacteria родов Sphingomonas,
Bradyrhizobium и Pseudolabrys, среди которых из-
вестны виды, способные к денитрификации
(рис. S6а, S6б, доп. материалы).

В соответствии с представленностью в биб-
лиотеке рибосомных генов микроорганизмов ур-
бостратозема (S3), бактерии родов Brevundimonas,
Stenotrophomonas и Streptomyces характеризовались
наибольшей потенциальной активностью в пре-
образовании соединений азота, деградации хло-
ралканов, хлоралкенов и бензоата (рис. S7–S10,
доп. материалы). Однако помимо этих родов по-
тенциально активными в деградации полицикли-
ческих ароматических углеводородов были также
бактерии рода Pusillimonas (рис. S11, S12), пред-
ставленность которых в S3 библиотеке генов 16S
рРНК не превышала 3%. Неоднократно отмеча-
лось участие бактерий родов Brevundimonas, Steno-
trophomonas, Streptomyces и Pusillimonas в деградации
загрязненных нефтью почв, нефтяных шламов,
хлорсодержащих соединений и ПАУ (Arulazhagan
et al., 2017; Egorova et al., 2021; Al-Mur et al., 2021;
Lara-Moreno et al., 2021).

Использование нефтепродуктов и ароматиче-
ских углеводородов микроорганизмами почвы. Ис-
следована способность микробных сообществ об-
разцов почв использовать сырую нефть, нефтяные
масла, насыщенные прямоцепочечные углеводо-
роды (С12–С16), ароматические соединения (наф-
талин, бифенил) и ПАУ (фенантрен, флуорен и
пирен). Рост микроорганизмов был обнаружен в
посевах всех исследованных почвенных образцов
на жидкие среды с нефтью. Наиболее богатый
рост наблюдали в средах с насыщенными углево-
дородами и нефтяными маслами, особенно с ми-
неральным маслом (табл. S2). На средах с исполь-
зованием фенантрена и пирена наблюдался наи-
лучший рост микроорганизмов: изменялся цвет
среды и образовывалась биопленка на поверхно-
сти жидкости. Поскольку существовала вероят-
ность роста микроорганизмов за счет веществ,
присутствующих в почве, полученные накопи-
тельные культуры трижды последовательно пере-
севали на среды с соответствующими субстратами.
Микроорганизмы, присутствующие в исследован-
ных образцах почв, были способны расти на аро-
матических субстратах и ПАУ в 4-х последователь-
ных пересевах (табл. S3). Накопительные культуры,

Рис. 3. Тепловая карта, показывающая сравнение функциональных профилей бактериальных сообществ образцов
почв (в относительных процентах) в программе iVikodak.
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полученные из нефтезагрязненной почвы на тер-
ритории Ромашкинского нефтяного месторожде-
ния, демонстрировали лучший рост за счет ПАУ.

Выделение чистых культур углеводородокисля-
ющих бактерий. Накопительные культуры, полу-
ченные в средах с бифенилом и ПАУ (фенантреном
и пиреном), были использованы для выделения чи-
стых культур. Методом последовательных пересе-
вов с плотных сред на жидкие среды было выделено
25 чистых культур. Полученные штаммы поддер-
живали на средах с бифенилом, фенантреном и
пиреном, соответственно тому, на каком субстра-
те они были выделены. Наиболее полно потреб-
ляли бифенил – штаммы Б420б и Б417а
(рис. S13а), фенантрен – штамм Ф420б
(рис. S13б), пирен – штаммы П420в и П417г
(рис. S13в). Ряд штаммов, наиболее эффективно
деградирующих углеводороды, был идентифици-
рован методом анализа последовательности гена
16S рРНК. Гены штаммов Б420г, ФП1в и П420в
имели, соответственно, 100, 97 и 96% сходства с ге-
ном Stenotrophomonas maltophilia, а ген штамма Б417а
был идентичен гену Micrococcus oxydans (100% сход-
ства). Содержание Г + Ц в ДНК штаммов Stenotro-
phomonas spp. Б420г, ФП1в и П420в составляло
66.2, 62.1 и 66.6 мол. % соответственно, и было
близко величине Г + Ц в ДНК типового штамма
вида S. maltophilia (66.6 мол. %). Величина ДНК–
ДНК гибридизации штамма Б420г со штаммами
П420в и ФП1в составляла 99 и 21%, что позволяет
отнести штаммы Б420г и П420в к виду Stenotro-
phomonas maltophilia, а штамм Б420г, вероятно,
принадлежит к новому виду этого рода. Штаммы
S. maltophilia ФП1в и П420в использовали насы-
щенные прямоцепочечные н-алканы (С12–С16),
ароматические углеводороды (нафталин, фенан-
трен, бифенил, флуорен, пирен), различные неф-
тяные масла (моторное, турбинное, трансформа-
торное, компрессорное и минеральное) и нефть.
Фенотипические признаки штамма S. maltophilia
П420в соответствовали таковым бактерий рода
Stenotrophomonas. Штамм П420в рос в интервале
рН от 5.5 до 7.8 с оптимумом рН 6.5–7.0, в интер-
вале температуры от 10 до 35°С с оптимумом око-
ло 20°С (табл. S4). Поскольку бактерии рода Ste-
notrophomonas входят в состав микробных сооб-
ществ загрязненных нефтью почв (например,
образца S3), и выделенные штаммы Stenotrophomon-
as maltophilia используют широкий спектр прямо-
цепочечных н-алканов и ПАУ, штамм S. maltophil-
ia П420в был выбран для дальнейшей работы с
микрокосмами почв. Мы полагали, что культура,
растущая на пирене, состоящем из слитых четы-
рех бензольных колец, будет использовать и ме-
нее сложные ПАУ. Представители этого рода из-
вестны своей способностью к росту на широком
ряде субстратов, в том числе ароматической приро-
ды (Mukherjee, Roy, 2016).

Биодеградация ПАУ и нефти микрокосмами дер-
ново-подзолистой почвы. В модельных экспери-
ментах в условиях искусственного загрязнения
почвы S4 смесью ПАУ или нефтью исследована
способность почвы к самоочищению и влияние
внесения углеводородокисляющей бактерии
S. maltophilia П420в (биоаугментации) на биоде-
градацию этих субстратов. Автохтонная микро-
флора дерново-подзолистой почвы использовала
внесенную в почву смесь ПАУ (рис. S14). Однако
в течение первых 14-сут эксперимента рост мик-
роорганизмов был подавлен, и наблюдалась лаг-
фаза в деструкции ПАУ. Затем почвенное сообще-
ство, вероятно, адаптировалось к токсичным веще-
ствам, и в течение третьей недели был использован
весь фенантрен и часть пирена. Обогащение поч-
венного сообщества штаммом-деструктором ПАУ,
S. maltophilia П420в, приводило к небольшому уве-
личению скорости разложения поллютантов, но к
концу эксперимента (42 сут) в обоих вариантах
пирен и фенантрен были использованы полностью,
причем фенантрен был использован быстрее, чем
пирен. Внесение штамма-деструктора ПАУ лишь
сокращало время разложения загрязнителей мик-
робным сообществом почвы.

В лабораторном эксперименте в условиях
микрокосма почву искусственно загрязняли ме-
тано-нафтеновой и нафтено-метановой нефтью и
исследовали способность почвенной микробио-
ты к самоочищению и влияние интродуцирован-
ного штамма S. maltophilia П420в на деградацию
нефти. Была оценена биодеградация разных ком-
понентов нефти (насыщенных углеводородов,
изоалканов и ароматических соединений).

Для оценки абиотических потерь за счет испа-
рения компонентов нефти были поставлены кон-
троли со стерильной почвой. Метано-нафтеновая
нефть содержала больше легких насыщенных угле-
водородов, чем нафтено-метановая нефть (табл. S1).
За 42 сут инкубации потери за счет испарения лег-
ких компонентов нафтено-метановой и метано-
нафтеновой нефти составили 20 и 77% соответ-
ственно. Помимо испарения абиотические потери
нефти были обусловлены также сорбционными
процессами, при которых высокомолекулярные
компоненты нефти необратимо сорбировались
почвой и не извлекались далее растворителями.

Всего с учетом абиотических факторов и био-
генных процессов за 42 сут эксперимента в вариан-
те с почвенным сообществом было деградировано
42%, а в варианте с биоаугментацией штаммом
П420в деградировано 43% от общего количества
внесенной нафтено-метановой нефти (рис. 4а). В
начале эксперимента, когда использовались пре-
имущественно алифатические углеводороды, бы-
ло деградировано больше нефти, чем в последую-
щий период, когда использовались ароматиче-
ские компоненты нефти.
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Скорость разложения метано-нафтеновой
нефти была выше в присутствии штамма П420в
(рис. 4б). Через 14 сут инкубации в варианте с ав-
тохтонным микробным сообществом биодегра-
дация еще не началась, а в варианте с интродук-
цией – было деградировано около 10% нефти. Через
35 сут количество деградированной нефти в почве
в обоих вариантах практически сравнялось и со-
ставило 15%. Таким образом, внесение культуры
ускорило на 14 сут процесс разрушения метано-
нафтеновой нефти, но не повлияло на величину
ее остаточного содержания в почве. В результате
абиотических процессов было удалено больше
легкой метано-нафтеновой нефти (77%), чем в
ходе биогенных процессов (15%).

Изменение компонентного состава нефти микро-
космами почв. Под воздействием почвенного
микробного сообщества происходило изменение
группового состава нефти и содержания индивиду-
альных углеводородных соединений. Изменился
состав алифатической части обеих нефтей: содер-
жание н-алканов существенно уменьшилось; со-
держание изоалканов – изменилось в меньшей сте-
пени за счет потребления соединений с небольшим
числом атомов углерода. Анализ алифатической со-
ставляющей нафтено-метановой нефти (рис. S15)
показал, что в варианте со штаммом S. maltophilia
П420в и в варианте без интродукции содержание
н-алканов уменьшалось практически одинаково в
течение 21 сут эксперимента и впоследствии не
изменялось; за это время микроорганизмы ис-
пользовали доступные им предельные углеводо-
роды. Коэффициент Кi, отражающий соотноше-
ние между изо- и н-алканами, в нафтено-метано-
вой нефти изменился с 0.78 (в исходной нефти) до
1.20 и 1.33 к концу эксперимента в вариантах без
интродукции и с интродукцией штамма соответ-
ственно. На 21 сут биодеградация насыщенных УВ
практически прекратилось, и в период 35–42 сут
эксперимента большее значение приобрело раз-
рушение ароматических компонентов нефти, ко-
гда их содержание снизилось на 53% (рис. S16а).
Всего за 42 сут эксперимента микроорганизмы
почвы деградировали 72.9% ароматических УВ.
Почвенное сообщество, обогащенное штаммом
S. maltophilia П420в, деградировало 74.9% арома-
тических компонентов нафтено-метановой нефти.

Динамика потребления предельных углеводо-
родов метано-нафтеновой нефти была иной (дан-
ные не представлены). Микробное сообщество
почвы потребляло значительную часть н-алканов,
оставшихся в нефти после испарения, и интро-
дукция штамма П420в в почву практически не от-
разилась на скорости биодеградации этих соеди-
нений. Соотношение между изо- и н-алканами в
метано-нафтеновой нефти (коэффициент Кi) из-
менилось с 0.63 (в исходной нефти) до 0.79 и 0.80
к концу эксперимента (варианты без интродук-

ции и с интродукцией соответственно). В метано-
нафтеновой нефти микроорганизмы потребляли
в основном н-алканы.

Внесение штамма S. maltophilia П420в ускоря-
ло потребление ароматической фракции в обоих
исследованных типах нефти (рис. S16а, S16б).
Интродукция штамма-деструктора ПАУ в почву,
загрязненную нафтено-метановой нефтью, не
сказалось на остаточном содержании ароматиче-
ской фракции в деградированной нефти, но уско-
рила процесс ее разрушения по сравнению с ее
деградацией почвенным сообществом. В случае с
метано-нафтеновой нефтью в присутствии ин-
тродуцированного штамма было деградировано
62.1% ароматических углеводородов, что на 10.6%
больше по сравнению с количеством ароматиче-
ских углеводородов, деградированных автохтон-
ным сообществом почвы (50.6%).

Две фазы процесса биоремедиации почв от
нефти, когда большая часть деградации происходи-
ла на первом этапе (50% снижение за 35–45 дней), а
во вторую фазу деградировало около 10% нефти,
отмечали и другие исследователи (Kaplan, Kitts,
2004; Liu et al., 2011; Sutton et al., 2013; Samarghandi
et al., 2018). На ранней стадии биоремедиации
разрушались преимущественно нормальные ал-

Рис. 4. Деградация нафтено-метановой (а) и метано-
нафтеновой (б) нефти микрокосмами дерново-под-
золистой почвы (1), а также при биоаугментации поч-
вы штаммом S. maltophilia П420в (2) с учетом абиоти-
ческого снижения нефти в контрольной почве.
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каны и низкомолекулярные ароматические со-
единения (Venosa et al., 1997).

Нами показана большая роль испарения при
очистке почв, особенно от легкой метано-нафте-
новой нефти; 77% этой нефти было удалено из
почвы вследствие абиотических процессов. Для
нафтено-метановой нефти, содержащей меньшее
количество легких парафинов, роль этого абио-
тического фактора при ее удалении из почвы бы-
ла существенно меньше.

Проведенные исследования позволяют оце-
нить метаболический потенциал почвенного
микробного сообщества в деградации углеводо-
родов, потребление разных компонентов нефти в
динамике, количественно оценить вклад абиоти-
ческих и биогенных процессов в деградацию нефти.
Однако в лабораторных экспериментах не учиты-
вается ряд природных факторов, влияющих на
преобразование нефти, таких как реальная тем-
пература и ее флуктуация в течение суточного
цикла, влажность и структура почвы, наличие
растительности и другие.

Полученные результаты свидетельствуют о
том, что самоочищающая способность дерново-
подзолистой почвы от нефтяных загрязнений вы-
сока; скорость биодеградации ряда ароматиче-
ских компонентов нефти может быть повышена в
присутствии таких бактерий как Stenotrophomonas
maltophilia – деструкторов специфических угле-
водородов. В литературе неоднократно упомина-
ется использование Stenotrophomonas maltophilia в
составе микробных консорциумов для биоаугмен-
тации почв загрязненных нефтью (Xu et al., 2018).
Способность выделенных штаммов бактерий раз-
лагать алканы и ПАУ может иметь практическое
значение при биоремедиации сред загрязненных
нефтью с высоким содержанием ПАУ. В северных
районах России, где теплый период года непродол-
жителен, процессы биодеградации не успевают раз-
вернуться в полной мере. В этом случае целесооб-
разно обогащение почвенного микробного сооб-
щества консорциумами бактерий, деградирующих
целевые классы нефтяных углеводородов. Перед
использованием бактериальных препаратов для
биоремедиации почв необходимо предварительные
исследования воздействия биопрепарата на опре-
деленный тип нефтяного загрязнения для кон-
кретных почвенно-климатических условий.
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Abstract—The paper deals with the phylogenetic and functional microbial diversity in the samples of umbric
luvisol contaminated and uncontaminated with hydrocarbons and of urban stratozem. High-throughput se-
quencing of the V3–V4 region of the 16S rRNA gene revealed predomination of bacteria of the phyla Proteo-
bacteria, Actinobacteria, and Acidobacteria in the studied soil samples. Bacteria of the genera Sphingomonas,
Bradyrhizobium, and Pseudolabrys in the samples of umbric luvisol and bacteria of the genera Brevundimonas,
Stenotrophomonas, and Streptomyces in urbostrstozem had the greatest potential functional activity in conver-
sion of nitrogen compounds, degradation of chloroalkanes, chloroalkenes, and benzoate. Strains of Stenotro-
phomonas maltophilia, which degraded oil, petroleum products, and polycyclic aromatic hydrocarbons
(PAHs, phenanthrene, anthracene, and pyrene) were isolated from oil-contaminated soils. Under micro-
cosm conditions, microorganisms of umbric luvisol efficiently degraded various components of naphthenic-
methane and methane-naphthenic oil. While the content of aromatic components in naphthene-methane oil
degraded by the soil microbial community and by the community enriched with S. maltophilia strain P420b
was almost the same, in the variant with bioaugmentation the degradation process of these components pro-
ceeded 14 days faster. The enrichment of soil with specific degraders of PAHs and aromatic compounds may
be appropriate for the soils of northern regions with a low duration of the summer period, which are polluted
with oil with a high content of aromatic and asphalt-resinous compounds.

Keywords: petroleum-contaminated soil, high-throughput sequencing, 16S rRNA gene, prokaryotes, func-
tional diversity, microcosms, bioaugmentation, polycyclic aromatic hydrocarbons (PAH), Stenotrophomonas



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /All
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (Adobe RGB \0501998\051)
  /CalCMYKProfile (Photoshop 5 Default CMYK)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.3
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize false
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness false
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages false
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterColorImages false
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages false
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterGrayImages false
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages false
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<

  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /BleedOffset [
        14.173230
        14.173230
        14.173230
        14.173230
      ]
      /ConvertColors /NoConversion
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /NA
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /ClipComplexRegions true
        /ConvertStrokesToOutlines false
        /ConvertTextToOutlines false
        /GradientResolution 300
        /LineArtTextResolution 1200
        /PresetName ([High Resolution])
        /PresetSelector /HighResolution
        /RasterVectorBalance 1
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MarksOffset 14.173230
      /MarksWeight 0.250000
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /NA
      /PageMarksFile /RomanDefault
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /LeaveUntagged
      /UseDocumentBleed false
    >>
    <<
      /AllowImageBreaks true
      /AllowTableBreaks true
      /ExpandPage false
      /HonorBaseURL true
      /HonorRolloverEffect false
      /IgnoreHTMLPageBreaks false
      /IncludeHeaderFooter false
      /MarginOffset [
        0
        0
        0
        0
      ]
      /MetadataAuthor ()
      /MetadataKeywords ()
      /MetadataSubject ()
      /MetadataTitle ()
      /MetricPageSize [
        0
        0
      ]
      /MetricUnit /inch
      /MobileCompatible 0
      /Namespace [
        (Adobe)
        (GoLive)
        (8.0)
      ]
      /OpenZoomToHTMLFontSize false
      /PageOrientation /Portrait
      /RemoveBackground false
      /ShrinkContent true
      /TreatColorsAs /MainMonitorColors
      /UseEmbeddedProfiles false
      /UseHTMLTitleAsMetadata true
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [595.000 842.000]
>> setpagedevice


