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В условиях модельных экспериментов проведен комплексный анализ влияния гормоноподобного
ксенобиотика нонилфенола на численность, таксономическую структуру микробного сообщества
и фитотоксичность дерново-подзолистой суглинистой почвы (Eutric Albic Retisol (Abruptic, Loamic,
Aric, Ochric)). Объектом исследования являлись верхние горизонты дерново-подзолистой суглини-
стой почвы, отобранные в Ленинградской области. Численность и групповой состав почвенной
микробиоты определяли общепринятыми в почвенной микробиологии методами высева почвен-
ной суспензии на стандартные питательные среды. Таксономический состав микробного сообще-
ства изучали с использованием метода пиросеквенирования (Illumina MiSeq). Содержание нонил-
фенолов в почвенных образцах определяли методом высокоэффективной жидкостной хроматогра-
фии. Фитотоксичность почвенных образцов оценивали по отношению к тест-культуре пшенице
мягкой (Tríticum aestívum). Установлено, что нонилфенолы вызывают дозо- и время зависимое из-
менение численности основных физиологических групп почвенных микроорганизмов. В присут-
ствии нонилфенолов происходит значительное увеличение количества гетеротрофных и олиго-
трофных микроорганизмов, а также бактерий, толерантных к нонилфенолу. Наиболее чувствитель-
ными к нонилфенолам являются актиномицеты и спорообразующие бактерии. Под воздействием
нонилфенолов сокращается видовое разнообразие почвенного микробоценоза. В таксономической
структуре микробного сообщества доминирующим филумом становится Proteobacteria (78%). В загряз-
ненной нонилфенолами почве происходит снижение интенсивности процессов микробиологической
минерализации азотсодержащих органических веществ, а также замедление процессов иммобилиза-
ции азота. Выявлена фитотоксичность образцов почвы, загрязненной высокой дозой нонилфенолов
300 мг/кг, в течение месячного инкубирования. Полученные результаты могут быть использованы при
разработке научно-обоснованной методологии биоремедиации почв, загрязненных гормоноподоб-
ными токсикантами. Изменения филогенетической структуры почвенных микробоценозов могут вы-
ступать в качестве чувствительного биоиндикатора экологического состояния почв.

Ключевые слова: дерново-подзолистая суглинистая почва, Albic Retisol (Abruptic, Loamic, Ochric),
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ВВЕДЕНИЕ
Среди загрязнителей окружающей среды в по-

следние годы выделяют гормоноподобные ксено-
биотики, которые могут быть причиной серьез-
ных репродуктивных аномалий у живых организ-
мов, вызывая у них феминизацию, снижение
фертильности, гермафродитизм [32]. Свойство
гормоноподобных ксенобиотиков вмешиваться в
репродуктивный процесс обусловлено их способ-

ностью связываться со специфическими рецеп-
торами половых стероидов и маскироваться под
естественные половые гормоны (тестостерон,
эстрадиол). Последнее обусловлено тем, что по-
добно стероидным гормонам, в структуре многих
гормоноподобных ксенобиотиков присутствует
фенольное кольцо.

Одно из ведущих мест среди гормоноподоб-
ных загрязнителей окружающей среды занимают
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нонилфенолы (НФ). НФ используются при про-
изводстве поверхностно-активных веществ – ок-
сиэтилированных нонилфенолов, присадок к
смазочным маслам, смол и других полимеров, пе-
стицидов и др. Массовое попадание НФ в окру-
жающую среду обусловлено и их образованием в
результате разложения неионогенных поверх-
ностно-активных веществ – нонилфенолэтокси-
латов, широко используемых в промышленности
и быту. Доля НФ в мировом производстве состав-
ляет 85% от всех производимых алкилфенолов. В
результате сброса бытовых и промышленных сто-
ков НФ загрязнены поверхностные воды как
пресноводных, так и морских экосистем. Почвы
могут быть загрязнены НФ за счет размещения
осадков сточных вод (ОСВ). Загрязнение почвы
НФ происходит и при не санкционированных
свалках твердых биологических отходов. В Запад-
ной Европе и Северной Америке около 30% всех
ОСВ используются в сельском хозяйстве. В Вели-
кобритании ОСВ используют для удобрения око-
ло 1.5% сельскохозяйственных угодий. Для этого
на поля вносится около 350 тыс. т ОСВ в пересче-
те на сухое вещество. В Российской Федерации
ежегодно накапливается около 2.6 млн т ОСВ в
пересчете на сухое вещество [10]. Из этого коли-
чества от 4 до 10% используется в качестве удоб-
рений [5]. В зависимости от количества внесен-
ных органических удобрений (навоза) и осадков
сточных вод содержание НФ в почвах варьирует в
пределах 0.01–4900 мкг/кг сухой почвы [24, 33].
Сильнозагрязненные почвы могут содержать сот-
ни миллиграмм НФ в 1 кг почвы [14]. НФ оказы-
вают токсическое воздействие на водные и поч-
венные организмы, такие как водоросли, ракооб-
разные, моллюски, рыбы, ногохвостки, дождевые
черви, растения и др. [6, 16, 21, 36, 38]. Благодаря
высокой биоаккумуляционной способности НФ
могут накапливаться в водных и почвенных орга-
низмах, а также в растениях [15]. Продвигаясь по
пищевой цепи, НФ попадают и в организм чело-
века, представляя серьезную угрозу для здоровья.

В силу этих причин в ряде стран Европейского
Союза введены ограничения на производство и
использование НФ, регламентировано содержа-
ние НФ в объектах окружающей среды. Исполь-
зование НФ в странах ЕС ограничено с 2005 г. НФ
и его прекурсор – этоксилированный НФ вклю-
чены в Список приоритетных опасных веществ
Водной рамочной директивы ЕС. В соответствии
с Нормативами качества окружающей среды
(Приложение 1 Директива 2008/105/ЕС) предель-
но допустимая концентрация НФ в водоемах со-
ставляет 2 мкг/дм3. Содержание НФ в окружаю-
щей среде строго контролируется в США и Кана-
де. По нормам Агентства Соединенных Штатов
по защите окружающей среды (ЕРА) содержание
НФ в пресных и соленых водах не должно превы-
шать 6.6 и 1.7 мкг/л соответственно, а в почве –

2.6 мг/кг. В Канаде допускается более высокое
содержание НФ в почве, от 5.7 до 14 мг/кг в зави-
симости от их назначения, а нормативы содержа-
ния НФ в водоемах более строгие по сравнению с
США – 1.0 и 0.7 мкг/л для пресноводных и соле-
ных водоемов соответственно. Однако многие
страны, включая Россию, Китай, Индию, про-
должают производить и использовать НФ в боль-
ших количествах, содержание НФ в объектах
окружающей среды в этих странах не регламенти-
руется.

При попадании НФ в почву большая часть
поллютанта остается в поверхностных слоях (0–
20 см), с глубиной количество НФ уменьшается
[26]. С течением времени в почве за счет биологи-
ческих процессов (главным образом микробио-
логической деструкции) происходит деградация
НФ. Время полураспада НФ в почве T50 в лабора-
торных условиях составляет от одного до 25 дней
в зависимости от исходной концентрации НФ и
типа почвы. При этом в конце эксперимента (до
120 дней) в почве остается до 30% НФ от исход-
ного содержания [23]. Неполную деградацию
НФ в почвах объясняют его прочной сорбцией
органическим материалом, главным образом,
гуминовыми кислотами [25]. В полевых услови-
ях деградация НФ в почвах происходит значи-
тельно медленнее. Так, при исходном содержа-
нии НФ в почве 0.887 мг/кг T50 в лабораторных
экспериментах и полевых условиях составляет 12
и 257 дней соответственно [23].

Проблема очистки загрязненных НФ почв как
на теоретическом, так и на практическом уровне
разработана недостаточно. За рубежом из донных
отложений, активных илов очистных сооруже-
ний, загрязненных почв выделяют культуры бак-
терий, дрожжей и грибов, способных трансфор-
мировать и/или использовать НФ в качестве ис-
точника углерода и энергии [17, 28, 39], изучаются
процессы фиторемедиации почв [23]. Практиче-
ски отсутствуют в литературе данные по влиянию
НФ на почвенную микробиоту, в том числе на ви-
довое разнообразие микробоценозов. В России
исследования по этим проблемам до настоящего
времени не проводились.

Цель настоящего исследования – изучение
влияния гормоноподобного ксенобиотика НФ на
численность, таксономическую структуру мик-
робного сообщества и токсичность дерново-под-
золистой суглинистой почвы (Eutric Albic Retisol
(Abruptic, Loamic, Aric, Ochric)) Ленинградской
области.

ОБЪЕКТЫ И МЕТОДЫ

В работе использовали верхние горизонты
(0–20 см) дерново-подзолистой суглинистой
почвы (Eutric Albic Retisol (Abruptic, Loamic,
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Aric, Ochric)), отобранной с опытного поля
Санкт-Петербургского государственного аграр-
ного университета (г. Пушкин). Агрохимические
показатели почвы, просеянной через сито (2 мм),
определяли по стандартным методикам [2]. Агро-
химическая характеристика почвы представлена
в табл. 1.

Технический НФ CAS: 84852-15-3 производ-
ства Sigma-Aldrich, США растворяли в 4 мл ацето-
на и добавляли к 10 г стерильного кварцевого пес-
ка. После выпаривания ацетона (в течение 1 ч),
обработанный НФ кварцевый песок смешивали с
увлажненной почвой (60% от полной влагоемко-
сти), создавая концентрацию НФ 30 и 300 мг/кг
сухой почвы. В эксперименте использовали два
контрольных варианта почв: 1 – дерново-подзо-
листую суглинистую с добавлением кварцевого
песка (с предварительно выпаренным ацетоном,
не содержащим НФ); 2 – дерново-подзолистую
суглинистую с добавлением чистого кварцевого
песка. Статистически значимых (р ≤ 0.05) разли-
чий в численности и структуре микробного сооб-
щества между вариантами 1 и 2 контрольных почв
не выявлено (данные не представлены). Для
определения абиотической убыли НФ в почвен-
ных образцах постановку эксперимента проводи-
ли аналогично вышеописанной схеме с использо-
ванием стерильной дерново-подзолистой сугли-
нистой почвы. Стерилизацию образцов почвы
(по 100 г сухой почвы) обеспечивали автоклави-
рованием при давлении 1 атм в течение 1 ч 20 мин.
Стерильность почвенных образцов контролиро-
вали на 1, 30 и 90 сут эксперимента путем высева
почвенной суспензии на стандартные питатель-
ные среды. Почвенные образцы инкубировали
при комнатной температуре в течение 90 сут и
влажности почвы 60% от полной влагоемкости.
Увлажнение почвенных образцов проводили
один раз в неделю до уровня 60% от полной вла-
гоемкости. Пробы отбирали в 1, 30 и 90 сут экспе-
римента. Численность и групповой состав поч-
венной микробиоты определяли общеприняты-
ми в почвенной микробиологии методами высева
почвенной суспензии на стандартные питатель-
ные среды: мясо-пептонный агар (МПА) – гетеро-
трофные микроорганизмы, усваивающие органи-
ческие формы азота; крахмало-аммиачный агар
(КАА) – актиномицеты и бактерии, использующие
минеральные формы азота; среду Эшби – олиго-
нитрофильные микроорганизмы; Гетчинсона –

целлюлозоразрушающие микроорганизмы; МПА
(1 : 10) – олиготрофные микроорганизмы. Чис-
ленность спорообразующих бактерий учитывали
на МПА, посев проводили из предварительно па-
стеризованной в течение 10 мин при температуре
80°С почвенной суспензии. Количество толе-
рантных к НФ бактерий учитывали на среде, сле-
дующего состава: (NH4)2SO4 – 0.4%, K2HPO4 –
0.15%, KH2PO4 – 0.15%, MgSO4 × 7H2O – 0.02%,
агар-агар – 2% с добавлением 300 мг/л НФ. Де-
сорбцию микроорганизмов с почвенных частиц
осуществляли путем обработки водно-почвен-
ной суспензии ультразвуком (частота 40 КГц) в
ультразвуковой ванне DA-963 (КНР) в течение
10 мин, а затем встряхиванием на шейкере Certo-
mat BS-1 (180 об./мин) в течение 10 мин. Коэф-
фициент минерализации органических соедине-
ний рассчитывали как отношение численности
микроорганизмов, усваивающих минеральные
формы азота (учтенных на КАА), к численности
микроорганизмов, усваивающих органические
формы азота (учтенных на МПА); коэффициент
олигонитрофильности рассчитывали как отноше-
ние численности олигонитрофильных микроорга-
низмов (учтенных на среде Эшби) к численности
гетеротрофов (учтенных на МПА) [3]. Экспери-
менты проводили в трехкратной повторности.

Таксономический состав микробного сообще-
ства образцов дерново-подзолистой суглинистой
почвы изучали с использованием метода пиросе-
квенирования (Illumina MiSeq). Для молекуляр-
но-генетического анализа отбирали пробы почв
массой 0.5–1 г в трехкратной повторности. До
выделения ДНК пробы хранили в герметично за-
крытых стеклянных флаконах при температуре –
20°С. ДНК выделяли из навески почвы 0.5 г, со-
гласно методике, описанной Андроновым с со-
авт. [1]. Очищенный препарат ДНК использовали
в качестве матрицы в реакции ПЦР с универсаль-
ными праймерами к вариабельному участку V4
гена 16S рРНК F515 GTGCCAGCMGCCGCGG-
TAA и R806 GGACTACVSGGGTATCTAAT с до-
бавлением олигонуклеотидных идентификаторов
для каждой пробы и служебных последовательно-
стей, необходимых для пиросеквенирования. Ис-
пользуемые праймеры сконструированы на осно-
ве анализа нуклеотидных последовательностей,
как бактерий, так и архей, и позволяют амплифи-
цировать фрагмент гена 16S рРНК длиной при-
мерно 400 п. н. Подготовку проб и секвенирование

Таблица 1. Агрохимическая характеристика дерново-подзолистой суглинистой почвы

Примечание. Нг – гидролитическая кислотность, V – степень насыщенности основаниями.

Cорг Nобщ рН Нг Ca + Mg
V, %

Р2О5 К2О N–NH4 N–NO3

% Н2О HCl смоль(экв)/кг мг/кг

3.42 0.139 6.7 6.1 3.4 12.9 79.1 109.0 156.5 50.3 55.8
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проводили на приборе Illumina MiSeq согласно ре-
комендациям производителя. Секвенирование
проводили с использованием оборудования ЦКП
“Геномные технологии, протеомика и клеточная
биология” ФГБНУ ВНИИСХМ. Данные обраба-
тывали с помощью программы QIIME 1.8.0 [12].
Сиквенсы объединяли в операционные таксоно-
мические единицы на основе 97%-ного порога
сходства нуклеотидного состава. Общее разнооб-
разие прокариотных сообществ (альфа-разнооб-
разие) почвенных образцов оценивали по коли-
честву выделенных операционных таксономиче-
ских единиц, индексам Шеннона и Chao1 [11].

Для экстракции НФ из почвенных образцов к
1 г лиофильно высушенного почвенного образца
добавляли 5 мл гексана, встряхивали в течение
1 мин, затем трижды по 15 мин обрабатывали уль-
тразвуком (частота 40 КГц) в ультразвуковой ван-
не DA-963 (КНР). Далее добавляли 5 мл 0.095 М
раствора тетрабутиламмоний сульфата в 50 мM
NaH2PO4, встряхивали и снова обрабатывали уль-
тразвуком дважды по 10 мин. После этого образ-
цы центрифугировали 10 мин при 6000 об./мин и
замораживали. Декантированные гексановые
экстракты высушивали с безводным сульфатом
натрия, а затем испаряли досуха в потоке газооб-
разного азота. Полученные сухие экстракты рас-
творяли в 400 мкл 100% ацетонитрила, центрифу-
гировали при 10000 об./мин в течение 1 мин. Для
получения пробы для хроматографирования к
200 мкл надосадочной жидкости добавляли
300 мкл дистиллированной воды.

Анализ содержания НФ проводили методом
высокоэффективной жидкостной хроматогра-
фии на приборе Hewlett-Packard H 1090 с диодно-
матричным детектором при длине волны 278 нм с
разрешением 1.2 нм. Условия хроматографирова-
ния: колонка Discovery HS C18 (7.5 см × 2.1 мм,
3 мкм) производства Supelco (США), температура
колонки – 35°С, скорость потока элюента –
0.4 мл/мин, объем пробы – 200 мкл. В качестве
элюента использовали 70%-ный водный раствор
ацетонитрила, содержащий 0.1% трифторуксус-
ной кислоты. Степень извлечения НФ из почвен-
ных образцов составляла 98 ± 1%. Коэффициен-
ты скорости деструкции НФ в быстрой фазе (k) и
корреляционные коэффициенты (R) рассчитыва-
ли согласно [19].

Фитотоксичность почвенных образцов опре-
деляли путем сравнения статистически значимых
различий по длине корней и проростков пшеницы
мягкой (Tríticum aestívum), выросших на загрязнен-
ных и контрольных почвах через трое суток [8].
Критерием токсичности является ухудшение по-
казателей развития растений в тестируемых вари-
антах более чем на 20% относительно контроля.

Статистическую обработку данных проводили
с использованием пакета программ Statistica 6.0.

Различия считали достоверными при уровне зна-
чимости р < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Динамика содержания НФ в дерново-подзоли-

стой суглинистой почве. В почвенных образцах
происходит уменьшение содержания НФ вслед-
ствие его биодеградации, главным образом, поч-
венными микроорганизмами. На биологический
характер процесса деструкции НФ указывает от-
сутствие его убыли в стерильных почвенных об-
разцах (рис. 1).

Процесс убыли НФ состоит из двух фаз: быст-
рой и замедленной. В течение первых 30 сут инку-
бирования (быстрая фаза) в почвенных образцах
деградировано 69 и 59% от внесенного НФ – 30 и
300 мг/кг сухой почвы соответственно. За быст-
рым периодом следует период замедленной убыли
поллютанта, в течение которого биодеградации
подверглось еще 10 и 14% НФ соответственно. К
концу эксперимента (через 90 сут) в почвенных
образцах оставалось 6.3 и 81.0 мг НФ/кг, что соот-
ветствует 21 и 27% от внесенных количеств НФ –
30 и 300 мг/ кг.

Скорость деструкции НФ в быстрой фазе мо-
жет быть выражена уравнением реакции первого
порядка, что подтверждается высокими значени-
ями корреляционных коэффициентов R > 0.95
(рис. 2, табл. 2).

Убыль НФ в почвенных образцах зависит от
начальной концентрации поллютанта. С повы-
шением исходной концентрации НФ от 30 до

Рис. 1. Убыль НФ в дерново-подзолистой суглини-
стой почве: 1 – 30 мг НФ/кг а.с.п.; 2 – 300 мг НФ/кг;
3 – стерильная почва (30 мг НФ/кг); 4 – стерильная
почва (300 мг НФ/кг).
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300 мг/кг скорость его биодеградации снижается
в 1.3 раза, время полураспада НФ возрастает в
1.5 раза.

Выявленная двухстадийность убыли НФ и за-
висимость скорости биодеградации ксенобиоти-
ка от его содержания в дерново-подзолистой су-
глинистой почве согласуются с исследованиями
[19], выполненными с использованием других ти-
пов почв: кислого глинистого грунта и известко-
вой песчаной почвы.

Влияние НФ на численность основных физио-
логических групп микроорганизмов дерново-под-
золистой суглинистой почвы. Внесение НФ в поч-
ву вызывает дозо- и время зависимые изменения
численности основных физиологических групп
микробного сообщества (табл. 3). Через сутки
после загрязнения почвенных образцов 30 мг/кг
НФ наблюдается статистически достоверное
(р < 0.05) снижение численности актиномицетов
и олиготрофных микроорганизмов в 3.4 и 1.8 раз
соответственно. Десятикратное увеличение дозы
НФ до 300 мг/кг после суточного инкубирования
почвенных образцов привело к уменьшению со-
держания более широкого спектра исследуемых

бактериальных групп. Помимо снижения чис-
ленности актиномицетов и олиготрофных бакте-
рий в 2.7 и 3.9 раз соответственно, наблюдается
уменьшение численности гетеротрофных микро-
организмов в 1.8 раза, олигонитрофилов в 2.4 раза
и бактерий, усваивающих минеральные формы
азота, в 1.6 раза. При этом статистически значи-
мых отличий в количестве спорообразующих и
целлюлозоразрушающих бактерий в загрязнен-
ных НФ и контрольных (незагрязненных НФ) ва-
риантах в 1 сут эксперимента не выявлено.

Направленность действия НФ на численность
отдельных групп микробного сообщества значи-
тельно изменяется после 30 и 90 сут воздействия
токсиканта. При внесении как низкой дозы НФ
(30 мг/кг), так и высокой (300 мг/кг) через 30 сут
общая численность гетеротрофных микроорга-
низмов, в том числе целлюлозоразрушающих
бактерий возрастает почти в 2 раза. В почвенных
вариантах с низким содержанием НФ (30 мг/кг)
наблюдается увеличение количества олигонитро-
филов (на 59%), при этом в вариантах с высоким
содержанием НФ (300 мг/кг) по сравнению с су-
точным воздействием токсиканта через 30 сут
происходит восстановление численности олиго-
нитрофильных микроорганизмов практически до
уровня контрольных вариантов. Высокие дозы
НФ также приводят к увеличению числа олиго-
трофных бактерий почти в 3 раза. Через 30 сут по-
сле внесения токсиканта в почвенные образцы в
вариантах с низкой дозой НФ в микробном сооб-
ществе наблюдается восстановление численности
актиномицетов, одной из наиболее чувствитель-
ных групп микроорганизмов, до контрольного
уровня. Однако в почвенных образцах, загрязнен-
ных высокой дозой НФ, содержание актиномице-
тов и спорообразующих бактерий в 1.8 и 2.3 раза
соответственно меньшее по сравнению с кон-
трольной почвой. Содержание бактерий, усваи-
вающих минеральные формы азота, в почвенных
образцах, загрязненных низкой дозой НФ, воз-
растает в 1.4 раза, в то время как десятикратное
увеличение содержания НФ приводит к значи-
тельному (в 2.7 раза) сокращению численности
этой группы микроорганизмов.

Через 90 сут инкубирования сохраняется тен-
денция к увеличению численности гетеротроф-
ных и олиготрофных микроорганизмов в
почвенных образцах, загрязненных НФ, выяв-
ленная через 30 сут, причем степень этого увеличе-
ния значительно возрастает: количество гетеротро-
фов увеличивается в 2.3 и 5 раз, олиготрофов – в 1.5
и 4 раза при исходном содержании НФ 30 и 300
мг/кг соответственно. Особо следует выделить
группу целлюлозоразрушающих бактерий: уве-
личение вдвое их численности при высокой до-
зе НФ (300 мг/кг), наблюдавшееся через 30 сут
инкубирования, по истечении 90 сут сменилось
на значительное (на 57%) уменьшение их количе-

Рис. 2. Удаление НФ из среды как функция времени
при исходном содержании 30 (1) и 300 мг/кг (2).
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Таблица 2. Параметры биодеградации НФ в дерново-
подзолистой суглинистой почве

Концентрация НФ,
мг/ кг

Т50, сутки K, сутки–1 R2

30 14.0 0.041 0.977
300 21.0 0.031 0.979
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ства. Выявленный эффект, возможно, связан с
высокой чувствительностью данной группы мик-
роорганизмов к образовавшимся продуктам де-
струкции НФ. Противоположный эффект на-
блюдался при определении количества бактерий,
усваивающих минеральные формы азота: после
90 сут инкубирования их численность в почвен-
ных вариантах, загрязненных НФ в концентрации
300 мг/кг, возросла по сравнению с контрольными
в 1.4 раза. Наиболее чувствительными к воздей-
ствию НФ при концентрации 300 мг/кг являются
актиномицеты, спорообразующие и целлюлозо-
разрушающие бактерии. При инкубировании
почвенных образцов в течение 90 сут наблюдает-
ся статистически достоверное (р ≤ 0.05) уменьше-
ние их содержания в почве по сравнению с кон-
трольным вариантом.

Учитывая важную роль актиномицетов в про-
цессе почвообразования и разложении недоступ-
ных для бактерий трудногидролизуемых соедине-
ний, выявленное снижение численности актино-
мицетов по мере возрастания уровня нагрузки, и
на фоне увеличения общей численности гетеро-
трофных бактерий может привести к изменению
интенсивности и направленности элементарных
почвенных процессов. Снижение численности
актиномицетов характерно для многих антропо-
генно-нарушенных почв [4, 9].

Дозозависимое увеличение микробной био-
массы в первые 7 сут инкубирования ранее отме-
чено в образцах кислого глинистого грунта и из-
вестковой песчаной почвы, загрязненных НФ в
концентрации от 80 до 240 мг/кг, о чем свидетель-
ствует рост количества микробного углерода и

азота. Однако в отличие от наших результатов при
дальнейшем инкубировании почв (до 120 сут)
различия между обработанными НФ и контроль-
ными вариантами были незначительными [19].
Увеличение общего числа бактериальных клеток,
в том числе метаболитически активных, зафикси-
ровано в донных осадках, загрязненных НФ [20].

Увеличение численности отдельных групп
микроорганизмов при загрязнении почвы НФ,
скорее всего, связано с использованием его мик-
роорганизмами как дополнительного питатель-
ного субстрата. При этом количество чувстви-
тельных к НФ микроорганизмов снижается, а
устойчивые формы активно развиваются, о чем
свидетельствуют полученные данные по числен-
ности толерантных к НФ бактерий (рис. 3). Коли-
чество толерантных к НФ микроорганизмов через
30 и 90 сут культивирования в 4 и 1.5 раза соответ-
ственно, превышает численность толерантных
микроорганизмов в контрольной почве, не содер-
жащей НФ.

В пользу предположения об использовании
микроорганизмами НФ как источника углерода
свидетельствуют многочисленные данные об уча-
стии микроорганизмов различных таксономиче-
ских групп в процессах биодеградации НФ [22,
27, 29]. Рост общей численности бактерий, в том
числе за счет увеличения популяции бактерий-де-
структоров, наблюдался при загрязнении почвы
другими ксенобиотиками: нафталином, нефтью,
дизельным топливом, диоктилфталатом и др. [9].

Снижение коэффициентов минерализации и
олигонитрофильности через 30 и 90 сут инкуби-
рования почвенных образцов свидетельствует о
замедлении интенсивности процессов микро-
биологической минерализации органических ве-
ществ и процессов иммобилизации азота в за-
грязненных НФ почвах.

Влияние НФ на таксономический состав мик-
робного сообщества дерново-подзолистой суглини-
стой почвы. При загрязнении НФ дерново-подзо-
листой суглинистой почвы происходит изменение
не только численности, но и таксономического со-
става микробного сообщества (рис. 4).

Анализ структуры почвенных микробных со-
обществ, при помощи высокопроизводительного
секвенирования гена 16S рРНК показал, что аб-
солютное большинство в контрольных (незагряз-
ненных НФ) образцах дерново-подзолистой поч-
вы на уровне доменов, составляют бактерии
(94.1%), доля архей 4.7%. Структура прокариот-
ных сообществ исследуемой почвы сформирова-
на преимущественно филумами Actinobacteria,
Proteobacteria, Firmicutes, Chloroflexi, Bacteroidetes,
Acidobacteria, Planctomycetes, Gemmatimonadetes, со-
ставляющими обычно ядро почвенных бактериаль-
ных сообществ [18], и археем филума Crenarchaeota,
являющимся устойчивым и универсальным компо-

Рис. 3. Численность микроорганизмов, толерантных
к НФ: 1 – контроль, 2 – 300 мг НФ /кг.
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нентом почвенного микробного сообщества. Наи-
большие доли в микробиоме почвы имеют группы
Actinobacteria (48%) и Proteobacteria (20.5%), часто за-
нимающие доминантное положение в почвенных
микробных сообществах. Помимо актинобакте-
рий и протеобактерий, значительную долю в неза-
грязненной НФ почве составляют представители
групп Firmicutes (9.0%), Chloroflexi (5.4%), Bacteroi-
detes (3.7%), Acidobacteria (3.2%), Planctomycetes
(1.2%), Gemmatimonadetes (1.1%), Cyanobacteria (1%).
Небольшой вклад менее 1% в общий состав мик-
робного сообщества вносят филумы Verrucomicro-
bia и Nitrospirae. Доля неидентифицированных
доменов составила 0.8%.

При сравнительном анализе таксономической
структуры микробного сообщества через сутки
после внесения 30 мг НФ/кг абсолютно сухой
почвы выявлено, что по сравнению с контроль-
ными образцами почвы соотношение доминиру-
ющих бактериальных филумов практически не
изменилось, однако доля минорных филумов Cy-
anobacteria и Nitrospirae возросла в 1.7 и 2 раза со-
ответственно. Число архей группы Crenarchaeota,
представленных родом Candidatus nitrososphaera,
увеличилось на 40%. На уровне родов отмечается
сокращение доли прокариот Cellulomonas, Rhodo-
coccus, Flavisolibacter, Anaerolinea.

При десятикратном (до 300 мг/кг) увеличении
внесенной в почву дозы НФ выявлены значитель-
ные изменения таксономического состава мик-
робного сообщества. На уровне доменов проис-
ходит снижение относительной доли практиче-
ски всех выявленных групп бактерий и архей, за
исключением доминирующего филума Actinobac-
teria, доля которого возросла до 80% от общего
микробного сообщества, а на уровне семейства
Micrococcaceae, преобладающего в этом филуме,
до 70%. При этом содержание бактерий рода Cel-
lulomonas, относящегося к филуму Actinobacteria,
сократилось более чем в 2 раза. Количество про-
теобактерий, представленных в основном бакте-
риями из семейств Comamonadaceae и Xanthomon-
adaceae родов Ramlibacter и Lysobacter, соответ-
ственно, снизилось с 20.5 до 6.8%. Относительная
доля филумов Acidobacteria, Bacteroidetes, Chlorof-
lexi, Cyanobacteria, Gemmatimonadetes, Planctomyce-
tes, Verrucomicrobia сократилась от 3 до 5 раз. На
уровне родов наблюдается значительное уменьше-
ние доли архей рода Candidatus nitrososphaera и бак-
терий родов Cellulomonas, Mycobacterium, Rhodococ-
cus, Flavisolibacter, Anaerolinea, Bacillus, Clostridium,
Kaistobacter, Polaromonas, Ramlibacter, Anaeromyxo-
bacter, Lysobacter.

Через 90 сут инкубирования содержание иден-
тифицированных архей в опытных образцах почв
не отличалось от контрольных образцов и соста-
вило 0.9%.

Значительные изменения в опытных образцах
почв произошли в таксономической структуре на
уровне бактериальных сообществ. В варианте с
внесенным в почву НФ в дозе 300 мг/кг через
90 сут доля доминирующего филума Actinobacteria
снизилась до 8.1%, как по сравнению с суточным
воздействием НФ (80.4%), так и по сравнению с
содержанием филума в контрольной почве
(46.9%). Следует отметить, что внесение более
низкой дозы НФ – 30 мг/кг по истечении 90 сут
не привело к значимому изменению доли Actino-
bacteria как по сравнению с контрольной почвой,
так и суточным воздействием НФ. Однако при
этом наблюдается сокращение доли филумов Aci-
dobacteria и Gemmatimonadetes и увеличение доли
Chloroflexi.

При внесении в почву 300 мг НФ/кг через
90 сут сохраняется тенденция к дальнейшему со-
кращению относительной доли филумов Acido-
bacteria, Gemmatimonadetes, Bacteroidetes и Chlorof-

Рис. 4. Таксономическая структура (на уровне филу-
мов) прокариотных сообществ дерново-подзолистой
суглинистой почвы в условиях действия НФ в течение
1 (А) и 90 (Б) суток. 1 – Crenarchaeota, 2 – Acidobacteria,
3 – Actinobacteria, 4 – Bacteroidetes, 5 – Chloroflexi, 6 –
Firmicutes, 7 – Proteobacteria, 8 – Cyanobacteria, 9 – Gem-
matimonadetes, 10 – Planctomycetes, 11 – Verrucomicrobia,
12 – другие.
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lexi. Однако на фоне снижения вышеперечислен-
ных групп бактерий доля филумов Proteobacteria,
Verrucomicrobia, Planctomycetes, Cyanobacteria, на-
против, возрастает. При этом доминирующим
филумом в таксономической структуре микроб-
ного сообщества становится Proteobacteria, доля
которого превышает 78%. Увеличение доли Pro-
teobacteria на уровне родов происходит в основ-
ном за счет Acinetobacter, Lysobacter, Ramlibacter, а
также родов Pseudomonas, Thermomonas и Geo-
bacter, среди представителей которых выявлены
деструкторы алкилфенолов [30, 31, 37]. Следует
отметить, что доминирование протеобактерий
является характерной чертой для нарушенных
почвенных местообитаний, в том числе загряз-
ненных токсичными ксенобиотиками [9]. Про-
теобактерии, включая Alphaproteobacteria, Betapro-
teobacteria и Gammaproteobacteria, были доминиру-
ющей группой в процессах биодеструкции НФ в
грунтовых водах, загрязненных сточными водами
[26]. Ванг с соавт. [35] также указывали на доми-
нирование Gammaproteobacteria и Alphaproteobacte-

ria, наряду с Bacteroidetes в речных донных осад-
ках, загрязненных НФ.

Загрязнение почвы НФ в концентрации
300 мг/кг обедняет видовой состав микробоце-
ноза, на что указывает снижение индексов Шен-
нона, Chao1 и количества операционных таксо-
номических единиц. В присутствии низких доз
НФ (30 мг/кг) видовое разнообразие прокариот-
ного сообщества дерново-подзолистой суглини-
стой почвы практически не отличается от кон-
трольных вариантов (табл. 4).

Уменьшение видового разнообразия бакте-
риоценозов раннее отмечалось в почвах, харак-
терных для вадозных зон русла рек северного Ки-
тая, загрязненных эндокринными деструкторами
[26], а также в донных осадках, содержащих НФ в
концентрации 125–150 мг/кг, как в аэробных
[35], так и анаэробных условиях [13]. Однако име-
ются и противоположные результаты. Китайские
исследователи экспериментально установили
увеличение видового разнообразия бактериаль-
ного сообщества речных осадков в анаэробных
условиях под воздействием НФ в концентрации
100 мг/кг [34].

Обработанные НФ почвы (300 мг/кг) обладают
фитотоксичностью (пшеница Tríticum aestívum) на
протяжении месячного инкубирования (рис. 5).

По истечении трехмесячного периода наблю-
дений фитотоксичность загрязненных образцов
почв в отношении данных тест-объектов не выяв-
лена, что может быть связано со значительной (до
78%) деструкцией НФ почвенными микроорга-
низмами.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В образцах дерново-подзолистой суглинистой
почвы, загрязненных НФ, происходит снижение
содержания гормоноподобного ксенобиотика в
основном за счет его биодеструкции почвенными
микроорганизмами. После 90 сут инкубирования
в почве было деградировано более 70% поллютан-
та при исходном его содержании 30 и 300 мг/кг. С
увеличением исходного содержания НФ в почве

Таблица 4. Число секвенированных последовательностей гена 16s-рРНК, операционных таксономических еди-
ниц (ОТЕ), и рассчитанные индексы разнообразия Шеннона и Chao1 для почвенных образцов

Показатель
1 сутки 90 суток

контроль 30 мг НФ/кг 300 мг НФ/кг контроль 30 мг НФ/кг 300 мг НФ/кг

Количество 
сиквенсов 2512 2095 4180 3346 3763 4180

Количество ОТЕ 963 ± 48 926 ± 21 640 ± 59 800 ± 71 751 ± 25 671 ± 25
Индекс Шеннона 8.32 ± 0.13 8.71 ± 0.01 3.62 ± 0.41 6.74 ± 0.21 6.62 ± 0.09 5.45 ± 0.19
Индекс Chao1 2660 ± 526 2665 ± 273 2060 ± 311 2327 ± 405 2187 ± 211 1852 ± 69

Рис. 5. Влияние загрязнения почвы НФ (30 (а) и
300 мг/кг (б)) на фитотоксичность в отношении
пшеницы мягкой Tríticum aestívum: 1 – 1, 2 – 30, 3 –
90 сут.
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возрастает время его полураспада и снижается
скорость деструкции.

Нонилфенолы оказывают дозо- и время зави-
симое влияние на численность основных групп
почвенных микроорганизмов. Выявлена различ-
ная чувствительность микроорганизмов основ-
ных физиологических групп к ксенобиотику. В
присутствии НФ происходит значительное уве-
личение количества гетеротрофных и олиготроф-
ных микроорганизмов, а также бактерий, толе-
рантных к НФ. Наиболее чувствительными к НФ
являются актиномицеты и спорообразующие
бактерии. По истечении длительного 90-суточно-
го срока инкубирования при значительном (до
73%) уменьшении содержания НФ в почве количе-
ство этих микроорганизмов не восстанавливается,
их численность не превышает 50% от содержания в
контрольной, не загрязненной НФ почве.

При загрязнении НФ дерново-подзолистой су-
глинистой почвы выявлены значительные сдвиги в
таксономическом составе микробного сообщества.
Существенные изменения отмечены в соотноше-
нии филумов, занимающих наибольшие доли в
микробиоме: Actinobacteria и Proteobacteria. Через
90 сут доля Actinobacteria сократилась до 8%, при
этом доминирующим филумом в таксономической
структуре микробного сообщества становится Pro-
teobacteria, доля которого превысила 78%. Увели-
чение доли Proteobacteria на уровне родов проис-
ходит в основном за счет Acinetobacter, Lysobacter,
Ramlibacter, а также Pseudomonas, Thermomonas и
Geobacter, среди представителей которых выявле-
ны деструкторы алкилфенолов. В загрязненных
НФ почвах формируется новое микробное сооб-
щество. Согласно количеству обнаруженных опе-
рационных таксономических единиц на основе
97%-ного порога сходства нуклеотидного соста-
ва, индексов Шеннона и Chao1, характерной чер-
той микробоценоза дерново-подзолистой почвы,
загрязненной НФ, становится более низкий уро-
вень видового разнообразия.

Оценка коэффициентов эколого-трофической
структуры микробного сообщества исследуемой
почвы показала, что в дерново-подзолистой почве,
загрязненной НФ, происходит снижение интен-
сивности процессов микробиологической минера-
лизации азотсодержащих органических веществ, а
также замедление процессов иммобилизации азота.

Выявлена фитотоксичность образцов почвы,
загрязненной высокой дозой НФ 300 мг/кг в те-
чение месячного инкубирования.

Полученные результаты могут быть использова-
ны при разработке научно-обоснованной методо-
логии биоремедиации почв, загрязненных гормо-
ноподобными токсикантами. Изменения филоге-
нетической структуры почвенных микробоценозов
могут выступать в качестве чувствительного био-
индикатора экологического состояния почв.
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Effect of Nonylphenol on the Abundance and Taxonomic Structure
of the Soil Microbial Community

I. L. Kuzikovaa, *, T. B. Zaytsevaa, A. A. Kichkob, S. V. Zinovevab, A. D. Russua,
N. V. Mayachkinaa, and N. G. Medvedevaa

aSaint-Petersburg Research Centre for Ecological Safety, Russian Academy of Sciences, St. Petersburg, 197110 Russia
bAll-Russia Research Institute for Agricultural Microbiology, Russian Academy of Sciences,

Pushkin-8, Saint-Petersburg, 196608 Russia
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A multiple analysis of the impact of the endocrine disruptor nonylphenol on the number of microorganisms,
the taxonomic structure of the microbial community, and the phytotoxicity of soddy-podzolic loamy soil
(Eutric Albic Retisol (Abruptic, Loamic, Aric, Ochric)) was performed for the first time under the conditions
of model experiments. The upper horizons of a loamy soddy-podzolic soil from Leningrad oblast were ana-
lyzed. The number and group composition of the soil microbiota were determined by the inoculation of soil
suspensions on standard nutrient media. The taxonomic composition of the microbial community was stud-
ied using the pyrosequencing method (Illumina MiSeq). The content of nonylphenol in the soil samples was
determined by high-performance liquid chromatography. Phytotoxicity of the soil samples was evaluated in
relation to the soft wheat (Tríticum aestívum) test culture. It was found that nonylphenol induces a dose- and
time-dependent change in the numbers of the main physiological groups of soil microorganisms. In the pres-
ence of nonylphenol, a significant increase in the number of heterotrophic and oligotrophic microorganisms,
as well as bacteria tolerant to nonylphenol was observed. Actinomycetes and spore-forming bacteria proved
to be most sensitive to this chemical. Under the impact of nonylphenol, the species diversity of the soil mi-
crobial cenosis decreased. Proteobacteria became the dominant phylum (78%) in the taxonomic structure of
the microbial community. In the soil polluted with nonylphenol, the intensity of microbiological mineraliza-
tion processes of nitrogen-containing organic substances decreased, and nitrogen immobilization processes
were inhibited. Phytotoxicity of the soil samples with a high dose of nonylphenol (300 mg/kg soil) manifested
itself during a month-long incubation. The obtained results can be used in developing scientifically grounded
methodology for bioremediation of soils contaminated with endocrine disruptors. Changes in the phyloge-
netic structure of soil microbial cenoses can serve as a sensitive bioindicator of the ecological state of soils.

Keywords: soddy-podzolic loamy soil (Eutric Albic Retisol (Abruptic, Loamic, Aric, Ochric)), nonylphenol,
microbial community, biodiversity, phytotoxicity
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