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Методом высокопроизводительного секвенирования (NGS) проведена оценка влияния трех пести-
цидов (гербицида метрибузина, инсектицида имидаклоприда и фунгицида беномила) при раздель-
ном и совместном внесении в одно- и десятикратной нормах применения на структуру микробных
комплексов и показатели биологической активности почвы. Установлено, что пестициды оказыва-
ют наибольшее влияние на грибное сообщество по сравнению с прокариотным, для которого пока-
зано изменение только обилия филумов актинобактерий и протеобактерий. Исследование грибных
сообществ по результатам молекулярно-генетического анализа во всех почвенных образцах выяви-
ло два доминирующих отдела грибов: Ascomycota (72.6 ± 8.0%) и Basidiomycota (26.0 ± 7.7%). При этом
в образцах с 10-кратными нормами применения пестицидов (как в смеси, так и по отдельности) об-
наружено увеличение численности представителей отдела Basidiomycota. Внесение пестицидов ока-
зывает краткосрочное стимулирующее действие на содержание углерода микробной биомассы. По-
казано, что инсектицид имидаклоприд стимулирует азотфиксацию, в то время как другие пестици-
ды не оказывают влияния на этот показатель.
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изводительное секвенирование, Albic Retisols (Aric, Cutanic, Ochric)
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ВВЕДЕНИЕ

На современном этапе развития сельского хо-
зяйства получение устойчиво высоких уровней
урожая невозможно без применения пестицидов,
т.е. веществ химической или биологической при-
роды, используемых для уничтожения или отпу-
гивания вредителей. Несмотря на то, что боль-
шинство пестицидов применяется для опрыскива-
ния вегетирующих растений, они могут проникать
в почвенную среду при использовании в начале ве-
гетационного сезона или после сбора урожая, при
выщелачивании из растительных остатков [50].
Основная проблема, связанная с загрязнением
почвы пестицидами, заключается в их воздей-
ствии на структуру и активность микробных со-
обществ [7, 18].

Ранее установлено, что микробные сообще-
ства почвы в целом могут быть устойчивыми к пе-
стицидной нагрузке [35], хотя результаты иссле-
дований противоречивы. Существенные разли-
чия в оценке влияния пестицидов на почвенную

микробиоту характерны даже для одного из са-
мых изученных действующих веществ гербици-
дов – глифосата. С одной стороны, установлено
отсутствие значимого воздействия на биоразно-
образие микробного сообщества лесных и окуль-
туренных почв, или выявлены только кратковре-
менные эффекты – обеднение видового состава
[12, 39]. Исследование хронической токсичности
глифосата не показало значимых различий фи-
зиологического профиля бактериальных сооб-
ществ почв контрольных участков и полей с мно-
голетним применением глифосата и контроль-
ных участков [5]. С другой стороны, при изучении
влияния глифосата на ризосферные бактерии ку-
курузы и генномодифицированной сои зафикси-
ровано уменьшение числа псевдомонад, бактерий,
окисляющих марганец и ауксин-продуцирующих
ризобактерий [9, 50].

Для других действующих веществ пестицидов
также имеется противоречивая информация об
их влиянии на почвенную микробиоту. Напри-
мер, при помощи градиентного гель-электрофо-

УДК 631.46

ДЕГРАДАЦИЯ,
ВОССТАНОВЛЕНИЕ И ОХРАНА ПОЧВ



640

ПОЧВОВЕДЕНИЕ  № 5  2020

АСТАЙКИНА и др.

реза в денатурирующих условиях (DDGE) пока-
зано влияние диурона, линурона, хлоротолурона
на структуру микробного сообщества почвы в
случае их длительного применения (10 лет), про-
являющегося в уменьшении биоразнообразия [39].
В двухнедельном эксперименте обнаружено воз-
действие хлороталонила на почвенные бактерии
родов Cytophaga, Flavobacterium, Bacteroides и грибы
из классов аскомицетов и зигомицетов [44]. Бу-
тахлор и карбофуран при содержании 2 мкг/г
оказывали негативное воздействие на анаэробных
азотфиксаторов в рисовых чеках, однако при более
высоком содержании был зафиксирован положи-
тельный эффект [28]. Для атразина показано, что
высокие нормы применения (10–1000 мг/кг) вы-
зывают обеднение видового состава бактерий,
при одновременном увеличении числа культи-
вируемых форм [41].

Для грибных сообществ почвы наибольшее
количество данных получено для арбускулярной
микоризы, жизненно важной для роста и разви-
тия большинства сельскохозяйственных расте-
ний. Наиболее существенно влияние фунгици-
дов, которые воздействуют не только на фитопа-
тогенные, но и на сапротрофные почвенные
грибы [33]. Методом ПЦР-анализа и DGGE
установлено, что карбендазим практически пол-
ностью подавляет рост арбускулярной микори-
зы в лабораторных экспериментах, но в полевых
условиях этот эффект имеет лишь временный ха-
рактер [24]. Выявлено, что такие фунгициды, как
манкоцеб и беномил, ингибируют рост и образо-
вание спор Rhizophagus fasciculatus, являющегося
доминантом среди микоризных грибов, ассоции-
рованных с просом [14]. Беномил может ингиби-
ровать микоризные грибы гороха Glomus etunica-
turn и Gigaspora rosea [43], причем ингибирующий
эффект наблюдается вплоть до 82 сут после при-
менения пестицида. Имеются данные [18], указы-
вающие на то, что применение глифосата снижа-
ет жизнеспособность спор арбускулярной мико-
ризы и уменьшает колонизацию корней уже при
низких нормах применения. С помощью пиросе-
квенирования показано, что такие пестициды, как
каптан, металаксил, флудиоксонил, тирам и три-
флоксистробин, вызывают обеднение видового
разнообразия микоризных грибов гороха и нута в
условиях тепличного эксперимента [29].

Внесение пестицидов может влиять на мик-
робный метаболизм [7], воздействуя на процесс
утилизации углеродных субстратов и нитрифика-
цию [26]. Большинство исследований свидетель-
ствует о том, что пестициды оказывают мини-
мальное влияние на микробную активность поч-
вы в полевых условиях [11, 12], что может быть
связано с комплексностью и избыточностью пула
почвенных микроорганизмов, т.е. потери функ-
ций не происходит из-за высоких темпов физио-
логической адаптации микроорганизмов к нару-

шениям. С другой стороны, существует вероят-
ность того, что незначительные изменения в
структуре или функционировании сообщества мо-
гут все же уменьшить способность к дальнейшей
адаптации или устойчивости к другим стрессовым
воздействиям [42]. Этот факт, в частности, указы-
вает на необходимость более тщательного изучения
влияния пестицидов на показатели биоразнообра-
зия микробных сообществ, в том числе с примене-
нием современных методов. В целом несмотря на
то, что сам факт негативного воздействия пести-
цидов на бактерии и грибы установлен, масштабы
этого явления, наличие и длительность хрониче-
ских эффектов, последствия системного приме-
нения пестицидов для микробного сообщества
почв, так и не определены [33]. На данный мо-
мент задача оценки влияния пестицидов на поч-
венную микробиоту осложнена тем, что класси-
ческие культуральные методы не в состоянии за-
фиксировать происходящие изменения. Поэтому
необходимы исследования с привлечением моле-
кулярно-генетических и биомаркерных методов в
сочетании с классическими [23, 33]. В данной ра-
боте проведена оценка влияния пестицидов на
микробиоту с помощью высокопроизводитель-
ного секвенирования (NGS), а также методов
оценки биологической активности почвенных
микроорганизмов.

ОБЪЕКТЫ И МЕТОДЫ

Образцы агрогумусового горизонта агродер-
ново-подзолистой типичной почвы [2] (Albic Re-
tisols (Aric, Cutanic, Ochric) [49]) отбирали на экс-
периментальном участке в Одинцовском районе
Московской области (55°34′42″ N, 36°34′32″ E). В
течение последних пяти лет данный участок на-
ходился под паром и не обрабатывался пестици-
дами и агрохимикатами. Содержание Сорг в почве
составляет 1.5%, рН водной вытяжки 5.6, плот-
ность почвы – 1.13 г/см3, по гранулометрическо-
му составу исследуемая почва относится к сред-
нему суглинку. Образцы почвы высушивали на
воздухе и просеивали через сито 1 мм.

В лабораторном инкубационном эксперимен-
те использовали три препарата пестицидов: Лазу-
рит, СП (700 г/кг метрибузина) – гербицид, Тан-
рек, ВРК (200 г/л имидаклоприда) – инсектицид
и Бенорад, СП (500 г/кг беномила) – фунгицид.
Все препараты любезно предоставлены компани-
ей АО “Август”. Метрибузин отличается низкой
сорбционной способностью (константа сорбции
органическим веществом, Koc = 38) и высокой
растворимостью (~5 г/л), что обусловливает его
потенциально высокую биодоступность. Имида-
клоприд и основной метаболит беномила – кар-
бендазим из-за своей высокой устойчивости в поч-
ве (период полуразложения, DT50 > 60–120 сут)
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могут длительно воздействовать на почвенные
микроорганизмы.

Препараты пестицидов вносили в соответ-
ствии со средней рекомендованной для примене-
ния в Российской Федерации и 10-кратной нор-
мой применения. Норма применения составила
для гербицида – 1.4 л/га (0.98 кг/га метрибузина),
для инсектицида – 0.1 л/га (0.02 кг/га имидакло-
прида), для фунгицида 3 кг/га (1.5 кг/га беноми-
ла). Перед началом инкубационного экспери-
мента образцы почвы (100 г) перемешивали в
ступке с 20 мл дистиллированной воды (кон-
трольный вариант) или с 20 мл водного раствора
препарата. Подготовленные образцы помещали в
стеклянные сосуды объемом 250 мл, закрывали
пленкой Parafilm® M, препятствующей испаре-
нию воды, и инкубировали в термостате при тем-
пературе +25°С. Для активизации гидролитиче-
ского комплекса почвенных микроорганизмов од-
ну из серий эксперимента проводили с внесением
в почву крахмало-минеральной смеси (5 г/кг крах-
мала + 1 г/кг K2HPO4 и (NH4)2SO4). Все этапы ла-
бораторного эксперимента проводили в трех-
кратной повторности. Схема инкубационного
опыта приведена в табл. 1.

Для определения динамики разложения дей-
ствующих веществ в образцах почвы определяли
содержание их остаточных количеств на 0, 7, 14,
28, 56 сут инкубации. Экстракцию пестицидов
проводили смесью ацетонитрила и воды (95 : 5) в
течение 15 мин на вибрационной платформе (ско-
рость 2400 об./мин, амплитуда – 4 мм), и далее в
течение 5 мин в ультразвуковой ванне (160 Гц).
Для повышения эффективности экстракции на
платформе в пробирки добавляли три металличе-
ских шарика диаметром 5 мм. Далее экстракты
центрифугировали в течение 5 мин при 13400 g,
надосадочную жидкость дополнительно пропус-
кали через фильтр с диаметром пор 0.45 мкм. Экс-
тракцию проводили дважды, экстракты объединя-
ли, общий объем доводили до 40 мл ацетонитри-
лом, затем 10 мл экстракта упаривали на роторном
испарителе (40°С) до объема <0.5 мл. Остаток поч-
вы переносили в хроматографические виалы и об-
рабатывали двумя порциями ацетонитрила по
0.5 мл в ультразвуковой ванне в течение 30 с. Объ-
ем экстракта в виалах доводили до 1.5 мл ацето-
нитрилом, если это было необходимо. Анализ
проводили при помощи ВЭЖХ Agilent 1200 series c
квадруполь-времяпролетным масс-спектрометри-
ческим детектором (6520 Accurate-Mass Q-TOF
LC/MS Agilent Technologies, источник иониза-
ции – электроспрей (+), колонка Phenomenex
Hydro-RP C18 4 мкм 4.6 × 100 мм, подвижная фа-
за – вода и метанол с добавкой муравьиной кис-
лоты (10 мМ), объем вводимой пробы – 5 мкл).
Наиболее активное разложение пестицидов про-
исходит в течение первых 7 сут (рис. 1), что связа-

но с повышением активности микробиоты после
увлажнения высушенной почвы. В последующий
период скорость разложения пестицидов замед-
ляется, что может быть объяснено их сорбцией
органическим веществом и минеральной матри-
цей почвы. Таким образом, влияние пестицидов в
проведенных экспериментах со временем ослабе-
вает из-за перехода действующих веществ в недо-
ступную для микроорганизмов форму.

Для проведения анализа нуклеотидных после-
довательностей 16S рРНК почвенную микроко-
лонку (0.3–0.4 г) извлекали при помощи бура и
хранили до анализа при температуре –70°С. То-
тальную ДНК выделяли при помощи набора реа-
гентов FastDNA® SPIN Kit for Soil (MP Biomedi-
cals, Irvine, CA) согласно рекомендациям произво-
дителя. Образцы выделенной ДНК разбавляли
500-кратно. Амплификацию вариабельного участ-
ка V4 гена 16S рРНК проводили в 1 раунд с исполь-
зованием системы праймеров с двухиндексным
мультиплексированием образцов, описанной в
[20]. Амплификацию вариабельного участка ITS1
проводили с использованием следующих прайме-
ров: BITS (5'–CTACCTGCGGARGGATCA–3') и
B58S3 (5'–GAGATCCRTTGYTRAAAGTT–3') как
описано в [36]. ПЦР продукты очищали с помо-
щью набора Cleanup Mini kit (ЗАО Евроген, Рос-
сия) для выделения ДНК из реакционных смесей.
Концентрацию полученных библиотек 16S рРНК
и ITS-1 в растворе измеряли с помощью флуори-
метра Qubit® (Invitrogen, USA) с применением
Quant-iT™ dsDNA High-Sensitivity Assay Kit. Очи-
щенные ампликоны смешивали эквимолярно в со-
ответствии с полученными концентрациями. Ка-
чество полученной библиотеки, подготовленной

Таблица 1. Схема проведения инкубационного экспе-
римента

Рекомендованная 
норма

Внесение 
крахмало-

минеральной 
смеси

Срок инкубации, 
сут

Индивидуальное внесение пестицидов
Контроль – 7, 14, 28, 56
1-кратная – 14
10-кратная – 14
1-кратная + 14
10-кратная + 14

Смесь пестицидов
Контроль + 7, 14, 28, 56
1-кратная – 7, 14, 28, 56
10-кратная – 7, 14, 28, 56
1-кратная + 7, 14, 28, 56
10-кратная + 7, 14, 28, 56
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для секвенирования, оценивали с помощью элек-
трофореза в агарозном геле. Дальнейшую пробо-
подготовку и секвенирование пулированного об-
разца проводили с помощью MiSeq Reagent Kit v2
(500 циклов) и секвенатора MiSeq (Illumina, USA).
Первичный анализ (демультиплексирование) про-

водили в соответствии с описанием в [20] с исполь-
зованием программы QIIME версии 1.9.1. Итого-
вая длина ридов составила 252 пар нуклеотид. Ана-
лиз состава грибного сообщества проводили
только для вариантов обработки почвы фунгици-
дом беномилом, а также смесью пестицидов.

Биоинформатический и статистический анали-
зы проводили в онлайн-системе для обработки ме-
тагеномных данных Knomics-Biota [19]. Таксоно-
мический состав образцов оценивали путем клас-
сификации по базе данных последовательностей
гена 16S и ITS-1 рРНК Greengenes версии 13.5 с по-
мощью классификатора RDP. α-Разнообразие
(таксономическое богатство сообществ) оценива-
ли с помощью программы QIIME версии 1.9.1.
Для определения достоверности попарного раз-
личия сообществ по составу микробиоты и вклада
исследуемых факторов в данное различие ис-
пользовали непараметрический дисперсионный
анализ (функция ADONIS пакета VEGAN языка R)
с оценкой достоверности.

Углерод микробной биомассы почвы (Смикр)
рассчитывали методом субстрат-индуцированно-
го дыхания согласно [8]. Скорость субстрат-инду-
цированного дыхания определяли по продукции
С–CO2 через 3 ч после внесения в почву 0.2 мл
10%-ного раствора глюкозы. Для определения
нитрогеназной активности использовали метод
восстановления ацетилена в этилен с пересчетом
количества образовавшегося этилена в количе-
ство фиксированного азота в соотношении 1 : 3.
Скорость образования закиси азота оценивали в
анаэробных условиях (после продувки флаконов
аргоном) с внесением ацетилена в качестве инги-
битора редуктазы закиси азота. Все измерения
проводили в пятикратной повторности. Суммар-
ную потенциальную продукцию азотфиксации и
денитрификации рассчитывали для всего перио-
да инкубации образцов.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Структура почвенных прокариотных сообществ.
В контрольной почве среди прокариот доминиру-
ют представители филогенетических групп Pro-
teobacteria и Actinobacteria (рис. 2). Представители
других филумов составляют не более 15% от об-
щей численности прокариот. В вариантах опыта с
внесением гербицида, инсектицида и фунгицида
по отдельности наблюдается возрастание доли ак-
тинобактерий. Наиболее массовое развитие пред-
ставителей этого филума отмечено при внесении
10-кратной нормы фунгицида. Эта тенденция про-
слеживается на протяжении всего инкубационного
эксперимента, что позволяет предполагать значи-
мое участие актинобактерий в разложении пести-
цидов в исследованной почве. Изменения относи-
тельного обилия представителей других филумов

Рис. 1. Динамика разложения метрибузина (А), ими-
даклоприда (Б) и беномила (по карбендазиму) (В) в
образцах почвы за период инкубации.
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(Verrucomicrobia, Planctomycetes, Cyanobacteria, Bacte-
roidetes, Gemmatimonadetes, Firmicutes, Crenarchaeota,
Acidobacteria и кандидатов групп AD3,WPS-2) но-
сят статистически недостоверный характер. В ва-
рианте опыта с совместным внесением трех пести-
цидов и без добавления крахмало-минеральной
смеси во всех образцах наблюдается доминирова-
ние представителей филогенетической группы
Proteobacteria (рис. 3). В то же время возрастание
доли актинобактерий в составе сообществ по мере
увеличения времени инкубации достоверно не от-
личается от контрольного варианта.

В варианте опыта с добавлением крахмала и
смеси пестицидов выявлено увеличение относи-
тельного обилия актинобактерий уже на самых
ранних стадиях сукцессии. При единовременном
внесении трех пестицидов в 1-кратной норме
происходит резкое сокращение относительного
обилия представителей филума Proteobacteria,
численность, которых постепенно возрастает на
более поздних сроках сукцессии. При внесении
однократной нормы смеси трех пестицидов уста-
новлено увеличение доли актинобактерий в со-

ставе прокариотных сообществ на 15% по сравне-
нию с контрольным вариантом на седьмые сутки
инкубирования, но в последующем рост числен-
ности этой группы замедляется и на 28- и 56-е сут
сукцессии уже не отличается от контроля. Внесе-
ние 10-кратной дозы смеси пестицидов приводит
к проявлению тех же перестроек в структуре про-
кариотного сообщества, за исключением поздних
сроков сукцессии: на 56-е сут инкубации актино-
бактерии составляют более 80% всего регистри-
руемого бактериального сообщества.

Оценка α-разнообразия бактериального сооб-
щества выявила различия по вариантам опыта.
Интересным является тот факт, что при внесении
10-кратной нормы применения пестицидов, как в
смеси из трех препаратов, так и по отдельности, в
почву без крахмала отмечается сходство индекса
Шеннона бактериального сообщества. В целом,
общее разнообразие прокариот по индексу Шен-
нона выше в почвенных образцах без добавления
крахмала (табл. 2). При внесении 10-кратной
нормы применения пестицидов отмечается сни-
жение α-разнообразия бактериального комплек-

Рис. 2. Структура прокариотных сообществ в почвах на 14-е сут после индивидуального внесения пестицидов. Обо-
значения здесь и далее: 1 – 1-кратная норма внесения препаратов, 10 – 10-кратная норма внесения препаратов.
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са агродерново-подзолистой почвы, что указыва-
ет на развитие специфической микробной груп-
пировки, специализирующейся на разложении
внесенных ксенобиотиков. Установлено, что на
структуру бактериального сообщества статисти-
чески значимое воздействие (p < 0.05) оказывает
только внесение крахмало-минеральной смеси.
Увеличение относительного обилия представите-
лей филума Actinobacteria во всех почвах на 56-е сут
инкубации, с добавлением дополнительного ис-
точника углерода в виде крахмала, вероятно, обу-
словлено преимущественной ассимиляцией это-
го источника углерода данной группой бактерий,
из-за широко распространенной среди них спо-
собности к гидролизу различных полимерных со-
единений [3]. Увеличение доли актинобактерий,
особенно в вариантах без добавления дополни-
тельного источника углерода может быть обу-
словлено ассимиляцией бактериями данного фи-
лума внесенных препаратов, что было показано
ранее [6].

Резкое сокращение относительного обилия
протеобактерий в варианте опыта с одновремен-
ным применением трех препаратов, независимо
от внесения дополнительного источника углеро-

да, а также сокращение доли бактерий данной
группы во всех остальных вариантах опыта, осо-
бенно при применении 10-кратных доз препара-
тов, хорошо согласуется с ранее проведенными
исследованиями [26, 30]. Наблюдаемое восста-
новление популяции бактерий данной группы на
поздних сроках сукцессии свидетельствует о ком-
пенсаторных перестройках в сообществе, воз-
можно, при участии видов, способных к гидроли-
зу внесенных препаратов [13].

Структура почвенных грибных сообществ. Ис-
следование грибных сообществ по результатам
молекулярно-генетического анализа во всех поч-
венных образцах выявило два доминирующих от-
дела грибов: Ascomycota (72.6 ± 8.0%) и Basidiomy-
cota (26.0 ± 7.7%), остальные отделы занимают
минорные позиции (рис. 4). Представители отде-
лов Ascomycota и Basidiomycota являются важными
деструкторами в углеродном цикле почв, выделя-
ющими ферменты разрушающие органические
полимеры. Показано [48], что увеличение доли
представителей Basidiomycota способствует более
быстрому разложению растительных остатков в
почве. При внесении 10-кратной нормы пестици-
дов без добавления крахмало-минеральной смеси

Рис. 3. Структура прокариотных сообществ в почвах после внесения смеси из трех пестицидов (через дробь указаны
сутки сукцессии).
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происходит увеличение доли представителей от-
дела Mortierellomycota. В образцах без добавления
крахмало-минеральной смеси численность Mor-
tierellomycota увеличивается более, чем в 5 раз. До-
бавление крахмала и минеральных солей в почву
приводит к увеличению численности представи-
телей отдела Ascomycota, а при внесении смеси из
трех пестицидов в 10-кратной норме применения
на 7- и 14-е сут в структуре грибного сообщества
появляется отдел Mortierellomycota. Кроме того, в
образцах с 10-кратными нормами применения
пестицидов (как в смеси, так и по отдельности)
выявлено увеличение численности представите-
лей отдела Basidiomycota.

Общее разнообразие грибов по индексу Шен-
нона больше в почвенных образцах без добавления
крахмала. Этот показатель возрастал в вариантах с
10-кратной нормой применения смеси пестици-
дов и отдельно фунгицида (табл. 3). Установлено,
что внесение пестицидов оказывает на структуру
грибного сообщества статистически значимое воз-
действие (p < 0.05). Увеличение доли представите-
лей отделов Mortierellomycota и Basidiomycota при
внесении 10-кратной нормы пестицидов незави-
симо от наличия дополнительного источника уг-
лерода может быть обусловлено тем, что среди
представителей этих отделов известны виды, ха-
рактеризующиеся высокой гидролитической ак-

тивностью, в частности, способные использовать
составные компоненты ксенобиотиков в качестве
питательного субстрата [32].

Углерод микробной биомассы и биологическая
активность почвы. В контрольном варианте опыта
без внесения пестицидов и крахмало-минераль-
ной смеси содержание углерода микробной био-
массы составляет 500–750 мг/кг (рис. 5). В вари-
анте опыта без добавления крахмало-минераль-
ной смеси при внесении суммы трех пестицидов
как в 1-кратной, так и в 10-кратной норме приме-
нения зафиксировано увеличение содержания
Смикр на ранних сроках инкубации (к 7–28 сут). В
то же время к концу эксперимента (56-е сут) ста-
тистически значимого увеличения содержания
Смикр по сравнению с контролем не установлено.
Прирост углерода микробной биомассы в почве
после обработки препаратами пестицидов связан
с использованием микроорганизмами инертных
компонентов и действующих веществ пестици-
дов (при их биодеградации), а также некромассы
микромицетов (после обработки фунгицидом) в
качестве источников углерода и энергии. Увели-
чение численности и биомассы микроорганизмов
после обработки почвы пестицидами показано в
работах [17, 22, 27] и связывается в первую оче-
редь с увеличением численности бактерий [21, 39]
и со способностью микроорганизмов ассимили-

Таблица 2. Показатели α-разнообразия бактериального сообщества

* 1 – 1-кратная норма внесения препаратов, 10 – 10-кратная норма внесения препаратов.

Вариант опыта* Количество ОТЕ Индекс Шеннона Индекс Chao 1

Без добавления крахмало-минеральной смеси
Контроль 784 5.20 774
Метрибузин, 1 396 4.29 397
Метрибузин, 10 264 4.00 265
Имидаклоприд, 1 368 3.86 369
Имидаклоприд, 10 198 3.89 198
Беномил, 1 383 4.33 382
Беномил, 10 415 4.36 417
Смесь, 1 1131 4.34 1084
Смесь, 10 1240 4.86 1168

С добавлением крахмало-минеральной смеси
Контроль 997 4.43 895
Метрибузин, 1 608 4.42 608
Метрибузин, 10 500 4.33 488
Имидаклоприд, 1 391 4.08 399
Имидаклоприд, 10 420 4.22 418
Беномил, 1 428 4.11 426
Беномил, 10 391 3.84 395
Смесь, 1 454 3.58 453
Смесь, 10 598 3.20 518
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ровать продукты разложения составляющих
компонентов препаратов пестицидов [46]. Чен с
соавт. [15] показали, что обработка почвы фунги-
цидом приводит к гибели или ингибированию ак-
тивности микромицетов, но способствует быстро-
му увеличению активности бактерий. При этом
увеличение численности микроорганизмов воз-
можно даже при относительно низком уровне

внесения пестицидов. Эффект стимулирования
численности микроорганизмов при содержании
пестицидов в интервале 10–50 мг/кг показан по-
сле применения смеси фунгицидов и инсектици-
дов (циперметрин + манкоцеб и хлорпирифос +
+ карбендазим) на почвах томатных плантаций
Эквадора [45]. Увеличение численности бакте-
рий было показано при применении инсектици-

Рис. 4. Структура грибных сообществ в почвах после внесения смеси из трех пестицидов (через дробь указаны сутки
сукцессии).
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Таблица 3. Показатели α-разнообразия грибного сообщества

* 1 – 1-кратная норма внесения препаратов, 10 – 10-кратная норма внесения препаратов.

Вариант опыта* Количество ОТЕ Индекс Шеннона Индекс Chao 1

Без добавления крахмало-минеральной смеси
Контроль 204 4.12 205
Беномил, 1 132 3.28 132
Беномил, 10 205 3.67 207
Смесь, 1 141 3.09 142
Смесь, 10 164 3.53 168

С добавлением крахмало-минеральной смеси
Контроль 33 0.73 33
Беномил, 1 118 2.24 118
Беномил, 10 308 4.00 309
Смесь, 1 51 0.85 53
Смесь, 10 38 2.61 38
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да профенофоса на суглинистой почве в норме
10–300 мг/кг [34], а также других инсектицидов
[4, 16, 47]. Увеличение микробной биомассы
почвы отмечено при внесении гербицида глифо-
сата в соответствии с однократной рекомендо-
ванной нормой [21, 36, 48].

Внесение крахмало-минеральной смеси при-
водит к существенному увеличению содержания
углерода микробной биомассы в образцах агро-
дерново-подзолистой почвы. В этом случае вне-
сение пестицидов не оказывает влияния на со-
держание Смикр, поскольку микроорганизмы пе-
реключаются на потребление крахмала как более
легкодоступного источника углерода и энергии.

Общей тенденцией является уменьшение содер-
жания углерода микробной биомассы со време-
нем, что связано с расходованием доступных ис-
точников органического углерода, необходимых
для роста микроорганизмов. Минимальные зна-
чения Смикр характерны для образцов почвы через
56 дней после начала эксперимента.

Максимальная активность азотфиксации во
всех вариантах опыта наблюдалась в первые сутки
инкубации. При применении 1- и 10-кратной
нормы расхода препаратов фунгицид, гербицид, а
также сумма фунгицид + гербицид + инсектицид
не оказывают значимого влияния на процесс свя-
зывания атмосферного азота. В то же время для

Рис. 5. Содержание углерода микробной биомассы (А), потенциальная продуктивность азотфиксации (Б) и денитрифи-
кации (В) в образцах почвы после внесения пестицидов.
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инсектицида как при 1-кратной, так и при 10-
кратной норме применения зафиксировано сти-
мулирование азотфиксации. Из литературных
данных известно разнонаправленное воздействие
гербицидов на чистые культуры азотфиксаторов
in vitro, а также азотфиксирующую активность
клубеньковых бактерий сои [1]. В зависимости от
вида и концентрации гербицида, срока примене-
ния (до- или послевсходовая обработка), а также
почвенных условий возможно как увеличение
азотфиксирующей активности, численности и
массы клубеньков, так и уменьшение этих пока-
зателей. Ранее показано [31], что при применении
гербицида глифосата на посевах устойчивых у
глифосату сортов сои наблюдается уменьшение
интенсивности симбиотической азотфиксации.
Схожие результаты получены и другими исследо-
вателями [10, 52]. В то же время в условиях поле-
вого эксперимента по применению глифосата ас-
симиляция атмосферного азота снижалась только
при обработке высокими дозами гербицида [51].
Применение глифосата также не оказало воз-
действия на интенсивность симбиотической
азотфиксации генномодифицированных расте-
ний сои [38]. Наши данные показывают, что сво-
бодноживущие азотфиксаторы in situ проявляют
устойчивость к пестицидной нагрузке, не только
по отношению к гербицидам, но и к другим груп-
пам препаратов. В то же время применение пести-
цидов как в 1-кратной, так в 10-кратной дозе пре-
паратов не оказывает значимого воздействия на
активность денитрификаторов.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Показано, что внесение исследуемых препара-
тов (гербицида метрибузина, инсектицида имида-
клоприда и фунгицида беномила) оказывает крат-
косрочное влияние на таксономическую структуру
и активность почвенного микробного комплекса.
Обнаружено стимулирующее действие пестици-
дов на содержание углерода микробной биомассы
в первые недели после обработки, что свидетель-
ствует об активной микробной трансформации
пестицидов в почве. При этом наибольшие изме-
нения наблюдались в грибном сообществе по
сравнению с прокариотным, для которого показа-
на динамика только обилия филумов актинобак-
терий и протеобактерий. Исследование грибных
сообществ по результатам молекулярно-генети-
ческого анализа во всех почвенных образцах вы-
явило два доминирующих отдела грибов: Ascomy-
cota (72.6 ± 8.0%) и Basidiomycota (26.0 ± 7.7%).
При этом в образцах с 10-кратными нормами
применения пестицидов (как в смеси, так и по от-
дельности) обнаружено увеличение численности
представителей отдела Basidiomycota. Свободно-
живущие азотфиксаторы in situ проявляют отно-
сительную устойчивость к пестицидной нагрузке,

причем не только по отношению к гербицидам,
но и к другим группам препаратов. Применение
пестицидов как в 1-кратной, так и 10-кратной до-
зе препаратов, не оказывает значимого воздей-
ствия и на денитрификаторов, активность кото-
рых определяется концентрацией нитратов и лег-
кодоступного органического вещества в почве.
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Influence of Pesticides on the Microbial Diversity of Agrosoddy-Podzolic Soil
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The assessment of the impact of pesticides (metribuzin, imidacloprid, and benomyl) applied separately or in
combination at different rates on the diversity and biological activity of soil microbial community has been
conducted using next generation sequencing (NGS). It is found that the influence of these pesticides on the
fungal community is more significant than their influence on the prokaryotic community. In the latter, only
changes in the abundances of the phyla of Proteobacteria and Actinobacteria have neem observed. According
to the results of the ribosomal DNA internal transcribed spacer (ITS) molecular-genetic analysis, two phyla
of fungi—Ascomycota (72.6 ± 8.0%) and Basidiomycota (26.0 ± 7.7%)—predominate in all soil samples. At
the same time, in the soils treated with tenfold rates of pesticides (both in mixture and separately), the abun-
dance of Basidiomycota fungi has increased. The presence of pesticides exerts a short-term stimulating effect
on the carbon content of microbial biomass. It is shown that insecticide imidacloprid stimulates nitrogen fix-
ation, while other pesticides do not affect this indicator.

Keywords: metribuzin, imidacloprid, benomyl, next generation sequencing, Albic Retisols (Aric, Cutanic,
Ochric)
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