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Молекулярно-биологическими методами исследованы разнообразие и биомасса метаболически ак-
тивных прокариотных клеток в олиготрофной торфяной почве, загрязненной нефтью при разных
уровнях минерального питания. Установлено, что доля метаболически активных компонентов в об-
разцах исследованного торфа составляет 0.1 часть (10%) от прокариотного сообщества. Внесение в
загрязненную почву полного минерального удобрения (N40P50K50) на фоне известкования (1/2 гид-
ролитической кислотности) приводит к возрастанию более чем в 2 раза биомассы клеток прокари-
от, числа копий функциональных генов (bss и nifH) и значимому уменьшению содержания нефте-
продуктов. Внесение полного минерального удобрения на фоне известкования в загрязненной
нефтью почве сопровождается изменением филогенетической структуры и частичным восстанов-
лением метаболически активного прокариотного комплекса.
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ВВЕДЕНИЕ
Обширные территории Российской Федера-

ции, на которых происходят разливы нефти, при-
урочены к зонам торфяных почв средней и север-
ной тайги. Основными характеристиками таких
почв являются: высокая кислотность, низкие ве-
личины окислительно-восстановительного по-
тенциала, малое содержание основных элементов
питания, низкая скорость минерализации органи-
ческого вещества, что негативно влияет на их спо-
собность к самовосстановлению после антропо-
генных нарушений [8]. Нефтяное загрязнение спо-
собно значительно влиять на свойства этих почв.
Так, при разливах нефти на болотах значение окис-
лительно-восстановительного потенциала торфя-
ных почв уменьшается [8]. Все это приводит к изме-
нению структуры микробного сообщества, увели-
чению количества микроорганизмов с анаэробным
дыханием, что сопряжено и с разложением нефте-
продуктов [8]. Установлено, что в средах без мо-
лекулярного кислорода или его лимитированием,
микроорганизмы используют альтернативные
акцепторы электронов для анаэробного дыхания
[18]. Для выявления роли микроорганизмов в
биодеградации поллютантов в окружающей среде

следует оценивать структуру и активность их со-
общества in situ прямыми методами.

Целью настоящего исследования являлась
оценка разнообразия и активности прокариотно-
го сообщества загрязненной нефтью торфяной
олиготрофной почвы в условиях разного мине-
рального питания.

ОБЪЕКТЫ И МЕТОДЫ

Объектом исследования явился верхний слой
(0–20 см) торфяной олиготрофной почвы Fluvic
Histosol, отобранной в периферийной части неф-
тезагрязненной крупной мочажины Среднеоб-
ской низменности (территория Приобского неф-
тяного месторождения вблизи села Селиярово,
Ханты-Мансийский р-н ХМАО; GPS координа-
ты: 61°31′24.71″ с. ш., 70°26′76.10″ в. д.). Продол-
жительность нефтяного загрязнения почвы при от-
боре ее образцов составляла более трех лет. Контро-
лем служили образцы верхнего горизонта (0–20 см)
торфяной олиготрофной почвы (Fluvic Histosol) бо-
лотного грядово-мочажинного комплекса (ГМК),
не загрязненной нефтью (фон).
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Определение агрохимических свойств торфяной
почвы выполнено следующими методами: рНKCl
(ГОСТ 26483); влажность (термостатно-весовой
метод) (ГОСТ 11305-2013); гидролитическая кис-
лотность (ГОСТ 26212); подвижные формы фос-
фора и обменного калия (ГОСТ 26207). Содержа-
ние нефтепродуктов в почве определяли методом
ИК-спектрометрии (ПНД Ф 16.1:2.2.22-98).

рНKCl составил 3.85; гидролитическая кислот-
ность (Нг) 127.2 ммоль/100 г, подвижные соеди-
нения фосфора (P2O5)12.2 ± 1.5 мг/кг и калия
(K2O) 14.6 ± 2.6 мг/кг, содержание нефтепродук-
тов (НП) 129 400 ± 2225 мг/кг и их исходная влаж-
ность (W) – 326%.

В почвенные образцы вносили следующие ми-
неральные соли: NH4NO3; Ca(H2PO4)2; K2SO4,
которые служили элементами питания (NPК).
Дозы этих солей составляли (мг/100 г почвы)
N20P30K30 (средний уровень обеспеченности, да-
лее 0.5 NPK) и N40P50K50 (повышенный уровень,
далее 1 NPK). Уровни обеспеченности элемента-
ми минерального питания создавались в соответ-
ствии с группировками по наличию и доступно-
сти минерального азота, подвижного фосфора и
обменного калия, разработанными Белорусским
НИИ почвоведения и агрохимии для торфяных
почв [7]. Гидролитическую кислотность (Нг) ней-
трализовали Ca(OH)2 на 50% в вариантах полови-
ны гидролитической кислотности (0.5 Нг) и 100%
в вариантах полной гидролитической кислотно-
сти (1 Нг). Исследуемые варианты эксперимента
представлены в табл. 1.

В ряд вариантов опыта (6–8 и 12–14 см) была
внесена культура бактерий рода Pseudomonas,
способных к росту на среде Эванса с нефтью в ка-
честве единственного источника углерода [10] и
на среде Эшби без источников азота [5]. Суспен-
зию стационарных клеток бактерий вносили в
концентрации 107 кл/мл.

Для проведения опыта использованы сосуды
объемом 1.5 л. Почву инкубировали при комнат-
ной температуре (20–22°С) в течение восьми не-
дель с поддержанием первоначальной влажности
(326%, весовой метод).

Численность прокариот определяли люминес-
центно-микроскопическим методом с использо-
ванием различных флуорохромов: (акридиновый
оранжевый, Су3). Общую численность прокариот
в почве определяли с помощью красителя акри-
дина оранжевого, который растворяли в воде в
соотношении 1 : 10000. Почвенную суспензию
(разведение 1 : 100) обрабатывали ультразвуком, а
затем ее аликвоту (10 мкл) наносили на предмет-
ное стекло и фиксировали пламенем горелки.
Подготовленные таким образом стекла окраши-
вали (3 мин), а затем помещали в воду (5 мин,
2 раза). Эксперимент проводили в трехкратной

повторности. Подсчет клеток бактерий проводи-
ли с использованием люминесцентного микро-
скопа ZEISS Microscope Axioskop 2 plus (Германия)
со светофильтром Filterset 09 (λ = 450 – 490 нм). Ко-
личество микробных клеток в 1 г почвы вычисля-
ли по формуле: N = 4an × 1010/S; где N – количе-
ство клеток в 1 г почвы, а – среднее число клеток
в поле зрения, 4 × 108 – площадь фиксированного
препарата (мкм2), n – показатель разведения [5].
Удельную массу микроорганизмов принимали рав-
ной 1 г/см3, а содержание воды в клетках – 80%. Су-
хая биомасса одноклеточных бактерий и актиноми-
цетов вычисляли умножением их численности на
средние значения массы клетки или участка мице-
лия. Масса бактериальной клетки принималась
равной 2 × 10–14 г, актиномицетного мицелия дли-
ной 1 м при диаметре 0.5 мкм – 3.9 × 10–8 г [3].

Метаболически активные прокариоты опреде-
ляли методом in situ-гибридизации с рРНК-спе-
цифичными флуоресцентно-мечеными олиго-
нуклеотидными зондами (FISH), меченным Cy3
красителем. Были применены зонды, специфич-
ные для доменов Archaea и Bacteria.

Экстракция тотальной ДНК из почвы выполне-
на из образцов массой 0.2 г с помощью набора
Power Soil DNA Isolation Kit (MO BIO Laborato-
ries, США) согласно протоколу производителя.

Оценку численности рибосомальных генов бакте-
рий и архей осуществляли методом полимеразной
цепной реакции (ПЦР) в реальном времени [14].
Реакцию проводили в амплификаторе DТLite4
ДНК-Технология. Реакционную смесь готовили
из препарата Super Mix Eva Green (“Bio-Rad”).
В качестве стандартов концентрации генов
16S рРНК для бактерий использовали растворы

Таблица 1. Варианты эксперимента

№ Вариант

1 Контроль (фон)
2 Контроль нефтезагрязненный (КН)
3 КН + 0.5 Нг (1/2 гидролитическая кислотность)
4 КН + 0.5 Нг + 0.5NPK (N20P30K30)
5 КН + 0.5 Нг + 1NPK(N40P50K50)
6 КН + 0.5 Нг + б. (бактериальная суспензия)
7 КН + 0.5 Нг + 0.5NPK + б.
8 КН + 0.5 Нг + 1NPK + б.
9 КН + 1Нг (полная гидролитическая кислотность)

10 КН + 1Нг + 0.5NPK
11 КН + 1Нг + 1NPK
12 КН + 1Нг + б.
13 КН + 1Нг + 0.5NPK + б.
14 КН + 1Нг + 1NPK + б.
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клонированных фрагментов рибосомального опе-
рона штамма К12 Esherichia coli, для архей –
штамма FG-07 Halobacterium salinarum. Использо-
вали следующие ДНК-специфичные праймеры:

arc915f 5'-AGGAATTGGCGGGGGAGCAC-3';
arc1059r5'-GCCATGCACCWCCTCT-3';
Eub338f5'-ACTCCTACGGGAGGCAGCAG-3';
Eub518r5'-ATTACCGCGGCTGCTGG-3'.
Протокол реакции (температурный профиль)

был следующим: 95°С – 3 мин → (95°С – 10 с →
→ 50°С – 10 с → 72°С – 20 с + детекция флуорес-
ценции)×49 циклов [14]. Для каждого варианта
эксперимента (образца) реакцию проводили в
трех повторностях. Обработка результатов изме-
рения выполнена с использованием пакета про-
граммы Real time_PCR.

Для выявления функциональных генов, указы-
вающих на процессы анаэробной деградации уг-
леводородов нефти использовали следующую си-
стему праймеров: 

BssADegF15'-CTGRTYTWYGAMGARAAG-
AAG-3';

BssADegR1 5'-AGYACBGCVGTYGGBCCATT-3';
BssADegF2 5'-AATGGVCCRACBGCVGTRCT-3';
BssADegR2 5'-ACSMMGTTRAACTGSACRTG-3'.
Амплификацию проводили по программе: де-

натурация ДНК (98°С, мин) и последующие 40
циклов реакции, в которые входит денатурация
ДНК (98°С, 10 с), отжиг праймеров (58°С, 10 с) и
элонгация (65°С, 1 мин) [20]. В результате работы
фермента бензилсукцинатсинтазы (bss – ген), то-
луол используется бактериями через промежу-
точный продукт – бензилсукцинат, что является
начальным этапом деградации циклических угле-
водородов в анаэробных условиях [20].

Для определения наличия гена, отвечающего за
способность обеспечения системы азотом (nifH)
использовали следующие праймеры и условия:

Forward5'-GGTTGTGACCCGAAAGCTGA-3';
Reverse 5'-GCGTACATGGCCATCATCTC-3'.
Амплификация: 94°C –1 мин, (94°C 30 с, 50°C

1 мин, 72°C 30 с) (40 циклов), 72°C 10 мин [15].
Высокопроизводительное секвенирование. С це-

лью выявления биоразнообразия прокариотного
комплекса исследуемых почв применяли метод
высокопроизводительного секвенирования кон-
сервативного участка гена 16S рРНК [22]. Для
экстракции тотальной ДНК прокариот использо-
вали набор Power Soil DNA Isolation Kit (MO BIO,
США согласно инструкции производителя). Ам-
плификацию фрагментов гена 16S рРНК осу-
ществляли с помощью праймеров, комплемен-
тарных последовательностям бактерий и архей:

PRK341F 5'-CCTACGGGRBGCASCAG-3';
PRK806R 5'-GGACTACYVGGGTATCTAAT-3'.

Полученные ПЦР-фрагменты очищали на ко-
лонках QIAquick согласно протоколу производи-
теля. Каждый ПЦР-фрагмент растворяли в 50 мкл
ТЕ-буфера. Нуклеотидные последовательности
вариабельных фрагментов генов 16S рибосомаль-
ных РНК из образцов метагеномной ДНК опре-
деляли с помощью высокопроизводительного се-
квенирования [22]. Секвенирование проводили
на секвенаторе Illumina Miseq, время прочтения
39 ч, количество pair-endreads (парных прочте-
ний) – 8 млн. Затем с обоих концов ДНК форми-
ровали файл с прямыми и обратными прочтения-
ми, которые представляли собой текстовое описа-
ние первичной структуры линейных макромолекул
в виде последовательности мономеров. Обработку
данных секвенирования проводили с использова-
нием автоматизированного алгоритма Quantita-
tive Insights Into Microbial Ecology (QIIME) [13].
При помощи инструментов программы осу-
ществлялись:

– проверка качества секвенирования и созда-
ние библиотеки сиквенсов;

– формирование ОТЕ (OTU picking) denovo на
основе 97%; удаление синглтонов (“singletons” –
ОТЕ, содержащих только один сиквенс) и после-
довательностей, относящихся к растительным
хлоропластам;

– определение филогенетического состава со-
обществ на разных таксономических уровнях при
помощи базы данных разнообразия гена RDP
classifier [21].

Статистическую обработку данных проводили
с помощью программы STATISTICA 6.0.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Биомасса прокариот. Выявлено, что в неза-

грязненной нефтью торфяной олиготрофной
почве сухая биомасса прокариот достигала в
среднем 65 мкг/г почвы (рис. 1, А), абиомасса ме-
таболически активных клеток прокариот не пре-
вышала 6.5 мкг/г почвы (рис. 1, Б), что составило
около 10%. В загрязненной нефтью почве наблю-
дали уменьшение биомассы прокариот и доли ме-
таболически активных клеток по сравнению с
контролем. Значения общей биомассы находились
в диапазоне от 57 до 60 мкг/г почвы (рис. 1, А), а
биомасса метаболически активных клеток в за-
грязненных образцах не превышала 3.5 мкг/г, что
составляет только 5% от всех выявляемых прока-
риот (рис. 1, Б).

Внесение минеральных солей (источники пи-
тания NPK и известь) в загрязненную нефтью
почву способствовало увеличению биомассы
прокариот (табл. 2). Для вариантов с внесением
повышенного минерального питания (N40P50K50)
и низкой (0.5 Нг) гидролитической кислотностью
выявлена наибольшая биомасса прокариот, дости-
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гающая 130 мкг/г почвы, что в 2 раза больше по
сравнению с загрязненной почвой без внесения
солей (нефтезагрязненный вариант, КН). Внесе-
ние в почву бактериальных культур, способных к
деструкции углеводородов нефти, на фоне мине-
ральных солей не приводило к статистически зна-
чимому изменению прокариотной биомассы в ис-
следуемых вариантах эксперимента.

Молекулярно-биологическими методами (ПЦР
в реальном времени и FISH) получены схожие ре-
зультаты. Численность архейных и бактериальных
компонентов сообщества по числу копий гена
16S рРНК была максимальной в вариантах с повы-
шенным уровнем минерального питания и ней-
трализованной на половину гидролитической

кислотностью и достигала 1 × 1011 копий гена/мл
для бактерий и 2 × 108 копий гена/мл – для архей
(табл. 3). Биомасса метаболически активных кле-
ток представителей доменов Bacteria и Archaea
также увеличивалась в вариантах с повышенным
уровнем минерального питания и 1/2 гидролити-
ческой кислотностью (0.5 Нг), более чем в 2 раза
по сравнению с загрязненной почвой без приме-
нения ремедиации (нефтезагрязненная почва, КН)
(рис. 2, А, Б).

Филогенетическая структура прокариотных со-
обществ исследуемых почв. Молекулярно-биоло-
гическими методами (FISH и высокопроизводи-
тельным секвенированием) в исследуемых образ-

Рис. 1. Биомасса прокариот (А) и их метаболически активных клеток (Б) в торфяной олиготрофной почве: 1 – кон-
троль (без нефти), 2 –загрязненной нефтью.
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Таблица 2. Убыль нефтепродуктов и суммарная биомасса прокариот в загрязненной нефтью торфяной олиго-
трофной почве в фоновом варианте и с внесением удобрений и извести в соответствии со схемой опыта

* Биомасса прокариот приведена в формате: среднее значение ± доверительный интервал.

Вариант Убыль НП, % Количество клеток в 1 г Биомасса прокариот, мкг/г 
почвы

КН 2.2 2.91E+09 58.2 ± 2.2*
КН + 0.5Нг 4.2 2.94E+09 58.7 ± 2.03
КН + 0.5Нг + 0.5NPK 6.3 4.28E+09 85.7 ± 2.8
КН + 0.5Нг + 1NPK 11.7 6.53E+09 130.5 ± 2.1
КН + 0.5Нг + б. 7.3 3.14E+09 62.8 ± 2.1
КН + 0.5Нг + 0.5NPK + б. 7.1 4.28E+09 85.6 ± 2.4
КН + 0.5Нг + 1NPK + б. 11 4.67E+09 93.4 ± 2.0
КН + 1Нг 2.8 3.34E+09 66.9 ± 2.9
КН + 1Нг + 0.5NPK 3.8 4.39E+09 87.8 ± 2.3
КН + 1Нг + 1NPK 4.5 3.08E+09 61.6 ± 2.6
KН + 1Нг + б. 7.2 2.75E+09 55.0 ± 2.5
KН + 1Нг + 0.5NPK + б. 7.8 3.12E+09 62.5 ± 2.1
KН + 1Нг + 1NPK + б. 3.1 3.61E+09 72.2 ± 2.3
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цах была выявлена структура метаболически
активного прокариотного сообщества.

В незагрязненных нефтью образцах торфа сре-
ди домена Bacteria доминировали представители
филумов Proteobacteria и Acidobacteria, занимая по
25% от всего выявляемого бактериального ком-
плекса (рис. 3, А). Среди протеобактерий выявля-
ли представителей альфа-, гамма- и дельта-про-
теобактерий. Представители филогенетических
групп Planctomycetes, Actinobacteria, Verrucomicro-
bia, Bacteroidetes были обнаружены в сообществе в

меньших количествах. Представители Firmicutes
входили в спектр минорных компонентов. Из-
вестны работы отечественных исследователей,
рассматривавших структуру метаболически ак-
тивного прокариотного сообщества торфов, в ко-
торых выявлены схожие закономерности [2, 6].

Структура бактериального комплекса в загряз-
ненном нефтью торфе изменялась по сравнению
с контрольной почвой. Доля филума Proteobacte-
ria возрастала до 50% от всех выявляемых бакте-
рий (рис. 3, Б). Среди протеобактерий обнаружи-

Рис. 2. Биомасса (мкг/г почвы) метаболически активных клеток представителей домена Bacteria (А) и домена Archaea (Б)
в фоновой почве и с внесением удобрений и извести в соответствии со схемой опыта.
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Таблица 3. Число копий гена 16S рРНК представителей домена Bacteria и Archaea в загрязненной нефтью торфяной
олиготрофной почве в фоновом варианте и с внесением удобрений и извести в соответствии со схемой опыта*

* Число бактериальных копий гена 16S рРНК в сообществе максимально в вариантах с повышенным уровнем минерального
питания и нейтрализованной на половину гидролитической кислотностью (1 × 1011 копий гена/мл).

Вариант Число копий гена Bacteria/мл Число копий гена Archaea/мл

КН 2.44E+10 4.54E+07

КН + 0.5 Нг 5.07E+10 4.24E+07

КН + 0.5Нг + 0.5NPK 6.35E+10 9.61E+07

КН + 0.5Нг + 1NPK* 1.09E+11 1.34E+08

КН + 0.5Нг + б. 4.18E+10 4.64E+07

КН + 0.5Нг + 0.5NPK + б. 8.27E+10 1.16E+08

КН + 0.5Нг + 1NPK + б. 9.06E+10 3.64E+07

КН + 1Нг 2.38E+10 5.39E+07

КН + 1Нг + 0.5NPK 5.39E+10 2.16E+07

КН + 1Нг + 1NPK 3.05E+10 3.51E+07

KН + 1Нг + б. 2.78E+10 1.12E+08

KН + 1Нг + 0.5NPK + б. 6.18E+10 1.90E+08

KН + 1Нг + 1NPK + б. 6.14E+10 2.05E+07

Рис. 3. Филогенетическая карта структуры бактериального компонента (%) болотной торфяной верховой ненарушен-
ной почвы (контроль) (А) и почвы с сильным загрязнением нефтью (Б).
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вались альфа-, гамма- и бета- протебактерии. Сто-

ит отметить, что увеличение протеобактерий

происходит за счет появления видов, которые не

встречались в незагрязненной почве, например

Sulfuritalea, принадлежащим к Betaproteobacteria се-

мейству Sterolibacteriaceae. Данный организм явля-

ется хемолитоавтотрофом, окисляющим тиосуль-

фаты, серу и водород [12]. Согласно литературным

источникам, его используют для деградации аро-

матических соединений, в частности, для анаэроб-

ного разложения бензоатов и фенилацетатов [12].

В бактериальном комплексе загрязненного торфа

возрастает доля актинобактерий, причем, если в

контрольной почве среди актинобактерий доми-

нировали представители порядка Frankiales (род

Acidotermus), то в опытном варианте начинают до-

минировать представители порядков Micrococ-
cales и Corinebacteriales (представители родов Mi-
cobacterim и Williamsia). В литературе имеются

сведения о росте некоторых видов рода Williamsia
на бензоле [17].

В загрязненной нефтью торфяной почве, под-

верженной ремедиации, стоит обратить внимание

на вариант с большей дозой минеральных удобре-

ний на фоне неполного известкования, где по ре-

зультатам метода FISH доминирующей группой в

прокариотном комплексе остаются протеобакте-

рии и значимо возрастает доля метаболически

активных представителей филума Actinobacteria
(рис. 4, А). Биомасса представителей этой группы

увеличивается в 2 раза – от 0.5 мкг/г почвы (для ва-

рианта с нефтью) до 1.1 мкг/ г образца (для почвен-

ного образца с нефтью и удобрением).

В структуре метаболически активных предста-

вителей домена Archaea в загрязненных образцах

также происходит перестройка комплекса по

сравнению с контрольной почвой. Если в контро-

ле доминирует группа Euryarchaeota, то в загряз-

ненной почве – Crenarchaeota. Применение агро-

химических средств приводит к восстановлению

исходной, схожей с фоновым вариантом структу-

ры (рис. 4, Б).

Рис. 4. Значения биомассы (мкг/г почвы) метаболически активных представителей различных филогенетических
групп домена Bacteria (А) и Archaea (Б) в загрязненной нефтью торфяной олиготрофной почве в фоновом варианте и
с внесением удобрений и извести в соответствии со схемой опыта.
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Детекция функциональных генов BssA и nifH.
В дополнении к характеристике филогенетиче-
ской структуры прокариотного сообщества был
проведен анализ функциональных генов, отвеча-
ющих за возможность самовосстановления мик-
робного сообщества исследуемых почв. Рассмат-
ривали наличие и число копий генов бактерий
анаэробов деструкторов углеводородов. Процесс
окисления алканов в анаэробных условиях начи-
нается с карбоксилирования, что приводит к обра-
зованию альдегида или жирной кислоты [11]. Так,
анаэробное разложение бензола может быть ини-
циировано метилированием в толуол. Толуол
включается в метаболизм бактерий через проме-
жуточный продукт – бензилсукцинат, образую-
щийся в результате работы фермента бензилсукци-
натсинтазы (bss), что представляет собой началь-
ный этап деградации циклических углеводородов в
анаэробных условиях. С другой стороны, рас-
сматривали наличие копий гена бактерий азот-
фиксаторов (nifH), способных обеспечить систе-
му азотом, что является одним из этапов ремеди-
ации почв.

Ген nifH был обнаружен во всех вариантах
опыта. Обращают на себя внимание 2 варианта
опыта: с повышенным уровнем удобрений и не-
полной дозой мелиоранта без бактериального
комплекса и с его наличием, где число копий гена

составляло 6 × 107 и 4.8 × 107 копий гена/мл среды
соответственно (рис. 5, А).

Бактериальный ген, отвечающий за катаболизм
толуола, обнаружен также во всех исследуемых об-
разцах (в том числе контрольных). Наименьшие

значения, около 5 × 108 копий гена/мл принадле-
жали контрольным образцам. В вариантах с
нефтью, несмотря на пониженную численность и
биомассу прокариотного комплекса, установлено
увеличение числа копий гена bssА по сравнению с

контролем (до 8 × 108). Таким образом, обнаруже-
ние повышенного числа копий гена bssА может вы-
ступать в качестве показателя индикатора загряз-
нения (рис. 5, Б). Наибольшие значения числа

копий гена bssА обнаружены в варианте с повы-
шенной дозой удобрений и неполной дозой изве-
сти, что можно объяснить наибольшей численно-
стью метаболически активных клеток в сообще-
стве данного варианта опыта.

Наибольшие значения для числа копий гена
bssA коррелирует с убылью содержания нефте-
продуктов в исследуемых вариантах опыта. Наи-
меньшее содержание нефтепродуктов после за-
вершения опыта зафиксирована для варианта с
большей дозой минеральных удобрений и непол-
ной дозой мелиоранта (табл. 2).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В олиготрофной торфяной почве биомасса ме-
таболически активных (имеющих в своей струк-
туре РНК, а, следовательно, делящихся и расту-
щих) прокариотных клеток достигает в среднем
5 мкг/г, что составляет 0.1 часть (10%) от всего со-
общества. Следует отметить, что по полученным
нами ранее данным, для верхних горизонтов чер-
нозема, серой лесной, каштановой почв доля ме-
таболически активных представителей прокариот
составляла от 30 до 45% от суммарной биомассы
прокариотного комплекса, что в несколько раз
превышает значения для торфяной олиготроф-
ной почвы [4]. Из отечественной литературы из-
вестны сведения о пониженной микробной актив-
ности торфов: доля активных (участвующих в био-
геоценотических циклах) бактерий для верхового
торфяника составляла в среднем от 10 до 25% [1].

Загрязнение олиготрофной торфяной почвы
нефтью приводит к уменьшению метаболически
активной прокариотной биомассы (в 2 раза), доля
которой составляет 5% от всех выявляемых про-
кариот. Применение ремедиации к загрязненным
нефтью образцам торфа, а именно внесение пол-
ного минерального питания на фоне известкова-
ния (0.5 Нг), приводит к возрастанию (более чем в
2 раза) биомассы метаболически активных клеток
бактерий и архей. Установлено изменение филоге-

Рис. 5. Число копий гена (копий/мл) гена nifH (А) и гена bssA (Б) в исследуемых вариантах опыта.
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нетической структуры метаболически активного
прокариотного комплекса как на уровне домена
Archaea, так и Bacteria в загрязненных нефтью тор-
фах по сравнению с фоном. Внесение полного ми-
нерального питания на фоне неполного (0.5 Нг) из-
весткования приводит к частичному восстанов-
лению структуры прокариотного комплекса.
Наибольшие значения числа копий функцио-
нальных генов (bss и nifH) для варианта с большей
дозой минеральных удобрений на фоне известко-
вания по 0.5 Нг совпадают со значимым умень-
шением содержания нефтепродуктов в исследуе-
мых вариантах опыта. Полученные результаты
могут быть полезны при биоиндикации и оценке
процесса восстановления загрязненных почвен-
ных систем.
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Prokaryotic Component of Oil-Polluted Peat Oligotrophic Soil at Different Levels
of Mineral Nutrition: Biomass, Diversity, Activity

N. A. Manucharova1, *, N. A. Ksenofontova1, A. A. Belov1, N. N. Kamenskiy1, A. V. Arzamazova1,
G. M. Zenova1, R. R. Kinzhaev1, S. Ya. Trofimov1, and A. L. Stepanov1

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

Molecular biological methods were used to study the diversity and biomass of metabolically active prokary-
otic cells in oil-contaminated oligotrophic peat soil on various agrochemical backgrounds. It was found that
the proportion of the metabolically active component in the samples of the studied peat is 0.1 part of the entire
prokaryotic community. The use of agrochemical remedies for oil-contaminated peat, namely the introduc-
tion of full mineral fertilizer against the background of half-dose liming, leads to an increase (more than
2 times) in the biomass of bacterial and archaeal cells, an increase in the number of functional genes (bss and
nifH) copies, as well as a significant reduction in the content of oil products in the studied variants of the ex-
periment. The introduction of full mineral fertilizer against the background of half-dose liming to contami-
nated soil induces changes in the phylogenetic structure and partial restoration of the metabolically active
prokaryotic complex.

Keywords: oil, metabolically active soil prokaryotic community, functional genes, f luorescent in situ hybrid-
ization (FISH), high throughput sequencing
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