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На примере техносолей, сформировавшихся на территории бывшего хвостохранилища жидких отходов хими-
ческого предприятия в долине реки Вятки, изучены состав и таксономическая структура филума Actinobacteria. Ис-
следовано разнообразие актинобактерий в образцах почв, отобранных с трёх пространственно удалённых площадок 
мониторинга (СГ, СУ1 и СУ2), различающихся по комплексу физико-химических свойств и характеру растительного 
покрова. Результаты сопоставлены с фоном – аллювиальной почвой (ФП), отобранной на территории ГПЗ «Нургуш». 
Исследования проведены с использованием высокопроизводительного секвенирования по технологии Illumina и куль-
туральным методом (посев). Культуральный метод выявил в составе актинобактериальных комлексов представителей 
родов Streptomyces, Micromonospora, Streptosporangium и ряд олигоспоровых форм. Общая численность актиномицетов 
в образцах техносолей изменялась от 2,4·104 до 1,8·105 КОЕ/г, а в фоновой почве составила 8,5 · 103 КОЕ/г. Семейства 
актиномицетов, установленные методом посева, были обнаружены и с помощью метода ампликонного секвенирования 
участка V4 гена 16S рРНК. Молекулярный метод вместе с тем позволил выявить в исследуемых образцах и ряд других 
таксонов, в том числе, не имеющих культивируемых представителей или пока неклассифицированных. C помощью 
ампликонного секвенирования было установлено, что представители филума Actinobacteria в образцах техногенных 
почв являются абсолютными доминантами по относительному обилию в общем бактериальном разнообразии. Доля 
актинобактерий в этих почвах колеблется от 33 до 41%, тогда как в фоновой почве составляет только 22%. Actinobacteria 
в образцах техносолей были представлены семействами Micromonosporaceae, Micrococcaceae, Nocardioidaceae, 
Microbacteriaceae, Thermomonosporaceae, Pseudonocardiaceae, Actinosynnemataceae и Intrasporangiaceae и др. Так-
сономический спектр актинобактерий в образце ФП был сходен с техносолями, но долевое соотношение таксонов при 
этом было иным. Полученные результаты будут использованы в дальнейших исследованиях почвенной актинобиоты
в связи с изменениями экосистем, нарушенных хозяйственной деятельностью человека, а также представляют интерес 
для поиска и выделения природных штаммов актинобактерий в целях биотехнологии.

Ключевые слова: отходы химического производства, техносоли, актинобактерии, актиномицеты, разнообразие, 
таксономическая структура.
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The composition and taxonomic structure of the phylum Actinobacteria were studied on the example of technosols 
formed on the territory of the former tailings of liquid waste of a chemical enterprise in the floodplain of the Vyatka 
River. The diversity of actinobacteria in soil samples taken from three spatially remote monitoring sites (SG, SU1 and 
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Актинобактерии – грамположительные 
прокариоты с высоким содержанием в ДНК 
гуанина и цитозина (57–75%), составляют один 
из крупнейших бактериальных филумов –  
Actinobacteria. Многие из них реализуют ми-
целиальный образ жизни и характеризуются 
сложной морфологической дифференциацией 
(актиномицеты). Актинобактерии повсемест-
но распространены как в водных, так и в на-
земных экосистемах, обладают поразительно 
широкими метаболическими возможностями, 
которые обусловлены их гораздо большим,  
в сравнении с другими бактериями, геномом 
[1]. Метаболический потенциал актино-
бактерий широко используется в произ-
водстве антибиотиков, иммуномодуляторов, 
противоопухолевых соединений [2, 3]. Как 
продуценты ферментов актинобактерии на-
ходят применение в производстве моющих 
средств, текстильной, перерабатывающей, 
пищевой, целлюлозно-бумажной, сельско-
хозяйственной и фармацевтической про-
мышленности [4].

Актинобактерии широко распространены 
в почвах, особенно в сухих, слабокислых, бога-
тых органическим веществом. Они составляют 
значительную долю от общей микробной био-
массы почвы [2] и участвуют в трансформации 
и минерализации органических остатков, раз-
лагают труднодоступные другим бактериям 
полимеры, участвуют в биогеохимических 
циклах азота, углерода, фосфора и других 
элементов [5]. 

Вместе с тем известно, что микробное 
разнообразие ещё далеко не изучено, и по-
давляющее большинство прокариотов (90– 
99%), присутствующих в естественных средах 
обитания, всё ещё предстоит изолировать и/
или научиться культивировать [6]. Остаются 

SU2), differing in the complex of physico-chemical properties and the nature of the vegetation cover, was studied. The 
results were compared with the background soil (BS) – alluvial soil selected on the territory of the Nurgush State Nature 
Reserve. The studies were carried out using high-performance sequencing using Illumina technology and the culture 
method (seeding). The culture method revealed representatives of the genera Streptomyces, Micromonospora, Streptospo-
rangium and a number of oligospore forms in the actinobacterial complexes. The total number of actinomycetes in the 
samples of technosols varied from 2.4·104 to 1.8·105 CFU/g, and in the background soil was 8.5·103 CFU/g. Families of 
actinomycetes established by the seeding method were also detected using the amplicon sequencing of the V4 section of 
the 16S rRNA gene, but the molecular method made it possible to identify a number of other taxa in the studied samples, 
including those that do not have cultured representatives or are not yet classified. Using amplicon sequencing, it was found 
that representatives of the phylum Actinobacteria in samples of technogenically disturbed soils are absolute dominants 
in relative abundance in the total bacterial diversity. The proportion of actinobacteria in disturbed soils ranges from  
33 to 41%, while in the background soil it is only 22%. Actinobacteria in the samples of technosols were represented 
by the families Micromonosporaceae, Micrococcaceae, Nocardioidaceae, Microbacteriaceae, Thermomonosporaceae, 
Pseudonocardiaceae, Actinosynnemataceae, and Intrasporangiaceae, etc. The taxonomic spectrum of actinobacteria in 
the BS sample was similar to technosols, but the proportion of taxa was different. The results obtained will be used in 
further studies of soil actinobiota in connection with changes in ecosystems disrupted by human economic activity, and 
are also of interest for the search and isolation of natural strains of actinobacteria for biotechnology purposes.

Keywords: chemical production waste, technosols, actinobacteria, actinomycetes, diversity, taxonomic structure.

неисследованными или слабо изученными не 
только природные среды, но и техногенные 
почвенные образования, формирующиеся 
в результате различных видов производ-
ственной деятельности, которые тоже могут 
считаться ценным ресурсом для выделения 
малоизученных микроорганизмов [7], вклю-
чая актинобактерии, многие из которых пред-
ставляют промышленный интерес в качестве 
потенциальных кандидатов для будущих био-
технологических применений [8, 9]. Развитие 
в последние годы молекулярно-генетических 
методов даёт возможность более успешно 
решать задачи экологической оценки микроб-
ного разнообразия [10, 11]. 

Отходы промышленного производства 
являются сегодня одним из самых мощных 
факторов, оказывающих негативное воз-
действие на природные экосистемы. В целях 
предотвращения загрязнения окружающей 
среды отходы изолируются путём засыпки 
мест их хранения различными по свойствам 
грунтами. Этот процесс является неотъемле-
мой частью технического этапа рекультива-
ции. Биологический этап предусматривает 
перекрытие насыпных грунтов плодородным 
слоем земли с последующим посевом трав 
или посадкой саженцев древесных культур. 
Однако при использовании для засыпки 
рыхлых природных материалов довольно 
быстро начинается процесс самозарастания 
территории складирования отходов, проис-
ходит формирование почвенного покрова. 
Так, вблизи г. Кирово-Чепецка Кировской 
области, после ликвидации в 2012 г. хранили-
ща жидких отходов химических предприятий 
путём засыпки котлована песком, глиной,  
а также нетоксичными отходами производства 
(гипсом и известью), образовалась площадка с 
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выраженным микрорельефом. Благодаря на-
личию семян и зачатков в насыпном материале, 
а также вследствие их приноса ветром с окрест-
ных территорий, площадка уже через год начала 
зарастать сорной растительностью, характерной 
для окружающего ландшафта, начался процесс 
почвообразования [12]. К настоящему време-
ни появляются признаки дифференциации 
профиля, формирующиеся почвы относятся  
к техносолям (Technosols по WRB).

Цель работы – сравнительная оценка раз-
нообразия актинобактериальных сообществ 
культуральным и молекулярно-генетическим 
методами в техногенных почвах, формирую-
щихся на месте захоронения жидких отходов 
химического предприятия.

Объекты и методы 

Объекты исследования. Образцы почв 
отбирали на территории бывшего хвостохра-
нилища, расположенного в долине р. Вятки в 
зоне подтопления. До заполнения котлована 
твёрдым материалом – песком, глиной, гипсом 
с примесью извести – хранилище представ-
ляло собой водоём (площадь зеркала воды 
около 51 тыс. м2), в котором объём жидких 
отходов оценивался в 275 тыс. м3. С трёх пло-
щадок мониторинга СГ, СУ1 и СУ2, отражающих 
разнообразие формирующихся растительных 
ассоциаций на территории засыпанного хво-
стохранилища, из верхнего горизонта (0–10 см) 
отбирали по пять проб методом конверта и 
готовили методом квартования смешанный 
образец для каждой площадки. Для сравне-
ния служил образец (фоновая почва – ФП), 
отобранный из верхнего горизонта слабокис-
лой аллювиальной почвы ГПЗ «Нургуш», 
расположенного также в долине р. Вятки, но 
ниже по течению. Образцы различались по 
гранулометрическому составу: суглинок –  
СГ; супесь, подстилаемая карбонатным су-
глинком – СУ1; супесь – СУ2; содержанию 
органического углерода (1,6, 4,6 и 5,0% соот-
ветственно), показателям кислотности (7,7, 
7,4 и 6,2 ед. рН

сол.
), ионов азотной группы (до 

260 мг/кг N-NO
3

-), тяжёлых металлов и ха-
рактеру растительности (злаково-бобовая 
ассоциация Agropyron repens Beauv. – Lathyrus 
pratensis L.; злаковая ассоциация Agropyron 
repens Beauv.; плотная тростниковая ассоциа- плотная тростниковая ассоциа-
ция Phragmites communis Trin). Аллювиаль-). Аллювиаль-
ная почва фонового участка под устойчивой 
ассоциацией Tilia cordata Mill. (Т. parvifolia 
Ehrh.) – Matteuccia struthiopteris L. Tod. ха-. Tod. ха-Tod. ха-. ха-
рактеризовалась суглинистым механическим 

составом, наиболее низким значением рН
сол.

 
5,6, средним содержанием органического ве-
щества С – 3,2% 

Культуральный метод. Численность 
и структуру комплексов актиномицетов опре-
деляли при посеве из разведений почвенных 
суспензий на среду с пропионатом натрия  
и казеин-глицериновый агар (КГА) [13]. 
Каждый объединённый образец при посеве 
характеризовали двумя индивидуальными 
навесками. Для ограничения роста немицели-
альных бактерий использовали селективный 
приём: прогревание почвы при 70 оС в течение 4 
час. Инкубация посевов происходила при 28 оС 
в течение двух недель, после чего проводили 
дифференцированный учёт выросших коло-
ний по морфотипам и выделение клонов для 
дальнейшей работы. Выделенные культуры 
хранили в пробирках со скошенной овсяной 
средой при температуре 4 оC. Морфологи-
ческие признаки исследовали при помощи 
светового микроскопа Leica DM 2500 (Carl 
Zeiss, Германия). 

Принадлежность выделенных культур 
актиномицетов к роду Streptomyces определяли 
на основании характерных морфологических 
признаков: нефрагментированный мице-
лий, длинные цепочки спор – на воздушном  
и отсутствие спор – на субстратном мицелии. 
Актиномицеты, имеющие одиночные споры 
на субстратном мицелии, лишённые или со 
слабым развитием стерильного воздушного 
мицелия, с не фрагментированным мицелием 
предварительно идентифицировали как пред-
ставителей рода Micromonospora. Культуры, 
принадлежащие к роду Streptosporangium, 
определяли по наличию ветвящегося, не фраг-
ментированного субстратного мицелия, не не-
сущего споры, и воздушных гиф с цепочками 
спор и спорангиями. Актиномицеты, образую-
щие одиночные споры на воздушном мицелии, 
либо короткие цепочки более крупных, чем 
стрептомицетные, спор на ветках воздушно-
го и/или субстратного мицелия объединяли  
в группу олигоспоровых актиномицетов [14]. 
Видовую идентификацию стрептомицетов 
проводили по [15] на основании морфологи-
ческих (форма цепочек спор) и культуральных 
(окраска воздушного и субстратного мицелия, 
наличие растворимых и меланоидных пигмен-
тов на диагностических средах) признаков. 
На основании показателей долевого участия 
отдельных таксонов характеризовали родовую 
структуру комплексов на среде с пропионатом 
натрия, видовую структуру рода Streptomyces – 
на казеин-глицериновом агаре (КГА).
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Молекулярно-генетический метод. Выде-
ление из образцов тотальной почвенной ДНК  
и ампликонное секвенирование участка V4 
гена 16S рРНК для выявления филогенети-
ческого разнообразия прокариот выполнены 
в Центре коллективного пользования «Геном-
ные технологии и клеточная биология» ФГБНУ 
ВНИИСХМ (Санкт-Петербург, г. Пушкин). 
Очищенный препарат ДНК служил в качестве 
матрицы в реакции ПЦР с универсальными 
праймерами к вариабельному участку V4 гена 
16SрРНК F515 GTGCCAGCMGCCGCGGTAA 
и R806 GGACTACVSGGGTATCTAAT [16]. 
Секвенирование осуществляли на приборе 
Illumina MiSeq (Illumina, США), согласно 
рекомендациям производителя. Использо-
вали метод парно-концевого чтения с гене-
рацией не менее 20000 парных прочтений 
на образец.

Биоинформатическую обработку данных 
проводили с использованием пакета QIIME 2  
[17]. Для удаления технических последо-
вательностей в полученных сиквенсах ис-
пользовали плагин q2-cutadapt. При помощи 
инструментов программы осуществляли про-
верку качества секвенирования и создание 
библиотеки сиквенсов. Для исправления 
ошибок использовали плагин DADA2 [18]. 
Классификацию репрезентативных последо-
вательностей по таксонам проводили с вос-
становлением исходных филотипов (ASV, 
Amplicon sequence variant) и дальнейшей 
таксономической классификации полученных 
ASV. Использовали базу нуклеотидных по-
следовательностей GreenGenes, версия 13_8, 
адаптированную к праймерам F515/R806. 
Порог классификации составлял 99%. Для 
оценки таксономического разнообразия при 
помощи того же алгоритма QIIME 2 были рас-QIIME 2 были рас- 2 были рас-
считаны индексы альфа-разнообразия, при 
расчёте которых проводили нормализацию 
выборок по образцу с наименьшей глубиной 
секвенирования (3000 последовательностей). 
Альфа-разнообразие характеризовали с по-
мощью нескольких показателей: индексов 
Шеннона, Чао1 и Симпсона [19]. Сравнение 
списков для четырёх образцов проводили с 
построением диаграмм с помощью интерак-
тивного инструмента InteractiVenn (http://
www.interactivenn.net/) [20].

Статистическая обработка результатов 
выполнена с использованием пакетов про-
грамм Microsoft Excel и Statgraphics. В та-
блицах приведены средние значения из трёх 
повторений и их стандартные отклонения 
при Р ≥ 0,99.

Результаты и обсуждение

Представители филума Actinobacteria 
были обнаружены во всех исследованных поч- 
венных образцах. Общая численность акти-
номицетов, вырастающих при посеве на КГА,  
в образцах техносолей изменялась от 2,4·104 
до 1,8·105 КОЕ/г, а в фоновой почве составила 
8,5·103 КОЕ/г (табл. 1). 

Выше всего долевое участие актиномице-
тов в прокариотном комплексе было в образце 
СГ (15,5%), близким значением характеризо-
вался образец СУ1 (14,2%). В прокариотном 
комплексе образцов фоновой почвы и техносо-
ли СУ2, отличающихся более кислой реакцией 
почвенного раствора (рН соответственно 5,4 
и 6,2) доля актиномицетов была значительно 
ниже и составила соответственно 1,1 и 5,5% 
от всего количества культивируемых бакте-
рий. Актиномицетные комплексы, исследо-
ванные с помощью культурального метода, 
включали представителей родов Streptomyces, 
Micromonospora, Streptosporangium и ряд оли-
госпоровых форм. Комплексы техносолей в 
сравнении с ФП отличались более широким 
таксономическим разнообразием, включая 
представителей 3–4 родов и 8–9 цветовых 
секций и серий рода Streptomyces, в то время 
как в комплексе ФП отмечены представители 
трёх родов, а виды стрептомицетов отнесены 
всего к двум секциям и сериям – Cinereus 
Achromogenes и Albus Albus.

Относительная доля стрептомицетов  
в комплексах СГ (64,9%) и СУ2 (93,4%) 
многократно превосходила вклад других пред-
ставителей мицелиальных прокариот, среди 
которых микромоноспоры (5,1–90,3%) выде-
лялись более высоким относительным обили-
ем, в сравнении с минорными компонентами,  
к числу которых в этих образцах были от-
несены стрептоспорангиумы (1,6–8,6%)  
и олигоспоровые виды (0–3,7%). В образцах 
ФП (90,3%) и СУ1 (72,6%) по относительному 
обилию доминировали виды рода Micromonos-
pora. Особенно низкой долей стрептомицетов, 
а также отсутствием олигоспоровых форм от-
личался комплекс фоновой почвы.

В целом, техносоли отличались от ФП 
более высокими показателями численности, 
долевого участия в прокариотном комплексе 
и таксономического разнообразия актиноми-
цетов, вырастающих на питательных средах 
после обработки почвы селективным приёмом 
(прогрев почвы при 70 оС в течение четырёх 
часов). Среди образцов формирующихся почв 
наиболее благоприятными для актиномицетов 
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условиями отличался образец СГ с максималь-
ным значением рН 7,7 и относительно низким 
содержанием С

орг 
– 1,6%. Из загрязняющих 

веществ в данном образце обнаружен мышьяк 
в количестве, равном ОДК 10 мг/кг.

Актинобиота образца СУ2 отличалась от 
СГ на порядок меньшей численностью и втрое 
меньшей относительной долей в прокариотном 
комплексе, что может объясняться как более 
кислой реакцией среды рН 6,2, так и большей 
увлажнённостью данного локуса ввиду более 
низкого положения в рельефе местности. Из-
вестно, что актиномицеты обычно приурочены 
к сухим почвам с щелочной реакцией [5]. 

Актиномицетный комплекс СУ1, несмо-
тря на самое высокое в исследованном ряду 
почв содержание загрязняющих веществ (Sr 
397–1150 мг/кг (фон 118 мг/кг), NO

3
– – 260 

мг/кг (ПДК 140 мг/кг), характеризовался 
достаточно высокой долей актиномицетов 
(14,2%), очевидно, обусловленной снижением 
общей численности прокариот под воздействи-
ем фактора загрязнения. При этом обращает 
на себя внимание нетипичная для зональных 
почв родовая структура актинобактериального 
комплекса – с соотношением стрептомицетов и 
микромоноспор, смещённым в пользу микро-
моноспор, и отсутствием редких олигоспоро-
вых видов, чувствительных к условиям среды. 
Структурные особенности актиномицетных 
сообществ в почвах, сформированных в месте 
захоронения отходов химического производ-

ства, таким образом, обусловлены комплексом 
физико-химических факторов и отражают 
специфику условий почвенной среды. 

C помощью ампликонного секвенирова-
ния участка V4 гена 16S рРНК было установ-
лено, что представители филума Actinobacteria 
в образцах техногенных почв являются абсо-
лютными доминантами по относительному 
обилию ASV в общем бактериальном разно-
образии. По молекулярным данным, их доля  
в техносолях изменялась от 33 до 41%, тогда 
как в фоновой почве составила только 22% 
(рис. 1, см. цв. вкладку III, табл. 2).

Эти результаты согласуются с данными, по-
лученными культуральным методом (табл. 1).  
В составе филума во всех образцах обна-
ружены представители классов Thermoleo-Thermoleo-
philia, Actinobacteria и порядка Acidimicro-
biales. В образце ФП отнесенные к порядку 
Acidimicrobiales сиквенсы составили треть от 
всех актинобактерий и были представлены 
некультивируемыми формами. 

Класс актинобактерий на 97–100% пред-
ставлен порядком Actinomycetales как в тех-Actinomycetales как в тех- как в тех-
носолях, так и в фоновой почве. Чтобы оценить 
различия в составе актинобактериального 
сообщества, последовательности были таксо-
номически классифицированы, где это было 
возможно, до уровня семейства. На тепловой 
карте, при кластеризации полученных данных 
автоматизированным алгоритмом, актино-
бактериальное сообщество образца ФП чётко 

Таблица 1 / Table 1 
Численность и структура комплексов актиномицетов в техносолях и фоновой почве 

по данным культурального метода / The number and structure of actinomycete complexes 
in technosols and background soil according to the cultural method

Показатель / Index Почвенные образцы / Soil samples
СГ СУ1 СУ2 ФП

Общая численность, тыс. КОЕ/г
Total number, thousand CFU/g

177±42 24±5 55±19 8,5±2,1

Доля в прокариотном комплексе, % 
Share in the prokaryotic complex, %

15,5% 14,2% 5,5% 1,1%

Количество родов / Number of genera 4 3 4 3
Количество секций и серий рода 
Streptomyces / Number of sections and 
series of the genus Streptomyces

9 9 8 2

Относительное обилие в комплексе 
представителей родов, %
Relative abundance of representatives 
of genera in the complex, %

Streptomyces

64,9 22,0 93,4 1,1

Micromonospora 29,8 72,6 5,1 90,3
Streptosporangium 1,6 5,4 1,35 8,6

олигоспоровые формы
oligosporic forms

3,7 0 0,15 0
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Рис. 1. Таксономическая структура микробиомов в техносолях и фоновой почве 
на уровне прокариотных филумов в образцах: 1– ФП, 2 – СГ, 3 – СУ1, 4 – СУ2

Fig. 1. Taxonomic structure of microbiomes in technosols and background soil at the level 
of prokaryotic phyla in samples: 1– BS, 2 – SG, 3 – SU1, 4 – SU2

Рис. 2. Тепловая карта, отражающая количество ASV, соотнесённых 
с различными семействами класса Actinobacteria в образцах: 1– ФП, 2 – СГ, 3 – СУ1, 4 – СУ2

Fig. 2. Heat map reflecting the number of Amplicon Sequence Variants (ASV) associated 
with different families of the Actinobacteria class in samples: 1– BS, 2 – SG, 3 – SU1, 4 – SU2

И. Г. Широких, Н. А. Боков, Е. В. Дабах, Л. В. Кондакова 

«Разнообразие актинобактериальных сообществ 
в местах захоронения жидких отходов

 химического предприятия». С. 174. 



Рис. 3. Вклады в таксономическую структуру представителей филума Actinobacteria 
семейства Gaiellaceae в образцах ФП (слева) и СУ1 (справа)

Fig. 3. Contributions to the taxonomic structure of representatives of the phylum
 Actinobacteria of the Gaiellaceae family in the BS (left) and SU1 (on right) samples

Рис. 4. Диаграмма Венна, отображающая число общих и уникальных семейств 
в образцах техносолей (СГ, СУ1 и СУ2) и природной фоновой почвы (ФП)

Fig. 4. Venn diagram showing the number of common and unique families
 in the technosol samples (СГ, СУ1 and СУ2) and natural background soils (ФП)

И. Г. Широких, Н. А. Боков, Е. В. Дабах, Л. В. Кондакова 

«Разнообразие актинобактериальных сообществ 
в местах захоронения жидких отходов

 химического предприятия». С. 174.
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отделено от трёх других образцов техносолей, 
объединённых в общий кластер (рис. 2, см. цв. 
вкладку III).

В зависимости от образца в таксономи-
ческой структуре класса выявлено от 23 до 
30 семейств (табл. 2). Наибольшее количе-
ство полученных последовательностей соот-
несено с семействами Micromonosporaceae, 
Micrococcaceae, Nocardioidaceae, Microbacte-
riaceae, Thermomonosporaceae, Pseudonocardia-
ceae, Actinosynnemataceae и Intrasporangiaceae.  
В образцах техногенных почв, в отличие от 
ФП, не обнаружены ASV, принадлежащие 
актиномицетам из семейств Frankiaceae, 
Thermomonosporaceae, Cellulomonadaceae  
и AKIW874. В то же время, в образце ФП отсут-
ствовали представители семейств Nakamurel-Nakamurel-
laceae, Intrasporangiaceae, Geodermatophila-
ceae, Actinosynnemataceae, Rubrobacteraceae, 
выявленные только в техносолях. Кроме того, 
относительная доля сиквенсов, соотнесённых  
с Microbacteriaceae (20–26%) и Nocardioidaceae 
(15–26%) была значительно выше в образцах 
техногенных почв, а доля Micromonosporaceae 
(2–8%), напротив, ниже, чем в ФП (17%). 

Установленные методом посева семей-
ства актиномицетов Streptomycetaceae, 
Micromonosporaceae, Streptosporangiaceae 
были обнаружены в образцах исследуемых 

почв и с помощью метода ампликонного сек-
венирования. Количество ASV, отнесённых 
к этим таксонам в каждом образце (табл. 2), 
пропорционально относительному обилию 
таксона в актиномицетных комплексах, рас-
считанному по данным посева (табл. 1). 

Молекулярно-генетический метод позво-
лил выявить в исследуемых образцах и ряд 
других таксонов, в том числе, не имеющих 
культивируемых представителей или не-
классифицированных. Так, среди ASV, отне-ASV, отне-, отне-
сённых к порядку Acidimicrobiales, в значи-
тельном количестве (от 158 в ФП до 699 в СГ) 
выявлены C111. Существенная доля сиквенсов 
была отнесена к семейству Gaiellaceae (класс 
Thermoleophilia) с одним ныне известным 
родом Gaiella. Особо многочисленными (11% 
от всего разнообразия прокариот) Gaiellaceae 
были в почве фонового участка, снижая свою 
представленность в 2,0–2,5 раза в техносо-
лях. По данным секвенирования высокой 
численностью отличались также ASV, соот-ASV, соот-, соот-
несённые с родами Agromyces, Nocardioides, 
Salinibacterium, Pseudonocardia, которые не 
были выявлены в образцах культуральным 
методом.

Доля представителей семейства Streptomy-Streptomy-
cetaceae, согласно молекулярным данным, не 
превышала в образцах 1,2–2,0% (табл. 2). Столь 

Таблица 2 / Table 2
Состав и филогенетическое разнообразие актинобактерий в техносолях и фоновой почве 

по данным молекулярного метода / Composition and phylogenetic diversity of actinobacteria 
in technosols and background soil according to the molecular method

Показатель / Index Почвенные образцы / Soil samples
СГ СУ1 СУ2 ФП

Общее количество ASV, 
классифицированных как 
Actinobacteria / Total number of ASVs 
classified as Actinobacteria

6374 5760 4660 3001

Доля ASV актинобактерий от общего 
бактериального разнообразия, %
Share of ASV actinobacteria 
from total bacterial diversity, %

37 41 33 22

Количество семейств Actinobacteria 
Number of Actinobacteria families

29 30 23 24

Количество ASV, отнесённых 
к семействам / Number of ASVs 
assigned to families

Streptomycetaceae
Micromonosporaceae
Streptosporangiaceae

84 85 98 38
42 154 96 380

0 41 0 35

Филогенетическое разнообразие / Phylogenetic diversity
Индекс Шеннона / Shannon index 2,847 3,007 2,687 2,636

Индекс Чао1 / Chao1 Index 29 30 23 26
Индекс Симпсона / Simpson index 0,0759 0,0643 0,0880 0,1322
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низкие результаты по сравнению с данными 
культурального метода можно объяснить мето-
дическими особенностями исследования дан-
ной группы микроорганизмов. Из литературы 
известно, что использование универсальных 
праймеров в метагеномных исследованиях ча-
сто не позволяет выявлять полное филогенети-
ческое разнообразие представителей семейства 
Streptomycetaceae, поскольку они (праймеры) 
проявляют недостаточное сродство к ДНК с 
высоким содержанием гуанина и цитозина, что 
типично для стрептомицетов [21, 22]. 

Анализ филогенетического разнообразия 
актинобактерий в исследуемых образцах пока-
зал, что в техносолях, за исключением образца 
СУ2, количество выявленных таксонов выше 
по сравнению с природной аллювиальной 
почвой ФП (табл. 2). Вместе с тем, в фоновой 
почве величина индекса Чao 1, оценивающего 
максимально возможное видовое богатство, 
выше – 26, чем количество выявленных 
таксонов – 24. Судя по соотношению этих 
показателей, в результате ампликонного сек-
венирования удалось выявить более чем 90% 
таксономического богатства актинобиоты 
природной почвы, тогда как в техносолях со-
поставление этих величин указывает на более 
полное выявление таксономического богатства 
и филогенетического разнообразия молеку-
лярным методом.

Индекс Шеннона, отражающий не только 
количество таксонов, но и их относительное 
обилие в сообществе, имел, как и индекс Чао1 
наибольшее значение в образце СУ1, а индекс 
Симпсона, который служит также мерой доми-
нирования, поскольку его величина полностью 
определяется долей 1–2 наиболее многочислен-
ных видов [23], напротив, характеризовался 
минимальным значением среди исследованных 
почв. Соответственно в образце ФП индекс 
Шеннона был минимальным, а Симпсона – 
максимальным, что хорошо согласуется с выше 
приведёнными данными о превалировании сре-
ди актинобактерий в аллювиальной почве, в от-
личие от техносолей, представителей семейства 
Gaiellaceae (рис. 3, см. цв. вкладку IV).

Выявление общих и уникальных актино-
бактериальных таксонов в исследуемых об-
разцах проводили путём построения диаграмм 
Венна. Проведённый анализ показал, что ко-
личество семейств в данных почвах составило 
108 и большинство из них относятся к общим, 
т. е. представляют собой «коровый» компонент 
актинобиоты (рис. 4, см. цв. вкладку IV). 

Общими для всех микробиомов явля- для всех микробиомов явля-для всех микробиомов явля- всех микробиомов явля-всех микробиомов явля- микробиомов явля-микробиомов явля- явля-явля-
лись актинобактерии родов Microbacterium, 

Salinibacterium, Agromyces, Pseudonocardiа, 
Nocardioides, Streptomyces, Mycobacterium, не-не-
классифицированные представители семейств 
Conexibacteraceae, Solirubrobacteraceae, 
Micromonosporaceae, Gaiellaceae и порядка 
Acidimicrobiales. 

Наибольшим количеством (21) общих  
с фоновой почвой таксонов характеризовал-
ся образец СУ1, минимальным (16) – СУ2. 
Наиболее близки между собой по составу ак-
тинобактерий были техносоли СГ и СУ1, вклю-
чающие представителей 25 общих семейств. 
Акцессорный компонент в исследованных 
образцах включал ограниченное количество 
таксонов: от 4-х в образце ФП до 2-х в СГ  
и 1-го в СУ1 и СУ2. Таким образом, актино-
биота всех исследованных почв характеризо-
валось высокой степенью сходства и включала 
лишь единичные уникальные таксоны. 

Заключение

Сравнительные исследования актино-
биоты почв (техносолей), сформированных  
в долине реки Вятки в процессе самозарас-
тания территории бывшего хвостохранилища 
жидких отходов химического предприятия, 
были проведены с использованием двух мето-
дов – традиционного культурального (посев) 
и высокопроизводительного секвенирования 
по технологии Illumina. Это позволило оха-
рактеризовать численность актинобиоты, 
таксономический состав и структуру, а также 
выявить характерные особенности, отличаю-
щие техносоли от природной аллювиальной 
почвы (фон).

Культуральным методом в составе ак-
тинобактериальных комлексов выявлены 
представители родов Streptomyces (сем. 
Streptomycetaceae), Micromonospora (сем. 
Micromonosporaceae), Streptosporangium (сем. 
Streptosporangiaceae) и ряд олигоспоровых 
форм, принадлежащих порядку Actinomyce-Actinomyce-
tales. Все семейства, установленные методом 
посева, были обнаружены и с помощью метода 
ампликонного секвенирования участка V4 
гена 16S рРНК, но при этом в исследуемых 
образцах удалось выявить и ряд других так-
сонов, в том числе, пока не идентифициро-
ванных и/или не имеющих культивируемых 
представителей. Показано, что представите-
ли филума Actinobacteria в прокариотных 
сообществах образцов техногенных почв 
являются абсолютными доминантами по 
относительному обилию (от 33 до 41%).  
В различных образцах техносолей обнаружены 
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ASV, принадлежащие от 23 до 30 семействам 
в зависимости от физико-химических свойств 
почвы и характера растительности. Наиболее 
представительными в техногенных почвах 
были семейства Micromonosporaceae, Micro-
coccaceae, Nocardioidaceae, Microbacteriaceae, 
Thermomonosporaceae, Pseudonocardiaceae, 
Actinosynnemataceae и Intrasporangiaceae.  
В образце фоновой почвы актинобактерии по 
своему таксономическому разнообразию были 
сходны с техносолями, но долевое соотноше-
ние между таксонами отличалось.

В целом, полученные двумя разными мето-
дами данные об актинобиоте почв, формирую-
щихся на территории засыпанного хранилища 
жидких отходов химических предприятий, 
хорошо соответствуют друг другу, дополняют 
и расширяют существующие представления 
о распространении мицелиальных прокариот 
в природных и трансформированных хозяй-
ственной деятельностью экосистемах, а также 
представляют интерес для поиска и выделения 
природных штаммов актинобактерий в целях 
биотехнологии. 

Работа выполнена в рамках государствен-
ного задания Института биологии ФИЦ Коми 
НЦ УрО РАН по теме «Структура и состояние 
компонентов техногенных экосистем подзоны 
южной тайги» (государственная регистрация 
в ЕГИСУ № 122040100032-5).
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