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Микробный состав нарушенных почвенных покровов после рекультивации может ука-
зывать на степень восстановления и характер протекающих в них процессов, а также на пригод-
ность таких почв для дальнейшего использования в сельскохозяйственном обороте. Кингисеп-
пский карьер по добыче фосфоритов разрабатывался в 1960-е годы, а в конце 1970-х была про-
ведена его горнотехническая рекультивация. Уникальность этого объекта в том, что мониторинг 
почвенных показателей здесь ведется уже на протяжении 29 лет, а при рекультивации использо-
вались три разные древесные породы — ель, лиственница и сосна, причем на участке с елью 
глыбистую массу разравнивали с внесением торфяно-минеральной смеси, тогда как при высажи-
вании лиственницы и сосны использовали минеральный субстрат без торфа. Однако анализ мик-
робного состава почвенного покрова на рекультивационных площадках до сих пор не проводился. 
В представленном исследовании мы показали, что структура изученного почвенного микробиома 
не зависела от физико-химических параметров почв, разнообразие почвенного микробиома не 
коррелировало с основными минеральными элементами питания, а доминирующая растительная 
порода существенно не повлияла на структуру микробиома. Целью работы было изучение поч-
венного микробиома на рекультивационных площадках Кингисеппского карьера с использованием 
методов высокопроизводительного секвенирования ампликонных библиотек гена 16S рРНК, а 
также поиск связи состава микробиома с типом рекультивации и физико-химическими парамет-
рами почв. На трех участках провели описание растительного покрова и почвенных разрезов и 
отобрали пробы для определения физико-химических параметров почвы и выделения ДНК. Учи-
тывали гранулометрический состав образцов, pH, величину субстрат-индуцированного и базаль-
ного дыхания, содержание органического углерода, подвижных соединений фосфора и калия, 
обменного аммония и нитратов. Количественное содержание бактерий, архей и грибов определя-
ли методом ПЦР в реальном времени (qPCR). При анализе микробных сообществ оценивали - 
и -разнообразие, таксономическую структуру, а также взаимосвязь этих показателей с биохи-
мическими параметрами почвы и растительным покровом. По результатам проведенных исследо-
ваний, почвенные параметры были схожи для всех участков, а показатели базального и субстрат-
индуцированного дыхания оказались очень низкими — в пределах 0,02-0,05 мкг СО2/(гŁч). Уча-
сток под посадками ели показал более кислую реакцию почвенной вытяжки (pH 6,5), чем участ-
ки под лиственницей и сосной (соответственно pH 7,6 и 7,2). Тип растительности не оказался 
достаточно сильным экологическим фактором, и структура почвенных микробных сообществ на 
трех изученных участках мало различалась. Количественный состав микроорганизмов достоверно 
не различался между тремя опытными участками (за исключением более низкой численности 
архей в посадках ели). -Разнообразие сообщества прокариот на всех трех участках было также 
сходно, но почва под елями характеризовалась более высоким разнообразием актинобактерий. Во 
всех образцах доминировали филы Proteobacteria, Actinobacteria и Acidobacteria. Самым много-
численным таксоном на всех участках был род Pseudomonas, на участке с елью преобладали ОТЕ 
(операционные таксономические единицы) из филы Actinobacteria, порядка N1423WL, семейств 
Rhizobiaceae, Kouleothrixaceae, Ellin6529, с сосной — семейства Sinobacteraceae и рода Rhodo-
planes, с лиственницей — порядка IS-44. Участок с высаженной сосной также характеризовался 
пониженной относительно других представленностью ОТЕ из семейств Micrococcaceae и Ellin6075, 
а участок с елью — порядка RB41. В целом в изученных микробиомах выявлены бактерии, отно-
сящиеся как к медленнорастущим олиготрофным формам, характерным для стабилизированных 
почвенных сообществ с полным циклом углерода, так и к быстрорастущим копиотрофным, часто 
связанным с ризосферной нишей. Следовательно, на Кингисеппском месторождении фосфоритов 
текущую стадию зарастания рекультивированных почв можно отнести к предклимаксной.  

 

Ключевые слова: месторождение фосфоритов, горнотехническая рекультивация, мета-
геном, микробиом почв, биологическая активность, высокопроизводительное секвенирование, 16S 
рРНК., QIIME, почвообразование. 

 

Повсеместное увеличение территорий, где отсутствует почвенно-
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растительный покров, — актуальная экологическая проблема современно-
сти. Сформировавшиеся карьерно-отвальные комплексы нуждаются в вос-
становлении и дорогостоящей рекультивации, в то же время это хорошие 
площадки для исследований почвообразования и процессов первичной 
сукцессии (1). Такие наблюдения важны в прикладном аспекте, поскольку 
рекультивированные почвы снова могут обрести сельскохозяйственное зна-
чение (2), а с точки зрения фундаментальной науки изучение педогенеза 
позволит приблизиться к пониманию эволюции почв.  

Как правило, при восстановлении экосистем основное внимание 
уделяется изучению физико-химических параметров почв (3) или расти-
тельному покрову (4, 5). Однако в итоге ключевым фактором в процессах 
почвообразования остается почвенный микробиом (6, 7). Наиболее широ-
кое представление о микробиоме дают методы высокопроизводительного 
секвенирования (8-10), позволяющие наиболее полно описать микробный 
состав образцов (11). При этом состав микробиома может меняться в зна-
чительной степени в зависимости от различных биотических и абиотиче-
ских воздействий (12). К одним из самых сильных факторов, влияющих на 
микробиом почвы, относится pH и влажность почвы (13, 14). Немаловаж-
ная роль отводится разнообразию растительного покрова (15-17). В част-
ности, ранее мы показали, что при относительно небольшом разбросе 
значений физико-химических характеристик в пределах одного типа почв 
формирование определенного профиля почвенного микробиома в значи-
тельной степени определяется структурой и составом растительного фито-
ценоза (18), причем различия наблюдались преимущественно на низком 
таксономическом уровне (порядки, семейства и роды).  

Таким образом, вопрос о том, как происходит реабилитация поч-
венного покрова и как при этом изменяется его микробиом, остается акту-
альным. В настоящее время формирование и разнообразие микробных со-
обществ на нарушенных территориях в большей степени связывают именно 
с определяющей ролью растительных сообществ (19). Поскольку процесс 
реабилитации нарушенных почвенных покровов занимает продолжитель-
ное время, для почвенных исследований необходимо выбирать объекты, за 
которыми ведется долгосрочный мониторинг. Примером может служить 
Кингисеппский карьер, где в 1960-е годы добывали фосфориты, а в конце 
1970-х была проведена горнотехническая рекультивация. Уникальностью 
этого объекта в том, что мониторинг почвенных показателей здесь осу-
ществляется уже на протяжении 29 лет, а рекультивация проводилась с 
использованием трех разных древесных пород (20). Однако до сих пор не 
проводился анализ микробного состава на участках рекультивации, кото-
рый позволил бы оценить степень восстановления почвенного покрова. 

В настоящем исследовании мы показали, что на рекультивационных 
участках Кингисеппского месторождения фосфоритов структура почвенно-
го микробиома не зависела от физико-химических параметров почв, разно-
образие почвенного микробиома не коррелировало с основными минераль-
ными элементами питания, а доминирующая растительная порода не оказа-
ла существенного влияния на структуру микробиома. 

Целью нашей работы было описание количественного состава 
микробиома рекультивируемых почв и поиск закономерностей, связываю-
щих формируемую структуру микробиома с физико-химическими почвен-
ными параметрами и доминирующим типом древесной растительности.  

Методика. Исследования проводили в 2016 году в карьере ¹ 3 ПО 
«Фосфорит» (Кингисеппское месторождение фосфоритов, запад Ленинград-
ской обл., Кингисеппский р-н, между городами Кингисепп и Ивангород). 
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Пробы отбирали на трех участках (¹¹ 1, 2 и 3) площадью 20½40 м, под-
вергнутых в 1970-х годах горнотехнической рекультивации. Возраст участ-
ков составлял соответственно 37, 32 и 28 лет. В 2014 году выполняли гео-
ботанические описания участков согласно доминантной схеме, в 2016 году 
на них изучали начальное (рецентное) почвообразование. 

На каждом участке заложили по 3 почвенных разреза. При описа-
нии почвенных профилей применяли субстантивно-морфологический под-
ход, основанный на идентификации почвенных таксонов по совокупности 
морфологических признаков. Из каждого горизонта отбирали по 3 пробы 
массой 100 г для последующих лабораторных анализов. Образцы из каж-
дого верхнего органоминерального горизонта массой 15 г использовали для 
микробиологического исследования. 

Гранулометрический состав определяли пипет-методом Качинского 
с пирофосфатной пептизацией микроагрегатов (21), содержание органиче-
ского углерода — методом Тюрина по бихроматной окисляемости (22), рН 
водной вытяжки — потенциометрически в соотношении почва-вода 1:2,5. 
Концентрацию подвижных соединений фосфора и калия измеряли по Кир-
санову в модификации ЦИНАО (23), обменный аммоний — по методу 
ЦИНАО (24), нитраты — ионометрически (25). Величину субстрат-индуци-
рованного дыхания (СИД, измерение основано на регистрации дополни-
тельного выделения СО2 в ответ на внесение субстрата — глюкозы) и ба-
зального дыхания (БД, определяется по той же методике, что и СИД, но без 
обогащения нативной почвы глюкозой) оценивали согласно описанию (26).  

ДНК выделяли в 4 повторностях для каждого участка по разрабо-
танной ранее методике (27) с использованием в качестве абразивного ма-
териала стеклянных шариков разного диаметра. Почвенные образцы об-
рабатывали на гомогенизаторе Precellys 24 («Bertin Technologies», Фран-
ция). Чистоту и количество ДНК в препарате определяли электрофоре-
зом в 1 % агарозе в ½0,5 TAE буфере (средняя концентрация ДНК в 
пробе — 50 нг/мл). Очищенные препараты ДНК использовали для коли-
чественной ПЦР (qPCR) и создания ампликонных библиотек согласно 
инструкции к протоколу секвенирования («Illumina, Inc.», США).   

Для выявления в почве трех основных таксономических групп 
микроорганизмов проводили количественную ПЦР (qPCR) со следующи-
ми парами праймеров: к фрагменту 16S рДНК бактерий — EUB338 (5-ACT-
CCTACGGGAGGCAGCAG-3) и EUB518 (5-ATTACCGCGGCTGCTGG-3) 
(28, 29), к фрагменту 16S рДНК архей — ARC915f (5-AGGAATTGGCG-
GGGGAGCAC-3) и ARC1059r (5-GCCATGCACCWCCTCT-3) (30), к 
фрагменту ITS грибов — ITS1f (5-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3) и 
5.8S (5-CGCTGCGTTCTTCATCG-3) (31). Для приготовления реакцион-
ной смеси использовали набор qPCRmix-HS SYBR («Евроген», Россия) 
согласно инструкции производителя. Стандартами служили серии 10-крат-
ных разведений фрагментов гена 16S рРНК E. coli и H. pilori, а также 
фрагмента ITS1 S. cerevisiae. Каждая проба смеси для ПЦР, включая стан-
дарты, была проанализирована в 3-кратной повторности. Измерения про-
водили на амплификаторе CFX96 («Bio-Rad», Германия) по следующему 
протоколу: 3 мин при 95 С; 20 с при 95 С, 20 с при 50 С, 20 с при 72 С 
(40 циклов). Для повторностей (как самой ПЦР, так и для разных образ-
цов ДНК по одному участку) вычисляли средние значения (M) и ошибки 
среднего (±SEM). После пересчета с использованием стандартов результа-
ты выражали как число рибосомальных оперонов на 1 г почвы. 

При создании библиотек фрагментов гена 16S рРНК с каждым об-
разцом почвенной ДНК проводили ПЦР с универсальными праймерами к 
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вариабельному участку V4 — F515 (5-GTGCCAGCMGCCGCGGTAA-3) и 
R806 (5-GGACTACVSGGGTATCTAAT-3) на термоциклере T100 («Bio-
Rad», Германия) по следующему протоколу: 3 мин при 95 С; 30 с при 
95 С, 30 с при 55 С, 30 с при 72 С (35 циклов) (32). Секвенирование и 
первичную обработку данных осуществляли на приборе Illumina MiSeq 
(«Illumina, Inc.», США) в ЦКП «Геномные технологии и клеточная биоло-
гия» (ФГБНУ ВНИИСХМ). Секвенированные последовательности гена 
16S рРНК обрабатывали с помощью пакетов программ Trimmomatic (33) и 
QIIME (34). Из библиотек удаляли все служебные последовательности, 
осуществляли сборку парноконцевых прочтений, проверяли качество нук-
леотидных последовательностей. Все небактериальные и химерные после-
довательности исключали, данные нормализовали. Последовательности с 
долей сходства более 97 % объединяли в операционные таксономические 
единицы (ОТЕ) при помощи алгоритма de novo, основанного на методе 
UCLUST (35). Из каждой ОТЕ выбирали одну последовательность для со-
ставления набора репрезентативных последовательностей. На следующем 
этапе репрезентативные последовательности классифицировали с помо-
щью программы RDP naïve Bayesian rRNA Classifier, затем выравнивали по 
алгоритму PyNast (36), используя в качестве матрицы базу данных Green-
genes coreset (37). После выравнивания последовательностей строили мат-
рицы дистанций в QIIME на основе евклидовых расстояний. 

Для сравнительного анализа сообществ рассчитывали показатели 
- и -разнообразия. -Разнообразие оценивали с использованием индек-
сов видового богатства (richness) (число ОТЕ в образце, индекс обилия 
Chao 1, показатель филогенетического разнообразия Фейта PD) и индекса 
разнообразия Шеннона H (Shannon index) (38-40).  

Достоверность различий между микробиомами по индексам -
разнообразия оценивали при помощи t-критерия Стьюдента. Для опреде-
ления -разнообразия применяли метод Weighted unifrac, позволяющий 
оценить процент сходств/различий между всеми парами сравниваемых 
микробиомов (41). Результаты анализировали методами многомерной ста-
тистики (анализ главных компонент) в программе Emperor (42). Для оцен-
ки корреляции состава и структуры бактериальных сообществ с содержа-
нием базовых макроэлементов почвы в QIIME провели тест Мантеля 
(корреляция Пирсона, 100 пермутаций) для объединенных повторностей 
(43). Для оценки достоверности различий в представленности отдельных 
таксонов в анализируемых образцах в дополнение к программному обес-
печению QIIME нами был написан скрипт с использованием U-критерия 
Манна-Уитни (Mann-Whitney U-test) с порогом значимости 0,05 на языке 
программирования Python (44).  

В работе приведены средние значения показателей (M) и их стан-
дартные ошибки (±SEM). Выявленные различия считали статистически 
значимыми при р < 0,05. 

Результаты. Кингисеппский карьер предназначался для добычи со-
держащих фосфориты отложений, приуроченных к оболовым песчаникам 
нижнего ордовика, над которыми залегают известняки и доломиты, чуть 
выше которых расположены среднедевонские глины, мергели, пески, ар-
гиллиты. Озерно-ледниковые пески и супеси, моренные суглинки и торфы 
представляют собой верхние четвертичные отложения (3). Все эти породы в 
той или иной степени слагают отвалы карьера. Месторождение фосфоритов 
разрабатывали открытым способом с 1960 годов. В результате образовались 
разновозрастные отвальные площади, на которых после нескольких лет са-
мозарастания и спонтанного проседания пород применили горнотехниче-
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скую рекультивацию. Эта территория — одна из крупнейших по площади 
нарушения и масштабу рекультивационных работ на северо-западе России.  

При горнотехнической рекультивации на участке ¹ 1 в 1979 году 
после разравнивания отвалов на глыбистый материал нанесли торфяно-
минеральную смесь (четвертичные суглинисто-песчаные породы с содер-
жанием примесного торфа 20-30 %), затем применили биологическую ре-
культивацию (высадка саженцев ели). На участках ¹ 2 и ¹ 3 после раз-
равнивания по поверхности отвалов распределили минеральный субстрат, 
состоящий из так называемой рыхлой породы, не содержащей примеси 
торфа. На участке ¹ 2 высадили лиственницу, ¹ 3 — сосну. 

Почвы участков рекультивации представлены карбо-литоземами. В 
целом основные почвенные параметры оказались сходными на всех участ-
ках. Однако отметим, что содержание подвижного фосфора и нитратов 
более чем в 2 раза больше на участке ¹ 2 под лиственницей по сравне-
нию с аналогичными горизонтами на других участках (табл. 1). Реакция 
рН водной вытяжки на участке ¹ 1 (под елью) слабокислая, тогда как на 
остальных — слабощелочная. По гранулометрическому составу репланто-
земы характеризовались как средние суглинки.  

1. Основные биохимические и гранулометрические характеристики почвы в раз-
личных фитоценозах на участках длительной рекультивации (карьер ¹ 3 ПО 
«Фосфорит», Кингисеппское месторождение фосфоритов, Ленинградская 
обл., Кингисеппский р-н, 2016 год) 

Показатель 

Реплантозем 
на торфяно-минеральной 
смеси под елью,  
37 лет, участок ¹ 1 

на минеральной породе 
под лиственницей,  
32 года, участок ¹ 2 

под сосной,  
27 лет, участок ¹ 3 

Тип горизонта АY ( АY АY 
Глубина, см 3-18 1-18 1-10 
рНвод. 6,5 7,6 7,2 
Сорг., % 2,0 2,4 1,9 
Nобщ., % 0,20 0,31 0,46 
C/N 11,6 8,9 4,8 
N (NH4), мг/кг 31,1 27,2 27,4 
N (NO3), мг/кг 0,24 0,82 0,37 
P (Р2О5), мг/кг 2043,5 4198,5 1731,5 
K (К2О), мг/кг 338,3 242,7 214,7 
Доля частиц, %:   

< 0,001 мм 15,0 22,0 24,3 
< 0,01 мм 33,2 36 36 

 

На всех участках мы выявили 
очень низкие показатели базального и 
субстрат-индуцированного почвенного ды-
хания (рис. 1) с максимальными зна-
чениями 0,05 мкг СО2/(гŁч) при мини-
мальном 0,02 мкг СО2/(гŁч). Дополни-
тельную эмиссию СО2 наблюдали только 
на участке ¹ 2 (под лиственницей). В 
целом наименьшую дыхательную актив-
ность проявляли почвы, которые сфор-
мировались на отвалах под покровом сос-
ны. Нужно отметить, что достоверных 
различий между двумя показателями не 
было, хотя для зрелых почв климаксных 
экосистем они обычно наблюдаются. 

Для содержания микробной би-
омассы пределы варьирования составляли 

Рис. 1. Базальное (а) и субстрат-инду-
цированное (б) почвенное дыхание орга-
номинеральных горизонтов (AY) в раз-
личных фитоценозах на участках дли-
тельной рекультивации (n = 3, M±SEM, 
карьер ¹ 3 ПО «Фосфорит», Кингисеп-
пское месторождение фосфоритов, Ле-
нинградская обл., Кингисеппский р-н, 
2016 год). Описание участков по типу 
рекультивации см. в разделе «Методика». 
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от 1,6±0,1 мкг С/г (под сосной, участок ¹ 3) до 2,4±0,09 мкг С/г (под 
елью, участок ¹ 1). Значения микробного метаболического коэффициента 
(отношение величины базального дыхания к содержанию углерода мик-
робной биомассы) были крайне малы, максимальное значение 0,021±0,002 
мкг СO2-С/(мг Смик.Łч) также зафиксировали на участке под елью, мини-
мальное 0,010±0,005 мкг СO2-С/(мг Смик.Łч) — под лиственницей (участок 
¹ 2).  

Непосредственно после проведения горнотехнического этапа ре-
культивации происходило самозарастание поверхности пород типичными 
видами-эксплерентами — Tussilago farfara L., Chamaenerion angustifolium (L.) 
Scop., Calamagrostis epigeios (L.) Roth. К 2014 году на участке ¹ 1 сформи-
ровался ельник-мертвопокровник, где мы выявили 11 видов высших сосу-
дистых растений (2 деревянистых и 9 травянистых видов) из 8 семейств. 
Общее проективное покрытие травянистой растительностью здесь составило 
5 %. На участке ¹ 2 под лиственницей оно достигало 25 %. Всего на 
участке ¹ 2 произрастали 14 видов высших растений из 10 семейств 
(4 деревянистых и 10 травянистых видов). На участке ¹ 3 с высаженной 
сосной выявили 12 видов высших растений (3 деревянистых и 9 травяни-
стых) при общем проективном травяном покрытии 25 %. Примерно оди-
наковое число видов приходилось на разнообразные жизненные формы 
травянистых растений — длинно- и коротко-корневищные, стержнекорне-
вые, стержне-кистекорневые, дерновинные многолетние травы. Согласно 
индексу Шеннона H и обратному индексу Симпсона 1/D (табл. 2), на-
именьшим разнообразием характеризовался ельник мертвопокровный.  

2. Индексы разнообразия растительных сообществ в различных фитоценозах на 
участках длительной рекультивации (карьер ¹ 3 ПО «Фосфорит», Кинги-
сеппское месторождение фосфоритов, Ленинградская обл., Кингисеп-
пский р-н, 2014 год) 

¹ участка Индекс Шеннона Н Индекс Симпсона (обратный) 1/D 
Число видов  

на участке всего 
1 1,3 2,1 11 

22 2 2,0 4,2 14 
3 1,9 4,2 12 

П р и м е ч а н и е. Описание участков по типу рекультивации см. в разделе «Методика». 
 

 

Рис. 2. Количественное определение трех групп микроорганизмов методом qPCR в образцах поч-
вы из различных фитоценозов на участках длительной рекультивации: А — бактерии, Б — ар-
хеи, В — грибы (для участков ¹¹ 1 и 2 n = 4, для участка ¹ 3 n = 3; 3 измерения для 
каждой повторности, M±SEM; карьер ¹ 3 ПО «Фосфорит», Кингисеппское месторождение 
фосфоритов, Ленинградская обл., Кингисеппский р-н, 2016 год). Описание участков по 
типу рекультивации см. в разделе «Методика». 

 

Анализ представленности трех групп микроорганизмов методом 
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qPCR на трех испытательных участках выявил некоторые различия по ко-
личеству рибосомальных оперонов бактерий и архей (рис. 2): их число 
оказалось наибольшим на участке ¹ 2 под лиственницей — соответствен-
но (3,13±0,6)½108 и (2,06±0,55)½107. Однако для бактерий этот показатель 
достоверно не отличался от значений на других участках — (2,73±0,67)½108 

на участке ¹ 1 и (2,55±0,37)½108 на участке ¹ 3, тогда как для архей он 
был достоверно (р < 0,05) выше, чем на двух других: (0,9±0,27)½107 на 
участке ¹ 1 и (1,52±0,39)½107 на участке ¹ 3. Количество грибов в почве 
разных участков статистически значимо не различалось и составляло для 
участка ¹ 1 (1,88±0,26)½107, ¹ 2 — (1,8±0,27)½107, ¹ 3 — (1,6±0,17)½107. 

3. Индексы разнообразия почвенных микробиомов в различных фитоценозах на 
участках длительной рекультивации (M±SEM, карьер ¹ 3 ПО «Фосфорит», 
Кингисеппское месторождение фосфоритов, Ленинградская обл., Кинги-
сеппский р-н, 2016 год) 

¹ участка Индекс Шеннона H Индекс Фейта PD Сhao 1 Число ОТЕ 
Покрытие  
библиотеки, % 

1 9,3±0,1 171,1±9,7 2559,5±181,9 2163,8±165,5 84,5 
2 9,4±0,1 169,6±10,5 2368,8±117,8 1978,8±176,6 83,5 
3 9,3±0,1 188,3±10,1 2672,3±208,7 2322,3±176,8 86,9 

П р и м е ч а н и е. ОТЕ — операционная таксономическая единица. Для участков ¹¹ 1 и 2 n = 4, для 
участка ¹ 3 n = 3. Описание участков по типу рекультивации см. в разделе «Методика».  

 

Для анализа мик-
робиома почв каждого из 
участков выделяли ДНК 
в 4 повторностях. Однако 
после секвенирования 
по участку ¹ 3 (сосна) 
удалось обработать  толь-
ко 3 повторности. Далее 
все измерения для участ-
ков ¹ 1 и ¹ 2 выполня-
ли в 4 повтороностях, а 
для участка ¹ 3 — в 3. 

Показатели -раз-
нообразия и численно-
сти микробиомов на всех 

участках были сопоставимы (табл. 3). На рисунке 3 приведен график -
разнообразия, представляющий трехмерную проекцию данных из матри-
цы попарных расстояний между микробиомами почвенных образцов, по-
строенной с использованием метода weighted_unifrac. Видно, что микро-
биомы отчетливо дифференцируются в соответствии с участком отбора 
почвенных проб. 

При анализе разнообразия доминирующих бактериальных фил — 
Proteobacetria, Actinobacteria и Acidobacteria проявились несколько законо-
мерностей (табл. 4). Наибольшее разнообразие имели актинобактерии в 
микробиомах, сформированных под ельником мертвопокровным (участок 
¹ 1), причем число ОТЕ указанной группы бактерий значимо уменьша-
лось в ряду ель (участок ¹ 1) > сосна (участок ¹ 3) > лиственница (уча-
сток ¹ 2). Разнообразие протеобактерий, напротив, было максимальным 
в варианте с посадками лиственницы (участок ¹ 2) и минимальным в 
еловом фитоценозе (участок ¹ 1). Стоит отметить также достоверный 
(р < 0,05) минимум филогенетического разнообразия протеобактерий (ин-
декс Фейта) в микробиоме елового леса, достоверный максимум (р < 0,05) 

Рис. 3. Сравнение -разнообразия почвенных метагеномов с 
использованием PCoA (Principal Components Analysis матрицы 
попарных сравнений, построенной методом weighted_unifrac) в 
различных фитоценозах на участках длительной рекультива-
ции: 1, 2, 3 — соответственно участки ¹ 1, ¹ 2 и ¹ 3 (ка-
рьер ¹ 3 ПО «Фосфорит», Кингисеппское месторождение 
фосфоритов, Ленинградская обл., Кингисеппский р-н, 2016 
год). Оси представляют проекции многомерных данных с 
указанными значениями объясненной вариации (%), число 
окружностей соответствует числу повторностей. Описание 
участков по типу рекультивации см. в разделе «Методика». 
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числа выявленных ОТЕ под высаженными соснами (участок ¹ 3) и мак-
симум индекса Шеннона на участке ¹ 2 (лиственница) относительно 
участка ¹1. Последнее может свидетельствовать о наиболее выравненной 
представленности различных видов протеобактерий в фитоценозе, сфор-
мированным под покровом сосны. Для представителей филы Acidobacteria 
также сохранялась общая тенденция увеличения разнообразия и обилия на 
участке с сосной (участок ¹ 3). Здесь отмечали достоверные (р < 0,05) 
максимумы филогенетического разнообразия ацидобактерий (индекс Фей-
та и индекс Chao 1), характеризующие максимальное обилие (richness) 
этой группы на участке ¹ 3 по сравнению с участком ¹ 1. 

4. Индексы -разнообразия групп бактерий почвенных микробиомаов в различ-
ных фитоценозах на участках длительной рекультивации (M±SEM, карьер 
¹ 3 ПО «Фосфорит», Кингисеппское месторождение фосфоритов, Ле-
нинградская обл., Кингисеппский р-н, 2016 год) 

¹ участка Индекс Шеннона H Индекс Фейта PD Сhao 1 Число ОТЕ 
  Actinobacteria   
1 7,2±0,1a 23,9±0,5a 558,2±8,0a 311,9±5,1a 
2 6,9±0,1b 21,9±0,4a 379,5±23,4a 272,1±5,8a 
3 6,8±0,1a 23,1±0,7b 454,0±10,4a 291,5±6,4b 
  Proteobacteria   
1 7,2±0,1a 43,5±1,3ab 702,0±37,6a 528,9±18,2a 
2 7,7±0,1a 48,1±0,8a 742,6±31,7b 564,5±14,5b 
3 7,3±0,2b 49,7±1,0b 850,6±44,3c 595,1±14,3a 
  Acidobacteria   
1 6,4±0,1a 18,6±0,3a 343,7±16,9a 275,7±5,6a 
2 6,0±0,3b 19,3±0,2b 389,0±16,8b 275,9±5,3b 
3 6,3±0,4c 20,0±0,2a 455,3±21,4a 293,7±15,0c 

П р и м е ч а н и е. ОТЕ — операционная таксономическая единица. Для участков ¹¹ 1 и 2 n = 4, для 
участка ¹ 3 n = 3. Описание участков по типу рекультивации см. в разделе «Методика». По столбцам в 
пределах таксономической группы одинаковые буквы (a, b, c) означают наличие статистически значимого 
различия (p  < 0,05). 

  

 

Рис. 1. Таксономическая структура почвенных 
микробиомов на уровне прокариотных фил в раз-
личных фитоценозах на участках длительной ре-
культивации (карьер ¹ 3 ПО «Фосфорит», Кин-
гисеппское месторождение фосфоритов, Ленин-
градская обл., Кингисеппский р-н, 2016 год). 
Для каждого участка повторности объединены. 
Указаны филы с представленностью > 1 %. 
Описание участков по типу рекультивации см. в 
разделе «Методика». 
 

При анализе ампликонных 
библиотек гена 16S рРНК бактерий и 
архей с учетом нормализации иденти-
фицировали 220910 нуклеотидных по-
следовательностей. Доминирующими 
филами были Proteobacteria (29,6-37 %), 

Actinobacteria (12,8-25,2 %) и Acidobacteria (12,3-20,8 %), далее следовали 
представители фил Chloroflexi (4,6-11,8 %), Planctomycetes (5,7-8,2 %), 
Bacterоidetes (4,9-9,2 %), Verrucomicrobia (3,9-5,0 %), Gemmatimonadetes (2,1-
3,8 %), Nitrospirae (0,2-1,0 %); доля остальных оставляла менее 1 % (рис. 
4). Стоит отметить сравнительно низкую представленность (0,1 %) и низ-
кое разнообразие архей из групп Crenarchaeota и [Parvarchaeota]. В целом 
количественный состав фил на разных участках был схожим, но следует 
отметить, что на участке ¹ 1 число представителей групп Actinobacteria и 
Chloroflexi было выше относительно других, а группы Acidobacteria — ниже. 
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5. Тепловая карта (heatmap), отражающая средний процент представленности 
мажорных ОТЕ почвенных микробиомов в различных фитоценозах на участ-
ках длительной рекультивации (карьер ¹ 3 ПО «Фосфорит», Кингисеп-
пское месторождение фосфоритов, Ленинградская обл., Кингисеппский 
р-н, 2016 год)  

¹ 
участка ОТЕ Фила Класс Порядок Семейство Род 
1 2 3 

52697 Proteobacteria Alphaproteobacteria Rhizobiales Bradyrhizobiaceae – 
9881* Proteobacteria Alphaproteobacteria Rhizobiales Hyphomicrobiaceae Rhodoplanes 
39913 Proteobacteria Alphaproteobacteria Rhizobiales Hyphomicrobiaceae Rhodoplanes 
39246 Proteobacteria Alphaproteobacteria Rhizobiales Hyphomicrobiaceae Rhodoplanes 
36288* Proteobacteria Alphaproteobacteria Rhizobiales Rhizobiaceae – 
2794 Proteobacteria Alphaproteobacteria Sphingomonadales Sphingomonadaceae Sphingomonas 
54700 Proteobacteria Betaproteobacteria Burkholderiales Comamonadaceae – 
44729 Proteobacteria Betaproteobacteria Burkholderiales Comamonadaceae – 
9787 Proteobacteria Betaproteobacteria Burkholderiales Comamonadaceae Delftia 
18503* Proteobacteria Betaproteobacteria IS-44 – – 
18585 Proteobacteria Betaproteobacteria SC-I-84 – – 
7276* Proteobacteria Betaproteobacteria SC-I-84 – – 
29307 Proteobacteria Deltaproteobacteria Syntrophobacterales Syntrophobacteraceae – 
33418 Proteobacteria Gammaproteobacteria Pseudomonadales Pseudomonadaceae Pseudomonas 
15473* Proteobacteria Gammaproteobacteria Xanthomonadales Sinobacteraceae – 
35545 Actinobacteria Actinobacteria Actinomycetales Microbacteriaceae – 
46306 Actinobacteria Actinobacteria Actinomycetales Microbacteriaceae Agromyces 
18325* Actinobacteria Actinobacteria Actinomycetales Micrococcaceae – 
32722* Actinobacteria Actinobacteria Actinomycetales Promicromonosporaceae Promicromonospora 
37122* Actinobacteria MB-A2-108 0319-7L14 – – 
45581 Actinobacteria Thermoleophilia Gaiellales Gaiellaceae – 
6537* Actinobacteria Thermoleophilia Gaiellales Gaiellaceae – 
36062* Actinobacteria Thermoleophilia Solirubrobacterales – – 
17100 Actinobacteria Thermoleophilia Solirubrobacterales Solirubrobacteraceae – 
6252* Acidobacteria [Chloracidobacteria] RB41 – – 
9076* Acidobacteria [Chloracidobacteria] RB41 – – 
20749* Acidobacteria [Chloracidobacteria] RB41 Ellin6075 – 
22604* Acidobacteria [Chloracidobacteria] RB41 Ellin6075 – 
54563 Acidobacteria Acidobacteria-6 iii1-15 – – 
52756 Acidobacteria Acidobacteria-6 iii1-15 – – 
37100 Acidobacteria Acidobacteria-6 iii1-15 – – 
43517 Acidobacteria Acidobacteria-6 iii1-15 mb2424 – 
4897 Chloroflexi Chloroflexi [Roseiflexales] [Kouleothrixaceae] – 
32350 Chloroflexi Chloroflexi [Roseiflexales] [Kouleothrixaceae] – 
57060* Chloroflexi Chloroflexi [Roseiflexales] [Kouleothrixaceae] – 
23485 Chloroflexi Ellin6529 – – – 
46192* Chloroflexi Ellin6529 – – – 
11945 Bacteroidetes [Saprospirae] [Saprospirales] Chitinophagaceae – 
54731 Bacteroidetes [Saprospirae] [Saprospirales] Saprospiraceae – 
49979 Bacteroidetes Cytophagia Cytophagales Cytophagaceae Adhaeribacter 
9879 Verrucomicrobia [Spartobacteria] [Chthoniobacterales] [Chthoniobacteraceae] Chthoniobacter 
24870 Verrucomicrobia [Spartobacteria] [Chthoniobacterales] [Chthoniobacteraceae] DA101 
20531 Gemmatimonadetes Gemm-1 – – – 
27129* Gemmatimonadetes Gemmatimonadetes N1423WL – – 
28624 Planctomycetes Phycisphaerae CCM11a – – 

П р и м е ч а н и е. ОТЕ — операционная таксономическая единица. К мажорным отнесены OTE с пред-
ставленностью > 0,5 % хотя бы в одном из вариантов. Для каждой ОТЕ указаны фила и самый низко-
разрешенный таксон. Звездочкой (*) отмечены ОТЕ, которые более чем в 5 раз различаются по представ-
ленности хотя бы между одной парой участков (p < 0,05). Прочерки означают, что ОТЕ не определена до 
отмеченного таксона. Описание участков по типу рекультивации см. в разделе «Методика». 
 

Всего среди всех повторностей библиотек гена 16S рРНК для трех 
исследуемых участков выявили 5760 ОТЕ. Из них только 45 ОТЕ состав-
ляли более 0,5 % от всех последовательностей хотя бы для одной библио-
теки (табл. 5). Они охватывали все 9 наиболее представленных фил бакте-
рий. Таксономическое положение ОТЕ удалось определить в основном до 
уровней родов и семейств, но в некоторых случаях только до классов и по-
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рядков. Большинство ОТЕ принадлежали к таксонам филы Proteobacteria, 
ассоциированным с ризосферой. Самым многочисленным из них был род 
Pseudomonas, который преобладал на участке под сосной. Также распро-
странены ОТЕ порядков Rhizobiales и Sphingomonadales, тесно ассоцииро-
ванные с растениями в почве. Для одной из OTE семейства Rhizobiaceae 
превышение содержания на участке под елью относительно участка под 
сосной было 5-кратным. Представителей Sinobacteraceae в 5 раз больше 
под сосной, чем под елью. Род Rhodoplanes связывают с разложением дре-
весины в лесных почвах (45). ОТЕ, принадлежащие к этим порядкам, ча-
ще встречались на участке ¹ 1, который был рекультивирован ранее 
остальных. 

Род Delftia, напротив, чаще находили в более молодых реплантозе-
мах участков ¹ 2 и ¹ 3. Его наличие связывают с активными процессами 
биоремедиации в почвах (46, 47). Второй по численности представителей 
ОТЕ была фила Actinobacteria (классы Actinobacteria, Thermoleophillia и MB-
A2-108). Наиболее многочисленные ОТЕ принадлежали к семействам Mi-
crococcaceae и Microbacteriaceae, члены которых, в том числе род Agromyces, 
относятся к биодеструкторами (48). Причем на участках под елью и лист-
венницей присутствие Micrococcaceae достоверно возрастало (в 10 раз) по 
сравнению с участком под сосной. На участке ¹ 1 содержание актинобак-
терий Promicromonospora было достоверно больше, чем на участках ¹ 2 и 
¹ 3 (в 20 раз, p < 0,05). Среди ацидобактерий на всех участках доминиро-
вал класс Chloracidobacteria, вторым по численности был класс Acido-
bacteria-6. ОТЕ порядка RB41, доминирующие на участках ¹ 2 и ¹ 3, в 
литературе часто описываются в метагеномах нарушенных и подвержен-
ных стрессу почв (49-51). Из представителей минорных фил нужно отме-
тить ОТЕ классов Chloroflexi и Ellin6529, доминирующие на участке ¹ 1. 
Бактерии класса Ellin6529 способны фиксировать атмосферный азот (52). 
Также на участке ¹ 1 преобладали бактерии рода DA101 из филы Verru-
comicrobia.  

На обследованных участках мы не обнаружили взаимосвязи струк-
туры почвенного микробиома с почвообразовательными процессами, в 
частности с разложением органических остатков в почве и их минерализа-
цией. Тест Мантеля на основе матриц расстояний сообществ, полученных 
методом weighted_unifrac, не выявил достоверной корреляции состава мик-
робима с pH или содержанием в почве основных биогенных элементов — 
C, N, P, K (табл. 6).  

6. Анализ корреляции -разнообразия почвенного микробиома с основными хи-
мическими показателями почв в изученных фитоценозах на участках дли-
тельной рекультивации (карьер ¹ 3 ПО «Фосфорит», Кингисеппское 
месторождение фосфоритов, Ленинградская обл., Кингисеппский р-н, 
2016 год)   

Показатель r p-value 
pH 0,99064 0,1638 
Содержание:   

C 0,02333 1,0000 
Nобщ. 0,67638 0,6840 
N (NH4) 0,76821 0,4973 
N (NO3) 0,48269 0,8311 
P (P2O5) 0,08478 1,0000 
K (K2O) 0,51337 0,6560 

П р и м е ч а н и е. Повторности по всем участкам объединены. Описание участков по типу рекультивации 
см. в разделе «Методика». 

 

В карьере по добыче фосфорита в Кингисеппском районе сформи-
ровались лесные сообщества, типичные для таежной зоны Европейской 
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части России. Органоминеральный горизонт участка ¹ 1 характеризовал-
ся более кислой реакцией, что может быть следствием внесения субстрата 
с примесью торфа на горнотехническом этапе рекультивации. Согласно 
данным о базальном и субстрат-индуцированном дыхании, микробиологи-
ческая активность почв низкая, что может свидетельствовать о понижен-
ной устойчивости микробных сообществ.  

На всех участках отмечалось довольно низкое -разнообразие. Это 
может быть следствием низкой интенсивности почвообразования на щеб-
нистых отвалах, что хорошо соотносится с данными для подзолистых и 
дерново-подзолистых почв Северо-Западного региона, полученными ранее 
(53). Показатели -разнообразия были сходны для микробиомов всех участ-
ков, при этом на участке ¹ 3 (под сосной) зафиксировано достоверное 
увеличение видового и филогенетического разнообразия микробного со-
общества. Но несмотря на то, что для участков индексы -разнообразия в 
целом были сопоставимы, их значения существенным образом менялись 
для трех доминирующих фил в микробиомах почв, сформированных в 
условиях разных растительных сообществ (см. табл. 4). Так, для участка 
¹ 1 было характерно относительное увеличение разнообразия, а также 
доли актинобактерий, в то время как разнообразие и обилие протеобакте-
рий было максимальным в посадках сосны (участок ¹ 3). Актинобакте-
рии и протеобактерии нередко оказываются антагонистами по представ-
ленности в почвенном микробиоме (54, 55). Интересен тот факт, что поч-
ва на участке ¹ 1 имели наименьшее значение рН, хотя актинобактерии в 
большинстве случаев распространены в почвах, где реакцией среды 
нейтральная или ближе к щелочной (56). Скорее всего, именно состав 
опада и доступность органического вещества для микробного разложения, 
которое, по всей видимости, различается из-за неодинакового внесения 
торфа на разных участках, оказывают в обсуждаемом случае более опреде-
ляющее влияние на структуру микробиома, нежели рН. Вероятно, почва, 
сформированная под покровом ели, отличалась от почв на других участках 
наличием труднодоступных для микробного сообщества форм органиче-
ского вещества, чем может объясняться относительное увеличение разно-
образия и обилия актинобактерий, большинство которых гидролитики с 
олиготрофным типом питания (57). На участке ¹ 3, напротив, разнооб-
разие высших растений их жизненных форм наибольшее. Это позволяет 
предположить более широкий спектр и большее разнообразие форм орга-
нических веществ, в том числе легкодоступных, что, в свою очередь, от-
ражается на структуре микробиома, в частности растет число копиотроф-
ных микроорганизмов, к которым относится большинство представителей 
филы Proteobacteria (58).  

Таксономический анализ показал формирование на исследуемых 
территориях характерного (53) для закисленных дерново-подзолистых и 
подзолистых почв Северо-Запада микробного сообщества с преобладанием 
разнообразных групп ацидобактерий из порядков RB41, iii1-15, а также 
актинобактерий (семейства Gaiellaceae и Solirubrobacteriaceae). Присутствие 
этих групп, а также весомая доля бактерий из фил Bacteroidetes, Verruco-
microbia, Planctomycetes (их представители в основном относятся к оли-
готрофам) (59, 60), указывают на полноту углеродного цикла и стабилиза-
цию состава микробного сообщества. Однако наблюдаемую стадию, судя 
по всему, следует рассматривать как предклимаксную, поскольку во всех 
проанализированных сообществах много копиотрофных форм бактерий, в 
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частности, псевдомонад (в среднем 5,5 %) (61). Примечательно присут-
ствие на всех участках протеобактерий (сем. Comаmonadaceae, р. Delftia). В 
литературе этот микроорганизм часто обнаруживают в сообщества загряз-
ненных и техногенно нарушенных почв, а также в микробиомах активного 
ила (62). По-видимому, указанная бактерия принимает участие в почвооб-
разовательном процессе на исследуемых рекультивируемых участках. 

Итак, в результате проведенных исследований на участках рекуль-
тивации (ПО «Фосфорит», Ленинградская обл.) мы не выявили зависимо-
сти между структурой почвенного микробиома и физико-химическими 
параметрами почв. Кроме того, разнообразие почвенного микробиома не 
коррелирует с показателями по основным минеральным элементам пита-
ния. Фактор доминирующей растительной породы также не оказывает су-
щественного влияния на структуру микробиома. Возможно, что в обсуж-
даемом случае определяющее значение для микроорганизмов имеют дру-
гие экологические факторы. Ими могут быть различия в составе расти-
тельного опада и подстилки и, как следствие, разнообразие химической 
природы органических субстратов. Анализ -разнообразия и таксономиче-
ского состава микробиомов на трех испытательных участках позволяет 
предположить, что мы наблюдаем предклимаксную стадию развития поч-
венного покрова. При этом структура почвы и повышенное содержание 
минерального фосфора оказываются слишком сильными абиотическими 
факторами, препятствующие полному восстановлению микробиома нару-
шенных почв.  
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A b s t r a c t  
 

The microbial composition of reclaimed disturbed soil covers may indicate the degree of 
their recovery and the processes occurring in them, as well as their suitability for further use in agri-
culture. Kingisepp phosphorte quarry was developed in the 1960s, and at the end of the 1970s recla-
mation was performed. This object is unique because its soil physical parameters were monitored for 
29 years and the reclamation was performed with the planting of three plant cultures — spruce, larch 
and pine. In the area with spruce it was leveled with an addition of peaty-mineral mixture, and in 
areas with larch and pine only mineral substrate without peat was added. However, the analysis of 
the microbiome composition of the soil cover at the reclamation sites has not yet been carried out. 
Our study showed that the structure of the studied soil microbiome did not depend on the physico-
chemical parameters of the soil, the diversity of the soil microbiome did not correlate with the main 
mineral nutrients, and the dominant plant species did not significantly affect the structure of the 
microbiome. The aim of the work was to study the microbiome of these sites using high-throughput 
sequencing of amplicon libraries of the 16S rRNA gene, as well as to search for the connection be-
tween the microbiome composition and the type of remediation and physical and chemical parame-
ters of the soil. For three plots, descriptions of vegetation cover and soil cuts were made, and soil 
samples were taken to determine their physical and chemical parameters and DNA extraction. The 
granulometric composition of the samples, pH levels, substrate induced and basal respiration, as well 
as the content of organic carbon, mobile compounds of phosphorus and potassium, exchangeable 
ammonium and nitrates were measured. Quantity of bacteria, archaea and fungi was determined 
using real-time PCR. For the analysis of microbial communities, the level of their alpha and beta 
diversity was measured, their taxonomic structure was determined, as well as their relationship with 
the soil biochemical parameters and vegetation cover. According to the results of the studies, the soil 
parameters were similar for all plots, and the levels of basal and substrate-induced respiration were 
very low (around 0.02-0.05 µg CO2/g per hour). The plot under the spruce showed a more acidic soil 
extract reaction (pH 6.5) than the plots under larch and pine (pH 7.6 and 7.1, respectively). The 
type of vegetation was not a sufficiently strong ecological factor and microbial communities turned 
out to be close in structure. The quantitative composition of microorganisms did not differ signifi-
cantly between the three experimental plots, except for the lower content of archaea in the plot 
with spruce. The level of alpha-diversity of the prokaryotic community in all three plots was also 
similar, but the area under the spruce differed from others by a higher diversity of actinobacteria. 
Proteobacteria, Actinobacteria and Acidobacteria phyla were dominant in all samples. The most 
numerous taxon in all plots was Pseudomonas, in the plot with spruce dominated Actinobacteria, 
Rhizobiaceae, Kouleothrixaceae, Ellin6529, N1423WL, with pine — Rhodoplanes and Sinobacter-
aceae, with larch — IS-44. Pine plot was also characterized by a relative low content of Micrococ-
caceae and Ellin6075, and spruce plot — of RB41. In general, in the studied microbiomes, bacte-
ria are identified that belong to both oligotrophic slow-growing forms characteristic of stabilized 
soil communities with a full carbon cycle, and to fast-growing copyotrophic, often associated with 
a rhizosphere niche. In this regard, this stage of overgrowing of reclaimed soils of the Kingisepp 
phosphorite deposit can be attributed to pre-climax. 

 

Keywords: reclamation, soil microbiome, alpha and beta diversity, high throughput se-
quencing, 16S rRNA. 

 


