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МИКРОБНОЕ СООБЩЕСТВО ТЕХНОГЕННОЗАГРЯЗНЕННОГО 
ГРУНТА РАЙОНА СОЛЕРАЗРАБОТОК (Г. БЕРЕЗНИКИ) 

 
С использованием молекулярно-генетических методов проведено исследование структуры микробного 
сообщества грунта, расположенного вблизи солеотвала БКПРУ-3 предприятия ПАО «Уралкалий» (г. 
Березники, Пермский край). Методом ПЦР-РВ фрагментов гена 16S рРНК в тотальной ДНК исследуе-
мого образца грунта выявлено наличие бактериальных генов 16S рРНК в количестве 6.6  1011 (±8.87  
107) копий гена на 1 г грунта, а также доминирование грамотрицательных бактерий. ДГГЭ-анализ ге-
нов 16S рРНК, амплифицированных с тотальной ДНК, выявил, что бактериальные сообщества накопи-
тельных культур, полученных на бифениле и орто-фталате, существенно различаются между собой, а 
также отличаются от исходного сообщества образца грунта как по составу, так и наличием домини-
рующих видов. Установлено, что в полученных НК доминировали грамотрицательные бактерии клас-
сов Gammaproteobacteria и Acidobacteria. Методом ДГГЭ-анализа в исследуемом микробном сообще-
стве выявлены «некультивируемые» бактерии рода Halomonas, ранее не обнаруженные культуральны-
ми методами. 
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MICROBIAL COMMUNITY OF THE TECHNOGENICALLY 
POLLUTED SOIL OF SALT-MINING REGION (BEREZNIKI) 

 
With the use of molecular-genetic methods a study of the structure of microbial community from the soil lo-
cated near the BKPRU-3 salt separator of PAO Uralkali (Berezniki, Perm Territory) enterprise was carried 
out. The presence of 16S rRNA bacterial genes in the amount of 6,6  1011 (±8,87  107) copies of the gene 
per gram of soil and the Gram-negative bacteria dominance were detected by the real-time-PCR of the 16S 
rRNA gene fragments in the total DNA of the soil sample. The DGGE-analysis of 16S rDNA genes, ampli-
fied from total DNA, revealed that the bacterial communities of enrichment cultures, obtained on biphenyl 
and ortho-phthalate, differed significantly from each other, as well as from the original community of the soil 
sample, both in composition and in the presence of dominant species. It was established that gram-negative 
bacteria of Gammaproteobacteria and Acidobacteria classes dominated in the derived enrichment cultures. 
By the method of DGGE-analysis "uncultivated" bacteria of the genus Halomonas were detected in the inves-
tigated microbial community. 

Key words: denaturing gradient gel electrophoresis; 16S rRNA gene; nonculturable bacteria; ortho-phthalate; biphenyl; 
Halomonas. 
 

Верхнекамское месторождение калийно-магни-
евых и натриевых солей (ВМКМС) Пермского края 
представляет собой многопластовую толщу соленос-
ных отложений и является одним из крупнейших сре-
ди разрабатываемых в мире. Обогащение и перера-
ботка калийных руд на комбинатах предприятия 
ПАО «Уралкалий» (г. Соликамск и Березники, Перм-
ский край) сопровождается образованием значитель-

ных объемов глинисто-солевых шламов и избыточ-
ных рассолов, сбрасываемых в шламохранилища и 
содержащих более 90% хлорида натрия. Растворение 
и вынос солей отвалов и шламохранилищ приводит к 
появлению зон засоления, а также водоемов с соленой 
водой (рассолосборники), в которых происходит оса-
ждение солей. 

В образующихся галитовых отвалах и рассолос-
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борниках зафиксирован широкий спектр поллютан-
тов, включая тяжелые металлы и органические со-
единения, что обусловлено технологическими факто-
рами рудоподготовки и обогащения добываемого сы-
рья [Бачурин, 2008; Бачурин, Одинцова, 2009]. Про-
дуктами трансформации химических реагентов, ис-
пользуемых в данных технологических процессах, 
являются полиэтоксильные соединения (полигликоли, 
полиоксиалканолы и их эфиры, диоксоланы, диокса-
ны и др.), гетероциклы, углеводородные структуры, 
включая полициклическую ароматику и фталаты 
[Бачурин, Одинцова, 2009; Бачурин, Одинцова, Пер-
вова, 2014]. 

Сложившиеся условия являются основой для 
формирования в экосистемах данного района со-
обществ микроорганизмов, устойчивых к высоко-
му содержанию соли в среде и способных при этом 
проявлять биодеградационные свойства. Из иссле-
дований микробных сообществ различных экоси-
стем известно, что доля микроорганизмов, культи-
вируемых в лабораторных условиях, составляет не 
более 0.1–1%, большую же часть природных мик-
робных консорциумов представляют некультиви-
руемые микроорганизмы [Puspita et. al., 2012; 
Dickinson et. al., 2016]. В связи с этим необходимы 
новые методические подходы для выявления и 
описания некультивируемых бактерий, изучения 
генетического разнообразия и структуры микроб-
ных консорциумов, понимания их экологической 
роли. Одним из методических подходов при изу-
чении микробного разнообразия является исполь-
зование метода денатурирующего градиентного 
гель-электрофореаза (ДГГЭ), который позволяет с 
высокой точностью проследить изменения состава 
микробных сообществ разных экосистем под дей-
ствием различных факторов, определить филоге-
нетическую принадлежность всех представителей 
сообщества, в том числе некультивируемых мик-
роорганизмов [Назаров и др., 2010; Feris et. al., 
2004]. 

Материалы и методы исследования 
Образцы исследования. В районе промыш-

ленных разработок Верхнекамского месторожде-
ния солей (Пермский край) в весенне-летний пери-
од 2016 г. были отобраны образцы почв, шламов, 
донных отложений рассолосборника, а также грун-
та на расстоянии 5 м от солеотвала предприятия 
БКПРУ-3 ПАО «Уралкалий» (г. Березники). 

Химический анализ отобранных проб показал 
высокую степень их засоленности, а также содер-
жание таких органических загрязнителей, как ал-
каны, фталаты, моно- и полиароматические угле-
водороды [Корсакова и др., 2015]. 

Оценка количества бактерий грунта была про-
ведена методом полимеразной цепной реакции в ре-
альном времени (ПЦР-РВ). При амплификации бак-
териальных генов 16S рРНК были использованы 

праймеры Eub338 (5'-
ACTCCTACGGGAGGCAGCAG-3') и Eub518 (5'-
ATTACCGCGGCTGCTGG-3') [Fierer et. al., 2005]. 

ПЦР-РВ проводили в присутствии красителя 
Sybr Green I в наборе реактивов 2X Maxima SYBR 
Green/ROX qPCR Master Mix («Thermo Scientific», 
США) на приборе «CFX96 Touch™ Real-Time 
PCR Detection Systems» («Bio-Rad Laboratories», 
США). Для стандартной калибровочной кривой, а 
также для анализа кривых плавления ДНК (темпе-
ратуры плавления (Tm) дуплекса ДНК) был ис-
пользован образец очищенной геномной ДНК 
штамма Pseudomonas sp. SN11. Эффективность 
ПЦР определяли методом серийных разведений с 
построением калибровочной кривой. 

Накопительное культивирование. Образец 
грунта был использован для получения двух нако-
пительных культур (НК). В 250 мл колбы с мине-
ральной средой (100 мл) и ароматическим субстра-
том помещали 1 г образца. НК1 получена с ис-
пользованием минеральной среды К1 [Zaitsev et. 
al., 1991] с бифенилом в качестве субстрата. НК2 
получена на минеральной среде Раймонда [Розано-
ва, Назина, 1982] с добавлением NaCl (30 г/л) и 1 
г/л орто-фталевой кислоты (орто-ФК) в качестве 
субстрата. 

Выделение тотальной ДНК из образца грунта 
и накопительных культур проводили с использова-
нием коммерческого набора реактивов «MP 
Biomedicals» (США). Выделение ДНК из НК1 и 
НК2 проводили через 1 и 7 месяцев соответствен-
но, с начала культивирования. Концентрацию ДНК 
определяли на приборе QubitTM Fluorometer («Invi-
trogen», США) с использованием реактивов произ-
водителя. 

Денатурирующий градиентный гель элек-
трофорез (ДГГЭ). Структуру микробных сооб-
ществ исследовали методом ДГГЭ фрагментов ге-
на 16S рРНК, составляющих приблизительно 500 
п.н., амплифицированных с использованием эу-
бактериальных праймеров 27F (5`-
AGAGTTTGATC(A/C)TGGCTCAG-3`) и 518R 
518R (5`-ATTACCGCGGCTGCTGG-3`) [Tiirola et al., 
2002]. Праймер 27F включал на 5`-конце 40 п.н. GC-
хвост (5`-CGCCCGCCGCGC 
CCCGCGCCCGTCCCGCCGCCCCCGCCCG-3`). 

Амплификацию l мкл очищенной геномной 
ДНК проводили в 50 мкл смеси, содержащей 
0,25 мM дНТФ, 0,3 мкM праймера (каждого), 1,5 
мМ MgCl2, 1х буфер для Taq-полимеразы («Син-
тол», Россия), 2 ед. акт. Taq-полимеразы («Син-
тол», Россия). Процедура ПЦР включала началь-
ный денатурирующий шаг при 95°С в течение 5 
мин. и 30 циклов: 94°С в течение 30 сек., 55°С в 
течение 1 мин. и 72°С в течение 3 мин.; затем 
72°С в течение 10 мин. 

Электрофорез был выполнен в 6% полиакри-
ламидном геле, содержащем линейный денатури-
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рующий химический градиент от 30 до 60%, где 
100% составляет 7М мочевина и 40% – формамид, 
согласно протоколу [Muyzer, de Waal E.C., Uitter-
linden, 1993]. Разгонку проводили в течение 16 ч. 
при 45 V и 60°С на DcodeTM Universal Mutation 
System («Bio-Rad Laboratories», США). ДНК была 
визуализирована после окрашивания бромистым 
этидием (0,5 мкг/мл) UV-трансиллюминацией и 
документирована системой Gel Doc XR («Bio-Rad 
Laboratories», США).  

Элюирование ДНК осуществляли в сте-
рильной деионизированной воде в течение 24 ч. 
при температуре 4°С. Элюированную ДНК ис-
пользовали в качестве матрицы для ПЦР-реам-
плификации гена 16S рРНК. Амплификацию гена 
16S рРНК проводили с использованием бактери-
альных праймеров 27F (5`-
AGAGTTTGATC(A/C)TGGCTCAG-3`) и 1492R 
(5`-АСGG(C/T)TACCTTGTTACGACTT-3`) на ам-
плификаторе «My Cycler» («Bio-Rad Laboratories», 
США). 

Определение нуклеотидных последователь-
ностей гена 16S рРНК осуществляли с применени-
ем набора реактивов Big Dye Terminator Cycle 
Sequencing Kit на автоматическом секвенаторе 
Genetic Analyser 3500XL («Applied Biosystems», 
США) в молекулярно-генетической (ПЦР) лабора-
тории кафедры ботаники и генетики растений 
Пермского государственного национального ис-
следовательского университета. 

Филогенетический анализ полученных нуклео-
тидных последовательностей 16S рДНК проводили с 
использованием программ MEGA 7.0, Sequence 
Scanner v. 2.0. Поиск гомологичных последователь-
ностей осуществляли при использовании баз данных 
GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) и EzTaxon 
(http://www.ezbiocloud.net). 

Результаты и их обсуждение 
С использованием метода ПЦР-РВ в тотальной 

ДНК, выделенной из образца грунта, отобранного 
у солеотвала БКПРУ-3, было выявлено наличие 
бактериальных генов 16S рРНК в количестве 6,6 х 
1011 (±8.87  107) копий гена на 1 г грунта. Мето-
дом анализа кривых плавления ДНК была уста-
новлена Tm исследуемой ДНК, равная 82.5°С, что 
всего на один градус превышает Tm геномной 
ДНК штамма Pseudomonas sp. SN11. Основываясь 
на полученных данных, можно предположить, что 
нуклеотидный состав анализируемой ДНК незна-
чительно отличается составом GC-пар, что указы-
вает на предполагаемое доминирование грамотри-
цательных бактерий в микробном сообществе об-
разца исследуемого грунта.  

Проведен ДГГЭ-анализ генов 16S рРНК, ам-
плифицированных с тотальной ДНК образца грун-

та и с ДНК, полученных на его основе накопитель-
ных культур (рисунок). 

 
ДГГЭ продуктов амплификации генов 16S 
рРНК с препаратов суммарной ДНК техно-
геннозагрязненного  грунта,  отобранного 
около солеотвала, накопительных культур 

(НК) и штаммов бактерий. 
1 – Rhodococcus sp. PP22-1; 2 – Rhodococcus sp. 

KBB16; 3 – НК1 с бифенилом в качестве 
субстрата; 4 – НК2 с орто-ФК в качестве 

субстрата и присутствием 30 г/л NaCl; 5 – образец 
грунта 

Как показал ДГГЭ-анализ генов 16S рРНК то-
тальной ДНК образца грунта, исследуемое бакте-
риальное сообщество характеризовалось таксоно-
мическим разнообразием. Бактериальные сообще-
ства накопительных культур, полученных на бифе-
ниле и орто-фталате, существенно различались 
между собой, а также отличались от сообщества 
исходного образца как по составу, так и наличием 
мажорных (доминантных) полос на ДГГЭ-профиле 
(рисунок). В ряде работ показано, что при загряз-
нении почвенных экосистем ароматическими угле-
водородами менялась видовая структура микроб-
ных сообществ, при этом не снижалось бактери-
альное разнообразие [Feris et. al., 2004; Vin˜as et. 
al., 2005]. Из других исследований известно, что 
загрязнение почвы нефтепродуктами приводит к 
снижению видового разнообразия микробных со-
обществ при увеличении общей численности бак-
терий [Панов и др., 2013; Castle, Montgomery, 
Kirchman, 2006].  
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Фрагменты гена 16S рДНК, отличающиеся 
электрофоретической подвижностью при разгонке 
(ДГГЭ), были элюированы из геля и реамплифи-

цированы. У 12 фрагментов 16S рДНК были опре-
делены нуклеотидные последовательности (рису-
нок, таблица). 

Результаты филогенетического анализа элюированных из геля фрагментов гена16S рРНК 

Накопи-
тельные 

культуры 
(НК) 

№ по-
лосы 
ДГГЭ 

Штамм ближайшего родственного вида и номер в 
базе данных GenBank 

Сходство 
фрагмента 
гена 16S 
рРНК, % 

Кол-во 
анализи- 
рованных 
нуклео- 
тидов 

Некультивируемый бактериальный клон Acidobac-
terium sp. mrtpkts1 (JQ065958.1) 99 1-4 

*Acidobacteria bacterium A24_SHP_5_238T 
(KX443571.1) 97 

408 

Некультивируемый бактериальный клон Acidobac-
terium sp. mrtpkts1 (JQ065958.1) 99 

5 *Tellurimicrobium multivorans strain Ac_18_E7T 
(NR_146026.1) 97 

400 

Некультивируемый бактериальный клон класса 
Verrucomicrobia AUVE 05A08 (EF651189.1) 99 6 
*Chthoniobacter flavus Ellin428T (NR_115225.1) 86 

349 

Некультивируемый бактериальный клон Sphingo-
bacterium sp. RLBp5164 (KC453719.1) 97 7 
*Flavitalea sp. AQ6-291 T (KX146487.1) 95 

429 

8 Burkholderia fungorum LMG 16225T 
(NR_025058.1) 85 481 

НК1 (суб-
страт 
бифенил) 

9 Rhodococcus wratislaviensis DSM 44107T 
(NR_118605.1) 100 470 
Halomonas sp. GQ58 (JN998400.1) 68 10 Halomonas salina ATCC 49509 T (NR_119189.1) 67 480 

11 Halomonas sediminicola CPS11T (NR_152067) 96 487 

НК2 
(субстрат 
орто-ФК, 
30 г/л 
NaCl) 12 Halomonas ventosae strain Al12T (NR042812) 99 478 

Примечание. *Наиболее филогенетически близкий культивируемый бактериальный штамм. 
 
Секвенирование фрагментов гена 16S рРНК 

доминантных полос показало, что в сообществе 
НК2 (с орто-ФК в качестве субстрата и содержа-
нием 30 г/л NaCl) преобладали галофильные бак-
терии рода Halomonas, близкородственные штам-
му Halomonas ventosae Al12T (уровень сходства по 
гену 16S рРНК составлял 99%). Кроме того, в дан-
ной НК выявлены другие бактерии, филогенетиче-
ски близкие бактериям рода Halomonas, но имею-
щие невысокий уровень сходства с бактериями, 
представленными в базах данных: штаммом 
Halomonas sediminicola CPS11T и штаммом 
Halomonas salina ATCC 49509T (уровень сходства 
по гену 16S рРНК – 96 и 67% соответственно) 
(таблица). 

Бактериальное сообщество НК1, полученное с 
использованием бифенила в качестве субстрата, 
характеризовалось более высоким таксономиче-
ским разнообразием, чем сообщество исследуемо-
го образца грунта, а также НК2. 

Как показало секвенирование фрагментов 
16S рДНК, в НК1 доминировали некультивируе-
мые грамотрицательные бактерии рода 
Acidobacterium и бактерии класса Verrucomicrobia 

(уровень сходства по гену 16S рРНК в обоих слу-
чаях составлял 99%). В данном бактериальном со-
обществе обнаружены также бактерии рода 
Sphingobacterium (уровень сходства по гену 16S 
рРНК 97%), Burkholderia (уровень сходства 87%) и 
бактерии, наиболее филогенетически близкие 
штамму Rhodococcus wratislaviensis DSM 44107T 
(уровень сходства 100%) (таблица). Ранее из НК1 
был выделен штамм-деструктор бифенила 
Rhodococcus sp. KBB16, наиболее филогенетиче-
ски близкий штамму Rhodococcus wratislaviensis 
DSM 44107T [Воронина и др., 2017]. Наличие дан-
ного штамма в НК1 было показано методом ДГГЭ 
(таблица). 

Накопительное культивирование с последую-
щим высевом на селективные среды также показа-
ло доминирование грамотрицательных бактерий в 
исследуемом микробном сообществе. Из НК2 (ор-
то-ФК в качестве субстрата и 30 г/л NaCl) ранее 
было изолировано семь галотолерантных штам-
мов-деструкторов орто-ФК. Анализ генов 16S 
рРНК штаммов показал их принадлежность к ро-
дам Idiomarina, Alcanivorax, Oceanisphaera, Mari-
nobacter (класс Gammaproteobacteria), Breoghania 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KX443571?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=3&RID=AMKS3X9W014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_146026?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=31VSZS2X01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_115225?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=APWTVG5B014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KX146487?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=B6WHZ0PW014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_025058?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=2&RID=B7388XCP014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_118605?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=4&RID=AYKYU9DV014
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(класс Alphaproteobacteria) и Rhodococcus (класс 
Actinobacteria). В том числе был выделен штамм 
Rhodococcus sp. PP22-1 (рисунок), наиболее фило-
генетически близкий штамму Rhodococcus 
jialingae djl-6-2T (уровень сходства 99.73%), спо-
собный к деструкции орто-ФК и бифенила [Кан-
даурова, Ястребова, Плотникова, 2016]. В то же 
время не были выделены в чистую культуру бакте-
рии рода Halomonas, выявленные методом ДГГЭ 
(рисунок). Можно предположить, что в НК2 при 
длительном культивировании в условиях засоле-
ния среды преимущественное размножение полу-
чили галотолерантные протеобактерии рода 
Halomonas, которые способны использовать орто-
ФК в качестве субстрата. Известна способность 
бактерий рода Halomonas к деструкции ароматиче-
ских соединений при повышенном засолении сре-
ды, однако лишь в единичных сообщениях показа-
на способность данных бактерий к деструкции ор-
то-ФК [Корсакова, Пьянкова, Плотникова, 2013; 
Gutierrez et al., 2013]. 

Таким образом, с использованием молекулярно-
генетических методов проведено более полное иссле-
дование структуры микробного сообщества грунта, 
отобранного вблизи солеотвала калийного предпри-
ятия БКПРУ-3. Методом ДГГЭ-анализа в исследуе-
мом микробном сообществе выявлены «некультиви-
руемые» бактерии, ранее не обнаруженные культу-
ральными методами, а также показаны изменения в 
структуре микробного сообщества под воздействием 
различных ароматических субстратов (орто-ФК, би-
фенил) и засоления среды. 

Исследование выполнено при финансовой под-
держке РФФИ и Министерства науки и образова-
ния Пермского края в рамках научного проекта № 
16-44-590968 р_а. 
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