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Секвенирование метагеномов почвенных образцов показало, что в результате внесения ферменти-

рованного бактериями пробиотиков помета филогенетический состав почвенного микробиома со-

хранялся, но изменялась его таксономическая структура и функциональность в связи с увеличени-

ем общей численности бактерий микробиома (при различной активности таксонов). В опыте ис-

пользована доза биологизированного свежего помета кур 120 т/га, внесенная разбрасыванием под 

вспашку, контроль — без органики. В пахотном горизонте удобренной почвы отмечено увеличе-

ние общего обилия бактерий: в первый срок отбора образцов — с 6,9 * 10
7
 до 1,3 * 10

8
 копий/г поч-

вы гена 16S рРНК бактерий, а через 30 дней — с 1,6 * 10
7 

до 1,3 * 10
8 

копий/г. В целях экологиче-

ской безопасности применения биологизированного помета для окружающей среды исследовалось 

наличие в удобренной почве и в контроле патогенной и условно-патогенной микрофлоры, предста-

вители которых обнаружены во всех почвенных образцах: более высокая доля энтеробактерий от-

мечена в контрольном образце (0,6%), а с пометом — не превышала 0,15%; содержание патоген-

ных бактерий на удобренном фоне в первый срок отбора почвы практически не изменялось (0,7–

0,8%), но во второй — резко снизилось по отношению к контролю (с 2,5 до 1,1%). Такое снижение 

содержания патогенных бактерий сопровождалось увеличением их численного обилия (с 3,9 * 10
5
 

до 1,4 * 10
6
 копий/г), преимущественно бактерий Pseudomonas sp. (с 2,1 * 10

5 
до 9,3 * 10

5 
копий/г), 
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что является следствием общего роста обилия бактерий в микробиоме на фоне обогащения почвы 

органикой и повышения почвенного плодородия. На указанном этапе исследований существенно-

го негативного микробиологического влияния биологизированного свежего куриного помета на 

экологическое состояние почвы не выявлено. 

Ключевые слова: патогены, почва, биологизированный помет, пробиотики, филогенетический 

состав, метагеном. 

 
Sequencing of the metagenomes of soil samples showed that as a result of the introduction of a litter fer-

mented with probiotics by bacteria, the phylogenetic composition of the soil microbiome was preserved, 

but its taxonomic structure and functionality changed due to an increase in the total number of microbi-

ome bacteria (with different taxon activity). The experiment used a dose of biologized fresh chicken 

droppings — 120 t/ha, introduced by spreading for plowing, control — without organic matter. In the ar-

able horizon of fertilized soil, an increase in the total abundance of bacteria was noted: in the 1st sampling 

period — from 6.9 * 10
7
 to 1.3 * 10

8
 copies/g of the soil of the 16S rRNA gene of bacteria, and after 

30 days — from 1.6 * 10
7
 to 1.3 * 10

8
 copies/g. In order to ensure the environmental safety of the use of 

biologized litter for the environment, the presence of pathogenic and conditionally pathogenic microflora 

in fertilized soil and in the control was investigated, representatives of which were found in all soil sam-

ples: a higher proportion of enterobacteria was noted in the control sample (0.6%), and with litter — did 

not exceed 0.15%; the content of pathogenic bacteria on the fertilized background in the 1st period of soil 

sampling practically did not change (0.7–0.8%), but in the 2nd it sharply decreased in relation to the con-

trol (from 2.5 to 1.1%). Such a decrease in the content of pathogenic bacteria was accompanied by an in-

crease in their numerical abundance (from 3.9 * 10
5
 to 1.4 * 10

6
 copies/g), mainly Pseudomonas sp. bacte-

ria (from 2.1 * 10
5
 to 9.3 * 10

5
 copies/g), which is a consequence of the general increase in the abundance 

of bacteria in the microbiome against the background of soil enrichment with organic matter and in-

creased soil fertility. At this stage of research, no significant negative microbiological effect of biologized 

fresh chicken manure on the ecological state of the soil was revealed. 

Keywords: pathogens, soil, biologized litter, probiotics, phylogenetic composition, metagenome. 

 

Внедрение в молекулярную эколо-

гию методов секвенирования нуклео-

тидных последовательностей позволило 

полнее исследовать почвенные микроор-

ганизмы и изучить микробиологические 

особенности прокариотных сообществ 

почвы [1; 2]. 

Выявлено, что в почве, включая ри-

зосферу растений, существуют так на-

зываемые некультивируемые микроор-

ганизмы, присутствие которых невоз-

можно детектировать традиционными 

методами на питательных средах. По 

различным оценкам, обилие некульти-

вируемой микрофлоры составляет 90–

99% состава почвенных микробиомов 

[3]. К ним относятся ранее неизвестные 

виды и формы микроорганизмов, пре-

кращающие рост на питательных средах 

под влиянием неблагоприятных факто-

ров, но сохраняющие жизнеспособность 

и возобновляющие пролиферацию при 

улучшении условий культивирования. 

Некультивируемое состояние (реакция 

на среду обитания) обнаружено у мно-

гих видов бактерий, включая патоген-

ные [4]. 

Патогенные свойства бактерий свя-

заны с особенностями их ферментов и 

токсинов, которые обладают не только 

определенной патогенностью по отно-

шению к растениям и животным, но и 

пестицидной активностью против сорня-

ков, грибов, насекомых и нематод. В 

полной мере это относится к бактериям 

Burkholderia sp. Одни штаммы этого ви-
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да (таксона) вызывают бактериозы зер-

новых, овощных культур и картофеля, а 

другие — выделяют продукты, обла-

дающие гербицидной (против двудоль-

ных и осоковых сорняков), фунгистати-

ческой (против грибных заболеваний) 

или инсектицидной (против насекомых и 

нематод) активностью [5; 6]. 

Высокой фитопатогенностью по от-

ношению к сельскохозяйственным куль-

турам обладают бактерии видов 

Pseudomonas sp. и Xanthomonas sp. — 

возбудители бактериальных заболева-

ний, которые в сочетании с грибными 

инфекциями, например зерновых куль-

тур, являются причинами слабого куще-

ния (с признаками, напоминающими 

азотно-фосфорное голодание растений), 

карликовости стеблей, стерилизации ко-

лоса, почернения зерен у основания, не-

развитости корневой системы и корне-

вых гнилей, неустойчивости растений к 

засухе, снижения зимостойкости и поле-

гания; падения урожайности и устойчи-

вости к неблагоприятным природным 

(абиотическим) факторам и других [6]. 

В обычных условиях совместная бак-

териально-грибная инфекция трудно 

распознаваема, а признаки болезней час-

то приписываются одним грибам или 

недостаткам элементов питания в почве. 

При этом использование фунгицидов 

только против грибных инфекций уси-

ливает бактериальные, а внесение мине-

ральных удобрений не приносит желае-

мого результата. 

Кроме того, бактерии Pseudomonas 

могут деградировать значительную 

группу токсических соединений (герби-

циды, инсектициды и др.) и обладают 

редкой способностью выделять белок — 

активатор замерзания воды, который 

снижает ее температуру в период зимов-

ки озимых зерновых, в результате чего 

даже успешно перезимовавшие растения 

могут погибнуть весной после возобнов-

ления вегетации [6; 7]. 

Эффективность применения пробио-

тиков в кормлении птицы широко из-

вестна, но ранее не изучалось побочное 

действие их ферментов на патогенную 

микрофлору помета, возможное его оз-

доровление — биологизации фермента-

ми пробиотиков. 

Задачей данных исследований явля-

ется изучение таксономического состава, 

численности и функциональных измене-

ний почвенного микробиома, в том чис-

ле патогенной микрофлоры, в результате 

внесения свежего биологизированного 

помета в малоплодородную дерново-

подзолистую почву, исключая стадию 

обеззараживания и доработки (компо-

стирования или высушивания помета) в 

навозохранилищах, при соблюдении 

норм экологической безопасности окру-

жающей среды. 

Применение биологизированного 

свежего помета кур клеточного содер-

жания в растениеводстве, после изуче-

ния его экологической безвредности для 

окружающей среды, может позволить 

снизить затраты птицефабрик на утили-

зацию помета и использовать его для бо-

лее эффективного возделывания сель-

скохозяйственных культур на малопло-

дородных землях.  

Материалы и методы. Фермента-

цию помета кур клеточного содержания 

производили путем включения в рацион 

их кормления пробиотиков. Свежий по-

мет из птичников вывозили в течение 

одного–двух дней на поля прицепом-

разбрасывателем (емкостью 25 м
3
), ис-

ключая стадию промежуточного хране-

ния и обеззараживания в навозохрани-
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лище. Далее помет в дозе 120 т/га раз-

брасывали под весновспашку, которую 

провели после внесения органики. Опыт 

закладывали в двух вариантах (кон-

троль — без удобрения и удобренный — 

120 т/га биологизированного помета), а 

участок засеяли яровой пшеницей. Раз-

мещение опытных делянок (площадью 

1 га) — систематическое. Образцы поч-

вы отбирали по общепринятой методике 

в два срока: 1 июля (в слое 0–20 и 20–

40 см) — в фазу трубкования пшеницы и 

30 июля (в слое 0–20 см) — в фазу мо-

лочной спелости зерна. 

В молекулярно-генетической лабора-

тории ООО «БИОТРОФ» (г. Санкт-Пе-

тербург) проведено изучение таксоно-

мической структуры бактериального со-

общества почвы с использованием NGS-

секвенирования нуклеотидных последо-

вательностей и подсчет численности ко-

пий бактерий в реальном времени (real-

time PCR) при помощи количественной 

ПЦР препаратов ДНК, выделенных из 

образцов суглинистой дерново-подзо-

листой почвы под посевами яровой пше-

ницы по вариантам без удобрений (кон-

троль) и на фоне последействия внесе-

ния биологизированного свежего помета 

кур.  

Амплификация проведена с исполь-

зованием ДНК-амплификатора Verity 

(«Life Technologies, Inc.», США) с помо-

щью эубактериальных праймеров (IDT) 

343F (CTCCTACGGRRSGCAGCAG-3) и 

806R (GGACTACNVGGGTWTCTAAT-

3), фланкирующих участок V1V3 гена 

16S рРНК.  

Метагеномное секвенирование осу-

ществляли на геномном секвенаторе 

MiSeq («Illumina, Inc.», США) с набором 

MiSeqReagentKit V3 («Illumina, Inc.», 

США). Максимальная длина получен-

ных последовательностей составила 

2 * 300 нт. Химерные последовательности 

были исключены из анализа с помощью 

программы «USEARCH 7.0».  

Обработка полученных ридов 

2 * 300 нт происходила с помощью био-

информатической платформы «CLC Bio 

GW 7.0» («Qiagen», Нидерланды) и 

включала в себя перекрывание, фильт-

рацию по качеству (QV > 15) и тримми-

рование праймеров. Определение таксо-

номической принадлежности микроор-

ганизмов до рода проводили с примене-

нием программы RDP Classifier. 

Погрешность прибора MiSeq, на ко-

тором проводили NGS-секвенирование, 

составляла 5%. 

Результаты и их обсуждение. Дан-

ные секвенирования нуклеотидных по-

следовательностей и подсчета методом 

ПЦР численности копий гена 16S рРНК 

бактерий из различных почвенных гори-

зонтов по вариантам опыта представле-

ны ниже (табл. 1). Распределение бакте-

рий по горизонтам почвы отличалось 

неравномерностью: в пахотном слое 0–

20 см численность бактерий варьировала 

в пределах 6,9 * 10
7
–1,3 * 10

8
 копий/г поч-

вы и снижалась примерно на 2 порядка в 

слое 20–40 см.  

Внесение помета способствовало 

росту обилия микроорганизмов в почве 

по сравнению с контролем в образцах от 

1 июля: с 6,9 * 10
7
 до 1,3 * 10

8
 в слое 0–

20 см и с 6,3 * 10
5
 до 1,5 * 10

6
 копий/г в 

слое 20–40 см. Через 30 дней в пахотном 

слое контрольного варианта наблюда-

лось снижение численности бактерий (до 

1,6 * 10
7
 копий/г) и их стабильность на 

удобренном фоне (в начале и конце опы-

та — по 1,3 * 10
8
 копий/г). 
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1. Влияние последействия помета на обилие бактерий в почве 

 

Сроки отбора 

образцов 
Удобрение 

Слой почвы, 

см 

Количество копий бактерий, 

копий/г (lg копий/г) 

1 июля 

Без удобрений (контроль) 
0–20 6,9 * 10

7
 (7,84) 

20–40 6,3 * 10
5
 (5,80) 

Последействие 120 т/га 
0–20 1,3 * 10

8
 (8,11) 

20–40 1,5 * 10
6
 (6,17) 

30 июля 
Без удобрений (контроль) 0–20 1,6 * 10

7
 (7,20) 

Последействие 120 т/га 0–20 1,3 * 10
8
 (8,11) 

 

Заметное увеличение (на 1 порядок) 

обилия бактерий в удобренной почве — 

показатель активности процессов, ини-

циируемых группами микроорганизмов 

углеродного и азотного циклов в аэроб-

ных и анаэробных условиях, вследствие 

повышения содержания в почве органи-

ческих питательных веществ (запасов 

минерального азота — от низкого до 

очень высокого), а также снижения ки-

слотности (рН — от слабокислой до 

близкой к нейтральной) в результате 

внесения помета. 

Согласно проведенному филогенети-

ческому анализу (рис. 1), таксономиче-

ский состав микробного сообщества бак-

терий сформирован преимущественно 

представителями 10 фил бактерий 

(Proteobacteria, Acidobacteria, Actinoba-

cteria, Bacteroidetes, Chloroflexi, Firmi-

cutes, Gemmatimonadetes, Verrucomicro-

bia, Parcubacteria и Plantomicetis), сум-

марная доля которых в образцах пахот-

ного слоя почвы оставалась постоянной 

(около 91–93%), но резко уменьшалась с 

глубиной: с 93 до 67% на удобренном 

фоне и с 92 до 48% на контроле, что свя-

зано с изменением условий аэрации поч-

вы с глубиной. 

Вглубь по профилю почвы возраста-

ла доля неопределенных последователь-

ностей ДНК (с 4–5% в слое 0–20 см до 

30–49% в слое 20–40 см). В разнице со-

держания неидентифицируемых микро-

организмов в подпахотном горизонте, на 

фоне последействия помета (30%) и на 

контроле (49%), также усматривается 

взаимосвязь с плодородием почвы. 

Наиболее широко в таксономическом 

составе микробиома представлена фила 

Proteobacteria с вкладом в сообщество 

18–31%, далее следуют Actinobacteria 

(8–25%), Acidobacteria (4–18%), Bacteroi-

detes (5–9%), Verrucomicrobia (2–7%), 

Firmicutes (1–7%) и Plantomicetis (1–5%) 

(рис. 1). Обозначенные филы включают 

в себя широкий спектр бактерий с раз-

ными эколого-физиологическими функ-

циями, а динамика их долевого участия в 

сообществе бактерий зависит от плодо-

родия, кислотности, температуры, влаж-

ности и глубины отбора почвенных об-

разцов.  

Последействие внесения помета со-

провождалось повышением таксономи-

ческого значения представителей одних 

фил и подавлением других. Усилением 

активности на улучшение плодородия 

почвы отзывались бактерии Actinobacte-

ria (их доля возросла с 15–19 до 21–25%) 

и Acidobacteria (с 13–16 до 18%). Подоб-

ная реакция характерна и для представи-



 

 

 

44 

телей Bacteroidetes и Firmicutes. При 

этом долевое участие в микробиоме про-

теобактерий несколько снижалось (с 29–

31 до 26%). 

 

 
Рис. 1. Влияние последействия помета на разнообразие  

бактериального сообщества на уровне фил 
 

На уровне порядков в почвенном 

микробиоме доминировали: Actinomyce-

tales (7,3–13,9%, фила Actinobacteria), 

Burkholderiales (2,4–9,2%, фила Proteo-

bacteria), Rhizobiales (2,6–7,3%, фила 

Proteobacteria), Xanthomonadales (1,3–

7,3%, фила Proteobacteria), Gaiellales 

(2,4–4,5%, фила Actinobacteria), Plancto-

mycetales (1,8–4,3%, фила Planctomyce-

tes), Sphingobacteriales (1,7–4,3%, фила 

Bacteroidetes), Solirubrobacterales (0,7–

3,5%, фила Actinobacteria), Sphingomo-

nadales (0,5–3,0%, фила Proteobacteria) 

(рис. 2).  

Улучшение плодородия почвы по-

разному отражалось на реакции пред-

ставителей отдельных порядков. На-

пример, возросшая активность домини-

рующих видов, посредством внесения 

помета, подавляла развитие бактерий 

порядка Burkholderiales (многие виды 

которых вызывают вспышки патоген-

ных инфекций), поэтому в контрольном 

образце пахотного слоя почвы их со-

держалось значительно больше (5,0–

9,2%), чем на удобренном фоне (3,4–

3,7%). Положительной отзывчивостью 

на внесение органики выделялись бак-

терии порядка Actinomycetales, долевое 

участие которых возросло с 7,2–11,0 до 

12,5–13,9%. 

Учитывая, что в опытах изучалось 

последействие внесения в почву высокой 

дозы свежего биологизированного поме-

та без предварительной специальной об-

работки (обеззараживания в хранили-

щах, компостирования или высушива-

ния), поэтому в целях проверки экологи-

ческой безопасности окружающей среды 

проводились исследования на присутст-
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вие в почве условно-патогенных и пато-

генных микроорганизмов. Условно-пато-

генные энтеробактерии (семейство Ente-

robacteriaceae и др.) распространены по-

всеместно: в почве, воде, входят в состав 

микробиоты животных и человека. Во 

всех исследованных образцах почвы вы-

явлены представители энтеробактерий с 

незначительной в бактериальном сооб-

ществе долей, которая слабо изменялась 

по вариантам (рис. 3). Относительно 

большее содержание энтеробактерий об-

наружено в контрольных образцах поч-

вы в конце июля (0,6%). В остальных 

образцах доля энтеробактерий не пре-

вышала 0,15%. 

 
Рис. 2. Влияние последействия помета  

на разнообразие бактериального сообщества на уровне порядков 

 

 
Рис. 3. Влияние последействия помета на содержание энтеробактерий 

в почве в относительном количестве 
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В начале опыта обилие энтеробакте-

рий в слое почвы 0–20 см в удобренном 

и контрольном образцах не различалось 

и составляло около 3,9 * 10
4
 копий/г поч-

вы (рис. 4). Нижний слой почвы (20–

40 см) характеризовался значительно 

меньшим (на 2 порядка) обилием услов-

но-патогенных бактерий (9,1  * 10
2
–

2,1 * 10
3
 копий/г). К концу опыта доля 

энтеробактерий в верхнем горизонте 

почвы несколько снизилась на фоне по-

следействия помета (до 2,6  * 10
4
 копий/г 

почвы), но повысилась в контроле (до 

9,1 * 10
4
 копий/г почвы). 

 

 
Рис. 4. Влияние последействия помета на обилие энтеробактерий  

в почве в реальном количестве 

 

В почве выявлены патогенные таксо-

ны животных и растений, принадлежа-

щие семействам Peptococcaceae, Paste-

urellaceae, Staphylococcaceae, Streptoco-

ccaceae, Peptococcaceae (фила Firmicu-

tes), Mycoplasmataceae (фила Tenericutes) 

и Campylobacteraceae (фила Proteobacte-

ria), а также относящиеся к видам 

Xanthomonas sp. (семейство Xanthomona-

daceae), Pseudomonas sp. (семейство 

Pseudomonadaceae) и Burkholderia sp. 

(семейство Burkholderiaceae). 

Обнаруженные в почве патогены со-

ставляли незначительную долю в микро-

биомах (0,7–2,5%, рис. 5). В начале опыта 

в верхнем горизонте почвы отмечена 

наименьшая доля патогенных бактерий, 

которая по вариантам практически не от-

личалась (0,7–0,8%). На глубине 20–40 см 

их содержание несколько повышалось 

(до 1,3% на удобренном варианте и до 

1,0% на контроле), в основном вследст-

вие активности анаэробных патогенов 

(Peptococcaceae и Streptococcaceae). Во 

второй срок (в сравнении с первым) от-

бора образцов в горизонте почвы 0–20 см 

содержание патогенов в удобренной поч-

ве изменилось незначительно (повыси-

лось с 0,7 до 1,1%), а в контроле резко 

возросло (с 0,8 до 2,5%) с преобладанием 

представителей семейств Peptococca-ceae 

и Burkholderiaceae, но особенно Pseudo-

monadaceae. Предположительно, стиму-

лирование микробного ценоза органиче-

ским веществом помета подавляет разви-

тие патогенов при возрастании активно-

сти других эколого-физиологических 

групп микроорганизмов. 
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Рис. 5. Влияние последействия помета на содержание  

патогенных бактерий в почве в относительном количестве 

 

По результатам количественной ПЦР 

в первый срок отбора образцов из верх-

него слоя почвы существенных разли-

чий в обилии патогенных бактерий по 

вариантам не выявлено: 6,7  * 10
5
 копий/г 

почвы — на контроле и 8,9 * 10
5
 — на 

фоне последействия помета (рис. 6). В 

конце опыта обилие патогенов в удоб-

ренной почве возросло (до 1,4 * 10
6
 ко-

пий/г почвы, в их числе бактерий 

Pseudomonas sp. с 2,1 * 10
5
 до 9,3 * 10

5
), 

но несколько снизилось в контроле (до 

3,9 * 10
5
 копий/г). Высокой активностью 

в пахотном горизонте выделялись и 

представители Burkholderia sp. и 

Peptococcaceae.

 

 
Рис. 6. Влияние последействия помета на содержание патогенных  

бактерий в почве в абсолютном количестве 

 

Относительно низкое обилие пато-

генных бактерий характерно для образ-

цов, отобранных в подпахотном гори-

зонте: в удобренном и контрольном ва-

0

0,5

1

1,5

2

2,5

3

Помет 0-20 
см

Помет 20-40 
см

Контроль 0-
20 см

Контроль 20-
40 см

Помет 0-20 
см

Контроль 0-
20 см

1 июля 30 июля

С
о

д
ер

ж
ан

и
е 

б
ак

те
р

и
й

, %

Peptococcaceae Pasteurellaceae Staphylococcaceae

Streptococcaceae Mycoplasmataceae Campylobacteraceae

Xanthomonas sp. Pseudomonas sp. Burkholderia sp.

0
200000
400000
600000
800000

1000000
1200000
1400000
1600000

Помет 0-20 
см

Помет 20-40 
см

Контроль 0-
20 см

Контроль 
20-40 см

Помет 0-20 
см

Контроль 0-
20 см

1 июля 30 июля

К
О

Е/
г 

п
о

чв
ы

Peptococcaceae Pasteurellaceae Staphylococcaceae

Streptococcaceae Mycoplasmataceae Campylobacteraceae

Xanthomonas sp. Pseudomonas sp. Burkholderia sp.



 

 

 

48 

риантах, соответственно, 1,8 * 10
4
 и 

6,2 * 10
3
 копий/г почвы с преобладанием 

бактерий Pseudomonas sp. и Xanthomo-

nas sp. — фитопатогенов, возбудителей 

бактериальных заболеваний сельскохо-

зяйственных растений, которые обнару-

жены во всех почвенных образцах. 

Заключение. В процессе анализа 

взаимосвязи обилия патогенных бакте-

рий в почве с применением куриного 

помета отмечено снижение относи-

тельного (долевого) и повышение чис-

ленного (реального) обилия микроор-

ганизмов под влиянием обогащения 

почвы органикой. В контрольных об-

разцах почвы наблюдалась обратная за-

висимость: увеличение долевого уча-

стия патогенов (анаэробов) при сниже-

нии их численного обилия в условиях 

бедного агрофона — недостатка орга-

нических веществ. 

В заключение отметим: филогенети-

ческий состав микробиома изучаемой 

дерново-подзолистой почвы отличался 

постоянством независимо от плодородия 

почвы, но под влиянием последействия 

органики (улучшения пищевого режима 

и кислотности почвы) на активность так-

сонов изменялась структура микробиома 

со сменой доминант и соответствующей 

им функциональности. 

На данном этапе исследований суще-

ственного негативного влияния биологи-

зированного свежего помета кур на эко-

логическое состояние почвы не выявле-

но, а некоторое повышение обилия пато-

генов при снижении их долевого участия 

в почвенном микробиоме сопряжено с 

общей активностью бактерий. 

В статье рассмотрены лишь некото-

рые аспекты экологической проблемы 

применения органики в растениеводстве.  

Предложенная трактовка неполных 

данных исследований является предва-

рительной оценкой накопленного пер-

вичного материала.  
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