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Аннотация. Исследовано бактериальное сообщество филлосферы лиственницы сибирской (Larix sibirica 

Ledeb.), произрастающей в условиях сильного техногенного загрязнения Норильского промышленного района.  
С применением современного метода метабаркодинга проведен анализ микробного состава хвои, что позволи-
ло идентифицировать доминирующие таксоны бактерий и оценить их роль в адаптации растений к экстре-
мальным условиям окружающей среды. Основными доминирующими отделами бактерий в образцах хвои лист-
венницы оказались Proteobacteria, Actinobacteriota, Firmicutes и Bacteroidota, что согласуется с их широким 
распространением в различных экосистемах и их важной ролью в функционировании микробных сообществ. 
Среди выявленных родов наиболее распространенными были Cutibacterium, Staphylococcus, Streptococcus, 
Corynebacterium и Klebsiella.  
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Annotation. The bacterial community of the phyllosphere of Siberian larch (Larix sibirica Ledeb.) growing under 
conditions of severe technogenic pollution in the Norilsk industrial region has been studied. Using metabarcoding 
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methods, the microbial composition of the needles was analyzed, which made it possible to identify the dominant 
bacterial taxa and assess their role in the adaptation of plants to extreme environmental conditions. The main dominant 
bacterial phyla in the larch needle samples were Proteobacteria, Actinobacteriota, Firmicutes, and Bacteroidota, which 
is consistent with their widespread distribution in various ecosystems and their important role in the functioning of 
microbial communities. Among the identified genera, the most common were Cutibacterium, Staphylococcus, 
Streptococcus, Corynebacterium, and Klebsiella. 

 
Keywords: microbiome, Arctic, Norilsk industrial region. 
 
ВВЕДЕНИЕ 
Микробные сообщества филлосферы отличаются 

высокой сложностью и включают как культивируе-
мые, так и некультивируемые виды, образуя разно-
родные группы из-за множества микросред обитания 
[Müller, Ruppel, 2014]. Микроорганизмы филлосферы 
приспособлены к экстремальным условиям, таким как 
перепады температуры, УФ-излучение, дефицит воды 
и питательных веществ, что напрямую влияет на их 
состав и разнообразие [Vorholt, 2012]. На эти взаимо-
действия также воздействуют вид растения и присут-
ствие патогенов, которые могут менять характер от-
ношений между микроорганизмами и растением-
хозяином [Lindow, Brandl, 2003]. Исследования мик-
робиома филлосферы пока менее многочисленны по 
сравнению с изучением микробиома корневой зоны,  
а усиление антропогенной нагрузки продолжает из-
менять структуру и разнообразие микрофлоры филло-
сферы. Микробиом филлосферы, то есть сообщество 
микроорганизмов, обитающих на поверхности и 
внутри листьев растений, может играть ключевую 
роль в адаптации растений к стрессовым условиям, 
включая техногенное загрязнение. В условиях про-
мышленных эмиссий, микроорганизмы филлосферы 
могут способствовать, как повышению устойчивости 
растений к стрессу, так и привести к гибели растения, 
что делает их важным объектом исследований в кон-
тексте экологической устойчивости [Sivakumar и др., 
2020; De Mandal, Jeon, 2023].  

На уровне макромира, внутри микробного сооб-
щества происходят непрерывные взаимодействия, 
биологические процессы одних микроорганизмов мо-
гут изменять среду, делая её более привлекательной 
либо, наоборот, непригодной, для существования дру-
гих микробов. Микроорганизмы, сосуществующие  
с растениями, влияют на усвоение питательных ве-
ществ, устойчивость к засухе, выработку фитогормо-
нов и процессы газообмена и воздухообмена. Во мно-
гих случаях эти ассоциации между растениями и мик-
роорганизмами имеют основополагающее значение 
для здоровья и приспособленности растений и имеют 
прочную коэволюционную основу [Lyu и др., 2021]. 
Фундаментальный взгляд на растительно-микробные 
ассоциации смещается в сторону восприятия растений 
и их микробиомов как единого экологического целого 
[Cordovez и др., 2019]. Это объединение растений  
с сообществом микроорганизмов проявляется в том, 
что генетические факторы растений способствуют 
отбору микробиома, поддерживают структуру мик-
робного сообщества и взаимодействуют с ним. По-
скольку листья находятся в открытой среде и посто-
янно подвергаются микробному воздействию, для 
поддержания стабильного и функционального микро-

биома необходимы эффективные механизмы отбора 
[Xiong и др., 2021]. Исследования, посвященные изу-
чению различных компартментов микробиома расте-
ний, показывают, что эндосфера листа испытывает 
наиболее сильное селективное влияние со стороны 
растения-хозяина [Addison и др., 2023]. 

Лиственничные леса являются ключевым факто-
ром для экологического равновесия систем Заполярья, 
благодаря высокой биологической устойчивостью и 
способностью расширять ареал даже в экстремальных 
климатических условиях [Абаимов и др., 1997; Бень-
кова, Бенькова, 2015; Fakhrutdinova, Benkova, 
Shashkin, 2017]. Однако высокие темпы изменения 
климата совместно с высокой техногенной нагрузкой 
приводят к расширению ареалов фитопатогенов, ра-
нее не встречавшихся на этой территории [Литовка и 
др., 2017; Pavlov и др., 2018]. Агрессивные фитопато-
генные организмы приводят к деградации лесов Арк-
тики, значительно снижая устойчивость и выживае-
мость деревьев лиственницы, в том числе и за счет 
изменения микробиома хвои. Наша задача была выяс-
нить какие представители бактериального сообщества 
характерны для лиственницы сибирской, произра-
стающей под влиянием техногенной нагрузки. 

 
МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ 
Для исследования микробиома лиственницы си-

бирской было отобрано 11 образцов хвои с деревьев, 
произрастающих в Норильском промышленном рай-
оне (НПР). Хвоя собиралась 1–2 августа 2018 г. с де-
ревьев (30–50 лет) по факториальной схеме: control – 
фоновый уровень загрязнения воздуха и при отсутст-
вии в древесине ствола дереворазрушающих фитопа-
тогенных грибов (район озера Боганидское, в 50 км от 
г. Норильска), infected – также в условиях фонового 
техногенного загрязнения воздуха, но пораженные 
Porodaedalea niemelaei M. Fisch; techno – в условиях 
высокого техногенного загрязнения воздуха и при 
отсутствии в древесине ствола фитопатогенного гриба 
P. niemelaei. Наличие поражения P. niemelaei выявле-
но взятием кернов у предварительно отобранных де-
ревьев по наличию сердцевидной гнили и выделением 
чистой культуры гриба. Всего в исследование было 
включено 11 деревьев. 

Далее проводили выделение ДНК с помощью на-
бора MACHEREY-NAGEL NucleoSpin Soil, с помо-
щью электрофореза в 1%-ном агарозном геле прове-
ряли качество выделенной ДНК. Амплификация про-
водилась с универсальными праймерами F515/R806 
(GTGCCAGCMGCCGCGGTAA/ GGACTACVSGGGTA 
TCTAAT) на вариабельный участок гена 16SрРНКv3-v4. 
Эти праймеры являются специфичными для боль-
шинства организмов бактерий и архей [Bates и др., 
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2011]. ПЦР проводили в 15 мкл реакционной смеси, 
содержащей 0,5–1 единицу Q5® High-Fidelity DNA 
Polymerase (NEB, США), 5 пМ каждого прямого и 
обратного праймера, 10 нг ДНК-матрицы и 2 мМ ка-
ждого dNTP (Life Technologies). Все праймеры вклю-
чали служебные последовательности, содержащие 
линкеры и штрихкоды, необходимые для секвениро-
вания с технологией Illumina. Смесь денатурировали 
при 94 °C в течение 1 минуты, затем проводили  
35 циклов при 94 °C в течение 30 секунд, при 50 °C в 
течение 30 секунд и при 72 °C в течение 30 секунд. 
Финальную элонгацию проводили при 72 °C в тече-
ние 3 минут. Продукты ПЦР очищали в соответствии 
с протоколом Illumina с использованием AMPure XP 
(Beckman Coulter, США). Подготовку библиотеки 
проводили в соответствии с Руководством по подго-
товке набора реагентов MiSeq (Illumina). Библиотеки 
секвенировали в соответствии с инструкциями произ-
водителя на приборе Illumina MiSeq с использованием 
набора реагентов MiSeq® Reagent Kit v3 (600 циклов) 
с парным считыванием концов (2×300 п.н.). 

Данные секвенирования обрабатывались в RStudio 
с использованием пакета DADA2 [Callahan и др., 
2016] версии 1.28.0. Удаление праймеров выполня-
лось с помощью программы cutadapt версии 1.15 
[Martin, 2011], после чего из чтений удалялись неод-
нозначные основания (Ns). Были проанализированы 
профили качества, и применена фильтрация последо-
вательностей по качеству с параметрами 
truncLen=c(240,240), maxN=0, maxEE=2, truncQ=2, 
rm.phix=TRUE, minLen=50. Последовательности были 
очищены от химер, и таксономия была определена  
с использованием метода assignTaxonomy с базой дан-
ных 16SрРНК SILVA [Quast и др., 2013] версии 138.1.  

 
РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ 
В результате секвенирования было получено 576 036 

сырых последовательностей 16S рРНК (v3-v4). После 
фильтрации, удаления шума, объединения парных 
чтений и удаления химер, остались 366 733 прочте-
ния, которые прошли фильтры, что составило более 
65 % для всех образцов. С помощью алгоритмов 

dada2 были получены 2826 вариантов последователь-
ностей ампликонов, которым была назначена таксо-
номия. Прочтения, не принадлежащие к бактериям 
(митохондриальные и хлоропластные), были от-
фильтрованы, в результате осталось 286453 последо-
вательности, сгруппированные в 2794 варианта по-
следовательностей ампликонов, относящихся к бакте-
риальным таксонам (табл. 1). 

Основными отделами бактерий, обнаруженными  
в образцах хвои лиственницы сибирской, являются 
Proteobacteria, Actinobacteriota, Firmicutes и 
Bacteroidota (рис. 1). Эти отделы широко распростра-
нены в различных экосистемах и играют важную роль 
в функционировании микробных сообществ. Наибо-
лее распространенными родами были Cutibacterium, 
Staphylococcus, Streptococcus, Corynebacterium и 
Klebsiella (рис. 2). 

Отдел Proteobacteria является одним из наиболее 
разнообразных и широко распространенных отделов 
бактерий, включающий как патогенные, так и полез-
ные для растений микроорганизмы. Протеобактерии 
способны к азотфиксации, деградации органических 
веществ и вступают в симбиотические взаимодейст-
вия с растениями [Bruto и др., 2014; Orellana и др., 
2022]. Представители родов Klebsiella, Xanthomonas, 
Methylobacterium-Methylorubrum, Neisseria, Acinetobacter, 
Pantoea, Stenotrophomonas были обнаружены в образ-
цах хвои лиственницы (рис. 2). Наиболее распростра-
ненный род Klebsiella включает полезные микроорга-
низмы растений, которые способны усилить их ус-
тойчивость к солевому стрессу [Singh, Jha, Jha, 2015; 
Sapre, Gontia-Mishra, Tiwari, 2018]. Виды рода 
Xanthomonas охватывают широкий спектр фитопато-
генов, которые обладают многочисленными фактора-
ми вирулентности для проявления высокого уровня 
фитопатогенности и механизмами приспособления  
к растению-хозяину [Ryan и др., 2011; Timilsina и др., 
2020]. Группа Methylobacterium-Methylorubrum отно-
сится к хорошо изученным микробам филлосферы, 
которые обладают потенциальной способностью ус-
корения роста и увеличения урожайности растений 
[Zhang и др., 2024].   

 
Таблица 1 
Количество последовательностей на каждом этапе обработки и итоговое количество вариантов последовательностей 
ампликонов, полученных из образцов хвои лиственницы сибирской 
 

Образец 
Количество 

сырых  
прочтений 

Количество  
прочтений после 

фильтрации 
% 

Объедененные 
прочтения 

% 
Нехимерные 
прочтения 

% 
Количество вариан-
тов последователь-
ностей ампликонов 

L1 77967 59236 75.98 56956 73.05 55899 71.7 376 

L3 53863 39263 72.89 36957 68.61 35938 66.72 404 

L4 32470 23501 72.38 22326 68.76 22119 68.12 285 

L5 40731 31211 76.63 29896 73.4 29267 71.85 261 

L6 48659 36768 75.56 34513 70.93 33041 67.9 355 

L7 54317 41779 76.92 39175 72.12 37692 69.39 472 

L8 47713 37678 78.97 33916 71.08 31350 65.71 362 

L9 33653 26921 80 25289 75.15 24156 71.78 530 

L10 39482 30791 77.99 28127 71.24 27473 69.58 490 

L11 30228 23534 77.85 22484 74.38 22266 73.66 432 

L12 26084 20060 76.91 19363 74.23 19230 73.72 318 
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Рис. 1. Столбчатая диаграмма основных отделов бактерий, идентифицированных в образцах хвои лиственницы си-
бирской, произрастающей в Норильском промышленном районе 

 
 

 
 
Рис. 2. Тепловая карта основных родов бактерий, идентифицированных в образцах хвои лиственницы сибирской, 
произрастающей в Норильском промышленном районе 

 
Представители отдела Actinobacteriota известны 

своей способностью продуцировать биологически 
активные соединения, включая антибиотики. Они 
играют важную роль в минерализации сложных орга-
нических веществ, таких как целлюлоза и хитин 

[Roda-Garcia, Haro-Moreno, López-Pérez, 2023]. Неко-
торые представители рода Cutibacterium были обна-
ружены у Ziziphus lotus, находящихся под подавляю-
щим воздействием паразита Cuscuta epithymum,  
а также обнаружены как эндофиты цитрусовых  
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и винограда [Aleynova и др., 2022; Sinha и др., 2023; 
Radouane и др., 2024]. Род Corynebacterium включает 
патогенные и сапрофитные виды; некоторые предста-
вители имеют огромное промышленное значение 
[Hartmann и др., 2020]. Среди Corynebacterium суще-
ствуют растительные патогены, поражающие пшени-
цу и кукурузу [Carlson, Vidaver, 1982].  

Бактерии отдела Firmicutes характеризуются мно-
гослойной пептидогликановой клеточной стенкой и 
способностью образовывать эндоспоры, что делает их 
устойчивыми к неблагоприятным условиям окру-
жающей среды. Они часто встречаются в почве, воде 
и на поверхности растений. Среди представленных 
родов выделяются Staphylococcus и Streptococcus  
(рис. 2). Хотя представители Staphylococcus являются 
известными патогенами человека и животных, было 
показано, что Staphylococcus aureus вызывал типич-
ные симптомы бактериального заболевания у расте-
ний A. thaliana in vitro и в почве при искусственной 
инокуляции корней и листьев [Prithiviraj и др., 2005]. 
Среди представителей Streptococcus также существу-
ют фитопатогенные бактерии, способные инфициро-
вать живые ткани растений и вызывать различные 
заболевания [Kers и др., 2005; Li и др., 2019]. 

 
 
ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
Проведенное исследование микробиома хвои ли-

ственницы сибирской методом секвенирования 16S 
рРНК (v3-v4) позволило выявить основные таксоны 
бактерий, ассоциированных с деревьями лиственницы 
в НПР. После обработки данных и фильтрации было 
получено 366 733 высококачественных последова-
тельностей, которые были сгруппированы в 2794 ва-
рианта ампликонов, относящихся к бактериальным 
таксонам. Доминирующими отделами бактерий в об-
разцах хвои лиственницы оказались Proteobacteria, 
Actinobacteriota, Firmicutes и Bacteroidota, что согла-
суется с их широким распространением в различных 
экосистемах и важной ролью в функционировании 
микробных сообществ. Среди выявленных родов наи-
более распространенными были Cutibacterium, 
Staphylococcus, Streptococcus, Corynebacterium и 
Klebsiella. Выявленные таксоны бактерий играют 
важную роль в экологических взаимодействиях, 
включая симбиоз, патогенез и участие в биогеохими-
ческих процессах. Исследование вносит значитель-
ный вклад в изучение механизмов, обеспечивающих 
устойчивость лесных экосистем к антропогенным и 
биотическим воздействиям, а также углубляет пони-
мание биоразнообразия и экологических функций 
микроорганизмов, обитающих в филлосфере хвойных 
растений. Полученные результаты имеют практиче-
скую ценность для разработки подходов к монито-
рингу и восстановлению лесных территорий, постра-
давших от промышленных выбросов в экстремальных 
условиях Арктики. 
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