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* ВВЕДЕНИЕ

Связь почвенной структуры, органического ве�
щества и микроорганизмов отмечали многие ис�
следователи [31, 32, 35]. Наличие в почве агрегатов
различного размера определяет существование в
ней микрозональности как следствия неравномер�
ности поступления органических остатков и кор�
невых экссудатов, различий в распределении фи�
зико�химических условий и минералогического
состава, разной величины окислительно�восста�
новительного потенциала на внешней и внутрен�
ней поверхностях структурных отдельностей. Та�
ким образом, посредством формирования различ�
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ных макро�, мезо� и микросред, в каждой из
которых создаются разные и часто прямо противо�
положные условия для развития отдельных групп
микроорганизмов, почвенные агрегаты различно�
го размера оказывают существенное влияние на
таксономический состав и определяют функцио�
нальное состояние микробиома в целом.

Согласно концептуальной модели иерархии
агрегатов, микроорганизмы принимают активное
участие в формировании и поддержании агрегат�
ной структуры почвы [17, 22, 29, 31]. Элементар�
ные минеральные частицы связываются с орга�
ническим веществом бактериального или гриб�
ного происхождения, а также полисахаридами
растительного происхождения и растительными
остатками, что приводит к формированию мик�
роагрегатов, которые, взаимодействуя друг с дру�
гом, образуют макроагрегаты [7]. Гидрофобность
выделяемых микроорганизмами внеклеточных
полисахаридов увеличивает устойчивость поч�
венных агрегатов [6].
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Традиционно изучение микробных сооб�
ществ почвенных агрегатов проводилось пре�
имущественно с использованием классических
микробиологических методов – культуральных
посевов на питательные среды, а также опреде�
ления дыхания и микробной биомассы [2, 9].
Однако на сегодняшний день существуют моле�
кулярно�экологические исследования, посвя�
щенные изучению таксономического разнооб�
разия микробного сообщества в агрегатах раз�
личного размера [6, 14, 30], а также внутри и на
поверхности почвенных агрегатов [27]. Показа�
на приуроченность микроорганизмов в большей
степени к более тонким гранулометрическим
фракциям почвенных частиц. Отмечена отрица�
тельная корреляция микробного обилия с увели�
чением порового пространства внутри агрегата и
между соседними агрегатами [13]. Согласно дан�
ным пиросеквенирования, показано, что макро�
агрегаты (>250 мкм), характеризующиеся высо�
кими уровнями содержания доступного углерода
и азота, содержат в основном бактерий, принад�
лежащих к филам Actinobacteria, Bacteroidetes,
Verucomicrobia и δ�Proteobacteria. В микроагрега�
тах (53–250 мкм) доминировали бактерии из
групп Rubrobacteriales и Chloroflexi [14, 27, 28, 30].

Важно отметить, что в вышеупомянутых ра�
ботах практически отсутствуют данные о зако�
номерности в распределении микроорганизмов
в макроагрегатах размером >2 мм, количество
которых оказывает существенное влияние на
водно�физические свойства почв и соотносится
с понятием агрономически ценной структуры
[3]. При этом мало данных о связи таксономиче�
ского состава микробиома с агрегатной структу�
рой почвенного матрикса в различных агроэко�
логических условиях. Выявление микробиоло�
гических индикаторов таких процессов, как
почвоутомление, ухудшение структуры, а также
восстановление почвы, и создание специализи�
рованной базы данных на основе микробиологи�
ческого мониторинга почв сельскохозяйствен�
ного назначения может служить основой для
формирования системы управления почвенным
качеством и оптимизации землепользования.

В связи с этим целью настоящего исследова�
ния был анализ состава и структуры микробиома
различных агрегатных фракций чернозема ти�
пичного в контрастных (“экстремальных”) усло�
виях землепользования.

ОБЪЕКТЫ И МЕТОДЫ

Образцы почв отбирали из пахотного горизон�
та (0–25 см) типичного чернозема в условиях дли�
тельного стационарного опыта на территории
Петринского опорного пункта Почвенного ин�
ститута им. В.В. Докучаева и Курского НИИ АПП
(Курская обл.). Для целей анализа почвенного

микробиома были отобраны пробы почв из трех
контрастных вариантов опыта: 1 – бессменная
озимая пшеница с 1964 г., 2 – бессменный пар с
1964 г. (до 1964 г. – 200�летняя пашня) и 3 – уча�
сток бессменного пара, отведенный с 1998 г. под
залежь и в настоящее время занятый целинной
разнотравно�луговой степной растительностью.

Из каждого варианта опыта отбирали 3 моно�
литных образца естественного сложения размером
25 × 25 × 25 см. С учетом того, что высушивание
почвы зачастую дает искаженные, как правило, за�
ниженные результаты численности микроорга�
низмов (количество бактерий уменьшается в 5–
10 раз) и при этом меняется качественный состав
микроорганизмов [4], рассев на агрегаты произво�
дили из свежих образцов естественной влажности.
Почва была рассеяна на ситах: 0.25; 0.5; 1; 2; 3; 5;
7 мм, предварительно стерилизованных 70%�ным
этиловым спиртом.

Для анализа структурных особенностей мик�
робного сообщества были рассмотрены кон�
трастные агрегатные фракции – <0.25, 2–5 и бо�
лее крупные структурные отдельности >7 мм в
диаметре.

Определение содержания органического угле�
рода и азота в почвенных пробах проведено мето�
дом сухого сжигания на автоматическом макро�
элементном С/N�анализаторе Vario MICRO Cube
(Elementar, Германия).

ДНК выделяли из 0.2 г почвы после механиче�
ского разрушения с использованием стеклянных
шариков в экстрагирующем буфере: 350 мкл рас�
твора А (натрий�фосфатный буфер – 200 мМ;
изотиоцианат гуанидина – 240 мМ; pH 7.0),
350 мкл раствора Б (Трис�HCl – 500 мМ; SDS –
1% по массе к объему; pH 7.0) и 400 мкл смеси фе�
нола с хлороформом (1 : 1). Разрушение образца
проводили в течение 40 с при максимальной
мощности (скорость 6500 об./мин. – 680 рад./с) с
использованием 3D�вращения на гомогенизаторе
Precellys 24 (Bertin Technologies, Франция). Полу�
ченный препарат центрифугировали при макси�
мальной скорости 16000 об./мин (1700 рад./с) в
течение 5 мин. Водную фазу отбирали и повторно
экстрагировали хлороформом. ДНК осаждали,
добавляя равный объем изопропилового спирта.
После центрифугирования осадок промывали
70% этанолом и растворяли в воде при 65°С в те�
чение 5–10 мин. Очистку ДНК проводили с по�
мощью электрофореза в 1%�ном агарозном геле с
последующим выделением ДНК из геля методом
сорбции на оксиде кремния [1].

К о л и ч е с т в е н н ы й  у ч е т  б а к т е р и а л ь �
н о г о ,  а р х е й н о г о  и  г р и б н о г о  к о м п о �
н е н т о в в микробиомах исследуемых образцов
проводили с использованием количественной
полимеразно�цепной реакции (ПЦР) с детекци�
ей в реальном времени. В качестве контроля для
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бактерий использовали клонированные фраг�
менты рибосомального оперона Escherichia coli
(Sigma), для архей – штамма FG�07 Halobacterium
salinarum [23] для грибов – штамма дрожжей Sac�
charomyces cerevisiae Meyen 1B�D1606 [26].

Для проведения амплификации использова�
лась смесь SsoFastTM EvaGreen® Supermix (терми�
ческий профиль: 95°С – 10 с, 50°С – 10 с, 72°С –
20 с; всего 40 циклов). Были использованы следу�
ющие праймеры: Eub338/Eub518 – для бактерий
[24], arc915f/arc1059r – для архей [36], ITS1f/5.8s –
для грибов [19]. Количественные оценки приводи�
лись к числу рРНК оперонов на грамм почвы.
ПЦР с детекцией в реальном времени проводили
в амплификаторе CFX96 Touch (BioRad). Опреде�
ление для каждого образца проводили в трех по�
вторностях. Обработку результатов количествен�
ной ПЦР проводили с использованием программ�
ного обеспечения, прилагающегося к прибору
CFX96 Touch.

На основании результатов количественной
ПЦР, выраженной в количестве копий оперона
рРНК на грамм почвы, проводились оценки бак�
териальной, архейной (количество клеток) и гриб�
ной биомассы. Данный параметр используется как
правило для анализа относительных количеств
микроорганизмов в различных почвах, но вместе с
тем позволяет сделать выводы об абсолютном ко�
личестве определенной группы микроорганизмов.
Число копий рибосомных оперонов в геномах бак�
терий и грибов, как известно, изменяются в широ�
ком диапазоне. Согласно базе данных rrnDB, она
составляет в среднем 4.09 для бактерий и 1.76 для
архей [21, 25] для дрожжей, это число составляет
около 150 копий в геноме [20, 21]. Для грубой
оценки, число копий рРНК оперонов в грибах мо�
жет быть принято за 100; другими словами, если бы
все грибное сообществ почвы состояло бы только
из дрожжей, его обилие бы составляло одну сотую
долю этого числа. Кроме того, данные о среднеста�
тистической численности в образцах почвы рРНК
оперонов копий E. coli и H. salinarum были исполь�
зованы для расчета численности бактерий и архей,
соответственно.

При к о н с т р у и р о в а н и и  и  с е к в е н и �
р о в а н и и  а м п л и к о н н ы х  б и б л и о т е к
очищенный препарат ДНК (по 10–15 нг) исполь�
зовался в качестве матрицы в реакции ПЦР (тем�
пературный профиль: 95°С – 30 с, 50°С – 30 с,
72°С – 30 с; всего 30 циклов) с добавлением тер�
мостабильной ДНК�полимеразы Encyclo
(“Евроген”, Россия) и универсальных прайме�
ров к вариабельному участку V4 гена 16S�рРНК –
F515 (GTGCCAGCMGCCGCGGTAA) и R806
(GGACTACVSGGGTATCTAAT) [10]. Кроме то�
го, в праймеры вводили олигонуклеотидные
идентификаторы для каждой пробы (20 иденти�
фикаторов) и служебные последовательности,

необходимые для пиросеквенирования по прото�
колу фирмы “Roche” (Швейцария). Подготовку
проб и секвенирование выполняли на приборе
GS Junior (“Roche”, Швейцария) согласно реко�
мендациям производителя.

Та к с о н о м и ч е с к у ю  и д е н т и ф и к а �
ц и ю  нуклеотидных последовательностей и
сравнительный анализ микробных сообществ
проводили с использованием пакетного продук�
та QIIME 1.8.0 (www.qiime.com) [12]. Классифи�
кацию последовательностей осуществляли с ис�
пользованием банка данных RDP (Ribosomal
Database Project), доступного на сайте
http://rdp.cme.msu.edu/. В процессе анализа вы�
полняли следующие действия: разделение биб�
лиотек по идентификаторам, проверку качества
секвенирования и фильтрацию нуклеотидных
последовательностей (для анализа использовали
только последовательности длиной более
250 пар нуклеотидов (п. н.)), удаление химерных
последовательностей посредством модуля Chi�
meraSlayer, объединение последовательностей в
операционные таксономические единицы (ОТЕ)
с использованием 97%�ного порога сходства ме�
тодом Uclust с выбором репрезентативных после�
довательностей по алгоритму “most_abundant”,
выравнивание нуклеотидных последовательно�
стей согласно алгоритму PyNast, далее осу�
ществляли построение матрицы генетических
расстояний. Для проведения всех вышеперечис�
ленных оценок проводили процедуру нормали�
зации числа последовательностей в выборке по
минимальному образцу. ОТЕ, представленные
менее чем двумя последовательностями (так на�
зываемые “синглтоны”) были удалены из после�
дующего анализа. Все последовательности были
депонированы на сервере NCBI Sequencing Read
Archive (SRA) (http://trace.ncbi.nlm.nih.gov/Traces/
sra/) с присвоением идентификатора (BioProject
ID) PRJNA242118.

Для всех образцов был проведен анализ альфа
разнообразия c вычислением индексов: Шеннона
(H =  где pi – доля i�го вида в сообще�
стве), Shannon_evenness (выровненность сообще�
ства, равная lg2(H), количество видов (ОТЕ), Чао1

(Chao1 = Sobs +  где Sobs – число обнаружен�

ных ОТЕ, a – число ОТЕ, содержащих 1 сиквенс,
b – число ОТЕ, содержащих 2 сиквенса), филоге�
нетическое разнообразие (PD) (определяемое как
сумма длин ветвей филогенетического древа, со�
единяющих все виды в сообществе); и бета�разно�
образия: кластерный анализ образцов с использо�
ванием алгоритмов “взвешенного” (weighted) и
“невзвешенного” (unweighted) unifrac.

Для статистической оценки результатов кла�
стерного анализа использовали метод “джекнайф”

∑ in ,pi pi

a2

2b
����,

6
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(jackknife). Статистическую обработку результатов
анализа микробных сообществ агрегатных фрак�
ций различных систем землепользования осу�
ществляли посредством статистических тестов и
программ, реализованных в пакетах Statistica 10
Enterprise (www.statsoft.com). Для анализа силы
фактора системы землепользования и размера аг�
регатных фракций на агрохимические показатели
и особенности микробиомов чернозема типичного
использовали модуль General Linear Models (Facto�
rial ANOVA), значимость различий оценивали по�
средством процедуры post�hoc с использованием
критерия Fischer LSD. Для оценки значимости
различий в таксономической структуре микро�
биомных сообществ, вызванных действием раз�
личного размера структурных отдельностей и
смены агроэкологического воздействия, исполь�
зовали попарное сравнение выборок непарамет�
рическим критерием Манна–Уитни U test.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Р а с с е в  п о ч в е н н ы х  о б р а з ц о в  н а
а г р е г а т ы. Анализ данных по просеиванию поч�
венных образцов естественной влажности (табл. 1)
показал, что максимальным во всех вариантах бы�
ло содержание агрегатов размера 2–5 мм. Мини�
мальное количество отмечено для частиц <0.25 мм.

Установлено, что содержание агрегатов разме�
ром 2–5 мм в почве вариантов, занятых раститель�
ностью (залежь и бессменная озимая пшеница),
больше такового под вариантом бессменного пара.
Значимое увеличение содержания фракции 2–
5 мм зафиксировано для образцов залежи (p <
< 0.005) (по сравнению с вариантом бессменного
пара и озимой пшеницы). Также следует отметить,
что при бессменном паровании типичного черно�
зема наблюдается достоверное увеличение (p <
< 0.005) содержания структурных отдельностей
>7 мм по сравнению как с залежью, так и бессмен�
ной озимой пшеницей.

А н а л и з  о б щ е г о  у г л е р о д а  и  а з о т а
в  и с с л е д у е м ы х  о б р а з ц а х. Согласно дан�
ным дисперсионного анализа, количество угле�
рода и азота статистически значимо (p < 0.005)

увеличивается в ряду бессменный пар < залежь <
< озимая пшеница (рис. 1, I и II). Показано увели�
чение обеспеченности органического вещества
азотом в ряду бессменный пар > бессменная ози�
мая пшеница > залежь (уменьшение показателя
C : N) в отношении средних и крупных агрегатов
(p < 0.10) (рис. 1, III). Отмечается наличие в поч�
венных образцах статистически значимой силь�
ной корреляции содержания С и N (R = 0.98, p <
< 0.005). При анализе агрегатных фракций макси�
мальное содержание органического вещества бы�
ло зафиксировано для мелких агрегатов почвы
под бессменной озимой пшеницей (3.91%,
p = 0.0012). Отмечалось статистически значимое
увеличение показателя C : N в средних и крупных
агрегатах бессменного пара по сравнению с мел�
кими агрегатами бессменного пара (p < 0.036), а
также средними и крупными агрегатами залежи
(p < 0.016) и мелкими агрегатами почвы под вари�
антом бессменной озимой пшеницы (p < 0.02).

Б и о м а с с а  б а к т е р и й ,  а р х е й  и  г р и �
б о в  н а  о с н о в а н и и  д а н н ы х  q P C R. Со�
гласно данным двухфакторного анализа с исполь�
зованием алгоритма General Linear Models, оба
фактора – система землепользования и размер аг�
регатных фракций, оказались статистически зна�
чимыми предикторами доли бактериального, ар�
хейного и грибного компонентов микробного со�
общества исследуемых почвенных образцов.
Система землепользования объясняла 59% вариа�
ции в количестве бактериальных и 77% в содер�
жании архейных рибосомальных оперонов, при
этом размер агрегатных фракций объяснял мень�
шую долю вариации в количестве прокариотного
компонента сообщества (31 и 63% соответствен�
но). В отношении грибов наблюдалась обратная
тенденция: большая часть дисперсии в доле гриб�
ных рибосомальных оперонов объяснялась раз�
мером агрегата (73%), нежели системой земле�
пользования (56%).

Система землепользования оказалась также
статистически значимым предиктором величины
отношения грибной биомассы к бактериальной.
44% общей вариации данного показателя объяс�
нялись фактором системы землепользования.
Влияние размера агрегатных фракций оказалось
статистически незначимым.

По данным Real�time ПЦР, максимальное ко�
личество прокариот было обнаружено в мелких
агрегатах залежи (<0.25 мм) и агрегатах среднего
агрономически ценного (2–5 мм) размера (коли�
чество клеток в 1 г почвы составляло 7.22 × 109 и
7.50 × 109 для бактерий и 1.28 × 109 и 7.63 × 108 для
архей, соответственно, p < 0.02), при этом количе�
ство бактерий на порядок превышало количество
архей. Отмечается также тенденция к уменьше�
нию количества бактерий и архей в крупных агре�
гатах по сравнению с мелкими (рис. 2). Для всех

Таблица 1. Доля агрегатных фракций (%) типичного
чернозема исследуемого размера при различных спо�
собах его использования

Вариант опыта

Размер агрегатов есте�
ственного сложения, мм

<0.25 2–5 >7

Бессменный пар с 1964 г. 2.5 23.7 22.1

Бессменная озимая пшени�
ца с 1964 г.

2.8 30.1 9.2

Залежь с 1998 г. 2.3 35.8 9.9
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Рис. 1. Данные дисперсионного анализа содержания: общего углерода (I), общего азота (II), соотношения
С общ/N общ (III) в разных размерных группах почвенных агрегатов в условиях контрастных вариантов землеполь�
зования. Условные обозначения здесь и далее: А – залежь, Б – бессменная озимая пщеница с 1964 г., В – бессмен�
ный пар с 1964 г.; агрегаты размером, мм: 1 – <0.25, 2 – 2–5; 3 – >7.
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исследуемых размерных групп агрегатов наблю�
дается общая тенденция к уменьшению прокари�
отного компонента в ряду залежь > пар > бессмен�
ная озимая пшеница.

Наибольшее количество грибов было отмече�
но в мелких агрегатах всех систем землепользова�
ния, при этом максимальная доля грибного ком�

понента зафиксирована в варианте бессменного
пара (количество рибосомальных оперонов, пе�
ресчитанных на количество грибных клеток рав�
но 1.05106, p < 10–4). Особенность длительного
бессменного парования заключается в том, что
почва постоянно находится в рыхлом состоянии
при отсутствии растений. В таких условиях мик�
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Рис. 2. Количество клеток бактерий, архей и грибов (количество клеток грибов представляет собой условную величи�
ну) в агрегатах различного размера в контрастных условиях землепользования по данным ПЦР в реальном времени. 
Условные обозначения здесь и далее: A1, А2, А3 – агрегаты почвы залежи размером <0.25, 2–5 и >7 мм
соответственно; Б1, Б2, Б3 – агрегаты почвы варианта бессменной озимой пшеницы размером <0.25, 2–5 и >7 мм
соответственно; В1, В2, В3 – агрегаты почвы бессменного пара размером <0.25, 2�5 и > 7 мм соответственно.
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робиологическая активность определяется глав�
ным образом аэрацией и минимизацией поступ�
ления органического вещества, что ведет к замет�
ному уменьшению количества бактерий и
увеличению доли грибов.

Отмечено также, что доля грибов в более круп�
ных агрегатах почвы под бессменной озимой
пшеницей в целом больше, чем в вариантах зале�
жи и бессменного пара. Последнее может быть
связано с поступлением большого количества
растительных остатков и особенно соломы после
уборки урожая, что ведет к увеличению числен�
ности целлюлозолитического комплекса почвен�
ных микроорганизмов, главным образом микро�
мицетов.

Максимальное значение отношения грибной
биомассы к бактериальной зафиксировано в
средних и крупных агрегатах варианта с бессмен�
ной озимой пшеницей по сравнению с другими
вариантами землепользования (p < 0.04). Также во
всех агрегатных фракциях наблюдается слабо вы�
раженная тенденция к увеличению величины
данного показателя в ряду залежь < пар < озимая
пшеница (рис. 3).

Отмечена положительная корреляция отноше�
ния грибной биомассы к бактериальной с содер�
жанием общего углерода и общего азота. По дан�
ным регрессионного анализа, количество общего
углерода объясняло 52% вариации (p < 0.03). Ста�
тистически значимой корреляции бактериальной
и археотной биомассы с количеством общего угле�
рода и азота, а также показателем отношения об�

щего углерода к азоту, в исследуемых вариантах не
наблюдалось. Недавними исследованиями пока�
зано, что количество лабильных фракций органи�
ческого вещества в почвенных образцах многолет�
ней залежи статистически значимо превышает та�
ковое в бессменном пару и почве под бессменной
озимой пшеницей [5]. По�видимому, количество
бактериальной биомассы и таксономическая
структура микробиомов черноземных почв обу�
словлена не столько количеством, сколько каче�
ством органического вещества, в частности, коли�
чеством его лабильных (в том числе биоразлагае�
мых) компонентов.

А н а л и з  д а н н ы х  с е к в е н и р о в а н и я
и  т а к с о н о м и ч е с к о г о  с о с т а в а  м и к �
р о б и о м о в  и с с л е д у е м ы х  п о ч в е н н ы х
о б р а з ц о в. В ходе исследования было получено
80206 качественных сиквенсов V4�вариабельного
участка гена 16S рРНК, сформированных, по
данным анализа ампликонных библиотек, в
2567 уникальных ОТE. До уровня домена было
идентифицировано 99.7% всех сиквенсов, до
уровня фил – 99.5%.

Различия в таксономической структуре микро�
биомов исследуемых систем землепользования. До�
минирующими филами (количество составляло
более 5% от числа всех сиквенсов) в микробном
сообществе чернозема в условиях рассматривае�
мых типов землепользования были Actinobacteria,
Proteobacteria, Gemmatimonadetes, Chloroflexi, при
этом около 70% всех сиквенсов было представле�
но филами Actinobacteria и Proteobacteria.
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Рис. 3. Величина отношения грибной биомассы к бактериальной в разных размерных группах почвенных агрегатов в
условиях контрастных типов землепользования.
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Отмечено, что представители филы Firmicutes
были ассоциированы главным образом с бес�
сменным парованием почвы: содержание данной
филы в варианте бессменного пара было досто�
верно максимальным (3.6%) по сравнению с поч�
вой залежи (2.2%; p = 0.008) и вариантом с бес�
сменной озимой пшеницей (2.3%, p < 10–3).
В почве бессменного пара зафиксирован досто�
верный максимум в содержании доли архей филы
Crenarchaeota (5.0%), а также представителей фи�
лы Gemmatimonadetes (7.0% по сравнению с вари�
антом бессменной озимой пшеницы (6.5%) и за�
лежи (4.3%)). Показано, что при переходе от бес�
сменного пара к залежи и варианту с бессменным
выращиванием озимой пшеницы в почве возрас�
тает количество протеобактерий (20.6% в почве
пара, 26.5 и 29.2% в почвах залежи и бессменной
пшеницы соответственно) и уменьшается коли�
чество ацидобактерий (5.4, 4.4 и 3.7% соответ�
ственно) (рис. 4).

Анализ, проведенный посредством метода
главных компонент, подтверждает положитель�
ную корреляцию бессменного парования с увели�
чением в почве бактерий фил Acidobacteria, Firmi�
cutes, Gemmatimonadetes и Crenarchaeota (рис. 5).
Полученные оси главных компонент объясняли в
целом 96.4% вариации в долях рассматриваемых
бактериальных фил (p < 0.001). На сегодняшний
день сведений об экологических особенностях и
предпочтениях бактерий филы Acidobacteria еще
недостаточно, чтобы в полной мере оценить роль
данной группы в наземных экосистемах. Извест�
но лишь, что данная группа является обязатель�

ным компонентом сообщества почвенных мик�
роорганизмов, в том числе почв сельскохозяй�
ственного назначения; есть данные о том, что
большинство бактерий филы Acidobacteria харак�
теризуются олиготрофным типом питания [25].
Также имеются данные о том, что бессменное па�
рование чернозема вызывает в определенной сте�
пени подкисление почвы [8], что, в свою очередь,
создает благоприятную среду для ацидобактерий.
Представители филы Firmicutes способны пере�
живать неблагоприятные условия благодаря спо�
собности к формированию эндоспор (р. Bacillus),
что, возможно, позволяет им сохраняться в усло�
виях низкой питательной ценности субстрата, ка�
ким являются почвы бессменного пара. Бактерии
филы Gemmatimonadetes отличаются высокой
устойчивостью к низкому давлению почвенной
влаги и обнаруживаются в большом количестве в
гипераридных районах [15].

Отмечено достоверное увеличение численно�
сти умеренно ацидофильных гетеротрофных аци�
добактерий семейства Solibacteraceae в варианте
бессменного пара (2%) по сравнению с вариантом
с бессменной озимой пшеницей (0.9%, p < 10–5) и
залежью (0.5%, p < 10–6) (рис. 6). Бактерии рода
Solibacter, помимо олиготрофного типа питания
[18], известны также своей устойчивостью к
стрессовым воздействиям окружающей среды
(низкой влажности) благодаря способности к
формированию биопленок. Кроме того, в вари�
анте бессменного пара зафиксирован максимум в
содержании бактерий порядка Bacillaceae (рр. Ba�
cillus (2.1%, p < 0.002) и Paenibacilus (0.28%, и p <
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Рис. 4. Таксономическая структура микробного сообщества агрегатов различного размера чернозема типичного в кон�
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< 0.034) и минимумы в содержании ризосферных
бактерий родов Mycobacterium (0.11%, p < 0.007) и
Pseudomonas (2.3%, p < 0.034).

Показано, что в почвах залежи значимо увели�
чивается количество бактерий порядков Micrococ�
cales (2.7%, по сравнению с вариантом бессменно�
го пара (138%, p = 0.001) и бессменной озимой
пшеницы (129%, p = 0.001) и Acidimicrobiales (145%,
по сравнению с вариантом бессменного пара
(031%, p = 0.001) и бессменной озимой пшеницы
(062%, p = 0.002). Из литературы известно, что вы�
ращивание люцерны на аридных почах, до этого
занятых нативной кустарниковой растительно�
стью, приводило к увеличению доли бактерий по�
рядка Acidimicrobiales [16]; есть также данные о том,
что количество ОТЕ, относимых к данному поряд�
ку, было больше в естественных лесах, нежели в
почвах пастбищ, образованных благодаря сведе�

нию реликтового леса [33]. Таким образом, увели�
чение доли порядка Acidimicrobiales может играть
роль индикатора восстановления почвы и возвра�
щения ее естественного плодородия.

В почвенных образцах залежи зафиксирован
достоверный минимум в содержании хемоорга�
нотрофных бактерий семейства Conexibacteriace�
ae (0.53%, p < 0.001). Одновременно в варианте
залежи обнаруживалось достоверно максималь�
ное значение в доле бактерий родов Agromyces
(0.41%, p < 0.0001), Pedomicrobium (0.31%, p <
< 0.0001) и Steroidobacter (0.31%, p < 0.02). Семей�
ства Conexibacteriaceae совместно с семействами
Solirubrobacteriaceae и Patulibacteraceae составля�
ют порядок Solirubrobacterales. Представителей
порядка Solirubrobacterales обнаруживали в поч�
вах пастбищ; данные бактерии могут выступать в
роли возможных индикаторов нарушенных ме�
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стообитаний. Одновременно в почве залежи от�
мечено достоверное увеличение доли бактерий
р. Agromyces. Род Agromyces к настоящему моменту
представлен 24 видами, основным местообитани�
ем которых является почва: в качестве источников
могут быть плодородные почвы лугов, а также ри�
зосфера и такни растений [34]. Бактерии р. Agromy�
ces могут принимать участие в круговороте углеро�
да, а также прямо или косвенно вносить вклад в
обеспечение роста растений [11].

Показано, что образцы залежи и почвы при
выращивании бессменной озимой пшеницы ха�
рактеризовались достоверно большим количе�
ством филотипов Proteobacteria (p < 0.05), что мо�
жет быть связано с тем, что большая часть бакте�
рий, входящих в ее состав, являются типичными
обитателями ризосферы.

Анализ микробиомов различных агрегатных
фракций. Отмечен ряд отличий в структуре мик�
робиомов различных агрегатных фракций. Коли�
чество актинобактерий увеличивалось в мелких
агрегатах (49.6%) по сравнению со средними
(42.5%, p = 0.03) и крупными (37.5%, p < 10–3) аг�
регатными фракциями (рис. 7). Также отмечалась
тенденция к уменьшению содержания актино�
бактерий при переходе от средних агрегатов к
крупным (p = 0.07). Достоверно максимальное
содержание протеобактерий, напротив, отмеча�
лось в крупных агрегатах (>7 мм) (31.6% по срав�
нению с 26.1% (средние агрегаты) (p < 0.05) и
20.3% (мелкие структурные отдельности) (p <
< 0.001). Данное утверждение, однако, справед�
ливо лишь для γ� и δ�протеобактерий, в то время
как содержание α�протеобактерий положительно
коррелировало в большей степени с мелким раз�
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Рис. 6. Таксоны, доля которых отличается, согласно критерию Манна–Уитни, между микробиомами чернозема в рас�
сматриваемых системах землепользования. Здесь и далее: o (order) – порядок, f (family) – семейство, g (genus) – род.
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мером агрегатных фракций. Положительная кор�
реляция доли бактерий филы Proteobacteria с раз�
мером почвенных структурных отдельностей – это
известный в литературе факт [30]. Приурочен�
ность актинобактерий к мелким агрегатным
фракциям связана, скорее всего, с преимуще�
ственным олиготрофным характером большей
части представителей данной филы, а также с ми�
целиальным типом строения многих актинобак�
терий.

В мелких агрегатных фракциях, по сравнению с
крупными, увеличивалась доля актинобактерий
семейств Frankiaceae, Geodermatophilaceae, Nocar�
dioidaceae, Micrococcaceae, Sporichthyaceae, Soliru�
brobacteraceae, Chitinophagaceae, а также рр. Strepto�

myces и Orhyzihumus. При этом доля актинобакте�
рий семейств Nocardioidaceae и Solirubrobacteraceae
статистически значимо уменьшалась в ряду мел�
кие > средние > крупные агрегаты (p = 0.012 и p <
< 0.006 соответственно). Одновременно доли про�
теобактерий семейств Enterobacteraceae (не иден�
тифицированных до уровня рода) и Pseudomona�
daceae (р. Pseudomonas) статистически значимо
увеличивалась от мелких структурных отдельно�
стей (3.0 и 1.8%) к средним (7.3 и 4.0%) и достигали
максимума в крупных агрегатах (10.0 и 7.3%, p =
= 0.027 и p < 0.038 соответственно).

А н а л и з  б и о р а з н о о б р а з и я  п р о к а �
р и о т н о г о  с о о б щ е с т в а  и с с л е д у е м ы х
о б р а з ц о в. Холистический подход к анализу

o_Sphingomonadales; f_Sphingomonadaceae; g_Kaistobacter

o_Solibacterales; f_Solirubrobacterales; g_Solibrobacter

o_Solirubrobacterales; f_Solirubrobacteraceae; g_

o_Rhizobiales; f_Bradyrhizobiaceae; g_Balneimonas

o_Rhizobiales; f_Bradyrhizobiaceae; g_

o_Pseudomonadales; f_Pseudomonadaceae; g_Pseudomonas

o_Nitrospirales; f_0319�6A21; g_

o_Gemmatimonadales; f_Ellin5301; g_

o_Enterobacteriales; f_Enterobacteriaceae; g_Yershina

o_Enterobacteriales; f_Enterobacteriaceae; g_Serratia

o_Enterobacteriales; f_Enterobacteriaceae; g_

o_Bukholderiales; f_Oxalobacteraceae; g_Raistonia

o_Bukholderiales;; f_Oxalobacteraceae; g_

o_Actinomycetales; f_Steptomycetaceae; g_Stepromyces

o_Actinomycetales; f_Sporichthyaceae; g_

o_Actinomycetales; f_Pseudonocardiaceae; g_Pseudonocardia

o_Actinomycetales; f_Nocardiodaceae; g_Nocardiodides

o_Actinomycetales; f_Nocardiodaceae; g_Aeromicrobium

o_Actinomycetales; f_Nocardiodaceae; g_

o_Actinomycetales; f_Micrococcaceae; g_

o_Actinomycetales; f_Intrasporangiaceae; g_Terracocus

o_Actinomycetales; f_Intrasporangiaceae; g_Oryzlhumus

o_Actinomycetales; f_Geodermatophillaceae; g_Geodermatophillus

o_Actinomycetales; f_Geodermatophillaceae; g_

o_Actinomycetales; f_Frankiaceae; g_

o_Actinomycetales; f_; g_

o_[Saprospirales]; f_Chitinophagaceae; g_

0 20 40 60 80 100 %

A1 A2 A3

Рис. 7. Таксоны, доля которых отличается, согласно критерию Манна–Уитни, между микробиомами исследуемых аг�
регатных фракций чернозема. Представлены относительные количества конкретных таксонов при условии, что сум�
марное количество данного таксона во всех исследуемых агрегатных фракциях составляет 100%. 
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биоразнообразия включает в себя оценку инте�
гральных характеристик сообщества (например,
показателей “richness” – видового богатства и
“evenness” – выровненности разнообразия) (аль�
фа�разнообразия) и сравнительный анализ мик�
робиомов (с использованием разнообразных ме�
тодов многомерной статистики, в частности, кла�
стерного анализа) (бета�разнообразие). При этом
показатели богатства видами отдельных сооб�
ществ входят в понятие альфа�разнообразия, в то
время как изменчивость показателей альфа�раз�
нообразия в пространстве, в частности, при пере�
ходе одного сообщества к другому, характеризует�
ся в рамках анализа бета�разнообразия.

А н а л и з  а л ь ф а � р а з н о о б р а з и я. Наи�
большим биологическим разнообразием отлича�
лись варианты мелких и средних агрегатов залежи
по сравнению с вариантами бессменного пара и
бессменной озимой пшеницы (табл. 2). Во всех
системах землепользования отмечалось также
уменьшение биоразнообразия при переходе от
мелких агрегатов (<0.25 мм) к крупным структур�
ным отдельностям (>7 мм).

В отношении таких показателей, как “rich�
ness” и “evenness” (количество наблюдаемых ви�
дов, индекс Шеннона и Shannon_evenness), cуще�
ственную роль играет система землепользования
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Рис. 7. (Продолжение.) 
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(процент вариации в значениях вышеупомянутых
индексов, объясненной действием фактора си�
стемы землепользования, составляет 84, 82 и 81%
соответственно), в то время как значения показа�
телей “richness”, учитываемого в индексе Chao1, а
также филогенетическое разнообразие микро�
биомов (PD) в большей степени объясняется дей�
ствием фактора размера агрегатных фракций
(фактор размера объясняет 50.1% вариации в зна�
чении индекса Chao1 и 41% – индекса PD. Досто�
верные максимумы значения показателя “выров�
ненности” микробного сообщества (индекс Shan�
non�evenness) зафиксированы в мелких и средних
агрегатах залежной почвы (по сравнению со все�
ми агрегатными фракциями вариантов бессмен�
ного пара и озимой пшеницы), что свидетель�

ствует о большей стабильности (более высокой
“буферности”) и адаптивном потенциале мик�
робного сообщества данных вариантов по сравне�
нию с остальными.

В целом образцы залежной почвы демонстри�
ровали наиболее высокие уровни биоразнообра�
зия: в почве залежи достоверно увеличивалось зна�
чение индексов Шеннона и Shannon�evenness (p >
> 0.05), кроме того, в данном варианте зафиксиро�
ван статистически достоверный максимум индек�
са филогенетического разнообразия (PD) по срав�
нению с вариантами бессменного пара и выращи�
ванием озимой пшеницы. Также отмечалась
тенденция к уменьшению показателя “выровнен�
ности” (согласно значениям Shannon_evenness)
при переходе от бессменного парования к вариан�
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Рис. 7. (Окончание.) 
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ту с бессменным выращиванием озимой пшеницы
(p = 0.08). Достоверный минимум значения индек�
са Chao1 зафиксирован в случае крупного размера
агрегатных фракций, отличия между размерными
группами 2–5 и <0.25 мм были статистически не�
значимы.

По�видимому, причинами относительно низ�
кого уровня биоразнообразия прокариот в круп�
ных агрегатах по сравнению с более мелкими раз�
мерными фракциями может быть выедание мик�
роорганизмов почвенными беспозвоночными
наряду с уменьшением количества доступных
элементов минерального питания [30]. С другой
стороны, возможной причиной снижения бакте�
риального разнообразия в крупных структурных
отдельностях может быть наличие большего ко�
личества связных пор, так как известно, что био�
разнообразие увеличивается в случае уменьше�
ния связанного порового пространства вслед�
ствие увеличения количества микрониш с
различными экологическими условиями. Воз�
можно также, наличие связанных крупных пор
является причиной более низких уровней видо�
вой насыщенности почв бессменного пара и ва�
рианта с выращиванием озимой пшеницы, так
как известно, что вовлечение почвы в сельскохо�
зяйственный оборот ведет к уменьшению тек�
стурной пористости и увеличению межагрегат�
ной пористости, то есть увеличению связанного
порового пространства.

А н а л и з  б е т а � р а з н о о б р а з и я. Анализ,
проведенный методом “невзвешенного” Unifrac,
демонстрирует кластеризацию микробного сооб�
щества согласно типу землепользования, в то вре�
мя как размер структурных не оказывает столь су�
щественного влияния на видовое разнообразие
микробиомов исследуемых почв. При анализе
микробиомов методом “взвешенного” Unifrac на�
блюдается четкая кластеризация агрегатов зале�

жи, при этом агрегаты вариантов бессменного па�
ра и почвы с бессменным выращиванием озимой
пшеницы оказываются перемешанными между
собой. Также в данном варианте отмечается кла�
стеризация микробных сообществ мелких струк�
турных отдельностей почвы во всех исследуемых
вариантах землепользования, что может свиде�
тельствовать о сходном видовом составе микро�
биомов данных вариантов. В обоих методах отме�
чалось “выпадение” некоторых повторностей, от�
носящихся к крупным агрегатам (>7 мм) почвы
под бессменной озимой пшеницей и залежной
почвы, что может быть следствием большей гете�
рогенности, обусловленной наличием большого
количества связанных воздушных пор в крупных
структурных отдельностях по сравнению с более
мелкими размерными группами (рис. 8).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Почвенная микробиота – чувствительный ин�
дикатор последствий разного рода антропогенных
воздействий на почву. Вовлечение почвы в сель�
скохозяйственный оборот и научно необоснован�
ная антропогенная нагрузка приводят к измене�
нию ряда физико�химических параметров почвы
(водного, воздушного режима и химического со�
става, рН и др.). В результате трансформируются
условия существования почвенного микробного
комплекса, что, в свою очередь, сопровождается
перестройкой его структуры: изменением видово�
го состава, сменой доминант, происходит смеще�
ние аэробно�анаэробного равновесия и изменение
направленности и интенсивности микробиологи�
ческих процессов.

В проведенном исследовании показано, что
система землепользования является существен�
ным фактором, определяющим таксономиче�
скую структуру микробного сообщества. Уста�
новлено, что длительное воздействие, сопровож�

Таблица 2. Показатели биоразнообразия для 2200 случайных последовательностей (сиквенсов) исследуемых
почвенных образцов

Образец, 
фракция, мм

Количество 
(среднее) 
сиквенсов

Филогенетическое 
разнообразие

Чао1 
(Chao1)

Количество 
видов (ОТЕ)

Индекс 
Шеннона

Индекс 
выровненности 

Шеннона 

Залежь 
<0.25 2227 58.91 1482.77 785.4 8.72 3.12
2–5 2206 58.23 1350.30 763.1 8.58 3.10
>7 2325 54.10 1114.53 680.2 8.29 3.05

Бессменный пар с 1964 г.
<0.25 2467 52.67 1327.93 664.4 8.17 3.03
2–5 3136 52.68 1363.34 634.8 8.03 3.00
>7 3394 51.77 1131.48 614.2 7.95 2.99

Бессменная озимая пшеница с 1964 г.
<0.25 4118 55.14 1334.52 676.2 8.12 3.02
2–5 4689 53.43 1150.69 628.8 7.81 2.96
>7 3664 48.41 945.06 563.9 7.40 2.89
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даемое бессменным парованием почвы или же
бессменным выращиванием сельскохозяйствен�
ных культур, ведет к существенному снижению
биоразнообразия и значительной перестройке
структуры микробоценоза; последствия данного
воздействия зависят от его типа. Показано, что
бессменное парование положительно коррелиро�
вало с увеличением доли в сообществе бактери�
альных фил: Acidobacteria, Firmicutes и Gemmati�
monadetes, в то время как в почвах залежи и вари�
анте с бессменным выращиванием озимой
пшеницы наблюдалоcь увеличение доли ризо�
сферных бактерий филы Proteobacteria.

При изучении микробиомов агрегатов различ�
ного размера в разных условиях землепользова�
ния были отмечены следующие закономерности:

1. Наибольшим разнообразием, согласно ин�
дексам Шеннона и выровненности Шеннона, а
также филогенетическим разнообразием, отлича�
лись агрегаты залежи, главным образом, мелкого
и среднего размера.

2. Наибольшее количество прокариотов было
отмечено в мелких и средних агрегатах залежи,
при этом биомасса бактерий и архей уменьшалась
в ряду залежь > бессменный пар > бессменная
озимая пшеница. Грибная биомасса была приуро�
чена, с одной стороны, к мелким размерным
фракциям (максимум был обнаружен во фракции
<0.25 мм бессменного пара), с другой – наблюда�
лось увеличение количества грибов в варианте
бессменной пшеницы.

3. В образцах всех систем землепользования
отмечалось снижение биоразнообразия прокари�
отного сообщества при переходе от мелких раз�
мерных фракций к агрегатам крупного размера,
что может быть обусловлено, с одной стороны,
конкуренцией с эукариотными организмами, а с
другой – наличием крупных пор и связанного по�
рового пространства. 

Авторы выражают благодарность Л.Г. Марки�
ной, выполнившей анализы содержания общего
углерода и азота в структурных отдельностях ис�
следуемых почвенных образцов.
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