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Введение. Почва является самым обширным депозитарием микробных сообществ как 

прокариотного, так и грибного комплекса на Земле. Разные типы и фациальные подтипы, 
известные на данный момент в иерархии почв [11, 14], в той или иной степени влияют на 
различия в частотно-таксономической структуре микроорганизмов и показателях альфа- и 
бета-биоразнообразия. Частотно-таксономический бонитет обуславливается совокупностью 
всех свойств конкретной почвы: физическими, водно-физическими, физико-химическими, 
генезисом, гранулометрическим и агрегатным составом, а также предшествующими 
микробиологическими биохимическими процессами. Кроме того, при изучении микробных 
сообществ ризосферного участка почвы немаловажным фактором может также является 
обилие растительных формаций и состав их корневых выделений (экзометаболитов), 
главным образом низкомолекулярных органических кислот [7, 9, 10, 20, 22, 23, 26].  

Известно, что одной из главных причин недобора урожаев сельскохозяйственных 
культур во всем мире является засуха. Она же может негативно влиять и на структуру 
микробных сообществ. При этом, почвенная микрофлора, как наиболее чувствительная к 
любым изменениям биогеоценоза система, в данном аспекте выступает индикатором 
состояния плодородия и «здоровья почв» [1, 12, 15, 17, 18]. Именно сбалансированное 
частотное и таксономическое разнообразие микроорганизмов определяет самоочищающую 
(санационную) и супрессивную активность почвенного фитопедоценоза [1, 17]. 

Культивация микроорганизмов на селективных средах позволяет исследовать порядка 
1% от общего числа микроорганизмов в почве. Остальные 99% популяций не 
культивируются на известных селективных средах [24, 25]. Поэтому, благодаря появлению и 
активному развитию за последние 20 лет в области молекулярной экологии новейших 
молекулярно-генетических методов, в частности технологии высокопроизводительного 
пиросеквенирования [27, 29, 30], микробиология получила возможность анализа 
структурных изменений в почвенных микробных сообществах в полном их геномном 
биоразноообразии - микробиоме, отражающем весь пул микроорганизмов.   

К настоящему моменту времени, большая доля расходов в научных исследованиях, 
связанна не с собственно процессом секвенирования, а с анализом полученных данных.  

Порядка 60% почвенного микробиома ассоциировано с органо-минеральным 
гумусовым горизонтом почвы, сорбирующего в себе большую часть клеток микробов на 
поверхности твердой фазы агрегатов [8, 31]. Связь структурных перестроек микробных 
сообществ с внешними условиями и применением агротехнологий ещё мало исследована и 
может привести к полному переосмыслению всей современной научной парадигмы в 
почвенной микробиологии [13, 16]. 

Для наиболее полного раскрытия экологических и сервисных функций микробиома 
почв некоторые исследователи предлагают сочетать методы метагеномики (для оценки 
филогенетического разнообразия микроорганизмов), с анализом биомаркеров (для 
определения функционального разнообразия) и измерений ферментативной активности (для 
оценки актуальной функциональности почв) [21]. 

Поскольку почва является лабильной средой, способной непрерывно и кардинально 
меняться в течении краткосрочных (сезонных, годовых) и более длительных (десятки и 



сотни лет) периодов времени, перспективой данного направления, при условии масштабного 
и долгосрочного «хроно-скрининга» основных типов почв с учетом изменений 
экологических факторов внешней среды, может быть создание крупнейшей в мире 
интерактивной (визуальной) геоинформационной базы данных, для разработки эффективных 
алгоритмов и многофакторных моделей прогнозирования и поддержания существующего 
уровня плодородия в адаптивно-ландшафтных системах земледелия той или иной местности 
региона [19]. Разумеется, столь масштабная работа не может быть проведена без тесного 
сотрудничества специалистов из разных областей наук [6, 28].  

Методика. Нами был проведен модельный вегетационный эксперимент в горшках с 
залежной дерново-подзолистой почвой. Растительными объектами для исследования 
послужили дикая линия гороха посевного (Pisum sativum L.) – SGE, и созданный на ее основе 
толерантный к кадмию мутант – SGECdt [33]. В опыте были использованы два режима 
полива: 40 % (засуха) и 80 % (норма) влажности. Частота полива (ирригации) составила один 
раз в двое суток.  

Согласно разработанной методике [2], в конце опыта из ризосферной почвы растений 
была выделена бактериальная ДНК, проведена её очистка от ГК и ФК, ПЦР-анализ и 
дальнейший сиквенс. 

Компьютерную обработку полученных в результате секвенирования нуклеотидных 
последовательностей, осуществляли согласно методическим рекомендациям в приложении 
Ribosome Database Project (RDP). Далее проводили классификацию последовательностей на 
OTU (Operational Taxonomic Unit) с использованием критерия 97 % сходства. 
Таксономический анализ нуклеотидных последовательностей ампликонных библиотек 
осуществляли с помощью программы QIIME.  

Статистическая обработка экспериментальных данных осуществлялась с помощью 
программы анализа данных R 3.1.1. Использовались модули дисперсионного анализа 
ANOVA с учетом межгрупповых различий при помощи критерия Tukey post hoc test. Для 
каждого варианта при расчётах использовалась четырехкратная повторность. 

Результаты. Исследования показали, что в условиях искусственно созданной засухи в 
результате адаптационных процессов в структуре микробного сообщества среди остального 
таксономического разнообразия начинают преобладать бактерии определенных видов. Так, 
например, филы Actinobacteria, Acidobacteria и Gemmatimonadetes имели большую долю при 
нормальном водном режиме полива - 27, 7 и 5%. В микробиоме почв при засухе они 
составили соответственно - 8, 2 и 1%. Фила Proteobacteria, обладает меньшей 
представленностью в нормальных условиях (44%), а наибольшую долю (80%) при влиянии 
засухи (рис. 1).  

Эти явления, по нашему мнению, связанны с разной динамикой питательных веществ в 
почве. В засушливом варианте опыта более интенсивно развивались микроорганизмы, 
использующие минеральный азот, а в увлажненном – остальные группы микрофлоры. Таким 
образом, выявляется определенная зависимость между содержанием доступных элементов 
питания растений и деятельностью микроорганизмов. 

Можно также выделить несколько фил, на которые в с сообществе приходилось около 
1% - это Crenarcheota, Verrucomicrobia, Bacteroidetes. Численность микроорганизмов из 
остальных фил в сообществах не достигала 1%. При рассмотрении сообщества на уровне 
рода в филе Proteobacteria доминировали представители Alphaproteobacteria (их содержание 
варьировало в пределах 11-37%), Sphingomonas sp., Pseudomonas sp., а также не 
идентифицируемые до рода представители класса Proteobacteria. В филе Actinobacteria 
большую долю занимали роды микроорганизмов из класса Thermoleophilia, Acidimicrobiia, 
Solibacteres. Большинство представителей филы Firmicutes составляли не 
идентифицированные до рода микроорганизмы из классов Bacilli и Clostridia (рис. 2). 
Большинство представителей данной филы образуют споры, основная функция которых – 
обеспечение выживания бактерий в период высокой нагрузки на окружающую среду [32], 
что в нашем исследовании представляет влияние засухи. 



 
Рисунок 1. Таксономическая структура (на уровне фил) прокариотных сообществ. 

 
Рисунок 2. Таксономическая структура (на уровне классов) прокариотных сообществ. 

 
Обсуждения и выводы. Следует отметить, что данные результаты являются пока 

предварительными и отображают изменения в структуре ризосферного сообщества лишь в 
течении одного летнего сезона и не могут быть интерпретированы как единственно верные и 
достоверные для последующих лет. Поэтому, для получения более верифицированной и 
репрезентабельной выборки необходимо продолжать вести дальнейшие длительные 
исследования, связанные с постановкой экспериментов со стабильным воспроизведением 
стрессора и всех прочих сопутствующих условий из года в год. Идеальным местом для 
проведения подобных исследований, позволяющим оптимизировать и стабилизировать 
множество параметров в комбинаторике факторов внешней среды может послужить 
селекционный фитотрон, являющий приоритетным для РФ направлением развития генетики 
и селекции в сельском хозяйстве [5]. 



Учитывая фактор неоднородности микроклиматических условий тепличного опыта, 
здесь помимо использования статистических методов (регрессии и корреляции), для поиска 
возможных переменных, детерминирующих структуру микробного разнообразия в 
зависимости от флуктуации параметров среды, может быть также применен спектральный 
анализ деривационных шагов и поиска точек бифуркации и аттракторов, возникающих в 
системе благодаря теории вторжения фрактального хаоса [3]. Опосредованные связи между 
экологическими ситуациями в почвах и частотно-таксономическими молекулярно-
генетическими данными почвенных микробных сообществ могут быть установлены, 
используя фрактальные портреты микробных сообществ и фрактальные модели почвенных 
микробных биосистем [4]. 

Работа выполнена при поддержки гранта РНФ 14-26-00094. 
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