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Полевые и лабораторные исследования проводили в 2023 г. с целью оценки изменений состава микробных сообществ 
дерново- подзолистой тяжелосуглинистой почвы при выращивании различных культур в звене севооборота со следу-
ющим чередованием культур: горчица – озимая пшеница – ячмень. Такая последовательная ротация культур выбрана 
для базовой оценки динамических преобразований структуры микробиологических сообществ почвы, обусловленных 
возделыванием различных сельскохозяйственных культур. Микробное сообщество в почвенных образцах, отобранных 
через 1, 2 и 3 года после запашки сидеральной массы, анализировали посредством ампликонного секвенирования гена 16S 
рРНК бактерий и архей. При попарном сравнении микробных сообществ почвы из-под различных культур наибольшее 
в опыте число достоверно изменяющихся таксономически значимых групп микроорганизмов (55) обнаружено в почве 
из-под озимой пшеницы и горчицы. При анализе почвы из-под ячменя и горчицы количество специфичных таксонов 
уменьшалось вдвое (до 24). Почвы, занятые пшеницей и ячменем, были практически идентичны по составу доминирую-
щих таксонов бактерий. Наиболее выраженные изменения отмечали среди представителей археи типа Crenarchaeota, 
относящихся к классу Nitrososphaeria. Отдельные таксоны этого класса продемонстрировали высокую специфичность 
в отношении агроэкологических условий возделывания зерновых культур и горчицы. Сидерация оказывает минорное 
влияние на состав микробного сообщества, по-видимому, в первую очередь на уровне изменения численности отдельных 
бактериальных таксонов. 
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Field and laboratory studies were conducted in 2023 to assess changes in the composition of microbial communities of sod-podzolic 
heavy loamy soil when growing various crops in the crop rotation: mustard- winter wheat- barley. This sequential rotation of crops was 
chosen for the basic assessment of dynamic changes in the structure of soil microbiological communities caused by the cultivation of 
various agricultural crops. The microbial community in soil samples taken 1, 2, and 3 years after green manure plowing was analyzed 
by amplicon sequencing of the 16S rRNA gene of bacteria and archaea. The largest number of taxonomically significant groups of 
microorganisms (55) was found when comparing the soil used for growing winter wheat and after planting mustard. The number 
of specific taxa is halved (up to 24) when analyzing barley and mustard soils. The soils occupied under wheat and barley are almost 
identical in the composition of the dominant bacterial taxa. The most pronounced changes were observed among representatives of 
the Crenarchaeota archaea belonging to the Nitrososphaeria class. Individual taxa of this class have demonstrated high specificity 
in relation to the agroecological conditions of grain and mustard cultivation. It is shown that sideration has a minor effect on the 
composition of the microbial community, apparently primarily at the level of changes in the number of individual bacterial taxa. 
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Последние два десятилетия метагеномику активно 
используют для изучения структуры, разнообразия 
и функционирования почвенных микробных сообществ 
и их связей с внешними факторами. Школа генетическо-
го почвоведения, которая ведет свои корни от трудов 
В. В. Докучаева, рассматривает почвенный профиль как 
систему генетических горизонтов – слоев почвы с раз-
ным происхождением, физико- химическими свой ствами 
и протекающими в них процессами [1].

Комплексные исследования динамики микробных 
сообществ и почвенных свой ств выступают перспек-
тивным направлением развития микробиологии в части 
оценки экологического состояния почвы. Микробные 
сообщества почвы, как сложная и изменчивая экосисте-
ма, служат биоиндикаторами ее состояния. Их состав 
и функциональная активность тесно связаны с агрохими-
ческими характеристиками почвы, включая содержание 
органического вещества, реакцию почвенной среды 
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(рН), концентрацию доступных элементов питания (азо-
та, фосфора, калия), а также наличие тяжелых металлов 
и остатков пестицидов. Использование современных 
молекулярных и информационных методов открывает 
широкие возможности для анализа временных изме-
нений почвенных микробных сообществ и их влияния 
на почвенные свой ства.

Несмотря на активное изучение пространствен-
ной изменчивости микробных сообществ, динамика 
системы «почва–микробиом» во времени остается 
недостаточно исследованной. Использование удобре-
ний не только влияет на производительность культур, 
но и существенно изменяет таксономическую структуру 
микробиоценоза, на которую оказывают значительное 
влияние севооборот и внесение удобрений. Вид возде-
лываемой культуры определяет динамику микробиоты 
на уровне более крупных таксонов, например, доменов, 
а удобрения оказывают воздействие на более низком 
таксономическом уровне (филы, порядки, роды) [2]. 
Применение минеральных удобрений, например, может 
привести к увеличению численности определенных 
групп микроорганизмов, специализирующихся на раз-
ложении органических веществ, богатых азотом, а также 
к подавлению роста видов, зависящих от органического 
вещества почвы. В свою очередь, органическое земле-
делие, характеризующееся внесением органических 
удобрений и минимальной обработкой почвы, способ-
ствует развитию более разнообразных и устойчивых 
микробных сообществ, повышая содержание гумуса 
и улучшая структуру почвы [2, 3].

Севооборот эффективно снижает популяции фито-
патогенов в почве, оказывая комплексное воздействие 
на структуру микробных сообществ. При известкова-
нии почвы уменьшается количество микроорганизмов, 
которые предпочитают кислые условия обитания 
(Acidobacteria), а при внесении удобрений увеличива-
ется численность других семейств микроорганизмов 
(ChitinophagaceaeиBacillaceae) [3, 4].

Однако использование мочевины и аммиачных удо-
брений может временно повысить pH, осмотический 
потенциал и концентрацию аммиака до уровней, по-
давляющих микробные сообщества. Длительное много-
кратное применение минерального азота может изменить 
состав микробного сообщества, даже если pH меняется 
незначительно. Однако реакция определенных группы 
микробов на повторное внесение минеральных удобрений 
широко варьирует и, по-видимому, зависит от факторов 
окружающей среды и управления культурами.

Так, было отмечено, что в почве, где удобрения 
не применяли, доля бактерий филума Acidobacteriia
семейства Solibacteraceae, а также неатрибутируемого 
семейства этого же филума приближается к уровню, 
характерному для залежи (1,04…1,35 %). Особенно за-
метно, почти в 4 раза, снижается количество бактерий 
Candidatus solibacter при внесении минеральных удо-
брений без известкования, а также в почве чистого пара. 
Бактерии этой группы могут служить индикаторами 
негативных изменений, происходящих в агродерново- 
подзолистых почвах [5, 6].

Результаты метаанализа, основанного на 107 на-
борах данных 64 долгосрочных исследований со всего 
мира, свидетельствуют, что применение минеральных 
удобрений привело к увеличению микробной биомассы 
на 15,1 %, по сравнению с уровнями без их использо-
вания. Минеральные удобрения также увеличили со-
держание органического углерода (Сорг) в почве [6, 7].

Цель исследования – изучить изменение таксоно-
мического состава прокариотного сообщества дерново- 

подзолистой почвы после сидерации методом высоко-
производительного секвенирования гена 16S рРНК.

методика. Работу проводили в стационарном опыте 
ФГБНУ «Всероссийский научно- исследовательский 
институт агрохимии им. Д. Н. Прянишникова», распо-
ложенном в п. Шебанцево Домодедовского городского 
округа Московской области. Изначальные свой ства по-
чвы (1961 г.) характеризовались следующими параметра-
ми: уровень кислотности (pHKCl) находился в пределах 
от 4,3 до 4,5, гидролитическая кислотность по Каппену 
(Hг) составляла 4,6 мг-экв/100 г, сумма поглощенных 
оснований – 8,3 мг-экв/100 г, водопроницаемость (V) – 
64,3 %, содержание гумуса по Тюрину – 1,58 %, подвиж-
ного фосфора (P2O5) по Кирсанову – 21 мг/кг , обменного 
калия (K2O) по Масловой – 113 мг/кг. В эксперимен-
тальный период (2023 г.) усредненные величины pH 
находились в диапазоне 5,3…5,5 ед., гидролитической 
кислотности – 2,28…3,03 мг-экв/100 г , суммы поглощен-
ных оснований – 11,2…12,2 мг-экв/100 г, водопроницае-
мости – 84,2 %, содержания гумуса – 1,9…2,1 %, P2O5–
221…229 мг/кг, K2O – 207…218 мг/кг, Nобщ – 0,116 %. При 
использовании гербицидов содержание Nобщ снизилось 
до 0,0099 %, без их применения величина этого показа-
теля изменялась в интервале 0,101…0,108 % [8].

Объектами исследования служили образцы почвы, 
отобранные на трех последовательных полях севообо-
рота: горчица, озимая пшеница, ячмень. Пробы почвы, 
объединяющие три точечные выборки массой более 
200 г, отбирали из верхнего гумусового слоя с глубины 
5…15 см на участках, где заделку сидератов проводили 
один, два и три года назад, летом 2023 г. В качестве 
контрольных вариантов использовали образцы с анало-
гичных по типу и агрохимическим показателям почвы 
участков, расположенных в непосредственной близости 
от опытного поля, на которых сидераты не выращивали. 
Всего был проанализирован 81 почвенный образец.

Микробное сообщество отобранных проб оце-
нивали посредством ампликонного секвенирования 
V3…V4 вариабельного участка последовательности, 
кодирующей 16S рРНК, с использованием прай-
меров 515f (GTGCCAGCMGCCGCGGTAA) и 806r 
(GGACTACVSGGGTATCTAAT). Секвенирование прово-
дили на Illumina MiSEQ согласно рекомендациям произ-
водителя. Обработку данных выполняли в программной 
среде R (v4.3.0) с использованием пакета dada2 (v1.14.1) 
[9], в качестве референсной базы данных при таксоно-
мической аннотации последовательностей применяли 
SILVA 132. Основные анализы (альфа- и бета-разнообра-
зие, дисперсионный анализ, барграфы, теплокарты вы-
полняли с использованием пакетов phyloseq (v1.30.0) [10] 
и tidyverse (2.0.0) [11]. Пермутационный дисперсионный 
анализ с перестановками (PERMANOVA) осуществля-
ли с использованием пакета vegan (2.5–6) [12]. Поиск 
дифференциально представленных таксонов проводили 
с использованием DESeq2 (v1.26.0) [13] с указаниями 
пограничных значений (маркирующих ASV как «досто-
верно изменяющую численность в рамках сравнения») 
baseMean > = 10, log2FoldChange > = 2 и p-adj <0.05.

Изменения микробных сообществ описывали посред-
ством метрик альфа- разнообразия сообществ (индексы 
общего видового богатства, разнообразия Шеннона 
и доминирования Симпсона), бета-разнообразия (взве-
шенный и невзвешенный Юнифрак и дистанции Брея).

результаты и обсуждение. По результатам анализа 
видового богатства альфа- разнообразие исследуемых 
сообществ различалась незначительно. По данным двух-
факторного дисперсионного анализа (ANOVA) приме-
нение сидератов, в сравнении с контрольными почвами, 
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не приводит к изменению альфа- разнообразия. Тип сель-
скохозяйственной культуры, примененной в сидерации, 
не оказывает влияния на значения видового богатства 
или индекса Шеннона, однако по выровненности (индекс 
Симпсона) различия достоверны (рис. 1, табл. 1).

Различные метрики бета-разнообразия (дистанции 
Брея, взвешенный и невзвешенный Юнифрак) де-
монстрировали в целом схожие результаты, поэтому 
в работе рассмотрены данные наиболее показательной 
из них – взвешенный Юнифрак. Результаты ординации 
полученных дистанций (рис. 2), а также данные пер-
мутационного дисперсионного анализа (табл. 2) сви-
детельствуют о том, что достоверным фактором в рас-
пределении дистанций бета-разнообразия выступает 
только тип выращиваемой культуры. Заделка сидератов 
в почву не оказывает какого-либо достоверного эффекта, 
в сравнении с контролем.

Поиск дифференциально представленных таксо-
нов, несмотря на достаточно расслабленные установки 
(поиск изменений в 2 раза и более, при численности 
порядка 10 ридов на образец), не выявил таксонов, 
ассоциированных с внесением в почву сидератов. При 
попарном сравнении микробных сообществ почвы из-
под разных культур тот же анализ показал различия 
в малочисленных (менее 2...5 % от общего числа про-
чтений) таксонах: численность достоверно изменяю-
щихся таксонов в среднем не превышала нескольких 
сотен прочтений, изменения численности составляли 
от 2 до 5 раз. Наибольшее число таких таксонов (55) 
отмечено при сопоставлении микробиомов почв из-
под горчицы и пшеницы, при сравнении почв из-под 
ячменя и горчицы их было меньше (24). При этом 
в почвах из-под ячменя и озимой пшеницы достоверно 
различающихся таксонов не выявлено. Самые значи-
тельные изменения были связаны с представителями 

класса Nitrososphaeria (Crenarchaeota), причем среди 
них отмечали таксоны, преимущественно ассоцииро-
ванные как с почвой под злаками, так и с почвой под 
горчицей (рис. 3).

Таким образом, показано наличие только кратко-
срочного эффекта от заделки сидератов. Динамичные 
микробные сообщества почв ориентированы в боль-
шей степени на растительные экссудаты и депониро-
ванные в почве питательные вещества и, по-видимому, 
восстанавливают свой таксономический состав до-
статочно быстро. Через год после заделки в почву 
сидерата микробные сообщества возвращаются к ис-
ходному составу.

Вторым аспектом можно назвать высокую гете-
рогенность почвенных сообществ. Анализ альфа- 
и бета-разнообразия показывает достаточно широкий 
разброс между значениями в пределах одной группы, 
что затрудняет идентификацию значимых таксонов, 
«маскируя» изменения, обусловленные изучаемыми 
факторами.

эти наблюдения подчеркивают сложность и много-
гранность взаимодействий внутри почвенных экоси-
стем. Высокий уровень гетерогенности микробных 
сообществ указывает на то, что даже незначительные 
изменения в условиях окружающей среды могут су-
щественно влиять на состав и структуру микробиоты. 
С другой стороны, быстрая адаптация микробных 
сообществ к изменениям условий свидетельствует 
о высокой пластичности и устойчивости почвенных 
экосистем. Они способны эффективно реагировать 
на внешние воздействия, восстанавливая баланс и про-
должая выполнять свои ключевые функции. это свой-

Рис. 1. Альфа-разнообразие различных 
почв с использованием сидератов.

табл. 1. результаты двухфакторного дисперсионного 
анализа (anova) для индексов альфа-разнообразия 

Фактор Степени 
свободы

Сумма 
квадратов 

отклонений

Среднее 
квадратичное 
отклонений

F- 
значение

p- 
значение

Количество видов
Культура 2 227 103 113 552 0,571 0,569
Сидерация 3 601 916 200 639 1,009 0,399
Остаток 41 8 152 496 198 841

индекс симпсона
Культура 2 4,18E-05 2,09E-05 14,611 1,62E-05
Сидерация 3 6,13E-06 2,04E-06 1,428 0,249
Остаток 41 5,87E-05 1,43E-06

Рис. 2. Анализ главных координат для дистанций 
бета-разнообразия (взвешенный Юнифрак) микробных 

сообществ с использованием различных типов 
сидератов (в скобках приведены значения объясненной 

вариабельности осей анализа главных координат).

табл. 2. результаты двухфакторного пермутационного 
дисперсионного анализа для дистанций 

бета-разнообразия (взвешенный юнифрак)

Фактор Степени 
свободы

Сумма 
квадратов

отклонений

R2-
значение F-значение p-значение

Культура 2 4,09E-03 2,75E-01 8,4047 0,001
Сидерация 3 8,06E-04 5,42E-02 1,1039 0,255
Остаток 41 9,98E-03 6,71E-01
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ство особенно важно в контексте глобальных измене-
ний климата и антропогенного давления на природные 
ресурсы. Для эффективного управления почвенными 

ресурсами и повышения их продуктивности необходи-
мо учитывать комплексный характер взаимодействия 
между различными компонентами экосистемы.

Рис. 3. Таксоны, достоверно изменяющие численность в сравнении почв от разных сельскохозяйственных культур.
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выводы. Микробные сообщества почвы после 
сидерации практически не отличаются от контрольной 
почвы того же года. это может быть следствием минор-
ного влияния сидерации, незаметного на фоне общей 
сравнительно высокой внутригрупповой вариабельности 
сообщества.

В почвах под изученными культурами после сидера-
ции отмечена разная представленность ряда таксонов. 
этот эффект особенно выражен для почвы под горчицей. 
Однако из-за того, что он может быть связан с особен-
ностями лет исследования, необходимо уточнение такой 
зависимости.
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