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 ❀ Пожары оказывают сильное влияние на почвенный микробиом, при этом механизмы восстановления почвы 

после пожаров в настоящее время недостаточно изучены. В данном исследовании дана характеристика микробных 

сообществ в серогумусовых почвах сосновых лесов г. Тольятти после верхового и низового пожаров. Было прове-

дено филотипирование микробных сообществ по гену 16S рРНК в различных почвенных горизонтах. Как верховой, 

так и низовой пожары привели к изменению разнообразия в таксономическом составе почвенного микробиома. 

Для проб почв, восстанавливающихся после пожаров, была показана тенденция к увеличению доли представите-

лей типов Actinobacteria и Gemmatimonadetes. Также было показано увеличение доли бактерий (Micrococcaceae, 

Blastocatellaceae), связанных с деградацией веществ, образующихся после сгорания. Настоящее исследование 

показало, что верховой пожар оказывает меньшее влияние на микробиом почвы, чем низовой, при этом наиболь-

шие изменения в структуре микробиома были обнаружены в промежуточном горизонте почвы. Было показано 

увеличение различий в структуре почвенного микробиома между горизонтами после воздействия на почву низового 

пожара.
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 ❀ Fires have a strong effect on soil microbiome, and the mechanisms of soil restoration after fires are currently not well 

understood. This study describes the characteristics of microbial communities in the Psamment Entisol soils of pine 

forests in the city of Togliatti after forest crown and surface fires. Geochemistry, soil respiration and microbial community 

structure via 16S rRNA gene sequencing were studied in different soil horizons. Both crown and surface fires resulted in 

the variations of microbial diversity and shifts in taxonomic composition. There is a tendency to an increase in the propor-

tion of representatives from phyla Actinobacteria and Gemmatimonadetes for soil samples recovering after fires. An in-

crease in the proportion of bacteria (Micrococcaceae, Blastocatellaceae) associated with the degradation of substances 

formed after combustion also has been shown. The research has shown that the crown fire has a smaller effect on the soil 

microbiome than the surface fire, the largest changes in the microbiome structure were found in the intermediate horizon. 

At the same time, differences in the structure of the soil microbiome between horizons are intensified after exposure to the 

soil of a surface fire.

 ❀ Keywords: wildfire; soil microbiome; 16S rRNA.



344

❀ экологическая генетика ТОМ  18   № 3   2020 ISSN 1811–0932

МЕТАГЕНОМИКА ЭКОСИСТЕМ

ВВЕДЕНИЕ
Лесные пожары оказывают сильнейшее ком-

плексн ое воздействие на экосистему, как прямое, 

так и косвенное воздействие на почву. После пожа-

ра резко изменяется химический состав почвы — 

уменьшается количество доступного азота и угле-

рода вследствие его прямого выгорания. В почве 

после пирогенеза образуется слой золы, что в свою 

очередь влияет на pH (почва закисляется) и сте-

пень доступности азота [1, 2]. Гибель раститель-

ного покрова не может не оказывать влияние на 

ризосферную микробиоту. По некоторым данным, 

пожар значительно снижает биоразнообразие по-

чвенного микробиома, при этом сдвиг разнообра-

зия наблюдается в первую очередь в верхнем слое 

почвы, напрямую подверженном нагреванию. Кро-

ме того, тепловое воздействие уменьшает биомассу 

микроорганизмов. При этом изменяется компози-

ция микробиома — в почве начинают преобладать 

грибы, которые менее устойчивы к нагреванию, 

чем бактерии (бактериальные эндоспоры способны 

пережить значительный нагрев почвы) [3]; начи-

нают превалировать спорообразующие грамполо-

жительные бактерии [4]. Изменения в почвенном 

микробиоме сохраняются в течение длительного 

периода — годы и даже десятилетия [5].

Почвенный микробиом играет заметную роль 

в восстановлении послепожарной экосистемы. 

Особенно выделяется роль филы Actinobacteria — 

показана роль некоторых ее представителей из ро-

дов Arthrobacter и Streptomyces в восстановлении 

баланса азота в постпирогенных почвах [6]. Кро-

ме участия в цикле азота, многие представители 

Actinobacteria являются активной частью ризо-

сферы и могут стимулировать рост растений.

Настоящая работа посвящена изменениям 

в почвенном микробиоме после лесного пожара 

в окрестностях г. Тольятти (Россия, Самарская 

область). Исследуемые точки пробоотбора ранее 

были уже описаны коллективом авторов как с гео-

химической позиции, так и с позиции исследования 

функциональной активности почвы [7]. Было пока-

зано, что лесные пожары вызывают сильный сдвиг 

физико-химических характеристик в верхнем слое 

почвы, происходят изменения в микроморфологи-

ческой структуре верхних почвенных горизонтов 

и накопления продуктов горения в пирогенных го-

ризонтах. При этом параметры, характеризующие 

состояние микробиоты (базальное дыхание, дли-

на мицелия грибов и актиномицетов), уже спустя 

два года после лесного пожара приближаются 

к показателям, близким к контролю [7]. Целью 

исследования является анализ изменения соста-

ва почвенного микробиома с помощью методов 

филотипирования по гену 16S рРНК при помощи 

технологий NGS Illumina.

В литературе описано несколько исследований, 

посвященных изменениям в почвенном микробио-

ме с помощью филотипирования по 16S рРНК по-

сле лесных пожаров, как в течение нескольких не-

дель после лесного пожара [7, 8], так и при более 

длительных хроносериях [9, 10]. Интерес также 

представляет лабораторный подход к исследова-

нию адаптации микробиома к пирогенному угле-

роду [4]. К сожалению, данные по исследованию 

микробиома почвы после пирогенного воздействия 

неполны и зачастую противоречивы, что может 

быть связано с различиями в типе исследуемой 

почвы и географией исследований. Также следует 

учесть различие в методологии работ.

Целью данной работы было выявить груп-

пы микроорганизмов, ассоциированных с дегра-

дацией веществ, образующихся после горения 

и изменения структуры почвенного микробиома, 

при восстановлении почвы после различных типов 

лесного пожара в различных почвенных горизон-

тах с использованием технологий секвенирования 

Illumina.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Пробы почвы были отобраны спустя два года 

после обширных лесных пожаров 2010 г. в сосно-

вом лесу Самарской области, недалеко от г. То-

льятти (53°29'43.80'' N, 49°20'56.44'' E, 179 м 

над уровнем моря). Эти почвы сформированны на 

песчаных аллювиальных дюнах и относятся к се-

рогумусовым. Были отобраны пробы из трех то-

чек — в лесу, пострадавшем от низового пожа-

ра, от верхового пожара, и в контрольной точке. 

В качестве контроля изучались идентичные серо-

гумусовые почвы под сосняком, расположенные 

в ближайшей не пострадавшей от лесных пожаров 

зоне. В каждой исследуемой точке было заложе-

но три почвенных разреза. Из почвенных разре-

зов глубиной 1–1,2 м были отобраны пробы из 

следующих почвенных горизонтов: AY (5–15 см), 
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АС (15–25 см) и С (25–70 см). Было проведено 

описание почвенных профилей и отобраны образ-

цы для микробиомного и химического анализов 

в трех повторностях.

Физико-химический анализ почвы проводили 

по методике, подробно описанной ранее [7]. Вы-

деление ДНК производили с использованием раз-

работанной методики [11] со стеклянными шари-

ками различного диаметра в качестве абразивного 

материала. Разрушение почвенного образца про-

изводили на гомогенизаторе Precellys 24 (Bertin 

Technologies, Франция). Чистоту выделения и ко-

личество выделенной ДНК проверяли с помощью 

электрофореза в 1 % агарозе в ×0,5 TAE-буфере. 

Средняя концентрация ДНК в пробе составляла 

50 нг/мл. Очищенные препараты ДНК были ис-

пользованы для проведения количественной ПЦР 

и создания ампликонных библиотек (праймеры 

F515 5'-GTGCCAGCMGCCGCGGTAA-3' и R806 

5'-GGACTACVSGGGTATCTAAT-3' [12]), согла-

сно инструкции к протоколу секвенирования, по-

ставляемой фирмой ILLUMINA. Секвенирование 

и первичную обработку данных осуществляли на 

приборе Illumina MiSeq (Illumina, Inc., США) 

в ЦКП «Геномные технологии и клеточная био-

логия» ФГБНУ ВНИИСХМ. Для проведения 

количественной ПЦР были использованы прай-

меры для трех групп микроорганизмов: бакте-

рий — EUB338 (ACTCCTACGGGAGGCAGCAG) 

и EUB518 (ATTACCGCGGCTGCTGG) [13], ар-

хей — ARC915f (AGGAATTGGCGGGGGAGCAC) 

и ARC1059r (GCCATGCACCWCCTCT) [14], 

грибов — ITS1f (TCCGTAGGTGAACCTGCGG) 

и 5.8S (CGCTGCGTTCTTCATCG) [15]. Для приго-

товления реакционной смеси использовали набор 

qPCRmix-HS SYBR (Евроген, Россия) согласно 

инструкции производителя. В качестве стандартов 

использовали серию десятикратных разведений 

фрагментов 16S Escherichia coli и Helicobacter 

pilori, ITS1 Saccharomyces cerevisiae. Измере-

ния проводили на амплификаторе CFX96 (BioRad, 

Germany) по следующему протоколу: 95 °C 3 мин, 

затем 40 циклов 95 °C 20 с, 50 °C 20 с, 72 °C 

20 с. Каждая проба была представлена в трех по-

вторностях.

Обработку просеквенированных последова-

тельностей гена 16S рРНК производили с ис-

пользованием пакетов в программной среде R [16]

и QIIME2 [17]. В качестве среды разработки 

для R использовалась Rstudio [18]. Для перво-

начальной обработки сырых последовательностей 

был использован пакет dada2 [19], позволяющий 

получить более воспроизводимые и точные ре-

зультаты из-за использования алгоритмов деной-

зинга, а не кластеризации филотипов, в отличие 

от более классических подходов [20]. Определе-

ние таксономической принадлежности филотипов 

было проведено при помощи классификатора RDP 

по базе Silva 132 [21]. Филогенетическое дерево 

было построено в программной среде QIIME2 

в пакете SEPP [22]. Для проведения части анали-

зов проводилась нормализация данных c исполь-

зованием алгоритма разряжения в программной 

среде QIIME2 при анализе альфа-разнообразия, 

согласно базовым рекомендациям разработчи-

ков, стабилизация по вариации в составе пакета 

DESeq2 [23] для сравнения относительной пред-

ставленности филотипов в образцах. Был прове-

ден анализ альфа-разнообразия (QIIME2), бе-

та-разнообразия (для анализа бета-разнообразия 

проводилось сравнение сообществ с построением 

матрицы их сходства/различия с использованием 

алгоритмов weighted UniFrac, unweighted UniFrac 

и bray-curtis). Снижения размерности матриц 

сходств/различий при визуализации данных по ис-

следованию бета-разнообразия проводились с ис-

пользованием NMDS (неметрическое многомерное 

шкалирование). В качестве статистики разделения 

проб при анализе бета-разнообразия использова-

лась PERMANOVA [24], представленная в виде 

теста adonis2 в составе пакета vegan [25]. Также 

определено влияние физико-химических параме-

тров почвы на состав микробиома, посредством 

проведения теста Мантеля (vegan). Для этого 

сравнивались матрицы, построенные по дистанци-

ям Брея – Кертиса с использованием корреляции 

Пирсона со 9999 пермутациями. Для постобра-

ботки данных и их визуализации также применяли 

пакеты R phyloseq [26], ggplot2 [27], ggpubr [28], 

dplyr [29], tibble [30].

В качестве инструмента для поиска относи-

тельной представленности между филотипами был 

использован пакет DESeq2. Предварительно нор-

мализованные данные были тестированы при помо-

щи теста Вальда, для корректировки достоверности 

использована поправка Бенджамина – Хотчберга,
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порог выбран 10 % для отсева недостоверных 

изменений, и изменение в относительной пред-

ставленности в 2 раза. Для формализации отбора 

наиболее значимо изменяющихся семейств ис-

пользовали классификатор random forest (пакет 

randomForest [31], количество деревьев 1000) по 

результатам работы пакета DESeq2 (использовали 

параметр log2foldchange).

Анализ минорных компонентов сообщества 

CRT (conditionally rare taxa) проводили с исполь-

зованием скрипта SimpleRareToPrev.R c порогом 

представленности 0,001 и b-value (мера биноми-

альности распределения) 0,9 [32].

РЕЗУЛЬТАТЫ
Анализ разнообразия микробных сообществ

В 36 пробах из 587 362 последовательностей 

было получено 8096 филотипов. Из них было 

идентифицировано до семейства 79,4 %, а до рода 

47,1 % общего числа филотипов. Из исследован-

ных филотипов ~15 % встречаются в двух и более 

пробах. Стоит отметить, что именно этими фило-

типами представлена бóльшая часть ампликонной 

библиотеки (77 % общего числа просеквенирован-

ных нуклеотидных последовательностей). Количе-

ство общих филотипов для контрольной площадки 

и низового пожара значительно меньше, чем для 

контроля и верхового пожара. При этом, в микро-

биоме нижнего горизонта коровая часть больше 

как по количеству, так и по представленности об-

щих филотипов. Из представленных результатов 

заметно, что при воздействии стрессовых условий 

на микробиом существенно уменьшается как от-

носительное — с 40,1 % для контроля до 13,9 % 

для низового пожара, — так и абсолютное коли-

чество филотипов (116 OTU–33 OTU) коровых 

микроорганизмов.

При анализе альфа-разнообразия (табл. 1) раз-

личными методами оценки видового богатства 

(общее количество филотипов, индекс Фейта — 

филогенетическое разнообразие) и равномерно-

сти (обратный индекс Симпсона, индекс Шен-

нона, индекс Фейта) было показано снижение 

разнообразия в горизонте AC низового пожара 

(за исключением филогенетического разнообра-

зия) и увеличение разнообразия в срединном гори-

зонте при верховом пожаре. Кроме того, стоит от-

метить увеличение видового богатства и снижение 

равномерности в верхних горизонтах почвы после 

верхового пожара.

Также для горизонта AC при низовом пожаре 

было показано уменьшение минорного компонен-

та (доля филотипов с относительной долей менее 

0,01 % уменьшилась с 49 до 35 %). В том числе 

для срединного горизонта AC характерно рез-

кое изменение частот представленности минор-

ных филотипов при сравнении их распределения 

в конт рольной точке и образцах низового пожа-

ра (рис. 1). Ввиду того, что в сообществах наблю-

далась существенная флуктуация частот миноров, 

был проведен анализ этого компонента в отдельно-

сти. Для получения дополнительной информации об 

изменении минорного компонента была выделена 

подгруппа минорных филотипов CRT (филотипы,

Таблица 1
Результаты анализа альфа-разнообразия

Почвенный горизонт и точка 

проботбора

Количество

филотипов
Simpson Shannon Faith PD

AY, контроль 591 ± 14 8,2 ± 0,1 8,2 ± 0,1 52,9 ± 2,9

AY, верховой пожар 755 ± 93 7,3 ± 0,4 7,3 ± 0,4 44,9 ± 6,6

AY, низовой пожар 468 ± 25 7,5 ± 0,1 7,5 ± 0,1 50,6 ± 5,3

AC, контроль 582 ± 49 7,7 ± 0,1 7,7 ± 0,1 50,1 ± 3,9

AC, верховой пожар 755 ± 93 8,3 ± 0,1 8,3 ± 0,1 68,7 ± 5,2

AC, низовой пожар 468 ± 25 7,5 ± 0,1 7,5 ± 0,1 48,9 ± 3,4

C, контроль 499 ± 29 7,9 ± 0,1 7,9 ± 0,1 57 ± 3,5

C, верховой пожар 499 ± 20 7,8 ± 0,1 7,8 ± 0,1 50,5 ± 1,4

C, низовой пожар 394 ± 35 7,5 ± 0,4 7,5 ± 0,4 49,5 ± 4

Примечание. Shannon — индекс Шеннона, Simpson — обратный индекс разнообразия Симпсона, Faith PD — индекс филоге-

нетического разнообразия Фейта.
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доля которых не превышает 1 % и коэффици-

ент биномиальности распределения по образцам 

больше 0,9) для каждого из горизонтов почвы. 

Для горизонта C было получено 429, для AC — 

523, для AY — 1144 CRT. При анализе тестом 

Мантеля построенных дистанций Брея – Керти-

са, для CRT- и неCRT-филотипов, была получена 

1

0

–1

–2 –1 0 1 2 3 NMDS1

NM
DS

2

Рис. 2. Ординация NMDS по дистанции бета-разнообразия Брея – Кертиса почвенного микробиома. Форма маркеров — тип по-

жара, подписи — горизонт и точка проботбора

сильная корреляция для всех исследуемых гори-

зонтов (AY — R2 = 0,7, p-value = 0,001, AC — 

R2 = 0,8, p-value = 0,001, C–AC — R2 = 0,82, 

p-value = 0,001).

При анализе бета-разнообразия (рис. 2) для

каждого из горизонтов все микробиомы во всех 

точках проботбора (контроль, точка низового 
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Рис. 1. Распределение представленности филотипов по их частотам. По оси абцисс — интервалы относительной представленно-

сти филотипов (в процентах от общего числа филотипов в образце), по оси ординат — медианное значение количества филотипов 

для данного диапазона
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пожара, верхового пожара) достоверно различа-

ются. При этом при использовании взвешенных 

метрик (с учетом доли филотипа в сообществе) 

резко выделяется горизонт AC (Брей – Кертис — 

R2 = 0,68, padj = 0,001, взвешенный UniFrac — 

R2 = 0,71, padj = 0,002, невзвешенный UniFrac — 

R2 = 0,3, padj = 0,002).

Оценка количества микроорганизмов при по-

мощи полимеразной цепной реакции в реальном 

времени

Для контрольной точки характерно значи-

тельное (в 5–8 раз) уменьшение численности 

анализируемых групп микроорганизмов от вер-

хних почвенных горизонтов к нижним (рис. 3). 

В контрольных образцах в сообществах преобла-

дали бактерии, на втором месте по численности 

были археи, и на третьем — грибы. Примерно 

такая же картина наблюдалась и для верхового 

пожара, при этом было показано, что общее ко-

личество микроорганизмов в точке верхового по-

жара снижается. Для низового пожара характер-

но резкое уменьшение количества архей во всех 

горизонтах (в 13 раз) и незначительное умень-

шение бактерий (в 2 раза), при этом количество 

грибных рибосомальных оперонов в горизонтах 

AY и С достоверно не отличается от контроля. 

Значительные изменения при восстановлении 

почвы при низовом пожаре претерпевает проме-

жуточный горизонт AC. Общее количество ми-

кроорганизмов в нем ниже, чем в нижележащем 

материнском горизонте, количество рибосомаль-

ных оперонов архей снизилось в 70 раз по срав-

нению с контролем.
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Рис. 3. Полимеразная цепная реакция в реальном времени. По вертикали — количество рибосомальных оперонов, отмечена 

ошибка среднего
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Физико-химические параметры почвы и раз-

нообразие микробного сообщества

По результатам проведенного теста Мантеля 

(табл. 2) была показана сильная достоверная кор-

реляция между структурой почвенного микробиома 

и содержанием в почве нитритов и субстрат-инду-

цированного дыхания. Более слабая корреляция 

была показана для базального дыхания и содер-

жания калия в почве.

Для доминирующих систематических групп так-

же был сделан тест Мантеля для наиболее сильно 

влияющих на микробиом геохимических показателей 

(табл. 3). Значительные отличия между исследуе-

мыми группами были показаны по корреляции ми-

кробного сообщества и pH, а также по корреляции 

к уровню нитрита в почве. В отличие от мажорных 

бактериальных фил, бета-разнообразие архей не кор-

релирует с уровнем нитратов в почве и показывает 

сильную достоверную корреляцию только с уровнем 

субстрат-индуцированного дыхания в почве.

Анализ таксономической структуры

Превалирующими филами в исследуемых 

образцах для верхнего горизонта AY были филы 

Proteobacteria (40 %), Acidobacteria (13,7 %), 

Actinobacteria (13,6 %) и Bacteroidetes (11,9 %). 

Для горизонта AC — Proteobacteria (36,5 %), 

Acidobacteria (18,8 %), Actinobacteria (12,3 %) 

и Bacteroidetes (11,3 %). В горизонте AY при верхо-

вом пожаре достоверно уменьшаются представите-

ли Acidobacteria (p
adj

 = 0,004), Alphaproteobacteria 

(p
adj

 = 0,026), Thaumarchaeota (p
adj

 = 8,4 · 10–8), 

Bacteroidetes (p
adj

 = 0,044), резко выросла доля 

Actinobacteria (p
adj

 = 0,0028) c 7,2 до 22,2 %, 

увеличилась доля филы Gemmatimonadetes 

(p
adj

 = 3,6 · 10–4). В горизонте AC уменьшилась 

доля Bacteroidetes (p
adj

 = 0,025), Thaumarchaeota 

(p
adj

 = 7,6 · 10–11), выросла доля Acidobacteria 

(p
adj

 = 0,005) и Planctomycetes (p
adj

 = 2,2 · 10–4),

Deltaproteobacteria (p
adj

 = 0,003), Gemma timo-

nadetes (p
adj

 = 3,4 · 10–9).

Таблица 2

Результаты теста Мантеля для всех образцов

Параметр R2 p-value

pH 0,36 0,05

C –0,14 0,6

N –0,16 0,75

P
2
O

5
0,15 0,37

K
2
O 0,43 0,04

NH
4

–0,12 0,72

NO
3

0,67 0,02

Базальное дыхание 0,44 0,02

Субстрат-индуцированное дыхание 0,6 0,002

Таблица 3

Результаты теста Мантеля для основных таксономических групп (крупные бактериальные филы и археи)

Параметр

Arhaea Actinobacteria Acidobacteria Verrucomicrobia Proteobacteria Firmicutes

R2 p-value R2 p-value R2 p-value R2 p-value R2 p-value R2 p-value

pH –0,13 0,32 0,38 0,4 0,28 0,1 0,29 0,12 0,43 0,02 0,53 0,01

K
2
O 0,4 0,19 0,49 0,01 0,35 0,08 0,32 0,16 0,4 0,01 0,53 0,01

NO
3 0,31 0,11 0,81 0,001 0,56 0,02 0,5 0,03 0,7 0,01 0,83 0,01

Базальное дыхание 0,37 0,16 0,49 0,003 0,44 0,02 0,46 0,04 0,35 0,04 0,5 0,03

Субстрат-индуциро-

ванное дыхание
0,6 0,02 0,6 0,001 0,57 0,004 0,58 0,01 0,51 0,003 0,6  0,005
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После низового пожара в горизонте AY снизи-

лась доля представителей филы Alphaproteobacteria 

(p
adj

 = 0,006), Thaumarchaeota (p
adj

 = 0,07), Bacte-

roidetes (p
adj

 = 0,02), выросла доля Cyano bacteria 

(p
adj

 = 0,006), Gemmatimonadetes (p
adj

 = 0,04).

В среднем горизонте AC при низовом пожаре 

уменьшилась доля Thaumarchaeota (p
adj

 = 0,014), 

Patescibacteria, Firmicutes, Chloroflexi, выросла доля 

Alphaproteobacteria (p
adj

 = 0,047), Deltaproteobacteria 

(p
adj

 = 0,001), Actinobacteria (p
adj

 = 2,1 · 10–8), 

Planctomycetes (p
adj

 = 0,018), Nitrospirae (p
adj

 = 0,003).

Было показано, что в срединном горизонте AC 

в точке низового пожара, по сравнению с точкой 

контроля, достоверно увеличилась численность 

152 филотипов, преимущественно относящихся к фи-

лам Proteobacteria (31,6 %), Acidobacteria (17,7 %), 

Actinobacteria (16,8 %), Bacteroides (15,8 %). 

Уменьшилось 267 филотипов из фил Proteobacteria 

(30,1 %), Acidobacteria (21,8 %), Actinobacteria 

(10,9 %), Bacteroidetes (10,9 %). В верхнем гори-

зонте достоверно увеличилось 337 филотипов из фил 

Proteobacteria (29,5 %), Acidobacteria (16,5 %), 

Actinobacteria (14 %), Bacteroidetes (11,2 %). 

Уменьшилось 156 филотипов из фил Proteobacteria 

(32,3 %), Acidobacteria (23,2 %), Bacteroidetes 

(14,8 %) и Actinobacteria (7 %).

При верховом пожаре наблюдалось изменение 

меньшего числа филотипов, чем при низовом по-

жаре. В среднем горизонте увеличилось 77 фило-

типов, уменьшилось 100. В верхнем горизонте AY 

после верхового пожара увеличилось достоверно 

77 филотипов, уменьшилось — 100. При этом 

наблюдалась сильная асимметрия в распределении 

по представителям актинобактерий — количество 

актинобактерий, увеличивающих свое количест-

во в верхнем горизонте после верхового пожара, 

более чем в два раза превышала число уменьша-

ющихся. По данным, приведенным выше, видно, 

что при низовом пожаре наблюдается такая же 

тенденция для верхнего горизонта почвы.

Несмотря на кажущуюся схожесть изменения 

бактериального сообщества при верховом и низо-

вом пожарах, при анализе отдельных филотипов 

выявляются существенные отличия. По результа-

там сравнения участков контроля и после пожара 

при помощи классификатора random forest по ре-

зультатам работы пакета DESeq2 были выявлены 

наиболее значимо изменяющиеся семейства.

По сравнению с контролем при верховом пожа-

ре в верхнем горизонте AY было показано уменьше-

ние доли представителей семейств TRA3-20 клас-

са Gammaproteobacteria (широко представленные 

неидентифицированные минорные филотипы), от-

дела Rhizobiacea из семейств Xanthobacteraceae 

(многочисленные неидентифицированные филоти-

пы, идентифицированные рода Bradyrhizobium, 

Rhodoplanes, Tardiphaga, мажорный филотип 

Seq4 — 1,2 % в контроле, p
adj

 = 0,0012) и груп-

пы Rhizobiales Incertae.

Для низового пожара в верхнем горизонте так-

же уменьшается доля группы Rhizobiales Insertae, 

при этом некоторые минорные представители се-

мейства Xanthobacteraceae (Rhodoplanes, Seq274, 

Pseudolabris и др.), в отличие от верхового пожара, 

значительно увеличивают свою представленность.

Для верхнего горизонта постпирогенных то-

чек, особенно для низового пожара, показа-

но уменьшение доли представителей семейства 

Nitrososphaeraceae филы Thaumarchaeota, при 

этом данное семейство представлено большим 

количеством неидентифицированных филоти-

пов, с одним доминирующим (Seq1, в контроль-

ной точке 3,9 %). При этом минорные филотипы 

Nitrososphaeraceae не показывают достоверного 

изменения между исследуемыми точками.

После низового и верхового пожаров в верхнем 

горизонте происходит рост мажорных семейств 

из фил, описанных выше: в точке верхового по-

жара Actinobacteria (семейства Micrococcacea, 

Microbacteriaceae), в точке низового пожара Acti-

nobacteria (семейства Microbacteriaceae, Ther mo-

monosporaceae, Mycobacteriaceae), Bacteroidetes 

(Flavobacteriaceae), Chloroflexi (Caldilineaceae). 

Для верхового пожара особенно характерно резкое 

увеличение двух филотипов — Micrococcus (отсутст-

вует в контроле, в точке верхового пожара 0,55 %) 

и Pseudarthrobacter (0,1 и 9,6 % соответственно).

Для срединного горизонта AC постпирогенных то-

чек, как и для верхнего горизонта, также характерно 

снижение доли представителей Xanthobacteraceae 

и Rhizobiales Insertae. Для точки верхового пожа-

ра также продолжается тенденция к уменьшению 

доли представителей семейства Nitrososphaeraceae 

филы Thaumarchaeota. В срединном горизонте ни-

зового пожара Seq1 также снижает свою числен-

ность (p
adj

 = 0,01), но появляется другой, уникаль-
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ный для данного образца филотип (Seq164, доля 

в горизонте AC низового пожара 1,02 %).

Для точек верхового и низового пожаров также ха-

рактерно уменьшение доли семейства Myxococcaceae 

(Actinobacteria). Кроме этого, в точке верхово-

го пожара уменьшилась доля Solirubrobacteraceae 

(Actinobacteria) и Nitrososphaeraceae. В точке низо-

вого пожара уменьшились Gaiellaceae (Actinobacteria, 

мажорный филотип Gaiella (p
adj

 = 0,0004, 1,05 % 

в контроле)), Pyrinomonadaceae (Acidobacteria, 

мажорный филотип RB41 (10,3 % в конт-

рольной точке, 2,7 % в точке низового пожа-

ра)), Anaerolineaceae (Chloroflexi, несколько ми-

норных филотипов и UTCFX1 (p
adj

 = 6.9 · 10–9, 

0,56 % для слоя AС)), BSV26 (минорные филотипы 

филы Bacteroidetes), Saprospiraceae (Bacteroidetes, 

порядок Chitinophagales, множественные минор-

ные филотипы и неидентифицированный мажорный 

филотип Seq46 (1,32 в контрольном горизонте AC, 

p
adj

 = 1.8 · 10–6)), Saprospiraceae (Bacteroidetes, 

множественные минорные филотипы), Bacillaceae 

(Firmicutes, род Bacillus (p
adj

 = 0,0004)).

В точках после пожара отмечен рост семейства 

Sphingobacteriaceae, представленного филотипами 

двух родов — Mucilaginibacter и Pedobacter, кроме 

этого семейства при низовом и верховом пожарах 

другие семейства значимо не увеличивают свою 

долю совместно, относительно контрольной точки.

Для горизонта AC верхового пожара проис-

ходит рост представителей следующих семейств: 

Ilumatobacteraceae (Actinobacteria, множествен-

ные минорные филотипы), Mycobacteriaceae (род 

Mycobacterium, один из мажорных филотипов, 

p
adj

 = 0,0015), Gemmatimonadaceae (множест-

венные минорные филотипы), Solibacteraceae 

(минорные филотипы и рост мажорного фи-

лотипа Bryobacter (p
adj

 = 0,06)), WD2101 

(Plan  ctomycetes, множественные минорные 

фи ло типы), Opi tutaceae (Ver rucomicrobia, мно-

жественные минорные филотипы, при этом ма-

жорный филотип филы Verrucomicrobia, семей-

ства Chtho  nio bacteraceae, Can didatus Udaeobacter

дос товерно не меняется (p
adj

 = 0,69)). Для ни-

зового пожара наблюдается рост в семействах: 

Microbacteriaceae (Actinobacteria, достовер-

ный рост наблюдается и в верхнем горизонте), 

SC-I-84 (Gamma proteobacteria, минорные фи-

лотипы), env.OPS_17 (минорные филотипы по-

рядка Sphingobacteriales), Blastocatellaceae (Aci-

dobacteria, множественные филотипы, особенно 

характерно появление неидентифицированного 

филотипа Seq69, наблюдаемого только в гори-

зонтах AC (2,38 %) и C (0,26 %) низового пожа-

ра), Rhizobiaceae (роды Ensifer (p
adj

 = 0,0015)), 

Allorhizobium (p
adj

 = 0,0015), Mesorhizobium 

(p
adj

 = 0,0015) Aminobacter (p
adj

 = 0,0015)).

ОБСУЖДЕНИЕ
При анализе общей структуры микробного сооб-

щества, его биоразнообразия и коровой структуры 

пирогенной почвы, были показаны ее особенности. 

В почве после лесного пожара происходит умень-

шение коровой составляющей, за счет увеличения 

разнообразия минорного компонента микробиома, 

характерного для постпирогенных горизонтов. Осо-

бенно резко это проявляется в горизонте AC, наи-

менее заметно — в горизонте C. Уменьшается как 

абсолютное количество коровых филотипов, так и их 

относительная представленность. Нужно отметить, 

что в литературе широко представлено мнение о том, 

что метаболитически активна и чувствительна к изме-

нениям окружающей среды часть микробиома, пред-

ставленная именно минорными филотипами [34, 35].

При анализе бета-разнообразия было показа-

но сильное различие в результатах для взвешенных 

(взвешенный UniFrac, дистанция Брея – Кертиса) 

и метода, не учитывающего представленность от-

дельных филотипов (невзвешенный UniFrac), осо-

бенно сильно выраженное в срединном горизонте 

почв после низового пожара. Возможно, это связано 

с уменьшением минорного компонента в этих образ-

цах. Для подтверждения этой теории были выделены 

таксоны, относящиеся к CRT. В литературе представ-

лены противоречивые данные об этой группе [32, 33], 

хотя есть исследования, показывающие, что в отсут-

ствие стрессовых условий структура CRT не отлича-

ется от остальной части [33]. Нами была показана 

сильная корреляция CRT- с неCRT-компонентами 

почвенного микробиома, что не позволяет говорить 

о какой-либо ярко выраженной роли CRT-компонен-

ты почвы при пожаре, что не значит, что отдельные 

представители этой группы не могут играть важной 

роли в восстановлении почвы после воздействия 

стрессового фактора, такого как лесной пожар.

При анализе изменения в таксономической 

композиции на основе 16S рРНК ампликонов
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в большинстве работ глубина анализа ограничива-

ется только уровнем филы. При этом, если после 

пожара прошло несколько лет, в некоторых случаях 

разница в таксономической структуре между точками, 

пострадавшими от лесного пожара, и контрольными 

точками не отслеживается (два года после лесного 

пожара [1]), хотя на более коротких хроносериях на-

блюдаются значительные изменения даже на таких 

высоких уровнях. В двух работах спустя 3 [9] и 7 [37] 

лет после лесного пожара были обнаружены изме-

нения на уровне фил, что, возможно, связано в тре-

тьем случае с медленной скоростью восстановления 

почвы, исследованной в условиях субарктического 

климата. В перечисленных выше работах, где после 

лесного пожара прошло более года, показано увели-

чение фил Actinobacteria and Gemmatimonadetes [9], 

AD3 и Gemmatimonadetes [31]. Стоит отметить, 

что в литературе проводились исследования таксо-

номического состава почвенной микробиоты на бо-

лее ранних сроках после лесного пожара [7, 8], при 

этом изменения таксономического состава зачастую 

противоположны более поздним тенденциям (как, 

например, рост сразу после пожара доли Firmicutes, 

Betaproteobacteria, Bacteroidetes — характерных 

для быстрой колонизации).

Интересно, что в работе с засевом почвенной 

микробиоты в лабораторных условиях в почву с со-

держанием пирогенного углерода [5] был показан 

устойчивый рост представителей филы Gemma-

timonadetes и Acti nobacteria (Myxococcaceae). 

Нами было показано увеличение общей доли пред-

ставителей филы Gem ma timonadetes в горизонте 

AY постпирогенных точек и в горизонте AC верхо-

вого пожара. Судя по всему, мы можем привязать 

увеличение данной группы к реакции почвенной 

микробиоты на пирогеннный углерод. На более 

низком таксономическом уровне нам не удалось 

показать значимых изменений, так как в исследу-

емых образцах было идентифицировано 114 фи-

лотипов из данной филы, представляющих минор-

ную компоненту почвенного микробиома, крайне 

изменчивую в исследуемых точках, что затрудняет 

статистический анализ данной группы, предполо-

жительно играющую важную роль в реамидиации 

почвы после лесных пожаров.

Повышение доли филы Actinobacteria, отмечен-

ное нами в горизонтах AY верхового пожара и го-

ризонте AC низового, гораздо более дискуссионно. 

Реакция актиномицетов при восстановлении почвы 

сильно различается как на уровне семейств, так и на 

уровне отдельных филотипов. При этом в литерату-

ре показана важная роль отдельных представите-

лей актиномицетов в реамедиации постпирогенных 

почв (для представителей рода Arthrobacter семей-

ства Micrococcaceae [9]), что хорошо сочетается 

с литературными данными о возможности деграда-

ции различными актиномицетами (Mycobacterium, 

Rhodococcus) широкого спектра окисленных орга-

нических соединений, включая образующиеся во 

время горения циклопиррены [38, 39]. Нами было 

показано резкое увеличение в горизонте AY вер-

хового пожара филотипа рода Pseudoarthobacter 

и других представителей семейства Micrococcales, 

что также можно связать с их возможным участием 

в деградации продуктов горения. Описанное в ли-

тературе характерное увеличение в постпирогенной 

почве таких актиномицетов, как Solirubrobacter, 

Myxococcus, Mycobacterium, в наших данных по-

казали неоднозначные изменения в зависимости от 

горизонта и точки исследования.

После лесного пожара отмечается резкое 

уменьшение представителей филы Traumarhaeota. 

Как показано в литературе [34], эти микроорга-

низмы ассоциированы с окислением свободного 

аммония в почве. В литературе описано [32], что 

Nitrososphaera обратно коррелирует с наличием 

в почве представителей Xanthobacteraceae в аг-

раценозах, так как они являются антагонистами 

в цикле азота. В нашем исследовании было по-

казано резкое снижение как Nitrososphaera, так 

и Xanthobacteraceae и других представителей 

Rhizobiales в постпирогенных почвах. Снижение 

группы Rhizobiales не происходит в верхних го-

ризонтах почвы после низового пожара. При этом 

корреляция между дистанцией Брея – Кертиса для 

отдела Rhizobiales и уровнем нитритов не отлича-

ется от средних значений для всех остальных ми-

кроорганизмов (R = 0,5467, p-value = 0,02), что 

косвенно указывает на то, что численность Rhi-

zobiales не находится в прямой зависимости от 

уровня доступного азота и реакция является более 

комплексной. По-видимому, несмотря на снижение 

уровня доступного азота после пожара, нарушилась 

также и структура растительно-микробных взаимо-

действий в почве, что и приводит к уменьшению 

Rhizobiales в некоторых почвенных горизонтах.
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Стоит отметить изменение в постпирогенной по-

чве специфических маркерных групп микроорганиз-

мов, ассоциированных с биодеградацией сложных 

органических соединений и биоремедиацией почв, 

загрязненных тяжелыми металлами. Так, в горизон-

те AC низового пожара был отмечен резкий рост 

Blastocatellaceae, ассоциированных с биодеграда-

цией сложных органических соединений [41, 42]. 

Фила Planctomices (наиболее характерное семей-

ство — WD2101) также увеличивала свою долю 

в послепожарных точках [43]. Представители этой 

филы отмечены как обитатели сложных биотопов 

с возможностью метаболизировать целый спектр 

полимеров. В верхних горизонтах произошло сни-

жение представителей семейств TRA3-20 (описаны 

ранее в литературе, как характерные представите-

ли корового микробиома для почвенных сообществ 

и шахт, загрязненных тяжелыми металлами [44]), 

SC-I-84 [44–46] (рост в шахтах с высоким содер-

жанием тяжелых металлов и в пахотной почве), что 

с трудом поддается однозначной трактовке.

Следует отметить, что, несмотря на близость 

значений бета-разнообразия для верхнего гори-

зонта почв после всех видов пожаров (R2 = 0,24, 

p-value = 0,03), изменения в почве, происходящие 

при низовом и верховом пожарах, имеют различ-

ное воздействие на почву, судя по реакции на него 

микробиома, что было ранее отмечено в различи-

ях представленности таксонов микроорганизмов. 

Изменение в срединном горизонте AC наиболее 

контрастно выявляет это различие. Судя по всему, 

воздействие верхового пожара на почву по большей 

части ограничено действием продуктов горения, 

попадающих в почву, что и приводит к росту групп 

микроорганизмов, ассоциированных с метаболиз-

мом пирогенного углерода (Gemmatimonadetes 

и Pseudoarthobacter). При низовом пожаре из-за 

температурного воздействия происходит сложное 

изменение микроагрегатов почвы, что, возмож-

но, изменяет физико-химические свойства почвы. 

Стоит также отметить нарушение ризосферы, бо-

лее ярко проявляющееся при низовом пожаре.

В верхнем горизонте AY почва закислилась при 

низовом (7,2–6,5) и верховом (7,2–6,1) пожарах. 

В срединном горизонте AC при низовом пожаре 

произошло значительное защелачивание (5,5–6,6). 

Также pH вырос после пирогенеза в нижнем слое. 

Несмотря на то что по литературным данным [3] 

pH является важнейшим фактором, определя-

ющим структуру почвенного сообщества, мы не 

смогли показать эту зависимость, используя тест 

Мантеля для всего датасета. Скорее всего, это свя-

зано с тем, что pH в пробах различался несильно 

и неравномерно. Стоит отметить, что закисление 

верхнего горизонта при воздействии пожара на ис-

следуемой территории в общем нехарактерно для 

поспирогенных почв, и является скорее исключе-

нием. В краткосрочной динамике для данного да-

тасета отмечалось характерное для поспирогенных 

почв защелачивание [3, 7]. При этом, рассматри-

вая влияние экологических факторов на отдельные 

филы, мы встречаемся как с сильной корреляцией 

(Firmicutes, Proteobacteria) между структурой по-

чвенного микробиома и pH, так и с отсутствием 

корреляции (Acidobacteria, Archaea). Корреляция 

между уровнем почвенного дыхания и структу-

рой микробного сообщества вполне закономерна 

и ожидаема. При этом была показана корреляция 

между уровнем нитритов, но не аммония, и общим 

содержанием азота в почве, что, скорее всего, 

зависит от степени доступности для микроорга-

низмов соединений азота в поспирогенной почве. 

Также полученные результаты по корреляции ни-

тритов и структуры почвенного микробиома мож-

но связать с меньшей растворимостью нитритов, 

в отличие от аммонийных соединений, у которых 

отсутствует такой четкий паттерн распределения 

в почве, как для нитритов.

Наши данные показывают схожие с литератур-

ными данными тенденции в изменении таксономи-

ческой структуры почвенного микробиома после 

лесного пожара. Показано увеличение доли так-

сонов, ассоциированных с деградацией веществ, 

образующиеся после горения. Из нашей работы 

следует, что верховой пожар оказывает меньшее 

влияние на почвенный микробиом, чем низовой. 

Кроме того, была показана большая зависимость 

полученных данных от исследуемого почвенного 

горизонта. Особенно сильно изменилось сообще-

ство при низовом пожаре в промежуточном слое 

AC по сравнению с верхним и нижними горизон-

тами, как в представленности отдельных групп ми-

кроорганизмов, так и в качественном изменении 

структуры почвенного микробиома.

Работа подержана грантом РНФ № 17-1601030.
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