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ВВЕДЕНИЕ

Экосистемы, подверженные как естественному, так и искусственному за-
солению широко распространены по всему миру и включают в себя такие 
местообитания, как содовые и соленые озера, лиманы, гипергалинные горя-
чие источники, солончаки, солонцы и другие типы почв с различной степенью 
засоленности (Oren., 2002). Водные засоленные местообитания изучены до-
статочно полно (Benlloch et al., 2002, Bodaker et al., 2010, Crump et al., 2004, 
Mesbah et al., 2007), чего нельзя сказать о почвенных сообществах, которым 
посвящено сравнительно небольшое число исследований (Caton et al., 2004, 
Ventosa et al., 2008, Walsh et al., 2005). Почвенное засоление, обусловленное 
главным образом применением несовершенных методов орошения и увели-
чением числа территорий с аридным климатом, является одной из актуаль-
ных проблем современного земледелия. Так, по данным ЮНЕСКО, более 
50% орошаемых земель подвергаются так называемому вторичному засоле-
нию (Rietz et al., 2003) и выводятся из сельскохозяйственного оборота.

Настоящее исследование направлено на изучение микробного сообщес-
тва в почвах, подверженных естественному засолению в условиях аридного 
климата на территории республики Казахстан. Эта работа является продол-
жением ранее опубликованного исследования по изучению структуры мик-
робного сообщества вдоль градиента засоленности на участках солончака в 
окрестностях озера Акколь (Андронов и др., 2012), где было показано, что 
засоленность является основным экологическим фактором, определяющим 
структуру микробного сообщества в исследованных почвах. В исследовании 
был использован метод T-RFLP, который не позволяет проводить детальную 
таксономическую идентификацию, которая нужна для определения струк-
туры микробного сообщества и выявления микроорганизмов-индикаторов 
засоления.

Еще недавно определение таксономического состава микробного со-
общества представляло собой трудную задачу, требующую больших мате-
риальных и временных затрат, связанных с процедурами клонирования и 
последующего секвенирования нуклеотидных последовательностей, что 
ограничивало не только число выявляемых видов микроорганизмов, но и 
диапазон исследуемых местообитаний (Wooley et al., 2010). Ситуация су-
щественно изменилась с внедрением в молекулярную экологию методов 
секвенирования нового поколения, в том числе технологии пиросеквениро-
вания (Mardis et al., 2008, Ronaghi, 2004). Применение этих методов су-
щественно расширило возможности масштабного изучения сложных мно-
гокомпонентных экосистем, включая почвенные микробные сообщества. 
При исследовании микроорганизмов в засоленных почвах, ассоциирован-
ных с гипергалинным озером Ла-Сал-Дель-Рей (Техас, США), анализиро-
вали библиотеки по гену 16S рРНК, как с помощью стандартных процедур 
секвенирования по Сэнджеру, так и методом пиросеквенирования (Hollister 
et al., 2010). Оказалось, что метод пиросеквенирования позволяет выявить 
не только основные, но и минорные филы, такие как Deinococcus-Thermus, 
TM7, OP10, OP11, Thermotogae и др., известные благодаря их единичным 
представителям (Janssen, 2006).
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структура почвенного микробного 
сообщества в 6 пробах, 
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пробах незасоленных почв. 
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группы микроорганизмов, 
закономерно сменяющие 
друг друга в зависимости от 
степени засоленности почвы.  
Галофильные микроорганизмы 
представлены в основном 
бактериями – представителями 
трех фил: Firmicutes, Proteobacteria 
и Bacteroidetes, и в меньшей 
степени археями (сем. 
Halobacteriaceae). На расстоянии 
150–200 м от наиболее засоленной 
точки микробное сообщество 
проявляет значительное сходство 
с контрольными образцами 
незасоленной почвы.  
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Поэтому именно метод пиросеквенирования использо-
ван в настоящем исследовании, целью которого является 
изучение таксономической структуры микробного сооб-
щества в почвах с различной степенью засоленности.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

1. Отбор почвенных образцов. Отбор почвенных об-
разцов проводили летом 2009 года в окрестностях оз. Ак-
коль, района Шингирлау (Казахстан). В районе солончака 
вдоль градиента засоленности было отобрано 5 проб поч-
вы (T1–51°4′14.45′′С, 54°2′52.00′′В; T2–51°4′14.46″С, 
54°2′51.19″В; T2_3–51°4′14.11″С, 54°2′51.23″В; 
T3–51°4′14.08″С, 54°2′49.66″В; T4–1°4′13.67″С, 
54°2′48.47″В; T5–51°4′8.45″С, 54°2′36.52″В). В качест-
ве контрольных брали образцы из незасоленных темно-
каштановых почв сельскохозяйственного назначения, 
расположенных в 195 км от солончака: 15-летняя за-
лежь (NZ, 51°10′40.17″С, 51°13′31.14″В) и целина (NC, 
51°9′24.98″С, 51°16′57.11″В). Во всех случаях пробы от-
бирали из горизонта А1 на глубине 10 см. Для всех проб 
были определены основные физико-химические показа-
тели (Андронов и др., 2012), из которых для определе-
ния степени засоленности были использованы электро-
проводность и суммарное содержание солей в образце 
(табл. 1).

2. Выделение ДНК. ДНК выделяли из 0,5 г почвы по 
методике, подробно описанной в предшествующей пуб-
ликации (Андронов и др., 2009).

3. Секвенирование нуклеотидных последователь-
ностей.

4. Очищенный препарат ДНК использовался в ка-
честве матрицы в реакции ПЦР с универсальными прай-
мерами к вариабельному участку V4 гена 16S рРНК 
F515 GTGCCAGCMGCCGCGGTAA и R806 GGAC-

TACVSGGGTATCTAAT (Bates et al., 2010) с добавлением 
олигонуклеотидных идентификаторов для каждой пробы 
(20 штук) и служебных последовательностей, необходи-
мых для пиросеквенирования по протоколу Roche. Ис-
пользуемые праймеры были сконструированы на основе 
анализа последовательностей как бактерий, так и архей. 
Подготовку проб и секвенирование проводили на при-
боре GS Junior (Roche, USA) согласно рекомендациям 
производителя. Все последовательности были депони-
рованы на сервере NCBI Short Reading Archive (SRA) 
(http://trace.ncbi.nlm.nih.gov/Traces/sra/) с присвоени-
ем идентификатора SRA049908.2.

5. Анализ нуклеотидных последовательностей. Ком-
пьютерную обработку полученных в результате секвени-
рования нуклеотидных последовательностей, удаление 
из их состава меток и праймеров осуществляли согласно 
методическим рекомендациям в приложении Ribosomal 
Database Project (RDP) Pipeline (Cole et al., 2008). С 
использованием программы MOTHUR версии 1.22.2 
(Schloss et al., 2009) проводили выравнивание нуклео-
тидных последовательностей, построение матрицы ге-
нетических расстояний и кластерный анализ последова-
тельностей с применением алгоритма average neighbor. 
Далее проводили классификацию последовательностей 
на OTU (Operational Taxonomic Unit) с использованием 
критерия 97% сходства, вычислением индекса разнооб-
разия Шеннона (H') и индекса обилия ChaoI, которые 
позволяют судить об уровне биоразнообразия в сооб-
ществе и полноте его анализа (сравнение предполагае-
мого количества OTU при данных параметрах выборки 
с количеством экспериментально выявленных OTU) 
(Colwell, 2009).

6. Определение таксономической структуры микро-
бных сообществ и их сравнительный анализ. Таксоно-
мическую идентификацию нуклеотидных последователь-

Таблица 1
Некоторые физико-химические, технологические и экологические параметры исследованных почвенных 
образцов

Образец
Электро-
провод-

ность, μS

Суммарное 
содержание 

солей,%

Количество 
секвенирован-
ных последова-

тельностей

Коли-
чество 
OTU*

Индекс 
Шеннона

Индекс
ChaoI

Идентификатор 
SRA**

T1 >2500 1,234 1566 626 5,52 1757,07 SRS291229.4

T2 1880 1,192 1107 419 5,23 1165,20 SRS291230.4

T2_3 665 0,225 2079 478 4,53 1186,90 SRS291231.4

T3 335 0,057 1517 561 5,34 1652,75 SRS291232.2

T4 40 0,029 1687 562 5,10 1631,83 SRS291233.3

T5 9 0,014 1102 374 4,76 1054,71 SRS291234.2

NZ Не опр. 0,036 1178 631 5,58 1866,00 SRS291235.3

NC Не опр. 0,049 1480 590 5,70 1931,77 SRS291236.2

* — Operational Taxonomic Unit; ** — Short Reading Archive.
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ностей и сравнительный анализ микробных сообществ 
проводили с использованием интернет-ресурса VAMPS 
(Visualization and Analysis of Microbial Population 
Structures), доступного на сайте http://vamps.mbl.edu/. 
Классификацию последовательностей осуществляли с 
использованием базы данных RDP (Ribosomal Database 
Project). При использовании сайта VAMPS были получе-
ны таблицы, содержащие значение доли идентифициро-
ванных микроорганизмов в каждой пробе. Эти таблицы 
были использованы в дальнейшем для регрессионного 
анализа, проведенного для выявления таксонов, демонс-
трирующих тенденцию к увеличению / уменьшению чис-
ленности с ростом засоленности. Модель представляла 
собой линейное уравнение вида

y = a*x + b,

где y — доля того или иного таксона, x — засоленность 
почвы (значение электропроводности). Все выявленные 
таксоны были ранжированы по коэффициенту «а» и 
разделены на две группы: численность которых растет с 
увеличением засоленности (a > 0) или, наоборот, падает 
(a < 0). В приложении VAMPS нами был проведен также 
кластерный анализ последовательностей из всех проб c 
использованием алгоритма UPGMA и индекса Morisita-
Horn и построена дендрограмма родства микробных со-
обществ.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

В результате секвенирования было получено 22 
629 нуклеотидных последовательностей, из которых 
для дальнейшего анализа после прохождения теста 
на качество было отобрано 11 716 со средней длиной 
258,22 ± 0,02 п. н. Количество последовательностей в 
пробах варьировало от 1102 для участка T5 до 2079 для 
T2_3. При этом индексы разнообразия Шеннона для 
этих участков оказались сходными и имели по сравне-
нию с остальными участками достаточно низкие значе-
ния. Участок T5 характеризовался также и минималь-
ными значениями OTU — 374; максимальных значений 
количество OTU достигало в пробе NZ — 631 (табл. 
1). Индексы ChaoI для всех проб имели сходные значе-
ния по отношению к выявленному разнообразию (ко-
личеству OTU) и превышали его в среднем в три раза 
(табл. 1). При таксономическом анализе нуклеотидных 
последовательностей во всех пробах были выявлены 
представители 17 бактериальных фил: Acidobacteria, 
Actinobacteria, Bacteroidetes, Chlamydiae, Chloroflexi, 
Deinococcus-Thermus,  Firmicutes,  Fusobacteria, 
Gemmatimonadetes,  Nitrospira,  Planctomycetes, 
Proteobacteria, Synergistetes, TM7 и Verrucomicrobia. 
Археи представлены филой Euryarchaeota. Помимо 
бактерий и архей с установленным систематическим 
положением, все пробы содержали большое коли-

чество неатрибутируемых (НА) по следовательностей 
бактерий, доля которых варьировала от 13 до 37%. 
Для архей это значение было значительно ниже — от 
0,08 до 0,1% (рис. 1). При сравнительном анализе 
образцов из различных почвенных участков были вы-
явлены четкие тенденции к изменению таксономичес-
кого состава в зависимости от степени засоленности 
почвы (рис. 2). С увеличением засоленности возрас-
тала относительная доля Firmicutes,  Proteobacteria 
и Bacteroidetes, представленных, в частности, гало-
фильными бактериями из семейств Rhodospirillaceae, 
Rhodobacteraceae,  Hyphomicrobiaceae,  а также 
Halomonadaceae (Pro teobacteria), Rhodothermaceae 
(Bacteroidetes)  и Ba cillaceae, Halobacillus 
(Firmicutes). Из галофильных архей были выявле-
ны представители одного единственного семейства 
Halobacteriaceae. Все вышеперечисленные галофиль-
ные микроорганизмы, встречающиеся обычно в мес-
тообитаниях с крайне высоким содержанием солей 
(до 250 г/л), были обнаружены нами исключительно 
на участках T1 и T2. По мере удаления от зон с по-
вышенным содержанием солей (участки T2_3 и T3) в 
составе микробного сообщества появляются группы 
умеренных галофилов и галотолерантных  бактерий 
из родов Haliangium,  Marinobacter,  Microbulbifer, 
Prosthecomicrobium,  Maribius,  Marinimicrobium, 
Sali nisphaera  (Proteobacteria),  Oceanobacillus, 
Shi mazuella  (Firmicutes),  Gillisia,  Marinosculum 
(Bacteroidetes),  Blastopirellula,  Rhodopirellula 
(Planctomycetes),  Nit rospira  (Nitrospira),  Myce-
ligenerans и Terrabacter  (Actinobacteria) а также 
таких семейств, как Sap rospiraceae  (Bacteroidetes) 
и Puniceicoccaceae  (Verru comicrobia).  Из приведен-
ных данных видно, что таксономическое разнообразие 
на менее засоленных участках несколько выше, чем 
на участках T1 и T2. При дальнейшем движении вдоль 
трансекты (точки T4 и T5) идет переход от солончака 
лугового к каштановой почве с появлением степной 
растительности, что вызывает закономерную смену в 
составе микробного сообщества, в котором начина-
ют доминировать типичные почвенные представите-
ли филы Actinobacteria,  также заметно увеличивает-
ся численность бактерий из фил Gemmatimonadetes 
и Acidobacteria (рис. 1). Сходную таксономическую 
структуру имеет также и микробное сообщество на 
участке NZ. В пробе NС по сравнению со всеми пре-
дыдущими участками, кроме T1, отмечается значи-
тельное увеличение доли Firmicutes  в сообществе, а 
также максимальное содержание актинобактерий.

Все обнаруженные тенденции в изменении состава 
микробного сообщества подтверждает и проведенный 
нами кластерный анализ (рис. 3). На рисунке 3 мож-
но выделить два крупных кластера, один из которых 
объединяет участки с повышенной засоленностью, а 
другой участки T4 и T5 с контрольными пробами NZ и 
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Рис. 1. Процентное содержание бактериальных и археотных фил в почвенных образцах

Рис. 2. Распределение экологических групп микроорганизмов по их отношению к засоленности (в качестве меры засоленности по 
оси ординат отложены значения коэффициента a, полученные из линейного уравнения y = a*x + b, где y — доля пред-
ставленности того или иного таксона, x — засоленность почвы)
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NС. Первый кластер, в свою очередь, разделяется на 
два второстепенных, которые полностью соответству-
ют описанным выше сообществам галофильных (учас-
тки T1 и T2) и умеренно галофильных (T2_3 и T3) мик-
роорганизмов.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В ходе работы с использованием метода пиросеквени-
рования мы проанализировали свыше 10 000 последова-
тельностей, что почти на порядок превышает показатели 
при использовании секвенирования по Сэнджеру. Тем не 
менее значения индекса ChaoI свидетельствуют о том, 
что даже такого внушительного количества эксперимен-
тального материала недостаточно для полного описания 
имеющегося уровня микробного биоразнообразия. Воп-
реки распространенному мнению о том, что экстремаль-
ные местообитания характеризуются низкими уровнями 
биоразнообразия (Fierer, 2008), мы получили высокие 
показатели индекса Шеннона, которые подтверждаются 
анализом таксономической структуры исследуемых со-
обществ.

Несмотря на очевидные достоинства технологии пи-
росеквенирования, необходимо отметить, что этот метод 
не лишен так называемого bias-эффекта (или эффекта 
предпочтения), который может выражаться в деформа-
ции описания природного разнообразия, обусловленной 
особенностями методического подхода (Acinas et al., 
2005, Morales et al., 2009). Помимо таких широко рас-

пространенных источников bias-эффекта, как процедура 
выделения ДНК и избирательная амплификация, при ис-
пользовании технологии пиросеквенирования возникает 
еще одна проблема — снижение разрешающей способ-
ности метода при прочтении гомополимерных повторов 
в нуклеотидной последовательности. Наличие таких пов-
торов может быть причиной завышенных или, наоборот, 
заниженных оценок биоразнообразия, в зависимости 
от параметров проверки качества последовательностей 
(Mardis et al., 2008).

Несмотря на сравнительно небольшую длину вклю-
ченных в исследование нуклеотидных последователь-
ностей, в большинстве случаев нами была проведена 
их успешная идентификация на уровне семейства и 
рода. Это позволило выявить две обособленные груп-
пы микроорганизмов-индикаторов почвенного засоле-
ния — это галофильные бактерии и археи и умеренно 
галофильные и галотолерантные бактерии. В первой 
группе, в отличие от традиционных представлений о 
повышенном содержании архей в экстремальных мес-
тообитаниях, доминировали бактерии, большинство из 
которых принадлежало трем филам — Proteobacteria, 
Firmicutes и Bacteroidetes. Этот результат хорошо со-
гласуется с данными о микробных сообществах на засо-
ленных участках, где также доминируют представители 
вышеупомянутых фил и отмечено низкое содержание 
архей с преобладанием семейства Halobacteriaceae 
(Hollister et al., 2010). Совпадение результатов исследо-
ваний проведенных на различных солончаках говорит в 
пользу того, что совместное присутствие определенных 

Рис. 3. Кластерный анализ сходства микробных сообществ в различных образцах   засоленной и незасоленной почвы
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групп бактерий является характерным признаком этого 
местообитания и может быть использовано в качестве 
индикатора степени засоленности почв. Среди умерен-
но галофильных и галотолерантных микроорганизмов 
нами выявлены представители родов бактерий, ранее 
описываемых при изучении морских местообитаний, 
что указывает на широкий спектр экологических адап-
таций.

Установленная в работе таксономическая структура 
микробных сообществ в засоленных участках меняет 
сложившееся мнение (Zvyagintsev et al., 2009) о доми-
нировании в засоленных почвах представителей филы 
Actinobacteria. Результаты наших исследований ука- 
зывают на то, что актинобактерии практически полно-
стью отсутствуют в засоленных почвах. Значительное 
увеличение численности этой группы бактерий наблю- 
дается лишь на границах солончака и в точках NC  
и NZ.

В предыдущей работе, пытаясь объяснить низкий по-
рог кластеризации при анализе бактериальных T-RFLP 
профилей, мы предположили, что он может быть связан 
с однородной таксономической структурой сообщест-
ва (состоящего в основном из актинобактерий) и при-
способительным характером эволюции в засоленных 
место обитаниях (Андронов и др., 2012). С включением 
в анализ высокопроизводительного метода пиросекве-
нирования оказалось, что низкий порог кластеризации 
был связан, скорее всего, с ограничениями выбранной 
методики (Андронов и др., 2012). Обратная ситуация 
сложилась в отношении архей. Здесь при использовании 
метода T-RFLP нами были выделены полностью обособ-
ленные кластеры, что повлекло за собой вывод о повы-
шенных уровнях биоразнообразия в этой группе и даже о 
ее доминирующем положении в сообществе. Здесь сыг-
рали роль сразу два фактора: во-первых, большая разре-
шающая способность метода T-RFLP при анализе мало-
компонентных сообществ, а во-вторых, использование 
домен-специфичных праймеров для Archaea. Однако не 
стоит полностью полагаться и на данные пиросеквениро-
вания, поскольку используемые в этом случае праймеры, 
как уже отмечалось ранее, являются источником bias-
эффекта и могут иметь низкое сродство к нуклеотидным 
последовательностям архей.

Значимым дополнением к кластерному анализу яв-
ляется регрессионный анализ с ранжированием групп 
бактерий по тенденции изменения численности с ростом 
засоленности. Этот (впервые использованный в данной 
работе) анализ является важным дополнением к стан-
дартным методикам оценки разнообразия сообществ 
(Лукашов, 2009, Kunin et al., 2008), так как позволяет 
упорядочить огромный массив информации и выявить 
микроорганизмы-индикаторы при различных уровнях 
почвенного засоления. Следует отметить удачный вы-
бор параметра электропроводности для ранжирования 
микробного сообщества, так как именно содержание 

свободных ионов (в противовес общему содержанию 
солей) является значимым экологическим фактором, 
непосредственно влияющим на функционирование про-
кариотной клетки. Использованные нами математичес-
кие построения позволили выявить группы галофильных 
микроорганизмов и количественно определить их эколо-
гические преференции. Предложенная в нашей работе 
методика ранжирования микроорганизмов по отноше-
нию к определенным экологическим факторам может 
быть использована не только для поиска микроорганиз-
мов-индикаторов засоления, но и для решения обратной 
задачи — выявления связей агроэкологического состо-
яния почвы с таксономической структурой резидентных 
микробных сообществ.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Появление в микробиологической практике методов 
проточного секвенирования произвело революционный 
сдвиг в понимании истинных масштабов природного ге-
нетического разнообразия микробных сообществ. Ис-
пользование современных технологий секвенирования 
открыло принципиально новые возможности в анализе 
сотен тысяч нуклеотидных последовательностей, что 
позволило перейти от описательной экологии микроор-
ганизмов к функциональной метагеномике, которая рас-
сматривает микробное сообщество как единую систему. 
В данной работе нами была предпринята попытка про-
ведения подобного рода анализа на примере описания 
закономерной смены состава микробного сообщества в 
зависимости от значений засоленности.
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комитета науки Министерства образования и науки рес-
публики Казахстан
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STudyINg THE STruCTurE oF SoIL MICroBIAL 
CoMMuNITy IN SALINE SoILS By HIgH-THrougHpuT 
pyroSEQuENCINg

Pershina E. V., Tamazyan G. S., Dolnik A. S.,  
Pinaev A. G., Sergaliev N. H., Andronov E. E.

SuMMAry: The taxonomic structure of soil microbial community  `

was studied in six samples taken from a salt marsh along the 

salinity gradient and in two samples of non-saline soils using 

pyrosequencing method (454 roche). The analysis allowed to 

identify three main ecological groups of microorganisms depending 
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on the degree of the soil salinity. Halophylic microorganisms 

were mainly represented by bacteria of three phyla Firmicutes, 

Proteobacteria and Bacteroidetes and included much less of 

archaea (the Halobacteriaceae family). Within the distance of 

150–200 m from the point with the highest levels of salinity, the 

microbial community tends to have a considerable similarity with 

control samples of non-saline soils.
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