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èЗучÅÍèÅ ÁèÎÐàЗÍÎÎÁÐàЗèß ÊÎÌпËÅÊсà 
пÐÎÊàÐèÎÒÍЫÕ ÌèÊÐÎÎÐÃàÍèЗÌÎâ 

пÎäЗÎËèсÒЫÕ пÎчâ

Испоëьзуя метод кëонирования ДНК, проведен сравнитеëьный анаëиз компëекса 
прокариотныõ микроорãанизмов подзоëистыõ почв при сверõдëитеëьном воз-
деëывании ëьна доëãунца и в чистом паре. Проведена оценка биоразнообразия 
почвенныõ прокариотов, на основе которыõ можно судить о почвенныõ микро-
биоëоãическиõ сообществаõ, сформировавшиõся под вëиянием разëичныõ аãро-
приемов. Установëено, что, в конечном счете, бессменная куëьтура растений 
способствует обеднению ãенетическиõ ресурсов микробиоты почв и изменению 
ее качественноãо состава.

К ë ю ч е в ы е    с ë о в а: почва, ëен-доëãунец, ДНК почвенныõ микроорãаниз-
мов, биоразнообразие.

изâестíо, что ìèкрооргàíèзìы ÿâлÿютсÿ íеотъеìлеìыì гоìеостàтèческèì 
состàâлÿющèì коìпоíеíтоì почâы, который осущестâлÿет è определÿет â íей 
âàжíейшèе фуíкöèè трàíсфорìàöèè âещестâ è эíергèè. Мèкробèоте прèíàдлежèт 
âàжíàÿ роль â фуíкöèоíèроâàíèè рàзлèчíых экосèстеì. Рàзâèтèю детàльíого 
èзучеíèÿ ìèкробíого бèорàзíообрàзèÿ â окружàющей среде препÿтстâоâàлè огрà-
íèчеííые прèклàдíые âозìожíостè. Зà прошедшее десÿтèлетèе â облàстè бèоло-
гèè шèрокое рàзâèтèе получèлè ìолекулÿрíо-бèологèческèе ìетоды, прè поìощè 
которых поÿâèлàсь âозìожíость преодолеть проблеìы, âозíèкàющèе â прàктèке 
клàссèческèх ìèкробèологèческèх ìетодоâ èсследоâàíèй [3, 10]. 

Нà сегодíÿшíèй деíь ìíогèе рàботы бàзèруютсÿ íà èсследоâàíèÿх íуклеè-
íоâых кèслот (ДНК è РНК), íепосредстâеííо èзâлечеííых èз обрàзöоâ рàзлèчíых 
почâ [3, 4]. Прè поìощè ПЦР с соотâетстâующèìè фèлогеíетèческèìè ìàркерàìè 
(16S рÐÍÊ, 18S рÐÍÊ è др.) проâодèтсÿ определеíèе геíоâ, кодèрующèх ìàлую 
èлè большую субъедèíèöу рèбосоìàльíой РНК, что способстâует дàльíейше-
ìу рàзâèтèю èсследоâàíèй рàзíообрàзíых èзолÿтоâ è íекультèâèруеìых âèдоâ 
ìèкробíых сообщестâ бèогеоöеíозоâ [5]. Следует отìетèть, что срàâíèтельíый 
àíàлèз прèродíых ìèкробíых сообщестâ способстâует ускореííоìу èзучеíèю èх 
структурíо-фуíкöèоíàльíых особеííостей, учèтыâàÿ спеöèфèчíость уíèкàльíых 
èлè доìèíèрующèх групп прè определеííых услоâèÿх [1].
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Материалы и методы 
изучеíèе почâеííых ìèкробíых сообщестâ осущестâлÿлось íà бàзе сâерх-

длèтельíого (с 1912 годà) стàöèоíàрíого полеâого опытà Россèйского госудàр-
стâеííого àгрàрíого уíèâерсèтетà Москоâской сельскохозÿйстâеííой àкàдеìèè 
èìеíè К.А. Тèìèрÿзеâà. Почâà дерíоâо-слàбоподзолèстàÿ, стàропàхотíàÿ кèслàÿ 
è зàплыâàющàÿ (по клàссèфèкàöèè ФАÎ-Podsolluvisol). Соглàсíо дàííыì грàíу-
лоìетрèческого àíàлèзà, â пàхотíоì (0–20 сì) слое почâы содержàлось фрàкöèй 
ìеíее 0,01 ìì 22,0 % [9]. 

Îбрàзöы почâ отбèрàлèсь осеíью после сборà урожàÿ льíосолоìкè (Linum 
usitatissimum L) èз âерхíего 15 сì пàхотíого горèзоíтà. Îтбор почâеííых обрà-
зöоâ длÿ ìèкробèологèческого àíàлèзà осущестâлÿлсÿ èз следующèх âàрèàíтоâ 
опытà:

Бессìеííàÿ культурà
1. Леí-долгуíеö (коíтроль)
2. Леí-долгуíеö+ N100P150K120

3. Леí-долгуíеö + íàâоз
Сеâооборот 4. Леí-долгуíеö (без удобреíèй)
чèстый пàр 5. Без удобреíèй

ДНК почâеííых ìèкрооргàíèзìоâ экстрàгèроâàлè ìетодоì, опèсàííыì â рàбо-
тàх Doyle J.J., Doyle J.L. [4, 5]. После âèзуàльíой детекöèè получеííых обрàзöоâ 
ДНК после электрофоретèческого рàзделеíèÿ â одíопроöеíтíоì àгàрозíоì геле 
(рèс. 1), проâодèлè очèстку получеííой почâеííой ДНК от прèìесей гуìèíоâых 
кèслот по D. Moreira [8]. 

Рис. 1. Электрофореграмма тотальной ДНК почвенных организмов 
Мàркер ìолекулÿрíой ìàссы (1500 bp), 2–15 поâторíостè âàрèàíтоâ отборà

Fig. 1. Electrophoregram of soil organisms total DNA 
Molecular mass marker (1500 bp), 2–15  variants of choice repeatability

Полèìерàзíую öепíую реàкöèю (ПЦР) проâодèлè эубàктерèàльíыì прàйìероì 
Eu3. Получеííый тàкèì обрàзоì ПЦР продукт рàзрезàлè рестрèктàзой НаеIII. 
Âèзуàльíую детекöèю фрàгìеíтоâ èз бèблèотекè клоíоâ (рèс. 2-3) получеííых об-
рàзöоâ ДНК осущестâлÿлè после электрофоретèческого рàзделеíèÿ â 1% àгàрозíоì 
геле. После этого проâодèлè èдеíтèфèкàöèю íуклеотèдíых последоâàтельíостей 
16S рРНК â àâтоìàтèческоì секâеíàторе Beckman CEQ 8000. Âèдоâую прèíàд-
лежíость получеííых íуклеотèдíых последоâàтельíостей 16S рРНК проâодèлè â 
соотâетстâèè с ìеждуíàродíой бàзой дàííых NSBI è GENBANK.
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Рис. 2. Электрофореграмма рестрикций (Hae III) клонов 16S рРНК полученных из 
тотальной ДНК почвенных организмов в различных вариантах полевого опыта

Fig. 2. Electrophoregram of clones 16S рRNA restrictions (Hae III) obtained  
from soil organisms total  DNA  in different variants of the field experiment

Рис. 3. Электрофореграмма рестрикций (Hae III) клонов 16S рРНК полученных из 
тотальной ДНК почвенных организмов в варианте чистый пар полевого опыта 

Fig. 3. Electrophoregram of clones 16S рRNA restrictions (Hae III) obtained  
from soil organisms total  DNA  in the variant bare fаllow of the field experiment

Результаты и их обсуждение 
исследоâàíèÿìè устàíоâлеíо, что прè âозделыâàíèè льíà-долгуíöà íà дерíоâо-

подзолèстых почâàх (тàбл.) прè бессìеííоì âозделыâàíèè, сеâообороте è чèстоì 
пàре, сфорìèроâàлèсь ìèкробоöеíозы, доìèíèрующее положеíèе â которых зàíÿлè 
рàзíые предстàâèтелè бàктерèй. Молекулÿрíо-геíетèческèй àíàлèз состàâà этèх 
сообщестâ â âàрèàíте бессìеííого âозделыâàíèÿ льíà-долгуíöà âыÿâèл чèслеííое 
доìèíèроâàíèе предстàâèтелей фèлогеíетèческèх групп planctomycetes è beta 
proteobacteria. 
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Спèсок доìèíàíтоâ ÿâлÿетсÿ одíèì èз репрезеíтàтèâíых покàзàтелей тàксоíоìè-
ческой структуры ìèкробíых коìплексоâ, тесíо сâÿзàííыì с тèпоì àгроэкосèстеìы. 
Âстречàеìость planctomycetes è beta proteobacteria состàâèлà от 5,7 до 11,5 %. 

Â сеâообороте доìèíèроâàлè предстàâèтелè Actinobacteria – 10 % è íекуль-
тèâèруеìые бàктерèè – 13 %. Большèй проöеíт íекультèâèруеìых бàктерèй 
âыÿâлеí â âàрèàíте чèстый пàр – 37,1 %.

Прè èзучеíèè âлèÿíèÿ культуры льíà-долгуíöà è чèстого пàрà íà âèдоâой сос-
тàâ почâеííых бàктерèй отìечеíо, что прè бессìеííоì âозделыâàíèè льíà шèроко 
предстàâлеíы íекультèâèруеìые бàктерèè Planctomycetes, beta Рroteobacteriа, 
alpha Рroteobacteriа, уроâеíь сходстâà которых состàâлÿет 95–99 %. 

Â âàрèàíте чèстого пàрà íекультèâèруеìые âèды состàâлÿлè 4,7–23 % прè 
уроâíе èх сходстâà – 85–94 %. Â сеâооборотíоì âàрèàíте с прèìеíеíèеì NPK 
уроâеíь сходстâà бàктерèй родà Аctinobacteriа состàâèл 97 %, à íекультèâèруеìых 
бàктерèй – 98 %, что подтâерждàет предстàâлеííые рàíее дàííые о сложèâшèхсÿ 
гоìеостàтèческèх âзàèìосâÿзÿх â почâеííоì ìèкробíоì коìплексе. 

Тàблèöà
Состав доминирующих филотипов бактерий в почве под культурой льна-долгунца 

и чистым паром
Table

Flex-fibre culture and bare follow effect on the composition of dominated bacteria  
filotypes in soil

Вариант 
опыта

Филотип прокариот
Сходство, 

%
Представлен-

ность, %

леí 
бессìеííо

Uncultured planctomycetes clone A12_MO02 
EF220755.1

95 11,5

Uncultured planctomycetes bacterium clone 711 
EU370852.1

95 5,7

Uncultured beta proteobacterium clone GASP-
KA1W2_B02 EU297276.1

97 11,5

Uncultured alpha proteobacterium clone EB1032 
AY395351.1

99 5,7

сеâооборот 
NPK

Uncultured actinobacterium clone GASP-KA1S1_
D02 EU296947.1

97 10

Uncultured bacterium clone GAS19 Fj178020.1 98 13

чèстый пàр

Uncultured bacterium clone H79S2_12b11 
EU451814.1

94 23

Uncultured bacterium clone 1790b-16 
AY917485.1

89 4,7

Uncultured bacterium clone ST_37 AM921478.1 85 4,7

Uncultured bacterium clone sb8 EU327149.1 87 4,7

Тàкèì обрàзоì, ìетодоì ìолекулÿрíо-геíетèческого àíàлèзà было устàíоâлеíо 
бèорàзíообрàзèе прокàрèотèческого коìплексà дерíоâо-подзолèстых почâ прè бес-
сìеííоì âозделыâàíèè льíà-долгуíöà, сеâообороте è чèстоì пàре, что позâолÿет  
íàучíо-обосíоâàííо судèть о зеìледельческèх àгропрèеìàх è упрàâлÿть èìè.

Работа выпоëнена при поддержке ãранта РФФИ 07-04-13527 офи-ц.
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âèâчÅÍÍß ÁiÎÐiЗÍÎÌàÍiÒÒß ÊÎÌпËÅÊсу пÐÎÊàÐiÎÒÍèÕ 
ÌiÊÐÎÎÐÃàÍiЗÌiâ пiäЗÎËèсÒèÕ ÃÐуÍÒiâ

Реферат

Âèкорèстоâуючè ìетод клоíуâàííÿ ДНК, проâедеíо поріâíÿльíèй àíàліз 
коìплексу прокàріотíèх ìікрооргàíізìіâ підзолèстèх ґруíтіâ прè íàдтрèâàлоìу 
âèрощуâàííі льоíу-доâгуíöÿ тà â чèстоìу пàрі. Âèÿâлеíо тà проâедеíо оöіíку 
біорізíоìàíіттÿ ґруíтоâèх прокàріот, íà осíоâі ÿкèх ìожíà судèтè про ґруíтоâі 
ìікробіологічíі угрупоâàííÿ, що сфорìуâàлèсÿ під âплèâоì різíèх àгротехíічíèх 
зàходіâ. Âстàíоâлеíо, що беззìіííà культурà рослèí спрèÿє збідíеííю геíетèчíèх 
ресурсіâ ґруíтоâої ìікробіотè і зìіíі її ÿкісíого склàду. 

К л ю ч о â і  с л о â à: льоí-доâгуíеöь, прокàріотíі ìікрооргàíізìè, ДНК 
ґруíтоâèх ìікрооргàíізìіâ, біорізíоìàíітíість.
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studying BiodivErsity of thE ProCariotiC 
MiCroorganisMs CoMPlEx of PodsoliC soils

summary

Using the method of DNA cloning the comparative analysis of the complex pro-
caryotic microorganisms of podsolic soils is carried out for a long term cultivation 
of flax and in bare fallow. The method has allowed to reveal and identify the species 
belonging, to  estimate the biodiversity of soil procaryots on which basis it is possible 
to judge the soil microbiological communities generated under the influence of various 
agroreceptions. It is established that finally the permanent culture of plants causes 
genetic resources degradation of soils  microflora and basic change of its qualitative 
structure. It is directly  connected with decreas  in stability of plants to natural and 
anthropogenous stresses. Crop succession of agricultural crops in the crop rotation 
link causes specific updating  of microcenosis.

K e y  w o r d s: flex-fibre, procariotyc microorganisms, soil organisms DNA, 
biodiversity.


