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Â.À. ÄÓÌÎÂÀ, Å.Â. ÏÅÐØÈÍÀ, ß.Â. ÌÅÐÇËßÊÎÂÀ, Þ.Â. ÊÐÓÃËÎÂ,  
Å.Å. ÀÍÄÐÎÍÎÂ 

Áèîðàçíîîáðàçèå ïî÷âåííûõ ìèêðîáíûõ ñîîáùåñòâ â íàñòîÿùåå âðåìÿ èçó÷àåòñÿ äîñòà-
òî÷íî øèðîêî. Îáúåêòîì íàøèõ èññëåäîâàíèé áûëà ñòðóêòóðà ñîîáùåñòâà â ïî÷âå äëèòåëüíîãî 
ñòàöèîíàðíîãî îïûòà Ìîñêîâñêîé ñåëüñêîõîçÿéñòâåííîé àêàäåìèè, çàëîæåííîãî â 1912 ãîäó. Ìû 
ïðîàíàëèçèðîâàëè âîçäåéñòâèå íà ïî÷âåííûé ìèêðîáèîì ðàçëè÷íûõ ñî÷åòàíèé òðåõ àãðîòåõíè÷å-
ñêèõ ôàêòîðîâ — âîçäåëûâàåìîé êóëüòóðû (ëåí è îçèìàÿ ðîæü), ñåâîîáîðîòà è èçâåñòêîâàíèÿ ïî÷-
âû. Äàííûå ïî áèîðàçíîîáðàçèþ áûëè ïîëó÷åíû ïðè ïîìîùè ìåòîäà âûñîêîïðîèçâîäèòåëüíîãî ñåê-
âåíèðîâàíèÿ. Òàêæå ìû ïðèìåíèëè îðèãèíàëüíûé ïîäõîä ê àíàëèçó äàííûõ âûñîêîïðîèçâîäèòåëüíîãî 
ñåêâåíèðîâàíèÿ — ìåòîä «áèíàðíîãî ñýìïëèíãà». Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî â êîëè÷åñòâåííîì îòíî-
øåíèè ãðóïïà ìèêðîîðãàíèçìîâ, èçìåíÿþùèõñÿ ïîä âëèÿíèåì èçó÷åííûõ ôàêòîðîâ, ïðèìåðíî ðàâíà 
ãðóïïå íå èçìåíÿþùèõñÿ ïîä âîçäåéñòâèåì ýòèõ ôàêòîðîâ. Îäíàêî ýòè ãðóïïû ñèëüíî ðàçëè÷àëèñü 
ïî êà÷åñòâåííîìó ñîñòàâó: ãðóïïà, ïîäâåðæåííàÿ âëèÿíèþ, áûëà áîëåå îäíîðîäíà. Òàêèì îáðàçîì, 
ìîæíî óòâåðæäàòü, ÷òî âîçäåéñòâèþ ïîäâåðãàåòñÿ íå î÷åíü áîëüøàÿ ÷àñòü ìèêðîîðãàíèçìîâ, à ÷èñ-
ëåííîñòü äðóãèõ îñòàåòñÿ áîëåå èëè ìåíåå ñòàáèëüíîé. Âûÿâëåíû òàêñîíîìè÷åñêèå ãðóïïû îðãàíèçìîâ, 
÷óâñòâèòåëüíûå ê êàæäîìó èç èçó÷åííûõ ôàêòîðîâ. Ïðåäëàãàåìûé íàìè ïîäõîä ñ èñïîëüçîâàíèåì 
«áèíàðíîãî ñýìïëèíãà» äàåò âîçìîæíîñòü ñîîòíåñòè êîíêðåòíûå èçìåíåíèÿ â òàêñîíîìè÷åñêîé 
ñòðóêòóðå ìèêðîáíîãî ñîîáùåñòâà ñ äåéñòâèåì îïðåäåëåííîãî ýêîëîãè÷åñêîãî ôàêòîðà. 

Êëþ÷åâûå ñëîâà: ìèêðîáèîì ïî÷âû, âûñîêîïðîèçâîäèòåëüíîå ñåêâåíèðîâàíèå. 

     Äëèòåëüíûå ïîëåâûå îïûòû èñïîëüçóþòñÿ âî âñåõ ñòðàíàõ ìèðà äëÿ 
êîìïëåêñíûõ èññëåäîâàíèé â îáëàñòè àãðîòåõíèêè è âëèÿíèÿ ðàçëè÷íûõ 
ôàêòîðîâ íà óðîæàéíîñòü. Ìíîãîêðàòíàÿ âîñïðîèçâîäèìîñòü ýòèõ ýêñïå-
ðèìåíòîâ âî âðåìåíè ïðèâîäèò ê óñòàíîâëåíèþ êà÷åñòâåííî íîâûõ çàêî-
íîìåðíîñòåé, êîòîðûå íåâîçìîæíî îïðåäåëèòü ïðè ïðîâåäåíèè êðàòêîñðî÷-
íûõ îïûòîâ. Ñòàöèîíàðíûé îïûò Ìîñêîâñêîé ñåëüñêîõîçÿéñòâåííîé 
àêàäåìèè (Ðîññèéñêèé ãîñóäàðñòâåííûé àãðàðíûé óíèâåðñèòåòà—ÌÑÕÀ 
èì. Ê.È. Òèìèðÿçåâà), êîòîðûé ìû èñïîëüçîâàëè â íàøåì èññëåäîâàíèè, 
áûë çàëîæåí â 1912 ãîäó À.Ã. Äîÿðåíêî. Ñ ìîìåíòà îñíîâàíèÿ ýòîò îïûò 
îòëè÷àëñÿ îò ïðåäøåñòâóþùèõ ìíîãîôàêòîðíîé ñõåìîé: â êîìïëåêñå èçó-
÷àëîñü âëèÿíèå óäîáðåíèé, ìîíîêóëüòóð è ïîëíîöåííîãî ñåâîîáîðîòà.

    Ðàíåå èññëåäîâàíèÿ áèîðàçíîîáðàçèÿ ìèêðîîðãàíèçìîâ ïðîâîäèëèñü 
ïîñåâîì ïî÷âåííîé ñóñïåíçèè íà ïèòàòåëüíûå ñðåäû. Â íàñòîÿùåå âðåìÿ 
íàóêà ðàñïîëàãàåì ìåòîäàìè, êîòîðûå ïîçâîëÿþò áîëåå ïîëíî îõà-
ðàêòåðèçîâàòü ñîñòàâ ìèêðîáíîãî ñîîáùåñòâà, ó÷èòûâàÿ íå òîëüêî êóëüòè-
âèðóåìûå, íî è íåêóëüòèâèðóåìûå ìèêðîîðãàíèçìû (1-4). Îäíàêî åùå íå-
äàâíî îïðåäåëåíèå òàêñîíîìè÷åñêîãî ñîñòàâà ìèêðîáíîãî ñîîáùåñòâà ñ èñ-
ïîëüçîâàíèåì ýòèõ ïðèåìîâ áûëî äîñòàòî÷íî òðóäîåìêèì è äîðîãèì. Òðå-
áîâàëèñü ïðîöåäóðû êëîíèðîâàíèÿ è ïîñëåäóþùåãî ñåêâåíèðîâàíèÿ îò-
äåëüíûõ íóêëåîòèäíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé, ÷òî ñóùåñòâåííî îãðàíè÷èâàëî 
êàê ÷èñëî âûÿâëÿåìûõ âèäîâ, òàê è äèàïàçîí èññëåäóåìûõ ìåñò îáèòàíèÿ 
(5, 6). 

 Ïðèìåíåíèå ïèðîñåêâåíèðîâàíèÿ ñóùåñòâåííî ðàñøèðèëî âîçìîæ-

* Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ïîääåðæêå Ìèíèñòåðñòâà îáðàçîâàíèÿ è íàóêè ÐÔ, ÃÊ ¹ 16.552.11.7047 è ãðàíòà
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íîñòè ìàñøòàáíîãî èçó÷åíèÿ ìíîãîêîìïîíåíòíûõ ýêîñèñòåì, âêëþ÷àÿ ïî÷-
âåííûå ìèêðîáîöåíîçû. Â òî æå âðåìÿ ðåçóëüòàòû ïèðîñåêâåíèðîâàíèÿ 
èìåþò î÷åíü ñëîæíóþ ñòðóêòóðó, ñ òðóäîì ïîäâåðãàþòñÿ àíàëèçó, è ïîýòîìó 
äëÿ òîãî, ÷òîáû ðàçîáðàòüñÿ â âèäîâîì ìíîãîîáðàçèè, íåîáõîäèìî íàõî-
äèòü íîâûå ïîäõîäû ê ñèñòåìàòèçàöèè äàííûõ.  

Â ïðåäñòàâëÿåìîé ðàáîòå ìû ïðåäëàãàåì îðèãèíàëüíûé ïîäõîä ê 
àíàëèçó äàííûõ (ìåòîä «áèíàðíîãî ñýìïëèíãà»), íàïðàâëåííûé íà âûÿâ-
ëåíèå îñîáåííîñòåé òàêñîíîìè÷åñêîé ñòðóêòóðû ïî÷âåííîãî ìèêðîáèîìà, 
ñâÿçàííûõ ñ äåéñòâèåì îïðåäåëåííîãî ýêîëîãè÷åñêîãî ôàêòîðà. Ñìûñë ìå-
òîäà çàêëþ÷àåòñÿ â ñîçäàíèè (åùå íà ýòàïå îòáîðà ïðîá) òàêîãî íàáîðà îá-
ðàçîâ, ÷òîáû èõ ìîæíî áûëî ðàçäåëèòü íà ãðóïïû, êîòîðûå ðàçëè÷àëèñü 
áû òîëüêî ïî îäíîìó èç äåéñòâóþùèõ ýêîëîãè÷åñêèõ ôàêòîðîâ, à ïî âñåì 
äðóãèì áûëè áû ñõîäíû. Èìåííî òàêàÿ ñõåìà îòáîðà ïðîá ïîçâîëèò îïðåäå-
ëÿòü ãðóïïû ìèêðîîðãàíèçìîâ, ìàðêèðóþùèå íàèáîëåå ñóùåñòâåííûå ðàç-
ëè÷èÿ â òàêñîíîìè÷åñêîé ñòðóêòóðå ìèêðîáèîòû, êîòîðûå âûçâàíû âëèÿíè-
åì èññëåäóåìîãî ôàêòîðà. Ïðè ñîïîñòàâëåíèè îáúåäèíåííûõ ïî âûáðàí-
íîìó ôàêòîðó áèáëèîòåê ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé ìîæíî âûÿâèòü òå òàêñîíû, 
êîòîðûå äåìîíñòðèðóþò íàèáîëåå çíà÷èìûå ðàçëè÷èÿ. 

Öåëüþ ðàáîòû áûëî èññëåäîâàíèå ìèêðîáíîãî ñîîáùåñòâà â ïî÷âàõ 
äëèòåëüíîãî ñòàöèîíàðíîãî îïûòà ìåòîäîì âûñîêîïðîèçâîäèòåëüíîãî ñåê-
âåíèðîâàíèÿ ñ ïðèìåíåíèåì ïðåäëîæåííîãî íàìè «áèíàðíîãî ñýìïëèíãà». 

Ìåòîäèêà. Çåìåëüíûé ó÷àñòîê ìíîãîëåòíåãî îïûòà ÐÃÀÓ—ÌÑÕÀ 
èì. Ê.À. Òèìèðÿçåâà ïëîùàäüþ îêîëî 1,5 ãà ñ óêëîíîì 1° íà ñåâåðî-çàïàä 
ðàñïîëîæåí íà þæíîé îêðàèíå Êëèíñêî-Äìèòðîâñêîé âîçâûøåííîñòè, 
ïðåäñòàâëåííîé ìîðåííîé ðàâíèíîé. Ïðåâûøåíèå íàä óðîâíåì ìîðÿ 162 ì. 
Ñðåäíåìíîãîëåòíåå êîëè÷åñòâî îñàäêîâ îêîëî 600 ìì â ãîä, èç íèõ ïðè-
ìåðíî ïîëîâèíà — çà ìàé—àâãóñò, ñðåäíåãîäîâàÿ òåìïåðàòóðà 4,1 °Ñ. Ïî÷-
âà äåðíîâî-ïîäçîëèñòàÿ, ñóïåñ÷àíàÿ. Îòáîð ïî÷âåííûõ îáðàçöîâ ïðîâîäè-
ëè â èþíå 2010 ãîäà ñ ãëóáèíû ïàõîòíîãî ãîðèçîíòà À1 (20 ñì) â âîñüìè 
âàðèàíòàõ îïûòà (â çàâèñèìîñòè îò ñî÷åòàíèÿ âîçäåéñòâóþùèõ àãðîòåõíè-
÷åñêèõ ôàêòîðîâ). 

Äëÿ âûäåëåíèÿ ÄÍÊ â ïðîáèðêó îáúåìîì 2 ìë îòáèðàëè íàâåñêó 
ïî÷âû (0,2 ã). Äîáàâëÿëè ðàâíîå ïî îáúåìó êîëè÷åñòâî øàðèêîâ äèàìåò-
ðîì 0,1 ìì («Innomed», Âåíãðèÿ), 350 ìêë ðàñòâîðà À (íàòðèé-ôîñôàòíûé 
áóôåð — 20 ìM, èçîòèîöèàíàò ãóàíèäèíà — 240 ìM; ðÍ 7,0), 350 ìêë ðàñ-
òâîðà Á (Òðèñ-ÍCl — 500 ìM, SDS — 1 % ïî ìàññå ê îáúåìó; pH 7,0) è 
400 ìêë ñìåñè ôåíîë-õëîðîôîðì. Ïðîáèðêó ïîìåùàëè âî âñòðÿõèâàòåëü è 
ðàçðóøàëè îáðàçåö â òå÷åíèå 10-15 ìèí. Çàòåì öåíòðèôóãèðîâàëè ïðè 
10 000-15 000 g â òå÷åíèå 5 ìèí. Âîäíóþ ôàçó îòáèðàëè, äîáàâëÿëè 400 ìêë 
õëîðîôîðìà, èíòåíñèâíî âñòðÿõèâàëè 1-3 ìèí, öåíòðèôóãèðîâàëè òàê æå, 
êàê íà ïðåäûäóùåé ñòàäèè, îòáèðàëè âîäíóþ ôàçó. Ê íåî÷èùåííîìó ýêñ-
òðàêòó ÄÍÊ äîáàâëÿëè îäèí îáúåì èçîïðîïèëîâîãî ñïèðòà, èíòåíñèâíî 
âñòðÿõèâàëè, öåíòðèôóãèðîâàëè, ïðîìûâàëè 70 % ýòàíîëîì, ñëåãêà ïîä-
ñóøèâàëè íà âîçäóõå è ðàñòâîðÿëè îñàäîê ïðè 65 °Ñ â òå÷åíèå 15 ìèí â 
100 ìêë âîäû.  

Äëÿ î÷èñòêè ÄÍÊ îò ïðèìåñåé ïðîâîäèëè ýëåêòðîôîðåç â 1 % 
àãàðîçå (0,5½ ÒÀÅ-áóôåð). Âûðåçàííûé áëîê, ñîäåðæàùèé ÄÍÊ, ïîìå-
ùàëè â ïðîáèðêó òèïà ýïïåíäîðô (1,5 ìë), äîáàâëÿëè 2 îáúåìà ðàñòâîðà 
Â (èçîòèîöèàíàò ãóàíèäèíà — 3 Ì, Òðèñ-HCl — 20 ìM, Òðèòîí X-100 — 
20 ìã/ìë; ðÍ 7,0) è èíêóáèðîâàëè ïðè 65 °Ñ äî ïîëíîãî ðàñòâîðåíèÿ áëî-
êà. Ê ðàñòâîðó ïðèëèâàëè 20 ìêë ðàñòâîðà Ã (ðàñòâîð Â ñ äîáàâëåíèåì 
òîíêîäèñïåðñíîé îêèñè êðåìíèÿ, 40 ìã/ìë), ïåðåìåøèâàëè è èíêóáèðîâà-
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ëè 5 ìèí ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå, ïåðèîäè÷åñêè âñòðÿõèâàÿ. Çàòåì öåí-
òðèôóãèðîâàëè ïðè ìàêñèìàëüíîé ñêîðîñòè, ïîëíîñòüþ óáèðàëè ñóïåðíà-
òàíò, îñàäîê ñóñïåíäèðîâàëè â 200 ìêë ðàñòâîðà Ä (ýòàíîë — 25 %, èçî-
ïðîïàíîë — 25 %, NaCl — 100 ìM, Òðèñ-HCl — 10 ìM; ðÍ 7,0), öåíòðè-
ôóãèðîâàëè, ïîëíîñòüþ îòáèðàëè ñóïåðíàòàíò, îñàäîê ðåñóñïåíäèðîâàëè â 
ýòàíîëå, îïÿòü öåíòðèôóãèðîâàëè è ïîëíîñòüþ óäàëÿëè ñóïåðíàòàíò. Îñà-
äîê ïîäñóøèâàëè íà âîçäóõå â òå÷åíèå 15 ìèí, äîáàâëÿëè 50 ìêë ýëþè-
ðóþùåãî áóôåðà (Òðèñ-HCl — 10 ìM, EDTA — 1 ìM; ðÍ 8,0) è ïîäâåðãà-
ëè óìåðåííîìó âñòðÿõèâàíèþ íà âîðòåêñå â òå÷åíèå 30 ìèí. Ïîñëå ýòîãî 
îáðàçöû öåíòðèôóãèðîâàëè è îòáèðàëè ñóïåðíàòàíò, èçáåãàÿ ïîïàäàíèÿ 
îêèñè êðåìíèÿ â î÷èùåííûé ïðåïàðàò ÄÍÊ. 

Ïðè ñåêâåíèðîâàíèè íóêëåîòèäíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé î÷è-
ùåííûé ïðåïàðàò ÄÍÊ ñëóæèë ìàòðèöåé â ðåàêöèè ÏÖÐ ñ óíèâåðñàëü-
íûìè ïðàéìåðàìè ê âàðèàáåëüíîìó ó÷àñòêó V4 ãåíà 16S-ðÐÍÊ (F515 — 
GTGCCAGCMGCCGCGGTAA, R806 — GGATACVSGGGTATCTAAT) (7) 
ñ äîáàâëåíèåì îëèãîíóêëåîòèäíûõ èäåíòèôèêàòîðîâ äëÿ êàæäîé ïðîáû è 
ñëóæåáíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé, íåîáõîäèìûõ äëÿ ïèðîñåêâåíèðîâàíèÿ ïî 
ïðîòîêîëó «Roche» (Øâåéöàðèÿ). Èñïîëüçóåìûå ïðàéìåðû áûëè ñêîíñò-
ðóèðîâàíû íà îñíîâå àíàëèçà ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé êàê áàêòåðèé, òàê è àð-
õåé. Ïîäãîòîâêó ïðîá è ñåêâåíèðîâàíèå ïðîâîäèëè íà ïðèáîðå GS Junior 
(«Roche», Øâåéöàðèÿ) ñîãëàñíî ðåêîìåíäàöèè ïðîèçâîäèòåëÿ. 

Äëÿ òàêñîíîìè÷åñêîé èäåíòèôèêàöèè ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé äîïîë-
íèòåëüíî òàêæå âîñïîëüçîâàëèñü áàçîé äàííûõ RDP (Ribosomal Database 
Project, http://rdp.cme.msu.edu/). Ñðàâíèòåëüíûé àíàëèç ìèêðîáíûõ ñîîá-
ùåñòâ âûïîëíÿëè ñ èñïîëüçîâàíèåì ðåñóðñà VAMPS (Visualization and Analysis 
of Microbial Population Structure, äîñòóïåí íà ñàéòå http://vamps.mbl.edu/). Ñ 
ïîìîùüþ ñèñòåìû VAMPS ïîëó÷èëè òàáëèöû, ñîäåðæàùèå çíà÷åíèÿ äîëè 
èäåíòèôèöèðîâàííûõ ìèêðîîðãàíèçìîâ â êàæäîé ïðîáå, íà îñíîâàíèè 
êîòîðûõ áûëè ïîñòðîåíû èòîãîâûå äèàãðàììû. 

Êîìïüþòåðíóþ îáðàáîòêó ïîëó÷åííûõ â ðåçóëüòàòå ñåêâåíèðîâàíèÿ 
íóêëåîòèäíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé, óäàëåíèå èç èõ ñîñòàâà ìåòîê è ïðàé-
ìåðîâ îñóùåñòâëÿëè ñîãëàñíî ìåòîäè÷åñêèì ðåêîìåíäàöèÿì â ïðèëîæå-
íèè Ribosome Database Project (RDP) Pipeline (8). Âûïîëíÿëè âûðàâíèâà-
íèå íóêëåîòèäíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé, ïîñòðîåíèå ìàòðèöû ãåíåòè÷å-
ñêèõ ðàññòîÿíèé è êëàñòåðíûé àíàëèç ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé ñ ïðèìåíåíè-
åì àëãîðèòìà «average neighbor». Äàëåå ïðîâîäèëè êëàññèôèêàöèþ ïîñëå-
äîâàòåëüíîñòåé íà OTU (Operational Taxonomic Unit) ñ èñïîëüçîâàíèåì 
êðèòåðèÿ 97 % ñõîäñòâà 

Äëÿ îñóùåñòâëåíèÿ «áèíàðíîãî ñýìïëèíãà» èç êàæäîé áèáëèîòåêè 
áðàëè ñëó÷àéíóþ âûáîðêó èç 985 ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé, íîðìàëèçèðóÿ áèá-
ëèîòåêè äëÿ ïîñëåäóþùåãî ñðàâíåíèÿ, è ñîçäàâàëè îáúåäèíåííûå áèáëèî-
òåêè ïî êàæäîìó èç âûáðàííûõ ôàêòîðîâ. Áèáëèîòåêè ñðàâíèâàëè â ïðè-
ëîæåíèè RDP «LibCompare» (http://rdp.cme.msu.edu/comparison/comp.jsp). 
Òàêèì îáðàçîì áûëè ñôîðìèðîâàíû òàáëèöû ïî êàæäîìó ôàêòîðó, ñîäåð-
æàùèå äàííûå î çíà÷èìîñòè ðàçëè÷èé ìåæäó äâóìÿ áèáëèîòåêàìè, îáúå-
äèíåííûìè ïî ñîîòâåòñòâóþùåìó ôàêòîðó. Ïîðîã äëÿ îöåíêè çíà÷èìîñòè 
âëèÿíèÿ ôàêòîðà îïðåäåëèëè ðàâíûì 0,05 (âñå ïîêàçàòåëè âûøå ýòîãî ïî-
ðîãà íå îòðàæàëè çíà÷èìûõ ðàçëè÷èé è íàîáîðîò). 

Ðåçóëüòàòû. Îáðàçöû ïî÷âû â ñòàöèîíàðíîì ïîëåâîì îïûòå ÐÃÀÓ-
ÌÑÕÀ èì. Ê.À. Òèìèðÿçåâà îòáèðàëè ïîä ïîñåâàìè ëüíà è îçèìîé ðæè, ñ 
èçâåñòêîâàíèåì è áåç, â óñëîâèÿõ ñåâîîáîðîòà è áåç íåãî (òàáë.). 
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Õàðàêòåðèñòèêà èññëåäîâàííûõ îáðàçöîâ ïî÷âû (ñòàöèîíàðíûé ïîëåâîé îïûò
Ðîññèéñêîãî ãîñóäàðñòâåííîãî àãðàðíîãî óíèâåðñèòåòà—ÌÑÕÀ èì. Ê.À. Òèìè-
ðÿçåâà, ã. Ìîñêâà, èþíü 2010 ãîäà) 

¹ оáðàçöà Èçâåñòêîâàíèå Ñåâîîáîðîò Êóëüòóðà ×èñëî íóêëåîòèäíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé
1 + + Ðîæü 1208
2 − + Ðîæü 1613
3 + + Ëåí 2584
4 − + Ëåí 1928
5 − − Ëåí 2049
6 + − Ëåí 985
7 − − Ðîæü 1342
8 + − Ðîæü 2002

Ï ð è ì å ÷ à í è å. «+» è «−» — ñîîòâåòñòâåííî íàëè÷èå è îòñóòñòâèå äåéñòâóþùåãî ôàêòîðà.  

À 

Á 

Ðèñ. 1. Ðàñïðåäåëåíèå ôèë (À) è ðîäîâ (Á) ìèêðîîðãàíèçìîâ ïî îáðàçöàì ïî÷âû (ïî äàííûì âûñî-
êîïðîèçâîäèòåëüíîãî ñåêâåíèðîâàíèÿ áèáëèîòåê ãåíà 16S-ðÐÍÊ): 1 — ñ èçâåñòêîâàíèåì è ñåâî-
îáðîòîì, 2 — ñ ñåâîîáîðîòîì, 3 — áåç ñåâîîáîðîòà, 4 — ñ èçâåñòêîâàíèåì áåç ñåâîîáîðîòà
(ïîä ðîæüþ); 5 — ñ èçâåñòêîâàíèåì è ñåâîîáîðîòîì, 6 — ñ ñåâîîáîðîòîì, 7 — áåç ñåâîîáîðî-
òà, 8 — ñ èçâåñòêîâàíèåì áåç ñåâîîáîðîòà (ïîäî ëüíîì) (ñòàöèîíàðíûé ïîëåâîé îïûò Ðîñ-
ñèéñêîãî ãîñóäàðñòâåííîãî àãðàðíîãî óíèâåðñèòåòà—ÌÑÕÀ èì. Ê.À. Òèìèðÿçåâà, ã. Ìîñêâà, 
èþíü 2010 ãîäà). 

Â ñîñòàâå ñîîáùåñòâà áûëè îáíàðóæåíû ïðåäñòàâèòåëè 19 ôèë ìèê-
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ðîîðãàíèçìîâ (ðèñ. 1, À), ñðåäè êîòîðûõ àðõåè ñîñòàâëÿëè íåáîëüøóþ äîëþ 
(îò 3 äî 8 % â çàâèñèìîñòè îò îáðàçöà). Ïðè ýòîì ñëåäóåò îòìåòèòü ñíèæå-
íèå ÷èñëà àðõåé â îáðàçöàõ ñ áåññìåííîé êóëüòóðîé îçèìîé ðæè. Ñðåäè 
áàêòåðèé íàèáîëåå øèðîêî îêàçàëàñü ïðåäñòàâëåíà ôèëà Proteobacteria ñ 
âêëàäîì â ñîîáùåñòâî îêîëî 50 %, çà íåé ñëåäîâàëè Actinobacteria (îêîëî 
20 %), Acidobacteria (5 %) è Firmicutes (5 %). Äîëÿ ìèêðîîðãàíèçìîâ, íå 
èäåíòèôèöèðóåìûõ äî ôèëû, ñîñòàâëÿëà ïðèìåðíî 15-20 %. Ìîæíî òàê-
æå âûäåëèòü íåñêîëüêî ôèë, íà êîòîðûå â ñîîáùåñòâå ïðèõîäèëîñü îêî-
ëî 1 % — ýòî Crenarcheota, Verrucomicrobia, Bacteroidetes è Gemmatimonadetes. 
×èñëåííîñòü ìèêðîîðãàíèçìîâ èç îñòàëüíûõ ôèë â ñîîáùåñòâàõ íå äîñòè-
ãàëà 1 %. Âñåãî ìû âûÿâèëè îêîëî 300 ðîäîâ ìèêðîîðãàíèçìîâ (ñì. ðèñ. 1, 
Á), ïðè÷åì áîëüøóþ äîëþ èç íèõ (îêîëî 40-50 %) ñîñòàâëÿëè òå, äëÿ êîòî-
ðûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ÄÍÊ íå óäàëîñü èäåíòèôèöèðîâàòü äî ðîäà.  

Ïðè ðàññìîòðåíèè ñîîáùåñòâà íà óðîâíå ðîäà â ôèëå Proteobacteria 
äîìèíèðîâàëè ïðåäñòàâèòåëè Rhizobium (èõ ñîäåðæàíèå âàðüèðîâàëî â ïðå-
äåëàõ 10-20 %), Sphingomonas sp., Pseudomonas sp., à òàêæå íå èäåíòèôèöè-
ðóåìûå äî ðîäà ïðåäñòàâèòåëè êëàññà Proteobacteria. Â îáðàçöàõ ïîä ïîñå-
âàìè îçèìîé ðæè ïðîöåíò ðèçîáèé â ïî÷âå ñèëüíî âàðüèðîâàë. Âîçäåëû-
âàíèå îçèìîé ðæè â ñåâîîáîðîòå ïðèâîäèëî ê óâåëè÷åíèþ ÷èñëåííîñòè 
ðèçîáèé, â òî âðåìÿ êàê ëåí íå îêàçûâàë òàêîãî âëèÿíèÿ íè â óñëîâèÿõ 
ñåâîîáîðîòà, íè áåç íåãî. Â öåëîì ìîæíî îòìåòèòü áîëåå âûñîêóþ ÷èñ-
ëåííîñòü ðèçîáèé â ñåâîîáîðîòå, ÷òî âïîëíå îáúÿñíèìî, ïîñêîëüêó îäíîé 
èç êóëüòóð â íåì áûë êëåâåð. 

Â ôèëå Actinobacteria áîëüøóþ äîëþ çàíèìàëè íåèçâåñòíûå ðîäû 
ìèêðîîðãàíèçìîâ èç ñåìåéñòâ Acidimicrobidae è Actinobacteridae, à òàêæå çà-
ìåòíûé âêëàä âíîñèëè Arthrobacter sp. (ïîä ïîñåâàìè ëüíà åãî ñîäåðæàíèå 
îêàçàëîñü âûøå, ÷åì ïîä ïîñåâàìè îçèìîé ðæè), Solirubrobacter sp., Terra-
bacter sp. è Nocardioides sp. Ñðåäè Acidobacteria äîìèíèðîâàëè ïðåäñòàâèòå-
ëè ðîäîâ GP1, GP16, GP3, GP4 è GP6. Äëÿ âñåõ îáðàçöîâ áûëî õàðàêòåð-
íî îáùåå ñíèæåíèå ÷èñëåííîñòè Acidobacteria ïðè èçâåñòêîâàíèè ïî÷âû. 
Êàê îòìå÷àþò C.L. Lauber ñ ñîàâò. (9), ìèêðîîðãàíèçìû èç ôèëû Acidobacteria 
ïðåäðàñïîëîæåíû ê îáèòàíèþ ïðè áîëåå êèñëûõ çíà÷åíèÿõ pH, è ýòèì 
ìîæíî îáúÿñíèòü ñíèæåíèå èõ ÷èñëåííîñòè â îáðàçöàõ ñ èçâåñòêîâàíèåì 
ïî÷âû. Áîëüøèíñòâî ïðåäñòàâèòåëåé ôèëû Firmicutes ñîñòàâëÿëè íå èäåí-
òèôèöèðîâàííûå äî ðîäà ìèêðîîðãàíèçìû èç êëàññîâ Bacilli è Clostridia, à 
òàêæå ðîäû Paenibacillus sp. è Bacillus sp. 

Àíàëèç äàííûõ ñåêâåíèðîâàíèÿ ïîêàçàë, ÷òî ïî÷âåííîå ìèêðîáíîå 
ñîîáùåñòâî îáëàäàåò î÷åíü ñëîæíîé ñòðóêòóðîé, åå èçìåíåíèÿ îò îáðàçöà 
ê îáðàçöó íå âñåãäà î÷åâèäíû, ïîýòîìó âîçíèêëà íåîáõîäèìîñòü óïîðÿäî-
÷èòü ïîëó÷åííûé ìàòåðèàë, ÷òîáû âûÿâèòü ìèêðîîðãàíèçìû, íàèáîëåå ÷óâ-
ñòâèòåëüíûå ê äåéñòâèþ îïðåäåëåííîãî ýêîëîãè÷åñêîãî ôàêòîðà. Â ýòîì èñ-
ñëåäîâàíèè ìû ðåøèëè èñïîëüçîâàòü ìåòîä «áèíàðíîãî ñýìïëèíãà», ïðèí-
öèï êîòîðîãî áûë îïèñàí âûøå. Èñïîëüçîâàííûé ïîäõîä ïîçâîëèë íàì 
âûäåëèòü ãðóïïû ìèêðîîðãàíèçìîâ, ïîäâåðæåííûå èëè íå ïîäâåðæåííûå 
âëèÿíèþ âûáðàííûõ íàìè ýêîëîãè÷åñêèõ ôàêòîðîâ (êèñëîòíîñòü ïî÷âû, 
àãðîòåõíèêà è âîçäåëûâàåìàÿ êóëüòóðà). 

Èíòåðåñíî îòìåòèòü, ÷òî â êîëè÷åñòâåííîì îòíîøåíèè ãðóïïà ìèê-
ðîîðãàíèçìîâ, èçìåíÿþùèõñÿ ïîä âëèÿíèåì èçó÷åííûõ ôàêòîðîâ, îêàçàëàñü 
ïðèìåðíî ðàâíà ãðóïïå íå èçìåíÿþùèõñÿ ïîä âîçäåéñòâèåì ýòèõ ôàêòîðîâ 
(ðèñ. 2). Îäíàêî ýòè ãðóïïû ñèëüíî ðàçëè÷àëèñü ïî êà÷åñòâåííîìó ñîñòà-
âó: ãðóïïà, ïîäâåðæåííàÿ âëèÿíèþ, áûëà áîëåå îäíîðîäíà. Òàêèì îáðà-
çîì, ìîæíî óòâåðæäàòü, ÷òî âîçäåéñòâèþ ïîäâåðãàåòñÿ íå î÷åíü áîëüøàÿ 
÷àñòü ìèêðîîðãàíèçìîâ, à ÷èñëåííîñòü äðóãèõ îñòàåòñÿ áîëåå èëè ìåíåå 
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ñòàáèëüíîé. 
Ïðåäñòàâèòåëè òðåõ ôèë — Aci-

dobacteria, Actinobacteria, Proteobacteria 
áûëè ìíîãî÷èñëåííû âî âñåõ îáðàç-
öàõ è ïîäâåðæåíû âëèÿíèþ âñåõ èñ-
ñëåäóåìûõ ôàêòîðîâ. Èíòåðåñíî îòìå-
òèòü ôèëó Gemmatimonadetes (10): âõî-
äÿùèé â íåå âèä Gemmatimonas sp. îêà-
çàëñÿ ÷óâñòâèòåëüíûì ê âîçäåéñòâèþ 
âñåõ ôàêòîðîâ.  

Åñëè ðàññìàòðèâàòü âëèÿíèå 
ýêîëîãè÷åñêèõ ôàêòîðîâ íà ðîäû áàê-
òåðèé, ìîæíî âûÿâèòü ðÿä èíòåðåñíûõ 
çàêîíîìåðíîñòåé (ðèñ. 3). Òàê, Rizo-
bium sp. è Gemmatimonas sp. ÷óâñòâè-
òåëüíû êî âñåì òðåì èçó÷åííûì íàìè 
ôàêòîðàì (èçâåñòêîâàíèå, ñåâîîáîðîò, 

êóëüòóðà ðàñòåíèé). Âëèÿíèþ âñåõ òðåõ ôàêòîðîâ ïîäâåðæåíû òàêæå ðàç-
ëè÷íûå ïðåäñòàâèòåëè ôèëû Acidobacteria. Íåñìîòðÿ íà òî, ÷òî ïîñëåäíèå, 
êàê óæå îòìå÷àëîñü, ïðåäïî÷èòàþò áîëåå êèñëóþ ñðåäó îáèòàíèÿ (9), âèä-
íî, ÷òî íå âñå ïðåäñòàâèòåëè ýòîé ôèëû ïðîÿâèëè ÷óâñòâèòåëüíîñòü ê èç-
ìåíåíèþ êèñëîòíîñòè ïî÷âû. Òîëüêî ó ðîäîâ Gp1 è Gp2 ÷èñëåííîñòü â 
îáðàçöàõ ñ èçâåñòêîâàíèåì óìåíüøàëàñü, îñòàëüíûå àöèäîáàêòåðèè îêàçà-
ëèñü óñòîé÷èâûìè ê èçìåíåíèþ ðÍ. Êðîìå òîãî, ñòîèò îòìåòèòü èçìåíå-
íèÿ ÷èñëåííîñòè Sphingomonas sp., Streptomyces sp. è Nocardioides sp., íà êî-
òîðûå âëèÿëè ëèøü ôàêòîðû, ñâÿçàííûå ñ âîçäåëûâàåìîé êóëüòóðîé è ñå-
âîîáîðîòîì. Èçìåíåíèå ðÍ íåçíà÷èòåëüíî ñêàçàëèñü íà ýòèõ âèäàõ ìèê-
ðîîðãàíèçìîâ. Arthrobacter sp. áûë ÷óâñòâèòåëåí ê âîçäåéñòâèþ ñåâîîáîðîòà 
è âûðàùèâàåìîé êóëüòóðå. Èçâåñòêîâàíèå ñíèæàëî ÷èñëåííîñòü áàêòåðèé 
èç ðîäîâ Solirubrobacter, Paenibacillus, Bradyrhizobium. 

Ðèñ. 3. Ðîäû ìèêðîîðãàíèçìîâ, ïîäâåðæåííûõ âëèÿíèþ èçâåñòêîâàíèÿ, ñåâîîáîðîòà è âîçäå-
ëûâàåìîé êóëüòóðû (òðåóãîëüíèêè — ðîæü, ÷åðíûå êðóæêè — ëåí), êîòîðûå áûëè âûÿâëåíû â 
èññëåäîâàííûõ îáðàçöàõ ïî÷âû ïî äàííûì âûñîêîïðîèçâîäèòåëüíîãî ñåêâåíèðîâàíèÿ áèáëèîòåê 
ãåíà 16S-ðÐÍÊ. Ïðÿìîóãîëüíèêàìè îòìå÷åíû ðîäû, ÷óâñòâèòåëüíûå êî âñåì òðåì ôàêòî-
ðàì (ñòàöèîíàðíûé ïîëåâîé îïûò Ðîññèéñêîãî ãîñóäàðñòâåííîãî àãðàðíîãî óíèâåðñèòåòà—
ÌÑÕÀ èì. Ê.À. Òèìèðÿçåâà, ã. Ìîñêâà, èþíü 2010 ãîäà). 

Âëèÿíèþ ñåâîîáîðîòà îêàçàëàñü ïîäâåðæåíà äîñòàòî÷íî îáøèðíàÿ 
ãðóïïà ìèêðîîðãàíèçìîâ, ñðåäè êîòîðûõ Nocardioides sp., Spartobacteria sp., 
Hyphomicrobium sp., Streptomyces sp. è äð. Ñåëüñêîõîçÿéñòâåííàÿ êóëüòóðà (â 
íàøåì ñëó÷àå ëåí è îçèìàÿ ðîæü) âëèÿåò íà Nocardioides sp., Sphi-

 
Ðèñ. 2. Äîëÿ (%) âèäîâ ìèêðîîðãàíèçìîâ â 
îáðàçöàõ ïî÷âû, íå ïîäâåðæåííûõ (à) è ïîä-
âåðæåííûõ (á) âëèÿíèþ èññëåäóåìûõ ôàêòîðîâ 
(ïî äàííûì âûñîêîïðîèçâîäèòåëüíîãî ñåê-
âåíèðîâàíèÿ áèáëèîòåê ãåíà 16S-ðÐÍÊ): I, 
II è III — ñîîòâåòñòâåííî èçâåñòêîâàíèå, 
ñåâîîáîðîò è âîçäåëûâàåìàÿ êóëüòóðà (ñòà-
öèîíàðíûé ïîëåâîé îïûò Ðîññèéñêîãî ãî-
ñóäàðñòâåííîãî àãðàðíîãî óíèâåðñèòåòà—
ÌÑÕÀ èì. Ê.À. Òèìèðÿçåâà, ã. Ìîñêâà, 
èþíü 2010 ãîäà). 
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ngomonas sp., Streptomyces sp. è äð. Îäíàêî âåëèê ñïèñîê è òåõ ìèêðîîðãà-
íèçìîâ, êîòîðûå íå÷óâñòâèòåëüíû ê óêàçàííîìó ôàêòîðó. Ñðåäè áàêòåðèé, 
óñòîé÷èâûõ ê âîçäåéñòâèþ âñåõ òðåõ ôàêòîðîâ, ìîæíî âûäåëèòü òàêèõ èç-
âåñòíûõ ïðåäñòàâèòåëåé ïî÷âåííîé ìèêðîáèîòû, êàê Pseudomonas sp., Ba-
cillus sp., Rubrobacter sp. 

Òàêèì îáðàçîì, èññëåäîâàííûå íàìè ôàêòîðû îêàçûâàëè ñèëüíîå 
âîçäåéñòâèå íà ñîñòàâ ìèêðîáíîãî ñîîáùåñòâà, äàâàÿ ïðåèìóùåñòâî â ðàç-
âèòèè îïðåäåëåííûì ãðóïïàì ìèêðîîðãàíèçìîâ, èìåþùèõ òå ôèçèîëî-
ãè÷åñêèå îñîáåííîñòè, êîòîðûå ïîçâîëÿþò èì çàíèìàòü çíà÷èòåëüíóþ ÷àñòü 
ýêîëîãè÷åñêîé íèøè. Ñóùåñòâóåò «ïîäâèæíàÿ» ÷àñòü ìèêðîáíîãî ñîîá-
ùåñòâà ïî÷âû, â íåå âõîäÿò íàèáîëåå ìíîãî÷èñëåííûå ðîäû ïî÷âåííûõ 
áàêòåðèé, òàêèå êàê Rhizobium, Arthrobacter (ñì. ðèñ. 3). Ýòà àêòèâíàÿ ãðóï-
ïà ìèêðîîðãàíèçìîâ ìîæåò áûòü çàäåéñòâîâàíà â îñíîâíûõ ïî÷âîîáðàçî-
âàòåëüíûõ ïðîöåññàõ è ïîýòîìó áîëåå ÷óòêî ðåàãèðóåò íà ñìåíó óñëîâèé 
îêðóæàþùåé ñðåäû. Â òî æå âðåìÿ â ïî÷âå ïîñòîÿííî ñîõðàíÿåòñÿ ïóë 
âñåõ ìèêðîîðãàíèçìîâ, êîòîðûé ñëóæèò èñòî÷íèêîì ïîñòîÿííîãî êà÷åñò-
âåííîãî è êîëè÷åñòâåííîãî èçìåíåíèÿ ñîñòàâà ìèêðîáíîãî ñîîáùåñòâà. 
Íåñìîòðÿ íà îáíàðóæåííûå èçìåíåíèÿ â ñòðóêòóðå ïî÷âåííîé ìèêðî-
áèîòû, ìîæíî ñêàçàòü, ÷òî ýòî ñîîáùåñòâî, óñòîé÷èâîå ê äåéñòâèþ ìíî-
ãèõ âíåøíèõ ôàêòîðîâ (êèñëîòíîñòü, óñëîâèÿ, ñîçäàâàåìûå âñëåäñòâèå 
ïðèìåíåíèÿ àãðîòåõíèêè). 

Â çàêëþ÷åíèå îòìåòèì, ÷òî âûÿâèòü ãðóïïû ìèêðîîðãàíèçìîâ, ÷óâ-
ñòâèòåëüíûå ê äåéñòâèþ çàäàííîãî ýêîëîãè÷åñêîãî ôàêòîðà, óäàåòñÿ íå âñå-
ãäà. Ïîýòîìó íàìè áûë îïðîáîâàí ìåòîä «áèíàðíîãî ñýìïëèíãà», ïîçâî-
ëÿþùèé áîëåå ãëóáîêî àíàëèçèðîâàòü è ñèñòåìàòèçèðîâàòü äàííûå ïèðîñå-
êâåíèðîâàíèÿ ïî÷âåííîé ÄÍÊ. Îí ïîçâîëèë ñâÿçàòü èçìåíåíèÿ â ÷èñëåí-
íîñòè êîíêðåòíûõ ìèêðîîðãàíèçìîâ ñ âëèÿíèåì ýêîëîãè÷åñêèõ ôàêòîðîâ. 
Òåì íå ìåíåå, èíîãäà íåïîíÿòíî, ïî÷åìó òà èëè èíàÿ ãðóïïà ìèêðîîðãà-
íèçìîâ ÷óâñòâèòåëüíà ëèáî íå÷óâñòâèòåëüíà ê äåéñòâèþ ýêîëîãè÷åñêîãî ôàê-
òîðà, ïîñêîëüêó äëÿ îöåíêè ýòîãî òðåáóåòñÿ çíàíèå ôèçèîëîãè÷åñêèõ îñî-
áåííîñòåé ìèêðîîðãàíèçìîâ. Èññëåäîâàòü ôóíêöèîíàëüíóþ ñòðóêòóðó ñëîæ-
íåå, ÷åì òàêñîíîìè÷åñêóþ, ïîýòîìó íåîáõîäèìî îãðàíè÷èòü êðóã èçó÷àåìûõ 
ìèêðîîðãàíèçìîâ è ðàññìàòðèâàòü òîëüêî òå èç íèõ, êîòîðûå ðåàãèðóþò íà 
èçìåíåíèå ôàêòîðîâ îêðóæàþùåé ñðåäû. Ìåòîäèêà ïðîâåäåííîãî íàìè èñ-
ñëåäîâàíèÿ ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé ïåðâûé øàã â ýòîì íàïðàâëåíèè, òàê êàê äà-
åò âîçìîæíîñòü ñîîòíåñòè êîíêðåòíûå èçìåíåíèÿ â òàêñîíîìè÷åñêîé ñòðóê-
òóðå ñîîáùåñòâà ñ äåéñòâèåì îïðåäåëåííîãî ýêîëîãè÷åñêîãî ôàêòîðà. 

Èòàê, íà îñíîâå àíàëèçà äàííûõ âûñîêîïðîèçâîäèòåëüíîãî ïèðî-
ñåêâåíèðîâàíèÿ ïðîâåäåí ïîäðîáíûé àíàëèç òàêñîíîìè÷åñêîé ñòðóêòóðû 
ìèêðîáíîãî ñîîáùåñòâà â ñèñòåìå ìíîãîëåòíåãî ñòàöèîíàðíîãî ïîëåâîãî 
îïûòà Ðîññèéñêîãî ãîñóäàðñòâåííîãî àãðàðíîãî óíèâåðñèòåòà—ÌÑÕÀ 
èì. Ê.À. Òèìèðÿçåâà (â âîñüìè âàðèàíòàõ, îòðàæàþùèõ ýêîëîãè÷åñêîå âëè-
ÿíèå ðàçëè÷íûõ ñî÷åòàíèé òðåõ àãðîòåõíè÷åñêèõ ôàêòîðîâ — âîçäåëûâàå-
ìîé êóëüòóðû, ñåâîîáîðîòà è èçâåñòêîâàíèÿ ïî÷âû). Ïðè àíàëèçå è ñèñòå-
ìàòèçàöèè ðåçóëüòàòîâ ïèðîñåêâåíèðîâàíèÿ ïî÷âåííîé ÄÍÊ áûë îïðîáî-
âàí ìåòîä «áèíàðíîãî ñýìïëèíãà», ÷òî äàëî âîçìîæíîñòü âûÿâèòü ãðóïïû 
îðãàíèçìîâ, ÷óâñòâèòåëüíûõ ê äåéñòâèþ çàäàííûõ ôàêòîðîâ. Ïîêàçàíî, ÷òî 
ïðåäëàãàåìûé ïîäõîä ïîçâîëÿåò ñîîòíåñòè èçìåíåíèÿ â òàêñîíîìè÷åñêîé 
ñòðóêòóðå ìèêðîáíîãî ñîîáùåñòâà ñ îïðåäåëåííûì âíåøíèì âîçäåéñòâèåì. 
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A b s t r a c t  

A biodiversity of soil microbial communities now is being widely studied. Since 1912, the 
influence of different agrotechnical factors on soil is being examined in the stationary field 
experi-ment in the Moscow Agricultural Academy. We investigated an effect of different 
combination of  three factors, i.e. plants (flax and winter rye), crop rotation and soil acidity, to the 
soil microbiom. To estimate a biodiversity, the throughput sequencing was used. Also an original 
approach, the bi-nary sampling, was suggested to analyze the data of throughput sequencing. 
It was shown the number of microorganisms which changed under the influence of studied 
factor is approximately equal to those staying unchanged. But a taxonomic composition of these 
two groups differed, and the impacted group was more uniform. Thus, we can conclude that the 
less part of microorganism is sensitive to the acting factors, and the rest ones keep their number 
unchanged, more or less. The taxonomic groups of microorganisms, sensitive to each of studied 
factors, were revealed. The binary sampling, suggested herein, allows finding out a relation 
between an action of some ecological fac-tor and varying taxonomic structure of microbial 
population. 

Keywords: soil microbiom, high throughput sequencing. 
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