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Проведены исследования почвенных микробных сообществ под разными сельскохозяй-
ственными растениями (лен, клевер, ячмень, картофель, озимая рожь), выращиваемыми в бес-
сменных посевах и севообороте. Изучено влияние бессменного посева и севооборота на так-
сономический профиль прокариотической и грибной составляющих почвенного микробиома. 
Произведена оценка влияния бессменного выращивания культур и севооборота на фоне без 
внесения минеральных и органических удобрений на интенсивность метаболизма и устойчи-
вость почвенной биоты. Объектом исследований служил Длительный опыт Российского госу-
дарственного аграрного университета – МСХА имени К.А. Тимирязева, заложенный в 1912 г. 
профессором А.Г. Дояренко. Показано, что у грибов наибольшее значение операционной таксо-
номической единицы (ОТЕ) было в почве под паром и севооборотом. Для прокариот, напротив, 
количество ОТЕ было самым низким в варианте севооборота. Установлено, что аскомицеты 
являются доминирующим таксоном грибов во всех исследованных образцах. У прокариот до-
минировали Proteobacteria и Acidobacteriota, далее – Actinobacteriota и Firmicutes, и в меньшей 
степени представлены Chloroflexi. Среди архей преобладал филум Crenarcheota. Показано, 
что бессменное выращивание культур в целом негативно сказывается на функционирова-
нии микробного сообщества. При оптимальном значении метаболического коэффициента 
0,2 при монокультуре они достигали 0,6. Устойчивость микробного сообщества почвы сни-
жена в результате бессменного выращивания картофеля, льна и клевера на фоне без внесения 
органических и минеральных удобрений, а также в варианте «вечного пара». Особенно небла-
гоприятные условия были отмечены при монокультуре картофеля. Бессменное выращивание 
зерновых, особенно озимой ржи, не ведет к существенному снижению активности почвенной 
биоты и устойчивости микробных сообществ почв. Севооборот позволяет оптимизировать 
микробиологические процессы в почве и повысить устойчивость микробного сообщества.
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Введение

Сельское хозяйство является одним из наиболее значимых видов антропогенной де-
ятельности, влияющих на физические, химические и биологические свойства почв, а сле-
довательно, и на функционирование почвенной биоты [37]. Биоразнообразие повышает 
стабильность и продуктивность экосистем. Это предположение было широко подтверж-
дено для растительных сообществ [23]. По сравнению с экологией растений микробной 
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экологии все еще не хватает демонстрации взаимосвязи между биоразнообразием и функ-
цией [19, 41], хотя широко признано, что микроорганизмы играют решающую роль во мно-
гих ключевых экосистемных функциях, связанных с плодородием почвы и качеством окру-
жающей среды [6, 51]. Микроорганизмы являются компонентами почв и очень чувстви-
тельными к изменениям окружающей среды, в том числе к действиям человека и методам 
ведения сельского хозяйства [2, 12]. Особенности почвенного микробиома могут послу-
жить универсальным и очень чувствительным индикатором состояния почвы, в том числе 
при оптимизации и биологизации систем земледелия [16]. Растительный покров является 
мощным фактором жизнедеятельности микроорганизмов. Видовые особенности растений 
в значительной степени определяют количественный и качественный состав почвенной 
биоты. Растения создают и формируют микробные ценозы и сообщества, воздействуя 
на микробное сообщество как корневой системой, так и пожнивными остатками. В свою 
очередь, видовой состав микроорганизмов ризосферы оказывает явное и существенное 
влияние на рост и развитие растений, а значит, и на их продуктивность [1, 10].

В последние годы получено достаточное количество данных, доказывающих 
влияние растений на формирование микробных сообществ ризосферы [3, 29, 32, 55]. 
Так, доказано, что микробное сообщество ризосферы видоспецифично для разных 
растений, поскольку корневые экссудаты разных видов и даже разных сортов одних 
и тех же растений различаются, и это вызывает различия в микробных сообществах 
ризосферы [35, 36]. Длительные стационарные полевые опыты, когда почва деся-
тилетиями подвергается различным воздействиям, представляют собой уникальные 
модельные объекты для изучения влияния разнообразных приемов на микробные со-
общества почвы. Большинство исследований на базе длительных опытов касаются 
таких приемов, как обработка почвы, внесение минеральных и органических удо-
брений, известкование, в то время как влияние бессменного выращивания различ-
ных культур часто остается вне поля зрения исследователей. Особенно это касается 
влияния на разнообразие и активность почвенной биоты.

Стационарный опыт РГАУ-МСХА имени К.А. Тимирязева представляет собой 
уникальную площадку для проведения таких исследований. Ранее оценка длительного 
воздействия агротехнических приемов и сельскохозяйственных культур на базе длитель-
ного опыта проводилась В.А. Думновой и др. (2013) и О.И. Ковриго с соавт. (2016) [8, 9], 
однако она касалась только прокариотической части микробиома почвы и не затрагива-
ла грибную составляющую. Надо отметить, что в целом информация о разнообразии 
грибов в почвах сельскохозяйственного использования складывается в основном на ос-
новании данных классических исследований по культивированию, и только в последние 
годы стали широко использоваться методы, независимые от культивирования [7, 27]. 
Оценка биологической активности биоты в целом на основании респирометрических 
показателей в рамках длительного опыта ранее не производилась. В то же время имен-
но интенсивность почвенного дыхания служит основным интегральным показателем 
активности биологических процессов и экологического состояния почв [2].

Цель исследований: сравнительное изучение состава и активности прокариотиче-
ского и грибного компонент микробных сообществ почвы, сформировавшихся под сель-
скохозяйственными растениями, выращиваемыми в бессменных посевах и севообороте.

Материал и методы исследований

Для анализа были отобраны образцы почв Длительного полевого опыта 
РГАУ-МСХА имени К.А. Тимирязева, заложенного в 1912 г. А.Г. Дояренко.

На рисунке 1 представлен схематический план размещения сельскохозяйствен-
ных культур и вариантов внесения удобрений Длительного опыта МСХА. Исследуемые 
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образцы почв с бессменным выращиванием культур (лен, клевер, ячмень, картофель, 
озимая рожь), с бессменным паром и севооборотом во времени отбирали с фона без 
внесения извести и применения удобрений (на схеме они обозначены символом О).

Образцы почвы отбирали из междурядий с глубины 0–25 см с использованием 
почвенного бура. Отбор почвы был произведен 26 ноября 2021 г. До проведения ана-
лиза образцы хранились в замороженном состоянии при –18°C.

земельный участок опыта площадью 1,5 га с уклоном на запад и северо-запад 
в 1,5–1,8 м расположен на южной окраине Клинско-Дмитровской возвышенности, 
представленной моренной равниной. Превышение над водным зеркалом р. Москвы 
составляет 60 м, а над уровнем моря (Балтийского) – 162 м.

Почва – дерново-средне- и слабоподзолистая, старопахотная, кислая и заплываю-
щая [7]. Согласно классификации ФАО почва относится к Epistagnic Cutanic Albeluvisol.

Выделение ДНК из образцов почвы производили с помощью набора DNeasy 
Power Soil Kit (Qiagen, Германия) согласно протоколу производителя. Для про-
ведения полимеразной цепной реакции V3-V4 региона гена 16S рРНК прокариот 
и ITS86F/ITS4R грибов для каждого из исследуемых образцов были использованы 
следующие пары праймеров [27, 52]:

1. 341F CCTACGGGNBGCASCAG
 806R GGACTACNVGGGTWTCTAATC
2. ITS86F GTGAATCATCGAATCTTTGAA
 ITS4R TCCTCCGCTTATTGATATGC

Рис. 1. Схематический план размещения культур и вариантов удобрений 
Длительного полевого опыта МСХА
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К полученным ПЦР-фрагментам присоединяли специальные адаптеры, необ-
ходимые для дальнейшего баркодирования ПЦР-фрагментов, что позволило их сек-
венировать одновременно. Для этого ставили реамплификацию с праймерами:

341F_IL TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCCAGCCTACGGGNBGCASCAG
806R_IL GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGACTACNVGGGTWTCTAATCC
ITS86F_IL
TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGGTGAATCATCGAATCTTTGAA
ITS4R_IL
GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAG TCCTCCGCTTATTGATATGC
Нуклеотидная последовательность полученных ПЦР-фрагментов определена 

с помощью высокопроизводительного секвенатора MiSeq (Illumina, США). Прове-
дено секвенирование V3-V4 вариабельных фрагментов гена 16S рРНК и ампликона 
ITS86F/ITS4R7 образцов. Для каждого образца определено не менее 10000 последо-
вательностей фрагментов гена 16S рРНК.

Анализ проведен на базе Федерального исследовательского центра, ЦКП «Био-
инженерия» Федерального исследовательского центра «Фундаментальные основы 
биотехнологии» РАН.

Биоинформатика. Парные пересекающиеся чтения объединяли с помощью 
программы Flash [33]. затем были удалены низкокачественные чтения и выполнена 
кластеризация всех полученных последовательностей вместе программой Usearch, 
во время кластеризации алгоритмом Usearch так же удаляются химеры и синглетоны. 
Для определения размера кластеров (оперативных таксономических единиц – ОТЕ) 
в каждом образце все исходные объединенные чтения, включая синглтоны и низко-
качественные прочтения, накладывались на репрезентативные последовательности 
ОТЕ с минимальной 97%-ной идентичностью на всей длине с помощью Usearch [24]. 
Для оценки альфа-разнообразия рассчитывали индекс ОТЕ, индекс Шенонна и ин-
декс чао1. Таксономическую классификацию полученных ОТЕ проводили по базе 
последовательностей 16S рРНК RDP database [54]. Индексы альфа-разнообразия 
рассчитывали с помощью программы USEARCH v.11 с использованием команды  
«alpha_div» [24, 34].

Дыхание почвы определяли методом газовой хроматографии [1].
Перед анализом образцы почвы были просеяны через сито с размером ячеек 

1 мм. Для определения базального дыхания в стеклянные флакончики в трехкратной 
повторности помещали 3 г почвы, добавляли 0,75 мл воды, герметично закрывали 
и инкубировали в течение 4 дней при температуре +25°C. Примерно за сутки до из-
мерения концентрации СО2 во флаконах было произведено проветривание. После 
этого флаконы герметизировали и инкубировали еще в течение 24 ч, а затем изме-
ряли концентрацию СО2 с помощью газового хроматографа Кристалл 5000. Далее 
определяли субстрат-индуцированное дыхание (СИД), для чего добавили во флако-
ны субстрат (глюкозу) из расчета 2,5 г/на 1 г почвы. Флаконы герметизировали и ин-
кубировали в термостате при температуре +25 оС в течение 3 ч. Время инкубации 
почвы с глюкозой строго фиксировали. Скорость СИД (мкл CO2/ (г*ч)) рассчитывали 
с учетом концентрации CO2, объема газовой фазы флакона, навески почвенного об-
разца и времени его инкубации.

Базальное дыхание (БД) и субстрат-индуцированное дыхание (СИД) рассчиты-
вали по формуле:

( ) ( )12 0,000041605460 2 400 15 ,⋅ ⋅ − ⋅ − −
=

⋅
CO ppm V V

m t
êîíö ï â

äûõàíèå
ï è

где Vn – объем почвы; Vв – объем воды; mn – масса почвы; tu – время инкубации.
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Углерод микробной биомассы (Смик) почвы рассчитывали по формуле [11]:

Смик (мкг С г-1 почвы) = СИД (мкл СО2 г-1 почвы ч-1) × 40,04 + 0,37.

Для оценки биологической активности рассчитывали метаболический коэффи-
циент, который представляет собой отношение базального дыхания к субстрат-инду-
цированному дыханию [17].

Статистическая достоверность результатов исследований рассчитывалась с по-
мощью программы Microsoft Office Excel 2019.

Результаты и их обсуждение

Анализ альфа-разнообразия прокариотических и грибных сообществ иссле-
дованных почв длительного полевого опыта. Альфа-разнообразие включает в себя 
разнообразие внутри сообщества микроорганизмов, которое состоит из двух компо-
нентов: количества видов и их обилия [15]. Для оценки биологического разнообразия 
необходимо использовать определенные показатели, среди которых наиболее часто 
применяются коэффициенты и показатели альфа-разнообразия. Альфа-разнообра-
зие – это термин, используемый для описания разнообразия «внутри выборки». Это 
мера того, насколько разнообразен один образец, обычно с учетом количества наблю-
даемых различных видов. Показатели альфа-разнообразия также часто анализируют 
по численности отдельных таксонов. В почвенной метагеномике для альфа-разно-
образия используется показатель ОТЕ. ОТЕ – это последовательности, сгруппиро-
ванные по сходству более чем на 97%. Индекс Шеннона позволяет судить об отно-
сительном распределении количества каждого вида в образце, и более высокое его 
значение указывает на большее разнообразие сообщества [34].

Индекс чао1 – мера богатства микробных видов в исследуемом образце.
Показатели, характеризующие биоразнообразие прокариот и грибов в почве 

при монокультуре различных сельскохозяйственных растений и в севообороте, пред-
ставлены в таблице 1.

Таблица 1
Индексы разнообразия прокариотической и грибной компонент микробиома 

дерново-подзолистой почвы Длительного полевого опыта РГАУ-МСХА  
имени К.А. Тимирязева

Варианты опыта

Прокариоты Грибы

ОТЕ Индекс 
Шеннона

Индекс
Чао1 ОТЕ Индекс 

Шеннона
Индекс  
Чао1

Бессменный пар 7373 7.33 6731.1 89276 4.71 489.2

Монокультура льна 5741 7.52 6713.3 57546 4.39 419.7

Монокультура картофеля 10882 7.73 10888.3 61869 3.10 460.3

Монокультура озимой ржи 14820 7.34 10323.8 71117 4.57 471.2

Монокультура клевера 6859 6.92 4836.4 43926 4.58 394.7

Монокультура ячменя 5572 7.17 5044.6 65544 4.06 461.7

Севооборот во времени 4339 7.53 5773.6 75164 4.56 511.7
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В целом количество ОТЕ прокариот было выше при монокультуре по срав-
нению с севооборотом во времени. Самые высокие значения были выявлены в по-
чве под озимой рожью (14820), а самый бедный микробиом по количеству таксонов 
оказался в почве, где осуществлялся севооборот (4339). Известно, что севооборот 
оказывает сильное селективное влияние на структуру микробиома почвы [47]. Сево-
обороты со временем увеличивают разнообразие растений, и как следствие – неодно-
родность имеющихся ниш в виде разнообразных ресурсов субстрата [48]. Растения 
выделяют в ризосферу первичные метаболиты (например, сахара, гормоны, фермен-
ты) и биологически активные вторичные метаболиты, которые влияют на корневой 
микробиом [29, 32, 51, 55]. В то же время следует учитывать, что вспашка и другие 
приемы обработки гомогенизируют пахотный горизонт, активизируют процессы ми-
нерализации. Это приводит к снижению содержания органического вещества почвы 
и служит причиной уменьшения количества и сложности микробных ниш в агро-
земах [20, 28]. Также достаточно низкие значения ОТЕ прокариот были выявлены 
при бессменном выращивании таких растений, как ячмень и лен.

Самое высокое значение ОТЕ грибов было отмечено в почве под паром (89276), 
на втором месте – вариант с севооборотом (75164) в отличие от прокариот, для кото-
рых выявлено самое низкое значение в варианте «Севооборот во времени».

Биологическое разнообразие грибной компоненты микробиома, согласно ин-
дексу Шеннона, было самым высоким в почве под паром (4.71), а самым низким – 
в варианте монокультуры картофеля (3.10). Для прокариотической компоненты, на-
против, индекс Шеннона был самым высоким именно в варианте с бессменным выра-
щиванием картофеля. что касается индекса чао1 (индекса богатства), то наибольшее 
значение было в севообороте (511.7), а наименьшее – в почве под клевером (394.7).

Таким образом, монокультура и севооборот изменяют структуру и состав ми-
кробных сообществ в почве, а различия в микробном разнообразии и богатстве связа-
ны не только с методами агротехники и внесением удобрений, но и с видом растений.

Сравнение обилия грибов на уровне филума по исследованным образцам. На ос-
новании таксономии последовательностей генов ITS наиболее распространенными 
филумами грибов в почве всех вариантов были Ascomycota, Mortierellomycota и Ba-
sidiomycota [50] (рис. 2).

Рис. 2. Графическое сравнение обилия грибов на уровне филума по исследованным образцам
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Во всех исследованных образцах доминировали Ascomycota, которые состав-
ляли от 55 до 85% всех грибов микробиома. Преобладание представителей этого фи-
лума в составе грибной компоненты микробных сообществ почв разных типов выло 
выявлено и другими исследователями [26, 31, 47].

Относительная численность Ascomycota была значительно выше в почве 
под картофелем и составила 85,03%. Самая низкая численность (55%) была зафик-
сирована при монокультуре ячменя. Большая часть сумчатых грибов является сапро-
трофами и участвует в разложении растительной биомассы, играя ключевую роль 
в круговоротах углерода и азота в экосистемах.

Некоторые представители могут образовывать симбиотические ассоциации 
с макро- и микроорганизмам или быть патогенами [22]. Наиболее заметными заболе-
ваниями, вызываемыми аскомицетами, являются спорынья ржи и пшеницы, а также 
мучнистая роса. Важной частью микобиоты большинства наземных экосистем явля-
ются энтомопатогенные аскомицеты, которые регулируют естественные популяции 
членистоногих вредителей [40]. Доминирование сумчатых грибов в пахотных почвах 
можно связать с тем, что эти грибы достаточно устойчивы к стрессам. Сравнение 
генома доминирующего таксона Ascomycota с другими филумами грибов указывает 
на значительно большее количество генов, связанных с устойчивостью к стрессам 
и потреблением ресурсов у доминирующих грибов. Это позволяет предположить, 
что они способны заселять широкий спектр сред обитания [25].

Представители Mortierellomycota также были выявлены во всех вариантах. 
Известно, что Mortierellomycota обитают в основном в ризосфере [21]. Самые низ-
кие значения были зафиксированы в вариантах монокультуры картофеля (9,71%) 
и льна (12,23%). Самый высокий процент грибов этого филума (24,67%) отмечен в со-
ставе микробиома, сформировавшегося при бессменном выращивании озимой ржи. 
Второе место по количеству занимает вариант «Севооборот во времени» (23,66%). 
При монокультуре ячменя количество представителей этого таксона также было зна-
чительным – 20,44%.

Basidiomycota занимали третье место по количеству на основании анализа по-
следовательностей генов ITS и составляли от 2,03 до 14,86% от общего количества 
на уровне филума. Наибольшее обилие представителей филума Basidiomycota отме-
чено в почве подо льном – 14,86%. В остальных почвенных пробах существенные 
различия в обилии представителей этого филума не наблюдались: количество Ba-
sidiomycota составляло в среднем около 3% микробиома. Эти грибы считаются наи-
более эволюционно продвинутыми. Некоторые виды Basidiomycota являются патоге-
нами растений. Другие образуют симбиотические ассоциации с корнями сосудистых 
растений, помогая растениям поглощать элементы питания из почвы (в первую оче-
редь – фосфор и калий), взамен получая сахара, произведенные в результате фото-
синтеза. Однако отметим, что сумчатые и базидиальные грибы образуют эктомико-
ризы с древесно-кустарниковыми, а не с травянистыми растениями [49].

что же касается грибов других выявленных филумов, то они присутствовали 
в очень малых количествах. В то же время отметим, что по данным ряда исследова-
телей, именно минорные таксоны могут быть индикаторами отклика почвенной био-
ты на те или иные воздействия. Есть данные, что многие предполагаемые полезные 
для растений грибы по-разному реагировали на агротехническую практику, причем 
наиболее отчетливые реакции были выявлены среди Glomeromycota (арбускулярные 
микоризные грибы) [47].

Glomeromycota – это монофилетическая группа почвенных грибов, которые об-
разуют микоризные ассоциации почти с 80% наземных растений. Glomeromycota при-
знаны наиболее распространенными арбускулярными микоризными грибами [21]. 

https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/arbuscular-mycorrhiza
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Арбускулярные микоризные грибы являются облигатными симбионтами, которые 
не могут быть культивированы в чистом виде и не могут расти без живого растения-хо-
зяина. Они образуют мутуалистические ассоциации с корнями 80–90% наземных ви-
дов растений и могут составлять до 50% общей микробной биомассы почвы [39]. В по-
чве Длительного полевого опыта представители этого филума были выявлены только 
в трех вариантах: монокультура озимой ржи, «вечный пар» и «севооборот во време-
ни». Полученные данные о том, что грибы-микоризообразователи обнаружены в почве 
«вечного пара», подтверждают, что в почве постоянно сохраняется пул микроорганиз-
мов, который служит источником изменения микробного сообщества [8].

Entorrhizomycota выявлены только при монокультуре льна и клевера, причем 
Glomeromycota именно в этих вариантах не были обнаружены.

Большинство видов, относящихся к филуму Zoopagomycota, – паразиты или 
хищники микроскопических животных, таких, как амебы, нематоды, личинки насе-
комых [38]. Самое большое количество Zoopagomycota было выявлено в варианте 
«Вечный пар».

Chytridiomycota присутствовали во всех вариантах в количестве 1–3%. Самые 
низкие значения (0,94%) зафиксированы в варианте бессменного выращивания кар-
тофеля, а самое высокое значение (4,82%) – в почве, где соблюдался севооборот.

значительное количество грибов (от 1,07% до 18,75%) во всех исследованных 
образцах не было классифицировано и отнесено к Fungi unclassifide. Следует отме-
тить, что из всех вариантов выделялся «севооборот во времени», где были отмечены 
самые высокие значения. Аналогичную картину наблюдали и другие исследователи, 
которые отмечали, что многие дифференциально представленные OTU во всех иссле-
дованных условиях представляли собой неопознанные виды или OTU, совпадающие 
на высоком уровне таксонов [38]. В целом использование молекулярных методов для 
анализа микробиома говорит о том, что подавляющее большинство грибов (более 
93%) в настоящее время неизвестно. Это позволяет предположить, что количество 
видов грибов может составлять от 2,2 до 3,8 млн [30].

Таким образом, вид растения и его характеристики играют существенную роль 
в формировании микробных сообществ почв.

Сравнение обилия прокариот на уровне филума по исследованным образцам. Если 
грибная компонента микробиома почвы Длительного полевого опыта РГАУ-МСХА 
имени К.А. Тимирязева методом высокопроизводительного секвенирования нами была 
исследована впервые, то прокариотическая составляющая исследовалась ранее [8, 9].

Результаты сравнения обилия представителей прокариотической составляю-
щей микробиома по сгруппированным операционным таксономическим единицам 
представлены на рисунке 3. Археи представлены двумя филумами: Crenarchaeota 
и Halobacterota, бактерии же более разнообразны. При анализе было выявлено 11 
филумов: Acidobacteria, Actinobacteria, Bacteroidetes, Chloroflexi, Fibrobacteres, Fir-
micutes, Gemmatimonadetes, Nitrospirota, Planctomycetota, Proteobacteria, Verrucomi-
crobia. Аналогичные данные при анализе микробиома почвы Длительного полевого 
опыта были получены ранее [8].

Археи присутствовали во всех вариантах опыта. Более 95% архей были отне-
сены к филумам Crenarcheota и Halobacterota. Доминирующими археями являются 
представители филума Crenarcheota, которые составляют от 7,95 до 22,91% в зависи-
мости от варианта. Обычно на долю архей приходится значительная часть (примерно 
20%) микроорганизмов почвы [5]. Археи могут существовать в условиях анаэроби-
озиса. На основании анализа таксономического распределения диссимиляционных 
генов сульфатредукции показано, что Halobacterota и Crenarchaeota играют важную 
роль в диссимиляционной сульфатредукции [45].
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Рис. 3. Таксономический профиль сообщества прокариот на уровне филума 
по исследованным образцам

Установлено, что количество Crenarcheota было выше при монокультуре 
по сравнению с севооборотом, особенно при монокультуре клевера. Тот факт, что 
максимальная численность представителей этого филума была зафиксирована в ва-
рианте монокультуры клевера, согласуется с данными о том, что Crenarchaeotа яв-
ляются наи более распространенными организмами, окисляющими аммиак в по-
чвах [5]. Halobacterota, напротив, не были выявлены при монокультуре льна и клеве-
ра, но были обнаружены при монокультуре озимой ржи и картофеля, а также в вари-
анте «вечного пара». Исключение составил вариант монокультуры ячменя, где была 
выявлена более высокая численность представителей этого таксона, сопоставимая 
с вариантом «Севооборот во времени». Почти все археи ассоциируются с экстре-
мальными условиями, хотя встречаются повсеместно. По данным некоторых иссле-
дований, они тесно связаны с корнями растений [46].

Доминирующими бактериальными филумами являются Proteobacteria и cido-
bacteriota, за которыми следуют Actinobacteriota и Firmicutes, а затем Chloroflexi.

Proteobacteria – самый многочисленный таксон бактерий с вкладом в сообще-
ство порядка 20%. Относительное количество протеобактерий было выше в почве 
подо льном, где относительная численность достигла 29,30%.  Наши результаты под-
твердили данные, полученные при анализе микробиома почвы Длительного полево-
го опыта Ковриго с соавт. [9].

Наибольшая численность Actinobacteriota отмечена также в почве варианта 
с бессменным выращиванием льна (17,78%), затем – в почве под паром (13,09%). 
В остальных почвенных образцах существенные различия в их относительном оби-
лии не выявлены. Бактерии Actinobacteriota участвуют в трансформации органиче-
ского вещества и минерализации, оказывая влияние на доступность элементов пита-
ния для растений [43].

Наибольшая численность представителей филума Firmicutes отмечена в вари-
анте с монокультурой картофеля (17,10%), затем – в почве участка, где соблюдали 
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севооборот (11,88%), и в почве варианта бессменного выращивания льна (11,66%). 
Эти бактерии могут хорошо адаптироваться к различным средам обитания, в том 
числе к дефициту питательных веществ и низким значениям рН [44]. Некоторые 
представители этого филума относятся к возбудителям болезней растений.

что касается Acidobacteriota, то наибольшая их численность была в почве 
под паром, потому что монокультура и севооборот не способствовали повышению 
относительной численности этого таксона, так как наименьшая относительная чис-
ленность отмечена в севообороте. Acidobacteriota, преимущественно олиготрофы, 
так же, как и Firmicutes, хорошо адаптированы не только к дефициту доступных суб-
стратов, но и к кислой среде. При исследовании влияния удобрений и известкования 
на формирование микробного сообщества почвы было установлено, что наименьшее 
значение численности филы Acidobacteriota наблюдалось на участках, где вносили 
полный набор органических и минеральных удобрений, а самое высокое – на делян-
ках без удобрений [9].

Филум Chloroflexi составляет 4,3% почвенных бактерий. Самые низкие значе-
ния были выявлены в вариантах с бессменным выращиванием всех культур опыта, 
за исключением ячменя, в то время как при соблюдении севооборота обилие пред-
ставителей этого филума достигало 13,98%.

Verrucomicrobiota присутствовали во всех вариантах опыта в количестве 
от 3–4% до 10–12% в зависимости от варианта. Количество веррукомикробий в почве 
возрастало по вариантам в ряду: монокультура льна – монокультура ячменя – моно-
культура картофеля – «вечный пар» – монокультура клевера – севооборот во вре-
мени – монокультура озимой ржи. Известно, что эти бактерии обычно приурочены 
к верхним горизонтам почвы, богатым органическим веществом, и чувствительны 
к дефициту органических субстратов [55]. Полученные данные соотносятся с пока-
зателями углерода микробной биомассы (табл. 2).

Fibrobacterota присутствуют во всех образцах, но в незначительных количе-
ствах (менее 1%). Несмотря на это в образцах (ячмень) и (севооборот) обнаружи-
вается значительное превышение в сравнении с остальными образцами. В варианте 
монокультуры льна не обнаружены представители филума Fibrobacterota, а в вари-
антах «Севооборот во времени» и «Вечный пар» не выявлен филум Planctomycetota.

Таким образом, результаты исследований подтвердили предположение [9] 
о том, что вид возделываемого растения является ключевым фактором в формиро-
вании микробных сообществ почвы в рамках определенной почвенной разности. 
При монокультуре сообщество адаптируется к существующим условиям и стабили-
зируется на определенном уровне.

Дыхание почвы и метаболические коэффициенты по исследованным образцам. 
Известно, что микробная биомасса почвы и ее дыхательная активность служат чув-
ствительными индикаторами изменений в почве при разных воздействиях и включены 
в программы экологического мониторинга в некоторых европейских странах [4, 41, 42].

Показатели биологической активности почвы по вариантам опыта представле-
ны в таблице 2.

Базальное дыхание отражает реакцию микробного сообщества, возникающую 
в результате поступления доступных субстратов в почву, и интенсивность минера-
лизации органических веществ. Наиболее высокая интенсивность минерализации 
органического вещества отмечена в варианте «Севооборот во времени», а самая низ-
кая – в варианте «Вечный пар». Известно, что вспашка почвы сопровождается уси-
лением процессов окисления ее органического вещества. Вспашка чистого пара спо-
собствовала активизации минерализационных процессов и более интенсивному кра-
тковременному поступлению углерода в атмосферу (почти 88 г СО2/(м2 сут.) [13, 18].
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Таблица 2
Содержание углерода микробной биомассы (Смик),  

скорость базального дыхания (БД), субстрат индуцированного дыхания (СИД)  
и значения микробного метаболического коэффициента в образцах почвы

Варианты
Углерод  

микробной  
биомассы (Смик),  

мкг С/г почвы

Базальное ды-
хание,  

мкг С.СО2/гч
Метаболические 
коэффициенты

Субстрат  
индуцированное 

дыхание,  
мкг С.СО2/гч

Лен 20.07±3.13 0.15±0.07 0.31±0.19 0.49±0.07

Клевер 65.97±2.69 0.51±0.09 0.31±0.04 1.64±0.07

Картофель 20.60±0.65 0.25±0.13 0.50±0.28 0.50±0.02

Озимая рожь 59.47±1.34 0.23±0.08 0.16±0.05 1.48±0.03

Ячмень 28.62±7.30 0.41±0.05 0.59±0.07 0.71±0.18

Пар 42.40±6.88 0.11±0.04 0.11±0.04 1.05±0.17

Севооборот во времени 136.67±7.88 1.26±0.12 0.31±0.03 4.08±0.20

Полученные результаты базального дыхания свидетельствуют о том, что в по-
чве под озимой рожью наблюдается стабильная деятельность почвенных микроорга-
низмов. что касается почвы под паром, то в ней наблюдается неустойчивая деятель-
ность микробного сообщества, поскольку микроорганизмы испытывают дефицит 
доступных органических субстратов. Микробное сообщество, сформировавшееся 
в почве при длительной монокультуре льна, картофеля и ячменя на фоне отсутствия 
удобрений, также функционирует неустойчиво.

Оценка биологической активности почв дается по метаболическому коэффи-
циенту (отношение базального дыхания к субстрат-индуцированному дыханию) [14].

Диапазон коэффициента, при котором можно свидетельствовать об устойчи-
вой активности почвенной биоты, лежит в пределах 0,15–0,25. Отклонение от оп-
тимума в меньшую сторону говорит о том, что микробное сообщество подавлено 
и голодает, а отклонение в большую сторону – о том, что оно функционирует на-
пряженно и неустойчиво. Согласно этому только в варианте монокультуры озимой 
ржи показатели базального дыхания приближаются к оптимальным. Однако вы-
сказано предположение [14] о том, что базальное дыхание и метаболический коэф-
фициент имеют меньшую индикационную ценность по сравнению с показателями 
микробной биомассы. Содержание микробной биомассы в пробах почвы колебалось 
от 20,07±3,13 до 136,67±7,88 мкг С/г почвы.

Минимальные значения микробной биомассы были зафиксированы в вариан-
тах бессменного выращивания льна и картофеля. В почве под паром микробная био-
масса была вдвое выше, чем в почве подо льном и картофелем. Самые высокие значе-
ния микробной биомассы наблюдались в почве участка, где соблюдался севооборот, 
на втором месте – вариант монокультуры клевера. Эти результаты подтверждают, 
что бессменное выращивание культур является мощным стрессовым фактором. Наи-
более сильное негативное воздействие оказывает монокультура таких растений, как 
лен и картофель.
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Выводы

1. Установлено, что монокультура и севооборот влияют на биологическое раз-
нообразие почвенной биоты. Количество ОТЕ прокариот было выше при монокуль-
туре по сравнению с севооборотом во времени. Самые высокие значения ОТЕ были 
выявлены в почве под озимой рожью (14820), а самый бедный микробиом по количе-
ству таксонов оказался в почве, где осуществлялся севооборот (4339). Самое высокое 
значение ОТЕ грибов было отмечено в почве под паром (89276), на втором месте – 
вариант с севооборотом (75164).

Биологическое разнообразие грибной компоненты микробиома, согласно ин-
дексу Шеннона, было самым высоким в почве под паром (4.71), а самым низким – 
в варианте монокультуры картофеля (3.10). Для прокариотической компоненты, на-
против, индекс Шеннона был самым высоким именно в варианте с бессменным 
выращиванием картофеля. что касается индекса чао1 (индекса богатства), то наи-
большее его значение было в севообороте (511.7), а наименьшее – в почве под кле-
вером (394.7).

2. Из всех обнаруженных филумов прокариот доминируют Proteobacte-
ria (22–30%). Самые высокие значения были отмечены при монокультуре льна, кар-
тофеля и озимой ржи, а самые низкие – в варианте «Вечный пар». Второе место 
по численности занимают представители Acidobacteriota (14–25%). Следует отме-
тить, что ниже всего была численность представителей этого филума в варианте 
«Севооборот во времени» и при монокультуре озимой ржи, когда Actinobacteria со-
ставляли от 9 до 17% прокариот микробиома. Наибольшая численность отмечена 
в почве варианта с бессменным выращиванием льна (17,78%), затем – в почве под па-
ром (13,09%), а самая низкая – при монокультуре картофеля. Firmicutes составляли 
7–18%, и больше всего представителей этого филума отмечено в варианте бессмен-
ного выращивания картофеля.

Количество веррукомикробий в почве возрастало по вариантам в ряду: моно-
культура льна – монокультура ячменя – монокультура картофеля – «вечный пар» – 
монокультура клевера – севооборот во времени – монокультура озимой ржи. Полу-
ченные данные соотносятся с показателями углерода микробной биомассы.

Филум Chloroflexi составляет 4,3% почвенных бактерий. Самые низкие его 
значения были выявлены в вариантах с бессменным выращиванием всех культур 
опыта, за исключением ячменя, в то время как при соблюдении севооборота обилие 
представителей этого филума достигало 13,98%.

Среди грибов преобладали филумы Ascomycota, Mortierellomycota и Basidio-
mycota соответственно, и они присутствовали во всех образцах почвы. Доминиро-
вали представители филума Ascomycota. Самые низкие значения численности Mor-
tierellomycota были зафиксированы в вариантах монокультуры картофеля (9,71%) 
и льна (12,23%). Самый высокий процент грибов этого филума (24,67%) отмечен 
в составе микробиома, сформировавшегося при бессменном выращивании ози-
мой ржи. Basidiomycota занимали третье место по количеству на основании анали-
за последовательностей генов ITS и составляли 2,03–14,86% от общего количества 
на уровне филума. Наибольшее обилие представителей филума Basidiomycota отме-
чено в почве подо льном – 14,86%.

3. Показано, что бессменное выращивание культур в целом негативно сказы-
вается на функционировании микробного сообщества. При оптимальном значении 
метаболического коэффициента 0,2 при монокультуре они достигали 0,6. Устойчи-
вость микробного сообщества почвы снижена в результате бессменного выращива-
ния картофеля, льна и клевера на фоне без внесения органических и минеральных 
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удобрений, а также в варианте «вечного пара». Особенно неблагоприятные условия 
были отмечены при монокультуре картофеля. Бессменное выращивание зерновых, 
особенно озимой ржи, не ведет к существенному снижению активности почвенной 
биоты и устойчивости микробных сообществ почв. Севооборот позволяет оптимизи-
ровать микробиологические процессы в почве и повысить устойчивость микробного 
сообщества.
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EVALUATION OF THE LONG-TERM EFFECTS OF THE PERMANENT 
CROPPING ON SOIL MICROBIAL COMMUNITIES

ALSAYED NOUR1, O.V. SELITSKAYA1, L.A. POZDNYAKOV2,  
I.A. ZAVERTKIN1, E.A. SHUBINA1

(1Russian State Agrarian University – Moscow Timiryazev Agricultural Academy;  
2Lomonosov Moscow State University)

The study of soil microbial communities under different agricultural crops (flax, clover, bar-
ley, potato, winter rye) grown in permanent cropping and crop rotation was carried out. The effect 
of permanent cropping and crop rotation on the taxonomic profile of the prokaryotic and fungal 
components of the soil microbiome was studied. The effect of permanent cropping and crop rotation 
on the metabolic intensity and stability of soil biota in the absence of mineral and organic fertilisers 
was assessed. The subject of the research was the long-term experience established in 1912 by Pro-
fessor A.G. Doyarenko at the Russian State Agrarian University – Moscow Timiryazev Agricultural 
Academy, founded in 1912 by Professor A.G. Doyarenko. It was shown that the highest OUT (opera-
tional taxonomic units) values for fungi were found in soils under fallow and crop rotation. For pro-
karyotes, however, the crop rotation variant had the lowest number of OTUs. Ascomycetes were found 
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to be the dominant fungal taxon in all samples studied. Prokaryotes were dominated by Proteobac-
teria and Acidobacteriota, followed by Actinobacteriota and Firmicutes, and Chloroflexi were repre-
sented to a lesser extent. Among the archaea, the Crenarcheota phylum was dominant. It was shown 
that continuous cultivation of crops generally has a negative effect on the functioning of the microbial 
community. With an optimal metabolic coefficient of 0.2 in monoculture, they reached 0.6. The sus-
tainability of the soil microbial community is reduced by the continuous cultivation of potatoes, flax 
and clover without organic and mineral fertilizers, as well as by the “perpetual fallow” option. Par-
ticularly unfavorable conditions were found in potato monoculture. Continuous cultivation of cereals, 
especially winter rye, does not lead to a significant decrease in the activity of soil biota and the stabil-
ity of soil microbial communities. Crop rotation makes it possible to optimize microbiological pro-
cesses in the soil and to increase the stability of the soil microbial community.

 
Keywords: biodiversity, monoculture, permanent crops, crop rotation, soil, fungi, prokary-

otes, respiration, sustainability.
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