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EVALUATION OF THE MICROBIOME  
OF SOLONETZES WESTERN KAZAKHSTAN  

WITH THE USE OF HIGH-THROUGHPUT SEQUENCING 
 
Abstract. The content and reduction of biodiversity along the profile is due not only to an increase in depth and 

a decrease in the content of organic matter, but a qualitative change in the entire aggregate of soil properties, from 
the organomineral to the mineral part of the soil profile. 
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ОЦЕНКА МИКРОБИОМА СОЛОНЦОВ  
ЗАПАДНОГО КАЗАХСТАНА С ИСПОЛЬЗОВАНИЕМ 

ВЫСОКОПРОИЗВОДИТЕЛЬНОГО СЕКВЕНИРОВАНИЯ  
 
Аннотация. Сельскохозяйственное использование земель приводит к долговременному изменению со-

держания органического вещества и питательных элементов, агрегатного состава, pH и других параметров, 
которые не могут не влиять на структуру почвенных микробных сообществ. Методы высокопроизводитель-
ного секвенирования остаются на данный момент наиболее перспективными инструментами для расшире-
ния знаний о филогенетическом, и, отчасти, физиологическом разнообразии почвенных микроорганизмов. 
Такие исследования проводятся для выявления связи микробного разнообразия почвы с такими факторами как 
pH, содержанием и качеством органического вещества, влажностью, температурой, структурой почвы и т.д. 

Ключевые слова: почва, высокопроизводительное секвенирование, метагеномика, почвенный микро-
биом, микробное биоразнообразие. 

 
Введение. Оценка микробного биоразнообразия почв стала темой особого интереса в связи с 

развитием новых направлений экологии и биогеографии, но вместе с тем остается одной из самых 
сложных задач в области микробиологии. Почва является сложной и структурированной системой, 
которая характеризуется очень высоким биоразнообразием. Почвы состоят преимущественно из 
твердофазных частиц, на поверхности и внутри которых находятся микроорганизмы, образуя 
кластеры из живой и неживой материи. Количество видов, обитающих на небольшой площади, 
огромно. Показано, что в 30 г почвы обитает более полумиллиона видов. Микроорганизмы явля-
ются чрезвычайно важным фактором формирования плодородия почвы [1-3]. 

Распространение ДНК-секвенирования сделало возможным оценить геномное богатство сред 
без изолирования микроорганизмов. Это привело к рождению и становлению метагеномики – 
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направления биологии, посвященного получению и изучению геномных последовательностей 
непосредственно из образцов среды, совокупность которых получила название метагеном. Целями 
метагеномики является расширение представления об истинном многообразии микробиоты, 
функциях их членов, их экологических взаимодействиях и коэволюции - в самых разнообразных 
по богатству и условиям средах, от почвы и частей тела человека до поверхностей космических 
кораблей и больничного окружения. Тем не менее, методы высокопроизводительного секвениро-
вания остаются на данный момент наиболее перспективными инструментами для расширения 
знаний о филогенетическом, и, отчасти, физиологическом разнообразии почвенных микроорга-
низмов [4]. 

Такие исследования проводятся для выявления связи микробного разнообразия почвы с таки-
ми факторами как pH, содержанием и качеством органического вещества, влажностью, темпера-
турой, структурой почвы и т.д. Реакция среды (pH) признается многими исследователями одним из 
наиболее значительных факторов формирования почвенного микробного сообщества. В сравнении 
с широким набором других климатических и почвенных физико-химических факторов pH обла-
дает наибольшим весом в определении различий в количестве 16S рРНК и некоторых функцио-
нальных генов почвенного метагенома. Реакция среды существенно коррелирует c таксономи-
ческой структурой сообщества, однако отмечается, что эта зависимость нелинейна и сильно 
различается для разных таксонов бактерий. Показано, что общее филогенетическое разнообразие 
почвенного микробиома коррелирует с реакцией среды, достигая максимума при значениях pH, 
близких к нейтральным. Зависимость структуры сообщества от pH обнаруживается на разных 
таксономических уровнях, в том числе и на уровне филумов, так, например, Acidobacteria имеют 
значимо большую долю в сообществах кислых почв, а Actinobacteria, Bacteroidetes и Proteobac-
teria – в щелочных [5-11].  

Некоторые исследователи, впрочем, отмечают в качестве ведущих факторов структуры мик-
робного сообщества не pH, а другие почвенные характеристики, например, влажность и содер-
жание органического углерода [12-16]. 

Влажность может косвенно влиять на общее микробное разнообразие почвы, определяя связ-
ность между различными микролокусами. Показано, что снижение влажности почвы посредством 
разрыва пор увеличивает количество несвязанных между собой микросред с различающимися 
свойствами, что может приводить к увеличению микробного разнообразия. Таким образом, общее 
филогенетическое разнообразие прокариот оказывается тесно связано с их функциональным 
разнообразием и, в конечном счете, – с разнообразием экологических условий в почве [17, 18]. 

Значительное число метагеномных (как и других микробиологических) исследований почвы 
касается проблем устойчивости экосистем и оценки последствий антропогенного воздействия на 
почву. Большинство из них сосредоточено на влиянии сельскохозяйственной деятельности на 
почвенное микробное сообщество. Сельскохозяйственное использование земель приводит к долго-
временному изменению содержания органического вещества и питательных элементов, агрегат-
ного состава, pH и других параметров, которые не могут не влиять на структуру почвенных мик-
робных сообществ. Реагируя на все эти изменения, почвенный метагеном может играть роль 
биодиагностического инструмента, который позволит оценить степень влияния антропогенной 
нагрузки и предсказать дальнейшие изменения экосистемы [19, 20].  

Таким образом, филогенетическая структура микробного сообщества, определяемая на основе 
анализа гена 16S рРНК, представляется чувствительным индикатором различных внешних 
воздействий на почву, реагирующим на факторы различной силы и длительности. Несмотря на 
экстремальные условия, в засоленных почвах иногда обнаруживаются довольно разнообразные 
микробные сообщества. Некоторые исследователи отмечают доминирование в засоленных образ-
цах бактериальных филумов Proteobacteria, Bacteroidetes, и Firmicutes. В засушливых незасолен-
ных почвах отмечаются высокие доли представителей филума Actinobacteria [14, 21, 22].  

Целью работы было исследование и анализ почвенного микробиома солонцовых почв 
Западно-Казахстанской области. 

Материалы и методы. Объектами исследования являлись почвенные образцы солонцовых 
естественных (целина) и антропогенно-нарушенных почв (пашня, пастбище) Западно-Казахстан-
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ской области. Почвенные образцы отбирали по всему профилю, определены основные агрохи-
мические показатели почвенных образцов.  

Для выделения ДНК брали навеску 0,2 г замороженной почвы, добавляли равное по объему 
количество шариков, 350 мкл раствора А, 350 мкл раствора Б и 400 мкл смеси фенол-хлороформ и 
разрушали образец при максимальной мощности в течении 1 мин на приборе «FastPrep». 
Подготовку проб и секвенирование проводили на приборе GS Junor, Roche. Обработку полученных 
данных проводили с помощью программы «QIIME» [24]. В результате всех проведенных работ 
секвенировано 140 578 последовательностей, из которых после всех проверок отобрали 82 178 по-
следовательностей (по 1057 в каждой библиотеке). С помощью оценки таксономического состава, 
индексов Шеннона, ChaoI для оценки биоразнообразия и проведения сравнительного анализа 
сообществ рассчитаны α- и β-разнообразия. 

Результаты и обсуждение. Почвенные разрезы были заложены на целине, пастбище и пашне. 
Во всех случаях пробы отбирали из горизонтов по всему профилю (таблица 1). 

 
Таблица 1 – Точки отбора почвенных образцов 

 

№ Тип почвы Вид угодья Координаты GPS 

1 Солонец мелкий тяжелосуглинистый Целина 
N 510 11’17.9´´ 
Е 0510 58’59.2´´ 

2 Солонец средний среднесуглинистый Пастбище 
N51º10´28.1´´ 
E 51º18´52.3´´ 

3 Солонец средний тяжелосуглинистый Пашня 
N51º05.473´ 

E 51º18´50.7´´ 
 

Для выявления основных факторов влияющих на агроэкологическое состояние почв прове-
дено морфологическое описание почв с целью выяснения особенностей условий почвообразо-
вания.  

 
Таблица 2 – Показатели агрохимических исследований 

 

№ Горизонт 
Гумус, 

% 

Ионный состав водной вытяжки 
pH 

 

Сумма 
солей,  

% 
ммоль*экв/100г.п / % 

Ca Mg Na CO3 HCO3 Cl SO4 

Солонцы, целина 

1 А1 (0-6) 2,7 
0,63 

0,013 
0,21 
0,003 

0,2 
0,005 

0,00 
0,00 

0,24 
0,014 

0,08 
0,003 

0,15 
0,007 

8,4 0,044 

2 В1 (6-26) 2,1 
0,63 

0,013 
0,09 
0,001 

0,10 
0,002 

0,00 
0,00 

0,24 
0,015 

0,05 
0,002 

0,11 
0,005 

8,5 0,037 

3 В2 (26-80) 0,5 
0,44 

0,009 
0,09 
0,001 

0,10 
0,002 

0,00 
0,00 

0,00 
0,00 

0,25 
0,009 

0,03 
0,001 

8,9 0,022 

Солонцы, пастбище 

4 А1 (0-16) 2,6 
0,56 

0,011 
0,09 
0,001 

0,80 
0,018 

0,00 
0,00 

0,22 
0,013 

0,10 
0,003 

0,38 
0,018 

8,3 0,065 

5 В1 (16-31) 2,0 
0,75 

0,015 
0,03 
0,00 

2,00 
0,046 

0,00 
0,00 

0,22 
0,013 

0,52 
0,018 

0,58 
0,028 

9,2 0,121 

6 В2 (31-59) 0,5 
0,75 

0,015 
0,15 
0,002 

7,9 
0,182 

0,00 
0,00 

0,24 
0,01 

5,15 
0,183 

0,00 
0,00 

8,9 0,396 

7 Вк (59-94) – 
13,00 
0,260 

0,31 
0,004 

10,5 
0,242 

0,00 
0,00 

0,39 
0,024 

6,70 
0,238 

5,00 
0,240 

8,3 1,007 

Солонцы, пашня 

8 Ап (0-13) 2,0 
0,56 

0,011 
0,00 
0,00 

0,40 
0,009 

0,00 
0,00 

0,18 
0,011 

0,10 
0,004 

0,21 
0,010 

8,5 0,045 

9 В1 (13-25) 1,7 
0,69 

0,014 
0,00 
0,00 

0,32 
0,007 

0,00 
0,00 

0,24 
0,014 

0,07 
0,002 

0,16 
0,007 

8,6 0,045 

10 В2 (25-53) 0,5 
0,46 

0,009 
0,13 
0,002 

0,95 
0,022 

0,00 
0,00 

0,33 
0,020 

0,40 
0,014 

0,00 
0,00 

8,9 0,067 
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На целинном участке солонца содержание гумуса варьирует в пределах 2,7-0,5% вниз по про-
филю, по степени засоления - незасолен. Реакция среды вниз по профилю увеличивается до 8,98. 
Такое наблюдение по гумусу можно отметить и на пастбищных участках. Однако, рН в горизонте 
В1 достигает 9,28 и вниз по профилю засоленность увеличивается. Следует отметить, что в 
горизонте Вк на пастбище присутствуют в большом количестве катионы Са2+ и Na+ и анионы Сl- и 
SO4

2-, что указывает на сильную засоленность. В пахотных почвах содержание гумуса несколько 
меньше по сравнению с целинными и пастбищными почвами. В верхнем Ап горизонте гумуса 2,0, 
вниз по профилю содержание снижается до 0,5%. На солонцовых почвах на протяжении долгого 
времени был интенсивный выпас скота, так как участки находятся на землях населенного пункта. 
При интенсивном выпасе скота обычно развиваются негативные физические процессы, такие как 
уплотненность, разрушение структуры, подверженность дефляции, смытости. Пахотные почвы 
долгое время использовались без применения органических и минеральных удобрений, что также 
значительно ухудшило структуру.  

По данным рисунка 1 в процессе анализа микробных сообществ в почвенных образцах солон-
цов обнаружены представители 10 бактериальных фил: Acidobacteria, Actinobacteria, Bacteroidetes, 
Chloroflexi, Firmicutes, Gemmatimonadetes, Nitrospirae, Planctomycetes, Proteobacteria и Verruco-
microbia.  Филы  с относительной  численностью  менее  1%,  такие  как  Bacteroidetes,  Nitrospirae, 
 

А  Б 

   
 

  
 

  
  

                       
 
 

  
 
 
 
 

Рисунок 1 – Таксономическое разнообразие солонцов (на уровне филумов и семейства) 
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Verrucomicrobia, Planctomycetes считались редкими. Доля микроорганизмов с неизвестным таксо-
номическим описанием составила в пределах 1%. Наиболее доминирующими филумами во всех 
образцах выступили Actinobacteria с представителями 19 семейств, с преобладанием Gaiellaceae 
(4,7-9,7%), Rubrobacteraceae (5,3-7,0%) и Solirubrobacteraceae (2,5-9,3%). Представители филы 
Proteobacteria 18 семейств оказались среди распространенных, в особенности на пастбищных 
землях (15,4%) и превысили целинный и пахотный участки на 6-7%. В целом достаточно равно-
мерно распределились виды бактерий между филами Acidobacteria, Chloroflexi, Firmicutes, Gemma-
timonadetes. Домены Archaea во всех образцах представлены группой Crenarchaeota и была наи-
высшей в образце на пастбище (15,5%), превышая целину на 3% и пахотный участок на 8%. 
Отсюда следует, что содержание и уменьшение биоразнообразия по профилю обусловлено не 
только увеличением глубины и снижением содержания органического вещества, но и качествен-
ным изменением всей совокупности почвенных свойств, при переходе от органоминеральной к 
минеральной части почвенного профиля. Также следует отметить, что реакция среды (pH) 
признается одним из наиболее значительных факторов формирования почвенного микробного 
сообщества, так как pH по сравнению с другими климатическими и почвенными физико-хими-
ческими факторами преобладает в определении различий в количестве 16S рРНК и некоторых 
функциональных генов почвенного метагенома. Также в качестве ведущих факторов структуры 
микробного сообщества отмечаются и другие почвенные характеристики (влажность и содержание 
органического углерода).  

Наиболее часто используемым для характеристики разнообразия сообществ индексом 
являются индексы Шеннона Chao1. Индексы биоразнообразия показывают численные показатели, 
рассчитанные на основе числа таксонов в исследуемом сообществе и числа сиквенсов в разных 
таксонах (таблица 2).  

 

Таблица 2 – Характеристика α –разнообразия в почвенных образцах 
 

Образец Сумма солей, % Сиквенсы Индекс Сhao1 ОТЕ Индекс Шеннона 

1 0,044 3891 1552,73 474 7,74 

2 0,037 3922 1657,97 442 7,46 

3 0,022 2865 1444,67 451 7,66 

4 0,065 1540 890,07 331 6,64 

5 0,121 2972 1223,48 378 7,07 

6 0,396 4630 997,47 348 7,08 

7 1,007 2884 726,63 255 6,14 

8 0,045 3992 1766,25 490 7,83 

9 0,045 4605 1625,81 464 7,66 

10 0,067 1057 751,39 326 7,17 
 

При проведении молекулярно-генетического анализа было выявлено 82 178 прочтений 
нуклеотидных последовательностей, из них идентифицировано 1050 последовательностей опера-
ционных таксономических единиц (ОТЕ). Статистической разницы между образцами по коли-
честву ОТЕ и индекса Шеннона не наблюдалось. Пастбищный участок в сравнении с целинным 
несколько отличается в оценке реального количества таксонов, в особенности нижний карбонат-
ный горизонт. Так как горизонт сильно засолен доля бактерий в микробном сообществе умень-
шается. Интересно, что мы не обнаружили значительных различий в α–разнообразии между цели-
ной и пахотным участком, несмотря на использование на них различных техник земледелия, так 
как именно использование техник земледелия увеличивает индексы α–разнообразия отражающие 
видовое богатство и уменьшает индексы отражающие равномерность распределения ОТЕ. Данный 
факт можно объяснить тем, что вне зависимости от выбранной техники землепользования микро-
биом почв сельскохозяйственного назначения скорее всего представляет собой сообщество 
переходного типа характеризующееся бедностью таксономического состава, и связанными с ним с 
значимыми показателями α-разнообразия. Также следует отметить, что большое количество 
обнаруженных, а также увеличение видов бактерий в почве сельхозугодий может быть вызвано 
внесением в почву микроорганизмов вместе с удобрениями.  
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Рисунок 2 – Данные анализа β-разнообразия микробного сообщества в почвенных образцах солонцов 
 

В результате проведения β-разнообразия основная часть образцов группировалась в соот-
ветствии физико-химическими параметрами почвы, лишь нижние горизонты пастбищного участка 
В2 и Вк кластерилизировались вместе. Эти горизонты являются слабо и сильнозасоленными с 
высоким содержанием некоторых катионов и анионов. Возможно, что бактерии в нижних гори-
зонтах способны выживать в неблагоприятных условиях, которые вызывают угнетение остального 
бактериального населения почвы. Также на структуру микробиома оказывает влияние не только 
тип почвы, но и значения физико-химических показателей, в том числе и рН, который является 
наиболее сильным фактором, определяющим таксономический состав микробиома. 

Выводы. Таким образом, в результате проведенного нами исследования выявлена связь меж-
ду абиотическими факторами и таксономическим составом микробного сообщества. Почвенный 
микробиом исследуемых почв определяется как физико-химическими параметрами почв, так и 
антропогенной нагрузкой на них. Проведенное исследование показывает, что почвы 
подверженные антропогенному воздействию достоверно различаются по таксономической струк-
туре почвенных микробиомов, что дает возможность использования данных о структуре почвен-
ных микробиомов в оценке агроэкологического статуса почв. 
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