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Rezumat. Analiza influenţei utilizării pe termen lung a îngrăşămintelor organice (efectul direct al gunoiului de grajd) 

asupra structurii taxonomice şi diversităţii comunităţilor procariote din cernoziomul carbonat din Moldova a fost 

realizată pentru prima dată cu utilizarea secvenţierii de generaţie următoare. A fost studiat stratul superior al solului (0-

20 cm) în rotaţia culturilor din câmp. În variantele cu fertilizare organică au fost depistate 15 filumuri: 2 filumuri arheale 

şi 13 filumuri bacteriene; în varianta martor fără utilizarea îngrăşămintelor – doar 13 filumuri: 2 filumuri arheale şi 11 

filumuri bacteriene. Cea mai mare parte a comunităţii procariote din sol este formată din următoarele filumuri 

bacteriene: Actinobacteriota, Proteobacteria, Firmicutes, Acidobacteriota, Bacteroidota, Planctomycetota, 

Verrucomicrobiota, Myxococcota, Nitrospirota, Gemmatimonadota; au dominat Actinobacteriota, Proteobacteria şi 

Firmicutes; în rândul arheilor a dominat filumul Nitrososphaerota (Thaumarchaeota). Filumurile mai puţin reprezentate 

au fost: Cyanobacteria, Fibrobacterota, Halobacterota (Archaea), Chloroflexi. Cyanobacteria şi Fibrobacterota au fost 

identificate doar în variantele cu gunoi de grajd (în stratul 0-20 cm). Ponderea filumurilor dominante, cu excepţia 

Firmicutes, a crescut semnificativ în varianta cu gunoi de grajd. Diversitatea comunităţilor procariote a fost evaluată cu 

ajutorul unor indici ecologici: Simpson, Shannon, Pielou, Margalef, Menhinick, Williams. În varianta cu gunoi de grajd, 

toţi indici ecologici studiaţi indică o diversitate mai mare. 

Cuvinte-cheie: secvenţiere de generaţie următoare, microbiomul solului, gunoi de grajd, bacterii, archaea, indice de 

diversitate. 

 

Abstract. The analysis of the influence of long-term use of organic fertilizers (direct effect of manure) on the taxonomic 

structure and diversity of prokaryotic communities in the chernozem carbonate of Moldova was carried out for the first 

time using next-generation sequencing. The topsoil (0-20 cm) in field crop rotation was studied. In the variants with 

organic fertilization, 15 phyla were detected: 2 archaeal phyla and 13 bacterial phyla; in the variant without the use of 

fertilizers – only 13 phyla: 2 archaeal phyla and 11 bacterial phyla. Most of the prokaryotic community in the soil consists 

of the following bacterial phyla: Actinobacteriota, Proteobacteria, Firmicutes, Acidobacteriota, Bacteroidota, 

Planctomycetota, Verrucomicrobiota, Myxococcota, Nitrospirota, Gemmatimonadota; Actinobacteriota, Proteobacteria 

and Firmicutes dominated; among the Archaea, the phylum Nitrososphaerota (Thaumarchaeota) dominated. The less 

represented phyla were: Cyanobacteria, Fibrobacterota, Halobacterota (Archaea), Chloroflexi. Cyanobacteria and 

Fibrobacterota were identified only in the variants with manure (in the soil layer 0-20 cm). The share of dominant phyla, 

with the exception of Firmicutes, increased significantly in the variant with manure. The diversity of prokaryotic 

communities was assessed using ecological indices: Simpson, Shannon, Pielou, Margalef, Menhinick, Williams. In the 

variant with manure, all ecological indices studied indicate a greater diversity. 

Keywords: next-generation sequencing, soil microbiome, manure, bacteria, archaea, diversity index. 

 

Введение 

Почвенная биота играет ключевую роль в экосистемах, по составу и богатству почвенной 

микробиоты можно предсказать множество функций экосистемы, например, разнообразие и 
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продуктивность растений, круговорот питательных веществ [2, с.506; 7, с.2; 12, с.2; 8, с.210; 

16, с.5266]. Сокращение биоразнообразия со временем дестабилизирует функционирование 

экосистем, в случае утраты биоразнообразия функционирование экосистем может даже стать 

невозможным [10, с.337; 11, c.188; 5, с.59]. Состав почвенных бактериальных сообществ 

изменяется под действием различного управления земельными ресурсами, например, как 

севооборот, обработка почвы, внесение удобрений [13, с.1; 6, с.12; 3, с.2297; 15, с.976]. 

Сохранение и увеличение разнообразия почвенных микробных сообществ важно для 

экосистем, в которых они задействованы, для продовольственной безопасности населения [17, 

с.2; 4, с.233].  

Структура и разнообразие не всех почв достаточно изучены на данный момент, так как 

по некоторым данным до 99 % почвенных микроорганизмов являются некультивируемыми, а 

это значит, что они не могут быть идентифицированы методами культивирования на 

питательных средах [1, с.143]. Оценить структуру микробного сообщества in situ стало 

возможным только с помощью современных метагеномных технологии [9, с.4117].  

Цель данного исследования - оценить с помощью секвенирования нового поколения 

(NGS) влияние длительного выращивания сельскохозяйственных культур в полевом 

севообороте с применением органических удобрений на таксономическую структуру и 

разнообразие прокариот карбонатного чернозема. В условиях Молдовы такие исследования 

проводятся впервые. 

 

Результаты и обсуждение 

В данной работе были изучены такие биологические параметры почвы, как структура и 

биоразнообразие прокариотного микробного сообщества. Исследования проводились с 

применением технологии высокопроизводительного секвенирования, т.е. «считывания» 

нуклеотидных последовательностей в нуклеиновой кислоте. Биоразнообразие карбонатного 

чернозёма Молдовы было изучено впервые с использованием метагеномного анализа. Работа 

выполнена в рамках научно-исследовательского проекта «Эффективное использование 

почвенных ресурсов и микробного разнообразия за счет применения элементов 

биологического (органического) земледелия» № 20.80009.5107.08. 

Исследования проводились в длительном стационарном полевом опыте, заложенном в 

1950 году на экспериментальной станции Кетросы в Центральной зоне Молдовы (с. Кетросу, 

Новые Анены). Почва – карбонатный чернозём или Calcic chernozem в World reference base for 

soil resources: легкий суглинок с 2,5-3,0% гумуса, 0,8-1,5 мг/100 г подвижного фосфата (по 

Мачигину), 18-22 мг/100 г обменного калия и 1,8-2,2% карбонатов в слое 0-20 см. Севооборот 

восьмипольный: кукуруза на зерно – горох – озимая пшеница – озимая пшеница – кукуруза на 

зерно – горох – озимая пшеница – подсолнечник. Изучались следующие варианты полевого 

севооборота: 1. без внесения удобрений с 1950 г., 2. длительное внесение органических 

удобрений – прямое действие полуперепревшего навоза (более 25 лет). Доза навоза составляла 

всего на севооборот 144 т/га, это включало по 40 т под каждую кукурузу на зерно, 22 т под 

озимую пшеницу перед кукурузой и перед подсолнечником, 20 т под подсолнечник. Пробы 

почвы отбирались весной из слоя 0–20 см, повторность трёхкратная. Срок отбора проб почвы 

был одинаковым для всех исследованных вариантов.  

Метагеномный анализ проводился с использованием оборудования ЦКП «Геномные 

технологии, протеомика и клеточная биология» ФГБНУ ВНИИСХМ. Секвенирование генов 
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16S рРНК проводили на генетическом анализаторе MiSeq от Illumina (США). 

Таксономическая идентификация ОТЕ была выполнена с помощью базы данных RDP 

(SILVA), классификация уточнена с помощью онлайн базы данных Национального центра 

биотехнологической информации США (NCBI, https://www.ncbi.nlm.nih.gov/taxonomy) и базы 

данных The List of Prokaryotic names with Standing in Nomenclature (LPSN, https://lpsn.dsmz.de/), 

которая соответствует требованиям таксономии и постановлениям Международного кодекса 

номенклатуры прокариот (ICNP) [14, с.5607]. 

Для количественной оценки биоразнообразия прокариотных сообществ карбонатного 

чернозёма были рассчитаны основные индексы: Симпсона, Шеннона, Пиелу, Маргалефа, 

Менхиникка и индекс полидоминантности Вильямса. 

В результате метагеномного анализа верхнего слоя карбонатного чернозема (0-20 см) на 

варианте с органикой было выделено 15 филумов: 2 филума архей и 13 бактериальных 

филумов. На контроле без применения удобрений было выделено только 13 филумов: 2 

филума архей и 11 бактериальных филумов (рис. 1).  

 

 

Рис. 1. Таксономический состав прокариот на уровне филума в верхнем слое 

карбонатного чернозема (0-20 см) в условиях полевого севооборота с длительным 

применением удобрений 

 

Основную часть почвенного прокариотного сообщества составляют следующие филумы 

бактерий: Actinobacteriota, Proteobacteria, Firmicutes, Acidobacteriota, Bacteroidota, 

Planctomycetota, Verrucomicrobiota, Myxococcota, Nitrospirota, Gemmatimonadota. По 

численности преобладали бактериальные филумы Actinobacteriota, Proteobacteria, Firmicutes 

и архейный филум Nitrososphaerota, известный также как Thaumarchaeota. Порядка 2% 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/taxonomy
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бактерий не были классифицированы, среди архей неклассифицированными были только 

около 0,015%. Обнаружено довольно много неклассифицированных прокариот даже на уровне 

филумов – от 47,7 до 52,7% (рис. 1). При изучении микроорганизмов методом метагеномного 

секвенирования довольно часто обнаруживаются неклассифицированные организмы, это 

открывает перспективу для дальнейших исследований.  

Доля доминирующих филумов, за исключением Firmicutes, существенно увеличивалась 

на варианте с навозом. Доля самого доминирующего филума Actinobacteriota увеличилась от 

11,76% на контроле до 14,04% на органическом фоне, доля филума Nitrososphaerota 

(Thaumarchaeota) увеличилась от 9,47% до 12,16%, доля Proteobacteria увеличилась от 9,29% 

до 12,08%, а доля Firmicutes снизилась с 8,12% на контроле до 5,62% на фоне с органикой (рис. 

2).  

 

 
Рис. 2. Относительная частота встречаемости представленных филумов прокариот в 

верхнем слое карбонатного чернозема 

 

Доли менее встречаемых филумов, за исключением Gemmatimonadota и Bacteroidota, 

снижались по сравнению с контролем (без удобрений): доля Acidobacteriota – с 1,43% до 

1,36%, доля Planctomycetota – с 1,52% до 1,05%, Verrucomicrobiota – с 1,14% до 0,76%, 

Myxococcota – с 0,65% до 0,63%, Nitrospirota – с 0,41% до 0,37%, доля Bacteroidota и 

Gemmatimonadota увеличилась соответственно от 0,98% до 1,75% и от 0,28% до 0,35% (рис. 

2). 
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К наименее представленных филумов прокариот относится Cyanobacteria, а также 

следующие филумы с долей <0,1%: филум домена Archaea – Halobacterota и бактериальные 

филумы Fibrobacterota и Chloroflexi (рис. 3). Cyanobacteria и Fibrobacterota были обнаружены 

только на вариантах с органикой.  

 
Рис. 3. Относительная частота встречаемости наименее представленных филумов 

прокариот (<0,1%) в верхнем слое карбонатного чернозема 

 

Доли наименее представленных филумов Halobacterota и Chloroflexi уменьшались 

соответственно с 0,04% до 0,03% и с 0,025% до 0,022%. Неклассифицированные Archaea были 

обнаружены только на варианте без применения удобрений (рис. 3). 

Было проведено сравнение видового богатства прокариотических микроорганизмов в 

верхнем слое 0-20 см карбонатного чернозёма на уровне филума с помощью ранжирования – 

кривых разнообразия прокариотного комплекса. Согласно кривым разнообразия, видовое 

богатство на уровне филума было выше на варианте с органикой, чем на контроле без внесения 

удобрений (рис. 4). 

 
Рис. 4. Кривые разнообразия (ранжирование) прокариот на уровне филума в верхнем слое 

карбонатного чернозема (0-20 см) 

Биоразнообразие прокариотных сообществ верхнего слоя (0-20 см) карбонатного 

чернозёма были оценено по основным экологическим индексам: Симпсона, Шеннона, Пиелу, 

Маргалефа, Менхиникка и Вильямса. Известно, что чем ближе индекс доминирования 

Симпсона к 1, тем ниже разнообразие. На контроле индекс Симпсона был выше, чем на 

варианте с применением навоза, что свидетельствует о более низком разнообразии на 

контроле и более высоком разнообразии на органическом фоне (рис. 5). 



10th edition International Scientific-Practical Conference 
”Education through research for a prosperous society” 

 

248 
 

 
 Рис. 5. Индексы биоразнообразия прокариот на уровне филума в верхнем слое карбонатного 

чернозема (0-20 см) 

Увеличение индекса Шеннона, показателя видового разнообразия, говорит о возрастании 

неопределенности и однородности структуры системы. На варианте с органикой индекс 

Шеннона был немного выше, чем при длительном выращивании культур полевого 

севооборота без применения удобрений, то есть видовое разнообразие прокариотного 

сообщества было всё же больше в почве удобренной навозом. Индекс полидоминантности 

Вильямса также выше на варианте с органикой по сравнению с контролем, что также 

указывает на увеличение разнообразия от применения органических удобрений. Индекс 

Маргалефа, отражающий видовое богатство, был намного выше в почве варианта с 

длительным применением навоза, что также указывает на большое видовое богатство 

прокариотного сообщества на органическом фоне. Индекс видового богатства Менхиника и 

индекс Пиелу, характеризующий степень выравненности экологических сообществ 

(equitability, evenness), в почве с органикой были немного выше, чем на неудобренном 

варианте. Таким образом, все основные индексы биоразнообразия, рассчитанные в целом для 

сообщества, указывали на большее разнообразие на органическом фоне, по сравнению с 

контролем. 

 

Выводы 

Длительное применение органических удобрений, в частности навоза, изменило 

богатство прокариотного сообщества изучаемого верхнего слоя карбонатного чернозёма, 

увеличило биоразнообразие прокариот. На вариантах с длительным применением органических 

удобрений (навоза) с помощью высокопроизводительного секвенирования было выделено 15 

филумов: 2 филума архей и 13 бактериальных филумов, а на контроле без применения 

удобрений – только 13 филумов: 2 филума архей и 11 бактериальных филумов.  

Основную часть почвенного прокариотного сообщества составили один архейный филум 

Nitrososphaerota (Thaumarchaeota) и следующие бактериальные филумы: Actinobacteriota, 

Proteobacteria, Firmicutes, Acidobacteriota, Bacteroidota, Planctomycetota, Verrucomicrobiota, 

Myxococcota, Nitrospirota, Gemmatimonadota. Филумы Actinobacteriota, Proteobacteria, 

Firmicutes и Nitrososphaerota (Thaumarchaeota) были доминирующими филумами в 

прокариотном сообществе верхнего слоя (0-20 см) карбонатного чернозёма.  

Применение навоза привело к существенному увеличению относительной численности таких 

филумов, как Actinobacteriota, Proteobacteria, Nitrososphaerota (Thaumarchaeota), Bacteroidota, 

а также к уменьшению доминирующего филума Firmicutes и других менее представленных 

филумов. Менее представленные филумы Cyanobacteria и Fibrobacterota были обнаружены в 

слое 0-20 см только на вариантах с органикой. 
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Все основные индексы биоразнообразия (Симпсона, Шеннона, Пиелу, Маргалефа, 

Менхиникка, Вильямса), рассчитанные в целом для сообщества, указывали на большее, более 

богатое разнообразие прокариотных сообществ карбонатного чернозёма на варианте с 

длительным применением органических удобрений (навоза) по сравнению с контролем (без 

удобрений). Таким образом, применение такого органического удобрения, как навоз приводит 

к повышению биоразнообразия прокариотных сообществ изученного верхнего слоя (0-20 см) 

карбонатного чернозёма. 
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