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Биоразнообразие микробиома почвы и его стабильность имеют ключевое значение для сохранения
почвенного плодородия в агроэкосистемах. Интенсивные технологии возделывания промышлен-
ных садов требуют внесения высоких норм минеральных удобрений, что негативно сказывается на
состоянии почвы. В настоящее время получают распространение биопрепараты, корректирующие
функциональную активность биоты почвы и повышающие биодоступность элементов минерально-
го питания, в том числе вносимых с традиционными удобрениями. Оценить фактическое влияние
различных агротехнологических практик на структуру микробиома почвы позволяют современные
подходы, основанные на использовании ДНК-метабаркодинга. На примере интенсивных яблоне-
вых садов исследовано влияние внесения минеральных удобрений (МУ), а также минеральных
удобрений в комбинации с биопрепаратом “Байкал ЭМ1” (МУ + Б) на микробиом почвы, ризосфе-
ры и надземной части растения (лист и побег). Внесение МУ вызывало существенные изменения
микробиома почвы. При дополнительном внесении биопрепарата данные изменения были менее
выражены, а структура микробиома почвы и ризосферы в этом варианте была близкой к таковой
интактной почвы. Несмотря на снижение дозы МУ в комбинации с биопрепаратом, в этом варианте
не наблюдали снижения содержания основных элементов минерального питания в растениях, а
прирост урожайности был сопоставимым с таковым, наблюдаемым при использовании исключи-
тельно МУ. Обсуждаются перспективы применения ДНК-метабаркодинга для оценки влияния
биопрепаратов на почвенный микробиом агроэкосистем.
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ВВЕДЕНИЕ
Микроорганизмы и их активность – один из

ключевых факторов, обеспечивающих сбаланси-
рованное функционирование экосистем, вклю-
чая круговорот минеральных веществ, образова-
ние и деструкцию органических компонентов.
Знание структурных и функциональных аспектов
микробных сообществ особенно важно для обес-
печения стабильности агроэкосистем [1]. Для аг-
робиотехнологии большое значение имеют мик-
робные сообщества, населяющие разные ниши
данных экосистем. К ним относятся микробные
сообщества почвы, а также сообщества, населяю-
щие эдасферу: прикорневой слой почвы – ризо-
сферу, и надземные органы растения – филло-
сферу. Биоразнообразие микробиома почвы и его
стабильность важны для сохранения почвенного
плодородия, в том числе в агроэкосистемах, под-

вергающихся высокой нагрузке из-за использо-
вания в современном растениеводстве интенсив-
ных технологий возделывания [2]. Ризобиом ва-
жен для формирования иммунитета растения к
почвенным фитопатогенам, влияет он и на про-
дуктивность сельскохозяйственных культур, об-
мениваясь с растениями метаболически-значи-
мыми субстратами и сигнальными молекулами
[3]. Микробные сообщества филлосферы также
могут иметь большое значение для жизнедеятель-
ности растений, так как составляющие их микро-
организмы способны обеспечивать до 10% потреб-
ности растения в макроэлементах и до 80–90% – в
микроэлементах [4]. Применение интенсивных
технологий возделывания требует регулярного
внесения высоких норм минеральных удобрений
(МУ), что со временем ухудшает состояние агро-
биоценоза в целом и снижает видовое богатство
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его микробиома [5]. Уменьшить деградацию поч-
вы путем снижения доз МУ невозможно из-за
риска снижения урожайности. Однако в послед-
нее время получают распространение биоудобре-
ния [2] и биопрепараты на основе культур микро-
организмов, повышающих биодоступность эле-
ментов минерального питания, в том числе
вносимых с традиционными МУ [6].

Оценить как позитивное, так и негативное
влияние различных агротехнологических прак-
тик на микробиом почвы позволяют современ-
ные методы метагеномного секвенирования, ко-
торые можно подразделить на секвенирование
полного метагенома методом “дробовика” и се-
квенирование ампликонов генетических барко-
дов (ДНК-метабаркодинг) [7]. Для изучения так-
сономического состава микробиома более оправ-
данным с точки зрения материальных затрат и
сложности обработки данных является ДНК-ме-
табаркодинг [1]. Этот метод позволяет получать
подробные количественные данные о состоянии
микробиома: проводить оценку биоразнообразия
[8], выявлять таксономические группы с домини-
рующим вкладом в определенные процессы [9],
судить о трансформации (реальной или потенци-
альной) функционального профиля микробного
сообщества [10]. Особый интерес представляет
выявление скрытого микробного биоразнообра-
зия, роль которого в стабильности агроэкосистем
до сих пор не вполне ясна. Изучение микробиома
различных биотопов агроэкосистем, включая ри-
зосферу и филлосферу, имеет большое значение
для разработки новых стратегий повышения про-
дуктивности и защиты растений, наносящих
меньше вреда окружающей среде [11]. Однако
уверенная интерпретация результатов метабарко-
динга в контексте оценки состояния промыш-
ленных насаждений культурных растений часто
ограничивается недостатком независимо полу-
ченных данных, например о биохимическом со-
ставе растений и (или) урожайности.

Широко распространенным препаратом на
современном рынке микробиологических удоб-
рений является “Байкал ЭМ1”. Рынок микробио-
логического препарата Байкал ЭМ1 включает в
себя практически все регионы РФ, также это
удобрение продается в Беларуси, Армении, Ка-
захстане и Узбекистане. К 2007 г. компания-про-
изводитель удобрения Байкал ЭМ1 имела более
50 представительств в России и странах СНГ [12].
Действие препарата основано на так называемой
ЭМ-технологии: использовании смеси прокарио-
тических организмов (преимущественно молочно-
кислых, фотосинтезирующих и азотфиксирующих
бактерий), а также эукариотических организмов
(дрожжей сахаромицетов) [13]. Результаты многих
исследований демонстрируют влияние данного
препарата на продуктивность плодовых культур,
плодородие почвы, иммунитет растений к пара-

зитическим микроорганизмам [14–16]. Работы,
проведенные на разных культурах, показывают,
что обработка семян растений и внесение био-
препарата в почву приводят к увеличению уро-
жайности зеленой и воздушно-сухой массы расте-
ний [14, 17, 18]. Препарат положительно влияет и на
микробиологическую активность почвы, что выра-
жается как в общих показателях (увеличении коли-
чества выделяемой углекислоты и ферментативной
активности маркерных ферментов почвы), так и в
увеличении численности элементов микробиома,
имеющих функциональное значение (например,
анаэробные азотфиксирующие бактерии рода
Clostridium) [14, 18, 19]. В современной литературе
по данной теме большинство сообщений о при-
менении препарата “Байкал ЭМ1” относится к
сельскохозяйственным культурам кустарниковых
и травянистых плодовых растений, а также злаков
[14, 15, 19]. Существует ограниченное количество
сообщений об использовании ЭМ-технологии
при выращивании яблонь. Показано, что препа-
рат “Байкал ЭМ1” незначительно усиливает био-
массу растений за счет роста боковых побегов
[20]. Однако неизвестны сообщения об оценке
влияния “Байкала ЭМ1” на микробиом почвы и
вегетативные органы яблони.

В настоящей работе объектом служили интен-
сивные сады яблони – важнейшей плодовой
культуры РФ. По итогам сельскохозяйственной
переписи 2016 г. в сельскохозяйственных органи-
зациях, фермерских хозяйствах и хозяйствах ин-
дивидуальных предпринимателей из всех плодо-
вых культур ~80% представлено семечковыми по-
родами (226324 га), при этом яблоня в структуре
площадей семечковых занимает 85% (193385.4 га)
[21]. Поскольку технология интенсивного ябло-
невого сада подразумевает внесение значитель-
ных доз МУ, интенсивный сад является репрезен-
тативной моделью агроэкосистем с высокой ан-
тропогенной нагрузкой на почву. Было изучено
влияние внесения МУ, а также МУ в комбинации
с биопрепаратом “Байкал ЭМ1” на микробиом
почвы, ризосферы и надземной части растений
(лист и побег) яблони в связи с урожайностью и
минеральным составом растений.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Место проведения и постановка эксперимента.

Исследования проводили в 2021 г. в эксперимен-
тальном саду ФНЦ им. И.В. Мичурина (г. Мичу-
ринск Тамбовской области). В экспериментах ис-
пользовали растения яблони (Malus × domestica
Borkh.) сорта Лигол, привитого на подвой 62-396.
Растения выращивали в трех вариантах: без вне-
сения удобрения (контроль, Б/У), с внесением
минеральных удобрений (N90P30K120), а также с
внесением минеральных удобрений (N20P10K30)
и коммерчески доступного биопрепарата “Бай-
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кал ЭМ1” (восьмикратное внесение с интервалом
1–2 нед согласно рекомендациям производителя;
вариант “Байкал”). Сад посажен осенью 2018 г. по
схеме 4.5 × 1.2 м. Для каждого варианта отводили
по две делянки по 10 растений в каждой (общее
число растений в каждом варианте n = 20).

Учет соцветий, плодов и завязей проводили
визуально [22]. Средний вес плодов определяли
гравиметрически (взвешиванием случайных вы-
борок плодов, 3 × 50 шт.). Величину однолетних
приростов определяли прямым измерением.

Анализ содержания элементов минерального пи-
тания в почве и в листьях. Содержание легкогид-
ролизуемого азота в почве определяли по методу
И.В. Тюрина и М.М. Кононовой [23] (с помощью
автоматического аппарата Кьельдаля АКВ-20, Рос-
сия). Подвижный фосфор определяли спектрофо-
тометрически с окраской SnCl2 (с использованием
спектрофотометра Hitachi U2000, Япония), содер-
жание обменного калия – фотометрическим мето-
дом ГОСТ 30504-97 (с использованием пламенного
фотометра ФПА-2.01, Россия) по Чирикову в мо-
дификации ЦИНАО, рН почвы измеряли в соле-
вой вытяжке (1%ный раствор KCl, рН-метр Экс-
перт 0015, Аквилон, Россия). Содержание азота,
фосфора и калия в листьях определяли с помо-
щью описанных выше аналитических методов,
пробоподготовку вели, как описано в [23].

ДНК-метабаркодинг. Для выделения тоталь-
ной ДНК проводили отбор образцов почвы в при-
ствольном круге (для анализа микробиома поч-
вы), также отбирали корневую прядь (для анализа
микробиома ризосферы), лист (третий по счету
лист с однолетнего прироста) и верхушку одно-
летнего неодревесневшего побега длиной 5 см на
высоте 1.2 м. С каждой делянки отбирали по од-
ному образцу каждого типа (n = 2). Образцы по-
мещали в стерильные пробирки, замораживали
при –20°С и хранили при этой температуре до
анализа.

ДНК для анализа микробиома почвы выделя-
ли из образцов массой 100 мг с помощью набора
реактивов NucleoSpin® Soil Kit (Macherey-Nagel
GmbH& Co. KG, Дюрен, Германия) в соответствии
с рекомендациями производителя. Из раститель-
ных образцов ДНК выделяли с использованием мо-
дифицированного метода CTAB [24]. Амплифика-
цию фрагмента гена 16S рРНК с гипервариабель-
ным участком V4 и приготовление библиотек для
секвенирования осуществляли, как описано в
[25], с использованием олигонуклеотидных прай-
меров F515 (5'-gtgccagcmgccgcggtaa-3') и R806 (5'-
ggactacvsgggtatctaat-3') [26]. Секвенирование про-
водили на приборе MiSeq (Illumina, США) с ис-
пользованием набора реактивов MiSeq Reagent Kit
v3 (600-cycle) (part number MS-102-3003, Illumina,
США) для парного-концевого чтения (2 × 300 пар
нуклеотидов). Первоначальную обработку полу-

ченных данных, а именно, демультиплексирова-
ние образцов и удаление адаптеров, проводили с
помощью программы Illumina (Illumina, США).
Дальнейшие процедуры деноизинга, объедине-
ния последовательностей, восстановления исход-
ных филотипов (ASV, Amplicon sequence variant),
удаления химерных прочтений и таксономиче-
ской классификации полученных ASV выполня-
ли в программной среде R с использованием про-
граммных пакетов dada2 [27], phyloseq [28] и DE-
CIPHER [29], а также базы данных SSU 16s rRNA
SILVA (релиз 132) [30]. При анализе результатов
ДНК-метабаркодинга из образцов удаляли неклас-
сифицированные чтения, а также те таксономиче-
ские группы, которым соответствовало одно непар-
ное чтение. Делянки с одинаковыми условиями
эксперимента учитывали как повторности, для ко-
торых находили среднее значение количества чте-
ний для каждой представленной таксономической
группы. Расчет индексов α-разнообразия Шенно-
на–Уивера и β-разнообразия Мориситы проводили
по формулам, описанным в [31]. Визуализацию зна-
чений индекса Мориситы проводили с помощью
алгоритма на языке программирования Python
(версия 3.7.1) с использованием библиотеки Mat-
plotlib. Для построения диаграмм Circos и Венна ис-
пользовали онлайн-сервис http://mkweb.bcgsc.ca и
https://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/Venn/
соответственно.

Статистическую обработку результатов по-
левых измерений и агрохимических анализов
проводили с использованием критерия “наи-
меньшая средняя разность” [32] и t-критерия
Стьюдента. Число биологических повторностей
указано выше. На рисунках представлены сред-
ние значения ± стандартная ошибка, если не ука-
зано обратное.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Состояние почвы и экспериментальных расте-

ний. В ходе эксперимента наряду с исследованием
микробиома почвы, ризосферы и надземной ча-
сти экспериментальных растений яблони опреде-
ляли ряд ключевых агрохимических параметров,
включая содержание основных элементов мине-
рального питания в почве и растениях. Установ-
лено, что значения pH почвы существенно не раз-
личались между экспериментальными делянками
и были на уровне 6.5 ед., что находится в диапазо-
не оптимальных для яблони значений. Содержа-
ние основных элементов минерального питания
(N, P, K) было на уровне 200–250 мг/кг почвы и
также существенно не различалось между делян-
ками. Исключение составлял азот (N), содержа-
ние которого в почве контрольной делянки было
меньше, чем на опытных (рис. 1), однако не явля-
лось лимитирующим для яблони в проведенных
экспериментальных условиях (рис. 2).
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Ростовая активность деревьев, судя по резуль-
татам измерения длины однолетних приростов, в
вариантах с внесением удобрений была на 20%
больше, чем в контроле (Б/У). Варианты с внесе-
нием удобрений не различались достоверно по
этому параметру; средняя длина однолетних при-
ростов в этих вариантах составляла 25 см.

Несмотря на различия по содержанию N в
почве (рис. 1), содержание этого элемента, а так-
же P и K в листьях растений яблони не суще-
ственно различалось в разных вариантах экспе-
римента (рис. 2). По-видимому, это свидетель-
ствует об адекватной обеспеченности растений
основными элементами минерального питания.

Ключевым параметром состояния и продук-
тивности промышленного сада является его уро-
жайность. В этой связи оценивали различные па-
раметры, составляющие продуктивность (уро-
жайность) сада на экспериментальных делянках
(рис. 3). Среднее число плодов на дереве в экспе-
риментальных вариантах было в 2–2.5 раза выше,
чем в контроле, при высокой дисперсии растений
по этому параметру (рис. 3а). Различия по сред-
ней массе плода были менее выраженными, одна-
ко в варианте “Байкал” масса плода была в сред-
нем на 10–15 г выше, чем в контроле либо при
внесении только МУ (рис. 3б). Соответственно,
урожайность в расчете на одно дерево выше в ва-
рианте “Байкал”, однако вариабельность в пло-
довой нагрузке повлекла за собой высокую вари-
абельность урожайности (рис. 3в). Те же тенден-
ции выявили в отношении теоретической
урожайности в расчете на гектар площади сада
(рис. 3г): оценки урожайности для вариантов с
внесением удобрений ожидаемо оказались выше,
чем в контроле Б/У; при этом в варианте “Бай-
кал” теоретическая урожайность была выше, чем
в варианте исключительно с внесением МУ.

Влияние удобрений на таксономический состав
бактериального микробиома. Разнообразие мик-
робных образцов оценивали с использованием
индекса α-разнообразия Шеннона (рис. 4а).
Сравнение средних значений индекса показало,
что варианты эксперимента не различаются по
биоразнообразию прокариот микробиома почвы.
Сравнительный анализ микробиомов ризосферы
показал, что внесение МУ приводит к снижению
биоразнообразия прокариот ризосферы почти на
треть по сравнению как с микробиомом почвы,
так и с ризобиомом контрольных образцов (Б/У).
В варианте с внесением биопрепарата “Байкал
ЭМ1” микробиом ризосферы не отличался до-
стоверно ни от микробиома почвы в том же вари-
анте, ни от микробиома ризосферы других образ-
цов. Для бактериальных микробиомов листа и
побега было показано сравнительно низкое био-
разнообразие, а также отсутствие выраженных раз-
личий между экспериментальными вариантами.

Сходство образцов в плане разнообразия про-
кариот в составе микробиома в зависимости от
типа вносимых удобрений оценивали по индексу
β-разнообразия Мориситы с последующей визуа-
лизацией в виде тепловой карты (рис. 4б). Для ча-
сти образцов повышенное сходство отмечалось
между образцами одного типа (почва, ризосфера
либо надземные части) вне зависимости от типа
вносимых удобрений.

Исключение составляли образцы микробиома
ризосферы, проявлявшие высокое сходство только
в вариантах Б/У и при внесении минеральных удоб-
рений с биопрепаратом “Байкал ЭМ-1” (МУ + Б).
Отметим, что микробиом почвы также проявлял
более высокое сходство между контролем (Б/У) и
вариантом с внесением удобрений с биопрепара-
том “Байкал ЭМ-1”. Среди разнотипных образ-
цов наблюдали повышенное сходство бактери-
альных микробиомов листа и побега. Также уста-

Рис. 1. Содержание основных макроэлементов в почве
под растениями яблони в конце вегетационного перио-
да (сентябрь) при внесении различных удобрений.
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Рис. 2. Содержание основных макроэлементов в ли-
стьях растений яблони при внесении различных
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Рис. 3. Урожайность растений яблони при внесении различных удобрений: а – среднее число плодов на дереве, б –
средняя масса одного плода, в – средняя урожайность в расчете на дерево, г – теоретическая урожайность с гектара
сада. Статистически достоверные значения помечены разными буквами латинского алфавита.
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новлено сходство последних с ризобиомом в
вариантах с внесением МУ без биопрепарата.

При сравнительном анализе таксономическо-
го состава образцов с высокими показателями
индекса Мориситы (т.е. с высоким биоразнооб-
разием прокариот) установлено, что при внесе-
нии разных удобрений ризобиом различается по
вкладу определенных таксономических групп
(рис. 5а). Наиболее представленным классом
микроорганизмов в данных образцах является
Gammaproteobacteria, после которого идут Bacilli,
Alphaproteobacteria и Actinobacteria. Больше всего
представителей Gammaproteobacteria оказалось в
ризобиоме варианта с внесением МУ, а меньше
всего – в ризобиоме контроля (Б/У). При внесе-
нии МУ значительно сокращалось количество
представителей Bacilli и Bacteroidia. При внесении
препарата “Байкал ЭМ1” количество представи-
телей Bacilli в ризобиоме, наоборот, увеличива-
лось. Поиск общих таксономических групп для
данных образцов на уровне родов показал, что все
ризобиомы содержали 100 общих родов, среди
которых доминировали Bacillus, Paucibacter, Burk-
holderia, Ralstonia, Streptomyces, Acinetobacter,
Bradyrhizobium, Pseudomonas и Rhizobium (рис. 5в).

При сравнительном анализе микробиомов
надземных вегетативных органов и ризобиома из
варианта с внесением МУ отмечено доминирова-
ние представителей класса Gammaproteobacteria, в
то время как вклад остальных таксономических
групп в структуру данных сообществ незначите-
лен (рис. 5б). Пересечение всех вариантов микро-
биомов листа и побега с ризобиомом, получен-
ным при внесении МУ, показало наличие 28 об-
щих родов, среди которых доминировали роды
Paucibacter, Ralstonia, Bradyrhizobium и Acineto-
bacter (рис. 5г).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Сравнительный анализ влияния внесения раз-

личных типов удобрений на микробиом почвы и
ризосферы растений яблони в интенсивном саду
показал, что внесение высоких доз МУ снижало
биоразнообразие микробиома почвы и ризосфе-
ры в экспериментальных условиях. Сходные эф-
фекты наблюдали в других агроэкосистемах, в ко-
торых использовались интенсивные технологии
возделывания [33, 34]. Возможные причины рез-
ких изменений видового состава микробных со-
обществ почвы при внесении высоких норм МУ
включают в себя как изменение физико-химиче-
ских свойств почвенной среды, например pH и
(или) ионного баланса, так и получение конку-
рентных преимуществ отдельными группами
микроорганизмов при высокой доступности хи-
мически связанного азота и фосфора, вносимого
с МУ [33]. Очевидно, что прогрессирующее суже-
ние биоразнообразия почвенных и ризосферных

микроорганизмов ведет к дестабилизации агро-
экосистемы в целом.

Одновременно с этим было отмечено, что во
всех пробах почвы и ризобиома присутствовали
представители функциональной группы микро-
организмов, известной как ростостимулирующие
бактерии (англ. Plant growth-promoting bacteria,
PGPB) [35]. В частности, к ним относятся пред-
ставители родов Bacillus, Acinetobacter, Bradyrhizo-
bium, Pseudomonas и Rhizobium [35–37]. При этом
сходство образцов, обработанных препаратом
“Байкал ЭМ1”, с контрольным образцом объяс-
няется высокой представленностью данных так-
сонов. Напротив, для всех образцов филлосферы
вне зависимости от применяемых удобрений на-
блюдалось высокое количество чтений ДНК-ме-
табаркодинга для класса Gammaproteobacteria,
особенно для представителя рода Ralstonia, к ко-
торому относится один из самых распространен-
ных фитопатогенов, вызывающих бактериальное
увядание и бурую гниль и передающихся через
почву [38, 39]. Примечательно, что для всех об-
разцов филлосферы, зараженных данным фито-
патогеном, наблюдалось сходство с образцом
ризобиома, обрабатываемого МУ, в котором
также наблюдается увеличение количества чте-
ний ДНК-метабаркодинга для данного рода. Эти
результаты указывают на возможное ослабление
иммунитета растения при внесении МУ по срав-
нению с остальными экспериментальными вари-
антами.

Результаты анализа методом ДНК-метабарко-
динга показали, что снижение дозы МУ при од-
новременном внесении биопрепарата “Байкал
ЭМ-1” позволило в значительной степени скор-
ректировать негативное влияние МУ на микро-
биомы почвы и ризосферы. Внесение органиче-
ских удобрений также позволяет в некоторых слу-
чаях восстановить нарушенное биоразнообразие
микробов почвы и ризосферы [6]. Однако регу-
лярное внесение традиционных органических
удобрений в условиях крупных агропредприятий
может быть затруднено по причинам логистиче-
ского (нехватка либо несвоевременный подвоз),
санитарно-гигиенического либо агротехническо-
го (отсутствие подходящей техники) характера.
Следовательно, комбинирование более низких
доз МУ с биопрепаратами, повышающими био-
доступность минеральных элементов для расте-
ний и стимулирующих почвенную микробиоту,
позволяет сохранить микробиом почвы. Не менее
важно, что при этом удается сохранить урожай-
ность, по крайней мере, на уровне вариантов с
интенсивным внесением МУ или даже несколько
повысить ее.

В целом трудно переоценить роль ДНК-мета-
баркодинга как прецизионного инструмента для
диагностики природных и искусственных сооб-
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ществ, хотя для стандартизации методических
приемов и создания более полных и точных баз
данных требуется еще много работы исследовате-
лей и практиков.

Работа выполнена при поддержке Президен-
та Российской Федерации (грант № МК-
1952.2021.1.4), а также Научно-образовательной
школы МГУ “Молекулярные технологии живых
систем и синтетическая биология”.

Исследования методом ДНК-метабаркодинга
проведены с использованием оборудования ЦКП

“Геномные технологии, протеомика и клеточная
биология” ФГБНУ ВНИИСХМ.

Настоящая статья не содержит каких-либо ис-
следований с участием людей и животных в каче-
стве объектов.
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