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Использование методов современной метагеномики  
в оценке микробиоты почв Западно-Казахстанской области 

В данной статье приведена методика по оценке микробиома почв с применением методов современной ме-
тагеномики. Описан метод очистки почвенной ДНК с использованием сорбции на очищенном кремнии. Вы-
явлены данные по оптимизации условий ПЦР и подбору праймеров. Для оценки метагенома почвы составлена 
ампликонная библиотека и проведен ее первичный анализ. Выявлены наиболее преобладающие филы в данных 
образцах почв.
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This article describes a method to assess the soil microbiome with application of modern metagenomics. The method 
to clean soil DNA using adsorption on purified silicon. Identified data for optimization of PCR primer design. To assess 
the soil metagenome library composed of amplicons and held its initial analysis. Revealed the most prevalent phyla in 
these soil samples.
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Н.Х. Сергалиев, Е.Е. Андронов, А.Г. Пинаев,  М.Г. Какишев, Р.А. Захарян 
Батыс Қазақстан облысы топырақтарының микробиота жағдайын бағалауда  

заманауи метагеномика әдістерін қолдану

Мақалада заманауи метагеномика әдістерін колдану арқылы топырақ микробиомасын бағалау әдістері 
келтірілген. Тазаланған кремний негізіндегі сорбция қолдану арқылы топырақ ДНҚ тазалау әдісі көрсетілген. 
Топырақ метагеномын бағалау үшін ампликондық библиотека жасақталып оның алғашқы талдауы өткiзiлген, 
ПТР жағдайларын оңтайландыру және праймерлер таңдау бойынша мәліметтер алынған. Топырақ 
сынамаларындағы басым филдар анықталды.

Түйін сөздер: микробиома, топырақ микрорганизмдері, ПТР, секвенирлеу, таксономиялық, топырақ типтері, 
ДНҚ, агроэкология, мониторинг, молекулярлық биология.

Традиционные методы анализа почвы дают 
весьма грубые и неоднозначные результаты. Так, 
например, почвы с одними и теми же агрохимиче-
скими характеристиками могут иметь кардиналь-
ные различия в плодородии. Ответственными за 
такие различия часто являются трудновыявляе-
мые факторы. Например, при почвоутомлении. 
Далеко не всегда удается выявить весь микроб-
ный состав той или иной почвы, так как большая 
часть микроорганизмов является просто не куль-
тивируемой в лабораторных условиях. Поэтому 
традиционный микробиологический подход к 

исследованию почвенных микроорганизмов не 
дает полной картины о микрофлоре исследуемых 
почв, а значит не позволяет дать полную оценку 
микробиологическим процессам протекающим 
в ней.   В настоящей работе для характеристики 
почв выбран ее микробиом, главной составной 
частью которого является геномный пул микро-
организмов – та часть почвы, которая наиболее 
чутка к любым изменениям. Связь особенностей 
микробиома почвы и ее плодородия почти не ис-
следована. Для понимания этой связи требуется 
проведение комплексной работы.
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В мировой микробиологии за последние двад-
цать лет произошла настоящая революция, свя-
занная с пониманием истинных масштабов био-
логического разнообразия прокариот. Произо-
шло это во многом благодаря бурному развитию 
и внедрению в экологическую практику методов 
молекулярной биологии. На сегодняшний день 
исследования в области молекулярной экологии 
микроорганизмов объединяются под общим на-
званием – метагеномные исследования. Этот тер-
мин был выбран исходя из аналогии со статисти-
ческим методом мета-анализа (анализа массива 
эмпирических фактов, направленных на решение 
сходных задач). Смысл его заключается в изуче-
нии сходных, но не идентичных единиц генетиче-
ской информации. Объектом изучения метагено-
мики является метагеном – генетический матери-
ал, полученный непосредственно из окружающей 
среды без предварительного культивирования ми-
кроорганизмов. Одним из первых исследований в 
этой области является работа 1984 года, в которой 
авторами на основе анализа полиморфизма гена  
5S рРНК был сделан вывод о таксономическом 
составе симбиотического сообщества вестимен-
тиферы Riftia pachyptila. В дальнейшем, с выхо-
дом работы Карла Воза «Бактериальная эво-
люция» («Bacterial evolution», 1987), появилась 
фунда ментальная идея о возможности классифи-
кации прокариотных организмов на основе раз-
личий в генах их рибосомных РНК. Это важное 
обоб щение полностью определило направление 
для развития будущих исследований в этой обла-
сти [1, 2].

Основным направлением данного исследова-
ния является применение методов современной 
метагеномики для оценки почвенного микро-
биома. Основная идея, лежащая в основе иссле-
дований – анализ структуры почвенного микро-
биома с использованием методов современной 
метагеномики (секвенаторов нового поколения, 
обеспечивающих одновременное чтение десят-
ков тысяч нуклеотидных последовательностей) 
как чувствительного индикатора состояния по-
чвы, в котором отражается весь комплекс ее 
свойств, включая биологические, а также широ-
кий ряд трудно учитываемых или неучитывае-
мых факторов, влияющих на почвенное плодо-
родие и сельскохозяйственный потенциал почв.  
В дальнейшем на основе данных массового 
скринига почв Западно-Казахстанской области 
предполагается разработать систему микробио-

много мо ниторинга почв сельскохозяйственного 
назна че ния, обеспечивающую адекватную оценку  
их агроэкологического состояния и разработку ме-
тодов оптимизации использования почв [3, 4, 5].

Профиль каштановых почв дифференцирует-
ся на ряд отчетливо выраженных генетических 
горизонтов. Ад  –  дернина (на целинных почвах), 
мощность 2 – 3 см. Верхний гумусовый горизонт 
(А) темно-каштанового цвета, комковатой струк-
туры, мощностью 18 – 22 см. За ним идет гуму-
совый переходный горизонт (B1) серовато-бурой 
окраски, крупнокомковатый структуры с бурова-
то-коричневой лакировкой на гранях структур-
ных отдельностей, придающей горизонту более 
темную окраску и коричневатый (каштановый) 
оттенок. Общая мощность гумусового горизонта 
– 35-50 см. 

Под горизонтом гумусовых затеков залегает 
горизонт максимального скопления карбонатов 
(Вк) буровато-желтого цвета, призмовидно-оре-
ховатой структуры, плотного сложения от нали-
чия карбонатов и солонцеватости в нем.

Материалы и методы

Отбор проб почв проводился согласно ГОСТ 
17.4.4.02-84. Точечные пробы отбирали на пло-
щадке из двух слоев – 0-10 см и 10-20 см, по 
диагонали с таким расчетом, чтобы каждая про-
ба представляла собой часть почвы, типичной 
для генетических горизонтов или слоев данного 
типа почвы.

Для проведения молекулярно-биологических 
исследований микробиома почвенных образцов 
была применена типичная схема эксперемента. 
Схема типичного эксперимента заключается в 
выделении и очистке совокупной ДНК из об-
разца, отобранного из окружающей среды, ПЦР-
амплификации определенных участков генома, 
их клонировании с последующим определени-
ем и анализом нуклеотидных последователь-
ностей (секвенированием). В том случае, когда 
секвенированию подвергается вся выделенная 
ДНК, речь идет о новейшей области исследова-
ния, называемой «метагеномикой», т.е. описа-
нием совокупного генома всех живых организ-
мов данного местообитания. Частным случаем 
метагеномики является ограничение секвени-
руемых участков таксономически значимыми 
генами, например, широко используемыми в 
молекулярной таксономии рибосомальными 
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генами 16S рРНК (для прокариот) и 18S рРНК 
(для эукариот). Такие исследования позволяют 
наиболее полно выявить таксономический со-
став анализируемого микробного сообщества. 
Результатом секвенирования библиотеки рибо-
сомальных генов является набор нуклеотидных 
последовательностей длиной от 200 до 1500 пн,  
количество которых для одного проанализиро-
ванного образца варьирует от 100 до 1-2 тысяч 
последовательностей. Дальнейший анализ по-
лученных нуклеотидных последовательностей 

предполагает их таксономическую характери-
стику (путем сравнения с образцовыми базами 
данных), сопоставление библиотек друг с дру-
гом, вычисление коэффициентов генетического 
разнообразия и.т.д. 

В ходе работ по данному этапу проекта была 
создана коллекция из 4 образцов почв, относя-
щихся к основным типам почв Западно-Казах-
станской области, представляющих собой це-
линные земли (Таблица 1). Данные об отобран-
ных пробах приведены в таблице 1.

Таблица 1 – Пробы почв

№ 
по порядку

Тип почв Место отбора GPS координаты Глубина отбора

1 темно-каштановая п. Новопавловка N51º06.823´
E 051º39.694´

0-10 см
2 10-20 см
3 чернозём п. Щукино N51º40.301´

E 050º48.889´
0-10 см 

4 10-20 см 

Результаты и их обсуждение

Описание разрезов проб почв:
Каштановая.
GPS точка 435. высота 29м. 50.52.599.с.ш., 

51.06.489 в.д.
А1 0-15 см – темно-серый, сухой, тяжелосу-

глинистый,  много корней, рыхлый, мелкоком-
коватый, слабо вскипает с поверхности, переход 
постепенный по структуре.

В1 15-50 см – темно-серый, сухой, тяже-
лосуглинистый, рыхлый,  крупнокомковатый, 
вскипание слабое, переход заметный по цвету и 
структуре.

В2 50-67 см – буровато-серый, сухой, тяжело-
суглинистый, корни единичны,  уплотнен, оре-
ховато-комковатый, вскипание сильное, переход 
заметный по цвету и структуре.

ВС 77-165 см – бурый, сухой, супесчаный, 
корней нет, уплотнен, непрочно-комковатая, 
вскипание сильное, переход постепенный по 
цвету и структуре.

С 77-165 см – желтый, сухой, супесчаный, 
корней нет, уплотнен,  бесструктурный, вскипа-
ние сильное.

Чернозём южный.
GPS точка 425. высота 148м. 51.40.301.с.ш., 

50.48.889. в.д.

Ап 0-15 см – темно-серый, сухой, тяжелосу-
глинистый, много корней, уплотнен, пылевато-
комковатая, вскипания нет, переход постепен-
ный по структуре.

В1 15-37 см – темно-серый, сухой, тяжелосу-
глинистый, много корней, уплотнен среднеком-
коватая,  вскипания нет, переход постепенный по 
цвету и структуре.

В2 37-55 см – буровато-серый, сухой, тяжело-
суглинистый, мало корней, уплотнен, ореховато-
комковатая, вскипания нет, переход постепен-
ный по цвету и структуре.

ВС 55-120 см – бурый, увлажнен, среднесу-
глинистый, корни единичны, плотный, глыби-
сто-комковатая, вскипание сильное, карбонаты в 
виде примазок, переход постепенный по цвету и 
структуре.

С  120-170 см – желтый, увлажнен,  средне-
суглинистая,  нет корней, плотный, бесструктур-
ная, вскипание бурное.

Для секвенирование ДНК из почв были по-
добраны следующие праймеры для  библиотек 
Lib-L. Праймеры состоят из следующих компо--L. Праймеры состоят из следующих компо-L. Праймеры состоят из следующих компо-. Праймеры состоят из следующих компо-
нентов: стандартный адаптер для эмульсионной 
ПЦР и праймера для секвенирования, метка би-
блиотеки, десятинуклеотидный мультиплексный 
идентификатор, фрагмент для специфического 
связывания с гипервариабельным (V4) участком 
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Рисунок 1 – Препараты почвенной ДНК, очищенные методом электрофореза

Рисунок 2 – Амплифицированные препараты почвенной ДНК

гена 16S рРНК, эффективно амплифицирующи-
ми как бактериальные, так и архейные гены. Об-
щий размер прямого мультиплексного праймера 
– 59 н. Обратный праймер построен по такому 
же принципу, за исключением отсутствия муль-
типлексного идентификатора. Всего синтезиро-
ваны 20 мультиплексных прямых и один обрат-
ный праймер. Наличие 10-нуклеотидной муль-
типлексной метки позволяет идентифицировать 
принадлежность каждого из просеквенирован-
ных фрагментов к одной из библиотек.

Оптимизацию условий проведения полиме-
разной цепной реакции проведена с учетом име-
ющихся литературных данных. Оптимизация 
велась по трем направлениям: температурный 
профиль, временной профиль реакции, состав 
реакционной смеси. 

Была разработана программа амплификации 
ДНК в соответствии с термическим профилем, 
наиболее подходящим для выбранных прайме-
ров, в данном случае 95°С – 30 с� 55°С – 30 с� 
72°С – 1 мин, всего 30 циклов) с использованием 
полимеразы Encyclo (Евроген, Россия)

В процессе выделения ДНК из почвы исполь-
зовали стандартное общелабораторное обору-

дование для работ по молекулярной микробио-
логии – автоматические дозаторы, центрифуги, 
оборудование для электрофореза, визуализации 
и документирования гелей, холодильники, моро-
зильные камеры, вортексы и т.д. 

Для разрушения образцов почв использова-
ли прибор FastPrep®-24 фирмы MP Biomedicals 
с адапторами для 2 мл пробирок.  В качестве 
матрикса для разрушения использовали смесь 
стеклянных шариков диаметром 0,1 и 0,5 мм  
(1:1 по весу) в количестве, равном весу образца 
почвы.

Для очистки препаратов ДНК использовали 
свежеперегнанный насыщенного буфером фено-
ла, приготовленного по обычной методике. 

Для выделения ДНК из агарозы использовали 
окись кремния производства фирмы SIGMA без 
какой-либо специальной обработки. Использова-
ли обычную агарозу использовали для проверки 
качества выделенной ДНК и в методе выделения 
ДНК из геля с использованием окиси кремния. 

На рисунке 1  показаны результаты электро-
форетического разделения образцов почвенной 
ДНК после очистки сырого экстракта с исполь-
зованием сорбции на диоксиде кремния.
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Для проведения ПЦР были использованы 
мультиплексные праймеры с целью  создания 
библиотек гена 16S рРНК для последующего 
анализа на секвенаторе. Постановка ПЦР про-
водилась согласно оптимально подобранной 
программы амплификации. Все праймеры ам-
лифицировали фрагмент ожидаемого размера с 
высокой эффективностью и приемлемой спец-
ифичностью (рисунок 2).

С использованием 20 разработанных мульти-
плексных fusion-праймеров и почвенной ДНК, 
выделенной из 4 образцов почв, были получены 

4 ампликонных библиотеки фрагмента гена 16S 
рРНК. Их концентрации были выровнены с ис-
пользованием гель-денситометрии, затем ампли-
фикаты были объединены, переочищены путем 
выделения суммарной библиотеки из геля.  Раз-
рушение мультимеров проводили путем прогре-
вания библиотеки при 65°С в течение 10 мин с 
последующим охлаждением на льду. Самый 
легкий фрагмент соответствует библиотеке, се-
рия фрагментов большего размера соответству-
ет мультимерам, образующимся при выделении 
фрагмента из геля (рисунок 3).

Рисунок 3 – Ампликонная библиотека образцов почв

Секвенирование библиотеки было проведено 
в точном соответствии с рекомендациями к при-
бору. На первом этапе была проведена эмульси-
онная ПЦР, затем обогащение библиотеки, кото-
рое составило 15% (при допустимом интервале 
5-20%) и, наконец, собственно секвенирования, 
которое прошло без нарушений. Все последо-
вательности были рассортированы по мульти-
плексным идентификаторам с использованием 
Pyrosequencing pipeline на севере RDP (http://
rdp.cme.msu.edu/).

Первичный таксономический анализ библио-
тек проводили на сервере RDP с использованием 
опции Classifier. Визуализацию распределения 
бактериальных и архейных фил в библиотеках, а 
также оценку параметров таксономического раз-

нообразия проводили на сервере VAMPS (http://
vamps.mbl.edu/). 

Из приведенных данных следует, что к фи-
лам, имеющим наибольшую долю в микробных 
сообществах проанализированных почв, отно-
сятся Actinobacteria и Proteobacteria но в тем-
но-каштановой почве их значительно меньше. 
Заметную долю в составе микробиомов исследо-
ванных образцов занимают археи. Также пред-
ставлены обычные для почвенных сообществ 
филы Acidobacteria, Bacteroidetes, Firmicutes, 
Gemmatimonadales, Planctomycetes, Verrucomi-Verrucomi-errucomi-
crobia. 

Проведенные исследования позволят в даль-
нейшем проводить детальное изучение геномно-
го пула почвенных микроорганизмов, выявить 
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связь между структурой почвенного микробиома 
и агроэкологическим состоянием почв. В даль-
нейшем на основе данных массового скрининга 
почв, предполагается разработать систему обе-
спечивающую адекватную оценку почв сельско-
хозяйственного назначения, их агроэкологиче-
ское состояния и методы эффективного монито-
ринга состояния почв.
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