
МИКРОБИОЛОГИЯ, 2020, том 89, № 2, с. 189–199

189

СВЯЗЬ УДЕЛЬНОЙ СКОРОСТИ ОКИСЛЕНИЯ МЕТАНА ПОЧВОЙ
И ОБИЛИЯ МЕТАНОТРОФОВ, ОЦЕНЕННОГО С ПОМОЩЬЮ 
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Число копий генов pmoA рассматривается в качестве микробиологического показателя почв, харак-
теризующего численность и потенциальную активность метанотрофов. До сих пор остается откры-
тым вопрос, насколько эффективно данный показатель может быть использован для прогнозирова-
ния и моделирования актуальной активности потребления метана. В данном исследовании произ-
водилось сравнение величин удельной скорости окисления метана почвой при его атмосферной
концентрации и числа копий генов pmoA, определенного с помощью количественной полимераз-
ной цепной реакции. Пробы почвы были отобраны в мае, июле и сентябре 2018 г. в лесных экоси-
стемах подзоны средней тайги Западной Сибири близ г. Ханты-Мансийск. Полученные величины
удельной скорости окисления метана изменялись в интервале от 0.01 до 8 нг СН4/г сухой почвы в
час. Число копий генов pmoA на 1 г сухой почвы варьировало от 107 до 109 копий. Корреляция между
этими двумя величинами ослабевала при увеличении масштаба рассмотрения от почвенного про-
филя до масштаба экосистем и разных сезонов года. Удельная скорость окисления метана значимо
возрастала при переходе через пороговое значение обилия метанотрофов – 2 × 108 копий генов
pmoA/г. При этом, если рассматривать интервалы ниже и выше этого порогового значения числа ко-
пий генов pmoA, то значимого возрастания удельной скорости окисления метана с ростом обилия
метанотрофов не наблюдается. Таким образом, определение лишь обилия метанотрофов не может
считаться достаточным для оценки активности метанотрофии в автоморфных почвах, поэтому не-
обходимо рассматривать влияние прочих факторов.
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Метан – ключевой парниковый газ для атмо-
сферы Земли. По величине потенциала глобаль-
ного потепления на вековом горизонте прогноза
он превосходит углекислый газ в 28 раз (Ciasis
et al., 2013). Также он принимает важное участие в
ряде значимых фотохимических реакций в раз-
личных слоях атмосферы Земли (Seinfeld, Pandis,
2006). Таким образом, изучение источников и
стоков метана и влияющих на них факторов необ-
ходимо для обоснованного прогноза глобальных
изменений климата и оценки возможностей ан-
тропогенной регуляции климата. Главным сто-
ком метана в атмосфере (85–90% от общего сто-
ка) является его фотохимическое разложение.

Вторым по важности (10–15% от общего стока) и
главным биологическим механизмом стока явля-
ется потребление метана метанотрофными микро-
организмами, живущими в автоморфных (не пере-
увлажненных) почвах (Dunfield, 2007; Dutaur, Ver-
chot, 2007; Ciasis et al., 2013).

Лесные почвы характеризуются наиболее высо-
кими величинами потребления метана по сравне-
нию с почвами других экосистем (Dutaur, Verchot,
2007; Kolb, 2009; Aronson et al., 2013). В сочетании
с огромными площадями лесов это ведет к тому,
что лесные почвы ответственны за большую часть
всего биологического стока метана. В связи с
этим изучение потребления метана в лесных эко-
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системах и понимание механизмов, контролиру-
ющих изменение активности метанотрофии на
разных временных и пространственных масшта-
бах, наиболее важны для качественного ретро-
спективного анализа и прогноза баланса метана в
атмосфере Земли.

Активность потребления метана зависит от
условий окружающей среды и характеризуется
изменчивостью во времени. При моделировании
окисления метана в автоморфных почвах исполь-
зуется ряд характеристик, таких как температура,
влажность почвы, количество минеральных со-
единений азота. При этом микробиологические
показатели почв до сих пор не находят широкого
применения в этих моделях. Развитие молекуляр-
но-биологических методов, основанных на выде-
лении нуклеиновых кислот из почвы и последую-
щем их анализе, позволило определять структуру,
численность и функции разных групп микроорга-
низмов в почве, не выделяя их в чистую культуру
(Prosser, 2015). В частности, с помощью количе-
ственной ПЦР (кПЦР) стало возможным оцени-
вать обилие микроорганизмов, ответственных за
протекание того или иного процесса, по количе-
ству копий функциональных генов, которые ко-
дируют синтез фермента, ответственного за одну
из реакций в рамках этого процесса (Okano et al.,
2004; Sharma et al., 2007). Обилие потребляющих
метан микроорганизмов-метанотрофов опреде-
ляется по количеству копий гена pmoA, который
кодирует одну из субчастиц мембранно-связан-
ного фермента окисления метана – метанмоно-
оксигеназы (Culpepper, Rosenzweig, 2012). Число
копий генов pmoA или его транскриптов рассмат-
ривается в качестве перспективного микробиоло-
гического показателя почв, с помощью которого
можно оценивать потенциальную активность со-
общества метанотрофов и границы значений ин-
тенсивности потребления метана (Kou et al.,
2017). По сравнению с генами число копий их
транскриптов служит более надежным индикато-
ром потенциальной активности процесса (Pross-
er, 2015). Однако в настоящее время количество
работ, оценивающих число копий транскриптов
генов pmoA, невелико, поскольку определение
данного показателя сопряжено с рядом объектив-
ных технических трудностей, таких как деструк-
тивная активность рибонуклеаз и удаление при-
месей ДНК (Wang et al., 2012).

До сих пор остается открытым вопрос о том,
насколько эффективно показатели обилия функ-
циональных генов могут быть использованы для
прогнозирования и моделирования актуальной
активности процессов, в том числе потребления
метана (Graham et al., 2014, 2016). Для решения
этой задачи необходимо сопоставление обилия ко-
пий функциональных генов и активности процес-
са для разных сезонов и типов экосистем, которое
показывает, в какой мере потребление метана поч-
вами контролируется обилием метанотрофов, а в

какой – прочими факторами. В настоящей работе
характеристикой потребления метана был вы-
бран не его удельный поток с поверхности (по-
скольку метан потребляется, этот поток – отри-
цательный), а удельная скорость окисления на 1 г
почвы за 1 ч при атмосферной концентрации ме-
тана. Это было сделано для того, чтобы исклю-
чить из анализа влияние различий в интенсивно-
сти диффузии, которая в значительной степени
определяет величину удельного потока метана в
автоморфных почвах (Crill, 1991; Striegl, 1993; Ar-
onson et al., 2013), но в меньшей степени влияет на
удельную скорость окисления метана в таких эко-
системах.

Сопряженное определение числа копий генов
pmoA и удельной скорости окисления для авто-
морфных почв, то есть почв, в которых метано-
трофы потребляют только атмосферный метан,
было проведено в целом ряде работ (см., напри-
мер, Kolb et al., 2005; Knief et al., 2006; Kravchenko,
Sukhacheva, 2017). В них проводится сопоставле-
ние этих двух показателей по отдельности для
разных экосистем, а также вычисляется удельная
скорость окисления метана на одну клетку. Одна-
ко в данных работах не рассматривается характер
связи (например, линейный, логарифмический,
экспоненциальный) между этими двумя показа-
телями, как для разных экосистем, так и на вре-
менном масштабе сезона и пространственном
масштабе почвенного профиля.

Целью настоящей работы было определить ха-
рактер связи обилия метанотрофов и величины
поглощения метана почвой на примере лесных
экосистем средней тайги Западной Сибири (ЗС)
на разных пространственно-временных масшта-
бах. Для этого требовалось сопоставить получен-
ные результаты определения удельной скорости
окисления СН4 и числа копий генов pmoA для раз-
ных глубин, сезонов и типов экосистем, оценить
характер и силу полученных связей, а также оста-
точную вариабельность удельной скорости по-
требления СН4, которую уже нельзя будет связать
с динамикой численности метанотрофов.

ОБЪЕКТЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Объекты исследований. Полевые работы и от-
бор проб проводили с 25 по 28 мая, с 10 по 15 июля
и с 9 по 12 сентября 2018 г. в трех типичных лес-
ных экосистемах в зоне средней тайги ЗС близ
г. Ханты-Мансийск. Исследовательские полиго-
ны располагались на расстоянии нескольких ки-
лометров друг от друга на второй надпойменной
террасе р. Обь. Грунтовые воды залегали глубоко
(>5 м), все исследованные почвы были автоморф-
ными подзолистыми кислыми элювиально-ил-
лювиально-дифференцированными. Ниже даны
краткие описания исследованных лесных экоси-
стем.
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Кедровый лес (61.08571° с.ш., 69.46918° в.д.).
Естественный сомкнутый древостой, в котором
доминирует сосна сибирская кедровая (Pinus si-
birica) с примесью пихты сибирской (Abies sibiri-
ca), ели сибирской (Picea obovata) и березы повис-
лой (Betula pendula). Проективное покрытие (ПП)
80–90%. Травянистый ярус развит слабо (ПП не
более 10%), в нем представлены хвощ лесной (Eq-
uisetum sylvaticum) и кислица обыкновенная (Oxalis
acetosella). Моховый ярус развит фрагментарно в
местах нарушений и ветровальных окнах, в нем
представлены кукушкин лeн (Polytrichum commune)
и плевроциум (Pleurozium schreberi). Значение рН
водной вытяжки из почвы с глубины 10 см – 5.1.

Березовый лес (61.05623° с.ш., 69.42942° в.д.).
Сомкнутый древостой (ПП = 60–70%), сформиро-
вавшийся на месте сплошной вырубки, проведен-
ной около 30 лет назад. В древесном ярусе домини-
руют береза повислая и осина (Populus tremula) с
подростом ели сибирской. В травяно-кустарнич-
ковом ярусе доминируют брусника (Vaccinium vitis-
idaea), хвощ лесной и вейник седоватый (Calama-
grostis canescens). Значение рН водной вытяжки из
образца почвы с глубины 10 см – 5.8.

Смешанный лес (61.08301° с.ш., 69.45383° в.д.).
Сомкнутый естественный древостой (ПП = 80%),
состоящий из сосны сибирской, пихты сибир-
ской, березы повислой и осины. Травяно-мохо-
во-кустарничковый ярус фрагментарен, наибо-
лее развит под широколиственными породами и
состоит из черники обыкновенной (Vaccinium
myrtillus), плевроциума и гилокомия блестящего
(Hylocomium splendens). Значение рН водной вы-
тяжки из образца почвы с глубины 10 см – 5.3.

Измерения удельного потока метана. В каждую
из трех проведенных поездок в трех исследован-
ных экосистемах устанавливали по три стальных
основания, на каждом из которых проводили три
последовательных измерения удельного потока
(УП) метана с поверхности почвы с паузой в
20 мин между измерениями. Измерения УП мета-
на осуществляли статическим камерным мето-
дом, как это описано в работе Sabrekov et al.
(2016). Отбор газа из камер проводили с шагом по
времени 15 мин при помощи шприцев объемом
20 мл через резиновую пробку со шлангом, герме-
тично установленную в верхней части камеры.
Время экспозиции составляло 60 мин в мае и
45 мин в июле и сентябре. В течение всего изме-
рения воздух внутри камеры перемешивался с по-
мощью вентилятора, присоединенного провода-
ми к аккумулятору, находящемуся вне камеры.
Концентрацию метана во всех отобранных про-
бах газа определяли на хроматографе Кристалл-
5000 (“Хроматэк”, Россия), оснащенном двумя
пламенно-ионизационными детекторами, со
стальными колонками (длиной 1 м), наполнен-
ными сорбентом HayeSep Q (80–100 mesh), при
80°C с азотом в качестве газа-носителя (скорость
потока – 35 мл/мин).

Отбор проб почвы осуществляли с помощью
садовой лопатки и почвенного бура с глубин 3, 10,
20 и 30 см, на расстоянии около 1 м от каждого из
оснований. Почву отбирали в предварительно
промытые дистиллированной водой и просушен-
ные банки из полиэтилена низкого давления объе-
мом 100 мл. Банки заполняли почвой целиком и
затем плотно закрывали, чтобы не допустить изме-
нения естественной влажности почвы. Всего на
протяжении трех экспедиций было отобрано
72 образца почвы.

Инкубационные эксперименты осуществляли в
соответствии с широко используемой методикой,
описанной в ряде работ (Crill, 1991; Christiansen
et al., 2012, 2017), в течение 48 ч после отбора проб
в поле. В стеклянную колбу объемом 120 мл при ат-
мосферной концентрации метана (ок. 2 ppmv) по-
мещали 1–4 г почвы при естественной влажности.
Из колбы отбирали пробу газа, после чего колбу
сразу плотно закрывали пробкой из бромбутило-
вого каучука и завинчивали крышкой для обеспе-
чения герметичности. Инкубацию проводили в
2–3 повторностях в климатической камере MK-53
(“Binder”, Германия) при температуре почвы
in situ во время отбора с точностью до 2°С на про-
тяжении от 4 ч до 3 сут в зависимости от темпера-
туры инкубации и глубины отбора (дольше всего
инкубировались пробы с глубины 20 и 30 см, ото-
бранные в мае). В течение этого периода из колбы
после перемешивания в ней газа с помощью
шприца с иглой отбирали 2 или 3 пробы газа объ-
емом 3 мл. После инкубации с помощью высуши-
вания при 70°С определяли влажность почвен-
ных образцов.

Почвенную ДНК экстрагировали из образцов
массой 0.25 г с помощью набора PowerSoil DNeasy
kit (“QIAGEN”, Нидерланды) согласно протоко-
лу производителя. Первичную обработку почвен-
ных образцов проводили с использованием гомо-
генизатора Precellys 24 (BertinTechnologies, Фран-
ция). Выделенные экстракты ДНК до анализа
хранили при температуре –20°C.

Количественная оценка обилия копий генов pmoA
была проведена методом ПЦР в реальном време-
ни с использованием специфичных праймеров
A189F (GGNGACTGGGACTTCTGG; Holmes et al.,
1999) и mb661R (CCGGMGCAACGTCYTTACC;
Costello, Lidstrom, 1999). Реакционную смесь го-
товили с использованием набора реактивов Su-
perMix Eva Green (“Bio-Rad”, США). В качестве
стандартов применяли растворы клонированных
фрагментов гена pmoA чистой культуры Methyl-
ovulum psychrolerans. Реакцию проводили в ампли-
фикаторе Real-Time CFX96 Touch (“Bio-Rad”,
США) по протоколу, изложенному в работе Yun
et al. (2012). Анализ проводили в трех повторно-
стях для каждого образца. Число копий генов на
1 г почвы рассчитывали с помощью программно-
го обеспечения CFX Manager с учетом разведения
и массы навески. Качество проведенной кПЦР
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оценивали при помощи определения длины по-
лучившихся фрагментов ДНК посредством гель-
электрофореза. Итоговые результаты пересчиты-
вали на 1 г сухой почвы.

Определение температуры, влажности и кислот-
ности почвы. На каждом исследовательском по-
лигоне на глубинах 0, 10, 20 и 50 см измеряли тем-
пературу почвы (°С) при помощи термодатчиков
“Thermochron” iButton DS 1921G (“Dallas Semi-
conductor”, США) и объемную влажность почвы
(см3/см3) с помощью сенсора HydraProbe II (“Ste-
vens Water Monitoring Systems”, США). Значение
pH определяли в водной вытяжке (5 г почвы на
30 мл деионизированной воды) с помощью при-
бора SevenCompact S220-Basic (“Mettler Toledo”,
США).

Статистическая обработка. Для расчетов и ста-
тистической обработки данных использовали ин-
терактивную систему MATLAB v. 9.1 (“Math-
Works”, США). УП и величину удельной скоро-
сти окисления метана вычисляли методом
экспоненциальной регрессии (в координатах
время–концентрация с помощью функции
nlinfit), как было описано ранее (Sabrekov et al.,
2016). Поглощению метана почвой соответствуют
отрицательные значения УП и положительные
значения удельной скорости окисления. Разли-
чия между характеристиками центральной тен-
денции оценивали с помощью двустороннего
критерия Стьюдента (функция ttest2), пороговый
уровень значимости равен 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Активность окисления метана в исследованных

почвах. Величина удельной скорости окисления
метана при его атмосферной концентрации
(1.33 мг СН4/м3) в исследованных экосистемах
составляла от 0.01 до 8 нг СН4/г сухой почвы в час.
Наибольшие значения были характерны для проб
с глубин 3 и 10 см (рис. 1). Такие величины удель-
ной скорости окисления близки к изложенным в

литературе, посвященной изучению потребления
метана в ненарушенных лесных экосистемах
(Crill, 1991), или превышают их в 2–10 раз (Семе-
нов и соавт., 2004; Кравченко и соавт., 2005;
Christiansen et al., 2012, 2017). УП метана варьиро-
вал от 0 до –0.18 мг СН4/м2 в час (табл. 1), что со-
ответствует литературным данным для лесов бо-
реального пояса (Семенов и соавт., 2004; Fang
et al., 2010; Sabrekov et al., 2015), причем медианы
УП в июле и сентябре (–0.13 и –0.15 мг СН4/м2 в
час соответственно) близки к 90%-ому перценти-
лю для лесов умеренного пояса и превышают его
для бореальных лесов, согласно базе данных ве-
личин УП в автоморфных почвах, представлен-
ной в статье (Dutaur, Verchot, 2007). Медианы УП
для всех исследованных почв значимо не разли-
чались для данных, полученных в июле и сентяб-
ре, в то время как их майские значения были зна-
чимо ниже по абсолютной величине, чем в июле
и сентябре.

Полученные результаты характеризуют иссле-
дованные лесные экосистемы как очень мощный
сток атмосферного метана. Величины УП могут
показаться неправдоподобно высокими по
модулю для лесов бореального климатического
пояса, если ориентироваться на базу данных,
представленную в работе Dutaur, Verchot (2007).
Однако эта база содержит очень мало данных, по-
лученных в России вообще и в бореальных лесах
России в частности. Высокие по абсолютной ве-
личине значения УП (–0.10 мг СН4/м2 в час и ни-
же) были, например, зарегистрированы в лесных
экосистемах Московской области (Семенов и со-
авт., 2004) и луговых экосистемах близ г. Красно-
ярск (Menyailo et al., 2008). Достоверность полу-
ченных результатов подтверждается их согласо-
ванностью между собой: сравнительно высоким
по модулю, согласно литературным данным, зна-
чениям УП соответствуют сравнительно высо-
кие, согласно литературным данным, величины
удельной скорости окисления метана при его ат-
мосферной концентрации. Кроме того, такие

Таблица 1. Сезонная динамика удельного потока метана, а также температуры почвы и влажности почвы на 
глубине 10 см для трех исследованных экосистем

Исследованная экосистема

май июль сентябрь

Березовый лес

Кедровый лес

Смешанный лес

2
4

3 3

Медиана стд УП, мг CH м в час

Температура, C; влажность почвы, см см (на глубине 10 см)

±
°

0.005 0.010
0.4; 0.43

− ± 0.133 0.011
13.6; 0.17

− ± 0.153 0.019
8.5; 0.16

− ±

0.034 0.020
0.5; 0.25

− ±
−

0.141 0.040
11.9; 0.22

− ± 0.150 0.024
7.6; 0.18

− ±

0.022 0.006
0.3; 0.34

− ±
−

0.122 0.025
12.6; 0.26

− ± 0.139 0.015
9.9; 0.15

− ±
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значения УП и удельной скорости окисления все
же встречаются в литературе, хоть и воспринима-
ются в работе Dutaur, Verchot (2007) как выбросы
со статистической точки зрения.

Обилие метанотрофов в исследованных почвах.
Число копий генов pmoA варьировало в диапазоне
от n × 107 до n × 109 ед./г почвы (рис. 2). Лишь в
трех образцах наблюдались значения порядка
106 ед./г почвы, что могло быть обусловлено ин-
гибированием реакции амплификации. Получен-
ные значения превышают на 2–4 порядка число

копий генов pmoA в почве экосистемы широко-
лиственного леса опытной станции Тимирязев-
ской академии в г. Москва (Kravchenko,
Sukhacheva, 2017) и широколиственного леса в
Британской Колумбии (Christiansen et al., 2017). В
других работах отмечаются более высокие вели-
чины, тем не менее, не превышающие 2 × 108 ко-
пий генов pmoA/г почвы (Degelmann et al., 2010;
Praeg et al., 2017; Tiwari et al., 2018). Таким обра-
зом, полученные в настоящем исследовании зна-
чения числа копий генов pmoA являются рекорд-

Рис. 1. Зависимость удельной скорости окисления метана при атмосферной концентрации (1.33 мг СН4/м3) от глуби-
ны почвы для всех исследованных экосистем (цифры рядом с кривыми обозначают месяц: 1 – май, 2 – июль, 3 – сен-
тябрь; буквы обозначают тип экосистемы: Б – березовый лес, К – кедровый лес, СЛ – смешанный лес; цифры рядом
с буквами обозначают номера точек, рядом с которыми отбирались образцы, характеризуя, таким образом, внутри-
экосистемную вариабельность). Средний уровень случайной погрешности индивидуального измерения удельной
скорости окисления метана – ±5–10%.
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ными для автоморфных почв: нам не удалось най-
ти ни одной работы, зарегистрировавшей столь
высокое число копий генов метанотрофов в этих
почвах.

Поскольку этот параметр начал измеряться
недавно, данных по нему накоплено сравнитель-
но немного, а методика их получения находится в
стадии совершенствования. При проведении
кПЦР применяются разные пары праймеров и про-
токолы, что, в совокупности с использованием раз-
личающихся реактивов, приводит к отличиям в по-
лученных результатах на порядки (Degelmann et al.,
2010). В связи с этим, сравнение полученных раз-
ными авторами на разных объектах абсолютных

величин обилия копий генов метанотрофных
микроорганизмов может быть не вполне коррект-
ным (Baldrian, 2019). Удалось найти лишь три
публикации, содержащие другие релевантные
для сравнения характеристики метанотрофного
сообщества автоморфных почв, помимо обилия
метанотрофов. Анализ этих работ показывает,
что полученные нами величины обилия метано-
трофов могут быть реалистичны. Так, в статье
Kravchenko, Sukhacheva (2017) число копий генов
pmoA/г почвы на 4 порядка меньше по сравнению
с нашими данными, но при этом УП по абсолют-
ной величине ниже в 8 раз, а удельная скорость
окисления метана ниже на 2–3 порядка. В другой

Рис. 2. Зависимость обилия метанотрофов, характеризуемого числом копий генов pmoA на 1 г сухой почвы, от глубины
почвы для всех исследованных экосистем (цифры рядом с кривыми обозначают месяц: 1 – май, 2 – июль, 3 – сен-
тябрь; буквы обозначают тип экосистемы: Б – березовый лес, К – кедровый лес, СЛ – смешанный лес; цифры рядом
с буквами обозначают номера точек, рядом с которыми отбирались образцы, характеризуя таким образом внутриэко-
системную вариабельность). Средний уровень случайной погрешности индивидуального измерения количества ко-
пий генов pmoA – ±30–50%. Шкалы на оси абсцисс даны в логарифмическом масштабе.
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статье (Christiansen et al., 2017) число копий генов
pmoA/г почвы также меньше на 4 порядка, чем в
исследованных в настоящей работе почвах, но и
удельная скорость окисления СН4 при атмосфер-
ной концентрации метана на 2–3 порядка ниже.
Наконец, в работе Degelmann et al. (2010) число
копий генов pmoA/г почвы в почвах под буком и
елью на 1–2 порядка меньше, чем в исследован-
ных нами лесных почвах. В то же время УП мета-
на по абсолютной величине в этих почвах был в
4–5 раз ниже, чем полученный в настоящей рабо-
те. Таким образом, видна повторяющаяся зако-
номерность в том, что меньшему по сравнению с
исследованными нами почвами числу копий ге-
нов pmoA всегда соответствуют меньшие значе-
ния удельной скорости окисления и УП (по абсо-
лютной величине). При этом зависимость между
указанными показателями имеет нелинейный ха-
рактер. То есть возможной причиной того, что
столь высокие величины числа копий генов pmoA
не регистрировались ранее, может быть то, что до
сих пор не были исследованы почвы, в которых
окисление метана происходит настолько актив-
но. Имеющиеся в литературе данные, по крайней
мере, такому предположению не противоречат.
Тем не менее, нельзя исключать, что полученные
нами значения числа копий генов pmoA могут
быть завышенными из-за ошибки при проведе-
нии анализа. Решением в данной ситуации может
быть выполнение аналогичных измерений
для тех же самых объектов на базе другой лабора-
тории.

Динамика удельной скорости окисления и числа
копий генов pmoA на разных масштабах. Для всех
профилей почвы, независимо от сезона отбора,
число копий генов pmoA/г почвы снижалось с глу-
биной – на порядок–два от поверхности до 30 см
(рис. 2). Для удельной скорости окисления СН4
ситуация аналогична (рис. 1). При этом не наблю-
далось общего для всех экосистем тренда по распре-
делению числа копий генов pmoA в зависимости от
сезона отбора образцов. В березовом лесу для всех
глубин отбора в целом характерно возрастание
числа копий генов pmoA от мая к июлю с дальней-
шим снижением к сентябрю. В смешанном лесу
максимум числа копий генов pmoA обнаружен в
сентябре. В кедровом лесу для разных экосистем
и глубин можно выделить различные сезонные
тренды обилия генов pmoA. Аналогичный ход се-
зонной динамики можно проследить и для удель-
ной скорости окисления СН4 (рис. 1): в березовом
лесу максимальные величины этого показателя
характерны для июля, в смешанном лесу – для
сентября, а в кедровом лесу в разных точках на
разных глубинах ситуация отличается.

Значимых отличий в числе копий генов pmoA
между экосистемами обнаружено не было. Веро-
ятно, это связано с сильной внутриэкосистемной
вариабельностью данного показателя. При этом в
точках, расположенных под широколиственны-

ми деревьями (Б1, Б2/3, СЛ1), число копий генов
pmoA было значимо больше, чем в точках, распо-
ложенных под сосной сибирской (К1 и СЛ2/3).
Причем это было характерно как для июля (P =
= 0.0173, N = 5), так и для сентября (P = 0.0460,
N = 5), а также для объединенного по этим меся-
цам массива данных (P = 0.0016, N = 10). Анало-
гичная картина наблюдалась для почв централь-
ной Германии: количество копий генов pmoA под
буковым лесом было значимо выше, чем под ело-
вым (Degelmann et al., 2010).

В то же время, величина удельной скорости
окисления СН4 для точек под широколиственны-
ми породами была значимо (P = 0.0088, N = 5)
меньше, чем в точках под сосной сибирской, но
только для данных, полученных в сентябре. В
июле значимых различий в удельной скорости
окисления между этими двумя группами не на-
блюдалось (P = 0.8320, N = 5), ввиду того, вероят-
но, что была засуха, и фактор увлажнения имел
особенно высокое значение, в отличие от сентяб-
ря, когда острого дефицита влаги в почве уже не
было. Например, точка К1 располагалась между
тесно стоящими соснами, что резко ограничивало
количество попадающей на нее влаги, в то время
как точка СЛ2/3 располагалась под краем кроны
большой сосны, и на нее попадала стекающая по
кроне влага. Как результат, в июле, в период де-
фицита влаги, в точке К1 удельная скорость окис-
ления на глубине 3 см была 1.4 нг СН4/г сухой
почвы в час, а в точке СЛ2/3 – 7.9 нг СН4/г сухой
почвы в час.

Таким образом, в сентябре при отсутствии
острого дефицита влаги в точках под широко-
лиственными породами было выше число копий
генов pmoA/г почвы, но ниже удельная скорость
окисления СН4 по сравнению с точками под сос-
ной сибирской. Вероятно, такая контринтуитив-
ная картина может быть объяснена воздействием
прочих экологических факторов, влияющих на
метанотрофию, а именно влажности почвы. В
сентябре в точках под сосной сибирской она была
значимо меньше по сравнению с точками под
широколиственными породами. Таким образом,
в точках под сосной сибирской была выше доля
пор, заполненных почвенным воздухом, а значит,
метан быстрее диффундировал через поры поч-
вы, обеспечивая тем самым большую величину
удельной скорости окисления.

Связь удельной скорости окисления и числа ко-
пий генов pmoA. Характер зависимости удельной
скорости окисления СН4 от числа копий генов
pmoA представлен на рис. 3. По крайней мере, в
ряде случаев удельная скорость окисления очень
сильно коррелирует с обилием метанотрофов в
рамках одного почвенного профиля в конкрет-
ный момент времени (рис. 3а). Это объясняется
тем, что метанотрофия – ключевой процесс как
конструктивного, так и энергетического метабо-
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лизма определенной группы организмов, а ген
pmoA кодирует связанную с мембранами форму
ключевого фермента катаболизма метанотрофов –
метанмонооксигеназу (Dunfield, 2007; Kolb, 2009;
Aronson et al., 2013). Следовательно, получение
метанотрофами энергии, а значит, и их числен-
ность должны быть при прочих равных четко (не
обязательно линейно) связаны с общим количе-
ством потребляемого субстрата.

При переходе от единичного почвенного про-
филя к разным профилям, пусть и полученным
при одновременном отборе образцов, четкая кар-
тина зависимости нарушается (рис. 3б и 3в). Та-
кое же снижение коэффициента детерминации
зависимости удельного потока от какого-либо
фактора при все большем увеличении простран-
ственного масштаба исследования уже отмечалось
нами ранее (правда, в основном, для эмиссии ме-
тана) и объяснялось тогда на основе представле-
ний о мультипликативном действии факторов сре-
ды на процесс газообмена (Glagolev et al., 2007).

В первую очередь, это связано с проницаемо-
стью почвы для субстрата: почва имеет сложную

структуру, которая формирует внутриагрегатную
и межагрегатную пористость, характеристики ко-
торых обуслoвливают транспорт газов, в частно-
сти, метана, вглубь по профилю (Crill, 1991;
Striegl, 1993; Moldrup et al., 2013). Именно транс-
портными ограничениями можно объяснить нели-
нейный характер зависимости удельной скорости
окисления СН4 от обилия метанотрофов: обитаю-
щие во внутренней части почвенных агрегатов
микроорганизмы потребляют метан уже в более
низкой концентрации после того, как он прошел
через слой метанотрофов, живущих на поверхно-
сти почвенных частиц. Другой вероятный вариант
объяснения: диффузия метана к обитающим внут-
ри агрегатов метанотрофам происходит медленно
и лимитирует скорость потребления ими метана. В
любом случае, при более низкой концентрации
метана его потребление даже на энергетические
функции “поддержания” будет снижаться (Doro-
feev et al., 1992) по законам ферментативной кине-
тики (Михаэлиса–Ментен); хотя молекул фер-
ментов/клеток микробов/копий генов pmoA мо-
жет быть много, при дефиците субстрата

Рис. 3. Характер зависимости удельной скорости окисления метана исследованными почвами при атмосферной кон-
центрации (1.33 мг СН4/м3) от обилия метанотрофов, характеризуемого числом копий генов pmoA на 1 г сухой почвы
(а – для образцов, отобранных в сентябре в одной из точек в березовом лесу, удельная скорость окисления СН4 после-
довательно убывает в ряду образцов, взятых с глубины 3, 10, 20 и 30 см; б – для образцов, отобранных во всех экоси-
стемах в мае; в – для образцов, отобранных во всех экосистемах в сентябре; г – для всех образцов, при этом данные
сгруппированы по обилию метанотрофов в 10 классов одинаковой ширины, планки погрешности – ошибка среднего
для каждого класса). Средний уровень случайной погрешности индивидуального измерения удельной скорости окис-
ления – ±5–10%, индивидуального измерения числа копий генов pmoA – ±30–50%. На частях (б), (в) и (г) шкалы на
оси абсцисс даны в логарифмическом масштабе.
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результирующая скорость ферментативной реак-
ции оказывается мала.

Дополнительно усложняет картину варьирую-
щая влажность почвы, влияющая, с одной сторо-
ны, на активность микроорганизмов (которым
влага необходима для процессов жизнедеятель-
ности), а с другой – на газопроницаемость почвы
(вода заполняет поры и уменьшает интенсив-
ность диффузии газов через почву) – об этом см.,
например, в статье Dunfield (2007). Кроме того,
метанотрофы для своего роста могут ситуативно
использовать иные субстраты помимо метана, то
есть может иметь место так называемая факульта-
тивная метанотрофия (Dedysh et al., 2005; Kolb,
2009; Tveit et al., 2019). В ряде случаев может на-
блюдаться эффект “запаздывания”, когда сначала
происходит увеличение численности метанотро-
фов в благоприятный момент, а при ухудшении
условий среды (например, засухe или похолода-
нии) микроорганизмы снижают свою актив-
ность, сохраняя при этом повышенную биомассу.
Недостаток использованного метода оценки оби-
лия метанотрофных микроорганизмов состоит в
том, что с его помощью, помимо метаболически
активных метанотрофов, также учитываются ге-
ны pmoA покоящихся и мертвых клеток (Благо-
датская и соавт., 2016; Kravchenko, Sukhacheva,
2017), что также увеличивает разброс в результа-
тах. Наконец, метанотрофы могут принадлежать
к разным таксономическим группам, а значит
иметь и разную активность, эффективность по-
требления субстрата, число копий гена в клетке и
т.д. (Kolb, 2009; Tveit et al., 2019).

При рассмотрении всего массива данных це-
ликом (то есть одновременно на масштабах поч-
венного профиля, внутриэкосистемном, межэко-
системном и сезонном) картина зависимости
удельной скорости окисления от обилия метано-
трофов становится еще более сложной. Для того
чтобы нивелировать влияние высокой погрешно-
сти индивидуальных измерений числа копий генов
pmoA, весь диапазон изменения этой величины был
разделен на 10 интервалов равной ширины, и для
значений, попавших в каждый из интервалов,
были посчитаны средние величины числа копий
генов pmoA и удельной скорости окисления СН4
(рис. 3г). Образцы распределились между интер-
валами сравнительно равномерно, за исключени-
ем одного интервала, оставшегося пустым. Как
видим, можно выделить две группы интервалов,
внутри которых удельная скорость окисления не
отличается значимо (рис. 3г). Границей между
группами выступает значение около 2 × 108 копий
генов pmoA/г почвы. Дальнейшее возрастание
числа копий генов pmoA (т.е. повышение числен-
ности метанотрофов) не приводит к значимому
увеличению удельной скорости окисления СН4.
Возможные причины этого уже частично обсужда-
лись выше. Согласно Tveit et al. (2019), метанотрофы
с высоким сродством к метану, ответственные за

поглощение метана в автоморфных почвах, не об-
разуют розеточных структур и формируют сфери-
ческие колонии. При низкой численности мета-
нотрофов их отдельные клетки или небольшие
группы клеток не создают друг для друга дефици-
та субстрата, так как сквозь поровое пространство
почв диффундирует достаточное для всех количе-
ство метана в единицу времени. При высокой
численности метанотрофы, расположенные на
поверхности почвенных агрегатов или самих ко-
лоний, потребляют метан так интенсивно, что его
концентрация при поступлении внутрь частиц
и/или колоний оказывается недостаточной для
энергоэффективного потребления.

Коэффициент вариации для величин удельной
скорости окисления СН4 при обилии генов pmoA
больше 2 × 108 копий/г почвы оказывается до-
вольно высоким, изменяясь от 0.5 до 1.1 (т.е. от 50
до 110%) для разных интервалов (рис. 3г). Такая
вариабельность не может быть объяснена погреш-
ностью индивидуальных измерений удельной ско-
рости окисления СН4, максимальное значение ко-
торой не превышает 30%. Следовательно, значи-
тельное влияние на величину удельной скорости
окисления метана в автоморфных почвах оказы-
вают, помимо численности метанотрофов, и дру-
гие факторы: температура и влажность почвы,
гранулометрический и агрегатный состав, pH,
аэрация, физиологическая активность микроор-
ганизмов и т.д. Это означает, что при построении
прогнозных математических моделей потребле-
ния метана в автоморфных почвах важная роль
должна быть отведена учету влияния условий сре-
ды, а также количества и доступности субстрата.
Определение лишь микробиологических показа-
телей почв не может считаться достаточным при
оценке активности метанотрофии.
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Abstract—The pmoA gene number is considered as a soil microbiological parameter indicating abundance and
potential activity of methanotrophic bacteria. The efficiency of this parameter for prediction and modeling
of the real soil methane consumption rates remains an open issue. In the current study rate of methane oxi-
dation by soil at its ambient concentration and the number of the pmoA gene copies determined by quantita-
tive polymerase chain reaction were compared. Soil samples were collected in May, July, and September 2018
in the middle taiga subzone forest ecosystems near Khanty-Mansiysk, Russia. Soil methane oxidation rate
varied from 0.01 to 8 ng СН4/g dry weight per hour. The pmoA gene numbers per g of dry weight varied from
107 to 109. The correlation between these two parameters became smaller as the scale changed form the soil
profile level to ecosystem and interseasonal levels. Methane oxidation rate increased significantly above the
threshold methanotroph abundance of 2 × 108 pmoA genes/g. Within the intervals below and above this
threshold value, no significant changes in methane oxidation rate occurred while methanotroph abundance
increased. Thus, quantification of methanotroph abundance alone is insufficient for assessment of methano-
trophic activity in upland soils, and the effect of other factors should be considered.
Keywords: methanotrophy, upland soils, qPCR, pmoA
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