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Проведена оценка значений количественных характеристик микробного сообщества в южных аг-
рочерноземах Ставропольского края, обрабатываемых по технологии no-till и традиционной
вспашке с оборотом пласта, для вариантов с различными сельскохозяйственными культурами и при
внесении/отсутствии минеральных удобрений. Численность эколого-трофических групп микроорга-
низмов (азотфиксаторов, аммонификаторов, денитрификаторов, амилолитиков, целлюлолитиков)
оценивали с помощью классического метода посева на элективные среды, а количество копий рибо-
сомальных генов архей, бактерий и грибов – с использованием полимеразной цепной реакции (ПЦР)
в реальном времени. При вспашке увеличивается численность культивируемых аэробных аммони-
фикаторов, денитрификаторов, аэробных целлюлолитиков, актиномицетов и микромицетов; при
прямом посеве (no-till) – численность анаэробных целлюлолитиков и азотфиксаторов, аэробных
диазотрофов и амилолитиков. Кукуруза стимулирует развитие аммонификаторов и амилолитиков в
микробном сообществе почвы; соя – аэробных азотфиксаторов и аэробных целлюлолитиков; под-
солнечник – денитрификаторов и анаэробных целлюлолитиков. Наибольшее количество копий ге-
нов бактерий и грибов обнаружено на делянках no-till и в залежи, а архей – только в залежи. Полу-
ченные данные свидетельствуют о разной степени выраженности и направленности почвенно-био-
логических процессов агрочерноземов в условиях применения технологии no-till при выращивании
основных сельскохозяйственных культур.
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ВВЕДЕНИЕ

Тип сельскохозяйственной обработки во мно-
гом определяет физические и химические харак-
теристики почвы, рост и развитие растений и, в
целом, продуктивность агроценозов [7, 29, 51].
Вследствие сельскохозяйственной обработки су-
щественно меняется состав и функционирование
сообществ микроорганизмов, населяющих почву
и ризосферу [25, 48]. Преобладание патогенных
или симбиотических микроорганизмов также за-
висит от физических свойств почвы – плотности,
порозности, аэрированности, водно-воздушного и
теплового режимов [6]. Существует большой объем
данных о влиянии типа обработки почвы на сель-
скохозяйственные растения [1, 7, 17, 29, 44]. Одна-

ко информация о микробиологическом состоянии
почв, возделываемых различными способами, но-
сит фрагментарный характер [12, 43, 44].

В последнее время отмечается тенденция пе-
рехода многих хозяйств юга России с традицион-
ной обработки почвы на минимальную с целью
сохранения влаги в полях, уменьшения эрозии и
снижения энергетических (топливных и трудо-
вых) затрат [7, 14, 16, 22, 37]. Одним из вариантов
минимальной является нулевая обработка (no-till),
или прямой посев, при котором воздействие ору-
дий земледелия на почву сведено к минимуму, а на
поверхности полей сохраняется слой раститель-
ных остатков культуры-предшественника [8, 47].
Применение технологии no-till подвергается кри-
тике со стороны специалистов по ряду причин,
одной из которых являются частые вспышки фи-
топатогенных инфекций на полях с данным ти-
пом обработки почвы [4, 7, 53]. При этом остается

1 Дополнительные материалы к этой статье доступны по doi
10.31857/S0032180X20120084 для авторизованных пользова-
телей.
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неясным, как совокупное влияние факторов (ти-
па обработки почвы, внесение удобрений и вида
сельскохозяйственной культуры) оказывает бо-
лее существенное действие на формирование
почвенного микробиома сельскохозяйственных
полей [7, 56].

Цель работы – оценить количественные изме-
нения основных таксономических групп микроб-
ного сообщества при длительном применении
технологии прямого посева (no-till) в южных аг-
рочерноземах Ставропольского края.

ОБЪЕКТЫ И МЕТОДЫ

Изучали образцы почв опытных полей черно-
зема обыкновенного среднемощного слабогуму-
сированного тяжелосуглинистого на лёссовид-
ных карбонатных суглинках [2, 13] в пределах
опытного хозяйства ФГБНУ Северо-Кавказский
ФНАЦ (45°07′48″ N, 42°01′39″ E), Шпаковский рай-
он Ставропольского края. Пахотный горизонт
данной слабокислой (рН 6.32) почвы под тради-
ционной обработкой содержал 2.24% Cорг и
11.9 мг/кг N–NO3, а также 18.7 мг/кг почвы ла-
бильных форм фосфора (определено по методике
Мачигина) и 245 мг/кг обменного калия. С увели-
чением глубины по почвенному профилю значе-
ния всех указанных параметров уменьшались. Го-
ризонт С, выделенный на глубине 126–175 см, ха-
рактеризовался следующими параметрами: Cорг –
0.38%; N–NO3 – 0.5 мг/кг; Р2О5 – 3.4 мг/кг; К2О –
155 мг/кг; рН 8.3. Длительность применения
сельскохозяйственных обработок на изучаемых
почвах составляет 7 лет. Повторность полевого
опыта трехкратная (рис. 1). Площадь делянок

опытных полей – 300 м2 (50 × 6 м), учетная – 90 м2.
На половине делянок применяли минеральные
удобрения перед посевом в расчетных дозах (озимая
пшеница – N160P90K60; подсолнечник – N72P58K32;
кукуруза – N80P48K48; соя – N60P60K60) с помощью
сеялки при посеве.

Плотность почвы полей перед уборкой урожая
в слое 0–10 см с традиционной обработкой со-
ставляла 1.23 г/см3, а для полей no-till – 1.24 г/см3

[13]. Сельскохозяйственные культуры, возделы-
ваемые в севообороте: кукуруза (Zea mays L.), соя
(Glycine max L.), озимая пшеница (Triticum aes-
tivum L.) и подсолнечник (Helianthus annuus L.).
В качестве контроля выбрали необрабатываемую
залежную почву вблизи опытных полей. Отбор об-
разцов проводили в трехкратной повторности из
слоя 0–10 см в октябре 2018 г. с возможными мера-
ми по предотвращению контаминации. До анали-
зов образцы для классических микробиологиче-
ских анализов хранили при температуре +4°С, а
для молекулярно-биологических исследований –
при –70°С. Список образцов приведен в табл. 1.

Микробиологический посев. Учет экологических
групп микроорганизмов осуществляли в пятикрат-
ной повторности методом посева почвенной сус-
пензии на твердые элективные среды: мясопептон-
ный агар (МПА – бактерии-аммонификаторы),
крахмалоаммиачный агар (КАА – амилолитики),
голодный агар (ГА – олиготрофные бактерии, акти-
номицеты и микромицеты), среду Чапека (ЧА –
микроскопические грибы), среду Гетчинсона с цел-
люлозными дисками (аэробные целлюлолитики)
[21]; среду Эшби (аэробные азотфиксаторы); мето-
дом предельных разведений [17] на жидких средах
учитывали: анаэробных диазотрофов (среда Вино-

Рис. 1. Поля опытного хозяйства ФГБНУ Северо-Кавказский ФНАЦ. Примечание: цифрами и буквами обозначены
следующие варианты делянок: I – no-till; II – вспашка; 1 – озимая пшеница; 2 – подсолнечник; 3 – кукуруза; 4 – соя;
a – без удобрений; b – с удобрениями.
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градского), группу нитратного дыхания (среда
ГНД), а также анаэробных целлюлолитиков (среда
Гетчинсона с бумажными полосками фильтроваль-
ной беззольной бумаги) [6]. Для ЧА, ГА и КАА по-
казатели разведения посева составляли 1 : 1000, 1 :
: 10000, 1 : 100000, а для ГЕ – 1 : 10, 1 : 100, 1 : 1000.
Аликвоту почвенной суспензии объемом 100 мкл
помещали на поверхность стерильных агаризо-
ванных сред в чашках Петри диаметром 90 мм.
Для подавления роста бактерий в питательные
среды Чапека и Гетчинсона добавляли порошок
стрептомицина (100 мг/л). Перед посевом поч-
венную суспензию обрабатывали на вортексе
MSV-3500 (Латвия) при скорости 3500 об./мин в
течение 10 мин для десорбции клеток микроорга-
низмов с почвенных частиц [15].

Учет численности выросших колониеобразу-
ющих единиц (КОЕ) микромицетов осуществляли
на 7, 14 и 20-е сутки. Из посевов в чистые культуры
выделяли морфотипы по макро- и микрокульту-
ральным признакам (микроскоп “Биомед-5”).
Для всех изолятов микроскопических предвари-
тельно проводили идентификацию по культу-
рально-морфологическим [28] или молекулярно-
биологическим признакам (по анализу участков
ITS1–ITS2 рДНК). ДНК из чистых культур мик-
ромицетов выделяли по методике Глушаковой с
соавт. [35]: биомассу 5–6-суточной культуры пе-

реносили в 2 мл эппендорфы, добавляли 400 мкл
стеклянных шариков (300–500 мкм диаметром) и
500 мкл лизирующего буфера (TrisBase 50 мM,
NaCl 250 мM, ЭДТА 50 мM, SDS0.3%, pH 8). При-
готовленную смесь взбалтывали на вортексе на
скорости 3500 об./мин в течение 15 мин, затем
инкубировали 1 ч при температуре 65°С, после
снова трясли на вортексе 15 мин и центрифуги-
ровали (13.4 rpm) 10 мин, отбирали надосадоч-
ную жидкость. Для амплификации региона
рДНК, содержащего D1/D2 домен региона 26S
рДНК, использовали праймеры ITS1f (5' CTTG-
GTCATTTAGAGGAAGTA) и NL4 (5' GGTC-
CGTGTTTCAAGACGG) и смеси для ПЦР
ScreenMix (ЗАО “Евроген”, Москва). Амплифи-
катор использовали по следующей программе:
начальная денатурация – 2 мин при температуре
96°С; затем 35 циклов: денатурация – 20 с при
температуре 96°С, отжиг праймеров – 50 с при
температуре 52°С, синтез ДНК – 1.5 мин при тем-
пературе 72°С; конечная достройка 7 мин при
температуре 72°С. ПЦР-продукт очищали с ис-
пользованием набора BigDye XTerminator Purifica-
tion Kit (Applied Biosystems, USA). Для секвениро-
вания использовали праймер NL4. Секвенирова-
ние ДНК проводили с помощью набора реактивов
BigDye Terminator V3.1 Cycle Sequencing Kit (Ap-
plied Biosystems, USA) с последующим анализом
продуктов реакции на секвенаторе Applied Biosys-
tems 3130xl Genetic Analyzer в Научно-производ-
ственной компании “Синтол” (Москва). Иденти-
фикацию по полученным хроматограммам про-
водили используя данные генбанка NCBI и СABI
Bioscience Database Index Fungorum.

Экстракция тотальной ДНК из почв. Тотальную
ДНК экстрагировали из почвенных образцов мас-
сой 0.2 г с помощью набора PowerSoil DNA Isolation
Kit (MO BIO Laboratories, США) согласно протоко-
лу производителя. До выделения ДНК образцы
хранили при −70°C. Первичную обработку почвен-
ных образцов проводили с использованием гомоге-
низатора Precellys 24 (BertinTechnologies, Франция).

Количественную оценку содержания рибосомаль-
ных генов бактерий, архей и грибов осуществляли
методом полимеразной цепной реакции (ПЦР) в
реальном времени. Для учета архей и бактерий ис-
пользовали праймеры на ген 16S рРНК, для учета
грибов – на регион ITS. Реакцию проводили в ам-
плификаторе Real-Time CFX96 Touch (“Bio-Rad”).
Реакционную смесь готовили из препарата Super-
Mix Eva Green (“Bio-Rad”). В качестве количествен-
ных стандартов концентрации генов 16S рРНК для
бактерий использовали растворы клонированных
фрагментов рибосомального оперона штамма
Escherichia coli К12, для архей – штамма Halobacte-
rium salinarum FG-07, для грибов – штамма дрож-
жей Saccharomyces cerevisiae Meyen 1B-D1606. Для
каждого образца реакцию проводили в трех по-
вторностях. Концентрацию генов рассчитывали с

Таблица 1. Список образцов, отобранных для микро-
биологических исследований

Номер варианта Культура Удобрения

No-till
1 Соя –
2 +
3 Кукуруза –
4 +
5 Подсолнечник –
6 +
7 Озимая пшеница –
8 +

Традиционная (вспашка с оборотом пласта)
9 Соя –

10 +
11 Кукуруза –
12 +
13 Подсолнечник –
14 +
15 Озимая пшеница –
16 +

Залежь
17 Разнотравье –
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помощью программного обеспечения CFX Manag-
er. Концентрацию генов в препаратах ДНК пере-
считывали в количество генов на 1 г почвы с учетом
разведений и массы навески.

Статистическую обработку результатов прово-
дили в программах Statistica 10.0 и Microsoft Excel
2016. Визуализацию данных посевов на электив-
ные среды осуществляли при помощи метода теп-
локарты (heat map). Данные представлены в виде
значений lgN (где N – количество КОЕ/г почвы
микроорганизмов определенной эколого-трофи-
ческой группы), нормализованных по принципу
Z-трансформации. Шкалирование образцов по
количеству копий рибосомальных генов бакте-
рий, архей и грибов проводили с использованием
метода главных компонент (Principal Component,
PC) в рамках программного пакета past 3.25 [41].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Микробиологические посевы. Наименьшая

численность аэробных азотфиксаторов (25–30%
обрастания почвенных комочков на среде Эшби)
выявлена в образцах почвы под озимой пшени-
цей и подсолнечником (рис. 2), что характерно
для зерновых культур [9]. Наибольшее количе-
ство азотфиксаторов (81–84% обрастания) опре-
делено под соей – представителем бобовых, в ри-
зосфере которых всегда обнаруживают высокое
обилие диазотрофов [3, 33], увеличивающих ко-
личество доступных для растений форм азота.
Для залежной почвы отмечали среднюю актив-
ность Azotobacter – 38% обрастания. В образцах
почв с обработкой no-till (за исключением вари-
антов удобренной озимой пшеницы и подсолнеч-
ника без удобрений) выявлено большее (на 10–
35% обрастания комочков) количество культиви-
руемых азотфиксаторов по сравнению с пахотной

почвой. Таким образом, технология прямого сева
приближает сельскохозяйственные почвы к на-
тивным/фоновым [40], где велика численность
аэробных азотфиксаторов [26].

Наименьшая численность анаэробных азот-
фиксаторов выявлена для вариантов удобренных
полей no-till под подсолнечником 8.9 × 102 КОЕ/г
почвы. Эта сельскохозяйственная культура имеет
развитую (до 3 м длиной) корневую систему, кото-
рая обеспечивает значительную аэрацию [27, 39].
Наибольшее количество анаэробных азотфиксато-
ров (8.3 × 106 КОЕ/г почвы) обнаружено под куль-
турами сои и кукурузы вне зависимости от обра-
ботки почвы и наличия удобрений. Обилие анаэ-
робных диазотрофов больше (кроме варианта с
подсолнечником) для делянок no-till, где почва
относительно уплотнена и содержит меньше кис-
лорода [36].

Наибольшую долю среди микроорганизмов
азотного цикла занимает неспецифическая груп-
па аммонификаторов, обилие которых является
показателем интенсивности минерализации ор-
ганического вещества и высвобождения азота из
почвы [26, 46, 54]. Количество их КОЕ на среде
МПА минимально (4.9 × 106/г почвы) для полей
no-till под неудобренными кукурузой и подсол-
нечником, что показано и для других черноземных
почв [12, 23]; максимально (7.2 × 107/г почвы) –
для вспахиваемых полей под неудобренными ку-
курузой и озимой пшеницей (рис. 2). Для залежи
и всех вариантов no-till обнаружено снижение
численности аммонификаторов, что сближает их
с фоновыми почвами, где почвообразующие про-
цессы направлены на накопление гумусовых ве-
ществ [24]. В то же время на полях под соей (куль-
турой с повышенным содержанием белка [46] и
являющейся хорошим субстратом для данной

Рис. 2. Теплокарта влияния исследуемых факторов (тип обработки почвы и сельскохозяйственной культуры) на разви-
тие культивируемых микроорганизмов. Данные представлены в виде значений lgN (где N – количество КОЕ/г почвы
микроорганизмов определенной эколого-трофической группы), нормализованных по принципу Z-трансформации.
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группы микроорганизмов) технология обработки
почвы не влияла на численность бактерий, вы-
растающих на МПА. Фактор удобрения не оказы-
вал положительного или отрицательного влияния
на количество КОЕ аммонификаторов, кроме ва-
риантов no-till под соей и подсолнечником, где
численность микроорганизмов увеличивалась
при наличии дополнительного источника NPK.

Ни один из рассматриваемых факторов (тип об-
работки почвы, удобрения и сельскохозяйственная
культура) не оказывал воздействия на относитель-
но высокую численность денитрификаторов во
всех рассматриваемых образцах, что соответствует
ранее полученным данным для других подтипов
черноземов [11]. Наибольшая численность культи-
вируемых денитрификаторов выявлена для деля-
нок no-till с подсолнечником без удобрений. Для
остальных вариантов с обработкой no-till количе-
ство денитрификаторов меньше, чем для вспа-
ханных делянок.

Численность КОЕ олиготрофных микроорга-
низмов на среде ГА практически не зависела от
типа обработки почвы, наличия/отсутствия удоб-
рений или вида растения, составляя от 9.8 × 104 до
5.7 × 106/г почвы, что типично для черноземных
почв [11]. В то же время для вариантов как удоб-
ренной, так и неудобренной озимой пшеницы,
сои и кукурузы количество колоний микроорга-
низмов больше для вспаханных делянок, чем для
no-till. Это может быть связано со спецификой
метода исследования, при которой учитываются
модульные элементы микроорганизмов. Их ко-
личество может возрастать в поле после его меха-
нической обработки. Микроорганизмы (в первую
очередь, грибы и актиномицеты) являются мо-
дульными организмами, что предопределяет их
размножение не только специализированными,
но и вегетативными клетками (в том числе частя-
ми мицелия). При вспашке происходит рыхление
и перемешивание почвы с разрушением почвен-
ных агрегатов, и, как следствие, разрывом коло-
ний и гиф микробиоты. Часть из них способна к
активному росту, этому способствуют оптималь-
ные лабораторные условия на питательных сре-
дах. Поэтому метод микробиологического посева
обычно выявляет существенно увеличение чис-
ленности КОЕ микромицетов в почвах вспахива-
емых полей по сравнению с теми, где земля меха-
нически не обрабатывается сельскохозяйствен-
ной техникой [28].

Мицелиальная организация тела некоторых
микроорганизмов позволяет им занимать лидиру-
ющие позиции в экосистемах с низким содержани-
ем органического вещества [5, 28], что, вероятно,
предопределило доминирование актиномицетов и
грибов именно на среде ГА. Численность олиго-
трофных актиномицетов составила от 104 КОЕ/г
почвы под кукурузой в системе no-till без удобре-

ний до 107 КОЕ/г почвы под неудобренными делян-
ками no-till сои. Согласно результатам дисперсион-
ного анализа, количество КОЕ этой группы мице-
лиальных микроорганизмов было одинаковым в
вариантах под подсолнечником вне зависимости от
типа обработки почвы и наличия/отсутствия удоб-
рений. В вариантах под соей и кукурузой макси-
мальные значения мицелиальных микроорганиз-
мов обнаружены в варианте no-till без удобрений.

Олиготрофные микромицеты – доминанты на
ГА, поскольку количество их пропагул для боль-
шинства образцов, посеянных на этой электив-
ной среде, достигало 105–106 КОЕ/г почвы. В то
же время численность микроскопических грибов
в образцах традиционно обработанной делянки
под кукурузой не превышала 102 КОЕ/г почвы,
независимо от присутствия удобрений, что пока-
зано ранее [42, 50]. Для вариантов с озимой пше-
ницей на численность микромицетов значимо
влияет только фактор внесения удобрений. В слу-
чаях их отсутствия количество КОЕ микроскопи-
ческих грибов уменьшается, что согласуется с дру-
гими исследованиями [30, 32]. В образцах почвы с
полей no-till под соей выявлено достоверное увели-
чение численности микромицетов, что, вероятно,
связано с обилием азота, продуцируемого бактери-
альными симбионтами бобовых [46].

Микроскопические грибы учитывали также на
среде Чапека со стрептомицином для ингибирова-
ния бактерий. Количество их КОЕ очень низко –
от 1.1 × 102 КОЕ/г почвы для традиционно обрабо-
танных полей удобренной пшеницы и подсолнеч-
ника до 3.2 × 103 КОЕ/г почвы – для вспаханных
полей сои вне зависимости от внесения удобре-
ний и кукурузы без удобрений. Такую низкую
численность можно объяснить слишком высокой
концентрацией сахаров в среде Чапека для боль-
шинства почвенных микромицетов [28]. Не ис-
ключено, что именно культура-предшественник
является главным фактором интенсивности раз-
вития микроскопических грибов на вспахивае-
мых полях [32, 52]. Предшественники указанных
растений в данном случае – пропашные культу-
ры, после уборки которых остается много надзем-
ных частей, являющихся хорошим субстратом
для развития микромицетов [38]. Кроме того, от-
сутствие удобрений способствовало увеличению
численности микромицетов под всеми культура-
ми на традиционно обработанных полях.

Сапротрофные микромицеты являются неспе-
циализированной микобиотой, минерализующей
почвенное органическое вещество и активно
участвующей в гумусообразовании [32, 42, 52].
Как для no-till, так и для вспаханных делянок так-
сономическая структура сообществ микромицетов
сложна и представлена рядом родов, доминантами
среди которых являются: Acremonium, Aspergillus,
Aureobasidium, Cadophora, Coniothyrium, Cuningha-
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mella, Epicoccum, Eurotium, Geotrichum, Metarhizium,
Monilia, Mortierella, Mucor, Paecilomyces, Penicillium,
Pseudogymnoas, Rhizopus, Sarocladium, Talaromyces,
Trichoderma, Umbellopsis. Все они – типичные оби-
татели почв умеренного климата, но многие виды
(Alternaria tenuissima, Cladosporium spp., Coch-
liobolus lunatus, Fusarium poae, F. solani, Humicola fus-
coatra, Phoma exhigua, Ph. herbarum, Stachybotrytis
chartarum, Verticillium tenerum) значатся в реестрах
как потенциальные фитопатогены [28]. В то же
время численность патогенных для растений мик-
роскопических грибов в наших объектах исследо-
вания невелика (от 2.0 × 101 до 8.0 × 101 КОЕ/г поч-
вы), что исключает возможность массового зара-
жения растений и потери урожая в ближайшее
время.

Минимальные значения для амилолитических
бактерий, играющих важную роль в разложении
растительных остатков с обилием крахмала [55],
выявлены в образцах залежи (8.1 × 105 КОЕ/г поч-
вы), а также традиционно обрабатываемых и удоб-
ренных полей под соей, подсолнечником и куку-
рузой (1.3 × 106 КОЕ/г почвы). Факторы, влияю-
щие на скорость разложения растительных
остатков для агрочерноземов с разными типами
обработками почвы, не вполне ясны [16, 18]. Од-
нако уменьшение количества представителей
данной эколого-трофической группы может быть
обусловлено токсическим действием минераль-
ных удобрений [34]. Максимальная численность
КОЕ (3.6 × 107 КОЕ/г почвы) отмечена в варианте
вспахиваемого неудобренного поля под кукуру-
зой. Значительное внесение минеральных солей
угнетало амилолитиков на полях no-till под всеми
культурами, кроме пшеницы. Это подтверждают
другие исследования, сравнивающие влияние ми-
неральных удобрений на таксономическую струк-
туру почвенных микроорганизмов сельскохозяй-
ственных полей [34]. Достоверно максимальная
численность амилолитических бактерий выявлена
в почве пашни под кукурузой без удобрений и в
удобренной почве с no-till также под кукурузой,
что можно объяснить повышенным содержанием
полисахаридов в корневых выделениях культуры,
а также обилием пожнивных остатков на делян-
ках [55].

Большинство учитываемых амилолитических
бактерий относится к мицелиальным формам –
актиномицетам, зачастую улучшающим структу-
ру почвы с агрономической точки зрения [3, 5].
Количество КОЕ этих микроорганизмов на среде
КАА составляет от 1.0 × 104 КОЕ/г почвы в образ-
цах неудобренных полей сои вне зависимости от
типа обработки почвы до 4.4 × 107 КОЕ/г почвы
на удобренных делянках под соей. Наличие удоб-
рений на полях no-till с подсолнечником и вспа-
ханных делянках под озимой пшеницей суще-
ственно увеличивает численность актиномицетов.

Растительная мульча во многих случаях способ-
ствует развитию актинобактерий в почве [30]. Од-
нако на кукурузных полях, независимо от способа
обработки почвы, а также на вспаханных делян-
ках с подсолнечником количество КОЕ актино-
мицетов уменьшалось. Не было выявлено четкой
корреляции между численностью микроорганиз-
мов и типом обработки почвы или наличием
удобрений, что согласуется с ранее полученными
результатами для серых лесных почв, находящих-
ся в сельскохозяйственном использовании [20].
Дисперсионный анализ показал отсутствие зави-
симости обилия актиномицетов от вида растения.
Тем не менее, отмечены тенденции к росту коли-
чества актиномицетных КОЕ на вспаханных и
неудобренных полях под соей, подсолнечником и
озимой пшеницей, а также на неудобренных де-
лянках no-till под кукурузой, как и в образцах
удобренных делянок под кукурузой и подсолнеч-
ником.

Для большей части исследованных образцов
количество КОЕ микроскопических грибов на
среде КАА незначительно – 102 КОЕ/г почвы.
Тем не менее, для неудобренных полей no-till с
кукурузой, богатой крахмалом [55], численность
амилолитических микромицетов возрастает до
103–104 КОЕ/г почвы. В образцах удобренных по-
лей no-till под соей, подсолнечником и озимой
пшеницей увеличивается численность микроми-
цетов, что может быть связано с обилием расти-
тельных остатков при данной обработке почвы [10,
30]. В образцах залежи микроскопических грибов
при высевах на среде КАА не обнаружено. Так же,
как для других амилолитических мицелиальных
микроорганизмов (актиномицетов), дисперсион-
ный анализ не выявил достоверной разницы меж-
ду численностью микромицетов для всех иссле-
дуемых вариантов. Таким образом, тип обработ-
ки почвы, наличие удобрений и вид растения не
влияли на обилие микромицетов данной эколо-
го-трофической группы, что соответствует ранее
полученным данным [11]. Исключением является
лишь резкое увеличение количества КОЕ микро-
мицетов-амилолитиков в варианте вспахиваемо-
го поля под озимой пшеницей вне зависимости от
фактора удобрения.

Микроскопические грибы Chaetomium globo-
sum, Doratomyces stemonitis, Oidiodendron sp., Rhi-
zopus stolonifer, Trichoderma spp. являлись доми-
нирующими аэробными целлюлолитиками на
среде Гетчинсона в исследованных образцах не-
смотря на то, что их численность не превышала
3.0 × 102 КОЕ/г почвы. Наибольшее количество
КОЕ микромицетов данной эколого-трофиче-
ской группы присутствует в образцах неудобрен-
ных полей под подсолнечником вне зависимости
от системы обработки почвы и в почвах вспахива-
емых делянок под соей, несмотря на наличие/от-
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сутствие удобрений. Низкая численность культи-
вируемых аэробных целлюлолитиков может быть
связана с обилием доступных органических ве-
ществ в прикорневой зоне растений [20], потреб-
ление которых микромицетами более эффектив-
но, чем разложение целлюлозы. Эта гипотеза
подтверждается более низкой численностью мик-
роскопических грибов на среде Гетчинсона (в
среднем от 0.6 × 102/г почвы), чем на среде Чапека
(в среднем 7.1 × 102 КОЕ/г почвы).

Численность аэробных целлюлолитических мик-
роорганизмов существенно выше (2.7 × 104 КОЕ/г
почвы), чем анаэробных (6.5 × 102 КОЕ/г почвы).
Особенно ярко это проявилось для полей no-till
всех культур, кроме озимой пшеницы, поскольку
верхний слой почвы полей с минимальной обра-
боткой почвы уплотнен и содержит меньше кисло-
рода [7, 12]. Наименьшая же целлюлолитическая
активность наблюдалась в анаэробных условиях
для образцов вспаханных полей под соей и куку-
рузой, где количество растительных остатков, а
значит, и целлюлозы после уборки урожая, ниже,
чем для других исследованных растений [46]. В
противоположность этому, высокая активность
анаэробных целлюлолитиков выявлена в образ-
цах под подсолнечником, обильные пожнивные
остатки которого могут стимулировать разложе-
ние целлюлозы микроорганизмами [30].

Численность копий рибосомальных генов прока-
риот и грибов. Численность копий рибосомальных

генов бактерий в полях без внесения удобрений
колебалась от 7.0 × 1010 до 2.3 × 1011 копий генов/г
почвы (рис. 3). Минимальные значения выявле-
ны в образцах почвы с традиционной обработкой
под культурами сои и кукурузы, а максимальные –
при обработке no-till под озимой пшеницей и в
залежи. В целом наблюдалось увеличение чис-
ленности копий генов бактерий и грибов в вари-
антах no-till по сравнению с традиционной обра-
боткой вне зависимости от применения удобре-
ний. Сходные тенденции обнаружены в других
исследованиях [11, 12, 43], в которых отмечалось
увеличение численности микроорганизмов в поч-
вах при минимальной обработке. Содержание ко-
пий генов бактерий значительно выше в залежи,
чем в почвах под сельскохозяйственными культу-
рами. Это может быть связано с постепенным вос-
становлением невозделываемых земель до есте-
ственного состояния биоценозов, где обычно раз-
нообразие и обилие микроорганизмов больше,
чем в агроценозах [43, 50]. Практически полное
отсутствие влияния фактора удобрений на коли-
чество копий рибосомальных генов, как прока-
риот, так и грибов (рис. 3–5), может быть связано
с высокой буферностью черноземов из-за боль-
шого содержания гумусовых веществ. Числен-
ность копий генов бактерий почти в 2 раза боль-
ше под озимой пшеницей, чем под соей и кукуру-
зой, как для варианта традиционной обработки,
так и для no-till. Такая закономерность, по-види-

Рис. 3. Количество копий генов 16S рДНК бактерий для делянок, обработанных традиционно (вспашка с оборотом
пласта) и по технологии no-till. Здесь и далее: б/у – без удобрений; удобр. – с минеральными удобрениями.
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мому, связана с большей разветвленностью корне-
вой системы, а значит и большим объемом ризо-
сферы пшеницы по сравнению с другими рассмат-
риваемыми сельскохозяйственными культурами
[19, 31].

Диапазон полученных значений численности
копий рибосомальных генов бактерий в исследо-
ванных образцах удобренных почв варьирует от
6.0 × 1010 до 2.3 × 1011 копий генов/г почвы. Наи-
меньшее количество бактериальных генов выяв-
лено в вариантах почв с традиционной обработкой
под кукурузой и подсолнечником, а максималь-
ные – на делянке no-till под озимой пшеницей и в
залежи. Такая закономерность показывает мощ-
ное влияние обработки почвы на развитие микро-
организмов: микробное сообщество лучше разви-
вается в почвах близких к нативным [12, 49].

Количество копий генов архей на порядок
ниже бактериальных и варьировало от 7.0 × 109

до 1.7 × 1010 генов/г почвы (рис. 4). В большин-
стве почв умеренного климата сохраняется такое
соотношение для прокариот [4, 19]. Минималь-
ные значения характерны для вариантов no-till
под подсолнечником и традиционно обработан-
ной делянки под озимой пшеницей вне зависи-
мости от наличия удобрений. Такое явление свя-
зано со специфичностью экологических ниш, за-

нимаемыми археями [11, 12, 43]. Так же, как для
бактерий, обилие архей максимально в залежи и
существенно больше, чем в делянках под сельско-
хозяйственными культурами, что можно объяс-
нить приближенностью залежи к фоновым поч-
вам [40], где архей практически всегда больше,
чем в агроценозах [19]. Наибольшая численность
архей, как и бактерий, среди вариантов с сельско-
хозяйственными культурами отмечена в образцах
поля no-till под озимой пшеницей. Это может
быть связано со значительным объемом ризосфе-
ры этого растения по сравнению с другими рас-
сматриваемыми растениями [11, 12, 31, 43, 50].
В то же время практически идентичные значения
выявлены в почве с традиционной обработкой
под соей. Причина такого явления может заклю-
чаться в том, что эта культура относится к бобо-
вым, которые с помощью симбиотических про-
кариот увеличивают содержание азота в прикор-
невой почве [46]. В ризосфере бобовых могут
развиваться представители архей, принимающие
участие в трансформации азота и проводящие про-
цессы нитрификации и денитрификации. Для ва-
риантов с удобрениями разница между значения-
ми в полях без и с сельскохозяйственными куль-
турами достигает порядка, что свидетельствует о
значимости этого фактора для развития микроор-
ганизмов, показанного во многих работах [20, 45].

Рис. 4. Количество копий генов 16S рДНК архей для делянок, обработанных традиционно (вспашка с оборотом пла-
ста) и по технологии no-till.
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Рис. 5. Количество копий генов ITS рДНК грибов для делянок, обработанных традиционно (вспашка с оборотом пла-
ста) и по технологии no-till.
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Численность копий рибосомальных генов гри-
бов в исследованных образцах варьирует в менее
широком диапазоне, чем для прокариот – от 1.7 ×
× 1010 до 4.1 × 1010 генов/г почвы. Порядок этих
значений соответствует величинам, полученным
в предыдущих исследованиях для черноземных
почв [4, 11, 12, 19]. Минимальные значения чис-
ленности копий рибосомальных генов грибов об-
наружены в образцах почвы с традиционной об-
работкой, вне зависимости от присутствия удоб-
рений и сельскохозяйственной культуры (рис. 5).
Такая ситуация представляется типичной для
данной группы микроорганизмов [12, 43], что мо-
жет быть связано с меньшим содержанием органи-
ческого вещества, в частности, растительных
остатков в пахотной почве, а также повреждением
мицелия при механической обработке почвы. Со-
гласно полученным данным, традиционная обра-
ботка почвы существенно подавляет рост мико-
биоты вне зависимости от сельскохозяйственной
культуры и удобрений. Соответственно, максимум
микобиоты выявлен на делянках no-till и залежи.
Характерно, что количество копий генов грибов в
последних из перечисленных вариантов находит-
ся примерно на одном уровне, что может свиде-
тельствовать о первостепенном значении расти-
тельных остатков и минимизации повреждений
мицелия для развития грибов [28].

Таким образом, после проведения шкалирова-
ния образцов по количеству копий рибосомаль-
ных генов бактерий, архей и грибов с использова-
нием метода главных компонент можно сделать
следующие выводы. По эколого-функциональ-
ному составу микробиома залежь в значительной
степени отличается от всех вариантов обрабаты-
ваемых делянок (рис. 6). Судя по методу количе-
ственной ПЦР (в противоположность результа-
там по микробиологическому посеву), техноло-
гия обработки почвы no-till не приближает состав
микробиома к таковому на залежи. По-видимо-
му, это связано с определяющим фактором расти-
тельности, которая коренным образом отличает-
ся на залежи и возделываемых делянках [13]. От-
метим, что ось PC1 положительно коррелирует с
численностью рибосомальных генов 16S рДНК
бактерий, в то время как ось PC2 – с количеством
рибосомальных генов ITS рДНК грибов. Это
означает, что обилие генов бактерий в первую
очередь определялось фактором культуры возде-
лываемого на делянке растения, а численность
генов грибов – типом обработки почвы. Кроме
того, судя по результатам шкалирования, тради-
ционная обработка уменьшает количество копий
рибосомальных генов всех групп микроорганиз-
мов, однако в отношении архей данный эффект
прослеживается лишь на уровне тенденции.
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Построение параметрической модели показа-
ло, что исследуемые типы обработки почвы досто-
верно изменяют численность лишь бактерий и
грибов, но не архей (рис. S1). Вероятно, такой факт
связан с доминированием бактерий среди прока-
риот черноземных почв [19].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Фактор обработки почвы оказал влияние на

численность отдельных таксономических и эко-
лого-трофических групп микроорганизмов. Тра-
диционная обработка изученных агрочерноземов
приводит к росту активности аэробных аммони-
фикаторов, денитирификаторов, аэробных цел-
люлолитиков, актиномицетов и микромицетов. В
свою очередь при обработке no-till повышается об-
щая численность грибов и бактерий (как по чис-
ленности копий рибосомальных генов, так и по
количеству КОЕ/г почвы), количество архей, ак-
тивность анаэробных целлюлолитиков, азотфик-
саторов, аэробных диазотрофов и амилолитиков.

Фактор удобрения практически не оказывал
влияния на количественные показатели микро-
организмов в исследуемых почвах, видимо, из-за
неравномерного внесения минеральных веществ
и буферных свойств чернозема.

Фактор возделываемой сельскохозяйственной
культуры существенно влияет на структуру поч-
венного микробиома. Численность копий генов
бактерий и архей почти в 2 раза больше под ози-
мой пшеницей, чем под соей и кукурузой. Куку-
руза стимулирует развитие аммонификаторов и
амилолитиков; соя увеличивает количество аэроб-
ных азотфиксаторов и аэробных целлюлолитиков;
подсолнечник вызывает обильный рост денитри-
фикаторов и анаэробных целлюлолитиков; на при-
сутствие озимой пшеницы рассматриваемые эко-
лого-трофические группы микроорганизмов не
реагируют.

Количество копий генов прокариот, в первую
очередь, определялось фактором культуры возде-
лываемого на делянке растения, а численность ге-
нов грибов – типом обработки почвы. Содержание
копий генов всех рассматриваемых таксономиче-
ских групп микроорганизмов (бактерии, археи,
грибы) значительно больше в залежи, чем в почвах
под сельскохозяйственными культурами.

Таким образом, соотношения групп микроор-
ганизмов показали свой потенциал при биоинди-
кации, в том числе при оценке степени аэроб-
ных/анаэробных условий среды обитания почв
степной зоны в условиях минимизации обработ-
ки почвы полученные результаты свидетельству-

Рис. 6. Шкалирование образцов по количеству копий рибосомальных генов бактерий, архей и грибов с использовани-
ем метода главных компонент: bac – бактерии; arc – археи; fun – грибы. Статистические параметры PC-осей предcтав-
лены в табл. S1.
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ют о значительных различиях состава и структуры
почвенного микробиома при переходе от вспаш-
ки к технологии no-till. Поэтому микроорганиз-
мы можно использовать как маркер степени эко-
логизации земледелия в черноземной полосе.
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Assessment of Impact of No-Till Technology and Ploughing
on Microbiome of Southern Agrochernozems

D. A. Nikitin1, *, E. A. Ivanova1, A. D. Zhelezova1, M. V. Semenov1, R. G. Gadzhiumarov2,
A. K. Tkhakakhova1, T. I. Chernov1, N. A. Xenofontova1, and O. V. Kutovaya1

1Dokuchaev Soil Science Institute, Moscow, 119017 Russia
2North-Caucasian Federal Scientific Agrarian Center, Stavropol Territory, Mikhailovsk, 356241 Russia

*e-mail: dimnik90@mail.ru

The estimates of quantitative microbial indicators in southern agrochernosems of Stavropol region, exposed
to no-till technology and traditional ploughing under different agricultural crops and fertilization patterns,
are presented. The number of ecological-trophic groups of microorganisms (nitrogen fixers, ammonitors,
denitrifiers, amylolytics, cellulolytics) was estimated by a classical method of sowing on elective media (plate
counting), and the number of copies of ribosomal genes of archaea, bacteria and fungi was determined using
real-time PCR. The number of cultured aerobic ammonifiers, denitrifiers, aerobic cellulolytics, actinomy-
cetes, and micromycetes increased under ploughing, while direct seeding (no-till) resulted in an increase in
anaerobic cellulolytics and nitrogen fixers, aerobic diazotrophes and amylolytics. Ammonifiers and amylo-
lytics were stimulated by maize, aerobic nitrogen fixers and aerobic cellulolytics by soybean; denitrifiers and
anaerobic cellulolytics by sunflower plants, respectively. The maximal number of copies of bacterial and fun-
gal ribosomal genes was found on no-till plots and in long-term fallows, while that of archaeal ones only in
the fallows. The data obtained indicate a different degree of severity and direction of the soil-biological pro-
cesses of agrochernozems under application of no-till technology in the cultivation of major crops.

Keywords: PCR-Real Time, bacteria, archaea, actinomycetes, micromycetes, No-till
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