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Методами люминесцентной микроскопии и каскадной фильтрации проведена сравнительная
оценка запасов грибной и бактериальной биомассы в темногумусовой лесной почве (Gleуic Um-
brisol). Методом каскадной фильтрации показано, что в верхних горизонтах исследованной поч-
вы биомасса бактерий сопоставима с биомассой грибов (на ее долю приходится 46%, а на долю
грибов – 54%). Однако вниз по профилю это соотношение меняется в пользу бактерий (до 69% на
глубине 100 см). Таким образом, использование метода каскадной фильтрации позволило переоце-
нить запасы бактериальной биомассы в почве и впервые показать, что в верхних горизонтах данной
почвы биомасса бактерий сопоставима с грибной, а в нижних горизонтах бактериальная биомасса
превышает грибную. Метод каскадной фильтрации более точно определяет как численность, так и
биомассу бактерий, что позволяет пересмотреть сложившиеся в почвенной микробиологии пред-
ставление о значительном преобладании грибной биомассы в почвах.
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ВВЕДЕНИЕ
Оценка численности и биомассы микроорга-

низмов в почве является одной из главных задач
почвенной микробиологии поскольку этот пока-
затель позволяет оценить состояние почвенного
покрова, дает представление о скорости трансфор-
мации органического вещества и интенсивности
биологического круговорота в почвах [4]. В по-
следнее время определение численности и био-
массы почвенных микроорганизмов осуществля-
ется с помощью люминесцентной микроскопии.
Этот метод имеет ряд недостатков. Так, учет гри-
бов проводится в почвенной суспензии очень ма-
лого объема (0.04 мл под покровным стеклом), и
при перерасчетах численности клеток на 1 мл воз-
никает необходимость умножить подсчитанное
число микробных зачатков на 25, что приводит к
адекватному росту ошибки определения.

Известный способ прямого учета грибов на
фильтрах [3] дает заниженные результаты опреде-
ления в зависимости от типа почв из-за необхо-
димости использования значительной аликвоты
(не менее 10 мл), пропускаемой через фильтр и,
как следствие, большого количества почвенных
частиц, осаждаемых на фильтре, что экранирует
гифы и споры грибов и приводит к их массовому

недоучету. Тем не менее, этот метод широко при-
меняется в практике микробиологических исследо-
ваний. Он прост в исполнении, зафиксированные
препараты могут долго храниться, допускается осу-
ществление учета в удобное для исследователя вре-
мя, позволяет проводить анализ большого количе-
ства образцов [9].

Новый метод каскадной фильтрации [14] по-
казал, что сравнительная численность бактерий,
определяемая по методам люминесцентной мик-
роскопии и фильтрации, примерно одинакова, а
расчеты запасов микробной биомассы – суще-
ственно различаются [18]. Эта разница обуслов-
лена тем, что при расчете микробной биомассы
используется единый усредненный объем обна-
руженных микробных клеток до 0.1 мкм3 [7]. Ме-
тод каскадной фильтрации лишен этого недо-
статка и позволяет дифференцированно учиты-
вать бактериальные клетки разной величины.

Методом люминесцентной микроскопии было
показано, что на долю бактерий в разных почвах
приходится всего 1–10% от общей микробной био-
массы, представленной преимущественно грибами
(на 90–99%) [10]. Принимая во внимание неболь-
шую биомассу бактерий, возникают вопросы по
поводу масштабов процессов, имеющих исключи-
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тельно бактериальную природу, например, азот-
фиксации в почвах [21].

Цель работы – оценить соотношение грибной
и бактериальной биомассы новым методом кас-
кадной фильтрации на примере темногумусовой
лесной почвы.

ОБЪЕКТЫ И МЕТОДЫ
Объектом исследования служила темногуму-

совая глееватая тяжелосуглинистая почва, лежа-
щая на элювии глинистых отложений триасового
возраста [6, 20]. Почва была отобрана на террито-
рии Костромской области в Пышугском районе.

Методика определения численности и био-
массы микроорганизмов методом люминесцент-
ной микроскопии. В качестве основного приема
обработки образцов (просеянных через 0.25 мм)
для микробиологического анализа использовали
ультразвуковое диспергирование на низкочастот-
ном диспергаторе типа УЗДН-1 (22 кГц, 0.44 Å,
2 мин) [8].

Для оценки запасов микробной биомассы ме-
тодом люминесцентной микроскопии [7] готовили
суспензии образцов почвы (1 : 100) и наносили мик-
ропипеткой на тщательно обезжиренные предмет-
ные стекла по 0.02 мл для определения численности
бактерий и 0.04 мл – для учета мицелия грибов, рав-
номерно распределяли стерильной микробиологи-
ческой петлей на площади 4 см2 и фиксировали на
пламени горелки по 6 препаратов на каждом стек-
ле – для учета клеток бактерий и для учета длины
мицелия грибов. В каждом препарате просматри-
вали по 60 полей зрения.

Для подсчета бактерий препараты окрашива-
ли раствором акридина оранжевого в течение 2–
3 мин (1 : 10000), а для учета мицелия грибов – в
течение 15 мин калькофлуором белым [11].

Расчет количества клеток на 1 г почвы прово-
дили по формуле:

где: N – число клеток (кл/г почвы) или длина ми-
целия грибов (мкм/г почвы); S1 – площадь препа-
рата (мкм2); a – количество клеток или длина ми-
целия (мкм) в одном поле зрения (усреднение
производится по всем препаратам); n – показа-
тель разведения почвенной суспензии (мл); v –
объем капли, наносимой на стекло (мл); S2 – пло-
щадь поля зрения микроскопа (мкм2); c – навеска
почвы (г).

Расчеты запасов биомассы производили, исхо-
дя из имеющихся данных о том, что биомасса сухо-
го вещества для одной бактериальной клетки объ-
емом 0.1 мкм3 составляет 2 × 10–14 г [7], а с учетом
замеренного диаметра мицелия грибов их биомас-
су вычисляли по формуле 0.628r2 × 10–6 г [12].

= 1 2 ,N S an S сv

Методика определения численности и биомас-
сы микроорганизмов методом каскадной фильтра-
ции. После ультразвуковой обработки почвенную
суспензию пропускали через фильтры с диамет-
ром пор 1.85, 1.43, 0.43, 0.38, 0.23 и 0.2 мкм в колбе
Бунзена, соединенной с водоструйным насосом.
Собственную люминесценцию фильтров гасили
окрашиванием насыщенным спиртовым раство-
ром судана черного.

На поверхность сеточки металлического филь-
тра колбы Бунзена помещали четыре слоя филь-
тровальной бумаги, перекрывая их сверху бактери-
альным (ядерным) фильтром и, после фиксации с
помощью металлического кольца, вносили поч-
венную суспензию. Фильтрование проводили по-
следовательно от фильтра с большим размером пор
к меньшему.

Через установку пропускали 1 мл почвенной
суспензии, окрашенной раствором акридина
оранжевого (1 : 10000) в течение 3 мин. Учет кле-
ток бактерий проводили с использованием мик-
роскопа ЛЮМАМ И-3 (объектив 100×, масляная
иммерсия) в 30-ти полях зрения, условно считая
размеры клеток, равными диаметру пор фильтра,
на котором они осаждались. В расчетах принима-
ли, что клетки имеют шаровидную форму [13].

Определение числа клеток в 1 г почвы прово-
дили по формуле:

где: Nb – число клеток на 1 г почвы; S1 – площадь
фильтра, мкм2; a – количество клеток в одном по-
ле зрения (усреднение производится по всем по-
лям); n – показатель разведения почвенной сус-
пензии, мл; V – объем профильтрованной суспен-
зии, мл; S2 – площадь поля зрения микроскопа,
мкм2; c – навеска почвы, г. С учетом площади
фильтра и площади поля зрения микроскопа урав-
нение для расчета численности приобретало вид:
Nb = 1.13 × 107a.

Исходя из размеров пор каждого фильтра, на-
ходили биомассу одной клетки бактерии на каж-
дом фильтре, а с учетом их численности – био-
массу всех клеток по формуле:

где r – радиус пор каждого фильтра, мкм; Nb –
численность каждой фракции, кл/г почвы; Вb –
биомасса каждой фракции, г.

Средний объем одной клетки рассчитывали как
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где Вобщ и Nобщ – биомасса (г) и численность (кл/г
почвы) всех фракций, а – плотность одной клет-
ки, а = 1 × 10–12 г/см3, V – средний объем одной
клетки, мкм3 [17].

Результаты определения численности (N) и су-
хой биомассы (мкг), полученные методом кас-
кадной фильтрации, рассчитывали на 1 г воздуш-
но-сухой почвы. Статистическую обработку ре-
зультатов проводили с использованием программ
Statistica 10.0 и Microsoft Excel 2010. Среднее квадра-
тичное отклонение (δn – 1) для значений численно-
сти бактерий в образце не превышало 5–10%.

В ходе выполнения работы возникла необхо-
димость разработки дополнительной методики,
позволяющей учитывать не только бактерии, но
и длину мицелия грибов методом “каскадной”
фильтрации. Оказалось, что при стандартном
способе фильтрации грибной мицелий сильно
разрушается. Поэтому помимо имеющихся эле-
ментов, в установку для фильтрации был включен
манометр, который позволял сохранять постоян-
ную скорость фильтрации и необходимое разре-
жение в пределах 110–120 мм рт. ст. [19] (рис. 1).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Как следует из полученных данных (рис. 2),

численность бактерий по методу каскадной
фильтрации составляла 0.5 × 109 клеток/г почвы в
слое 0–20 см и постепенно уменьшалась вниз по
профилю в 2 раза. Численность бактерий, опреде-
ленная методом люминесцентной микроскопии,
оказалась в 4 раза больше (2 × 109 кл/г почвы в го-
ризонте 0–20 см) и это превышение сохранялось
во всех точках отбора образцов до глубины 100 см.

При сравнении двух методов по оценке запасов
прокариотной биомассы, оказалось (рис. 3), что
данные по методу каскадной фильтрации (650 мкг/г

в слое 0–20 см) значительно превышали анало-
гичные результаты определения методом люми-
несцентной микроскопии, как в верхнем гори-
зонте – (36 мкг/г на глубине 0–20 см), так и по
всему профилю почвы. Распределение размерных

Рис. 1. Фильтрование под уменьшенным давлением. Условные обозначения: 1 – воронка, 2 – колба Бунзена, 3 – за-
щитный кожух, 4 – кран, 5 – манометр, 6 – обратный клапан.
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Рис. 2. Численность клеток бактерий по методу кас-
кадной фильтрации (А) и по методу люминесцентной
микроскопии (Б).
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групп бактерий по почвенному профилю пред-
ставлено на рис. 4, откуда следует, что в верхних
горизонтах почвы обнаруживаются бактерии
многих размерных групп (от 0.2 до 1.9 мкм в диа-
метре). Вниз по профилю наблюдается некото-
рый рост численности мелких групп бактерий.
При этом большая часть бактериальных клеток
имеет диаметр более 1.4 мкм.

Длина грибного мицелия в верхнем горизонте
почвы составляла по методу каскадной фильтра-
ции 216 м/г почвы и уменьшалась на глубине

100 см до 82 м/г (рис. 5, А). По методу люминес-
центной микроскопии длина грибного мицелия
на глубине 0–20 см была в полтора раза больше,
достигая 360 м/г, а на глубине 100 см уменьшалась
до 128 м/г (рис. 5, Б).

Важно отметить, что при сравнении биомассы
грибного мицелия по методу каскадной фильтра-
ции и по методу люминесцентной микроскопии,
было выявлено, что в верхних горизонтах биомас-
са грибов была в 6–10 раз больше в первом случае.

В ходе проведенных исследований показано,
что определение численности и биомассы микро-
организмов в почвах в значительной степени зави-
сит от выбранного метода исследования. Так, при
использовании метода люминесцентной микро-
скопии грибная биомасса значительно доминирует
над бактериальной во всех горизонтах исследуемой
почвы: на долю грибной биомассы по этому методу
приходилось 99–98% (в зависимости от глубины
отбора проб), а биомасса бактерий составляла 1–
2% (табл. 1). Этот вывод полностью совпадает с
данными многих исследователей [10–12, 17, 21, 22].

Методом каскадной фильтрации установлено,
что в верхнем горизонте почвы биомасса бакте-
рий сопоставима с биомассой грибов (на ее долю
приходится 46%, а на долю грибов – 54%). Таким
образом, использование метода каскадной филь-
трации позволило переоценить запасы бактери-
альной биомассы в почве и впервые показать, что
в верхних горизонтах почвы биомасса бактерий
сопоставима с грибной. В нижних горизонтах
биомасса грибов существенно уменьшается (от
650 до 174 мкг/г), а биомасса бактерий, меняется
незначительно (от 560 до 400 мкг/г), что сохраняет
тенденцию доминирования бактериальной био-
массы над грибной и в нижних горизонтах почвы.

Рис. 4. Численность бактерий различного диаметра (1 – 1.85; 2 – 1.43; 3 – 0.43; 4 – 0.38; 5 – 0.23; 6 – 0.2 мкм) с разных
глубин профиля темногумусовой почвы (20, 50, 70 и 100 см).
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Рис. 5. Длина грибного мицелия по методу каскадной
фильтрации (А) и люминесцентной микроскопии (Б).
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Таблица 1. Доля (%) грибов (над чертой) и бактерий
(под чертой) в микробной биомассе на разной глубине
почвенного профиля

Метод 0–20 см 70–100 см

Люминесцентной микроскопии 99/1 98/2

Каскадной фильтрации 54/46 31/69
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Метод каскадной фильтрации более точно

определяет, как численность, так и биомассу раз-
ных групп бактерий, в том числе численность и
биомассу грибов, что позволяет пересмотреть
сложившиеся в почвенной микробиологии пред-
ставление о тотальном преобладании грибной
биомассы в почвах и подтвердить важную роль
прокариот в ключевых процессах трансформации
природных полимеров в окружающей среде.
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Fungi and Bacteria Ratio in the Dark Humus Forest Soil
L. M. Polyanskaya1, *, D. D. Yumakov1, Z. N. Tyugay1, and A. L. Stepanov1

1Lomonosov Moscow State University, Moscow, 119991 Russia
*e-mail: lpolyanskaya@mail.ru

Using luminescent microscopy and cascade filtration, a comparative assessment of the reserves of fungal
and bacterial biomass in dark humus forest soil has been carried out. Cascade filtration has shown that in
the upper horizons of the investigated soil, the bacterial biomass is compatible to the fungal biomass (31–
54% for bacteria, and 46–69% for fungi). However, down the profile, this ratio changes in favor of bacteria
(up to 69% at the depth of 100 cm).Thus, the use of the cascade filtration method made it possible to over-
estimate the reserves of bacterial biomass in the soil and to show for the first time that in the upper horizons
of a given soil, the biomass of bacteria is compatible to that of fungi, and in the lower horizons, the bacterial
biomass exceeds it. The method more provides a more precise assessment of both the population and the
biomass of bacteria, which allows revising the opinion of many soil microbiologists on the significant prev-
alence of fungal biomass in soils.

Keywords: soil profile, biomass, cascade filtration method
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