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Изучено влияние разных систем удобрения на количественные показатели различных групп мик-
роорганизмов внекорневой агродерново-подзолистой почвы (Umbric Albic Retisol (Aric)) и ри-
зосферы картофеля и ячменя. Исследование проводили на базе длительного полевого опыта, в
котором с 1968 г. применяются минеральная (NPK), органическая (навоз) и органо-минераль-
ная (NPK + навоз) системы удобрения. Внесение органических удобрений на 25–100% повышало
содержание углерода микробной биомассы (Смик) в почве и ризосфере по сравнению с почвой без
удобрений, а применение минеральных удобрений, наоборот, снижало на 10–30%. Базальное дыха-
ние и дыхательный коэффициент (qСО2) увеличивались в ряду: без удобрений < NPK < NPK + на-
воз < навоз. Численность копий генов бактерий, архей и грибов существенно, в 1.5–2.5 раза, повы-
шалась в условиях применения органических удобрений и снижалась в 2–2.5 раза под воздействием
NPK. Соотношение грибы/бактерии по методу люминесцентной микроскопии изменялось от 32 до
100, а по результатам количественной ПЦР – от 0.10 до 0.92, при этом наименьшие значения были
характерны для вариантов с внесением NPK, а наибольшие – с навозом. Таким образом, в целях
поддержания стабильности системы почва–микроорганизмы–растение применяемые дозы мине-
ральных удобрений должны компенсироваться внесением свежего органического вещества.

Ключевые слова: углерод микробной биомассы, базальное дыхание, соотношение грибы/бактерии,
количественная ПЦР, минеральные удобрения, органические удобрения, микробиом
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ВВЕДЕНИЕ
Современная стратегия интенсификации зем-

леделия предусматривает формирование не толь-
ко высокопродуктивных, но и одновременно ста-
бильных агроценозов, устойчивых к изменениям
климата и антропогенным стрессам. Традицион-
но одним из обязательных компонентов интенси-
фикации земледелия является применение удоб-
рений, как правило, в повышенных дозах [6].
Почва является олиготрофной средой, в которой
подавляющая часть микроорганизмов (95–99%)
большую часть времени обитает в условиях дефи-
цита субстрата и находится в неактивном состоя-
нии [33]. Систематическое применение мине-
ральных и органических удобрений приводит к
эвтрофикации почвы – искусственному обога-
щению почвенной среды легкодоступными суб-

стратами и биофильными элементами [9, 17, 18,
42, 53]. В этом случае большая часть микроорга-
низмов переходит в активное состояние, поэтому
эвтрофикация почвы является важнейшим агро-
экологическим фактором модуляции почвенного
микробиома [29, 45, 47].

Применение физиологически кислых мине-
ральных и органических удобрений сопровожда-
ется значительными сдвигами pH почвы – глав-
ного фактора, определяющего таксономическое
разнообразие почвенного микробиома [20, 25, 34,
38, 44]. Внесение азота повышает численность
нитрификаторов и денитрификаторов [45], а также
меняет метаболический потенциал микробиома
по разложению разных компонентов почвенного
органического вещества [43, 53]. С органически-
ми удобрениями в почву привносится большое
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количество доступного органического вещества,
макро- и микроэлементов, а также экзогенная
микрофлора, что также отражается на прокариот-
ном и грибном сообществах почвы [30, 36, 46, 53].
В целом минеральная система удобрения может
приводить к сокращению микробной биомассы и
микробного разнообразия [17, 28, 38, 45, 57], а ор-
ганическая система удобрения – к повышению
этих показателей [28, 37, 45].

Отрицательные последствия минеральных
удобрений на микробное сообщество могут быть
устранены внесением в почву свежего органиче-
ского вещества с навозом, компостом или с рас-
тительной биомассой (солома, сидераты и др.),
как это предусматривается органо-минеральной
системой удобрения [17, 54]. Однако подавляю-
щее большинство исследований по влиянию си-
стем удобрения на микробные сообщества почвы
проводится для минеральных и органических си-
стем по отдельности [15, 22, 37, 54]. При этом редко
рассматриваются легкие по гранулометрическо-
му составу почвы, на которых внесение органиче-
ского вещества приобретает особую значимость
для поддержания плодородия [5, 7].

Почвенным микроорганизмам принадлежит
ключевая роль в процессах включения секвестри-
рованного органического вещества в почвенного
органического вещества [19]. В этой связи возрас-
тает важность микробиологических индикаторов
секвестрации углерода почвой, одним из которых
является отношение грибы/бактерии [14, 40].
Преобладание микобиоты и высокие значения
отношения грибы/бактерии выявляют в почвах с
повышенной секвестрационной способностью и
более низкими значениями C/N [40, 48, 49].
Уменьшение отношения грибы/бактерии связы-
вают со снижением секвестрационной способно-
сти почв [40].

При длительном внесении удобрений в почву
поступает гораздо больше субстрата, чем от кор-
ней растений [12, 45]. В результате микробиом
ризосферы растений может переходить на пре-
имущественное потребление питательных ве-
ществ, поступающих с удобрениями [12], что
приводит к ослаблению растительно-микробных
взаимодействий [32]. В связи с этим, агрогенная
эвтрофикация может существенно изменять со-
став, разнообразие и функциональную актив-
ность микробных сообществ ризосферы растений
[3, 12, 38, 45, 47]. Поскольку ризосферный микро-
биом играет важную роль в росте, развитии и здо-
ровье растений [4, 16, 41], исследование влияния
систем удобрения на микробиологические пока-
затели необходимо проводить не только во вне-
корневой почве, но и в ризосфере сельскохозяй-
ственных культур.

Цель исследования – изучение влияния мине-
ральной, органической и органо-минеральной

систем удобрения на биомассу и численность раз-
ных групп микроорганизмов во внекорневой су-
песчаной агродерново-подзолистой почве и в ри-
зосфере сельскохозяйственных культур. Предпо-
ложили, что органические удобрения будут
увеличивать, а минеральные удобрения уменьшать
биомассу, численность клеток и соотношение гри-
бы/бактерии, как в почве, так и ризосфере сельско-
хозяйственных культур (ячмень, картофель).

ОБЪЕКТЫ И МЕТОДЫ
Почва. Исследования проводили на базе дли-

тельного полевого опыта, заложенного в 1968 г.,
Всероссийского научно-исследовательского ин-
ститута органических удобрений и торфа
(ВНИИОУ) – филиале ФГБНУ “Верхневолж-
ский ФАНЦ” в Судогодском районе Владимир-
ской области (56°3′16″ N, 40°29′28″ E) с разными
системами удобрения. Почва – агродерново-под-
золистая супесчаная (Umbric Albic Retisol (Aric)).
Культуры севооборота: однолетний люпин – ози-
мая пшеница – картофель – ячмень. Изучали
4 системы удобрения: 1) без удобрений, 2) мине-
ральная система удобрения (N100P50K120), 3) орга-
но-минеральная система удобрения (навоз 10 т/га +
+ N50P25K60) и 4) органическая система удобре-
ния (навоз 20 т/га).

Почвенные образцы для микробиологических
и молекулярно-биологических анализов отбира-
ли общепринятыми способами с соблюдением
требований по контролю микробиологической
контаминации. Вначале вырезали монолит поч-
вы в междурядье (“внекорневая почва”) размером
5 × 5 × 10 см. Из него отбирали смешанный обра-
зец почвы. Затем вырезали почвенный монолит с
вегетирующим растением и отделяли крупные
комки почвы. После обнажения корневой систе-
мы стряхивали присоединенную к корням массу
почвы – ризосферу. Для выявления динамики и
влияния физиологической стадии растений на
ризосферный микробиом отбор образцов прово-
дили дважды: 1) в третьей декаде июня, что соот-
ветствует началу колошения ячменя и началу бу-
тонизации картофеля, 2) в начале августа (фаза
молочной спелости ячменя и начало клубнеобра-
зования картофеля). Всего отобрали 72 образца
ризосферы и внекорневой почвы. Образцы всех
вариантов отбирали в трехкратной повторности.
Образцы почвы для определения микробной био-
массы хранили в стерильных пакетах в течение
месяца в холодильнике при температуре +4°С,
для молекулярно-генетических анализов – в мо-
розильной камере при –70°С. Для определения
химических свойств почв использовали воздуш-
но-сухие образцы.

Все почвенные образцы индексировали по
схеме растение–ниша–система удобрений–срок
отбора. Использовали следующие индексы для
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вида культуры: W – ячмень, P – картофель, ниши:
B – почва, R – ризосфера, системы удобрений:
N – без удобрений, M – минеральные удобрения,
O – органические удобрения, X – органо-мине-
ральные удобрения, срока отбора: 1 – июнь, 2 –
август.

Химические свойства почвы. Содержание орга-
нического углерода (Сорг) и общего азота (Nобщ) в
почве определяли на автоматическом HCNS-ана-
лизаторе Leco 932 (США). Величины водного pH
почвы измеряли потенциометрическим способом
при соотношении почва : вода, равном 1 : 2.5. Со-
держание подвижных соединений фосфора и ка-
лия определяли по методу Кирсанова в вытяжке
0.2 M HCl.

Определение углерода микробной биомассы, ба-
зального дыхания и метаболического коэффициента.
Углерод микробной биомассы (Смик) определяли
с помощью метода субстрат-индуцированного
дыхания (СИД) [1]. К навеске почвы добавляли
водный раствор глюкозы и через 3.5–5 ч после
инкубации при 22°С измеряли концентрацию
СО2 в газовой фазе на газовом хроматографе Кри-
стал Люкс 4000М (Россия). Скорость СИД выра-
жали в мкл С–СО2/(г почвы ч). Углерод микроб-
ной биомассы рассчитывали по формуле:

Базальное дыхание (БД) определяли как
СИД, только вместо раствора глюкозы в почву
добавляли воду. Время инкубации флаконов с
почвой составляло 24 ч. Скорость БД выражали
в мкг С–СО2/(г почвы ч).

Удельное дыхание микробной биомассы (мик-
робный метаболический коэффициент, qCO2)
рассчитывали как отношение скорости базально-
го дыхания к микробной биомассе: БД/Смик =
= qCO2 (мкг С–СО2/(мг Смик ч)).

Биомассу прокариот оценивали с помощью ме-
тода люминесцентной микроскопии с примене-
нием флуоресцентного красителя акридина оран-
жевого (микроскоп Биомед 5 ПР ЛЮМ (Россия))
при увеличении 1000× с масляной иммерсией [8].
Десорбцию клеток с почвы проводили при помо-
щи ультразвуковой установки УЗДН-1 (2 мин, си-
ла тока 0.40 А, частота 22 кГц). Число клеток про-
кариот на 1 г субстрата рассчитывали по формуле:

где N – число клеток на 1 г субстрата; S1 – пло-
щадь препарата, мкм2; a – количество клеток в
одном поле зрения (усреднение производится по
всем препаратам); n – показатель разведения бак-
териальной смеси, мл; V – объем капли, наноси-

( )
( )

=
= × +

мик

2

С мкг С г почвы
СИД мкл С–СО г почвы ч 40.04 0( .37.

= 1 2 ,N S an VS C

мой на стекло, мл; S2 – площадь поля зрения мик-
роскопа, мкм2; C – навеска субстрата, г. Длину
актиномицетного мицелия в 1 г образца, NМА,
определяли по формуле:

где S1 – площадь препарата, мкм2; а – средняя
длина фрагментов актиномицетного мицелия в по-
ле зрения, мкм; n – показатель разведения суспен-
зии, мл; v – объем капли, наносимой на стекло, мл;
S2 – площадь поля зрения микроскопа, мкм2; с –
навеска образца, г.

Биомассу грибов определяли методом люми-
несцентной микроскопии с применением флуо-
ресцентного красителя калькофлуора белого [8].
Учет спор и длины мицелия осуществляли на лю-
минесцентном микроскопе Биомед 5 ПР ЛЮМ
(Россия) при увеличении 400×. Десорбцию кле-
ток с почвы проводили при помощи вортекса
MSV-3500 (Латвия) при скорости 3500 об./мин в
течение 10 мин. Количество грибных спор на 1 г
субстрата рассчитывали по формуле:

где М – количество спор в 1 г почвы; а – среднее
число спор в поле зрения; р – площадь поля зре-
ния, мкм2); n – показатель разведения. Длину
грибного мицелия в 1 г образца, NМА, определя-
ли по формуле:

где S1 – площадь препарата, мкм2; а – средняя
длина фрагментов мицелия в поле зрения, мкм;
n – показатель разведения суспензии, мл; v – объ-
ем капли, наносимой на стекло, мл; S2 – площадь
поля зрения микроскопа, мкм2; с – навеска образ-
ца, г. Грибную биомассу (мг/г почвы) рассчитыва-
ли, полагая, что плотность спор равна 0.837 г/см3, а
плотность мицелия – 0.628 г/см3 [11]. Содержа-
ние грибной биомассы на грамм сухой почвы рас-
считывали с учетом ее влажности.

Экстракция тотальной ДНК из почвы и количе-
ственная ПЦР. Тотальную ДНК выделяли с помо-
щью набора DNeasy PowerSoil ProKit (Qiagen, Герма-
ния) и гомогенизатора Precellys 24 (Bertin Technolo-
gies, Франция) при скорости 6500 об./мин (40 с).
Количественную оценку содержания рибосо-
мальных генов микроорганизмов осуществляли
методом полимеразной цепной реакции (ПЦР) в
реальном времени. Для амплификации целевых
участков ДНК разных групп микроорганизмов ис-
пользовали следующие праймеры: Eub338/Eub518 –
для бактерий, arc915f/arc1059r – для архей,
ITS1f/5.8 S – для грибов [45]. Проводили калиб-
ровку зависимости интенсивности флуоресцен-
ции от логарифма концентрации ДНК стандарт-

×v
6

1 2NМА = 10 ,S an S c

= × 10[( ) 0 ,]4 1М an p

= ×v
6

1 2NМА 10 ,S an S c
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ных растворов, по которой определяли числен-
ность копий генов в образцах с помощью
программного обеспечения CFX Manager. В каче-
стве контроля для бактерий использовали раство-
ры клонированных фрагментов рибосомального
оперона Escherichia coli, для архей – штамма FG-07
Halobacterium salinarum, для грибов – Saccharomy-
ces cerevisiae Meyen 1 B-D1606. Реакцию проводи-
ли по следующему протоколу: 1) 95°C – 3 мин,
2) денатурация двухцепочечной ДНК при 95°C –
10 с, 3) отжиг праймеров на матрице при 50°C – 10 с,
4) удлинение цепи ДНК при 72°C – 20 с, 5) считы-
вание значений флуоресценции, 49-кратное по-
вторение этапов 2‒5. Анализ кривых плавления
проводили для проверки размера амплифициро-
ванных продуктов. ПЦР проводили для трех по-
вторностей образца с пересчетом на средние зна-
чения содержания копий генов.

Статистический анализ данных и визуализацию
экспериментальных значений проводили с помо-
щью R 4.2.1. Соответствие экспериментальных
данных нормальному распределению проверяли
критерием Шапиро–Уилка (p > 0.05). Для оценки
различий между средними значениями разных
вариантов эксперимента проводили дисперсион-
ный анализ методом One-Way ANOVA с провер-
кой нормальности распределения ошибок, гомо-
генности дисперсий и идентичности размера вы-
борок. Поправку на множественные сравнения
делали с помощью post-hoc – теста Тьюки. Тес-
ноту и достоверность связей между химическими
и микробиологическими свойствами почв оцени-
вали с помощью коэффициента корреляции
Пирсона. В качестве поправки на множествен-
ные сравнения применяли поправку Холма–Бон-
феррони. Для многомерного анализа данных ис-
пользовали метод главных компонент.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Химические свойства почвы. Значения pН об-

разцов агродерново-подзолистой почвы находи-
лись в диапазоне от 4.96 до 7.07 (табл. 1). В почве
с внесением органических удобрений величины
pH были выше по сравнению с другими варианта-
ми. Отмечалось увеличение pH в образцах второго
срока отбора под ячменем во внекорневой почве
и в ризосфере. Содержание органического угле-
рода (Сорг) варьировало в диапазоне от 0.6 до
1.26%, увеличиваясь в ряду: без удобрений < NPK <
< NPK + навоз < навоз. Содержание общего азота
в почве вариантов находилось в пределах от 0.07%
в варианте без удобрений до 0.12% в варианте с
внесением органических удобрений. Отношение
C/N в почве вариантов варьировало в диапазоне
от 8.2 до 11.9. Наименьшие значения C/N соот-
ветствовали образцам с минеральной системой
удобрения, наибольшие – с органической систе-
мой. Вне зависимости от системы удобрения, в

ризосфере сельскохозяйственных культур отме-
чалось снижение содержания  и увеличение
содержания  по сравнению с внекорневой
почвой. Внесение удобрений для всех систем
приводило к увеличению содержания подвижно-
го калия и фосфора в 2–4 раза по сравнению с
почвой без удобрений.

Углерод микробной биомассы (Смик). Содержа-
ние Смик варьировало от 104 до 509 мкг/г почвы
(рис. 1а). Отмечался существенный рост на 25–
100% значений Смик в образцах с внесением орга-
нических удобрений. Длительное внесение ми-
неральных удобрений, напротив, приводило к
снижению Смик на 20–48% по сравнению с не-
удобренным контролем. Содержание углерода
микробной биомассы при смешанной системе
удобрения было выше, чем при минеральной си-
стеме, но ниже, чем при органической, занимая
промежуточное положение. В ризосфере карто-
феля и ячменя наблюдался рост в 1.3–1.6 раз
микробной биомассы по сравнению с внекорне-
вой почвой, при этом ризосферный эффект был
особенно значим на второй срок отбора. Опре-
деляющими факторами содержания углерода
микробной биомассы были экологическая ни-
ша (F = 364, p < 0.0001) и система удобрения (F =
= 129, p < 0.0001). Отношение Смик/Сорг находи-
лось в диапазоне от 1.4 до 5.7%, с максимумом в
ризосфере под ячменем (рис. 1b).

Влияние минеральных удобрений на углерод
микробной биомассы зависит от многих факто-
ров, прежде всего, от рН [28, 57]. В мета-анализе
на основе 107 выборок 64 долгосрочных (в сред-
нем 37 лет) полевых испытаний было показано,
что при значениях рН почвы <5.0 внесение мине-
ральных удобрений негативно влияло на Смик
[28]. В настоящем исследовании применение ми-
неральных удобрений понижало рН до 4.96–5.30,
что в условиях кислых почв может служить основ-
ной причиной уменьшения содержания углерода
микробной биомассы (Смик). Для других типов
почв с кислой реакцией среды также наблюдался
негативный эффект минеральных удобрений на
Смик [10, 13, 29, 39, 45].

В предыдущих исследованиях отмечалось, что
внесение органических удобрений приводит к
росту значений Смик в 1.5–2.5 раза [7, 10, 39, 45].
Данный эффект вызван активацией и ростом по-
тенциально активных либо покоящихся почвен-
ных микроорганизмов при поступлении свежего
органического вещества, в то время как большин-
ство привнесенных с навозом экзогенных микро-
организмов погибает спустя несколько недель
[21, 39, 46, 56].

В отличие от предыдущих исследований [29,
45], принадлежность к разной экологической ни-
ше (внекорневая почва или ризосфера) оказывала

−
3NO

+
4NH
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даже большее влияние на распределение углерода
микробной биомассы, чем система удобрения.
Это вызвано тем, что в настоящем исследовании
дозы минеральных и органических удобрений
были в среднем в 2 раза ниже, чем в предыдущих
работах. Кроме того, площадь эксперименталь-
ных делянок в данном эксперименте была значи-
тельно больше, чем в упомянутых исследованиях,
что не позволяло провести идентичное и равно-
мерное распределение удобрений по всей поверх-
ности участков. Как следствие, создавались
участки с повышенными и пониженными дозами

удобрений, что приводило к неравномерному
влиянию удобрений на микробиом почвы и ризо-
сферы на разных участках полей. В результате
этого ризосферный эффект оказывался очень
сильным даже при длительном внесении удобре-
ний в почву.

Структура микробной биомассы. Биомасса про-
кариот составляла от 1.38 до 5.56 мкг/г почвы, а чис-
ленность их клеток – от 5.60 × 108 до 2.37 × 109 кл./г
почвы соответственно (табл. S1). Минимальные
значения биомассы и численности прокариот вы-
явлены в почве без удобрений под ячменем, а

Таблица 1. Основные химические свойства почвы внекорневой зоны и ризосферы

Индекс образца
Сорг Nобщ

С/N
P2О5подв K2Оподв

% мкг/г

PBN1 5.74 0.61 0.07 9.2 52.5 8.2 31.0 68.9
PBM1 5.17 0.71 0.09 8.2 55.0 28.4 123.0 312.3
PBO1 5.86 1.11 0.11 10.6 23.4 14.7 165.0 303.9
PBX1 5.65 0.82 0.08 10.0 27.5 9.0 130.0 223.5
PRN1 5.97 0.66 0.07 9.7 3.2 12.2 30.0 143.6
PRM1 5.35 0.81 0.09 8.5 11.2 17.4 82.0 194.9
PRO1 6.28 1.23 0.12 11.5 6.8 26.8 158.0 323.1
PRX1 5.71 0.89 0.09 10.2 3.5 17.1 99.0 205.1
WBN1 6.12 0.64 0.07 10.6 2.8 6.7 46.0 71.8
WBM1 5.05 0.73 0.09 9.5 24.0 25.6 129.0 257.7
WBO1 6.11 1.12 0.11 9.7 4.6 9.4 125.0 183.8
WBX1 5.80 0.81 0.08 8.6 5.4 6.1 150.0 192.6
WRN1 6.30 0.70 0.07 11.5 3.7 13.9 39.0 212.5
WRM1 5.53 0.80 0.09 9.9 6.6 28.1 153.0 291.3
WRO1 6.35 1.26 0.12 10.9 4.0 11.7 121.5 297.2
WRX1 5.89 0.93 0.09 8.7 7.8 26.5 121.0 398.7
PBN2 6.00 0.60 0.07 9.3 52.5 8.2 31.0 68.9
PBM2 5.25 0.69 0.08 8.6 55.0 28.4 123.0 312.3
PBO2 5.90 1.13 0.10 11.4 23.4 14.7 165.0 303.9
PBX2 5.95 0.81 0.08 9.8 27.5 9.0 130.0 223.5
PRN2 6.25 0.71 0.07 9.8 3.2 12.2 30.0 143.6
PRM2 5.43 0.78 0.09 8.8 11.2 17.4 82.0 194.9
PRO2 6.24 1.23 0.10 11.9 6.8 26.8 158.0 323.1
PRX2 6.11 0.91 0.09 10.4 3.5 17.1 99.0 205.1
WBN2 6.32 0.63 0.07 9.8 2.8 6.7 46.0 71.8
WBM2 4.96 0.72 0.08 8.7 24.0 25.6 129.0 257.6
WBO2 6.89 1.13 0.11 10.3 4.6 9.4 125.0 183.8
WBX2 5.88 0.79 0.08 9.8 5.4 6.1 150.0 192.6
WRN2 6.41 0.67 0.07 10.0 3.7 13.9 39.0 212.5
WRM2 5.30 0.75 0.09 8.7 6.6 28.1 153.0 291.3
WRO2 7.07 1.24 0.12 10.7 4.0 11.7 121.5 297.2
WRX2 5.94 0.88 0.09 10.2 7.8 26.5 121.0 398.7

2H OpH
−
3NO +

4NH
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максимальные – в ризосфере картофеля с орга-
но-минеральными удобрениями. Доля мицелия
актиномицетов в биомассе прокариот варьирова-
ла от 4% в ризосфере ячменя с органо-минераль-
ными удобрениями до 30% в почве с органиче-
скими удобрениями под картофелем. Биомасса
прокариот была представлена преимущественно
одноклеточными формами. Длина актиномицет-
ных гиф коррелировала с его долей в биомассе
прокариот и составляла от 3.14 до 31.33 м/г почвы.

Биомасса грибов варьировала в диапазоне от
65 до 474 мкг/г почвы (табл. S2). Минимальные
значения грибной биомассы выявлены в почве с
минеральными удобрениями, а максимальные –
в ризосфере ячменя с органическими удобрения-
ми. Доля мицелия – активного компонента гриб-
ной биомассы – варьировала от 12 до 81%. Наи-
меньшая длина грибных гиф (14.5 м/г почвы) вы-
явлена в почве с минеральными удобрениями, а
наибольшая (193.6 м/г почвы) отмечена в ризо-
сфере с органическими удобрениями под ячме-
нем. Все показатели, характеризующие биомассу
грибов, повышались ко второму сроку отбора.
При внесении минеральных удобрений отмеча-

лось уменьшение биомассы грибов и длины ми-
целия, а при органической системе удобрения
происходило увеличение этих показателей. Во
всех образцах ризосферы биомасса грибов была
больше по сравнению с внекорневой почвой.
Численность одноклеточных грибных пропагул
(спор и дрожжей) в образцах составляла 105–106 кл./г
почвы. Большая часть (85–100%) пропагул мико-
биоты представлена мелкими формами 2–3 мкм,
а численность крупных пропагул не превышала
103 кл./г почвы.

Базальное дыхание и дыхательный коэффици-
ент qCO2. Интенсивность БД варьировала от 0.17
до 0.67 мкг С–СО2/(г ч) (рис. 2a). Наибольшие
значения БД отмечались в ризосфере картофеля и
ячменя с внесением органических удобрений для
обоих сроков отбора. Высокие величины БД бы-
ли характерны для образцов со смешанной систе-
мой удобрения. Наименьшие значения БД отме-
чались во внекорневой почве и в ризосфере кар-
тофеля и ячменя без удобрений. Факторами,
определяющими интенсивность базального ды-
хания, были ниша (F = 412, p < 0.0001) и система
удобрений (F = 159, p < 0.0001).

Рис. 1. Углерод микробной биомассы (a) и его доля в общем органическом углероде (b) почвы. Здесь и далее: культуры:
W – ячмень, P – картофель, ниши: B – почва, R – ризосфера, срока отбора: 1 – июнь, 2 – август.
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В ризосфере БД было в 1.3–1.6 раз больше, чем
во внекорневых зонах почвы. Органические
удобрения существенно (до 2.5 раз) повышали БД
по сравнению с другими системами удобрения,
особенно в первый срок отбора. Для обоих сроков
отбора образцов отмечено повышение БД в ряду:
без удобрений < NPK < NPK + навоз < навоз.
В образцах ризосферы второго срока отбора с
применением органической и смешанной систем
удобрения отмечалось увеличение интенсивно-
сти БД по сравнению с первым сроком отбора.

Система удобрения зачастую является решаю-
щим фактором, определяющим микробиологи-
ческую активность пахотной почвы [15, 56]. Дан-
ные, полученные в исследовании, коррелируют с
ранее опубликованными работами для дерново-
подзолистых почв [2, 7] и серых почв [45]. Однако
в некоторых исследованиях было отмечено поло-
жительное влияние минеральных удобрений на
интенсивность БД [26, 31]. Поскольку БД и Смик
коррелируют друг с другом, влияние минераль-
ных удобрений на активность БД определяется,
прежде всего, их воздействием на микробную
биомассу [3, 13].

Величины коэффициента qCO2 находились в
пределах от 0.83 до 2.05 в зависимости от варианта
(рис. 2b). Значения qCO2 возрастали в образцах с
внесением минеральных и органических удобре-
ний по сравнению с контролем. Метаболический
коэффициент был больше в первом сроке отбора
по сравнению со вторым. Также можно отметить
увеличение метаболического коэффициента в
ризосфере ячменя. Значения коэффициента
qCO2 определялись в основном совместным вли-
янием срока отбора и вида сельскохозяйственной
культуры (F = 66, p < 0.0001) и нишей (F = 72, p <
< 0.0001).

Численность копий генов бактерий варьировала
от 1.3 × 109 до 3.3 × 1010 копий генов/г почвы (рис. 3a).
Внесение минеральных удобрений резко снижа-
ло численность копий генов в 1.5–2.5 раза, а ис-
пользование смешанной или органической си-
стем, наоборот, существенно повышало в 2–
2.5 раза количество бактериальных генов в почве.
Этот результат подтверждается рядом исследова-
ний [24, 27, 45]. Срок отбора также был важным
фактором, определяющим содержание генов бак-
терий. В образцах, отобранных в июне, количе-

Рис. 2. Базальное дыхание почвы (a) и величины дыхательного коэффициента qСО2 (b).
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ство бактериальных генов было меньше, чем в ав-
густе. Количество копий генов бактерий было
больше в ризосфере по сравнению с внекорневой
почвой. Такой результат закономерен, поскольку
прикорневая зона является одной из главных “го-
рячих точек” развития почвенных микроорганиз-
мов [4, 33, 45]. В то же время в ризосфере ячменя
численность бактериальных генов была значи-
тельно выше, чем в ризосфере картофеля. Факто-
рами, оказывающими максимальное влияние на
количество копий генов бактерий, были ниша
(F = 220, p < 0.0001) и система удобрения (F = 173,
p < 0.0001).

Схожая закономерность отмечена для архей,
численность копий генов которых варьировала в
диапазоне от 1.8 × 108 до 1.6 × 109 копий генов/г
почвы, с ростом численности во второй срок от-
бора (рис. 3b). Удобрения также оказывали суще-
ственное влияние на увеличение численности ар-
хей. Наименьшие значения копий генов архей
были выявлены при минеральной системе удоб-
рения и без удобрений ((1.7–9.5) × 108 копий ге-
нов/г почвы), наибольшие – при органической

системе удобрения. Данное явление может быть
связано с тем, что преобладающие в почве археи
(Thaumarchaeota) осуществляют олиготрофную
стратегию и обычно развиваются в условиях де-
фицита аммония [9, 51]. В ризосфере количество
копий генов архей было в 2–4 раза больше, чем во
внекорневой почве, что подчеркивает важность
ризосферного эффекта для данной группы прока-
риот [35]. Определяющими факторами для содер-
жания архейных генов в исследуемых образцах
были удобрения (F = 110, p < 0.0001) и срок отбора
(F = 222, p < 0.0001).

В целом для обоих сроков отбора характерна
тенденция к увеличению значений численности
копий генов 16S рРНК бактерий и архей в ряду:
NPK < без удобрений < NPK + навоз < навоз. Та-
ким образом, минеральные удобрения суще-
ственно угнетают, а органические удобрения сти-
мулируют развитие прокариот в исследованных
почвах. Аналогичная тенденция показана в дру-
гих работах [10, 21, 45].

Численность копий рибосомальных генов ITS
рРНК грибов варьировала от 6.0 × 108 до 1.6 × 1010 ко-

Рис. 3. Численность генов микроорганизмов в почве методом количественной ПЦР (копий генов/г): бактерии (a), ар-
хеи (b).
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пий генов/г почвы (рис. 4a), что на 1–2 порядка
меньшее, чем для агрочерноземов Ставрополь-
ского края и серых лесных почв юга Московской
области [11]. Наименьшие значения численности
генов ITS рРНК выявлены для вариантов без
удобрений и с минеральными удобрениями во
внекорневой почве. В целом влияние минераль-
ных удобрений на количество копий генов грибов
разнонаправлено: в некоторых исследованиях от-
мечается положительный эффект [50], в других –
отрицательный или нейтральный [24]. Это вызва-
но тем, что изменение pH влияет на грибы в мень-
шей степени, чем на бактерии [44]. Наибольшие
значения численности генов ITS рРНК выявлены
в вариантах с внесением органических и органо-
минеральных удобрений. Отмечено увеличение
численности грибов при внесении органических
удобрений, поскольку они являются одним из ве-
дущих факторов, способствующих росту мико-
биоты [23, 47, 55]. Для грибов было сложно про-
следить закономерность распределения генов в
системе почва–ризосфера. Однако отмечался
значительный рост (от 13 до 26 раз) численности

генов грибов в ризосфере ячменя, отобранной в
августе, где значения были на порядок больше
по сравнению с другими вариантами. Определя-
ющими факторами были ниша отбора (F = 49,
p < 0.0001) и ее комбинация со сроком отбора (F = 38,
p < 0.0001).

Для обоих сроков отбора характерна тенден-
ция к увеличению значений численности копий
генов ITS рРНК грибов в ряду: NPK < без удобре-
ний < NPK + навоз < навоз. Таким образом, ми-
неральные удобрения существенно угнетают, а
органические – стимулируют развитие грибов в
агродерново-подзодистой почве.

Соотношение грибов и бактерии. По результа-
там люминесцентной микроскопии в микробной
биомассе разноудобренной агродерново-подзо-
листой почве доминировали грибы, доля которых
колебалась от 97% для внекорневой зоны почвы с
минеральными удобрениями до 99% в ризосфере с
органическими удобрениями. Соотношение гри-
бы/бактерии по методу люминесцентной микро-
скопии варьировало от 32 до 110. По результатам
количественной ПЦР соотношение грибы/бакте-

Рис. 4. Численность генов микроорганизмов в почве методом количественной ПЦР (копий генов/г): грибы (a), соот-
ношение грибы/бактерии (b).
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рии варьировало в диапазоне от 0.10 до 0.92 (рис. 4b).
В большинстве случаев отмечался рост соотноше-
ния в вариантах с внесением минеральных удобре-
ний, особенно для второго срока отбора образцов.
Фактором, в наибольшей степени определяющим
соотношение грибы/бактерии, была комбинация
срока отбора и ниши (F = 39, p < 0.0001).

Таким образом, по двум примененным мето-
дам (люминесцентная микроскопия и количе-
ственная ПЦР) получены сильно отличающиеся
значения соотношений грибы/бактерии в почвах.
В первую очередь это обусловлено тем, что в отли-
чие от метода люминесцентной микроскопии ко-
личественная ПЦР не отражает информацию о ко-
личестве клеток и биомассе микроорганизмов [10].
Для разных таксонов содержание рибосомальных
генов неодинаково и может варьировать в диапа-
зоне от 1 до 16 [10]. Кроме того, за счет мицели-
ального строения в клетках грибов содержится

гораздо меньше ДНК на единицу биомассы по
сравнению с прокариотами [11].

Матрица корреляций между химическими и био-
логическими свойствами почвы. В матрицу вклю-
чены коэффициенты корреляций со значением
р < 0.05 (рис. 5). Отношение Смик/Сорг отрица-
тельно коррелировало с qCO2 (r = –0.55), что ха-
рактерно для многих сельскохозяйственных почв
[13]. Интенсивность БД характеризовалась высо-
кой положительной корреляцией с такими пока-
зателями, как Смик/Сорг (r = 0.58), Смик (r = 0.85),
количество копий генов архей (r = 0.70), бактерий
(r = 0.81) и грибов (r = 0.55). Вероятно, влияние
минеральных удобрений на БД определяется по-
средством их воздействия на микробную биомас-
су [13, 26]. Получена положительная корреляция
Сорг с С/N (r = 0.59), Смик (r = 0.65) и БД (r = 0.72).
Количество копий генов архей положительно
коррелировало со значениями рН (r = 0.63) и Смик

Рис. 5. Матрица корреляций между химическими и микробиологическими свойствами почв. Примечание: числами
указаны коэффициенты корреляции. Значения указаны только для коэффициентов корреляция с p < 0.05.
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(r = 0.78). Численность бактерий положительно
коррелировала с рН (r = 0.65), С/N (r = 0.52), Смик
(r = 0.84), Смик/Сорг (r = 0.57) и археями (r = 0.88),
а количество копий генов грибов также характеризо-
валось положительной корреляцией с Смик/Сорг (r =
= 0.56), Смик (r = 0.71), количеством копий генов
архей (r = 0.67) и бактерий (r = 0.81). Таким обра-
зом, хотя численность копий генов микроорга-
низмов не тождественна Смик, эти показатели ха-
рактеризуются высокой положительно корреля-
цией, и поэтому численность генов прокариот и
грибов может служить эффективным дополни-
тельным микробиологическим индикатором со-
стояния почв и ризосферы растений [10, 52].

Отрицательная корреляция обнаружена между
численностью копий генов архей и содержанием

 (r = –0.43), а также между БД и количеством
 (r = –0.44). Кроме того, высокая отрицатель-

ная корреляция наблюдалась для qCO2 с отноше-
нием Смик/Сорг (r = –0.55) и qCO2 с Смик (r = –0.47).
Ингибирующее действие нитратного азота на
развитие архей может быть связано с тем, что до-
минантной группой среди них являются предста-
вители филума Thaumarchaeota, рост которых
происходит в олиготрофных условиях [51]. Также
необходимо отметить, что в случае окисления ам-
мония археи и бактерии становятся конкурента-
ми за азот.

−
3NO
−
3NO

Метод главных компонент. На основе анализа
химических и микробиологических показателей
агродерново-подзолистой почвы проанализиро-
ванные варианты были разделены на 4 непересе-
кающихся кластера (рис. 6). Варианты с органо-
минеральной системой удобрения оказались про-
межуточными между двумя другими кластерами с
минеральными и органическими удобрениями.
Выявлено, что внесение минеральных удобрений
приводит к росту метаболического коэффициен-
та (qCO2) и соотношения грибы/бактерии. Внесе-
ние органических удобрений положительно ска-
зывалось на таких показателях, как Сорг, БД, Смик,
количество копий генов бактерий и грибов. По-
лученные результаты подтверждает выводы
предыдущих исследований [9, 13, 15, 45, 47]. Та-
ким образом, система удобрения является ключе-
вым фактором, воздействующим на химические и
микробиологические показатели, как в почве, так
и в ризосфере сельскохозяйственных растений.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Система удобрения оказывает ведущую роль в
формировании микробиома агродерново-подзо-
листой почвы, отражаясь практически на всех его
характеристиках, как во внекорневой почве, так и
в ризосфере сельскохозяйственных растений. Ор-
ганическая система удобрений способствует уве-
личению размеров микробиома и оптимизации

Рис. 6. Многомерный анализ данных по методу главных компонент.
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его функционального статуса, придавая системе
почва–микроорганизмы–растение повышенную
стабильность за счет комфортных эколого-трофи-
ческих условий для почвенных микроорганизмов.
Минеральные удобрения, даже в умеренных дозах,
напротив, уменьшали в почве содержание углеро-
да микробной биомассы, базального дыхания,
численности копий генов всех микроорганизмов.
Поэтому биологизация земледелия с обязатель-
ным внесением в почву навоза является необхо-
димым условием повышения микробиологиче-
ской активности почвы и устранения негативных
рисков, создаваемых минеральными удобрения-
ми. Сочетание классических экофизиологиче-
ских параметров с молекулярно-генетическими
методами позволяет дать всестороннюю характе-
ристику состояния почвенного микробиома и
оценить его отклик на агрогенные факторы.
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Microbiological Parameters of Sod-Podzolic Soil and Rhizosphere
in a Half-Century Field Experiment with Different Fertilizer Systems

M. V. Semenov1, *, N. A. Ksenofontova1, D. A. Nikitin1, A. K. Tkhakakhova1, and S. M. Lukin2

1Dokuchaev Soil Science Institute, Moscow, 119017 Russia
2All-Russian Research Institute of Organic Fertilizers and Peat, Vyatkino, 601390 Russia

*e-mail: mikhail.v.semenov@gmail.com

The regular application of mineral and organic fertilizers is one of the essential components of the agricultural
intensification. The applied fertilizers lead to artificial enrichment of the soil environment with readily avail-
able substrates and biophilic elements, which can have a significant impact on the soil and rhizosphere mi-
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crobiome. The aim of the study was to investigate the effect of different fertilizer systems on the quantitative
parameters of various microbial groups in soddy-podzolic soil (Umbric Albic Retisol) and the rhizosphere of
potatoes and barley. The study was carried out on a long-term field experiment, in which mineral (NPK), or-
ganic (manure) and mixed (NPK + manure) fertilizer systems have been applied since 1968. The application
of organic fertilizers increased the microbial biomass carbon (Cmic) in the bulk soil and the rhizosphere by
25–100% compared to the soil without fertilizers, while the use of mineral fertilizers, on the contrary, de-
creased it by 10–30%. Basal respiration and respiratory coefficient (qСО2) increased in the row: without fer-
tilizers < NPK < NPK + manure < manure. The gene copies number of bacteria, archaea, and fungi signifi-
cantly increased (1.5–2.5 times) under organic fertilizers and decreased (2–2.5 times) under NPK. The var-
ied from 32 to 100 and from 0.10 to 0.92 by the luminescent microscopy and quantitative PCR, respectively.
The lowest fungi/bacteria ratios were revealed for variants with NPK, and the highest fungi/bacteria ratios
were in variants with manure. Thus, the applied doses of mineral fertilizers must be compensated by the in-
troduction of fresh organic matter in order to maintain the stability of the soil-microbe-plant system.

Keywords: microbial biomass carbon, basal respiration, fungi/bacteria ratio, quantitative PCR, mineral fer-
tilizers, organic fertilizers, microbiome
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