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Рассмотрена возможность использования микробиологических показателей с целью оценки де-

градированности чернозема выщелоченного по критериям агроистощения. В качестве объектов ис-

следования выбраны почвы двух агрохозяйств Пензенской области с различным содержанием гумуса, 

обменного калия, подвижного фосфора и значением кислотности. В отобранных образцах были 

определены следующие микробиологические показатели: базальное дыхание почвы, интенсивность 

актуальной и потенциальной денитрификации, активность азотфиксации и эмиссии метана, био-

масса микроорганизмов по субстрат-индуцированному дыханию, метаболический коэффициент 

qCO2, общая численность прокариот и численность метаболически активных бактерий и архей. По 

результатам дискриминантного анализа выявлена комбинация микробиологических показателей, с 

помощью которой можно определить средний балл деградации почв от агроистощения. Наиболее 

чувствительными показателями стали - интенсивность азотфиксации и активная микробная био-

масса. Установлено, что по мере увеличения степени деградации почв удельная интенсивность 

азотфиксации падает в то время, как изменения активной биомассы имеют волнообразный харак-

тер, что определяет ее как предшественника качественного изменения микробной системы. 
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The article considers the possibility of using microbiological indicators to assess the degradation of leached 

chernozem according to the criteria of agro-purification. The soils of two agricultural farms of the Penza region 

with different humus content, exchangeable potassium, mobile phosphorus and acidity values were selected as ob-

jects of research. The following microbiological indicators were determined in the selected samples: basal respi-

ration of the soil, the intensity of actual and potential denitrification, the activity of nitrogen fixation and  methane 

emission, the biomass of microbes by substrate-induced respiration, the «metabolic» coefficient qCO2, the total 

number of prokaryotes and the number of metabolically active bacteria and archaea. According to the results of 

the discriminant analysis, a combination of microbiological indicators has been identified, with the help of which 

it is possible to determine the average score of soil degradation from agro-exhaustion. The most sensitive indicators 

were the intensity of nitrogen fixation and active microbial biomass. It was found that as the degree of soil degra-

dation increases, the specific intensity of nitrogen fixation decreases, while changes in active biomass have a wave-

like character, which defines it as a precursor to qualitative changes in the microbial system. 
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На территории России расположено около 50% 

мировых запасов черноземов – богатейших почв, на 

которых ведется сельскохозяйственная деятель-

ность [1]. Сельскохозяйственное использование 

почвы приводит к изменению ее морфологических, 

физических и химических показателей [2]. Антропо-

генное воздействие оказывает негативное влияние и 

на почвенную биоту [3]. Существующие подходы к 

оценке деградации почвы делают акцент на измене-

ние агрохимических и физических свойств почвы, 
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однако практически не учитывают биологическую 

деградацию [4, 5]. Изменение состояния микробного 

сообщества в результате распашки приводит к 

трансформации микробиологических процессов, 

что в свою очередь может влиять на химические 

свойства почвы, в частности, на содержание органи-

ческого вещества и общего азота в почве [6]. 

Микробиологическая активность и численность 

микроорганизмов служат объективными показате-

лями качества почвы. Характеристика «здоровья» 

почвы – это важный элемент функционального поч-

воведения, который описывает различные процессы 

в почвах [7, 8]. Агроэкосистемы испытывают значи-

тельную антропогенную нагрузку, которая приво-

дит к уменьшению плодородия и изменению состо-

яния почвенного микробоценоза [9]. Несмотря на 

обилие предложенных показателей для определения 

качества почвы [8] и приоритет молекулярно-гене-

тических подходов для биоиндикации состояния 

микробных сообществ, требуются менее сложные и 

менее дорогостоящие, но достаточно эффективные 

методы, позволяющие получить сведения о биоло-

гической деградации почвы. С помощью таких под-

ходов, использующих в своей основе математиче-

ские и статистические инструменты, становится воз-

можным выявить и оценить показатели состояния 

микробоценоза почвы и их взаимосвязь с деграда-

цией от агроистощения [10]. 

Цель исследования – выявление наиболее чув-

ствительных микробиологических показателей, ко-

торые можно использовать для оценки деградиро-

ванности чернозема выщелоченного по критериям 

агроистощения. 

Методика. Объектами исследования были об-

разцы чернозема выщелоченного, отобранные в аг-

рохозяйствах, расположенных на территории Куз-

нецкого района Пензенской области, проанализиро-

ванные ранее на содержание гумуса, обменного ка-

лия, подвижного фосфора и кислотности почвы в ко-

личестве 25 штук [11]. В рамках данной работы 

были определены такие микробиологические пока-

затели, как: базальное дыхание (БД) почвы, интен-

сивность актуальной и потенциальной денитрифи-

кации, скорость потенциальной азотфиксации и 

эмиссии метана, биомасса микроорганизмов по суб-

страт-индуцированному дыханию (СИД), метаболи-

ческий коэффициент (qCO2), общая численность 

прокариот и численность метаболически активных 

бактерий и архей. Микробиологические процессы 

определяли в трехкратной повторности, числен-

ность микроорганизмов – в двукратной. 

СИД почвы оценивали по скорости начального 

максимального дыхания микроорганизмов после 

обогащения почвы глюкозой [12]. Навеску увлаж-

ненной до 60% полной влагоемкости (ПВ) почвы (5 

г) помещали во флакон объемом 15 мл, добавляли 

раствор глюкозы (0.2 мл; концентрация 10 мг/г 

почвы), герметично закрывали и фиксировали 

время. Обогащенный образец почвы/подстилки ин-

кубировали (5-7 ч при 22°С), затем отбирали пробу 

воздуха из флакона и анализировали ее с помощью 

газового хроматографа. Точную продолжительность 

инкубации каждого образца учитывали в дальней-

ших расчетах. Скорость СИД выражали в мкг СО2-

С/г сухой почвы в час [13]. 

БД определяли по скорости выделения CO2 поч-

вой за 24 ч ее инкубации при 22°С и 60% ПВ. Опре-

деление проводили так же, как и для СИД, только 

вместо раствора глюкозы в почву добавляли воду. 

Скорость базального дыхания выражали в мкг СО2-

С/г сухой почвы в час [13]. 

qCO2 рассчитывали, как отношение скорости ба-

зального дыхания к углероду микробной биомассы 

[13]. Расчет углерода микробной биомассы прово-

дили с помощью формулы (1), предложенной J.P.E. 

Anderson [12]: 

Смик (мкг С/г почвы) = СИД (мкл CО2/г почвы в 

час) х 40,04 + 0,37   (1) 

Для определения актуальной активности азот-

фиксации навески почвы (5 г) помещали в пеницил-

линовые флаконы, герметично закрывали резино-

выми пробками и при помощи шприца вводили 1 мл 

ацетилена. Флаконы инкубировали в термостате при 

температуре 25°С в течение часа, после чего шпри-

цем из каждого флакона отбирали пробу газовой 

фазы объемом 1 мл и анализировали на газовом хро-

матографе «Кристалл – 2000» (длина колонки 1 м, 

диаметр 3 мм, наполнитель Porapak N 80/100, темпе-

ратура колонки 60°С, температура детектора 160°С, 

температура испарителя 100°С, расход газа-носи-

теля (N2) 50 мл/мин, воздуха – 280 мл/мин, водорода 

– 28 мл/мин). Определение проводили в трехкрат-

ной повторности. Активность азотфиксации выра-

жали в нг С2Н4/г почвы х час [14]. 

Для определения потенциальной активности де-

нитрификации навески почвы (5 г) помещали в пе-

нициллиновые флаконы, увлажняли до 60% от ПВ. 

Затем вносили глюкозу (из расчета 2,5 мг/г воз-

душно-сухой почвы), нитрат калия (0,3 мг/г почвы) 

и добавляли 3 мл стерильной воды, флаконы закупо-

ривали резиновой пробкой. Для создания мик-

роаэрофильных условий, воздух из флаконов вытес-

няли аргоном в течение 60 сек., затем шприцем вво-

дили 1 мл ацетилена для ингибирования редуктазы 

закиси азота. Флаконы тщательно встряхивали и по-

мещали в термостат при 25°С на сутки, после чего 

проводили измерение концентрации закиси азота. 

Определение актуальной денитрификации. 

Навеску свежей почвы (5 г) помещали в пеницилли-

новые флаконы. Герметично закрывали резиновыми 

пробками и в течение 1 мин. продували аргоном, 

вводили 1 мл ацетилена и инкубировали при темпе-

ратуре 25°С. Измерение концентрации закиси азота 

проводили на третьи-пятые сутки. Определение 
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активности денитрификации проводили в трехкрат-

ной повторности. Активность денитрификации вы-

ражали в нг N2O/г·час [15]. 

Определение эмиссии метана. Навески почвы (5 г), 

просеянной через сито (1 мм) помещали в пеницил-

линовые флаконы, увлажняли стерильной водой до 

влажности 60% от полной влагоемкости. Флаконы 

укупоривали резиновой пробкой и помещали в тер-

мостат при температуре 25°С на семь суток. Опре-

деление проводили в трехкратной повторности. 

Эмиссию метана выражали в нг CH4/г·почвы [16]. 

Анализ газов проводили на газовом хромато-

графе «Кристалл – 5000» с детектором электронного 

захвата (ДЭЗ) и пламенноионизационным детекто-

ром (ПИД) для определения закиси азота и эмиссии 

метана соответственно. Характеристика прибора: 

длина колонки 1 м, диаметр 3 мм, наполнитель 

Porapak N 80/100, температура колонки 50°С, темпе-

ратура детектора 240°С, испарителя – 100°С, расход 

газа-носителя (N2) 90 мл/мин. 

Общую численность бактерий в почвенной сус-

пензии определяли по общепринятой методике [17] 

с помощью красителя акридина оранжевого (АО) с 

использованием люминесцентного микроскопа 

Zeiss Axioskop 2 plus (Германия). 

Процедура определения метаболически актив-

ных клеток бактерий и архей с использованием мо-

лекулярного метода гибридизации in situ (метод 

FISH) включала в себя десорбцию клеток от почвен-

ных частиц, фиксацию клеток, нанесение фиксиро-

ванного образца на поверхность предметного 

стекла, гибридизацию со специфичными пробами и 

микроскопирование [18, 19]. Десорбцию клеток осу-

ществляли путем обработки почвенной суспензии 

ультразвуком. Фиксацию клеток проводили с помо-

щью формальдегида. Для гибридизации использо-

вали рРНК-специфичные олигонуклеотидные 

пробы [20, 21]. Условия гибридизации и промыва-

ния различались в зависимости от используемой 

пробы. В течение гибридизации образцы инкубиро-

вали при температуре 46°С в герметичных сосудах, 

насыщенных парами воды, формамида и гибридиза-

ционного буфера. Этап промывки проходил при бо-

лее высокой температуре (49°C) и осуществлялся 

для удаления избыточных молекул специфичной 

пробы, чтобы избежать неспецифического связыва-

ния. Стекла с готовыми препаратами анализировали 

с помощью микроскопа ZEIZZ Axioskop 2 plus (Гер-

мания) со светофильтрами Filter set 15 для Cy3-ме-

ченых зондов. Количество метаболически активных 

микробных клеток в образцах определяли путем 

учета количества гибридизованных с зондами кле-

ток в 50 полях зрения микроскопа на одной ячейке, 

с последующим расчетом численности на 1 г почвы 

по формуле (2) [22]: 

N = S1an/VS2c            (2), 

где: N – число клеток в 1 г почвы; а – число клеток в 

одном поле зрения (усредненное по всем препара-

там);S1 – площадь препарата, мкм2; n – показатель 

разведения почвенной суспензии, мл; V объем 

капли, наносимой на стекло, мл; S2 – площадь поля 

зрения микроскопа, мкм2; с – навеска почвы, г. 

Дискриминантный анализ микробиологических 

показателей был проведен с помощью программного 

обеспечения Stat Soft STATISTICA 10. В анализе в ка-

честве классов, группирующих образцы почв, были 

выбраны среднеарифметические значения степени 

деградации чернозема выщелоченного рассчитанные 

по уменьшению содержания гумуса, обменного ка-

лия, подвижного фосфора и изменения кислотности 

почвы по сравнению с эталонной почвой, рассчитан-

ные в соответствии с «Методическими рекомендаци-

ями...» [23]. В качестве эталона выступили характе-

ристики паспорта чернозема выщелоченного, опи-

санные в монографии В.И. Савича и др. [24]. 

Результаты и их обсуждение. Дискриминантный 

анализ (вариант с последовательным включением в 

анализ показателей) показал возможность разделения 

образцов почв по степени деградации на основании 

исследованных микробиологических параметров: 

Wilks' – Lambda = 0,003 approx. F (35,57) = 4,6755, p < 

0,00001 (табл. 1). Базальное дыхание, метаболиче-

ский коэффициент и потенциальная денитрификация 

были признаны не значимыми для диагностики сте-

пени деградации. Средний процент правильной клас-

сификации составил 85% (табл. 2). Анализ недоста-

точно хорошо различает друг от друга среднюю сте-

пень деградации в диапазоне баллов 1,5-1,75. 
 

1. Микробиологические показатели, отобранные в ходе анализа 

для определения степени деградации и их значимость для ее определения 
Показатель Wilks' – 

Lambda 

Partial – 

Lambda 

F-remove p-level Toler. 1-Toler. – 

(R-Sqr.) 

Биомасса микроорганизмов по СИД 0,02 0,19 10,86 0,00 0,32 0,68 

Активность азотфиксации 0,02 0,18 11,76 0,00 0,08 0,92 

Численность архей FISH  0,01 0,51 2,46 0,09 0,19 0,81 

Общая численность бактерий (АО) 0,01 0,36 4,68 0,01 0,08 0,92 

Эмиссия метана 0,01 0,33 5,24 0,01 0,48 0,52 

Общая численность FISH  0,01 0,62 1,62 0,22 0,16 0,84 

Актуальная денитрификация 0,01 0,66 1,36 0,30 0,47 0,53 

Примечание. Полужирным шрифтом обозначены показатели с р < 0,05. 
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2. Процент правильной классификации горизонтов почв по микробиологическим 

показателям на основании дискриминантного анализа 

Степень деградации, баллы % правильной 

классификации 

Степень деградации 

1,25 1 1,75 2,25 2 1,5 

р = 0,08* p = 0,08 р = 0,2 p = 0,1 p = 0,2 p = 0,2 

1,0 100 0 2 0 0 0 0 

1,25 100 2 0 0 0 0 0 

1,5 86 0 0 1 0 0 6 

1,75 40 0 0 2 0 0 3 

2,0 100 0 0 0 0 6 0 

2,25 100 0 0 0 3 0 0 

В среднем % правильной 

классификации 
84 2 2 3 3 6 9 

* p – уровень значимости. 

 

3. Коэффициенты для классификационных функций, позволяющие определить 

степень деградации горизонтов чернозема выщелоченного 

Показатель Степень деградации 

1,25 1 1,75 2,25 2 1,5 

р = 0,08* p = 0,08 p = 0,2 p = 0,1 p = 0,2 p = 0,2 

Биомасса микроорганизмов по СИД 15,7 22,7 11,3 5,3 7,1 11,6 

Активность азотфиксации -0,3 0,6 -0,2 -1,0 -0,9 -0,1 

Численность архей FISH  -325,1 -699,6 -312,6 -123,5 -92,6 -322,3 

Общая численность (АО)  13,1 -47,9 11,1 69,1 62,1 10,1 

Эмиссия метана 233,2 555,0 160,2 -278,3 -268,2 166,3 

Общая численность FISH  350,5 459,8 298,3 243,7 276,1 307,2 

Актуальная денитрификация 0,6 0,7 0,4 0,3 0,3 0,4 

Константа -166,5 -196,7 -113,1 -136,7 -154,6 -122,4 

* p – уровень значимости. 

 

4. Значимость дискриминантной функции 

Номер дискрими-

нантной функции 

Eigen value Процент от объяс-

ненной дисперсии 

Canonicl – 

R 

Wilks' – Lambda Chi-Sqr. df p-level 

1 22,30 83 0,98 0,00 99,53 35,00 0,00000004 

2 3,01 11 0,87 0,08 44,43 24,00 0,01 

3 0,97 5 0,70 0,32 20,11 15,00 0,17 

4 0,48 1 0,57 0,62 8,27 8,00 0,41 

5 0,08 0,1 0,27 0,93 1,35 3,00 0,72 

 

В итоге были предложены следующие коэффи-

циенты для классификационных функций (табл. 3), 

которые после дополнительной экспериментальной 

проверки, могут быть рекомендованы для определе-

ния степени деградации почв по агрохимическим 

показателям. 

Для того, чтобы найти уравнения для классифи-

кации, содержащие меньшее количество микробио-

логических показателей и поэтому более удобные 

для практического применения, а также имеющие 

биологический смысл, были найдены дискрими-

нантные функции. Значимыми оказались две дис-

криминантные функции: 1 и 2 (табл. 4). 

На основании взаиморасположения почвенных 

образцов в плоскости, образованной дискриминант-

ными функциями (ДФ) 1 и 2 было установлено (рис. 

1), что имеются два биологических фактора, кото-

рые коррелируют со степенью деградации по пока-

зателям агроистощения. ДФ1 позволяет выявить три 

диапазона степеней деградации почвы: < 1; 1,25-

1,75; 2,0-2,25. ДФ2 позволяет дополнительно разде-

лить балл деградации 1,25 от 1,5-1,75 (если значения 

ДФ2 меньше 1,5, то образец следует отнести к сред-

нему баллу деградации 1,25 и, соответственно, 

наоборот) и 2 балла от 2,25 (если значения ДФ2 

меньше 0, то образец следует отнести к среднему 

баллу деградации 2 и наоборот). Значения коэффи-

циентов для дискриминантных функций представ-

лены в таблице 5. 

Дискриминантные функции можно использовать 

для биоиндикации степени деградации горизонтов 

чернозема выщелоченного, также, как и классифи-

кационные функции, но с меньшей точностью клас-

сификации. Однако они имеют одно преимущество: 

используя их, можно определить степень деграда-

ции с помощью простых и наиболее распространен-

ных методов – газовой хроматографии и люминес-

центной микроскопии. На основании таблицы 5 
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удалось упростить алгебраическое выражение ДФ1 

и 2, оставив в формуле наиболее значимые члены, а 

также дать им биологическое объяснение. Поэтому 

были предложены упрощенные варианты ДФ1 и 2. 

ДФ1 = 18,348 + 1,1294*(Потенциальная азотфикса-

ция – общая численность прокариот (АО)), r = 0,73; 

p = 0,00002; r2 = 0,54 (рис. 2). ДФ2 = 7,3673 – 

0,5826*(биомасса по СИД+ численность прокариот 

по FISH) r = -0,60; p = 0,001; r2 = 0,36 (рис. 3). 

Этим упрощенным формулам, отражающим био-

логические факторы, связанные с деградацией почв, 

можно дать биологическое объяснение. Разность: 

«Потенциальная азотфиксация – Общая численность 

прокариот (АО)» можно интерпретировать как удель-

ную азотфиксирующую активность прокариот, кото-

рая падает по мере деградации агрохимических пока-

зателей горизонта чернозема. Сумма биомассы по 

СИД и численность прокариот по FISH отражают ак-

тивную (а не общую) биомассу микроорганизмов 

(клетки, реагирующие на внесение глюкозы дыха-

тельным откликом или содержащие много рРНК). 

Если СИД учитывает и грибы, и бактерии, то второе 

слагаемое только прокариот, что подчеркивает значи-

мость именно активной биомассы прокариот. По мере  

 
Рис. 1. Взаиморасположения почвенных образцов в плоскости образованной дискриминант-

ными функция (ДФ) 1 и 2. Корреляционный эллипсы ограничивают область 95% вероятности 

нахождения на плоскости образцов почвы той или иной степени деградации. Стрелками показано 

направление последовательного увеличения степени деградации. 
 

5. Значения коэффициентов для дискриминантных функций 

Микробиологический параметр ДФ 1 ДФ 2 

Биомасса микроорганизмов по СИД 1,04 -0,96 

Активность азотфиксации 0,11 0,03 

Численность архей FISH -38,46 8,20 

Общая численность (АО) -8,05 -0,11 

Эмиссия метана 62,36 -2,08 

Общая численность FISH 11,06 -14,99 

Актуальная денитрификация 0,02 -0,03 

Константа 0,00 9,97 

 

6. Стандартизированные коэффициенты ДФ 1 и 2 
Микробиологический показатель ДФ 1 ДФ 2 

Биомасса микроорганизмов по СИД 1,23 -1,14 

Активность азотфиксации 3,11 0,90 

Численность архей FISH  -1,30 0,28 

Общая численность (АО)  -2,88 -0,04 

Эмиссия метана 1,13 -0,04 

Общая численность FISH 0,83 -1,12 

Актуальная денитрификация 0,52 -0,75 

Примечание. Наиболее значимые члены выделены полужирным шрифтом. 
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Рис. 2. Корреляция между ДФ1 и разностью потенциальной азотфиксации 

и общей численностью прокариот (АО) 

 
Рис. 3. Корреляция между ДФ2 и суммой биомассы микроорганизмов 

по СИД c численностью прокариот по FISH 
 

увеличения деградации величина активной биомассы 

периодически падает, предваряя собой существен-

ную перестройку микробной системы в определен-

ных диапазонах степеней деградации, за счет кото-

рой она резко восстанавливается, а волнообразные 

колебания активной биомассы свидетельствуют об 

изменении агрохимических свойств почвы, что в 

итоге указывает на увеличение степени деградации. 

Таким образом, для биоиндикации среднего 

балла деградации пахотного и гумусово-аккумуля-

тивного горизонтов чернозема выщелоченного по 

показателям агроистощения (уменьшение 

содержания гумуса, обменного калия, подвижного 

фосфора и изменение кислотности почвы по срав-

нению с эталонной почвой) предлагается использо-

вать комбинацию двух эмпирически выведенных 

микробиологических показателей – удельную азот-

фиксирующую активность прокариот и активную 

микробную биомассу с акцентом на активную био-

массу прокариот. По мере увеличения степени де-

градации почв удельная азотфиксационная актив-

ность закономерно падает, а вот изменения ак-

тивной биомассы имеют волнообразный характер 

(видимо, она выступает как предшественник 
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качественного изменения микробной системы). 

Отмеченные микробиологические показатели из-

меряются при помощи газохроматографических и 

люминесцентно-микроскопических методов. Из 

предложенных методов наиболее трудоемким и 

сложным в освоении является определение 

численности метаболически активных прокариот 

(FISH), однако он требуется только для уточнения 

степени деградации, тогда как общую ситуацию в 

основном можно описать при помощи наиболее 

простых и распространенных методов: газовой 

хроматографии и люминесцентной микроскопии. 
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