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Молекулярно-биологическими методами проведено исследование 

структуры микробного сообщества в профиле темно-серой почвы 

Luvic Retic Greyzemic Phaeozem (Loamic), Московская область, Ка-

ширский район. Микроорганизмы играют ведущую роль в преобра-

зовании органического вещества почвы, их основная масса сосредо-

точена в верхней части профиля. В связи с этим большинство поч-

венных микробиологических исследований проводится для верхних 

горизонтов. Однако изучение микробного сообщества нижней части 

профиля представляет не только теоретический, но и практический 

интерес в связи с возрастающей интенсивностью эрозионных процес-

сов. Методом количественной полимеразной цепной реакции в ре-

альном времени оценено количество ДНК бактерий, архей и микро-

мицетов в горизонтах исследуемой почвы. Исследован материал кро-

товины, находившейся на глубине 80 см. Наибольшее количество 

ДНК бактерий и архей выявлено в верхнем гумусово-

аккумулятивном горизонте (9.6 × 10
8
 и 9 × 10

7
 копий/г почвы соот-

ветственно). С увеличением глубины наблюдалось плавное снижение 

количества ДНК бактерий и архей, что связано с изменением физико-

химических условий в почве. ДНК микромицетов распределялись по 

профилю равномерно (5.0–9.4 × 10
7
 копий/г почвы). Показатели со-

держания ДНК разных групп микроорганизмов в материале кротови-

ны были близки к нижним минеральным горизонтам. Это может быть 

объяснено инфильтрацией воды через кротовину с элюированием 

микроорганизмов в период переувлажнения почв. Определяющими 

факторами, влияющими на количество ДНК микроорганизмов, явля-

ются элементарные почвенные процессы: биогенно-аккумулятивный 

в верхних горизонтах, глинисто-иллювиальный и гумусово-

иллювиальный в нижних горизонтах темно-серой почвы. 

Ключевые слова: ПЦР (полимеразная цепная реакция), профильное 

распределение микроорганизмов, бактерии, археи, микромицеты. 
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Согласно Единому государственному реестру почвенных 

ресурсов России (2014), серые лесные почвы (серые и темно-серые 

по “Классификации и диагностике…”, 2004 г.) занимают террито-

рию в 41 млн га. Это зональный тип почв, формирующийся под 

травянистыми широколиственными лесами лесостепной зоны в 

плакорных условиях. По географическому положению они нахо-

дятся в зоне умеренно континентального климата с близким соот-

ношением количества годовых осадков и испаряемости (коэффи-

циент увлажнения около 1), что благоприятствует их сельскохо-

зяйственному использованию. На серых лесных почвах находится 

11.8% от общей площади сельскохозяйственных угодий и 14.9% 

от общей площади пашни страны. Текстурно-дифференциро-

ванный профиль серой лесной почвы формируется в результате 

сложной комбинации элементарных почвенных процессов (ЭПП), 

охватывающих всю толщу профиля или его часть и выраженных в 

разной степени в зависимости от условий рельефа и климата 

(Урусевская и др., 1987). Серые почвы естественных ценозов хо-

рошо оструктурены (Базыкина, 2012). Интенсивность гумусона-

копления и биогенной аккумуляции зольных элементов наиболее 

сильно проявляется в темно-серых лесных почвах. Поступление 

органических остатков в почву ближе к южной границе зоны рас-

пространения серых лесных почв уравновешивается скоростью 

разложения опада, результатом является отсутствие лесной под-

стилки. Миграция гумусовых веществ в форме металлоорганиче-

ских и закисных соединений приводит к увеличению мощности 

органо-минерального горизонта и обусловливает появление вто-

рого гумусового горизонта, что имело место в исследуемом про-

филе. Однако существует и гипотеза реликтового происхождения 

второго гумусового горизонта (Добровольский, 1993). Процессы 

лессиважа, иллитизации и оглинивания определяют формирование 

элювиального горизонта и некоторые особенности морфологии 

нижних текстурных горизонтов. 

Деятельность микроорганизмов тесно связана с проявлени-

ем и интенсивностью многих почвенных процессов и режимов: 

биохимического, окислительно-восстановительного, водно-воз-

душного, а также с деструкцией и преобразованием минералов. 

Благоприятный термический режим и водно-физические свойства 

лесных почв оказывают существенное влияние на почвенно-
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микробиологические процессы. Температура +15ºС редко наблю-

дается в слоях глубже 40 см от поверхности, а +20ºС отмечается 

редко даже в поверхностных слоях в течение вегетационного пе-

риода. Перепад температуры в суточном цикле в поверхностном 

слое серой почвы под лесом не превышает 15ºС (Базыкина, 2012), 

что сказывается на высокой численности микроорганизмов в се-

рых почвах и скорости их метаболизма. 

Микробное сообщество играет ведущую роль в процессах 

почвообразования, затрагивающих превращения органического 

вещества, поэтому основная масса почвенных микроорганизмов 

сосредоточена в верхней части профиля. В минеральных горизон-

тах микробиологические процессы протекают не так активно. Од-

нако изучение микробного сообщества нижней части профиля 

представляет не только теоретический, но и практический инте-

рес, в связи с проявлением эрозионных процессов и возможным 

выходом на поверхность минеральных горизонтов. Кроме того, 

имеются данные, свидетельствующие о равномерном распределе-

нии микробной биомассы по профилю серой лесной почвы (По-

лянская и др., 1995). 

Для исследования биомассы и структуры микробного сооб-

щества почвы применяются классические методы почвенной мик-

робиологии: субстрат-индуцированное дыхание, фумигацию, лю-

минесцентную микроскопию, посев на питательные среды (Васи-

ленко и др., 2014). В настоящее время все большее распростране-

ние получают новые методы, основанные на анализе ДНК микро-

организмов, выделенных из почвы. Преимуществом этих методов 

является высокая чувствительность и информативность. Кроме 

того, только молекулярно-биологическими методами учитываются 

некультивируемые формы микроорганизмов (Манучарова, 2010). 

Цель работы – количественный анализ ДНК бактерий, архей 

и микромицетов, выделенных из генетических горизонтов есте-

ственной темно-серой почвы, и определение зависимости их рас-

пределения по профилю от химических показателей почвы. 

ОБЪЕКТЫ И МЕТОДЫ 

Образцы темно-серой почвы отобрали на Богословском ста-

ционаре Почвенного института (Московская область, Каширский 

район; координаты разреза: 54°46′37.52″N 38°01′55.34″E) в июне 
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2014 г. в лесном массиве в районе с. Ледовские Выселки (1 км) и 

с. Елькино (1 км) (рис. 1). Растительность на данном участке пред-

ставлена дубом черешчатым (Quercus robur), липой (Tilia cordata), 

березой (Betula sp.), осиной (Populus tremola) в древесном ярусе, 

лещиной (Corylus avellana) и рябиной (Sorbus aucuparia) в подлес-

ке, зеленчуком (Galeobdolon luteum), будрой (Glechoma hederacea), 

геранью (Geranium pratense), снытью (Aegopodium podagraria) в 

напочвенном покрове. Описание разреза темно-серой почвы со 

вторым гумусовым горизонтом: 
AU. Темно-серый с буроватым оттенком, свежий, тяжелосуглини-

стый, разделяется на слои: 0–15, 15–30, 30–40 см: 

0–15 см, рыхлый, комковато-зернистый, очень много корней, пе-

рерыт почвенной фауной (черви, мыши), много копролитов, пере-

ход по структуре; 

15–30 см, темно-серый с буроватым оттенком, неоднородный по 

плотности и структуре, комковато-порошистый, местами уплотнен, 

встречаются зоогенные зоны с копрогенной структурой, очень мно-

го корней тонких и до 2 см, встречаются кротовины, переход по 

плотности и структуре; 

30–40 см, прерывистый, встречается фрагментарно, темно-серый с 

бурым оттенком с белесыми скелетанами, уплотнен, комковато-

порошистая структура, местами неясноплитчатый (угловатые плит-

ки), комковато-плитчатая, переход по структуре, окраске и наличию 

скелетанов. 

 

 

Рис. 1. Схема расположения разреза (указан стрелкой) темно-серой почвы. 
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BEL (hh), 40–55(60) см. Окраска неравномерная (темно-серая, бе-

лесая, бурая до углистого), тяжелосуглинистый, плотный, пори-

стый, очень много ходов червей (крупных) 5–6 на см
2
, структура 

ореховатая, местами неясноплитчатая, по границам, на разломе 

темные гумусовые кутаны и обильные белесые скелетаны; структу-

ра многопорядковая, большие “орехи” распадаются на мелкие; ниж-

няя граница языковатая, волнистая, переход по окраске и структуре. 

BT1, 55(60)–85 см. Бурый с серыми глинисто-гумусовыми кутана-

ми с редкими белесоватыми скелетанами, плотный, влажный. На 

глубине 80 см обнаружена кротовина, заполненная тѐмным матери-

алом. Структура – ореховато-призматическая, в отличие от преды-

дущего горизонта призмы имеют вертикальную ориентацию, струк-

тура аналогична гор. BEL (hh), структурные отдельности крупнее. 

BT2, 85–110 см. Окраска неоднородная, бурый с серыми потеками, 

более увлажнен, тяжелосуглинистый до глинистого, структура глы-

бисто-призматическая, много гумусовых потеков, вязкий плотный, 

корней меньше. 

BT3, 110–140 см. Похож на предыдущий, но встречаются орт-

штейны, примазки, структура неясно-глыбистая, переход постепен-

ный, встречаются темные гумусовые потеки (по ходам корней или 

морозобойным трещинам). 

BC, > 140 см. Темно-бурый, плотный, тяжелый лѐссовидный сугли-

нок. 

По совокупности признаков почва классифицирована как 

темно-серая со вторым гумусовым горизонтом (Классификация 

…, 2004) и Luvic Retic Greyzemic Phaeozem (Loamic) по Класси-

фикации WRB (IUSS Working …, 2014). 

Образцы для микробиологического анализа отобрали из 

трех стенок разреза, из середины каждого генетического горизон-

та. Химический анализ почвенных образцов проводили в испыта-

тельном центре Почвенного института им. В.В. Докучаева, ре-

зультаты представлены в таблице. 

Выделение ДНК из образца почвы. ДНК из замороженных об-

разцов выделяли из 0.2 г почвы после механического разрушения с 

использованием стеклянных шариков в экстрагирующем буфере, 

содержащем 350 мкл раствора А (натрий-фосфатный буфер – 

200 мМ, изоцианат гуанидина – 240 мМ, pH 7), 350 мкл раствора Б 

(Трис-HCl – 500 мМ, SDS – 1% по массе от объема, pH 7) и 400 мкл 

смеси фенола с хлороформом (1 : 1). Разрушение образ ца проводи-

ли в течение 40 с на гомогенизаторе Precellys 24 (Bertin Technologi-  
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Химические свойства темно-серой почвы со вторым гумусовым горизон-

том 

Гори

зонт 

Глубина, 

см 

Гум

ус 

N общ pH Обменный Р подв K обм 

H2О HCl Ca
2+

 Mg
2+

 

% мг-экв/100 г почвы 

AU 0–15 6.36 0.323 5.49 4.49 09.53 1.56 04.08 20.97 

 15–40 3.83 0.185 5.14 3.95 07.98 0.97 04.36 11.55 

BEL 40–55(60) 2.88 0.151 5.52 4.35 10.65 1.23 08.86 10.27 

BT1 55(60)–85 Не опр. 5.65 4.07 11.12 2.05 10.26 18.95 

BT2 85–110 » 5.86 4.07 10.69 2.75 10.26 18.63 

BT3 110–140 » 5.99 4.22 12.17 3.74 13.92 23.36 

 

es, Франция) при максимальной мощности (скорость 

6500 об./мин). Полученную суспензию центрифугировали в тече-

ние 5 мин при 16000 об./мин. Водную фазу отбирали и повторно 

экстрагировали хлороформом. ДНК осаждали, добавляя равный 

объем изопропилового спирта. После центрифугирования осадок 

промывали 70% раствором этанола и далее растворяли в воде при 

температуре 65°С в течении 5–10 мин. Очистку ДНК проводили с 

помощью электрофореза в 1% агарозном геле с последующим вы-

делением ДНК из геля методом сорбции на оксиде кремния (Анд-

ронов и др., 2011).  

Количественную оценку ДНК бактерий, архей и грибов 

осуществляли методом полимеразной цепной реакции (ПЦР) в 

реальном времени. Для определения концентрации очищенного 

препарата почвенной ДНК реакцию проводили в амплификаторе 

iCycler (Biorad) с измерением интенсивности флуоресценции ре-

акционной смеси на каждом цикле. Реакционную смесь готовили 

из препарата SuperMix Eva Green Biorad (концентрированный бу-

фер с дезоксирибонуклеотидами, полимеразой Sso7d-fusion, 

MgCl2, красителем EvaGreen и стабилизаторами). 

Проводили калибровку зависимости интенсивности флуо-

ресценции от логарифма концентрации ДНК стандартных раство-

ров, по которой определяли концентрацию ДНК образцов с помо-

щью программного обеспечения CFX Manager. В качестве стан-

дартов для бактерий использовали растворы клонированных 

фрагментов рибосомального оперона Esherichia coli, для архей – 

штамма FG-07 Halobacterium salinarum, для грибов – штамма 
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дрожжей Saccharomyces cerevisae Meyen 1B-D1606. Определяли 

концентрацию ДНК консервативных участков, присутствующих в 

генетическом материале любых бактерий, архей (участок 16s 

ДНК) и грибов (участок 18s ДНК) и пересчитывали в количество 

копий данных участков на грамм почвы для бактерий, архей и 

грибов по уравнению: 

A = 4500 Q, 

где Q – концентрация ДНК в растворе, рассчитанная по калибро-

вочному графику программой CFX Manager; А – количество копий 

консервативного участка ДНК на грамм почвы (далее – копий/г 

почвы); 4500 – коэффициент пересчета, выведенный с учетом ис-

ходной навески образца и манипуляций с экстрактом ДНК, выде-

ленным из почвы. 

По полученным данным (количеству копий/г почвы) можно 

сделать заключение об абсолютной численности микроорганизмов 

в горизонтах, приближенной к реальным показателям. Число ри-

босомальных оперонов в геномах бактерий, грибов и архей варьи-

рует в широких пределах, но при пересчете по усредненным пока-

зателям распределение численности бактерий, архей и микро-

мицетов в разных горизонтах остается неизменным (Андронов и 

др., 2012). 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ  

Наибольшее количество бактериальной ДНК (9.6 × 10
8
 ко-

пий/г почвы) обнаружено в гор. AU на глубине 0–15 см. В нижней 

части гор. AU количество бактериальной ДНК уменьшилось в 

4 раза (2.5 × 10
8
 копий/г почвы), далее по профилю наблюдалось 

плавное уменьшение до 8.1 × 10
7
 копий/г почвы в гор. ВС (рис. 2). 

Аналогичная картина наблюдалась с количеством ДНК ар-

хей, которое варьировало в пределах 9 × 10
7
 – 6 × 10

6
. В гор. AU 

количество ДНК архей было распределено неравномерно: выявлен 

локальный максимум на глубине 30–40, что может быть обуслов-

лено высокой гетерогенностью почвенной среды в пределах дан-

ного горизонта. Следует отметить, что в изучаемой почве количество 

бактериальной ДНК в верхнем гор. AU на порядок превышает ко-

личество ДНК архей и микромицетов. Французскими исследова-

телями (Gangneux et al, 2011) было получено другое соотношение 

между количеством ДНК грибов и бактерий (около 1 : 1) для гли- 
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Рис. 2. Количество ДНК бактерий (А), архей (Б) и микромицетов (В), 

распределение по глубине и горизонтам темно-серой почвы. 

 

нистых почв сельскохозяйственных территорий. Нижняя часть 

исследуемого профиля (от 55 см) по сравнению с верхней обедне-

на микроорганизмами. Сокращение количества ДНК по профилю 

обусловлено сменой условий среды (уменьшением количества ор-

ганического вещества, изменением химического состава и физи-

ческих характеристик). В исследуемом профиле с глубиной коли-

чество ДНК бактерий и архей достаточно резко снижается. Нали-

чие ДНК микроорганизмов в нижних почвенных горизонтах не 

всегда связано с их биологической активностью, некоторую долю 

может составлять неактивная экзоцеллюлярная ДНК, принесенная 

из верхних горизонтов (Agnelli et al, 2004). 

ДНК грибов распределялись по профилю без статистически 

значимых различий между горизонтами. Их количество варьиро-

вало в пределах (5–9.4) × 10
7
 копий/г почвы. Известно, что в ос-

новном грибная биомасса сосредоточена в подстилке и в верхней 

части гор. А (Fierer et al., 2003; Baldrian et al., 2013). Тем не менее, 

грибные споры распределены равномерно во всех минеральных 

горизонтах серой лесной почвы (Полянская и др., 1995). Равно-

мерное распределение грибной биомассы по генетическим гори-

зонтам может быть объяснено трофической связью микромицетов 
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с подземной корневой массой древесных растений на данном 

участке, отсутствием конкурентов за трофические ресурсы в ниж-

них почвенных горизонтах и возможной консервацией ДНК гри-

бов из-за низкой интенсивности биологических процессов.  

Определение количества ДНК проведено и для материала 

кротовины на глубине около 80 см (гор. BT1). Несмотря на мор-

фологическую схожесть материала кротовины с материалом верх-

них горизонтов (темно-серая окраска, комковато-зернистая струк-

тура), количество бактериальной, архейной и грибной ДНК в ней 

было низким и находилось на уровне количества ДНК нижних 

минеральных горизонтов почвообразующей породы (бактерии – 

4.6 × 10
7
; археи – 3.6 × 10

6
; микромицеты – 7.9 × 10

7
 копий/г поч-

вы). Присутствие кротовин в почвенном разрезе связано с засып-

кой нежилой норы поверхностными выбросами почвенных млеко-

питающих. По таким ходам животных происходит активная ин-

фильтрация воды с элюированием микроорганизмов в период пе-

реувлажнения почвы. Низкие количественные показатели ДНК 

микроорганизмов также могут быть связаны с угнетением мик-

робного сообщества темноокрашенного материала кротовины при 

попадании его в нетипичные условия (отсутствие поступления 

органических веществ, изменение водно-воздушных и темпера-

турных условий жизнедеятельности). 

Таким образом, можно говорить об относительно большем 

содержании бактерий и архей в верхних горизонтах темно-серой 

почвы и о равномерном распределении микромицетов по профи-

лю. Как и следовало ожидать, для верхней части профиля имеется 

схожая тенденция в распределении количества ДНК (бактерий и 

архей) и содержания гумуса и азота. Верхние горизонты характе-

ризуются высокой биогенностью за счет процессов преобразова-

ния органического вещества, связанных с деятельностью микро-

организмов (минерализацией растительных остатков, синтезом 

гумусовых веществ, биогенной аккумуляции микро- и макроэле-

ментов). Для нижней части профиля обнаружена обратная зависи-

мость количества ДНК архей от содержания обменных оснований, 

подвижного К2О, рН водной вытяжки, что может быть обусловле-

но экологическими особенностями этой группы (экстремофиль-

ность, ацидофильность). Факторы, влияющие на количество ДНК 

микроорганизмов, в нижних минеральных и верхних органоген-
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ных горизонтах различаются и связаны с ЭПП, проходящими в 

генетических горизонтах серой почвы. В верхних горизонтах син-

хронно проходят биогенно-аккумулятивные процессы (разложе-

ние поступающих растительных и животных остатков, гумусооб-

разование и аккумуляция гумусовых веществ) и процессы мине-

рализации гумуса, а также элюирование гумусовых веществ вниз 

по профилю. Формирование нижних текстурных горизонтов обу-

словливается глинисто-иллювиальным (лессиваж) и гумусо-

иллювиальным процессами, которые определяют морфологиче-

ские особенности этих горизонтов – появление глинистых и гуму-

совых кутан на гранях структурных отдельностях и присутствие 

второго гумусового горизонта. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

Методами молекулярной биологии впервые получены коли-

чественные показатели численности микроорганизмов по профи-

лю темно-серой почвы. Верхняя часть гумусово-аккумулятивного 

гор. AU 0–15 см является наиболее биогенной. В ней обнаружено 

значительное количество ДНК бактерий и архей (9.6 × 10
8
 и 9 ×  

× 10
7 
копий/г почвы соответственно). ДНК микромицетов распреде-

ляется по профилю равномерно от 5 × 10
7
 до 9.4 × 10

7
 ко-

пий/г почвы. Высокая биологическая активность и количество ДНК 

прокариотной группы микроорганизмов верхних горизонтов связа-

ны с почвенно-биологическими и биохимическими процессами 

трансформации органических веществ, поступающих в почву. 
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ESTIMATION OF DNA QUANTITY IN DIFFERENT 

GROUPS OF MICROORGANISMS WITHIN GENETIC 

HORIZONS OF THE DARK-GRAY SOIL  

A. D. Zhelezova, O. V. Kutovaya, V. N. Dmitrenko,  

A. K. Thakahova, S. F. Hohlov  

V. V. Dokuchaev Soil Science Institute, 119017, Moscow, Pyzhevskii, 7 

e-mail: alferrum@mail.ru 

Molecular-biological methods permitted to study the structure of the 

microbial community in the profile of dark-gray soil (Luvic Retic 

Greyzemic Phaeozem) in Kashira district of the Moscow region. Mi-

croorganisms playing an important role in transformation of the soil 

organic matter are mainly concentrated in the topsoil and the major mi-

crobiological studies are related to this part of the soil profile. Howev-

er, the study of the microbial community in the lower soil horizons is 

not only of theoretical but also practical interest in view of increasing 

the intensity of erosion processes. The method of quantitative polymer-

ase chain reaction was used to estimate the DNA quantity of bacteria, 

archespores and micromycetes in horizons of the above soil. Under 

study was also the crotovina material at a depth of 80 cm. The highest 

DNA quantity of bacteria and archespores proved to be in the upper 

humus-accumulative horizon (9.6 × 10
8
 and 9 × 10

7
 copy/g of soil re-

spectively). Their quantity was decreased downwards the profile, what 

is connected with changes in the physic-chemical conditions of soil. 

DNA of micromycetes was evenly distributed throughout the soil pro-

file (5.4–9.4 × 10
7
 copy/g). In the crotovina material the DNA content 

of different microorganisms groups was close to that in lower mineral 

soil horizons. This may be explained by water infiltration through the 

crotovina accompanying by eluviation of microorganisms in the period 

of soil wetting. The factors affecting the DNA amount of microorgan-

isms are elementary soil processes including the biogenic-accumulative 

process in the upper soil horizons, clay-illuvial and humus-illuvial pro-

cesses in the lower horizons of the dark-gray soil. 

Keywords: Polymerase chain reaction, profile distribution of microor-

ganisms, bacteria, micromycetes. 

  




