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Исследование таксономического и функционального разнообразия ассоциации поч-
венных микроорганизмов имеет исключительно большое теоретическое значение для пони-
мания структуры микробного сообщества почвы, характера взаимодействия отдельных видов 
микроорганизмов, входящих в это сообщество, а также их участия в процессах почвообразо-
вания и круговороте веществ. В настоящей статье дается краткая история представлений о 
функционировании микробного комплекса почвы, обеспечивающего трансформацию и ми-
нерализацию органического вещества в процессах почвообразования. Почва как среда оби-
тания микроорганизмов гетерогенна и гетерофазна, что определяет микрозональный харак-
тер распределения и жизнедеятельности микроорганизмов, обитающих в ней. Структура 
ассоциации микроорганизмов и ее физиологические параметры изменяются во времени и 
пространстве, подвержены значительному влиянию природных и антропогенных факторов 
(Д.Г. Звягинцев, 1987), что вызывает методические трудности и определяет значительную 
вариабельность результатов при оценке почвенной микрофлоры в работах разных авторов. В 
настоящем обзоре обсуждаются методические подходы при определении физиологического 
разнообразия ассоциации почвенных микроорганизмов. Традиционные методы применения 
элективных питательных сред на протяжении столетия позволили выявить многочисленные 
физиологические группы микроорганизмов и составить представление об их роли в кругово-
роте веществ, процессах почвообразования и питании растений. Однако за последние 20 лет 
подобные работы практически не дали ничего принципиально нового как в экологических 
исследованиях, так и в агрономии. В конце 1990-х годов для изучения физиологического 
разнообразия были предложена методика анализа спектра потребления органических суб-
стратов (СПС) природной ассоциацией микроорганизмов на базе системы BIOLOG, исполь-
зуемой ранее главным образом в медицинской и общей микробиологии для характеристики 
исследуемого штамма (J.L. Garland, A.L. Mills, 1991).  Такой подход получил дальнейшее раз-
витие (H. Insam, 1997; М.В. Горленко, П.А. Кожевин, 2005 и др.). Разработаны модификации 
этого метода (EсoPlates, Эколог и др.), различающиеся по набору органических субстратов, 
которые, как полагают авторы, с наибольшей вероятностью присутствуют в природных сре-
дах. Приборное обеспечение системы Эколог (М.В. Горленко, П.А. Кожевин, 2005) позволя-
ет определить не только спектр используемых микроорганизмами органических субстратов, 
но и дать количественную оценку потребления каждого из них. Для обработки и интерпре-
тации значительного объема информации, получаемой при анализе почвенных образцов, 
предложен аппарат многомерной математической статистики, рангового распределения, кла-
стерный анализ, а также экологические индексы Шеннона и Пиелу. Метод СПС (мультисуб-
стратное тестирования) имеет высокую производительность, хорошую разрешающую способ-
ность (104), удовлетворительную воспроизводимость и служит высокотехнологичным и эф-
фективным инструментом оценки физиологического разнообразия. В статье рассматривают-
ся положительные и отрицательные стороны метода. СПС отражает в той или иной степени 
потенциал аэробной почвенной микрофлоры, использующей низкомолекулярные органиче-
ские соединения в процессах катаболизма. Однако наличие нескольких модификаций систе-
мы, а также вопросы технического характера служат причиной того, что затруднено сопос-
тавление результатов, полученных разными авторами, отсутствует унифицированный протокол 
анализа СПС, который требуется для выполнения сравнительных экологических исследований 
и создания соответствующих национальных и международных баз данных. Таким образом, сис-
тема анализа спектра потребления органических субстратов находится в состоянии развития и 
апробации и с накоплением экспериментальных данных и их критического анализа имеет хо-
рошие перспективы для использования в области экологии почвы, изучения взаимоотношения 
микроорганизмов и растений, а также оценки действия антропогенных факторов.  
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функционирования которой составляют микроорганизмы, обратили внима-
ния основоположники научного почвоведения В.В. Докучаев и П.А. Косты-
чев. Почва как среда обитания и продукт жизнедеятельности микроорганиз-
мов представляет собой сложную систему, включающую разнообразные по 
физиологии виды, обеспечивающие биологический круговорот веществ, про-
цессы формирования почв и их устойчивость к природным и антропогенным 
факторам. Этим определяется теоретическое и прикладное значение экологи-
ческих исследований микробных сообществ. Ключевые факторы экологии 
микроорганизмов — таксономическое и функциональное разнообразие мик-
робного сообщества и характер взаимодействия членов этого сообщества, 
обеспечивающие формирование почвы и минеральное питание растений. 

В представленной статье обсуждаются модели функционирова-
ния микробного сообщества и условия жизнедеятельности микроорганиз-
мов в почве. Рассматриваются методические подходы к изучению физио-
логического разнообразия ассоциации почвенных микроорганизмов, поло-
жительные и негативные стороны предлагаемых методов. 

Экологический подход к изучению почвенной микрофлоры, ее ви-
дового и функционального разнообразия связан с классическими работами 
С.Н. Виноградского (1). На основании собственных исследований и нако-
пившегося к тому времени опыта он приходит к выводу, что жизнедеятель-
ность микрофлоры почвы основана на принципе «разделения труда, кото-
рое находит выражение <…> в способности к взаимодействию членов его 
коллектива». С.Н. Виноградский пишет: «Микробиологические процессы в 
почве состоят из множества фаз, сменяющих одна другую, каждая из кото-
рых связана с одним возбудителем или небольшой группы их» (1). Исходя 
из этого, он выделил две крупные последовательные фазы разрушения ор-
ганического вещества в почве и две крупные группы (ассоциации) микро-
бов, различающиеся по функциональной роли в этих процессах. На пер-
вой фазе происходит разложение растительных и животных остатков, осу-
ществляемое зимогенной микрофлорой, попадающей в почву с раститель-
ными и животными остатками, на второй — разложение гумуса автохтон-
ной микрофлорой почвы (1). При этом он считал, что автохтонная мик-
рофлора представлена специфической группой микроорганизмов, исполь-
зующих гумус в качестве энергетического материала и источника питания. 
С.Н. Виноградский в своих работах оставляет без внимания вопросы гуму-
сообразования. Но априори можно предполагать, что оно происходит в 
процессе разложения растительных остатков зимогенной микрофлорой. 

Н.М. Лазарев (2), развивая концепцию С.Н. Виноградского, рас-
сматривал уже три большие функциональные группы микроорганизмов. 
Первая из них — собственно зимогенная микрофлора, усваивающая белок 
и мономеры, которые попадают в почву с растительными остатками. Вто-
рая — аутохтонная микрофлора А, участвующая в разложении разнообраз-
ных растительных биополимеров (с широким варьированием соотношения 
углерода и азота), в процессе трансформации которых образуются так на-
зываемые -гуматы, богатые азотом. По мере их накопления в почве жиз-
недеятельность названной группы микроорганизмов постепенно затухает 
вследствие исчерпания исходного материала и аккумуляции гуматов, кото-
рые представляют собой продукты жизнедеятельности этих микроорга-
низмов и токсичны для них, то есть наблюдается своего рода катаболиче-
ская репрессия. Далее наступает этап разложения -гуматов автохтонной 
микрофлорой Б. В представлении Н.М. Лазарева, в процессе трансформа-
ции органического вещества изменяется его качественный состав и, соот-
ветственно, структура микробного сообщества. В современном понимании 
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происходит сукцессия микрофлоры, обусловленная изменением источни-
ков питания и физико-химических параметров среды обитания микроор-
ганизмов. По мнению Н.М. Лазарева, поверхность минералов, органиче-
ское вещество и микроорганизмы образуют комплекс, который он назы-
вал биоорганоминеральным. К сожалению, эта концепция не получила 
дальнейшего развития. Е.Н. Мишустин, принимая в целом концепцию 
С.Н. Виноградского (3), вводит в систему еще две группы олиготрофных и 
хемоавтотрофных микроорганизмов.  

Дальнейшее развитие идеи С.Н. Виноградского получили в работе  
Т.В. Аристовской (4), которая, опираясь на принцип «специализации и 
разделения труда» в ассоциации микроорганизмов, выдвинула концепцию 
об элементарных почвенно-биологических процессах (ЭПБП), включаю-
щих биологическую трансформацию растительного опада, образование и 
разложение гумуса, деструкцию минералов почвообразующей породы, ми-
нералообразование, ортштейнообразование и засоление почв, причем пер-
вые пять из семи перечисленных ЭПБП, по ее мнению, обязательны для 
всех типов почвообразования и отражают саму сущность этого явления 
(4). Глее-, ортштейно- и бокситоразование, засоление и, возможно, другие 
трансформации, в которых участвуют микроорганизмы, могут характеризо-
вать лишь формирование некоторых специфических типов почв (4). 

Г.А. Заварзин в качестве основного дифференциального признака 
функционирования микрофлоры почвы выделяет две функциональные 
группы: микроорганизмы, способные продуцировать гидролитические эк-
зоферменты (гидролитики), что дает им преимущество на начальных ста-
диях разложения биополимеров, и так называемая микрофлора рассеяния, 
использующая мономеры, которые представляют собой продукты распада 
биополимеров (5). Функционально эти две группы взаимосвязаны в сис-
теме и работают последовательно.  

Развивая взгляды Г.А. Заварзина, В.С. Гузев и П.И. Иванов (6) пред-
ложили схему функционирования зимогенной части микробной системы в 
почве, где процесс разложения биополимеров, попадающих туда в виде рас-
тительных остатков, начинают микроорганизмы-гидролитики, которые, вы-
деляя гидролитические экзоферменты, разлагают биополимеры до мономе-
ров. Последние, накапливаясь в почве, по принципу обратной связи вызы-
вают репрессию синтеза экзогидролаз, что обусловливает переход микроор-
ганизмов-гидролитиков в покоящееся состояние. Образующиеся при этом 
мономеры используются другой группой — копиотрофами, интенсивное 
развитие которых приводит к резкому снижению содержания мономеров. В 
результате истощения пула мономеров в почве копиотрофы переходят в не-
активное состояние, после чего начинается активная фаза деятельности 
олиготрофов, использующих мономеры в крайне низких количествах. При 
этом катаболическая репрессия синтеза гидролаз снимается, и цикл разло-
жения биополимера повторяется. Таким образом, деятельность каждой из 
описанных групп микроорганизмов носит пульсирующий характер. По-ви-
димому, предлагаемая этими авторами схема функционирования микроб-
ного сообщества почвы в одинаковой мере может быть использована в от-
ношении как зимогенной, так и автохтонной микрофлоры, поскольку в 
том и другом случае основная часть органического вещества представлена 
биополимерами, составляющими энергетический ресурс и источник угле-
родного питания микроорганизмов.  

Таким образом, в естественных экосистемах при постоянном  при-
токе растительного опада, включающего различные биополимеры, проис-
ходит устойчивое функционирование микробной системы почвы. Как 
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Н.М. Лазарев, так и Т.В. Аристовская учитывали сложный химический со-
став попадающих в почву растительных остатков. Они отмечали, что 
трансформация органического вещества и минералов ассоциацией микро-
организмов включает последовательно и одновременно происходящие раз-
личные биохимические реакции, обусловленные трофическими и иными 
связями в самонастраивающейся системе. Концепция ЭПБП, по наше-
му мнению, наиболее полно отражает суть микробиологических про-
цессов почвообразования. Т.В. Аристовская, не вдаваясь в детали биохи-
мических реакций переработки субстрата, предпочитала рассматривать так-
сономический состав микрофлоры, принимающей участие в трансформа-
ции органического вещества и минералов. Н.М. Лазарев и его школа со-
средоточили свое внимание на изучении физиологических групп микроор-
ганизмов, предполагая, что именно последние могут быть своего рода ин-
дикаторами того или иного этапа в процессах трансформации. 

Все изложенные выше модели предполагают, что микробиологиче-
ские процессы в почве проходят в результате коллективной деятельности  
ассоциации микроорганизмов. Поведение отдельных видов, входящих в 
ассоциацию, и их физиологическая активность существенно отличаются 
от того, что наблюдается в чистой культуре, растущей на искусственной 
питательной среде. На формирование этих ассоциаций и их деятельность в 
почве огромное влияние оказывает минералогический состав, физико-хи-
мические свойства и структура почвы, а также состояние и характер рас-
пределения органического вещества в ней. 

Структура  почвы и  р аспределение  микроор ганизмо в. 
Почва (как продукт и среда обитания микроорганизмов) по структуре ге-
терогенна и включает в себя элементарные частицы, микро- и макроагре-
гаты, которые пронизаны капиллярами, имеет поры и пустоты разного 
объема, заполненные почвенным раствором, органоминеральным гелем и 
газами, состоящими главным образом из азота, кислорода и углекислоты 
(7). Степень этого наполнения может быть разной и изменяется в зависи-
мости от влажности, температуры, конкретных метеоусловий, интенсивно-
сти протекающих в почве биохимических процессов и т.д. 

Жизнедеятельность микроорганизмов связана с почвенными агре-
гатами (8-10). Они распределяются в виде пленок (11, 12) и микроколоний 
(13-15) на поверхности минералов и частиц органического вещества, по-
падающих в почву с растительными остатками, в пленочной воде на стен-
ках пор и капилляров, в виде одиночных (реже множества) клеток в поч-
венном растворе, заполняющем поровое пространство почвенных агрега-
тов (8). Как правило, колонии и пленки формируются одним, иногда не-
сколькими видами микроорганизмов (9, 15). 

Взаимодействие микроорганизмов с поверхностью почвенных агре-
гатов имеет сложную природу и зависит от минералогического состава, ха-
рактера органического вещества, размеров порового пространства (9, 10). 
Биохимическая активность микроорганизмов выше в крупных порах и прак-
тически отсутствует в мелких капиллярах, соизмеримых с размерами микро-
организмов (9). По данным Д.Г. Звягинцева (9), бактерии лучше развивают-
ся в пленках толщиной от 10 мкм. Активность бактерий, сорбированных 
(иммобилизованных) на поверхности почвенных частиц, а также погружен-
ных в органоминеральный гель, как правило, ниже, чем в растворе (9, 15).  

Отмечено, что размеры бактериальных клеток, толщина грибного 
мицелия в почве меньше, чем в искусственной культуре микроорганизмов, 
выращиваемых на питательных средах (16). 

Органическое вещество на разных этапах трансформации расти-
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тельных остатков имеет неодинаковый состав и распределено неравномер-
но. Соответственно, топография распространения микроорганизмов в почве 
характеризуется микрозональностью и мозаична как таксономически, так и 
функционально (2, 10, 17, 18). Поэтому в столь сложной гетерогенной сре-
де, как почва, одновременно происходит разложение органического вещест-
ва растительного опада, формирование гумуса и его разложение, а также де-
струкция и новообразование минералов, которые находятся на разных фа-
зах преобразований и разделены в пространстве как по профилю почвы, 
так и горизонтально. 

Экологически микрофлора почвенных макроагрегатов представляет 
собой что-то вроде синузии, включающей популяции различных видов 
микроорганизмов и сложившейся в результате конкурентной борьбы за 
источники питания в конкретных физико-химических условиях почвен-
ных агрегатов. В них жизнедеятельность микроорганизмов, по-видимому, 
строится по типу консорциума, а взаимоотношения между популяциями 
отдельных видов основаны на кооперации и проявляются разным обра-
зом — от симбиоза до синтрофии (19), что определяет устойчивость сис-
темы в сложившихся условиях. Смена этих условий приводит к конку-
рентной борьбе, перестройке ассоциации в соответствии с изменением фи-
зико-химических параметров почвы. Надо полагать, что таксономическое и 
функциональное разнообразие микроорганизмов подвержено значитель-
ным изменениям вследствие временнóй и пространственной вариабельно-
сти физико-химических свойств почвенных агрегатов. 

Среди внешних факторов, обусловливающих эти изменения, веду-
щую роль играют осадки, периодическое пересыхание почвы и температу-
ра. В переувлажненных почвах поровое пространство почвенных агрегатов 
заполняется водой, снижается содержание кислорода, развиваются ана-
эробные процессы, происходит перестройка микробного комплекса почвы 
(20). Развиваются восстановительные процессы, обусловливающие образо-
вание закиси железа и марганца, сероводорода, метана, органических ки-
слот и токсических соединений (4, 7, 20). Наоборот, пересыхание почвы 
приводит к усадке агрегатов, сужению порового пространства (7), включе-
нию микроорганизмов в матрицу обезвоженного органоминерального ге-
ля, повышению осмотического давления почвенного раствора, сосредото-
ченного главным образом в капиллярах и пленках (9). Это снижает био-
химическую активность микроорганизмов, служит причиной их частичной 
гибели и перестройки микробоценоза в целом. 

Основной внутренний фактор изменения таксономического и 
функционального разнообразия микрофлоры почвенных агрегатов — 
это сама жизнедеятельность микроорганизмов, которая вызывает каче-
ственные изменения органического вещества и накопление продуктов 
метаболизма, приводя к перестройке микробного комплекса (2, 9). В 
соответствии с этим изменяется его таксономический состав и физио-
логическое разнообразие. 

Таким образом, микрофлора почвы — это самонастраивающаяся 
система, формируемая на уровне почвенных агрегатов и микрозон, вклю-
чающих главным образом растительные остатки, гумусовые комплексы и 
поверхность минералов. Таксономическое и функциональное разнообра-
зие почвенной микрофлоры весьма изменчиво и зависит от капризов при-
роды, внутренних закономерностей процессов разложения и синтеза орга-
нического вещества и физико-химических свойств почвы. 

Физиологические  гр уппы микрофлоры почвы. Практи-
чески все исследования таксономического и функционального разнообра-
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зия почвенных микроорганизмов основаны на анализе средних почвенных 
образцов и дают нам некоторые интегральные представления о качествен-
ном составе микрофлоры для достаточно крупного массива почвы. При 
этом надо четко понимать, что эти данные отражают доминирующие про-
цессы и доминирующую микрофлору на дату отбора образцов в опреде-
ленных метеоусловиях года и при определенном состоянии растительного 
покрова. Исследования почвенных образцов с тех же участков поля при 
отборе в других условиях дадут иные результаты, которые могут перечерк-
нуть сделанные ранее умозаключения. 

Изучение функционального и таксономического разнообразия 
микрофлоры почвы довольно интенсивно проводится с начала XX столе-
тия. Значительные успехи были достигнуты после появления твердых пи-
тательных сред, предложенных Р. Кохом (Robert Koch), и особенно по-
сле введения в практику исследований агар-агара (21). Из почвы было 
выделено огромное количество бактерий, актиномицетов, мицелиальных 
грибов, дрожжей, микроскопических водорослей, протистов, которые со-
ставляют основной фонд микроорганизмов, представленных в коллекци-
ях различных научных центров мира. Неоценимую роль в исследованиях 
почвенных микроорганизмов сыграли элективные питательные среды и 
накопительные культуры, принципы применения которых были предло-
жены соответственно С.Н. Виноградским (1) и М. Бейеринком (M. Beijer-
inck) (21). В последние два десятилетия наблюдается бурный рост иссле-
дований с использованием молекулярно-генетических методов. В резуль-
тате число видов микроорганизмов, обнаруживаемых в почве, возросло 
более чем на порядок. Их значительная часть относится к так называе-
мым некультивируемым формам (22). 

Применение элективных сред позволило выделить различные фи-
зиологические группы микроорганизмов, принимающих участие в малом 
биологическом круговороте веществ, который отражает общие закономер-
ности этих процессов в почве. Физиологическими группами называют со-
вокупность микроорганизмов, выполняющих одну и ту же функцию в це-
пи превращения веществ в почве (23). Вместе с тем хорошо известно, что 
микроорганизмы — это полифункциональные системы. Поэтому при из-
менении условий существования они могут перестраиваться, выполнять 
иную (порой противоположную) функцию и быть отнесены к другой фи-
зиологической группе. Например, так называемые денитрифицирующие 
бактерии при дефиците минеральных соединений азота способны фикси-
ровать молекулярный азот (24), а при наличии белка и аминокислот в сре-
де выполняют функции аммонификаторов (25). 

Отсюда понятно, что таксономический состав микроорганизмов, 
представляющих ту или иную физиологическую группу, непостоянен и из-
меняется в зависимости от конкретных условий, складывающихся в почве. 
Поэтому физиологические группы, выявляемые на определенных электив-
ных средах, совсем необязательно осуществляют те же процессы в почве.  

По мнению Д.Г. Звягинцева (9), устойчивость тех или иных физио-
лого-биохимических функций ассоциации микроорганизмов при измене-
нии физико-химических параметров почвы обусловлена наличием не-
скольких дублирующих друг друга видов микроорганизмов, с одной сто-
роны, и их адаптацией к новым условиям — с другой. 

С точки зрения почвоведения и практического земледелия пред-
ставляли интерес физиологические группы микроорганизмов, которые 
способны служить своего рода функциональными индикаторами биохими-
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ческих процессов в почве, важных для ее плодородия и, соответственно, 
продуктивности сельскохозяйственных растений. Наиболее популярные из 
них и широко используемые в качестве объектов исследования в почвенной 
микробиологии представлены в таблице.  

Основные физиологические группы почвенных микроорганизмов и их роль 
в биохимических процессах в почве 

Физиологическая группа Биохимический процесс 
Аммонификаторы  Разложение органических азотсодержащих веществ до аммиака 
Нитрификаторы  Окисление аммонийного азота до нитритов и нитратов 
Денитрификаторы  Восстановление  нитратов и нитритов до двуокиси азота и мо-

лекулярного азота 
Азотфиксаторы  Фиксация молекулярного азота атмосферы 
Целлюлозоразлагающие микроорганизмы Разложение целлюлозы и гемицеллюллоз 
Пектинразлагающие микроорганизмы  Разложение пектина 
Амилолитические микроорганизмы Гидролиз крахмала 
Микроорганизмы, разлагающие гумус  Деполимеризация и минерализация гумусовых кислот 
Серобактерии  Окисление восстановленных соединений серы до серной кислоты 
Сульфатредуцирующие бактерии Восстановление сульфатов до серы и сероводорода 
Железобактерии Окисление закиси железа и марганца  
Фосфатрастворяющие микроорганизмы  Солюбилизация труднорастворимых фосфатов кальция, железа 

и алюминия 
Микроорганизмы, разлагающие фосфорор-
ганические соединения 

Минерализация фосфорсодержащих органических соединений 

 

К таким часто используемым в микробиологических исследованиях 
физиологическим группам относятся микроорганизмы, участвующие в про-
цессах круговорота азота: аммонификаторы, нитрификаторы, денитрифика-
торы, азотфиксаторы. В круговороте углерода ключевую роль играет фи-
зиологическая группа целлюлозоразлагающих микроорганизмов, посколь-
ку до 70 % углерода, попадающего в почву с растительными остатками, 
составляет целлюлоза и гемицеллюлозы.  

Для учета численности и выделения соответствующей физиологи-
ческой группы микроорганизмов используются специальные элективные 
питательные среды, которые описаны в соответствующих руководствах, 
практикумах и оригинальных статьях (26-28). 

Основные результаты почти столетних исследований физиологиче-
ских групп микроорганизмов позволили вывить значительную часть орга-
нотрофных и хемоавтотрофных прокариот, участвующих в круговороте уг-
лерода, азота, фосфора, серы, железа, марганца и т.д. (4, 23). Было пока-
зано, что различные почвы имеют свой профиль в отношении численно-
сти и состава физиологических групп микроорганизмов, границы которых, 
однако, достаточно размыты и не могут использоваться для классифика-
ции типа почвы. Установлено, что качественный состав и численность 
физиологических групп микроорганизмов одной и той же почвы зависит 
от времени года, растительного покрова и метеоусловий, изменяется по 
профилю почвы. Влияние агротехнических мероприятий на численность 
различных физиологических групп микроорганизмов зависит от типа поч-
вы, состава агрохимикатов, технологии обработки почвы и интенсивности 
применяемых агротехнологий (29-32). 

Ранее с некоторыми оговорками предполагалось, что наличие в 
почве той или иной физиологической группы микроорганизмов и их чис-
ленность отражают интенсивность соответствующих процессов превраще-
ния веществ и почвенное плодородие (33). Действительно, в целом подоб-
ная закономерность просматривается. Однако в многочисленных опытах 
показана высокая вариабельность результатов таких наблюдений. Данные 
анализов допускают разное толкование. Отсутствуют четкие критерии оцен-
ки качества почвы на основании анализа физиологических групп микроор-
ганизмов. Все это ставит под вопрос надежность использования результатов 
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такого анализа в качестве показателей почвенного плодородия и эффектив-
ности агротехнических мероприятий. Поэтому в производственной системе 
эти показатели практически не нашли применения (21, 33). 

Основной недостаток метода заключается в том, что жизнедеятель-
ность микроорганизмов, высеянных на искусственные питательные среды, 
не соответствует их поведению в сложной физико-химической среде поч-
вы в условиях их взаимодействия с другими микроорганизмами (9). Ины-
ми словами, учитывая численность той или иной физиологической группы 
микроорганизмов, в лучшем случае мы можем судить о некоторых потен-
циальных возможностях микрофлоры, которые не обязательно проявляют-
ся в почве на момент отбора почвенных образцов. 

Опасность заключается в том, что дальнейшие исследования такого 
рода при наших ограниченных знаниях о физиологии микробной ассо-
циации в конкретных почвенных условиях (в отличие от физиологии от-
дельных видов и штаммов микроорганизмов, культивируемых на пита-
тельных средах) ведут к накоплению противоречивых и плохо (либо даже 
ложно) интерпретируемых данных. Выход из тупика — следовать принци-
пу, предложенному С.Н. Виноградским, а именно изучать микрофлору и 
процессы, осуществляемые микроорганизмами, в естественной среде, то 
есть в почве. Как писал С.Н. Виноградский, «чистые культуры познако-
мили исследователей с общей физиологией микробов, но такое их изуче-
ние может привести только к аналогиям, к гипотезам, которые необходи-
мо проверять прямыми опытами в условиях, по мере возможности при-
ближающихся к естественным» (1). Вместе с тем элективные питательные 
среды и выделение физиологических групп микроорганизмов остаются важ-
ным инструментом выявления микроорганизмов со специфическими фи-
зиологическими свойствами для применения в биотехнологии. 

Спектр  потребления  у глеродсодержащих  субстра тов  
микроор ганизмами. В 1991 году для оценки функционального разно-
образия J.L. Garland и A.L. Mills (34) предложили использовать систему 
BIOLOG, которая широко применяется в медицинской и общей микро-
биологии для идентификации бактерий, и разработали основные подходы 
к интерпретации полученных спектров потребления углеродсодержащих 
субстратов (СПС) методами многомерной статистики (35). 

Суть метода заключается в том, что для определения СПС исполь-
зуют стандартные планшеты с 96 ячейками. В каждую ячейку добавляют 
низкомолекулярный углеродсодержащий субстрат и соли тетразолия в ка-
честве индикатора потребления субстрата. При росте микроорганизмов в 
ячейках, заполненных питательным раствором, происходит восстановление 
бесцветных солей тетразолия до формазана, дающего бордовое окрашива-
ние. С помощью оптического считывающего устройства по интенсивности 
окрашивания среды в ячейках судят об интенсивности потребления суб-
страта. С использованием системы BIOLOG получен значительный объем 
данных, из которых 80 % касаются анализа СПС в почвенных образцах 
(36). Отмечено влияние механической обработки и растительных остатков 
(37), а также тяжелых металлов на СПС почвы (38). Показана эффектив-
ность применения этого метода для характеристики потенциала потребле-
ния различных источников углеродного питания микробными сообщест-
вами в компостах (39), сточных водах промышленных предприятий (40) и 
других природных средах, а также в ризосфере растений (37, 41-43).  

Предложены модификации метода, в которых более рационально 
подобраны источники углеродного питания, потенциально соответствую-
щие таковым для микроорганизмов из различных природных сред. В ана-
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литическом обзоре J. Preston-Mafham с соавт. (36) отметили ряд таких мо-
дификаций, которые различаются главным образом по набору тестируе-
мых субстратов. Н. Insam (44) для изучения физиологического разнообра-
зия ассоциации микроорганизмов (СПС) в почве и ризосфере растений 
предложил использовать планшеты, включающие 31 субстрат. На основа-
нии этого фирма «BIOLOG, Inc.» (США) запустила в производство план-
шеты EcoPlatesTM (45) со стандартным набором углеводов, амидов, амино-
кислот, карбоновых кислот, нуклеозидов и некоторых полимеров.  

 В системе мультисубстратного тестирования ЭКОЛОГ, разработан-
ной на кафедре биологии почвы Московского государственного универси-
тета им. М.В. Ломоносова (46), использовано 47 субстратов. Нам представ-
ляется, что в системе ЭКОЛОГ их состав с экологической точки зрения бо-
лее обоснован и приемлем для неформализованной интерпретации резуль-
татов. В нем отсутствуют экзотические химические соединения. В том и 
другом случае допускаются модификации набора субстратов для изучения 
физиологического разнообразия различных природных сред. При этом сле-
дует отметить, что система ЭКОЛОГ позволяет определить не только спектр 
используемых микроорганизмом углеродсодержащих субстратов, но и дать 
количественную оценку потребления каждого из них. Этим она выгодно от-
личается от других модификаций BIOLOG. Для обработки и интерпретации 
значительного объема информации, получаемой в ходе анализа почвенных 
образцов, предлагается аппарат многомерной математической статисти-
ки, нейросетевые алгоритмы, а также использование экологического индек-
са разнообразия Шеннона и рангового распределения (46). Метод мульти-
субстратного тестирования (МСТ), или тестирования спектра потребления 
субстратов (СПС), оказался хорошим инструментом для сравнительного 
описания физиологического разнообразия микробных сообществ почвы и 
ризосферы растений, а также оценки влияния природных и антропогенных 
факторов на ассоциацию почвенных микроорганизмов (46-50). 

Вместе с тем нельзя не отметить определенные недостатки, кото-
рые, по мнению ряда авторов (36, 46, 51), ограничивают область примене-
ния методов, основанных на анализе СПС и, по-видимому, требуют дора-
ботки. Так, условия в ячейках на искусственной питательной среде в жид-
кой культуре не соответствуют условиям роста и физиолого-биохимическим 
функциям микроорганизмов in situ (36, 51), поэтому вклад отдельных фи-
зиологических групп в СПС не обязательно отражает их относительную 
долю в общем спектре потребления субстратов, которая приходится на 
популяцию непосредственно в почве (52).  

Использование низкомолекулярных субстратов и кратковремен-
ная (2-5 сут) инкубация планшетов, инокулированных суспензией поч-
вы, отражает рост микроорганизмов R-стратегов в индивидуальной ячей-
ке при заданных экспериментом условиях, и совсем не факт, что эти же 
микроорганизмы аналогичным образом ведут себя в почве при других 
физико-химических параметрах среды и в ассоциации с другими микро-
организмами. Кроме того, необходимо учитывать, что в ячейки с пита-
тельным раствором может попадать не один, а несколько видов микро-
организмов, в результате чего возможно проявление синергизма или ан-
тагонизм между ними, что, несомненно, будет оказывать влияние на ин-
тенсивность трансформации солей тетразолия в формазан. При этом не-
обходимо иметь в виду, что не все микроорганизмы способны восстанав-
ливать соли тетразолия (36). В то же время из поля зрения совсем выпа-
дают К-стратеги, обеспечивающие трансформацию биополимеров (цел-
люлоза, гемицеллюлозы, пектин, лигнин, гумусовые комплексы). Име-
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ются вопросы технического характера по протоколу подготовки и анали-
за проб (время и способы отбора почвенных образцов, методы подготов-
ки почвенного образца к анализу, состав питательной среды, рН буфер-
ного раствора, температура и время инкубации планшетов с ячейками, 
инокулированными почвенной суспензией либо супернатантом, спектр 
субстратов, используемых в опыте, и т.д.), который в случае мониторин-
говых исследований должен быть унифицирован. 

Подводя итог, отметим, что изучение таксономического и функцио-
нального разнообразия почвенных микробных ассоциации имеет исключи-
тельно большое теоретическое значение для понимания структуры микроб-
ного сообщества почвы, характера взаимодействия входящих в него видов 
микроорганизмов, их участия в почвообразовании, формировании почвен-
ного плодородия и круговороте веществ. Этим обусловлена роль подобного 
подхода в экологических исследованиях и практике земледелия, прежде все-
го при разработке эффективных приемов поддержания и повышения поч-
венного плодородия в процессе сельскохозяйственного производства.  

Анализ данных о разнообразии физиологических групп микроорга-
низмов в почве, полученных микробиологами на протяжении почти сотни 
лет, показал, что методы предельных разведений и элективных питатель-
ных сред, используемые для выявления и определения численности бакте-
рий разных физиологических групп, малоинформативны для характери-
стики их физиологического разнообразия в почве. В опубликованных ра-
ботах учитывалось не более 5-6 физиологических групп микроорганизмов 
в соответствии с задачами исследования (30). Наиболее часто объектами 
наблюдения были микроорганизмы азотного цикла (аммонификаторы, 
нитрификаторы, денитрификаторы, азотфиксаторы), а также целлюлозо-
разлагающие бактерии, которые рассматривались как индикаторы соот-
ветствующих процессов в почве. Полученную таким образом информа-
цию используют для анализа плодородия и эффективности агротехниче-
ских мероприятий. Однако эти методы не получили должной оценки в 
практике земледелия (21). Тем не менее, с определенными оговорками 
можно принять, что высокими титрами нитрифицирующих и целлюлзо-
разлагающих бактерий характеризуются активно протекающие процессы 
минерализации органического вещества почвы и, соответственно, благо-
приятный режим минерального питания растений. По-видимому, для ком-
плексной экологической оценки биоразнообразия микробной ассоциации 
почвы методы анализа физиологических групп микроорганизмов на элек-
тивных питательных средах исчерпали себя, оставаясь, тем не менее, хо-
рошим инструментом изучения роли микроорганизмов в процессах поч-
вообразования и питания растений, а также выявления новых физиоло-
гических групп микроорганизмов. 

Прорыв в исследованиях физиологического разнообразия ассо-
циации почвенных микроорганизмов связывают с методами, основанны-
ми на оценке спектра потребления углеродсодержащих субстратов мик-
роорганизмами (СПС), с использованием различных модификаций сис-
темы BIOLOG (36, 44, 45) и системы мультисубстратного тестирования 
ЭКОЛОГ (46) с соответствующим программным обеспечением. Рассмот-
ренные выше преимущества и недостатки этих систем подробно и критично 
описаны J. Preston-Mafham с соавт. (36). В настоящее время опубликовано 
более 1500 работ, в которых показаны возможности системы BIOLOG для 
анализа физиологического разнообразия почвы, ризосферы растений и 
других природных субстратов (46).  

Экологический смысл этих данных понятен: любое (таксономиче-
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ское или функциональное) разнообразие дает сравнительную характери-
стику исследуемых экосистем, поэтому показатели СПС могут быть ис-
пользованы как индикаторы соответствующих изменений в них. Однако 
биологический смысл пока далек от понимания, прежде всего потому, что 
условия роста и метаболизма микроорганизмов in vitro не соответствуют 
таковым in situ (в ризосфере растений или почве). В результате мы имеем 
оценку некоего физиологического потенциала присутствующих почвенных 
микроорганизмов, но не его реализации в естественных условиях. Поэто-
му в существующем виде методы, основанные на характеристике СПС, 
по-видимому, удобны и достаточно информативны как индикаторы ан-
тропогенного воздействия на микрофлору, а также физиологического раз-
нообразия микрофлоры в ризосфере растений. Однако, по мнению J. Pre-
ston-Mafham с соавт. (36), они непригодны для экологического монито-
ринга, что обусловлено использованием нескольких модификаций, суще-
ственно различающихся по набору субстратов, и отсутствием унифициро-
ванного протокола  анализа и оценки результатов, что делает их практиче-
ски несопоставимыми. В частности, для анализа отбирают свежие (53), 
высушенные (46), промороженные (54) образцы почвы; по одним прото-
колам почвенную суспензию получают при механическом встряхивании 
(53), по другим — ее предварительно обрабатывают ультразвуком, цен-
трифугируют и для посева используют супернатант (46). При этом в 
жидкой фракции, как отмечают некоторые авторы, выявляется гораздо 
меньше видов, чем в осадке или почвенной суспензии (36). В проморо-
женной почве существенно снижается численность бактерий, грибов и 
актиномицетов и изменяется их соотношение (55).  

Итак, традиционные методы исследования функционального со-
стояния микрофлоры почвы позволили выявить формы, участвующие в 
ключевых процессах круговорота углерода, азота, фосфора и других эле-
ментов. Некоторые физиологические группы все еще используются в ка-
честве индикаторов эффективности агротехнических мероприятий и поч-
венного плодородия, однако это направление последние 20 лет практиче-
ски не развивается. Изучение спектров потребления углеродсодержащих 
субстратов (СПС) (модификации системы BIOLOG, EcoPlates, ЭКОЛОГ) 
в настоящее время применяется в отношении более или менее ограничен-
ного набора низкомолекулярных органических соединений и позволяет 
выявить физиологические группы микроорганизмов, способные участво-
вать в их катаболизме. Иными словами, СПС в той или иной степени от-
ражает потенциал физиологического разнообразия органогетеротрофной 
аэробной и факультативно аэробной почвенной микрофлоры, использую-
щей простые углеродсодержащие химические соединения. Наиболее эф-
фективно СПС применяются для изучения влияния природных и антро-
погенных факторов на микрофлору почвы. Нам представляется, что муль-
тисубстратное тестирование имеет хорошие перспективы для исследования 
ризосферы, особенно в сочетании с анализом корневых выделений, что 
имеет ключевое значение для понимания механизма формирования ассо-
циации ризосферных микроорганизмов и ее взаимодействия с растением.  
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A b s t r a c t  
 

Study of the taxonomic and functional diversity of soil microorganisms association is of  
great theoretical significance for understanding the structure of the soil microbial community, the 
nature of the interaction of individual species of microorganisms belonging to this community, as 
well as their participation in the processes of soil formation and circulation of substances. This article 
summarises a brief history of ideas about the functioning of soil microbial complex, providing trans-
formation and mineralization of organic matter in soil formation processes. Soil as habitat for micro-
organisms is heterogeneous that defines microzonal character of the distribution and activity of mi-
croorganisms that live in it. The structure of the association of microorganisms and its physiological 
profiles vary in time and space (D.G. Zvyagintsev, 1987). This defines methodological difficulties 
and the significant variability of the results of the evaluation of soil microflora by various authors. 
This review discusses the methodological approaches in determining the physiological diversity of soil 
microorganisms association. Traditional methods of elective culture media in over a century allowed 
to reveal numerous physiological groups of microorganisms and developed an idea about their role in 
the cycle of matter, processes of soil formation and plant nutrition. However, such work is almost 
not given anything new in principle, both in environmental studies, as well as in agronomy over the 
past 20 years. At the end of the 1990s a method of analysis of the carbon source utilization pro-
files (SUP) of natural microorganisms association by BIOLOG system used previously only in 
medical and general microbiology was proposed  to study the physiological diversity for the test 
strain (J.L. Garland, A.L. Mills, 1991). This approach was further developed by H. Insam (1997), 
M.V. Gorlenko and P.A. Kozhevin (2005) and others. A number of modifications of this method 
(Eso-Plates, ECOLOGY and others) characterized by a set of organic substrates, which, as the au-
thors suggest, is most likely present in natural environments were worked out. Instrumentation of 
ECOLOG (M.V. Gorlenko, P.A. Kozhevin, 2005) allows to determine not only the range of organic 
substrates used by microorganisms, but also to quantify the consumption of each substrate. For the 
processing and interpretation of a significant amount of information obtained in the course of the 
analysis of soil samples there are an apparatus of multidimensional mathematical statistics, cluster 
analysis, rank distribution, and ecological indexes of Shannon and Pielou. SUP method (multisub-
strat test) possesses a high performance, good resolution (104), a satisfactory reproducibility and is a 
high-tech and effective tool to assess the physiological diversity. The article deals with the positive 
and negative aspects of the method. SUP reflects to some extent the potential of aerobic soil micro-
organisms using low molecular weight organic compounds in the catabolism. However, because of 
availability of several modifications, as well as some technical problem it is difficult to compare the 
results obtained by different authors, there is no unified SUP analysis protocol that is required for 
the comparative environmental studies and the establishment of relevant national and international 
databases. Thus, analysis of the carbon source utilization profiles (SUP) in BIOLOG system now is 
under development and testing, and with the accumulation of experimental data and critical analysis, 
it has good prospects in soil ecology, in research of the relationship between microorganisms and 
plants, and in assessment of the impact of anthropogenic factors. 
 

Кeywords: association, physiological groups, physiological diversity of bacteria, range of 
consumed substrates, multisubstrate test, system BIOLOG, ECOLOG, EcoPlates. 
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