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Неравномерное распределение микроорганизмов в почве затрудняет 
получение надежных данных по количественной характеристике микрофло
ры Показано что для снижения влияния пространственной неоднородно
ст~ почвы це;есообразно одновременное использование нескольких парал
лельно взятых смешанных образцов, составленных из большого количества 
индивидуальных проб, что обеспечивает получение статистически - досто-
верных результатов. 

В связи ·с развитием работ по исследованию кратковременных и 
сезонных колебаний численности микроорганизмов в почвах, а также 
по :изучению количественных · изменений почвенной микрофлоры под 
в.1иянием хозяйственной деятельности человека мы ,счита,ем. своевре
менным обсудить некоторые методические вопросы почвеннои мик,ро
биологии наиболее важные, 1На наш вз·гля\11,, для правильного решения 
уnомяну;ых выше пробл·ем. . 

.Принимая во внимание неоднородность почвы 'В пространственном 
отношении 'И очаговое развитие в ней микроорганизмов, необход~мо 

. уделять особое &нимание мет'одичес,ким при_емам, обеспечивающим по
лучение наиболее доброкачественного пер;вичного материала, и рас
смотреть математические критерии:, дающие возможность дифферен
цировать пространственные изменения микрофлоры от. временных, слу
чайные от закономерных. 

Важность правильного методического ·подхода к оценке количест

енных изменений микрофлоры особенно бросает,ся -в тлаза и чаще у,чи-
.. тывается иослед,ова'Гелями при изучении в·ремепных колебаний числен
ности почвенных микроорганизмов в связи с необходиl'4Qстью отличить 
эти изменения от пространственных. В других же случаях этим методи
ческим вопросам обычно придается меньшее значение и они, если не 
полностью игнорируются; то сильно недооцениваются. 

Следует заметить, что за сравнительно редкими исключениями в 
опубликованных работах полученные авторами данные даже по сезон
ным изменениям микрофлоры, не говоря уже о работах по изучению 
влияния тех или иных агротех:(11:ческих мероприятий на микрофлору, 
до сих пор· приводятся без каюои-либо ·статистиче.ской оце•нки получае
мых результатов, без приведен,iия доказательств достоверности обнару
жива·емых различий: и ча,сто даже без указания объема выборок, взя
тых для анализа. А меж1ду тем приведение всех этих данных является 
n равной мер: обязательным ка.к для подтверждения наличия в'ремен
ных изменении, так и изменении, вызванных 1Влия,нием тех или иных 

Фа;<-торов ,среды на микрофлору, и, наконец, для доказательства разли
чии. между разными •почвами в микробиологическом отношении. 

При ра·ссмотр-ении узловых методических ·вопросов мы хотим вос
пользоваться ·опытом, .на~опленным в процессе выполнения работ по 

· Междунар·од,ной: биологической: программе в. обла_сти почвенной: микро-
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биологии. Во :время этих исследований методическим приемам уделя
.rюсь большое ,внимание, так как в за,дачу входило нзучение ритмики 
кратковременных колебаний численности и биомассы бактерий и водо
рослей с целью опр·еделения уровня продуктивности этих микроорга
низмов в ·разных почвах. Скорость размножения этих микроорганизмов 

. в природных, условиях и суммарный вес продуцируемых ими за тот или 
иной период времени клеток вычисляли на 'Основании результатов их 
ежедневного количественного учета методом прямого счета под ми,кро
скопом .. 

. Несмотря на то что факт существования ·статистически достоверных 
кратковременных колебаrний ,содержания бактерий в почвах давно уста
новлен [11, 10 и др.], в .каждом конкретном случае даже при обнару
жении очень резких колебаний численности достоверность временных 
количественных изменений должна быть п'Одтверждена математически. 

Из-за пространственной неоднородности почвы для получения до
статочно репрез,ентативных данных ·необходимо каждый раз анализиро
нать образцы, ·взятые ·В разных ча1стях изучаемого участка. Однако 
большая тру1Цоемкость существующих методов количественного учета 
делает невозможным ежедневное проведение всех операций ,с большим 
числом повторностей. Поэтому влияние пространственной неоднород
ности почвы необходимо тем или иным путем снизить. 

Торнтон и Грей [11], а затем Тейлор [10] и некоторые другие иссле
дователи вместо большого количества параллельно взятых индиви
дуальных ·образцов использовали несколько смешанных проб, ·которые 
анализировали ,щ1:новременно. Данные Тейлора [11] показали, что при 
исследовании 2 смешанных образп:ов, ·составленных из 6 индивидуаль
ных проб_ (каж.дый), ,сходимость результатов оказывается достатоЧ1Но 
Е<Ысокой. Результаты работ по Международной биологической програм
ме в Советском Союзе также подтвердили целесообразность работы со 
смешанными образцами при изучении вр€менных изменений почвеююй 
микрофлоры. Действительно, путем замены математического усредне
ния цифровых данных физическим усре,щнением nараллельоо взятых 
проб может быть достигнуто снижение влияния неравномерного рас
пределения микроорганизмов ·в про,странстве на результаты. 

Весьма ответственным моментом работы явля€тся выбор уча·стка 
для проведения ежедневных наблюдений. Из биометрии и3вестно, что 
для репрезентативности выборки необходим случайный отбор, т. е. рен
домизация. Принимая во 'Внимание то, что почвенный покров даже 
сравнительно небольшой территории может отличаться значительной 
пестротой, цри изучении врем·енных колебаний численности рендомиза
цию целесообразнее проводить на предварительно выбранном, по воз
можности однородном участке, где гетерогенность почвы и раститель

ного покрова были бы выражены в наименьшей ,степени. 
Территорию выбранного уча·ст,ка ,следует разбить на ·несколько пло

щадок, и !В дальнейшем ,с каждой из них ежедневно брать (желательно 
буром) пробы для приготовления смешанных образцов. В каждый об
разец должно входить по одной пробе ,с каждой площадки. Смешанные 
образцы следует брать в нескольких повторностях (3 и более). В неко
торых случаях при хорошей сходимости результатов для всех парал
J,ельных образцов (по данным предварителыных подсчетов) можно 
пользоваться несколькими навесками из одного образца, полученного 
путем смешения большого количества индивидуальных проб (10:-15), 
взятых ·в разных частях территории участка, но при этом желательно 

увеличить число повторных навесок и препаратов. Каждый смешанный 
образец должен быть тщательно гомогенизирован и в тот же день ис-
пользован для приготовления препаратов. · 

Принимая во внимание имеющиеся в литературе данные. о наличии 
Fнутрисуточных колебаний численности бактерий. в почвах [11, 10, 9, 
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4], образцы поч·в для анализа следует брать каждый день в одни и те 
ж~ ча•сы суток. Интер,13ал времени между взятием_образца и приrотов
лением пр·епаратов должен быть тоже всегда одинаковым. 

Для того чтобы влияние индивидуальных технических ошибок на 
протяжении всего эксперимента ( особенно тю выявлению временных 
различий ·в микрофлоре) было одинаковым, каждая операция по под
готовке почвы к анализу, из•готовлению препаратов и счету ,клеток под 

микроскопом д;олжна ·выполняться одними и теми же лицами. Необхо
димое число параллелЬ'ных стекол ~в каждой повтор1ности ,следует опре
делять индивидуально, но оно не должно быть менее двух. При работе 
по методу Виноградского в модификации Шульгиной обычно р·екомен
дуется (при использовании объектива 90) на каждом препарате просчи· 
тывать. клетки в 50 полях зрения, 1но при увеличении ,количества по
вторных препаратов 'ЧИсл·о полей зрения мож,но сократить. Трольденье 
[12} •с помощью вариационно-статистического анализа показал, что сии- . 
жение числа параллельных препаратов в ·большей степени увеличивает 
ошибку опыта, чем уменьшение числа просчитываемых на них полей 
зрения. kвтор рекомендует считать число клеток в шести nолях зрения 
на каждом из 10 пар·аллельных препаратов. 

Математическую обработку полученных первичных цифр можно на
чать ·с вычисления среднего количества ба,ктерий, находящегося в 1 г 
nочвы каждого из параллельно взятых смешанных образцов, а затем 
на ·основании средних цифр путем математических расчетов получить 
количественную характеристику ,соответствующей микрофлоры всего 
участка. В этом случае ·общий объ·ем выборки будет равен числу одно
временно взятых ,смешанных образцов. Можшо пользоваться и другим 
способом обработки данных. Следует отметить, что каждый индивиду
а.1ьный образец даже очень незначительного объема, например, навес
ку, из которой готовится почвенная ·суспензия, можно рассматривать 
как смешанный образ·ец, состоящий в свою очередь из п количества 
микрообразцов, распределяемых в виде су,спензии яа стекле для под
счета. Следовательно, общий объем выборки в этом случае мож~но 
считать равным произведению числа отобранных образцов на :количе
ство препаратов. При первом способе обработки данных точность вы
численных результатов будет несколько занижена, ,во втором завы
шена. Расхождения между данными, получаемыми при подсчетах бак
терий на параллельных препаратах, приготовленных из ·одной и той же 
суспензии, а такж·е отчасти различия между одновременно взятыми 

смешанными образцами зависят ·от тщательности гомогенизации почвы 
в: навыка работы оператора. Обычно при подготовке навески к посеву 
и приготовлении суспензии достигается более тщателыная гомогениза
пия материала, чем при ·смешении параллельно взятых почвенных проб 
(приготовление смешанноr·о образца). Поэтому варьирование количе
ства микробных клеток на разных препаратах, приготовленных из 
одной суспензии, должно быть меньшим, чем варьирование . их числа 
в параллельно взятых ·смешанных орразцах. Однако в действитедьно
сти это не всегда оказывается так. Для иллюстрации приводим полу
ченные за несколько дней первичные результаты количественного учета 
бактерий в ·верх]':(еМ горизонте одной из болотных почв тундры (табл. 1). 

Данная почва прел:ставляла сабой один из наиболее неблаг<;щарных 
объектов для количественного изучения микрофлоры, так как торфя
ную массу взятого образца было значительно труднее гомогенизиро~ 
вать, чем пробу какой-либо минеральной почвы. Высокая влагоемкость 
торфа также не способствовала .точности исследования. Все это не мог
ло не отразиться •на результатах. Сравнение выборочных дисперсий 
путем вычисления отношения дисперсии одной совокупности (расхож
дение количества клеток между повторными образцами) к дисперсии 
другой (различи·е между параллельными препаратами) показьщает, 
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что достоверность более сильного варьирования численности микро
организмов в ,раз;ных Qбразцах по сравнению с разными препаратами 
из QДного о'бразца доказывается не во ,всех ,случаях (в 4 ,случаях под
черкнуто волнистой линией-F<Fst с Р=О,95). 

При статистической обработке результатов изучения кратковрем·ен
ных колебаний: численности микробных клеток в почвах исследованных 
территорий для каждого объекта вычисляли ;0бщее среднее арифмети
ческое из всего объема подсчетов М и соотнетствующую ошибку для 
каждого дня наблюдений. Величина ошибки ,среднего арифметического 
имела в да1нном случае факторное значение, · так как отражала и сте
пень влияния прост,ранственной неодяородности почвы. 

Достоверность различий между пробами, взятыми в разные дни 
(т. е. наличие временных изменений численности бактерий), оценива~и 
по стандартным значениям критерия Стьюдента для двух ,смежных дат 

(по формуле: t = где Х1 и Х21 среднее содержание бактерий 
Vm1+m2 

в почве в разные дни, т1 и т2 -со·ответствующие ошибки среднего 

Таблица 1 

Результаты подсчета числа клеток в трех параллельно взятых смешанных 

образцах (среднее количество клеток в по.11е зрения) из верхнего горизонта 
· болотной почвы * 

Номер 
образца 

1 
II 
III 
р ** 

I 
I I 
III 
F ** 

2 

12,4 11,4 
15,8 16,4 
16,9 16,5 

52,62 
22 VII 

21,0 \ 20,4 
23,5 21,9 
21,0 20,5 

4,92 

2 

18,6 18,1 
19,9 20,0 
18,2 18,8 

15,7Q 
23.VII 

35,0 \ 27,4 
23,9 25,3 
44,8 38,9 

9,62 

2 

16,6 18,4 
17,1 17,4 
21,0 . 18, 7 

2,88 
24.VII 

37 ,6 ! 36,3 
39,8 38,1 
41,4 39,9 

6,02 

2 

37 ,2 38,2 
21,8 33,5 
32,0 33,3 

2,23 
25.VII 

35,95 1 33,4 
40,6 38,6 
50,7 52,4 

283,47 

* Из каждоrо образца готовили по 2 препарата. на каждом препарате просч:итыеали по 50 полей 
зрения. 

** Fst=9,6 при Р=О,95. 

арифметического). В большинстве случаев такая обработка оказывает-
. ся достаточной для подтверждения наличия временных колебаний ко· 
.пичества микробных клеток. Проведение математического анализа дан
ных по расширенной программе ,следует считать излишним или по 
крайней мере ·необязательным, если доказывае'!'ся достоверность раз
:шчий средних величин. Если же полученные первичные цифры разJiи
чаются пестротой и различия средних показателей по t не доказывают
ся, то требуется более детальная ,обработка материала, к чему мы вер
немся ниже. 

Для подтверждения ·сказанного приведем результаты дополнитель
ной математической обработки некоторых частично уже опубликован
ных ранее 'Материалов по кратковременным колебаниям численности и 
биомассы бактерий в некоторых почвах СССР. Эти материалы были 
получены и в свое время обработаны в соответ·с1'вии ,с приведенными 
выше методическими рекомендациями. В настоящее время мы допоJI
нителI:IНО определили соответствующие доверительные интервалы для 

среднего арифметического с вероятностью Р=О,95 и провели диспер-
сионный анализ. . 

На приведенных ниже графиках (рис. 1-3) даны кривые времен
' пых изменений численности бактерий на фоне соответствующих дове-
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Рис. 1. Кратковременные колебания численности бактерий в тундровой оста
точно-глеевой пропитанно-гумусовой почве корки пятна дриадово-осоково-

моховой пятнистой тундры п-ва Таймыр 
Сплошная линия в центре заштрихованной зоны - численность ба,ктерий (прерывистой 
линией обозначены недостоверные по критерию t изменения); заштрихованная зона -
доверительные интервалы значений среднего арифметического. По ос.и абсцисс - дни 

наблюдений, по оси ординат - ко.~ичество бактерий (в млрд/г почвы) 

рятельных интер-валов. Эти графики подтверждают сделанные ранее 
выводы о реа.льности обнаруженных кратковременных колебаний в 
церново-подзолистой почве Карельского перешейка [6], в тундровой 
тючве п-ва Таймыр 1[7, 8] и в темноцветной почве полупустыни Запад
Rого Казахстана [5]. Кроме того, они более наглядно иллюстрируют 
~тепень влия•ния пространственной неоднородности почвы на получен
ные в разных -случаях данные. 

Результаты двухфакторного дисперсионного анализа всего комплек
..-:а данных ежедневного подсчета микробных клеток (та<бл. 1) показы
вают, что фактор времени, так же как и пространственная неоднород
ность почвы, оказывают достоверное влияние на изменение численности 

микроорганизмо·в (F>Fst при. Р=О,999). Однако влияние фактора вре
мени оказывается более сильным, чем пространственная вариабель
ность распр-еделения микроорганизмов, о чем свидетельствуют приво

J.имые в табл. 2 показатели силы влияния. 
Вычисление показателей силы ,влияния с помощью однофакторного 

дисперсионного анализа данных, полученных для ряда других почв, 

(при -котором 1пространство раосматривалось как случайный фактор) 
также показывает более сильное влияние ,времеци на изменения коли
чества микроорганизмов (табл. 3). В соответетвии с высокими значе
ниями дисперсий временных колебаний численности микроорганизмов 
коэффициенты вариации их значительно больше, чем в случае прост
ра,нственного варьирования (табл. 4). 
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Рис. 2. Кратковременные колебания численности бактерий в дерново-под· 
золистой супесчаной почве под луrом на Карельском перешейке 

Обозначения см. рис. 1 
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Рис. 3. Кратковременные -колебания численности ба,ктерий в темноцветной 
-почве зщ:~адин в полупу·стыне Западного Казахстана 

Обозначения см. рис. 1 

Какие же минимальные требования ,следует предъя:влять исследова· 
гелям в отношении уровня необходимой математической обра'ботки? 
Ответ на этот вопрос не может быть однозначным, так как многое за
висит от целей и методов и,сследования. В рассмотренных ·нами ·случаях 
бол~шей частью не было особой необходимости .в проведении громозд· 
ких дополнительных вычислений, так как стоявший перед нами вопрос 
о ·наличии или отсутствии достоверных кратковременных колебаний 
численности бактерий мог быть решен з1начительно более простыми 
средствами, подтверждающими достоверность ,различий мелtду ·средни
ми данными для двух смежных дат. Более тщательная математическая 
обработка ·становится необходимой лишь в ,случае обнаружения значи
телыных расхождений 'В результатах параллельных анализов. 

К сказанному можно добавить, что, приступая ·К изучению каждого 
нового природного объекта, полезно ·начинать с выя-снения степени про
странственной неоднородности подлежащей изучению почвы. Для это
го необходимо предварительно проанализировать несколь:\{о одновре-
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Таблица 2 

Результаты двухфахторного дисперсионного анализа 

Фактор Фактор 
Сочета- Общая 

Случа1Ь!ь1й ние фактори- Сумма 
Показатели времен11 простран- факторов альная 

фактор у 
А ства В АВ х z 

Дисперсия С 4499,29 213,56 567,0 5279,86 129, 74 5407 ,17 
Показатет. сИJJЫ влияния 11,2 0,832 0,039 0,105 0,976 0,024 1,0. 
Число степеней свободы V 7 2 14 23 24 47 
Варианты 0 2 642,8 106,8 40,5 229,6 5,6 -
Достоверность по Фишеру F 118,81 19,74 7,49 42,43 -
Стандартное значение Fst 5,3 9,3 4,2 3,8 - -
Р=О,999. 

Таблица 3 
с;тепень влияния фикторов пространства и - времени на численность бa,s,mepui! 

Почва, пункт, год 
Влияние фак- Влияние фак-
тора времени, тора прост-

% ранства, % 

Дерново-1:юдзолистая супесчаная под лугом, Ка- 83 17 
рельский перешеек, 1969 

Там же, суглинистая, 1969 84 16 
Корка пятна дриадово-осоково-моховой пятнистой 93 7 

тундры, Таймыр, 1968 j 
Тоще, 1969 · 99 1 
То же, 1971 73 27 
Там же, основная поверхность, 1971 96 4 
Тундровая перегнойно-глеевая почва бугорка дри- 98 2 

адово-осоково-моховой мелкобугорковатой тунд-
ры, Таймыр, 1971 

Там же, тундровая rлеевая почва ложбинки, 1971 90 10 
Тундрово-дерновая глееватая иллювиально-гуму- 97 3 

совая супесчаная береговых яров, 1969 
Болотная мерзлотная торфяно-глеевая почва поли- 67 33 

rонального болота, Таймыр, 1970 . 
91 Темноцветная черноземщшдная почва западин rли- 9 

нистой полупустыни, Западный Казахстан, 19'i3 97 3 
Там же, ·солончаковый солонец, 1973 94 6 
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Таблица 4 

Conocm(JfJl!eнue коэффициентов вариtщии 

Почва 

Дерново-подзолистая суглинистая 
почва, Карельский перешеек 

Тундрово-дерновая rлееватая иллю
виально-гумусовая супесчаная поч

ва береговых яров, Таймыр, 1969 
Корка пяrна дриадово-осоково-мохо

вой 'пятнистой тундры 
Болотная мерзлотная торфяно-r ле· 

евая почва полигонального болота, 
Таймыр 

23 

13 

12 

13 

Временное 
варьирование 

во 

140 

160 

38 
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менно взятых ·в ·разных частях соответ·ствующего ,участка образцов и 
после проведения их анализа математически вычислить, из какого чис

.ла индивидуальных проб должны •состоять смешанные образцы и в кас 
ком количестве повторностей их следует брать для обеспечения надеж
.ности результатов. При этом для определения объема ,выборки можно 
использовать формулы, пf иведенные в руков·одствах Ашмарина и Во
робьева {2]·, Дмитриева [3 и др. Следует заметить, что в практике поч
венно-микробtюлогических исследований микробиологи редко прибе-
гают к проведению предварительных опытов, а обычно ·страхуют себя 
от неудач, смешивая произвольно ·взятое и большей ·ча,стью вполне до
статочное количество проб для получения ,средних образцов. 

Предварительное определение необходимого числа повторностей 
-осо·бенно важно в том случае, когда сходимость данных для парал· 
.Jiельных подсчетов очень низкая и достоверность разности средних дан

ных, получаемых в разное время, не доказывается по критерию Стью
дента t. 

Обсуждая вопрос о количественной характеристике микрофлоры 
.почвы, мы считаем целесообразным коснуться особенностей простран
ственного распределения почвенных микроор·ганизмов, ,в частности 

рассмотреть, в каких соотношениях нах:одится микроочатовость их раз-· 

вития с общими закономерностями формирования микрофлоры в эко
логических условиях той или иной однородной территории. Простран, 
ственная изоляция отдельных микроколоний друг от друга, наблюдае
мая при микроскопическом исследовании почвы, -может создать иллю

зию .автономности функционирования изолиро·ванны_х очагов и незави
симости их развития от развития других компонентов экосистемы. 

Не следует, однако, забывать, что каждый изолированный очаг яв· 
.ляется частью nелого и обитающие ·в нем микроорганизмы испытывают 
влщшие не только микролокальных факторов; но и факторов, дейст
вующих на всей территории, занятой соответствующей почвой со всеми 
присущими ей особенностями сЛ'ожения, растительного ,покро'Ва и т. д. 
Микрофлору каждой почвы можно рассматривать как своеобразную 
мозаику, сложенную многократно повторяющимися в пространстве 

-структурными единицами, распр,еделение которых на данной террито
рии подчинено определенным закономерностям. Отдельные микроколо
нии представляют собой как бы первичные •структурные единицы эко
системы. Качественный ·состав этих единиц, частота их встречаемости 
.и ритмика жизнедеятельности зависят от многих причин. Среди дейст
вующих на них факторов можно дифференцировать факторы микроло
кального значения и абщие факторы, оказывающие влияние на все оча-
ги развития микроорганизмов в той или иной почве. · 

Связь между пространственно изолированными очагами обеспечи
ваете~ как физико-химическим, так и 6иологичоским путями. Измене
ю1я напряженности абиотических факторов, ритмики жизнедеятельно
сти растений и животных находят с-вое 'Отражение в характере жизне
деятельности микроорrганизмов, и реакция микрофлоры -на эти измене
ния в однотипных очагах должна быть более или менее однозначной. 

Выводы 

1. При изучении количественных изменений почвенной микрофлоры 
необходимо по возможности снижать влияние пространственной неод
нородности почвы на результаты количественного учета. 

2. Параллельное использование нескольких смешанных образцов, 
составленных из большого числа индивидуальных проб, qбеспечива·ет 
получение статистически достоверных данных. 

3. При незначительном расхождении результатов параллельных 
анализов статистическую обработку можно оrгранnчить вычислением 
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,средних арифметических со статистической оценкой разности выбороч
ных средних. При значительной пестроте первичных цифр их следует 
подвергнуть более'Основательному математическому анализу. 

4. До начала изучен~,я количественных изменений микрофлоры це
лесообразно первоначально определить необходимый объем выборки, 
,обеспечивающий получение результатов с требуемой вероятностью. 
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·ON METHODICAL APPROACHES ТО ТНЕ STUDY OF QUANTIТAТIVE CHANGES OF 
SOIL MICROFLORA 

The attention is paid to the spatial heterogeneity of soil and the ways 
-of decreasing the effect of this heierogeneity on the results of quantitative 
determination of rnicroflora. 

It is suggested to use several simultaneously taken mixed. sarnples 
~omposed of а large nurnber of individual sarnplec;. 




