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ВВЕДЕНИЕ

Донбасс – крупный горно-промышленный регион. Главным природным богатством являются месторождения каменного угля (Донецкий каменноугольный бассейн – одно из крупнейших месторождений угля в Европе). В регионе сильно развита промышленность, особенно металлургическая, химическая и горнодобывающая. Особенностью региона является наличие терриконов – отвалов пустой породы, извлеченной при подземной добыче угля. Только в Донецке их более ста. Также для Донбасса характерна высокая плотность населения и большое количество автотранспорта. Все это создают большую техногенную нагрузку на природную среду – одну из наибольших в Европе. Среди почв преобладают наиболее плодородные – черноземы, но более 95% их изменены человеком. Мы решили проверить, как изменяются свойства почвы под воздействием техногенной нагрузки в нашем регионе.
Гипотеза: техногенная нагрузка в зависимости от типа и интенсивности оказывает различное влияние на физико-химические и биологические свойства почвы. 

Цель: проанализировать влияние терриконов и автотранспорта на физико-химические и биологические свойства почвы Донбасса. 

Задачи: 

•
исследовать влияние техногенной нагрузки на физико-химические свойства почвы Донбасса; 

•
проанализировать влияние автотрассы на численность бактерий рода Azotobacter; 

•
проанализировать влияние терриконов разного возраста на численность бактерий рода Azotobacter.
Объекты исследования: образцы почв Донбасса, которые отбирали на глубине 20 см на участках: с разной техногенной нагрузкой:
•
возле террикона г. Снежное (у подножия и на расстоянии 100м). Это старый террикон, шахта действовала до конца 1990-х годов прошлого века;

•
возле террикона г. Донецка (у подножия, на расстоянии 10 м и 100 м). Это террикон действующей центральной обогатительной фабрики. Его высота – около 60 метров;

•
возле автотрассы с интенсивным движением г. Донецка (на расстоянии 0,5 м и 1,5 м); 

•
в качестве контроля были выбраны почвы дубовой рощи, ландшафтного заказника «Ларинский» и степной зоны г. Шахтерска.

Предмет исследования: влияние техногенной нагрузки на физико-химические и биологические свойства почвы Донбасса.
Методы исследования: анализ литературы, анализ механического состава почвы, индикаторную бумагу для определения кислотности, определение наличия карбонатов с помощью качественной реакции с соляной кислотой. Интенсивность почвенного дыхания определяли титриметрическим методом. Для определения содержания органических веществ использовали содовую вытяжку. Численность азотфиксирующих бактерий рода Azotobacter учитывали методом обрастания комочков почвы на агаризованной безазотной среде Эшби
Практическая значимость. Полученные результаты могут быть использованы для биоиндикации техногенной нагрузки, прогнозирования целесообразности выращивания растений на городских почвах, а также для рекультивации терриконов.
Данная работа была выполнена в рамках исследовательской программы «Всероссийский атлас почвенных микроорганизмов, как основа для поиска новых противомикробных продуцентов и ферментов с уникальными свойствами», реализуемой в рамках Федеральной научно-технической программы развития генетических технологий на 2019 – 2027 годы при поддержке Министерства науки и высшего образования Российской Федерации.
РАЗДЕЛ 1. ВЛИЯНИЕ ТЕХНОГЕННОЙ НАГРУЗКИ НА Бактерии рода Azothobacter
1.1. Бактерии рода Azothobacter
Азот играет важную роль в жизни растений и всего живого мира. Азот входит белков, ДНК, РНК и многих других важных соединений. Недостаток азота часто является фактором, ограничивающим урожайность и лекарственную ценность растений.

Азотный цикл описывает движение элемента из воздуха в биосферу и органические соединения, а затем обратно в атмосферу.

Молекулярный азот воздуха не доступен растениям. Растения могут поглощать азот только из связанных форм – аммиака, нитратов, мочевины. Поэтому биологический круговорот азота поддерживается деятельностью азотфиксирующих бактерий. Это бактерии, способные усваивать азот из воздуха и вовлекать его в биологический круговорот.

Некоторые из этих бактерий (клубеньковые) поселяются на корнях растений из семейства бобовых, вызывая образования характерных вздутий – «клубеньков». Но не все растения бобовые, а азот нужен им всем. Кроме клубеньковых бактерий есть и свободноживущие азотфиксирующие бактерии – они обитают в почве и не зависят от растущих растений. Хорошо изученным среди свободноживущих аэробных азотфиксирующих бактерий является азотобактер (Azothobacter) – род бактерий, живущих в почве и способных в результате процесса азотфиксации переводить газообразный азот в растворимую форму, доступную для усваивания растениями. В род входят шесть видов. Это аэробные (им нужен кислород) грамотрицательные бактерии [4, 7].
1.2 Какие почвы любит Azothobacter?

Азотобактер очень чувствителен к кислотности среды. Оптимальная для него кислотность: рН от 7.2 до 8.2, т.е. нейтральная и слабощелочная. Однако азотобактер способен развиваться и на средах с рН от 4,5 до 9,0. Кислотная реакция среды отрицательно влияет на его развитие. Из кислых почв выделяются неактивные формы азотобактера, утратившие способность связывать азот из воздуха.
Большое влияние на развитие азотобактера оказывает влажность почвы. Потребность во влаге бактерий азотобактер аналогична потребности высших растений. Азотобактер распространен в пресных водоемах, илах, затопляемых рисовых полях, сточных водах, сильно увлажненных почвах, на водных растениях в прудах и водохранилищах. На основании высокой потребности во влаге почвенных форм азотобактера предполагается, что предки некоторых морских и почвенных видов азотобактера могли быть общими.

Азотобактер был обнаружен и в экстремальных условиях почв северного и южного полярного региона, в арктическом регионе в глине и суглинках (в том числе торфянистых и песчанистых суглинках), в антарктическом регионе – в грунте побережья. В сухих почвах представители этого рода способны сохраняться в виде цист до 24 лет.

Различные перегнойные вещества не всегда могут усваиваться азотобактером. По этой причине в почвах, которые богаты перегноем, при отсутствии свежих органических остатков, азотобактеры не размножаются. Однако, если в почве имеются органические соединения и продукты распада растительных и животных клеток, азотобактер развивается хорошо. В частности, он усиленно размножается в почвах, удобренных соломой и соломистым навозом, а также в разнообразных компостах, содержащих целлюлозу.

Развитие азотобактера и фиксация им азота в значительной степени зависят от наличия в среде фосфора и кальция. Высокая чувствительность азотобактера к кальцию и фосфору используется для определения потребности почв в известковании иди фосфорных удобрениях.
Микроэлементы (молибден, бор, ванадий, железо, марганец) необходимы азотобактеру в первую очередь для осуществления процесса азотфиксации. Потребность в микроэлементах определяется в значительной степени геохимическими условиями существования азотобактера в почвах. Штаммы микроорганизма, выделенные из почв с высоким естественным содержанием того или иного микроэлемента, нуждаются, как правило, в более высоких концентрациях этих элементов. Радиоактивные элементы (радий, торий, уран) оказывают стимулирующий эффект на развитие азотобактера и процесс азотфиксации.

В почвах с повышенным увлажнением и преобладанием луговой растительности (почвы пойм) азотобактер обычно встречается в течение всего вегетационного периода в больших количествах. В торфяниках азотобактер или отсутствует, или развивается очень слабо. В зоне достаточно увлажненных северных мощных черноземов азотобактер развивается хорошо, а в зоне обычных и южных черноземов при отсутствии орошения, а также в целинных и неполивных окультуренных каштановых почвах только как весенний эфемер. Максимальное развитие азотобактера в весенний период наблюдается и в целинных и в богарных почвах сероземной зоны. В солонцах и солончаках имеются солеустойчивые виды азотобактера.
Чтобы найти в почве азотобактер комочки почвы высеивают на селективную питательную среду. Селективная – значит избирательная, т.е. такая, на которой будут расти только те бактерии, которые мы хотим вырастить. Если хотим вырастить азотобактер – используем питательную среду, не содержащую азот (безазотистую), например среду Эшби [4, 7, 9, 10].

1.3 Роль бактерий рода Azothobacter
Играет важную роль в круговороте азота в природе, связывая недоступный растениям атмосферный азот и выделяя связанный азот в виде ионов аммония в почву. 

Представители рода синтезируют некоторые биологически активные вещества, в том числе и некоторые фитогормоны, которые стимулируя рост и развитие растений.

Азотобактер подавляет развитие некоторых микроорганизмов, вызывающих болезни у растений.

Благодаря своей способности фиксировать молекулярный азот, тем самым повышая плодородие почвы и стимулирования роста растений представители рода Azotobacter используются в сельском хозяйстве для получения азотных биоудобрений.
Также представители рода являются продуцентами полисахарида – альгиновой кислоты (E400), использующегося в медицине и в пищевой промышленности.

Некоторые представители рода Azotobacter способны к биодеградации некоторых хлорсодержащих инсектициды и пестициды, а также способствуют мобилизации тяжёлых металлов (кадмий, свинец, ртуть) в почве, тем самым способствуя самоочищению почв [4].
1.4 Azothobacter и техногенная нагрузка
Бактерии рода Azotobacter традиционно используются как индикаторы химического загрязнения почвы. Культура свободноживущих бактерий Azotobacter чувствительна к содержанию тяжелых металлов в почве. Изменение численности азотобактера и размера колоний предлагают использовать для индикации загрязнения городских почв [8].
В почве, испытывающей техногенную нагрузку, может увеличиваться количество азотобактера. Возможной причиной этого является увеличение количества легкодоступных органических веществ, например продуктов разложения нефтепродуктов. Если в незагрязненной почве не содержится достаточного количества легко усваиваемого органического вещества – там будет наблюдаться меньшее количество азотфиксирующих бактерий. Другая причина – снижение общего количества бактерий в загрязненных почвах позволяет азотобактеру занять освободившуюся экологическую нишу, поскольку он обнаруживает существенно меньшую чувствительность к загрязнению. Для почв возле трасс, заводов характерна более щелочная среда, что тоже способствует развитию азотобактера [12]. Высокой активности азотобактера способствует также ограниченный доступ кислорода, создающийся при запечатывании почвы, так как некоторые штаммы азотобактера лучше развивается при некотором недостатке кислорода [11]
Особенностью Донбасса являются терриконы – отвалы пустой породы, извлеченной при подземной добыче угля. Терриконы пылят, горят, особенно интенсивно в тёплое время года и наиболее жаркие летние месяцы, выделяя тяжёлые радиоактивные токсичные продукты сгорания углей и серы в атмосферу, по своим свойствам сходные с радиоактивными осадками. Площадь загрязнения почв вокруг терриконов превышает таковую их самих порою в 10 раз [2]. На терриконах живут серные бактерии которые в результате своей жизнедеятельности превращают пирит в чистую серу, окислы железа и в серную кислоту и выделяют при этом много тепла. Жизнедеятельность этих бактерий повышает температуру на поверхности отвала до 260°С. При этой температуре сера испаряется и, реагируя с кислородом, содержащемся в  воздухе, воспламеняется.  Следом за этим загорается и угольная пыль, которой в отвале огромное количество. Загорается и уголь, который находится внутри террикона. Поэтому многие терриконы горят. С течением времени радиоактивность террикона может даже увеличиваться, по мере оксидизации свежеотсыпанных в отвалы пород. Поскольку в нашем регионе очень много терриконов – мы решили проверить, есть ли там бактерии азотобатер.
РАЗДЕЛ 2. ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
2.1 Объекты исследования
Объектами исследования были образцы почв Донбасса, которые отбирали на глубине 20 см на участках: с разной техногенной нагрузкой:
•
возле террикона г. Снежное (рис. 1) (у подножия и на расстоянии 100м). Это старый террикон, шахта действовала до конца 1990-х годов прошлого века;
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Рисунок 1 – Отбор почвы у террикона г. Снежное

•
возле террикона г. Донецка (рис. 2) (у подножия, на расстоянии 10 м и 100 м). Это террикон действующей центральной обогатительной фабрики. Его высота – около 60 метров;
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Рисунок 2 – Отбор почвы у террикона г. Донецка

•
возле автотрассы с интенсивным движением г. Донецка (рис. 3) (на расстоянии 0,5 м и 1,5 м); 
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Рисунок 3 – Отбор почвы у автотрассы г. Донецка

•
в качестве контроля были выбраны почвы дубовой рощи, ландшафтного заказника «Ларинский» (рис.4) и степной зоны г. Шахтерска (рис. 5).
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	Рисунок 4 – Отбор почвы заказника «Ларинский»
	Рисунок 5 – Отбор почвы степной зоны г. Шахтерска


Собранную почву просеивали, убирали камни и остатки растений и высушивали на воздухе (рис 6).
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Рисунок 6 – Первичная обработка почвы
2.2 Определение механического состава почвы
Для определения механического состава почвы в полевых условиях следует насыпать 1 столовую ложку в ладонь. С помощью пипетки Пастера к почве необходимо приливать воду и тщательно перемешивать воду с почвой до получения как можно более вязкого «теста». Из полученного «теста» следует скатать шарик диаметром 2-3 см и попробовать растянуть его в жгут (рис. 7). По результатам делаем вывод о механическом составе исследуемой почвы. При работе с высушенным образцом надо сначала увлажнить почву.
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Рисунок 7 – Определение механического состава почвы
2.3 Определение наличия карбонатов в почве
В плоскую стеклянную емкость помещаем небольшое количество почвенного образца. С помощью пипетки наносим несколько капель кислоты 10 % HCl на почву (рис. 8).

Если в почве находится значительное количество карбонатов, то на поверхности образца будет наблюдаться «вскипание» (похоже на вспенивание: выделение пузырьков на поверхности почвы). Карбонаты способны реагировать с соляной кислотой, в результате реакции выделяется углекислый газ, который и обуславливает «вскипание».
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Рисунок 8 – Определение наличия карбонатов в почве
2.4 Определение кислотности среды почвенной вытяжки

Помещаем исследуемые образцы почвы в пробирки. Оставшийся свободный объем пробирок заполняем водой и интенсивно встряхиваем в течение 1 минуты. Дожидаемся полного осаждения взвеси почвы на дно пробирки (рис. 9). Опускаем индикаторную бумагу в почвенную вытяжку. Сравниваем окрашивание индикаторной бумаги со шкалой и фиксируем значение pH.
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Рисунок 9 – Определение кислотности почвенной вытяжки
2.5 Определение интенсивности почвенного дыхания
«Дыхание почвы» - процесс образования углекислого газа в результате разложения и окисления органического вещества почвенными микроорганизмами и корнями растений. Использовали абсорбционный метод по Шаркову.
Для каждого образца почвы мы подготовили по 2 одинаковые банки объёмом 0,5л с герметично закрывающейся крышкой. В каждую банку помещаем 100 г сухой почвы (ровным слоем по дну), туда же помещаем стаканчик с 10мл раствора NaOH 0,1М. Одновременно проводили контрольный опыт – стаканчик с щелочью ставим в пустую банку. Закрываем банки крышкой и оставляем на сутки.
Через сутки проводим титрование раствором соляной кислоты 0,1 М, с добавлением в раствор NaOH фенолфталеина (раствор приобрёл малиновую окраску). Титровали до полного обесцвечивания раствора (рис. 10).
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Рисунок 10 – Определение интенсивности почвенного дыхания
2.6 Определение содержания органического вещества в почве
Используем раствор 2% соды. Добавляем по 10 мл раствора соды в флаконы с почвой. Перемешиваем и оставляем на сутки (рис. 11). Потом сравниваем цвет получившихся вытяжек со шкалой.
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Рисунок 11 – Определение содержания органического вещества в исследуемых образцах почвы
2.7 Посев бактерий

Для выявления азотобактера в почве и определения его относительного содержания пользуются методом почвенных комочков. Колонии азотобактеров растут на плотной питательной среде Эшби, которая готовилась из вспомогательного раствора – это раствор солей хлорида натрия, сульфатов калия и магния, гидрофостфата калия и суспензии, включающей карбонат кальция, агар, глюкозу.

Из увлажненной почвы формировали комочки диаметром 3-4 мм и размещали их в чашке Петри (в узлах трафарета) (рис. 12). Чашки Петри с закрытыми крышками оставили при комнатной температуре. Через время вокруг комочков появились обрастания.
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Рисунок 12 – Посев азотфиксирующих бактерий
2.8 Микроскопирование бактерий
Микроскопическое исследование бактерий проводили с окрашиванием фуксином Циля и тушью. Протёрли предметные стёкла спиртовой салфеткой для удаления загрязнений и жирового слоя. Прокалили над спиртовкой, нанесли на стёкла небольшое количество биомассы, с помощью пипетки Пастера добавили по капельке фуксина Циля и туши, перемешали красители и биомассу до равномерного тонкого слоя грязно – розового цвета. Получившийся препарат высушили на воздухе. На препарат нанесли каплю воды и изучили с помощью микроскопа (рис. 13).
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Рисунок 13 – Микроскопирование полученных бактерий
РАЗДЕЛ 3. РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
3.1 Результаты первичного скрининга образцов почвы
В таблице 1 представлены результаты анализа гранулометрического состава, наличия карбонатов и кислотности почвы. 
Таблица 1. Результаты первичного скрининга образцов почвы  
	
	Место сбора почвы
	Механический

состав
	Наличие карбонатов
	рН

	1
	Заказник «Ларинский»
	Легкосуглинистый
	+
	5,5

	2
	Степная зона г. Шахтерск
	Тяжелосуглинистый
	(
	5

	3
	Подножие террикона г. Донецк
	Тяжелосуглинистый
	+
	5

	4
	10 м от террикона г. Донецк
	Легкосуглинистый
	(
	7

	5
	100 м от террикона г. Донецк
	Легкосуглинистый
	(
	6

	6
	Подножие террикона г. Снежное
	Тяжелосуглинистый
	++
	6,5

	7
	100 м от террикона г. Снежное
	Тяжелосуглинистый
	(
	6,5

	8
	Дубовая роща г. Снежное
	Среднесуглинистый
	++
	6,5

	9
	0,5 м от автотрассы г. Донецк
	Среднесуглинистый
	–
	6

	10
	1,5 м от автотрассы г. Донецк
	Среднесуглинистый
	–
	6


Результаты первичного скрининга образцов почвы показали, что исследуемые почвы по механическому составу являются легко-, средне- и тяжелосуглинистыми. 

Кислотность достаточно благоприятная для развития азотобактера: рН от 5 до 7. Наиболее кислой почвой оказалось почва заказника «Ларинский». 

В большинстве анализируемых образцов обнаружены карбонаты, за исключением почвы вдоль автотрассы. Наибольшее количество карбонатов выявлено у подножия террикона г. Снежное и в дубовой роще.

3.2 Результаты анализа почвенного дыхания

На рисунке 14 представлены результаты анализа почвенного дыхания исследуемых образцов.
Результаты анализа дыхания почвы показали, что наиболее активная микрофлора обитает в 10 метрах от террикона Донецка и в дубовой роще г. Снежное. 
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Рисунок 14 – Результаты определения почвенного дыхания
3.3 Результаты анализа содержания органического вещества
Для оценки плодородия почв определяли содержание органического вещества (рис. 15). Аналогично с почвенным дыханием наибольшие значения выявлены для почв, отобранных в 10 метрах от террикона г. Донецка и в дубовой роще. Окрашивание в образцах почвы, собранных у подножия терриконов, вероятно, обусловлено не только наличием органического вещества, но и частицами породы, этим объясняется достаточно низкий показатель почвенного дыхания этих образцов.
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Рисунок 15 – Результаты определения содержания органических веществ 

в исследуемых образцах почвы

3.4 Результаты анализа наличия бактерий рода Азотобактер

Результаты посева колоний азотфиксирующих бактерий (табл. 2) показали, что наиболее многочисленные колонии выросли из почвы, отобранной около террикона г. Снежное (особенно у подножия) и в почве дубовой рощи. Росту азотобактера у террикона могло способствовать и снижение общего количества бактерий. По всей видимости, обитающие здесь азотфиксирующие бактерии устойчивы к радиоактивности и токсичным веществам террикона.

Таблица 2. Описание развития колоний азотфиксирующих бактерий

	
	Место сбора почвы
	Обрастания, % 

(в скобках – % потемневших колоний от числа обрастаний)

	
	
	День 4
	День 7
	День 10

	1
	Заказник «Ларинский»
	5
	27 (7)
	58 (12)

	2
	Степная зона г. Шахтерск
	0
	0
	0

	3
	Подножие террикона г. Донецк
	0
	0
	0

	4
	10 м от террикона г. Донецк
	0
	0
	0

	5
	100 м от террикона г. Донецк
	0
	1
	3

	6
	Подножие террикона г. Снежное
	22
	91 (2)
	98 (93)

	7
	100 м от террикона г. Снежное
	16
	76 (4)
	81 (75)

	8
	Дубовая роща г. Снежное
	15
	77 (2)
	81 (35)

	9
	0,5 м от автотрассы г. Донецк
	0
	8
	21

	10
	1,5 м от автотрассы г. Донецк
	0
	2
	12


При этом обнаружено отсутствие азотобактера в почве около террикона действующей обогатительной фабрики. Негативное воздействие на развитие азотфиксирующих бактерий здесь оказали такие факторы как радиоактивность, пылевое и газодымовое загрязнение, возможно конкуренция с серными бактериями, обитающими на пиритовой пыли, горение террикона. Наличие многочисленных колоний азотобактера в почве около старого террикона недействующей шахты показывает способность почвы к восстановлению. 
Также достаточно многочисленной оказалась колония одной из контрольных почв – заказника «Ларинский». Отсутствие колоний в другой контрольной почве – отобранной у скалы в степной зоне г. Шахтерска может быть обусловлено тем, что почва бедная и не содержит достаточного количества легко усваиваемого органического вещества, а также кислая.
Выявлено снижение количества азотобактера в почве вдоль автотрассы. Вероятно, из-за загрязнения почвы тяжелыми металлами, токсичными для свободноживущих азотфиксирующих бактерий. При этом более многочисленная колония выявлена в почве, отобранной на расстоянии 0,5 метра от автотрассы. Однако влияние также оказывала близость водоема – неподалеку от места отбора этих почв протекает река Кальмиус. Пробы на расстоянии 1,5 м от автотрассы находились дальше от воды. Полученные результаты согласуются с литературными данными [8, 11].

3.5 Микроскопические исследование бактерий рода Азотобактер

На рисунках 16 и 17 представлены фотографии, полученные нами при микроскопировании выращенных бактерий. На рисунке 16 – бактерии, высеянные из почв контрольных территорий, а на рисунке 17 – из техногенно загрязненных почв.
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Рисунок 16 – Фотографии, полученные при микроскопировании колоний, 
высеянных из контрольных (экологически чистых) почв Донбасса
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Рисунок 17– Фотографии, полученные при микроскопировании колоний, 
высеянных их техногенно загрязненных почв Донбасса

При микрокопировании полученных колоний был выявлен полиморфизм, бактерии техногенно загрязненных почв отличаются от контроля по размеру и форме. Важно, что колонии бактерий, выросшие в почве около террикона, имели бурую окраску (вероятно, Azotobacter chroococcum), а колонии бактерий в контрольной почве – бесцветные (Azotobacter agilis). Это позволяет предположить возможность использования азотобактера в целях биоиндикации техногенной нагрузки на окружающую среду. Полученные результаты согласуются с литературными данными: Azotobacter chroococcum лучше развивается при недостатке кислорода, что характерно для загрязненной почвы
ВЫВОДЫ

1) Выявлены многочисленные колонии азотфиксирующих бактерий в почве около старовозрастного террикона, что показывает способность почвы к самовосстановлению. В почве около террикона действующей обогатительной фабрики азотобактер отсутствует, возможными причинами являются горение и пыление террикона, радиоактивность и конкуренция с серными бактериями.
2) Тяжелые металлы негативно влияют на развитие бактерий Azotobacter, поэтому в почве вдоль автотрассы выявлено снижение их численности. Высокая численность азотобактера в почве дубовой рощи обусловлена наличием большого количества органического вещества.
3) В почве около террикона колонии Azotobacter выделяют бурый пигмент (вероятно, выполняющий защитную функцию), а в почве контрольных территорий образуют бесцветные колонии. Показана возможность использования Azotobacter для биоиндикации техногенного загрязнения.
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