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Введение

Чистоозерный район расположен на юго-западе Новосибирской области в Кулундинской степной зоне, соседствует с Татарским, Купинским, Чановским районами Новосибирской области, Омской областью, южная граница района – государственная граница России с республикой Казахстан. Территория района - 5,69 тыс. кв. км [1]. 

Чистоозерный район представляет собой пластово-аккумулятивную субгоризонтальную равнину, созданную преимущественно новейшими опусканиями на рыхлых неоген-четвертичных отложениях. Рельеф района гривно-лощинный, с высотами от 100 до 130 метров [2].
Основные природные ресурсы района – земельные, сельхозугодия занимают 65% территории. 
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Рис.1. Площадь солончаковых почв на территории Чистоозерного района.[3]
Основным фактором, вызывающим засоление почв на территории р.п. Чистоозерное является высокий уровень залегания грунтовых вод.[1]
Несмотря на негативное влияние засоления, в почвах с высоким уровнем засоления и техногенной нагрузкой формируется уникальная микрофлора, способная выживать в экстремальных условиях среды  [2].

 Представители бактерий  рода  Azotobacter обогащают почву доступными  для растений формами  -  азота, вовлекая его  вновь в общий круговорот веществ. Поэтому они являются важным экологическим звеном различных биоценозов. Способны к продукции широкого спектра биологически активных веществ: фитогормоны (например, ауксины), витамины группы В, противогрибковые антибиотики [3].В связи с этим  изучение мест и условий обитания представителей азотфиксирующих  бактерий в этом направлении актуально.

Наша работа является частью  исследовательской программы «Всероссийский атлас почвенных микроорганизмов как основа для поиска новых противомикробных продуцентов и ферментов с уникальными свойствами». Сотрудники новосибирского Института химической биологии и фундаментальной медицины СО РАН выделят чистую культуру из нашего образца и  проведут секвенирование геномов выделенных штаммов.
Цель исследований: изучение  азотфиксирующих  бактерий на  почвах Чистоозерного  района,  Новосибирской области.   

Задачи:
1. Определить механический и химический состав почвенных  образцов.

2. Наблюдать за свободноживущими  азотофиксирующими  бактериями  в исследуемых образцах по степени обрастания их на агаризованной  среде Эшби комочками  вокруг исследуемых проб почвы. 

3. Изучение стимулирующей  активности  выделенных азотфиксирующих бактерий на  всхожесть семян кресс – салата.

Гипотеза:

1. Засоление почв приводит к  снижению активности роста азотфиксирующих бактерий.   

2. Данные бактерии стимулируют всхожесть  семян кресс – салата.
Объект исследования: почвы  р.п. Чистоозерный

Предмет исследования:  бактерии рода  Azotobacter
Для решения поставленных задач были использованы следующие методы исследования:
Теоретические методы: анализ и синтез, сравнение, конкретизация, обобщение. 

Эмпирические методы: эксперимент, получение фактов (информации) об объекте, систематизация. 

Статистические методы: метод визуализации данных (диаграммы).
Место и сроки проведения: р.п. Чистоозерный, Новосибирской области, октябрь 2022 года по февраль  2023 года.
1.Литературный обзор

1.1.Азотобактер
Азотобактер – род бактерий, живущих в почве и способных в результате процесса азотфиксации переводить газообразный азот в растворимую форму, доступную для усваивания растениями. Род азотобактер принадлежит к грамотрицательным бактериям и входит в группу так называемых свободноживущих азотфиксаторов. Представители рода обитают в нейтральных и щелочных почвах, воде и в ассоциации с некоторыми растениями.[4].
Молодые клетки азотобактера подвижны; они имеют многочисленные или единичные жгутики. У азотобактера обнаружены выросты, подобные фимбриям. В старых культурах клетки азотобактера покрываются плотной оболочкой, образуя цисты. Они могут прорастать, давая начало молодым клеткам [5].
1.2. Влияние факторов внешней среды на азотобактер
Значение рН среды. Физиологические и биохимические процессы протекают весьма неравномерно: чрезвычайно слабо в сильнокислой среде.  Удовлетворительно в слабокислой и сильнощелочной, относительно хорошо  и наиболее интенсивно при рН= 7,2-7,4[6].
Уровень аэрации(кислородный режим). Микроорганизм является аэробом. При слишком высоком уровне аэрации может наблюдаться уменьшение накопления биомассы[6].
Минеральный состав почвы. Недостаток фосфора ингибирует рост и снижает жизнеспособность Azotobacter. Отличительной особенностью является их высокая требовательность к наличию в среде микроэлементов. Железо играет важную роль в процессе дыхания и фиксации молекулярного азота. Калий требуется для азотобактера в незначительных концентрациях, высокие же концентрации могут вызывать бактерицидный эффект. Соединения бора стимулируют размножение азотобактера и процесс фиксации азота. [6].Марганец может в некоторой степени заменить потребность азотобактера в магнии. Медь необходима азотобактеру для образования пигмента. На развитие азотобактера значительное влияние оказывают органические и фосфорные минеральные удобрения, которые  стимулируют размножение азотфиксаторов, а азотные минеральные удобрения нередко подавляют их рост [6].
Биологические факторы. Почвенные микроорганизмы и растения влияют  на жизнеспособность азотобактера в почве косвенным путем, изменяя рН, окислительно-восстановительные условия и непосредственно вырабатывая питательные и биологически активные вещества. Азотобактер достаточно требователен к условиям среды обитания, что может быть использовано для индикации агрономических качеств почв [6] .
1.3. Использование человеком.

Благодаря своей способности фиксировать молекулярный азот, тем самым повышая плодородие почвы и стимулируя  рост растений, представители рода Azotobacter используются в сельском хозяйствеазотобактерина для получения азотных биоудобрений, (), также представители рода являются продуцентами полисахарида — альгиновой кислоты (E400), использующейся  в медицине (в качестве антацида), в пищевой промышленности (в качестве пищевой добавки к мороженому, пудингам и кремам) [5].

1.4.Засоление почв

Засоление почв – скопление в почвенных слоях, доступных для проникновения корневой системы, значительного количества (0,2% от почвенной массы) сульфатов, хлоридов, карбонатов, подавляющих жизнеспособность растений.

Явление наиболее характерно для низменных местностей, расположенных в природных зонах с аридным (засушливым) климатом. Особенно подвержены засолению орошаемые сельскохозяйственные земли.

По степени насыщения солями выделяют грунты:

· слабозасоленные (урожайность падает на 25%);

· среднезасоленные (на 50%);

· засоленные (на 75%);

· сильнозасоленные (на 100%).

По глубине нахождения солевой массы в поверхностном слое грунты делят на:

· солончаковые (глубина до 30 см);

· солончаковатые (от 30 до 80 см);

· глубокие солончаковатые (от 80 до 150 см);

· глубокозасоленные (глубже 150 см).

По химическому составу засоление бывает:

· хлоридным (избыток хлорида магния и натрия);

· сульфатным (избыточное содержание сульфата магния и натрия);

· карбонатным (чрезмерное накопление карбонатных солей).

Почвенные соли разделяются по степени вредности для растительных организмов:

· самые вредные – карбонат и гидрокарбонат натрия, хлорид натрия;

· средней вредности – хлорид кальция и магния, сульфат натрия;

· менее вредные – сульфат магния и кальция.

Выделяют два вида засоления:

· первичное (естественное);

· вторичное (вызванное антропогенной деятельностью).[6]
2.Методика исследований.

2.1.Отбор проб почв
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Для изучения активности штаммов Azotobacter выделили участки, которые отличаются геоморфологией и рельефом(приложение1). Провели нумерацию образцов согласно нумерации образцов во «Всероссийском атласе почвенных микроорганизмов»:
Для отбора почвенных образцов использовали метод “конверта”, т.е. в каждой из пяти точек, как указано на рисунке, брали отборы проб почвы с помощью лопаты с глубины 0,25 м, а затем смешали эти 5 образцов, и  полученный средний образец каждой пробы  использовали для проведения исследования. Площадь каждого участка при отборе почвенных проб составляла 50 м2 (5x5м), т.е. любая сторона каждого участка равна 5 м. 

  Образцы почвы, отобранные на участке, предварительно подсушили на воздухе при комнатной температуре, также убрали растительные остатки, камни. Затем образцы почвы просеяли через сито  диаметром 1-2 мм.
Образец 1(склон озера соленого) -почва в 5 метрах от горько-солёного озера Лечебное (село  Яблоневка Чистоозерного района, в озере обитает рачок ArtemiaSalina).

Образец 2(пашня)–почва в 15 метрах от горько-солёного озера Лечебное (село  Яблоневка Чистоозерного района, в озере обитает рачок Artemia salina), на котором выращивался злак-пшеница.
Образец3(побережье озера пресного) – почва в 5 метрах от озера пресного (село Яблоневка, Чистоозерного района, Новосибирской области).
Образец 4(пашня)- почва (р.п.Чистоозерный, 15 метров от автодороги), на которой возделывалась пшеница.

Образец5(пастбище) – почва (р.п.Чистоозерный, 30 метров от автодороги), на участке пасется скот.
2.2. Физико-химический анализ исследуемой почвы.

Биологические исследования поиска штаммов рода Azotobacter выполняли с применением методических рекомендаций-«Охотники за микробами».

2.2.1.Определение механического состава почвы.

Оборудование и реактивы: пробы почвы, вода.
Ход работы: В каждый образец почвы  добавляли небольшое количество 

воды, размешивали до тесто образного состояния и скатывали в шнур, который затем сгибали в кольцо. По тому, как скатывалась почва и сгибалась в кольцо, мы определяли ее механический состав. Результаты исследования оценивали по таблице№1. (приложение 2).

2.2.2.Определение  кислотности среды почвенной вытяжки
Оборудование и реактивы: пробирки, фильтровальная бумага, воронка, дистиллированная вода, образцы почвы, цифровая  лаборатории Releon Litе(датчик рН).
Ход работы: в пробирку поместили почву (столбик почвы должен быть 3-4 см). Долили дистиллированную воду, объем которой должен быть в три раза больше объема почвы. Закрыли пробирку пробкой, тщательно встряхивали в течение 1-2 минут. Провели измерения рН почвенных растворов, используя датчик рН цифровой лаборатории (приложение 5).
2.2.3.Определение содержание карбонатов в почве

Оборудование и реактивы:  бумага, соляная кислота 0,1 М, дистиллированная вода.
Ход работы: к пробе почвы добавили несколько капель соляной кислоты. Если почва содержит карбонат-ион, то под действием кислоты начнется выделение углекислого газа. Почва как бы «вскипает»(приложение 6).
2.2.4. Определение содержание нитратов в почве

Оборудование и реактивы: пробирки, фильтровальная бумага, воронка, вода Bon Agua, образцы почвы, тест полоски для определения нитратов, шкала окрашивания тест - полосок в зависимости от содержания нитратов в растворе. 
Ход работы: на весах приготовили навеску образцов почвы массой 30 г. И добавили воды Bon Agua- 100мл. Содержимое взболтали, при комнатной температуре оставили на 20 минут. Отфильтровали почву, в полученный фильтрат опустили тест- полоску на определение нитратов на 2 минуты, дождались появления окраски и сравнили результаты со шкалой(приложение 8).

2.2.5.Определение органических веществ в почве

Оборудование и реактивы: гидрокарбонат натрия, пробирки, образцы почвы, дистиллированная вода
Ход работы: приготовили растворы концентрацией 2% и 5%.Для приготовления раствора 5% взяли 5г. питьевой соды и 95 мл воды.  Для приготовления раствора 2% взяли 2г. питьевой соды и 98 мл воды. Растворы нагрели до 600С.В пробирку внесли навеску почвы массой 1г. и налили 10 мл. раствора, закрыли крышкой. Пробирки пронумерованы в соответствии с номером проб почвы. Периодически взбалтывали при комнатной температуре около суток, но последние 12 часов оставили в покое. После окончания инкубации из каждой пробирки взяли окрашенный в разной степени раствор и разлили в стрипы, затем сравнили варианты опыта по содержанию органического вещества (приложение 4).
2.2.6. Оценка экологического состояния почвы тестированием на засоленность. Засоленность почвы влияет на ее качественные характеристики и является фактором, определяющим видовой состав как естественных фитоценозов, так и возможности выращивания культурных растений в агрофитоценозах.

Тестирование водной вытяжки при оценке засоленности прово​дится по упрощенной методике,  оно основано на выпаривании небольшого (1 капля) количества вытяжки на предметном стекле микроскопа и визу​альной оценке количества сухих солей, оставшихся на стекле после ис​парения влаги.

Выпаривание  проводили с помощью сухого го​рючего, не допускали сильного нагревания предметного стекла.Наличие сухого остатка на предметном стекле после испарения влаги свидетельствовало о содержании солей в вытяжке, а количество су​хих солей в остатке – о степени засоления(приложение 7).

3.Культивирование  азотофиксирующих бактерий

3.1.Посев и наблюдение за ростом колоний бактерий  рода Azotobacter

Численность отдельных групп микроорганизмов в почве небольшая, их выявляют методом обрастания комочков почвы. Для культивирования бактерий была использована среда Эшби.
Оборудование и реактивы: почвенные образцы, чашки Петри, Среда Эшби ( K2HPO4 – 0,2 г, MgSO4, 7H2O– 0,2г , NaCl –0,2г., K2SO4–0,1г.), CaCO3 – 1,0г., Агар-агар – 3,0 г, С6Н12 О6 -4,0г. вода дистиллированная – 1л., зубочистки, пипетки Пастера, фильтровальная бумага.

Ход работы: Приготовили вспомогательный раствор для изготовления среды Эшби (среда не содержит соединений азота и поэтому подходит для выращивания колоний азотобактера). Для исследования роста колоний на одном образце почвы поставили три параллельных эксперимента в 3-х чашках Петри. Каждую чашку продезинфицировали этиловым спиртом. Затем заполнили средой Эшби (ушло 25 мл. на одну чашку).  Подготовили образцы почвы для анализа (высушили, просеяли). Увлажнили 3,0г почвы с помощью зубочистки. На твердой поверхности среды разместили по трафарету 50 комочков почвы. Чашки пронумеровали в соответствии с номерами пробы почвы.  Исследуемые образцы находились при комнатной температуре, в закрытых чашках Петри, покрытых сверху большей ёмкостью, во влажной атмосфере. Пробы проверялись на 3,7 и 10 день(приложение 9). 

3.2.Влияние азотофиксирующих бактерий на всхожесть семян кресс-салата.

Для определения влияния рода Azotobacter на всхожесть семян мы выбрали семена кресс-салата. Для этого использовали растворенные в воде  азотфиксирующие бактерии. Каждый раз поливали соответствующим раствором культуры кресс-салата. Для контроля развития семян отдельно выращивали семена кресс-салата (без азотфиксирующих бактерий)-(приложение 11,12,13).

4.Результаты экспериментов и их обсуждение.

В нашей исследовательской работе были отобраны 5 образцов почв, различающихся по своему химическому и механическому составу, антропогенной нагрузке. Из всех образцов были выделены азотофиксирующие бактерии.  

По результатам анализа (см. таблицу 1), тип почв в образцах 1, 4 и 5- средний суглинок. Образец 2 -  тяжелый суглинок, образец 3 - супесь. При тестировании на засоленность в образцах 1, 2 и 3 наблюдали сухой остаток невооружённым глазом, а в световом микроскопе - кристаллы соли, что говорит о засоленности исследуемой почвы.

Таблица 1. Физический анализ исследуемой почвы.

	Пробы почв 
	Физический анализ исследуемой почвы

	
	Механический состав
	тестированием на засоленность

	Образец 1 (склон озера соленого)
	Средний суглинок
	кристаллы соли

	Образец  2(пашня)
	Тяжелый суглинок
	кристаллы соли

	Образец 3 (побережье озера пресного) 
	Супесь
	кристаллы соли

	Образец 4 (пашня)
	Средний суглинок
	нет

	Образец5(пастбище)
	Средний суглинок
	нет


Данные химического анализа (таблица 2) показывают, что показатель величины рН почвенной вытяжки, среда в пробе 5- нейтральная, во всех остальных образцах – среда слабощелочная. Содержание нитратов во всех почвенных образцах-  10 мг/л. Наличие карбонатов только в почвенном образце   3 (наблюдали сильное вскипание), что говорит о щелочной реакции почвенной вытяжки. 

Таблица 2. Химический анализ почвы.

	Пробы почв
	Определение  кислотности среды
	Определение карбонатов
	Определение

нитратов

	Образец 1 (склон озера соленого)
	7,66
	нет
	10 мг/л

	Образец  2(пашня)
	7,58
	нет
	10 мг/л

	Образец 3 (побережье озера пресного) 
	7,75
	сильное вскипание
	10 мг/л

	Образец 4 (пашня)
	7,89
	нет
	10 мг/л

	Образец5(пастбище)
	7,29
	нет
	10 мг/л


Исследования на содержание органического вещества (таб. 3)показали, что в образцах 1 и 2 растворённой органики больше, чем в остальных образцах.
Таблица 3.  Определение органического вещества в исследуемой почве

	Пробы почв
	Раствор соды

	
	2%
	5%
	содержание органики

	Образец 1 (склон озера соленого)
	слабая окраска 
	сильное окрашивание
	наибольшее 

	Образец  2(пашня)
	сильное окрашивание
	сильное окрашивание
	наибольшее

	Образец 3 (побережье озера пресного) 
	 слабая окраска 
	очень слабая окраска
	бедное 

	Образец 4 (пашня)
	слабая окраска 
	слабая окраска 
	среднее

	Образец5(пастбище)
	слабая окраска 
	слабая окраска 
	среднее


Данные таблицы 4позволяют заключить, что уровень углекислого газа,  выделившегося  в образцах   1 и 2 больше, чем в остальных образцах почвы. Интенсивность дыхания зависит от содержания органики(чем больше органики  - больше дыхание).Почва в остальных образцах истощена

Таблица 4.  Определение почвенного дыхания 

	Пробы почвы
	Титрование на

	
	1 сутки
	3 сутки
	7 сутки

	Образец 1 (склон озера соленого)
	200мг.
	105мг.
	92мг.

	Образец  2(пашня)
	196мг.
	121мг.
	96мг.

	Образец 3 (побережье озера пресного) 
	145мг.
	64  мг 
	31мг.

	Образец 4 (пашня)
	160мг.
	92мг
	37мг

	Образец5(пастбище)
	157мг
	88  мг
	30мг


По результатам культивирования азотофиксирующих бактерий (см.табл. 5) видно, что самое низкое обрастание колоний в образцах 1 и 2, составило 24 %, в образце 3 -100%. Предполагаем, что одним из интенсивных факторов развития азотобактера в почве 3 являются карбонаты, которые стимулируют размножение азотобактера.

Таблица 5. Обрастания почвенных комочков  
	Пробы почв 
	Степень обрастания на агаризованной  среде Эшби колоний Azotobacter,%

	
	3 день 
	6 день 
	10 день 

	Образец 1 (склон озера соленого)
	0 
	12 
	24 

	Образец  2(пашня)
	0 
	14
	24 

	Образец 3 (побережье озера пресного) 
	92 
	94 
	100 

	Образец 4 (пашня)
	0 
	24 
	50 

	Образец5(пастбище)
	8 
	10 
	60 


В дальнейшем провели микроскопическое исследование образцов. На   6 день во всех образцах почвы присутствовали азотобактеры (рис.39 приложение 15) , выросшие  при одинаковых условиях и времени культивации.   Клетки бактерий Azotobacter  имели палочковидную форму, но встречались клетки и овальной формы, на препаратах располагались    одиночно, парами и неправильными скоплениями.

Исследования показали способность бактерий к накоплению полимерных соединений. Провели тест на накопление биополимеров, т.е. проверяли способность накапливать питательные вещества, которые способствует росту и развитию растений. Во всех образцах обнаружили биополимеры. Больше всего в образце 3.

Анализируя данные таблицы (см. таб.6) видим, что самая высокая всхожесть семян кресс – салата составила 96%в пробе 1.В пробах 4 и контроле - 94 %,а 5 - 92%. Наименьшая всхожесть семян (88%) наблюдалась в пробе 2. Каждый вариант опыта  включал по 3 повторности.
 Таблица 6. Влияние бактеризации на всхожесть семян кресс-салата
	Образцы штаммов
	Всхожесть семян, %

	Образец 1 (склон озера соленого)
	96

	Образец  2(пашня)
	88

	Образец 3 (побережье озера пресного) 
	90

	Образец 4 (пашня)
	94

	Образец5(пастбище)
	92

	Контроль (вода)
	94


5. Выводы
На основании результатов, полученных в ходе визуального, механического и химического исследования  пяти  образцов  почв, можно сделать выводы:
1. Исследуемые образцы почвы 1,2,4,5 содержат значительное количество глинистых частиц. Среда почвенной вытяжки в пробе 5 нейтральная, во всех остальных образцах –  слабощелочная. Карбонаты содержатся только в одном образце, содержание нитратов во всех образцах - 10 мг/л (в пределах ПДК). Наибольшее содержание органического вещества и интенсивность дыхания  в образцах 1(склон озера соленого) и  2(пашня рядом со склоном озера соленного).
2. Анализ полученных по процессу роста колоний микроорганизмов показал, что во всех образцах почв присутствуют бактерий рода Azotobacter. Самое низкое обрастание колоний в  образцах 1(склон озера соленого) и 2(пашня – рядом со  склоном озера соленного) составило 24%, наибольшее в образце 3 (побережье озера пресного) -100%. Предполагаем, что одним из интенсивных факторов развития азотобактера в почве 3 являются карбонаты, которые стимулируют размножение азотобактера. Среднее обрастание в образцах 4(пашня)- 50%  и 5 (пастбище)- 60%. Возможно, связано с нагрузкой  со стороны автотранспорта (вблизи  расположена автомобильная дорога общего пользования федерального значения). Во всех образцах обнаружили биополимеры.
3. Все исследования показали, что всхожесть обработанных семян кресс-салата незначительна. Из чего следует, что концентрация бактерий в среде не влияет на всхожесть  этой культуры, значит,  бактерии имеют защитную реакцию и испытывают различную антропогенную нагрузку в почвах.

Таким образом, гипотеза подтвердилась, что засоленность  почвы   влияет на   активность бактерии рода Azotobacter, но данные бактерии не стимулируют всхожесть семян  кресс- салата.
6. Заключение

По результатам проведенных исследований, предполагаем, что одним из факторов низкой активности рода Azotobacter является  засоленность почвы. Анализ полученных по процессу роста колоний микроорганизмов показал, что во всех образцах почв присутствуют бактерий рода Azotobacter.
Вероятнее всего, наибольшее влияние на жизнедеятельность азотофиксирующих бактерий имеют такие факторы как; влажность, кислотность, наличие карбонатов, сильное  истощение почвы. Наш вывод не противоречит известному факту, что  азотофиксирующие бактерии в цикле развития способны переходить  в стадию цист, устойчивых к неблагоприятным факторам среды. Полагаем, что в почве с низким содержанием органического вещества, доступного микроорганизмам, сохраняются живые, но неактивные клетки бактерий рода Azotobacter.

Мы считаем, что не стоит останавливаться на достигнутом, а следует продолжить  изучение штаммов азотобактеров к повышенному содержанию солей.
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Приложение 1

Участки отбора проб участниками проекта
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	Рис 2. Схема расположения  точек отбора    проб почв на территории  р.п. Чистоозерного. 
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	Образец  1 - почва в 5 метрах от горько-солёного озера Лечебное (р.п.Чистоозерный, с Яблоневка, в озере обитает рачок  Artemiasalina).



	Рис.3 Фото участка 1
	

	Образец2–почва в 15 метрах от горько-солёного озера Лечебное (р.п.Чистоозерный, с Яблоневка, в озере обитает рачок  Artemiasalina), на котором выращивался злак-пшеница
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	Рис.4 Фото участка 2

	[image: image5.jpg]



	Образец  3 – почва в 5 метрах от  озера пресного (село  Яблоневка Чистоозерного района, Новосибирской области).


	Рис.5 Фото участка 3
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	Образец 4 - почва (р.п. Чистоозерное,  15 метров от автодороги ), возделывалась пшеница.



	Рис. 6 Фото участка 4
	

	Образец 5 – почва  (р.п.Чистоозерное, 30 метров от автодороги), на участке пасется  скот.
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	Рис.7 Фото участка 5


Приложение 2

Определение механического состава почвы

	Образец1- почва в 5 метрах от горько-солёного озера Лечебное (р.п. Чистоозерный, с Яблоневка, в озере обитает рачок  Artemiasalina).
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	Образец 2–почва в 15 метрах от горько-солёного озера Лечебное (р.п.Чистоозерный, с Яблоневка, в озере обитает рачок  Artemiasalina), на котором выращивался злак-пшеница 
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	Образец3 – почва в 5 метрах от  озера пресного (село  Яблоневка Чистоозерного района, Новосибирской области).
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	Образец 4 - почва (р.п.Чистоозерный,  15 метров от автодороги), возделывалась пшеница.
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	Образец 5 – почва  (р.п.Чистоозерный, 30 метров от автодороги), на участке пасется  скот
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Приложение 3

Диаграмма 1. Интенсивность почвенного дыхания
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Рис.8  Эксперимент по почвенному дыханию
Приложение 4

Определение органических веществ в почве
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	Рис.9  Эксперимент по определению органических веществ в почве


Приложение 5

Определение кислотности среды в  почвенной вытяжки
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	Рис.10  Определение рН среды в почвенной вытяжке образца  1
	Рис.11  Определение рН среды в почвенной вытяжке образца  2
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	Рис.12 Определение рН среды в почвенной вытяжке образца  3
	Рис.13 Определение рН среды в почвенной вытяжке образца  4
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	Рис.14 Определение рН среды в почвенной вытяжке образца  5


Приложение 6

Определение карбонатов в почве
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	Рис.15  Определение карбонатов в почве. 
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	Рис.16 Определение карбонатов в почвенных образцах


Приложение  7

Тестирование  на засоленность
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	Рис.17 Определение засоленности почвы 1
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	Рис.18 Определение засоленности почвы  2
	Рис.19 Определение засоленности почвы 3


Приложение 8

Определение нитратов в почве
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	Рис.20 Окрашивание тест-полоски в зависимости от содержания нитратов в растворе.


Приложение 9
Посев и наблюдение за ростом колоний
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	Рис. 21 Внешний вид колоний на 7день после посева (образец 1)
	Рис. 22 Внешний вид колоний на 3 день после посева (образец1)
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	Рис. 23 Внешний вид колоний на 7день после посева(образец2)
	Рис. 24 Внешний вид колоний на 3 день после посева (образец2)
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	Рис. 25Внешний вид колоний на 7день после посева(образец 3)
	Рис. 26 Внешний вид колоний на  2  день после посева (образец 3)
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	Рис 27 Внешний вид колоний на 7день после посева(образец 4)
	Рис. 28 Внешний вид колоний на 3 день после посева (образец 4)
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	Рис 29 Внешний вид колоний на 7день после посева(образец 5)
	Рис. 30 Внешний вид колоний на 3 день после посева (образец 5)


Приложение  10

 Исследование способности к накоплению полимерных соединений
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	Рис.31  Фиксация образцов
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	Рис.32 Результат  окрашивания препарата
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	Рис. 33 Бактерии , способные накапливать полимеры

	[image: image44.jpg]




	Рис. 34 Бактерии , способные накапливать полимеры


Приложение 11

Влияние бактеризации на всхожесть семян - крест салата
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	Рис.35 Закладка опыта


Приложение12

Диаграмма 2 Влияние бактеризации на всхожесть семян кресс-салата
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Приложение 13

Диаграмма 3 Влияния бактеризации на всхожесть семян - крест салата 
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Приложение14

Исследование влияния азотобактера на всхожесть семян кресс-салата
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	Рис. 35 Внешний вид кресс-салата  на 10день после посева(образец1)
	Рис. 36 Внешний вид кресс-салата  на 10день после посева(образец 2)

	[image: image51.jpg]



	[image: image52.jpg]




	Рис. 37 Внешний вид кресс-салата  на 10день после посева образец (3)
	Рис. 38 Внешний вид кресс-салата  на 10день после посева(образец 4)
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	Рис. 39 Внешний вид кресс-салата  на 10день после посева образец (5)


Приложение 15

Микроскопическое исследование образцов
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	Рис. 40 Снимок препарата(13 000‬)
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