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Введение
Почва – поверхностный слой литосферы Земли, обладающий плодородием. Основоположником науки о почве – почвоведение является русский учёный В.В. Докучаев. Это невосполнимый ресурс планеты, то есть, в случае утери или деградации почвы, на её возобновление уйдут тысячелетия. Почва играет ключевую роль в жизни на планете, поэтому необходимо изучение и сравнение ее свойств и факторов. 

Почвенный покров представляет собой важнейший компонент биосферы Земли. В нём происходит огромное количество биологических и химических процессов, обитают многие представители не только растительного и животного мира, но и микромира. Одно из самых важных значений почвы – накопление органического вещества, энергии, различных химических элементов, что напрямую зависит от содержания в ней почвенных бактерий. Если нарушится данное звено биосферы, то сложившееся комплексное функционирование биосферы будет невозможно.

Изучение свойств почвы, его глобального состояния является одной из актуальнейших экологических проблем нашего времени. Поэтому мы решили включиться в федеральный проект ИХБФМ СО РАН «Всероссийский атлас почвенных организмов» (институт химической биологии и фундаментальной медицины СО РАН при поддержке Министерства науки и высшего образования РФ (соглашение № 075-15-2021-1085) в рамках реализации Федеральной научно-технической программы развития генетических технологий на 2019–2027 гг. национального проекта «Наука и университеты»), чтобы найти бактерии рода Azotobacter, бактерии-продуценты протеаз и бактерии с антимикробными веществами в Тамбовской области, от которых во многом зависит плодородие почв.

Цель исследования: изучение физико-химических свойств почвы и определение наличия в ней бактерий рода Azotobacter, бактерий-продуцентов протеаз и бактерий с антимикробными веществами.
Задачи:
1) определить механический состав почвенных образцов Тамбовской области; 

2) определить наличие ионов CO32-;

3) определить кислотность почвенных образцов; 

4) произвести посев в чашки Петри с питательной средой и наблюдать за ростом азотфиксирующих бактерий, бактерий-продуцентов протеаз и бактерий с антимикробными веществами; 

5) провести окрашивание выросших колоний бактерий;
6) провести микробиологический анализ в микропланшетах с различными питательными средами;
7) дать сравнительную оценку состоянию почвы в разных модельных точках на основе полученных результатов.

Гипотеза: на культивируемых землях содержание исследуемых видов бактерий больше, чем на почвах, незатронутых деятельностью человека.
Объект изучения: почвы Тамбовской области и содержащиеся в ней бактерии.
Предмет изучения: физико-химические свойства почв, бактерии определенных видов.
Сроки выполнения: май 2022- декабрь 2023
ЛИТЕРАТУРНЫЙ ОБЗОР
1.1. Почва. Строение почвы. Морфологические признаки почвы.

Учёный, первый давший научное представление о почве, стал русский геолог В. В. Докучаев. Он писал: «Почвой необходимо именовать «дневные», либо внешние, интересы высоких пород (все без исключения точно также тот или иной), безусловно модифицированные общим влиянием воды, атмосферы и разного семейства организмов, активных либо мёртвых» [1]. В процессе своих исследований он определил, то, что все земли возникают путём «чрезвычайно непростого взаимодействия регионального атмосферного климата, постных и звериных организмов, состава и структуры исходных высоких пород, рельефа территории, и, в конечном итоге, года страны».

В наше время, под термином «почва» подразумевают верхний, плодородный слой земли, возникающий вследствие изменения поверхностных слоёв суши в совокупности с факторами почвообразования. Изучением почв, их возникновения, свойств, географическом распространении и охраны занимается наука почвоведение.

В. В. Докучаев принял главные представления о морфологической структуре слоя почвы, позднее его работы были развиты С. А. Захаровым – русским почвоведом.
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Основными морфологическими свойствами почвы считаются: строение, механический состав, окраска, включения и новообразования.
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Структура почвенного профиля – внешний вид, характеризующийся сменой определённых горизонтов в вертикальном порядке. Можно отметить следующие горизонты: A – горизонт аккумуляции органических веществ, содержащий гумусово-аккумулятивный горизонт (горизонт A0), гумусово-элювиальный горизонт (A1), B – иллювиальный/переходный горизонт, C – материнская порода.

Мощность почвы – слой с ее поверхности до материнской породы.

Механический состав – соотношение числа отдельных частиц (камни, палки, листья), содержащихся в грунте.

Окраска земли – главный морфологический критерий. На окраску оказывают большое влияние такие вещества, как гумус, соединения железа, углекислая известь. Из-за окраса почти все земли приобрели собственные названия (чернозём, краснозём и другие).

Включения – тела органического либо минерального происхождения, которые возникли там в период почвообразовательного процесса (раковины, кости животных и моллюсков, стекло, уголь, кирпич).

Новообразования – скопления веществ различного химического состава и формы, которые возникают и откладываются в горизонтах почв. Они подразделяются на химические и биологические, в зависимости от их структуры. 

1.2. Виды почв
Почвы могут разделяться по многим показателям. Наиболее точной является классификация по механическому составу (суглиники, супеси, глиноземы, песчаники).

· Суглиники. Данная почва легко поддаётся обработке, содержит много питательных веществ, способна хорошо сохранять влагу и удерживать тепло. Из данного грунта можно легко скатать шарик, который при деформации будет разрушаться.

· Глинозем (глинистая почва). Такие почвы холодные, трудно обрабатываемые. Плохо удерживает тепло; вода в этой почве может застаиваться. При скатывании из почвы так называемой, колбаски, она не будет рассыпаться при лёгком деформировании. 

· Супеси (супесчаная почва). Очень лёгкая почва с включениями из глины. Отлично поддаётся обработке. Быстро прогревается, способна удерживать тепло, мало пропускает влагу и хорошо удерживает органические вещества. 

· Песчаники (песчаная почва). Легко пропускают воду, рыхлые и сыпучие. Легко поддаются обработке, быстро прогреваются, но вместе с тем быстро остывают, а питательные вещества вымываются в глубинные слои грунта водой. При попытке скатать шарик, она рассыпается.

1.3. Бактерии
Бактерии являются одноклеточными организмами, которые не имеют оформленного клеточного ядра - прокариоты. Они могут выживать как при положительных, так и при отрицательных температурах, а также в кислой и щелочной средах. Бактерии населяют почву, озера и океаны, а также соленые моря и холодные горные вершины. Бактерии характеризуются малыми размерами, составляющими 1 мкм в толщину и от 0, 5 до 2, 0 мкм в длину. Форма и размеры бактерий могут варьировать. Наиболее распространенными формами являются кокки (сферические бактерии), бациллы (палочки или цилиндры с закругленными концами), спириллы (спирали) и спирохеты (тонкие и гибкие волосовидные формы).

В бактериальной клетке, зачастую, отсутствуют крупные мембранные органеллы - митохондрии и хлоропласты. Однако у них присутствует многокомпонентный цитоскелет, который контролирует распределение нуклеиновых кислот и белков внутри клетки, а также регулирует процесс клеточного деления. Генетический материал бактерий представлен ДНК, которая имеет форму длинной кольцевой молекулы. Кроме кольцевой ДНК, многие бактерии содержат плазмиды - небольшие кольцевые двуцепочечные молекулы ДНК. Наличие плазмид позволяет бактериям приспособиться к окружающей среде -наличие генов, обеспечивающих устойчивость к различным антибиотикам.

Бактериальная клетка покрыта мембраной, составленной, преимущественно, из фосфолипидов. Она является барьером, который удерживает внутри клетки питательные вещества, белки и другие компоненты цитоплазмы. Большинство бактерий имеют толстую клеточную стенку, которая защищает клетку от разрыва при поступлении в нее воды. Некоторые бактерии обладают также защитной слизистой капсулой, которая находится непосредственно под слоем клеточной стенки. Многие бактерии обладают подвижностью - имеют жгутики. Еще одной внешней структурой бактерий являются пили - полые белковые структуры, расположенные на поверхности клетки. Пили используются бактериями в процессе конъюгации.

1.4. Бактерии рода Azotobacter
Азотфиксация – это процесс преобразования молекулярного азота из атмосферы в растворимую форму, усваиваемую растениями. Наличие таких соединений азота в почве способствует её плодородности. Однако концентрация и соотношение этих соединений в почве меняются под влиянием различных факторов, таких как усвоение растениями, сбор урожая, эрозия, вымывание и денитрификация. Азотфиксацию может осуществлять группа прокариотов, поскольку эукариоты не обладают такими свойствами. Наиболее известные азотфиксирующие бактерии – Rhizobium sp., которые  используются в производстве удобрений для бобовых культур. Симбиотические отношения между бобовыми растениями и азотфиксирующими бактериями приводят к увеличению содержания легкоусвояемого белка на посевной площади. Род Azotobacter представляет собой свободноживущие грамотрицательные бактерии, обитающие в нейтральных и слабощелочных почвах, пресноводных водоёмах и солоноватоводных болотах. Эти бактерии также обнаружены в экстремальных условиях, включая полярные и антарктические регионы. Azotobacter образуют симбиотическую связь с растениями в тонком слое почвы, прилегающем к корням растений. Для получения энергии Azotobacter используют окислительно-восстановительные реакции, включая углеводы, спирты и соли органических кислот. Бактерии этого рода способны зафиксировать не менее 10 микрограмм азота на 1 грамм глюкозы. Они способны расти и фиксировать азот в широком pH-диапазоне от 4, 8 до 8, 5, но оптимальными для них условиями считаются значения pH от 7, 0 до 7, 5.

1.5. Бактерии – продуценты протеаз
Протеазы являются ферментами, способными расщеплять пептидную связь в белках. В результате гидролиза пептидных связей белки расщепляются на аминокислоты или их более короткие последовательности – полипептиды. Протеазы участвуют во многих биологических процессах, протекающих в организме человека, включая расщепление употребляемых в пищу белков и передачу сигналов между клетками.
Протеазы являются промышленно важными ферментами: их продажи составляют 60% от общемирового объёма реализуемых ферментов. Щелочные протеазы находят применение в моющей, кожевенной и пищевой промышленности. Особого внимания заслуживают протеазы, производимые организмами, процессы жизнедеятельности которых могут протекать при низких температурах. Они могут функционировать в широком диапазоне температур. Адаптированные к холоду протеазы используются в производстве моющих средств для стирки при низких температурах или деградации высокобелковых отходов в условиях низких температур окружающей среды. Галофильные протеазы производятся микроорганизмами, которые обитают в солёных водоёмах и засоленных почвах. Высокие концентрации хлорида натрия необходимы им для поддержания структурной целостности цитоплазматической мембраны и функционирования связанных с ней ферментных систем. При удалении из солёной среды, их клеточная стенка растворяется, а цитоплазматическая мембрана распадается на мелкие фрагменты.
ПРАКТИЧЕСКАЯ ЧАСТЬ
2.1. Выбор модельных точек для сбора образцов почвы
Исследуемые образцы почв

1 - западная окраина парка Победы

2 - район аэропорта

3 - дачный поселок «Чистые пруды»

4 - деревня Лысые горы

5 - полигон Трегуляй

6 - микрорайон Майский

7 - поселок городского типа Мордово

8 - начало ул. Советской
9 - территория санатория «Энергетик», район Новая Ляда

10 - Инжавино

11 - Кирсанов

12 - село Гавриловка

13 – озеро в районе Новая Ляда
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2.2. Определение механического состава почвы

Методика

Механический состав почвы – относительное содержание и соотношение частиц разного размера. Чтобы провести этот опыт, высушиваем 100 г почвы; затем путем просеивания через сито отделяем достаточно крупные частицы и мусор. Затем приливаем небольшое количество дистиллированной воды так, чтобы смесь была вязкой. Из неё скатываем шарик и растягиваем его в жгутик (Приложение А). Полученные результаты занесли в таблицу и сравнили:
Таблица 1 
Механический состав почвы

	Механический состав
	Внешний вид
	При скатывании

	Песчаный (песч.)
	Состоит почти исключительно из

песчаных зёрен
	Не скатывается в шарик

	Супесчаный (супесч.)
	Преобладают песчаные частицы с небольшой примесью глины
	Не скатывается, но лепится

в непрочные шарики

	Легкосуглинистый (легк. сугл.)

	Среди глинистых частиц преобладают песчаные частицы


	Образует непрочный шарик, в жгут не раскатывается, образует отдельные цилиндрики

	Среднесуглинистый (ср. сугл.)
	Среди глинистых частиц заметны песчаные частицы
	Образует сплошной жгут, который при сгибании в кольцо разламывается

	Тяжелосуглинистый (тяж. сугл.)
	Крупные песчаные зерна отсутствуют
	Образует длинный жгут, при сгибании в кольцо которого образуются трещины

	Глинистый (глин.)
	Песчаные зерна отсутствуют
	Дает гладкий шарик и длинный жгут


Таблица 2
Результаты исследования механического состава
	№ образца
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10
	11
	12
	13

	Механический
состав
	легк.

сугл.
	ср.

сугл.
	тяж. сугл.
	глин.
	песч.
	легк.

сугл.
	ср. сугл.
	тяж. сугл.
	песч.
	легк.

сугл.
	ср. сугл.
	тяж. сугл.
	-


Анализ результатов: из представленной таблицы видно, что легкосуглинистый, среднесуглинистый и тяжелосуглинистый наиболее часто встречаемые виды почв. В то время как глинистый и песчаный обнаруживаются реже.
2.3. Определение ионов CO32- в образцах почв
Методика
Взвесили одинаковое количество проб почвы, после чего прилили раствор HCl. Соляная кислота прореагирует с содержащимися в почве CO32-, реакция должна идти с выделением CO2 (Приложение Б). 

CaCO3 + 2HCl = CaCl2 + CO2 + H2O 

Анализ результатов: по реакции «вскипания» CO32- ионы были обнаружены в образцах 2-5, 7, 8 и 12.
2.4. Определение кислотности образцов почв

Методика
Заполнили половину объема пробирки типа «эппендорф» исследуемым образцом почвы, заполнили свободный объем водой и встряхнули пробирку. Дождались полного осаждения взвеси почвы на дно пробирки и опустили индикаторную бумагу в почвенную вытяжку (Приложение В). Затем сравнили показания индикаторной бумажки со шкалой pH:
[image: image3.png]



Таблица 3 
Результаты исследования рН
	№ образца
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10
	11
	12
	13

	Значение pH
	5,5
	5,5
	6,5
	6
	6
	7
	7
	7
	6
	6
	6
	5
	6,5


Анализ результатов: диапазон кислотности образцов почв от 5,5 до 7 (от слабокислой до нейтральной).
2.5. Бактерии рода Azotobacter
2.5.1. Посев бактерий и их рост
Методика
Приготовили вспомогательный раствор (1л воды и навески NaCl, K2SO4, MgSO4*7H2O и К2HPO4, которые находились в наборе), затем среду Эшби из 200г вспомогательного раствора и 1г CaCO3; 3г Агара; 4г глюкозы. Налив в чашки Петри питательную среду, разместили комочки образцов почв на расстоянии 0,5 см друг от друга. Закрыли чашки Петри и оставили в сухом темном месте на 3-4 дня (Приложение Г).
Результаты: в чашках Петри под номерами 2, 4, 6, 10 и 12 выросли густые колонии бактерий, а под номерами 1, 3, 5, 7-9, 11 и 13 – единичные колонии.
2.5.2. Микроскопирование выросших колоний бактерий
Методика
Протёрли предметное стекло спиртовой салфеткой. Отобрали небольшое количество образца зубочисткой и размазали по предметному стеклу. Капнули дистиллированную воду, накрыли покровным стеклом и поместили под микроскоп (Приложение Д). 
Результаты: визуально мы наблюдаем бактерии округлой формы – кокки и их колонии.
Комментарии: азотобактеры есть в образцах 6-8, 10-13 одинаковой формы.

2.5.3. Окрашивание выросших колоний бактерий Фуксином Циля и тушью
Методика

Протёрли предметное стекло спиртовой салфеткой. Отобрали небольшое количество образца зубочисткой и размазали по предметному стеклу. Нанесли каплю Фуксина Циля с помощью пипетки Пастера, затем капнули тушью. Зубочисткой перемешали биомассу и красители, и тонко размазали по предметному стеклу. Высушили эту массу в течение 30 минут. Затем нанесли каплю воды и накрыли покровным стеклом, поместили препарат под микроскоп под увеличением x1600 (Приложение Е).
Результаты:
Таблица 4 
Результаты окрашивания колоний
	№ образца
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10
	11
	12
	13

	Окрашивание
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	+
	-
	+
	+
	-
	-


Анализ результатов: окрашиванию подверглись образцы под номерами 8, 10 и 11. Это свидетельствует о том, что именно в них выросли колонии бактерий Azotobacter.
2.6. Бактерии-продуценты протеаз
2.6.1. Посев бактерий и их рост

Методика

Приготовили питательную среду: смешали 500мл 1г пептона; 0,6г дрожжевого экстракта; 1г NaCl; 3,6г агара и 2г сухого обезжиренного молока. Добавили в эту смесь 200г дистиллированной воды, нагрели и разлили по чашкам Петри. Затем взвесили 1г почвы и растворили в 50мл дистиллированной воды. Затем, дождавшись полного осаждения крупных частиц, с помощью пипетки Пастера перенесли 1мл суспензии в чашки Петри и равномерно распределили по поверхности. Закрыли чашки Петри и оставили в сухом темном месте на 3-4 дня (Приложение Ж).
Результаты:

Таблица 5 
Результаты посева бактерий 
	№ образца
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10
	11
	12
	13

	Количество колоний
	4
	4
	6
	5
	2
	3
	2
	2
	6
	3
	2
	3
	3


Анализ результатов: в образцах 3 и 9 выросло наибольшее количество колоний бактерий, а в 5, 7, 8 и 11 – наименьшее.

2.6.2. Посев бактерий в специализированные планшеты

Методика

Отобрали образцы колоний из каждой чашки Петри по тому количеству, которое в них образовалось, и перенесли в планшеты:
1) контрольный планшет

2) скрининг на протеазы, производимые психротрофическими организмами
3) скрининг щелочных протеаз

4) скрининг галофильных протеаз
5) скрининг протеаз, растворяющих целлюлозу

Через 5 дней произошли изменения в планшетах (Приложение И), они занесены в таблицы (Приложение К).
Результаты:

1 планшет – наблюдается активный рост колоний бактерий;
2 планшет – протеазы, производимые психротрофическими организмами, найдены во всех образцах почв, ярко выражены в образцах 1-3;
3 планшет – щелочные протеазы (помутнение среды) наблюдаются во всех образцах, но не в каждой колонии: в 1 образце – 1 из 4; во 2 образце – 2 из 4; в 3 образце – 3 из 6; в 4 образце – 4 из 5; в 5 образце – 1 из 2; в 6 образце – 3 из 3; в 7 образце – 1 из 2; в 8 образце – 2 из 2; в 9 образце – 6 из 6; в 10 образце – 2 из 3; в 11 образце – 2 из 2; в 12 образце – 3 из 3; в 13 образце – 3 из 3.
4 планшет –  галофильные протеазы обнаружены в каждой колонии каждого образца;
5 планшет – протеазы, растворяющие целлюлозу, обнаружены в каждой колонии каждого образца.
2.7. Бактерии продуценты антимикробных веществ
2.7.1. Первичный посев

Методика

Подготовили 1г навески почвы и пересыпали его во флакон с 10 мл дистиллированной воды. Перемешали содержимое и дождались осаждения крупных частиц. Затем взяли пипетку Пастера и перенесли 1,1 мл в новый флакон с 10 мл дистиллированной воды, также перемешали. Этот раствор – 0,1%. С помощью пипетки Пастера мы капнули на каждый участок специализированной чашки Петри и убрали их в темное место на 5 дней (Приложение Л).
Результаты: 
Таблица 6 
Результаты первичного посева

	№ образца
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10
	11
	12
	13

	Наличие колоний
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	-


Анализ результатов: образцы под номерами 7-12 при первичном посеве имели зону лизиса –  обрастания антимикробных веществ.
2.7.2. Вторичный посев

Методика

Отобрали образцы колоний из каждой чашки Петри и перенесли в планшет, оставили в темном сухом месте. Через неделю появились изменения (Приложение М).

Анализ результатов: антимикробные вещества обнаружены в образцах в разных количествах: в 7 образце – 3 из 4; в 8 образце – 2 из 4; в 9 образце – 3 из 4; в 10 образце – 2 из 4; в 11 образце – 0 из 4; в 12 образце – 4 из 4.
Выводы и заключение
1. Определили механический состав каждого из образцов почвы: 1; 6 и 10 – легкосуглинистый; 2; 7 и 11 – среднесуглинистый; 3; 8 и 12 – тяжелосуглинистый; 5 и 9 – песчаный; 4 – глинистый; 13 – ил. Эти показатели отличны друг от друга на разных участках.
2. Определили наличие ионов CO32-, они обнаружены в образцах 2-5, 7, 8 и 12.

3. У всех образцов разная кислотность, колеблющаяся в значениях от слабокислой до нейтральной почти в равной степени. 
4. При посеве и окрашивании бактерии рода Azotobacter были найдены в образцах 8, 10 и 11. 8 (начало ул. Советской) – некультивируемая земля, а 10 (Инжавино) и 11 (Кирсанов) – культивируемые земли.
5. При посеве были найдены различные виды бактерий – протеаз:
· протеазы, производимые психротрофическими организмами: найдены во всех образцах, но наиболее ярко выражены в образцах 1-3 (западная окраина парка Победы, район аэропорта, дачный поселок «Чистые пруды») – некультивируемые земли;
· щелочные протеазы наблюдаются во всех образцах, но наиболее ярко выражены (более 50% от общего количества колоний дали положительный результат) в образцах 4, 6, 8 – 12. Из них 4, 8, 9 и 13 (деревня Лысые горы, начало ул. Советской, территория санатория «Энергетик», район Новая Ляда и озеро в районе Новая Ляда) – некультивируемые земли. А 6, 10 – 12 (микрорайон Майский, Инжавино, Кирсанов и село Гавриловка) – культивируемые земли;
· галофильные протеазы обнаружены во всех образцах в одинаковом количестве;

· протеазы, растворяющие целлюлозу, обнаружены в каждом образце в одинаковом количестве;

6. При посеве были найдены продуценты антимикробных веществ в образцах 7 - 10 и 12, ярко выражены (более 50% от общего количества колоний дали положительный результат) в образцах 7, 9 и 12 (поселок городского типа Мордово, территория санатория «Энергетик», район Новая Ляда и село Гавриловка), где 9 – некультивируемые земли, а 7 и 12 – культивируемые земли;
Таким образом, на основе полученных результатов можно сделать вывод о том, что на исследуемых территориях Тамбовской области наблюдаются некоторые различия по механическому составу, кислотности, наличие ионов CO32- и наличие в ней различных видов бактерий, что связано, очевидно, с географическим местоположением, формой рельефа и разной формой использования территорий.

Наша гипотеза не подтвердилась: на культивируемых землях содержание исследуемых видов бактерий примерно одинаково, как и на почвах, незатронутых деятельностью человека. То есть в нашем регионе содержание исследуемых бактерий не зависит от степени использования почвы человеком.
Заключение

Мы приняли полноценное участие в сборе материалов и их анализе, провели по- настоящему научную работу. С энтузиазмом погрузившись в научную проблематику проекта, преодолевая возникающие трудности, в какой-то мере почувствовали себя современными исследователями. Участвуя в федеральном проекте ИХБФМ СО РАН «Всероссийский атлас почвенных организмов», стали настоящими научными волонтерами. Этот проект пробудил интерес к естественным наукам и профессии ученого.
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Приложение К
Таблица №7

	№ образца 
	№ колонии
	№ ячейки
	Результат

	1
	1
	A1
	рост колоний

	
	2
	A2
	рост колоний

	
	3
	A3
	рост колоний

	
	4
	A4
	рост колоний

	2
	1
	A5
	рост колоний

	
	2
	A6
	рост колоний

	
	3
	A7
	рост колоний

	
	4
	A8
	рост колоний

	3
	1
	A9
	рост колоний

	
	2
	A10
	рост колоний

	
	3
	A11
	рост колоний

	
	4
	A12
	рост колоний

	
	5
	B1
	рост колоний

	
	6
	B2
	рост колоний

	4
	1
	B3
	рост колоний

	
	2
	B4
	рост колоний

	
	3
	B5
	рост колоний

	
	4
	B6
	рост колоний

	
	5
	B7
	рост колоний

	5
	1
	B8
	рост колоний

	
	2
	B9
	рост колоний

	6
	1
	B10
	рост колоний

	
	2
	B11
	рост колоний

	
	3
	B12
	рост колоний

	7
	1
	C1
	рост колоний

	
	2
	C2
	рост колоний

	8
	1
	C3
	рост колоний

	
	2
	C4
	рост колоний

	9
	1
	C5
	рост колоний

	
	2
	C6
	рост колоний

	
	3
	C7
	рост колоний

	
	4
	C8
	рост колоний

	
	5
	C9
	рост колоний

	
	6
	C10
	рост колоний

	10
	1
	C11
	рост колоний

	
	2
	C12
	рост колоний

	
	3
	D1
	рост колоний

	11
	1
	D2
	рост колоний

	
	2
	D3
	рост колоний

	12
	1
	D4
	рост колоний

	
	2
	D5
	рост колоний

	
	3
	D6
	рост колоний

	13
	1
	D7
	рост колоний

	
	2
	D8
	рост колоний

	
	3
	D9
	рост колоний


Таблица №8
	 № образца 
	№ колонии
	№ ячейки
	Результат

	1
	1
	A1
	пожелтение среды из-за выделения бактериями кислоты на недостаток фосфора

	
	2
	A2
	очень слабое пожелтение среды из-за выделения бактериями кислоты на недостаток фосфора

	
	3
	A3
	очень слабое пожелтение среды из-за выделения бактериями кислоты на недостаток фосфора

	
	4
	A4
	очень слабое пожелтение среды из-за выделения бактериями кислоты на недостаток фосфора

	2
	1
	A5
	очень слабое пожелтение среды из-за выделения бактериями кислоты на недостаток фосфора

	
	2
	A6
	пожелтение среды из-за выделения бактериями кислоты на недостаток фосфора

	
	3
	A7
	очень слабое пожелтение среды из-за выделения бактериями кислоты на недостаток фосфора

	
	4
	A8
	пожелтение среды из-за выделения бактериями кислоты на недостаток фосфора

	3
	1
	A9
	очень слабое пожелтение среды из-за выделения бактериями кислоты на недостаток фосфора

	
	2
	A10
	очень слабое пожелтение среды из-за выделения бактериями кислоты на недостаток фосфора

	
	3
	A11
	очень слабое пожелтение среды из-за выделения бактериями кислоты на недостаток фосфора

	
	4
	A12
	пожелтение среды из-за выделения бактериями кислоты на недостаток фосфора

	
	5
	B1
	коричневая среда из-за выделения бактериями кислоты на недостаток фосфора

	
	6
	B2
	очень слабое пожелтение среды из-за выделения бактериями кислоты на недостаток фосфора

	4
	1
	B3
	очень слабое пожелтение среды из-за выделения бактериями кислоты на недостаток фосфора

	
	2
	B4
	очень слабое пожелтение среды из-за выделения бактериями кислоты на недостаток фосфора

	
	3
	B5
	очень слабое пожелтение среды из-за выделения бактериями кислоты на недостаток фосфора

	
	4
	B6
	очень слабое пожелтение среды из-за выделения бактериями кислоты на недостаток фосфора

	
	5
	B7
	очень слабое пожелтение среды из-за выделения бактериями кислоты на недостаток фосфора

	5
	1
	B8
	очень слабое пожелтение среды из-за выделения бактериями кислоты на недостаток фосфора

	
	2
	B9
	очень слабое пожелтение среды из-за выделения бактериями кислоты на недостаток фосфора


	6
	1
	B10
	очень слабое пожелтение среды из-за выделения бактериями кислоты на недостаток фосфора

	
	2
	B11
	очень слабое пожелтение среды из-за выделения бактериями кислоты на недостаток фосфора

	
	3
	B12
	очень слабое пожелтение среды из-за выделения бактериями кислоты на недостаток фосфора

	7
	1
	C1
	очень слабое пожелтение среды из-за выделения бактериями кислоты на недостаток фосфора

	
	2
	C2
	очень слабое пожелтение среды из-за выделения бактериями кислоты на недостаток фосфора

	8
	1
	C3
	очень слабое пожелтение среды из-за выделения бактериями кислоты на недостаток фосфора

	
	2
	C4
	очень слабое пожелтение среды из-за выделения бактериями кислоты на недостаток фосфора

	9
	1
	C5
	очень слабое пожелтение среды из-за выделения бактериями кислоты на недостаток фосфора

	
	2
	C6
	очень слабое пожелтение среды из-за выделения бактериями кислоты на недостаток фосфора

	
	3
	C7
	очень слабое пожелтение среды из-за выделения бактериями кислоты на недостаток фосфора

	
	4
	C8
	очень слабое пожелтение среды из-за выделения бактериями кислоты на недостаток фосфора, образование черной плесени

	
	5
	C9
	очень слабое пожелтение среды из-за выделения бактериями кислоты на недостаток фосфора

	
	6
	C10
	очень слабое пожелтение среды из-за выделения бактериями кислоты на недостаток фосфора

	10
	1
	C11
	очень слабое пожелтение среды из-за выделения бактериями кислоты на недостаток фосфора

	
	2
	C12
	очень слабое пожелтение среды из-за выделения бактериями кислоты на недостаток фосфора

	
	3
	D1
	очень слабое пожелтение среды из-за выделения бактериями кислоты на недостаток фосфора

	11
	1
	D2
	очень слабое пожелтение среды из-за выделения бактериями кислоты на недостаток фосфора

	
	2
	D3
	очень слабое пожелтение среды из-за выделения бактериями кислоты на недостаток фосфора

	12
	1
	D4
	очень слабое пожелтение среды из-за выделения бактериями кислоты на недостаток фосфора

	
	2
	D5
	очень слабое пожелтение среды из-за выделения бактериями кислоты на недостаток фосфора

	
	3
	D6
	очень слабое пожелтение среды из-за выделения бактериями кислоты на недостаток фосфора

	13
	1
	D7
	очень слабое пожелтение среды из-за выделения бактериями кислоты на недостаток фосфора

	
	2
	D8
	очень слабое пожелтение среды из-за выделения бактериями кислоты на недостаток фосфора

	
	3
	D9
	очень слабое пожелтение среды из-за выделения бактериями кислоты на недостаток фосфора


Таблица №9
	№ образца
	№ колонии
	№ ячейки
	Результат

	1
	1
	A1
	пожелтение среды из-за выделения бактериями кислоты в ответ на недостаток калия

	
	2
	A2
	пожелтение среды из-за выделения бактериями кислоты в ответ на недостаток калия

	
	3
	A3
	пожелтение среды из-за выделения бактериями кислоты в ответ на недостаток калия

	
	4
	A4
	помутнение среды

	2
	1
	A5
	пожелтение среды из-за выделения бактериями кислоты в ответ на недостаток калия

	
	2
	A6
	помутнение среды

	
	3
	A7
	пожелтение среды из-за выделения бактериями кислоты в ответ на недостаток калия

	
	4
	A8
	помутнение среды

	3
	1
	A9
	помутнение среды

	
	2
	A10
	пожелтение среды из-за выделения бактериями кислоты в ответ на недостаток калия

	
	3
	A11
	пожелтение среды из-за выделения бактериями кислоты в ответ на недостаток калия

	
	4
	A12
	помутнение среды

	
	5
	B1
	пожелтение среды из-за выделения бактериями кислоты в ответ на недостаток калия

	
	6
	B2
	помутнение среды, образование синей плесени

	4
	1
	B3
	помутнение среды

	
	2
	B4
	помутнение среды

	
	3
	B5
	помутнение среды

	
	4
	B6
	легкое пожелтение среды из-за выделения бактериями кислоты в ответ на недостаток калия

	
	5
	B7
	помутнение среды

	5
	1
	B8
	легкое пожелтение среды из-за выделения бактериями кислоты в ответ на недостаток калия

	
	2
	B9
	помутнение среды

	6
	1
	B10
	помутнение среды

	
	2
	B11
	помутнение среды

	
	3
	B12
	помутнение среды

	7
	1
	C1
	пожелтение среды из-за выделения бактериями кислоты в ответ на недостаток калия

	
	2
	C2
	помутнение среды

	8
	1
	C3
	помутнение среды

	
	2
	C4
	помутнение среды

	9
	1
	C5
	помутнение среды

	
	2
	C6
	помутнение среды

	
	3
	C7
	помутнение среды

	
	4
	C8
	помутнение среды

	
	5
	C9
	помутнение среды

	
	6
	C10
	помутнение среды

	10
	1
	C11
	помутнение среды

	
	2
	C12
	помутнение среды

	
	3
	D1
	пожелтение среды из-за выделения бактериями кислоты в ответ на недостаток калия

	11
	1
	D2
	помутнение среды

	
	2
	D3
	помутнение среды

	12
	1
	D4
	помутнение среды

	
	2
	D5
	помутнение среды

	
	3
	D6
	помутнение среды

	13
	1
	D7
	помутнение среды

	
	2
	D8
	помутнение среды

	
	3
	D9
	помутнение среды


Таблица №10
	№ образца
	№ колонии
	№ ячейки
	Результат

	1
	1
	A1
	легкое пожелтение среды из-за малого кол-ва выделения бактериями сидерофоров, которые способствуют высвобождению ионов Fe2+ из комплекса с хромазуролом

	
	2
	A2
	легкое пожелтение среды из-за малого кол-ва выделения бактериями сидерофоров, которые способствуют высвобождению ионов Fe2+ из комплекса с хромазуролом

	
	3
	A3
	пожелтение среды из-за выделения бактериями сидерофоров, которые способствуют высвобождению ионов Fe2+ из комплекса с хромазуролом

	
	4
	A4
	легкое пожелтение среды из-за малого кол-ва выделения бактериями сидерофоров, которые способствуют высвобождению ионов Fe2+ из комплекса с хромазуролом

	2
	1
	A5
	пожелтение среды из-за выделения бактериями сидерофоров, которые способствуют высвобождению ионов Fe2+ из комплекса с хромазуролом

	
	2
	A6
	пожелтение среды из-за выделения бактериями сидерофоров, которые способствуют высвобождению ионов Fe2+ из комплекса с хромазуролом

	
	3
	A7
	пожелтение среды из-за выделения бактериями сидерофоров, которые способствуют высвобождению ионов Fe2+ из комплекса с хромазуролом

	
	4
	A8
	легкое пожелтение среды из-за малого кол-ва выделения бактериями сидерофоров, которые способствуют высвобождению ионов Fe2+ из комплекса с хромазуролом

	3
	1
	A9
	пожелтение среды из-за выделения бактериями сидерофоров, которые способствуют высвобождению ионов Fe2+ из комплекса с хромазуролом

	
	2
	A10
	легкое пожелтение среды из-за малого кол-ва выделения бактериями сидерофоров, которые способствуют высвобождению ионов Fe2+ из комплекса с хромазуролом

	
	3
	A11
	пожелтение среды из-за выделения бактериями сидерофоров, которые способствуют высвобождению ионов Fe2+ из комплекса с хромазуролом, а также усыхание среды по неизвестным причинам

	
	4
	A12
	пожелтение среды из-за выделения бактериями сидерофоров, которые способствуют высвобождению ионов Fe2+ из комплекса с хромазуролом, а также усыхание среды по неизвестным причинам

	
	5
	B1
	легкое пожелтение среды из-за малого кол-ва выделения бактериями сидерофоров, которые способствуют высвобождению ионов Fe2+ из комплекса с хромазуролом

	
	6
	B2
	легкое пожелтение среды из-за малого кол-ва выделения бактериями сидерофоров, которые способствуют высвобождению ионов Fe2+ из комплекса с хромазуролом

	4
	1
	B3
	пожелтение среды из-за выделения бактериями сидерофоров, которые способствуют высвобождению ионов Fe2+ из комплекса с хромазуролом

	
	2
	B4
	легкое пожелтение среды из-за малого кол-ва выделения бактериями сидерофоров, которые способствуют высвобождению ионов Fe2+ из комплекса с хромазуролом

	
	3
	B5
	пожелтение среды из-за выделения бактериями сидерофоров, которые способствуют высвобождению ионов Fe2+ из комплекса с хромазуролом

	
	4
	B6
	легкое пожелтение среды из-за малого кол-ва выделения бактериями сидерофоров, которые способствуют высвобождению ионов Fe2+ из комплекса с хромазуролом

	
	5
	B7
	легкое пожелтение среды из-за малого кол-ва выделения бактериями сидерофоров, которые способствуют высвобождению ионов Fe2+ из комплекса с хромазуролом

	5
	1
	B8
	пожелтение среды из-за выделения бактериями сидерофоров, которые способствуют высвобождению ионов Fe2+ из комплекса с хромазуролом

	
	2
	B9
	пожелтение среды из-за выделения бактериями сидерофоров, которые способствуют высвобождению ионов Fe2+ из комплекса с хромазуролом

	6
	1
	B10
	легкое пожелтение среды из-за выделения бактериями сидерофоров, которые способствуют высвобождению ионов Fe2+ из комплекса с хромазуролом, появление бледно-желтой плесени

	
	2
	B11
	легкое пожелтение среды из-за выделения бактериями сидерофоров, которые способствуют высвобождению ионов Fe2+ из комплекса с хромазуролом, появление бледно-желтой плесени

	
	3
	B12
	легкое пожелтение среды из-за выделения бактериями сидерофоров, которые способствуют высвобождению ионов Fe2+ из комплекса с хромазуролом

	7
	1
	C1
	легкое пожелтение среды из-за выделения бактериями сидерофоров, которые способствуют высвобождению ионов Fe2+ из комплекса с хромазуролом

	
	2
	C2
	легкое пожелтение среды из-за выделения бактериями сидерофоров, которые способствуют высвобождению ионов Fe2+ из комплекса с хромазуролом

	8
	1
	C3
	пожелтение среды из-за выделения бактериями сидерофоров, которые способствуют высвобождению ионов Fe2+ из комплекса с хромазуролом

	
	2
	C4
	пожелтение среды из-за выделения бактериями сидерофоров, которые способствуют высвобождению ионов Fe2+ из комплекса с хромазуролом

	9
	1
	C5
	пожелтение среды из-за выделения бактериями сидерофоров, которые способствуют высвобождению ионов Fe2+ из комплекса с хромазуролом

	
	2
	C6
	легкое пожелтение среды из-за выделения бактериями сидерофоров, которые способствуют высвобождению ионов Fe2+ из комплекса с хромазуролом

	
	3
	C7
	легкое пожелтение среды из-за выделения бактериями сидерофоров, которые способствуют высвобождению ионов Fe2+ из комплекса с хромазуролом, появление бледно-желтой плесени

	
	4
	C8
	пожелтение среды из-за выделения бактериями сидерофоров, которые способствуют высвобождению ионов Fe2+ из комплекса с хромазуролом

	
	5
	C9
	пожелтение среды из-за выделения бактериями сидерофоров, которые способствуют высвобождению ионов Fe2+ из комплекса с хромазуролом

	
	6
	C10
	легкое пожелтение среды из-за выделения бактериями сидерофоров, которые способствуют высвобождению ионов Fe2+ из комплекса с хромазуролом

	10
	1
	C11
	легкое пожелтение среды из-за выделения бактериями сидерофоров, которые способствуют высвобождению ионов Fe2+ из комплекса с хромазуролом, появление бледно-желтой плесени

	
	2
	C12
	пожелтение среды из-за выделения бактериями сидерофоров, которые способствуют высвобождению ионов Fe2+ из комплекса с хромазуролом

	
	3
	D1
	легкое пожелтение среды из-за выделения бактериями сидерофоров, которые способствуют высвобождению ионов Fe2+ из комплекса с хромазуролом

	11
	1
	D2
	пожелтение среды из-за выделения бактериями сидерофоров, которые способствуют высвобождению ионов Fe2+ из комплекса с хромазуролом

	
	2
	D3
	пожелтение среды из-за выделения бактериями сидерофоров, которые способствуют высвобождению ионов Fe2+ из комплекса с хромазуролом

	12
	1
	D4
	легкое пожелтение среды из-за выделения бактериями сидерофоров, которые способствуют высвобождению ионов Fe2+ из комплекса с хромазуролом

	
	2
	D5
	пожелтение среды из-за выделения бактериями сидерофоров, которые способствуют высвобождению ионов Fe2+ из комплекса с хромазуролом

	
	3
	D6
	легкое пожелтение среды из-за выделения бактериями сидерофоров, которые способствуют высвобождению ионов Fe2+ из комплекса с хромазуролом, появление белой плесени

	13
	1
	D7
	легкое пожелтение среды из-за выделения бактериями сидерофоров, которые способствуют высвобождению ионов Fe2+ из комплекса с хромазуролом

	
	2
	D8
	пожелтение среды из-за выделения бактериями сидерофоров, которые способствуют высвобождению ионов Fe2+ из комплекса с хромазуролом

	
	3
	D9
	легкое пожелтение среды из-за выделения бактериями сидерофоров, которые способствуют высвобождению ионов Fe2+ из комплекса с хромазуролом


Таблица №11
	№ образца 
	№ колонии
	№ ячейки
	Результат

	1
	1
	A1
	осветление среды из-за разрушения целлюлозы

	
	2
	A2
	осветление среды из-за разрушения целлюлозы

	
	3
	A3
	осветление среды из-за разрушения целлюлозы

	
	4
	A4
	осветление среды из-за разрушения целлюлозы

	2
	1
	A5
	осветление среды из-за разрушения целлюлозы

	
	2
	A6
	осветление среды из-за разрушения целлюлозы

	
	3
	A7
	осветление среды из-за разрушения целлюлозы

	
	4
	A8
	осветление среды из-за разрушения целлюлозы

	3
	1
	A9
	осветление среды из-за разрушения целлюлозы

	
	2
	A10
	осветление среды из-за разрушения целлюлозы, образование плесени

	
	3
	A11
	осветление среды из-за разрушения целлюлозы, образование плесени

	
	4
	A12
	осветление среды из-за разрушения целлюлозы, образование плесени

	
	5
	B1
	осветление среды из-за разрушения целлюлозы, образование плесени

	
	6
	B2
	осветление среды из-за разрушения целлюлозы

	4
	1
	B3
	осветление среды из-за разрушения целлюлозы

	
	2
	B4
	осветление среды из-за разрушения целлюлозы

	
	3
	B5
	осветление среды из-за разрушения целлюлозы

	
	4
	B6
	осветление среды из-за разрушения целлюлозы

	
	5
	B7
	осветление среды из-за разрушения целлюлозы

	5
	1
	B8
	осветление среды из-за разрушения целлюлозы

	
	2
	B9
	осветление среды из-за разрушения целлюлозы

	6
	1
	B10
	осветление среды из-за разрушения целлюлозы

	
	2
	B11
	осветление среды из-за разрушения целлюлозы

	
	3
	B12
	осветление среды из-за разрушения целлюлозы

	7
	1
	C1
	осветление среды из-за разрушения целлюлозы

	
	2
	C2
	осветление среды из-за разрушения целлюлозы

	8
	1
	C3
	осветление среды из-за разрушения целлюлозы

	
	2
	C4
	осветление среды из-за разрушения целлюлозы

	9
	1
	C5
	осветление среды из-за разрушения целлюлозы

	
	2
	C6
	осветление среды из-за разрушения целлюлозы

	
	3
	C7
	осветление среды из-за разрушения целлюлозы

	
	4
	C8
	осветление среды из-за разрушения целлюлозы

	
	5
	C9
	осветление среды из-за разрушения целлюлозы

	
	6
	C10
	осветление среды из-за разрушения целлюлозы

	10
	1
	C11
	осветление среды из-за разрушения целлюлозы

	
	2
	C12
	осветление среды из-за разрушения целлюлозы

	
	3
	D1
	осветление среды из-за разрушения целлюлозы, образование плесени

	11
	1
	D2
	осветление среды из-за разрушения целлюлозы

	
	2
	D3
	осветление среды из-за разрушения целлюлозы

	12
	1
	D4
	осветление среды из-за разрушения целлюлозы, образование плесени

	
	2
	D5
	осветление среды из-за разрушения целлюлозы

	
	3
	D6
	осветление среды из-за разрушения целлюлозы

	13
	1
	D7
	осветление среды из-за разрушения целлюлозы, образование плесени

	
	2
	D8
	осветление среды из-за разрушения целлюлозы

	
	3
	D9
	осветление среды из-за разрушения целлюлозы


Приложение Л
Приложение М
Таблица 12
	№ образца
	№ ячейки
	Результат

	7
	A1
	плесени не наблюдается

	
	B1
	плесени не наблюдается

	
	C1
	плесени не наблюдается

	
	D1
	плесень наблюдается

	8
	A2
	плесени не наблюдается

	
	B2
	плесени не наблюдается

	
	C2
	плесень наблюдается

	
	D2
	плесень наблюдается

	9
	A3
	плесень наблюдается

	
	B3
	плесени не наблюдается

	
	C3
	плесень наблюдается

	
	D3
	плесень наблюдается

	10
	A4
	плесень наблюдается

	
	B4
	плесени не наблюдается

	
	C4
	плесени не наблюдается

	
	D4
	плесень наблюдается

	11
	A5
	плесень наблюдается

	
	B5
	плесень наблюдается

	
	C5
	плесень наблюдается

	
	D5
	плесень наблюдается

	12
	A6
	плесени не наблюдается

	
	B6
	плесени не наблюдается

	
	C6
	плесени не наблюдается

	
	D6
	плесени не наблюдается
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