Лабораторная работа № 2

ИССЛЕДОВАНИЕ ПОЧВЕННЫХ ОРГАНИЗМОВ
Почвенные водоросли.
Жизнь почвенных водорослей постоянно связана с почвой. Среди почвенных водорослей различают наземные формы, разрастающихся при благоприятных условиях на поверхности почвы в виде корочек или пленок; водно-наземные, живущие в водной среде постоянно влажных почв; собственно почвенные, обитающие в толще почвенного слоя. 

Последняя группировка водорослей - собственно почвенные - из всех вневодных водорослевых ценозов, имеет наибольшее значение, составляет эдафофильные ценозы, непосредственно связанные с почвой, играет особую роль в биосфере. 

В основе методов изучения почвенных водорослей лежат принципы фитоценологических исследований и почвенно-микробиологических анализов. 

Исследование почвенных водорослей начинается с наблюдений в природе. На выбранном для отбора почвенных образцов участке прежде всего осматривают поверхность почвы, отмечая наличие или отсутствие водорослевых разрастаний, заметных невооруженным глазом. Учет количества водорослей в поверхностных разрастаниях ведут на площадь Например, колонии Nostoc commune собирают с 1 м2 или с 1 дм2 и определяют их массу. 

Прямое микроскопирование почвенного образца. Непосредственный просмотр небольшой порции почвы под микроскопом в препарате в капле воды (препарат "раздавленная капля") дает представление о доминирующих формах водорослей в почве. Таким путем обнаруживаются водоросли, образующие макроскопически заметные талломы (Nostoc commune, N. flаgelliforme) или массовые разрастания на поверхности почвы. Однако для большинства видов эти препараты не дают представления обо всем многообразии содержащихся в почве форм. 

Культуральные методы исследования состава почвенных водорослей. Наиболее простым методом для выявления состава почвенных водорослей является метод "стекол обрастания" Исследуемую почву помещают в стерильную чашку Петри, увлажняют до 60 % от полевой влагоемкости и раскладывают на ее поверхность покровные стекла (4-8 стекол на чашку). Между стеклом и почвой должны оставаться небольшие свободные пространства, где на 4-5 день инкубации на свету начинается обильное развитие водорослей. Покровное стекло снимают с поверхности почвы, очищают от крупных частиц почвы и помещают на предметное стекло в каплю воды. При микроскопировании в оптическом микроскопе наблюдают развитие диатомовых водорослей и тех видов зеленых, синезеленых и желтозеленых водорослей, которые доминируют в исследуемой почве. 

Для приготовления водных и агаровых культур водорослей используют минеральные среды: среда Беннета в модификации Голлербаха (г/л): NaNO3 – 0,21; KH2PO4 – 0,25; MgSO4 . H2O – 0,15; CaCl2 – 0,05; NaCl – 0,05; FeCl3 – следы и другие минеральные среды. Для выделение культур водорослей из почвы можно использовать почвенную вытяжку без добавления минеральных солей. В агаровые среды добавляют агар (2%). 

В случае использования водных культур колбы (на 100-250 мл) засевают комочками почвы и начинают просмотр культур в микроскопе после 2-3 недель инкубации на свету. В случае использования агаровых культур почву наносят на поверхность агаровой среды в виде почвенного мелкозема. На агаре хорошо разрастаются диатомовые, зеленые и синезеленые водоросли, в том числе спорообразующие формы (рис. 2, 3, 4).
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Разные виды культур имеют свои достоинства и недостатки. Водные культуры, хорошо выявляя общий состав обитающих в почве водорослей, могут дать неправильное представление о количественных соотношениях между видами и о доминирующих формах. Коррективы в эти представления могут внести культуры на "стеклах обрастания", выявляющие массовые и жизнедеятельные формы. Вокруг частичек мелкозема в агаровых культурах разрастается немного видов, часто один вид, что способствует выделению альгологически чистых культур водорослей. Инкубацию на свету проводят в люминостатах.
Методы количественного учета почвенных водорослей. Для прямого учета микроскопических водорослей среди почвенных частиц чаще всего используют метод Виноградского в модификации Э.А.Штиной (Зенова, Штина,1990), состоящий в следующем. Навеску почвы (1 г) растирают в ступке резиновым наконечником с небольшим количеством воды. Если свежая почва была фиксирована формалином для сохранения в ней водорослей при последующем подсчете клеток, то почву растирают в формалине. Добавляют воду, доводя объем суспензии до 4 мл, и тщательно взбалтывают 2 мин. После 30 сек отстаивания надосадочную жидкость сливают. Процедуру повторяют три раза. Затем надосадочную жидкость центрифугируют (500 g/мин 1 мин). Каплю суспензии наносят на предметное стекло, закрывают покровным (препарат "раздавленная капля") и микроскопируют в оптическом микроскопе. Просчитывают водоросли не во всей капле, а только в части ее, просматривая, например, каждую вторую или пятую полосы, равные по ширине диаметру поля зрения. При учете клеток в оптическом микроскопе разделяют водоросли по систематическим группа, отмечая число синезеленых (цианобактерий); зеленых и желтозеленых (вместе), диатоиовых. При наличии многоклеточных форм отмечают число особей и число клеток. 

При люминесцентном методе учета клеток водорослей для приготовления препаратов (Кожевин, 1989) почвенную суспензию обрабатывают на ультразвуковом дезинтеграторе (2 кГц, 44А, 2 мин), наносят на обезжиренное предметное стекло (0,01 мл на препарат) и равномерно распределяют по площади квадрата 4 см2. На каждом стекле делают по 3 препарата. Препараты высушивают на воздухе при комнатной температуре, фиксируют легким нагреванием и микроскопируют в люминесцентном микроскопе. Число водорослей в 1 г почвы рассчитывают по формуле:
N=(a*n*S)/P

где a – среднее число клеток в поле зрения; p – площадь поля зрения (мкм2); n – показатель разведения; S – площадь мазка.
Нельзя использовать для счета в люминесцентном микроскопе пробы, зафиксированные формалином, так как формалин "гасит" естественную флуоресценцию клеток водорослей. 

После определения числа клеток определяют биомассу водорослей, исходя из объема клеток и принимая удельный вес клеток за единицу. Измеряют диаметр клеток и длину нитей в случае нитчатых форм. Биомассу можно определять методом взвешивания поверхностных разрастаний или функциональными методами по содержанию хлорофилла, по скорости фотоассимиляции СО2, но они менее надежны. 

Почвенные беспозвоночные животные
Для учета представителей почвенных беспозвоночных животных в поле или в лесу используется метод выборки животных из почвы. Простой способ выборки – метод почвенных раскопок. Размер выбираемой пробной площадки зависит от степени увлажненности почвы, чаще всего 0,25 м2, в сухих районах до 1 - 2 м2. Расстояние между раскопками, которых может быть несколько – 5 - 10 м. Раскопки делают на глубину 30 - 50 см, в сухих местах на легких почвах – до 100 см и более. 

Почву из раскопки выбирают послойно. От границ отмеренной площадки отгребают опад или подстилку (если площадка в лесу) или сухую землю поверхностного слоя (на пару). Рядом с площадкой помещают клеенку или плотную материю, на которую выкладывают выбранную из раскопкой почву. Каждый вынутый слой почвы, в том числе и слои подстилки, тщательно вручную перебирают, собирая животных отдельно из каждой пробы и слоя. Дождевых червей и моллюсков помещают в мешочки или банки с почвой. Хищников помещают поодиночке. Мелких насекомых, многоножек, мокриц помещают в пробирки с 700-ным спиртом с добавлением нескольких капель глицерина и формалина, крупных насекомых – в морилки или сосуды со спиртом. Собранный и зафиксированный материал подлежит систематической обработке для определения видовой принадлежности. В зоологической литературе имеются специальные определители, которыми пользуются для идентификации. 

Для учета мелких членистоногих пробы можно брать на свежезачищенной стенке траншеи или почвенного разреза методом смешанных образцов. В этом случае исследуется погонный метр траншеи, разделенный на 5 колонок. В каждой из колонок из середины почвенных горизонтов берут мелким буром по 5 точечных образцов, объединяемых затем в одну смешанную пробу объемом 150 см3 (объем бура 30 см3). Численность микроартропод выражают числом экземпляров особей в слое или в 1 г почвы. 

Для учета личинок насекомых (хрущей, щелкунов, крупных видов долгоносиков и мух) используют сельскохозяйственную обработку почвы плугом. Личинки собирают в борозде и учитывают. Количество животных за плугом пересчитывают на каждый погонный метр. 

Для учета проволочников используют метод приманок – животных улавливают на приманки из ломтей картофеля, натыкаемых на палочки и закапываемых в почву на глубину около 5 см на расстоянии 50 – 100 см друг от друга. Для учета гусениц на полях пропашных культур и на парах раскладывают кучки выполотых сорняков или скошенной травы, служащие приманками. Под каждой такой кучкой в местах с высокой плотностью залегания этих вредителей скапливается иногда до нескольких десятков особей. Проверку и подсчет гусениц проводят в ранние часы на следующее утро после раскладки.

Для учета дождевых червей в почве кроме метода выборки используют также метод полива поверхности почвы раздражающими покровы червей жидкостями, заставляющими червей выходить на поверхность. Используют 0,14-0,5% раствор формалина. 

Для учета мезофауны используют также стандартный метод ловчих линий. Эта методика широко применяется для сбора насекомых – жужелиц, жуков. Выставляют двумя параллельными рядами линии ловушек Барбера (5-10 ловушек в линии с расстоянием между ловушками до 10 м). В качестве ловушек используют стеклянные банки на 0,5 л с 4% формалином. для защиты от дождевой воды над ловушками на высоте 4-5 см устанавливают крышки из пластмассы размером 14х14 см. На дно банок помещают немного почвы. Ловушки ставят на 10 суток Выбор насекомых выражают в единицах динамической плотности – уловистостью на 10 ловушек/ суток. Доминантными считаются виды, численность которых составляет более 5%, субдоминантными - 2-5 % от общего числа собранных особей. 

Для учета энхитреид используют методы, основанные на принципе создания температурного градиента. Осуществляют эти методы следующим способом. На носик воронки надевают резиновую трубку с зажимом, под которую подставляют сосуд. В воронку наливают доверху воду, а в верхней части воронки укрепляют сито, на котором распределяют пробу почвы так, чтобы почва оказалась погруженной в воду. Над пробой включают 60-ватную электрическую лампочку. При нагреве пробы энхитреиды мигрируют вниз и, проползая сквозь ячейки сита, тонут в воде, накапливаясь в носике воронки и в резиновой трубке. После 3 ч выгонки открывают зажим и черви со струйкой воды попадают в поставленный сосуд, после чего их легко подсчитать 

Для учета мелких почвенных членистоногих в почвенных пробах используют методы "автоматической выборки" – эклекторные методы. Они основаны на одной общей для всех обитателей почвы особенности – отрицательном фототаксисе почвенных обитателей и избегании ими подсыхающего почвенного слоя. Пробу почвы (5-1000 см3) помещают на сито, вставленное в воронку несколько большего, чем сито, диаметра. Под горлышко воронки подставляют сосуд с фиксирующей жидкостью – 700-ным спиртом или 2%-ным формалином. При подсыхании пробы почвы, идущем интенсивнее сверху, мелкие членистоногие пытаются уйти глубже. Переваливаясь сквозь ячейки сита, они попадают в сосуд с фиксирующей жидкостью, где их подсчитывают. Поверхность почвенной пробы можно нагревать лампочкой 40 Вт (нужно следить, чтобы температура на поверхности почвы не поднималась выше 35-400). Приборы, используемые в этом методе, называют фототермоэклекторами или эклекторами Тульгрена. В лаборатории используют эклекторные установки, состоящие из серии воронок, сит с почвой и лампочек. 

Для учета нематод (см. Приложение) в почве применяют метод с "воронкой Бермана". Воронку вставляют носиком в пробирку, затем всю установку помещают в сосуд с водой так, чтобы воронка была почти доверху наполнена водой. В воронку на сите помещают пробу почвы (1см3 или 1г) так, чтобы почва оказалась погруженной в воду. Нематоды проползают через ячейки сита и скатываются в пробирку. Подсчет животных проводят через сутки на часовом стекле или в специальной камере. 

Для выявления и учета почвенных простейших используют метод проращивания почвенного мелкозема на агаризованных покровных стеклах во влажных камерах (Бабьева, Зенова, 1989). 

Водную вытяжку из почвы (1 кг почвы, 1 л воды) кипятят 1 ч, отстаивают сутки, фильтруют, в полученный фильтрат добавляют 1% агара, очищают яичным белком и наносят тонким слоем на обезжиренные покровные стекла, которые затем раскладывают на влажную фильтровальную бумагу в чашки Петри. Почву размельчают и просеивают через сито 0,25 мм, почвенный мелкозем через трубку, один конец которой закрыт сеткой, равномерно высевают на поверхность агара на стекле. Чашки инкубируют при 20-240 в течение 7-10 дней. На стеклах наблюдают за развитием и активным движением простейших in situ, выделяют животных в чистую культуру. 

Стекла можно окрашивать. Приготовление окрашенных препаратов проводят, помещая стекла в пары 1%-ной осмиевой кислоты или в жидкость Шаудина, а затем окрашивая их молибденовым гематоксилином. Опыт проводят в 10-кратной повторности. Учитыая площадь стекла, поля зрения микросокпа и вес почвенного мелкозема, вычисляют количество протистов в 1 г почвы. Особенно хорошо этим методом учитываются амебы. 

Для количественного учета активно двигающихся инфузорий, жгутиконосцев и амеб используют метод предельных разведений навески почвы жидкой питательной средой с математической обработкой полученных данных по таблице Мак-Креди (Гельцер, 1986; Бабьева, Зенова, 1989). Навеску почву в 10 г увлажняют до пастеобразного состояния, растирают в фарфоровой ступке резиновым напалечником 5 мин и готовят ряд последовательных 10-кратных разведений навески почвы жидкой средой (сенной отвар с почвенной вытяжкой 1:1) не менее чем в двукратной повторности. Через 10 суток рассчитывают число пробирок, в которых размножились простейшие. На основании полученных результатов составляют числовую хаоактеристику, состоящую из трех цифр. На первом месте отмечают число пробирок того разведения, где во всех повторностях развилась культура простейших. Следующие две цифры обозначают пробирки с развившейся культурой из двух последовательных разведений. Предположим, что найденная числовая характеристика – 210. По таблицам Мак-Креди находим вероятное число, соответствующее 210. Это число – 6,0. Если при составлении числовой характеристики за начало ее было взято разведение 1:100, то количество простейших в 1 г почвы равно 6,0 х 100=600. 

Для учета раковинных амеб используют микроскопирование водной суспензии почвы. Метод состоит в следующем (Гельцер и др., 1985). Суспензия, приготовленная из 100-200 мг субстрата и 20-25 мл воды, остается на несколько часов для размокания почвенных частиц. Затем суспензию взбалтывают в течение 10 мин и сливают в чашку Петри, дно которой расчерчено на квадраты по 1 см2. Крупные комочки почвы разрушают с помощью препаровальной иглы, мелкозем распределяют по дну чашки тонким слоем. Взвесь просматривают под микроскопом при малом (объектив 8х) и большом (объектив 40х) увеличении. Число раковинок подсчитывают в 14 квадратах, расположенных крестообразно по диагонали чашки. Общее количество амеб (M) в навеске определяют по формуле: 

M=(N/14)*S
где N – число раковинок в 14 квадратах, S – площадь дна чашки.
Используя окраску карболовым эритрозином, можно разделять живые тестации (окрашиваются в интенсивно малиновый цвет) и пустые раковинки ( в розовый цвет). 

Существуют и другие методы учета раковинных амеб более сложные в исполнении (Гельцер и др., 1985). 

Наблюдение за почвенными беспозвоночными животными осуществляют, используя фиксированные препараты, под бинокулярной лупой или в оптическом микроскопе при малом увеличении (рис. 5,6,7)
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Почвенные грибы
При выявлении и учете почвенных микромицетов из почвы методом посева из разведений почвенных суспензий на плотные питательные среды наиболее часто используют подкисленные молочной кислотой (4 мл/л) сусло – агар и синтетические среды с простыми углеводами , например, среду Чапека следующего состава (г/л): сахароза - 20,0; NaNO3 - 2,0; KH2PO4 - 1,0; MgSO4 . 7H2O - 0,5; KCl - 0,5; FeSO4 . H2O - 0,01; агар - 20,0. Кислая реакция среды подавляет развитие бактерий. 

При выделении грибов, не развивающихся на кислых средах, для подавления бактерий используют бенгальский розовый, кристаллический фиолетовый, малахитовый зеленый. Применяют также комбинации из красителей и антибиотиков. Например, используют бенгальский розовый со стрептомицином (50-70 мг/л). Для селективного выделения грибов из почвы применяют следующие антибиотики: хлоромицетин (5 мг/л), неомицин (50-100 мг/л), полимиксин (50 мг/л), пенициллин (50 мг/л), эндомицин (5-10 мг/л). 

Для выделения микромицетов, быстро усваивающих легкодоступные углеводы, используют сусло-агар, среду Чапека, среду Мартина и др. Грибы, не выдерживающие конкуренции за моносахара при высоких концентрациях последних, выделяют на "голодные" среды – водный агар, агар с почвенной вытяжкой, агар с разведенным в 8-10 раз суслом. На этих средах микромицеты развиваются медленно, образуют мелкие колонии. 

При выделении микромицетов, разлагающих целлюлозу, лигнин, гумусовые вещества и др., источник углерода добавляют к синтетической минеральной среде или помещают на почву (метод приманок). 

При учете почвенных грибов методом посева для десорбирования мицелия и спор с поверхности почвенных частиц не пользуются ультразвуком из-за того, что крупные клетки грибов больше повреждаются ультразвуком, чем клетки бактерий. Используют пропеллерную мешалку (микроизмельчитель тканей РТ-2 (5 мин при 5000 об/мин) или растирание почвы, увлажненной до пастообразного состояния.
Засеянные почвенной суспензией чашки просматривают, начиная с 3-5 сут. Окончательный учет производят на 6-10-ый день на средах с целлюлозой, с лигнином – через 2-3 недели, на голодном и почвенном агаре – через 3-4 недели. 

Для дифференцированного учета спор и мицелия применяют метод мембранных фильтров. В колбу вносят навеску почвы 1г и доливают водой до 100 мл. Для полной десорбции микроорганизмов в суспензию добавляют поверхностно-активное вещество Твин-60. Суспензию обрабатывают на ультразвуковом дезинтеграторе УЗДН-1 (22 кГц, 0,44 А, 2 мин), вносят в нее смесь Са(ОН)2 и MgCO3 для коагуляции почвенных частиц, взбалтывают 2 мин, переносят в мерный цилиндр на 100 мл. После 5-минутного отстаивания 5 мл суспензии профильтровывают через мембранный фильтр. Мембранные фильтры (диаметр пор 0,4 мкм) предварительно выдерживают сутки в 0,5%-ном растворе диазинового зеленого для тушения собственной люминесценции, отмывают в воде, высушивают. После фильтрации мембранные фильтры высушивают, окрашивают в 0,001%-ным раствором калкофлора 1—2 мин, снова высушивают и просматривают под люминесцентным микроскопом Люмам И-3 (объектив 90х). Споры и гифы грибов имеют ярко-зеленое свечение. 

Количественный учет грибов в почве и расчет их биомассы производят с помощью люминесцентного микроскопа (Методы почвенной микробиологии и биохимии,1991). 

Методы наблюдения за почвенными грибами в чистых культурах. Культуральные признаки грибов описывают на плотных питательных средах в чашках Петри. Используют сусло-агар и синтетические среды. За культурой наблюдают в течение нескольких дней и даже двух недель с интервалом 3—4 дня. При описании культуральных признаков грибов отмечают скорость роста колоний (быстро растущие или медленно растущие), внешний вид колонии, текстуру колонии (бархатистая, пушистая, шерстистая, шероховатая, войлочная), окраску колонии, окраску субстратного и воздушного мицелия, диффузию пигмента в агар, окраску окружающей среды. Отмечают складчатость колонии, наличие эксудата, его цвет, запах культуры. 

Для характеристики морфологических признаков культуры грибов сначала просматривают на чашках при малом увеличении микроскопа, а затем готовят микроскопический препарат. 

Для наблюдения за репродуктивными органами (рис. 8) из колонии вы-резают блоки с помощью пробочного сверла, после их изъятия на чашках остаются лунки, через 1—2 дня лунка зарастает мицелием, который можно наблюдать под оптическим микроскопом. Спороношение наблюдают в сканирующем электронном микроскопе (см. Приложение). 

Развитие мицелия и спорогенез можно наблюдать на агаризованных стеклах. Стерильной расплавленной средой покрывают предметные стекла и помещают в чашку Петри и на П-образную стеклянную подставку. Посев гриба производят штрихом по длинной стороне стекла. Штрихи покрывают стерильными покровными стеклами так, чтобы под ними не оставалось пузырьков воздуха и часть штриха была свободной. Во избежание пересыхания агара в чашку наливают на дно стерильную воду. Через 6 - 8 дней инкубации при 25° стекла вынимают и, очистив нижнюю сторону от агара, микроскопируют. Мицелий со спороношениями удобно рассматривать, приготовив препарат следующим образом: небольшой кусочек питательной среды помещают на стерильное предметное стекло, инфицируют грибной культурой, покрывают покровным стеклом и инкубируют 2—3 суток; затем снимают покровное стекло, кладут его на предметное, закрывают новым по-кровным стеклом и микроскопируют. 

Для изготовления микроскопического препарата препароваль-ными иглами вырезают небольшой участок колонии, помещают в каплю воды и закрывают покровным стеклом. К воде добавляют этиловый спирт 1:1 или концентрированную уксусную кислоту, поскольку споры грибов не смачиваются водой. Для приготовления микроскопических препаратов грибов используют специальную жидкость следующего состава: карболовая кислота кристаллическая — 20 г, глицерин — 40 мл, дистиллированная вода — 20 мл. 

Для прижизненной окраски грибов используют как основные (генциановый фиолетовый, метиленовый синий, сафранин, нейтральный красный, метиленовый фиолетовый), так и кислые (эри-трозин) краски в концентрации 1:500, 1:1000, 1:10000. 

Диагностика и идентификация грибов проводятся на основании строения и способов формирования репродуктивных органов, имеют значение морфологические и культуральные признаки. Для некоторых представителей требуется проследить весь цикл развития организма. Принадлежность к классу и роду устанавливают по Атласу родов почвенных грибов. Видовая идентификация проводится по специальным определителям для отдельных родов.
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Почвенные дрожжи
Методы выявления и учета почвенных дрожжей. Наиболее широко используемой средой для выделения дрожжей является солодовое сусло. Из синтетических сред используются агар Сабуро, называемый также глюкозо-пептонной средой (г/л): глюкоза - 40; пептон - 10; агар - 20 и глюкозо-аммонийная среда (г/л): глюкоза - 20; (NH4)2S04 - 5; KH2P04 -1,95; К2НР04 - 0,15; MgSО4 - 0,5; NaCI - 0,1; CaCl2 - 0,1; агар — 20. Для обогащения факторами роста к этим средам добавляют иногда дрожжевой (0,2%) и мясной (0,3%) экстракты и виноградный сок (3%). 

Для подавления роста бактерий и актиномицетов среды для выделения дрожжей подкисляют до рН 4,5 путем добавления минеральных или органических кислот. Для синтетических сред используется соляная кислота, для сусловых — молочная, лимонная или винная. Для подкисления заводского солодового сусла (6—8% СВ) обычно требуется 3—4 мл/л концентрированной молочной кислоты. Кислоты добавляют в жидкую или расплавленную агаризованную среду после стерилизации непосредственно перед засевом или перед разливкой в чашки Петри. Если использовать 3% агара, то среда застывает даже при рН 4,8. 

Используют антибиотики широкого спектра действия: стрептомицин (80 мг/л или 100 ед/мл), пенициллин (20—100 ед/мл), левомицетин (50 мг/л). Их добавляют в среду порознь и в комплексе, как и при работе с грибами. 

Для ограничения роста грибов в среду добавляют специфические вещества: дифенил (0,5—0,01%), бычью желчь (0,25— 0,5%), теллурит калия (0,05—0,15%), пропионат натрия (0,15— 0,25%) или некоторые красители: бром-крезоловый пурпурный (0,0025%-ный или 2,5 мл/л 1%-ного раствора), бенгальский розовый (0,003%-ный), кристаллический фиолетовый (0,001%-ный). 

При выделении мезофильных дрожжей инкубацию производят при 20—26—28°, при выделении психрофильных форм — при 5°. Сроки инкубации
зависят от температуры. При 28° — 4—5 дней, при 5° — не менее 14 суток. В посевах из почвы, инкубируемых при низких температурах, удается учесть в 2—3 раза больше дрожжей, чем при 28°, так как росту дрожжевых колоний при этом не мешают грибы. Учет опытов производят через две недели или месяц. 

Дрожжи рода Lipomyces выделяют и учитывают в почве методом посева почвенных комочков на безазотистую среду Эшби с сахарозой. Дрожжевые колонии в виде слизистых молочнобелых обрастании появляются вокруг комочков почвы через 15— 20 суток (рис. 9) 

Методы наблюдения за чистыми культурами дрожжей. Для описания культуральных признаков дрожжей используют сусло-агар и глюкозо-пептонный агар с дрожжевым автолизатом (0,5%). При описании колоний дрожжей отмечают размер колонии, ее цвет, консистенцию. Можно описывать не колонии, а рост по штриху. Посев производят прямым штрихом в пробирке со скошенным агаром. Описывают характер роста через 6—8 суток инкубации при 25°, а в случаях медленно растущих форм описание делают через 8 суток и через 6 недель его повторяют. Длительное выращивание производят при комнатной температуре (20°). При описании роста дрожжей в жидких средах в пробирках отмечают помутнение среды, образование кольца или пленки. 

Форму и размер клеток описывают в культурах разного возраста на плотных и жидких средах (см. Приложение). Первый просмотр и измерение клеток производят после 2—3-суточного инкубирования при 25—28°. Если дрожжи растут медленно или не дают роста при температуре выше 20°, то первое описание делают через 2—3 недели инкубации. Во всех случаях культуры после первого просмотра оставляют при комнатной температуре (17—18°) и еще раз описывают через 4 недели. 

Наблюдение за строением и размножением дрожжей с помощью светооптического микроскопа проводят на живых культурах. Капсулы выявляют в препарате с жидкой тушью, т. е. методом негативного контрастирования. Псевдомицелий наблюдают на агаровых пластинках (предметное стекло, покрытое пленкой агаризованной среды). Споры у дрожжей наблюдают в живых препаратах при больших увеличениях оптического микроскопа и с использованием электронного микроскопа (рис.10)
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Для идентификации дрожжей кроме морфологических признаков используют показатели физиологической активности: способность к брожению, ассимиляцию разных источников углерода, рост на нитрате и др. (Бабьева, Голубев, 1979). 

Бактерии
Методы обнаружения и количественного учета бактерий в почве. Возможность биологических методов учета почвенных бактерий ограничена в том смысле, что нельзя предложить среды, обеспечивающей рост всех почвенных бактерий. В зависимости от целей исследования для учета бактерий употребляются различные питательные среды. К таким средам относятся мя-сопептонный бульон (МПБ) и мясопептонный агар (МПА) (МПБ разводится в 10 раз), МПА пополам с суслом, МПА с желтком, среда Эшби, среда Гетчинсона, среда следующего состава (Добровольская и др.,1989) (г/л): пептон – 2; глюкоза – 1; дрожжевой экстракт – 1; гидролизат казеина – 1; солодовый экстракт – 1; глицерин – 10 мл. В некоторых случаях необходимо использовать среды, обеспечивающие рост возможно большего количества бактерий, например среды, приготовленные из почвенной вытяжки. Почвенная вытяжка готовится следующим образом: 1 кг хорошо окультуренной почвы заливают 1 л водопроводной воды, автоклавируют, после чего дают отстояться. Жидкость сливают и фильтруют через двойной фильтр, который нейтрализуют до рН 7,2. К 100 мл почвенной вытяжки добавляют 900 мл дистиллированной воды и 15 г агара. Кипятят, разливают по пробиркам или колбам и стерилизуют в автоклаве при 121° в течение 30 мин. 

Существуют селективные методы для выделения из почвы отдельных групп почвенных бактерий. 

Для преимущественного выделения из почвы грамположительных спорообразующих бактерий проводят пастеризацию почвенных суспензий (прогревание при 80° в течение 10—15 мин), при которой погибают вегетативные клетки и сохраняются споры бактерий. При этом необходимо помнить, что в почве бациллы находятся как в виде спор, так и в виде вегетативных клеток, и количество бацилл, учитываемое с помощью посева на МПА после пастеризации почвенной суспензии, определяет только количество спор. 

Для элиминирования бацилл при учете стрептомицетов, нокардий, коринеподобных бактерий и грамотрицательных бактерий (Добровольская и др. 1989) используют добавление в питательные среды красителя метилового красного (0,015%). 

Элиминирование грамотрицательных .бактерий в целях селективного выделения коринеподобных бактерий из почв и подстилок может осуществляться путем прогревания почвы перед посевом (80°, 1ч). При выделении коринеподобных бактерий из растительных субстратов — подстилок, филлосферы растений — используют среду следующего состава (г/л): пептон - 10, дрожжевой экстракт-5, гидролизат казеина - 5, мясной экстракт - 2, солодовый экстракт - 5, глицерин - 2, MgS04 - 1, Твин-80 (поверхностно-активное вещество) - 0,05, дистиллированная вода - 1 л. 

Для выделения грамотрицательных бактерий из почвы используются преимущественно свежие образцы почвы (отобранные в день анализа). Это связано с тем, что упомянутые формы бактерий наиболее чувствительны к высыханию образца почвы. Выделение грамотрицательных форм (в том числе псевдомонад) из почвы производят путем посева почвенной суспензии на МПА с 2—7%-ным глицерином (Скворцова, 1981) или с применением элективной накопительной культуры. 

Количественный учет бактерий можно проводить методом посева из почвенной суспензии на плотные среды. Однако нужно помнить, что чашечный метод дает возможность выделить только одну узкую группу почвенных бактерий. Общее количество бактерий возможно учесть только прямым микроскопированием.
Методы прямого микроскопического учета бактерий в почве. Прямой микроскопический метод подсчета бактерий стал возможен только после того, как X.Кон и С.Н.Виноградский предложили применять для окрашивания почвенной суспензии кислые краски, которые хорошо окрашивают клетки микроорганизмов и слабо — почвенные частицы. Этот метод позволил устано-вить, что в почве содержится в тысячи раз большее количество микроорганизмов, чем то, которое удается учесть методом посева почвенных суспензий на агаризованные среды.

Метод Виноградского в модификации Шульгиной состоит в следующем. Среднюю пробу почвы массой 5 г помещают в колбочку объемом 250 мл, содержащую 45 мл стерильной водопроводной воды. Почву перед анализом рекомендуется растирать резиновым пестиком в течение 5 мин. Колбочку энергично встряхивают 5 мин. Суспензию можно обработать ультразвуком или на микроизмельчителе тканей. После 1—2 с отстаивания с помощью пипетки с точно вымеренной величиной капли наносят одну каплю суспензии на поверхность чистого обезжиренного предметного стекла. Нужно следить, чтобы суспензия в пипетке не оседала, для чего все манипуляции проводить быстро и пипетку держать в горизонтальном положении до момента закапывания суспензии. Одновременно с каплей суспензии на стекло наносят одну каплю 0,1%-ного агара, очищенного от микробных клеток На стекле, куда наносят суспензию, предварительно отмечают прямоугольник площадью 8 см2. Нанесенную суспензию равномерно распределяют по поверхности всего прямоугольника. Для опытов используют тщательно очищенные и обезжиренные стекла. Препарат подсушивают и фиксируют в течение нескольких минут 96%-ным спиртом или парами осмиевой кислоты и окрашивают карболовым эритрозином 1ч. Следят, чтобы в течение окрашивания препараты не высыхали. Краску смывают, погружая стекла в стакан с водой. Препараты высушивают, и с помощью иммерсионного объектива (90х) проводят подсчет клеток. Необходимо приготовить не менее пяти повторных стекол. Количество клеток, просчитанных во всех препаратах суммируют. Один из наиболее простых и удачных методов выявления, изучения и количественного учета микроорганизмов, в том числе и бактерий, — люминесцентная микроскопия в падающем свете (Звягинцев, 1987). Почвенную суспензию (1:10) после предварительной обработки на ультразвуковой установке переносят в мерный цилиндр на 100 мл. После двухминутного отстаивания пипеткой отбирают 2 мл суспензии из средней фракции (с отметкой на цилиндре 50 мл) и переносят в колбу с 18 мл воды. Перед приготовлением препаратов колбу энергично встряхивают, суспензию наносят микропипеткой на обезжиренные предметные стекла (0,01 мл на препарат) и равномерно распределяют на площади 4 см2 (квадрат 2 х 2 см). Фиксируют нагреванием и окрашивают препарат водным раствором акридинового оранжевого (разведение 1:10000, 2— 4 мин). Для удаления избытка флуорохрома стекла погружают на 10 мин в стакан с водопроводной водой. После высушивания при комнатной температуре препараты просматривают в люминесцентном микроскопе. Для микроскопирования на препарат наносят каплю воды и закрывают обезжиренным покровным стеклом. Из каждого почвенного образца готовят два препарата и в каждом препарате просматривают 20 полей зрения, чтобы данные были математически достоверными.
Методы наблюдения за бактериями. Культуральные признаки бактерий обычно описывают на твердых питательных средах (например, МПА, кусочки картофеля, моркови) и в жидких средах (например, МПБ). 

Колонии бактерий на твердых питательных средах (рис. 11) описывают, отмечая следующие признаки: размер колонии (колония крупная — > 10 мм в диаметре; средняя — 1—10 мм; мелкая, точечная — 1 мм); профиль колонии (колония выпуклая, конусоидная, плоская, кратерообразная); край колонии (ровный, лопастной, волнистый, зубчатый, бахромчатый, фестончатый); по-верхность колонии (гладкая, бугристая, складчатая, морщинистая, с концентрическими кругами, радиально исчерченная); цвет колонии; блеск и прозрачность; консистенция (тестообразная, густая, слизистая, тягучая, жидкая, клейкая), вид колонии под микроскопом (зернистая, однородная, исчерченная). Колонии рассматриваются под микроскопом при малом увеличении (х8). 

Морфологию живых бактериальных клеток изучают в препаратах "раздавленная капля", микроскопируя их при большом увеличении с иммерсионным объективом (х90). Отмечают размеры клеток, измеряя их окуляр- микрометром, подвижность клеток (используют 12-24 – часовую культуру), форму клеток.
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Для исследования деталей строения клетки — органоидов, спор, жгутиков, различных включений — приготавливают фиксированные и окрашенные препараты. Препарат бактерий для фиксации и окраски (мазок) готовят на чистых обезжиренных стеклах. На приготовленное стекло наносят каплю суспензии бактериальных клеток и размазывают ее тонким слоем по поверхности стекла с помощью петли или краем покровного стекла. Мазки высушивают при комнатной температуре. 

При фиксации необходимо возможно полнее сохранить прижизненную структуру бактериальных клеток. Известно много способов фиксации препарата, наиболее распространенный — фиксация жаром (фломбирование). Стекло с высушенным мазком проводят три-четыре раза через пламя горелки мазком вверх, пока не появляется ощущение жжения при прикладывании стек-ла к тыльной стороне руки. Для изучения формы клетки этот способ фиксации удовлетворителен. Для исследования тонкого строения бактерий препараты фиксируют химическими веществами — безводным метиловым спиртом (5 мин), 96%-ным этиловым спиртом (5 мин), смесью равных объемов этилового спирта и эфира (20 мин), фиксатором Карнуа (этиловый спирт — 60 мл, хлороформ — 30 м, ледяная уксусная кислота — 10 мл; фиксация — 15 мин). 

После фиксации препарат окрашивают. Существуют различные методы покраски. Наиболее употребительные красители: метиленовый синий (спиртовой или водный раствор); фуксин основной (спиртовой или водно- спиртовой раствор), применяются и более сложные методы покраски с использованием нескольких красителей, например, окраска по Граму. 

Дифференциацию бактерий по Граму можно производить и без окрашивания. Для разделения бактерий на грамположительные и грамотрицательные (что коррелирует с особенностями химического состава клеточной стенки этих двух групп бактерий) используют быстрый и простой метод, основанный на взаимодействии бактериальной массы с 3% раствором КОН. Клетки бактерий (лучше 1-2 суточные) помещают петлей в каплю 3% КОН на предметное стекло, размешивают круговыми движениями и через 5-6 с петлю резко поднимают. Суспензия грамотрицательных бактерий становится вязкой и тянется за петлей, образуя тяжи. Грамположительные бактерии равномерно распределяются в капле щелочи. Реакция считается отрицательной, если образования слизистых тяжей не наблюдается в течение 60 с. Образование вязкой суспензии клеток грамотрицательных бактерий в щелочи связано с лизисом клеточных стенок и освобождением ДНК. Метод используют в качестве предварительного для диагностики. Существуют исключения, например грамотрицательные флавобактерии не образуют в щелочи слизистых тяжей. 

"Негативная окраска" — окраска капсул жидкой тушью — заключается в том, что клетки бактерий помещают сначала в каплю разбавленного наполовину водой карболового фуксина Циля, а затем через 2—3 мин их смешивают с каплей туши и размазывают по предметному стеклу краем покровного стекла. После подсушивания препарат рассматривают под микроскопом. Бесцветные капсулы резко выступают между темным фоном пре-парата и окрашенными в красный цвет клетками бактерий. 

Морфологию клеток исследуют в электронном микроскопе.

Актиномицеты
Методы выявления и количественного учета актиномицетов. Для выявления и количественного учета стрептомицетов (наиболее распространенных в почвах представителей актиномицетов, принадлежащих к роду Streptomyces) чаще всего используют метод посева почвенной суспензии на плотные среды — крахмало-аммиачную, крахмало-казеиновую, казеин-глицериновую, среду с хитином и др. (Звягинцев, Зенова, 2001). 

Для наиболее полного выделения актиномицетов из почвы производят механическую обработку образцов с целью десорбции клеток микроорганизмов: растирание почвы, обработку ультразвуком на установке УЗДН-1 (22 кГц, 0,44 А, в течение 2 мин; Звягинцев, 1987). 

В качестве селектирующих агентов при выделении стрептомицетов из почвы используют ингибиторы, подавляющие рост других микроорганизмов (немицелиальных бактерий и грибов) — антибиотики (пенициллин — 1 мг/л, стрептомицин — 25, полимиксин — 5, нистатин — 50, циклогексимид — 50, мипарицин — 50 мг/л; налидиксовую кислоту (1-10 мкг/мл), фенол и другие химические вещества; обогащают почву СаСОз, хитином, кератином; используют высушивание и прогревание (40°—45°; 2—16 ч) образцов перед анализом. 

Выявление и учет представителей других, так называемых "редких" (редко встречающихся) родов актиномицетов возможны при использовании специфических селективных приемов (Зенова, 2000): прогревание образцов перед посевом (100-1200 , 1 ч), использование селективных сред с добавлением различных антибиотиков, длительные сроки инкубации (до 3-6 недель). 

Дифференцированно учитывать споры и мицелий в видовой популяции актиномицетов в почве позволяет следующий метод, который предусматривает удаление почвенных частичек, мешающих выявлению спор, и концентрирование мицелия и спор, что обеспечивает учет популяции в диапазоне естественных (низких) уровней обилия: 1 г почвы вносят в колбу, доливают 100 мл воды, добавляют 1—2 капли поверхностно-активного вещества Твин-60 для более полной десорбции микроорганизмов, обрабатывают суспензию на ультразвуковом дезинтеграторе УЗДН-1 (22 кГц, 0,44 А, 2 мин), добавляют смесь коагулянтов Са(ОН)2 и MgCO3 (навеска 0,7 г, в отношении 2:5) для удаления почвенных частиц и коллоидов. После двухминутного взбалтывания суспензию отстаивают в мерном цилиндре на 100 мл 5 мин, отбирают из надосадочной жидкости пробу в 1 мл и фильтруют ее через мембранный фильтр (диаметр пор 0,23 мкм), который предварительно выдерживают для тушения собственной люминесценции в насыщенном спиртовом растворе судана черного В. После фильтрации фильтры окрашивают по двухэтажной схеме непрямого метода флуоресцирующих антител (Методы почвенной микробиологии и биохимии, 1991), высушивают и микроскопируют (Люмам И-3, 90х). Споры и мицелий актиномицетов имеют яркое желто-зеле-ное свечение (Кожевин,1989).

Методы наблюдения за почвенными актиномицетами. Культуральные признаки актиномицетов описывают на плотных питательных средах, синтетических и белковых. При описании актиномицетных колоний обычно отмечают наличие и цвет воздушного и субстратного мицелия, наличие растворимого пигмента, выделяемого в среду; консистенцию колоний; наличие складчатости колоний (концентрическая или радиальная); консистенцию воз-душного мицелия (мучнистая, бархатистая, порошковидная, пушистая). 

Морфологические признаки актиномицетов — строение колоний и мицелия, его ветвление, строение и расположение спороносцев (рис.12), наличие спорангиев, склероциев, количество спор в цепочках на субстратном и/или воздушном мицелии (рис.13) — изучают, просматривая колонии актиномицетов, выросшие на плотной питательной среде в чашках Петри, при малом увеличении микроскопа.
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Для более детальных исследований получают рост актиномицетов на предметных или покровных стеклах. Используют метод "желобка". В застывшем агаре стерильным скальпелем вырезают 1— 2 желобка шириной в 1 см во всю глубину агара. Края желобка с помощью петли засевают культурой актиномицета. На засеянные участки желобков накладывают покровные или предметные стекла. 

Чашки инкубируют обычным способом. При этом актиномицет развивается на поверхности стекла, граничащей со средой. Стекла с развивающейся на них культурой снимают с агара и исследуют прижизненно или после фиксации и окраски под микроскопом.
	



Строение спороносцев и характер поверхности оболочки спор выявляют в электронном микроскопе (см. Приложение). В случае использования трансмиссионного микроскопа препараты готовят без фиксации и напыления, слегка прикасаясь сеткой с нанесенной на нее коллодиевой или формваровой пленкой к поверхности спороносящего воздушного мицелия. Используют инструментальное увеличение хЗ000 и х10000. В случае использования сканирующего электронного микроскопа препараты готовят по следующей методике. На латунном стержне получают отпечаток спор, прикасаясь поверхностью стерженька к поверхности спороносящего воздушного мицелия. Отпечаток подсушивают на воздухе, напыляют золотом. Используют инст-рументальное увеличение хЗ000 и 10000. Существует несколько типов поверхности спор: гладкая, шиповатая, волосистая (рис. 14).
	


Для фиксации и окраски мицелия актиномицетов применяют в основном те же методы, что и для бактерий. Для изучения деталей строения мицелия, расположения спороносцев и спор можно применять фиксацию жаром и окрашивание 0,02%-ным водным раствором кристаллического фиолетового или метиленового синего. 

Диагностика и идентификация бактерий и актиномицетов проводится на основании культуральных, морфологических, физиологических и хемотаксономических признаков с использованием Определителя бактерий Берджи (1997). 

РЕКОМЕНДУЕМЫЕ ПРАКТИЧЕСКИЕ ЗАНЯТИЯ
Общее знакомство с основными группами почвенной биоты.
1. Просмотреть и описать коллекцию почвенных животных. Отметить характерные особенности строения отдельных органов, отражающие приспособление к условиям обитания в почве. 
	Вид
	Особенности строения органов и приспособление к условиям обитания в почве

	Тихоходка
	

	Панцирный клещ
	

	…
	


2. Составить таблицу Методы исследования почвенных организмов
	Метод
	Описание

	Почвенные водоросли

	1.
	

	10.
	

	Почвенные беспозвоночные

	
	

	
	


3. Зарисовать всех представителей почвенных организмов. Знать примеры.
