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Методические указания «Методы биотестирования объектов природной среды»

1. Определение фитотоксичности почвы по  всхожести семян.
1.  Промытый речной песок насыпать в чашки Петри слоем в 1 см.

2. Накрыть песок фильтровальной бумагой, увлажнить до полного насыщения водой.

3. На фильтровальную бумагу поместить 20 – 30 продезинфицированных семян*, накрыть сверху фильтровальной бумагой.

4.  Проращивание ведут при температуре 20 – 250С в течении 3 –
4 суток.
5.  На четвертые сутки сосчитать количество всхожих семян и рассчитать их всхожесть по формуле: В = А/Б х 100, где А – количество проросших семян; В – исходное количество семян. Нормой считается прорастание 90 – 95%.

* - обеззараживание семян
1.  Подготовить раствор марганцево-кислого калия (КМnО4).

Раствор должен иметь слабо розовую окраску.
2.  Опустить в приготовленный раствор семена и выдержать 5 минут.

3.  Слить раствор, ополоснуть семена дистиллированной водой и подсушить на фильтровальной бумаге.

2. Определение фитотоксичности почвы методом проростков.

    Принцип метода. Метод основан на реакции тест – растений в начальной период их роста на изменения внешней среды, поскольку этот этап жизни растений характеризуется наибольшей чувствительностью их к внешним воздействиям.
Ход работы.

1. Исследуемые пробы почвы поместить в чашки Петри (до половины).
2. На поверхность почвы разложить от 10 до 50 (в зависимости от размера) семян тест – растения.
3. Опыт проводится в трех повторностях в течении 15 – 20 дней при оптимальной температуре и влажности.

Наблюдения.

1. Отмечают время появления всходов по вариантам опыта на каждый день.
2. Регулярно измеряют высоту надземной массы растений.
3. По окончании опыта растения (побеги и корни) осторожно отделяют от почвы, стряхивая с корней остатки почвы.

4. Измеряют высоту надземной части растений и длину корней с последующим определением их массы.

5. Дать визуальный анализ растений по окраске и состоянию побегов, а также характеру корней (длинные – короткие, густые – редкие и тд.).
Результаты оформления.
1. Определяют энергию прорастания семян по количеству семян, проросших за 3 – 4 дня.

2. Определяют всхожесть семян по количеству семян проросших за 7 – 8 дней.

    По отношению показателей прорастания семян на изучаемой загрязненной почве и почве контрольного варианта (незанрязненной) определяется фитотоксичность почвы, которая определяется по 5-ти бальной системе, приведенной в таблице 1.
Таблица 1.

Критерии для оценки степени фитотоксичности.
	Показатель
	Степень фитотоксичности

	
	      0  
	       1
	      2
	      3
	4

	    Фитотоксичность почвы, кратность снижения всхожести и энергии пррастания
	< 1.1
	1.1 –1.2
	1.2 –1.4
	1.4 –2.0
	>2.0


    Фитотоксический эффект можно рассчитать и по массе растений, используя следующую формулу:

ФЭ = (Мо - Мх)/ Мо х 100%, где Мо – масса растений контрольного (не загрязненного) варианта; Мх – масса растений загрязненного варианта.
3. Кресс – салат как биотест для оценки
 фитотоксичности почвы.

    В составе растений – биотестов наиболее чувствительным к загрязнению почвы различными токсикантами признан кресс – салат. Это овощное однолетнее растение, стрессовая реакция которого почти прямо – пропорциональна относительно степени воздействия: чем выше токсичность среды, тем сильнее фитотоксический эффект: низкая всхожесть семян, слабый рост растений (как надземных побегов, так и корней).

    Преимущество кресс – салата, как биотеста, заключается в быстром прорастании семян при почти стопроцентной всхожести, резко уменьшающейся при ухудшении экологической обстановки во внешней среде.
Ход работы.
1. Чашки Петри наполнить (до половины) исследуемой почвой, согласно схемы опыта.
2. Увлажняют водой до появления признаков полного насыщения. Можно использовать отстоявшуюся водопроводную воду.
3. В каждую чашку на поверхность почвы раскладывают по 50 штук семян.

4. Сверху семена засыпают той же почвой, аккуратно разравнивая поверхность, и увлажняют до состояния нижнего слоя почвы.

5. В течении 10 – 20 дней наблюдают за прорастанием семян и дальнейшим ростом растений.

6. По завершению опыта определяют общее количество растений, среднюю длину побегов и корней, массу проростков.
    Рассчитывают всхожесть семян и оценивают степень загрязнения.

    Всхожесть семян - 90 - 100% - загрязнение отсутствует; Всхожесть семян – 60 – 90% - загрязнение слабое; Всхожесть семян – 20 – 60% загрязнение среднее; Всхожесть семян – 20% - загрязнение сильное.

4. Методы определения биологической активности почвы.
    В качестве ранней диагностики степени загрязнения почвы могут использоваться показатели биологической активности почвы.
    Биологическую активность почвы определяют с помощью микробиологических и биохимических методов.
    В настоящее время наряду с прямыми микробиологическими методами широко используются наиболее простые, но достаточно информативные и надежные аппликационные методы, являющиеся косвенными методами оценки микробиологической активности почвы. Наиболее доступным является лабораторный и полевой методы определения целлюлозолитической активности почвы.

5. Определение интенсивности разложения целлюлозы в почве методом Кристенсена
.

   Принцип метода. Метод основан на учете интенсивности разложения целлюлозы (фильтровальная бумага) при оптимальных для развития микроорганизмов температуре и влажности.
Ход работы.

1. Бумажные фильтры диаметром 7 см. и чашки Петри высушивают в сушильном шкафу при температуре 1050С в течении 2 часов.

2. Высушенный фильтр взвесить на аналитических весах и поместить на дно чашки Петри.

3. Бумажный фильтр накрыть сеткой из капроновой ткани, на которую помещают 30 – 40г влажной почвы.

4. Почвенные пробы выдерживают в течении 30 суток при оптимальной температуре – 280С и влажности 60% от ПВ.

5. Спустя 30 дней почву высыпают из чашки, отделяют капроновую ткань, остатки фильтровальной бумаги счищают со дна чашки, высушивают при температуре 1050С и взвешивают.

6. Величину целлюлозолитической активности почвы вычисляют по формуле: ЦА = (А - Б)/А х 100%, где А – исходная масса фильтра, В – конечная масса фильтра. 

6. Полевой метод определения целлюлозолитической активности почвы.

    Принцип метода основан на определении интенсивности разложения льняной ткани в почве за определенный период времени, в зависимости от цели исследования (от 3 - 4 месяцев до одного года и более).
    В качестве косвенного индикатора микробиологической активности почвы и соответственно степени загрязнения почвы можно использовать фотобумагу, рентгеновскую пленку, эмульсия которой разрушается микроорганизмами. Основу эмульсии составляет желатин – продукт питания микроорганизмов.
Ход работы.
Нарезать полоски фотобумаги или рентгеновской пленки на узкие полоски.
Поместить в почву с помощью ножа на глубину 5 – 10см

Срок экспозиции от 2 до 7 суток.

По окончанию экспонирования пленку извлечь, прополоскать в холодной воде (осторожно, чтобы не повредить эмульсионный слой) и высушить на фильтровальной бумаге (желатиновый слой должен быть сверху).
При рассмотрении на свет полностью разрушенные участки эмульсионного слоя прозрачны, частично разрушенные имеют матовый оттенок, не разрушенные – темные.

Микробиологическую активность (протеазную) можно ориентировочно учесть путем подсчета площадей исчезнувшей эмульсии в процентах от общей площади полоски.

7. Определение дыхания почвы по выделению СО2 как биотест биологической активности почвы.

    Относительно простой и доступный метод, позволяющей оценить биологическую активность почвы заключается в определении, так называемого дыхания почвы, или эмиссии почвой СО2. Интенсивность дыхания почвы обусловлена суммарной активностью почвенной биоты, которая в процессе жизнедеятельности дышит, поглощая кислород и продуцирую углекислый газ.
    Чем выше удельный вес живых организмов в почве, тем интенсивнее дыхание почвы, тем выше ее биологическая активность, тем почва экологически чище. В этом случае в качестве биоиндикаторов почвенной среды выступают почвенные организмы. Количественным показателем биологической активности почвы является скорость выделения из почвы углекислого газа – масса СО2, выделяющегося с 1 га в час (кг/га в час). Следовательно, для оценки биологической активности почвы необходимо определить количество СО2, выделенного почвой.
    Принцип метода состоит в поглощении выделяющегося на границе почва – атмосфера СО2 раствором щелочи с последующим титрованием 0,05Н раствором НСl.

Ход работы

(по методу Макарова).
1. Участок поверхности почвы очистить от растений.
2. На поверхность почвы установить чашку с 10 мл 0,2Н NаОН или КОН.

3. Чашку накрыть сосудом – изолятором, края которого углубляют на 1,5 – 2 см.

4. Время экспозиции 4 – 6 часов днем.

5. Перед установкой в поле исходный раствор щелочи титруют 0,05Н НСl по фенолфталеину.

6. После экспонирования титрование раствора NаОН, не израсходованного на поглощение СО2, повторяют незамедлительно.

7. Скорость выделения СО2 вычисляют по формуле:

 Vсо2 = (а - b) х 1.1/ S х t х 100, кг/га в час; где а – количество 0,05Н НСl, пошедшее на титрование до экспонирования; b – количество НСl после экспонирования; 1.1 – масса СО2 эквивалентна массе НСl, содержащаяся в 1 мл  0,05Н НСl; S – площадь почвы под сосудом изолятором, м2; t – время экспозиции, час.
