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ВВЕДЕНИЕ

Загрязнение природы человеком представляет собой одну из самых древних проблем истории цивилизации. Человек издавна рассматривал окружающую среду в основном как источник ресурсов, стремясь достигнуть независимости от нее, улучшить условия своего существования. Пока народонаселение и масштабы производства были не велики, а природные пространства были столь обширны, то для достижения поставленных целей люди были согласны пожертвовать частью нетронутой природы, равно как и некоторой степенью частоты воздуха и воды. Но, очевидно, этот процесс в нашем относительно замкнутом, небеспредельном мире не может продолжаться бесконечно. 

По мере роста масштабов производства его экологические последствия становились все более серьезными и распространенными, а природные пространства непрерывно сокращались. Но это не останавливало человека. Предприятия, особенно химические, металлургические, энергетические своими выбросами в атмосферу, сбросами в реки и водоемы, твердыми отходами уничтожают растительный, животный мир, вызывают заболевания у людей. Стремление получать более высокие урожаи обусловило использование минеральных удобрений, пестицидов и гербицидов. Однако их чрезмерное применение приводит к высокой концентрации вредных веществ в сельскохозяйственной продукции, что может вызвать отравление людей.

Биоиндикация – это современный способ оценивания состояния окружающей среды с помощью её живых объектов. С помощью биоиндикации можно легко, просто и дешево изучить состояние среды в короткие сроки. Биоиндикация может осуществляться на всех уровнях организации живого: биологических молекул, клеток, тканей и органов, организмов, популяций, сообществ, экосистем и биосферы в целом. Признание этого факта – достижение современной теории биоиндикации.

Цель работы: провести фитоиндикацию некоторых почв города Астрахани. 

В задачи исследования также входило определение степени токсичности исследуемых почвенных образцов по отношению к семенам тест-объекта (редис красный с белым кончиком).

ГЛАВА 1. ИСПОЛЬЗОВАНИЕ РАЗЛИЧНЫХ ТЕСТ-ОБЪЕКТОВ ДЛЯ ОЦЕНКИ СОСТОЯНИЯ ПОЧВЕННОЙ СРЕДЫ

Почва представляет собой важнейший компонент биосферы, играющий большую роль в жизни общества, как источника продовольственных ресурсов для населения планеты. В связи с этим важно следить за состоянием почвенного покрова Земли.

Для оценки почвенной среды наиболее перспективными являются биологические методы, которые позволяют получать сведения о непосредственной реакции организмов, сообществ или эко​систем на естественные или антропоген​ные изменения, поскольку биота реаги​рует даже на незначительные изменения внешних условий (Арустамов, 2000). 

Биоиндикация – это современный способ оценивания состояния окружающей среды с помощью её живых объектов. Методы биологической индикации являют​ся одними из самых актуальных и интен​сивно разрабатываемых в промышленно развитых странах. 
Биоиндикатор (от лат. “indicator” – “указатель”) - группа особей одного вида или сообщества, по наличию или по со​стоянию которых, а также по их поведе​нию судят об изменениях в природной среде.

Любой фактор, если он выходит за пределы «зоны комфорта» для данного организма, являет​ся стрессовым. В этом случае организм реагирует ответной реакци​ей различной интенсивности и длительности, именно эту ответную реакцию определяют методы биоин​дикации. 
Ответная реакция биоиндикатора на определенное физическое или химическое воздействие должна быть четко выражена, т.е. специфична, легко регистрироваться визуально или с помощью приборов (Мелехова, 2007).
В зависимости от скорости проявления биоиндикаторных реакций выделяют несколько различных типов чувствительности тест-организмов: 

 I тип - биоиндикатор проявляет внезапную и сильную реакцию, продолжающуюся некоторое время, после чего перестает реагировать на загрязнитель.

 II тип - биоиндикатор в течении длительного времени линейно реагирует на воздействие возрастающей концентрации загрязнителя.

 III тип - после немедленной, сильной реакции у биоиндикатора наблюдается ее затухание, сначала резкое, затем постепенное.

 IV тип - под влиянием загрязнителя реакция биоиндикатора постепенно становится все более интенсивной, однако достигнув максимума постепенно затухает.

 V тип - реакция и типы неоднократно повторяются, возникает осцилляция биоиндикаторных параметров (Вайнерт, 1988).

 Многолетний опыт ученых разных стран по контролю состоя​ния окружающей среды показал преимущества, которыми обла​дают живые индикаторы:
· в условиях хронических антропогенных нагрузок могут реаги​ровать даже на относительно слабые воздействия вследствие ку​мулятивного эффекта; реакции проявляются при накоплении не​которых критических значений суммарных дозовых нагрузок;
·  суммируют влияние всех без исключения биологически важ​ных воздействий и отражают состояние окружающей среды в це​лом, включая ее загрязнение и другие антропогенные изменения;
· исключают необходимость регистрации химических и фи​зических параметров, характеризующих состояние окружающей среды;
· фиксируют скорость происходящих изменений;
· вскрывают тенденции развития природной среды;
· указывают пути и места скоплений в экологических системах различного рода загрязнений и ядов, возможные пути их попада​ния в пищу человека;
· позволяют судить о степени вредности любых синтезируемых человеком веществ, для живой природы и для него самого, при​чем дают возможность контролировать их действие.
Для биоиндикации не при​годны организмы, поврежденные болезнями, вредителями и па​разитами. Идеальный биологический индикатор должен удовлет​ворять ряду требований:

· быть типичным для данных условий;

· иметь высокую численность в исследуемом экотопе;

· обитать в данном месте в течение ряда лет, что дает возмож​ность проследить динамику загрязнения;

· находиться в условиях, удобных для отбора проб;

· давать возможность проводить прямые анализы без предвари​тельного концентрирования проб;

· характеризоваться положительной корреляцией между кон​центрацией загрязняющих веществ в организме-индикаторе и объекте исследования;

· использоваться в естественных условиях его существования;

· иметь короткий период онтогенеза, чтобы была возможность отслеживания влияния фактора на последующие поколения.

В качестве биоиндикаторов могут быть использованы предста​вители всех «царств» живой природы (микроорганизмы, животные и растения).

1.1 Микроорганизмы как тест-объект для биоиндикации почв

Интенсивная и разносторонняя деятельность человека неминуемо  сказывается на структуре и функционировании микробных сообществ почв. 

Микроорганизмы очень чуткие индикаторы, которые резко реагируют на различные изменения в окружающей среде. Следствием этого является высокая динамичность микробиологических показателей не только в пространстве, но и во времени (Марфенина, 1991).

Достоинства микробиологических тестов обусловлены следующими причинами. Благодаря небольшим размерам микробные клетки имеют относительно большую поверхность контакта с окружающей средой, что определяет их высокую чувствительность к происходящим в ней изменениям. Высокие скорости роста и размножения микроорганизмов дают возможность за сравнительно короткий срок проследить за воздействием любого неблагоприятного фактора на протяжении десятков и даже сотен поколений. К тому же они компактны и в большинстве случаев не требуют значительных материальных затрат для поддержания жизнедеятельности. 
Почвенные микроорганизмы не только существенно меняют состав и свойства почвы, но и сами напрямую зависят от изменений условий обитания, связанных с антропогенными причинами. Таким образом, используя определенные группы микроорганизмов, можно диагностировать на ранней стадии антропогенное воздействие на почву различных загрязняющих веществ.
По мнению ряда авторов, таких как Н. М.  Исмаилов (1988), Д. Г. Звягинцев с соавторами (1989), Г. В. Добровольский с соавторами (2001), чувствительность микробных сообществ различных типов почв зависит от свойств почв, содержания органического вещества, клима​тических особенностей региона, количества и свойств загрязняющего вещества.

1.2 Растения как тест-объект для биоиндикации почв

Растениями-индикаторами называют растения, тесно связанные с определенными экологическими условиями. По их присутствию узнают о содержании определенных микроэлементов и веществ. На изменения окружающей среды растения-индикаторы реагируют изменением внешнего вида и химического состава; количество их может резко возрасти или, наоборот, уменьшиться (Меженский, 2004).

 В труде В. Н. Меженского (2004) говорится о том, что не каждое растение может быть индикатором. Лучшими индикаторами являются виды, приспособленные к существованию в строго определенных условиях и не выносящие больших колебаний в окружающей среде. Численные соотношения различных видов и популяций часто служат лучшим индикатором, чем численность одного вида. Это особенно явственно проявляется при поисках биологических индикаторов разных типов загрязнения. 

Фитотестирование как метод оценки почв используется издавна для определения качества семян, плодородия сельхозугодий и относительно недавно в природоохранной сфере для оценки их экологического состояния. 

Фитотестирование основано на чувствительности растений к экзогенному химическому воздействию, что отражается на ростовых и морфологических характеристиках. По мнению С. Е. Дятлова (2003), и Н. В. Маячкиной (2009)  основными требованиями, предъявляемыми к реализации метода фитотестирования являются: экспрессность, доступность и простота экспериментов; воспроизводимость и достоверность полученных результатов; экономичность, как в материальном отношении, так и по трудозатратам; объективность полученных данных. Однако методы фитотестирования почв еще разработаны крайне недостаточно. В частности, нет данных о чувствительности различных тест-объектов и их пригодности.  Успешное решение данной проблемы во многом будет определяться подбором, а иногда и направленным созданием сортов (линий) культурных растений, чувствительных к определенному загрязнению. К сожалению, в настоящее время подобные сорта и линии в России отсутствуют. 
В работах некоторых авторов (Кабиров, 1997; Мандра, 2010) упоминается о преимуществе растений, как объектов для биоиндикационных исследований. Это связано с тем, что: во-первых, растения являются эукариотами, и их хромосомы структурно и морфологически сходны с хромосомами млекопитающих, в том числе и человека; во-вторых, у растений и млекопитающих отмечается сходная чувствительность к мутагенам; в-третьих, фитоиндикационные исследования характеризуются относительной дешевизной, т.к. их можно проводить в лаборатории. 

Существует немало рекомендаций, предписывающих использование того или иного вида растения. Традиционно в нашей стране для оценки фитотоксичности почвы используются (Рассадина, 2010): белая горчица (Sinapis alba L.), озимая и яро​вая пшеница (Triticum aestivum L.), кресс-салат (Lepidium sativum L.) редиса  красный, с белым кончиком  (Raphanus sativus), сорго сахарного (Sorghum saccuratum) овес (Avena L.), гречиха (Fagopyrum L.), огу​рец (Cucumis L.), соя (Glycine L.), лен (Linum L.), ежа сборная (Dactylis glomerata L.).

          В настоящее время нет конкретных рекомендаций по использованию      определенных тест-растений для диагностики почв, подверженных нефтяному загрязнению. Но в этих целях зачастую используются семена редиса, кресс-салата, белой горчицы и сорго сахарного, за счет своей чувствительности по отношению к целому комплексу нефтяных углеводородов. 

Воздействие нефти и нефтепродуктов на растения происходит в течение всего периода их вегетации. Особенно сильный стресс растения испытывают на ранних этапах развития, в связи с этим всхожесть семян  растений является наиболее распространенным показателем, на основании которого исследователи оценивают токсичность почвы. Помимо показателя всхожести семян, испытуемых тест-растений, токсичность нефтепродуктов многие специалисты (Назаров, 2005; Суслонов, 2012) оценивают с помощью морфометрических  показателей, таких как длина корней и проростков.

Таким образом, для оценки  уровня токсичности почвы, загрязненной различными видами поллютантов (в частности нефтью и нефтепродуктами) целесообразно применение метода фитотестирования в лабораторных условиях, с применением тест-растений. По мнению большинства авторов, белая горчица (Sinapis alba L.), озимая и яро​вая пшеница (Triticum aestivum L.), кресс-салат (Lepidium sativum L.), редис красный, с белым кончиком  (Raphanus sativus), сорго сахарного (Sorghum saccuratum), являются наиболее чувствительными тест-объектами по отношению к данному загрязнителю.
ГЛАВА 2. ОБЪЕКТЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

2.1 Объекты исследований

Объектами исследований явились почвы, отобранные на территории города Астрахани. Пробы почвы отбирались в трех различных точках: в почве парка АГТУ (рис. 1), на территории свалки бытовых отходов (рис. 2), а также на участке под сгоревшим домом (рис. 3).
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Рис. 1. Место отбора проб (парк АГТУ)
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Рис. 2. Место отбора проб (свалка бытовых отходов)
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Рис. 3. Место отбора проб (участок под сгоревшим домом)
2.2  Методы исследований

Для изучения исследуемых почв использовали стандартные методы:  отбор и подготовка почвенных образцов.    

Для определения степени токсичности почвенных образцов использовали семена редиса красного с белым кончиком (Raphanus sativus). 

2.2.1 Подготовка посуды и оборудования для взятия пробы почвы

Широкогорлые банки, емкостью в 500 - 600 г, закрывали предварительно ватными пробками, заворачивали в бумагу и стерилизовали сухим жаром в сушильном шкафу при 160 °С. Банки емкостью в 500 - 600 г брали для количественного определения некоторых микробиологических процессов почвы, так как при этом требуется большое количество почвы. Отбирали пробы маленькой железной лопаткой, совком в стерильные широкогорлые банки, завернутые в бумагу и простерилизованные в сухожаровом шкафу или в автоклаве. Каждый взятый образец должен весил 200 - 300 г (Галынкин, 2002).

2.2.2 Отбор образцов почвы

При проведении лабораторных исследований поверхностных слоев почвы образцы брали на глубине до 30 см. 

Почву отбирали следующим образом:

1. Стерильным ножом счищали поверхностный слой почвы с горизонта, из которого берется образец.

2.   Над пламенем горелки быстро открывали банку, обжигали края ее горлышка и другим стерильным ножом быстро насыпали исследуемый горизонт.

3. После взятия образца горлышко банки и ватные пробки хорошо обжигали над пламенем спиртовки.

4. На банку наклеивали и для лучшей сохранности привязывали веревочкой этикетку, на которой указывали название почвенного горизонта, глубину, с которой взят образец, и время взятия образца (Нетрусов, 2005).

2.2.3 Метод фитотестирования в лабораторных условиях

Определение токсического влияния исследуемых образцов почв, проводили методом фитотестирования в лабораторных условиях. Для определения степени токсичности почвенных образцов использовали семена редиса красного с белым кончиком (Raphanus sativus) (рис. 4). 
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Рис. 4. Редис красный с белым кончиком (Raphanus sativus)

Непосредственно для проведения самого эксперимента применяли метод «влажных камер». Суть метода состоял в следующем: исследуемую почву с помощью пинцета освобождали от крупных корневых остатков и тщательно перемешивали металлическим шпателем. Навеску 30-35 г помещали в чашки Петри (опыт проводили нестерильно). Почву увлажняли водой до состояния густой пасты и тщательно размазывали по чашке Петри. На поверхность почвенной пластинки раскладывали по 10 семян испытуемого растения,  предварительно замоченных в водопроводной воде в течение суток. Контрольные семена раскладывали на увлажненной вате, покрытой фильтровальной бумагой. Опыт проводили в четырехкратной повторности, семена проращивают в течение 5-7 суток при постоянной температуре во влажной камере. Степень токсичности почвы определяли по разнице в количестве проросших семян и длине проростков и корней в опыте и контроле.
На 3 сутки определяли энергию прорастания семян.

На 8 сутки определяли всхожесть семян, по таким показателям как длина корней и длина проростков, а также количество проростков (Практикум по биологии почв, 2002).
ГЛАВА 3. ФИТОИНДИКАЦИЯ НЕКОТОРЫХ ПОЧВ ГОРОДА АСТРАХАНИ

В качестве объекта исследований были выбраны почвенные образцы, отобранные в почве парка АГТУ, на территории свалки бытовых отходов, а также на участке под сгоревшим домом.
Определение токсического влияния исследуемых образцов почв проводили методом фитотестирования в лабораторных условиях. 

Степень токсичности почвы определяли по разнице в количестве проросших семян и длине проростков и корней в опыте и в контроле.

Исследуемую почву с помощью пинцета освобождали от крупных корневых остатков и тщательно перемешивали металлическим шпателем. Навеску 30 - 35 г помещали в чашки Петри. Почву увлажняли водой до состояния густой пасты и тщательно размазывали по чашке Петри. На поверхность почвенной пластинки раскладывали по 10 семян испытуемого растения, предварительно замоченных в водопроводной воде в течение суток. Контрольные семена раскладывали на увлажненной вате, покрытой фильтровальной бумагой. Семена проращивали в течение 5 - 7 суток при постоянной температуре во влажной камере (рис. 5). Эксперимент проводился в трехкратной повторности. 

В результате эксперимента были получены данные, представленные в таблицах 1-3, рис. 5-6.
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Рис. 5. Всхожесть семян редиса (3 сутки эксперимента)
Таблица 1

Количество проросших семян (шт.)

	Исследуемые почвы

	Контроль


	Парковая (АГТУ)
	Под сгоревшим домом
	Несанкционированной свалки

	9
	10
	0
	10


Таким образом, всхожесть семян тест-растения (редиса) составила в почве парка АГТУ и в месте свалки отходов - 100 %, под сгоревшим домом – 0 %. Контроль - 90 %. Таким образом, наибольшей токсичностью в отношении семян редиса обладает образец, отобранный на участке сгоревшего дома (всхожесть 0 %).

Потом рассчитываем степень токсичности почвы в отношении проростков и корней тест-растения, то есть принимаем контрольные значения за 100 %, и высчитываем процент токсичности каждой из исследуемых почв на данные параметры. Результаты представлены в таблице 2-3.

Выраженной фитотоксичностью (100 %) в отношении развития и проростков и корней обладала почва, отобранная на участке сгоревшего дома (рис. 6, таблицы 2-3). Для остальных образцов отмечено незначительное угнетение развития проростков (на 1 % в парковой почве и на 12,3 % - свалки). В отношении такого показателя как длина корней токсического действия не отмечено, так как для этих двух почвенных образцов характерно превышение контрольных показателей (на 7 % для парковой почвы и 22,5 % - свалки).  
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Рис. 6. Развитие корней и проростков редиса (7 сутки эксперимента)
Таблица 2

Длина проростков и корней тест-растения (мм)

	№
	Исследуемые почвы

	
	Контроль
	Парковая (АГТУ)
	Под сгоревшим домом
	Несанкционированной свалки

	
	проросток
	корень
	проросток
	корень
	проросток
	корень
	проросток
	корень

	1
	54
	30
	70
	85
	0
	0
	62
	44

	2
	58
	45
	48
	63
	0
	0
	96
	50

	3
	75
	78
	54
	20
	0
	0
	52
	68

	4
	50
	43
	50
	27
	0
	0
	20
	62

	5
	34
	52
	72
	96
	0
	0
	72
	85

	6
	57
	51
	60
	55
	0
	0
	35
	70

	7
	33
	47
	70
	28
	0
	0
	52
	70

	8
	49
	30
	65
	63
	0
	0
	15
	33

	9
	70
	51
	50
	39
	0
	0
	25
	34

	10
	0
	0
	43
	32
	0
	0
	39
	65

	Ср
	53,3
	47,4
	52,8
	50,8
	0
	0
	46,8
	58,1


Таблица 3

Влияние почвенных образцов на длину проростков и корней тест-растения по сравнению с контролем (%)

	Показатели
	Исследуемые почвы

	
	Парковая (АГТУ)
	Под сгоревшим домом
	Несанкционированной свалки

	Проросток 
	99
	0
	87,8

	Корень
	107,1
	0
	122,5


Таким образом, при определении токсического влияния почвенных образцов по отношению к растительному тест-объекту показано, что наибольший токсический эффект проявляет образец, отобранный на участке сгоревшего дома, так как при использовании этой почвы полностью угнеталось развитие тест-растения; в меньшей степени - почва на территории свалки бытовых отходов (угнеталось развитие проростков на 12,3 % в сравнении с контролем). Для парковой почвы АГТУ характерно минимальное влияние на развитие проростков (на 1 % ниже контроля). 

В отношении такого показателя как длина корней токсического действия не отмечено, так как для двух почвенных образцов (парковая почва и почва на территории свалки бытовых отходов) характерно превышение контрольных показателей на 7 и 22,5 % соответственно).  

ВЫВОДЫ
При определении токсического влияния почвенных образцов по отношению к растительному тест-объекту показано, что наибольший токсический эффект проявляет образец, отобранный на участке сгоревшего дома, так как при использовании этой почвы полностью угнеталось развитие тест-растения (на 100 % по сравнению с контролем).

В целом, по результатам исследований, почвы можно ранжировать по возрастанию негативных проявлений следующим образом: парковая почва АГТУ ˂ территория свалки бытовых отходов ˂ участок на месте сгоревшего дома. 

Таким образом, наибольшей токсичностью обладает образец, отобранный на участке сгоревшего дома.
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