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Аннотация

В работе изучена возможность использования физиологических показателей фотосинтетического аппарата рябины культурной и рябины обыкновенной для оценки степени атмосферного загрязнения разных районов города Нижний Тагил. Полученные данные позволяют использовать рябину обыкновенную в качестве биоиндикатора состояния окружающей среды.
Введение

Растения отрицательно реагируют на наличие в воздухе даже в малых дозах токсических веществ. Они гораздо сильнее реагируют на те концентрации вредных веществ, которые у людей и животных не оставляют видимых явлений отравления. Таким образом, они выполняют индикаторную функцию. Одним из показателей, изменяющихся у зеленых растений под действием различных факторов среды, в том числе и антропогенных, является содержание ряда фотосинтетических пигментов, в том числе и каротиноидов. 
Цель работы: изучить содержание фотосинтетических пигментов в плодах и листьях рябины обыкновенной и рябины культурной, произрастающих в разных районах города Нижний Тагил и в пригородной зоне.
Задачи:

1. Познакомиться с видами фотосинтетических пигментов и их значением в жизни растений.

2. Изучить содержание хлорофиллов и каротиноидов в листьях и плодах рябины обыкновенной и рябины культурной.

3. Оценить роль фотосинтетических пигментов в адаптации рябины обыкновенной к промышленному загрязнению.
4. Сравнить содержание фотосинтетических пигментов в листьях и плодах рябины обыкновенной и рябины культурной.
Объект исследования: рябина обыкновенная, рябина культурная. 

Предмет исследования: содержание фотосинтетических пигментов в листьях и плодах рябины обыкновенной и рябины культурной.
Методы исследования: анализ специализированной литературы и интернет-источников, спектрофотометрический метод.

Гипотеза: мы предполагаем, что, проанализировав содержание фотосинтетических пигментов рябины возможно оценить уровень промышленного загрязнения различных районов города Нижний Тагил и условия произрастания объектов исследования.

Глава I. Характеристика фотосинтетического аппарата
1.1. Фотосинтезирующие пигменты и их роль в жизни растений
Фотосинтез – синтез органических соединений из неорганических, идущий за счет энергии света. Ведущую роль в процессах фотосинтеза играют фотосинтезирующие пигменты, обладающие уникальным свойством – улавливать свет и превращать его энергию в химическую энергию. Фотосинтезирующие пигменты представляют собой многочисленную группу белковоподобных веществ. Главным и наиболее важным в энергетическом плане является пигмент хлорофилл а. В процессе фотосинтеза различают две последовательные фазы: световая и темновая фаза. 

1) Световая фаза
Хлорофилл поглощает энергию солнечного света. Эта энергия передаётся фотосистемам, ответственным за фотосинтез. На этой фазе используется вода (H2O), для обеспечения электронов и ионов водорода. И как итог, производится кислород (O2).

Электроны и ионы водорода используются для создания АТФ (Аденозинтрифосфат) и НАДФН (Никотинамидадениндинуклеотидфосфат). АТФ является молекулой накопления энергии. НАДФН является молекулой-носителем или донором электронов. И АТФ, и НАДФН будут использоваться на следующей стадии фотосинтеза (темновой).

2) Темновая фаза

Уже на второй, темновой фазе фотосинтеза, углекислый газ (CO2) и энергия из АТФ вместе с НАДФН используются для образования глюкозы [5, 56]. 
 Пигменты фотосинтеза у высших растений подразделяются на два класса: хлорофиллы и каротиноиды. Основное назначение пигментов – поглощать световую энергию, превращая ее затем в химическую энергию. Пигменты располагаются на мембранах хлоропластов, а хлоропласты в клетке обычно ориентируются таким образом, чтобы мембраны находились под прямым углом к источнику света (для максимального поглощения света).

Хлорофиллы поглощают в основном красный и сине-фиолетовый свет, зеленый свет ими отражается, что и придает растениям специфическую зеленую окраску, если она не маскируется другими пигментами.  В состав молекулы хлорофилла входит плоская голова, поглощающая свет, в центре которой расположен атом магния. Этим можно объяснить, почему растения нуждаются в магнии и почему дефицит магния приводит к уменьшению образования хлорофилла и пожелтению листьев растения. Молекула хлорофилла включаете себя еще и длинный гидрофобный (отталкивающий воду) углеводородный хвост. Внутренние мембраны также гидрофобные, поэтому хвосты «забрасываются» внутрь тилакоидных мембран и служат своеобразным якорем. Гидрофильные головы располагаются в плоскости мембранных поверхностей подобно солнечным батареям. У различных хлорофиллов к головам прикреплены различные боковые цепи, что приводит к изменению их спектров поглощения, увеличивая диапазон длин волн поглощаемого света. Хлорофилл а – наиболее часто встречающийся пигмент фотосинтеза. Он существует в нескольких формах, в зависимости от расположения в мембране. Каждая форма едва отличается по положению пика адсорбции в красной области; например, значения максимума могут составлять 670, 680, 690 или 700 нм [2].  
Каротиноиды – природные органические пигменты, синтезируемыми бактериями, грибами, водорослями,  высшими растениями и коралловыми полипами, окрашены в жёлтый, оранжевый или красный цвета. Каротиноиды выполняют функции антиоксидантов в организме человека. Каротиноиды являются провитаминами А, метаболическими предшественниками витамина A; наиболее важным среди них является β-каротин. Каротиноиды включают две основных группы структурно близких веществ: каротины и ксантофиллы. Среди известных растительных пигментов каротиноиды наиболее распространены и отличаются структурным разнообразием и широким спектром биологического действия. В высших растениях каротиноиды синтезируются и локализуются в клеточных пластидах, где они связаны в светочувствительные комплексы, участвуя в процессе фотосинтеза и защищая растения от оксидантного стресса, вызванного избыточным освещением [6]. 
[image: image1.jpg]



Рисунок 1. Пространственная структура молекулы каротиноидов.

Около 600 видов каротиноидов было выявлено учеными, из них организм человека может усваивать только 6:
- альфа-каротин;

- ликопин;

- бета-каротин;

- криптоксантин;

- неаксантин;

- лютеин.

Основными представителями каротиноидов у высших растений являются два пигмента – β-каротин (оранжевый) и ксантофилл (желтый). Ксантофиллы – каротиноиды, содержащие кислород. Каротиноиды имеют самые разнообразные функции. Но в отличие от хлорофиллов каротиноиды не обладают способностью к флуоресценции не поглощают красные лучи.  
Исследование каротиноидов началось еще в 1831 году, Вильгельм Генрих  Вакенродер выделил из моркови в кристаллическом виде желтый пигмент β-каротин, а в 1837 году Йёнсем Якобом Берцелиусом были выделены желтые пигменты из осенних листьев и названы ксантофиллами. Через 100 лет в 1933 году было известно уже 15 различных каротиноидов, около 80 – в 1947 году и за последующие двадцать лет достигли 300 видов. Эти пигменты обеспечивают различные цвета: от желтого до темно-красного, а в комплексе с белками могут давать зеленое и голубое окрашивание [3].  
Каротиноиды входят в состав фруктов и овощей. Эти вещества содержатся так же в зелени, просто из-за зеленого хлорофилла они незаметны, а в осенний период именно они придают листьям яркую окраску. Каротиноиды встречаются в моркови, плодах рябины, во всех цитрусовых, в кукурузе, томатах, перце, в хурме, облепите. Но основной источник каротиноидов это пальмовое масло. 
Физиологическая роль каротиноидов: каротиноиды являются обязательными компонентами пигментных систем. Установлено, что каротиноиды, поглощая определенные участи солнечного спектра, передают энергию этих лучей на молекулы хлорофилла. А значит, они способствуют использованию лучей, которые хлорофиллом не поглощаются. Физиологическая роль не ограничивается их участием в передаче энергии на молекулы хлорофилла. На свету происходит взаимопревращение ксантофиллов, что сопровождается выделением кислорода. Спектр действие этой реакции совпадает со спектром поглощения хлорофилла, что показывает об участии в процессе разложения воды и выделения кислорода при фотосинтезе [12, 141].
1.2. Антиоксидантная роль каротиноидов в растениях
Распространение и разнообразие каротиноидов в природе обуславливается как способностью организмов к их биосинтезу, так и способностью их абсорбировать и метаболизировать. Каротиноидные композиции у различных групп и видов живых организмов не только отличаются по количественному содержанию, но и различны по качественному составу.

 Каротиноиды в зеленых листьях составляют примерно 0,07 – 0,2% при расчете на сухую массу листьев. В отдельных исключительных случаях наблюдается, однако, очень высокая концентрация каротиноидов. Следует отметить, что в природе каротиноиды могут находиться в различных состояниях: в свободном виде они чаще встречаются в пластидах растений, мышечной ткани рыб, яйцах птиц, в виде эфиров жирных кислот – в хроматофорах и эпидермальных структурах растений, в форме каротин-протеинов – в эпидермальных тканях животных и т. д. В большинстве фруктов и овощей основным или иногда даже единственным источником активности витамина А является β-каротин. Единственным исключением здесь является морковь, содержащая примерно 30 каротиноидов в виде α-каротина [9, 295].  
Каротиноиды – фотосинтетические пигменты, по химической природе представляют собой полиизопреноидную цепь, состоящую из 40 атомов углерода, хорошо растворимы в неполярных органических растворителях, а также в жирах. В процессе фотосинтеза каротиноиды выполняют ряд важнейших функций: антенную, фотопротекторную и защитную [8, 190]. Две последние функции непосредственно связаны с антиоксидантной защитой макромолекул клетки от окислительного стресса. Антиокислительное действие каротиноидов, видимо, дополняет действие токоферолов в клетке, поскольку каротиноиды эффективны в субклеточных фракциях с низким уровнем кислорода, а токоферолы – с высоким. Возможны и прямые взаимодействия между каротиноидами и токоферолами [4, 638].
Глава II. Использование рябины для оценки состояния окружающей среды
2.1. Общая характеристика рябины обыкновенной
Рябина обыкновенная – дерево семейства розоцветных, высотой от 4 до 15 метров. Растет по вырубкам, лесным опушкам, в подлесках хвойных и смешанных лесов. Цветет в мае–начале июня. Широко распространённое малоценное плодовое деревце, заметное своими яркими плодами, остающимися на ветвях растения до глубокой осени и даже всю зиму. Дерево, реже кустарник. Достигает 12 м высоты (обычно 5–10). Крона округлая, ажурная. Молодые побеги серовато-красные, опушены. Кора взрослых деревьев гладкая светло-серо-коричневая или жёлто-серая, блестящая. Почки войлочно-пушистые. Листья до 20 см длиной, очерёдные, непарноперистосложные, состоят из 7–15 почти сидячих ланцетных или вытянутых, заострённых, зубчатых по краю листочков, цельнокрайних в нижней части и пильчатых в верхней, сверху зелёных, обычно матовых, снизу заметно более бледных, опушённых. Осенью листья окрашиваются в золотистые и красные тона. Цветки пятичленные многочисленные, собранные в густые щитковидные соцветия диаметром до 10 см; соцветия располагаются на концах укороченных побегов. В соцветии рябины яблок бывает от 34 до 63. Средняя масса яблок в соцветии составляет от 25 до 36. Плод – шаровидное сочное оранжево-красное яблоко (около 1 см в поперечнике) с мелкими округлыми по краю семенами. В Подмосковье плоды созревают в конце августа –  сентябре и висят зрелыми до зимы. В садах и парках широко распространены красно-плодная, и черноплодная рябины. Наибольшую же распространенность в качестве декоративного растения получило дерево рябина обыкновенная [7]. 

Химический состав плодов и листьев рябины обыкновенной
В плодах содержатся витамин С (до 160 мг%), флавонолы (150–229 мг%), катехины (114–412 мг%), антоцианы, каротиноиды: β-каротин (0,53–4,62 мг%), яблочная (2,01–2,70%), лимонная, винная, янтарная, виноградная кислоты; сахара: глюкоза (3,8%), фруктоза (4,3%), сахароза (0,7%), дубильные вещества 
(около 0,3%), значительное количество аминокислот (235,9 мг%), среди которых обнаружены цистин, цистеин, лизин, гистидин, аргинин, аспарагиновая кислота, глицин, α-аланин, тирозин и др. Горький вкус плодов обусловлен моногликозидом парасорбиновой кислоты (0,8%). По содержанию Р-активных веществ рябину можно поставить на одно из первых мест среди плодово-ягодных культур. Листья рябины содержат витамина С и флавонолы. В цветках обнаружены различные группы каротиноидов. Ее ягоды могут содержать от 1,1 до 19,2 мг/100 г данного природного пигмента. В семенах содержится 22% жирного масла, в коре найдены дубильные вещества.
2.2. Рябина, как биоиндикатор
Живые организмы, входящие в состав любой живой системы и обладающий большой чувствительностью к условиям среды обитания, может рассматриваться в качестве биоиндикатора. Биоиндикаторы – растения и животные, которые суммируют важные данные о загрязнителях, скорости происходящих изменений. Они позволяют определить место скопления и пути поступления вредных веществ, степень и выраженность влияния токсинов на живые существа, в том числе и человека [1]. 
Изменения растительности под действием различных факторов внешней среды влияют на состояние биогеоценоза в целом и, вследствие этого, могут использоваться в качестве диагностических признаков. Сведения о структурно-функциональных нарушениях, характере поступления, превращении и аккумуляции токсикантов в органах растений в техногенной среде можно получить с использованием различных методов (анатомических, физиологических, биохимических и т.д.) [10]. 
Атмосфера выполняет важную защитную функцию, предохраняя организмы и земную поверхность от губительного воздействия космических факторов, чрезмерного нагревания и выхолаживания. Особая роль в поглощении и задержке коротких ультрафиолетовых лучей принадлежит озоновому слою. Реакция на действие атмосферных газообразных токсикантов в большинстве случаев носит двухфазный характер: 
• увеличивается активность функциональных приспособлений;
 • происходит угнетение метаболизма.

Соотношение этих двух фаз в значительной мере определяет степень газоустойчивости растений. На деревьях в зонах высокой загазованности много недоразвитых деформированных листьев, уже в начале лета проявляется омертвление их тканей, начинающееся с краев, а затем распространяющееся к середине. Листья темнеют, засыхают и опадают, чем сокращается продолжительность жизни растений.
В условиях промышленно-загрязненной среды древесные растения имеют более мелкие листья, большую толщину эпидермиса, меньшие размеры клеток ассимиляционной паренхимы и устьиц, большее количество устьиц на единицу площади листа. Усиление ксероморфности в строении листьев часто способствует повышению их газоустойчивости. 
Из литературных источников [11, 854] известно, что древесные растения могут усваивать и вовлекать в метаболизм различные газообразные загрязнители, при этом в ягодах наблюдается снижение уровня содержания пигментов. Наши исследования подтвердили данную закономерность. Анализ содержания пигментного комплекса в ягодах древесных растений показал, что на перекрестках города у опытных древесных видов в течение вегетации наблюдались некоторые отличия количественных характеристик пигментного комплекса по сравнению с контролем. Под действием загрязняющих веществ, происходит подавление фотосинтеза, нарушение водообмена, многих биохимических процессов, снижение транспирации, общее угнетение роста и 18 развития растений. Это приводит к изменению окраски листьев, некрозу, опадению листьев, изменению формы роста, ветвлению и т. д. 
Глава III. Изучение содержания фотосинтетических пигментов в листьях и плодах рябины обыкновенной

3.1. Характеристика районов исследования
Плоды рябины отбирались на различных участках города Нижний Тагил:

- Дзержинский район (Вагонка) – район площади Славы, участок расположен в 6 км от центра промышленной зоны ООО ЕВРАЗ НТМК и на расстоянии 2 км от промышленной зоны Уралвагонзавода.
- Гальяно-Горбуновский массив – участок находится рядом с дорогой, расстояние от центра промышленной зоны ООО ЕВРАЗ НТМК около 6 км.
- Тагилстроевский район – участок расположен в непосредственной близости к промышленной зоне ООО ЕВРАЗ НТМК.
- поселок Черноисточинск – поселок расположен на восточном склоне Уральских гор, в 25 км к югу от Нижнего Тагила.
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Рисунок 2. Районы исследования.
3.2. Методы исследования

Содержание хлорофиллов a, b и каротиноидов определяли с помощью спектрофотометра. Для экстрагирования пигментов из листьев использовали 80% водный раствор ацетона. Навеску растительного материала (100 мг) растирали в ступке с добавлением 1 мл 80%-го ацетона. Растертую массу переносили в пробирку. Ступку обмывали 2 мл ацетона 2 раза и сливали материал в пробирку. Итоговый объем вытяжки 5 мл. Полученный экстракт фильтровали от осадка. Полученная ацетоновая вытяжка содержит сумму зеленых и желтых пигментов. Концентрацию пигментов определяли на спектрофотометре. Для этого часть полученного экстракта наливали в кювету СФ. Вторую кювету заполняли чистым растворителем (80%-ным ацетоном) и использовали как контрольную. Кюветы помещали в кюветную камеру СФ и определяли оптическую плотность (Д) вытяжки при длинах волн, соответствующих максимумам поглощения хлорофилла a и b и каротиноидов в ацетоне. Для хлорофилла а максимум поглощения в 80% ацетоне наблюдается при длине волны 665 нм, для хлорофилла b – при 649 нм, для каротиноидов – 440,5 нм. Расчет хлорофиллов проводили по формуле Vernon, содержание каротиноидов рассчитывали по формуле Wettstein. Эксперимент был проведен в 2 биологических повторностях. Число аналитических повторностей при определении изученных параметров – 5 [10].

3.3. Результаты исследования

Исследование проводилось в летний период 2019–2021 гг. В 2019 – 2020 гг. на трех участках, находящихся на разном расстоянии от крупных промышленных предприятий, было оценено содержание фотосинтезирующих пигментов в листьях и плодах рябины обыкновенной. В 2019 году плоды отбирались с деревьев, произрастающих на значительном расстоянии от крупных автомобильных дорог. К сожалению, летом 2020 года плодов рябины практически не было, поэтому сбор ягод проводился иногда и на деревьях, произрастающих возле дорог.
Анализ содержания фотосинтетических пигментов в листьях рябины обыкновенной показал, что концентрация хлорофилла а у растений из всех районов исследования выше, чем содержание хлорофилла b, что соответствует физиологической роли пигментов (основная роль в процессе фотосинтеза принадлежит хлорофиллу а).
Содержание фотосинтетических пигментов в листьях растений, произрастающих в Дзержинском районе примерно в 2 раза выше, чем у растений из остальных районов исследования, что может говорить о реакции растений на повышенное атмосферное загрязнение на данном участке (табл. 1).
Таблица 1
Содержание фотосинтетических пигментов в листьях рябины обыкновенной (мг/л), 2020 год.

	Показатель
	Дзержинский район
	ГГМ
	Тагилстрой

	Хлорофилл а
	6,71
	3,93
	3,22

	Хлорофилл б
	4,62
	3,96
	2,52

	Каротиноиды
	1,51
	0,98
	1,27


В летний период 2021 г. для продолжения нашего исследования были дополнительно изучены растения рябины культурной и рябины обыкновенной, произрастающих в п. Черноисточинский, расположенного в 25 км к югу от Нижнего Тагила. Данный участок рассматривался в качестве фонового по отношению к атмосферному загрязнению.
Анализ содержания фотосинтетических пигментов в листьях рябины обыкновенной и рябины культурной из п. Черноисточинска (чистая зона) показал, что концентрация хлорофилла а и хлорофилла b у растений ниже, чем в городе, что еще раз доказывает его адаптационные функции. Сравнение показателей хлорофиллов у растений из чистой зоны выявил повышенное содержание хлорофилла b, что обусловлено произрастанием растений в затененных условиях (хлорофилл b улавливает световые лучи меньшей интенсивности).

Таблица 2

Содержание фотосинтетических пигментов в листьях рябины обыкновенной и рябины культурной (мг/л), 2021 год.

	Показатель
	Рябина обыкновенная
	Рябина культурная

	Хлорофилл а
	0,7
	1,1

	Хлорофилл б
	1,22
	1,6

	Каротиноиды
	0,65
	0,84


В 2019 году содержание каротиноидов в плодах рябины обыкновенной значительно выше у растений, произрастающих в зонах повышенного промышленного загрязнения (табл. 3). Данный результат говорит об усилении антиоксидантных свойств каротиноидов в ответ на химическое загрязнение среды.
Таблица 3
Содержание фотосинтетических пигментов в ягодах рябины обыкновенной (мг/л), 2019 -20 гг.
	Показатели
	Дзержинский район
	ГГМ
	Тагилстрой

	
	2019
	2020
	2019
	2020
	2019
	2020

	Каротиноиды
	0,67
	0,89
	0,12
	0,90
	0,74
	0,45


Исследования, проведенные в 2020 году, показали наиболее высокое содержание каротиноидов в плодах растений, произрастающих на ГГМ. Мы предполагаем, что подобный результат связан со сбором ягод с деревьев, произрастающих возле крупной автомагистрали, поэтому повышенное содержание автомобильных выбросов и пыли привело к усиленному синтезу каротиноидов (рис. 3).
	[image: image3.png]CofiepskaHne KaparnHoOIIOB B
ATO/IAX, MI/II

0,9

0,8

0,7

0,6

0,5

0,4

0,3

0,2

0,1

I = I

Baronka

YuaacTkn

Tarmncrpoit





	[image: image4.png]CofiepskaHne KaparnHoOIIOB B
ATO/IAX, MI/II

0,9

0,8

0,7

0,6

0,5

0.4

0,3

0,2

0,1

Baronka

YuaacTkn

Tarmncrpoit





	2019 год
	2020 год


Рисунок 3. Концентрация каротиноидов в плодах Рябины обыкновенной, различных участков г. Нижний Тагил.
Наши исследования показали, что наибольший синтез каротиноидов наблюдается в листьях растений, произрастающих на ГГМ и в Дзержинском районе (табл. 3). Это еще раз подтверждает усиление активности адаптационных механизмов растений на наиболее загрязненных территориях. Значительной разницы показателей в ягодах по этому параметру не наблюдается. Это можно объяснить преобладающим вкладом в защиту растений со стороны каротиноидов, находящихся в листьях, где наиболее активен процесс фотосинтеза. 

Анализ каротиноидов в ягодах рябины обыкновенной и рябины культурной выявил низкое содержание пигментов по сравнению с растениями городской черты (рис.4). Что еще раз подтверждает антиоксидантную роль каротиноидов в защите фотосинтетического аппарата растений.
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Рисунок 4. Концентрация каротиноидов в плодах рябин, произрастающих в п. Черноисточинск.

Из рисунка 4 видно, что защитные механизмы, связанные с деятельностью каротиноидов, проявляются у рябины культурной в меньшей степени, что можно связать с ослаблением механизмов адаптации в результате усиления сортовых признаков – крупные ягоды, высокая урожайность, менее терпкий вкус. 
Таким образом, наибольшее количество каротиноидов, являющихся антиоксидантами, выявлено у растений из наиболее загрязненных местообитаний. Именно это и можно считать одним из адаптационных механизмов, формирующихся у растений урбанизированных территорий. 
Исследование количественного содержания каротиноидов в ягодах и листьях древесных пород показало, что в условиях города отмечалось увеличение их уровня. Повышение уровня каротиноидов в условиях загрязнения, возможно, связано не только с их фоторецепторной функцией, но и с антиоксидантной.  

Выводы: 
1. Наибольший вклад в жизнедеятельность любого зеленого растения вносят хлорофиллы a и b и каротиноиды, которые не только осуществляют процесс фотосинтеза, но и защищают растительный организм от токсического воздействия.

2. Наибольшее количество хлорофилла а и каротиноидов в листьях рябины обыкновенной наблюдается на участках, находящихся вблизи с источниками загрязнения.

3. Резкое увеличение каротиноидов в ягодах рябины обыкновенной, произрастающей у автомобильных трасс еще раз подтверждает зависимость данного показателя от степени атмосферного загрязнения.
4. Полученные результаты подтверждают антиоксидантные свойства каротиноидов, содержащихся в зеленых частях растений.
5. Антиоксидантые свойства каротиноидов у рябины культурной проявляются в меньшей степени.
6. Соотношение хлорофиллов а и b позволяют оценить экологические условия произрастания, например, степень освещенности.
Заключение

Выполненное нами исследование позволяет получить данные о растениях, выполняющих функцию биоиндикаторов состояния окружающей среды, а также дать практические рекомендации о возможности успешного использования разных видов растений в озеленении городских территорий.
Для подтверждения физиологических характеристик фотосинтетического аппарата рябины обыкновенной и рябины культурной дальнейшее исследование будет связано с изучением морфометрических показателей данных видов растений (толщина покровных тканей, размеры клеток мезофилла, состояние устьичного аппарата).
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