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Введение
Лишайники или лихенизированные грибы – симбиотрофные организмы, включающие гетеротрофный и автотрофный компоненты.  Гетеротрофный компонент представлен грибом и называется микобионтом, а автотрофный – водорослью или цианобактерией и называется фотобионтом. Лихенизация – чрезвычайно распространенная и очень успешная стратегия питания грибов, она независимо встречается у многих таксономически неродственных групп. Таким образом, лишайники  − полифилетическая и таксономически разнообразная группа грибов, включающая более 20 тысяч видов. 

Точных данных о видовом разнообразии лихенобиоты в Курской области на сегодняшний день нет. Есть сведения о видовом разнообразии лишайников отдельных участков, например, на территории памятника природы «Клевенский лес» обнаружено 49 видов лишайников, а в «Урочище Пустошь-Корень» и парке «Боева дача» всего по 3 вида, в «Степной Балке у деревни Андреевка» обнаружены 25 видов лишайников, в Точильном логе 26 видов.
Много лет исследованиями в области лихенологии в Курской области занимаются специалисты Мучник Е.Э., Дегтярев Н.И., Ивлев К.С., которые  в октябре 2023 г. предложили внести изменения в Перечень редких и находящихся под угрозой исчезновения 20 видов лишайников, что свидетельствует о сокращении численности некоторых видов на территории области. 
К сожалению, современных определителей лишайников мало и они очень сложны для тех, кто начинает изучение этой разнообразной группы. 
Ведь для определения лишайников необходимо знать как морфологические признаки, так и особенности анатомического строения таллома, а также органов спороношения – апотециев и перитециев, без которых многие виды, особенно накипные лишайники, определить невозможно. Нередко очень важно знать строение, форму, величину спор, а также строение мико- и фотобионта, их систематическую принадлежность. Для определения лишайников надо знать и характер субстрата, на котором они растут, условия местообитания, терминологию, используемую в определителях.
Актуальность:
 Сложность идентификации видов лишайников требует дополнительных лихенологических исследований. Определенные «цветовые» реакции таллома или срезов под действием некоторых химических реактивов свидетельствуют о наличии (или отсутствии) определенных вторичных метаболитов в талломе или отдельных органах. Это, как правило, и есть те биохимические характеристики, которые часто являются важнейшими диагностическими признаками при идентификации рода лишайника.
Цель работы: 
Идентифицировать лишайники с помощью «цветовых» реакций
Гипотеза: если «цветовые» реакции свидетельствуют о наличии специфических метаболитов в составе лишайников, следовательно, могут служить способом идентификации их родовой принадлежности
Объект: лишайники
Предмет: методы идентификации лишайников
Задачи:
1. Изучить биологические  и экологические особенности лишайников.
2. Изучить методы идентификации лишайников.
3. Определить химическими методами наличие специфических вторичных метаболитов в талломах лишайников.
4. Пополнить коллекцию лишайников школьного кабинета биологии.

Методы: изучение научно-популярной литературы, полевой сбор материала, идентификация таксонов в лабораторных условиях (с помощью определителя и химическими методами), цифровая микроскопия (цифровая лаборатория RELAB).
Место проведения химического эксперимента: д.1-е Цветово, ул.Школьная, 21а (школьный кабинет химии)
Продукт: гербарная коллекция лишайников
История изучения лишайников
Лишайники (или лихенизированные грибы) представляют собой симбиоз гетеротрофного организма (гриб, или микобионт) и фотосинтезирующего организма (одноклеточная зеленая водоросль или цианобактерия, или фотобионт). 
До конца XVII века естествоиспытатели мало интересовались лишайниками, так как не понимали, что это за организмы. 

Эрик Ахариус – шведский ботаник, миколог, «отец лихенологии», выделил лишайники в самостоятельную группу и впервые систематизировал их. Началом лихенологии (науки о лишайниках) принято считать 1803 год, когда Э. Ахариус опубликовал свой труд «Methodus, qua omnes detectos lichenes ad genera redigere tentavit» («Методы, с помощью которых каждый сможет определять лишайники»).
Открытие двойственной природы лишайников стало важным открытием в истории биологии. 10 сентября 1867 года на ежегодном собрании членов Швейцарского Общества Естественной истории в городе Рейнфельден профессор Симон Швенденер заявил в своем докладе: «…лишайники являются не автономными растениями, а грибами, связанными с водорослями». И этот день по праву можно считать днем рождения науки лихенологии. 
Однако как организмы лишайники были известны ученым задолго до открытия их сущности. Еще великий Теофраст (371–286 до н. э.), «отец ботаники», дал описание двух лишайников – уснеи и рочеллы.

В том же 1867 году русский ботаник и физиолог растений А.С.Фаминцын и его ученик И.В.Баранецкий подтвердили, что в состав лишайника входят свободноживущие одноклеточные водоросли.
С момента установления дуалистической природы лишайников лихенологии спорят о характере взаимоотношений мико- и фотобионта в теле лишайника. В течение нескольких десятилетий многие систематики отрицали взгляды Швенденера о двойственной природе лишайника. Однако одним из веских доказательств правоты Швенденера был факт, что никому не удавалось вырастить лишайник только из водоросли или только из аскоспоры лишайника.
 Важным этапом в понимании сути взаимоотношений компонентов лишайника стало введение в 1869 году Антоном де Барии понятия «симбиоз». На примере лишайников де Бари развил теорию мутуалистического симбиоза, при котором оба компонента полезны друг другу. Гриб получает от водоросли органические вещества, которые она создает в процессе фотосинтеза. Взамен он как бы предоставляет водоросли, находящейся внутри тела лишайника, среду обитания, защиту от пересыхания, перегревания. Гриб также снабжает водоросль достаточным количеством воды и растворенных в ней минеральных солей, которые он сам поглощает из окружающей среды. [2]
Химические методы идентификация лишайников 
Точечные тесты в лихенологии впервые были предложены в 1866 году финским ботаником Уильямом Нюландером. Химический метод исследования используется при идентификации образцов грибов (лишайники относятся к царству грибов) для различения таксономических групп. Он выявляет наличие или отсутствие химических веществ в различных частях лишайника. Причем не только положительный результат исследования может служить таксономическим признаком, но и отрицательный результат. Данный метод выполняется путем нанесения капли химического вещества на разные части лишайника и определения изменения цвета (или его отсутствия), связанного с применением химического вещества. 
Чаще всего для идентификации лишайника используются пять точечных тестов. 
1) K-тест.
Реагентом для K-теста является водный раствор гидроксида калия (KOH) (10-25%) или, в отсутствие KOH, 10% водный раствор гидроксида натрия (NaOH, щелочь), который дает почти идентичные результаты. Тест зависит от солеобразования и требует присутствия, по крайней мере, одной кислотной функциональной группы в молекуле. Соединения лишайника, содержащие в своей структуре хинон, будут окрашиваться от тёмно-красного до фиолетового. 
2) C-тест.
В этом тесте используется насыщенный раствор гипохлорита кальция (отбеливающий порошок) или, в качестве альтернативы, разбавленный раствор (обычно используется 5,25%) гипохлорита натрия или неразбавленный бытовой отбеливатель. 

Цвета, обычно наблюдаемые с помощью C-теста, − красный и оранжево-розовый. Химические вещества, вызывающие красную реакцию, включают анионовую кислоту, эритрин и леканоровую кислоту, в то время как вещества, приводящие к оранжево-красному цвету, включают гирофорную кислоту. Редко образуется изумрудно-зеленый цвет, вызванный реакцией с дигидроксидибензофуранами, такими, как стрепсилин. 
3) P (или PD) -тест.
Этот тест предложил в середине 1930-х годов Ясухико Асахина. Тест дает реакции от желтого до красного со вторичными метаболитами, имеющими альдегидную группу. Позже было установлено, что этот точечный тест особенно удобен в систематике семейства Cladoniaceae.

В нём используется 1-5%-ный этанольный раствор парафенилендиамина (PD), приготовленный путем помещения капли этанола (70-95%) на несколько кристаллов химического вещества. Альтернативная форма этого раствора, называемая раствором Штайнера, вызывает менее интенсивные цветовые реакции. Фенилендиамин реагирует с альдегидами с образованием оснований Шиффа согласно следующей реакции: 
R−CHO + H2N−C6H4−NH2 → R−CH = N−C6H4−NH2 + H2O

Продукты этой реакции имеют желто-красный цвет.  
4) N-тест.

Используется 10%-ный раствор азотной кислоты, используется для определения некоторых видов из рода Lecanora, а также цветовых реакций талломов  или срезов апотециев ряда таксонов. При нанесении капли раствора проявляется граница между корой и сердцевиной слоевищного края апотеция. Становятся видны кристаллы в эпитеции. Изменения окраски таллома или среза апотециев различны.
 5) J-тест.

Для теста аптечный спиртовой раствор йода разбавляют в 4-5 раз дистиллированной водой. Выявляет амилоидную реакцию сердцевины или гимениального слоя плодового тела. При наличии амилоидной реакции сердцевинный или гимениальный слой синеет от добавления реактива, при отсутствии реакции – желтеет. [1]
Практический этап проекта
Несколько экземпляров лишайников было собрано на территории трассы мотокросса «Урочища Крутой лог» 14 октября 2023 года. (Приложение 1).

Все образцы были сняты с коры деревьев с помощью ножа. При сборе лишайников мы руководствовались правилом, что каждый незнакомый вид может оказаться редким и массовый сбор может привести к сокращению его численности или даже исчезновению на данной территории. Поэтому мы взяли с собой единичные экземпляры обнаруженных видов лишайников, чтобы в лабораторных условиях провести идентификацию.

Для определения лишайников нам понадобилось следующее оборудование и литература (фото 1-2):
1. Ручная лупа, линейка;
2. Цифровой микроскоп, ноутбук; 

3. Фильтровальная бумага, пипетки;
4. Реактивы: щелочь (гидроксид калия, 10% водный раствор), гипохлорит кальция (мы заменили хлорсодержащим жидким отбеливателем Domestos), аптечный спиртовой раствор йода, парафенилендиамин (спиртовой раствор);
5. Литература: определитель лишайников [1], а также интернет-ресурс https://www.inaturalist.org
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Фото 1-2. Лабораторное оборудование для идентификации лишайников


С помощью определителя были установлены следующие виды лишайников:

1. Пармелия бороздчатая Parmelia sulcata (на березе) фото 3-4
2. Ксантория настенная Xanthoria parietina (на березе, ольхе) фото 5-6
3. Фискония закрученная Physconia distorta (на березе, груше) фото 7-8
4. Фисция восходящая Physcia adscendens (на груше) фото 9-10
5. Эверния сливовая, или дубовый мох Evernia prunastri (на березе) фото 11-12
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Фото 3. Пармелия бороздчатая 
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Фото 5. Ксантория настенная
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Фото 7. Фискония закрученная
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Фото 9. Фисция восходящая
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Фото 11. Эверния сливовая
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Все 5 видов лишайников можно классифицировать, как эпифитные, так как субстратом, на котором произрастают лишайники, является кора  деревьев.
По форме слоевища ксантория, пармелия, фисция и фискония – листоватые лишайники, эверния – кустистый лишайник. 
Дальнейшие опыты мы проводили в школьном кабинете химии с соблюдением правил техники безопасности. 
С помощью пипетки мы наносили реактивы на коровый слой лишайника и наблюдали за изменениями с помощью цифрового микроскопа. 
1) Действие щелочи (Приложение 2)
2) Действие гипохлорита кальция (Приложение 3)
3) Действие парафенилендиамина (Приложение 4)
4) Действие йода (Приложение 5)
Результаты опытов занесли в таблицу 1.
Таблица 1. Цветовые реакции лишайников
	Реактив
	Признак реакции 
	Вывод

	Щелочь

КОН (10% водный раствор)
	Пармелия бороздчатая+ (жёлто-зелёная)
Ксантория настенная + (красная)
Фискония закрученная- 
Фисция восходящая-
Эверния сливовая+ (жёлто-зелёная)
	Красный цвет говорит о наличии антрахинонов; жёлто-зелёный цвет – признак наличия атранорина

	Гипохлорит кальция

(доместос)
	Пармелия бороздчатая+ (изумрудно-зелёная)
Ксантория настенная + (красная)
Фискония закрученная+ (изумрудно-зелёная)
Фисция восходящая+ (изумрудно-зелёная)
Эверния сливовая+ (изумрудно-зелёная)
	Красное окрашивание говорит о наличии анионовой, леканоровой кислот и эритрина; изумрудно-зелёный цвет – признак наличия стрепсилина

	Парафенилендиамин
C6H4(NH2)2
(спиртовой раствор)
	Пармелия бороздчатая -
Ксантория настенная -
Фискония закрученная-
Фисция восходящая -
Эверния сливовая -
	Отсутствие изменений говорит об отсутствии альдегидов 

	Йод, I2 (спиртовой раствор)
	Пармелия бороздчатая- 
Ксантория настенная+ (сине-зелёная)
Фискония закрученная + (сине-зелёная)
Фисция восходящая -
Эверния сливовая -
	Положительный результат говорит о наличии полисахаридов (углеводов), сходных с крахмалом


Условные обозначения: + окрашивается, − не окрашивается
Род фискония можно определить с помощью раствора йода (сине-зеленое окрашивание); род ксантория – с помощью щелочи и гипохлорита (красное окрашивание); роды эверния и пармелия, оба дают реакцию со щелочью (желто-зеленое окрашивание) и гипохлоритом (изумрудно-зеленое), но их можно легко отличить по анатомо-морфологическим признакам;  а род фисция дает реакцию только с гипохлоритом кальция.
Интересные факты о лишайниках
· На основе эвернии в 1947 г. был получен первый в истории медицины лишайниковый антибиотик «Эвернин»;
· Лишайники – биоиндикаторы чистоты воздуха (лихеноиндикация – метод определения чистоты воздуха с помощью лишайников);
· Лишайники – «пионеры» растительных сообществ: лишайники первыми заселяют безжизненные участки и постепенно превращают их в пригодные для заселения других организмов, их таллом выделяет особые лишайниковые кислоты, которые медленно разрушают горные породы;
· В Красную книгу Курской области 2019 г. занесен 31 вид лишайников;
· Лишайники – долгожители, могут прожить 50-100 лет (а в некоторых случаях более 4500 лет), рост у них медленный: от нескольких миллиметров до нескольких сантиметров в год;
· Ягель, или «олений мох», не что иное, как лишайник;
· При размножении некоторые лишайники образуют плодовые тела: например, у фисконии закрученной и ксантории настенной плодовое тело (апотеций) представляет собой обычно округлое ложе (похожее на маленькое блюдце), на котором находятся аски (сумки), производящие споры (фото 12-13).
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Фото 12. Ксантория настенная
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Фото 13. Фискония закрученная


· При оп​ре​де​ле​нии воз​рас​та гор​ных по​род, а так​же в ар​хео​ло​гии распро​стра​нён ли​хе​но​мет​рический ме​тод, ос​но​ван​ный на зна​нии еже​год​но​го при​рос​та лишайников, рас​ту​щих на оп​ре​де​лён​ном субстра​те и в оп​ре​де​лён​ной кли​ма​тической зо​не.
Выводы
Исходя из изученной литературы и результатов исследования мы сформулировали следующие выводы:
· В природе существует масса симбиотических связей, однако лишайниковый симбиоз – абсолютно уникальное явление, поскольку только лихенизация приводит к образованию совершенно нового организма;
· Мы подтвердили свою гипотезу: если «цветовые» (качественные) реакции свидетельствуют о наличии специфических метаболитов в составе лишайников, следовательно, могут служить способом идентификации их родовой принадлежности; с помощью цветовых (качественных) реакций мы подтвердили принадлежность лишайников к родам: эверния, фисция, фискония, ксантория и пармелия, а видовые признаки (морфо-анатомические) определили с помощью атласа-определителя;
· Лихенология – актуальное направление для исследований, видовое разнообразие лишайников в Курской области изучено недостаточно, и, как правило, исследуются лишайники на заповедных участках, так как являются основой мониторинга охраняемых территорий.
Заключение
Для уроков биологии мы изготовили гербарную коллекцию лишайников. Для этого на плотном белом листе формата А4 разместили фото 5 видов лишайников, обнаруженных в урочище Крутой лог, а рядом в перфорированные полиэтиленовые пакетики (6x8 см) с замком поместили натуральные образцы этих лишайников. (Приложение 6, фото).
Мы продолжим изучать лихенобиоту нашего края, ведь лишайники являются не только индикаторами чистоты воздуха, но и основой мониторинга охраняемых территорий, а также являются перспективным направлением при выявлении биологически ценных лесов.
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Приложение 1.
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Место сбора материала (карта)

Приложение 2.
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Фото 1. Фискония закрученная до опыта
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Фото 2. Фискония закрученная после опыта
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Фото 3. Ксантория настенная до опыта
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Фото 4. Ксантория настенная после опыта
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Фото 5. Эверния сливовая до опыта
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Фото 6.  Эверния сливовая после опыта
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Фото 7. Фисция восходящая до опыта
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Фото 8.  Фисция восходящая после опыта
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Фото 9. Пармелия бороздчатая до опыта
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Фото 10.  Пармелия бороздчатая после опыта


Фото 1-10. Действие щелочи на талломы лишайников
Приложение 3.
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Фото 1. Фискония закрученная до опыта
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Фото 2. Фискония закрученная после опыта
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Фото 3. Ксантория настенная до опыта
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Фото 4. Ксантория настенная после опыта
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Фото 5. Пармелия бороздчатая до опыта
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Фото 6.  Пармелия бороздчатая после опыта
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Фото 7. Фисция восходящая до опыта
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Фото 8.  Фисция восходящая после опыта
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Фото 9. Эверния сливовая до опыта
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Фото 10. Эверния сливовая после опыта 


Фото 1-10. Действие гипохлорита кальция на талломы лишайников

Приложение 4.
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Фото 1. Фискония закрученная до опыта
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Фото 2. Фискония закрученная после опыта
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Фото 3. Ксантория настенная до опыта
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Фото 4. Ксантория настенная после опыта
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Фото 5. Пармелия бороздчатая до опыта
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Фото 6.  Пармелия бороздчатая после опыта
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Фото 7. Фисция восходящая до опыта
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Фото 8.  Фисция восходящая после опыта
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Фото 9. Эверния сливовая до опыта
	[image: image45.png]



Фото 10.  Эверния сливовая после опыта


Фото 1-10. Действие парафенилендиамина на талломы лишайников

Приложение 5.
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Фото 1. Фискония закрученная до опыта
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Фото 2. Фискония закрученная после опыта
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Фото 3. Ксантория настенная до опыта
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Фото 4. Ксантория настенная после опыта
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Фото 5. Пармелия бороздчатая до опыта
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Фото 6.  Пармелия бороздчатая после опыта
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Фото 7. Фисция восходящая до опыта
	[image: image53.png]



Фото 8.  Фисция восходящая после опыта
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Фото 9. Эверния сливовая до опыта
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Фото 10.  Эверния сливовая после опыта


Фото 1-10. Действие йода на талломы лишайников
Приложение 6
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