
Государственное бюджетное образовательное учреждение
 Центр дополнительного образования «Малая академия наук»
 Центр выявления и поддержки одаренных детей

 города Севастополя «Альтаир»
ОЦЕНКА СОСТОЯНИЯ АТМОСФЕРНОГО ВОЗДУХА МЕТОДОМ ФИТОИНДИКАЦИИ

Работу выполнила:

Макарова Виктория Валерьевна,
учащаяся ТО «Экотоксикология» и «Лабиринты биологии» ГБОУ ЦДО «Малая академия наук», ГБОУ «СОШ №57», 10 класс; 
Научные руководители: 

Скуратовская Екатерина Николаевна, 

педагог дополнительного образования

ГБОУ ЦДО «Малая академия наук»,
к.б.н., вед.н.с. ФИЦ ИнБЮМ,
Баутина Ольга Васильевна, 

педагог дополнительного образования

ГБОУ ЦДО «Малая академия наук», 

учитель биологии ГБОУ СОШ №61,

г. Севастополь – 2024 год

ОГЛАВЛЕНИЕ
	ВВЕДЕНИЕ
	3

	РАЗДЕЛ 1. ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ
	5

	1.1 Загрязнения растений тяжелыми металлами
1.2 Морфометрический подход исследований   

1.3 Биохимические методы исследований 
	5
6
8

	РАЗДЕЛ 2. МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ                                                                
	10

	2.1 Описание модельного объекта

2.2 Характеристика места сбора исследуемых объектов
2.3 Метод флуктуирующей асимметрии                                                                            
	10

11

11

	2.4 Проведение замеров                                                                                                                                              
2.5 Методы определения биохимических показателей                                  
	12
13

	РАЗДЕЛ 3. РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ                                                                                          
3.1 Сравнительный анализ показателей флуктуирующей асимметрии листьев айтланта высочайшего (Ailanthus altissima) из разных районов   
3.2 Сравнительный анализ параметров прооксидантно-антиоксидантного состояния листьев айтланта высочайшего (Ailanthus altissima) из разных районов                                                                                                            
ЗАКЛЮЧЕНИЕ                                                                                            
ВЫВОДЫ                                                                                                       
СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ                                                                          
ПРИЛОЖЕНИЯ                                                                                          

	14
14

17

20

21

22

25



ВВЕДЕНИЕ

В настоящее время главным разрушающим фактором фитоценозов является техногенный фактор. Под влиянием газопылевых выбросов, загрязняющих атмосферный воздух и почву, происходит нарушение и даже полное уничтожение естественных фитоценозов и образование техногенных геохимических провинций. Обеспечение устойчивого развития биосферы и достижения гармонии человека с окружающей средой возможно при организации разумного природопользования, узловой задачей которой является проведение мероприятий по оценке загрязнения и осуществления постоянного контроля за состоянием среды [3]. 
Для решения данной задачи необходим мониторинг – наблюдение, анализ, оценка состояния, изменение состояния под влиянием хозяйственной деятельности человека, прогнозирование этих изменений и экономическая оценка воздействий на окружающую среду [4]. 
Особенно эффективной системой слежения являются мероприятия по оценке состояния фитоценотического компонента экосистем, так как растения не могут уйти от стрессового воздействия и вынуждены адаптироваться к нему с помощью физиолого-биохимических и анатомоморфологических перестроек организма. Данный факт позволяет использовать растения в качестве индикаторов загрязнения природной среды различными токсическими веществами. Обнаружение и оценка этих изменений дают достоверную картину условий места произрастания растений и отражают состояние урбосреды. 
В связи с этим особую актуальность приобретают исследования, направленные на изучение последствий загрязнения окружающей среды на растения. Для данной цели широко используются методы фитоиндикации техногенных загрязнений. К таким методам относятся определение величины флуктуирующей асимметрии, показателей прооксидантно-антиоксидантного состояния (ПАС) растений. Стабильность развития, оцениваемая по уровню ФА – чувствительный индикатор состояния природных популяции. Параметры ПАС используются в качестве тонких высокочувствительных молекулярных биомаркеров воздействия на организм различных неблагоприятных факторов [11, 12, 14]. 
Наиболее распространенным растением для проведения оценки состояния атмосферного воздуха методом фитоиндикации является береза повислая. Нами выбран другой объект исследования - айтлант высочайший (Ailanthus altissima), с помощью которого можно определить качество здоровья среды.
Актуальность исследований ФА заключается в том, что они дают оценку не только состояния атмосферного воздуха на определенной территории, но и оценку стабильности развития живых организмов. А главное, мы получаем информацию о благополучии среды и в конечном итоге, о ее пригодности для существования человека [12]. Показатели ПАС являются информативными биомаркерами состояния организмов и среды их обитания [11, 14].
Практическая значимость данной работы заключается в том, что на основании проведенных исследований будут разработаны практические рекомендации и проведена оценка величины флуктуирующей асимметрии по признакам, характеризующим общие морфологические особенности листа путем его промеров у растений с билатерально симметричными листьями в природно-экологических условиях города Севастополя.

 Новизна работы заключается в том, что данная методика, основанная на определении показателей ФА и ПАС, не была использована ранее на данной территории, а результаты и выводы, полученные в ходе практического исследования, помогут охарактеризовать состояние территории и получить возможность для ее дальнейшего изучения.  

Цель работы: оценка состояния атмосферного воздуха города Севастополя с использованием показателей флуктуирующей асимметрии и прооксидантно-антиоксидантного состояния листьев айтланта высочайшего (Ailanthus altissima).

Задачи исследования:

1. Изучить флуктуирующую асимметрию (ФА) признаков листьев айтланта высочайшего (Ailanthus altissima) в установленных точках отбора.

2.  Исследовать параметры прооксидантно-антиоксидантного состояния (ПАС) листьев айтланта высочайшего (Ailanthus altissima) в установленных точках отбора.

3. На основании полученных результантов определить качество среды исследуемых территорий. 

4.  Разработать рекомендации по улучшению состояния атмосферного воздуха путем восстановления экологических функций зеленых насаждений. 

Объект исследования - листовая пластинка айтланта высочайшего (Ailanthus altissima)
Предмет исследования – морфометрические показатели листовых пластинок растения, параметры ПАС (активность пероксидазы, уровень перекисного окисления липидов) в листьях растения.
 Гипотеза исследований: можно предположить, что наиболее загрязненным атмосферный воздух будет в районе ТЭС и ГУПС города Севастополя, так как данные территории более подвержены техногенным загрязнениям. 

 Работа выполнена на 23 страницах машинописного текста, содержит 6 приложений, 2 картосхемы, 8 рисунков. Список использованной литературы представлен монографиями, статьями, итнернет-ресурсами в количестве 32 источников.
РАЗДЕЛ 1
ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ

1.1. Загрязнения растений тяжелыми металлами

Недостаток или избыток любого химического элемента вызывает нарушение нормального хода биохимических и физиологических процессов в растениях, что в конечном итоге изменяет урожайность и качество растениеводческой продукции. Поэтому определение химического состава растений и показателей качества продукции позволяет идентифицировать неблагоприятные экологические условия произрастания как культурной, так и естественной растительности. В связи с этим химический анализ растительного материала является неотъемлемой частью природоохранной деятельности.
Одной из актуальных экологических проблем является проблема загрязнения окружающей среды тяжелыми металлами. Соединения этих элементов в силу высокой токсичности, подвижности и способности к биоаккумуляции представляют опасность не только для человека, но и для всего живого на планете. Кроме того, они могут сохранять свою биологическую активность очень длительное время, а также мигрировать по пищевым цепям от почвы (одного из основных аккумуляторов поллютантов) через растения в организм человека. Вследствие этого, установление количественного содержания тяжелых металлов в различных компонентах окружающей среды является актуально задачей экологического мониторинга. Из почвенного компонента экосистем тяжелые металлы могут поступать в растения через корневую систему. Особенно этот процесс может быть характерен для древесных растений, обладающих мощно развитой корневой системой, проникающей в почву на большую глубину. Значительное воздействие на растения могут оказывать поступление тяжелых металлов через устьица или кутикулу листьев с атмосферными аэрозолями. В итоге листья древесных растений могут выступать в качестве интенсивных накопителей тяжелых металлов.
Установлено, что одни тяжелые металлы крайне необходимы для жизнеобеспечения человека и животных и относятся к биогенным элементам. Другие же тяжелые металлы в условиях загрязнения среды обитания, попадая в организм, могут представлять серьезную угрозу для здоровья человека. Наиболее опасными являются лабильные формы тяжелых металлов, характеризующиеся высокой биохимической активностью и способностью накапливаться в биосредах.

Повышение содержания тяжелых металлов в окружающей среде приводит к значительному увеличению их концентрации в растениях. При этом наземные растения способны поглощать токсичные ионы из двух источников – почвы и воздуха. 

По мере удаления от промышленных объектов, объектов топливно-энергетического комплекса и автомобильных дорог содержание ионов тяжелых металлов в окружающей среде уменьшается. Ионы тяжелых влияют на рост и развитие растений. Растения растут медленнее, хуже развиваются, быстрее погибают.
1.2. Морфометрический подход исследований   
      Стабильность развития как способность организма к развитию без нарушений и ошибок является чувствительным индикатором состояния природных популяций. Наиболее простым и доступным для широкого использования способом оценки стабильности развития является определение величины флуктуирующей асимметрии билатеральных морфологических признаков. Этот подход достаточно прост с точки зрения сбора, хранения и обработки материала. Он не требует специального сложного оборудования, но при этом позволяет получить интегральную оценку состояния организма при всем комплексе возможных воздействий (Захаров 1987).

           В.М. Захаров определяет биоиндикацию как совокупность методов и критериев, предназначенных для поиска информативных компонентов экосистем, которые могли бы:
- адекватно отражать уровень воздействия среды, включая комплексный характер загрязнения с учетом явлений объединения действующих факторов;
- диагностировать ранние нарушения в наиболее чувствительных компонентах биотических сообществ и оценивать их значимость для всей экосистемы в ближайшем и отдаленном будущем [9].
По мнению О. М. Кожовой «основой задачей биоиндикации является разработка методов и критериев, которые могли бы адекватно отражать уровень антропогенных воздействий с учетом комплексного характера загрязнения и диагностировать ранние нарушения в наиболее чувствительных компонентах биотических сообществ.
Преимуществом методов биоиндикации перед физико-химическими методами является интегральный характер ответных реакций организмов, которые:
–      суммируют все без исключения биологически важные данные об окружающей среде и отражают ее состояние в целом;
–      выявляют наличие в окружающей природной среде комплекса загрязнителей;
–      в условиях хронической антропогенной нагрузки биоиндикаторы могут реагировать на очень слабые воздействия в силу аккумуляции дозы;
–      фиксируют скорость происходящих в окружающей среде изменений;
–      указывают пути и места скоплений различного рода загрязнений в экологических системах и возможные пути попадания этих веществ в организм человека» [12].
       Согласно определению Н.Ф. Реймерса: «Биоиндикация - это определение биологически значимых нагрузок на основе реакций на них живых организмов и их сообществ. В полной мере это относится ко всем видам антропогенных загрязнений».
В природе все тела имеют симметричную форму, идеальной является форма шара. Любая асимметрия – это последствие действия техногенных и естественных факторов, Исследования последних лет [10]. показали, что растения можно использовать как тест-объекты для мониторинговых исследований. По их различным характеристикам оценивают состояние окружающей среды и отслеживают изменения в течение ряда лет. Для оценки состояния среды подходят физиологические, биохимические, генетические, цитологические (на уровне клетки), а также морфологические характеристики. Выявляя изменения характеристик у растительных объектов, можно говорить о загрязнении среды и прогнозировать опасность для человека.
В данной работе был использован морфометрический подход, который основан на оценке среды по состоянию отдельных индивидов, путем подсчета отклонений от нормального морфофизиологического строения ряда структур. Данный морфометрический подход подробно изложен в следующих работах: Методические рекомендации по выполнению оценки качества среды по состоянию живых существ; Е. Г., Шадрина,Я.Л. Вольперт, В.А.Данилов, Д.Я. Шадрин, «Биоиндикация воздействия горнодобывающей промышленности на наземные экосистемы Севера: Морфогенетический подход»; Федорос Е.И., Нечаева Г.А. Экология в экспериментах: учебное пособие для учащихся 10-11 классов общеобразовательных учреждений.
Фундаментальными исследованиями показано, что одно из внешних нарушений развития – отклонение в симметрии тела и отдельных органов; эти нарушения возникают на стадии формирования тканей, что приводит к нарушению всего организма. В результате таких сбоев возникают мелкие ненаследственные изменения, приводящие к асимметрии между правой и левой сторонами тела. Эти явления – следствие ошибок в ходе развития организма, их показатель минимален, но при усиленном воздействии на организм определенных стрессовых факторов возникает увлечение показателя асимметрии.
Таким образом, явление флуктуирующей асимметрии относится к числу общебиологических феноменов, наблюдаемых в разных группах организмов, и имеет разную причинную обусловленность (загрязнение среды химическими и радиационными веществами, генетическая дестабилизация, социальный стресс, обитание на периферии ареала). Благодаря этому параметры ФА могут пользоваться в теоретических и прикладных исследованиях как показатели напряжённости взаимоотношений организма и среды. 
1.3. Биохимические методы исследований 
Антиоксидантные системы являются сложными и многокомпонентными. Концентрация молекулярного кислорода в клетках растений гораздо выше, чем у других эукариот, что в значительной степени связано с процессом фотосинтеза. При этом примерно 1 % имеющегося в клетках кислорода, по оценкам исследователей, преобразуется в его активные формы. Основными генераторами активных форм кислорода (АФК) являются хлоропласты и митохондрии, а также пероксисомы, содержащие большое количество ферментов, катализирующих окислительно - восстановительные реакции [9]. 

В небольших количествах АФК образуются в ходе многих метаболических процессов, но в норме они быстро инактивируются благодаря работе АОС. При действии же неблагоприятных факторов образование АФК значительно усиливается, вызывая у растений окислительный стресс. Одним из таких факторов является кадмий – высокотоксичный тяжелый металл, способный оказывать сильное негативное воздействие на состояние клеточных мембран и на активность отдельных компонентов АОС. При этом считается, что металлоустойчивые виды благодаря эффективной работе они способны лучше сохранять целостность мембран в условиях высоких концентраций этого металла, чем менее устойчивые [14].
Проведенные ранее исследования показывают, что разнообразие реакций растений, произрастающих в условиях загрязнения, определяется прежде всего спецификой воздействия факторов, а также степенью устойчивости разных видов растений [27]. Наиболее опасным последствием произрастания древесных растений в техногенно загрязненных условиях можно считать развитие окислительного стресса, сопровождающегося избыточной генерацией активных форм кислорода (АФК). Одной из мишеней действия АФК являются липиды – основные компоненты клеточных мембран. АФК способны инициировать перекисное окисление липидов, в результате чего происходит их повреждение. Данное явление называют «протечкой мембран», оно проявляется в увеличении проницаемости для ионов и органических веществ. Малоновый диальдегид (МДА) является одним из конечных продуктов окисления липидов.

К ферментам, которые принимают участие во многих процессах их жизнедеятельности растений и остро реагируют на стрессы различной природы, относятся ферменты класса оксидоредуктаз: супероксиддисмутаза, пероксидаза, каталаза. По их активности можно судить о благоприятности условий произрастания растений, о наличии или отсутствии окислительного стресса.
Большинство исследований по изучению активности каталазы и пероксидазы выполнено для растений, произрастающих в городских условиях, менее изучено влияние техногенного (газопылевого) воздействия на работу ферментов в листьях древесных насаждений [27].

Пероксидаза является одним из ферментов, участвующих в регуляции роста и развития растительных организмов, поскольку катализирует защитные реакции от повреждений различного типа, а также участвует в формировании клеточной стенки и дыхании растений. Доказана ее роль в образовании ауксина, этилена, восстановлении нитратов и нитритов, то есть в азотном обмене, ростовых процессах. Кроме того, энзим является чувствительным к разного рода неблагоприятным воздействиям и широко используется исследователями для оценки чувствительности/устойчивости к стрессу [11, 17]. Фермент является строго специфичным по отношению к перексиду водорода и широко специфичным – к другим субстратам. Активность изоформ фермента также зависит от природы субстратов, а физиологические функции отдельных форм значительно отличаются. Отмечена видовая, органная, тканевая, внутриклеточная специфичность ПО [1].
Каталаза относится к гемопротеинам, она катализирует процесс разрушения пероксида водорода (опасного для клеток) на воду и кислород, соответственно. Так как пероксид водорода для живой клетки является сильным окислителем, то все ферменты его образующие и обезвреживающие находятся в пероксисомах – органеллах, покрытых мембраной. Наибольшую активность каталаза проявляет в органах и тканях молодых растений. Каталаза – двухкомпонентный фермент, состоящий из белка и соединенной с ним простетической группы, содержащей гематин. Относится к классу ферментовоксиредуктаз. Роль каталазы в растениях заключается в том, что она разрушает ядовитую для клеток перекись водорода, накапливаемую в процессе жизнедеятельности, на воду и молекулярный кислород. По интенсивности и количеству выделяемого кислорода судят об активности каталазы. Она наиболее активна в молодых жизнеспособных тканях и органах растений. С возрастом тканей, а также при снижении их жизнеспособности, активность этого фермента закономерно падает. Данный фермент ингибируется синильной кислотой, сероводородом, фторидами.
Повышение активности антиоксидантных ферментов приводит к усилению защиты растений от окислительного стресса и более высокой их устойчивости к абиотическим факторам городской среды [27].

Как известно, перекисное окисление липидов может оказывать существенное влияние на жизнедеятельность клетки, в частности, изменять свойства мембран, активность мембранно-связанных ферментов, участвовать в регуляции клеточного деления, индукции транскрипции определенных генов, синтезе различных соединений, в том числе и физиологически активных. Перекисное окисление мембранных фосфолипидов является одним из наиболее распространенных механизмов деструкции мембранных структур, регистрируется при развитии целого ряда патологических состояний [24]. 
РАЗДЕЛ 2
 МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

2.1.     Описание модельного объекта

В качестве модельного объекта был выбран айтлант высочайший (Ailanthus altissima) или китайский ясень. Систематика по А.Л. Тахтаджян «Происхождение и расселение цветковых растений», 1970:
Отдел Цветковые (Magnoliophyta)
Класс Двудольные (Magnoliopsida)

Порядок Рутоцветные (Rutales)

Семейство Симарубовые (Simaroubaceae)

Род Айлант (Ailanthus)

Дерево является инвазивным видом. Включён в список «регулируемых некарантинных вредных организмов на территории РФ».
Айлант высочайший – дерево высотой 20-25 метров (иногда встречаются экземпляры, достигающие и 35 метров в высоту). Ствол цилиндрической формы, толщиной не более 50 сантиметров, покрыт тонкой светло-серой корой с редкими мелкими зазубринами. Крона молодых деревьев широкопирамидальная ажурная, у старых – раскидисто-шатрообразная. Продолжительность жизни дерева - в пределах ста лет.

Листья айланта сложные, непарноперистые, напоминающие пальмовые. Они довольно крупные, иногда достигают в длину 60 см, а у порослевых экземпляров могут быть размером до 1 метра. Состоят листья дерева примерно из 25 яйцевидно-ланцетных маленьких листочков, сизоватого оттенка, длиной до 12 см, с двумя или четырьмя крупными зубчиками, расположенными у основания.

Цветки мелкие, обоеполые и тычиночные (мужские), желтовато-зеленого цвета, в крупных соцветиях, длиной 10-20 см. Мужские цветки имеют неприятный запах. Они начинают обильно цвести в июне и до конца августа. Иногда айлант повторно цветет осенью, но цветоносы при этом очень мелкие.

 Соединения, присутствующие в айтланте, особенно экстракт коры, показали лучшую фотокаталитическую, гемолитическую, антиоксидантную, цитотоксичность и антибактериальную активность по сравнению с экстрактом листьев [25].
2.2.    Характеристика места сбора исследуемых объектов

Местом исследования были выбраны пять станций с различными условиями произрастания модельного объекта, разным уровнем антропогенной нагрузки. Контрольной точкой была выбрана Максимова дача, как самый удаленный от города массив.
Станция №1. Максимова дача. 
Эта историческая усадьба и парк в Хомутовой балке в окрестностях Севастополя купца и севастопольского городского головы А. А. Максимова, ныне находится в городской черте. С 1978 года особо охраняемая природная территория регионального значения в Севастополе. Парк располагается в Ленинском районе города Севастополя. Общая площадь парка составляет 83,9 га. Климат территории засушливый. Зима очень мягкая, а лето умеренно жаркое. Флора парка насчитывает 524 вида растений. На территории произрастает 38 видов растений, занесённых в Красную книгу РФ и Красную книгу города Севастополя.
Растительность природного парка «Максимова дача» представляет собой сочетание сохранившихся участков широколиственных лесов, искусственных монодоминантных древесных насаждений различных пород, участки смешанных древесных посадок «экзотов» (интродуцированных пород деревьев), сохранившиеся зональные степи с кустарниковыми группировками и преобразованные сообщества сорных видов на измененном субстрате [25]. 
Станция №2. ГУПС. 

Предприятие осуществляет коммунальное и промышленное водоснабжение, отвод и очистку сточных вод, эксплуатацию, ремонт, строительство и техническое переоснащение водопроводно-канализационных   сооружений города Севастополя и прилегающих территорий.
Станция №3. Балаклавская ТЭС.

Севастопольская ПГУ-ТЭС) — парогазовая электростанция в Севастополе, мощностью 496,8 МВт. Режим работы электростанции предполагается базовый — 8 тысяч часов в году. Первый блок мощностью 235 МВт начал постоянную генерацию с 26 октября 2018. Второй блок Балаклавской ТЭС начал подавать энергию в сеть 28 декабря 2018 года.

Станция №4. Район железнодорожного вокзала
   Место сбора материала – городская застройка в районе железнодорожного вокзала. Имеет высокую загруженность городским транспортом. Территория хорошо озеленена, в составе растительности присутствуют древесные и кустарниковые формы айтланта высочайшего. 

Станция №5. Центр. 
Территория станции – парковая зона Нахимовской набережной. В растительных сообществах преобладают культурные породы, которые были высажены со дня ее основания. Айтлант встречается редко и представлен как зрелыми, так и молодыми деревьями.
2.3.   Метод флуктуирующей асимметрии
Стабильность развития как способность организма к росту без нарушений и ошибок является чувствительным индикатором состояния природных популяций. 

Растения – крайне важный и интересный объект для характеристики состояния окружающей природной среды. Важность оценки состояния природных популяций растений состоит в том, что именно растения являются основными продуцентами, их роль в экосистемах трудно переоценить. Растения – чувствительный объект, позволяющий оценивать весь комплекс воздействий, характерный для данной территории в целом, поскольку они ассимилируют вещества и подвержены прямому воздействию одновременно из двух сред: почвы и воздуха. В связи с тем, что растения ведут прикрепленный образ жизни, состояние их организма отражает состояние конкретного локального местообитания. Удобство использования растений состоит в доступности и простоте сбора материала для исследования.

Наиболее простым и доступным для широкого использования способом оценки стабильности развития является определение величины флуктуирующей асимметрии морфологических признаков.

Под флуктуирующей асимметрией (ФА) понимают независимое изменение билатеральных признаков организма. Установлено, что явление флуктуирующей асимметрии связано с нарушением стабильности развития организма в результате воздействия внешних факторов, в первую очередь – антропогенного. Степень выраженности ФА напрямую зависит от силы воздействия фактора: чем сильнее воздействие фактора, тем большие отклонения от нормы имеет показатель ФА, что позволяет на макроскопическом уровне использовать ее в качестве меры в оценке стабильности развития организма. Этот подход достаточно прост с точки зрения сбора, хранения и обработки материала.

Для исследований рекомендуют выбирать растения, достигшие генеративного возрастного состояния, использовать лист, как орган, обладающий билатеральной симметрией. Листья рекомендуют собирать из одной и той же части кроны с разных сторон растения. Размер листьев должен быть сходным, средним для данного растения. Поврежденные листья могут быть использованы для анализа, если не затронуты участки, с которых будут сниматься измерения.
2.4.  Проведение замеров   

Ряд авторов в качестве биоиндикационного вида древесных растений в различных биотопах использует березу повислую (Betula pendula Roth.), однако мы использовали в качестве объекта айтлант высочайший (Ailanthus altissima), широко распространенный в г. Севастополе. Сбор и анализ материала проводился в вегетационный период осенью 2023 года (Приложение 2). Для анализа использовались только средневозрастные растения без учета молодых и старых экземпляров. Листья в количестве 10 штук отбирались из нижней части кроны на расстоянии вытянутой руки и только с укороченных побегов. С каждого листа снимались показатели по 4-м параметрам с левой и правой стороны листа. Первые три параметра измерялись при помощи линейки с четкими миллиметровыми делениями. Угол между жилками измерялся транспортиром. Величина асимметрии оценивалась с помощью интегрального показателя – величины среднего относительного различия на признак (средняя арифметическая отношения разности к сумме промеров листа слева и справа, отнесенная к числу признаков). Относительная величина между значениями признака слева и справа (Y) находили по формуле: Y=(Xл–Xп)/(Xл+Xп), среднее относительное различие между сторонами в соотношении к признаку каждого листа (Z) – Z=(Y1+ Y2+ Y3+ Y4)/ N, где N – число признаков. Среднее относительное различие, деленное на признак для всей выборки (X), определялось по формуле: X=Z / n=(Z1+ Z2+…+Zn)/ n, где n – число значений Z, т.е. число листьев. Полученный показатель характеризует степень асимметричности листьев растения, для определения данного показателя принята пятибалльная шкала отклонения от нормы, предложенная Захаровым с соавторами (2000), с небольшими дополнениями и изменениями, согласно которой 1 балл – условная норма, а 5 – критическое состояние. Величина интегрального показателя в контрольной точке.
2.5.  Методы определения биохимических показателей 
Для определения биохимических показателей листья гомогенизировали с целью получения гомогенатов. Затем гомогенаты центрифугировали при 15 мин при 8000 g для получения супернатантов. Все биохимические показатели определяли в супернатантах. В качестве биохимических параметров в супернатантах анализировали активность антиоксидантного фермента пероксидазы (ПЕР) и показатель окислительного стресса – уровень перекисного окисления липидов (ПОЛ) (Приложение 3,4).
Биохимические показатели пересчитывали на 1 мг белка сырой массы ткани, концентрацию которого определяли с использованием биуретового реактива. 

Все определения проводили на спектрофотометре СФ-2000 (Приложение 5). 
Активность пероксидазы определяли с использованием бензидинового реактива [Литвин, 1981; Бухарина И.Л., Любимова, 2009]. Уровень ПОЛ регистрировали по реакции с тиобарбитуровой кислотой (ТБК) [Стальная, Гаришвили, 1977].
Для статистической обработки биохимических показателей вычисляли среднее арифметическое (М), стандартное отклонение (σ), ошибку среднего арифметического (m). Достоверность различий между выборками оценивали с применением U-критерия Манна–Уитни. Различия между сравниваемыми рядами считали достоверными и статистически значимыми при р ≥ 0,05 (Приложение 5).
РАЗДЕЛ 3
РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
3.1.  Сравнительный анализ показателей флуктуирующей асимметрии листьев айтланта высочайшего (Ailanthus altissima) из разных районов

Анализ показал, что билатеральные и одинарные признаки листовых пластин айтланта высочайшего (Ailanthus altissima), произрастающего на территории города Севастополя, находятся в пределах размеров, типичных для представителей данного вида. 
     Интегральный показатель стабильности развития айтланта высочайшего (Ailanthus altissima) варьировал в диапазоне от 0,042 до 0,071 (таблица 3.1). Эти данные свидетельствуют о том, что его величина увеличивается по мере усиления антропогенной нагрузки.
Таблица 3.1     Интегральный показатель стабильности развития айтланта высочайшего
	Станция
	Интегральный показатель стабильности развития
	Величина асимметрии листа

	№1. Максимова дача

дерево1

дерево 2

дерево 3

дерево 4

дерево 5
	0,0175

0,0440

0,0578

0,0375

0,0434
	0,042

	№2. ГУПС

дерево1

дерево 2

дерево 3

дерево 4

дерево 5
	0,0833

0,0443

0,0545

0,0604

0,0664
	0,069

	№3. ТЭС

дерево1

дерево 2

дерево 3

дерево 4

дерево 5
	0,0524

0,0813

0,0773

0,0653

0,0801
	0,071

	№4. ЖД вокзал

дерево1

дерево 2

дерево 3

дерево 4

дерево 5
	0,0509

0,0651

0,0457

0,0535

0,0683
	0,058

	№5. Центр города

дерево1

дерево 2

дерево 3

дерево 4

дерево 5
	0,0667

0,0469

0,0783

0,0311

0,0545
	0,054


Для проведения анализа статистических материалов использовалась балльная система качества среды обитания (по Захарову В.М., 2000) (Таблица 3.2).      
                                                                                                                             Таблица 3.2 Балльная система качества среды обитания
	Балл состояния

	1
	2
	3
	4
	5

	<0,055 (чисто)
	0,056-0,060
	0,061-0,065
	0,065-0,070
	>0,070
(очень грязно)


Сводная информация по величине асимметрии листьев во всех выборках отображена в таблице 3.3
Таблица 3.3 Сводная информация по величине асимметрии листьев
	№
	Пробные площадки
	ФА
	Качество среды

 (по В.М. Захарову, 2000)    
	Балл состояния



	1.
	 ТЭС
	0,071
	>0,070
Критическое состояние
	5



	2.
	 ЖД
	0,058
	0,056–0,060

Средний уровень отклонений от нормы
	2



	3.
	 Центр города
	0,054
	<0,055 (чисто)

	1

	4.
	 ГУПС
	0,069
	0,065-0,070 загрязнено

	4

	5.
	 Максимова дача
	0,042
	0,040–0,055

чисто
	1






Диаграмма наглядно демонстрирует изменение показателей флуктуирующей асимметрии листа айтланта высочайшего (Ailanthus altissima) (Рис.3.1)
Рис. 3.1 – Динамика показателей флуктуирующей асимметрии листа айтланта высочайшего (Ailanthus altissima). 
Достоверно максимальные значения показателя обнаружены в листьях растений из района ТЭС и железнодорожного вокзала,  достоверно минимальные – в районе Максимовой дачи по сравнению с другими районами.
Таким образом, полученные нами результаты исследования показателей флуктуирующей симметрии, свидетельствуют о неблагоприятном воздействии техногенных факторов на растительные организмы в отдельных точках. 
Согласно методике, если величина асимметрии листьев достигает критического значения, то следует предполагать высокую степень загрязнения окружающей среды.
Предположительно, низкое качество окружающей среды на территории ТЭС и железнодорожного вокзала можно объяснить комплексным влиянием техногенных факторов.

3.2. Сравнительный анализ параметров прооксидантно-антиоксидантного состояния листьев айтланта высочайшего (Ailanthus altissima) из разных районов

Уровень ПОЛ и активность ПЕР в листьях айтланта высочайшего отличались в районах исследования и зависели от степени антропогенной нагрузки.

Показатели ПОЛ в листьях айтланта высочайшего из районов ГУПС, ЖД и ТЭС достоверно превышали соответствующие значения в районах Максимовой дачи и центра города (p < 0,05) (рис. 3.2).
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Рисунок 3.2 - Уровень ПОЛ в листьях айтланта высочайшего из районов исследования

Примечание: * - различия достоверны по сравнению Максимовой дачей и центром города (p < 0,05)

Активность ПЕР варьировала в широком диапазоне и увеличивалась в ряду: ТЭС → Центр → Максимова дача → ГУПС → ЖД. Достоверно максимальные значения активности обнаружены в листьях растений из района железнодорожного вокзала, достоверно минимальные – в районе ТЭС по сравнению с другими территориями (рис. 3.3).
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Рисунок 3.3 - Активность ПЕР в листьях айтланта высочайшего из районов исследования
Достоверность различий активности ПЕР в листьях между районами исследований представлена в таблице 3.6.

Таблица 3.6
Достоверность различий активности ПЕР

	Район
	Максимова дача


	Центр
	ГУПС


	ЖД
	ТЭС

	Максимова дача
	-
	н/д
	н/д
	д
	д

	Центр
	н/д
	-
	д
	д
	д

	ГУПС
	н/д
	д
	-
	д
	д

	ЖД
	д
	д
	д
	-
	д

	ТЭС
	д
	д
	д
	д
	-


Примечание: д – различия достоверны (p <0,05), н/д – различия недостоверны

При воздействии различных неблагоприятных факторов происходит резкое возрастание концентрации активных форм кислорода (АФК) в клетках растений, что вызывает окислительный стресс. Одним из следствий окислительного стресса является усиление процессов ПОЛ [11, 14]. Высокие значения уровня ПОЛ в листьях растений в районах ГУПС, ЖД и ТЭС свидетельствуют о менее благоприятных условиях произрастания растений и более высоком уровне загрязнения окружающей среды на данных территориях. В то же время относительно низкие значения уровня ПОЛ в листьях растений в районе Максимовой дачи и в парке центра города указывают на более благоприятные условия произрастания и низкий уровень загрязнения среды по сравнению с другими локациями.

Повышение активности ПЕР в листьях растений в районах ГУПС и ЖД на фоне увеличения уровня ПОЛ, по сравнению с Максимовой дачей и центром, может быть следствием адаптивной ответной реакции, направленной на подавление процессов ПОЛ и окислительного стресса. Однако минимальные значения активности фермента в листьях айтланта в районе ТЭС, на фоне максимальных значений ПОЛ, свидетельствуют об ингибировании активности фермента (токсический ответ) в наиболее неблагоприятных условиях произрастания, смещении прооксидантно-антиоксидантного равновесия в сторону интенсификации процессов ПОЛ и развития окислительного стресса.
ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Древесные зеленые насаждения являются важнейшим компонентом городского ландшафта, значительно очищающие городскую среду от различного типа загрязнения, играющие ведущую санитарно-гигиеническую, почвообразующую, водорегулирующую и средообразующую роль и тем самым способствующие созданию комфортных условий для населения. 
Находясь под постоянным прессингом различных агрессивных факторов городской среды, древесные растения стали чаще характеризоваться флуктуирующей асимметрией листовых пластинок. 
Данные морфометрического анализа листовых пластинок айтланта высочайшего из разных районов согласуются с результатами исследований показателей ПАС (активность ПЕР, уровень ПОЛ). На основании проделанной работы можно заключить, что изученные характеристики листьев айтланта высочайшего демонстрируют высокую информативность, в связи с чем их можно использовать в фитоиндикации качества окружающий среды.

Айтлант высочайший (Ailanthus altissima) ценится за устойчивость к неблагоприятным условиям выращивания, способен поглощать двуокись серы. Является устойчивым к воздействию озона, цементной пыли и дркгим загрязнителям воздуха в промышленных и городских условиях. Айтлант неприхотлив и может адаптироваться к довольно широкому диапазону климатических и почвенных условий. К городскому загрязнению имеет высокую степень толерантности. 
Кроме этого, в Крыму открыт новый сорт дерева вида Айлант высочайший (Ailanthus altissima). От других растений он отличается необычным окрасом листьев, который проявился благодаря генетическим мутациям, при которых хлорофилл не синтезируется в некоторых частях листовой пластинки. Обнаружил дерево в Джанкое профессор Медицинской академии КФУ Константин Ефетов (Приложение 7). 
Рекомендации по улучшению состояния атмосферного воздуха:
1. Использовать Айлант высочайший (Ailanthus altissima) для озеленения в городской черте. Высаживать деревья и кустарниковые формы растения в местах, где наиболее прихотливые растения расти не могут.

2. Рассмотреть возможность применения нового сорта дерева вида Айлант высочайший (Ailanthus altissima) для посадки декоративных целях.
Ресурсное обоснование: реализация проекта возможна при государственной поддержке финансирования фундаментальных и прикладных научных исследований (включая грантовую поддержку). 
ВЫВОДЫ

1. Билатеральные и одинарные признаки листовых пластин айтланта высочайшего (Ailanthus altissima), произрастающего на территории города Севастополя, находятся в пределах размеров, типичных для представителей данного вида. Достоверные отличия между правой и левой половинками листа отсутствуют. 

2. Сравнительный анализ морфометрических показателей листовых пластинок выявил отличия районов с наименьшей и наибольшей антропогенной нагрузкой. 

3. Интегральный показатель айтланта высочайшего (Ailanthus altissima) составлял величины от 0,042 (контрольный участок – Максимова дача) до 0,071, увеличиваясь по мере усиления антропогенной нагрузки.
4. Состояние окружающей среды оценивается по градациям качества среды как условная норма в парке центра города и в районе Максимовой дачи, незначительным загрязнением в районе железнодорожного вокзала и ГУПС, а как критическое состояние - в районе ТЭС.
5. Выявлена зависимость интенсивности процессов ПОЛ от уровня антропогенной нагрузки. Уровень ПОЛ в листьях айтланта высочайшего из районов ГУПС, ЖД и ТЭС достоверно превышал соответствующие значения в районе Максимовой дачи и в центре города.

6. Для ПЕР установлены как адаптивные ответные реакции, характеризующиеся повышением активности фермента в листьях айтланта высочайшего с увеличением антропогенной нагрузки (ГУПС, ЖД), так и токсический ответ, проявившийся в ингибировании активности фермента в районе с максимальным уровнем загрязнения окружающей среды (ТЭС).

7. Состояние окружающей среды оценивается по градациям качества среды как условная норма в парке центра города и в районе Максимовой дачи, незначительным загрязнением в районе железнодорожного вокзала и ГУПС, а как критическое состояние - в районе ТЭС.

8. Исследованные показатели листьев айтланта высочайшего демонстрируют высокую информативность, в связи с чем их можно использовать в фитоиндикации качества окружающий среды.
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Приложение 1 
Район исследований
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Рис. 1.1, 1.2   Карты с обозначением станций

Приложение 2 
Сбор материала
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Рис.2.1, 2.2 Станция 1. Максимова дача

Приложение 3 
Работа с образцами
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Рис. 3.1, 3.2 Приготовление и центрифугирование гомогенатов
Приложение 4 
Подготовка образцов к проведению опытов
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Рис. 4.1, 4.2    Фильтрование гомогенатов   и определение содержания ТБК  - реактивных продуктов

Приложение 5 
Работа со спектрофотометром СФ-2000
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Рис. 5.1    Определение биохимических показателей на спектрофотометре СФ-2000

Приложение 6 
Новый сорт дерева вида Айлант высочайший (Ailanthus altissima).
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