Тема 2. Регистрируемые показатели состояния
биологических систем на разных уровнях   
биоиндикации

Практическое занятие 2. Морфологические изменения организмов
Морфологические реакции организмов на действие факторов среды – очень удобные для биоиндикации параметры состояния. На изменение окраски, формы тела, расположения органов, размера организма под антропическим воздействием человек обратил внимание уже давно. 
Все морфологические изменения делят на микро- и макроскопические. 
Макроскопические изменения:
1 Изменение окраски (неспецифическая реакция на различные стрессоры). Например, хлороз листьев под действием газов, пожелтение участков листьев под влиянием хлоридов, покраснение листьев под действием SO2, побурение или побронзовение, появление серебристой окраски и т.п. Некрозы – отмирание ограниченных участков ткани (рисунок 2). При развитии некрозов сначала наблюдаются изменения в окраске (при действии SO2 чаще всего образуются грязно-зеленые, О3 – металлически блестящие пятна, хлоридов – хлорозы). После гибели клеток пораженные участки высыхают и приобретают бурую или беловатую окраску. Различают: 
– точечные и пятнистые (например, серебристые пятна после воздействия озона);
– межжилковые – отмирание тканей листовой пластинки между боковыми жилками первого порядка (при воздействии SO2);
– краевые (действие хлоридов);
– верхушечные (действие HF, SO2);
– некрозы околоплодника
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1 - точечные          2 – пятнистые          3 – межжилковые            4 - краевые
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5 – тип «рыбьего скелета»   6 – верхушечные    7 – верхушечные   8 - линейные
Рисунок 2 – Типы некрозов листьев у высших растений
2. Преждевременное увядание (например, под действием этилена в теплицах);
3. Дефолиация (следствие некроза, влияние SO2, хлоридов);
4. Изменение размеров органов по большей части неспецифичны (например, удлинение хвои под действием нитратов, крупные листья на отмирающих деревьях при повреждении HCl);
5. Изменение формы, количества и положения органов (например, при действии радиоактивного облучения, локальных некрозов, гормональных гербицидов); 
6. Изменение направления формы роста и ветвления (например, изменение направления роста корней одуванчика при изменении уровня грунтовых вод, кустовидная и подушечная форма роста деревьев при загрязнении атмосферы HCl, изреживание кроны при газодымовом загрязнении);
7. Изменения прироста неспецифичны, но часто используются. Например, измерения радиального прироста древесных стволов, прироста в длину побегов и листьев, длины корней, диаметра талломов лишайников и др.). Изменения плодовитости (например, уменьшение образования плодовых тел у лишайников и грибов, продуктивности черники в загрязненной газообразными выбросами атмосфере).
Микроскопические изменения:
1. Изменение размеров клетки (реакция на газообразные загрязнения);
2. Изменения субклеточных структур (например, блокирование плазмодесм, расширение цистерн ЭПС, набухание тилакоидов, образование кристаллических включений, грануляция плазмы и разрушение хлоропластов и др.);
3. Плазмолиз – отслаивание плазмы от клеточной стенки как следствие действия кислоты и SO2;
4. Изменение степени ксероморфизма листьев – увеличение числа устьиц, толщины кутикулы, густоты опушения, толщины листа и степени суккулентности (отношения сырой вес/сухой вес);
5. Изменение структуры древесины.
Эти и многие другие факторы используются в индикации антропогенной нагрузки на систему, и наиболее удобные в этом отношении объекты – растения. Однако существует проблема оценки морфологических изменений у растений. При определении морфологических изменений нужно уметь отличать симптомы повреждений, вызванных естественными факторами и антропическими. Важно уметь правильно оценивать воздействие климата, почвы, стадии развития и времени года, присутствие вредителей, а также явление констелляции экологических факторов (при высокой влажности воздуха и почвы растения становятся особо чувствительными к газовым загрязнениям, зимой повышение температур снижает устойчивость и т.п.). Кроме того, внутренние факторы также затрудняют оценку изменений у растений.
Наблюдается различная чувствительность:
– на различных возрастных стадиях;
– у органов различного возраста (хвоя сосны особенно сильно повреждается на первом году жизни, потом устьица закрываются);
– в различное время дня и года (к выбросам SO2 листья более устойчивы ночью, чем днем; хвоя весной и летом более чувствительна, чем осенью и зимой);
– у различных особей генетически неоднородных популяций;
– при различной предрасположенности (ранее подвергшиеся действию стрессора особи более чувствительны).
У животных при действии стрессоров реакция на морфологическом уровне проявляется в разнообразных формах. Наиболее известной является так называемый «индустриальный меланизм». Это явление потемнения окраски покровов у первоначально светлых форм. 
Чрезвычайно удобны для биоиндикации биологические ритмы живых организмов. Биоритмы – это эндогенно-обусловленные, упорядоченные реакции организмов на периодически изменяющиеся экологические факторы. В результате смены интенсивности и продолжительности действия факторов возникает определенная последовательность смены внешних условий. Эти изменения адаптируются организмами благодаря генетически закрепленным автономным ритмам. Они обеспечивают организму стабильность внутренней организации и гармоничность во взаимоотношениях со средой. Стрессоры различного происхождения вызывают в организме отклонения от естественных ритмов (циркадного, цирканнуального и прочих). Это проявляется в изменении активности поведения, физиологических и биохимических процессов, и может быть использовано для неспецифической биоиндикации. Например, искусственное освещение городских улиц нарушает фотопериодические реакции растений, поэтому в крупных городах листопадные явления наступают позже. Изменения биоритмов растений еще не используются для биоиндикации, хотя имеется уже достаточное количество фактов, свидетельствующих о вмешательстве антропических стрессоров в суточные и сезонные ритмы у этих организмов. Среди наиболее частых проявлений отмечают нарушение ритма работы устьиц, ритма побегообразования, повторное цветение.
Наиболее удобны для биоиндикации изменения внешней морфологии, возникающие как спонтанная изменчивость развития. Ее можно оценить по флуктуирующей асимметрии, которой охвачены практически все билатеральные структуры у самых разных видов живых организмов. Флуктуирующая асимметрия (ФА) представляет собой небольшие ненаправленные отклонения биообъектов от билатеральной симметрии. При этом различия между сторонами не являются строго генетически детерминированными и, следовательно, зависят, в основном, от внешних условий. Уровень морфогенетических отклонений от нормы оказывается минимальным лишь при оптимальных условиях среды и неспецифически возрастает при любых стрессовых воздействиях. Поэтому стабильность развития, оцениваемая по уровню ФА, является чувствительным индикатором состояния природных популяций и представляет интерес для биоиндикационных исследований.


Контрольные вопросы и задания
1. Каковы макроскопические изменения в растительных организмах и их применение в биоиндикации?
2. Дайте определение некрозов.
3. Какие факторы окружающей среды могут вызывать некрозы листьев?
4. Зарисуйте виды некрозов листьев и опишите их основные признаки.

5.Вариант 1:Рассмотрите выборки листьев древесных растений одного вида из средней части кроны (по 10-20 штук) из разных мест отбора проб. Фиксируйте макроскопические изменения листовой пластинки биогенного и небиогенного происхождения (рисунок 2). На каждой листовой пластинке определите типологию повреждений, суммарную площадь повреждения листового аппарата, а также площадь биоповреждений и повреждений небиологической этимологии. Для этого собранные листья расправьте на квадратном листе кальки, размеры которого соответствуют размерам листа (Sкв). Кальку взвесить (Ркв), лист очертить, по контурам вырезать его силуэт на кальке. Эту часть кальки также взвесить (Рл). Определить площадь листа по формуле: .
Совместив контуры листа на кальке с образцом, очертить все поврежденные участки, вырезать их и взвесить. 

Вычислить процент поврежденной ткани: . 
Результаты анализа представьте в виде доли (в среднем) поврежденной поверхности от массы или от общей площади листа (для этого можно использовать миллиметровую бумагу) и занесите в таблицу:
Таблица 1 – Сравнительная характеристика доли повреждений листовой пластинки у исследуемых видов на пробных площадках (% площади (массы) листа)
	Тип морфологических изменений листа
	Исследуемый вид растений

	
	Пр. площадка № 1
	Пр. площадка № 2…

	
	M±m
	M±m

	Изменение окраски (хлороз, побронзовение, серебристая окраска и т.п.)
	
	

	Некрозы:
	
	

	-точечные
	
	

	-пятнистые
	
	

	-межжилковые
	
	

	-верхушечные
	
	

	-краевые
	
	

	-линейные
	
	

	-тип «рыбьего скелета»
	
	

	Изменение формы и размера
	
	

	Всего 
	
	


Вариант 2: Одновозрастные листья березы бородавчатой, собранные в разных биотопах разместите перед собой сторонами, обращенными к верхушке побега. С каждого листа снимите показатели по пяти промерам с левой и правой сторон листа:
1.Ширина левой и правой половин листа в месте перегиба при совмещении верхушки с основанием.
2.Длина жилки второго порядка, второй от основания листа.
3.Расстояние между основаниями первой и второй жилок второго порядка.
4.Расстояние между концами этих же жилок.
5.Угол между главной жилкой и второй от основания листа жилкой второго порядка. 

Таблица 2 – Результаты измерений
	№ листа
	Номер признака

	
	1
	2
	3
	4
	5

	
	слева
	справа
	слева
	справа
	слева
	справа
	слева
	справа
	слева
	справа

	1
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	2
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	


Коэффициент флуктуирующей асимметрии вычисляют по формуле:

, где
m- число объектов,
n-число признаков,
L, R – величина признаков у каждого объекта слева и справа относительно плоскости симметрии. 
Алгоритм вычислений:
– Определите относительные величины асимметрии для каждого признака. Для этого разность между промерами слева и справа делят на сумму этих же промеров: 
(L-R)/(L+R). Полученные величины занесите во вспомогательную таблицу 3.
– Вычислите показатель асимметрии для каждого листа как среднее арифметическое относительных величин асимметрии по каждому признаку.
– Рассчитайте коэффициент асимметрии как среднее арифметическое всех величин асимметрии для каждого листа. 
Таблица 3- Вспомогательная таблица
	№ листа
	Номер признака
	Величина асимметрии листа

	
	1
	2
	3
	4
	5
	

	1
	
	
	
	
	
	

	2
	
	
	
	
	
	

	Коэффициент флуктуирующей асимметрии, ФА
	Х=



Для характеристики состояния среды используется абсолютная 5-балльная оценка качества среды по степени отклонения ее состояния от экологической оптимальности. Каждому из приведенных баллов соответствует свой определенный интервал значений коэффициента флуктуирующей асимметрии. Баллом 1 характеризуются участки, практически не затронутые человеческой деятельностью. Баллом 5 обозначаются гибнущие экосистемы в районах с чрезвычайной антропогенной нагрузкой. Таким образом, абсолютная шкала предоставляет возможность сравнивать между собой любые территории и участки. 

	Балл
	Величина ФА
	Характеристика состояния среды

	1
	<0,040
	ситуация условно нормальная

	2
	0,040-0,044
	небольшие отклонения от нормального состояния

	3
	0,045-0,049
	существенные нарушения

	4
	0,050-0,054
	опасные нарушения

	5
	>0,054
	критическое состояние



6. На основании расчетов сделайте вывод о стабильности развития данного вида в исследуемых биотопах, охарактеризуйте качество среды. Удобен ли данный вид растений в качестве индикаторного для оценки параметров состояния среды?
7. Приведите примеры микроскопических изменений растений.
8. Чем определяется различная чувствительность организмов к антропическим факторам?
9. Каково происхождение индустриального меланизма?
10. Сделайте вывод о роли биоритмов в биоиндикации и биотестировании.
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