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Введение


Рост антропогенного воздействия на окружающую среду, уже большинство не удивляет и не оставляет равнодушным. Антропогенная нагрузка требует тщательного изучения и анализа, с использованием различных методов.

Высокую роль в оценке экологического состояния окружающей среды играют методы биологической, в том числе фитоиндикации, основанные на изучении растительных сообществ. Недаром известный геоботаник Леонтий Григорьевич Раменский  отмечал, что «единственным прямым и достоверным оценщиком экологических условий является сама растительность»[3]. Преимущества методов фитоиндикации состоят в относительно быстром получении интересующей нас информации.


Возможность качественной оценки загрязнения окружающей среды  города Холма методом фенотипической биоиндикации и стала толчком в выполнении данной работы.

Актуальность проблемы определяется все возрастающим интересом к вопросам оценки антропогенной нагрузки на городских территориях.

Цель работы: проведение качественной оценки состояния  окружающей среды по частотам встречаемости фенов белого клевера.

Она определила задачи работы:

- обосновать выбор методики исследования;

- определить участки городской среды (наиболее посещаемые территории) для сбора образцов для исследования;
- собрать образцы, в соответствии с методикой проведения исследования;

- выявить разнообразие фенотипов клевера белого на различных участках городской среды;

- произвести расчеты частоты встречаемости различных фенов клевера белого по выбранным территориям;
- сравнить полученные данные с результатами исследования контрольного участка;

- выявить зависимость разнообразия фенотипов от степени загрязнения окружающей среды;

- предположить возможные причины разнообразия фенотипов на исследуемых участках и возможные загрязняющие факторы.

Объектом исследования является качественная оценка состояния  окружающей среды города Холма по частотам встречаемости фенов белого клевера.

Предметом исследования стала биоиндикация с помощью фенотипов клевера разнообразных территорий города Холма.

Место проведения исследования: Россия, Новгородская область, г. Холм

Сроки проведения исследования: июль – сентябрь 2021 года.

Гипотеза: частота встречаемости и разнообразие фенов клевера белого зависит от степени антропогенного воздействия на окружающую среду.

В ходе исследования были использованы общенаучные методы: 
изучение литературы и источников; наблюдение; сбор материала для оценки; количественный и качественный методы анализа; сопоставление данных на исследуемых участках с контрольным; сравнение; анализ и синтез; обобщение; аналогия; уточнение сделанных выводов, корректировка; обсуждение результатов.
Новизна нашей работы заключается в том, что, до настоящего момента,  использование Клевера белого  в качестве биоиндикатора антропогенного воздействия на  окружающую среду на территории города Холма не использовалось, хотя вид является массовым и распространенным в городской черте.

Глава 1. Теоретическое обоснование исследования.
1.1. Обоснование выбора методики исследования.

Оценить состояние окружающей среды и уровень антропогенного воздействия можно и с помощью фенотипических биоиндикаторов.

Фены – это четко различающиеся варианты, какого – либо признака или свойства биологического вида.

Под действием антропогенных факторов в популяциях увеличивается частота встречаемости специфических фенотипов у различных видов растений. Основным источником загрязнения атмосферного воздуха в городских условиях является автомобильный транспорт, промышленные предприятия. В выхлопных газах двигателей содержится более 300 химических соединений и элементов. Часть загрязняющих  веществ, оседая вблизи автомобильных дорог, вызывает изменчивость у растущих там растений. Это выражается в расширении набора фенотипов, увеличении частоты их встречаемости и появлении в популяциях специфических фенотипов. Подобные фенотипы могут служить биоиндикаторами состояния окружающей среды.[1,2]

Таким образом, частота встречаемости некоторых фенов является биологическим индикатором воздействия антропогенных факторов.
В качестве индикатора выбрали клевер ползучий по той причине, что данное растение является типичным во флоре местообитаний, связанных с человеком, обитает на одной территории многие годы и имеет высокую численность. Тот факт, что клевер ползучий можно встретить на территориях, подвергшихся значительному хозяйственному воздействию человека, свидетельствует о его высокой пластичности и устойчивости к неблагоприятным факторам среды, по сравнению с луговыми и лесными растениями. Под воздействием антропогенных факторов в популяциях увеличиваются частота встречаемости специфических фенотипов. Таким образом, частота встречаемости некоторых фенов является биологическим индикатором воздействия антропогенных факторов, в том числе загрязнения [1,4].
1.2. Биологическая характеристика вида Клевер белый (ползучий)
(Trifolium repens L.)
[image: image25.png]



Клевер ползучий (Trifolium repens L.) - многолетнее растение с главным укороченным стеблем. От него отходят ветвистые, укореняющиеся на нижних узлах, вверх восходящие стебли. Листья - тройчатосложные, с крупными пленчатыми прилистниками. Листочки по форме и размерам разнообразные. Рисунок на листочках не всегда отчетливый, иногда отсутствует, часто на безрисунчатом листочке имеются коричневые черточки.Образует низкий куст.

Соцветие — округлая многоцветковая головка. Головки рыхлые (30-90 цветков), на длинных цветочных побегах. Венчик белый, иногда розоватый или зеленоватый. Число цветков в головках от 30 до 120. К концу цветения цветки буреют и загибаются книзу.За весь период цветет два раза:

 - с конца весны до конца лета;

 - с августа до середины осени.


Корень стержневой, сильно ветвящийся. На узлах лежащего стебля образуются дополнительные корни, которые, развиваясь, образуют самостоятельную корневую систему, обеспечивающую существование растений и после отмирания главного корня.  


Плод — боб, обычно с 2—4 семенами, реже больше. Семена мелкие, округлые, слегка сплюснутые.


Продолжительность жизни его в условиях культуры 3—5 лет.


В естественных условиях он сохраняется гораздо дольше, чему способствует укоренение стеблей на узлах[3].


Хорошо развивается при достаточном и даже обильном увлажнении. Отличается неприхотливостью, переносит крайние неблагоприятные условия температурного и водного режимов. Характеризуется высокой засухоустойчивостью и зимостойкостью. Лучше всего произрастает в районах с прохладным влажным климатом. Не требователен к почвам. Хорошо развивается на полевых и пойменных землях, на нормально увлажненных, суглинистых, богатых гумусом и хорошо дренированных почвах, а также на достаточно осушенных болотах и известкованных почвах. Широко распространен на лугах и пастбищах, по обочинам дорог и в других местах.


Хорошо развивается при достаточном и даже обильном увлажнении. На очень сухих почвах растет плохо, страдает от длительной засухи. Устойчив к вымерзанию. Клевер белый - светолюбивое растение, легко вытесняется густым высоким травостоем других растений. После скашивания или стравливания скотом клевер белый быстро отрастает.


Растение зимостойкое и весностойкое, хорошо выносит затопление полыми водами (до 15 дней).


В годы с пасмурной и прохладной погодой и достаточным увлажнением в период цветения клевер белый образует больше побегов, чем в годы с жаркой и сухой погодой.  


Клевер ползучий — отличное медоносное растение. Введен в культуру. Мед светлый, почти бесцветный, прозрачный, с нежным ароматом и приятным своеобразным вкусом. Быстро кристаллизуется в твердую мелкокристаллическую белую массу. Относится к первоклассным медам.


Зеленая масса — питательный, нежный корм, хорошо поедается крупным и мелким рогатым скотом и лошадьми. Отличается высоким содержанием протеина, минеральных веществ и витаминов. Один из наиболее ценных пастбищных видов.


Как и все растения семейства Бобовые является источником пополнения азота в почве, улучшая ее плодородие и структуру.


Притаптывание клевера белого животными при пастьбе не угнетает растения, а, наоборот, способствует его разрастанию. Стебли, оторванные копытами животных от осевого побега и главного корня, при благоприятных условиях влажности не гибнут, а благодаря наличию корней в стеблевых узлах продолжают вегетировать как отдельные растения [6].
1.3. Методика исследования


Для исследования использовалась методика Ашихминой Т.Я. «Индикация состояния окружающей среды по частотам встречаемости фенов белого клевера» [5]. В основе метода лежит предположение, что антропогенная нагрузка вызывает увеличение частот встречаемости специфических фенотипов в популяциях растений и животных. В качестве фенотипического индикатора использовали форму седого рисунка на пластинках листа клевера белого, а также фены клевера с уникальными признаками (рисунком красного цвета, пятнами, нехарактерным количеством листовых пластинок и др.). Уровень антропогенной нагрузки определяется по частоте встречаемости разных фенов (разных видов рисунка) в популяции данного вида. 

Двигаясь по определенному маршруту,  через равные промежутки (ориентировочно через три шага, то есть примерно через 1,5 метра – среднюю длину ползучего стебля растения) производится сбор листьев. 
При сборе следует срывать лист, не смотря на него, чтобы избежать произвольного выбора листа с тем или иным рисунком или без него. 
Всего следует собрать с одной популяции около 100 листьев, один человек должен разложить их по группам в соответствии с рисунком, который он на них видит, чтобы избежать субъективности восприятия рисунка разными людьми. 
Для каждой обследованной популяции следует рассчитать частоты встречаемости отдельных фенов Pi (это отношение числа листьев с данным рисунком к общему числу листьев), и индекс соотношения фенов ИСФ (отношение числа всех листьев с рисунками к общему числу листьев), выраженные в процентах.

Расчет ведется по формулам:

Pi = [image: image2.png]" X 100%
N



, где

Pi – частота i-го фена;

ni – число листьев с i-м рисунком;

N – общее число листьев в анализе.
 ИСФ = [image: image4.png]M4t Tlm 0,
N X 100%



, где
ИСФ – индекс соотношения фенов;

m – общее число найденных фенов.

Характеристика состояния окружающей среды по индексу соотношения фенов (ИСФ) оценивается следующим образом:

Таблица 1.

	Показатель ИСФ
	Классификация загрязнения среды(%)

	0 - 30
	Очень чистые

	30 – 45
	Чистые

	45 - 70
	Загрязненные

	>70
	Очень грязные


Выводы к главе 1
Таким образом, использование данной методики оправдано и необходимо. Достоинством биоиндикаторов является то, что они характеризуются следующими особенностям:


- реакция на относительно слабые нагрузки вследствие эффекта накопления дозы;


- суммирование действия различных антропогенных факторов;


- не требуется регистрация химических и физических параметров, характеризующих состояние окружающей среды;


- возможность оценки и контроля воздействия загрязняющих веществ на окружающую среду;
- доступность и простота выполнения. 

Глава 2. Практическое проведение исследования.
2.1. Характеристика площадок исследования

Фены отслеживались на нескольких пробных площадках в зависимости от интенсивности воздействия антропогенных источников загрязнения. 

Для исследования было выбрано шесть участков - районов города с различной степенью антропогенной нагрузки:
- «Медово» – в нем нет интенсивного движения автомобилей. Это участок вдали от городской застройки. Используется жителями как место отдыха, на берегу реки. Поэтому данный участок выбран в качестве контрольного участка с наименьшей антропогенной нагрузкой.
- «Асфальтный завод» -  территория, где до января 2018 года располагалась предприятие по обслуживанию дорог района. Находится в километре от города, рядом проходит трасса на Тверскую область, но автомобильный поток низкий, так как трасса резервная и имеет очень плохое состояние.
- «Заручевье» - участок на перекрёстке у единственного моста, соединяющего район с остальной частью города. Рядом расположена стоянка большегрузов, до 2020 года здесь также располагалась станция скорой помощи.
- автозаправка – повышенная антропогенная нагрузка, из-за близкого расположения федеральной трассы,  с высоким транспортным потоком. Здесь  проходит оживленная автомобильная магистраль, велика интенсивность движения автомобильного транспорта разного вида. 
- городской парк – место отдыха горожан. Наиболее посещаемое место родителями с детьми. Здесь находится детская площадка. Рядом с парком проходит две автомобильных магистрали – ул. Октябрьская и ул. Пионерская. Движение по этим улицам средней интенсивности.
- школьная спортивная площадка - закрыта от автотранспорта, огорожена лесополосой от автомобильных магистралей. Во время учебного процесса к школе подъезжает достаточно много транспорта, сильное вытаптывание учащимися. Рядом расположена крупная транспортная развязка, пересечение крупнейших улиц города и выезд на единственный в городе мост, соединяющий левую и правую часть города и направление к выезду на федеральную трассу. 
2.2. Описание этапов работы исследования и оборудование
Свою работу мы разбили по стадиям:

1. Подготовительная:
- выбор методики исследования;

- выбор участков, на которых проводилась работа;

- подготовка документации и бланков по учету фенов клевера ползучего.

2.  Полевые работы:
- разметка пробных площадок для единой площади сбора материалов;

- на каждой площадке производили отбор фенов в соответствии с методикой сбора. На каждой площадке отбирали не менее 100 экземпляров. 
3. Обработка материалов:

- определение фенотипа по форме седого рисунка на пластинах листа (Приложение 1), с занесением полученных данных в таблицу (Приложение 2). Отдельно отмечается наличие растений, с какими – либо уникальными фенами (например, с рисунком красного цвета), нетипичные растения с четырьмя и более листовыми пластинками и т. д.  
- расчеты частоты встречаемости отдельных фенов - Рi, суммарную частоту встречаемости всех форм с рисунком (индекс соотношении фенов ИСФ) в процентах;

- занесение результатов расчетов в таблицу (Приложение 3).

4. Анализ и интерпритация полученных данных:
- формулировка выводов о состоянии окружающей среды на исследуемой территории;
- сравнительный анализ исследуемых территорий по величине ИСФ (Приложение 4).
Использованное оборудование: полевые дневники, пакеты для сбора листьев, картосхема  города, фотоаппаратура, калькуляторы.

2.3. Статистическая обработка и результаты исследования

1. Медово - было обследовано 103 листа клевера, среди которых седого рисунка не имели 49 листьев. Были обнаружены: фен 2 – 8 листьев, фен 3 – 13 листьев, фен 7 – 4 листа, фен 8 – 5 листьев, фен 9 - 9 листьев, фен 10 - 20 листа, фен 11 – 1 лист.   ИСФ (индекс соотношения фенов)  для данной территории составляет  52,43%, что указывает на слабую загрязнённость территории. 
2. Асфальтный завод – обследовано 97 листьев,  седого рисунка не имели 33 листа. Обнаружены фен 2 – 5 листьев, фен 3 – 16 листьев, фен 6 – 2 листа, фен 7 – 9 листьев, фен 9 – 9 листьев, фен 10 – 20 листьев, фен 11 – 3 листа. ИСФ (индекс соотношения фенов)  для данной территории составляет  65,97%, что указывает на умеренную загрязненность территории.

3. «Заручевье» - обследовано 98 листьев, седого рисунка не имели 5. Обнаружены фен 2 – 23 листа, фен 3 – 25 листьев, фен 4 – 7 листьев, фен 6 – 1 лист, фен 7 – 6 листьев, фен 8 – 7 листьев, фен 9 – 19 листьев, фен 10 – 2 листа,  фен 11 – 3 листа. ИСФ (индекс соотношения фенов)  для данной территории составляет  94,9%.  Этот показатель говорит о том, что территория этого участка  имеет очень сильную загрязненность территории 

4. Автозаправка - обследовано 106 листьев, седого рисунка не имели 15. Обнаружены фен 2 – 29 листьев, фен 3 – 30 листьев, фен 7 – 5 листьев, фен 8 – 9 листьев,  фен 9 – 14 листьев, фен 10 – 4 листа. ИСФ (индекс соотношения фенов)  для данной территории составляет  85,85%.  Этот показатель говорит о том, что территория  этого участка тоже является очень грязной.
5. Городской парк - обследовано 97 листьев клевера, седого рисунка не имели 21 лист. Были обнаружены фен 2 – 8 листьев, фен 3 – 3 листа, фен 4 – 2 листа, фен 8 – 1 лист, фен 9 – 10 листьев, фен 10 – 51 лист,  фен 11 – 1 лист.  ИСФ (индекс соотношения фенов) для данной территории составляет 78,35%, что указывает на сильную загрязненность территории.
6. Школьная спортивная площадка - обследовано 99 листьев, седого рисунка не имели 21. Обнаружены фен 2 – 8 листьев, фен 3 – 14 листьев, фен 6 – 3 листа, фен 7 – 3 листа, фен 8 – 9 листа, фен 9 – 7 листьев, фен 10 – 37 листьев, фен 11 – 3 листа. ИСФ (индекс соотношения фенов)  для данной территории составляет  78,78%, указывает на сильную загрязненность территории. 
Из приведенных выше данных видно, что наибольшее количество разнообразных фенотипов клевера встречается на участке «Заручевье», этот участок имеет наибольший ИСФ, 94,9%, и как следствие наиболее загрязнён. Это можно объяснить интенсивным  движением автотранспорта, так как это перекрёсток, ведущий на единственный автомобильный мост, соединяющий район с остальной частью города. В районе находится стоянка большегрузов (лесовозов).  Выбросы, оседая  возле дороги, накапливаясь в почвах и воздухе, вызывают изменчивость у растений. А клевер белый высокочувствителен к загрязнению среды.  

ИСФ на участке «Автозаправка» составляет 85,85%. Это очень высокий показатель загрязнения, что закономерно для подобного рода объектов. Более низкий показатель, чем на участке «Заручевье», может быть объяснён расположением вне черты города, на достаточном расстоянии от плотной жилой застройки, что способствует более интенсивному очищению и восстановлению биоценозов.

На участках «Школьная спорт.площадка» и «Городской парк» окружающая среда оказалась сильно загрязнена. Возможно,  это связано не только с интенсивностью движения автотранспорта по ближайшим магистралям, но и с влиянием постоянного антропогенного вытаптывания. Территории защищены зелеными насаждениями, но они, по-видимому, не справляются в достаточной мере.

Анализ ситуации на участке «Асфальтный завод» показывает, что уровень загрязнения высокий, но меньше, чем у верхнеописанных участков. Это может объясняться отсутствием активного антропогенного движения на участке, так как предприятие не функционирует с января 2018 года. Снижение нагрузки сказывается на восстановлении экосистемы.

На контрольном участке «Медово»  показатель ИСФ составляет  52,43%, что свидетельствует о слабом загрязнении окружающей среды. Промышленных предприятий здесь нет. Автомобильный поток крайне низкий. Но степень антропогенной нагрузки достаточная для изменений в фенотипе популяции растения биоиндикатора.
Выводы к главе 2
Биоиндикация – один из важных и полезных методов экологического мониторинга. С помощью растений – индикаторов можно безболезненно для окружающей среды узнать состояние своей местности.


Основным источником загрязнения среды на исследуемых территориях возможно является автомобильный транспорт. Его выбросы вызывают изменчивость у растений. 


Увеличение или уменьшение частоты встречаемости фенотипов клевера и появление в популяциях специфических фенотипов может служить биологическим индикатором воздействия антропогенных факторов.


Средний показатель ИФС города составляет 76,05%, что показывает сильную степень загрязнённости территории в целом. Это вызывает озабоченность, ведь город Холм расположен в сельской местности лесной зоны, имеет небольшие размеры, малую численность населения и удалён от крупных промышленных центров страны. 
Проблема антропогенного загрязнения городов действительно является глобальной экологической проблемой, поэтому необходимо искать пути ее решения.
Заключение

Метод биоиндикации одинаково хорош для любых территорий с разной степенью загрязненности. Достоинством биоиндикаторов является то, что они характеризуются реакцией на относительно слабые нагрузки вследствие эффекта накопления дозы, суммированием действия различных антропогенных факторов,  возможностью оценки степени воздействия загрязняющих веществ на живые организмы. По результатам наблюдений на исследуемых территориях города достаточно неблагоприятная ситуация.
В ходе исследования были выявлены виды фенов растения и проведен их качественный и количественный анализ. Его результаты подтвердили гипотезу о том, что  частота встречаемостии разнообразие фенов клевера белого зависит от степени антропогенного воздействия на окружающую среду. Чем сильнее антропогенная нагрузка на территорию, тем больше разнообразие фенов клевера белого.
Таким образом, использование данной методики оправдано и необходимо. Это поможет начать исследования данной территории в дальнейшем, с использованием более частных методик выявления конкретных видов загрязнителей.
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Приложение 1
Таблица 2. Выявленные фены клевера белого по форме седого рисунка на пластинах листа

	№ фена
	Фотография
	Схематический рисунок

	1
	[image: image5.jpg]



	Лист без рисунка
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	Нестандартное количество листовых пластинок - 4
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	Наличие пятен разного цвета на листовой пластинке
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Приложение 2
Таблица 3. Учет фенов клевера белого

	Исследуемый участок
	Количество листьев
	Итого

	
	Листья без рисунка (Ф 1)
	Ф2
	Ф 3
	Ф 4
	Ф5
	Ф6
	Ф7
	Ф 8
	Ф9
	Ф 10
	Ф 11
	

	1. Медово
	49
	8
	13
	-
	-
	-
	4
	5
	9
	20
	1
	103

	2. Асфальтный завод
	33
	5
	16
	-
	-
	2
	9
	-
	9
	20
	3
	97

	3. Заручевье
	5
	23
	25
	7
	-
	1
	6
	7
	19
	2
	3
	98

	4. Автозаправка
	15
	29
	30
	-
	-
	-
	5
	9
	14
	4
	-
	106

	5. Городской парк
	21
	8
	3
	2
	-
	-
	-
	1
	10
	51
	1
	97

	6. Школьная спорт. площадка
	21
	8
	14
	-
	-
	3
	3
	3
	7
	37
	3
	99


Приложение 3

Таблица 4. Частота встречаемости  фена (Pi) на исследуемых территориях

	№ фена


	1
	2
	3
	4
	5
	6

	
	103
	97
	98
	97
	106
	113

	
	Кол. листьев фена


	Pi(%)
	Кол. листьев фена


	Pi(%)
	Кол. листьев фена


	Pi(%)
	Кол. листьев фена


	Pi(%)
	Кол. листьев фена


	Pi(%)
	Кол. листьев фена


	Pi(%)

	1
	49
	47,57
	33
	34,02
	5
	5,1
	15
	14,15
	21
	21,65
	21
	18,58

	2
	8
	7,77
	5
	5,15
	23
	23,47
	29
	27,36
	8
	8,25
	8
	7,08

	3
	13
	12,62
	16
	16,49
	25
	25,51
	30
	28,3
	3
	3,09
	14
	12,39

	4
	-
	-
	-
	-
	7
	7,14
	-
	-
	2
	2,06
	-
	-

	5
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	6
	-
	-
	2
	2,06
	1
	1,02
	-
	-
	-
	-
	3
	2,65

	7
	4
	3,88
	9
	9,28
	6
	6,12
	5
	4,47
	-
	-
	3
	2,65

	8
	5
	4,85
	-
	-
	7
	7,14
	9
	8,49
	1
	1,03
	3
	2,65

	9
	9
	8,74
	9
	9,28
	19
	19,39
	14
	13,2
	10
	10,31
	7
	6,19

	10
	20
	19,42
	20
	20,62
	2
	2,04
	4
	3,77
	51
	52,58
	37
	32,74

	11
	1
	0,97
	3
	3,09
	3
	3,06
	-
	-
	1
	1,03
	3
	2,65


Приложение 4

Таблица 5. Результаты фенотипической диагностики пробных площадок

	 Исследуемый участок
	Категория участка
	Количество собранных листьев
	Всего растений

без рисунка (Ф1), шт
	ИСФ, %


	Степень загрязнения окружающей среды

	1. Медово
	Участок контроля
	103
	49
	52,43
	Загрязненные

	2. Асфальтный завод
	Опытные участки (С антропогенной

нагрузкой)


	97
	33
	65,97
	Загрязненные

	3. Заручевье
	
	98
	5
	94,9
	Очень грязные

	4. Автозаправка
	
	106
	15
	85,85
	Очень грязные

	5. Городской парк
	
	97
	21
	78,35
	Очень грязные

	6. Школьная спорт. площадка
	
	99
	21
	78,78
	Очень грязные



