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ВВЕДЕНИЕ

Актуальность работы заключается в том, что в условиях постоянного роста городов и промышленных центров, человек очутился в окружении из стекла, железобетона и синтетических материалов, поэтому роль зелёных растений на улицах города особенно важна. Помимо эстетической красоты, создаваемой растениями, наиболее важны санитарная и гигиеническая их функции. Любой растительный организм в процессе своей жизнедеятельности вырабатывает вещества различной химической природы, в том числе и те, которые помогают в борьбе с болезнетворными микроорганизмами, способствуют выработке у растений иммунитета против различных заболеваний. К таким веществам относятся фитонциды – биологически активные вещества, убивающие или подавляющие рост и развитие не только различных микроорганизмов, но и паразитических червей, насекомых – переносчиков и возбудителей инфекционных болезней.

Высокой фитонцидной активностью обладают около 85% высших растений. В частности, весьма активные фитонциды обнаружены в чесноке, луке, лимоне, чёрной смородине, боярышнике, можжевельнике, в белокочанной капусте, берёзе, дубе, хрене, крапиве, сосне, бруснике, черёмухе. 

В настоящее время проблема фитонцидов выросла в самостоятельное биологическое учение, разрабатываемое совместными усилиями ботаников, зоологов, химиков, микробиологов, растениеводов и медиков.


Гипотеза:

Разные виды растений выделяют различное количество фитонцидов, влияющих на микрофлору воздуха. 

         Цель работы:

         Исследовать фитонцидную активность растений с помощью метода количественного учета микроорганизмов. 

Для достижения цели были поставлены следующие задачи:

1. Ознакомиться с литературой по данному вопросу.

2. Изучить методики заливки искусственной питательной среды в чашки Петри. 

3. Освоить методики выращивания микроорганизмов из воздуха методом осаждения.

4. Выявить растения с наибольшей фитонцидной активностью.

Объект исследования:

Разные виды растений Сакского парка: тис ягодный, сосна крымская, туя восточная и др.
          РАЗДЕЛ 1. ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ

          ВЛИЯНИЕ РАСТЕНИЙ НА МИКРООРГАНИЗМЫ
Растения – постоянный спутник человека. Не имея представления о бактериях и антисептиках, люди уже в глубокой древности пользовались растениями, которые обладали антимикробными свойствами. Применение растительных средств в народной медицине и в быту подтверждено многовековым опытом и в большинстве случаев не потеряло своего значения и теперь. Способность растений – их тканей или летучих фракций – убивать простейшие и микроорганизмы отмечалась рядом ученых.

Фитонцид – Греко-латинское слово: фито - из греческого – растение, цидо - из латинского – "убиваю". Это они – вещества растительного происхождения разнообразной химической природы – обладают способностью тормозить развитие бактерий, простейших микроскопических грибов и даже убивать их. Они служат защитными силами для растительных организмов и в настоящее время с пользой применяются человеком. Все виды и сорта растений обладают фитонцидными свойствами. Это явление свойственно всему растительному миру. Летучие фитонциды выделяются надземными частями растений в атмосферу, подземными – в почву, а водными растениями – в воду [3].

Явление фитонцидности было открыто в 1929 году Б.П.Токиным. Фитонциды разных видов растений различны по своему составу и действию. У одних растений они обладают бактерицидными свойствами (могут убивать бактерии), у других оказывают бактериостатическое действие (не убивают, а только задерживают рост и размножение микроорганизмов), у третьих – могут даже стимулировать, то есть ускорять рост и размножение бактерий.

Защитные свойства растений в большей степени зависят от их фитонцидных особенностей. Гектар лиственного леса выделяет летом за день 2 кг летучих фитонцидов, хвойного – 5 кг, а можжевельника – 30 кг губительных для микроорганизмов летучих веществ. 

       Фитонциды различных видов растений не одинаковы по своему составу и действию. Продукция фитонцидов изменяется в зависимости от сезона года, почвенных и климатических условий, времени суток, стадии вегетации растений и их физиологического состояния. В большинстве случаев выделение фитонцидов после разрушения (например, измельчения) растительных тканей прекращается в первые минуты, и даже секунды. Исключением являются летучие фитонциды корней дикого пиона, обнаруживающиеся даже через 24 часа, а также фитонциды чеснока, выделяющиеся спустя 200, а иногда 700 часов после их измельчения  [2].

            

РАЗДЕЛ 2. МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Исследования проводились в сентябре 2022 года в Сакском курортном парке, обработка материала осуществлялась на базе кабинета биологии МБОУ ДО «ЦДЮТ» г.Саки. 

Материалы и оборудование: чашки Петри, пробирки с МПА (мясо-пептонный агар); маркер; микроскоп; растения Сакского курортного парка: сосна крымская, тис ягодный, туя восточная.
В наших исследованиях делался только количественный анализ микрофлоры воздуха, т. е. определялось общее микробное количество в 1 м3 воздуха.

При этом использовался седиментационный метод Коха. Стерильные чашки Петри заливали МПА (мясо-пептонный агар), расплавленным до температуры 45(. Чашки заливали агаром непосредственно перед посевом.

После застывания чашки Петри с питательной средой выдержали в течение 5 минут возле следующих растений:

- тис ягодный; 

- сосна крымская;

- туя восточная;

- покрытосеменное растение (см. фото 1-5, приложение А)
Затем закрыли каждую чашку с агаром своей крышкой и поместили все чашки в теплое место (при температуре +250С). Через три дня подсчитали число выросших в чашках колоний микроорганизмов (см. фото 6-9, приложение А).

 Споры или клетки микроорганизмов, содержащиеся в воздухе, оседают на поверхности питательной среды, прорастают, делятся и образуют скопления, называемые колониями. Установлено, что за 10 мин на площадь 100 см² осядет то количество микроорганизмов, которое содержится в 10 л воздуха. 
На четвёртые сутки проводили подсчёт выросших колоний, имея в виду, что одна бактериальная клетка даёт начало одной колонии.

Производят счёт колоний на чашках. Для лучшей видимости считают колонии на темном фоне (под стекло кладут темную бумагу), чашку помещают дном кверху. Каждую колонию отмечают на дне чашки чернилами или тушью.

Зная количество колоний, выросших в чашке Петри, и её площадь (при 9 см она равна 63,6см²), можно рассчитать, сколько микроорганизмов содержится в 10 л воздуха. Так, если на площадь, равную 63,6 см², осядет А микроорганизмов, то на площади, равной 100 см², содержится Х микроорганизмов.                

      Умножив полученный результат на 100, определяют содержание микроорганизмов в 1 м³ (или в 1000 л воздуха).

ЧМ=(А x 100/63,6) x 100  где:

ЧМ- число микроорганизмов в 1 м3;

63,6 - S чашки Петри, см2;

А – число колоний;

100 – коэффициент пересчёта.
Для изучения свойств бактерий выбрали на чашках Петри три хорошо обособленные колонии, причем наиболее типичные, то есть преобладающие в посеве. Затем, не открывая чашек, приступили к описанию внешних свойств колоний, обратив внимание на следующие признаки:

    а) форма (круглая, корневидная, неправильной формы, амебовидная, ризоидная и т. д.);

    б) окраска (бесцветная, грязно-белые колонии относятся к бесцветным, или пигментированная - белая, желтая, золотистая, красная, черная);

    в) поверхность колоний (гладкая, шероховатая, бороздчатая, складчатая, морщинистая, концентрически или радиально-исчерченная и т. д.);

    г) профиль колонии (плоский, выпуклый, кратерообразный, конусовидный и т. д.);

    д) блеск и прозрачность (колония блестящая, матовая, тусклая, мучнистая, прозрачная);

    е) размер колонии (диаметр) измеряют с помощью обычной линейки и указывают ее величину в миллиметрах. Точечными называют колонии менее 1 мм в диаметре; мелкие имеют 1-2 мм, средние - 2-4 мм и крупные - более 4 мм в диаметре;

    ж) край колонии (ровный, волнистый, зубчатый, бахромчатый и т. д.) определяют при малом увеличении микроскопа или с помощью лупы. Чашку помещают на предметный столик микроскопа;

    з) структура колонии (однородная, мелкозернистая, крупнозернистая, струйчатая и т. д.) определяется при малом увеличении микроскопа или с помощью лупы [5]. 
РАЗДЕЛ 3. РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
В ходе исследования методом осаждения из воздуха на питательной среде в чашках Петри нами были выращены колонии микроорганизмов - бактерий.

       Результаты обобщены в таблицу, из которой видно, что под влиянием фитонцидов растений уменьшается число микроорганизмов в воздухе табл.2.1).  Причём фитонциды различных видов растений не одинаково воздействуют на микроорганизмы. Фитонцидная активность разных растений проявляется по-разному. Например, меньше всего колоний выросло в пробах №1 и №2, №3, больше в пробах №4 и №5. 

В контрольной пробе наблюдается наибольшее число колоний микроорганизмов, что доказывает роль фитонцидов растений в очищении воздуха.

Фитонцидная активность растений
 Таблица 3.1
	Характеристика опыта
	Число выросших колоний (шт.)
	Число микроорганизмов в 1 м3 воздуха

	Номер пробы

	
	№1
	№1

	Тис ягодный
	285
	44 811,32

	Номер пробы

	
	№2
	№2

	Сосна крымская
	693
	108 962,26

	Номер пробы

	
	№3
	№3

	Туя восточная
	732
	115 094,33

	Номер пробы

	
	№4
	№4

	Покрытосеменные растения (слива)
	1 137
	178 773,58

	Номер пробы

	
	№5
	№5

	Воздух (контроль)
	2 198
	345 597,48


Из таблицы 3.1 видно, что число колоний меньше в пробе №1, наибольшее число в контрольной пробе №5. Таким образом, голосеменные растения способны выделять наибольшее количество фитонцидов. (рис. 3.1.).
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	Рис. 3.1. Диаграмма сравнения фитонцидной активности растений


В ходе исследования так же изучили свойства бактерий (таблица 3.2).
Таблица 3.2
Описание внешних свойств колоний
	Признаки
	Колонии

	
	Тис ягодный
	Сосна крымская
	Туя восточная
	Слива
	Контроль

	Форма
	круглая
	круглая
	круглая
	круглая
	круглая

	Окраска
	белая
	белая
	белая
	белая
	белая

	Поверхность колонии
	гладкая
	гладкая
	гладкая
	гладкая
	гладкая

	Профиль
	выпуклая
	выпуклая
	выпуклая
	выпуклая
	выпуклая

	Блеск и прозрачность
	матовая
	матовая
	матовая
	матовая
	матовая

	Размер колонии
	мелкие,

средние
	мелкие,

средние
	мелкие,

средние
	точечные,

мелкие,

средние
	точечные,

мелкие,

средние

	Край колонии
	ровный
	ровный
	ровный
	ровный
	ровный

	Структура колонии
	однородная
	однородная
	однородная
	однородная
	однородная


Таким образом, методом осаждения из воздуха на питательной среде в чашках Петри нами были выращены колонии бактерий. При описании колоний бактерий в основном были выявлены бактерии рода сарцина - Sarcina.

 Колонии Sarcina окрашены в желтый или оранжевый, белый цвет, диаметр колоний 4-5 мм. Sarcina имеет форму кокков, клетки средних размеров (2-6 мкм), встречаются скоплениями по 4-8 клеток вместе. Sarcina – аэроб, широко распространенный в почве и воздухе, разлагает мочевину и белок. Она же использовалась при тестировании фитонцидной активности разных растений.

ВЫВОДЫ

1. Все изученные растения выделяют фитонциды, которые оказывают антибиотическое действие на микроорганизмы.

2. Фитонцидная активность разных растений проявляется по-разному в зависимости от вида растений и сезона года.

3. В осенний период максимально это свойство проявляется у голосеменных растений.
4. Защитные свойства растений зависят от их фитонцидных особенностей.

5. Полученные результаты позволят составить рекомендации, касающиеся озеленению улиц города.
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ПРИЛОЖЕНИЯ

Приложение А
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Фото 6-9. Подсчет колоний
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