НАУЧНО-ТЕХНИЧЕСКИЙ КОНКУРС 
«ОТКРЫТЫЙ МИР. СТАРТ В НАУКУ»



[bookmark: _GoBack]

Исследовательская работа
«Простейшие - биоиндикаторы водной экосистемы Косинских озер»



выполнила:
ученица 11 класса ГБОУ №544
Лисина Анастасия Константиновна 

Научный руководитель:
учитель биологии ГБОУ №544
Мазурова Оксана Владимировна 










Москва, 2022
СОДЕРЖАНИЕ

	ВВЕДЕНИЕ
	

	ГЛАВА 1. Характеристика Косинских озер.
	

	1.1. Белое озеро.
1.2. Черное озеро.
1.3. Святое озеро.
	

	ГЛАВА 2. Материалы и методы
	

	2.1. Методы биоиндикации.
	

	2.2. Оценка загрязнения водоемов по многообразию простейших.
2.3. Оценка загрязнения водоемов по хемотаксической реакции инфузорий.
	

	ГЛАВА 3. Результаты 
	

	ВЫВОДЫ
ПРИЛОЖЕНИЯ
	

	СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ
	

















ВВЕДЕНИЕ

Сейчас существует много методов оценки состояния окружающей среды. К ним относят химические, физические и биологические методы. Одним из биологических методов является метод биоиндикации.
Метод биоиндикации основан на том, как живые организмы реагируют на загрязнение окружающей среды. В основе биоиндикации лежит знание о влиянии загрязняющих веществ на живых организмов. Живые организмы служат своеобразными индикаторами загрязнения. Об этом можно судить по отсутствию определенных видов организмов в данной экосистеме или изменению их численности. Каждый вид организмов в качестве биологического индикатора имеет свои преимущества и недостатки, которые определяют границы ее использования при решении задач биоиндикации. Различные виды организмов показывают, чем загрязнена окружающая среда.
Метод биоиндикации я использовала для оценки загрязнения Косинских озер, в качестве индикаторов были выбраны одноклеточные животные (простейшие). 

Цель: дать оценку экологическому состоянию Косинских озер, используя методы биоиндикации.

Задачи:
1. Используя литературные источники, дать характеристику Косинским озерам.
2. Оценить загрязнение воды из озер по многообразию простейших.
3. Оценить загрязнение воды из озер по хемотаксической реакции инфузорий.
4. Сделать вывод об экологическом состоянии озер на основании использованных методов.





Глава 1. Характеристика Косинских озер
Косинские озера являются комплексом ледниковых озёр, которые находятся в Косино-Ухтомском районе. Раньше на территории этого района было село Косино. Комплекс состоит из трёх озёр Белого, Черного и Святого. Белое и Чёрное озёра сообщаются небольшим каналом и представляют собой общую систему (Приложение 1). Площадь комплекса составляет 65га, до 1970-1980-х годов во всех официальных документах озёра фигурировали как охранная зона.

1.1. Белое озеро.
Белое озеро - самое большое в комплексе, его площадь составляет 27га, глубина достигает 13,5м. до 19м., по форме ложе напоминает воронку. Рельеф дна ровный, дно покрыто илом, ближе к берегу песок. Белое озеро является неглубоким, хорошо прогреваемым эвтотрофным водоёмом. Питание озера происходит за счёт грунтовых и поверхностных вод. Также в его юго-западной части имеется сток, который соединяется со стоком Чёрного озера. Озеро расположено в бассейне реки Нищенки. Сток проходит через Косинский ручей, далее через Пономарку и Нищенку. Медленный водообмен связан с маловодностью протоки, которая периодически высыхает летом. В придонных слоях воды содержится сероводород.
По берегам растут деревья, из ихтиофауны водится плотва, окунь, подлещик, карп, ерш, карась, лещ. В озёрной воде встречаются аир, тростник, камыш озерный, повой вздутый, череда облиственная, кипрей волосистый, элодея канадская. Из водоплавающих и околоводных птиц встречается кряква, сизая чайка, речная крачка, хохлатая чернеть, красноголовый нырок, речной сверчок, садовая славка, черношейная поганка, камышница. Среди млекопитающих можно встретить ондатру. Из рыб в озере встречаются карп, лещ, белый амур, серебристый карась, окунь, верховка, щука, плотва, налим, сом, судак, жерех.

1.2. Черное озеро.
Своё название Чёрное озеро получило по характеристике воды - тёмной от торфа, непрозрачной, с заболоченными берегами, илистым и заторфованным дном. Черное озеро расположено в бассейне реки Нищенки, через которую проходит Косинский ручей, левый приток Пономарки. Чёрное озеро соединено заболоченной протокой с Белым. Озеро содержит много торфа, что повлияло на его рельеф, так как его интенсивно добывали в послевоенные годы, также из-за этого озеро разрослось вширь. Черное озеро подпитывается донными родниками. Вода в озере холодная и имеет немного бурый цвет. на дне обнаружены запасы сапропеля. Из Косинских озёр вода Чёрного наиболее минерализована.
На Чёрном озере можно встретить таких птиц как кряква, чирок-свистунок, хохлатая чернеть, речная крачка, красноголовый нырок, черношейная поганка, погоныш, гоголь. Из околоводных птиц встречаются варакушка, камышовая овсянка, соловей, желтоголовая трясогузка, садовая славка, сорока, камышевка-барсучок, чибис, малый зуек. Для северной части озера характерно наличие необычной для этого региона флоры и фауны, это объясняется тем, что раньше там находилось низинное болото. Там произрастает ряд растений, которые стали редкими для Московской области. Берега Чёрного озера заросли камышом, имеются плавучие острова. Среди растений, занесенных в Красную книгу Москвы можно встретить горец змеиный, телорез, белозор, тростник, лесной камыш, телиптерис болотный, белокрыльник болотный. Среди ихтиофауны преобладают карп и линь.

1.3. Святое озеро.
Святое озеро находится в восточной стороне района, образовалось в результате провала, на дне ученые обнаружили большие деревья. Имеет круглую форму, площадь озера 0,08км², средняя глубина 3м, максимальная 5,1м. Берега озера заболочены примерно на 200-250 м, там растут небольшие деревья. На дне озера большой слой ила, вода холодная (холоднее чем в других озерах), чистая и прозрачная. Вода Святого озера имеет полезные свойства, в донном иле содержатся йод, серебро и бром.

ГЛАВА 2. Материалы и методы

2.1. Методы биоиндикации.
Изучение последствий антропогенного воздействия на окружающую среду невозможно без применения методов биоиндикации, которая дает прямую информацию о реакции организмов на стрессовые факторы.
Биоиндикация - это оценка качества среды обитания и её отдельных характеристик по состоянию организмов в природных сообществах. Для учёта изменения среды под действием различных факторов составляются списки индикаторных организмов - биоиндикаторов. Биоиндикаторы - это группы организмов по наличию, степени развития, изменению морфологических, структурно-функциональных, генетических характеристик которых судят о состоянии экосистем. В качестве биоиндикаторов часто выступают лишайники, в водных объектах - сообщества бактерио-, фито-, зоопланктона, зообентоса, перифитона.

2.2. Оценка загрязнения водоемов по многообразию простейших.
В пресных водоемах живут не только такие животные как, рыбы, рептилии, земноводные, но и простейшие, которых можно увидеть под микроскопом в капле воды. Простейшие - это микроорганизмы, которые состоят из одной клетки. Передвигаться они могут с помощью ложноножек (псевдоподий), жгутиков, ресничек.
Для сбора простейших я использовала пустые банки. Перед взятием пробы необходимо сполоснуть банку водой данного водоёма. Затем, выбрав подходящее место, зачерпнуть банкой воды у самого берега.
Оборудование: микроскоп, предметные и покровные стекла.

2.3. Оценка загрязнения водоемов по хемотаксической реакции инфузорий.
Для контроля токсичности проб воды применяется методика биотестирования с использованием в качестве тест-объекта инфузорий (Paramecium сaudatum), основанная на их поведенческой реакции (хемотаксисе). Метод определения токсичности вод основан на способности тест- объектов реагировать на присутствие в водной среде веществ, представляющих опасность для их жизнедеятельности, и направленно перемещаться по градиенту концентраций этих веществ, избегая их вредного воздействия. Количественные показатели хемотаксической реакции инфузорий определяются с помощью приборов серии «Биотестер» (Приложение 2). Был использован Биотетсер-2.
Хемотаксическая реакция реализуется при условии наличия стабильного во времени градиента концентраций химических веществ. Подобный градиент создается путем наслоения в вертикальной кювете на взвесь инфузорий в загустителе испытуемой жидкости. При этом в измерительной кювете образуется стабильная граница раздела, сохраняемая в течение всего времени биотестирования. Эта граница не препятствует свободному перемещению инфузорий в предпочтительном для них направлении и при этом предотвращает перемешивание жидкостей из нижней и верхней зон. После создания в кювете двух зон в течение 30мин. происходит перераспределение инфузорий по зонам. Важная особенность поведенческой реакции инфузорий - массовое перемещение организмов в верхние слои жидкости. В случае, если исследуемая проба не содержит токсических веществ, в кювете будет наблюдаться концентрирование клеток инфузорий в верхней зоне. Наличие в анализируемой пробе токсических веществ приводит к иному характеру перераспределения инфузорий в кювете. Чем выше токсичность пробы, тем меньшая доля инфузорий перемещается в верхнюю зону кюветы. Критерием токсического действия является значимое различие в числе клеток инфузорий, наблюдаемых в верхней зоне кюветы в пробе, не содержащей токсических веществ (контрольная проба), по сравнению с этим показателем, наблюдаемым в анализируемой пробе. Количественная оценка параметра тест-реакции, характеризующего токсическое действие, производится путем расчета соотношения числа клеток инфузорий, наблюдаемых в контрольной и анализируемой пробах, и выражается в виде безразмерной величины - индекса токсичности (Т).
Отбор проб
Объем пробы воды для определения токсического действия на инфузории должен составлять 10мл. Биотестирование проб воды проводят не позднее 6ч. после их отбора. При невозможности проведения анализа в указанный срок пробы воды охлаждают (+2…+4°С). Хранить пробы следует не более 24ч после отбора. В исключительных случаях допускается замораживание проб (-18°С) и их хранение до двух недель.
Природные воды фильтруют через фильтр с диаметром пор 3,5мкм. Проба воды, подлежащая биотестированию, должна иметь рН 6,0-8,0, если рН пробы выходит за указанные пределы, подкисление осуществляют 10%-м раствором HCl, подщелачивание - 10%-м раствором NaOH.

Культивирование инфузорий
Взвесь инфузорий хранят при комнатной температуре, при обычной освещённости, в стеклянных мерных колбах с закручивающимися пластмассовыми крышками. В крышках делают несколько отверстий для обеспечения инфузорий кислородом. Кормят инфузорий сухими хлебопекарными дрожжами с периодичностью 7-10 дней, для этого 40мг дрожжей помещают в стеклянную мерную колбу с 60мл взвеси инфузорий, находящихся в среде Лозина-Лозинского. Через 7-10 дней после питания, перед следующим кормлением, взвесь инфузорий отмывают от продуктов метаболизма и корма.
Проведение биотестирования
Реактивы и материалы: дистиллированная вода, натрий хлористый (NaCl), калий хлористый (KCl), кальций хлористый двуводный (CaCl2*2H2O), магний сернокислый (MgSO4), натрий углекислый кислый (NaHCO3), медь сернокислая пятиводная (СuSO4*5H2O), поливиниловый спирт (порошок), фильтры бумажные обеззоленные («белая» лента), дрожжи хлебопекарные (в брикетах).
Оборудование: колбы мерные на 100мл, банка стеклянная с завинчивающейся крышкой (с делениями), пипетки (пластмассовые) на 1мл, микроскоп бинокулярный, весы лабораторные общего назначения, прибор серии Биотестер (специализированный	импульсный фотометр с набором фотометрических кювет), водяная баня, термометр для измерения температуры воды.
Приготовление среды для культивирования
Для приготовления рабочего раствора Лозина-Лозинского в 1 литре дистиллированной воды растворяют следующие соли - 100 мг NaCl, 20 мг NaHCO3, 10 мг MgSO4, 10 мг KCl, 10 мг CaCl*2H2O.
Приготовление взвеси клеток инфузорий с концентрацией
1000±500 клеток/ см3
Для приготовления рабочего раствора инфузорий взвесь инфузорий через 4 дня со дня последнего кормления отмывают от продуктов метаболизма и корма. Далее производят подсчёт клеток в растворе взвеси инфузорий. Для этого в колбу на 50мл помещают 10мл среды Лозина-Лозинского. На лабораторных весах взвешивают 100мг NaCl и переносят в колбу. Содержимое тщательно перемешивают. Далее отбирают 1мл смеси и вместо него добавляют 1мл рабочей взвеси инфузорий. Содержимое перемешивают. Отбирают 1мл и переносят его в чашку Петри. Для этого пипеткой на 1мл капают (отдельными каплями, чтобы они не сливались) в чашку Петри (Приложение 3). С помощью микроскопа считают в каждой капле количество инфузорий. После подсчета инфузорий результат умножают на разведение (*10).
Проведение анализа
Для проведения анализа одновременно готовят контрольные и анализируемые пробы.
Проведение наслаивания контрольной пробы
1. В кювету вносят 2,0мл взвеси инфузорий рабочей концентрации.
2. Добавляют 0,4мл 5%-го раствора ПВС.
3. Перемешивают (закрыв пальцем отверстие кюветы, осторожно переворачивая ее).
4. В кювету вносят 1,6мл среды Л- Л (пипеткой медленно по каплям). При этом стенки кюветы должны быть увлажнены (после перемешивания). Кончик пипетки касается верхней части кюветы (не касаясь слоя жидкости). При этом жидкость с пипетки должна медленно стекать по стеклу кюветы. Кювету необходимо держать в наклонном положении, пока не введён нужный объём среды Л – Л. После наслаивания должна быть видна чёткая граница. Если граница не видна, процедуру наслаивания необходимо повторить (Приложение 4). 
Проведение наслаивания анализируемой пробы
Анализируемая проба готовится аналогично контрольной, но вместо среды Л-Л добавляется (наслаивается) анализируемая жидкость. Через 30мин (продолжительность тест-реакции) последовательно производится определение концентрации инфузорий в верхней зоне кюветы в контрольных и анализируемых пробах (30мин - это время, за которое инфузории перемещаются в верхнюю часть кюветы). Чем меньше концентрация инфузорий в верхней части кюветы, тем больше токсичность данной анализируемой жидкости (Приложение 5). По истечении заданного времени (30 мин) кюветы последовательно помещают в Биотестер 2.



ГЛАВА 3. Результаты

Оценка загрязнения водоемов по многообразию простейших
В пробах воды из озер были обнаружены следующие простейшие.
1. Амеба обыкновенная (Amoeba proteus) - бесцветное одноклеточное животное относительно крупных размеров до 0,5мм, питается бактериями и одноклеточными водорослями, захватывая их с помощью ложноножек. Ее клетка имеет одно ядро и сократительную вакуоль (Приложение 6). Размножается делением клетки пополам. Является представителем класса Саркодовые.
2. Арцелла обыкновенная (Arcella vulgaris) - клетка данного организма находится внутри защитной раковины, состоящей из органического вещества. Из отверстия, расположенного на нижней стороне раковины, наружу выходят ложноножки (Приложение 7). 
3. Эвглена зеленая (Euglena viridis) - представитель биологической группы жгутиковых простейших (в современной систематике тип жгутиковые, или Sarcomastigophora, не выделяется, а E. viridis относят к типу Euglenozoa), включающий в своей жизнедеятельности черты, как животных, так и растительных организмов (Приложение 8). 
4. Инфузория-туфелька (Paramecium caudatum) обитает в загрязненных водоемах со стоячей водой. Длина тела 0,1-0‚3 мм. Форма тела постоянная в виде отпечатка стопы человека (Приложение 9). Клетка имеет плотную эластичную оболочку — пелликулу, которая является наружным слоем эктоплазмы. Короткие плазматические выросты - реснички обеспечивают движение инфузории. Между ресничками располагаются трихоцисты - специальные образования для защиты и нападения. Любое их раздражение вызывает выброс длинной тонкой нити, которая внедряется в тело врага или жертвы и вводит в него яд с парализующим действием. 
5. Спиростомум (Spirostomum ambiguum) - это род свободноживущих инфузорий, относящихся к классу Heterotrichea. Несмотря на то, что они одноклеточные, представители некоторых из них могут вырастать в длину до 4мм. Клетка данной инфузории имеет червеобразную форму, в поперечном сечении клетка в основном овальной, или кругло-подобной формы (Приложение 10). Хвостовые концы могут быть уплощены. самая интересная особенность их заключается в том, что их пищеварительная, а точнее экскреторная вакуоль может достигать настолько больших размеров, что способна занимать весь «хвостовой» конец клетки. Экскреторная вакуоль инфузории представляет собой гигантскую гранулу, которая, сливаясь с цитоплазматической мембраной, изливает вредные продукты обмена во внешнюю среду.
6. Бурсария (Bursaria truncatella) - крупная инфузория с широким бочкообразным телом. Внутри можно заметить лентовидное ядро и тёмные пищевые вакуоли (Приложение 11). Бурсария хищница и питается другими инфузориями.
7. Фронтония (Frontonia leucas) - инфузория с уплощённой бобовидной формой тела. Большей частью тёмноокрашена из-за присутствия различных пищевых частиц в цитоплазме и включений (Приложение 12).
8. Сувойки  (Vorticella) – это сидячие мелкие инфузории. Узнать этих инфузорий можно по стебелькам, которыми они прикрепляются к субстрату. Некоторые сувойки одиночные, но есть и колониальные формы. При раздражении стебелёк их скручивается, а затем снова выпрямляется (Приложение 13).
9. Дидиния (Didinium nasutum) - имеют различные формы тела, бочковидные, круглые или овальные. Тело клетки окружено двумя полосами, известными как пектинели, которые представляют собой не что иное, как ряды ресничек. В передней части имеется конусообразный выступ, в котором расположено отверстие цистосомы или отверстие для полости рта. Важно отметить, что это отверстие не является постоянным, а появляется только тогда, когда организм собирается принимать пищу. Он способен расширяться в больших размерах (Приложение 14).
10. Стилонихия (Stylonychia mytilus) - имеют овальную форму (Приложение 15).  Реснички организма сгруппированы в структуры, называемые "цирри", пучки соединенных ресничек, которые функционируют вместе как единое целое. Перышки на вентральной поверхности клетки могут функционировать как ножки, позволяя организму передвигаться по твердым субстратам, таким как подводные водоросли, листья или мусор.
11. Уростила (Urostila grandis) - тело удлинённое, закруглённое с обоих концов, размер до 400 мкм. Реснички на брюшной стороне. На переднем конце венчик плотных ресниц, охватывающих с одной стороны ротовое отверстие. На заднем конце также выделяется группа длинных ресничек. Остальное тело покрыто рядами более коротких ресничек, незаметных при малом увеличении (Приложение 16). Инфузории быстро двигаются между частицами детрита, изгибаясь и сокращаясь. Относятся к прожорливым хищникам, так как питаются другими простейшими и даже коловратками.
Среди обнаруженных простейших наиболее устойчивыми к загрязнениям являются Спиростомум (прежде всего), Стилонихия и Уростила.
Обнаружение простейших в пробах воды
	Простейшие
	Белое
	Черное
	Святое

	Амеба обыкновенная
	+
	+
	+

	Арцелла обыкновенная
	
	
	+

	Эвглена зеленая
	
	+
	+

	Спиростомум
	+
	+
	

	Бурсария
	
	
	+

	Инфузория-туфелька
	+
	
	+

	Фронтония
	
	
	+

	Сувойки
	
	
	+

	Дидиния
	
	+
	+

	Стилонихия
	+
	
	

	Уростила
	+
	+
	



Наибольшее количество видов простейших обнаружены в пробах воды из озера Святое. В Белом озере обнаружены Спиростомум, Стилонихия и Уростила. В Черном озере были обнаружены Спиростомум и Уростила.

Оценка загрязнения водоемов по хемотаксической реакции инфузорий
Оценку токсичности пробы производят по относительной разнице количества клеток, наблюдаемых в зоне измерения контрольных и анализируемых проб.
Индекс токсичности определяется по формуле:
[image: ]
где I ср.к, I ср.а - средние показания прибора для контрольных и анализируемых проб.
Т - индекс токсичности - величина безразмерная и может принимать значения от 0 до 1 в соответствии со степенью токсичности анализируемой пробы.
Анализируемые пробы классифицируются по степени их токсичности на 4 группы:
· проба нетоксична (Т=0,00);
·   допустимая степень токсичности (0,00 <Т<0,40);
· умеренная степень токсичности (0,41 <Т<0,70);
· высокая степень токсичности (Т>0,71).
В случае очень токсичных проб, когда Т принимает значение 1 (т.е. когда в верхней зоне кюветы с анализируемой пробой подвижные инфузории не обнаруживаются), индекс токсичности не может однозначно характеризовать истинный уровень токсичности пробы. Пробу следует разбавить до такой степени, чтобы значение индекса токсичности не достигало 1, и полученное значение Т умножить на коэффициент разбавления.
Некоторые пробы могут содержать безопасные, но привлекательные для инфузорий вещества. В таких случаях Icp.a может даже несколько превышать Icp.к. Полученные при формальном расчете отрицательные значения индекса токсичности Т свидетельствуют об отсутствии токсичности и могут быть оценены как нулевые.
Индексы токсичности
	Пробы
	Контроль
	Белое
	Черное
	Святое

	1
	0,00
	0,49
	0,23
	0,05

	2
	0,00
	0,45
	0,29
	0,02

	3
	0,00
	0,56
	0,37
	0,01

	4
	0,00
	0,44
	0,34
	0,02

	5
	0,00
	0,31
	0,36
	0,00



Пробы из Святого озера нетоксичны и мало токсичны. Пробы из Белого и Черного озер имеют умеренную степень токсичности. Наиболее высокие результаты в пробах из Белого озера



Выводы
Одноклеточные животные всё больше привлекают внимание исследователей, занимающихся поиском надежных индикаторов загрязнения водной среды.
Можно сделать следующие выводы по каждому из озер.
1. Белое озеро.
Полученные результаты позволяют сделать вывод о том, что данный водоем имеет большую степень загрязнения, чем все остальные. Это связано с тем, что водоём регулярно загрязняется из-за посыпания солью в зимнее время МКАД. Также в него поступают ливневые стоки с огородов жителей, территории трикотажной фабрики, что повышает содержание биогенных веществ, и способствуют эвтрофированию, из-за чего в воде наблюдается недостаток кислорода.
2. Черное озеро.
Вода Черного озера менее загрязнена. Загрязнение связано с застаиванием территории вокруг озера.
3. Святое озеро.
Вода в озере показывает нетоксичный уровень.
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