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Введение


Использование экологически несовершенных технологий в промышленности и сельском хозяйстве, сброс недостаточно очищенных промышленных, коммунальных и сельскохозяйственных стоков, поступление загрязнений с водосборных территорий привели к практически повсеместному загрязнению поверхностных вод.



 Основные загрязнители поверхностных вод – нефтепродукты, фенолы, легкоокисляемые органические вещества, соединения металлов (меди, цинка, железа, марганца), аммонийный и нитритный азот, а также лигнин, формальдегид, пестициды.



В наше время общество осознало опасность токсического загрязнения поверхностных вод и пришло к необходимости введения в практику мониторинга совершенно новых нетрадиционных подходов, в частности биологического тестирования.


Биотестирование - исследование влияния различных веществ на живые организмы. Исследуемые организмы называют тест-объектами, или тест-индикаторами. Биотестирование воды - это оценка качества воды по ответным реакциям организмов, являющихся тест-объектами. Биотестирование применяется для оценки токсичности загрязняемых природных сточных вод, ускоренной токсичности экстрактов и смывов.



Широкое внедрение методов биотестирования в практику оценки качества вод – настоятельная необходимость времени, так как никакая даже самая современная аналитическая химия не даст полной информации о токсичности среды. К тому же анализ существующих методов оценки качества природных вод показал, что биотестирование – наиболее точный, быстрый и дешёвый способ охраны природных  вод.


Цель работы: исследование токсичности природных вод с. Новозаведенного методом биотестирования. 
Задачи:
· Освоить методику биотестирования;

· Подобрать литературные источники по данной теме и изучить их;

· Установить сезонную динамику токсичности природных вод района исследования;

· Определить зависимость развития тест - растений от токсичности природных вод;
· Проанализировать полученные результаты, сделать выводы.

Практическая значимость результатов исследований заключается в том, что их можно использовать органам природоохранных организаций для проведения мониторинга природных вод, при проведении занятий элективного курса «Экология населённого пункта», а также на уроках биологии и экологии при изучении регионального компонента. 
1. Обзор литературы
1.1. Методы биотестирования

Одной из главных причин негативных последствий антропогенного загрязнения природных сред является токсичность загрязняющих веществ для биоты. Именно присутствие токсикантов в окружающей среде приводит к гибели всего живого, выпадению из состава сообществ организмов обитателей чистых зон и замене их эврибионтными видами.

Существуют различные физические и химические методы определения токсичности окружающей среды, но в последнее время стали широко использоваться и биологические методы позволяющие провести оценку состояния живых организмов (Приложение 1). Ведь говоря о загрязнении воды, почвы, атмосферы, об их токсичности мы имеем в виду, то насколько они благоприятны для обитания в них живых организмов, для здоровья человека.

К числу наиболее радикальных приёмов относятся методы токсикологического биотестирования. Под биотестом понимается испытание в  строго определённых условиях действия вещества или комплекса веществ на водные организмы посредством регистрации изменений того или иного биологического показателя исследуемого объекта по сравнению с контролем. Исследуемые организмы называются тест-объетами, а опыт биотестированием (Лысенко, 1996). Этот дешевый и универсальный метод в последние годы  широко используется во всем мире для оценки качества объектов окружающей среды. В России с 1996 года начат эксперимент по внедрению методов биотестирования сточных вод, сбрасываемых в природные водоемы и подаваемых на сооружения биологической очистки.

С помощью биотестирования можно получить данные о токсичности конкретной пробы, загрязненной химическими веществами антропогенного или природного происхождения. Этот метод позволяет дать реальную оценку токсичности свойств какой-либо среды, обусловленной присутствием комплекса загрязняющих веществ и их метаболитов. Живые организмы всегда в той или иной степени реагируют на изменение окружающей среды, но в ряде случаев это нельзя выявить физическими или химическими методами, так как разрешающие возможности приборов или химических анализов ограничены. Чувствительные же организмы – индикаторы реагируют не только на малые дозы экологического фактора, но и дают адекватную реакцию на воздействие комплекса факторов (Груздева, 2002).


Биотестирование позволяет установить районы и источники загрязнения. В качестве тест-объектов используются бактерии, водоросли, высшие растения, пиявки, дафнии, моллюски, рыбы и другие организмы. В  порядке возрастания толерантности к загрязнениям организмы располагаются в следующий ряд: грибы, лишайники, хвойные, травянистые растения, листопадные растения.  Каждый из них имеет преимущества,  но, ни один не является универсальным, самым чувствительным ко всем веществам. Для гарантированного выявления присутствия в природных водах токсического агента неизвестного химического состава нужно использовать набор тест-объектов, представляющих различные группы организмов. При выборе тест-организмов исходят из видовой токсичности возможных загрязнителей, особенностей водоема и требований водопотребителей. Для тест-организмов могут быть выделены частные интегральные тест-функции. Интегральные параметры характеризуют состояние системы наиболее обобщённо. Для организмов к интегральным относят характеристики выживаемости, роста, плодовитости. Частными для организма, например, могут быть физиологические, биохимические и гистологические параметры.

Биотестирование природных вод стало широко применяться в научно- исследовательских работах с начала 80-х годов (Приложение 2). Это объясняется существенным увеличением уровня загрязнения водных  объектов и надеждами специалистов на то, что биотестирование сможет хотя бы частично заменить химический анализ вод, так как в водные объекты ежегодно сбрасывается около 55 км3 сточных вод, из которых 20 км3 загрязнен. (Степановских, 2001).  До нормативного качества очищается лишь около 10% вод требующих очистки (Яблоков, 2005). 

В 1991г. биотестирование введено как обязательный элемент контроля качества поверхностных вод, что предусмотрено «Правилами охраны поверхностных вод» (1991). Показатели биотестирования природных вод включены в перечень показателей для выявления зон чрезвычайной экологической ситуации и зон экологического бедствия (Туманов, Постнов, 1983).

Методы биотестирования  представляют собой характеристику степени воздействия на водные биоценозы. Так, А.М. Гродзинский Д.М. Гродзинский(1973) описывают ряд биологических проб для тестирования токсичности природных вод.

Согласно принятому определению, биотестирование воды – это оценка качества воды по ответным реакциям организмов, являющихся тест-объектами. Тест на прорастание семян применяется для установления воздействия различных физиологически активных веществ. В качестве индикаторов токсичности используются семена сельскохозяйственных растений. Среди сельскохозяйственных культур наиболее чувствительны салат, люцерна, злаковые, крестоцветные, а к нечувствительным видам относят кукурузу, виноград, розоцветные, подорожник (Рамад,1981).

Методы биотестирования должны отвечать следующим требованиям: относительная быстрота проведения, получение достаточно точных и воспроизводимых результатов, наличие, пригодных для индикации объектов в большом количестве.


В настоящее время хорошо  известны методы биотестирования, ориентированные на определение токсичности водной среды, обусловленной присутствием определенных групп химических соединений, в частности фосфорорганических. Наиболее апробирован на природных водах ферментативный метод В.И. Козловской.

Главные достоинства биотестирования – простота и доступность приемов ее постановки, высокая чувствительность тест-организмов к минимальным концентрациям токсических агентов, быстрота, отсутствие надобности в дорогостоящих реактивах и оборудовании.  По мнению ряда авторов ни один из отдельно взятых организмов не может служить универсальным тест-объектом к веществам различной химической  природы, следовательно, для гарантированного выявления в среде токсичного агента должен использоваться набор биотестов (Брагинский и др. 1979; Лесников, 1983; Филенко, 1989). 
Методами биотестирования выявляется токсичность, которая является интегральным показателем загрязнения природных сред. Как  и все интегральные показатели, они имеют тот недостаток, что не раскрывают индивидуальные  загрязняющие вещества, присутствующие в пробе.

Работ по биотестированию водной среды опубликовано множество, но они были сделаны главным образом с целью  оценки токсичности вновь синтезируемых химических препаратов, препаратов, приобретаемых по импорту, а также при разработке регламентов на химические соединения. Гораздо меньше публикаций по биотестированию сточных вод и ещё меньше – по биотестированию природных вод (Никаноров, Хоружая, 2001).
1.2. Загрязнение природных вод Ставропольского края
Загрязнителями  воды являются  все химические вещества, так или иначе загрязняющие воду, делающие её непригодной для питья или же вредной для гидробионтов. Загрязняющие вещества принято делить на три основные группы: органические нетоксичные; минеральные и органические токсичные; смешанные.


К загрязнителям первой группы относятся фекальные стоки, отходы лесосплава и некоторые другие. Попадая в водоём, они резко ухудшают кислородный режим, способствуют образованию и накоплению сероводорода, метана и других продуктов распада органических веществ.
Загрязнение водоёмов токсичными веществами является в настоящее время главным, как по масштабам распространения, так и по силе воздействия на гидробионтов. Такие загрязнения представляют опасность и для человека, который употребляет в пищу водные организмы, содержащие повышенные концентрации тяжелых металлов, пестицидов, радиоактивных и других веществ. Источники токсического загрязнения вод различны. Водоемы аккумулируют токсические вещества, первоначально находившиеся  на суше и воздухе. Поступают они также с бытовыми и промышленными стоками. Из органических веществ большой токсичностью отличаются пестициды.К числу минеральных, наиболее токсичных веществ относятся соединения ртути, мышьяка, свинца, меди, цинка и др.

Степень загрязнения многими химическими веществами определяется не только их токсичностью для животных и растений, но и их прямым или косвенным влиянием на протекание процессов, поддерживающих биологическое равновесие в природе.

По территории края протекает 225 рек, имеется 38 озер, 1758 водохранилищ, прудов и водоемов, развитая сеть мелиоративных каналов. Основу водных ресурсов составляет сток верховьев рек Кубани и Кумы. Вода в реках Ставропольского края сильно загрязнена, а такие реки как Калаус, Подкумок, Кума, Мамайка  практически превращены в сточные канавы (Физическая география…, 2003). В реки сбрасываются неочищенные стоки предприятий, содержащие нефтепродукты, соли тяжелых металлов, нитраты, биогенные вещества, ядохимикаты.
Основные источники загрязнения водных систем и преобладающие виды загрязнителей в Ставропольском крае представлены в таблице 1.

Таблица 1

Основные источники загрязнения вод в Ставропольском крае

	Источники
	Преобладающие виды загрязнителей

	Нефтегазодобыча
	Нефтепродукты, СПАВ, фенолы, аммонийный азот, сульфиды

	Машиностроение
	Нефтепродукты, смолы, фенолы, фотореагенты, медь, цинк, хром, сульфаты, никель, свинец, кадмий

	Химическая и нефтехимическая промышленность
	Нефтепродукты, СПАВ, фенолы, полициклические ароматические углеводороды, бенз(а)пирен, взвешенные вещества, азот аммонийный, медь, цинк, никель, хром

	Легкая, пищевая  промышленность 
	Нефтепродукты, СПАВ, органические красители, органические вещества, соли тяжелых металлов

	Деревообработка
	Органические вещества (лигнины, смолистые и жирные вещества, фенол), взвешенные вещества, сульфаты

	Скотные дворы, животноводческие фермы
	Азот, фосфор, калий, пестициды, нитраты

	Заводы стройматериалов и приборостроения
	Соли тяжелых металлов


В период с 2001 по 2005г в  природные поверхностные водные объекты края сбрасывается  порядка 1500 млн.м. куб.  сточных вод, в том числе без очистки 37,1 млн.м. куб., и 19,5 млн.м. куб. недостаточно очищенных.
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Основная масса загрязняющих веществ, поступающих в водные объекты края, приходилась на  бассейны рек Кума (около 57%), Кубань(12%), Калаус (11%) и Егорлык(9%). При этом загрязняющие вещества поступали сюда с водами притоков, на которых расположены наиболее крупные жилищно-коммунальные и промышленные предприятия.
Наибольшую часть загрязняющих веществ, поступающих в водные объекты со сточными водами, составили органические загрязнители, соли и взвешенные вещества
Загрязняющие вещества в сточных водах на территории Ставропольского края (%) в 2006г.
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Взвешенные   вещества  0,53 %  


Усиление антропогенного влияния на реки, озера, водохранилища, в которые поступает большое количество различных химических соединений, изменяет среду обитания водных организмов, ухудшает качество воды, приводит к снижению продуктивности промысловых объектов. 
Установить наличие загрязняющих веществ, а именно  токсикантов в природных водах позволяет предлагаемый нами  метод биотестирования.
2. Место, материал и методика исследования

Работа по изучению метода биотестирования токсичности природных вод по проросткам растений индикаторов   выполнялась  в течение 2007 года. 

Все исследования по теме проводились в лаборатории  МОУ СОШ
 № 23 с.Новозаведеного в дневное время, при сочетании искусственного и естественного освещения в стандартных, оптимальных для тест-растений условиях. 

Оценить уровень загрязнения водоемов можно, используя тест на прорастание семян. Интенсивность прорастания будет определяться наличием вредных примесей (тяжелые металлы и другие токсические вещества), и такое тестирование проводится как предварительное для выявления особенно загрязненных водоемов с целью последующего химического анализа.

В качестве тест-растений были использованы проростки  высших растений: пшеницы, ячменя, овса, кресс-салата, редиса. 
 
Описание объектов исследования



1. Река Кума относится к большим рекам Ставропольского края. Река Кума берет начало на северных отрогах Скалистого хребта на высоте 2100 м над уровнем моря и впадает в Каспийское море. Общая длина реки 809 км, протяженность  по краю 350км. Площадь бассейна составляет 33,5 тыс. км2. Бассейн реки охватывает пред​горья, прилегающие равнины, а также восточные склоны Ставропольской воз​вышенности и западные районы Прикаспийской низменности. На территории края Кума принимает притоки: Подкумок, Мокрый Карамык, Томузловку, Мок​рую Буйволу и др. Равнинный характер реки создает условия формирования в ее нижнем течении плавней и болот. До Каспийского моря вода доходит только в многоводные годы.
Основными источниками питания являются грунтовые воды и атмосфер​ные осадки, вызывающие продолжительное и высокое половодье в весенний период. Оно длится с конца февраля до середины мая. На подъем воды в поло​водье накладываются высокие дождевые паводки. Максимальная величина подъема в р. Куме составляет почти 5 м, самый низкий уровень наблюдается в августе - сентябре. В летний период ее притоки p.p. Мокрый Карамык и Мок​рая Буйвола пересыхают сроком до 3-х месяцев.
Река Кума сильно размывает берега и несет большое количество взвешен​ного материала. В верхнем течении река имеет невысокую минерализацию, по химическому составу она гидрокарбонатно-кальциевая. Вниз по течению ми​нерализация повышается и достигает 2-3 г/л. С повышением минерализации возрастает и содержание сульфатов.
По пригодности для питья вода р. Кумы в ее верхнем течении относится к хорошей питьевой, а в среднем течении - к удовлетворительной, в нижнем течении - к допустимой для питья по необходимости. В верховьях вода при​годна для орошения, в средней части и особенно нижней она способствует засолению почв. 
В бассейн  р. Кума поступает загрязняющих веществ около 57% от всей массы загрязняющих веществ поступающих в водные объекты края..
Большая часть загрязняющих веществ, поступивших в реку Куму в 2006г, пришлась на предприятия ЖКХ (59%), сельское хозяйство(30%),промышленные предприятия (10%). В 2006 году  в р. Кума качество воды оценивается как «загрязненная» IVкласса, ИЗВ 2,5-4,0. В реке Кума в 2006 г наблюдалось два случая  ВЗ (высокого загрязнения уровня содержания загрязняющих веществ более 10 ПДК) медью. Обнаруженная концентрация меди соответствовала 11-13 ПДК. По данным аналитического контроля в реке наблюдается  загрязнение нитритами (1,4-2,3 ПДК), нефтепродуктами (1-6,4 ПДК). Наблюдается ухудшение качества воды в реке, что вызвано возрастанием среднегодовой концентрации меди в 2,5 раза и загрязнением нефтепродуктами, средняя концентрация которых составила 3 ПДК (О состоянии окружающей…2007г). 

Динамика изменения качества воды (по ИЗВ) за период 2002-2006гг.р. Кума
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Вдоль села Новозаведенное река Кума течет на протяжении 10км. Ширина реки 15-20м. Долина реки ассиметрична, с крутым левым берегом. Вдоль правого берега расположен лесной массив. Извилистое русло обрамлено обширными террасами высотой до 15м, вода мутная, с повышенной минерализацией, скорость течения 0,5 – 1,5 м/с.  В р. Кума сбрасываются неочищенные стоки предприятий, содержащие нефтепродукты. Соли тяжелых металлов, нитраты, биогенные вещества, ядохимикаты.
Сравнительный анализ гидрохимических данных за 2006г по бассейну реки Кума показал, что в створах р. Кумы отмечается ухудшение качества вод и переход из III  категории качества в   IV. Сточные воды, сбрасываемые в водоемы, даже после очистных сооружений, содержат токсичные химические вещества, которые могут нанести значительный ущерб водной экосистеме и, в конечном итоге, здоровью населения. 

2. Пруд расположен в 1км от села Новозаведенного, его площадь 650м3. Используется жителями села как зона отдыха. Вдоль берега этого водоёма произрастают преимущественно злаковые растения, изредка  встречаются кустарники и отдельные деревья. В 2007 году пруд очистили от водорослей, на берегу поставили мусорные контейнеры.


3. Старое русло р. Кумы образовалось в результате проведения работ по отведению русла реки от приусадебных участков жителей села. Представляет собой водоём площадью около  500м3   почти полностью  заросший камышом и рогозом. Вдоль берега с южной стороны - лес, на северо-востоке заросли тополя. Вода  в водоёме зеленого цвета из-за бурного размножения зеленых водорослей, частично наблюдается заболачивание старого русла. 

Отбор проб воды

Отбор проб проводился в р. Кума, в районе моста вблизи села Новозаведенное. Отбор проб из пруда и старого русла реки проводился на участках, где нет зарослей водных растений.
Пробы воды  в количестве 3-х литров отбирались в стеклянные банки, которые предварительно были вымыты и обработаны дистиллированной водой. Прежде чем брать пробу, посуду несколько раз споласкивают водой, подлежащей отбору. При отборе производится запись, указываются вид и происхождение воды, точное место отбора, дата, время и номер банки.

Отбор пробы из реки производился путем отбора средней пробы, которую получают путем смешивания равных частей проб, отобранных через одинаковые промежутки времени. Проба  берется в местах наиболее сильного течения, под поверхностью (20-30см) воды. Отбор проб из пруда и старого русла реки берется без средней пробы. Точки отбора проб воды отмечены на рис. 1 (Приложение 3).


Методика исследования
Соотношение между продуктивностью растений и токсичностью воды показывает метод биотестов предложенный Фёдоровой А.И.(Практикум…, 2001).

Предлагаемый метод биологической оценки токсичности природных вод по проросткам растений индикаторов проводился в двух вариантах:

 1.Полив проростков  тест-растений испытуемой загрязнённой водой.
 2. Накапывание испытуемого раствора между семядолями двудольных растений.

В качестве тест-растений в первом варианте применяли семена пшеницы, овса, ячменя. Во втором варианте были использованы только проростки двудольных растений: кресс-салата, редиса.
 Из всех используемых в исследованиях растений кресс-салат обладает повышенной чувствительностью к загрязнению воды тяжелыми металлами. Этот биоиндикатор отличается быстрым прорастанием семян и почти 100% всхожестью, которая заметно уменьшается в присутствии загрязнителей. Кроме того, побеги и корни кресс-салата под действием загрязнителей подвергаются заметным морфологическим изменениям
(задержка роста и искривление побегов, уменьшение длины и массы корней) (Голубкина, 2008).

С целью профилактики перед проращиванием  семена протравливали. Сухие семена погружали в 1%-ный раствор марганцовокислого калия на 0,5 часа, а затем промывали дистиллированной водой, используя два слоя марли, обсушивали на фильтровальной бумаге на воздухе.
2.1.   Метод полива проростков тест-растений испытуемой водой
 (1 вариант)

 За 2-3 дня до опытов (сроки прорастания семян выяснялись заранее) семена тестовых объектов, пшеницы, овса, ячменя, замачивались на сутки в воде. Затем раскладывались пинцетом зародышем вверх (в одном направлении) в кювету, на дно которой был уложен слой гигроскопической ваты, а сверху – два слоя фильтровальной бумаги. Система увлажнялась водопроводной водой до полной влагоёмкости. Для этого вода наливалась  под вату, а после её впитывания удалялся избыток.  Кювета накрывалась плёнкой, края плёнки подгибались под кювету. Система ставилась в термостат  зародышами на север для более дружного и ровного прорастания. Проращивание производилось при температуре  +250С - +260С до размера основной массы проростков 10-15мм и появления корней, после чего ростки разделяют на фракции по длине. 

В стаканчики помещают одинаковое количество промытого и покалённого песка, в каждый стаканчик высаживают по 10 одинаковых проростков тест-растений. Песок поливают сверху одинаковым количеством испытуемой воды из разных водоёмов. Повторность – трёхкратная. Контроль – полив отстоянной и очищенной водопроводной водой.

После достижения ростками высоты 8-10см их выкапывают, обсушивают фильтровальной бумагой, разделяют бритвой на части (стебель, корни), измеряют и взвешивают. Данные обрабатывают статистически, выражают в процентах к контролю.

              2.2. Метод накапывания испытуемой воды между семядолями 
(2 вариант)

Загрязнённые природные воды р. Кумы  концентрируют упариванием в 10 раз, хранят в холодильнике. 
Стаканчики наполняют одинаковым количеством промытого и прокалённого песка, вставляют стеклянную трубочку до дна, через которую производят полив, отстоянной водопроводной водой.
18-20 штук всхожих семян (кресс-салат, редис) высевают на небольшую глубину. После того, как ростки взойдут и раскроются семядоли, в стаканчиках оставляют по 10 одинаковых растений, остальные выщипывают пинцетом. Все стаканчики ставят в ящичек из фанеры с бортиками, на 5см превышающими ростки в стаканчиках.
У микропипеток в 1 мл вытягивают кончик, нагревая его в пламени спиртовки и используя для оттягивания пинцет. Затем затачивают кончик на тонкозернистом брусочке, чтобы образовалось отверстие, дающее небольшую каплю. Накапывают по 1 капле испытуемого вещества между семядолями, прикрывают ящичек пленкой, не сдвигая стаканчики с места. Операцию повторяют 2-3 раза через 1-2 дня (до появления третьего настоящего листа). Повторность - трёхкратная. Контроль – накапывание дистиллированной водой.


Полив субстрата для выращивания производят одинаковым количеством воды через трубочку, используя воронку из фольги.
Через 2-3 недели осторожно выкапывают проростки, промывают, обсушивают фильтровальной бумагой, измеряют и взвешивают отдельно надземную часть и корни. Данные обрабатывают статистически, выражают в процентах к контролю.
3. Физико-географическая характеристика района исследования
      Георгиевский район расположен на юге Ставропольского края. С севера на юг район протянулся почти на 70 килсметров. Здесь много рек: Кума, Подкумок, Золка, Сухой и Мокрый Карамык. На юге Георгиевкого района возвышается гора Лысая – один из представителей гор – лакколитов Кавказских Минеральных Вод.  
 
 Село Новозаведенное находится на востоке Георгиевского района, на левом берегу реки Кумы, на высоте 245 метров над уровнем моря. Географическое местонахождение – 44о с. ш. и 43о в. д., это южнее умеренного пояса. Протяжённость села – 7км. Село было образовано в 1784 году переселенцами из Орловской, Тульской, Рязанской губерний. 

    
 Климат села – умеренно-континентальный. Начало зимы приходится на последнюю декаду ноября и продолжается 85-100 дней. Весна короткая и прохладная, она начинается в первых числах марта. Лето - жаркое, средняя температура июля +260С, средняя температура июля +420С. Продолжительность 120 дней начинается в середине мая. Осень продолжительная и теплая, она начинается в конце сентября. Зимы - малоснежные, средняя температура января -40С, минимальная температура января -320С. Положительные температуры воздуха наблюдаются во всех месяцах, а в холодное время они сопровождаются оттепелями, которые обуславливают оттаивание почвы и появление гололёда. 

Максимум температуры воздуха наблюдается в июне-июле +40- +440С. Минимальные температуры воздуха наблюдаются в декабре и январе -360С. Продолжительность безморозного периода – 220 дней. 

 Село расположено в зоне недостаточного увлажнения, в год выпадает 400-500мм осадков.

   
  Преобладают восточные, северо-восточные, западные ветры. С климатом связаны такие явления природы как туманы. Ежегодно, в последние пять лет, выпадает град. В июне 2002 год село подвергалось затоплению рекой Кумой.     Рельеф села – холмистая равнина, к северу от села  начинаются  отроги  Ставропольской возвышенности с высотами до 260 м, к юго – востоку Терско – Кумская низменность. Природная зона – степь. Село находится в переходной зоне – от чернозёмных до каштановых почв, в долине реки Кумы почвы аллювиальные. 

4.Результаты исследований
4.1.Метод полива проростков тест-растений испытуемой водой 
(1 вариант)

Соотношение между продуктивностью растений и токсичностью почвы определялось после 
измерения и взвешивания проростков тест – растений. Нами были получены данные, которые  после статистической обработки  выражены в процентах по отношению к контролю и приведены в таблице 1.
Таблица 1

Развитие проростков тест-растений  при поливе их испытуемой водой

(весенний период)
	№ пробы, место взятия пробы
	Тест –растение
	Наземная часть, %
	Корни, %

	
	
	Длина 
	Масса 
	Длина
	Масса

	1. р. Кума
	овес
	61
	63
	48
	46

	
	ячмень
	67
	65
	45
	43

	
	пшеница
	66
	68
	49
	51

	2. Пруд
	овес
	81
	78
	82
	69

	
	ячмень
	86
	85
	82
	69

	
	пшеница
	83
	81
	85
	72

	3.Старое русло

р. Кума
	овес
	45
	43
	43
	39

	
	ячмень
	47
	46
	41
	38

	
	пшеница
	48
	49
	43
	39

	4. Контроль

водопроводная вода
	овес
	100
	100
	100
	100

	
	ячмень
	100
	100
	100
	100

	
	пшеница
	100
	100
	100
	100


Токсическое действие пробы считается доказанным, если в эксперименте зафиксирован токсический эффект торможения роста проростков, а именно их корней на   50 % (Груздева, 2002).

Из данных таблицы 1 видно, что наиболее благоприятной для роста и развития проростков тест-растений является проба № 2 - пруд. По степени роста и вегетативной мощности проростков можно сделать вывод о том, что в пробе № 1 р. Кума наблюдается торможение роста  корней проростков  больше чем на 50 % по сравнению с контролем, следовательно, токсичность пробы № 1  высокая.  В пробе № 3 старое русло, наблюдается торможение роста и надземной части и корней проростков больше чем  в пробе №1, поэтому  токсичность  пробы № 3 очень высокая.
Таблица 2
Развитие проростков тест-растений  при поливе их испытуемой водой
(осенний период)
	№ пробы, место взятия пробы
	Тест –растение
	Наземная часть, %
	Корни, %

	
	
	Длина 
	Масса 
	Длина
	Масса

	1. р. Кума
	овес
	58
	82
	72
	64

	
	ячмень
	65
	85
	70
	62

	
	пшеница
	59
	82
	74
	66

	2. Пруд
	овес
	60
	82
	74
	66

	
	ячмень
	61
	76
	68
	62

	
	пшеница
	62
	85
	78
	69

	3.Старое русло

р. Кума
	овес
	38
	23
	23
	21


	
	ячмень
	40
	26
	30
	26

	
	пшеница
	43
	35
	35
	29

	4. Контроль

водопроводная вода
	овес
	100
	100
	100
	100

	
	ячмень
	100
	100
	100
	100

	
	пшеница
	100
	100
	100
	100



 Из данных представленных в таблице 2 видно, что в осенний период в большей степени  наблюдается угнетение развития проростков в пробе  № 3- старое русло, торможение роста корней проростков  в данной пробе более чем на 60% по сравнению с контролем. В пробах № 1 р. Кума и №2 пруд также отмечается  снижение в развитии вегетативных органов проростков.  
 

 В ходе последующей обработки материалов, 
по результатам,  полученным  в 1 варианте исследований, были построены диаграммы биотестовых испытаний. 
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Рис. 1 Соотношение длины  проростков тест-растений  при поливе их испытуемой водой  (весна, осень 2007г)
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Рис. 2 Соотношение массы проростков тест-растений  при поливе их испытуемой водой  (весна, осень 2007г)
Таким образом, из результатов, полученных в 1 варианте, можно сделать выводы:
· токсичность природных вод в весенний  период наиболее высокая в старом русле реки Кума и в реке Кума;
· наиболее чувствительны к токсичности воды проростки овса.

4.2. Метод накапывания испытуемой воды между семядолями
 (2 вариант)


Данные, полученные при выполнении исследований в этом варианте,  были обработаны статистически и выражены в процентах по отношению к контролю принятому за 100%. Результаты  представлены в таблице 3.
Таблица 3
Развитие проростков тест-растений  при накапывании испытуемой воды между семядолями (весенний период)
	№ пробы, место взятия пробы
	Тест –растение
	Наземная часть, %
	Корни, %

	
	
	Длина 
	Масса 
	Длина
	Масса

	1. р. Кума
	Кресс-салат
	60
	62
	49
	42

	
	Редис 
	70
	67
	53
	47

	2. Пруд
	Кресс-салат
	80
	75
	56
	48

	
	Редис 
	82
	78
	58
	50

	3. Старое русло

 р. Кума
	Кресс-салат
	45
	43
	32
	26


	
	Редис 
	47
	46
	36
	31

	4. Контроль

дистиллированная вода
	Кресс-салат
	100
	100
	100
	100

	
	Редис 
	100
	100
	100
	100


По изменению надземной массы в опытных пробах по сравнению с контролем можно судить о токсичности данной пробы воды. Сильное угнетение  надземной части растений тест-растений,  более 20% по сравнению с контролем, показывает высокую степень токсичности пробы воды (Голубкина,  2008).

 Высокая токсичность наблюдается в  пробе №3 – старое русло. У проростков наблюдается торможение развития надземной части на 53-55% больше  чем в контрольной пробе.  Пробы №1 р. Кума и №2 пруд также токсичны, но в меньшей степени. 
Таблица 4
Развитие проростков тест-растений  при накапывании испытуемой воды между семядолями  (осенний период)
	№ пробы, место взятия пробы
	Тест –растение
	Наземная часть, %
	Корни, %

	
	
	Длина 
	Масса 
	Длина
	Масса

	1. р.Кума
	Кресс-салат
	65
	60
	59
	52

	
	Редис 
	78
	72
	60
	53

	2. Пруд
	Кресс-салат
	86
	80
	65
	58

	
	Редис 
	90
	84
	67
	62

	3. . Старое русло

 р. Кума
	Кресс-салат
	48
	41
	40
	31


	
	Редис 
	50
	45
	42
	35

	4. Контроль

дистиллированная вода
	Кресс-салат
	100
	100
	100
	100

	
	Редис 
	100
	100
	100
	100


Из  данных таблицы 4 видно, наиболее токсична проба №3 старое русло р. Кума. Это связано с развитием большого количества водорослей в этой пробе. В водоёме при отмирании водорослей развиваются гнилостные процессы. Бактерии, окисляющие органические вещества водорослей, потребляют кислород, создавая тем самым его дефицит в водоёме. Вода начинает гнить, испускать аммиачное и метановое зловоние, на дне скапливаются чёрные липкие сероводородные отложения. В процессе разложения отмирающие водоросли выделяют также фенол, индол и другие ядовитые вещества. Токсична проба  воды №1 из р. Кума. Проба  №2 из пруда имеет очень слабую токсичность, что очевидно связано с его регулярной очисткой и  сменой воды. 

По результатам, полученным во 2 варианте исследований, были построены диаграммы биотестовых испытаний.
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Рис. 3 Соотношение длины проростков при накапывании испытуемой водой между семядолями (весна, осень 2007г)
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Рис.4 Соотношение массы  проростков при накапывании испытуемой водой между семядолями (весна, осень 2007г)
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Рис. 5 Зависимость длины проростков тест-растений от степени токсичности природных вод 
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Рис. 6 Токсичность природных вод  в весенний и осенний период, 2007г

По результатам исследований во 2 варианте можно сделать выводы: 

· соотношение длины и массы проростков тест растений  зависит от токсичности природных вод, чем больше токсичных веществ в пробе воды, тем меньше длина и масса проростков тест растений;
· наибольшую чувствительность к токсинам проявляет растение кресс-салата.

· 
токсичность природных вод выше в весенний период в пробах воды взятых из старого русла реки Кумы и в р. Кума;

· менее токсична проба воды из пруда.
5. Выводы и предложения
В результате проведённых исследований была освоена методика биотестирования  токсичности природных вод, изучена литература по данной теме и сделаны следующие выводы:

· токсичность природных вод  в водоемах окрестностей с. Новозаведенного изменяется по сезонам:  в весенний период она больше, в осенний период токсичность  уменьшается;

· развитие и рост проростков тест-растений  напрямую зависит от степени токсичности природных вод, наибольшую чувствительность к токсинам проявляют растения кресс-салата и овса;
· при поливе  проростков тест растений испытуемой водой в большей степени угнетается развитие корневой системы, при накапывании испытуемой воды между семядолями проростков тест растений в большей степени нарушается развитие надземной части проростков;

· наибольшей токсичностью характеризуются пробы воды из старого русла реки Кума и реки Кума, менее токсична вода в пруду;
· использование метода биотестирования позволяет установить степень токсичности природных вод.


Таким образом, воздействие агропромышленного  комплекса и населения на природную среду привели к увеличению токсичности  природных вод в водоёмах  расположенных в окрестностях села Новозаведенного. В последствии это может привести к возникновению экологических проблем. К числу таких проблем можно отнести: нарушение биоценоза водной системы, качество подземных вод, здоровье населения.

В качестве улучшения экологического состояния водных объектов предлагается провести комплекс мероприятий, который позволит значительно уменьшить отрицательные моменты: прекратить поступление любых сточных вод в реку Кума.
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7. Приложения
Приложение 1
Таблица  1 
Основные характеристики методов оценки токсичности вод
	Признак
	Химические методы
	Биологические методы

	
	
	Биоиндикация 
	Биотестирование

	Тип индикации
	Индикация воздействия
	Индикация отклика
	Индикация воздействия

	Объект анализа
	Вода
	Водные сообщества
	Вода

	Цель анализа
	Измерение концентрации химических веществ
	Оценка состояния природных сообществ
	Интегральная оценка токсичности на тест-организмах

	Показатели токсичности
	Превышение установленных регламентов
	Негативные изменения в сообществах
	Развитие патологических (вплоть до гибели) изменений у тест-организмов

	Регламенты
	Предельно допустимые концентрации
	Не установлены
	Отсутствие острого и хронического токсического действия

	Метрологические характеристики
	Погрешность, сходимость, воспроизводимость и др.
	Не установлены
	Сходимость, воспроизводимость


Приложение 2 
Таблица 2
Область применения методов биотестирования токсичности водной среды

	Объект биотестирования
	Параметры токсичности, норматив
	Цель биотестирования
	Тест-организм

	Химические вещества
	Концентрации: ЛК50, МНК, ПДК, ОБУВ, ЭК50 
	Рыбохозяйственное нормирование; контроль токсичности в международной торговле
	Гидробионты – представители основных трофических уровней водных экосистем. Стандартный набор тест – организмов

	Производственные, технологические и сточные воды (точечные источники загрязнения)
	Коэффициент (кратность) разбавления
	Оценка эффективности очистки, выявление опасных компонентов, регламентация сброса, экологическая паспортизация предприятий
	Наборы биотестов

	Природные воды (неточечные источники загрязнения)
	ОТД, ХТД, ЛВ50
	Проверка соответствия качества воды установленным регламентам. Оценка токсикологического состояния водных объектов. Выявление зон экологического бедствия и чрезвычайных ситуаций
	Набор биотестов
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Прочие 29,45 %

Медь 0,0004 %

Азот аммонийный 0,10%


БПКполный 0,53 %


Сухой остаток 68,38 %


