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Введение 

В настоящее время проблема загрязнения окружающей среды очень актуальна. Отмечается ухудшение качества воздуха, поверхностных и подземных вод, деградация природных сообществ. Одни из самых опасных загрязнителей окружающей среды - генотоксиканты. 

Генотоксиканты – широкое понятие. Сюда относятся. 

Во-первых, факторы, способные нарушать структуру ДНК, то есть вызывать мутации (генные, хромосомные, геномные). Такие вещества называются мутагенами – это факторы физической, химической и биологической природы, нарушающие наследственные структуры организмов. Действие мутагенов двояко: с одной стороны они влияют непосредственно на подвергшийся воздействию организм, а с другой стороны их эффект не прекращается с его гибелью. Поскольку наследственные структуры передаются потомству, то отдаленные негативные последствия проявятся в следующих поколениях.

 Во-вторых, генотоксическими событиями считаются процессы, косвенно влияющие на выход мутаций (генетическая репарация, кроссинговер, протекание митоза, нарушение центромер и митотического аппарата и др.). 

Воздействие генотоксикантов на организм человека приводит к наследственным заболеваниям, врожденным порокам развития, аллергии, онкологическим заболеваниям, спонтанным абортам, преждевременному старению.

Особенно остро встала проблема загрязнения генотоксикантами поверхностных водоемов. Вода – основа всех жизненных процессов. Из нее на 90% состоят растения, на 75% - животные. Каждый человек потребляет в день 3–4 л воды. В связи с этим большое значение имеет мониторинг за содержанием генотоксикантов в поверхностных водоемах, особенно в тех, которые служат источником питьевого водоснабжения.

Волжский водосбор занимает 4-ую часть площади европейской части территории страны. Из-за безграмотного использования водного ресурса ситуация в районе Волги приняла катастрофическое положение. Объем загрязненных сточных вод, сбрасываемых в бассейн Волги, составляет 37 % общего объема образующихся на территории России. В районе крупных городов, таких как Рыбинск и Ярославль, и их промышленных предприятий высока загрязненность воды нефтепродуктами. Неудовлетворительно качество воды верхневолжских водохранилищ. Сильно загрязнены и притоки Волги – источники ее загрязнения. 

В нашей работе исследовалась генотоксическая активность воды реки Которосль, которая является второй по величине рекой после Волги на территории Ярославской области. Вода реки является источником питьевого водоснабжения, местом купания и отдыха больших групп населения, на ней расположены крупные населенные пункты, промышленные предприятия.

Целью нашей работы являлось изучение мутагенной и митотоксической активности воды реки Которосль. В связи с поставленной целью решались следующие задачи:

· изучить пространственное распределение мутагенной активности воды реки Которосль;

· изучить пространственное распределение митотоксической активности воды реки Которосль;

· выявить источники поступления генотоксикантов реки Которосль.

Материалы и методы

Материалы

В качестве материалов в данной работе использовалась вода реки Которосль, отобранная 19 июля 2002 года на шести станциях от истока до устья (рис.1):

· станция №1 – устье реки Которосль;

· станция №2 – деревня Пеньки (верхний створ г. Ярославля);

· станция №3 – деревня Карабиха;

· станция №4 – база отдыха “Прибрежный”;

· станция №5 – г. Гаврилов-Ям;

· станция №6 – деревня Белогостицы (исток реки).

Пробы воды отбирались с глубины 20 см. Пробы предварительно концентрировались методом вымораживания приблизительно в 25 раз. 

Постановка эксперимента

Для анализа воды реки Которосль в работе был использован метод ана-телофазного анализа в меристеме проростков корешков Allium cepa (сорт Штутгартен). В опытном варианте луковицы проращивали 5 дней в концентрированной воде. В контрольном варианте вместо концентрированной воды использовалась водопроводная вода, пропущенная через фильтр “Мечта”. Затем корешки фиксировали в 70% растворе этилового спирта. Фиксированные корешки окрашивали ацеторсеиновым красителем. Для анализа хромосомных аберраций (ХА) готовили временные давленые препараты корневых меристем.

Препараты анализировали под микроскопом МИКМЕД-1 при увеличении 12,5*1,5*40. Учитывались клетки с хорошо прокрашенными ядрами, расположенные монослойно и с неповрежденными клеточными стенками.

Метод исследования

 Мутагенное действие воды оценивалось по частоте индуцированных хромосомных аберраций(XA). Наиболее типичные нарушения, выявляемые в ана-телофазе, – это мосты и фрагменты. Кроме того, регистрировались нарушения митотического аппарата клеток. Это такие нарушения как отставания и забегания хромосом, трехполюсные и несимметричные митозы, нерасхождения хромосом, к-митозы. Просматривали все ана-телофазы на препарате и регистрировали клетки с хромосомными аберрациями и нарушениями ахроматинового веретена. Вычисляли процент хромосомных аберраций и нарушений веретена деления от общего числа ана-телофаз. 

Хромосомные аберрации, регистрируемые в ана-телофазе митоза, представлены на рис.1 (а, б).

Митотоксическое действие воды оценивается по изменению количества делящихся клеток под воздействием митотоксиканта. Для каждого препарата просматривали 600 клеток. Подсчитывали делящиеся клетки, находящиеся в различных фазах митоза. Проводили определение величины митотического индекса (МI) – процент делящихся клеток от общего числа проанализированных. 

Определили фазные индексы (ФИ) – процент клеток в данной фазе митоза от общего числа делящихся клеток.

Фазные индексы (ФИ) позволяют установить более конкретно то, на какие именно структуры вода оказывает негативное воздействие. На основании соотношения фазных индексов делалось предположение о возможных причинах изменения МИ. Так снижение количества профаз свидетельствует о нарушении процессов подготовки клетки к делению в интерфазу. Увеличение количества метафаз с одновременным снижением ана-телофаз свидетельствует о нарушении ахроматинового веретена деления. Увеличение профазного индекса (ПИ) может быть вызвано как увеличением количества клеток, вступающих в митоз, так и слипанием хромосом, вызванным нарушением их надмолекулярной структуры. 

Для каждой величины вычислялось среднее значение (
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) по формуле: 
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 – значение каждой величины; n – количество проанализированных вариантов.

Среднее квадратичное отклонение (
[image: image4.wmf]s

) и ошибка среднего (m) вычислялись по формулам:
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где n – количество проанализированных вариантов.
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где m - ошибка среднего, 
[image: image7.wmf]s

 - среднее квадратичное отклонение; n – количество проанализированных вариантов.

Результаты исследования

Пространственное распределение мутагенной активности воды реки Которосль

Результаты изучения мутагенной активности воды реки Которосль по состоянию на 19 июля 2002 г. представлены на рис.2 (а, б).
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Станция № 6

Уже в истоке реки вода обладает мутагенной активностью. Частота хромосомных аберраций составляет 0,57(1,51%. Также вода содержит вещества, нарушающие веретено деления. Частота нарушений веретена деления составляет 1,04(0,05%. Содержание мутагенов на данной станции может быть обусловлено поступлением загрязнителей из озера Неро, в которое сбрасываются сточные воды г. Ростова. 

Станция № 5

Далее по течению реки в акватории г. Гаврилов-Яма вода не вызывает грубых поломок хромосом в меристеме корешков Allium cepa. Это не говорит о том, что в воде совсем не содержится факторов, вызывающих мутации. Вода на данной станции может быть загрязнена мутагенами, не регистрируемыми в данном тесте. Значит, необходимы дополнительные исследования воды ст.5. Это подтверждается и тем, что здесь наблюдается наличие веществ, нарушающих веретено деления. Частота нарушений веретена деления составляет 1,32(0,82%.

Станция №4

На данной станции мутагенная активность воды максимальна среди всех исследуемых станций. Частота хромосомных аберраций составляет 7,69(4,64%. Частота нарушений веретена деления также максимальна и составляет 7,31(2,75%. Такое высокое содержание мутагенов в воде может быть обусловлено тем, что в летний период в связи со значительным увеличением количества отдыхающих повышается загрязнение воды в районах баз отдыха.

Станция № 3

В районе д. Карабиха содержание мутагенов несколько ниже, чем на предыдущей станции. Частота хромосомных аберраций составляет 2,67(2,07%. В воде не содержится веществ, нарушающих веретено деления. Мутагенный эффект воды этой станции может быть обусловлен поступлением сточных вод как с территории самой деревни, так и поселка Красные Ткачи, расположенного выше по течению.

Станция № 2

В верхнем створе г. Ярославля мутагенная активность воды ниже, чем на ст.3. Частота хромосомных аберраций составляет 0,65(0,65%. Это может быть связано как с самоочищением воды на 
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участке от ст.3 до ст.2, так и с разбавлением за счет притоков. Анализ показал наличие в воде веществ, нарушающих веретено деления. Частота таких нарушений составляет 1,29(1,29%. Хотя частота ХА при воздействии воды данной станции невелика, это ещё не говорит о генетической безопасности воды. Вблизи ст.2 находится водозабор питьевой воды Южной водопроводной станции г. Ярославля. Поэтому даже небольшое содержание в воде этой станции мутагенов может неблагоприятно сказаться на здоровье больших групп населения.

Станция № 1

В устье реки Которосль вода обладает мутагенной активностью. Частота хромосомных аберраций составляет 2,26(1,01%. Зарегистрированы такие грубые поломки хромосом как мосты и фрагменты. Также в воде содержатся вещества, нарушающие веретено деления. Частота нарушений веретена деления составляет 3,38(1,37%. Высокое содержание мутагенов на данной станции может быть обусловлено поступлением загрязнителей с территории г. Ярославля. Высокая мутагенная активность воды данной станции свидетельствует о том, что реки Которосль является источником поступления генотоксикантов в реку Волгу.

Пространственное распределение митотоксической активности воды

Результаты изучения митотоксической активности воды реки Которосль представлены на рис.3 (а, б).

Станция № 6

Митотический индекс при воздействии воды данной станции выше, чем в контрольном варианте (4,47(2,24% при 1,67(0,24% в контроле), но при этом не происходит соответствующего прироста корешков. В то же время нарушено соотношение фазных индексов. Профазный индекс повышен по сравнению с контролем (49,86(1,55% при 31,99(6,15% в контроле). Таким образом, в воде данной станции содержатся митотоксиканты. Повышение митотического индекса можно объяснить тем, что затруднено прохождение клетками стадии профазы. Данное отклонение может быть вызвано нарушением надмолекулярной структуры ДНК за счет полютантов, содержащихся в среде.

Станция № 5

Митотический индекс при воздействии воды данной станции выше контрольного (4,20(0,41%), длина корешков также больше, чем в контроле (49 мм). Изменено соотношение фазных индексов: повышен профазный индекс. Это свидетельствует о том, что увеличено количество клеток, вступающих в деление за счет высокого содержания биогенов в воде. 

Станция № 4

Митотический индекс при воздействии воды в районе б/о “ Прибрежный” выше, чем в контрольном варианте (3,93(0,45%), но длина корешков ниже. Одновременно с этим нарушено соотношение фазных индексов. Профазный индекс повышен (41,85(4,23%), кроме того, наблюдается повышение метафазного индекса на фоне снижения ана-телофазного (37,62(4,04% и 20,53(3,40% соответственно). Повышение митотического индекса можно объяснить тем, что затруднено прохождение клетками стадий профазы и метафазы. Значит можно предположить, что в воде содержатся митотоксиканты как нарушающие процесс спирализации хромосом, так и повреждающие веретено деления.

Станция № 3

Митотический индекс при воздействии воды данной станции выше, чем в контрольном варианте (4,37(0,71%), но длина корешков значительно ниже (17 мм). Наблюдается нарушение соотношения фазных индексов. Профазный индекс повышен по сравнению с контролем. Повышение митотического индекса можно объяснить тем, что затруднено прохождение клетками стадии профазы. Таким образом, в воде ст.3 содержатся митотоксиканты.

Станция № 2

Митотический индекс при воздействии воды ст.2 несколько ниже, чем на предыдущей станции, но превышает контрольный уровень (2,90(0,41%). Длина корешков незначительно отличается от таковой в контроле (43 мм при 47 мм в контроле). В то же время нарушено соотношение фазных индексов. Профазный индекс повышен по сравнению с контролем (46,22(7,63%). Таким образом, повышение митотического индекса можно объяснить увеличением количества клеток, вступающих в митоз за счет содержания в воде биогенов.

Станция № 1

Митотический индекс при воздействии воды данной станции значительно превышает таковой в контрольном варианте (4,80(0,44%), но длина корешков меньше, чем в контроле (32 мм). Соотношение фазных индексов нарушено: повышен профазный индекс. Такой эффект можно объяснить наличием в воде митотоксикантов, нарушающих прохождение клетками стадии профазы. Таким образом, можно заключить, что вода реки Которосль является источником поступления в Волгу не только мутагенов, но и митотоксикантов.

Выводы

С использованием метода ана-телофазного анализа в меристеме проростков корешков Allium cepa изучена генотоксическая активность воды реки Которосль, отобранной 19.07.02. на 6 станциях от истока до устья. 

1. Изучение пространственного распределения мутагенной активности воды реки Которосль позволяет заключить, что уже в истоке вода загрязнена мутагенами. Далее по течению реки на всех станциях, кроме станции №5, вода также содержит генетически активные вещества, вызывающие такие грубые поломки хромосом, как мосты и фрагменты. Максимальный мутагенный эффект зарегистрирован на ст.4 (7,69%). 

2. В воде всех станций, кроме станции №3, обнаружены факторы, нарушающие ахроматиновое веретено. Максимальное количество таких нарушений зарегистрировано на станции №4. При воздействии воды реки Которосль возникают такие нарушения веретена деления как несимметричные митозы, забегания и отставания хромосом.
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3. Пробы воды всех станций повышают митотический индекс в меристеме проростков корешков Allium cepa. Митотоксический эффект воды зарегистрирован на пяти станциях из шести (ст.1,2,3,4,6). На одной станции (ст.5) отмечено высокое содержание биогенных веществ. Из этого нельзя сделать вывод, что вода генетически безопасна. Как повышение количества делений, так и их снижение может негативно сказаться на жизнедеятельности организма. Примером негативных последствий увеличения митотической активности клеток является патологический рост раковой опухоли. 

4. В воде содержатся митотоксиканты с различными механизмами действия. Нами выявлено 2 типа нарушений фазных индексов: повышение количества профаз при снижении ана-телофаз и одновременное повышение количества профаз и метафаз при снижении ана-телофаз. Можно сделать предположение, что в воде содержатся митотоксиканты, нарушающие надмолекулярную структуру ДНК и веретено деления.

5. Основными источниками поступления генотоксикантов в реке Которосль являются населенные пункты и 

6. 
базы отдыха, расположенные на берегу реки. В устье реки мутагенный и митотоксический эффект воды сохраняется, таким образом, Которосль является источником поступления мутагенов в Волгу.

Наше исследование проведено с использованием концентрированных проб воды. Человек ежедневно употребляет 3 литра воды, что в пересчете на концентрированную воду составляет 120 мл. Если такая вода может вызывать мутации, то она опасна и для здоровья человека. Так как река Которосль является источником питьевого водозабора для больших групп населения, то понятна необходимость исследования генетической активности воды данного водоема. 

Перспективы работы. В нашей работе использован тест, регистрирующий только один тип мутаций – хромосомные. В дальнейшем можно исследовать генотоксическую активность воды с использованием методов, выявляющих другие типы мутаций. Кроме того, актуально исследование воды реки в районе сбросов промышленных предприятий и рекреационных зон. Также необходимо исследовать донные отложения реки Которосль, т.к. они являются источником вторичного загрязнения воды и, накапливая загрязнители, более корректно характеризуют состояние реки.

 р. Которосль с указанием станций отбора проб
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