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Оценка мутагенности окружающей среды с помощью растений - индикаторов
Введение


Экологическая индикация основана на связи организма и среды его обитания. Её задача – определять свойства и изменения среды по признакам живых организмов. По живым организмам, по их внешнему виду, ритму жизни, присутствию или отсутствию можно судить о среде, в которой они живут, иначе говоря, использовать в качестве индикаторов (от латинского слова indice - указатель) этой среды, её общей характеристики и отдельных свойств. В настоящее время индикационные данные учитываются при составлении почвенных, гидрологических и некоторых геологических карт.


Имеется большое количество различных разделов индикации.


Гидроиндикация связана с гидрологическими изысканиями в районах умеренного климата. Применение в качестве индикаторов растений гидромезофитов и гидрофитов даёт возможность оценить особенности увлажнения территории.  По постепенной смене названных групп растений можно судить о процессах увеличения влажности или сухости земель.


Педоиндикация, или индикация почв.  Механический состав почв индицируют специальные группы растений. Различают растения песков – псаммофиты, глинистых почв – пелитофиты, суглинистые – алевритофиты, щебнистых -  особые группы растений служат показателем кислотности почв, обогащения или обеднения её каким-либо элементом.


Галоиндикация широко применяется в районах жаркого климата: сухих степей, полупустынь, пустынь, где широко распространены засоленные почвы и материнские  породы. Большая группа специфических растений – галофитов служит их индикаторами.


Растения – индикаторы имеют характерные признаки для определения нарушения окружающей среды. Так, усыхание  хвойных пород свидетельствует о большом количестве пыли в воздухе, которая  забивает устьица на многолетней хвое. Исчезновение лишайников на стволах  деревьев говорит о примеси технических газов в воздухе. Исчезновение отдельных видов водорослей – признаки загрязнения водоёма.


Чрезвычайно важно обнаружить заражение воды и почвы радиоактивными элементами. Площадь и степень заражения местности могут быть установлены по анализу  многолетних растений на содержание радиоактивных веществ (2).


Состояние окружающей среды можно оценивать с помощью современных химико-аналитических методов, но использование метода биоиндикации имеет ряд преимуществ: 

· организмы – индикаторы суммируют всё без исключения  биологически важные данные об окружающей среде,

· делают необязательным применение дорогостоящих  трудоёмких химических методов,

· живые организмы постоянно присутствуют в окружающей среде и реагируют на кратковременные выбросы загрязнителей, которые  может не зарегистрировать система контроля с периодическим отбором проб на анализ,

· отражают скорость происходящих в природе изменений,

· указывают места скопления различного  рода загрязнений в природе и возможные пути их попадания в организм человека,

· позволяют судить о степени вредности тех или  иных  веществ для живой природы и человека, 

· дают возможность контролировать действие многих  синтезируемых соединений.

Следует отметить, что большинство загрязнителей  окружающей среды обладают мутагенным эффектом, т.е. способностью изменять наследственность организмов, что приводит к снижению жизнеспособности не только отдельных особей, но и целых популяций. Актуальность нашей работы заключается в том, что мы предлагаем в ней достаточно простой способ регистрации хромосомных нарушений , вызванных действием различных факторов.

Цель работы -  с помощью живых организмов, используемых в качестве простейших тест – систем, оценить мутагенное действие различных факторов окружающей среды. 


В работе нами были поставлены следующие задачи:

1. Освоить методику микроскопического исследования хромосомных наборов некоторых растений.

2. Изучить мутагенное действие некоторых веществ на хромосомный аппарат традесканции и пшеницы (лабораторный эксперимент).

3. Изучить влияние некоторых факторов окружающей среды на жизнеспособность семян.

Характеристика объектов  исследования.


В качестве объектов изучения нами были выбраны такие растения, как традесканция, пшеница, яблоня.


Согласно литературным данным [7] в нашей стране  и в США традесканция применялась в экспериментах,  проводимых на космических кораблях. Отмечена высокая чувствительность этого растения к различным типам ионизирующего изучения и к химическим мутагенам. Традесканция прекрасно размножается вегетативным путём,  поэтому в короткое время можно получить большое количество растений с одинаковым генотипом. Каждое растение имеет много побегов и ветвей, на каждом из них есть соцветия с несколькими почками, так что во время цветения каждый день расцветает по 1-2 цветка.


Пшеница была выбрана нами исходя из того, что в короткие сроки при прорастании семян образуется большое  количество корешков. По характеру протекания митозов в клетках этих корешков можно судить о мутагенном действии различных веществ.


Дикая яблоня широко используется в нашем городе для озеленения. При этом посадки яблони располагаются как вблизи автомагистралей, так и в местах с низкой загруженностью дорог транспортом. Это даёт возможность изучить мутагенный эффект автомобильных выхлопов непосредственно во внешней среде.

Методика исследования

   *
Для изучения мутагенного воздействия химических веществ на процессы митоза в клетках растений мы воспользовались методикой, предложенной кандидатом педагогических наук Стволинской Н.С. (Московский педагогический государственный  университет) (7). Для этого черенки традесканции, семена яблони и пшеницы обрабатывали растворами различных веществ.

Для  выявления мутаций на стадии анафазы и телофазы под световым микроскопом учитываются хромосомы, растянутые между двумя полюсами делящихся клеток, и фрагменты хромосом без центромер, которые лежат отдельно от основной массы хромосом и не участвуют в общем движении. При этом регистрируется наличие данной мутации, но не определяется, в какой именно хромосоме произошла мутация. Данный метод широко используется для генетического мониторинга – оценки мутагенного действия факторов окружающей среды. 

· Приготовление временных микропрепаратов производилось по методике, предложенной  Рязановой Л.А., доцентом кафедры зоологии ЧГПУ (Приложение 1).

· Учёт движения автотранспорта проводили по методике Алексеева С.В. (1).

Экспериментальная часть.

1. Изучение влияния химических мутагенов на хромосомный аппарат в клетках тычиночных нитей традесканции белоцветковой (Tradeskantia  albiflora).

Волоски тычиночных нитей и волоски, расположенные у основания листа, представляют собой цепочку клеток, в которых под микроскопом прекрасно видны органоиды клеток и отдельные хромосомы в период митоза. 

     При моделировании мутагенного воздействия черенки с молодыми соцветиями (бутонами) мы ставили на 10 часов

А) в раствор  СuSO4,

Б) в раствор Pb(NO3)2,

В) в воду, полученную от таяния снега, взятого от крупной автомагистрали (Свердловский проспект).

Г) для контроля использовалась водопроводная отстоянная вода.

   После воздействия черенки традесканции помещались в сосуды с отстоянной водопроводной водой и находились там в течение двух недель. Затем с помощью микроскопа исследовались хромосомные наборы в волосках тычиночных нитей и в волосках, расположенных у основания листа, а также в отросших придаточных корнях. Выявляются клетки, находящиеся в фазе анафазы и телофазы, и подсчитывается количество клеток с хромосомами, которые лежат отдельно от основной массы хромосом и не участвуют в процессе движения. Наличие таких хромосом свидетельствует об интенсивности мутационного процесса (7). 

     В работе нами были получены следующие результаты: больше всего клеток с мутациями было обнаружено для случая, когда традесканция выдерживалась в растворе соли свинца (8,6%) и растворе сульфата меди (7,9), чуть меньше (7,2%) их было обнаружено в клетках растений, обработанных талой снеговой водой.  В контрольном варианте процент мутаций составил 0,2%  (Приложение 2).

2. Влияние химических мутагенов на жизнеспособность семян пшеницы и процесс митоза в клетках корешков проростка.

Под жизнеспособностью понимают энергию прорастания и всхожесть семян. В основе генетического мониторинга лежит подсчёт процента анафазных клеток с мутациями при проращивании семян на средах, загрязнённых различными химическими мутагенами. 

     Оценка жизнедеятельности семян после некоторых внешних воздействий – наиболее простой и старый критерий оценки токсичности и мутагенности изучаемых факторов.

Всхожесть семян – количество семян, давших нормальные проростки в оптимальных для них условиях за определённый срок.

Энергия прорастания определяется скоростью прорастания семян.

    Семена пшеницы проращивали в чашках Петри на влажной фильтровальной бумаге при комнатной температуре. Фильтровальную бумагу смачивали растворами выше названных веществ. В качестве контроля использовались чашки Петри, в которых фильтровальная бумага смачивалась водопроводной водой. Одновременно в чашку Петри закладывалось 50 семян. На каждый вариант опыта было проведено по 8 повторностей (всего по 400 семян).

     Для определения энергии прорастания семян подсчёт проросших семян проводили на 5, 10, 15 день эксперимента.

      На 15 сутки подсчитывали число проросших семян и оставшихся нежизнеспособными, подсчитывая таким образом всхожесть семян.

   Выше всего жизнеспособность была у семян, которые находились в водопроводной воде. Низкой жизнеспособностью обладали семена, проросшие на фильтрах, смоченных талой снеговой  и раствором солей свинца.

  Для определения степени мутагенеза рассматривались с помощью микроскопа клетки корешков проростков в стадии анафазы и телофазы. Для исследования мы брали проростки в возрасте 10 дней, т.к. в клетках 5-дневных проростков хромосомы были плохо различимы. Проводя подсчёты клеток с хромосомными нарушениями, мы пришли к выводу, что наибольшим мутагенным эффектом обладают растворы солей свинца и талая снеговая вода. Меньшее количество мутаций наблюдается в семенах, проросших на фильтрах, смоченных водопроводной водой и раствором CuSO4. (Приложение 3,4).

3. Изучение жизнеспособности семян дикой яблони, произрастающих в различных экологических условиях.
Автотранспорт – один из основных источников загрязнения воздуха в городе. Движение транспорта рядом со школой представляет собой опасность и как причина дорожно-транспортных происшествий. Выхлопные газы автомобилей дают основную массу свинца и кадмия, при износе шин в воздух попадает цинк. Эти тяжёлые металлы являются сильными токсикантами. Кроме того, в литературе имеются данные о мутагенном эффекте, вызываемом ионами данных металлов (8).

Наблюдения за интенсивностью движения автотранспорта мы проводили в апреле, июне и августе 2005 года. Время проведения – интервал с 12 до 13 часов. Подсчёт машин выполняли в течение 15 минут. Местом наблюдения были свердловский проспект, улицы Доменная и 50-летия ВЛКСМ (вблизи дома №7). Из таблицы следует, что интенсивность движения транспорта на Свердловском проспекте во много раз выше, чем на улицах, прилегающих к зданию лицея № 82 (Приложение 5).

Для изучения были собраны семена дикой яблони, растущей вблизи крупной автомагистрали (Свердловский проспект) и вдали от автодороги (пришкольный участок лицея №82). Семена были собраны в одно время в апреле 2004 года, повторный сбор проводился в апреле 2005 года. Проращивались семена в чашках Петри на фильтровальной бумаге, смоченной водопроводной водой. В каждую чашку помещалось по 50 семян. Подсчёт проросших семян производился в 3 срока: 10, 15, 20 суток. Нами было обнаружено, что энергия прорастания семян и всхожесть их выше у яблонь, растущих вдали от автодорог (Приложение 6). В клетках зародышевых корешков этих проростков число мутаций в стадии анафазы меньше, чем в корешках проростков второй группы (Приложение 7).

     На основании полученных данных можно говорить о снижении жизнеспособности семян дикой яблони, произрастающей в зоне крупной автомагистрали. Ослабление жизнеспособности может быть вызвано многими причинами. Одна из них состоит в том, что меристемные клетки корня зародыша или погибают, или утрачивают способность нормально делиться, т.к. в них образуются хромосомные перестройки, затрудняющие деление клеток.

Выводы.

1. Оценку мутагенности окружающей среды можно производить с помощью растений – индикаторов.

2. Химические мутагены снижают жизнеспособность семян растений, т.е. их всхожесть и энергию прорастания. Снижение жизнеспособности семян может быть обусловлено  многими причинами. Одна из них состоит в том, что в меристемных клетках корня зародыша образуются хромосомные перестройки, затрудняющие деление.

3. Хромосомный анализ можно проводить на клетках зародышевого корешка, находящихся в стадии анафазы, т.к. в этих клетках легконаблюдается расхождение хромосом и выявляются отклонения от нормального протекания митоза.

4. Используя растения – индикаторы в качестве тест – систем, можно оценивать реальную и потенциальную опасность изменения наследственного материала, а также строить предположения об уровне мутагенеза и жизнеспособности других биологических видов, в том числе и человека.
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