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ИСПОЛЬЗОВАНИЕ ЗЕЛЕНЫХ ВОДОРОСЛЕЙ 
Д Л Я МУТАГЕНОТИПИРОВАНИЯ З А Г Р Я З Н Е Н И Й 

И ГЕНЕТИЧЕСКОГО МОНИТОРИНГА 
В ГИДРОСФЕРЕ 

К. В. КВИТКО, И. Н. МАТОУШКОВА 

Выявление (с целью изъятия из обращения) потенциально опас-
яых, мутагенных, загрязнений должно осуществляться сейчас с по
мощью надежной генетической системы, обеспечивающей оценку их му
тагенности и непрерывное слежение за генетическим здоровьем попу
ляций (мониторинг) . Оценка осуществляется чаще всего с помощью 
микроорганизмов, но пока лишь гетеротрофных, таких, как бактерии 
(кишечная палочка, сальмонелла) и грибы (неуроспора, аспергнлл и 
пекарские д р о ж ж и ) [ 8 ] . Это дает возможность прогнозировать мута-
бильность прокариотических организмов, а из множества эукариоти-
ческих микробов выбраны лишь аскомицеты, клетки которых имеют не 
типичный цптоскелет, а упрощенный его вариант, без центриолей 
и жгутиков; кроме того, эти организмы — типичные гетеротрофы. Тем 
самым генетические повреждения, приводящие к нарушению функций 
фотосинтеза и функций движения клеток, выпадают из поля зрения 
при оценке генетического груза в популяциях одноклеточных организ
мов. 

Сложившаяся практика мониторинга основывается на упрощенном 
представлении о преобладании прямого химического действия загряз 
нений среды на клетки. Это, на наш взгляд, справедливо лишь для пер
вичных продуцентов и в первую очередь для водорослей. Одноклеточ
ные водоросли — повсеместно распространенные организмы, обитатели 
гидросферы в расширенном понимании этого термина (по В. И. Вер
надскому, сюда относятся не только водоемы, но и все стоки — назем-
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ные, подземные н атмосферные). Гидросфера — не только основная 
часть биосферы, но н основной аккумулятор загрязнений, ибо в нее пе
реходит все смываемое загрязнение суши и воздуха. Учитывая, что на
ша основная задача — обеспечение «генетического здоровья биосфе
ры», набор микробных тест-объектов мониторинга следует дополнить, 
введя генетически изученные водоросли. 

Генетический мониторинг популяций водорослей важен, так как 
лишь при активном участии их в экосистемах обеспечиваются кисло
родом п нишей все гетеротрофные звенья. Водоросли могут накапли
вать кпрязнения (ионы металлов) с большей скоростью, чем другие 
гидробионты [26, 6, 46], поэтому д а ж е очень малые дозы ядов и мута
генов могут оказать эффект как на самые водоросли, так и на гетеро-
трофов — потребителей биомассы водорослей. Д л я них опасность за
грязнений опосредована в той мере, в какой они связаны пищевыми 
цепями. 

В ходе эволюции биосферы загрязнение продуктами минерального 
происхождения (прежде всего углекислотой и другими окислами био
генных элементов) возникало неоднократно при усилении вулканиче
ской деятельности в литосфере. Соответственно активировался фотосин
тез и происходило захоронение загрязнений в виде ископаемого топли¬
ва [ 2 ] . 

Специфика современного, антропогенного типа загрязнений в том, 
что: а) увеличена доля органических соединений, большей частью это 
новые .ми оиосферы вещества, эффект которых непредсказуем п этим 
опасен; б) н з э а интенсивной траты ископаемого топлива появились в, 
более высокой концентрации и в новых соотношениях минеральные за
грязнения прошлых эпох (тяжелые металлы, изотопы биогенных эле
м е н т » , кислоты и щелочи); в) из-за усиленного изъятия урожая в по
лях, водоемах и лесах, а также в результате рассеивания при резко воз
росши! добыче минералов нарушен возврат веществ в сложившихся 
системах. Все это приводит к эскалации передачи генетического нездо
ровья в биосфере от фототрофов к гетеротрофам и далее в пищевых 
И С II я \ 

I ! ной связи простая оценка мутагенности недостаточна; необхо-
1ПМО осуществлять тпппрование мутагенов, т. е- прогнозирование их 
> ф ф ( К | . | па молекулярном, клеточном, популяционном и биоценотиче-

. ком уровнях. Термин «мутагенотипирование», предложенный С. Г. Ин-
i в-in"I iомовым и I I . Н. Хромовым-Борисовым, подразумевает опериро
вание комплексом "методов, тест-объектов и эталонных мутагенов для 
оценки а к I явное i и и специфичности мутагенов и для оценки молеку-
дярпоп природы мутаций» [30], иначе говоря — создание штаммов с 
четкой реакцией на известные мутагены и испытание «неизвестных пре-
iiTpamii, поиски среди них аналогов эталонных мутагенов» [22] . 

*Лы р а с аем н и т р о в а н и е загрязнений как народнохозяйственную 
задачу и н и т р о в а н и е гегт-объектов как этап на пути к созданию гене
тических средств выполнения этой задачи. 

I . П Р Е Д П О С Ы Л К И С О З Д А Н И Я А Л Ы О Л О Г И Ч Е С К О И С И С Т Е М Ы 
М У Т А Г Е Н О Т И П И Р О В А Н И Я 

Среди одноклеточных эукариотических водорослей генетически изу-
N ны представители зеленых водорослей родов Chlorella, Scenedesmus 
i Chlamydomonas [32, 4, 5, 13, 14, 48, 49, 50, 24, 43, 42] . По глубине и 

полноте генетической изученности на первое место мы должны поста
вим, линии I37C хламидомонады. Эти линии широко используются в 



качестве модельного объекта молекулярно-биологнческнх н генетиче
ских исследовании [47] . У агамных организмов, подобных хлорелле , 
генетическое изучение ограничено областью мутационного анализа [ 1 4 ] , 
для хламидомонад возможно осуществление полного цикла генетиче
ского анализа , включающего гибридологическое изучение наследова
ния. У сценедесмуса описан половой процесс, но в лабораторных усло
виях весь цикл размножения пока не удается воспроизвести [40]- Мы 
предлагаем создавать альгологическую систему мутагенотипирования 
на основе комбинации типированных штаммов по меньшей мере двух 
объектов: хлорелла (или сценедесмус как морфологически легко тес
тируемый в природных условиях представитель протококковых) и хла
мидомонада, подвижная, фототрофная водоросль, линии 137С которой 
представляют собой практически готовый набор форм для мутагено
типирования. Сочетание относительно просто устроенных протококко
вых водорослей с представителем вольвоксовых — хламидомонадой, об
ладающей наиболее полным набором органелл эукариотической клет
ки (хлоропласт с глазком и пиреноидом; хондриом; цитоскелет из жгу
тикового аппарата , базальных тел, «корней» и связок, веретена деления; 
две пульсирующие вакуоли и другие органеллы) , позволит использо
вать как экспресс-методы тестирования токсичности, так и стандарт
ные методы микробной генетики и тем самым избежать ошибок, 
обусловленных специфичностью реакций отдельного объекта. 

Вместе с тем эти объекты объединены рядом черт, о т р а ж а ю щ и х 
своеобразие зеленых водорослей как первичных продуцентов эукарио-
тического уровня организации: 

1) полнота набора генофоров (уникальный — геном и множествен
ные копии — хондриом, пластом) ; 

2) полнота набора типов питания (фото-, миксо- и гетеротроф-
ность); 

3) множественная детерминация фототрофностн, что делает при
знаки хлоропласта удобными маркерами при интегральном учете мута-
бильности; 

4) преобладание гаплоидной стадии в жизненном цикле, что поз
воляет использовать понятие теории мишени в оценке частот мутаций 
в уникальных наборах хромосом и во множественных наборах орга-
нельных генофоров. 

Если учесть, что в клеточном цикле (рис. 1) наблюдается четкая 
циркадная ритмика периодов синтеза различных фракций Д Н К : ядра 
( а ) , ядрышка (у) , пластиды (р) и митохондрий (т), то временная ха
рактеристика мутационного процесса в отдельных генофорах клетки 
может быть смоделирована достаточно близко к реальной ситуации в 
клетке. 

Невозможность детального описания разнообразия хромосом зеле
ных водорослей с помощью световой микроскопии (недостаток, свойст
венный всем микробным тест-объектам) до определенной степени ком
пенсируется возможностью регистрировать выщепление летальных му
таций в потомстве (рис. 1), устанавливать ход мптотического распреде
ления генофоров при анализе клеточных родословных (педигри) и ре
конструировать ход мейоза при тетрадном анализе. 

Убиквизм — повсеместность распространения (в почве, в пресных и 
соленых водах, в обрастаниях на твердых субстратах) и космополитизм 
представителей родов Scenedesmus, Chlorella и Chlamydomonas сдела
ют эти водоросли крайне удобными для осуществления генетического 
мониторинга популяций первичных продуцентов практически в любых 
регионах нашей страны и планеты в целом. 

По отдельности каждый из этих объектов уже был использован 
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д л я осуществления скрининга: как агамная водоросль хлорелла [4, 5, 
16], так и классический генетический объект — хламидомонада линий 
137С [55, 54, 51, 52, 38, 28]. В этих работах использованы приемы тес
тирования мутагенности радиации и химических препаратов, отрабо
танные в предыдущих исследованиях. 

П е р и о д ы с и н т е з а ДНК 

Pur 1. П о с л е д о в а т е л ь н о с т ь моментов р е п л и к а ц и и гепофоро в х л о р о п л а с т а ( Р - Д Н К ) , 
м и т х о н . т р н и ( m - Д Н К ) , я д р ы ш к а ( у - Д Н К ) и я д р а ( а - Д Н К ) в ц и р к а д н о м к л е т о ч н о м 
цикле н с о п о с т а в л е н и и с с о б ы т и я м и — р е з у л ь т а т о м д е й с т в и я м у т а г е н а на а в т о с п о р у 

х л о р е л л ы перед посевом на плотные с р е д ы . 

Типы п о в р е ж д е н и я : / — н е м е д л е н н а я гибель. 2—3 — гибель в с е р е д и н е цикла I с п о р у л я ц и и , 4, 5, 6— 
гибель после I с п о р у л я ц и и . 7—8—гибель во I I споруляции (I и И — н о р м а л ь н ы е мнкроколонип 
в д в у х первых с п о р у л я ц и я х ) . 9, 10 — секторные макроколонни. / / — мутантная колония. П е р и о д ы 
мнтотического цикла: tfi — предсинтетическнй, Л г 1 - с н н т е з ядерной Д Н К . — постсинтетнческпЛ; 
митозы з а в е р ш а ю т единичный цикл на протяжении двух споруляции (I и I I ) , и з о б р а ж е н н ы х в ви
д е отрезка «спирали п о к о л е н и й » ; н а б л ю д а е м ы е типы гибели соответствуют летальным м у т а ц и я м , 

р е а л и з у е м ы м с той или иной з а д е р ж к о й (по: Шевченко [31. 32], м о д и ф и ц и р о в а н о ) . 

1. Агамные водоросли (хлорелла) . Впервые в нашей стране в каче-
(114- гсет-абъектэ хлорелла была использована К. В. Квитко, И. А. За 
харовым и В. П. Хроповой для тестирования генетического эффекта 
УФ-лучен. рентгеновского излучения и хпммутагенов [29] , а затем для 
более Детального анл.ииа мутационного процесса у водорослей [4, 5, 
•М.Л2] 

Для >hi интимен тон чаще всего используются автоспоры (рис. 1), 
представляющие собой однородную совокупность клеток, находящихся 
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на предсинтетической стадии ( g i ) мнтотического цикла, когда все клет
ки имеют один геном и минимальное число копий других фракций 
Д Н К - Последствия воздействия мутагена в этот момент могут проявить
ся не только в первом клеточном цикле, но н в следующем цикле, в так 
называемой «второй споруляции» (рис. 1). Это проявляется в харак
терных нарушениях морфологии микроколоний (типы 1—8), гибели 
•спор или задержках деления. Соответственно можно использовать сле
дующие критерии: 1) летальный эффект, 2) сроки гибели (от гибели 
под лучом до гибели во второй споруляции, после двух цитокинезов) , 
3) влияние на митоз (по изменению числа автоспор), 4) влияние на 
длительность клеточных циклов, 5) частота нарушения эквивалентно
сти автоспорообразования, 6) частота мутирования по пигментации и 
морфологии колоний и, наконец, интегральный показатель «скорость 
роста колоний», устанавливаемый по диаметру их. 

Д л я учета этих изменений годится практически любой штамм, клет
ки которого делятся на 2, 4, 8, 16 равных спор. Это делает возможным 
использовать тест для мониторинга природных популяций в моменты 
массового размножения водорослей. Учет разнообразия мнкроколоннн 
даст оценку генетического груза в популяциях, а сопоставление реак
ции на загрязнение клеток лабораторных линий и выборок из приро
ды — оценку резистентности к мутагенам у особей, только что изъятых 
из естественных ценозов. 

Использование лабораторных линий при мутагенотипировании на 
тюпуляционном уровне требует более тщательного отбора этих линий, 
выявления среди них тех форм, которые будут четко и контрастно реа
гировать на эталонные мутагены. 

Высокой чувствительностью обладают аргининзависимые ( А Р Г - ) 
штаммы Chlorella vulgaris, у которых можно единовременно учитывать 
редкие ревертанты к прототрофности ( 1 X 1 0 ^ 8 и ч а щ е ) , пигментные му
танты, устойчивые к ядам мутанты и наследуемую мозаичность по мор
фологии колонии [16] . 

Чувствительность к летальному действию мутагенов у водорослей 
снижена, что позволяет испытать по мутагенности более широкий 
диапазон доз. Кроме того удается сдвинуть эти рамки путем отбора спе
циальных типов мутантов. Чувствительность к УФ-лучам у хлореллы 
связана, видимо, с нарушением репарации [19] . 

При изучении природной изменчивости хлореллы обнаружен фено
мен генетической адаптации популяций зеленых водорослей к новому 
для них фактору — хроническому воздействию ионизирующей радиа
ции в почве, загрязненной радиоактивными отходами. Этому посвящена 
работа В. А. Шевченко [32] . Автор наблюдал сезонную цикличность 
частот встречаемости пигментных мутантов: з адержка клеточного цик
ла зимой увеличивала индивидуальную дозу, что реализовалось во 
вспышке мутабильностн весной; элиминация этих мутантов при размно
жении популяции, снижение дозы на поколение и отбор более устой
чивых клопов уменьшали долю пигментных мутантов в летний и осен
ний период. З а 5 лет в популяции существенно увеличилась доля кло
нов, резистентных к летальному эффекту радиации. Н о на этот мо
мент существовал оптимум радиационного фона (0,63—6,3 рад /сутки) , 
превышение которого достоверно снижало эффективность отбора по 
радиорезистентности. Через 11 лет адаптация популяции произошла и на 
избыточном фоне радиации — уровень резистентности возрастал ли
нейно с дозой во всем диапазоне концентраций загрязнения изотопами. 
J радиорезистентных форм увеличилось содержание тиолов [32 ] ; по 
Данным И. Е . Камчатовой [11] у одного из этих штаммов (Щ-63) уве-
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личено содержание цистеина. Как показали дальнейшие исследования 
[12 ] , увеличение содержания цистеина в штамме Ш-63 не ведет к сни
жению мутабильности по критерию «частота пигментных мутантов», тог
да как аналогичное обогащение биомассы цистеином у штаммов-фиде
ров резко снизило мутабильность по данному признаку, не затронув при 
этом радиочувствительности по критерию «выживаемость». 

Таким образом, уже среди изученного разнообразия штаммов хло
реллы имеются формы, перспективные для использования в системе 
мутагенотипирования на всех этапах этого исследования: ауксотрофы, 
штаммы с измененной репарацией, резистентные к мутагенам формы. 
На наш взгляд, лучше все разнообразие типнрованных штаммов одного 
вида создавать в клоповом потомстве одного штамма дикого типа. Это 
обеспечит единство генетического фона типнрованных штаммов и позво
лит сопоставлять эффекты для всей совокупности штаммов клонового 
происхождения с реакцией совокупности штаммов хламидомонады. 

2. Гаплобионты с зиготической редукцией (хламидомонада 137С). 
Хламидомонада обладает всеми преимуществами, которые были отме
чены для хлореллы, сверх того — это клетки, обладающие поведением, 
а половой процесс дает возможность скрещивать мутанты, изучать 
локализацию изменения в одном из трех типов генофоров клетки 
(рис. 1 и 2) . 

Так, например, показано, что интеркалирующие красители акри-
флавин и этидиум бромид вызывают чаще всего появление карликовых 
мутантов с дыхательной недостаточностью. Эти мутации наследуются 
по неменделеевской схеме и напоминают мутацию дыхательной недоста
точности petite, индуцируемую в Д Н К митохондрий у гетеротрофных 
организмов. Предполагается, что и у хламидомонады поражается пре
имущественно мптохондриальная Д Н К [39] . 

Стрептомицин является специфическим мутагеном по отношению к 
внехромосомным детерминантам [50] у хламидомонады и у хлореллы 
[27] . Супермутаген .\-метил-Ы-нптро-1\1-нитрозо-гуанидин (НГ) индуци
рует широкий спектр как внехромосомных, так и ядерных мутаций. Под 
действием этого агента получены как ядерные (СТРУ-100) , так и орга-
нельные мутации в локусах, контролирующих устойчивость к антибио
тикам (СТРУ-500) и д а ж е зависимость от них. Антибиотикозависимые 
мутанты (A3) —чрезвычайно чувствительная система, в которой дейст
вие экзогенного мутагена будет сочетаться с эффектом антибиотика, 
ставшего необходимым для клетки метаболитом. В такой ситуации было 
зарегистрировано появление новых органельных мутаций [53] . 

Для тестирования мутаций в ядерных генофорах широко применя
ют штаммы с аргннннзависимостыо (локусы I группы сцепления a rg l , 
arg7 и локус arg4 в X I I группе сцепления), перспективны локусы пот
ребности в никотинамиде, локусы светочувствительности и ацетатзави-
снмостн. Наиболее удобную модель представляет собой локус arg7, кон-
ipo.Mip\ loimiii . 'фгипппсукцппат лиазу. Аллели этого локуса комплемен-
тнрую] между собой, построена рекомбинационная карта сайтов мута
ции, пплушфоиаппых УФ-лучами, НГ и этилметансульфонатом (ЭМС) . 
По мутабильности штаммы с соответствующими аллелями расположи
лись в следующий ряд: arg7— 1 > arg7—4 > arg7—2 > arg7—5 > 

эме эме ~ э,мс иг 
> a r g 7 — 8 > arg7—3 = 0 (под шифром указан агент, вызвавший дан-

уф эме 
ную м\тнпию) . Первые два штамма были способны к спонтанному 
реиерпфонлпню к прототрофности, иерархия частот индуцированной 
ЭМС п НГ прототрофности отражена в данном ряду. У штамма с ал-
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Р и с . 2. Ж и з н е н н ы й ц и к л х л а м и д о м о н а д ы линий 137С. 
И з м е н е н и я п л о и д н о с т и от г а п л о и д и и 1 п к д и п л о и д и и 2 п п о с л е ко
п у л я ц и и ( + ) и (—) гамет и т е т р а п л о и д н и 4 л при у т р а т е з и г о т и ч е -
ской р е д у к ц и и у д и п л о и д о в У З Р { 2 п) и т е т р а п л о и д о в У З Р ( 4 л ) , нор
м а л и з а ц и я п л о и д н о с т и в р е з у л ь т а т е зиготической р е д у к ц и и ( З Р ) . В е 
гетативное р а з м н о ж е н и е с и м в о л и з и р о в а н о н е з а ш т р и х о в а н н ы м и с т р е л к а 
ми, г а м е т о г е н е з при изъятии азота ( N " ) — п р е р ы в и с т ы е с т р е л к и , п о 
л у ч е н и е д и п л о и д о в ( + ) типов с п а р и в а н и я в о з м о ж н о л и ш ь при п о л у 
чении п р о т о п л а с т о в ( П П ) и п о с л е д у ю щ е й с о м а т и ч е с к о й г и б р и д и з а ц и и 
( С Г ) . З а ш т р и х о в а н н ы е х л о р о п л а с т и я д р о о б о з н а ч а ю т п е р е д а ч у при

знаков , д е т е р м и н и р о в а н н ы х я д р о м . 
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лелью arg7—3 не было найдено ни одного ревертанта среди ш» по
томков. Сопоставляя с данными по рекомбинации и комплементации 
аллелей указанные выше сведения о размерах мишени реверсий, авто
ры сделали следующие выводы: сайты 7—2, 7—4, 7—5, 7—8 они от
несли к точковым мутациям в различных участках гена, сайт 7—1 — 
в районе начала считывания [441. 

Для тестирования мутагенной активности в гетеротрофных усло
виях можно использовать штаммы со светочувствительностью (СВЧ) , 
при этом следует разделять момент воздействия агента и момент селек
ции ревертантов—устойчивых к свету клонов. При проведении экспери
ментов в условиях освещения следует иметь в виду фотохимические эф
фекты, опосредованные хлорофиллом и протопорфирином у мутантов 
[36, 37]. Фототокснчность и фотомутагенность ряда загрязнений пока
зана на хламидомонаде [51, 52] по реверсиям к прототрофности a rg l 
штаммов и по внеядерным реверсиям от потребности в антибиотиках 
стрептомицине и неамине. Привлекательность этой модели для учета 
мутабильностп заключается в том, что светочувствительность типа 
П Б Л К I и I I блоков описана как для хламидомонады, так и для хло
реллы [14] . Частоты реверсий сопоставимы у мутантов этих двух водо
рослей [45] . Аналогичные мутанты получены нами у сценедесмуса 
[15, 25]. 

Современное состояние генетики хламидомонады позволяет не толь
ко использовать для мутагенотипированпя гаплоидные формы хламидо
монады, ми и создавать полиплоидные клоны с генетически контроли
руемым уровнем умножения генома: днплоиды, триплоиды и анеуплоп-
ды [34, 33, 35]. 

3. Утрата зиготической редукции у хламидомонады линий 137С. 
Метод получения диплоидов предложен Эберсольдом [41] и заключа
ется в отборе быстрорастущих прототрофов среди потомства с аргинпн-
з . - п л к имостыо, детерминируемой двумя комплементирующпмп тесно 
сцепленными мутациями (arg l и arg7 локусы пли разные аллели 
локуса arg7). Часть з и г о т в таком скрещивании не переходит в ста
дию покоя п последующего мейоза, а продолжает бесполое размноже
ние, но уже в диплоидном состоянии. Получив днплоиды с маркерами 
светочувствительности, мы можем отобрать триплоиды по той же ме
тодике— отбором на селективном фоне (среда без аргинина и освеще
ние). Скрещивание трнплоидов с гаплоидом или двух диплоидов дает 
гетраплопдпые зиготы (рис. 2 ) , которые при зиготической редукции д а 
ют диплоидное потомство, а при утрате зиготической редукции появ
ляется тетраплопдиыи клон. 

Днплоиды имеют ряд новых черт: у них резко возрастает эффек-
тпшнн"I I . клонирования и общая устойчивость к мутагенам; для гетеро-
а . I . I C . I I , н и х диплоидов становится в о - . м г ж п ы м учет мтотпческой реком-
омнаппп (ипутрпгеннон и межгеннон). По комплементации рецессив
ных мутаций м ы м о ж е м установить их аллельность, выявить доминант
ные а.г 1 с т . ни М и ш и н ы х по ауксотрофности и светочувствительности 
лип.пн: i , ' i \ возможно более точно описать природу реверсий к дикому 
Г 1 , п ) (обратных мутаций) Таким образом, использование явления утра
ты :и1-.||-ч1м кои редукции дает нам формы с регулируемой плои дно-
' И - ' " , \ р i i i H i m . i c i I и п. l o o i i o H T линии 137С хламидомонады, с классн-

гапяомваюбновтамн Saccharomyces cerevisiae, при этом не 
утрачиваются н е с преимущества хламидомонады как подвижных фото-
C H H T I : i i p \ i o i H i i \ o p r a i i i i i M O H из группы первичных продуцентов. 
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2. ЭТАПЫ С О З Д А Н И Я С И С Т Е М Ы Ш Т А М М О В З Е Л Е Н Ы Х В О Д О Р О С Л Е Й 
Д Л Я И С П О Л Ь З О В А Н И Я ИХ В М У Т А Г Е Н О Т И П И Р О В А Н И И З А Г Р Я З Н Е Н И Й 

Конечной целью данной системы мутагенотнпирования является 
надежный прогноз состояния генетического здоровья популяций первич
ных продуцентов гидросферы и оценка степени опасности . эскалации 
генетического нездоровья в звенья гетеротрофов, потребляющих био
массу водорослей саму по себе или в переработанном гетеротрофами 
виде. Возникает противоречие, ибо требование генетической изученно
сти системы заставляет нас остановиться на малой выборке типирован-
ных штаммов, а требование надежности прогноза предполагает попол
нение выбранных штаммов представителями природных популяций. 

Система ступенчатого тестирования, предложенная В. В. Павленко 
[21], предполагает работу в три этапа: предварительные исследования 
на удобных моделях, дающие сведения о дозовых зависимостях эффек
тов загрязнений; оценка механизмов обнаруженных эффектов реаль
ных доз загрязнений; изучение специфичности проявлений генетичес
кой опасности для набора объектов с различной экологией и с различ
ной структурой генотипа. Предполагается переходить от оценки опас
ности для отдельных видов к оценке экосистем в целом. 

Предлагаемая нами система удовлетворяет требованиям первых 
двух этапов п лишь частично требованиям третьего этапа — этапа 
оценки опасности для экосистемы. Пополнение на этом этапе системы 
штаммов клонами природных форм — типичных представителей пер
вичных продуцентов изучаемого водоема, как предложено К. В. Квитко 
и В. И. Хроповой [16] , может помочь в решении части проблем, а 
именно проблем оценки генетической опасности для популяций первич
ных продуцентов. Что же касается передачи и эскалации генетическо
го нездоровья в звенья гетеротрофов вследствие присущей водорослям 
(и их потребителям) способности к кумуляции в биомассе загрязнений,. 
то это потребует смыкания данной системы штаммов зеленых водорос
лей с генетическими тест-системами из гетеротрофов. В этом случае 
параллельно учету генетического груза в популяциях водорослей сле
дует оценить влияние их метаболизма на загрязнение вод путем доба
вок культуралыгой жидкости, автолизатов биомассы и отмытых от за
грязненных вод живых клеток водорослей к модельным популяциям 
трех типов гетеротрофов: потребителей выделений и автолизатов водо
рослей (бактерий и грибов) , сапрофитов — потребителей биомассы и 
хищников, питающихся живыми клетками. Наиболее вероятными кан
дидатами среди одноклеточных гетеротрофов будут штаммы Эймса 
(сальмонелла) и генетические линии дрожжей, уже использованные 
для оценки вреда ряда загрязнений [21, 3, 10, 17, 22]. Среди хищников, 
потребителей живой массы клеток водорослей, перспективны три объ
екта: инфузория тетрахимена, часто используемая для лабораторной 
оценки пищевой ценности; Daphnia magna — фильтратор, традицион
ный объект водной токсикологии, для которого найден способ выявле
ния наследуемых изменений [ 7 ] , и дрозофила, успешное использование 
которой в системе «дрожжи—дрозофила» [18] позволяет надеяться на 
успех в создании системы «водоросли—дрозофила». 

Таким образом, система штаммов зеленых водорослей может приоб
рести значение связующего звена в более комплексной системе мутаге
нотнпирования загрязнений гидросферы. Как уже отмечалось, именно 
это звено (первичные продуценты) отсутствует р ранее предложенных 
системах генетического мониторинга [8, 21, 22] . 
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Наборы штаммов водорослей в системах мутагенотипнрования мы 
предлагаем формировать из трех групп организмов: 

1. Штаммы хлореллы клопового происхождения (например, потом
ство штамма В ) , тнпированные по реакции на эталонные мутагены в 
отдельных локусах ядра (АРГ, СВЧ, СТРУ—100) и хлоропласта 
(СТРУ—500, A 3 ) . Дополнением к ним послужат штаммы хлореллы или 
сценедесмуса местного происхождения, которые устранят узость штам-
мовой специфичности реакции на мутагены. 

2. Тнпированные штаммы хламидомонады линий 137С, в том числе 
гаплоид и диплоид дикого типа, обладающие двигательной активно
стью; диплонды с маркерами, удобными для учета реверсий, митотнчес-
кой рекомбинации, прямых мутаций в органельных генах антибиотико-
устойчивости; тнпированные гаплоиды и диплоиды АРГ и СВЧ фено
типа с мутацией антпбпотнкозависимости в органельном генофоре 
( A 3 ) . 

3. Эндемики или доминирующие виды других типов водорослей — 
группа, которая будет пополняться по мере развития частных генетик 
этих форм. В настоящее время генетически изученные штаммы извест
ны лишь для эвгленовых, начато изучение рекомбинации у динофла-
геллят, у харовых и бурых водорослей. Но все эти примеры не позво
ляют рекомендовать какие-либо водоросли, кроме зеленых, для целей 
мутагенотипнрования. Нужна большая предварительная работа для 
привлечения новых объектов в сферу генетических исследований. 

Выбрав тнпированные штаммы, необходимо отработать с ними че
тыре группы методик проведения тестов на токсичность п мутагенез: 

1. Экспресс-метолики выявления биологически активных загрязне
ний п их сочетании по изменению токсикантом флуоресценции хлоро
филл-белковых комплексов пластиды дикого типа [20] и по изменению 
подвижности клеток, подобно тому как определяют температурные гра
ницы активности клеток хламидомонады [1] или титруют загрязнения 
с помощью клеток дуналиеллы [23] . 

2. Методики выявления градиентов токсичности и градиентов му
тагенеза на плотных средах с газоном клеток тест-объекта [16] . 

3. Оценка спонтанного и индуцированного генетического груза в 
популяциях и клонах водорослей путем выращивания суспензий водо
рослей в средах с добавками загрязнений и учета повреждений клеток 
по критериям, предложенным в работах В. А. Шевченко [31, 32]. 
Э. Н. Ваулиной с соавторами [4, 5 ] : а) эффективность спорообразова
ния — по разнообразию живых и погибших мнкроколонип, б) эффек
тивность клонирования, устанавливаемая по числу макроколонпп, 
в) урожай биомассы и прирост клеток. 

4. Оценка опосредованного водорослями эффекта загрязнений, в 
том числе: а) очистка культуральной среды от загрязнителя по пригод
ное I N ее для функционирования тех же водорослей или размножения 
гетеротрофов, б) накопление токсиканта в биомассе, устанавливаемое 
на и х же водорослях пли на гетеротрофных организмах типа сальмо-
H I 1,1ы и дрожжей, в) передача токсичности в автолизатах, или в био
массе, или н живых клетках при поедании их животными тест-объекта¬
ми ( и л ра.хп.мена, дафнии и дрозофила) . 

Исходя из свойственной первичным продуцентам способности к из
бирательному накоплению загрязнений гидросферы, мы выделяем водо
росли среди других микроорганизмов как основное, связующее, звено в 
тнпкрованнн мутагенности загрязнений на молекулярном, клеточном, 
по пул я цнон ном п иенотнческом уровнях. Таким образом, мутагенотипи-
роиаппс загрязнений без использования водорослей (первичных проду
ш и т ь ) может привести к ошибочным выводам и тем самым ослабить 
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эффективность природоохранных мер. Предлагается пополнить систему 
генетическими линиями хлореллы и хламидомонады, и клонами из при
родных популяций, выбранными по специфическим реакциям ядерных 
и хлоропластных генов на действие эталонных мутагенов. Это позволит 
выявлять специфические повреждения детерминантов фотосинтетичес
кой функции в эукарнотнческой клетке, повреждения цитоскелета и 
функции стигмы. Подвижность хламидомонады открывает возможность 
токсикологического изучения изменений функций движения и поведе
ния, что более всего соответствует требованиям автоматических систем 
слежения за качеством вод. Высокая концентрация хлорофилла в клет
ках водорослей облегчает регистрацию флуоресценции этих порфири-
нов — общепринятый тест на нарушения транспорта электронов в фото
системах хлоропласта. Биомассу водорослей из экспериментов по мута-
генотипированию предлагается использовать для типирования на мута
генность для гетеротрофов. Тем самым, водоросли могут стать связую
щим звеном в генетико-токсикологпчеекпх экспериментах по мутагеио-
тнппрованпю загрязнений и мониторингу популяции. 

Summary 

The absence of p r imary producers (phototrophs) . imong test-objects used for mu
tagens screenning and genetical m o n i t o r i n g was described as erroneous and deleterious 
for future of biosphere. The proposi t ion was to use same Chlorella and Chlamydomonas 
strains (genet ical ly k n o w n ones), which should be typed by s t u d y i n g their reaction onto 
standart mutagens, in experiments w i t h u n k n o w n polutants , as a part of the system of 
mutagenotyping in molecular, cellular, populat ion and bioceonotic levels. I n course of 
screening we study t w o f irs t levels, the study of genetic damage in sumples f rom na tura l 
population gives us the b r i f f i n g of the populat ion level. The use of f i l t rates , autolysats 
and biomass of algae g r o w n on poluted substrates (for s t u d y i n g the accumula t ion , 
transformation and ac t iva t ion of mutagens by pr imarv producers is the first step in 
escalation of genetical damage in to food changes) lets the poss ib i l l i ty to s tudy the 
polutants effect on ecosystem basis. 
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ВЛИЯНИЕ КОФЕИНА 
НА ЧАСТОТУ ИНДУЦИРОВАННЫХ РЕНТГЕНОМ 

ХРОМОСОМНЫХ АБЕРРАЦИЙ 
У ЛИНИЙ КУР, СЕЛЕКТИРУЕМЫХ ПО РЕАКТИВНОСТИ 

Л. А. АЛЕКСЕЕВИЧ, О. А. МАЦКЕВНЧ, Л. П. ШЕВЧЕНКО 

Кофеин довольно широко используется в последние годы как моди
фикатор мутационного процесса для изучения физиологии становления 
мутаций [ 1 , 5—7, 11, 16]. Предполагается, что кофеин вызывает ингп-
бнрование ферментных систем, участвующих в процессах репарации, 
способствуя переходу потенциальных повреждений в мутации. О д н а к о 
механизм действия кофеина остается не до конца ясным. Это касается , 
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