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(57) Спосіб визначення мутагенного ефекту важ-
ких металів, який включає облік показників пору-
шення ембріонального розвитку рослин та
свідчення за даними обліку про наявність мутаген-
ного ефекту, який відрізняється тим, що для ви-
значення віддалених та безпосередніх наслідків
впливу факторів середовища, зокрема важких ме-

талів, використовують як тест-систему частоту та
спектр аномалій для вже сформованого зародко-
вого апарата, а саме гістогенна редукція ендос-
перму, розширення шару епідермісу зародку, роз-
ростання палінової оболонки, анізокотилія,
тератологічна ПОЛІКОТИЛІЯ та тератологічна
СХІЗОКОТИЛІЯ, цілковите зменшення зародку,
гемітрикотилія, гемітетракотилія, складання ендо-
тести з палісадного шару близьких до кубічних
клітин, за якими визначають ступінь генотоксич-
ності мутагенних факторів середовища, в тому
числі важких металів, та проводять елементний
аналіз специфіки впливу окремих металів

Винахід відноситься до фітоембрюлопі, фіто-
токсикологм, охорони генофонду рослин природної
флори та може бути використаний для тестування
генотоксичних ефектів важких металів на основі
ідентифікування індукованих ними аномалій емб-
ріонального розвитку, а також для визначення оп-
тимальних концентрацій важких металів, прогно-
зування наслідків мутагенних трансформацій та
якостей насінин та рослин природної флори у на-
ступних поколіннях

ВІДОМІ способи бюіндикацм мутагенів грунтів
за допомогою реакції пилку індикаторних рослин,
де визначається ступінь дефектності пилкових
зерен амфіміктичних квіткових рослин, які викори-
стовуються як індикаторні [1,2] Можливість вико-
ристання бюшдикаційних досліджень при прове-
денні ГІГІЄНІЧНОЇ оцінки якості навколишнього
середовища надає великого значення розробці
експресних високочутливих методів Для аналізу
забруднення грунтів мутагенами найбільш вдалим
тест-об'єктом є рослини [1]

Існує спосіб визначення мутагенного ефекту
факторів середовища за допомогою ідентифікації
індукованих пестицидами аномалій ембріонально-
го розвитку рослин, де вивчали спектр порушень
ембріогенезу на 1 - 2 - й день квіткування та облі-
ку підлягали такі показники, як старіння яйцевого
апарату, асинхронний розвиток зародку та ендо-
сперму та поліембріонія При наявності мутагенно-

го ефекту факторів середовища робили висновок,
якщо значення першого з перелічених показників
зменшувалося, а другого та третього збільшува-
лося у порівнянні з контролем [3]

Недоліками цього способу є мала достовір-
ність при аналізі проб саме у перші дні квіткування
з урахуванням високої морфологічної пластичності
квітки та генеративного апарату, неточна означе-
ність мутагенного ефекту та використання даних
тільки пестицидного забруднення, а точніше лише
концентрації НІ\І2, що не дає повну картину мута-
генного характера субстрату

В основу винаходу поставлена задача поліп-
шення методів ембріональної оцінки навколишньо-
го середовища за допомогою рослин природної
флори на прикладі Tnpleurospermum perforatum
(Merat) M Laipz (Asteraceae Dum ), де обліку підля-
гають не впроваджені раніше показники, а рослин-
ні збори проводять після квіткування, забезпечу-
ється можливість встановити рівень та спектр
аномалій у розвитку ембріональних структур, та-
кож виявити не тільки інтегративну, а й дискретну
ознаку дії мутагенних факторів середовища, зок-
рема важких металів, на ембріональний розвиток
першого та наступних поколінь, та за рахунок цьо-
го використання способу дозволить більш точно
прогнозувати наслідки мутагенних трансформацій,
якостей насінин та рослин природної флори, оці-
нити специфіку металевого забруднення на техно-

ю
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генно змінених територіях

Поставлена задача вирішується тим, що спо-
сіб визначення мутагенного ефекту важких мета-
лів, який містить облік показників порушення емб-
ріонального розвитку рослин та свідчення за
даними обліку про наявність мутагенного ефекту,
ВІДПОВІДНО винаходу для визначення віддалених
та безпосередніх наслідків впливу факторів сере-
довища, зокрема важких металів, використовують
як тест - систему частоту та спектр аномалій для
вже сформованого зародкового апарату, а саме
гістогенна редукція ендосперму, розширення шару
епідерміса зародку, розростання палінової оболо-
нки, анізокотілія, тератологічна ПОЛІКОТІЛІЯ та тера-
тологічна СХІЗОКОТІЛІЯ, цілковите зменшення зарод-
ку, гемітрикотілія, гемітетракотілія, складання
ендотести з палісадного шару близьких до кубіч-
них клітин, за якими визначають ступінь геноток-
сичності мутагенних факторів середовища, в тому
числі важких металів, та проводять елементний
аналіз специфіки впливу окремих металів

Спосіб оснований на тому, що визначення від-
далених та безпосередніх наслідків впливу факто-
рів середовища, зокрема важких металів, викорис-
товують як тест - систему частоту та спектр
аномалій для вже сформованого зародкового апа-
рату, а саме гістогенна редукція ендосперму, роз-
ширення шару епідерміса зародку, розростання
палінової оболонки, анізокотілія, тератологічна
ПОЛІКОТІЛІЯ та тератологічна СХІЗОКОТІЛІЯ, цілковите
зменшення зародку, гемітрикотілія, гемітетракоті-
лія, складання ендотести з палісадного шару бли-
зьких до кубічних клітин, за якими визначають сту-
пінь генотоксичності мутагенних факторів
середовища в тому числі важких металів та про-
водять елементний аналіз специфіки впливу
окремих металів При цьому найбільш інформати-
вними показниками є гістогенна редукція ендоспе-
рму (ГРЕ), розширення шару епідерміса зародку
(РШЕЗ), розростання палінової оболонки (РГО),
анізокотілія (А), тератологічна ПОЛІКОТІЛІЯ (ТП) та
тератологічна СХІЗОКОТІЛІЯ (ТС) Гістологічна ВІДПО-
ВІДНІСТЬ з'ясована за літературними джерелами [4
-7]

Приклад Вказаний спосіб визначення мута-
генного ефекту важких металів було проведено на
рослині Tnpleurospermum perforatum (Merat) M
Laipz (Asteraceae Dum), що вирощували на тери-
торії промислових майданчиків Артемівського та
Костянтинівського районів Донецької області на-
ступних модульних зон Артемівський завод по
переробці кольрових металів (МЗ - 3), Артемівсь-
кий машинобудівельний завод (МЗ - 4), Артемівсь-
кий завод "Доріндустрія" (МЗ - 5), Артемівський
кераміко - трубний комбінат (МЗ - 6), Часовоярсь-
кий вогнетривкий комбінат (МЗ - 7), Артемівський
скляний завод їм Артема (МЗ - 8), Костянтин і всь-
кий завод "Автоскло" (МЗ - 9), Костянтинівський
механізований скляний завод (МЗ - 10), Костянти-
нівський завод "Укрцинк" (МЗ - 11), територія залі-
зничного вокзалу м Костянтинівка (МЗ - 12) та в
контрольних фонових умовах, де концентрації ва-
жких металів в грунтах були на рівні фона для До-
нецької області с Серебрянка (МЗ - 1) та с Звані-
вка (МЗ - 2) Обрані рослини з контрольних місць
зростання додатково вирощували в лабораторних
умовах на нітратних металоносних субстратах з
концентраціями РЬ - 500, Zn - 500, Cd -10, Ni -300,
Cr - 300, Mo - 10, Fe - 200, Mn - 4000, Cu - 300, Hg -
5 мг/кг Вміст металів у субстраті обумовлений
гранично допустимими концентраціями [8 - 10] з
поправкою на місцеві стандарти та фонові рівні
[11] Повторність лабораторного експерименту
дорівнювала 5 Дослідження проводили на росли-
нах першого, другого, третього та четвертого по-
колінь Для вивчення спектру порушень ембріона-
льного розвитку була обрана найбільш стабільна
та стандартизована стадія - кінець квіткування
Для аналізу використовували 300 насінин в конт-
рольних варіантах та 200 - у досліджених модуль-
них зонах ПОСТІЙНІ препарати готували за загаль-
но прийнятими цитологічними методиками [12, 13]
Товщина зрізів - 10 мкм, фарбування гематоксилі-
ном за Гейденгайном

В табл 1 представлені найбільш інформативні
показники спектру аномалій від загальної КІЛЬКОСТІ
порушень (частота різних типів структурних ано-
малій в залежності від місцезростання)

Таблиця 1

Варіант

МЗ-1 (контроль)
МЗ-2 (контроль)

МЗ-3
МЗ-4
МЗ-5
МЗ-6
МЗ-7
МЗ-8
МЗ-9

МЗ-10
МЗ-11
МЗ-1 2

Частота аномальних пору-
шень, М±т
3,01 ±0,02
4,02±0,01

62,04±0,51
57,27±0,49
42,16±0,40
38,45*0,31
44,98±0,40
45,19±0,31
50,42±1,01
49,90±0,90
69,71±1,12
48,30±0,44

Спектр порушень, %
ГРЕ
50
50
ЗО
23
40
5

20
20
12
5
5
3

РШЕЗ

2
10
15
14
5

ЗО
28
11
7

12

РГО
25

40
15
10
ЗО
13
15
15
5

70
7

А

18
12
20
21
35
19
15
13
4

60

ТП

5
10
5

16
10
10
20
17
6
3

ТС

1
20
5
5

10
5
9

40
5
7

ІНШІ
2 5

5 0

4

10

5

9

7

1

1

9

3

8

Примітка М - середнє арифметичне, m - похибка



З табл 1 видно, що КІЛЬКІСТЬ аномальних по-
рушень у дослідних зонах значно більше від конт-
ролю Результати частоти зустрічаєм ості достові-
рні на 95% - му рівні Ступінь трансформованої
зародкових елементів залежить від територіально-
го розташування та міста збору ембріологічного
матеріалу В контролі присутні деякі аномалії, що
обумовлено нормальною генетичною гетерогенні-
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стю насінного матеріалу, та багато з типів пору-
шень відсутні взагалі, тоді як у дослідних зонах
зустрічаються усі типи означених аномалій

В табл 2 представлені дані лабораторного
експерименту - безпосереднього впливу важких
металів на ембріональні структури тест - рослини
(вплив нітратних форм важких металів на ступінь
аномальності ембріональних елементів)

Таблиця 2

Метали

РЬ
Zn
Cd
Ni
Cr
Mo
Fe
Mn
Cu
Hg

Спектр порушень, %
ГРЕ

1
1

91
10
20
17
1

15
-
3

РШЕЗ
-
-
1

20
10
10
-

10
-

24

p r o
2

93
2

15
20
10
2

22
4

13

А
92
-
1

15
25
23
-

15
-

17

ТП
4
3
1

20
10
10
3

18
92
7

ТС
1
2
2

15
15
20
92
10
-

26

ІНШІ
-

1

2

5

-

10

2

10

4

10

З табл 2 видно, частота появи аномалій спе-
цифічна в залежності від чинника - важкого мета-
лу Найбільш інформативною при забрудненні
свинцем є ознака анізокотілм, цинком - розростан-
ня палінової оболонки, кадмієм - гістогенна редук-
ція ендосперму, залізом - тератологічна СХІЗОКОТІ-
лія та міддю - тератологічна ПОЛІКОТІЛІЯ Вплив
нікеля, хрому, молібдена, марганцю та ртуті не
несе цілеспрямованого ефекту для вивчених стру-
ктур

Позитивний ефект проявляється втому, що на
відміну від відомого запропонований спосіб дозво-
ляє виявити мутагенний вплив важких металів на
більш віддалені етапи онтогенезу рослин Він має
можливість встановити рівень та спектр аномалій
у розвитку ембріональних структур та виявити не
тільки інтегративну, а й дискретну ознаку дії мута-
генних факторів середовища на ембріональний
розвиток першого та наступних поколінь

Використання способу дозволить більш точно
прогнозувати наслідки мутагенних трансформацій
та якостей насінин та рослин природної флори,
оцінити специфіку металевого забруднення на
техногенно змінених територіях
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