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НА ДРОЗОФИЛЕ

Чрезвычайно высокая чувствительность радужной форели Salmo
gairdneri к афлатоксинам предъявляет соответственно высокие требо-
вания к качеству их кормов (Steffens, 1970). Использование в рыбовод-
ческих хозяйствах кормов, пораженных плесневыми грибками типа
Aspergillus flavus приводит к массовой заболеваемости форелей опухо-
лями печени (Wales, 1970; Wunder, Otto, 1969), в том числе и в обсле-
дованных хозяйствах Эстонии (Боговский и др., 1984). В связи с этим
разработка простых и точных методов определения микотоксинов в
кормах форели представляет собой актуальную практическую задачу.

Афлатоксин В ь являющийся основной причиной возникновения сена-
том у форелей, обладает сильным мутагенным действием на Drosophila
melanogaster, вызывая у нее мутации как в половых, так и в соматиче-
ских клетках (Белицкий и др., 1981; Graf, 1984; Lamb, Lilly, 1971; Vogel,
1976). Нами был разработан метод скрининга генотоксических канцеро-
генов на дрозофиле, который позволил выявить наличие афлатоксина
Bi в водных растворах в концентрации до 3-10~8 М или ~0,01 мкг/мл
(Белицкий и др., 1983).

В данном исследовании мы применили этот метод для выявления
мутагенных свойств сложных смесей, каковыми являются экстракты
гранулированных кормов форели и их составных частей.

Материал и методика

Исследованию были подвергнуты два образца гранулированного
корма, в которых химическим методом анализа (Методические. ..,

1984) было обнаружено наличие афлатоксина Вь Кроме того были ис-
следованы образцы составных частей корма (кукурузная мука, арахи-
совое масло, куколка тутового шелкопряда), также зараженные афла-
токсином. Контролем служили: образец гранулированного корма, сво-
бодный от афлатоксина, водный раствор афлатоксина Bi (Serva) в
10%-ном диметилсульфоксиде (ДМСО) и водный раствор V-метнл-
А/'-ннтро-Л/’-нитрозогуанидина (НМНГ), синтезированный в 10%-ном
ДМСО в концентрации 1-10~7 М В. П. Ягужинской (Всесоюзный онко-
логический центр АМН СССР). Экстракт гранулированных кормов иих
составных частей получали с помощью аппарата Сокслета по описанной
методике (Боговский и др., 1984).

Эксперименты были поставлены на личинках D. melanogaster гете-
розиготных по локализованным в Х-хромосоме рецессивным генам
yellow {у) и singed {sn) , обусловливающим в гомозиготном состоянии
соответственно желтую окраску тела (у) и извитую форму щетинок
{sn) , которые у гетерозиготных особей имеют черную окраску и прямую
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форму. Метод получения гетерозигот генотипа y++/sn3 и исследования
самок-мозаиков описан нами ранее (Шабад и др., 1976). Таким обра-
зом, показателем генотоксических свойств испытуемых соединений в
наших экспериментах было наличие у самок гетерозиготных дрозофил
желтых или/и извитых щетинок, свидетельствующих о том, что у них в
личиночной стадии в клетках нмагинальных дисков, формирующих по-
кровы взрослой мушки, произошли мутационные процессы (соматиче-
ский кроссинговер, точковые мутации, делении), в результате которых
проявилось действие избранных нами рецессивных генов.

Испытуемые экстракты разводили 10%-ным водным раствором
ДМСО так, чтобы концентрация афлатоксина Bi в них составляла вели-
чину порядка 3-10“7 М (0,1 мкг/мл) и добавляли по 0,2 мл к личинкам
трехдневного возраста, находящимся на стандартной питательной среде
в пробирках диаметром 2 см. Частоту мозаичных пятен Р рассчитывали
на 100 особей отдельно для у, sn и их суммы (включая двойные
пятна). Далее переходили к ср-распределению Фишера icp =2 arcsin ]/Р,
Рф=l/уц, где п число просмотренных самок. При сравнении показа-
телей мутирования с контрольным уровнем использовали /-критерий
для числа степеней свободы равного оо. Всего было просмотрено
41 429 самок.

Результаты и обсуждение

Афлатоксин В[ является значительно более сильным мутагеном, чем
НМНГ (таблица). Так, НМНГ в концентрации 1 • 10-7 г/мл не увеличи-
вает частоту мутирования, а афлатоксин Bi в той же концентрации по-
вышает ее примерно вдвое (р<0,01). Это представляет интерес в связи
с тем, что нитрозосоединения, способные вызывать опухоли печени у рыб
(Худолей, 1975; 1983), также могут входить в состав загрязнителей не-
доброкачественных кормов.

Мутагенная активность экстрактов гранулированных кормов № 1 и
2, если судить по суммарным данным (мутации по обоим генам у рано
и поздно вылетевших особей), была такой же, как и у контрольного раст-
вора афлатоксина Bi соответственно 2,45 и 2,77% мозаичных пятен
против 2,23%. По отдельным генам результаты были менее однородны.
В случае корма № 1 частота пятен у более чем в три раза превышала
спонтанный фон (корм без афлатоксина) и различие с контрольным
уровнем было значимым на 1%-м уровне, а в случае корма № 2 коли-
чество пятен у хотя и превышало фон в 2,5 раза, но значимость разли-
чий была меньше (р<СO,OS). Что касается мозаичных пятен sn, то час-
тота их была ниже и высокую степень значимости различий они имели
лишь в случае корма № 2.

Значительная мутагенная активность была обнаружена в экстракте
кукурузной муки. При его добавлении в культуру дрозофил частота
мутагенеза была такой же, как и от экстрактов кормов № 1 и 2.
Меньший мутагенный эффект был получен при действии экстрактов из
арахисового масла и муки из тутового шелкопряда, хотя все они содер-
жали примерно такое же количество афлатоксина В ь как и предыду-
щие три пробы. Если эти результаты не являются случайными, то их
можно связать с различиями в составе этих экстрактов, которые могут
содержать компоненты, препятствующие проявлению действия мутагена
(Аликперов, 1984).

Существенно, что экстракт из гранулированного корма, который по
данным химического исследования не был контаминирован афлатокси-
ном, не проявлял мутагенных свойств. Это свидетельствует о том, что
генотоксические свойства изученных нами образцов корма обусловлива-
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ются наличием в них афлатоксина. Растительные продукты могут содер-
жать и другие микотоксины, однако, мутагенная и канцерогенная актив-
ность большинства из них во много раз ниже, чем у афлатоксина Bi
(Белицкий и др., 1983; Mori и др., 1984).

Сравнение частот мозаицизма у рано и поздно вылетевших особей
свидетельствует о том, что у личинок, которые к моменту добавления
мутагена находились на более поздних стадиях развития, эффект выра-
жен, как правило, слабее, чем у находившихся на ранних стадиях (таб-
лица)

.

Таким образом, с помощью метода индукции соматического мозаи-
цизма у дрозофилы за относительно короткие сроки (до 2 недель)
можно выявить генотоксические свойства канцерогенов, присутствующих
в кормах форелей (Белицкий и др., 1981; Fahmy, Fahmy, 1983). При
этом, для получения результата примерно на 1000 особей достаточно
экстракта из 50 г корма, содержащего 1 мкг/кг афлатоксина Вь Хотя
химический метод анализа (Методические..., 1984) позволяет опреде-
лять содержание афлатоксинов в кормах для рыб в тех же пределах,
используемый в перспективе биологический метод даст возможность для
исследования продуктов без предварительной экстракции из них афла-
токсинов. Более существенно, он позволяет определять реальный сум-
марный генотоксический эффект, складывающийся из действия всех
мутагенных примесей любой природы, а также агентов, усиливающих
или ослабляющих это действие.
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KANTSEROGEENSETE AFLATOKSIINIDE AVASTAMINE FORELLI SÖÖDAS
DROSOPHILA LÜHIAJALISE TESTI ABIL

Autorite eelnevates töödes on näidatud, et aflatoksiin Bj (AFBi), mis kutsub esile
hepatoome vikerforellil, avaldab tugevat mutageenset toimet ka Drosophila melanogas-
ter’iie, põhjustades mutatsioone nii sugu- kui ka somaatilistes rakkudes. Käesolevas töös
on uuritud AFBi-ga saastatud vikerforelli graanulsööda ja selle komponentide (maisi-
jahu, maapähklivõi, siidiussikookonid) gcnotoksilisust Drosophila ’l. Testitavate ekstrak-
tide mutageensust hinnati heterosügootsetel emastel kärbestel geenide yellow (у), fa sin-
ged (sn) avaldumise alusel, mille tulemusel fenotüübis esinesid kollane kehavärvus ja/või
keerdunud harjased. Selgus, et AFBi-ga saastatud graanulsöötade ja maisijahu ekstrak-
tide mõju oli sama kui AFBi kontrolllahuse oma. Mosaiiklaikude sagedus y- ja sn-geenide
puhul oli statistiliselt erinev. Maapähklivõi ja siidiussikookoni jahu ekstraktide mutageenne
toime osutus nõrgemaks kui kolmes eelnevas proovis, kuigi AFBi kontsentratsioon neis
oli ühesugune. Sööt, milles AFBi puudus, ei kutsunud Drosophila 1 esile mutatsioone. Võr-
reldes N-nitro-N-metüül-N-nitroosoguanidiiniga osutus AFBi tugevamaks mutageeniks.
Mosaiiksus täiskasvanud kärbestel väljendus tugevamini juhul, kui AFB t lisati kultuurile
vastsete varases arengustaadiumis.

Kirjeldatud meetod võimaldab suhteliselt kiiresti testida looduslike ainete komplekse,
hinnata nende summaarset genotoksilist toimet ja selgitada, kas nad lisaks tuntud muta-
geensetele ainetele sisaldavad (mis tahes) mutageenset aktiivsust mõjustavaid ühendeid.

Yelena SHARU PICH, Yelizaveta KHOVANOVA, Boris SERGEYEV, Sergei BO GOVSKI,
Valentina YAGUZHINSKAYA, Gennadi BELITSKY

THE CARCINOGENIC CONTAMINATION OF THE RAINBOW TROUT FEED
BY AFLATOXINS REVEALED IN DROSOPHILA SHORT-TERM TEST

In our previous studies it has been shown that aflatoxin Bi (AFBi] which is capable
of inducing hepatomas in rainbow trout, had also strong mutagenic effect in Drosophila
melanogaster and caused mutations both in germinal and somatic cells. The method for
the screening of genotoxic carcinogens was applied in order to study the extracts of the
AFBi contaminated rainbow trout dry vegetable feedstuff pellets and its compounds:
yellow corn (maize) meal, finished peanut butter and silk-worm cocoon meal. The water
solutions of AFB! and N-nitro-N-methyl-N-nitrosoguanidine (NMNG) in 40% DMSO
were used as controls.

The genotoxic action of the afore-mentioned substances is revealed in the presence
of yellow body and/or singed bristles in heterozygote fly females, which confirms that
mutations in the Drosophila larvae in the recessive yellow (y) and singed (sn) genes
had taken place.

It was shown that dry vegetable feedstuff pellet extracts N 1 and 2 and the extracts
of yellow corn meal had almost the same mutagenic activity as in the control AFBi
solution (2.45, 2.77, 2.70 v. s. 2.23 mosaic spots). The frequency of mosaic spots in genes
у and sn taken separately differed significantly. Extracts of finished peanut butter
and silk-worm cocoon meal showed a minor mutagenic effect, nevertheless these speci-
mens maintained approximately the same dose of AFBi as the three preceding samples.
The feedstuff pellet extract without AFB[ showed no mutagenic action. The result con-
firms that mutagenicity is due to AFB). AFB] showed also the more expressed mutagenic
effect than NMNG. If AFB! was administered to the Drosophila larvae in the early stage
of embryogenesis, there was, as a rule, more expressed mosaicism in adult flies as com-
pared to the ones affected later.

The described method allows relatively quickly, without any preliminary cleaning
of the extracts, to screen the natural products and evaluate their real summarized effect
which consists of all the mutagenic additives of any mechanism of action, and any modify-
ing agents.
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