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Оценка степени повреждения геномной ДНК популяций 
озерной лягушки (Pelophylax ridibundus Pallas, 1771) 

Белгородской агломерации методом ДНК-комет

Методом гель-электрофореза изолированных клеток (ДНК-комет) оценен 
уровень повреждения ДНК в популяциях озерной лягушки (Pelophylax ridibundus), 
обитающих в г. Белгороде и его окрестностях в пунктах с различным уровнем 
антропогенного пресса. Согласно полученным данным, во всех исследуемых 
популяциях среднее значение индекса ДНК-комет (DDI) не превысило первого 
порога деградации. Тем не менее рассчитанные значения DDI позволили 
выстроить градационную шкалу уровня разрушения ДНК в исследуемых группах 
лягушек, где значения DDI в наиболее загрязненных районах (от 0,416±0,031 
до 0,521±0,098) превзошли относительно чистые территории (0,057±0,011). 
Отмечено, что в пунктах, в которых обитают особи с высокими значениями DDI, 
присутствует высокая концентрация нитритов, значительно превышающих 
предельно допустимые концентрации.

Ключевые слова: Pelophylax ridibundus; урбанизированная территория; 
генотоксичные поллютанты; метод ДНК-комет; биоиндикатор

Сокращения [Abbreviations]: DDI – индекс ДНК-комет [DDI - DNA damage index 
(comet assay)]; ПДК – предельно допустимая концентрация [Maximum permissible 
concentration].

Для цитирования: Снегин Э.А., Бархатов А.С., Киселев В.В., Юсупов С.Р., 
Снегина Е.А. Оценка степени повреждения геномной ДНК популяций озерной 
лягушки (Pelophylax ridibundus Pallas, 1771) Белгородской агломерации методом 
ДНК-комет // Вестник Томского государственного университета. Биология. 2021. 
№ 55. С. 58–76. doi: 10.17223/19988591/55/4

Введение
Антропогенное загрязнение водных объектов – серьезная проблема 

устойчивости водных экосистем [1]. Основные источники загрязнения вод-
ных объектов – сточные воды, смывы сельскохозяйственных удобрений, 
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пестицидов и автомобильных дорог [2]. Загрязнители, внесенные в водные 
экосистемы, приводят к геохимическим изменениям, что, в свою очередь, 
снижает качество физико-химических параметров водных объектов [3]. Мно-
гие из поллютантов, обладая высокой устойчивостью, представлены опасны-
ми мутагенами и канцерогенами. Вызванные ими нарушения в структуре и 
свойствах ДНК и РНК организмов могут иметь отдаленные последствия и 
сказываться на жизнедеятельности последующих поколений [4, 5].

Для объективной и качественной оценки воздействия генотоксичных 
поллютантов используются различные виды-биоиндикаторы. Наиболее ин-
формативными среди них являются гидробионты, так как водные объекты 
в первую очередь подвергаются воздействию широкого спектра загрязните-
лей окружающей среды [6, 7]. Бесхвостые земноводные, являясь связующим 
звеном в пищевых цепях, охватывающих водные и наземные сообщества, 
выступают в качестве важного компонента биоты водно-болотных угодий 
[8]. Тонкая и проницаемая кожа, а также жаберное дыхание на личиночной 
стадии позволяют этой группе животных активно накапливать поллютанты 
в организме [9].

В научной литературе описан ряд методов оценки степени повреждения 
ДНК: анализ хромосомных аберраций [10], обмен сестринских хроматид 
[11], щелочная элюция [12], анализ микроядер [13] и др. Однако в последние 
годы наиболее востребованным для этих целей является метод ДНК-комет 
(Comet assay), который позволяет оценивать повреждения генетического ма-
териала в результате действия большого спектра мутагенов [14–16]. Пре-
имуществами метода являются его доступность и способность обнаружи-
вать начальные и неспецифические повреждения ДНК в различных тканях. 
При этом повреждения ядерных нуклеиновых кислот просматриваются на 
уровне отдельных клеток, что делает его пригодным для большинства ти-
пов эукариотических организмов. Кроме того, метод обладает высокой чув-
ствительностью, что позволяет обнаруживать реакции организмов на самых 
ранних этапах воздействия генотоксикантов [17]. Гель-электрофорез изоли-
рованных клеток1 применяют в различных областях исследований, главным 
образом, при оценке безопасности химических веществ и лекарственных 
средств, для выявления степени эффективности репарации ДНК, а также в 
биомониторинге природных популяций [18]. Данный метод позволяет обна-
ружить разрывы цепей ДНК, которые при проведении гель-электрофореза 
образуют так называемые хвосты, или «кометы». При этом размер наблюда-
емого хвоста указывает на степень повреждения ДНК [19].

В проведенном нами ранее предварительном исследовании с помощью мето-
да ДНК-комет выявлено статистически значимое (p < 0,05) увеличение индекса 
ДНК-комет в одной популяции озерной лягушки, обитающей в условиях антро-
погенного загрязнения [20]. В дальнейшем эти исследования продолжены.
1 Гель-электрофорез изолированных клеток является синонимом метода ДНК-комет.
[The Comet Assay also called single cell gel electrophoresis].

Оценка степени повреждения геномной ДНК
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Цель данной работы – оценить с помощью метода ДНК-комет уровень 
повреждения ДНК в популяциях P. ridibundus, обитающих в г. Белгороде и 
его окрестностях.

Материалы и методики исследования

Объект исследования – озерная лягушка (Pelophylax ridibundus Pallas, 
1771). Данный вид адаптирован к жизни в условиях антропогенного влия-
ния и активно заселяет трансформированные биотопы [8]. Отбор животных 
проводен в 6 точках г. Белгорода и его окрестностей (рис. 1, табл. 1). При 
описании биотопов использована классификационная схема, предложенная 
В.Л. Вершининым [21].

Все работы с подопытными животными в исследовании проведены в 
соответствии с международными этическими стандартами [22]. Из каж-
дой точки исследования отобрано по 5 половозрелых особей, что состав-
ляло небольшую часть популяции. Животных перед вскрытием наркотизи-
ровали диэтиловым эфиром. Ввиду высокой чувствительности метода для 
предотвращения получения ложноположительных и ложноотрицательных 
результатов анализ проводили в день сбора. В качестве материала для ис-
следования использовали печень животного: данный орган обладает высо-
кой чувствительностью к действию генотоксикантов и является основным 
местом биотрансформации ксенобиотиков [23].

Таблица 1 [Table  1]
Пункты сбора
[Collection sites]

No
Название 

пункта
[Collection site]

Описание биотопа
[Description of the biotope]

Координаты
[Coordinates]

1
Северский 

Донец
[Seversky Donets]

р. Северский Донец, г. Белгород. 
Промышленная застройка

[Seversky Donets river, Belgorod. Industrial buildings]

50°35'31.5"N
36°36'35.6"E

2 Оскочное
[Oskochnoe]

Пруд Оскочное, г. Белгород. 
Малоэтажная застройка

[Oskochnoye pond, Belgorod. Low-rise development]

50°38'52.1"N
36°33'29.6"E

3 Ячневский
[Yachnevskiy]

Пруд Ячневский, г. Белгород. 
Малоэтажная застройка

[Yachnevskiy pond, Belgorod. Low-rise development]

50°38'23.1"N
36°34'48.2"E

4 Севрюково
[Sevrukovo]

р. Разумная, Белгородский район. Окрестность 
с. Севрюково. Зеленая зона

[Razumnaya river, Belgorod municipal district. 
The vicinity of Sevrukovo village. Green area]

50°36'55.3"N
36°46'21.9"E

5 Разумное
[Razumnoe]

Устье р. Разумная, г. Белгород.
Малоэтажная застройка

[Razumnaya river mouth, Belgorod. Low-rise development]

50°31'51.8"N
36°38'57.5"E

6 Везелка
[Vezelka]

р. Везелка, г. Белгород. Многоэтажная застройка
[Vezelka river, Belgorod. High-rise development]

50°35'36.8"N
36°34'09.1"E

Э.А. Снегин, А.С. Бархатов, В.В. Киселев и др.
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Рис. 1. Пункты сбора Pelophylax ridibundus: 1 – Северский Донец; 2 – Оскочное;
3 – Ячневский; 4 – Севрюково; 5 – Разумное; 6 – Везелка

[Fig. 1. Collection sites Pelophylax ridibundus: 1 - Seversky Donets; 2 - Oskochnoe;
3 - Yachnevskiy; 4 - Sevrukovo; 5 - Razumnoe; 6 - Vezelka]

По завершении эвтаназии животного незамедлительно проводили вскры-
тие и выделение анализируемого органа. Ткань (150–200 мг) гомогенизиро-
вали на льду, затем переносили в пробирки с 2 мл свежеприготовленного 
охлажденного до +4  °С фосфатно-солевого буфера (pH 7,5), содержащего 
20 mM динатриевой соли этилендиаминтетрауксусной кислоты (EDTA-Na2) 
и 10% диметилсульфоксид (ДМСО), дважды отмывали от клеток крови и 
растирали стеклянной палочкой в свежем буфере. Для осаждения крупных 
фрагментов ткани пробирки выдерживали 5 мин при комнатной температу-
ре, после чего переносили 1,5 мл верхнего слоя в микроцентрифужные про-
бирки и центрифугировали в микроцентрифуге 5415 R («Eppendorf», Герма-
ния) при 1000 g в течение 10 мин при +4 °С. Супернатант удаляли, осадок 
клеток разводили в 1 мл охлажденного до +4 °С фосфатного солевого буфера. 
Для получения микропрепаратов 60 мкл клеточной суспензии смешивали с 
240 мкл 1% раствора легкоплавкой агарозы (Тпл<42 °С) в фосфатно-солевом 
буфере. Затем в центральную часть предметного стекла с тонким слоем ага-
розы наносили 60 мкл агарозного геля с клеточной суспензией и накрывали 
покровным стеклом, не допуская образования пузырей. Предметные стекла 
охлаждали 10 мин, после чего аккуратно снимали покровные стекла. По-
следующие операции проводили в затемненном помещении. Стекла зали-
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вали охлажденным до +4 °С лизирующим раствором, содержащим 10 мМ 
трис-HCl (pH 10), 2,5 M NaCl, 100 мM ЭДТА-Na2 и 1% Тритон X-100 с 10% 
ДМСО, который добавляли непосредственно перед использованием. Лизис 
проводили не менее 1 ч. По окончании лизиса проводили электрофорез в 
трис-ЭДТА-боратном электродном буфере (TBE) в течение 20 мин с напря-
жением из расчета 1 В/см. По окончании электрофореза препараты фикси-
ровали 70% этанолом в течение 15 мин [23, 24].

Для окрашивания препаратов использовали водный раствор красителя 
SYBR Green I в соотношении 1:10  000. Окрашенные препараты анализи-
ровали на люминесцентном тринокулярном микроскопе МИКМЕД-2 АО 
(«Ломо», Россия).

Полученные изображения анализировали в программном обеспечении 
CometScore V. 2.0. На каждом препарате анализировали не менее 100 кле-
точных ядер, которые подразделяли на 5 типов в зависимости от степени 
разрушения ДНК: 0 – без повреждения (<5%); 1 – несущественное повреж-
дение (5–20%), 2 – умеренное повреждение (20–40%); 3 – высокое поврежде-
ние (40–80%); 4 – максимальное повреждение (>80%). Отдельно учитывали 
клетки, находящиеся в состоянии апоптоза. Степень поврежденности ДНК 
оценивали с использованием критерия Краскела–Уоллиса, который в данной 
методике называется «индекс ДНК-комет» (DDI), по формуле [24, 25]

                                                                        ,
 

где n0 – n4 – число «ДНК-комет» каждого типа [The number of “DNA comets” of 
each type]; Σ – сумма подсчитанных клеток [Total of cells counted].

Для расчета значений DDI, средних показателей DDI и их погрешно-
стей, статистической обработки данных использовали MS Excel 2010. Дан-
ные DDI представлены в виде средних значений и их стандартных ошибок 
(M±mM). Для определения статистической значимости различий изучаемых 
популяций использовали однофакторный дисперсионный анализ (ANOVA), 
отличия считали статистически значимыми при p < 0,05.

Результаты исследования и обсуждение

Для оценки состояния естественных сообществ в различных ландшаф-
тах необходимо осуществлять мониторинг населяющих их популяций. Осо-
бенно это касается видов биоиндикаторов антропогенного воздействия, ко-
торыми себя хорошо зарекомендовали бесхвостые земноводные.

Полученные в результате исследования данные представлены в табл. 2–4. 
В изучаемых популяциях отмечены ядра с различным уровнем повреждения 
ДНК (рис. 2, 3). Наибольшее значение DDI отмечено в пункте «Разумное», а 
наименьшее – в пункте «Севрюково». Стоит отметить, что в пункте «Разум-
ное» наши предыдущие исследования выявили уровень DDI = 0,141±0,021 

DDI = ���� � ��� � ��� � ��� � ���)
∑  

Э.А. Снегин, А.С. Бархатов, В.В. Киселев и др.
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[20]. Столь низкие значения, вероятно, связаны с методической ошибкой, 
так как в предыдущей работе в данном пункте проанализированы непо-
ловозрелые животные (сеголетки). В настоящем исследовании эта ошибка 
устранена и для анализа использованы только половозрелые особи. Эти дан-
ные подтверждают выводы, согласно которым с возрастом в теле животных 
наблюдается увеличение концентрации токсичных веществ, что сопрово-
ждается изменениями в структуре функционирования клеток и разрушени-
ем ядерной ДНК [26].

Таблица 2 [Table  2]
Средние значения DDI в исследуемых пунктах

[Mean values of DNA damage index (comet assay) at the studied sites] (M±mM)

Пункт
[Site]

Северский 
Донец

[Seversky 
Donets]

Оскочное
[Osko-
chnoe]

Ячнев-
ский
[Yach-

nevskiy]

Севрю-
ково

[Sevru-
kovo]

Ра-зумное
[Razum-

noe]

Везелка
[Vezel-

ka]

DDI 0,454
±0,049

0,472
±0,061

0,186
±0,038

0,057
±0,011

0,521
±0,098

0,416
±0,031

N 512 520 506 585 521 523

Na 7 4 – – 9 6
Примечание. DDI – индекс ДНК комет, N – количество проанализированных клеток; 
Na – количество клеток в состоянии апоптоза.
[Note. DDI - DNA damage index (comet assay); N - Number of cells analysed; Na - Number of cells in the 
state of apoptosis].

Однофакторный дисперсионный анализ (ANOVA) выявил статистически зна-
чимые отличия (р < 0,05) изученных групп по индексу ДНК-комет (см. табл. 3).

Таблица 3 [Table  3]
Результаты однофакторного дисперсионного анализа (ANOVA) значений DDI

[Results of one-way analysis of variance (ANOVA) of DNA damage index values]

Источник вариации
[Source of variation] SS df MS F р F-критическое

[F-critical]

Между группами
[Between groups] 0,865 5 0,173

9,876 < 0,001 2,621
Внутри групп
[Within groups] 0,421 24 0,017

Примечание. SS – сумма квадратов отклонений; df – степень свободы; MS – дисперсия; 
F – критерий Фишера; p – уровень значимости; F-критическое – стандартное значение 
критерия Фишера при р = 0,05. 
[Note. SS - Sum of squares; df - Degrees of freedom; MS - Mean square; F - Fisher criterion; р - significance 
level; F-critical - Standard value of Fisher’s criterion at р = 0.05].

В табл. 4 представлены попарные сравнения средних значений DDI ис-
следуемых популяций с помощью критерия Фишера.

Оценка степени повреждения геномной ДНК
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Таблица 4 [Table  4]
Попарные сравнения средних значений DDI исследуемых популяций

[Pairwise comparisons of the mean DNA comet assay values of the populations studied]

Название 
пункта

[Site]

Северский 
Донец

[Seversky 
Donets]

Оскочное
[Oskoch-

noe]

Ячневский
[Yachnev-

skiy]

Севрю-
ково

[Sevru-
kovo]

Разумное
[Razum-

noe]

Везелка
[Vezelka]

Северский 
Донец
[Seversky Donets]
Оскочное
[Oskochnoe] 0,125

Ячневский
[Yachnevskiy] 14,609* 15,884*

Севрюково
[Sevrukovo] 47,332* 45,642* 10,555*

Разумное
[Razumnoe] 0,503 0,198 9,964* 21,688*

Везелка
[Vezelka] 0,147 0,611 21,115* 120,076* 1,011

Примечение.* – статистически значимые различия (р ˂ 0,05).
[Note. *The differences are significant (р ˂ 0.05)].

Согласно полученным данным, во всех исследуемых популяциях сред-
ние значения DDI не превышают первого уровня разрушения. Это может 
свидетельствовать, с одной стороны, об отсутствии здесь больших концен-
траций генотоксичных поллютантов (что весьма сомнительно), а с другой – 
об эффективной работе репаративной системы озерных лягушек. Тем не ме-
нее рассчитанные значения DDI позволили выстроить градационную шкалу 
уровня разрушения ДНК в исследуемых группах лягушек в зависимости от 
степени загрязнения и близости жилых и промышленных построек. Приме-
чательно, что все исследуемые пункты по среднему значению DDI статисти-
чески значимо (р ˂ 0,05) превзошли наименее загрязненный участок «Сев-
рюково», который находится в зеленой зоне и на значительном удалении от 
урбанизированных территорий.

Известно, что генотоксичным воздействием обладают различные хими-
ческие соединения, которые образуются при промышленном производстве 
[27]. К ним относят ряд полициклических ароматических углеводородов, 
тяжелые металлы, а также оксиды серы, углерода и азота [28–30]. Ввиду 
отсутствия у авторов возможности проведения химического анализа воды 
для выявления концентрации генотоксичных загрязнителей (в частности, 
соединений азота), мы проанализировали данные по загрязнению поверх-
ностных вод в некоторых исследуемых пунктах из открытых литературных 
источников [31–35]. В результате анализа литературных данных гидрохими-
ческого мониторинга нами установлена степень азотного загрязнения рек 
Северский Донец, Везелка и Разумная в пределах Белгородского района.
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Рис. 2. Клетки с различной степенью повреждения ДНК:
1 – неразрушенное ядро; 2 – вторая стадия разрушения. Автор фото Э.А. Снегин

[Fig. 2. Cells with varying degrees of DNA damage: 
1 - Cells with no DNA fragmentation - Undestroyed nucleus. 

2 - The second stage of destruction of the nucleus. Photo by Eduard A Snegin]

Рис. 3. Ядро клетки в состоянии апоптоза: 1 – ядро клетки 
в состоянии апоптоза; 2 – неразрушенное ядро. Автор фото А.С. Бархатов

[Fig. 3. Cell nucleus in a state of apoptosis.
1 - Cell nucleus in the state of apoptosis; 2. Cells with no DNA fragmentation - 

Undestroyed nucleus. Photo by Anatoliy S Barkhatov]
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Так, например, в промышленном районе города (пункт «Северский До-
нец») обнаружено высокое значение DDI – 0,454, при этом содержание ни-
тратов (NO3

–) составляет в среднем 1,61 мг/л, что не превышает предельно 
допустимую концентрацию (ПДК – 40 мг/л). Однако содержание нитритов 
(NO2

-) колебалось от 0,654 до 0,695 мг/л, что превысило ПДК (0,08 мг/л) в 
8 раз. Следует отметить, что в данной реке в северной части Белгородского 
района за последние 8–10 лет наблюдается рост содержания нитратов (NO3

–) 
и суммы общего азота на 50–60%, что связано с активным развитием живот-
новодческой отрасли в верховьях реки.

В пункте «Везелка», где значение DDI одно из самых высоких (0,416), 
в одноименной реке наблюдалось варьирование концентрации нитритов 
(NO2

–) от 0,483 до 1,583 мг/л, что практически в 20 раз превышает значение 
ПДК. При этом содержание нитратов (NO3

–) ПДК не превысило (значения 
варьировали от 1,144 до 6,349 мг/л).

Наибольшее значение DDI зафиксировано в устье р. Разумная (пункт 
«Разумное») (DDI = 0,521). По данным литературы, в этой точке, также и в 
реках Северский Донец и Везелка, наблюдаются систематические превыше-
ния ПДК по содержанию нитритов в три раза (NO2

–, от 0,124 до 0,259 мг/л). 
В достаточно большом количестве наблюдаются здесь и концентрация ни-
тратов (NO3

–, от 5,021 до 5,743 мг/л), однако превышения ПДК по ним не 
выявлено.

Подобные значения загрязняющих веществ в р. Разумная напрямую 
связаны с тем, что преобладающая часть водосборной территории этой 
реки занята «неканализованной» частной застройкой, а также пашней, 
куда ежегодно вносятся азотные удобрения, поэтому показатели загряз-
нения здесь возрастают по мере продвижения от истока реки к устью, 
где она впадает в р. Северский Донец. В верховье реки (пункт «Севрюко-
во»), где отсутствуют явные загрязнители, наблюдается быстрое течение, 
что способствует процессу самоочищения реки. В дальнейшем, когда те-
чение реки становится спокойным, она переходит в зону интенсивной 
городской застройки с высокой долей промышленных предприятий, где 
городские территории вносят свой вклад в азотное загрязнение водной 
среды вплоть до устья. Данный факт отчасти объясняет наибольшее ко-
личество поврежденных ядер у исследованных особей в пункте «Раз-
умное», несмотря на его удаленность от промышленного района города. 
Кроме того, в образцах из данного пункта отмечено наибольшее коли-
чество клеток в состоянии апоптоза. По ранее опубликованным данным 
[36], особи, обитающие в указанном локалитете, имеют низкие показате-
ли индекса печени. Это соответствует концепции, получившей развитие 
в работах С.С. Шварца, согласно которой в условиях загрязненных водо-
емов наблюдается повышение энергетических затрат («энергетическая 
плата») для адаптивной реакции организмов в изменяющихся условиях 
среды обитания [37–39].

Э.А. Снегин, А.С. Бархатов, В.В. Киселев и др.



67

Стоит отметить, что полученные нами данные сопоставимы с результа-
тами других исследований комплекса среднеевропейских зеленых лягушек 
(P.  esculentus complex), которые зарекомендовали себя как отличные био-
индикаторы ввиду их высокой чувствительности к факторам окружающей 
среды [40]. Так, исследования в Центральной Анатолии (Турция) показали, 
что у P. ridibundus наблюдается достоверное увеличение уровня поврежде-
ния ДНК в изучаемых группах по сравнению с контролем [41]. Аналогичное 
исследование на примере P. esculentus L., 1758 проведено в г. Неаполе (Ита-
лия), в котором отбор проб проводили вблизи незаконных свалок и участков 
с интенсивным земледелием, в качестве контроля использовали животных, 
содержащихся в лаборатории при оптимальных условиях. В своей работе 
авторы отмечают, что природные популяции подвержены воздействию гено-
токсичных загрязнителей, связанному с проблемой отходов, с одной сторо-
ны, и интенсивным сельским хозяйством – с другой [42].

Заключение

Таким образом, в настоящем исследовании выявлено повышение степе-
ни разрушения ДНК в популяциях озерных лягушек на антропогенно-изме-
ненных территориях г. Белгорода и его окрестностей. При этом повышение 
уровня токсичных веществ может способствовать снижению жизнеспособ-
ности особей как анализируемого вида, так и других видов гидробионтов, 
что негативно скажется в целом на биоразнообразии региона.
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Estimation of genomic DNA damage in populations of the marsh frog  
(Pelophylax ridibundus Pallas, 1771) of the Belgorod agglomeration by DNA comet assay

Anthropogenic pollution of water bodies is a serious problem for the sustainability 
of aquatic ecosystems. The main sources of pollution of water bodies are wastewater, 
washouts from agricultural fertilizers, pesticides and roads. Many of highly persistent 
pollutants are dangerous mutagens and carcinogens. The disruption they cause to the 
DNA and RNA structure and properties of organisms can have long-term consequences 
and can affect the livelihood of future generations. Among existing DNA damage 
estimation methods, DNA comet assay is the most widespread due to its accuracy and 
reliability. In our study, the marsh frog (Pelophylax ridibundus Pallas, 1771) was chosen 
as an object of study. This species is adapted to life under anthropogenic influence and 
actively inhabits transformed biotopes. The aim of our work was to estimate the level 
of DNA damage by DNA comet assay of P. ridibundus inhabiting Belgorod city and 
its suburbs.

We studied a total of 6 marsh frog populations, with collection sites differing 
in the degree of anthropogenic pressure (See Table 1 and Fig. 1), and we selected 
5  individuals of P. ridibundus from each locality. The experimental animals were 
handled in accordance with international ethical standards. Animal liver was used 
as the material for the study and analysis was performed on the day of collection. 
Tissue was homogenized in phosphate-salt buffer (pH 7.5) containing 20 mM EDTA-
Na2 and 10% dimethyl sulfoxide (DMSO) at +4 °C. To precipitate large fragments, 
tubes were incubated for 5 min at room temperature before transferring 1.5 ml 
of the top layer to microcentrifuge tubes and centrifuged in a 5415 R Eppendorf 
microcentrifuge (Germany) at 1000 g for 10 min at +4 °C. The supernatant was 
removed and the cell precipitate was diluted in 1 ml of phosphate salt buffer cooled 
to +4 °C. To obtain microarrays, 60 μl of cell suspension was mixed with 240 μl 
of 1% fusible agarose solution (t<42 °C). The lysis was performed for at least one 
hour at +4 °C (lysis buffer: 10mM Tris-HCl (pH 10) 2.5M NaCl, 100 mM EDTA-
Na2 and 1% Triton X-100 with 10% DMSO). Electrophoresis was performed 
in a darkened room in Tris-EDTA-borate electrode buffer (TBE) for 20 min at a 
voltage of 1V/cm. At the end of electrophoresis, the preparations were fixed with 
70% ethanol for 15 min. The preparations were stained with SYBR Creen I dye, 
with subsequent analysis using a luminescent trinocular microscope MIKMED-2 of 
Lomo (Russia), with at least 100 cells analyzed from each preparation, which were 
divided into 5 types; cells in the state of apoptosis were counted separately (Durnev, 
et al., 2006). The degree of DNA damage was estimated using the Kruskel-Wallis 
criterion (“DNA comet index”) (Struwe et al., 2007; Filippov, 2014). To determine 
the statistical significance of differences between the studied populations we used 
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one-way analysis of variance (ANOVA); statistically significant differences were 
considered at p < 0.05.

According to the data obtained, in all studied populations, the mean value of the 
DNA damage index (DDI) did not exceed the first threshold of DNA degradation 
(See Table 2). This may indicate, on the one hand, the absence of high concentrations 
of genotoxic pollutants here (which is highly doubtful) and, on the other hand, 
the efficient operation of the reparative system of marsh frog. Nevertheless, the 
calculated DDI values made it possible to construct a gradational scale of DNA 
destruction level in the studied groups of frogs depending on the degree of pollution 
and proximity of residential and industrial buildings (See Table 2-4). Various 
chemical compounds from industrial production, particularly nitrogen compounds, 
are known to have genotoxic effects. Due to the lack of possibility to perform 
chemical analysis of water to identify concentrations of genotoxic pollutants, we 
analysed data on surface water pollution in some of the investigated locations from 
open literature sources. As a result of this analysis, we revealed the dynamics of 
surface water pollution. All investigated points by the mean value of the statistical 
DDI surpassed reliably the least polluted site “Sevrukovo”, which is located in the 
green zone and at a considerable distance from urbanized areas (See Table 2-4). 
High values of DDI were fixed in a zone of industrial and multi-storey buildings, 
localities “Seversky Donets” (DDI = 0.454) and “Veselka” (DDI = 0.416). Exceeding 
maximum permissible concentration of nitrogen compounds is observed in the above 
mentioned rivers. Noteworthy is the fact that the highest value of the DDI (0.521) 
was recorded in the estuary of the Razumnaya River remote from the industrial 
part of the city (“Razumnoye”). It should be noted that in this locality there is the 
greatest number of damaged cells, including apoptosis (See Table 2, Fig. 2 and 3). 
The highest DDI value is due to the high level of pollutants, since the predominant 
part of the river is occupied by “non-sewered” private low-rise buildings, as well as 
arable land. At the same time in the upper part of the river (“Sevryukovo”) due to the 
lack of obvious pollutants and the intensive current contributing to self-purification 
of the river, we recorded the minimum value of the DDI (0.057) and the absence of 
cells in the state of apoptosis.

Thus, the present study revealed an increase in the degree of DNA destruction 
in populations of marsh frogs in the impacted areas of the city of Belgorod and its 
surroundings. At the same time, increased levels of toxic substances may contribute to 
a decrease in the viability of individuals of both analyzed species and other hydrobiont 
species, which will negatively affect the biodiversity of the region as a whole.

The paper contains 3 Figures, 4 Tables and 42 References.
Key words: Pelophylax ridibundus; comet assay; urbanized area; genotoxic 

pollutants; bioindicator
Abbreviations: DDI - DNA damage index (comet assay)]; MPC - Maximum 

permissible concentration [ПДК In Russian].
The Authors declare no conflict of interest.
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