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Zmiany w budowie histologicznej

rdzenia kregowego i struny grzbietowej

u larw salamandry plamistej

Salamandra salamandra (L.) pod wptywem
dziatania wybranych herbicydow

Streszczenie

Material do analizy zmian w rdzeniu kregowym i strunie grzbietowej stanowity
larwy salamandry plamistej Salamandra salamandra (L.), na ktérych wczesnigj
w warunkach laboratoryjnych przeprowadzono eksperymenty nad wptywem herbi-
cydu Alipuru o stezeniu 2 x 10®2 ml/dm3 i Aminopieliku o stezeniu 4 x 102 ml/dm3
na ich przezywalno$¢ i zmiany w morfologii zewnetrznej. Larwy te byly w Il sta-
dium rozwojowym i miaty Srednio 38 mm dhtugosci. Dokonano poréwnan w budowie
histologicznej tworzacego sie pierwszego kregu. Stwierdzono, ze herbicyd Alipur
blokuje powstawanie na zewnatrz struny grzbietowej warstwy tacznotkankowej,
a Aminopielik wplywa na nierbwnomierne jej rozmieszczenie. Herbicyd Alipur
powoduje przesuniecie rdzenia kregowego w kierunku struny grzbietowej i jest
przyczyna pewnej jego deformacji. Zarowno Alipur, jak i Aminopielik przyspieszajg
tworzenie sie warstwy chrzestngj wokot rdzenia. Grubo$¢ tej warstwy wskazywata
na przyspieszenie tempa w tworzeniu sie kregu.

Wstep

Struna grzbietowa jest pierwszg konstrukcjg petnigca role ,,szkieletu” u embrio-
now kregowcow, stanowi element podstawowy dla utworzenia sie kregostupa, jest
takze sitg napedowy aktywnie uczestniczacg w wydtuzaniu sie osi embrionalnej
Komoarki struny grzbietowej wydzielajg pozakomorkowe skiadniki, ktore gromadzg
sie i tworzg ostonki. Ich wewnetrzna granica stanowi membrang bazowg skiadajgca
sie gtownie z kolagenu. Ostonki te sg odporne na deformacje fizyczng. Rownoczesnie
z tworzeniem sie ostonki struna grzbietowa ulega wakualizacji. Proces ten rozpo-
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czyna sie W czesci przedniej, a pozniej przemieszcza sie do czesci czaszkowej i 0go-
nowej (Mookerjee, Deuchar, Waddington 1953, Nieuwkoop i Faber 1967). W roz-
woju kregostupa ptazéw ogoniastych struna grzbietowa odgrywa duza role, gdyz
cze$¢ masy trzonu powstaje W jej wnetrzu i jest integralng sktadows osi ciata tych
plazw. Stanowi ona zasadnicza, ciagla, sprezysta oS szkieletu larw Urodela,
a u takich rodzin jak Ambystomidae wystepuje przez cate zycie. Struna grzbietowa
wewnatrz trzonu produkuje chrzastke, ktéra u przeobrazajacych sie osobnikow
czesto ulega zwapnieniu (szczegdlnie sporo jest jej u Salamandridae), a wokoét
struny perichordalnie powstaje stosunkowo cienki mankiet kostny, dajacy zasadni-
czg czesE trzonu (Orska 1978). Trzon kregu przeobrazonego ptaza ogoniastego jest
dtugi, klepsydrowaty, stanowi wraz z tukiem nerwowym jedno skostnienie.
U Urodela z reguty silniej rozwiniete sg diapophyses, co stanowi ceche swoistg ich
kregu. Stwierdzono, ze w $rodowiskach wodnych, w ktorych okresowo wystepuja
znaczne stezenia powszechnie stosowanych herbicydow, rozwijajace stadia
embrionalne i larwalne sg narazone na istotne zmiany w organizmie oraz deformacje
tworzacego sie szkieletu. W8rdéd wielu znanych czynnikéw wywotujacych defor-
macje struny grzbietowej i kanatu neuralnego w rozwoju embrionalnym u ptazéw
(Kitchin 1949, Muchmore 1951, Holtzer 1952, Malacinski, Youn 1981, Yugc
i Yamana 1989) dominujg zwiazki chemiczne, ktore wchodzg w sklad pestycydow.
Interesujgce zatem bytoby eksperymentalne stwierdzenie wphywu stezenia herbicy-
dow, ktdre wystepujg w Srodowisku rozwoju larw plazow posiadajacych juz strune
grzbietowa i trzon kregu, na zmiany w tworzacym sie szkielecie osiowym tych larw.

Materiat i metodyka badan

Materiat do badan stanowity larwy salamandry plamistej Salamandra
salamandra (L), na ktérych wczesniej, w warunkach laboratoryjnych,
przeprowadzono eksperymenty wphywu herbicyddw Alipuru i Aminopieliku na ich
przezywalno$¢ i zmiany morfometryczne. Wykorzystano rowniez larwy z proby
kontrolngj. Larwy te hodowane byly od urodzenia az do osiggniecia Il stadium
rozwojowego w roztworach obu herbicyddw, sporzadzonych z gotowych preparatow
phynnych, ogdlnie dostepnych w handlu, w stezeniach: 2 x 102 ml/dm3w przypadku
Alipuru i 4 x 102 ml/dm3 w przypadku Aminopieliku. Takie stezenia spotyka sie
okresowo w zamknietych zbiornikach wodnych. Larwy osiggnely  (wedtug
klasyfikacji Juszczyka i Zakrzewskiego 1981) Il stadium rozwojowe przy dtugosci
ciata Srednio okoto 38 mm i zostaty utrwalone w ptynie Bouina. Stosujac rutynowe
metody histologiczne, zatopiono je w parafinie o topliwosci 56°C. Nastepnie sporza-
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dzono na mikrotomie skrawki histologiczne z okolic pierwszego kregu (przed-
tulowionego) o gruboSci 7 pm. Preparaty wybarwiono metoda Azan wedtug
Heidenhaina, a cze$¢ z nich eozyng i hematoksyling Delafielda. \Wybarwione pre-
paraty zamknieto w balsamie kanadyjskim. W celu ustalenia ewentualnych zmian,
jakie zaszky w obrebie tworzacego sie kregu (w rdzeniu kregowym i strunie
grzbietowej) pod wpkywem uzytych herbicydow, przeanalizowano pod mikroskopem
wezystkie preparaty uzyskane z 10 osobnikow prob eksperymentalnych i 10 z préby
kontrolnej oraz sporzadzono dokumentacje w postaci mikrofotografii.

Wyniki badar
1. Zmiany pod wptywem herbicydu Alipuru

Analizujac budowe struny grzbietowej (ichorda dorsalis), nie stwierdzono zmian
w jej ksztatcie. W przypadku larw z préby kontrolnej - komorki wewnetrzne byty
owalnego ksztaltu o duzych rozmiarach, nieliczne, natomiast u larw ekspery-
mentalnych liczebno$¢ ich wzrosta, lecz nie zmienity one zasadniczo swojego
ksztaltu. Na zewnatrz struny grzbietowej wystepowaty w obu przypadkach dwie
warstwy blon wdknistych o podobnej grubosci. Zasadniczg i istotng zmiang
w budowie histologicznej elementow byta warstwa tacznotkankowa, ktora wystepo-
wata u larw z préby kontrolnej, natomiast brak jej byto u larw eksperymentalnych.

W rdzeniu kregowym pod wptywem dziatania Alipuru nastgpita niewielka
deformacja i przesuniecie kanatu centralnego jak i catego rdzenia w kierunku struny
grzbietowej. W istocie szarej, zarowno w probie kontrolnej, jak i eksperymentalnej,
wystgpita duza liczba komdrek asocjacyjnych, w wiekszosci przypadkéw o loka-
lizacji centralnej. W preparatach sporzadzonych z larw eksperymentalnych wystepo-
wala znacznie wieksza liczba tych komorek. Skupione centralnie, potaczone
galezisto, Scile do siebie przylegaty (Fot. IB). Nie stwierdzono zmian w istocie
biatej. Warstwa chrzestna - miedzykregowa - u larw eksperymentalnych otaczata
w catosci rdzen kregowy. Grubo$¢ tej warstwy wskazywata na tworzenie sie kregu.
U larw z préby kontrolnej stwierdzono tworzenie sie warstwy chrzestnej od strony
grzbietowej (Fot. 1A).

2. Zmiany pod wptywem herbicydu Aminopieliku

W strunie grzbietowej larw hodowanych w roztworze Aminopieliku nie
stwierdzono istotnych zmian w ksztalcie i wielkosci. Komorki zlokalizowane
wewnatrz struny grzbietowej miaty duze rozmiary i przybraty ksztatt sptaszczonych
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krazkéw. Nieliczne mnigjsze komorki zostaly zepchniete na brzegi. Na powierzchni
nabtonka struny grzbietowej pojawity sie otaczajace ja dwie blony wiokniste,
zarbwno w probie kontrobej, jak i eksperymentabej. Blony te byty bezkomorkowe,
obie tej samej grubosci. U larw eksperymentabych stwierdzono natomiast pewne
ubytki w wytwarzajacej sie warstwie tacznotkankowej, ktorej nie zauwaza sie u larw
z préby kontrobej.

Analizujac rdzen kregowy, nie stwierdzono istotnych zmian w liczbie komérek
istoty szarej, a komdrki asocjacyjne, tzw. Golgiego 11, wystepowaty w duzej liczbie,
bylty zlokalizowane centralnie oraz bardziej skupione w przypadku larw ekspery-
mentabych (Fot. 1C). Warstwa chrzestna z widocznymi chondrocytami  wyste-
powata zarbwno w prébie kontrobej, jak i eksperymentabej, przy czym w przy-
padku larw eksperymentabych otaczata ona prawie w catosci rdzen (Fot. 1C),
aw przypadku larw z préby kontrobej zaczynata sie tworzy¢ od strony grzbietowe.
Grubos¢ tej warstwy wskazywata na zaawansowany etap w tworzeniu sie kregu.

Omowienie wynikow i dyskusja

Z analizy bstologicznej preparatow z okolic tworzacego sie pierwszego kregu,
tzw. przedtutowiowego, larw salamandry plamistej hodowanych w roztworach
herbicydow Alipuru i Ambopieliku wynika, ze deformacje w przypadku rdzenia
kregowego dotyczyty gtownie potozenia (lokalizacji) kanatu neuralnego oraz wyste-
powania Wokot istoty bialej warstwy chrzestnej. W strunie grzbietowej natomiast
stwierdzono zmiany w wielkosci i liczbie komorek wewnetrznych oraz w wystepo-
waniu warstwy tacznotkankowej. Dowodzi to, ze obecno$¢ herbicydow w Srodo-
wisku rozwoju larw salamandry wptywa na znieksztatcenie i przesuniecie kanatu
neurabego i catego rdzenia w przypadku Alipuru oraz powoduje zmiany w liczeb-
nosci komdrek asocjacyjnych wewnetrznych. Herbicydy te sg rdwniez powodem
zmiany liczebnosci i ksztattu komorek w strunie grzbietowej, a w warstwie
facznotkankowej deformacji tworzacego sie kregu, co w dalszych stadiach moze
rzutowa¢ na rozwdj catego szkieletu osiowego. Jest prawdopodobne, ze herbicydy
przyspieszajg tempo wzrostu liniowego w poczatkowych stadiach rozwoju larw
salamandry plamistej w roztworach Alipuru (Zakrzewski 1990). Alipur dziata
przede wszystkim na strune grzbietows, powodujac blokade w tworzeniu sie warstw
ostonek tgcznotkankowych, czego nie stwierdzono w przypadku Ambopieliku.
Ostonki te biorg udziat w wydtuzaniu sie struny grzbietowej. U larw salamandry
hodowanych w roztworze Alipuru tych ostonek nie stwierdzono. Zachodzi zatem
podejrzenie, ze herbicyd ten moze wptywaé na ich powstawanie tylko w niektorych,
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okreslonych i nielicznych odcinkach szkieletu osiowego, na co wskazywat wzrost
liniowy larw Warto dodaé, ze kregi u ptaz6w ogoniastych rowniez moga sie tworzy¢
bez udziatu struny grzbietowej, lecz musi by¢ okreSlona iloS¢ tkanki nerwowej.
Natomiast ilos¢ wytwarzanej tkanki chrzestnej zalezy gtdwnie od reakcji tkanki
mezodermalnej na indukujace dziatanie tkanki nerwowej, co potwierdzili Holtzer
iin. (1955). Autorzy ci wykazali réwnoczesnie niezdolno$¢ do regeneracji struny
grzbietowej u larw ptazéw ogoniastych w czesci ogonowe.

Jak podaja Wittenbach i Hwang (1984), ktorzy badali wptyw insektycydow na
zmiany w kregach szyjnych u pisklat ptakéw, przyczyna fizycznych niezgodnosci
pomiedzy strung grzbietowg a kanatem neuralnym jest nieprawidtowosc - odksztat-
canie - w rozwoju wylacznie struny grzbietowej. W badaniu pod mikroskopem
elektronowym Jurand (1962), Bancroft i Bellairs (1976) stwierdzili, ze najpierw
nastepuje formowanie sie ostonek. Ostonka, tykowata i mato elastyczna (Mookerjee
1953), przyczynia sie znacznie do sztywnosci struny. Poniewaz herbicyd Alipur
przeszkadzat w formowaniu sie wspomnianych ostonek, opor sasiednich tkanek na
rozprezanie prawdopodobnie spowodowat, ze ostabiona struna grzbietowa mogta
ulec znieksztatceniu. To przypuszczenie, ze wadliwe ostonki lub ich brak stanowig
podstawe pofatdowan struny grzbietowej a zarazem wptywajg na zmiane w budowie
tworzacego sie kregu, potwierdzajg obserwacje poczynione ne embrionach
Ambystoma przez Kitchina (1949) i Muchmore (1951), ostatnio zweryfikowane
przez Malaciniskiego i Youna (1981) na Xenopus laevis. Meiniel (1981) stwierdzit,
ze zarowno skrzywienie osiowe, jak i fuzja wertebralna pod wptywem dziatania
pestycydow wigze sie SciSle z dysfunkcjg ukladu nerwowo-miesniowego i ma
rowniez aspekt biochemiczny.
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Marian Zakrzewski

The effect of some herbicides on the histological structure
of spinal cord and notochord in the larvae of the spotted
salamander Salamandra salamandra (L.)

Summary

Changes in the spinal cord and in the notochord were analysed in the larvae of
the spotted salamander Salamandra salamandra (L.), which were previously
exposed to the action of the herbicides Alipur (concentration - 2 x 10°2 ml/dm3) and
Aminopielik (4 x 102 ml/dm3) to examine their effect on the survival and external
morphology of these larvae. The larvae, 38 mm long on the average, were at the 2nd
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evelopmental stage. The changes of histological structure were investigated in the
region of the first vertebra which was just forming. It has been found that the
herbicide Alipur stops the formation of connective tissue layer outside the notochord,
while Aminopielik causes its uneven distribution. Alipur induces the shift of the
spinal cord towards the notochord, which results in certain deformation. Both Alipur
and Aminopielik accelerate the formation of the cartilaginous coat around the spinal
cord. The thickness of this coat indicates the increased rate of vertebra formation.



Fat, 1, Obraz histologiczny rdzenia kregowego i struny grzbietowej z okolic
pierwszego kregu u larw salamandry plamistej - Salamandra salamandra (L.)
A -z préby kontrolnej, B - z roztworu Alipuru, C - z roztworu Aminopieliku,

a - warstwa chrzestna, b - istota biata, ¢ - istota szara, d - kanat $rodkowy,

e - komorki asocjacyjne, - komérki struny grzbietowej, g - warstwa fgcznotkankowa



