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korzeni Allium cepa L traktowanych
herbicydem Dacthalem

Streszczenie

W pracy badano efekt oddziatywania Dacthalu (herbicyd, ester metylowy kwasu 2,3,5,6-
czterochloroftalowego) przez 12, 24 i 48 godzin na komorki merystematyczne korzeni cebuli Allium
cepa L. W wyniku analiz stwierdzono, ze warto$¢ indeksu mitotycznego (poza niewielkim wzrostem
w pierwszych godzinach traktowania) byta nizsza w poréwnaniu z kontrolg i malata w miare czasu
traktowania. Dowodzi to, ze Dacthal jest herbicydem o mitodepresyjnym dziataniu.

Obserwacje poszczeg6lnych faz mitozy wykazaty, ze Dacthal indukuje liczbowe i strukturalne
aberracje chromosomowe oraz hamuje funkcjonowanie zaréwno wrzeciona kariokinetycznego jak
i cytokinetycznego. Zaburzenia w funkcjonowaniu wrzeciona kariokinetycznego byly przyczyna nie-
prawidtowego rozdziatu chromosoméw do jader potomnych. Prowadzito to do formowania jader
0 aneuploidalnych liczbach chromosoméw. Wystepowanie jader o podwojnych liczbach chromoso-
méw byto konsekwencjg inaktywacji wrzeciona i obecnosci C—mitoz (efekt turbogeniczny). Dwu-
1lwielojadrowe komorki byty formowane jako rezultat zahamowania cytokinezy. W materiale trakto-
wanym obserwowano réwniez wielobiegunowo$¢ wrzeciona, eliminacje i fragmentacje chromoso-
mow, mosty ana- i telofazowe oraz komoérki z mikrojgdami. Procent zaburzeh wzrastat wraz z wydtu-
zaniem czasu dziatania herbicydu.

Test recovery wykazat, ze Dacthal nie zaktéca w sposob trwaty metabolizmu komérki Po prze-
niesieniu cebul do wody aktywno$¢ mitotyczna stopniowo wzrastata, a procent zaburzen sie obnizat
Jednakze parametry te nigdy nie pokrywaty sie z danymi materiatu kontrolnego.
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Wstep

Pestycydy jako substancje obce i czesto toksyczne dla roslin, a posrednio réwniez dla
zwierzat i cztowieka moga wywoltywaé w nich zmiany pozytywne i negatywne. Dodatni
wplyw, poza zmniejszeniem lub catkowitym wyeliminowaniem szkodnikéw, chwastéw
i grzybéw, przejawia sie w stymulacji przemiany materii i zwiekszeniu plonéw, a takze
w immunizacji, czyli nastepczym uodpornieniu. Zabezpiecza to rosliny przed czynnikami
chorobotwérczymi na kolejne lata (Borecki 1996).

Coraz czestsze stosowanie $rodkéw ochrony ros$lin pocigga za soba réwniez pewne
niebezpieczenstwa. Ujemny wplyw pestycydéw moze poza zmianami biocenotycznymi
prowadzi¢ m.in. do immunizacji patogenéw i narastaniu szkodliwej mikroflory, hamowania
wzrostu i rozwoju, zaburzen metabolizmu, a takze do systematycznego spadku zywotnosci
roslin (Grzesiuk 1973; Achremowicz 1993).

Pestycydy cechuje duza réznorodnos$¢ klasyfikacji. Jednym z najczesciej stosowanych
kryteriéw podziatu jest ich przeznaczenie. Wedtug Grzesiuka (1973) obecnie stosowane sg
w rolnictwie nastepujgce typy pestycydéw: insektycydy i akaracydy (do zwalczania szkod-
nikéw), fungicydy i bakteriocydy (do zwalczania choréb), herbicydy (do zwalczania chwa-
stow), defolianty (do wywotywania wcze$niejszego opadania lisci), desykanty (do przyspie-
szania dojrzewania), stymulatory wzrostu (do pobudzania kietkowania, wzrostu i rozwoju),
retardanty i inhibitory (do hamowania wzrostu i spoczynku réznych organéw) oraz inne
dziatajace jako chemiczne sterylizatory.

Zastosowany w niniejszej pracy pestycyd Dacthal, nalezy do herbicydéw. Roéliny reagujg
na herbicydy réznie. Ich aktywno$¢ zalezy nie tylko od witasciwosci chemicznych, fizycznych
i toksykodynamicznych, ale réwniez od morfologicznej budowy roslin, szybkosci przenikania
herbicydu do tkanek i przemieszczania sie w nich, a takze od metabolizmu roéliny. Pod wptywem
herbicydéw moga zachodzi¢ w roélinie zmiany iloSciowe ijakosciowe niektérych endogennych
substancji czynnych chemicznie np. nagromadzanie sie azotynéw, zmiana sktadu aminokwaséw,
zmniejszenie zawartosci cukréw, wapnia, magnezu itp. (Czerniakowski 1995).

Testowany w niniejszej pracy herbicyd Dacthal, zwany inaczej metylochloroftalanem, jest
estrem metylowym kwasu 2,3,5,6-czterochloroftalowego i nalezy do duzej grupy karbaminia-
néw. Dacthal stosuje sie do zwalczania jednorocznych chwastéw jednolisciennych i niektérych
dwulisciennych w uprawie cebuli, czosnku, kapusty. Stosuje sie go przedwschodowo.

Z danych publikowanych w literaturze wynika, ze podejmowano rozmaite badania na
temat skutecznos$ci wprowadzonych do praktyki rolniczej herbicydéw oraz ich wptywu na
roéliny uprawne. Sag to gtéwnie prace podjete dla potrzeb praktyki rolniczej, ktére nie
odzwierciedlajgjednak proceséw cytogenetycznych (Key i Hanson 1961; Masztakow 1971;
Rozek 1982). Analizujac literature cytologiczng (Rozmus, Piskorek 1970; Sokotow-
ska-Kulczycka 1975; Skorupska 1975, 1976; Jagoda 1980; Klein, Kozera 1988) stwierdza
sie, iz pestycydy indukujg wiele zmian na poziomie molekularnym, sg przyczyna nieprawi-
dtowosci w przebiegu cyklu mitotycznego, zmian w jadrach interfazowych, a takze przy-
czyng aberracji liczbowych i strukturalnych chromosomoéw.

Sygnalizowany przez wielu autoréw problem wptywu herbicydéw na rosliny uprawne stat
sie bodZzcem do podjecia badan nad wptywem Dacthalu na cykl zyciowy komoérek meryste-
matycznych korzeni Allium Ccepa L. W pracy skoncentrowano sie na analizie obrazéw jader
interfazowych, obrazéw poszczegélnych faz mitozy oraz analizie aktywnos$ci mitotyczne;j.
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Materiat i metody

Materiat do badar stanowity cebule Allium cepa L. Hodowle prowadzono w haczy-
niach z wodg wodociggowa w temperaturze pokojowej. Po wypuszczeniu korzeni, cebule
podzielono na dwie grupy: kontrolng i doswiadczalng. Hodowla kontrolna pozostawata
w wodzie wodociagowej, natomiast cebule doswiadczalne o ditugosci korzeni okoto 2 cm
zanurzono w roztworze Dacthalu 90g/21 wody (roztwdr sporzadzono wedtug zalecen produ-
centa). Po 12, 24 i 48 godzinach traktowania herbicydem pobrano korzenie i przeniesiono
do utrwalacza Camoy’a, a nastepnie przeprowadzono cytochemiczng reakcje Feulgena,
barwigc odczynnikiem Schiffa przez okoto 2 godziny. Preparaty rozgniotowe z wybarwio-
nych stozkéw wzrostu korzenia wykonano w kropli 45% kwasu octowego. Preparaty po
odwodnieniu zamykano w balsamie kanadyjskim. Aktywno$¢ mitotyczng wyrazono warto-
$ciami indeksu mitotycznego. Dla kazdej serii analizowano ponad 5000 komérek. Hodowle
zatozono o godz. 1200, a pierwszy materiat do analiz pobrano po uptywie 12 godzin tj.
0 godzinie 2400. W celu stwierdzenia trwatosci zmian wywotanych traktowaniem Dacthalu,
przeprowadzono test 'ECOVElY. | tak, cebule traktowane herbicydem przez 24 i 48 godzin
przenoszono nastepnie na taki sam okres do wody. Badania te dotyczyly, podobnie jak
1w przypadku wczes$niej analizowanego materiatu kontrolnego i traktowanego, okreslenia
aktywnosci mitotycznej oraz frekwencji wystepujacych zaburzen.

Wyniki badan

A. Materiat kontrolny

Sposréd ogdlnej liczby komérek 5084 w réznych stadiach mitozy znajdowato sie 270,
co stanowi 5,3% (tabela 1, fig. 1). Obliczono ilosciowy i procentowy udziat komérek
w poszczeg6lnych fazach mitozy. Jak wynika z tabeli 1, najwiecej znajdowato sie w sta-
dium profazy, a nastepnie metafazy, anafazy i telofazy. Druga préba dotyczyta korzeni
pobranych o godzinie 1200. Na podstawie analizy 5073 komoérek obliczono indeks mito-
tyczny réwny 7,8%, stanowigcy kontrole dla materiatu traktowanego Dacthalem przez 24
godziny. Obliczono réwniez aktywno$¢ mitotyczna, stanowigcg kontrole dla préby trakto-
wanej Dacthalem przez 48 godzin. Warto$¢ indeksu mitotycznego réwna byta 8,7%.

B. Materiat traktowany Dacthalem

W wyniku przeprowadzonych analiz okreslono aktywno$é¢ mitotyczng dla komoérek
traktowanych Dacthalem odpowiednio przez 12, 24 i 48 godzin (tabela 1, fig. 1). W przy-
padku traktowania Dacthalem przez 12 godzin warto$¢ indeksu mitotycznego réwna byta
6,5%. Poréwnujac te warto$¢ indeksu z wartosciag dla odpowiedniego materiatu kontrolnego
stwierdza sie wzrost o 1,2%. Procentowy udziat poszczegélnych faz mitozy byt zblizony do
frekwencji w materiale kontrolnym.
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Fg. 1 Aktywnos¢ mitotyczna i wyniki testu recovery w komorkach merystematycznych korzeni
cebuli Allium cepa L. dla materiatu kontrolnego i traktowanego herbicydem Dacthalem
przez 24 i 48 godzin

Fg. 2 lldzial zaburzen w mitozie w komorkach merystematycznych korzeni cebuli Allium cepa L
w materiale traktowanym herbicydem Dacthalem i tescie recovery
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Badania aktywnosci mitotycznej komérek merystematycznych traktowanych Dactha-
lem przez 24 godziny wykazaty, iz indeks mitotyczny wynosit 1,7% i byt nizszy o 6,1% od
wartosci dla materiatu kontrolnego. Nastgpit wiec drastyczny spadek aktywnosci mitotycz-
nej pod wptywem Dacthalu (tabela 1). Warto$¢ indeksu mitotycznego dla korzeni traktowa-
nych Dacthalem przez 48 godzin réwna byla 1,3%. Zestawiajgc wartosci indeksu mitotycz-
nego uzyskanego dla tej préby z materiatem kontrolnym zauwaza sie dalsze obnizenie ak-
tywnosci w wyniku przedtuzania czasu inkubacji.

W celu okreslenia istotnosci statystycznej zastosowano test x2 (chi kwadrat). Analiza
wynikéw otrzymanych w tescie x2 dla materiatu traktowanego 12 godzin herbicydem
wykazata statystycznie nieistotne réznice w stosunku do kontroli, natomiast dla materiatu
traktowanego 24 i 48 godzin otrzymano wartosci statystycznie istotne. Otrzymane wyniki
$wiadczg o silnym mitodepresyjnym dziataniu Dacthalu w tych przedziatach czasowych.

Podzial mitotyczny w materiale kontrolnym przebiegat na og6t prawidtowo. Natomiast
w materiale traktowanym Dacthalem obraz poszczegélnych faz mitozy wykazuje réznorod-
ne nieprawidtowosci. Jak wynika z tabeli 2 i fig. 2, najmniejszym procentem zaburzen, bo
réwnym 5,7% cechowaty sie komoérki inkubowane przez 12 godzin. Wydtuzenie czasu
traktowania Dacthalem spowodowato wzrost zaburzen proporcjonalnie do czasu dziatania.
Komoérki poddane dziataniu przez 24 godziny wykazywaty az 24,8% réznego rodzaju nie-
prawidtowosci, natomiast w przypadku traktowania przez 48 godzin procent zaburzen wzra-
stal, osiggajgc warto$¢ 35,1%. Duzy udziat zaktécen we wszystkich komérkach dzielgcych
sie przypada na profaze. Najliczniej obserwowane w tej fazie mitozy zaktécenia dotyczyty
obecnosci nieprawidtowych figur oraz zwiekszenia lepkosci chromosomoéw (fig. 3-4).
W tym stadium zaobserwowano réwniez nieprawidtowe ksztatty jader orazjadra z wzerami,
wskazuje to na uszkodzenie otoczki jadrowej.

W metafazie dato sie zaobserwowa¢ lepkie figury, nieprawidtowa kongresje chromo-
soméw w plaszczyznie réwnikowej (fig. 5). Po 12 i 24 godzinach traktowania korzeni
Dacthalem zaobserwowano, ze wrzeciono kariokinetyczne na ogét formowato sie, ale zabu-
rzona byla jego dziatalno$¢. Powstawaly woéwczas komérki o aneuploidalnych liczbach
chromosomoéw. Natomiast po 48 godzinach dziatania herbicydu, w duzym procencie komé-
rek nie dochodzito do wytworzenia wrzeciona kariokinetycznego. Wdéwczas w komdrkach
widoczne byly chromosomy w postaci C-par (fig. 10). Zwraca uwage wysoka wartos$¢
wspotczynnika D’Amato w odniesieniu do materiatu traktowanego Dacthalem przez 48
godzin (tabela 1), co wskazuje na silnie inhibicyjne dziatanie na formowanie sie wrzeciona
kariokinetycznego. Najczestszy obraz nieprawidiowej anafazy to pojedyncze i podwdjne
mosty chromosomowe, eliminacje catych chromosoméw lub ich fragmentéw (fig. 7), a tak-
ze segregacje chromosomoéw do kilku biegunéw (anafazy wielobiegunowe) (fig. 6). W telo-
fazie zanotowano najmniejsza liczbe zaburzen, byty to podobnie jak w ana-fazie lepkie mosty
chromosomowe (fig. 8). Cze$¢ mostéw ulegata przerwaniu przez zaktadajacy sie fragmoplast,
a w pewnym procencie jadra telofazowe pozostawaly potgczone trwatymi mostami, co w kon-
sekwencji prowadzito do powstawania biszkoptowatych jader restytucyjnych (fig. 9).

Wyeliminowane fragmenty lub cate chromosomy ulegaly resorpcji w cytoplazmie,
badz tez otaczaly sie wtasnag otoczkgjadrowa i widoczne byty w postaci mikrojader.
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Hg. 3-10. Obrazy komorek merystematycznych stozkow wzrostu korzeni Allium cepa L trak-
towanych Dacthalem; Fig. 3-4. Nieprawidtowe figury w profazie; Fg. 5. Nieprawi-
dtowa kongresja chromosomow w plaszczyznie rownikowej; Fg. 6. Wielobiegunowe
wrzeciono; Fig. 7. Eliminacje fragmentéw chromosomow; Fg. 8. Mosty telofazowe;
Fg. 9 Jadro restytucyjne; FHg. 10. Plytka metafazowa z C-parami
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Interesujaco przedstawia sie analiza wynikéw uzyskanych w przeprowadzonym tescie
recovery. W proébie badan obejmujacej traktowanie Dacthalem przez 24 godziny, a nastep-
nie hodowle wodng, indeks mitotyczny osiagnat warto$¢ 3,7%. Poréwnujac te dane z dany-
mi dla materiatu traktowanego herbicydem, mozna stwierdzi¢ wzrost aktywnosci mitotycz-
nej o 2,0%, po przeniesieniu korzeni do hodowli wodnej (tabela 3, fig. 1). W materiale po-
chodzacym z tej proby doswiadczalnej zaobserwowano pewien procent komoérek wykazuja-
cych w datszym ciggu zakldcenia podziatéw mitotycznych i zmiany dotyczace morfologii
jader interfazowych (tabela 2, fig. 2). W materiale traktowanym Dacthalem zaburzenia sta-
nowity 24,8%, a po wycofaniu herbicydu ich liczba znacznie sie obnizyta osiggajac wartos¢
8,9%. Wynika stad, ze okoto 1/3 komérek powrdécita do prawidtowego cyklu zyciowego.
Test 'eCOVEry wykonano réwniez dla korzeni traktowanych Dacthalem przez 48 godzin. Po
przeniesieniu korzeni do wody nastgpit wzrost indeksu mitotycznego do 3,1% i byt o 1,8%
wyzszy niz w materiale traktowanym (tabela 3, fig. 1). Nalezy zwréci¢ jednak uwage, ze
wprawdzie nastepowato zwiekszenie aktywnosci mitotycznej, jednak wartosci te nadal byty
nizsze w poréwnaniu z materiatem kontrolnym. W materiale traktowanym herbicydem
przez 48 godzin obserwuje sie najwieksza liczbe zaburzeh w przebiegu faz mitozy. Po
umieszczeniu korzeni w wodzie procent zaburzen zmniejszyt sie prawie o 2/3 i osiggnat
warto$¢ 10,4% (tabela 3, fig. 2).

Przeprowadzone badania cytologiczne pozwalajg na stwierdzenie, ze Dacthal wplywa
na przebieg cyklu mitotycznego oraz indukuje zmiany w jadrach interfazowych komoérek
merystematycznych Allium cepa L. Stosujac ten herbicyd przez 12 godzin zaobserwowano
nieznaczny wzrost aktywnosci mitotycznej w poréwnaniu z kontrolg jednakze nie jest on
statystycznie istotny. Duza liczba profaz $wiadczy o tym, ze Dacthal przys$piesza procesy
zachodzace w interfazie i ulatwia wejscie jader w profaze, a w efekcie wywotuje niewielkie
stymulacyjne dziatanie. W miare wydtuzania czasu dziatania herbicydu do 24 i 48 godzin,
aktywno$¢ mitotyczna byta znacznie nizsza od kontroli. Traktowanie przez 48 godzin
wywotato silnie mitodepresyjne dziatanie. Podobny efekt byt obserwowany u Viciafaba po
traktowaniu insektycydami Rogor i Dipterex (Amer 1974, 1983). Mitodepresyjna dziatal-
nos$¢ jest rowniez charakterystyczna dla wielu innych pestycydéw takich jak: Afalon, Ali-
pur. Liro (Jagoda 1980), Ambusz 25 EC (Klein 1990, 1990a), Fastac 10 EC (Klein, Kozera
1990; Klein 1993). Obnizenie aktywnosci mitotycznej, wigzato sie z toksycznym dziata-
niem pestycydéw na cykl komérkowy, blokowaniem go w réznych okresach interfazy. Pe-
stycydy mogty przedituzaé czas trwania fazy G2 lub inhibitowaé synteze DNA. Badr
i Ibrahim (1987) obserwowali spadek aktywnosci indeksu mitotycznego u Viciafaba pod
wptywem herbicydu Glean, potaczony z redukcjg ilosci DNA i RNA. Po dhugotrwatym
dziataniu niektérych herbicydéw dochodzito do catkowitego zaniku podziatéw komoérko-
wych, czyli wystgpienia tzw. prézni mitotycznej (Klein, Samek 1991).

W prezentowanym materiale eksperymentalnym obraz poszczegdélnych faz mitozy
w pewnym procencie odbiegat od obserwowanych w kontroli. Nalezy dodaé, ze dtuzsze
traktowanie herbicydem prowadzito do zwiekszenia liczby komérek z zaburzeniami. Cha-
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rakter zaburzen byt podobny. Szczegélnie wyraZznie przejawiato sie dziatanie Dacthalu na
formowanie i funkcjonowanie wrzeciona kariokinetycznego. Na podstawie uzyskanych
wartoséci wspoétczynnika D’Amato, mozna wnioskowaé, ze po traktowaniu przez 12 i 24
godziny wrzeciono kariokinetyczne formowato sie, ale zaburzona byta jego dziatalnosé.
Obserwowano nieprawidtowg kongresje chromosoméw w ptaszczyznie réwnikowej, elimi-
nacje, ffagmentacje, nieréwnomierny rozdziat chromosoméw do biegunéw oraz wielobie-
gunowo$¢ wrzecion. Nieprawidtowa kongresja, rozrzucone chromosomy w metafazie i ana-
fazie byly dominujagcym zjawiskiem stwierdzonym przez Amera i wsp. (1974, 1983) w ko-
mérkach Viciafaba w wyniku traktowania insektycydami Rogor i Dipterex. Diuzsze trak-
towanie Dacthalem (48 godzin) uniemozliwiato wtasciwe uformowanie wrzeciona karioki-
netyczego, co prowadzito do powstania C-mitoz. Przyczyne upatruje sie w dysfunkcji
wrzeciona kariokinetycznego, powstatg przez reakcje pestycydéw z biatkami tubulinowymi
budujacymi mikrotubule wrzecion (Onfelt 1986). C-mitozy byly czestym zjawiskiem
obserwowanym w wyniku stosowania insektycydéw: Ambusz, Fastac, Decis, Ripcord; herbi-
cydéw: Barban, Chwastox, Glean, Porfam; fungicydéw: Dexon, Vitavax (za: Klein 1994). Do
szczeg6lnie silnie dziatajgcych zwigzkéw nalezg fungicydy rteciowe np. fungicyd R, ktérych
wplyw na wrzeciono byt nawet silniejszy niz kolchicyna (Sokotowska-Kulczycka 1975).

Zmiany obejmujace zaburzenia w powstawaniu i funkcjonowaniu wrzeciona karioki-
netycznego i cytokinetycznego okresla sie mianem efektéw turbogenicznych (Grant 1982;
Osiecka 1993).

W komoérkach merystematycznych traktowanych Dacthalem w stadium ana- i telofazy
mitozy, obserwowano lepkie mosty pomiedzy segregujagcymi chromosomami, opd6znione
fragmenty chromosomoéw i cate chromosomy. Taki efekt dziatania pestycydéw Osiecka
(1993) okreslajak klastogeniczny.

Jak podaje Klein (1994), wiekszo$¢ przebadanych do tej pory pestycydéw indukowato
efekty klastogeniczne. Niektére z nich byty szczegdlnie aktywne pod tym wzgledem. Sko-
rupska (1975) poréwnywata u Pisum sativum dziatanie 12 herbicydéw z mutagenami
takimi jak: EI, NMU, EMS, promienie gamma. Stwierdzita, ze herbicydy wywotywaty wie-
cej zaburzen w mitozie i mejozie niz badane mutageny. Dziatanie klastogeniczne wykazy-
waty u Viciafaba powszechnie stosowane w Polsce preparaty takie jak: Cynkomiedzian,
Cynkotox, Miedzian 50, Kaptan (Osiecka 1993).

W materiale traktowanym Dacthalem stwierdzono zjawisko zbijania sie chromosoméw
w lepkie figury, a takze wadliwag spiralizacje. Takie dziatanie klasyfikuje Osiecka (1993)
jako efekt fizjologiczny.

Opisane powyzej zaburzenia mitozy prowadzg do powstaniajgder potomnych zréznicowa-
nych co do liczby i ksztattu. Konsekwencja klastogenicznego dziataniajest powstanie komoérek:
aneuploidalnych, o podwojonych liczbach chromosoméw oraz dwu- i wielojadrowych.

Przedstawione badania pokazuja, ze Dacthal przejawia wielorakie oddziatywanie na
procesy cytologiczne, ktére mozemy okresli¢ jako: mitodepresyjne, turbogeniczne, klasto-
geniczne i fizjologiczne.
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