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Streszczenie

Przeprowadzone badania cytogenetyczne wykazaty, ze substancje rozpuszczalne zawarte w za-
nieczyszczonych powyzej normy wodach rzek Krakowa wywotujg dziatanie mutagenne na przebieg
mikrosporogenezy i rozwoj gametofitu meskiego u Viciafaba L. odmiana Windsor. Efektem byty
liczne zaburzenia przebiegu podziatébw mejotycznych. Najczesciej obserwowane zaburzenia to:
zwiekszenie lepkosci matriks chromosomoéw we wszystkich stadiach mejozy, nieprawidtowa koniuga-
cja chromosoméw, zwiekszona lub zmniejszona liczba biwalentéw, obecno$¢ mostéw ana- i telofa-
zowych, eliminacje i fragmentacje chromosoméw, zaktécenia w dziatalnosci wrzeciona podziatowe-
go, asynchronia podziatu. W konsekwencji powstawaty mikrospory z mikrojadrami, o zréznicowa-
nych co do wielkosci jadrach. Pewien procent (od 16,20%-39,45% w zalezno$ci od rzeki i ujecia)
stanowity niezywotne ziarna pytku.

Wstep

Silny i szybki rozwéj gospodarki zwieksza ogromnie zapotrzebowanie na wode i to
wode czysta, a prawie wszyscy uzytkownicy woéd powodujg jej zanieczyszczenie. Zwiazki
zanieczyszczajace wode pochodzace ze $ciekéw przemystowych, rolniczych i komunalnych
mozna podzieli¢ na dwie grupy w zaleznosci od tego czy utrzymuija sie one i kumuluja, czy
tez sg szybko rozktadane dzieki procesom chemicznym i biologicznym. Do pierwszej grupy
zaliczono prawie wytacznie zwigzki nieorganiczne, takie jak chlorki i sole mineralne. Do
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szczegllnie kiopotliwych, trwalych zwigzkéw organicznych naleza detergenty, S$rodki
ochrony roslin, produkty naftowe oraz inne substancje organiczne (Przezdziecki 1980).

Wody $rédladowe zagrozone sg rowniez przez réznego typu pyty i substancje z atmos-
fery np. emisje dwutlenku siarki i tlenkéw azotu, opadajacych w postaci tzw. kwasnych
deszczy na powierzchnie wéd i gleb powodujgcych zakwaszenie woéd $rédlgdowych.
Innego typu zanieczyszczenia przekazywane sg do wéd przez niekontrolowang ekologicznie
sie¢ kanalizacyjng rozbudowanych miast i osiedli. Wydalane $cieki zwiekszajg w wodach
ilos¢ rozktadajacej sie substancji organicznej, nastepuje silne zuzycie tlenu, powstajg wa-
runki uniemozliwiajace zycie wielu organizmom (Stanczykowska 1990).

Wojewédztwo krakowskie (obecnie wchodzace w sktad wojewdédztwa matopolskiego
- przyp. autoréw) w catosci lezy na terenie dorzecza gérnej Wisty. Charakterystyczng cecha
rzek wojewédztwa krakowskiego jest rolniczy charakter ich zlewni. Zlewnie te sa stabo zur-
banizowane, lokalnie o niewielkim udziale przemystu. Koncentruje sie on gtéwnie w Krako-
wie i jego najblizszych okolicach. Znaczace sa wiec zanieczyszczenia obszarowe, ktérych
doptyw zalezy od warunkéw atmosferycznych. Szczegdlnie gwattowne, intensywne opady
(burze i roztopy) powodujg zwiekszenie ilosci zawiesiny, wtedy rzeki we wszystkich zlew-
niach Wojewddztwa prowadzawody nie odpowiadajgce normatywom.

Waznym problemem jest réwniez skazenie $rodowiska wodnego metalami ciezkimi.
Metale te wystepujgce w wodach powierzchniowych, nawet w bardzo matych ilosciach
podlegajg akumulacji w osadach dennych rzek.

Wyniki przeprowadzonych badan przez Panstwowy Instytut Geologiczny wykazuja, ze:

- w osadach dennych rzek wojewdédztwa krakowskiego sg wysokie zawartosci cynku
oraz podwyzszone stezenie kadmu i rteci wystepujace w aluwiach Wisty,

- wysokie zawartosci wielopierscieniowych weglowodoréw aromatycznych wystepuja
w aluwiach Biatuchy, Rudawy oraz Diubni w Krakowie (Turzanski 1995).

Podstawg oceny stanu czystosci rzek jest trzystopniowa klasyfikacja woéd powierzch-
niowych z ustalonymi rozporzadzeniem ministra ochrony $rodowiska, zasobéw naturalnych
i le$nictwa z dnia 5. 11. 1991 roku (Dz. U. Nr 116, poz. 503) normatywami dopuszczalnych
wskaznikéw zanieczyszczen woéd w poszczegdlnych klasach.

W 1992 roku systematyczng kontrolg stanu czystos$ci wéd powierzchniowych woje-
wodztwa krakowskiego objetych bylo 39 ciekéw wodnych o tgcznej diugosci 524,1 km.
Analiza stanu czystosci tych wéd wykazata, ze nie byto wéd spetniajacych kryteria dla klasy
Iill. Tylko 3,5% rzek, tj. 18,6 km odpowiadato 11l klasie czystosci wéd $rédlagdowych.
Pozostate rzeki, tj. 96,3% prowadzity wody pozaklasowe (Turzarnski 1995).

Charakterystyka zanieczyszczenia wod rzek Wisty, Wilgi i Biatuchy zostata przepro-
wadzona w artykule \Wphyw zwigzkdw chemicznych zawartych w wodach rzek Krakowa na
cykl zyciowy komorek merystematycznych korzeni bobu vicia faba L (Rozmus i wsp. -
W niniejszym opracowaniu).

Celem niniejszego opracowania byto zbadanie wptywu zwiazkéw chemicznych,
zawartych w wodach rzek przeptywajacych przez Krakéw, na przebieg mikrosporogenezy
i rozw6j gametofitu meskiego u Viciafaba L. odmiana Windsor.

Praca ta ma réwniez uswiadomié¢, ze chemizacja zycia wspoétczesnego, a w szczeg6lno-
éci jej skutki zwigzane z dziataniem substancji chemicznych emitowanych do $rodowiska
stwarzajg niebezpieczenstwo dla cztowieka, organizméw roslinnych i zwierzecych.
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Materiat i metody

Obiektem badari byt bob Viciafaba L. odmiana Windsor. Wyselekcjonowano pieédzie-
sigt nasion i umieszczono je w szklanych naczyniach przektadajac ligning. Podlewano je woda
pobrana ze studni gtebinowej przy ul. Podchorgzych (kontrola) oraz woda rzeczng (materiat
traktowany). Podkietkowane nasiona wysadzano do skrzynek z ziemig i ustawiono w szklarni
w celu zapewnienia odpowiedniej temperatury i dostepu $wiatta do prawidtowego wzrostu
roslin. Rosliny podlewano systematycznie woda rzeczna (materiat traktowany) i woda Zrédlang
(kontrola). Wode do doswiadczenia pobierano z nastepujacych ujec:

Wista: | ujecie - Bielany, Il ujecie —zakole rzeki pod Wawelem

Wilga: | ujecie —Zbydniowice pod Krakowem, Il ujecie —ujscie Wilgi do Wisty
(okolice hotelu Forum)

Biatucha: | ujecie - ul. Jazowa (Pradnik Biaty), Il ujecie - ul. Grochowska (Srédmiescie).

Hodowla eksperymentalna trwata od 16 marca do 15 maja 1992 roku. Od 24 kwietnia
do 15 maja pobierano paki kwiatowe, codziennie w godzinach potudniowych i umieszczono
je w utrwalaczu Camoy’a na 24 godziny. W doswiadczeniu wykorzystano po 46 roélin
z materiatu hodowanego na wodach analizowanych rzek oraz 50 roslin z materiatu kontrol-
nego. Nastepnie ptukano je w 96% alkoholu etylowym i przechowywano w 70% alkoholu
etylowym. W celu przesledzenia przebiegu mikrosporogenezy sporzadzono preparaty nie-
trwate (rozmazy i rozgnioty), barwiac je orceing octowg oraz preparaty trwate z pylnikéw
w réznych stadiach rozwoju (metoda parafinowa) barwione hematoksyling zelazista. Prepa-
raty trwate po odwodnieniu zamykano w balsamie kanadyjskim. Przygotowane preparaty
postuzyty do przesledzenia przebiegu kolejnych etapéw mikrosporogenezy oraz pomiaru
$rednicy ziaren pyitku i okreslenia ich zywotnosci.

W opracowywaniu niniejszego artykutu czesciowo korzystano z prac magisterskich:
Anny Janeczko, Haliny Panko, Renaty Dragan, Barbary Mysliwiec, Malgorzaty Maciaszek
i Ewy Kowalik.

W materiale kontrolnym hodowanym na wodzie pobranej ze studni gtebinowej przy
ul. Podchorazych w Krakowie mejoza przebiegata prawidiowo i nie stwierdzono zadnych
zaburzen. W materiale traktowanym hodowanym na wodach pobranych z Wilgi, Wisty i Bia-
tuchy stwierdzono liczne zaburzenia zaréwno w | jak i Il podziale mejotycznym. Najwiecej
zaburzen stwierdzono w | podziale mejotycznym. Byty to: nadmierna lepko$¢ matriks chromo-
soméw - co prowadzito do powstania lepkich figur (profazowych, metafazowych, anafazo-
wych i telofazowych), wadliwa koniugacja chromosoméw - prowadzaca do powstania réz-
nych liczb biwalentéw (7 lub 5, zamiast prawidtowych 6) oraz uniwalenty (fig. 1,2, 3, 4).

Najczesciej spotykane zaburzenia w metafazie | podziatu to: eliminacje chromosomoéw
poza obreb wrzeciona podziatowego (fig. 5). W anafazie i telofazie | podziatu stwierdzone
zaburzenia to przede wszystkim mosty chromosomowe pojedyncze lub podwdéjne (fig. 6, 7).
co jest efektem zwiekszonej lepkosci chromosoméw badz aberracji strukturalnych chromo-
somoéw, eliminacje chromosomoéw i ich fragmentéw oraz op6znione chromosomy.
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Hg 1-12. Mikrosporogeneza w stozkach wzrostu pedu Vicia faba L: 1 Prawidlowa koniugacja
chromosomdw (6 binalentdw); 2. Nieprawidtona koniugacja (5 bivalentow); 3-4 Wadli-
wa koniugacja chromosomow; 5. Eliminacja chromosomow poza plaszczyzne rownikowe, -
w obrebie wrzeciona podzialowego; 6-7. Mosty chromosomowe w | podziale mejotycz-
nym; 8. Mosty chromosomowe w 11 podziale mejotycznym; 9. Asynchronia podziatu mejo-
tyczrﬁrgo 10. Liniowe ustawienie wrzeciona podzialowego; 11 Triady; 12 Mikrojadro
w mikrosporze
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Po | podziale mejotycznym u Viciafaba nie nastepuje cytokineza - jest ona réwnocze-
sna i zachodzi po drugim podziale. Po pierwszym podziale powstaje bowiem jedna komér-
ka, w ktorej na biegunach wystepujg duze jadra. Komoérka taka wchodzi w stadium profazy
Il podziatu.

Skutkiem zaburzen obserwowanych w | podziale mejotycznym sajadra z mikrojgdrami
w profazie Il. Natomiast w metafazie Il obserwowano zlepienie chromosomoéw (lepkie me-
tafazy) i eliminacje chromosoméw poza ptaszczyzne réwnikowa. W anafazie i telofazie Il
stwierdzone zaburzenia to gtéwnie: asynchronie podziatu (fig. 9), eliminacje chromosoméw
lub ich fragmentéw, mosty anafazowe i telofazowe (fig. 8) oraz nieregularne utozenie wrze-
ciona podziatowego (fig. 10).

W wyniki podziatu mejotycznego powstajg cztery komdérki zawierajgce haploidalng
liczbe chromosomoéw w jadrze (tetrady mikrospor). Analiza mikrospor wykazata wséréd
prawidtowych tetrad obecnos$¢ zaburzen typu triady (fig. 11) lub poliady (jako efekt nie-
prawidtowosci stwierdzanych we wczeéniejszych etapach mejozy) oraz obecno$¢ mikroja-
der (fig. 12). Zestawienie zaburzehn obserwowanych w | i Il podziale mejotycznym przed-
stawia tabela 1i 2.

Analiza wielkosSci i zywotnosci ziaren pytku wykazata, ze w materiale traktowanym
byty one wieksze niz w kontroli (od 43,32/28,7lpm do 55,54/36,65pm w zaleznosci od
rzeki i ujecia), a ponadto w materiale traktowanym wystgpito znacznie wiecej ziaren niezy-
wotnych w poréwnaniu z kontrolg (od 16,20 do 39,45% w zaleznosci od rzeki i ujecia).
Zobacz tabela 3 i 4.

W przebiegu | i Il podziatlu mejotycznego, jak i w obrazach mikrospor i ziaren pytku
stwierdzono ten sam charakter zaburzen dla wszystkich serii doswiadczen. Stwierdzi¢ jed-
nak nalezy, ze we wszystkich seriach wiecej nieprawidtowosci wystepowato u roslin
hodowanych na wodach pochodzacych z Il ujecia (Srédmieécie Krakowa), charakteryzuja-
cych sie wiekszym zanieczyszczeniem spowodowanym wchlonieciem zanieczyszczen
komunalnych.

Najwyzszy wzrost zaburzen miedzy 1 i Il ujeciem wody stwierdzono w rzece Wildze,
w pozostatych dwéch rzekach odchylenia te sg nieco mniejsze (tabela 1,2).

Przedstawione wyniki upowazniajg do stwierdzenia, ze substancje chemiczne zawarte
w wodach analizowanych rzek wywieraja mutagenne dziatanie, powodujac wiele zaktdcen
w przebiegu mikrosporogenezy.

Przeprowadzone badania cytogenetyczne, dotyczace wptywu zanieczyszczeh wyste-
pujacych w wodach analizowanych rzek Krakowa na przebieg mikrosporogenezy u Vicia
faba L., wykazaty istotna role tych zanieczyszczerh w indukowaniu zakiécen w przebiegu
tego procesu. Podobny charakter dziatania wykazujg inne zwigzki, takie jak np. $rodki
ochrony roélin, zwiazki fenolowe, sole wapnia, magnezu, czy tez promieniowanie gamma.
Badania wielu autoréw (Amer, Ali 1968, 1974, 1980, 1983; Amer, Farah 1968, 1976, 1980,
1983, 1987; Skorupska 1976; Klein 1990 i inni) wykazaty, iz pestycydy, herbicydy i insek-
tycydy powodujg liczne zaburzenia w przebiegu procesu mejozy, przyczyniajgc sie do
powstawania niepetnowartosciowych pod wzgledem kariologicznym gamet.
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Analiza zywotnosci ziaren pytku Srednice ziaren pytku

Stanowisko pylek oty pytek niezywot- ogolem $rednia dlugo$¢  $érednia szero-

ny (pm) kos¢ (pm)

Kontrola 2264 147 o1 4348 32.02

93,9% 6.1% +451 +3.66
(ujecie I 83.4% 16,6%0 16,04 +4.38
Wisla 3438 1362 4800 52,78 38.15
(ujecie 1) 71,6% 284% +6,09 +161
(ujecie I 81,8% 182% 6,33 540
Wilga 9520 6202 1572 4332 28.71
(ujecie 1) 60,5% 394% +6.31 +4.93
Bialucha 2025 392 2417 49.99 35.20
(ujecie I) 83,8% 16.2% 522 +4.18
Bialucha 2179 1 2930 50.88 36.46
(ujecie 1) 744% 25.6% +6,02 +540

Tabela 3. Zywotno$¢ oraz $rednice ziaren pytku w kontroli i u rodlin podlewanych wodg rzeczng

Stanowisko Tetrady pranidione Triady i poliady Ogdtem
liczka % liczka % liczka

Wisla 1267 918 13 82 1380
(ujecie I)
Wisla 5600 827 17 173 6775
(ujecie 1I)
Wilga 749 809 177 191 926
(ujecie 1)

Wilga 432 95,9 146 41 378
(ujecie 1)

Bialucha 761 01 &4 99 845
(ujecie 1)

Bialucha 467 874 67 125 534
(ui?cie »)

Tabela 4. Udziat tetrad nieprawidtowych w materiale hodowanym na wodach rzek Krakowa
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Analizujac przebieg poszczegélnych stadiow podziatlu mejotycznego w materiale
testowanym, stwierdzono wystepowanie licznych anomalii, takich jak: zwiekszona lepkos¢
chromosoméw, mosty ana-- i telofazowe zaréwno w | jak i Il podziale, zmiany liczby chro-
mosomow, obecno$¢ uniwalentéw i chromosoméw opéznionych, zaburzenia funkcjonowa-
nia wrzeciona kariokinetycznego, nieréwnomierny rozdziat materialu genetycznego, asyn-
chronie podziatu, wystepowanie mikrojader oraz réznej, nieprawidtowej liczby mikrospor
w tetradach. Obecno$¢ uniwalentéw obserwowali réwniez w swych badaniach Devadas
i wsp. (1986) pod wptywem fosfoorganicznych insektycydéw, Muhana i wsp. (1991) pod
wptywem promieni gamma, Kumar i Sinha (1991) pod wptywem pestycydéw. Wystgpienie
uniwalentéw jest konsekwencjg wadliwej koniugacji chromosoméw w zygotenie.

Zwiekszong lepko$¢ chromosomoéw bedacg powszechnym efektem indukowanym przez
zwigzki fenolowe (p-nitrofenol, p-chlorofenol, 2,4 dichlorofenol, 2,4 dichloronaftol)
stwierdzili w swych badaniach Amer i Ali (1968). Efekt lepkosci chromosoméw moze wy-
wotaé szereg zwigzkéw, takich jak: siarczan magnezu (Abraham, Nair 1989), sole wapnia
(Misra 1982). Konsekwencjg zwiekszonej lepkosci chromosoméw w poczatkowych sta-
diach profazy | jest wystepowanie asocjacji wyzszego rzedu. Swiadcza one o zajéciu wza-
jemnych translokacji w obrebie genomu (Skorupska 1976). Translokacja moze obejmowacé
dwie pary chromosoméw, tworzacych w pachytenie figure w ksztalcie krzyza, a w przypad-
ku wiekszej ilosci chromosoméw réwniez inne figury. Takie obrazy w postaci fancuchéw
i k6t obserwowali Jain i Sarbhoy (1987).

WsSréd zaburzen spotkanych w materiale testowanym byly opéZznione chromosomy,
obserwowane w obu podziatach mejotycznych w stadium anafazy i telofazy. Zaburzenia
tego typu opisywali réwniez inni autorzy (Klein 1990; Amer, Ali 1983, 1980).

W materiale testowanym stwierdzono takze obecnos$¢ mostéw ana- i telofazowch wy-
wotanych zwiekszong lepkoscia chromosoméw. Podobne zaburzenia oraz fragmentacje
chromosomoéw obserwowano jako wynik traktowania pgkéw kwiatowych zwigzkami fenolu
(Amer, Ali 1968), sg one réwniez wynikiem dziatania pestycydéw (Kaur, Grover 1985). a
takze siarczanu magnezu (Abraham i wsp. 1989).

Dos$¢ czesto spotykanym zaburzeniem procesu mejozy byla asynchronia drugiego
podziatu, zwigzana najprawdopodobniej z nieprawidlowo funkcjonujgcym wrzecionem
kariokinetycznym. Zjawisko to obserwowali takze Muhanna i wsp. (1991) u Nicotiana tabu-
CUM po naswietleniu promieniami gamma oraz Skorupska (1976) pod wptywem herbicydéw.

Zanieczyszczenia wystepujgce w wodzie badanych rzek wptynety réwniez na pojawie-
nie sie nieprawidtowej liczby mikrospor w tetradach oraz na obnizenie zywotnosci pytku.
Efekt taki obserwowali Skorupska (1986), Reddy i Rao (1981, 1982), Devadas i wsp.
(1986), Klein (1990) pod wptywem Ambusz 25EC.

Analiza sktadu chemicznego wéd rzek Krakowa wykazata m.in. obecnos$¢ w nich pier-
wiastkéw $ladowych. Niektére z pierwiastkéw $ladowych sg szczegd6lnie szkodliwe dla oto-
czenia z uwagi na ich aktywnos$¢ w procesach biologicznych i fizjologicznych zywych orga-
nizméw. Zachodzgce w nich interakcje - wzajemne oddziatywania metali ciezkich - zwiek-
szajg lub zmniejszaja biologiczne efekty dziatania. Do tych metali o bardzo duzym stopniu
zagrozenia nalezy zwtaszcza kadm, rte¢, otéw, miedz, cynk, chrom. Charakteryzuja sie one
szczeg6lnymi wiasciwosciami toksykologicznymi. tatwo wchianiany kadm m.in. jako pyt
lub para stosunkowo diugo utrzymuje sie w tkankach oraz podlega statej akumulacji
(Gibaszewska 1989).
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Przeprowadzone badania wykazaty, ze zwigzki chemiczne zawarte w wodach analizo-
wanych rzek sg czynnikami mutagennymi, a indukowane zmiany moga by¢ przekazywane
potomstwu za posrednictwem gamet meskich.
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