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WSTEP

Wi asciwe oSz acomanie ryzyka wynikajacego istniejacych
zagroter. stanowi zagadnienie doftd skosplikowans. Odcrucie opinii
publicznei nie zawsze jest cparte na racjonalnych prizes:ankach.
Jest ona najbardzie) wyczulona na zagrotenie zwiazana z promisnio~-
waniee jonizujacye. Ha preykiad ryzyko, Jakie jest zwiazane 2
przef<wistlanisn klatki piersiowei odpowiada liczbowo ryzyku
zwiazanesu r przejechaniss samochodem odlegiofci 100 kilometrdms.
Ale, odczucie opinii{ publiczne} historycznie uwrazliwione) na
promigniomanie przypisuie na pewno wioksza wage PLETWSE O .
Tymczasss rosSnace stale cCcheeaicrne zanlieczyszczenie Srodowiska
naturalnego staje sie powainys problanes.

W Polsce Jjak i na catym Snl-!cii stale zwieksza sie liczba
produkowaynch zwiarkdw nalezacych do grupy srodikds ochrony rotlin.
Niezaleznie od niewatpliwych korzysci piynacych dla spolwc:iestw z
podniasienia pOozriomou WP v, czetd tych Zwiaz kdw stanowi
rownoczesnie potencialne zagrotenie dla 2frodowiska 1 z0rowia
cziowiska. Uiemns skutki ich popjawienia wmie w Zrodowishu soga Bsie¢
objawid w postaci zwickszome)i crestosci i1indukOwania rozwoju
komdrek rakowych, dziedzicznych uszkodzes gehetycrnych, czy tel
nawet moga byd przyczyna tzw. dryftu genetycznego. 1 tego pnrl:lﬂu,
szcregSlne) wag:r nabierajs badania, w wyniku ktdrych uwzyakujse sie
nowe inforsacie odnoftnie kancarogennodci lub mt-ngmnsci popul ar—

nie stosowanych zwiazkdw lub praparatdw. Mamy nadzieie F-

preedstawione w niniejiszei pracy rezultaty badan nad sutagernnodcia’

niektérych stosowanvch powszecnhnie frodkdw roglin, stanowisa watne
uzupeinienie tak potrzebnych informacji, odnotnie genctoksycznvch
skuthkdw tych trodkdw . I drugie) strony samy rowniet nadiieje e

pordwnanie skutkdw binlogicznvch tych preparatém ze skutkama



biologicznyai promieniowania Jonizuiacego, wt atwi wi atciwe
rrozumsisnie ryzyka uy:r!_iklja:mn dia criowieka i drodowiska zim
stozosania tych srr.:ldlubﬂ, A w Zwiazku =z tym prryczyni sie do
. rozwazemia zyskow i strat wynikajacych z ich stosowania i by mode

do lepszego sterowania ich wytkowanisw.

Antonina Cabul ska—basilewska



BADAMIA NAD MUTAGENNYM DZIALANIEM SRODKON OCHRONY ROS1IN

A.Cebulska-Wasi lewska, S.Macugowski, H.Pluciennik, R.Smolifski

WSTEP

bmrauad:‘lnio i stosowanie kel ilofci nowych Srodkdw aochrony
raflin w rolnictwie spowodowat o, e oprdcz badah toksykologicznych
coraz caeiciel poiamiaja sie prace dotyczace takich wtatnia
efelitde wywol anych driat anisa tych rwiazkdw u raglin i zwigrzat.
Najlepiei pod tym wzgledeEs s zbhadane zwiazki z grupy
insaktycyddw. Mnie) m& do te) pory prZ‘VH-iI.!vm do bDadas nad
herbicydami. Celas badati, ktSrych rezultaty czeiciomo prezentowane
& w niniefjere) pracy byio zbad_-ni- preparatdu bedacych w aktual-—
nym 2astosowaniu w rolnictwie obsrarcw Polski Pid, pod kates ich
sutagenne; aktywnodci. W doborie preparartde do badadt kierosano
sie sugestiasi Stac)i Mmy Retlin w Krakowie.

dcene sutagennej aktyvenoaici preparatos badanych przeprowa-—
drono ¥ rastosOwaniesa nastypulacych metod badawcEych: esutacsi
barwnikowych u Chlorelia vulgaris (1), somatycznych u Tradescantia
{2) i mitochonirialnych u Saccharoayces c#r, {i). Fostanbwiono
rewniaz prrynajaniei dla niekitdrych z badanych zwiarkdw przieprowa-
dzi¢ test idukowania aberracji clvromosomowych i wymian owosaty-
dowych w komdrkach liafocytdéw {(3). DBadania promadzono na prepara—
tach uzytkowmych, oraz wybranych substanc jach aktwn'ﬂ:h wchodzacych
w Skiad ty-l:h'pr.p.r-td\-. tekich jak: Aminopieilk oraxr kwas 2,4
dwuchl orofencoksyoctowy, Afalon, Asbusr, Ripkerd, Decis 2.5 EC oraz
del taastryna, Bi-58, FPrometen a taice Tiuwras. FPanadto przeprowa-

dzono badania pordwnam=ze stoswiac znane sutageny chémiczne takie

jak np. akrydyna i1 EBM5 {(sstyvylosulfonian etylowy) oraz sutagen

fizyczny tzn. promiwnicsanis jonizwiace gamsa i X.



IWIAZKI BADANE
Ami ielik D |

Naimaznieinze ze Twiazkdw chwastobdjczych stosownych w Polsce
MmoZna zaliczyd do dwdch grup : kwasédw aryloksyalkanokarbokeylowvch
arar pochodnych socznika. Jadnym 2z tych preparatdw jest  Aminopie—
lik, stosowany w uprawach zbdt ozimych. Skiadnikami aktywnymi o
tys preparacies sx 2,4D / kwas 2.,8—dwuchloro-fenoksyoctowy, =
ilodci 348X / i dikamba / keas 3,b4-dwuchloro—2Z2-wetoksybenzoesowy -
2,8% 7 w formie soli dewusetyloamsinowych. Gtruktura tych zwiazkdw
| prredstawiona jest na Rys.1. Kwas 2,4 D prraniks do tkanek roilin

gidwnie preez lifcie

r o - cKT ,0 "
, - Py _ 7 'y
;€1 =00 -t B (o) QY
i '\" \D : : f by \
: c1 _ ; C1 OCHy D
kwas 2,40 dikaaba

(4,9 1 dziaia podobnia do horaonde rotlinnych-auksyn (&)
powodujac nadesierny rozwdi tkanak, skrecanie, wisdniecis i
usychanie roflin. .

atalon

Afalon nalety do stosowanych czesto w Folsce herbicyddwm ¥ grupy
pochadnych mocenika. Jest to preparat produkcii Fasbwerke Hoachst
AS / NRF /. Bkiatnikiss cxzynnys tego preparatu jest linuron /N-
/3,4-duﬁ:hlnrofmyln-ﬂ-utna¢y-ﬂ—ﬂtyl-:-:u::nil: -50% . Wzdr tego

Zwiazku przedstawiony Jest na Rys.lA:

D CH. o CH
- 3 3
. 7] / = n 4
€ -4 -m-cn, e - -m-c-nN,
/! I:H:H.‘S D-l:5
c1
Rys. 14 linuran Rys.1E: scnuron

Gtosowany on Josut do Iwalczania chwantdm Jjednoracrnych)



deul itciennych w sarchwi, pistruszkach, salerach, p:-;n:h. kminku,
zieaniakach, Iml:urw'!:y i sioneczniku., Herbicyd ten wnika przea
korzanie i liscie ponndu:la.r.: zaburzenis w procesis fotosyntezy
{4}, Pod tym aspaktea byl dobrze prasbadany w ulkiadach in vitre
{&). Hurbicyd ten odznacza uie :n.-::m stabilnodcia w glebie., W
taleitnodci od wilgotnodci i temperatury rozik ada sie w czasie 1-3
missigcy (4), _
fmbusz 25 EC., Biocaord 30

Kolejnya zwiazkiea poddanym badanios by:r Asbusr 23 EL. anﬁy
on do grupy pyratroidéw syntatycznych. Pyretroidy sa substanc jami
wykazujacys driatanie kontaktowe lub ftaiadkowe, uviagaia silne)
Aabsorbeji na czastkach gleby i w niskich tesperaturach -aa bardzo
toksyczne (7). Hyaisnionw sr:'ullli posiadaja siilne wadciwoicd
owadobd icze, driataia na szhkodniki jud w dawkach dzissieciokrotnie
mnigpiszyrh niz zwiazki fosforoorganiczne lub karbaminiany. Aktywna

ribstanc jia Asbuszu et pPEraEtryna -] Nastepu iacyn mEOrze

chemicznya:
c
M s
Cl o4 _
e o - N 7o\ N
/F'm_c" CH E'“‘\Qz"’""z'\?;
Ci Q .

Anbuszr 25 EC zawiera 25X tej substancjii sktywne) i zalicza sie¢ do
Iv klamy tokmycznoici. Zakras Jego dziatania w uprawach
rotlin utytkowych jest rozszerzony aktuelnie oo  zwalczenia

sz kodni kdw magar ynowych.

Do tej same i grupy zwiazkom co Asbusz, wywodzacych =mie T

naturalnych pyretroiddw bgdacych pochodnyai kwasu pyretrynonego
wzglqinie estrdw kewasu crry:mtw, nalezy nastepny badasvy
zwiazak Ripcord, r tya Ze jego subetancja aktywna nie jeat

parastryna lacz cypersatryna.

3



Decis =,5 EC
Nastepnym badanym srodkiem ochrony rotlin by: preparat Decis

2.5 EC 1 jege substancja aktywna deltametryna. Decis 2,5 EC jest

nazwa handiowa preparatu owadobd jczego rdwniel o dziataniw kontak-

towvm., Siuwzy do zwalczania owaddw gryzacych i ssacych w  uprawach

roiniczych. Jego substancja aktywna biologicznie, deltamptryna ma

nastepujacy wzdr strukturalny:

© CHy CH
. \;/ 3
. 0
b u o\
C=CH-CH=C-C - cH {0}
/ oN \
o /g
\Y/

(Z—a-cyrano~I~fenoksybenzylo~1Rci s~3~2. 2-dwubromowinyl ic-2,. 2~
owuasetylo-karboksylan)
Bi 58 EC, Prometen, Tiuram

Preparatasi nalezacymi takize do grupy twiazkéwm Dwadobdicrych
byty Bi-38 EC i Prometen, Bi-%8 to preparat nalezacy ago 1] kiasy
toksycrnosci zawierajacy 374 substancia aktywnei (dimetcat) tzn.
dwuticftosforanu S—-/N- nwtylokarbamylometylo/—-0,0 dnumﬂtylon?gn.
Frometen piynny to preparat owadobdjczy o dzialaniu kontaktowym @
Zotadkowys. Skiadniki aktywne w tym preparacie to: metoksvehior
(12%), propokeur (7%4) i eudosulfan (&%) .

Ostatnim cwiazkiem badanym bvi dwusiarciek-birs—MN.N—

agwumetylotiokarbamidu o nazwie handlaowey Tiwas 31 nastepujlacym

wzorze strukturalnym -

N I L

N-C~-S-8~-C-N
/ \

l::H:5 CHS
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Wehodzi on w skiad preparatow utytkomych Sadopion /S araz lapraws
nasienna T. Jest to drodek grzybobAICZy STOSOWAnNY OO0 Iaprawiania
nasion zodi, warryw oraz do ochrony papieru 1 skdr. Uzrnawany Jest
za @mato toksyczny dla ludzi.
REZULTATY

# tabeli 1 przedstawiono zestawianie odpowiedzri rastosowanych
testdiw osutagennotci na badane preparaty i zwiazki.
Tabela 1
Odposiedzi testdw na sutagennotés dla rétnych badanych preparatéw

handlaowych oraz ich substancii aktysmych

Tast Chlorella v.-Saccharowyces cer.-Tradescantia—bherracje.

Freparat chromos.
Aminopielik + - * + a2
2,4 D . - - nb nb
Afalon nb nb * -
Ambusz ’ * > * nb
Ripkord nb - nb * nb
Decis - + *f- > e
Dl tanetryna - - + nb
Pi-58 nb nb - nb
Frometen nb nb * nb
Tiuras - - ab nb

+ wynik pozytywny zaleZny od roku produkcji
2% test wysian chromatydosych

I'Ib_ nme badand

Wolyw mBEkSpOZycCli na preparat u ytkowy Aminopielik na
arzezywalnoic oraz czestofé eutacli indukowanych u Chilorella vulg.

przedstawi ono na rySunku 2. Linia cragla przedstaw: ond

11



praeiywalnoic kolonii po traktomaniu réZnyai steteniami
Aminopiel ik B8 i B9, natomiast linia prIsrysana efukt
zacbsarwowany tylko u preparatu fmincpielik B88.

lalatnosd czestosci zdarzen letalnych Orar

somatycznych i ndukowanych w komdrkach i oukdw

preparatu

sutagenny

sutacii

preci kdw

Tradescantis rdtnymi eksporycijami na Aminopislik przedstawiono na

rysunku 3., lardwno w przypadku Chlorella vulg. jak §

w prrypaduu

Tradescantia obserwonane raleznotci efektu sutagennsgo od
ekspoZyCc i na sutagen saja charaktar blizony da Liniowe )
zaleinosci. -
S Ve 2
JErexT iETANy R
_ . / o r'-ﬂ-— ]
-Q5¢t /»' - %
¥ X EFEKT |45
" MUTAGENNY g .
2 / e
! ®
-4z I AP o
I3 ' (88) {4
|
»
g
s '
-45} A
X jos
,‘,
A
/ e
RYE.Z. Letalne i wsutagenne dzialanie prnparatéu aminapreli ku

rocznil 3988 i 1989 ns komdrki Chloreila vulg.

12
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1 T-4430
AMINOPIELIX 10006, 1

» skrdcenio 430
o riiowe rutocle
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Crestedc sk

g

Crystodd mutacji/ 100wioshdw - kontrola

| - . .
Qtjetodc injekowonego .roztwory (uf)
RYS.3. Ialw2nod¢ crestofici sutacji rdiowych arax le.talnych
tskrocat) od wielkosci skmpozycii na Asinapielik wrataonej

iloczynes ste2zenia i objetodci injakonanego roxtwmwu.

T-4430
AFALON
s - 1988 ! f

wiogkdw

»

 p— mutac)l ietolnych/I00

Crpstosc mulock rdgowych/ 100 whoshow

RYE.4. Ksztattowanis si¢ Grestodci mutacii rdlowych i letalnych w
komir-kach wioskdw precikdsw Tradescamtia po traktowaniu

roglin rozteorani afalonu (dwistys | dwsletnia)



Badajac mutagenny wpiyw kwasu 2,494 D na Chlorella vulg. oraz
na Saccharomyces cerev, nie stwierdzonn iztotnego statystycznie
wirostu czestogci m-utac.u (1).
Atalan, Ambus:z.
Przykiady mutagennego wpl ywu traktowania roflin Tradescantia
roztworami preparatu Afalon ra&Zniacymi sie crasee ich Sporzadzenia
przedstawiond na Rys.4. FPreparat starsry cechuje sie wmyraznie

nitera toksycznodcia (wyraina abniienie czestodci indukowanych

l'l..ltal:ljl lstalnych} natomiast wykazuia on podwylszona aktywnodc

110
v ™~
o S
.
4
3
[ 13
T 13
-/
-2k / S
/
/ ls
al. {
/
x
. s
-l /
/s
/e
x //
=5 -//"‘“ Mt '\
Q005 Q040 o, o sy

RYS.5. Letalne i sutagenne dzialanie preparatu Ambusz 25 EC na

komdrki Chlorellas vulg.
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RYS.4. Letalne i mutagenne dziatanie preparatu Ambusz 25 EC na
koméSrki Saccharomyce cer.
mutagenna. Na rysunku 5 przadstawi;:mn wyntiki przetywalnogci 2
mutagennodci uryskane po traktowaniu Chloreila vulg. réinymi
steZzen: ami preparatu Ambusz 25 EC, natomiast dane na rysunku &
prezentu)a efektywnptd toksyczna i mutagenna  tego preparatu
Stwigrdzona po traktowaniu Saccharomyces cerev. Rerultaty bedad
eftektywnoici mutagennei Asbuszu w indukowaniu mutac ji sosatycznych
u Tradescantia przafdstawiono na rysunku 7. Dane wykaruia, e we
wazystkich trzech zastosowanych testach na sutagennats tego

preparatu uryskand wynikx pozytywny.



> f AMBUSZ (gazowy) |
%M L @ mutacje rifows IFT R
T i - MCI!M .

s A 150

*

R
Dzied po troktowaeniu

Crestodc mutacsi/ 100 wioskdw

RYE.7. HMutagemny wpiyw praparatu Asbusz na rodliny Tradascastia

_ 7-4430
o 'y RIPCORD :
B (104 Q0005%) _
FO gt e w0
e
A )
B -
st \ o _ 150
‘ -

|- \ J
" ‘x- - *—- )
i — i

n 2 B 14 15
Ozien po troktowoniu

Cagstosé mulacy /100 z!pskdw

RYE.8. Ksztaitowanie sie crestotci mutacii u Tradescaptia w

réinych dniach od traktowsania rodlin preparstes Ripcord

16



e - AR

Ripcord

Badania nad sutagennoicia preparatu Ripcordu prowadzonych =z
zastopowaniem ukiadu sodelowego Tradescantia byly bardzo utrud-
nione 2e wzgledu na silne cbnitmie intemsywnoici kwitnisnia pod
wpiywea dziakanis tego preparatu. Poaiad tegQo, stwisrdzono jednak
wyratny wplyn tago preparatu podwyiszatacy czestosd mutacji sosa-
tycenych u Fradescantia Rys.8.
Decis 1 de)tasstryna

Mutagenns efektywnotd preperatu uiytkowego ODecis 2.5 EC
badano z2ardenc na ot krobiologicznych sodel ach sutacy inych
Chlorella vulg. 1 Saccharowyces cerev. jak réwniet na sodelu
Fradescantia.. Preparat wywal uje silny afukt letalny u
Saccharomnyces cerarv. matomslast nie rwighsza czestotci wystepowmania

sutantdw berwnikowych u Chipreila., Dziatanie tEgo preparatu na

f 3

o.c'm o.;nis 0.0 0.0% m&“w

RY5.9. Mutagenne driaianie preparatu DECIE na Saccharowmyces carav.

17



Saccharomy<es ceércrv. rowniaz wywoiuje siiny efekt letalny. W
zakresis® stezenh do 0,07 um/ml ni? Zaobserwowano powstawania
mutaclii aitochondrialnych u Saccharomyces cerev., natosiast wyisize
stezenia wywolaiy gwaltowny werost crestodci poiawiania sie
oinikolonii. Ijawiskn ta Jest na jprasdopodobnie) akutkies
toksyczneqo driatania tego preparatu na sitochondria (Rys.9%.}).

Traktowanie Chlorella vulg. i Saccharomyces cerev. alkoholiowya
rortworem deltametryny nie wykazaio sutagennego dziatania tej

substancji. Odmisnne rezul taty uzyakano badaiac ten preparat na
roglinach T7Tradescantia. UWprawdzie  zaocbserwowane pﬂdﬂﬂ-zenie
czestotci mutacii u Tradescantia na. skutek traktowania rotflin
preparatem Decis 25 EC jest niawielkie i brak powtarralnosci we
wsZystkich eksperymantach, ale z2a to wyrainy afekt wystepuis dla

del tametryny. W przypadku deltasstryny rozpusszczonwei w DMS0O, ktdra
potraktowano kwiatostany, cbsarwomany efskt sutagenny jest statys-
tycznie igtotnie iratny od pazioau mutacii wystepuiacego w grupie

kontrolnei (Rys.10).
3 T-4430

» lup deltametryna
& 200 e ]
v Decin wor

&
L |

Yerestosé mutoc)i intotnych/ 100 whoskiw

Crestosé mutogii rééomhlmwtoshdw
-
in
o
S _

nR1213¥ 5N
Ozien po trokrowaniu

o

RY5.10. Kmztaltowanie sig czestosci sutacii rotowych i letalnych u
Tradescantia w réznych dniach od traktowania rotlin

preparatem Decic orar deltametryna
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Pi—-58, Proasten

Po traktowaniu rodlin preparatesa Bi-58 o stezeniu 1alecanym
do stosowania w rolnictwie, nie stwierdzono wpiywu na podwytszmie
czestodci autacii u Tradescantia. Traktowaniu poddano ogrupy “100
rodlin i nie stwisrdzono statystycrnie istotnego wirostu crepatodci
mutacji rdtowych u Tradescantia. Fpdobnie, duia grupg (“100G)
rotlin potraktowano roztwores Prometenu o steieniu zalecanya do
zastosowania w praktyce ~0,3X. U rotlin tych stwi erdzong
podwyzszenie poziosu sutacji (0,34mut/100), w Iwiazu r powyiszym w
siere mollimodci ‘Ind.n kontynuowane badmi.a nad tya zwiazkisn.
Tiuras

W badaniach nad wpiywes tl"““‘lil kultw Chilorella wvulg.
oraz Saccharosyces cerev. roztwores alkcholowys Tiurami na  pozioe
mutacii indukowsnyych u tych kultur, nie stwisrdzono sut a gannego
afaktu tego traktowania (1).
- BADANLIA POROWNAWCIE

Frowadzac badania nad msutagenncicia preparatdw utytkowych

araz ich substancil ‘biologicznie czynnych stwierdzona, <e aby
podiad probe oszacosania stopnia mtunlriogo Tagralenia
drodowiska wynikajacego 7Te stosowania bld-_nych prapar atdw
koniwczne jest porswnanie skutksw biologicznych badanych prepa-
ratdmw z pfektasi wymdlanyal prasz znane sutageny . Do tego celu

wybrano akrydyne, EMS, i promisniowanies jonizujacw.

Akrydyna

Akrydyne wybrano do badat autagannotcli w priypadics  Saccharo—
ByCES c‘lrov. e wiglgdu na fakt, ¢ EME nis wywolujse sutacii
el tochondrialnaych u drolidiy. Ialetnold gfektdw mtagenych i
letalnych u Saccharcayces cersv. od stylenia oraz objetodri zasto-

sowanei do badan akrydyny priedstawiong na Rys.1l.
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RYS.1Z2. Letalne i mutagenne driatania EMS Chlorella vulgaras.
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RYS.15 Letalne i -ut-g;nn- driatanie prosisniowania gamma na
kn-drki'Saccharo-ycos cereav.
EMS

Ciestosd mutacii barwnikowych oraz letalnych u Chicrella
vulg. oraz rotowych u Tradescantia wywolanych dzialanism roztwordw
o régnych stedeniach EMS—u prradstasiono odpowisdnioc na rysunkach
127i 13,
Prosienjowanie jonizujace.

Wpiyw wimlkodci dawki pochionietai proaienicwania gamma na
czestosc zdarzers sutacyjnych i letal:weh indukowanych u Chiorella

vulg. przedstawiono na Rys 14, natosiast u'Sacch.ronycos'cprOv. na
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Rys. 13. Zaleinodd od oawki promieniowmania 1 efehktiw cbwerwawanych
w Tradescantia prredstawiono na Rys. 16 (2).,
DYSKLSJS ¢

W prrypadku preparatu Aeinopielik stwierdrono u Tradescantia
aktywnosd luta-qmna wizystkich badanych preparatde , natomiast u
Chloreila vulg. oraz Saccharomyces cerev. tylko preparat 2 roku
1988 wykazywal cechy sutagenne. Nis stwisrdzono natomiast
aktynoici msutagennei preparatu Aeinopielix 89 ani te: forey
aktywnej tego preparatu tzn kwasu 2,4 D. Poniewat 2,4 D Jest
nkiadnikien wielu herbicyddw, badano Jiego -umntoksyczna aktywnoss
przy uiyciu rdtnych testdw na bakteriach (8), kosfrkach roilinnych
(9} i komdrikach zwisrzecych (10} W priypadka wEycia czystego
cheamicznie zwiazku z szedciu stosowanych testdw w crxterech nie
stwisrdzono w ogdla jego wpiywu na wzrost poziomw mutacii.
Dodatnie wyniki genotoksycznosci uzyskano tylko na bakteriach
Bacillus subtilis sacampdw rac’ i rec” (8) i komdrkach eevrystesu
korrenicwego Allium cepa (10). Drugi skiadnik Aminopielikea D -
dikanba byl aktywny w dwdch x :ztlcr-ch stosomanych testdw, obha
byiy przaprowadzane na bakteriach (8). Nalety jmdnak podkretlid,
2@ preparaty stosowans w roinictwie w zaleinodci od techsologii
ich uzyskiwania zawmieraja rdéine ilodci zanieczyszczed, wirdd
ktdrych motna wyliczyd kmas 2,4,5-trichlarotencksyoctomy, 2,4,3
trichlorofencl, 2,4-dichlorofenol i inne. Fi:hni;t w literaturze
wystepuja doniesienia, e takie komsrcyjine preparaty 2,4 D rdtnia
sie od czystego 2,4 D gemotoksycznodcia, (10).

Praparat Afalon w badanjach prexsntomsanych w ninisjiszya
opracomaniubadano tylko z zastosowsnies testu na [Fradescaatis.
Wykazai or sutagonhy lqﬂyu na resiiny, poza t\-r_l_ttwilrdzﬂ\o, 1]

mutagennosd tego preparatu wzrasta w czasie jego “starzemia sie” i



obnitania Jego toksycznych wiadciwotci

2 grupy rwiazkdw pochodnych wsocznika i zblizonych bardge
budoma do Afalohu gendtoksycIn® wi asciwoscy badano dla  msonurong
(Rys.1B). I pieciu stosowanych testdw tyl&o ﬁ. Jednya tedtcie wyka~
zywal on wiasncici sutagenne (8).

Wydaiw sie rdwniet, Iw interssujaco wyglada pordwnanis rexzul«~
tatdw uzyskanych dla preparatow Asbusz i Dwcis. Fosiadaja one
zblizone ch-itzru-. budowa substant ijw aktywne. W trrech astoscowa—
nych testach nie stwisrdzond aktywnodci sutagennwe) preparatu
Deci s~58 natomi ast wesZysthkim T aStOSONINE testy wykazaty
mutagennots Ambuszu, w ktdrys perastryna jest substancia aktywa.
Tylko test gparty & mutacie somatyczne u Tradescantia wykazal
aktymnos¢ mutagenna,roztworu substancji biologicznie aktywnej
praparatu Decis, w urnawanys za biologicznie obojetnys rorpusz-
czalniku, tzn DMSD. Fakt ten mcie zardcwio dwiadczyd O wyjatkowe)
wrazliwosci Tradescantiy, avantualnie wmcte byt wfokten
wespiidziatania poaledzy rozpuszezalnikiss a substancja aktywna i
byioby wiadciwe sprawmdzienie na Tradescantia asutagennofci te)
substancji rozpuszczonej np w alkaholu.

Ostatni z badanych inssktycyddw nie wykazal aktywnodci sute-
ge nnej ani w odniesieniu do Chlorella v. anl do Saccharowyces c.
W tabeli 2 prredstawiono crestodci sutacii indukowanych przez
badane zwiazki i obsasrwowanych na porioamie 50 przetywalnodci
komdrek poddanych traktowaniu. Fozwalas to na pordwnanie ich efek-
tywiotci mutagennei z aktywnoscia sutagennas znanych sutagendw
chamicznych a takte promieniowania jonizuiacego. FPozwala rdwniet
na probe klasyfikacji tych zwiazkow w zalwinoici od ich
efektywnodci w wywol ywaniu skutkdw paiadanyeh tzn toksycznych orar

nispozadanych ctyli mutagennych.
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Tabsla 2
Czestotd mutacii (¥) indukowana przez badane praparaty 1 rwiazka,

w rdtnych tustach na poziosmie 0% prredywalnodci koadrak

testowanych
Chilorella v., Saccharomyces cearsv., rradcsél;t_il_
“Prosieniomanie  0.13 2,637 ' 45.0
Kwas 2.4 D 0 [+] no
Aminopielik BB 0,0075 0,91 ' 11,71
Aainopielik 89 o (] 2,02
Afalon nb B nb 2.5
Afalon (dwuletni) nb nb 29. 446
Asbusr 0, 0018 3,8 2,74
Decis 4] o 0,53
Dwl taswtryna o o 12,03
8i-58 nb nb Q
Prossten nb nb ?
Tiuram 0 L nb
EMS 0,12 nb 17,85
Akrydync nb ay32 . nb

Oceniaiac przesbadana preparaty 2 tego Junktu widzenia, w
dwietle priedstamionych w tabeli 2 rdolnodci sutagsnnych tych

proparatds wydaje wig, Ze najmniei Kkorzystne - w. praktycs Jest

stosowanie presparatdiw Asbuszy i Asinopielika.

.
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ZASTOSCYANIE LUTACJI BARENIKOWYCE Chlorella vuigaris I aulaCel
HITOCHQUIDRIALSYCE Saccharomyces cerevigise U CCoNT ~JTAGELIES
AL2Y@sOSCI ARODEGW OCHRONY ROSLIG
H. Fluciennik i 8. Smolidski
Uoiwersytet Warszawskl, Wydsial ch-:l.i.

I.¥prowadzenie

Chemizacji rolhictwa towarsyssy zaniectysscsenie érodowie-
ka réiuyai substancjemi chemicznymi. Niektoére.s nich mogy byé:
mutsgensmi. Subatancje te bethodradnic ludb poarednio mogy pre-
nikaé do organizmu czlowieka 1 wywolywad mutacoje. Istnieje dosé
dcigly zwigqtek pomigdsy mutagenngy 1 kancerogemnsy sktysnodcis
/ 1-;10 /. Dlavego iatda substsncja mutagenna mote ckazad sig
kancerogansz. 2 tych wigledow wydaje sig waine oxnacsanlie muta~
gennej aktywnosci wprowadsanpoh 4o srodowiska substancji chemi-
cznych. Team protlemowi dotychoses nie poswigconc dostateczne)
uwagl. Dla preykiadu, w jednym s nowssych oprecowah, dotyosnp-
c¢ych blologicane] aktywmodci biocyddw 1 regulatoriw wsrositu
/ 11 /, o autagenne] aktymoéci wsogble xig nis wapoming, cho-
cla2 od do#é dawna wisdomo, ie niektére biocydy sa silnymi »u-
tagenami / 12,13 /. C

W teJ pracy oplasno stosunikowo proate metodykl oznacsania
mutageans,] aktymnoscl srodide chemisacjl rolnistea, w ktbdrych
wykorzystuje sig dwe réine modsle mutacyjne: model mutacji bar-
mikowych jednokoadrkowsgo glonun fotosyntesujacego Chlorella
vulgaris, orar model mutacji aitocoondriainych /oddechomych/
drotdty plekarskich Saccharcmyces cerevimiae. Opisane metodyki
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moina traktowaé juko prébe rozszerzenla baterii juz opracowa-—
nych mevod oznaczanls mutagennoécl, t.zw. testdw skroconyca,

opartych na wykorzystanlu rdznyoh mikroorganizmiw, takich jak
bakteriofagl /14,15/, bakterie Baclllus subtilis /16,17/, Sal=
monella typbimurium /18=23/ 1 Gacherichia coli /24=-26/, oraz

droisdge /27-30/. Jedns 2 oplsenych w teJ pracy wmetodyk svanowi
rozwinigcle sygna;l.izowane:j wczeaniej mo2liwodcl wykorzyatania

do tego celu mutacjl barwmikowych glionu Chlorella /31,32/.
Przestanki wyb_nru modelu mutacji barenikowych Chlorella v.
byly naste¢pujgce: '
1. Prosta i ogdlnie dostgpna mikroblologiczna technika pracy 2
tyr mikroorgeanizmem ns agaryzowanym podioiu 2 glukozg jako £rd-
dlem wggla, umoiliwis niszawodny 1 lloéolowg rejeatracje zard-
wno wszystkich fywych Komdrek /zlelone kolonie/, jak i mutantow
barwnikowych /kclonlie blale, salatkowe._ 20ite, B2eroka gama
£62to-zielongyoh, ‘ceglasto-cgerwone/. '
2. Aparat genetyoznej kontroli zioionych szlakdw biosyntezy bar-
wnikéw fotosyntetyoznych, oraz gandw regulujgeych funkcjonow.-
nle tego sparatu, jest rduniet bardzo zlosony 1 fizycznis duiy
/szacunkowo kilkaget gandw - kilkaset tysigcy nukleotydow/. Po-
szczegblne geuy tego koupleksu 3 slokalizowane zaréwno w DNA
Jadra, Jjak 1 ohloroplastu / 33 /. Dziekl temu mutacje barwniko=
we powstajq £ wzglednle wyasoky ozestotliwoscly /spontanicsnie
okozo 6 x 107°/. Usotliwia to 1losclowe oznacsenie czestotliwo—
bci powatﬁwania mutacjl nawet dla maio aktywnych mutagenocw,
3. Mutaoje barwnikows 8§ mutacjami prostyml /w odréinianiu od
wykorzystywanych w wielu testach mikrobioclogicznych mutacji
watecznyoh od gtanu mtoianego do dzikiego fenotypu/.
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Dlutego w przypadku mutacyl varwnikowych unika si¢ zjawiska
spacyficznogci mutagenezy, moggee) uleé istotne znaczénia w
przypedku mutacjli wstecznych.
5, Dzigki stosunkowo wysokiej czestotliwoésci powstawania nutea-
¢ji varanikowyeh weina je llosciowo oznaczycé, wykorgystujgc
dziki szczep ~ z normalnywm systemen naprawy uszkodzed DdA.
Bzczepy o podwyzszonsj wrazliwosci na dzialznie putagendw /fz
uszkodzonyl systener naprawy DA/, cz2gsto wykorzystywens w te~ .
stach mikrobiologicenychn, mogg cechowaé, sig zroZnicowaniem wra-
iliwosci na réZne czynnikl outagenng.

Przesienki wyboru modelu mutacji mitochondrialnych /odde—
chowych/ drozdiy Saccharomyces cer. byly nastepuaqcoa
1. Mutanty mitochondriasine /oddechows/, odkryte przer Ephrussie-
go przed okoie 40-tu laty, powstajg z dulg czgstotliwodcly
/epontenicenie 0.5 - 3 x 10'2/. Sugeruje to, Ze test oparty Da
tymw modelu mutacyjaoym moze by¢ znacznie bardsiej cwuly, nii
oparty na modelu mutacji barwnikowych Chlorella.
2. Mutanty te mosa'byé niezawodnie i ilodciowo oznaczone na po-
dlogu ré2nicujgeynm, zawlerajgcym Jeko gibwne ¢érdédio wegla formy
nie ulegajace fermentacji /np. glicerol/, orez glukoz¢ /forma
ulegajyoa fermentac)i/Jako marginaine irédic wegla.
3, Molekularna istota tych wutacji jest dosé dobrze poznans
/ 3, 35/: zawsze przyciyng uutacji jest albo duzz delecja w
mitochondrialayn DJA /mutanty rho /, albo jest to swigzene z
calkowitg utrata vego DNa, prowszdzgcg do peinego zeniku wito-
coondridéw w zomorce /mutanty rno’/. Z tege wzgiedu zardwno mu- %
taaty roo” jek i roo® sq mutantami nierewertujgcymi. Powstajsce

rownolegle inne rodzaje mucantéw mitvochondrialnych /sy~ i mit™/
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54 wynikien mutacji puaktowych, mogg ulegad rewersji, w zwigqz-
n 2 czym w warunkach doéwladczsnia ulegajg matacjom wstocznjn
do dzikiego fenotypu rho® 1 nie sg wykrywane. ‘ _

vak wynike z powyiszyclh przesianek, wybrane dwsa modele mu-
tac:.:jne zasadnilezo réfnig sig migdzy soba: mutacje barmaikowa
&3 rezultaten V. szerokie) gamy zmian zardwno w DA
jadre, jak i chloroplastu, lecz nie w DA mitochondriéws mutane
ty mitochondrielne rho~ 1 rho® sq resultatem dutych delecyl lux
catkowitej utraty mitDiia. W swigeku z tym mozna oczekiwad, Ze
wyniki testovwania tej samej substancji chemicznej przy pomocy
tak roi2nych modeli mutacy,jnych bgdq ele roésnily. Dla praykiadu
moina oczokiwaé, e mutagan wywolujgcy gidwunie mutacje punktowe
bedzle mato efektywny w odnigsleniu do modelu mutacjl zitochon~
drialaych, natomiast nofe byé efektywny w wywolywaniu mutaoji
barwnikowych. Doswiadczelne potwierdzenie tych oczekiwsah mote
umocnid qsblnie'ékceptowanq tez¢ o potrzeble testowania substa-
ncji na ich mutagenng aktywno#é przy pomocy wielu rognych tes—
tow /36/.
II. i §TODYKA TESTOWANTIA
IIMM,. odel nutaoJi barwnilkowych

Do hodowll komérek Chlorella vuigaris sluty podioZe piynne
lub agaryzowane, o naétepuaqm skiadzie:
Podlole piynne: '
Makroelementy i makroskiadniki /g/dcm”/

m;.-.-o-oo--.ouon-.ocln 1.09 08.012 1320'00000().025
K;':émq_qc-o.qacoo-o..oo.o. 0.90 Fem‘b: ?HEO 005000069
Hazm4ﬂ.0'.‘.'..l.l.l..' 0.28 Naam‘ ooluttuo.G.OO93

EEBO“ X ? HED eesssreence 0025 aluicoza .....‘Q.ZO-G

-
e



Mikroel amenty /ms/dcnz'l
dn80, sevscersesersscnses 00169 Cus0, x 5H,0 +4.C.0025
HyBOs seseseescsvcacescss 0.061  /HE,/5i00, oeeesCa12
ZnBO4 x? EEO sesvesassss 0287
Do namnazania pojedyiiczych komérek i uzyaskiwania kolonil sto-
sowano piytkl agaryzowane w szalkach Petriego ¢ podlozem sta=-
iye o nastepujicym skladzie / w s/dcmjl :
Podlote pIynne secesces 1 deu’
Popton sccesvrcsscnsees 1
ABAT soserviasessesees 20

Hodowle komérek zardsmo w podiofu piynnym, jak i na piyt~
kach agarowych, prowadzono sterylule, w temp. +50°c,' bez ata=-
tego oswietlenia 1 wymuszonej ameracji. W takich warunkach czas
podwojenia liczebnodci populaoji komérek w podiciu piynnym wy—
posi okolo 6 godzin, natomiast nma plytce agarowe] kasda iywa
kosdrpka po uptywie 8 = 10 dni wytwarza makrokolonig¢ o drednioy
do 4 mm. '

Teatwénie substancji ahen;cmej na je] ewentualng muta—
genng aktywnosé preprowadzenc wedlug nastgpujqee] procedusy.
Do serii prébek hodowli piymnej o gestosoi okoto 10° kowérek

wmililitree wprowadzano gterylnie badang aubstancje /op w
postaci roztworu alkoholowego/ w takich Llosciach, aby uzyskat
okreslone jej steienia. Jedna z prdbek /koatrois/ nie sawiera
badsnej substancji, a jedynle alkohol w tekiej ilosci, Jek
prébki ¢ badang substancjqg. Nestepnie prowaczano inkubesje
prébek w temp. +30° przez okres ozZasu, wystarczajqey dc fre-
alizowanis przez komoérki 2 - 3 podeiaidw komorkowych /stomowa~
0o iniubacj¢ przes 12 godzin/. Po zakotcrzeniu inkubpacii aodpo-
3



wiednie roccienczemia kzidej probki wrysiewano posiewer IUTaR-
Kowyh au plyvikl z podloZes staiym. Plytki ingubowano & temp.
+30%¢ przez B = 10 dal. Po tyz ¢zasis kaZdz fywa Komoprka wytwa-
rzg na piytca mak:okaloniq. Eomérki niezmutowane wytwarzelg
zieicne kolonie, netomiast va, w ktéryech pod wpiywem badane]
substancjl nastapilo uszkodzenis Jjednego z gendw, determinujg-
cych biosyntez¢ barwnikow, wytwarzajs kolonie o barwle innej,
ni2 zielona /uiale, &otte, tdito-zlielone itd/. Oznaczania prze-
2ywalnoéci “"8" sprowadza si¢ do 2liczenla kolonil na piytkach
kontrolnyeh / NO/. orez na pilytkach o danym sve2eniu badanego
ceyaniks mutagennego / HE/. Przezywalnosd wyllezano ze stosun-
ku: ¥,

B =

¥

-bzﬂﬁciania czgstodel powgtawanla mutacjl barunlkowych sprowadze
aie §o slirzenia na tych samych plytkack tylko liczby kolonii
barwnyckh / nc/. Wakaznlk czgatoficl mutacjl wyliczamo %e stosun-

u: ,

] =
¢ ¥

<

¥yniki, otrzymywane w rezultecie przeprowadzenia oplsanej pro-
cedury badawczej, umpolliwiajq wyznaczenie podstewowyceh zaleie
nodal, niezbednych do wytestowania badanaj substancji pod ka-
tek jJei aktywnosci mutagenne}: przeiywalnosé "S", orsz cig-
atodd pqwstalania putacji "a" Jjako funkcje wielkclci ekspozycii
na dany czynnlk sutaganny. Dla ilustracji modliwosdoi opisane]
meitodyki modne przytoczyé wybrane przykiady oznaczen testowych,
 wykonanych die xilku blocydow, oraz dls prcﬁieniowania gamns
i klasycznege mutsgenu chemiczrego /metylosulfonian evyliewy
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=308 /, wyhnozzystelyoh W chareXverze mutagendéw occnieslenia,
Ja Wykresach, rrzecatonionyen ne Fig. 1 1 £, pocano wynikl
czhaczeh efekuow letainago L autagentego, wWywolywanysh pres
dwie substancje voczodna trijazyny - desmetryng 1 terbutryng -
bedgce sktadnikami ceyanyml niektorych preparatéw uzytkowyeh.
Ha wykresach, przedstewlonych na Flg., 3 podano tylko wielkoéci
efekbu letalnego, wywolywsnago przez trzy substancie, nalezgce
do te] samej grupy blocyddwt kwas 2,4=dwuchiorofencksyoctowy
fe,4=D/, s0l amoniowg kwasu / i f=~2=/i=cnloro~z~metylofencksy/«
proplonowege /LECOPROP = MCPFP /, orag 3=/3,4=dwuchlorofenylo/
/17, 1'-awumetylomocznik /DIURON/. Wszystkis trzy substancje
wywotujg silny efekt letalny, natomiast pralktycinle nie Iywolu-.
Jg mutacji barmwnlkowych. Na wykresach, przedstawlonych na ¥ig.
4 1 S pokazano te seame efakty /letalny i mutagenny/, wywoly-
wane przez metylosulfonian etylowy / B¥E /, oraz przez promie—
niowanie gammae kobaltu-60. Jak wynika 2 przytoczofych dsnych,
modal mutacji barwolkowych Chlorella vulgaris'popramie testuje
substancje chemiczne na ich mutagenns aktywnoéé, JSwiadczy o tym
wywolywanie jak afaektu letalnego, tak i mutagennego przez BMS
/Fig. 4/, oraz przetz promieniowanie gamma /Fig. 5/. 8q to od
dawna znane czynnlkl mutagenne 1 na ich dzlalanis powinlen po-
zytvywnle reagowaé Kaidy model mutacyjay, rexomendowsny w cha~
rakterze ukiadu teSTUJ&CREO.

interesyjqcg mezliwodt stwarza odniesisnis efektoéw mute~
cennwyii, Wywoiywanych pree2 roine ozyaalki, do te; samej wiele
kosel efekTu isvainego. rzitle norcowanis w‘zglec'.e afektu letal-
nego dle wszystuizh omawianych w SeJ pracy oblocydow zosmtaio
Z3rTEZARVOWanE 2a wyLrssSach, prredstawionycs na Iig. G,

-
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Qpréce odpowiedzi na pytanie, czy badana substancje wykasuje
wiasciwodci wutagenne, zestawienie takie umo2liwia iloéciowe
' pordwnanie mutagenne] efektywnosci pégnych biocyddéw, o niezna-
nyn meohanizmie dzialenis na DNA. Kzeczywiscie, na podstawis
danyph, zilustrowanych na Fig. © moZna uiofyé nastqpujqcy sze-

reg mutagennej efektysmodol:
mau.cm) EIB) mm) nnmnu) MCPP=DIURON22 ,4=D

Ponadto, pordwnujqo wislkoscl tangenséw katéw nachylenia pro-
gtych, przedstawionych na Fig. 6 , motna i1l o écilowo
oezacoval mutagennsg efektywnoéé pordéwnywanych czyn.niké-‘- Tomie
licgbowyoh ilndeksdéw efektywnodcl. Przyjoujqc wielkosd tangensu
kqta nachylenia prostej dla promieniowania gamma Jjako jednostke
tekiego indeksu, wprost z wykreséw Pig. 6 moZna odezytaé na-
stepujgqce wielkodol wogledne] mutagenne] akiywnosol dla poezcze~

gdlnych biooydiw:

FROM.GAMMA XMS TERBUTRYHA DESMETRYNA MCFF DIURON 2,4-D

¥
1 C.3 0.2 C.05 o c 0

Na te) podatawie moine uwaaé, 28 np Terbutryna Jeat mutagenem
cgterckrotnie bardziej efektywnym, nii desmetryna. Informacje
tego rodzaju, dostarczane przez oplsang technike testowania, mo=
g5 byé przydatns w praktyoce rolnlcgej i w ochronie érodowiska,
dedy wystepuje mniliwodé dokonanla wyboru pomigdzy réinymi
blocydami o podobnym dzlalaniu. Dane tego rodzaju pogwolilyby
dokonaé wyboru stenowigcego mniejsse zagrosenie mutagenne dla

srodowisks naturalnego.
IlI.2e Model Bmutaoli mitochondrialoycah

Drotdte piekarakie Saocharomyces cerevigiae s§ jednokomdr—
kowyni orgenizmami eukariotycznymi, nale2qcymi do grupy tlenow-
34



¢cOw fakultatywnychi. Giowng recii, 04roZnia/g§Ca Jo Od TlanOWCOw,
jest £dolnosé do realizowanis w athesierze 26li.Bncwe] pIOCEBsOW
glikolizy i fermentacji, stanowlgcych aiternutywne wzgledem
spalatila tlenowego 3rédio ATF. Procesy %te 3§ dctermlnowene
preez geny, zlokelizowane w DNA Jadra komérkowego, Natomiast
procesy oddychania tlenowsgd 5§ reallzowane ¥ gitochondriach

1 85 determinowane przez geny zlokalizowans w mitoobondriaimym
DNA /mitDNA/. GAyby w komdrce, nalezgee] do grupy tlenowctw, .ozu:
nastapiia dezaktywacja, lub eliminacja mitochondritw, zostalaby
ona porbawlona #r6dta ATF i musialaby cglngéd. Natomliast w przy-
padiny dro2dly lnaktywacja czy utrata mltochondridw nie musi
prowadzié do smierci komdrki, jezell tylko w podioiu bedg cbec—
ne formy we¢gla, ulegajygce fermentao)i /np glukoza/., W propono-
wane] technice testowania blocydéw na loh mutagenny sktymnods,
wspomniang wyie] wiabolwodd drozdzy wykorzystuje si¢ do detak~
¢J1 mutantéw oddechowych /mitochondrislnych/, u ktérych wakutek
mtacjl w mitDHA nastepuje utrata tiologlczne) aktywnosci mito-
chandriéw. Technika wykorsystanla te] mo2liwoécl.jest nastepu~
Jjaca. Jedell akonstrunjemy akiad podiola dia dro2diy w taki
sposdh, e giéwmym $rédiem wggla w nim bedzie forma nie ulega-
jaca fermentacji /taka formg jest glicerol/, nebomiast irédiem
warginainym bedzls forma ulegajgca fermentacjl /np glukoza/,

te na takim podiodu wogq Bi¢ rozmnazad zardwno kKomdrki wyposa-
Zgone w sprawne mitochondria, Jak 1 wmutanty z uszkodzonym apara—
tem geuetycznym tych organelll., 2 tg§ Jednaskie rdinicq, zZe w
takinm samym czasie na w/w podiou utwardzonyr acaren omorki

nl szmutowane wytworzy makrokolehie. gdyd w peazoou ingjduge sle
duga ilo#c przyswajalne; dis nich formy WEelsx, 1aTIlIast XomOI-

=7



Bl % ktorych zostala wywolana musacja & iilJa, wyTwerzg mi-
nikolonis, sdy%Z dia niecn przyswejaing a2 drodze fermsntacjli
formgy wggla bedzie gluktoza, oObecna w podioizu w marginslned ilc-
&4ci. Wychodzge 2 przecstaewionej moiliwosci morfologicziuego rci-
nicowania kolonli komdrek niezmutowanych i mitocaensrialnycz
mutantow oddechowych dro2diy, dla ilosciowe] detekcji tyca mu-
tantdow stosuje sie agaryzowans podioie rdéZnicujgee /YEPGif/

0 nastepujacym skladzie:

ekstrakt ArozdZowy seesiescssveass 10 g

PODTOL eacesssnsansssasssseessnan 10 g

El1cerol wcaveerscessasrsensssvcsans 20 g

BIlUKOZEA eovevsvsonsssnssasensares 2 &

AZHD sssssssatsserassesrassesnans 20 &

bufor £08£orancwy PH 6.6 sesseees do 1 dom”

Natomiast do namnaZanla komdrek drofdly s%osuje sig¢ podloze
piyuns YEPglu o skiadzie:

aketrakt droZdZowy .eess 10 g BLUKOZA sasservess 20 &

peﬁ‘m ..‘_...0.0........ 108 buor rosflﬁs.e do'l dc;

Metodyka %testowanls substancji chemiczaych pod kgftem mozli-
wobci wywoiywanla preez nle mutacji mitochandrielnyeh jest ne-
stgpujgoa. Do serii probek hodowli komdrek droidiy na podioiu
piynhyu wprowadga sig bedang substancje w cidle okreslonyen
ste¢Zeniach, nastepnie provil 1nkﬁhu3a sig w tarp. + 289C przaz
okres czlerech godzin. W tya czasie w hodowli kontroinej 2acho—

. dzi kilka /2 do 3/ podzialdw xomorkowych. Po inkubacji odpowied-

nie rozcisficzania katdej pribki zostajg wysisne posiswer murav-—
Eowyn ns piybtki z podioZen rofnicujgeyn Ifrdaif, Piyhki inkuduje

sie¢ w temp. +28°C przez 3=4 dni. Po tyr czasie kaiGa 2yws Komore

a8



£ Sy224ify wITwArce LCIORid. AOTOTKI ZlieoIlkuToWans WyLWarzajs
AEKICEOLCAlE © cradliisy 26 - Io, aatosizst cubanvy ofdschowe
/Titococnarisine/ wyowarzajg minikcionie o sreanicy oKoio ple=

ciogrotnie mniejsze). FrzeZywainosdé "S™ moina wyzhaczZyé Ze 8GO

suniu: Nc
w fLorym d, - ~iczba kolonll n= piytkach kontrelnych
N, - liczva ko.onii na plytiach z probkami, poddanymi

dzialaniu badane] substanc]i.
Czestosé powstawanla mutacji aitocnondrialnych "mc“ dla danego
teZenia muvtegenu xoina wWyznaczyd ze suosunku:

3¢

L¥]

Nﬂ

B

w ktorym: n, - liczoa minikolonii, Nc = liczba wszyskich kolomii.
Dle zilustrowanla funkecjonowaria tego modelu mutacyjnego jeko
te8tu na mutazgennosé¢, na Fig. 7 proedstawicno w formlie graflcz-
nej wyniki oznacees efektu jstalnego 1 mutegennego, wywolywe-
nych przez promnieniowanie gammae, 2 na Fig, 8 - efekt letalny

i Dutagenny wywolywane przez Draparat uiytkowy AMBUSZ 25 EC,
substancjg czynng kXtoérego jest permetryna.

Jak wynike z prezentowanych na w/w Filguracn zaleZnofici,
model mutacji mitoonondrialnyca droidiy Saccnaiomycea ceravisiae
rownigi udzlela poprawne; odpowiedzi ae pytanie, czy testowana
suostancja wykEszuje aubagenng aktywnosté.

Je zaxoncsenie nelefy zaznaciyé, Ze W oBGTastaim okresie
meinsg LEUWAZYC Znaciny WIrest zainteresowania prooiematyks
Zutaganne; I zancercgence; aktywncscl blocyéodw, szczegolinie

FesStyeydiw, T2zejawer ZLe5C ROSe SyE ZOorgeh-zowenie 0 Taz
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BYNERGIINMN W INDUKOWNANIU HUTACJI U TRADESCANTIA PRIE! SRODKI
OCHRONY ROSLIN MZIMACE I PROMIEMIOWANIEM JONIZILJACYM

Antonina Cabulska—daxilewska, Janusz Seagata

WSTEP

Efekt mynergistycany sa siejisce wtady gdy efekt rowmoczesnago
driatania dwich czynqil:ﬁu praswylisza suse ich indywidualnych
oddzial ywafi. Gynergistyczne wspdidziatania byio stwisrdzone dgtqd
dia przeiywalnoici koasrek dla wislu rétnych czynnikdw. Udowodn.e—
ni® wystepowania efektu syn-rgisty:znnbo Na sutac it przy
wEpdidziat aniu promisniowania jonirzujacego i chamicinych sutagends
na ogromne znaczeniw dla wsutagenezy rodlin ukyikowych, a takie
dia ochrony radiclogicznej i ochwvony {4rodowiska. Badania przegro—
madzont na Tradescawtia, nad wspiidziataniesm proaieniowania joni-
ZujACEego Z® Inanysi sutagenasi chemicznysi takimi jak EMS oraz DBE
daty rezultaty potwisrdzajace istnienie synargizsu dla sutacii.
Badania te ctanowia wiaiciwie plerwsze dSwistomse udokusentowans
doiwiadczalnie i uwasadnions teoretycznies doniesienis na tesat
wystepowania synargistycrnago sfektu dla msutacji, przy zastoso-
waniu niskich dawek wapSidziataiacych razem: prosisniowania X,
oraz chemicznego autagenu {1,2,3). Haga i znaczenie problasw
potenc jalnego synergizeu, ogromna jego role dJdla wainej proble—
matyki rakotedrczoici, orar oszacowania zagrcd':u'h dla cziowiska
wynikajacych ¥ obecnodci w Zrodowisku crynniidw sutagernych,
wyznaczaja pilna potriebe badai nad wepdidzialaniewm rdinych suta-
gandw trodowiskowych. Poniewat w drodowisku naturainys cziowieka
jeat zawsxe ub-cnnl prosisniowanie® jonizujace, z tego wagledu w

prezantowanych ] niniajiszyn OpY ACOWANI U,y tadani ach nad



mut agennctcia stasowanych w rolnictwie Srodkow ochrony roslin
uwrglegniono badania nad wespdidzial aniam Z prosisniowanies jonizu-
jacym tych r badanych srodkdse ochrony rotiin, ktdre wyhkazaly =
testach mutagenny charakter,

MATERIAL I METODY

Do badan nad wepdidzialaniem 2 prosisniowaniea Jjonizujacym
wybrano : Amnq.;ainlik, Ambusz, Afalon, Ripcord, Decis i deltame—
tryne. Dziazanie tych preparatéw na rosliny iradescantia
pomodOwal o podwyzszenie poziomu esutacii. Przyciete kwiatostany
klonu Tradescantia 4430, traktomano poprzez injekcie do kwiatos—
tanu, 10-—ciu ul roztworu o odpowiednia stezeniu, & nastepnie po
uplymie okredlonego crasu naprosieniano je promieniowanies X, przy
pomecy aparatu rentgenowskiego. Metodyke eksperymentdw, trakio-
wania 1 naprohieniania oraz prowadzenia hodowii Tradescantia, iak
rémni od metode pomiaru mutacii prredetawionn szczegdlowo w poprre-
dnich opracowmaniach (3).

# badaniach nad wspdidzirataniem Asinopielika z promienio-
waniem ustalono, s wydiuZzenie powyie) dwdSch godzin {RYS.1),
przerwy pomledry injekcja roztworu & napromienianiem, nie wplywa
Jut w sposdh istotny na 2fekt wapdidzialania. W zwiazku z tym w
doimiadczeniach sajacych zrbadad efekt skoliarronago dzialania
badanych czynnikéws przestrzegano, zeby przerwa posigdzry trakto—
waniem a napromieni aniem wynosila conajsnied 2 godriny.

REZULTATY

Na rysunku 2 przadstawicno wyniki uzyskane w badaniach, w
ktdrych zastosowano skojarzone traktowanie ro$lin Asinopiclikiew
orar promisniowanies X o rdinych dawkach. Wartdésd crestogci eutacii
dla dawk) rolﬁmj zero, ;int efektem indywidualnego driatania

roOZtworu, ktdrys traktowana wizystkie orupy roflin,
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RYS. 1. laleinoic efektu kot cowego skojarzonego traktowania

fApinopielikies i prosieniowaniea, od diugodci przerwy

pomiedzy traktowaniem chemicznys i napromieniomwaniem,
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RYS.2. Zaleznoid efektua synergiatycznego od dawki nromieniowania.



Doina krzywa priadetawia zalwtnodd crestodci sutacii u
fradescantia od dawki prosisnionania X - w przypadku
indywidualnego driatania prosioniowania, natomiast gdérna krryma,
przedstawia efakt skojarzonego dziatania roztworu i promisniowania.
Widacd ’z-' dla nizszych dawek efekt kohcowy rdZni sie niewiels od
sulmy indywidualnych efektdw, ale dia dawek wyzszych daie sie
zaywazyd synergistycine wrsoChisnie. Podobnie jest w p-zypadkach
skojarzonych traktowan rortworami Afalonu i Ripcordu, oraz ritnymi
dawkami promieniowmania X. Rezultaty tych badat prradstawione na
rysunku 3 i rysunku 4. Podobnie Jak dla Awinopiewlika, goirne krzywe
prredstawiala wyni ki skoiarzonych traktowan: Afalonea i
raznymi dawkani promianiowania X (Rys.3.) i Ripcordea i rdinymi
dawkami promisniowania X (Rys.#4.)., Rowniez dla wyzszych damwek
wartodd synergistycxnago sfektu sspiidriatania (prrestrzm rakres—
kowana) wzrasta, x tyam fe dls Ripcordu synergize Jjest wyratnie
widoczny dla caiego zakresu dawek prosieniowania., Nalety tutaj
réwniez rwrécic uwage na fakt, = od pewnego zakresu wartodd
efaktu synergistycinego; czyli wartodd zwigkszenia czestodci
wutacji wynikajaca ze wspdidziaania tych dexdCh czynni kdw
przewytsra wartodd afaktu indywidual nego driatania tego
preparatu. Efekt ten jest wyrazny rdwnie: w prrzypadku skojarzonsgo
traktowania rodlin Tradescantia roztworee preasparatu Asbucsrz oraz
proiiininnmiu ¥ o dawce &0 cBy. Crestotd msutac jii  rétowych

indukowanych w koadrkach wloskde precikdw Tradescantia praez
injekcie 10ul 0,0035% raztworu Ambuszu wymnosi 0,4 sut/ 100 uinskéu;
czystots .ﬁn:ji indukowanych przaz proaisniowanis wynosi 3,3 sut/
100 wiogkdw, natomiast crestofd weutacii indukowanych w wyniku
sko jarzonego trektowania tya samys rortwores Asbusrzu i  napromie—

niowanych ta sass dawka prosieniowania, uvnoﬂ' 7,0 muat s 100

- *

S5&



[ T-¢430

AFALON

|« of afon « promieniowontie I
« promieniowanity
/,//,syn!fgizm

b
™

e

3

@
o

rOFowych /100w toxkéw - Konfruko
S

3
o
o

z\rm:ge iyt
S

[

g
=

-

30 0 50 B0 _100kdyi
Lewka promieniowonioX

RYS.3. Zaleinodc efektu synergistycinesgo od dawki prosieniomania.

T-4430
RIPCORD 40 PC
[ 2 ipcord+ promeniowo-

. ., X
« promienvowarie X

H :
/// Sm

-
o

)

$

S

Czastodé mutaci rétowych/100wioskdw ~ konfrolg
§ 8 §

20 4060 0066
Mkomﬁ?x fe5

RYS.4. laleinodd sfektu synergistycznego od dawki promisniosania.

37



[ podiie srandardowe
107 podiaie 7 dodathiem delomsty

10+ |
i 6.0F :

Y

Crestoié rotowych mutocf
'S
)

bl
b=

o
o

-
L=
L]

KY¥5.5. Czestoéd mutacii inukowana u Tradescantia miezaleinym 1
skojarzonym drialanitea Ambuszu i promieniowania

wh oSkdw (Rys.ﬁ).. Wi dac wiac, e war totd synargistycrnego

WZROCNi@Ni & przewylara wielpkrotnie wartodc e@fektu opd czynnika

chemicznego driatajacego w spaseh nieralefny.

Na rysuhku 3 priadstawiono rdawni et rezultaty takich
samych traktowar, ale wykaonanych na roglinach rosnacych na
vizbogaconym w domieszke dolomitowa podiazu. ®e wczefniejiszych
badaniach stwierdzono, 2@ takie wzbogacenie podt ata wpi ywa
na wzrost radioodpornoici rnﬁlinﬂ),praudnpndnbnie powodomany
stymulacja procesu naprawy -  subuszkodzen DNA. DIl atego taz
sprawdzono Ijak w takim akiadzie wyglada wspaidziatanie badanego
4rodka ochrany rotlin 2z prosieniowaniem. Jak widat, rotliny
rosnace na podioiu z domieszka dolomitowma wykazuia wigksza

odpornodd i na prosieniowanie i na mutagen, a talkie efekt
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RYS. 5. laleznotd cdawka—afekt dla raglin zr rdinych podioiy, orax

traktomanych i nie traktowanych wstepnie Ambusrmm.
synergistyczny jest bardza wyraiznie esnieisry. Spostrzetenie to
potwierdzaia rezultaty prredotawions na rysunku &, na ktérym
czeatodci sutacji indukowane skojarzonym traktowanisw Asbuszes i
promigniowaniom, u rotlin @ podiata dolomitowego nie wykazuja
Synergistycznego wzmocnienia w stosunku do stmdirdmj krzyws i
damka—-efakt.

Nis stwierdzono natomiast synergistycznego wspdidziakania w
przypadku skojarzonego dzialania deltasetryny i prosisniowsania
(Rys.7.). Wydaim suie wrecz, t-u wstopna traktowanie roflin przex
inimkec jo roztworu, powoduje wyrazne zenieiszrenie wrazliwodci roglin

na prowieniowania,



DYSHUBJA 1 wWNIOSK]

Synergirze stwierdzonc po SkDJarzIonym z promi eni owani ss
X traktowaniu rodlin roztworami preparatdw:
Aminopielik, Ambusz, Afalon, 1 Ripcord.
Jegha & préb wyjainienia mechanizmu wapdidziatanie syhergis
tyconego iest teoria wepdidziatania na poriomie DUDNA, posiedry
promieniowanism jonirujacym i Jjakiskolwiek innym sutagenss lub
cxynnikiel‘n dziataiacym na DNA opracowans prier H.P.lLeenhouts’a i
F.HeChadwick a, W teorii tej , autorzy przyimuja, 18 zardwno
mutagen cheaicrny driatajacy na DMA  Jjak i pf‘ﬂiiﬂiﬂ‘iﬂio poza
uszkodreniami, ktdrych skutki obssrwujemy w postaci msutacii,
aberracii chromosomowych cty tet dmierci komdrki, wywoiuja rdownis?
subhuszkodrenia spirali DNA, ktdre to anga by¢ aliminowane u: proce-
sach naprawy. W przypadku, gdy sitagen chemsiczny i prosisniowanie
driataja tacznie, wtedy w wyniku koincydencii wywol anych przez nie
subuszkodzeth powstajie dodatkowo pewna ilodd  trwatych uszkodzen
DNA. Liczba uszkodzen powstajgtych dodatkoso jest proporcinalna do
cal kDwite) akspozycii na prosiecniowanie 1 mutagen tzn. N =+ XD
Przy czym w 71 Jject zawarte okretlone prawdopodobiefistwo, e
subuszkodzenie,wywolane promianiowaniasn o dawce D orar wywolang
skspazycia X outagenu chewicznege dadra w efekcie treate usIko-—
dzenie DNA. Wediug autordw teorii w zakresie niskich damsek @1 soCy
dawek priy ktdrych duia czedd subuszhkodzers ulegas neprawiwe efekt
synergistyczny odgrywa role dominu jaca zu:.-.-ks:aj;c liczbw
sf@ktywnych uszikodzers DNA. Jast to wniossk bardzo wainy 2z punktu
widrenia ochrony frodowiska, Qdyi rardwno niskie dawki, jak i moce
dawst sa charakterystyczne dla sitabo jonizujacegc prosisniomania,
wyst&pulacego & 4rodowisku naturalnys,

Silne powiazanie pomiedzy indukcia ®utacii somatycrmnych a
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RYS. 7. Czestofd mutacji rdzowych indukosana rd2nymi traktowaniami
deltametryna‘i promieni cwaniem X
czynnika chemicznego driatajacego niezalefnie, poteguije role
ragrotety wynikajacych * wprowadzania do <rodowiska naturalnego
tych dsrodkdw ochrony rotlin, ktdre driataja rdwniet mutagennie.
Niezwykle knrzystnyg natomiasst rjawiskien uydaje sig byt zaobser-—
wowany ochronny wpiyw na rosliny domieszek dolomitowych do
podioza. Jako srodek dosd cresto stosowany w rolnictwie mégiby
odgrywal dodatkowma role czynnika ochronnego. Dlatego wydalie sie,
te byloby bardzo wskazane kontynuowanie badat 'w ty@ kierunku.
Takze odmienne niz innych srodkdw wspdtdzriatanie aeltametryny zl
promieniowanies mogioby sugerowad obiecujace kombinacre trartowan, .

ale ten efekt 2decydowmanie wymaga giebszych badan.
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EADANIA WRLYWU MUTAGENNEGD DECIBU I DELTAMEYRYMY NA TRADPESCANTIA
~ AUTOMATYZACJA IBIERANIA DANYCH

W. Wajrda, A. Cobuiska-Wasilewska

WETEF

Test oparty na pomiarze czsstoséci mutac): esomatycznych w
komdrkach wioskow praci koo kwiatowych niektorych odmi an
Tradescantia Jest najciulezym sposrad MAohitorow prodmieni owanla
jonizujycego, wykorzystulacych mutacie u roslin., Wprowadzany do
kolekc i akoioc 1958 roku przez prof.W.V,0romna 2 Uniwersytetu w
Augtin netarotyQotyctny @ wigl3du na barw2 kwiatcw klon T-~0Z
Jur w 1960 roku zostal! raproponowany przez S,  Jchikawe  Jako
biologiczny menitor promieniowania do zastosowania w oOtoczeniu
glektrown) Jjidrowych., Wykorzystanie texy metody w badaniach
radiobiologicznych 0okazaio 512 merwykle cenne i zaowocowaio
uzyskaniem licznych wynikcéw, Ibadano np. tid metodi skutecrnoss
biologiczna ro2nych rodrajcte promigniowania, zbadano zaleznosc
efektu promieniowania od parametrow biclogicznych takich  jak
stopien ploidalnosci, zawartosc DNA w komcrce czy wiel kosc jadra
i chromosomow. Sprawdiono wpiyw mocy dawkl 1 frakcjontasania
dawki na wielkosc @fektu, ibadano tak2e zalernosc dawka—etskt w
rakresie niskich dawek i mocy dawak. BStosurac klon T-(02 badano
takie efekt promieniowania Hosml;znega. Test ten okazai sis
rewntel watliwy ne mutageny chamicane. Nigktore 2 klonow
zZnalarsiy zastosowanie w badaniach lapboratoryinych wielu rcoinych
mutagencw chemicznych, &a tak2e w monitorowaniu srodowiska. Do
naj)czescie) wykorzystymanych wmolliwosc: metody nalezi pomiar
czegtasci muttacii rotowyeh 1 letalnvyeh » xomocrkach wioskow

pricikom Tradéescantla, SCIeqgo:Owy Opls Nodowli rosliny 33k 1

(-]



matodyki pomiaruuej_przedgtawiano wi wcIesniejsze) pracy (i).

Figric Jjednak pod uwags fakt, e metoda ta pie 3Jest bardzo

rozpowszechniona w Folsce, warto podkreslic jesrcze rFaz Jej

siczegilnie ulytacrne cethy.

Tradescantia Jest roslind diugQiege dhia i daje sie latwo
promwadzic m Iwykile) szklarni lub komorie sarostowel. Jlapewnienie
plantacji 18~godzinnego cykiu swietlnego prowokule ji do cidglego
kwitnignia. ﬂprmcé niezaprreczalnych zalet tego systemu do
ktocrych nalezy z2aliczyc prostote, dostfpnosc, ekohomicrnose i
szybkosrt Jest jeszcze kilka innyeh cech ktdre czyniy ten model
sIczegulnie cenfyh narsSdzism badawtzym:

- wing@k precikea poprzez Swol rozwi:y mole byc porownysany 2
ukladem hodowli komorkowyckh,

- mﬂtqda daje mp2limosc badania duej populacii komdrek,

- w ralaetywnie krotkim crasie porwala uryskesr informacie o
indukowanych czestosciach mutacii (prz2acistnie po 2-3
tygodniach od ekspozycji)

- zalesxnost cz9stosci mutacii od dawki promienhiowanis przebiega
ggodnie i dobrze opisanya modelem outaclii 2z SUPrewil w
populacji traktowanas)

- znajomosc amodeluw opisujidcego raele?nosc efektu od dawki pozwala

Na giFhsza i pardzie’ jednozhnacznd analiz€ wplywu osrodowiskowych

crynnikcw modyfikulacych efelt promieniowania,

- wra?liwosc Tradescantia na nromienionaﬁ:e jest bardio wysoka,

2bli2ona 00 wrapliwosci komdrek ssakim (Jawki rzedu 0.025 Gy

wywolujd Ju? latwo eierzalne afekty)

= kwiatostan tawisrajidcy upakowane paczki niewielkich rozmiarow

Znakoaicie nNadajs Bi¢ do NAPromiegniOwania Nawet catymi widzkami

promieniowania,

&4



= fuZa iilosc kloncw Tradescantia poiwala aobieras ;¢ do badsér W
:alc:nas;i od 1ch GeCh genDtyDOWyCh 1 SpeCyfikl Dalan,

- zZarcwhno prowadzeni® plantacii. jak i meteda pomiarcom nae
aprawiajd zadnych trudnosc: <(do misrzenia mutacii wystarczy
Iwykia lupa Dinokularnal,

- rosliny rosna dobrze w Twykled szklarni, a warunki hodowli i
fizjologia rogliny 34 szczegolowo poznane 1 opisane,

= roxsnatanie wegetatywne roslin zapawnia osinisalna zeaiennosc
geneLyczna,

Stosowanie metody nie wymaga fadnych skomplikowanych procedur,
takich )Jaki® na przyklad sl niezbedne w metodacn opartych na
steryinych nodowlach kultur tkankowych., Do zalet setody nalaezy
rownia? zaliczye fakt, 2@ znajomDsc sicregcicowa zalel2nosci dawka-
afakt dla prom:aniowama Jonizujicego, pozwala RO Cui AC
efektywnose sutagennd innych czynnikow srodowiskowych i1 poprzez
zantosowanie FRad~ekwiwalentu Stworzyc wepclna bazé porcenawczi
dla roznych autagencw. Majidc na uwadze powyiszs ralety ectoda ta
jest 0@ wimlu lat wykorzystywana w oadaniach w Zaktadzie
Radiobioclogia IFJ, a tak!e w ramach prac p;ezentuuanych -
ninieisrym opracowaniu do okresienia sutagennosci stosowanych w
rolnictwie srodkcw ochrony rosiin. Ninimisza praca, na
priykadzie Dbadar nad autagennoacii preparatu’ Decis 1 Jego
substanc)yq aktywna deltasgtrynd, prezentuie wyniki prac nad
PrIvepileszenimt i autOmadtyracid zbisrania oraz interpretacii

danyeh,



System zbierania i analiry danych sktada sie 2 twich
Programncw: ‘

- programu TRADIN ligzl:ego do wCzytywanis daﬁych

- programu TRADOUT siuzacego do analiry danych
Obydua: prograsy zostaly napisane w dialekcie GFA Baesic dla

komputerdw Atari ST.

Program TRADIN istnieje w duwsch wersjach - uprosaczoned,
przyimujacei dane z klawiatury, oraz podstawowej prayisujacel dane
bezpotrednic z& stanowisk przy mikroskopach. 2Zlicrane mutacje s3
wprowadzane bezrpoérednio do komputera prier prrycisnifcie pedalu
i rnjﬁstruuan- addzimlnis dla katdego rodzaju mutacii.
Rejestrowane ed trry rodzaje mutacii wisc stanowisko pPracy
wyposatone jept w crtery pedaly - po jednym dla ka2dego rodzalju
mutacjis rdiowych, Ppoiedyrczych i skrdcen, oraz czwarty pedai
wysvlajilcy sygnaly sterujifice systemsn.

System zbiwrania danych jest dostosowany do obsiugi dwoch
stanowisk pomiarowych t moiliwoécid rozszerzenia maksymalnie do
trzech., Kaidy zestaw pedaldw dolaczony jest do
jednago T gnilazd manipulatora (joynticﬁa} komputera Atari 520 57T.
Hyknf:ystanin ghiaxzxd Joystickdw do wprowadzania sygnalow ze
zliczania mutacji bardzo uprodcilo rozwidzania sprzetowe. 2Zbddne
stalo sle wykorzystywanie gpecialnych interfejgow i rozbudowanych
uk i adcw .lektronicznf:h W stanowiskach pomiarowych, cO byltoby
niezbedne prrzy stosowaniu gniazd transmis)i szeregowej lun
romoleqglel.

Gbsiugiwanie jednocresnie dwtch  stanowisk pomi arowych
sthorzyic problemy rwidzane z koniecznoscia synronizacji dziaiar

obu oscb liczacych mutacie. Wstepne dane dla kKafdego punktu

&6
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pomiarowegn 53 wprowadiane z klawiatury, po €zym zliczene sa
mitacjie przy wykorzystaniu stanowisk 2 pedalami. Po zakonczeniu
ogladania danego punktu pomiarowego musi byc wprowadzons z
klawiatury caltkowita 1liczba ogladanych precikow, ktéra jest
niezmnana I gory. Dlatego niemolliwe jest rozpoczScie w jednysa
stanowiska xliczania mutacji dla nastepnego kodu gdy nie rostila
jeszczre _zakanczone zliczania poprzedniego kodu w drugis
6tarnowigku. 1 powyiszych wrgl fdew zaistniatia konieczngsc
sygnalizacji osobam liczacym przez system pesnych sytuacii, takich
Jak: potwierdzenie prayiecia impulsu zliczanego, zakorczenie
zliczania w jadnym stanowisku, prrejscie systemu w tryb korekty
danych, zezwolenie na wprowadzanie nastspnego kodu —~ bez odrywania
ich od okularcw mikroskopu. 2 tego powodu wykorzystanie ekranu
monttora do przekazywania informacii osobom  liczdcym musialo
zostar powa3nie ograniczone i postanowiono wykorzystac do teQo
caelu sygnaly diwicthkowae. I wrglSdu na powyisze uwarunkowania
komputer Atari 520 €T okaral %5ie bardrzo przydatny do tych celdw
gdy: posiade gniazda menipulatordw craz rozbudowane wmo2liwodci
genercwania diwiSkow, Utyeie tego komputera‘ do realiracii
omawianego system: pozrwoliiio zrealizowad go tnacznie mnisjerym
kosztem ni? przy ulyciu np, komputera klasy IBM PC.

Fodstaword wersja programu TRADIN przyimuie dane z dwoch
stanowisk pomiarowych uypouaznnyc; w pedeaity. PO vwprowadzeniu
wetgpnych danych z klawiatury, ocsoby mierzice przez prrycidnigcis
pedaicw wprowadzail Zaobserwowine mutacje ktdre 4 rlicrane prae:z .
komputer. Przyjocie katdego impulsu przez kosputer imnt
potwisrdzane krcthkim sygnates diwigkowym ktéry umoiliwia kontrolg
poprawnasci wprowadzenia. Kaddy z trEech pedaldw odpowiada

jednesu rodzajowi mutacii ~ odpowiednior roitowe, pojedyicre i
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skracenia, Obydwa stanowiska mogd jednociesnie wprowadiac mutacie
dla tego sameg@o kodu odpowiadajicego jednemus punktowi pomiarowemu
w eksperymencie. Zakonczenie wprowadzania dla d;nego kodu
sygnalizowane jost przytidnifcien czwartego pedalu - sterujicego.
Po zakorczeniyu wprowadrania danych dia danegp kodu przez obydwa
Gtanowiska komputer przechodzi w tryb koraekty/skceptacii danych,
co jest rowniel aygnalizowane odpowiednim sygnaler diwigkowys.
Motna wtedy |ko;ygoua¢ omy ikowo wprowadzone dane po cIym po
akceptacii danych dokonanej niezale2nie 2 obu stanowisk koomputer
cblicra crestosci mﬁtacji na 100 wioskdw i zapisuije na dyﬁkietke,
wWraz 2z ilodciz wmioskow ; zlicrond liczbl mutacji. Taki system
pracy zapgewnia ¢ w przypadku naglego zaniku zasilanis
powtdrzenia wymaga wyldcznie wprowadzenie danych dla jednego,
aktualnie obserwowanego kodu. Jast to istotne, gdy:r preciki
Tradescantia po zliczeniu mutacji dla jednego kodu €4 usuwane ze
szkietka podstawowego, & przechowywanie ich go konca dnia jest
praktycznie niemozliwe.
HQniki pomiardw 84 zapisywane ha dyskietce rewnolegle w

trzech zbiorach, osobno dla katdege rodzaju eutacii. Fostac

zbhiordw jest nast@pujicar
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= ilosc koddwm {(punktcw pomiarowychls
- ornaczenie kodu]
-~ DENAacEenie kodug
itd...
- znacznik dniaj
- nuamer dnia pomiarowego)
- znacznik kodu)
- ofnaczenie kodup
-~ czestosc muetacii na 100 wloekdw;
- ilose zlicrxonych mutaciig -
= ilosc ;ioskdu;
- znacenik kedu}
- oznaczenie koduj
- dane dla nast<pnego kodu)
itd. a! do konca dnia poaiarowego
- znacznik dniag
- numer dnia pomiarowego}
= znacznik kodujy
itd. dla nastepnych kodow
- ZInacznik dnia)
- numer nacstepnego dnia pomiaf&ucoo;

itd...

Taka organizacja zbiordw daje dwie korzydcis
~ kolejng dni pomiarowe mboga byd swobodnie dopisywane do korica
isthieidcego zbioru,
- program interpretujicy wyniki mo2e kontrolowac poprawnoss
zbiordw i dokonywac analiz wykorzystujic np. tylko nisktore dni
iub kody. E
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Sekwencyjnd organizacj€ zbioriw zastosowano aby zapewnid
uniwerszlnos:c i wymiennosd zbiorow w  priysziosci dla roinych
programce 1nterpretuiicych & nawet dia ro2nych typom  komputercw.
lastosodanie zblorcw © bezpo-resnim dostupie wtrudny icby ter
wymiennos. gdy? procedury obsliugli takich zbioraw rolnid a31€
istatnie dla roinych Jezykcw programowania i dla ro2nych typow
spri=tu komputerowego.

Oproccz omou{onej pelnei wersji programa TRADIN istnieia te:
dwie inhe Wersje?

- obsiugujsca tylko jedno stancowisko pomiarows, pozs tym nie
rotnidca sid od wersii omowione),

- Warsja uproszcrzona abs}uqujacé wpr owadz ani e danvyeh b
kiawsatury, stofowana gdy xonieczne Jjest wprowadzenie
danych zbieranych w sytuacj)ach wykluczajicych MmOl ivbs:
zastosowmania komputera, lub caiego starego eksperymentu gdzie

ilosci zliczonych mutacti s2 zapisane w dokumentac i,

Program TRADOUT Jast programem analizujicym dane H
eksparymentu I prezentujacym wyniki, Wczytuie on jeden e zbioriw
utworzonych programem TRADIN i kontrcluje jego poprawnosc. FPo
stwierdzeniu poprawncsci zbicru f3ida podania informaCji cry ma
analizowac caly zbicr, czy tylko wysiczegolnione dni. Program mole
mylifgzac srednie c:fstpsci mutacli utywaiidc sredniej zwykilei lub
watonei, Frogram oblicze drednie crestod i mutacii pa 100 wioskow
dla poszczegolnych kodow (punktcw pomiarowych) sumujiac dane po
uniacﬁ- Qraz wylicza odchylenie utaﬁdardoun. Frogram
prazentuie wyniki w dwoch podetawowych formach: wydruku w postaci
tabeli, orazx wykresu na ekranie -~ przy crym wykres omole byc

prresitany na drukarks w celu sporzidzenia trwale) kopii.
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W pierwszym priypadku tabela prezentuje dane dlia wsrystkich
analizowanych punktdw pomiarowych {patrz Tabela 1 4 2). W tym
trybie motiiwe jest takie prreprowadzenie testu Studenta
istotnodci rdinic dla wybranych par drednich. Przykiady dla
Decisu przedstawione pod tabelkami 1 i 2 prezentuji zastosowanie
te] Ffunkcii programu., W trybis prarsntowania wykresu pokarywany
jest prrebieg w czasiw (dla pomzezeQolnych dni) czdutosci mutac)i
dla wybransge kodu. ‘Na 2adanie wykres mole byd skopiowany
graficznis na drukarce. Obejrzenie przebisgu w crasie czeltoﬁq}
mutacii wmole byc prrydatne szczegolnie w przypadku traktowania
roslin mutagenami chewicznysi, dla ktdrych przebisg crestodci
mutac ji w funkcji crasu jnsg odmienny niz w ‘pr:yp;dku
promianiowanida, & takle w c;lu analizy synergizec dziatania
mutagenu chemicznego i promienicwania jonizujicego.

Foni2ej przedstawiono wydruki wynikde dzialania prograsu
TRADOUT dla Decisu i Deltametryny, oraz kopie wykrestw rysowsnych
przez program na ekranie. W tabelkech kody oznaczaja neTery
punktéw pomi arowych, wartodci dla poszczegolnych dnid i T
czostasciami mutacii na 100 wioskdw, grednia {1 odchylenie
standardowae nie uymagaj? konentarza.

Inacezenia poszczegilnych koofw sa nastepujaces

1 - Decis Q.1%, iniekcia 10 ul
2 =-- Decisg 0.03%, iniekcja 10 il
3 - Dacis 0.06%, iniekcja 20 ul
4 == Pecis 0.01%, iniekcja 30 ul
g - Deltametryna, iniskcia 8 ug
& --— Deltametryna, iniekcja § ug
7 - Dmltametryna, iniskcja 2 ug
8 == Kontrola
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Decis 3 Deltamatryna
dzien po naswistleniu

- fut&Cje rOzows

Kady

) 1i 12 13 14 i5 sradnial w.dev.
I===> 0,3 0.1! 0,1! 0, Ji==w==fii- 0,206} 00,0382
=== 0,1} 0,3 0,2! 0.1! O.11}1 0.1B4¢; 00,0744
Jme=d 0.1] Qudiw===} O, llmw==ii] Q. 2111} 0.0354
Ju=—mr 0,3} 0.%! 0,2 V., 4] 0.051¢ O0.274!! 0,03%2
Sew=> .31 1.8 0.3 Q.38 0,311 0.551t1 00,0828
=== Q.14 0.2! 0,3} 0,11 0,314} 0.215!1 0.043&
Fme=> 0.0! 0.5! O, 4! 0.5! 0.6811! 0.857!! 0.094&
Br==> 0,3 0,0!====! 0.3! Q. 4!} 0,202/} 00,0327

[y F ey y PRy Ty Y rY Y Sy r Y RN L LAl iT ATt L e Ll
Kontrola istotnosci roznic srednich testea Studenta
) Kody 2 § @
Srednie roznia sis @ prawdopodobienstwesm 353.37 %
Wartosc funkeii t Studenta: 0.,7703

Stapnie swobady:s 7
A SEEE NSRS ERERE SR EEAEEA RS ESERAERSEH RN R RN SRR AEEE

L i3t ity i rrrtl ity i eIl it il iy ity Iy y Iy )
Kentrols istotnosci roznic srednich testem Studenta

Kody 4 i 8

Srednie roznia sie z prawdopodobisnstwam:
Wartosc funkecji t Gtudenta:s 2.940]1

Stopnie swabodys 7
CYTETTREY FFY PEFEERT T Y re Yy s Fe e T r A YT P A L R R Y LA A T Y

S EEEEEERG NSRS RN E R R R R A RA AR RN R R
Kopntrola istotnosc: rarnic srednich testem Studenta
Kedy 5 1 8
Sredni® roznia eie z prawdopodobienstwem: 100.00 %
Wartosc funkcii t Btudenta: 10,0319

Stopnie swobody: 7
SRR SRS E A SRR S AN AR RS EG SRS E R

A0 N R R A
kKontrala istotnosci roznic sradnich testem Etudenta

Kody & i 8

Srednie roznia sies z pramdopodobienstwem)
Wartosc funkcji t Studentat 0.51458

Stopnie swobody: 7
SRR RN R

[ 22222ttt i el e Y Y Y S Py A LI A Y AR AL AL P AT A Yy Ay R LYY
Kontrole istotnosci roznic srednich testes Studenta

Kedy 7 L 8

Srednie roxnia sie z prawdopocdobienstwent
Wartost funkcii t Studenta: 4. 9774

Stopnia swobody: 7
.Il.il‘ll.iﬁli..iQG*‘GIIGGG!lllllilﬁ..llli*#&.‘.Iil.llliiﬂiiiiiﬂi

97.83 %

37.73 %
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Fonites taiaczon® Sa wydruki fragment:a progranse,
EAANURE BN AT ER RS AR R R R AR R AR R AR RN R A R ER R
Frocegure Fedaly
Fem wae ObEluga pedalow = wprowidratse® i poprawd ilosci mutacii
Rem ase orocedurs obslugl Joystickow @ Atari GFA Basic wses
Finikuo
Findisd
Tabiaipios (54)
WixsTabira0
W2%isTabZ+é1
Aa¥=ChrEidH1IY)
Bo#=Chr$ (LH1%S)
Cc#=Chr$ {4HE)
Xmibiop(&H1P,3Li1Varptr (Aas))
Do
Jovl%-Pnik(uii)
JoyZisPeak (W2X)
14 Joyik=8 Then
Finl¥si
For Sygel To 4
Sound 1,15,2,2,4
Bound 1,15,2,3,4
Sound 1,0,0,0,0
Next Syg
Endi+
1§ Joy2i=g Then
Fin2¥i=1

For Byg=]l To 4
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e

-,

Sound 1,15,2,2.4
Sound 1,15,2,3,4
Sound 1,0,0,0,0
Next Syg
Endif
Exit I+ FiniXei And Fin2i=]
I+ Joyikmi Or Joy2¥ui Then
Sound 1,185,2,7,%
Sound 1,041,1,19
PeP+Krocrek
Print AC(10,4))" *
Print At(10,4))P
Endi ¥
14 Joyid=2 Or Joy2im2 Then
Sound 1,15,2,46,5
Bound 1,0,1,1,10
Sp=Sp+Kroczek
PuP+Krocaek
Print At (10,4)g" *
Print At{(20,4))" *
Print At(10,.4)3F
Print At {20,4);:86p
Endi f
it Joviies Qr Joy2isd Then
Sound 1,1%,2,5,5
Sound 1,0,1,1,1¢
EtaSt+Kroczek |
Print At (50,43 "

Print AL(30,48)15t



Eﬁdif
Loop
K=Xbios{kH1I?, T, Varptr (Eb$)
XrXb1o5 (&H19,5,LiVarptr (Ccs) !}
Poke W1%,0 “
Poka W2%,0

Return

(T TS SIS RSN AY AT PP YL TN YN Y LAY Y e )
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IASTOSOWANIE ARERRACJII CHROMOSOMOWYCH I WYMIWN SI0STR lﬁN.YCH
CHROMATYD W LIMFOCYTACH ¥RWI LUDIKIEJ wW OCENIE EFEKTYWNOSTI
SRODKOW OCHRONY ROSLIN

A.Wisrzawska , E.Kaspar, B.Xrzvkwa

WSTEP.

Inang jeet zjawiskD uszkadrania nici DNA chrososomiw popriez
driatanie na Zywe komdrki promisniowania jonizujacego. Efekt tego
uszhodzenia maozna zachsarwowad stosujac do dotwiadcren msodelows
hodowle limfocytdw krwi obwodoesj :zt'nuieka, ktdra poddans
driaitaniu takiego promieniowania. Wiwtras po rakorficzonel hodowl: w
preparatach cytogenetycznych widocrne w3, charakterystyczne
aberracje chromogomowa. Sa te chromosoay dicentryczne 1 koliste
(ringi). Chromosomy dicentryczne powstaia na skutek peknied dwdch
CHroROsSomaw 1| PONOWNEJo wWIajemnago potacrenia sie Lch oraz
chromosomy koliste powstaja 2 Jjadnego chromososu o0 poiaczonych
koricach. Te same aberracie chrososomowe moga wystapid w  hodowl ach
liafocytdw, do ktdrych dodano badanych substancji chamicznych
pode jrzanych o uszkadzajace dziatanie nici DNA,

Jadnak czulsza i lepsza sotods dila Il.ﬁltll'l:.l'l‘ chamicenych,
ktSra driai alyby mutagennie na sateriai genetyczny jest analiza
wymlan chrosatyd siostrranych (SCE). Sx to wZajeans wysiany
odcinkdw chromatyd w» obrebie tego s.a-agu l:hru-u:m, wystepuiace w
katde] tywej komirce. Pod wpiywes driatania drogka cheaicsrpego
#mo3na zastad zwiokszona ilodd tych wysian, co wykoraystana do
badan nad ocena sultagennoici rdinych zwiarkdw. Wymiany chrosatyd
EiDosStraanych emna OobSErwoOms wiwcras, gdy katda 2z chroastyd
Jednego chromosomu jest inaczei zabarwiona ti. jedna Jjest jaana,

druga ciemna, Efekt taki uryskujie sie gdy do hodowli lisfocytdw
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doda sie S-bromodeoxyurydyne (S-BrdU), ktdra jake anaicg Ltymrdyny
jest wbudowywana do nici DNA. Chromatydy majace wbudowana S—-Erdl w
abie nici DNA wiaza mnhie) barwnike Giemsy 1 53 Jjasne, w
przecimienstmie do chromatyd, ktdre wbudowymuia W Je0na nRi¢ S—Brdu
sa ciemne., Wzajemne wymiany aigdzy tymi chromatvdam: powoduja
prreamrenng wystapienie odcinkdw Jasnych i cieanvych na 1ch
diugotci.

L] ninie.iszaj- pracy priedstawiono rezul taty badan nad
skutecznoicia indukowania aberracli chrososomowych i siostrzanych
wymian chromatydowych, przez raztwory niektdSrych sSrodikdw  ochrony
rotlin. Biologiczne gfekty driatania tych preparatdw pordwnanco
rémnie: @ efektymodia indukownia tych saaych zmian chromosomowych

przez roing rodzaje proaienioWania Jonizujacego.

MATERIAL I METUDYKA.

Do wszystkich przeprawadzonych sksperyorntow materiat em
wzietva do bada’h Dyla krew 0d dawedw krwi w srednism wieku. Feilna
kraw pobierano do heparynizomanych nacryty szklanych i mezwtocznie
naprosieniowanc w temperaturze pokoijowe)i. MNastepmie zakxkiadano
hodowle lisfocytow, prrenoszac napromieniona krew do nowych
sterylinych naczyh z potywka o0 skiadiie: POX podiota Eaole a 2
antybiotykasi, 20% surowmicy cielecr) piodowej. Podziaty limfocytow
stymulowano preparates LF-7 w ciagu 44 godz:in.

Tak krotki czae hodowii wybranc w celu m2ziecia do obserwac il
wyiacznie komdrek bedacych w pisrwszym podziale aitotycznym. Fo
dodaniu do hodowli colcemidu w tlofci 0,03 ug/ml konczonog Ja w
sposdb rytynowy.Freparaty barwiono roxtworem Giemsy w buforzg
Soransana i oObs@Grwowano abarracig Chr ORDEOmOve w figurach

sitotycznych pod imsersix. Do obliczen wzieto pod Uwage .
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WyStepimwani @ chironosomds dicentrytzInych 1 kolistnyoh.
iraktgwani g chemicznge.

Tractowanie limfocytdw krwi ludzkiej ifrogdkam: ochrony roflin
{Aminopielik i Decis) polegaia na dodaniu ¢go hodomii  odpowiednich
stezed tych zwigzkdw. W badaniach nad Asinopigelikies dodawano
ipl-Fut na ioal hodowii natomiast w» prrypadku Decisu Q,02-
—0,08u1/10m1 hodowli. Do odczytdiwm SCE, hodowla prowadzona hbyika
przy obecnotci O-brdd, w iloici Spg/el przex 72 godr., "
ciemncdci. FO sporzaorieniu preparstdw w spoeddb rutynowy, barwiono
je fluorochromes Hoechst 23258 i1 nadwietlano promaeniowmanisa W,
Nastepnie poodano drialaniuv wysokie] tesperatury w rprteorze
buforowyr i oetatecznie i ostatecrnie barwiono baswnikiea bHiemsy.
Dziatanie t0 aa stuzyd do wzsocnienia z2rd2nicowanago barwienla
chromatyd przy analizowaniu wymian c.:_hn:-atyc sirostrzanych.
Naproa: eni gwani g

Frobiki krw: naporom)eniowvwana w sterylnych, bheparynizomanycn
naczyttkach szklanych, =w teapératurize gpokojowal, ha aparaturie
rantgenowskie) rlokaliromane) w posiesaczeniu cyklotronu U-120 w
nastepujlacych warunkach: napiecie 250 kv, filtr 9,5 sa Cu, wmoc
dawki 110 R/san.

Frabki krw: zostaiy napromienione piecioma dawkasis 10, 20,
90, 75, 100 raddw.

Do aodeczyedw czestofci aberrac)l wmh limtocytdw
krwi dla promieniowania neutronterego, NAprom eniowanc roun: e pigd
prabek krw: nastepulacys: dawkami: 40, 80, 120, 180, 200 raddm, na
cyklotronie U-120, hedacys irécdies prodiich neutronde & sSrednie;

energis 5.6 MaVv.



REIULTATY.

W trakcie badan nad preparatem Aminopiwmlik 2.4 P -

atwierdrono w jeonej r uzyskanych trzvdniowych hodowli lisfocytdm

/po dodaniu do niej 2 ul preparatu o stezeniu handlowym/ na 216

dzielacych sie komdrek =~ cztery aberracis chroaosamowe Limfocytdw

Krrwi .

Poniewa? u cziowiska pojedyncze absrracie pojawWiaxja sie po

zbadaniu od 3000 do &000 komdrek - wynik ten wydawa: sie wekazywad

na adtagennodd preparatu.
Na & hodowli, w kt&rych zastosowano Aminopielik 2.4 D - we

wszrystkich obserwomane byiy fragmentacie chroaosomsiw, w CZtergch

_natompiast /2,4,5 i &/ chserwowane byiy aberracje przyiete Jako

kryterium sutagenncdci, ti. dicentriki § ringi. W Jednej hodowli

/damca B.l./, w ktére) udalo sie prreprowatdzid obserwac je

stosunkowo duceij, bo prrzekraczajace) 20000 liczby komsrek ,
zacbheqarwowano 24 ‘komdrki r absvr-acjami, w hktdrych pojawiio sie

ogatem 42 aberracje. Na rysunkach 1L i 2 prrisdstawicno zTaleznosd

2y
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RYS.2
wystepowania aberracii w tel hodowli » ukiadzie: efekt - stedenis
roztworu. Wida¢ ¢ mnich, 2o istnisje istotna rzalenoid aieday
wystepujaca w populacji ilotcia komdrek x aberrac jasai lub
crestodci aberratii a steteniea.

Rezultaty badari <{wymiana chroaatyd siostrzanych), nad
genotoksyctnya wplywss preparatu Asinopielik 2.4 D i Decis
przedetawiono na wykresdch 1 i 2. l

Dla pordwnania efekidcw uzyskanych po traktosmaniu lisfocytdw

_ drodkami ochrony rotlin 2 sfektasi biolngil:zny-il innego Tnanego

mut agenu przeprowadrono badania wpl ywu P"onimieuunia Joni zuiacego
na indukcje aberracii w koadrkach lisfocytdw.

Rezultaty tych bada’ prrzadstamiono na rysunkach X -~ 5,
R;-sunlk 3 przedutawia krzywa zaleiznadci y/x/ ilotci abarracii na ll
komdrke w zaleinodci od dawki dla prosisniowania nautronowago,
rysungk 4 krzywa zaletnotei y/n/ ilodci aberracii na &t koadrke w
taleinotci od dawki dla prosianiowania rentgenowskiego. Natosiast

rysunek S przudstawia pordmanie krzywych zaleznotcl y/us _'tlﬂci
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Rys.3. laleinadc miedzy wielkotcia dawki a czestaicia chrosososde
dicentrycznych i kolistych w komsrce dla prosisniowsania
Neutronowego .

abarracii na ! komdrke od dawki dia promieniowania neutronowego i
rantgenowskiego W ukiadrie linoiwym.

Biad o crestadci aberracji obliczony jest przy zaxateniu, zZe
rotkiad abarraci: chromosomowych padlega razkiadowi FPoissona.
Cdcrytana z tabeli dawka jest maksymalnie pral;dnpudm [- 7 Y
rawnowarna nNna cate ciato. Jej przedziai ofnosci okredlony Jest
przez fakt, i¥ rozkiad aberracjii Jjest wspomnianya wyiei rozkiades
Foissona. Przedrisal uthoici ustalnn? w tya prrypadku na F5A.

Dane o czestdci chrowoaomsw dicentrycznych i chrososSomde
koli1stych poddanc dopasowaniu metoda najmnieiszych kwadratdiw do
rdwnania:r

y~aD+ 5D 3
gdzire:
v = crestotd chromosomdw dicentrycznych

a. = paramgtr skiadowse] linlowe)

a7
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Rys.5. Wpiyw prmimipﬁnnil neutronomegod i raentgenowskiega na
liczbe sberracii dicentrycznych § kolistych w lisfocytach krwi

ludzkiwj,



fi=. — parametr skiadowe)j kwadratowei

D - dawka
Obliczenie dokonano na komputerze IBM PC XL prey utyciu programa
MINUIT, stufacege do minimaiizacii funkcji wielu zmiernych.

W sfekcie uzyskano nagtepujace wartvici parasetréw a i 3 dia
promieniowania nautronowegd /cyklotron U~120 o dredniej energii
5.4 MaV/
a=3.6x 107 rag ™
A =93k 102 rag™®
Dla promisniowania rentgenowskiego o mcy’ dawki 110 rad/ain.

o= 5.3 x 107 rad™

A =1.2 x 107 rad *

Porownuiac dawki promisniowania rentgenmowskisgo r dawkaemi
neutronowyai dla ardbitralnie przyjetsgo poziosu aberracii, sotna
okretlid wzgledna skutecznodd biologiczna /WSB/ predkich neutronde
o dredniej energii S.4 MHeV w stosunku do promigniowani s
rentgenowskiego. Na podstawise prreprowadzonego apracowania,
OSZACOWANO wartotd WSB, przyvimuijac go rdsnmya stosunkowi dawek
promyeniowania rentgenowskisgo i neutronowego dla cxeystodci 1
aberracijii na t komdrke:

P /1 aberracii na t komdrke/
WSp = *

D, / 1 abarracii na 1 Komar ke /

Otrzymana wartotd wynosi 3.8.

DYSKUSJA.

Fordwnuiac uzyskane zaleinotici dia Aainopimlika oraz Decisa 2z
saletnotcia dla aberracii  chrospsomowych lisfocytdw  lorwd
wystepuiacych pC naprosi eni aniu promianiowaniaa Xy aoina

stwierdzid, ze uzyskanas dla stetenia 3 ul Asinopieliku 2,4 Dna 1

a9



m! hadoewii 11ofd dacentrikow i rinodw 22 na  J03&e  xomhrer/ oraz

3load  wOmorRik T aberracjams: S ona LOIeS oupor ada dawcs
promt@Nicwani: s Ok, & raddiw /1.,

Naiezy stwierdzid, e czynnik:em roéiZniculacym czestotlrmodd
aberracsi aoserwowanych po autaganie 1ea3t dawca krwi. Pogatnoaid na
dzial anie mutagenu jest rdzna u roéiInveh dawcow.

lomantarza wymaga tez sprawa partii 2wiazku /rok  progukcji/,
ktary oyi uivuan§ do badan. Najwigksxa iloed .aberracii
chroaosomowych uryskano stosuiac Aminopielik 2.4 D wypnrodukowany w
roku 1988, co idecyvdowanie potwierdziiv testy sikrobiologiczne, w
kEdrych Aminopielik 2.4 ~ 1789 me powndowat wmutacli. MNw
powndowal te: mutacji czysty kwas 2.4 D.

Wedi ug Qia&térych autorédw 124, ktarzy zZeymowalt e
mutagennodcia tego zwiazku, czvnnikiliea powodulacym autacje Jest
Jakast domiegzka, ktédra dostaje sie do preparatu w trakci1e procesu
techhologicrnggo Jego produkcii, lub powstaje w wyniku rozpadu

elementdw skiadowych preparatu. Tiumac2yioby to rdina  mutagennods

rozna mutagennodd rétnych partii produkcyinych Aminopielivu 2.4 L.

0
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OCENG MUTABGENNYCH SKEUTKOW EBEADANYCH SRODKOW OCHRONY ROSL IN

A.cabulska-Wasilemwaka, J.Hutzkowski, H. Fluciennik

WETEF

W falsce jak i na caiye dmiecie stale zwieksza =s1¢ liczba
produkowaynch zwiazkdw naletacych do grupy trodkdw octwany roflin.
Niezaletnig od niewatpliwych korzyd$ci piynacych dla &poieczenistw z
podniesienta poziomu upram, (=1 tych TWLAZ kOW stancen |
rownacreznie poténcialne ragraienie dla dArgdomiska 1 zorow a
cziowieka. Niektasre z nich, berpotradnio lub te:x 1ch pozostatofci
a takie produkty 1ch piotransformac)i, dostala &ie Jo wody, gleby
1 pasz, stanowiac nieprrewlidziane 1 makontrolowane ragrozemne dla
2wiarzat i dia ludnofc:. Ulemne skutki ich pojamrenia sie 0w
$rodows sku B0ga sle objawlide mw postac: zwieksrone) crestofci
1ndukawania rozewo)u kosirek rakowych, OZipdZ1CIavoh USTkoOzZer:
genatycznych, czy taz nawet aoga bDyd priycTyna tzw. dryftu
gengtycrnego. I tege powodu, SICcIEgaine! wagL navieraia badania, w
wyni ku ktorych uzyskuje L 31 nowe inforasc i adnodnie
kancerogennatci lub astagennodci popularnie stosowanych 2wiazikde
lub praparaton. ] poszczegdlaych razdriat ach wa hie I%2 ego
opracowania prredstamiona rezultaty 2z wykonanych na o rrych
testach biologicznych bad ar nad -.ltm.cia. nisktorych
papul arni® Etosomwanych w rolniciwie preparatdw. Celes ninisisae)
pracy oraz podkredlsnis paru wnioskSw 1stotnych dla ochroney
d4rodowiska czy tet dalszych badal).
EFEKTYWNDSC MUTAGENNA

Aktywnods sutagenna stwisrdzono dla preparatdm;
- Afalon, i deltamstryna w aparciu o pojeadyncty tast

- Decis w oparciu o dwa testy



- Amnopielik, Aobusz, w oparciu o trzy testy

Noracwanie  wielkosca efektu mutagennggo na poziomie 0%
przezymwalnodcy dla modelu mutacii barwnikowych Chicrella vulgarars
pozwala ulozyd nastepulacy s2@reg mutagenne) aktywnodci badanych
czynni k-

Promieniowania > EME > Aminopielik 88 > Aambusz >> pozastate 0
Analogiczne normowanie rna aodelu iﬁtacji mitochondrialnych o
Saccharosyces cer;vjsjae pozwala z kolei uto?yd nastepujacy sTereg
tych samych czynnikdw:

Ambug? promieniowanie > Amjnopielik ; Akrydyna > pozostaie ™0
JEsIcze bardzie) szczegdiowy szereg mutagenne) akbywnodci uzyskuje
sie w Oparciu o rezultaty urzyskane dla autacii somatycznych u
Trada:éantia:

Fromieniowanie X > Riprord - Afalon f(przestargaly) - EMB -
deltametryna * Amnopimlik 88 > Ambusz - Afalon (dwiedy) >
Aminopielik 89 > Decis

WNprawdzie tak priedstawione aktywnoici poTwalaja tyiko na
jakoitciome opzacowanie uzyskanych rezultatdw, nismnie) jednak
niepokojacymi w tych rezultatach sa dwa fakty:

- - pewnych ukiadach biclogicznych $rodki bedace w powszechnym
vEytiu moga byd Dbardriel mutagenne niz 2znane silne mutageny
(zaleZzpodci podkratlona w przedstawionych powyze) szeregach),

- niekidre z& stosowanych frodkow wykazuja bardzo si1lna  zmiennodd
w aktywnoici mutagennej w zaleznoici od daty produkci: czvl: od
technologii ( w przypadku Asinopie#lika taka niestabilnosd potwier-
driiy wszysthie zastosowane testy wtaczjac w to aberracie chromo-
sopowe indukowane w limfocytach krwii ludzkieil’, wiglednie
Wykazu ja niestabilnosd¢ roztworam stosowanych prepar atdw

1ﬂfn10ﬂ), & Zatem wekazujac na mzliwodd zagrozenia wynikajacego
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Tapela 1
Wartofci Rad - skwiwalenkdw uzyskanych dlia preparatsw badanych na

test 1ndukowania mitacjl somatycznych u Jradescantia

Preparat Ekspnzycia Croctotd Rag—-ekw.
mrt /100 wi cBy
Fromieniowanie X 1cBy ¢,045 1.0 ¢rad) T
EnsS 2oul-~C,045% 0,40 13,3
Aninopielik 86 101.11-0,@4?. G,30 &,7
Aninopielik B9 10u1~-0,004% 2,24 5,3
Afaion {2) 10p1 -G, 0037 0,27 733
Afalon {0} 10ul -0, 003% Q433 &0
AnDUSZ 10ul ~0,005% Q430 &,7
Decas 10Ul -G, 1% 0,01 0,2
Del toametryna 2ug w Oul DMSO 0,24 5,8

Z degragacii stosowanego preparatu w trodowisku naturalnys.
Jesrcze bardzielx oniepokolace wyda ia wie Oy wnioskl
wynikastace z proby priyblizonego szacowania ilcftciowego ryzvyvka
wynikajacego 2z mutagewnnotci tych preparatdow. Takia przybiizone
SZaACOWANIE Opiera Sie na porawnaniu skutkow biolagicznych
aobserwomanych pod wpiywem dziaiania tych preparatdw, re skutkam

wywCt anyml w tyn samym ukiadzie przez prun;gni-.:mania Jonizujace. W

tabeli 1 prigdstawiono wartotci Rad- ekwiwalentu uzyskane w-

opraciu o dane prezentowane dla Tradescantia. Jezwli miZmieay pod
uwage, 8 w przypadku promieniowania Jjomewiacego dopuszczaina
granica rocznego naraz enia ludnotci na prosieniosasanie wyndsi
2,5 rem, co odpowiada efektow: bioclogicznesu prosigniowania o
davce pochiomete) 0,5 cGy ( radl. to wyniki te wskarula nfa

rzeczywiste zagrozenia Srodowiska. iladgrozene wynikaiace z



worowadzaftl s lup opecnoict tych praparatéw wW  irodowmisku )est
MIEEC Awnynaine w 2adne; mierze z IagroZenien Jakie mynika dia
cR:owifke ¢ Jege nieuniunionego  kontakiu z Dromi N1 ownant e
yoyzujacym, D-amatvzm tycn cyfr jeszcre Lardzie) podkretia +fakt,
Ze 1al wyYKAZAno w pracy nNa Temat wepoidriatania tych czynnikdw 2
pDromient oWwanien JOniZujacyf w 4drodowi sku  ecins gje fa=l 3 -3
Spoaziewar SynEergletvcznego wzmocnienia, sutagenng) aktywnodc:
twohn preparaow.

WNIOSH I

Uzswvskane rezultaty wykdzula po prerwsze przydatnotc wyoranych
RBtod J0 oceny efaktywnoic) sutagenns) preparatow badanych. po
drugie celowmsd zastosowania kilku testdw zamiast Jedneago, »torego
ng negatywna odpomied: nie wyklucra cai kowicie mutagenns)
AktywnOici tago preparatu w 1nnym (eftcaw

HBadania wyvkazaty, 28 preparaty zardwnc typu Chwastouolczege
takie Jak Anxnapielik Jak 1 owadaobd)CI®go Jak  AMDUS?Z Moga  Dyd
efektynnym) outagenami i to w zakresie stezer zbhliZzonych do atezer
stosowanych w praktyce rolniczel. Aktywnoids msutagenna tych
preparatdw stwierdrono rarowno na prostych ukiadacn rotlinnych
jak. Chilorella wvulg. Jak réwni ez u rotlin wyZszych Jak
Tracescantza,

W oparciu o uryskane rezultaty wydsle 5ie. ZE DDwinhc Sie
zalecad stosowanie w praktyce rolnicze;, jJerel: tc Jest aczliwe
preparatdw typu Decis 2,5 EC zamiast preﬁaratu Aabusr 25 £C.

Nalety podkrestlic fakt, 2@ w przypadku baganych srodkow
ochrony rodlin w ukiacach opartych na Chloralla vulg. oraz
Saccharomyces cerev. efekly Sa cbhsarwowane Ju: przy zastosowaniu
$rodiksw © steiemach bliZzonych do stosowanych - praktyce

natomiast efekty autagennago dziatania pro@lemMowanla ODRDGETWOWanNe

Fe



53 tvlko po pardzb wysok:ich dawkach 10 krad HACCHArOBRYCES
cerev. LOkrap Chiorella vulg.). W zZasadrie ehspaoiycla caiego
Coiowleka na dawki promianiowania pPrrecraczasace (G0 raddw grori
tmierc:ia, NEroMiatl dawki promieniOwanla wynikalace 22 aksgorye)i
A wystepuiace w Srodowisku Trédia Qramieniowania &8 rIedu
miliraces na rbok. Czyli nawet tysiackrotnie wYZEZIe diawici
promieniowanta M danki wnystepujace w 4drodowmisku nie sogiyby
nywDiad obsarwowalnego efsktu sutagesnnego u Chiloreilla vylg, orar u
Faccharomyces cerev.. Moina zates priypusiczat, ie sutsganne
wiadciwoicy srodkdw ochrony rodlin  nooDa stanowic istotne
zEgrozenle GenotoKsyCINe dla Srodowi aka naturalnego
mieporswnywalnie wieksZe nit ryzyko wymkajlace 2z M euchronnego
kontaxtu cziowigka =z obecnym n <rodowi sku Proai eniovanies
JanizulAacCym. Froypuszezeni® takae wyratme popreraja recultaty
manosnl e muragennatc: Daganych Drapar atdw UrySKkane dlia
Tradescantia. Teat ten »a wrazliwoid ns promisniowanis rblizona do
wazliwoici limfocytadw ludzkich. W konaspkwenc ja wyda)® wsl¢ Iw
byicby waskazane kontynuowan:e dalszych baday T uwzglednieniswm
na!tepu;acvch kiwrunkdss

~ posrerzenia moziiwodci korzystania z cadej baterii tesatdéw we
wsZystkich przypadkach bDagdanych preparatdow, albo priynajsnie)
tych, dlia ktarvcn zostanie uzvekena odpowipd? pozytywna dla
najczul ezego testu tin Tradescantia -

- badanie preparatdw oraxr ich crystych substanc)i biologicanie
aktywnycn Jeszcie prisd wpromkdzanism preparatdw E2ytkowych na
rynek .

- oDpracowmanie sootiu matesatycinego opzsuiacego zaleinodd dawka
efekt u Chlorella vulg. Ordz SaccharomRyces cCersv., pozwalalacego

na ekatrapolacje danych z rakresu dawek wysokich do niskich. Taka
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ekctrapolacja w konsekwencjii dai aby moxE ] 1 worg zastosowania

koncepcli szacowania ryzyka gencuobsycznege na padstamie Rad

@kwiwalontu w ogparciu o dane Fksperyoentalne z vszystkich

stosowanych modeli.



PODZIEKOWANIE

W imeaniu wszysthick wWEpd: aUtOrSw ninieysrega opracomania  eragme
Qoraco podzigkowad naszym kolezankom i kolegom z Dziatu
Elektroniky oraz 2 Iakiadu XI, a szcregdlnie Joli Adastzvk za
pomoc w naszrych badaniach i rzetelnodd w pomiarach, ktdra w
ogroanym stopniu pgrzyczynily sie do osiagniecia naszego calu.

A. Cebul ska-Wasilewska
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