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Badano metodaq testu ma dominujacq i recesywng letalno$é sprze-
zonag z pleiq mutagenne dziatanie dwumetylonitrozoaminy i metepa
na dwéch gatunkach owaddéw testowych: Drosophila melanogaster L.
i Musca domestica L. Metepa wykazata dziatanie mutagenne dla
obydwéch gatunkéw. Dwumetylonitrozoamina nie wykazywala dzia-
lania mutagennego dla Musca domestica L. w teScie ma dominujqcg
letalnosé.

Badania mutagenéw Srodowiskowych prowadzone sg czesto przy uzy-
ciu muszki owocowej Drosophila melanogaster L jako jednego sposrod
organizmdéw testowych. Zaledwie 2-tygodniowy cykl rozwoju i znaczna
plodnosé, pozwalajg na uzyskanie w krotkim czasie jednorodnego ma-
teriatu biologicznego.

Warto nadmieni¢, ze pierwsze mutanty izolowano sposréd Drosophila
i ze wlasnie muszke owocows uzyto po raz pierwszy do wykazania mu-
tagennego dziatania zwigzkéw chemicznych.

Szerokie spektrum zmian genetycznych stwarza znaczne mozliwosci
wykorzystania tego owada nie tylkoe w badaniach metoda testu elimi-
nujgcego lecz réwniez w szczegdlowej analizie genetycznej. Dostepne
szezepy Drosophile pozwalaja na okre§lenie prawie wszystkich typow
zmian genetycznych od mutacji genowych do aberacji chromosomowych
w roznych typach komérek u owadéw obojga plci. Warto zaznaczyé, ze
zwigzki nie bedace bezposrednimi mutagenami sg przez D. melanogaster
metabolicznie aktywowane. Z badan nad kancerogeneza wiadomo, ze
prokancerogeny ulegajg dopiero w organizmie przemianom w reaktyw-
ne zwigzki. Jak wynika z biochemicznych oznaczen enzyméw mikroso-
_rnalnych owadoéw, znaczna liczba obeych zwigzkéw, w tym rowniez
insektycydy, sa oksydatywnie metabolizowane przez izolowane mikro-
somy lub inne frakeje subkomérkowe z ciata owadéw.

Charakter i rozmaito$¢ katalizowanych reakcji wykazuja, ze mikro-
somy owadzie posiadajg podobny stopienn zmiennosci i odznaczajg sie
brakiem specyficznosci w wyborze substratu podobnie jak mikrosomy
z watroby ssakéow [9].

OczywiScie uzyskana wylgcznie na podstawie badan na Drosophila
odpowiedz czy zwigzek jest mutagenem, nie jest wystarczajaca i row-
noznaczna w stosunku do ssakéw. Natomiast dokladna analiza wynikéw
badan otrzymanych na owadach moze wskaza¢ drogi postepowania w
znacznie bardziej czasochlonnych eksperymentach na kregowcach.

* Praca wykonana w ramach problemu MR-12.
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Sposréd badan na Drosophila test na dominujgcg letalnose [1] daje
bardzo szybko, bo w ciggu kilku dni odpowiedz, czy dany zwigzek moze
by¢ mutagenem. Czestotliwo$¢ mutacji okresla sie w tym przypadku
na podstawie liczebno$ci jaj niezdolnych do rozwoju, pochodzacych od
samic krzyzowanych z traktowanymi potencjalnym mutagenem sam-
cami. Poniewaz mucha domowa rozwojem, owogeneza, typem zaplod-
nienia rézni sie nieznacznie od D. melanogaster wydalo sie celowe
sprawdzenie czy owad ten moze by¢ uzyty w miejsce muszki owoco-
wej w tescie na dominujgcg letalnosé.

Wyniki uzyskane testem na dominujacg letalnosé¢ mogg by¢ obcigzo-
ne pewnymi bledami. Istnieje szereg niegenetycznych przyczyn, ktore
moga wstrzymywaé wylegi z jaj np. niezdolno$é¢ do zaplodnienia. Po-
nadto test nie ujawnia drobnych mutacji punktowych, ktore sa wykry-
walne testem na recesywng letalno$¢. W przypadku indukowania rece-
sywnej letalnoSci w chromosomie X traktowanych mutagenem sam-
cow, w pokoleniu F, nie wystepujg samce dzikiego szczepu.

METODYKA BADAN
a) Owady testowe

Muszka owocowa — Drosophila melanogaster L. hodowana na podtozu skla-
dajgcym sie z maki kukurydzianej, suszonych drozdzy, agaru i cukru. Szczep
dziki Berlin, szczep Miiller 5 — marker ze znaczonym chromosomem I, feno-
typowo -— oczy pomarahczowe, barwa ciala jasna oraz zanikajgce prazki na
odwloku. Mucha domowa Musca domestica L. szczep -wrazliwy oraz oporny na
DDT.

Larwy hodowano na zmodyfikowanej pozywce LSM przeznaczonej jako po-
karm dla myszy i szczuréw laboratoryjnych. Owady trzymano w pomieszcze-
niach o stalej temperaturze 25 1°C przy 12 godzinnym os$wietleniu,

b) Zwigzki chemiczne

Metepa — tlenek {réj(1-)2-metyloazyrydynylo/fosfiny, produkt techniczny pro-
dukcji American Cyanamid Company Agricultural Division.
Dwumetylonitrozoamina (DMNA) firmy Merck Schuchard.

¢) Metodyka badania mutagenmo$ci testem
na dominujgca letalnosc¢

Muchy bezpodrednio po wylocie rozdzielano wedlug pici umieszczajac oddziel-
nie samice i samce na trzy dni. W fym czasie samce obu gatunkéw owadoéow
otrzymywaly pokarm trakiowany badanymi zwigzkami. Stezenie DMNA w po-
karmie dla samcéw muchy domowej wynosilo 70 mM, 140 mM, 280 mM i 710
mM, a dla muszki owocowej 10 mM i 20 mM,; stezenie metepa natomiast dia
muchy domowej wynosito 12 mM, 23 mM, 47 mM i 95 mM, a dla muszki owo-
cowej 1,0 i 1,5 mM. Po ekspozycji krzyzowano samce z samicami. Stosowano
technike masowego 1laczenia wedtug Synkarayana [8], umieszczajac w grupach
po okoto 50 samic i 100 samcoéw.

Samice Drosophila zabezpieczano przed skladowaniem jaj podajac owadom
podloze skiadajgce sie wylacznie z agaru i cukru. Po 24 godzinach oddzielano
samce od samic. W dwudniowych odstepach czasu podawano samicom 4-krotnie
podioze na ktérym skladaly jaja. Wylegi larw obliczano po 24 godzinach w przy-
padku muchy domowej z losowo wybranych préb po 200 jaj, w przypadku muszki
owocowej ze wzgledu na mniejsza plodno$é z calego zloza jaj. Czestotliwodé do-
minujgcych mutacji letalnych ustalono na podstawie obserwacji procentu wylegu
larw w grupach traktowanych samcow krzyzowanych z nietraktowanymi sami-
cami w poréwnaniu z grupg kontrolng.
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d) Metodyka badania mutagennos$ci testem
na recesywng letalno$§¢ sprzezong z plcig

Samcom muszki owocowej dzikiego szczepu Berlin podawano przez 24 godw.
5% roztwor cukru z badanymi zwigzkami: dwumetylonitrozoaming w koncentra-
cji 10 mM 1 metepa 2,5 mM. Po zakonczeniu ekspozycji 1gczono samce z dzie-
wiczymi samicami (w wieku do 12 godz.) szczepu Miiller-5. Dziewicze heterozy-
gotyczne samice z pokolenia Fy krzyzowano nastepnie z samcami szczepu Mii-
-ller-5 zachowujgc stosunek 1 samica : 5 samcow. Celem okreélenia dzialania
mutagennego zwigzkéw badano w pokoleniu F, fenotypy, zwracajac szczegdlng
uwage na obecnos¢ samcéw dzikiego szczepu Berlin. Przegladu fenolypéw do-
konywano po 8 dniach od wylotu pierwszej muszki owocowej.

OMOWIENIE WYNIKOW BADAN

W tabelach I i II przedstawiono uzyskane metods testu na dominu-
jaca letalno$¢ wyniki badan prowadzonych na muszce owocowej i musze
domowej. Jako wskaznik dzialania mutagennego przyjeto procenty jaj
peinych zakladajac, ze przyczyng ograniczenia wylegu larw s3 domi-
nujgce mutacje letalne w spermie traktowanych samcéw.

Jak wida¢ z tabeli I metepa spowodowatl znaczny spadek wylegu larw
w stosunku do kontroli, zaréwno u muszki owocowej jak i u muchy
domowej. Z dostepnego piSmiennictwa wiadomo, ze zwiazki azyrydyny-
lowe w tym takze metepa dzialaja sterylizujgco na owady, zwlaszcza
na samce [2]. Mozna przypuszczaé, ze wiele z nich moze dziala¢ na
owady mutagennie. I tak np. wiadomo, ze afolat indukuje mutacje le-
talne w dojrzalej spermie muchy domowej {3] tepa u  pasozytniczej
blonkéwki Habrobracon [b]. O dwumetylonitrozoaminie wiadomo, ze
powoduje ona mutacje punktowe u owadow [6, 7).

W stosunku do metepa, dwumetylonitrozoamina (tabela II) wykazala
znacznie slabsze dzialanie na D. melanogaster i brak mutagennego dzia-
lania na muche domows. By¢é moze rdznice te wynikajg z nieco od-
miennego sposobu rozrodu.

Tabela I Badanie dzialania mutagennego metepa metoda testu na dominujaca letalnosé

Stezenie . . ..
Liczba Sredni 9, jaj pelnych  Blad stan-
Owady tostowe motopa badanych po 24/gg)djz§:;c}{ dardowy
w mM
Muszka owocows 1,0 899 53,6 6,0
1,5 455 57,4 7,0
K 637 14,6 0,1
Mucha domowa — wrazli- 12 2950 43,7 12,8
wa na DDT 23 2735 67,3 14,6
47 2765 82,3 0,9
95 1843 83,3 4,6
K 5075 5,2 2,9
Mucha domowa — opor- 12 1800 49,3 18,9
na na DDT 23 3000 80,3 13,6
47 3000 75,6 16,9
95 3000 84,1 10,5
K 6000 1,9 0,5

8 — Roczn. PZH



218 T. Syrowatka i inni Nr 3

Tabela II. Badanie dzialania mutagennego DMNA mctoda testu na dominujaca letalnoéé

Stezenio Liczba - o, )
Owady testowe DMNA badanych h.l:c.dnl o4 jaj pelnych Bm(‘l bb{:l'r,l-

w md i ja) po 24 godzinach dardowy
Muszka owocowa 10 1145 57,6 8,7
20 1132 55,7 6,9
K 820 23,3 4,9
Mucha domowa — wraz- 70 3000 12,0 4,2
liwa na DDT 140 3000 17,1 4,2
280 3000 16,0 5,2
710 3000 10,6 2.4
K 12000 10,9 1,3
Muche domowsa — opor- 70 3000 8,1 3,6
na na DDT 140 2900 7,7 1,3
280 3000 14,2 5.5
710 2900 13,3 4,9
K 11780 11,3 4.2

Jak wykazal North [4] w przypadku traktowania D. melanogaster
zwigzkami - alkilujgcymi wzrasta w spermie liczebno$é¢ uszkodzen ge-
netycznych w miare czasu jej przechowywania w woreczkach nasien-
nych samcoéw. Notuje sie wzrost translokacji chromosomowych i rece-
sywnych mutacji letalnych. Tego ,efektu magazynowania” nie udato
sie zaobserwowaé¢ u muchy domowej. Przeciwnie okazalo sie, ze pro-
cent mutacji letalnych w spermie traktowanych much domowych stop-
niowo obnizat sie.

Uzyskane testem na dominujacg letalnoS¢ wyniki badan metepa
i dwumetylonitrozoaminy wymagaly potwierdzenia testem na rece-
sywna letalnosé.

Jak widaé z tabeli III, traktowanie samcoéw D. melanogaster bada-
nymi zwigzkami w pokarmie indukowalo recesywne mutacje letalne w
chromosomie X. Czestotliwo$é recesywnych mutacji przy stosowanych
koncentracjach byla znaczna. W przypadku DMNA — 10 mM wyno-
sila 48,2%, w przypadku metepa — 2,5 mM az 72%.

Taboela I1I. Indukowanie deminujacych i rocesywnyeh mutacji letalnych u samedw muszki
owoeowoj Droposhile melanogaster L. pod wplywem DMNA i motepa

Zwinzki Stezenio % dominujacych mutacji  SteZenio 94* rocesywnych mutacji
o w mM letalnych w mM lotalnych
Metepa 1,0 53,6 2,5 72,0
1,5 4
DMNA 10,0 57,6 10,0 48,2
20,0 55,7
Kontrola 18,9 0.4
*

— obliczony na podstawie liczby badanyceh chromosomdw
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Obydwa testy na dominujaca i recesywng letalno$¢ wskazuja na mu-
tagenne dzialanie DMNA i metepa.

T. CoipoBaTka, B. CTteluuubecra, A, KxemMuunsbcrka, B. Cepepxna,
X. MaubKOBCKaA

VCCIEJOBAHUWE MYTATEHHOI'O JEWUCTBUA IVMETUIHUTPO3OAMVHA
M METEIIA HA HACEKOMBIX

Pezwuve

MeTogoM TeCTa ZOMMUAHTHONM M DEIeCCHMBHOMI JETAaJbHOCTH CLEIIEHHOM ¢ II0JIOM,
MCCHeA0BAIM  MyTareuioe [elcTBue AUMETHMIIHMTPO30aMMHA ¥ MeTema Ha Jpo30-
¢dunax (Drosophila melanogaster L.). Mccnenyemble cOoegMHeHUA AaBajanuChb B KOpMe
BIPOCHBLIM caMiaM. B TecTe JOMMHAHTHOM JeTalbHOCTM, KpoMe Ipo3odmi (IUTaMM
Berlin wild) npuMeHsAaM Takke KoMHaTHble myxn (Musca domestica L.). Habnio-
AaJM YUCIEHHOCTL TOJIHBIX HUI], He ODHAPYXMBAIOIMX BbIBEZCHUH JIUYMHOK, CKIa-
JbiBaeMbiXx 4 paza CaMKaMM CKPCILeHHBIMM ¢ SKCHepMMeHTalNbHbIMM caMmiavu. Oba
cooguHenMsa OKa3aju MyTareHHoe HNeCcTBMe Ha APO30uly: IAUMETUIHUTPO30aMUH
npu koupeurpauuu 10 u 20 MM, merena — 1,0 n 1,5 MM. ¥ KOMHaATHOA MyXM II0J
BAMAHMEM MeTena npu wouuenrpaguun 12—95 MM nabniogann 3HAUUTEILHOE YBe-
JIMYeHMEe UMCIA SOMMHAHTHBIX JIETAJIBLHBIX MyTauMit. JUMETHUIHUTPO30aMMH NIpU
Koumenurpaguu T0—710 MM e oOKazan MYTareHHOro MAE€MCTBUHA HA KOMHATHYIO
MYXY.

TecT peleccuBHON JNeTaJbLUOCTH Clenyennoi ¢ monoM (mrramm Berlin wild cxpe-
ueuHblit co mramvoMm Miller — Mapkép ¢ MeYeHHOM XPOMOCOMOIT 1) moaTBepmuJ
MyTaresuoe JeMCTBME IUMETMIIHMTPO30aMMHa M MeTema wHa Apo3oduiy. UHacrora
pPeLecCUBIbIX JEeTalJbHbIX MyTalMil COCTaBAAJA: B CJIy4ae IAMMETWIHUTDO3OAMUHA
npy xounentpauuu 10 MM — 48,2%6 u merena upu Konueurpauuu 2,5 MM — 72%,

T. Syrowatka, B. Styczynska, A. Krzeminska, B. Sereda,
H. Mankowska

STUDIES ON THE MUTAGENIC EFFECT
OF DIMETHYLNITROSOAMINE AND METEPA ON INSECTS

Summary

The method of the test for dominating and recessive sex-linked Ilethality
was used for observation of the mutagenic action of dimethylnitrosoamine and
metepa on Drosophila melanogaster L. The tested compounds were given 1o
adult male insects with food. In the test for dominant lethality the test animal
used apart from the Drosophila melanogaster strain Berlin wild was Musca
domestica L. fl. The number of full eggs and larvae without evidence of hat-
ching were counted in four successive laying of females crossed with males
treated with the compound. Both these compounds had a mutagenic action on
Drosophila: dimethylnitrosoamine was effective in concentrations of 10 and 29
mM, metepa 1.0 and 1.5 mM. In the fly metepa in concentrations of 12—95 mM
a significant increase of the dominant lethal mutations was observed. Dimethyl-
nitrosoamine in concentrations 70—710 mM showed no mutagenic effect on M.
demestica L.

The test for sex-linked recessive lethality (strain Berlin wild crossed with
strain Miller 5 — marker with labelled chromosome I) confirmed the mutagenic
action of dimethylnitrosoamine and metepa on Drosophila. The freguency of re-
cessive lethal mutations was in the case of dimethylnitrosoamine 10 mM -
48.2%, metepa 2.5 mM — 72%o.
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