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Badano metodą testu na dominującą i recesywną letalność sprzę­
żoną z płcią mutagenne działanie dwumetylonitrozoaminy i metepa 
na dwóch gatunkach owadów testowych: Drosophila melanogaster L. 
i Musca domestica L. Metepa wykazała działanie mutagenne dla 
obydwóch gatunków. Dwumetylonitrozoamina nie wykazywała dzia­
łania mutagennego dla Musca domestica L. w teście na dominujące; 
letalność. 

Badania mutagenów środowiskowych prowadzone są często przy uży­
ciu muszki owocowej Drosophila melanogaster L jako jednego spośród 
organizmów testowych. Zaledwie 2-tygodniowy cykl rozwoju i znaczna 
płodność, pozwalają na uzyskanie_ w krótkim czasie jednorodnego ma­
teriału biologicznego. 

Wa,rto nadmienić, że pierwsze mutanty izolowano spośród Drosophila 
i że właśnie muszkę owocową użyto po raz pierwszy do wykazania mu­
tagennego działania związków chemicznych. 

Szerokie spektrum zmian genetycznych stwarza znaczne możliwości 
wykorzystania tego owada nie tylko w badaniach metodą t estu elimi­
nującego lecz również w szczegółowej analizie genetycznej. Dostępne 
szczepy Drosophila pozwalają na określenie prawie wszystkich typów 
zmian genetycznych od mutacji genowych do aberacji chromosomowych 
w różnych typach komórek u owadów obojga płci. Warto zaznaczyć, że 
związki nie będące bezpośrednimi mutagenami są przez D. melanogaster 
metabolicznie aktywowane. Z badań nad kancerogenezą wiadomo, że 
prokancerogeny ulegają dopiero w organizmie przemianom w reaktyw­
ne związki. Jak wynika z biochemicznych oznaczeń enzymów mikroso­
malnych owadów, znaczna liczba obcych związków, w tym również 
insektycydy, są oksydatywnie metabolizowane przez izolowane mikro­
somy lub inne frakcje subkomórkowe z ciała owadów. 

Charakter i rozmaitość katalizowanych reakcji wykazują, że mikro­
somy owadzie posiadają podobny stopień zmienności i odznaczają się 
brakiem specyficzności w wyborze substratu podobnie jak mikrosomy 
z wątroby ssaków [9]. 

Oczywiście uzyskana wyłącznie na podstawie badań na Drosophila 
odpowiedź czy związek jest mutagenem, nie jest wystarczająca i rów­
noznaczna w stosunku do ssaków. Natomiast dokładna analiza wyników 
badań otrzymanych na owadach może wskazać drogi postępowania w 
znacznie bardziej czasochłonnych eksperymentach na kręgowcach. 

• Praca wykonana w ramach problemu MR-12. 
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Spośród badań na Drosophila test na dominującą letalność Il] daje 
bardzo szybko, bo w ciągu kilku dni odpowiedź, czy dany związek może 
być mutagenem. Częstotliwość mutacji określa się w tym przypadku. 
na podstawie liczebności jaj niezdolnych do rozwoju, pochodzących od 
samic krzyżowanych z traktowanymi potencjalnym mutagenem sam­
cami. Ponieważ mucha domowa rozwojem, owogenezą, typem zapłod­
nienia różni się nieznacznie od D. melanogaster wydało się celowe 
sprawdzenie czy owad ten może być użyty w miejsce muszki owoco­
wej w teście na dominującą letalność. 

Wyniki uzyskane testem na dominującą letalność mogą być obciążo • 
ne pewnymi błędami. Istnieje szereg niegenetycznych przyczyn, które 
mogą wstrzymywać wylęgi z jaj np. niezdolność do zapłodnienia. Po­
nadto test nie ujawnia drobnych mutacji punktowych, które są wykry­
walne testem na recesywną letalność. W przypadku indukowania rece­
sywnej letalności w chromosomie X traktowanych mutagenem sam­
ców, w pokoleniu F 2 nie występują samce dzikiego szczepu. 

METODYKA BADAŃ 

a) O w a dy te st o w e 

Muszka owocowa - Drosophila melanogaster L. hodowana na podłożu skła­
dającym się z mąki kukurydzianej, suszonych drożdży, agaru i cukru. Szczep 
dziki Berlin, szczep Miiller 5 - marker ze znaczonym chromosomem I, feno­
typowo - oczy pomarańczowe, barwa ciała jasna oraz zanikająee prążki na 
odwłoku. Muc-ha domowa Musca domestica L. szczep · wrażliwy oraz oporny na 
DDT. 

Larwy hodowano na zmodyfikowanej pożywce LSM przeznaczonej jako po­
karm dla myszy i szczurów laboratoryjnych. Owady trzymano w pomieszcze­
niach o stałej temperaturze 25 ± 1 °C przy 12 godzinnym oświetleniu. 

b) Z wiązki chemiczne 

Metepa - tlenek trój(l-)2-metyloazyrydynylo/fosfiny, produkt techniczny pro­
dukcji American Cyanamid Company Agricultural Division. 

Dwumetylonitrozoamina (DMNA) firmy Merck Schuchard. 

c) Metodyka badania mutageniności t-estem 
na dominującą letalność 

Muchy bezpośrednio po wylocie rozdzielano według płci umieszczając oddziel­
nie samice i samce na trzy dni. W tym czasie samce obu gatunków owadów 
otrzymywały pokarm traktowany badanymi związkami. Stężenie DMNA w po­
karmie dla samców muchy domowej wynosiło 70 mM, 140 mM, 280 mM i 710 
mM, a dla muszki owocowej 10 mM i 20 mM; stężenie metepa natomiast dla 
muchy domowej wynosiło 12 mM, 23 mM, 47 mM i 95 mM, a dla muszki owo­
cowej 1,0 i 1,5 mM. Po ekspozycji krzyżowano samce z samicami. Stosowano 
technikę masowego łączenia według Synkarayana [8], umieszczając w grupach 
po około 50 samic i 100 samców. 

Samice Drosophila zabezpieczano przed składowaniem jaj podając owadom 
podłoże składające się wyłącznie z agaru i cukru. Po 24 godzinach oddzielano 
samce od samic. W dwudntowych odstępach czasu podawano samicom 4-krotnie 
podłoże na którym składały jaja. Wylęgi larw obliczano po 24 godzinach w przy­
padku muchy domowej z losowo wybranych prób po 200 jaj, w przypadku muszki 
owocowej ze względu na mniejszą płodność z całego złoża jaj. Częstotliwość do­
minujących mutacji letalnyc,h ustalono na podstawie obserwacji procentu wylęgu 
larw w grupach traktowanych samców krzyżowanych z nietraktowanymi sami­
cami w porównaniu z grupą kontrolną. 
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Samcom muszki owocowej dzikiego szczepu Berlin podawano przez 24 god·,:, 
56/o roztwór cukru z badanymi związkami: dwumetylonitrozoaminą w koncentra­
cji 10 mM i metepą 2,5 mM. Po zakończeniu ekspozycji łączono samce z dzie­
wiczymi samicami (w wieku do 12 godz.) szczepu MuUer-5. Dziewicze heterozy­
gotyczne samice z pokolenia F 1 krzyżowano następnie z same.ami szczepu Mu­
-ller-5 zachowując stosunek 1 samica : 5 samców. Celem określenia działania 
mutagennego związków badano w pokoleniu F 2 fenotypy, zwracając szczególną 
uwagę na obecność samców dzikiego szczepu Berlin. Przeglądu fenotypów do­
konywano po 8 dniach od wylotu pierwszej muszki owocowej. 

OMÓWIENIE WYNIKÓW BADAŃ 

W tabelach I i II przedstawiono uzyskane metodą testu na dominu­
jącą letalność wyniki badań prowadzonych na muszce owocowej i musze 
domowej. Jako wskaźnik działania mutagennego przyjęto procenty jaj 
pełnych zakładając, że przyczyną ograniczenia wylęgu larw są domi­
nujące mutacje letalne w spermie traktowanych samców. 

Jak widać z tabeli I metepa spowodował znaczny spadek wylęgu larw 
w stosunku do kontroli, zarówno u muszki owocowej jak i u muchy 
domowej. Z dostępnego piśmiennictwa wiadomo, że związki azyrydyny­
lowe w tym także metepa działają sterylizująca na owady, zwłaszcza 
na samce (2). Można przypuszczać, że wiele z nich może działać na 
owady mutagennie. I tak np. wiadomo, że afolat indukuje mutacje le­
talne w dojrzałej spermie muchy domowej {3] tepa u . pasożytniczej 
błonkówki Habrobracon (5). O dwumetylonitrozoaminie wiadomo, że 
powoduje ona mutacje punktowe u owadów [6, 7). 

W stosunku do metepa, dwumetylonitrozoamina (tabela II) wykazała 
znacznie słabsze działanie na D. melanogaster i brak mutagennego dzia­
łania na muchę domową. Być może różnice te wynikają z nieco od­
miennego sposobu rozrodu. 

Ta hela I. Bll<lanie działania mutagt>nnego metepa metodą testu na dominującą letalność 

Stężenie 
Liczba średni % jaj pełnych Błąd stan-

Own<ly toHtowe metepa. badanych po 24 godzinach dardowy wmM 

Muszka owocowa 1,0 899 53,6 6,0 
1,5 455 57,4 7,0 
K 637 14,6 0,1 

:Mucha domowa wrażli- 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 2:3 3000 80,3 13,6 

47 3000 75,6 16,9 
95 3000 84,1 10,5 
K 6000 1,9 0,5 

.a - Roczn. PZH 
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Tab e I a II. B a da nie działania :mutagennego DMNA metodą testu na dominującą letalność 

Owady testowe 
Stężenie 

DMNA 
w mi\f 

Liczba 
bndanych 

ja j 

Ń rodni % jaj pełnych Błąd sta n-
jaj p o 24 godzinach da r,lowy 

:Muszka owocowa 

Mucha domowa 
!iwa na D DT 

IO 
20 
K 

70 
140 
280 
710 

K 

114,j 
I I 32 

820 

3000 
:!OOO 
:rnoo 
:rnoo 
12000 

- ------ - ------ ----- - - - --- --- -
J\Iuc,h u domowa 

n a n a DDT 
opor- 70 

140 
280 
710 
K 

:iooo 
2900 
:rnoo 
2900 

11 780 

57 ,6 8,7 
55,7 6,9 
23,:{ 4,9 

12,() 4,2 
17, l 4,2 
16,0 5 12 
J0,6 2,4 
10 ,9 1, :J 

--------
8, l :1,(, 
7,7 l ,:l 

14,2 5 ,5 
1 :i,:1 4,H 
ll ,3 4,2 

·-·- -·-.. -.- ·- - ----· ·-- ····-·- --------- •·-

Jak wykazał North [4] w przypadku traktowania D. melanogaster­
związkami alkilującymi wzrasta w spermie liczebność uszkodzeń ge­
netycznych w miarę czasu jej przechowywania w woreczkach nasien­
nych samców. Notuje się wzrost translokacji chromosomowych i r ece­
sy wnych mutacji letalnych. Tego „efektu magazynowania" nie udało 
się zaobserwować u muchy domowej. Przeciwnie okazało się, że pro­
cent mutacji letalnych w spermie traktowanych much domowych stop­
niowo obniżał się. 

Uzyskane testem na dominującą letalność wyniki badań metepa. 
i dwumetylonitrozoaminy wymagały potwierdzenia testem na rece­
sywną letalność . 

Jak widać z tabeli III, traktowanie samców D. melanogaster bada­
nymi związkami w pokarmie indukowało recesywne mutacje letalne w 
chromosomie X. Częstotliwość recesywnych mutacji przy stosowanych 
koncentracjach była znaczna. W przypadku DMNA - 10 mM wyno­
siła 48,2%, w przypadku metepa ~ 2,5 mM aż 72%. 

T ab o l a. I U . Ind ukowanie dominujących i recesywnych mutac ji Iot.a lnyclt n sam ców mu;;zki 
owocowej D roposldlrt melanogaster L. p od wpływem DM.NA i motqm 

Związki 

Metepa 

DMNA 

Stężenie % dominująeyeh mutacji Stężonio 
w mM letalnych w m)[ 

1,0 /5:ł,G 2,5 
l ,5 .'.i7 ,4 

JO,O 
:W,O 

5 7,(i 
55,7 

10,0 

Kont rol<1 18,!J 

%* ror:o~ywn ych mu( a r,ji 
lotalny1:!t 

72,0 

---- ------- ---- . ·-
48,2 

0 ,4 
-~- -------- ------- - - - ·- --- ·-· ----------- --- - - -------- --·-·- -· -----· --- - ----·-··- --------

* - o 1Jl ic½<my na podstaw ie liezhy lm da n ych chr om osomów 
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Obydwa testy na dominującą i recesywną letalność wskazują na mu­
tagenne działanie DMNA i metepa. 

T. Cb1p-0saTKa, B. CThI'łl1HhCKa, A. KJKeMl1HhCKa, B . Cepe,1.1a, 
X. M a II h K o B c K a 

J,1CCJIE,Zl,OBAHJ,1E MYTAfEHHOro ,Zl,EJlCTBJ.1.H ,l].J.1METMJIHJ.1TPO3OAMJ.1HA 
M METEIIA HA HACEKOMhlX 

P e3 10:vie 

MeT0).1011 TeCTa ).IOM11'llal!Tll0M 11 peQeCC11BHOM JieTaJibHOCTl1 ·CQeITJieHHOH C 110JIOM, 
11ccJi e,n;osaJI11 MyTareH11oe ,,n;ei1cTs11e ,n;11MeTJ1JIHJ1Tpo3oa:vi111-rn 11 MeTe,na ui:a ,n;po3o­
qmJiax (Drosophiia melanogaster L.). J.1ccJie•,n;yeMbre coe,1.1w11e111111 ,ąasaJIJ1Ch B Kop:vie 
B3p0C J!h!M caMQa'M. B TeCTe ).IOMJ,rnaHTHOM JieTaJI,bHO'CTM, KPOMe ).lp030tjJl1,JI (uITaMM 
Berlin wild) np11MeH.HJI11 TaKJKe KOMHaTHhie MYXl1! (Musca domestica L.). Ha6JI10-
.:1aJIH '{J1•CJIC!IHOCTb 110JI,Hh!X .H11Q, He o611apyJKJ1BlHO~l1X BbIBe).leHl1.H JIW!11'HOK, CKJia­
,;\bIBaeMbIX 4 pa3a •CaMKa!.rn ·CKpe~eHHhlMJ1 C 3KCnep11Me11TaJibHblMl1 ·CaMQaMJ1. O5a 
COEl).\v!HCII•l1.H OKa3aJI11 MyTareirnoe ;11e~CTBJ1e Ha J.IP030,qJ11JIY: ).IJ1MeTJ1'JIHl1Tp030aMl1H 
npv! KOHQel!TpaQl111 10 l1 20 MM, MeTena - 1,0 11 1,5 M.M. Y KO•M•HaT:HOH !.IYXH •110).l 
aJ111.H1rneM MeTena np11 'K011Qe11Tpa QJ111 12-95 MM Ha6JJ10).lam1 3Ha'łt1TeJJbH0-e yse­
::rw1e1me '{J1•CJJ.a ).IOMJ1Hal!THh!X JieTa JibHb!X MyTaQMM. ,l].11MeTJ1JIHl1Tp030aMl1H np11 
KOIIQ C'!!TpaQ1111 70-710 MM •He OKa3aJI MYTarerm-10ro ,1.1ei1CTBl1ll ua KOMHaTHYIO 
:vryxy. 

T ecT p e QCl:CJII B!I0M JICTaJI,bllOCTl1 CQenJieHHOM C '11-0JJ0M {ll!TaMM Berlin wild CKp e ­
ll.\e!ll!blH co WTaMMOM Miller - MapKep C Me'łeHHOM xpOMOCOMOH 1) Il0).IT•Bep).111JI 
MyrareHHOC ';1\C HCT Bl1C ).ll1MeTJ1JUJl1Tp030aMl1Ha 11 MeT ena Ha ;11po13oqmJiy. '9:acTOTa 
peQe-C-Cl1 B11hlX JICTaJII,IIb!X MyTaą11i1 ·COCTaB'JI.HJia: B CJiy'łae ).111MeTJ,f,JIIHl1Tp03-0aMl1Ha 
npx KOIIQeIITpa~I,111 10 :viM - 48 ,20/o 11 :vie-rena np11 K011Qe11TpaQ1111 2,5 :viM - 720/o. 

T. Syr o w at ka, B . St y c z yń ska, A. Kr zemińska, B. Sereda, 
H. Mańkowska 

STUDIES ON THE MUTAGENIC EFFECT 
OF DIMETHYLNITROSOAMINE AND METEP A ON INSECTS 

Summary 

The method of the test for dominating and recessive sex-linked lethality 
was used for observa ti on of the mutagenie action of dimeth'ylnit rosoamine and 
metepa on Drosophila melanogaster L. The tested compounds were given to 
adult małe insects with food. In the test for domina nt letha lity the test a nim;:i! 
used apart from ~he Drosophila melanogaster strain Berlin wild was Musca. 
domestica L. fi. 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. Bath these compounds had a mutagenie action on 
Drosophila : dimethylni,trosoamine was effective in concentrations of 10 a nd 21) 
mM, metepa 1.0 a nd 1.5 mM. In the fly metepa in concentrations of 12-95 mM 
a significa nt increase of the dominant lethal mutations was observed. Dimethyl·• 
n itrosoamine in concentrations 70-710 mM showed no mutagenie effect on M. 
domestica L. 

The tes t for sex-linked recessive Jethality (strain Berlin wild crossed with 
s train Miller 5 - marker w.ith labelled chromosome I) confirmed the mutagenie 
.1ction of dimethylnitrosoamine and metepa on Drosophila. The frequency of re­
-:·essive Jethal mutations was in the case of dimethylnitrosoamine 10 mM -
48.20/o, metepa 2.5 mM - 720/o. 
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