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STUDIUL CROMOZOMILOR LA SOBOLANII TRATATI CU ZINEB
Gh. Rogca, Stela Rosca, Angela Szovérfi

Lucrarea noastrd reprezinti aportul disciplinei de histologie de la
LM.F. Tirgu-Mures, la realizarea contractului de cercetare nr. 32/2, inche-
1at cu Institutul de Igiena si Sandtate Publicd Cluj-Napoca, avind ca
tema principala: Cercetari toxicologice si de laborator privind actiunea
»Zineb*-ului asupra organismului animal.

Ipoteza noastrd de lucru a fost de a testa actiunea Zineb-ului admi-
nistrat in doze diferite, asupra cromozomilor de sobolan.

Zineb-ul este un fungicid utilizat in protectia culturilor §i pomilor
fructiferi impotriva unor boli produse de ciupercile patogene.

Denumirea chimica este etylenbisditiocarbonat, iar in comert poate
fi gasit si sub alte denumiri ca: Aspor, Crystol Zineb, Ziolan, Zeptox,
Polyram Z etc.

Material §i metodd

Studiul experimental subcronic s-a efectuat pe un numaiar de 60 de
sobolani Wistar, tineri, de ambele sexe, cu o greutate cuprinsad intre
55—95 g, proveniti de la biobaza I.M.F. Tirgu-Mures. Conform ipotezei
de lucru animalele au fost impdartite in trei loturi dupad cum urmeazi:

a) Lotul martor (M), alcatuit din 20 de sobolani Wistar tineri 10
masculi (sublotul MB) si 10 femele (sublotul MF). Aceste animale au
fost gizduite la biobaza I.M.F. Tirgu-Mures care le-a si asigurat ingri-
jirea si hrana corespunzitoare conform baremului in vigoare (lapte,
oviz, mamaliga, griu, térite, morcovi si vitamine). Alimentatia anima-
lelor s-a efectuat de 2 ori pe zi: dimineata si la prinz. Martorii au fost
tinuti sub observatie 4 saptamini si in aceeasi perioada de timp cu lotu-
rile testate. ) o

b. Lotul O—1, compus din 20 sobolani tineri: 10 femele (sublotul
OF-1) si 10 masculi (sublotul OB-1) la care s-a administrat timp de 4
saptamini, zilnic fungicidul »Zineb” in doza de 1%/, din DLsy (5000 mg/kg).

Substanta testata a fost procurat;'a .de lg ILLS.P. Cluj-Napoca gata
preparata, prin amestecul fungicidului in f.ém.é de maélai (3 g toxic la
300 g malai) 5i administrat pe cale bucala zilnic 1 g/kg greutate animal.
Amestecul primit s-a frémintat cu apd si s-a adxpimstrat intotdeauna
dimineata in cutii Petri. Numai dupa consumarea integrald a toxicului,
animalele au primit si ratia obignuita de alimente.
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c. Lotul O—5, format tot din 20 de animale de experiment, sobolani
Wistar, tineri de ambele sexe: 10 masculi (sublotul OB-5) i 10 femele
(sublotul OF-5). La aceste animale s-a administrat tot zilnic si tot pe cale
bucalad fungicidul ,,Zineb“ in concentratie de 5%, din DLso 15 g substanta
activa la 300 g faind de malai.

La inceput si apoi de 2 ori pe siptimina ammalele din cele 3 loturi
au fost cintarite, dozele adaptindu-se intotdeauna dupia greutatea ani-
malelor, Sobolanii au fost impartiti cite 5 intr-o cusci si ingrijiti la
biobazd exaot in conditiile animalelor din lotul martor. S-a urmarit
zilnic cu mare atentie fiecare animal, inscriindu-se in protocol compor-
tarea animalelor, pofta de mincare, starea de sdnatate si greutatea.

In ultima zi de experiment dupa administrarea amestecului de Zineb,
pentru cercetirile cariologice, animalelor 1i s-a injectat cu 2,5 ore inainte
de sacrificare, pe cale intraperitoneald cite 1 ml/100 g animal din solutia
de colchicind (Serva) 0,0259/, (dilutia s-a facut in apa distilata).

Tehnica de prelucrare a materialului a avut la bazd metoda descrisi
de Ford si Woollam.

Materialul utilizat pentru examenul cariologic a fost maduva rosie
hematogena prelevati din oasele femurale. De la fiecare animal s-au
intins 5 frotiuri pentru a fi examinate la microscopul cu imersie. S-au
examinat, microfotografiat §i inregistrat in tabele la fiecare animal un
numir de 35—40 metafaze. Rezultatele au fost evaluate pe baza exa-
menului direct microscopic si pe microfotografii si inregistrate statistic
pentru interpretare comparativa.

S-au urmarit doua serii de aberatii:

1. aberatiile cromozomiale de numir sub forma hipoploidiilor si
hiperploidiilor de diverse tipuri;

2. aberatiile cromozomiale de structurid sub forma leziunilor acro-
matice, deletiilor, fracturilor cromatidice, fragmentelor acentrice si a
rupturilor centromerice.

Rezultate gi discutii

Examinarile facute la microscopul de imersie si pe microfotografii
au scos in evidentd urmatoarele aspecte:

a. Lotul martor M): marea majoritate a metafazelor (87,92%;) sint
normale numeric, fiecare metafazi normoploidi fiind formati din 42
cromozomi. Din 356 de metafaze numai 39 (10,960/,) prezintd pierderi
de cromozomi, iar in 4 metafaze existd cromozomi in plus (1,129/).

Din celulele hipoploide predomini cele cu pierderi minime de 1 (unu)
(4,77%/) si 2 (doi) (3,65%) cromozomi dintr-o celuli. Dintre hiperploidii
am gasit forme cu 2 cromozomi in plus (0,85%) si rar celule cu 1 cro-
mozom in plus (0,28¢/;). La exprimarea procentuali a aberatiilor cromo-
zomiale de numar am luat in considerare ca unitate de referinti, meta-
faza (fig. nr. 1).

Aberatiile cromozomiale de structura au fost prezente in urmitorul
procent: deletiile in 0,18v/, (27 de cromozomi); leziunile acromatice in
0,16%, (24 de cromozomi); fragmente acentrice in 0,080/, (12 cromozomi);
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fracturile cromatidice in 0,07¢/ (11 cromozomi) si rupturile centromerice
iin 0,92% (3 cromozomi). Procentul cromozomilor cu aberatii de structurs
s a atins 0,510/, (77 de cromozomi). Modificirile cromozomiale de struc-
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Fig. nr. 1: Reprezentarea procentuald a aberatiilor cromozomiale de numdér, la cele
trei loturi

turi le-am calculat procentual luind ca punct de referin{d numairul total
de cromozomi {14,952) care ar fi trebuit si fie in cele 356 metafaze exa-
minate (fig. nr. 2).

Daca compariam datele procentuale ale celor 2 grupe de aberatii cro-
mozomiale (numdr §i structurd) la cele doud subloturi de animale mar-
tore, constatam:

— la sublotul MF, metafazele normoploide ating un procent mai
mare (90,11%,) decit la sublotul MB. Procentul metafazelor hipoploide
cu 1 cromozom in minus ating la ambele subloturi aproape acelasi pro-
cent (MB—4,60,; MF—4.94%), in timp ce pierderile de 2 cromozomi
dintr-o metafaza ating un procent dublu (4,4%) la sublotul MF fati de
sublotul MB (2,88%). Hiperploidiile sint de 3 ori mai frecvente la masculi
(1,729/,) fata de femele (0,55%).

— aberatiile cromozomiale de structuri sint aceleasi la cele doua
sexe de sobolani insid ordinea de frecvenid a diferitelor tipuri de ano-
malii variaza: la sublotul MB predomind leziunea acromatici, in timp
ce la sublotul MF pe primul loc se afld deletia.

Pe baza datelor cifrice si procentuale gisite la animalele lotului
martor, putem spune ci modificrile de numir cromozomial si de struc-
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Fig. nr. 2: Reprezentarea procentuald a aberatiilor cromozomiale
de structura, la trei loturi

turd cromozomiali sint minime si nu au o semnificatie deosebiti si ca
atare procentele obtinute pot fi folosite ca date de referintd in studiul
nostru. Astfel de modificdri numerice de pina la 108/ le-am gasit si la
sobolanii Wistar proveniti de la biobaza I.I.S.P. Cluj-Napoca. Ele pot fi
considerate fie ca o consecintd a unor aberatii spontane posibile si
descrise mai cu seami la sobolani, de Curtis, fie consecinta unor arte-
facte provocate de factorii tehnici utilizati (colchicinizare, fixare, etalare)
dupd cum sus{in gi alti autori (Gripenberg — 1964; Migeon — 1964;
Mertz — 1964 si Wiener). Aceleasi considerente sint valabile si in pri-
vinta procentului de aberatii cromozomiale de structura, a caror cifra
la lotul martor atinge tot limite mici si nesemnificative.

Am luat in considerare in studiul nostru numai metafazele cu cro-
mozomi perfect etalati, evitind metafazele cu numeroase suprapuneri
cromozomiale, cu aglutinari sau cu cromozomi de aspect pufos, filiformi,
cromozomi contractati, cromozomi despiralizafi etc. Dacd unii autori con-
siderd acesti cromozomi modificati la suprafatd drept cromozomi markeri
(Nadeer Wankong si colab.). altii, impreunia cu noi. i socotesc drept rezul-
tat al factorilor tehnici utilizati. Noi i-am omis deoarece aproape pe fiecare
laméd cu frotiu am gasit diferite tipuri de astfel de cromozomi.

b La lotul O—I1, la care s-a administrat substanta ,,Zineb 1% din
DL-y“, aberatiile cromozomiale de numir sint mai putine decit la ani-
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malele lotului martor. Astfel, metafazele normoploide ating un procent
de 93,44%, din celulele examinate (328 metafaze normale din 351 exa-
minate). Metafazele hipoploide sint prezente intr-un procent de 5,99 (21),
jumatate fatd de lotul martor, predominind si aici celulele cu pierderi
minime, de 1—2 cromozomi dintr-un set diploid. Metafazele hiperploide
sint exceptionale (0,56Y) cite una in fiecare sublot (fig. nr. 1).

Daci compardm rezultatele statistice ale aberatiilor cromozomiale
de numir la cele doua subloturi, atunci putem observa ci nu existd
diferente semnificative intre sublotul OB-1 si OF-1 nici in ceea ce pri-
veste procentul metafazelor normoploide (OB-1 = 94,261/, OF-1 = 92,69%/)
nici a numarului de metafaze aneuploide: hipoploide (OB-1 = 5,20/;
OF-1 = 6,74%,) si hiperploide (OB-1 = 0,57%;; OF-1=0,57",). Aberati-
ile cromozomiale de strcturd sint prezente intr-un procent mai mic
(0,48%¢) la lotul O-1 in comparatie cu lotul martor (0,51%). Tipurile de
aberatii si ordinea de frecven{d este aceeasi ca la lotul martor: deletii
(0,18%,); leziuni acromatice 0,120/; fragmente acentrice 0,1%,; fracturi
cromatidice 0,05%,; rupturi centromerice 0,03%); (fig. nr. 2).

Dacd comparam aberatiile de structura la cele doud subloturi ale
animalelor tratate cu ,Zineb 19%,* tipurile de aberatii si frecventa
acestora este aproape identicd: deletiile (sublotul OB-1 = 0,160/,; sublotul
OF-1 = 0,20%}); leziunile acromatice (sublotul OB-1=0,119/); sublotul
OF-1 =0,15"); fragmentele acentrice (sublotul OB-1 = 0,11Y%); sublotul
OF-1 == 0,09%,); fracturile cromatidice (sublotul OB-1 = 0,059/,; sublotul
OF-1 = 0,04%,). Diferentele procentuale dintre cele doud subloturi sint
minime si astfel ele nu au o semnificatie majora,

Lipsa anomaliilor cromozomiale de numir si de structurd intr-un
procent mai mare decit la animalele martor dovedesc lipsa de toxicitate
a substantei testate de noi in doza si conditiile experimentale create,
fapt dovedit si de faptul c3, animalele lotului 0-1 tot timpul experi-
mentului au avut o mare vitalitate $i poftd de mincare, consumind rapid
si in totalitate atit faina de maélai amestecatd cu toxic, cit si ratia ali-
mentard. Animalele acestui lot au crescut in greutate cu 25—26 g/animal
in decursul experientei, exact ca si animalele martor (26 g).

c. La lotul O-5, numirul metafazelor aneuploide (11,36%) cit si a
cromozomilor cu aberatii structurale (0,62%;) este usor crescut fati de
cifrele gasite la lotul martor (aberatii structurale = 0,51) si mai ales la
lotul 0-1 (aberatii numerice = 6,53%p; aberatii structurale 0,48%).

Dintre anomaliile cromozomiale de numir formele hipoploide ating
un procent mai scazut, de 10,51%, (37 metafaze), dar aici mai frecvente
sint celulele hipoploide cu pierderi de 1 si 3—1 crom029mi (3.41%%). Meta-
fazele hiperploide ating un procent mai scazut decxg la lotul martor
(0.85% ), dar mai ridicat decit la lotul O-1 (0.56%), (graficul nr. 1).

Anomaliile cromozomiale de structurd sint mai crescute (0,629 la
lotul O-5 decit la loturile martor (0,51%/) si la lo‘tul 0O-1 (0,48%), apar ace-
leasi tipuri de aberatii structurale insa cu ordinea de frecventd modifi-
catd in parte: 1. leziuni acromatice (0,26%); 2. deletiile (0,19%); 3. frac-
turile cromatidice (0,10%); 4. fragmente acentrice (0,04%9); 5. rupturile
centromerice (0,03%) (graficul nr. 2). .

Daci facem o comparatie intre, rezultatele aberatiilor cromozomiale
gasite la cele doud subloturi ale lotului de animale tratate cu ,,Zineb 5%,
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constatdm ca sublotul femel (OF-5) este mai sensibil la administrarea sub-
stantei toxice decit sobolanii masculi. La sublotul OF-5 anomaliile de
numar ating un procent de 8,51%, hipoploidiile si 1,59%, metafazele
hiperploide, in timp ce la sublotul OB-5 hipoploidiile ating un procent
de 12,8%,, dar hiperploidiile lipsesc (0). Numarul - total al aberatiilor
cromozomiale de structurd la sublotul OF-5 este de 59 (0,74%) in timp ce
la sublotul OB-5 de numai 34 (0,49%).

Datele cifrice si procentuale de anomalii cromozomiale gasite la ani-~
malele lotului O-5 §i mai ales la sublotul OF-5 dovedesc in comparatie
cu rezultatele loturilor M si O-1, cad substanta toxicid administrati in
concentratie mai mare (5% din DLsp) induce aberatii cromozomiale, dar
intr-un numar relativ mic. Aceastd constatare o sustinem si prin faptul
cd animalele lotului O-5 au avut o poftd de mincare scazuta la o sapti-
mind dupd administrarea toxicului si cd din acest lot au murit 6 animale
in saptimina a 2-a (5 femele si 1 mascul) fapt care ne-a determinat si
completdm acest lot si sd reludm experimentul. La reluarea experientei
inapetenta animalelor s-a pastrat, dar nu a murit nici un sobolan. Greu-
tatea ponderald a animalelor din lotul O-5 a scdzut in prima siptimina
apoi a crescut, dar in limite mult mai mici decit la celelalte loturi.

Concluzii

Pe baza rezultatelor obtinute la examenul microscopic si a micro-
fotografiilor executate de pe metafazele obtinute de la cele 3 loturi de
animale: lotul martor de referinta. lotul O-1 tratat cu Zineb 1% din DL,
si lotul O-5 tratat cu 5%, din DLj,, putem trage urmitoarele concluzii:

1. La animalele tratate cu Zineb 19/, aberatiile cromozomiale de
numar si de structurd ating cifre si procente identice sau chiar mai mici
decit la animalele lotului martor, farad diferente semnificative intre
masculi si femele.

2. La animalele tratate cu Zineb 5%, apar cifre si procente de ano-
malii cromozomiale usor crescute fati de celelalte 2 loturi (lotul martor
si lotul O-1) mai ales in ceea ce priveste aberatiile de structura.

3. Din observatiile noastre si din studiul citogenetic rezultd cd sub-
stanta Zineb in concentratie mai mare poate induce unele anomalii cro-
mozomiale mai ales de structura.
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Gh. Rogca, Stela Rosca, Angela Szévérffy

STUDY ON THE CHROMOSOMES IN WISTAR RATS TREATED WITH ZINEB

In this paper, the authors’ aim was to test the action of the fungicide named
ZINEB, given in different doses, on the chromosomes of nats.

The subchronic experimental study was carried out on young animals of both
sexes, which were divided in three groups: group C (control); group 0-41 (ZINEB
given in a dose of 1%, from DLsp); group 0-5 (ZINEB given in a dose of 5%, from
DLsy). The administration of the fungicide was made daily, per os, for 4 weeks.

For the cariologic examination haematogenous marrow was used, taken from
femura]l bones, according to the technique described by Fordwoollam, and under
the microscope with immersion the chromosomal aberrations of number and struc-
ture were followed up.

The comparative analysis of the findings allowed the authors to draw the
following conclusions:

1. In 1%, ZINEB treated animals chromosomal aberrations of number and
structure reach the same percentage or less than in the control group.

2. In 5% ZINEB treated animals the percentage of chromosoma! aberrations
are slightly increased against group C and group 0-1, especially as far as structural
chromesomal aberrations are concerned, which proves the harmfu! action of the
fungic.de upon the chromosomes of rats, when the concentration is higher.





