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1ZVvOD

Atanasova M., Sekovski @., Dimeska G. i Mulev M. (2002/03). Vlijanie na te{kite
metali vrz citogenetskiot status na Plantago lanceolata L. Ekol. Za{t. @ivot. Sred. Tom 8,
Br. 1-2, Skopje.

So cel da se ispita citogenetskoto vlijanie na te{kite metali (Cu, Cd, Pb i Zn) vrz
mitotskiot indeks, mitozata, mejozata i FertiInostanapolenot kaj Plantago lanceolata, kolek-
tirani se semenski materijal i cvetni pupki od istoto rastenie od bliskata okol ina (100m)
na topiInicata MHK ,,Zletovo* Veles vo R. Makedonija.

Kako kontrolen materijal se smeta semenskiot materijal i cvetnite pupki od P. lan-
ceolata kolektirani vo lokalitetot \uri{te vo blizina na gradot Sveti Nikole.

I spituvaweto na koncentracijata na ovie te{ki metali vo po~vata, kako i vo listo-
vite poka~ uva dekavo okolinata na topiInicata,Zletovo“ tie se od 1.5 do 90 pati pogolemi
otkolku vo \uri{te. Zaradi toa se o~ekuva{e, a potoa i se potvrdi vlijanieto naovie meta-
11 vrz citogenetskiot status na ispituvanite rastenija.

Mitotskiot indeks kaj P. lanceolata zna~itelno e namalen, a od citolo{kite promeni
vo tekot na mitotskiot delben ciklus najzastapeni se: binuklearni kletki, mikronukleusi,
citomiksija i dr.

I spituvawata na mejotskiot delben ciklus poka™ uvaat golem procent na defektni
kletki, {to rezultira so namaluvawe na Fertilnosta na polenot i pojava na defektni po-
lenovi zrna.

Klu~ni zborovi: Plantago lanceolata, te{ ki metali, mitoza, mejoza, mitotski indeks, Fertil-

nost na polen

ABSTRACT

Atanasova, M., Sekovski Z., Dimeska G. & Mulev M. (2002/03). The influence of heavy metals to
cytogenetic status of Plantago lanceolata L. Ekol. Zast. Zivot. Sred. Vol. 8, No. 1-2, Skopje.

In purpose to investigate the influence of heavy metals (Cu, Cd, Pb and Zn) to mitotic index, mitosis,
meiosis and fertility of pollen, seed material and flower buds has been collected from Plantago lanceolata,
from the near area (100m) of melting factory MHK ,,Zletovo* Veles R. Macedonia.

Seed material and flower buds of the same plant from GuriSte near the town Sveti Nikole has been
considered as control material.

Investigation of concentration of this heavy metals in the soil as well as in leaves of chosen plant
showed 1.5 - 90 times larger amount in the area of melting factory ,,Zletovo® Veles, compared to those in
Guriste. That is why we expected and than confirmed the influence of those metals to cytogenetic status of
investigated plant.
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Mitotic index of P. lanceolata has been significantly decresed, and the most frequently changes in
mitotic cycle are: binuclear cells, micronuclei, cytomixis.
The investigation of meiotic cycle shown high number of abnormal cells, which results in decrease of

pollen fertility, and abnormal pollen.

K ey wor ds: Plantago lanceol ata, heavy metals, mitosis, meiosis, mitotic index, pollen fertility

Voved

Vo poslednite dekadi zagaduvaweto na
~ivotnatasredinaso te{ ki metali se zgo-
lemuva drasti~no. Se znae deka odredeni
te{ki metali predizvikuvaat DNA o{te-
tuvawa i razli~ni hromozomski abnormal-
nosti, a nivnite kancerogeni efekti na
~ivotnite i ~ovekot najverojatno se povr-
zani so nivnite mutageni aktivnosti.

Rastenijatamo ™ at da se podelat vo dve
grupi spored osetlivosta kon zagaduvawe-
to a) senzitivni vidovi so razli~en ste-
pen na senzitivnost kon efFektite na zaga-
duvaweto i b) tolerantni vidovi koi os-
tanuvaat " ivi I navidum nepovredeni vo
nivnata prirodna sredina (Malallah et al.,
1995).

Vo literaturatakade e prika™ anaana-
lizata na hromozomite se upotrebuva mi-
totskiot indeks kako pokazatel za mi-
totskata aktivnost. Mitotskiot indeks se
menuva (obi~no se namaluva) pri deluvawe
na bilo koj agens voop{to, {to zna~i deka
toj e primaren odgovor naorganizmot (ras-
titelen ili " ivotinski) na izmenetite
~ivotni uslovi (Druskovi¢, 1984).

Materijal 1 metodi

I spituvana e sodr ~ inata na te{kite
metali (Cu, Cd, Pb i Zn) vo primeroci od
po~va i vo listovi na rastenija od Plantago
lanceolata L. vo neposredna blizina (100 m)
na Fabrikata za proizvodstvo na olovo i
cink vo Veles, a za sporedba istite anali-
zi se napraveni i za primeroci od po~va i
listovi na istite rastenija od lokalite-
tot \uri{te, koj se naoja vo blizina na
gradot Sveti Nikole, na nadmorska visi-
na od 900 m, predel koj se smeta za rela-
tivno ~ista " ivotna sredina.

Za citolo{ka analiza, za utvrduvawe
namitotskiot indeks i otkrivawe naeven-
tualni anomalii pri mitotskiot delben
ciklus koristeno e meristemsko tkivo od

vrven korenov meristem od analiziranite
rastenija.

Materijalot e obraboten spored cito-
lo{kata tehnika na Tjio & Levan (1950),
kako i standard ,,squash* metodata po Batta-
glia (1955). Materijalote tretiranso cito-
statik, 8-hydrooxyquinoline (0,002 M), za
vreme od 12 - 24 ~asa, ha sobna temperatu-
ra. Korenovite vrvovi se Fiksirani vo
Fiksativ po Klark (alkohol-ocetna kise-
linasoodnos 3:1) i po 24 -48 ~asa, koren-
~iwata se preFrleni vo 75 % etil alko-
hol vo koj se odr ~uvani podolg period, na
temperatura od 4°C se do upotrebata.

Obojuvaweto na hromozomite e nap-
raveno so Schiff - ov reagens (leuco-basic fuch-
sin), spored metodot na Darlington & La Cour
(1962), i so hematoxylin po Gomori spored
metodot na Konstantinov i sor. (1985).

Za sekoe rastenie posebno presmetan
e mitotskiot indeks - M1 ~i1i vrednosti
se izrazeni vo %, a se baziraat na merewa
napraveni na prose~no 3000 kletki od tri
razli~ni preparati. Toj go izrazuva % na
kletki vo delba (od profaza do teloFaza)
vo odnos na vkupniot broj meristemski
kletki.

Od privremenite preparati se izrabo-
tuvani i trajni preparati so upotreba na
te~en CO,, po metodot na Bowen (1956). Po
kratkotrajno smrznuvawe, preparatite se
ispirani soapsolutenalkohol i se vklopu-
vani vo Euparal.

Za analizata na hromozomite vo me-
jotskiot delben ciklus, koristeni se mla-
di i sve ™ i cvetni pupki, ~ii anteri se so
odredena golemina i vo odredena Faza od
delbata, se Fiksirani vo aceto-alkoholen
(1:3) Fiksativ po Klark, i vo Karnya Fik-
sativ - alkohol, hloroFform i ledena ocet-
na kiselina vo odnos 6 : 3 : 1. Boeweto na
anterite e napraveno vo 2% aceto-orcein
ili aceto-karmin. Od izoliranite i oboe-
ni anteri, odnosno mati~ni polenovi klet-
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ki po ,,squash® metodata na Darlington & La
Cour (1962), napraveni se preparati za
analizanatekot namejotskiotdelbencik-
lus.

Preveduvaweto na privremenite vo
tajni preparati e na ist na~in kako i za
mitotskite hromozomi.

Od pogolemite cvetni pupki naprave-
ni se preparati za presmetuvawe na % na
Fertilnost so Jod - Glicerinska metoda
(Petrovi¢ & Vucenovi¢ 1992). Fertilnosta e
odredena vrz baza na analizata na prib-
1i " no 3000 polenovi zrna po rastenie (po
1000 polenovi zrnanalpreparat),ae izra-
zena vo odnos na 100.

Trajnite preparati koristeni vo ana-
lizata nadvatadelbeni ciklusi, se ~uvaat
vo zbirkata na preparati vo laboratori-
jata za genetika, citologija, anatomija i
morFologija na rastenijata pri Botani~-
kiot zavod so botani~kata gradina na In-
stitutot za Biologija, pri Prirodno-
matemati~kiot Fakultet vo Skopije.

Za sekoja analizirana grupa na ras-
tenija, odreden broj na mitotski i mejot-
ski kletki se mikrofotograFirani so Re-
ichert - Fotomikroskop.

Rezultati 1 diskusija

Vo okolinata na topilnicata MHK
wZletovo“ Veles postojat dva razli~ni
na~inanavlijanie na {tetnite materii i
toa direktno od vozduhot i indirektno
preku po~vata. Se raboti za pove}e agensi
koi mo ™ atda imaat genotoksi~en efFekt na
rastenijata i kaj koi mo e pokraj direkt-
niot efFekt da nastapi i akumulativen
efekt.

Merena e koncentracijata na nekoi od
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Sl1.1. C-mitoza
Fig. 1.  C-mytosis
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te{kite metali ( Pb, Zn, Cd i Cu) vo lis-
tovi od P. lanceolata od \uri{te kako kon-
trolen materijal i Veles. Pri toa e
utvrdeno deka koncentracijata na Pb e
pogolema od 2 do 23 pati, koncentracijata
na Zn e pogolema od 21 do 24 pati, koncen-
tracijatanaCde pogolemaod 10 do 90 pati,
a taa na Cu e pogolema samo od 1.5 do 2.3
pati vo listovite od Veles za razlika od
\uri{te.

Prianalizatanamitotskiot indeksvo
meristemskoto tkivo na korenovite vr-
vovi na P. lanceolata od Veles zabele "ano e
signiFikantno namaluvawe vo sporedba so
istite od \uri{te. SigniFikantno se na-
maluva i brojot na kletki koi se naojaat
vo proFaza, meta¥aza i telofaza (Tab. 1).
Namaluvawe na mitotskiot indeks zabe-
le~ale Sopova i sor. (1983) pri tretman na
koren~iwa od Allium sativum L. so ekstrakt
od tutunovi lisja i Sopova i sor. (1985) pri
tretman na koreniwa od Allium sativum so
razli~ni koncentracii na nikotin.

Citolo{kata analiza poka uva pri-
sustvo na kletki so promeni. Bako nivno-
to prisustvo ne e signiFikantno, uka™ uva
kakov tip promeni nosi akumulativnoto
dejstvo na te{kite metali koi se naojaat
VO prisustvo na ova rastenie. Prisutni se
binuklearni kletki, kletki so mikro-
nukleusi, citomiksii, a poretko C-mitoza
koja e rezultat na nedostatok na delbeno
vreteno (S1.1), pojavana lagardi vo anafa-
za {to e rezultat na nevrzuvawe na celi
hromozomi za delbenoto vreteno (Sl. 2),
degradirawe na jadrata i pojava na kletki
so pove}e mikronukleusi. Lagardi zabe-
le~al i Amer (1965) vo anaFazni kletki na
Allium cepa tretirana so N-methyl-1-naphthyl
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Sl. 2.
Fig. 2.

Anafaza so 2 lagardi
Anaphase with 2 lagards
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Tab. 1. Mitotski indeks i Frekvencii na kletki so promeni kaj Plantago lanceolata L. od
\uri{tei Veles
Tab. 1. Mitotic index and frekvency of changes in cells in Plantago lanceolata L. from Guriste and
Veles

Plantago lanceolata L. | Locality 1 2 3 n X SD ESD t-test

I nterfaza Gjuri{te 93.92] 94.36| 92.82|| 3 93.7| 0.7932213| 0.4579665[0.0019758
[nterphase Veles 97.91| 97.97] 97.03|| 3| 97.636667| 0.5262446| 0.3039435
Profaza Gjuri{te 3.6 227 3.63]| 3| 3.1666667| 0.776681| 0.448417/0.0052875
Prophase Veles 1.04 026 1.15|| 3| 0.8166667| 0.4852147| 0.2801389
Metafaza Gjuri{te 1.15 1.57 1.6/] 3 1.44| 0.2515949| 0.1452584{0.0081962
Metaphase Veles 0.08) 042 0.76]| 3 0.42 0.34] 0.1962991
AnaFaza Gjuri{te 02| 064  0.68]] 3] 0.5066667| 0.2663331| 0.1537675|0.1039995
Anaphase Veles 0 0 0.38|| 3| 0.1266667| 0.2193931| 0.1266667
Telofaza Gjuri{te 1.22 1.16 1.27]] 3| 1.2166667| 0.0550757| 0.031798|0.0117524
Telophase Veles 0.24 0 0.48|| 3 0.24 0.24| 0.1385641

Kletki so promeni Gjuri{te 0 0 0| 3 0 0 0] 0.1536827
Cells with changes Veles 0.72 1.35 0.19| | 3| 0.7533333| 0.5807179| 0.3352777
Binuklearni kletki |Gjuri{te 0 0 0[] 3 0 0 0] 0.3301477
Binuclear cells Veles 0.56 0.1 0| 3 0.22| 0.2986637| 0.1724336
Mikronukleusi Gjuri{te 0 0 0[] 3 0 0 0] 0.1998911
Micronuclei Veles 0.08 0.57 0.19|| 3 0.28| 0.2570992| 0.1484363
Citomiksija Gjuri{te 0 0 0[] 3 0 0 0] 0.3535125
Cytomixis Veles 0.08) 062 0|| 3| 0.2333333] 0.3372437| 0.1947078

I nterfazen most Gjuri{te 0 0 0|3 0 0 0] 0.4226497
Interphase bridge Veles 0 0.05 0|| 3| 0.0166667| 0.0288675| 0.0166667
Mitotski indeks M1 |Gjuri{te 6.18]  8.19]  7.18|| 3| 7.1833333| 1.0050041| 0.5802394|0.0290418
Mitotic index (MI) Veles 1.36 0.68]  2.77|| 3| 1.6033333| 1.0660363| 0.6154763

carbamate ,,Sevin®.

Pri analiza na mikrosporogenezata
voo~eni se brojni otstapuvawa od regu-
larniot tek na delbata. Vo profaza I od
mejozane mo ~ at dase zabele " at neregular-
nosti zatoa {to hromozomite se mnogu
mali. Prvite nepravilnosti vo delbata se
zabele ~uvaat vo anaFfaza I koga se pojavu-
vaat anafazni mostovi i zaostanati celi
hromozomi (lagardi). Vo teloFfaza I se
prisutni mikronukleusi (Sl. 3), koi se
Formirani ili od lagardite ili od Frag-

¥’ € S

SI. 3.
Fig. 3.

Mikronukleus vo telofaza I
Micronucleus in telophase |

mentite koi se Formiraat pri kineweto
na anafaznite mostovi. Prisuten e hroma-
tinski most pome|u dve kletki vo telofa-
zal {toerezultat nanepravilnostvodel-
bata u{te vo predmejotskata mitoza.

Vo tekot na anafaza II, zabele " ani se
sprotivno orientirani anafazni mostovi
a i razli~na orientiranost na grupi hro-
mozomi vo tekot na istatapri {tovo tekot
na telofaza Il se dobivaat 5 i 11 6 namesto
4 jadra (SI. 4). Vo telofaza Il zabele " ani
se 1 mnogu mali mikronukleusi.

Sl. 4.
Fig. 4.

Defektni dve kletki
Two abnormal cells
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S1.5. Citoplazmatski most vo anafaza II

Fig. 5. Cytoplasmatic bridge in anaphase II

Tab. 2. Fertilnost na polen i Frekvencii na defektni polenovi zrna kaj Plantago lan-

ceolataL. od \uri{te i Veles
Tab. 2. Pollen fertility and frekvency of abnormal pollen in Plantago lanceolata L. from Guriste and
Veles

Plantago lanceolata L. | Locality 1 2 3 n X SD ESD t-test
Fertilni normalni |Gjuri{te 93.01 90.15|  85.02 3| 89.393333| 4.0483865| 2.337337|0.0005294
Fertile normal Veles 9.43 6.2 6.9 3 7.51| 1.6992057| 0.9810369
Fertilni golemi Gjuri{te 0.42 0.17 1.06 3 0.55| 0.4590207| 0.2650157| 0.678424
Fertile large Veles 1.13 1.38 0.09 3| 0.8666667] 0.6841296| 0.3949824
Fertilni mali Gjuri{te 0.08 0.17 1.7 3 0.65| 0.9104395| 0.5256425| 0.3824693
Fertile small Veles 3.85 3.27 0.27 3| 2.4633333| 1.9214925| 1.1093742
Fertilni izdol ~eni |Gjurifte 0 0.34 0.32 3 0.22| 0.1907878| 0.1101514]0.9757214
Fertile elongated Veles 0.38 0.17 0.09 3| 0.2133333] 0.1497776] 0.0864741
Sterilni normalni  |Gjuri{te 5.47 8.57 9.56 3| 7.8666667| 2.1337838| 1.2319407|0.0002333
Sterile normal Veles 83.55 87.78 91.73 3| 87.686667| 4.0907986| 2.3618237
Sterilni mali Gjuri{te 0.93 0.51 2.34 3 1.26] 0.9585927| 0.5534438] 0.6433944
Sterile small Veles 1.66 0.2 0.91 3| 0.9233333] 0.7300913| 0.4215184
Sterilni golemi Gjuri{te 0.08 0.08 0 3| 0.0533333] 0.046188| 0.0266667| 0.1835034
Sterile large Veles 0 0 0 3 0 0 0

Vkupno deFekti Gjuri{te 6.99 9.85 14.98 3| 10.606667| 4.0483865 2.337337|0.0005294
Total abnormalities Veles 90.57 93.8 93.1 3 92.49| 1.6992057| 0.9810369
Fertilnost Gjuri{te 9352  90.83 88.1 3| 90.816667| 2.7100246| 1.5646334| 5.304E-05
Fertility Veles 14.79 11.01 7.36 3| 11.053333| 3.7151895| 2.1449657

I vo tekot na prvata i vo tekot na vto-
rata mejotska delba se pojavuvaat cito-
plazmatski mostovi, rezultat nanepravil-
na citokineza, a vo nekoi kletki od telo-
Faza Il taa potpolno otsustvuva (S1. 5)

Neregularnostite vo tekot na me-
jotskiot delben ciklus na krajot rezulti-
raat so signifikantno visok procent na
sterilni polenovi zrna (Tab 2), a nekoi od
Fertilnite polenovi zrna se mnogu pogo-
Iemi 111 pak mnogu pomal i od normalnite.

Zaklu~ok

Od dosega{ nite istra uvawa mo " eme
da zaklu~ime deka pod vlijanie na visoki
koncentracii na te{ki metali, kako vo

po~vata taka i vo samoto rastenie, nastanu-
vaat promeni vo somatskite kletki kako i
vo kletkite koi se nao]aat vo mejotskadel-
ba.

Citolo{kite promeni vo somatskoto
tkivo se maniFestiraat prvo so signiFi-
kantno namaluvawe na mitotskiot indeks,
a se zabele~ani 1 binuklearni kletki,
kletki so mikronukleusi, citomiksii, a
poretko se pojavuva C-mitoza.

Pri analizata na mejotskiot delben
ciklus konstatirani se brojni neregular-
nosti {to e o~ekuvano zatoa {to kletkite
vo ovoj ciklus se mnogu poosetlivi navli-
janieto na te{kite metali otkolku so-
matskoto tkivo. Defektite se prisutni vo
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telofaza 1 1 vo site Fazi od vtorata me-
jotska delba, a toa rezultiraso visok pro-
cent na sterilni polenovi zrna. Fertil-
nite polenovi zrnamo ~at da imaat izmene-
ta morFologija a naj~esto se prisutni po-
golemi ili pomali od normalnite.

Referenci

Doktorska disertacija, Novi Sad.

Malallah, G., Afzal, M., Gulshan, S., Abraham, D.,
Kurian, M. & Dhami, S.I., (1996). Vicia faba
as bioindicator of oil pollution. Environmen-
tal Pollution 92 (2): 213-217

Sopova, M., Sekovski, Z. & Jovanovska, M.
(1983). Cytological effects of tobaco leaf ex-
tract on root tip cells of Allium sativum L. -

Acta Biol. Med. Exp. 8: 49-55.

Sopova, M., Sekovski, Z. & Jovanovska, M.
(1985). Cytological effects of nicotine on root
tip cells of AlliumsativumL. - Acta Biol. Med.
Exp. 10: 41-47.

Amer, S. (1965). Cytological Effects of Pesticides
L. Mitotic effects of N-methyl-1-naphthyl car-
bamate ,,Sevin“. Cytologia 30 (2): 175-181

Druskovi¢, B. (1984). Uticaj zagadjenja sredine na
genetske promene u biljnim populacijama.

THE INFLUENCE OF HEAVY METALS TO CYTOGENETIC STATUS OF
Plantago lanceolata L.

Marinela ATANASOVA, Zivko SEKOVSKI, Gordana DIMESKA & Milto MULEV

Summary

Mitotic index, mitosis, meiosis and fertility of pollen has been investigated from seed material and flower
buds collected from Plantago lanceolata from GuriS te near the town Sveti Nikole (control material) and
from the near area (100m) of melting factory MHK ,,Zletovo* Veles R. Macedonia.

Investigation of concentration of this heavy metals in the soil as well as in leaves of chosen plant shown
1.5-90 times larger amount in the area of melting factory ,,Zletovo* Veles, compared to those in GuriSte.
Mitotic index of P. lanceolata has been significantly decresed, and the most frequently changes in mitotic
cycle are: binuclear cells, micronuclei, cytomixis.

The investigation of meiotic cycle shown high number of abnormal cells, such as changes in anaphase I
(lagards, bridges), telophase I (micronuclei) and all phases from second meiotic cycle, such as oposite
orientated hromatin bridges in anaphase 11, micronuclei, cytoplasmatic bridges (abnormal cytokinesis)
etc. This changes result in decrease of pollen fertility, and abnormal pollen.
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