Acta Agrophysica, 2007, 10(2), 483-492

ANALIZA MIKROSKOPOWA ZIARNA PSZENICY DWU POKOLE
WYHODOWANYCH Z NASION
PODDANYCH PROMIENIOWANIU GAMMA

Jerzy Ryszard Warchalew5kRomualda Doliskd, Wioletta B aszczak

!Katedra Biochemii i Analizy ywno ci, Akademia Rolnicza im. Augusta Cieszkowskiego
ul. Mazowiecka, 48 60-623 Pozna
2Instytut Rozrodu Zwierz i Bada ywno ci PAN, ul. Tuwima 10, 10-747 Olsztyn
e-mail: kbiaz@au.poznan.pl

Streszczenie. Znaczne ograniczenie strat powodahaprzez owady w magazynowanym
ziarnie zb6 mo na osign stosujc napromienianie promieniami gamma. Praca zawignaikiv
bada wp ywu wybranych dawek promieniowania gamma (&G i 0,1 kGy) na zmiany mikro-
struktury ziarniakéw pszenicy odmiany Begra w dwalefjnych pokoleniach. Nie stwierdzono
po redniego wp ywu promieniowania gamma na mikrostrukbielma ziarniakéw dwu pokole
Odnotowano natomiast mniejsze wymiary komorek apigezewntrznej ziarna w dwu kolejnych
pokoleniach.

S owa kluczowe: ziarno pszenicy, promieniowanienge, analiza mikroskopowa, pokolenia
nastpcze

WST P

Zbo a stanowi integraln cz  globalnej polityki rolnej obejmugej wy y-
wienie ludnoci wiata. W skali wiatowej ponad 50% diety cz owieka jest zaspa-
kajane przez trzy gatunki zbdj. pszenic, kukurydz i ry (Morris i in. 2000).
Blisko po owa rocznych zbioréw zbavymaga przechowywania. Podczas prze-
chowywania ziarno zbémo e zosta zasiedlone przez owadzie szkodniki maga-
zynowe, powodujc znaczne straty sjaj ce od ok. 9% w USA do nawet 50%
w krajach tropikalnych. Zanieczyszczone ziarno owadzimi wydalireaed mar-
twymi szcztkami pogarsza jako technologiczn surowca, a tale sprzyja za-
grzewaniu i zawilgoceniu ziarna (Warchalewski i in. 2000)rd&f metod fizycz-
nych zwalczania owadzich szkodnikbw magazynowych wymienigrsimienio-
wanie jonizujce gamma.
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Stosowanie niskich dawek tego promieniowania do 1 kGy skuteeago-
biega poraeniu ziarna przez szkodniki (Marathe i in. 2002). NatomiaBtgeze-
chowywane produkty zbowe zaatakowane gprzez réne gatunki szkodliwych
owadow, to dawka 0,5 kGy jest wystarczaj do wyeliminowania najbardziej
odpornych osobnikéw przez ich steryliza¢jvarchalewski i in. 2000).

W wyniku kontaktu ywej komorki z promieniowaniem jonizigym mo e
nastpi mier komoérki lub utrata zdoln@i ywej komoérki do reprodukciji,
wzgl dnie uszkodzenie kodu DNA w ten sposob,powstajce kopie komarek
bd si réni odkomorki pierwotnej (Janowicz 2006). Juiewielka ilo ener-
gii promieniotworczej mee spowodowazmiany mutagenne wdrze komérko-
wym sk adajcym si z substancji chromatynowej wype nionej kwasami nukle-
inowymi zawierajcymi kod genetyczny.

Informacje na temat peedniego wp ywu promieniowania gamma na niektore
fizyczne, technologiczne iywieniowe w aciwo ci ziarna pszenicy zostay opu-
blikowane w pracach (Dolska i Warchalewski 2002, Dokka i in. 2004, War-
chalewski i in. 2006).

W celu okrelenia poredniego wp ywu promieniowania gamma na mikro-
struktur ziarniakbéw pszenicy zebranych w dwu kolejnych pokoleniach przepro-
wadzono badania na ziarnie pszenicy odmiany Begra.

MATERIA | METODY

Materia badawczy stanowiy dwa pokolenia pszenicy, wyhodowaniarza
pszenicy ozimej odmiany Begra, poddanej promieniowaniu gamma. Proces
przedsiewnego napromienienia ziarna pszenicy promieniami g&fGoa prze-
prowadzono w zakresie dawek 0,05 kGy i 0,1 kGy, tak jak opisano ® nigjz
(Doli skaiin. 2004).

Wilgotno ziarna, ktér oznaczono w trzech powtérzeniach wynosi a 13,2%,
stosujc nawak 2 g ziarna i temperatursuszenia 13& przez 2 godz. wg
AACC Method 44-19/1982. Po napromienieniu ziarno przechowywano w szczel-
nie zamknitych pojemnikach do momentu wysiania.

Napromienione ziarno wysiano na specjalnie zzngch poletkach deviad-
czalnych (30 rhka de) w Zak adzie Hodowli Rtin DANKO w Choryni. Na-
st pnie zebrano ziarno w dwu kolejnych pokoleniach i poddano badaniora-mikr
skopowym (SEM).

Obrazy mikrostruktury ziarniakéw otrzymane przy pomocy skaningouwej
kroskopii elektronowej (SEM) wykonano dok adnie, tak jak opisanocizewwiej
(B aszczak i in. 2002) przy zastosowaniu mikroskopu JEOL 5200 (Japaiay-
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na zebranego w pierwszym i drugim pokoleniu wraz z ich prébami kontnolny
pobrano po ok. 5 g ziarniakéw, ktére przeznaczono do oceny wizualnej im-skan
gowym mikroskopie elektronowym (SEM). Wybrane ziarniaki (po 1Kazlej
préby) pocito yletk i pokryto cienk warstewk w gla i z ota w napylarce
pro niowej JEE 4x. Naspnie ogl dano je w mikroskopie przy nagiu 10 Kev.

Zdj cia i wymiary komérek epidermy zewnznej ziarniakw wraz z analiz
wizualn obraz6éw ziarna zebranego w pierwszym i drugim pokoleniu wykonano
za pomoc mikroskopu Hitachi S-3000 N Scanning Electron Microscope (Japan)
w Instytucie Ochrony Rdin w Poznaniu. Zastosowano dekoder elektronow
wtornych, napicie przyspieszage 2 kV, powikszenie uzyskane spod mikrosko-
pu wynosi 0 500 x, odleg o robocza 11 mm. Pojedyncze ziarniaki przyklejano
na stoliku przy pomocy kleju na bazie srebra. Ziarno mocowano dkaskaiw-
sze od strony bruzdy. Zdjia wykonano od strony grzbietowej, nie stosujad-
nych preparatow barwéych. Pod mikroskopem SEM oceniano po dzieprzy-
padkowo wybranych ziarniakéw, ktérych epidermewn trzn ogl dano zawsze
w okolicy zarodka, a naginie wykonano pomiary komoérek przy pomocy po-
dzia ki znajdujcej si w mikroskopie.

WYNIKI I DYSKUSJA

Radiacyjna dezynsekcja ziarna w zakresie niskich dawek ign@mwania
jonizuj cego moe w znacznym stopniu ograniczgiekorzystne zmiany w ai-
wo ci technologiczno-reologicznych oraz zdolnokie kowania nasion zbé
(B aszczak i in. 2002, Dolska 2004, Doliska i in. 2004, Warchalewski i in.
2006). Réwnoczaie dawki w zakresie 0,1 kGy do 0,75 kGy niszowvady we
wszystkich stadiach rozwojowych nie powodupiekorzystnych zmian chemicz-
nych w ziarnie (Warchalewski i in. 2000). Zastosowane dawki j@miowania
gamma 0,05 kGy i 0,1 kGy wp yry na zmniejszenie uzyskanego plonu ziarna
odpowiednio 0 4% i 22%, ale tylko w pierwszym pokoleniu. W drugim pokoleniu
odnotowano wzrost zebranego plonu dla obu dawek o 18% w odniesieniu do
prob ziarna nie napromieniowanego.

Mikrostruktura ziarniakéw

Struktura ziarniaka i budowa jego poszczegolnychaizlecyduje o techno-
logicznych i ywieniowych w aciwo ciach (Pomeranz 1982, Al.-Saleh in. 1984,
Yiu 1989, Freeman i Shelton 1991). Mikrostruktaiarniakbw pszenicy pierw-
szego pokolenia wyhodowanych z ziarna poddanego napromienianiu promieniami
gamma przedstawiono na mikrofotografiach fot. 1 A,B,C i fot,B,@. Ziarno
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kontrolne nie réni o si mikrostruktur (fot. 1 Ai 2 A) od typowych ziarniakbéw
pszenicy, ktérych zdfia mikroskopowe mma znale w wielu publikacjach
(Moss i in. 1980, Pomeranz 1982, Al-Saleh i Gallant 1985). Okrywa owacowo
nasienna o gruboi 30-50nm charakteryzuje siznaczn zwi z o0 ci poszcze-
golnych cz ci sk adowych, to jest epidermy, hipodermy, komérek poprzecznych
i rurkowych oraz testy. Pojedyncza warstwa komérek aleuronowktéinych
wysoko osi ga 50nm, przy szerokai wahajcej si w granicach 20-4%m,
wype niona jest ziarnami aleuronowymi, w ktorych szczegdti odgrywaj
globoidy fitynowe (fot. 1 B). Komorki subaleuronowit. 1 A,B,C), zawierajce
wyrownanej wielkoci ziarenka skrobi (10mm) s rownie wype nione znacz

ilo ci bia ka. Komorki endospermy, w zat® ci od lokalizacji w ziarniaku, a tak-

e od struktury bielma — jego szklistdlub m czystoci rownie wykazuj zré ni-
cowanie. Przyjmuje sj e komorki w zewntrznej cz ci bielma maj kszta t pry-
zmatyczny (fot. 2 B), wrodkowej za wieloboczny (fot. 2 A). Oba rodzaje komo-
rek wype nione sziarenkami skrobi o znacznie znicowanej rednicy, z przewa-

g ilo ciow ziarenek ma ych <Bm. Analizuj ¢ mikrofotografie struktury ziarnia-
kéw uzyskanych w pierwszym pokoleniu, ma stwierdzi, e nie wystpiy
znaczne rénice pomidzy ziarnem prob 1G-0,05 i 1G-0,1 (fot. 1 B,C i 2 B&ich
préb kontroln 1G-0 (fot. 1 Ai 2 A).

Wyniki obserwacji mikroskopowych ziarniakdw pszenicy drugiego pokaleni
przedstawiono na mikrofotografiach 1 D,E,F i 2 D,E,F. Mikrofotografgewy-
kazay istotnych rénic pomi dzy probami kontrolnymi obu pokolgfot. 1 A,D
i 2 A,D). Wyhodowane ziarniaki pszenicy drugiego pokolenia 11G-0,05 {0|G
(fot. LE,F i 2 E,F) nie rdniy si mikrostruktur analizowanych czci morfolo-
gicznych w poréwnaniu z ich protikontroln (fot. 1 D i 2 D).

Okrywa owocowa ziarna zbO(pericarpiun) stanowi warstw ochronn
i sk ada si ze skoérki épidermi3 zewn trznej i wewntrznej oraz skérkirodko-
wej (hypodermix Epiderma zewnrzna utworzona jest z pojedynczej warstwy
komorek otaczapej prawie ca e ziarno, z wykiem miejsca, przez ktore ziar-
niak by po czony z rolin macierzyst. Na zewntrznych cianach komérek tej
warstwy znajduje sicienka, prawie nie przepuszczzg wody b onkaduticuld),
szczegolnie delikatna przy zarodku E®rowski i Cierniewska 2004). Zdjia
okrywy owocowych ziarniakéw pszenicy pierwszego i drugiego pokolenzied-
stawiono na mikrofotografiach 3 A,B,C,D,E,F. Komérki epidermy zeawznej
maj ksztat wyduony i s uo one wzdu dugiej osi ziarna, tak jak typowe
komorki tej tkanki (Gsiorowski i Cierniewska 2004).ciany komorek s zgru-
biae. rednie wymiary komorek tworzych epiderm zewntrzn ziarniakbw
pierwszego i drugiego pokolenia podano w tabeli 1.
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Fot. 1. Mikrofotografie (SEM) struktury okrywy owocowo-riesnej, warstwy aleuronowej i subaleu-
ronowej ziarniakow pszenicy dwu pokoleryhodowanych

z ziarna poddanego promieniowaniu gamma

Photo. 1. Microphotographs (SEM) of the structure of pen;aaleurone layer and subaleurone
endosperm of wheat kernels of two generations grfoem gamma irradiated seeds

Pierwsze pokolenie ziarna Drugie pokolenie ziarna

First generation crop Second generation crop

A-1G-0, B-1G-005, C-1G-0,1 -D1G-0, E-11G-0,05, F-1G-0,1
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Fot. 2. Mikrofotografie (SEM) bielma ziarniakéw dwu pokolevyhodowanych z ziarna podda-
nego promieniowaniu gamma

Photo. 2. Microphotographs (SEM) of starchy endosperm of atHearnels of two generations
grown from gamma irradiated seeds

Pierwsze pokolenie ziarna Drugie pokolenie ziarna

First generation crop Second generation crop

A-1G-0, B-1G-0,05, C-1G-0,1 D -1IG-0, E-1IG-0,05, F-1IG-0,1
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Tabela 1. rednie wymiary komoérek epidermy zewrenej ziarniakéw pszenicy dwu pokole
wyhodowanych z ziarna poddanego promieniowaniu gaimm

Table 1. Average dimensions of external epidermal cellsnaf generations of wheat grain grown
from gamma irradiated seeds*

Préba ziarm D ugo Szeroko Grubo ciany
oba ziarna Length Width Wall thickness
Grain sample
(mm) (mm) (mm)
I1G-0 124+ 25 30+£5 5,10+ 0,29
1G-0,05 68+ 33 25+ 7 6,50+ 1,71
1G-0,1 98+ 25 25+ 4 6,50+ 2,80
11G-0 149+ 19 25+ 4 6,10+ 1,86
11G-0,05 117+ 27 26+ 5 6,60+ 1,96
11G-0,1 111+ 20 27+ 8 5,90+ 1,64

* rednie wartoci z przypadkowo pobranych dziesiu ziarniakbw — Mean value of ten randomly
picked kernels.

Poroéwnujc rednie wartoci wymiarbw komorek epidermy zewimznej ziar-
na pszenicy kolejnych pokolez wartociami podanymi przez Giorowskiego
i Cierniewsk (2004), wynoszcymi 80-300nm dla d ugoci, 25-48nmm dla sze-
roko ci oraz 3-9,5nmm dla gruboci cian, mona stwierdzi, e tylko komorki
epidermy zewntrznej ziarna proby 1G-0,05 (fot. 3B) nie zawieray @i tych
granicach. Zewrtrzna warstwa ziarna préby kontrolnej pierwszego pokolenia IG-
0 (fot. 3 A) charakteryzowa a sid u szymi i szerszymi komorkami epidermy
zewn trznej, z jednoczeie cie szymi cianami komérkowymi, w poréwnaniu
Z tymi samymi wymiarami ziarna préb 1G-0,05 i IG-0,1 (fot. 3 B i Braca
uwag ni sza rednia dugo komorek epidermy zewirznej ziarniakéw prob
IG-0,05 oraz 1G-0,1. Prawdopodobnie jest to wynik przedsiewnego zastoaowani
promieniowania gamma.

Mo na sdzi, e mniejsze komorki epidermy zewirznej ziarniakbw pszenicy
pierwszego pokolenia w wyniku dzia ania promienini@agamma mog mie
wp yw na zwikszenie twardai ziarna, zw aszcza w probie 1G — 0,05. Woiej
Doli ska (2004) wykaza a istotny statystycznie wzrosrtlo ci ziarniakow pszenicy
wyra on w jednostkach Brabendera, ale tylko dla ziarna podmgapemieniowaniu
gamma w pierwszym pokoleniu, ktéra wynosi a odpowied®0 j.Br i 567 j.Br
dla zastosowanych dawek 0,05 kGy i 0,1 kGy w poréwnda ziarna kontrolnego
527 j.Br. Natomiast stosuj zestaw pomiarowy do oznaczania pojedynczych ziarnia-
kéw (SKCS), stwierdzono wzrost indeksu twaadylko po bezparednim dzia aniu
promieniowania, podczas gdy w ngstych pokoleniach obserwowano spadek tej
twardo ci jako efekt naspczy w trzech kolejnych pokoleniach (Warchalewshi
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2006). Znacznie wczeiej nie stwierdzono istotnie statystycznego, besumiego
wp ywu promieniowania gamma na twardaiarniakow pszenicy wyran w jed-
nostkach Brabendera (Warchalewski i in. 2000).

Fot. 3. Mikrofotografie (SEM) komérek epidermy zewrenej ziarniakbw pszenicy dwu
pokole wyhodowanych z ziarna poddanego promieniowaniungam

Photo. 3. Microphotographs (SEM) of external epidermal ceifstwo generations wheat
kernels grown from gamma irradiated seeds

Pierwsze pokolenie ziarna udde pokolenie ziarna

First generation crop Second generation crop

A-1G-0, B-1G-0,05, C-1G-0 D -&i0, E-11G-0,05, F-11G-0,1
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Uzyskane rozbiene wyniki twardoci ziarna pszenicy przy zastosowaniu-ré
nych metod oznaczania nakazujstrono w ich interpretowaniu. W wyniku
nastpczego promieniowania gamma ziarniaki drugiego pokolenia chayatite
way si krotsz redni dugoci komorek epidermy zewtrznej w poréwnaniu
do ich ziarna kontrolnego (tab. 1). Aczkolwiek te mi@e byy ju znacznie
mniejsze przy podobnych pozosta ych wymiarach komoérek epidermy rengj
ziarniakbéw drugiego pokolenia. Podobnie weeej nie stwierdzono rdnic
w twardoci ziarniakbéw drugiego i trzeciego pokolenia w wyniku npstego
wp ywu promieniowania gamma (Dosika 2004).

WNIOSKI

1. Nie stwierdzono efektu nagiczego promieniowania gamma zastosowa-
nego przed siewem na nasiona pszenicy w zakresie zmian straktywy owo-
cowo-nasiennej, warstwy aleuronowej, subaleuronowej i bielma Ziémidwu
kolejnych pokole.

2. Odnotowano mniejsze wymiary komorek epidermy zéxgnej szczegolnie
widoczne w ziarniakach pierwszego pokolenia jakaktefiastpczy promieniowania
gamma. Juw drugim pokoleniu te rdice uleg y znacznemu zmniejszeniu.
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MICROSCOPE ANALYSIS OF TWO GENERATIONS OF WHEAT GRAIN
GROWN FROM GAMMA IRRADIATED SEEDS
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Abstract. Significant reduction of grain damageitsect pests can be achieved by applica-
tion of gamma irradiation of cereal grain beforerage. This paper presents the indirect effect of
gamma irradiation of wheat grain Begra variety eairgmicrostructure caused by selected radiation
doses (0.05 kG and 0.1 kGy). Grain endosperm niitrcisire tested indirectly in two generations
of grain crop was not affected by gamma rays usledvever, smaller dimensions of external epi-
dermal cells of kernels in both generations of wiggain crop were noted.

Keywords: wheat grain, gamma irradiation, microgapalysis, succession generations



