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Streszczenie

Badania obejmowaty 19 linii wsobnych Secale cereale L, odmiana Rogaliriskie napromieniowa-
nych szybkimi neutronami w dawce 500cGy (rad) oraz materiat kontrolny. Doprowadzity one do
stwierdzenia, ze badany material jest zr6znicowany w odniesieniu do promienioczulosci. Przejawem
tego jest rézny odsetek skietkowanych ziarniakéw tych linii oraz rézna aktywnos$¢ mitotyczna komé-
rek merystematycznych wierzchotkéw wzrostu korzeni zarodkowych. Wyzsze anizeli w kontroli
wartoéci wspoétczynnika M/A+T dowodzg tez hamowania rozpoczetych podziatéw mitotycznych
w niektorych komérkach w stadium metafazy.

Wstep

Z licznych publikacji dotyczacych indukowania mutacji mutagenami fizycznymi wyni-
ka, ze neutrony zaréwno szybkie jak i termiczne (okre$lane jako promieniowanie gestojoni-
zujace) sg skuteczniejszymi czynnikami indukujgcymi mutacje w komérkach embrionalnych
ziarniakéw w stanie spoczynku, w odréznieniu od rzadko jonizujgcego promieniowania X
(Gustafsson i MacKey 1948; MacKey 1951; Ehrenberg i Nybom 1954; Caldecott, Beard
i Gardner 1954). Zdaniem tych autoréw przezywalnos$¢ siewek wyrostych z ziarniakéw na-
promieniowanych neutronami byta znacznie wyzsza, anizeli w przypadku traktowania pro-
mieniami X. Ponadto wieksza byta réwniez czestotliwo$¢ mutacji chromosomowych i ge-
nowych. Jednakze u roslin nizszych, a w szczeg6lnosci u grzybéw (Kozhina 1973), zaréw-
no promienie X, jak i szybkie neutrony indukujg mutacje z ta samg czestotliwos$cig. Wia-
domo, ze czestotliwo$¢ mutacji indukowanych promieniowaniem w dawkach niskich jest
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niewielka. W dawkach wyzszych jest wieksza, lecz w przypadkach takich, przy duzej pro-
mienioczutosci komoérek, uszkodzenia popromienne ziarniakéw sa tak duze, ze prowadzg w
wysokim procencie do zmian subletalnych lub letalnych (Lea 1946; Scholz 1957; Sohei
1962; Tsuchiya 1962; Dubinin 1961).

W toku niniejszej pracy podjeto badania nad okreéleniem promienioczutos$ci komérek
embrionalnych ziarniakéw 19 linii wsobnych Secale cereale L. odmiana Rogalifiskie pod
dziataniem szybkich neutronéw w dawce 500cGy. Jako wskazniki promienioczuto$ci przy-
jeto procent skietkowanych ziarniakéw oraz aktywnos$¢ mitotyczng komérek merystema-
tycznych wierzchotkéw wzrostu korzeni zarodkowych. Okres$lenie stopnia promienioczuto-
éci jest sprawag istotng w hodowli mutacyjnej roslin, pozwala bowiem typowac
do napromieniowania materiat o pozadanej promienioczutosci.

Materiat i metody

Materiat w postaci 3800 ziarniakéw z 19 réznych, prowadzonych w chowie wsobnym,
linii Secale cereale L. odmiana Rogaliriskie otrzymano z Zaktadu Dos$wiadczalnego Aka-
demii Rolniczej w Prusach koto Krakowa. Linie te zostaly wyprowadzone przez prof,
dr. hab. Tadeusza Ruebenbauera i udostepnione dla przeprowadzenia niniejszych badan.

Sto ziarniakéw kazdej linii napromieniowano szybkimi neutronami o energii
0,5-1 MeV dawka 500cGy (rad). Zabieg ten przeprowadzony zostat w Zakladzie Dozymetrii
Instytutu Fizyki Jadrowej w Krakowie.

Poniewaz wiadomo, ze u tego gatunku istnieje endogenna aktywnos$¢ mitotyczng
komoérek merystematycznych, zgodna z porami roku na naszej szerokos$ci geograficznej,
kietkowanie ziarniakéw prowadzono we wrzesniu, w tym bowiem czasie aktywno$é¢ mito-
tyczna komdrek embrionalnych jest najwieksza. Ponadto zyto, podobnie jak wiele innych
gatunkoéw roslin, cechuje endogenna rytmika dobowa mitoz, zgodna z dobowymi zmianami
Swiatta i ciemnosci, stad tez materiat do badann pobierano i utrwalano w godzinach potu-
dniowych (™ “-B 00); w tym bowiem czasie wartosci indeksu mitotycznego u tego gatunku
sg hajwyzsze.

Napromieniowane ziarniaki kazdej linii oraz materiat kontrolny wysiano na szalkach
Petriego, na bibule filtracyjnej nasyconej woda wodociggowa i hodowano w termostacie
w ciemnosci w temperaturze 20°C. Po trzech dniach obliczono ilo$¢ skietkowanych ziarnia-
kéw. Nastepnie catg hodowle przeniesiono do $wiatta i po 10 dniach ponownie obliczono
liczbe skietkowanych ziarniakéw. Stozki wzrostu korzeni do badan cytologicznych
pobierano do fiolek z woda, umieszczano je w lodéwce na 24 godziny w temperaturze 0°C
celem skrécenia chromosomoéw. Materiat utrwalano w uproszczonym utrwalaczu Camoy’a
(alkohol etylowy 96% i kwas octowy lodowaty w stosunku 3:1), a nastepnie przechowywa-
no w alkoholu etylowym 70%. Dla wyréznicowania jader komérkowych i chromosoméw
stosowano cytochemiczng reakcje Feulgena. Z zabarwionych stozkéw wzrostu korzeni spo-
rzadzano preparaty rozgniotowe, odwadniano je alkoholem butylowym, przeprowadzano
przez ksylen i zamykano w balsamie kanadyjskim. Analizy cytologiczne wykonano postu-
gujac sie mikroskopem Amplival Zeissa.
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Z uwagi na fakt, ze pomiedzy poszczegélnymi grupami materiatu kontrolnego nie
stwierdzono istotnej réznicy w odniesieniu do badanych parametréw, caty materiat kontrol-
ny w tabeli zbiorczej potraktowano jako jedng grupe. W pracy tej préocz wynikéw badan
wiasnych czesciowo wykorzystano wyniki z prac magisterskich Krystyny Swierzy oraz Ste-
fanii Wilusz.

Wyniki badan

Kietkowanie ziarniakéw

Po trzech dniach od chwili wysiania ziarniakéw préby kontrolnej oraz poddanych
dziataniu szybkich neutronéw, obliczono dla kazdej z nich ilo$¢ skietkowanych ziarniakéw.
W proébie kontrolnej skietkowato 91,0% ziarniakéw, podczas gdy w liniach napromienio-
wanych skietkowata zdecydowanie mniejsza ich ilos¢. Wahata sie ona w granicach od
36,0% do 68,0% (Srednio 43,5%). Jak wida¢ z tabeli 1, tylko w jednej linii stwierdzono
stosunkowo wysoki odsetek skietkowanych ziarniakéw, wynoszacy 68,0%. W trzech
napromieniowanych liniach skietkowato po okoto 50,0% ziarniakéw, a w kazdej z pietnastu
pozostatych linii iloé¢ skietkowanych ziarniakéw spadta ponizej 50,0%. Liczba skietkowa-
nych ziarniakéw po dziesieciu dniach byta stosunkowo wysoka, zaréwno w materiale kon-
trolnym jak i napromieniowanym. Wpynosita ona dla kontroli 98,0%, za$ dla linii
napromieniowanych wahata sie od 75,0% do 92,0% (tabela 1). Z powyzszego wynika, ze
badane linie zyta wykazujg rézny stopiern wrazliwosci w stosunku do stosowanej dawki na-
promieniowania. Zastosowana dawka napromieniowania 500cGy, spowodowata obnizenie
ilosci skietkowanych ziarniakéw, szczegé6lnie widoczne to byto po trzech dniach od zatoze-
nia hodowli.

Cykl mitotyczny

W materiale kontrolnym, hodowanym w warunkach laboratoryjnych, aktywnos$¢ mito-
tyczna merystemoéw wierzchotkowych korzeni byta stosunkowo niska, warto$¢ indeksu mi-
totycznego w tym materiale wynosita 7,7 (tabela 2, fig. 1). W materiale traktowanym szyb-
kimi neutronami aktywno$¢ mitotyczna w przewazajgcej wiekszosci (w 18 liniach) byta
nizsza anizeli w materiale kontrolnym. Najnizszg warto$¢ indeksu mitotycznego stwierdzo-
no w linii 15x-73 (2,4%), za$ najwyzsza (6,7%) w linii 15x—4. Jedynie w linii hapromie-
niowanej x-16 warto$¢ indeksu mitotycznego nieznacznie byta wyzsza od kontroli (7,9%).
Wartos¢ srednia indeksu mitotycznego dla tego materiatu wynosita 3,9%, a wiec odchylenie
w stosunku do kontroli wynosito 3,7% (tabela 2, fig. 1).
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Procent ziarniakéw Procent ziarniakéow

Lp. Symbol linii Liczba ziarniakéw  skietkowanych po skietkowanych po
3 dniach 10 dniach

1 48/1356/152 100 39 81
2 36/1344/125 100 4 73
3 15x - 54 100 38 76
4 15x- 4 100 43 90
5 15x - 73 100 52 87
6 15x - 11 100 50 89
7 15x- 1 100 48 78
8 15x - 7 100 39 75
9 15x - 9 100 36 80
10 15x - 19 100 38 83
1n 15x - 73 100 42 86
12 47/1355/15 100 39 87
13 63/1376/194 100 39 85
14 x - 1-4 100 36 92
15 x-1 -20 100 39 89
16 X- 16 100 68 92
17 X- 75 100 51 84
18 55/1368/135 100 42 85
19 37/1346/135 100 47 90

Razem 1900 435 84,2

Kontrola 1900 91 98

Tabela /. Frekwencja skietkowanych ziariakéw w napromieniowanych liniach wsobnych
Secale cereale L. odmiana Rogaliriskie
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Fig. 1 Aktywnos¢ mitotyczna w stozkach wzrostu korzeni w napromieniowanych liniach wsob-
nych i kontroli Secale cereale L. odmiana Rogaliriskie

Analiza przebiegu mitozy w materiale kontrolnym wykazata, ze sposréd dzielgcych sie
komérek najwyzszy procent stanowity komoérki w stadium profazy (39,8%), za$ najnizszy -
komoérki w stadium anafazy (11,5%). Procent komdérek w metafazie (25,5%) byt prawie
réwny procentowi komoérek w telofazie (24,5%) (tabela 2). Stosunek liczby profaz do liczby
metafaz, anafaz i telofaz miat sie wiec jak 3,5: 2,1: 1,0: 2,2. Natomiast stosunek metafaz do
sumy anafaz i telofaz (M/A+T) okres$lany jako wspétczynnik D’Amato wynosit w materiale
kontrolnym 0,7 (tabela 2 ). W materiale traktowanym, podobnie jak w materiale kontrol-
nym, najwyzszy procent wséréd dzielacych sie komoérek stanowity komérki w profazie
(66,0%), najnizszy - komoérki w anafazie (4,6%) i telofazie (7,8%). Komorki w stadium
metafazy stanowity 21,5% og6tu dzielacych sie komérek. Stosunek liczby profaz do liczby
metafaz, anafaz i telofaz odbiegat tu wyraznie od stosunku w materiale kontrolnym i miat
sie jak 3,0 : 1,0 : 0,2 : 0,3. Podobnie wartos¢ srednia wspoétczynnika D’Amato (M/A+T)
wyraznie odbiegata od takiego wspéiczynnika w materiale kontrolnym i wynosita 1,7
(tabela 2). Jedynie w linii 37/1346/135 warto$¢ wspoétczynnika D’Amato byta zblizona do
wartosci w materiale kontrolnym. Podkres$li¢ nalezy, ze pomiedzy napromieniowanymi
liniami zyta, podobnie jak w przypadku wartosci indeksu mitotycznego, wystgpito takze
zréznicowanie w odniesieniu do wartosci wspétczynnika M/A+T i wahato sie ono od 1,1 do
3.0 (tabela 2).

Widac¢ stad, ze stosowana w toku niniejszych badann dawka szybkich neutronéw wyka-
zuje dziatanie mitostatyczne, co wyraza sie spadkiem aktywnos$ci mitotycznej komérek me-
rystematycznych, a ponadto prowadzi do zahamowania podziatéw w stadium metafazy.
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Symbol Ogolna Liczba Indeks Wspdt-

linii Iiczb,a mitoz Fazy mitozy mitoty-  czynnik
komorek czny D’Amato
profaza metafaza anafaza telofaza
239 39 7 ©
ag3se/1s2 1900 297 gosw  131%  23%  40% @ 40% 2o
2 197 56 7 13
36/1344/125 7500 273 2%  205% 26 ag%  36% 28
19 36 10 14
15x- 54 7500 252 762%  143%  40%  55% @ S 15
4 343 94 29 40
15¢- 4 7500 56 e78% 186% 57%  79% o/ 14
5 292 66 18 25
15x- 73 7500 401 728%  164%  45%  63%  53% 15
6 172 2 5 10
15x- 1 7500 21 81,5 114 2,4% 4,7% 2,8% 16
7 163 57 20 2
15x- 1 8000 264 eL7%  216% 76 @ 91% O 13
8 14 70 19 29
15x- 7 8000 22 491%  302%  82%  125% 2% 14
9 189 88 9 20
15x- 9 8000 286 501%  30,8%  31%  7,0% 6% 3.0
10 137 56 9 12
15x- 19 8000 214 sa0%  262% @ 42% @ 56% @ 2% X
132 40 13 n .
15X-73 8000 1% 673%  204%  66%  56% 4% 17
12 170 52 4 16
47/1355/15 7500 242 702% 215%  16%  66% 2% 25
13 157 a4 4 V]
63/1376/194 7500 211 723%  203%  18%  55%  29% 27
250 120 20 40
X-1-4 7500 40 5816 279%  46%  93% X% 2o
5 213 81 n 18
x-1-20 7500 33 eson 251 34%  56% 43N 2e
16 41 132 53 69
X- 16 7500 S1 57%  223%  90%  110% 9% u
17 220 82 13 32
X- 75 7500 37 634%  236% 37% 9206 6% 18
18 120 72 9 21
55/1368/135 /200 22 sagw 4%  40%  94% 0% 24
19 156 23 5 31
37113461135 190 215 5% 107%  23%  144% @ 29% o
Razem lub 3777 1232 265 445
érednia 145000 5719 660 215%  46% @ 7.8% 3 L7
4427 2730 141 2733

Tabela 2. Przebieg mitozy w stozkach wzrostu korzeni w napromieniowanych liniach wsobnych
i kontroli Secale cereale L. odmiana Rogalifiskie
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Dyskusja

Przeprowadzone wyniki badarn doprowadzilty do stwierdzenia daleko posunietego
zréznicowania badanych linii w odniesieniu do stopnia ich promienioczutosci. Fakt, ze
nasiona réznych gatunkéw roslin wykazujg rézng promienioczuto$¢ znany jest juz dosé
dawno (Lea 1946; Dubinin 1961; MacKey 1954 i wielu in.), natomiast istnienie zmiennosci
w zakresie promienioczutosci w odniesieniu do réznych linii tego samego gatunku nie byto
dotad szczegétowo badane.

Czynnikiem decydujgcym w reakcji komérek na promieniowanie jest jego dawka oraz
stan fizjologiczny komérki (Fritz-Niggli 1965). Ekspozycja duzymi dawkami prowadzi do
zmian letalnych komérek. Stosowanie dawek nizszych prowadzi¢ moze do zmian letalnych
tylko w niektérych komérkach, w pozostatych natomiast nastepuje czesciowe lub catkowite
hamowanie podziatéw mitotycznych (Carlson 1954; Lea 1946; Rustad 1964; Ruebenbauer i
Rozmus 1965; Sinclair 1968). Doda¢ nalezy, ze dawki napromienienia prowadzace do za-
hamowania podziatéw mitotycznych lub op6zniajgce podziat sa rézne dla réznych organi-
zmoéw. Dawka 500cGy stosowana w toku niniejszych badan prowadzita do obnizenia odset-
ka skietkowanych ziarniakéw tak, ze wahat sie ona u réznych linii w granicach od 36% do
68% oraz do obnizenia aktywnosci mitotycznej, czego dowodzg niskie wartosci indekséw
mitotycznych oraz dziatata hamujaco na cykl mitotyczny komérek, prowadzac do wydtuze-
nia czasu jego trwania. Znacznie wyzsze anizeli w kontroli wartosci wspoétczynnika M/A+T
dowodza, ze proces hamowania ma miejsce gtéwnie w stadium metafazy. W stosunku do
omawianych wskaZznikéw promienioczutosci badane linie cechowato duze zréznicowanie.
Biorgc pod uwage takie fakty, jak ten sam stan fizjologiczny ziarniakéw wszystkich linii,
identyczny czas ekspozycji i dawke napromieniowania, ten sam termin siewu oraz utrwala-
nia materiatéw, wydaje sie, ze tak znaczne zréznicowanie odnosnie promienioczutoéci ma
podtoze genetyczne.

Zdaniem wielu autoréw (Sinclair 1968, Rostad 1970 i inni) promienioczuto$¢ komoérek
jest najwieksza w okresie poprzedzajacym ich podziat, a w szczegélnosci w fazach GJ
i S okresu intermitotycznego. Stosunkowo duza promienioczuto$¢ w wiekszosci badanych
préb byta by¢é moze zwigzana z tym, ze komérki eksponowanych ziarniakéw byty w okresie
poprzedzajgcym podziat mitotyczny. Jednakze w toku niniejszej pracy nie prowadzono ba-
dan pozwalajgcych ustali¢ w jakich fazach okresu intermitotycznego znajdowaty sie po-
szczeg6lne komorki.

W literaturze naukowej przedstawiono interesujgce poglady tlumaczace procesy
hamowania podziatéw komdérkowych pod wptywem promieniowania, zwtaszcza promieni X
oraz promieniowania UV. Zdaniem Van’t Flofa i Kovacsa (1970), ktérzy pracowali na ma-
teriale roélinnym, powodem opézniania podziatéw mitotycznych w merystemach wierz-
chotkowych korzeni Pisum sativum byty zaburzenia syntezy biatek, wywotane napromie-
nieniem komoérek w fazie G b Za koncepcja utrzymujaca, iz promieniowanie to jest inhibito-
rem syntezy biatek podzialowych przemawiajg tez dane uzyskane przez innych autoréw
(Bacchetti i Sinclair 1970; Rustad 1970). By¢ moze, ze stwierdzony w toku niniejszej pracy
proces hamowania podziatéw mitotycznych byt réwniez wynikiem zaburzern proceséw syn-
tezy biatek podziatowych.
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