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Applicability of zymograms for detection of granary weevil
(Sitophilus granarius L.) a-amylases left on grain after insects infestation

Mozliwos¢ zastosowania zymogramow do detekcji a-amylaz
wotka zbozowego (Sitophilus granarius L.) pozostatych na ziarnie
po zerowaniu owadoéw

Dorota Piasecka-Kwiatkowska®, Jan Nawrot?, Magdalena Gawlak?, Magdalena Zieliriska-Dawidziak®

Summary

50 wheat grains of Korweta variety were infested with ten or twenty males of granary weevil and exposed for five or ten days.
After that time the beetles were removed, and the extracts from grains were prepared and zymograms were done. Clearing zones
observed on zymograms, showed the presence of granary weevil a-amylase in all grain extracts obtained after insects feeding. The
obtained revealed that both, hidden grain infestation by the pest, as well as grain contamination with the pest metabolism products
were possible to detect using the native electrophoresis with zymograms. Although the intensity of clearing zones was larger when the
extracts were obtained from the grain with a greater number of insects feeding for a long time, the relationship between the number
of insects, time feeding and a-amylase activity was not clearly shown. The amount of granary weevil a-amylases left on grain by
feeding males was related to the time of feeding as well as individual activity of enzyme secreted by the salivary gland.
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Streszczenie

Do 50 ziarniakdw pszenicy odmiany Korweta wprowadzano po 10 i 20 samcéw wotka zbozowego i pozostawiono przez okres
5i 10 dni. Po tym czasie usuwano owady, a z ziarna przygotowywano ekstrakty i sporzagdzono zymogramy. Na uzyskanych obrazach
stwierdzono przejasnienia swiadczgce o obecnosci a-amylaz wotka zbozowego we wszystkich ekstraktach ziarna, na ktérym zerowat
owad. Uzyskane wyniki wykazaty, ze elektoroforeza natywna z zymogramami, pozwala na wykrycie ukrytego porazenia ziarna, ale
rowniez na wskazanie ziarna, w ktéorym nie ma juz owaddw, jednak pozostajg produkty przemiany materii. Zasadniczo intensywnos¢
przejasnien byta wieksza wowczas, gdy ekstrakty byty otrzymywane z ziarna, na ktérym wieksza ilos¢ owadoéw zerowata przez dtuzszy
czas, jednak nie mozna jednoznacznie wykazaé zaleznosci pomiedzy liczbg owaddw, czasem zerowania a aktywnoscig pozostawionej
a-amylazy. lloé¢ a-amylaz pozostawionych na ziarnie przez zerujace samce jest zwigzana zaréwno z czasem zerowania owadow, jak
i z osobniczg aktywnoscig enzymu w wydzielinie gruczotéw slinowych.
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Wstep / Introduction

Wotek zbozowy najchgtniej Zeruje na ziarnie zbodz,
ktorych gtownym skladnikiem jest skrobia, czym thumaczy
si¢ duza aktywno$¢ enzymdéw amylolitycznych w przewo-
dzie pokarmowym tego owada. Amylazy sa aktywne we
wszystkich stadiach rozwojowych wotka, wykazujac
szczegolnie duza aktywno$¢ we wczesnych stadiach lar-
walnych, gdy nastgpuje znaczny przyrost masy, a w zwiaz-
ku z tym zapotrzebowanie na energi¢ jest znaczne
(Rosinski i wsp. 2005). Obserwacje te pozwolily na
opracowanie biochemicznych metod detekcji ukrytego
porazenia ziarna, w tym zastosowanie elektroforezy
natywnej z zymogramami a-amylaz (zgloszenie patentowe
P.392083).

Porazenie ziarna zbdz przez szkodniki zwigzane jest
nie tylko z bezposrednia obecnoscia owadéw w masie
ziarna, ale rowniez z pozostajacymi po ich zerowaniu
produktami przemiany materii, ktore moga mie¢ wiasci-
wosci alergenne i takze z tego powodu sg niebezpieczne
dla konsumentéw. W prowadzonych badaniach spraw-
dzono, czy na podstawie obrazéw zymogramow o-amylaz
wolka zbozowego mozliwe jest wykrycie ziarna, w ktorym
nie ma owadow, jaj oraz larw, a pozostaty produkty prze-
miany materii po krotkotrwalym zerowaniu chrzaszczy.

Materialy i metody / Materials and methods

Materiatem do badan byto:

1. Ziarno pszenicy ozimej odmiany Korweta, zdrowe oraz
porazone wotkiem zbozowym. Probki porazonego ziar-
na przygotowano w Zaktadzie Entomologii Instytutu
Ochrony Ro$lin — Panstwowego Instytutu Badawczego
(IOR — PIB) w Poznaniu. Do 50 ziaren wprowadzano
po 10 i 20 dorostych, 1-5-dniowych samcéw wotka
zbozowego. Po 5 i 10 dniach usuwano owady, a ziarno
stanowito material do przygotowania ekstraktow
amylaz.

2. Larwy i imago wotka zbozowego pochodzace z ho-
dowli wiasnej IOR — PIB w Poznaniu.

Przygotowanie ekstraktow z ziarna i owadow:

Probki 50 ziaren pszenicy zdrowej i porazonej oraz
50 sztuk imago i larw wotka zbozowego rozdrabniano
w schlodzonym mozdzierzu, a nast¢pnie ekstrahowano
amylazy przy uzyciu 0,1 M buforu octanowego o pH 5,0.

Detekcja o-amylaz wotka zbozowego (zgloszenie
patentowe P.392083):

Obecno$¢ o-amylaz wotka zbozowego w porazonym
ziarnie okre$lano metoda elektroforezy natywnej z wy-
konaniem zymograméw. Rozdziaty elektroforetyczne
prowadzono w jednofazowym 7,5% zelu poliakrylami-
dowym z 1% dodatkiem dekstryny granicznej. Rozdziat
prowadzono w 0,1 M buforze Tris-glicyna o pH 9,1 w polu
elektrycznym przy stalym napigciu 170 V z zapewnieniem
chlodzenia. Probki do elektroforezy standaryzowano na
podstawie objgtosci ekstraktu. W celu wywotania zymo-
gramoéw, zele po rozdziale inkubowano w 0,5 M buforze
octanowym o pH 5,0, w temperaturze 25°C przez
25 minut, a nastgpnie barwiono w 0,3-procentowym roz-

tworze jodu w jodku potasu. Reakcj¢ przerywano po
5 minutach, pluczac zele woda destylowana.

Zasadg wykonania zymograméw oparto na zastoso-
waniu jako substratu dla dziatania enzymoéw, dekstryny
granicznej, ktdra umozliwia oznaczenie wytacznie aktyw-
no$ci a-amylaz, gdyz f-amylazy nie sa w stanie rozklada¢
takiej czasteczki. Zymogramy wywotywano roztworem I,
w KI barwigcym dekstryng, natomiast niereagujacym
z produktami jej rozktadu. O aktywnosci a-amylaz $wiad-
czyly widoczne na zymogramie przejasnienia.

Wyniki i dyskusja / Results and discussion

Na rysunku 1. przedstawiono zymogramy a-amylaz
z dekstryna graniczna ekstraktow ziarna pszenicy oraz larw
i imago chrzaszczy wolka zbozowego. Na zymogramach
nie odnotowano aktywnos$ci a-amylolitycznej w ekstrak-
tach ziarna pszenicy, natomiast stwierdzono duza aktyw-
no$¢ ekstraktow zarowno larw, jak i imago wotka zbozo-
wego. W przewodzie pokarmowym wolka zbozowego
dominuje a-amylaza, enzym dostosowany do trawienia
pokarméw skrobiowych, na ktérych zeruje owad (Baker
1983; Baker 1986; Rosinski i wsp. 2005). W zasiedlanym
przez wotka zbozowego ziarnie pszenicy roéwniez
wystgpuja enzymy amylolityczne. Jednak ich aktywnosc¢
w czasie przechowywania ziarna po zbiorze, gdy moze
dojs¢ do zasiedlenia przez wolka zbozowego, jest zwia-
zana glownie z dziataniem B-amylazy, gdyz aktywnos¢
a-amylazy w dojrzalym ziarnie zanika, wykazujac tylko
sladowa aktywnos¢. Aktywne oa-amylazy wystepuja
w ziarnie tylko w czasie dojrzewania przed zbiorem oraz
powtornie ulegaja zaktywowaniu w czasie kietkowania
(Daussant i Corvazier 1970; Ziegler 1999). Pomimo iz,
dotychczas donoszono tylko o wystgpowaniu tylko
jednego (Baker i Woo 1985; Rosinski i wsp. 2007) w obu
ekstraktach uzyskanych z larw 1 dorostych chrzaszczy
wolka zbozowego widocznych jest osiem izoenzymow
o-amylaz, przy czym jeden wykazuje zdecydowanie
najwigksza aktywnos$¢. Uzyskane obrazy potwierdzily
mozliwos$¢ detekcji a-amylaz wotka zbozowego w ziarnie
zb0z na podstawie elektroforezy natywne;.

Rys. 1. Zymogramy a-amylaz ziarna zb6z (1), larw (2) i imago
(3) wotka zbozowego

Fig. 1. Zymograms of wheat (1) and granary weevil larvae (2)
and imago (3) a-amylases activity



72 Applicability of zymograms for detection of granary weevil a-amylases / Zastosowanie zymogramoéw do detekcji a-amylaz wotka zbozowego

Rys. 2. Zymogramy a-amylaz wotka zbozowego uzyskane z eks-
traktow ziarna pszenicy, na ktérym przez pie¢ (1, 2, 3)
idziesie¢ (4, 5, 6,) dni zerowalo 10 samcoéw wotka
zbozowego

Fig. 2. Zymograms of a-amylases activity of extracts of wheat
grains infested by 10 male granary weevil during five
(1,2,3)an 10 (4, 5, 6) days

Rys. 3. Zymogramy a-amylaz wotka zbozowego uzyskane z eks-
traktow ziarna pszenicy, na ktérym przez pigé (1, 2, 3)
idziesig¢ (4, 5, 6) dni zerowato 20 samcow wotka zbo-
ZOWego

Fig. 3. Zymograms of o-amylases activity of extracts of wheat
grains infested by 20 male granary weevil during five
(1,2,3)and 10 (4, 5, 6) days

Na rysunkach 2. i 3. przedstawiono zymogramy o-amy-
laz wotka zbozowego uzyskane z ekstraktow ziarna
pszenicy, na ktorym przez pig¢ i dziesig¢ dni zerowalo
10 i 20 samcow wotka zbozowego. Na uzyskanych
o aktywnosci a-amylaz wotka zbozowego we wszystkich
ekstraktach ziarna, na ktorym zerowat owad. Zasadniczo
intensywno$¢ tych przejasnien byta wigksza wowczas, gdy
ekstrakty byly otrzymywane z ziarna, na ktérym wicksza
ilo$¢ owadow zerowata przez dluzszy czas (rys. 3). Nie
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mozna jednak jednoznacznie wykaza¢ zaleznosci pomig-
dzy liczba owadow, czasem Zzerowania a aktywnosScia
pozostawionej a-amylazy. Wynik taki §wiadczy o tym, ze
ilo§¢ a-amylazy pozostawionej na ziarnie przez zerujace
samce jest zwigzana z cechami osobniczymi owadow.

Przejasnienia widoczne na zymogramach a-amylaz
ekstraktow ziarna, na ktorym zerowaly samce wotka zbo-
zowego pokazuja, ze zastosowana metoda detekcji pozwa-
la wskaza¢ ziarno, na ktorym zerowat wotek zbozowy,
nawet jezeli owada nie ma juz w masie analizowanego
ziarna, a takze gdy na powierzchni nie sa widoczne
koreczki $wiadczace o zlozeniu przez samice jaj. Jest to
wyjatkowa zaleta tej metody w pordéwnaniu do innych
stosowanych do tej pory. Metoda ekspercka przy tak
krotkim czasie porazenia pozwala na obserwacje pod
binokularem i rejestrowanie jedynie koreczkéw pozo-
stawionych przez samice skladajace jaja do wnetrza ziarna.
Przy pomocy metody rentgenograficznej mozna juz
w piatym dniu od zlozenia wykryé jaja we wngtrzu
ziarniakow lub po6zniej larwy (Fornal i wsp. 2007; Na-
wrocka 1 wsp. 2012). Metoda rentgenograficzna nie
pozwala jednak na wykrycie $ladéw krotkiego zerowania
chrzaszczy, gdy owady juz nie przebywaja na ziarnie, we
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ziarna pozostawity jedynie swoje metabolity. Ma to bardzo
istotne znaczenie dla poprawy bezpieczenstwa konsu-
mentéw. Owady, zerujac w masie ziarna, pozostawiaja pyt,
ktoéry moze by¢ przyczyna alergii pokarmowej czy astmy
oskrzelowej piekarzy (Herling i wsp. 1995; Brewczynski
2006). Rowniez same amylazy wolkéw uznawane sa za
biatka alergenne (Herling i wsp. 1995).

Proponowana metoda detekcji a-amylaz wotka zbo-
zowego wydaje si¢ szczegéOlnie atrakcyjnym, nowym
narzgdziem w zintegrowanym systemie zarzadzania kon-
trola magazynowanego ziarna, zwigkszajacym bezpie-
czenstwo konsumentoéw, jak rowniez w postgpowaniach
reklamacyjnych w obrocie migdzymagazynowym.

Whioski / Conclusions

1. Elektroforeza natywna z zymogramami, opracowany
wczesniej sposob detekcji ukrytego porazenia ziarna
owadzimi szkodnikami, zwlaszcza wotkiem
zbozowym, pozwala nie tylko wykry¢ ukryte
porazenie, ale umozliwia takze wskazanie ziarna
niezasiedlonego, na ktérym wczesSniej zerowaly
chrzaszcze.

2. llo$¢ oa-amylazy pozostawionej na ziarnie przez
zerujace samce jest zwigzana z czasem zerowania
owadéw oraz z ich cechami osobniczymi zwiazanymi
z aktywno$cia enzymu w wydzielinie gruczotéw §li-
nowych.
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