Marija Jeremic

Uticaj zraCenja He-Ne
lasera na klijanje semena
pSenice

Ispitivan je uticaj zracenja helijum-neonskog lasera
na klijanje semena psenice. Odredivana je klijavost
semena, kao i aktivnost o-amilaze, enzima koji
razgraduje skrob i koji je aktivan u procesu kli-
Jjanja. Uporedivan je broj proklijalih semena u
tretiranim grupama sa brojem proklijalih semena u
kontrolnoj grupi. Zakljuc¢eno je da je klijavost zra-
Cenih semena, 84 sata nakon zracenja, povecana u
odnosu na kontrolnu grupu, kao i da nema stati-
sticki  znacajne razlike u aktivnosti O-amilaze
izmedu tretiranih i kontrolne grupe. Razlika u duZi-
ni klica izmedu zracenih grupa i kontrolne nije
statisticki znacajna.

Uvod

Klijanje je proces izbijanja klice iz semena.
Uslovi koji su potrebni za klijanje su voda, vazduh i
toplota (Petrovi€ et al. 2003). Seme prvo upija vodu,
nabubri, puca semenjaca, a zatim izbija klica. Proces
klijanja zavrSava se kada se na klici pojave prvi lis-
tovi 1 biljka moZe samostalno da Zivi. Do tada koristi
hranljive materije iz semena (Konjevic et al. 2006).

Prema uticaju na ¢lanove agrobiocenoze, deo
spektra od 300 do 400 nm deluje na smanjenje
habitusa biljke i debljanje listova. Zona od 500 do
700 nm vazna je za fotosintetsku asimilaciju uglje-
nika, ali najjaca je apsorpcija suncevog svetla u
hlorofilu u zoni od 600 do 700 nm (crvena zona
spektra). Zona od 700 do 800 nm uti¢e na produ-
Zenje rasta biljaka, a viSe od 800 nm ima toplotni
efekat. To je glavni izvor toplotne energije za trans-
piraciju biljaka (Todorovi¢ et al. 2003). Sa He-Ne
laserom je moguce postici zracenje na viSe talasnih
duzina, koje odgovaraju crvenoj svetlosti: 632.8,
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635.2,640.1 i 730.5 nm. Zbog toga se doslo do pret-
postavke da zracenje lasera uti¢e na klijanje semena
pSenice.

Cilj rada je da se ispita dejstvo zracenja He-Ne
lasera na klijanje semena pSenice.

Materijal 1 metode

Eksperiment se sastoji od dva dela. U prvom
delu eksperimenta pracena je klijavost semena nakon
zracenja — pracen je broj i duZina klica isklijalih
semena 48 i 84 Casa nakon zraCenja. U drugom delu
je merena koncentracija oi-amilaze u semenima koja
su bila izloZena zracenju He-Ne lasera. Eksperiment
je ponavljan Cetiri puta.

U oba dela eksperimenta, 2 h nakon imbibicije,
semena su izlagana zracima He-Ne lasera, sa razli-
¢itim vremenima zracenja (imbibicija predstavlja
upijanje vode kroz semenjacu i merena je od tre-
nutka potapanja semena u vodu). Prema duzini
zraCenja postavljene su sledece grupe:

K — grupa u kojoj semena nisu bila izlagana

zralenju

A — grupa zraCena 5 s

B — grupa zracena 10 s

C - grupa zracena 20 s

D — grupa zraena 40 s.

U svakoj grupi bilo je po 50 semena. Za zra-
¢enje je koriS¢en He-Ne (helijum-neonski) laser
snage 10 mW. To je tip gasnog lasera, koji kao izvor
zraCenja koristi smeSu molekula helijuma i neona.

Za naklijavanje semena pSenice koriscen je
metod naklijavanja na filter-papiru (Pinovi¢ 1998).
Po 50 semena postavljeno je na sterilan filter-papir u
Petri-Solji i dnevno je dodavano 10 mL ¢esmenske
vode. Nakon 84 h od pocetka imbibicije brojano je
koliko je semena proklijalo.
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Rezultati su obradeni u programskom paketu
Statistica. Kori§¢eni su analiza varijanse (ANOVA)
sa LSD naknadnim testom, hi-kvadrat test i nepara-
metarski testovi korelacije. Prikaz vremenskih zavi-
snosti uraden je u programu Origin.

Procedura ekstrakcije ol-amilaze i esej
za odredivanje njene aktivnosti

Za ekstrakciju o-amilaze koriS¢ena je sledeca
procedura: 3 g semena su homogenizovana u pot-
hladenom avanu u 6 mL hladnog (4°C) 10 mM
natrijum-citratnog pufera pH=5.00, a potom je masa
centrifugirana 10 min na 10 000 obrtaja u minutu;
supernatant je zamrznut do daljeg koriséenja, odno-
sno merenja na spektrofotometru (Koracevi¢ et al.
1996).

Aktivnost o-amilaze je odredena metodom sa
Lugolovim rastvorom. Metod se zasniva na osobini
joda da sa skrobom gradi komplekse koji su inte-
nzivno plave boje. Pri razgradnji kompleksa boja se
gubi. Promena intenziteta boje korelira sa aktivnoséu
enzima. Aktivnost enzima je izraZavana kao pro-
mena apsorbance u minuti, usled nemoguénosti
merenja tatne koncentracije skroba u rastvoru (Cir-
kovi¢ Velickovi¢ i Prodanovi¢ 2005).

Postupak. U kivetu je sipano 2 mL 0.1% ras-
tvora skroba i 30 pL Lugolovog rastvora. Nakon

toga je dodato 200 pL ekstrakta enzima i merena je
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Slika 1. Duzina klica u zavisnosti od vremena zracenja,
48 h nakon zracenja

Figure 1. Stub length depending on the time of
irradiation, 48 h after irradiation
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apsorbanca tokom 3 min na 595 nm (spektro-
fotometar Cintra 10. GBC Spectral. Melbourne)
(Savi¢ 2007).

Rezultati i diskusija

Broj isklijalih semena u zavisnosti od duZine
zracenja po imbibicijama nakon 48 i 84 sata nakon
zraCenja dat je u tabelama 1A i 1B, a srednje duZine
klica nakon 84 sata u tabeli 2. Zavisnost duZina klica
od vremena zraCenja za sve imbibicije nakon 84 sata
prikazane su grafikonom na slici 1, a srednji broj
isklijalih semena nakon 48, odnosno 84 sata na sli-
kama 2 i 3.

Ne postoji statisticki znacajna razlika u duzini
klice izmedu kontrolne i grupa koje su zracene.
Jedino je znacajna razlika konstatovana izmedu gru-
pe koja je zracena 5 s i grupe koja je zracena 20 s.

Tabela 1A. Broj isklijalih semena nakon 48 h

K A B C D
i 21 19 16 15 18
II 20 25 24 15 19

1 22 24 19 16 18
v 23 21 20 18 19

M 21.5 2225 195 16 18.5
24 1
23 4
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Slika 2. Broj proklijalih semena u zavisnosti od
vremena zracenja, 48 h nakon zraCenja

Figure 2. The number of germs depending on the time
of irradiation, 48 h after irradiation
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Tabela 1B. Broj isklijalih semena nakon 84 h

K A B C D
i 30 29 32 34 37
II 27 30 32 34 33

111 40 38 38 36 42
v 36 48 48 46 41
M 3325 375 375 375 38.25

Tabela 2. Srednja duZzina klica nakon 84 h u
zavisnosti od duzine zralenja

Duzina Srednja N SD SE
zraCenja duZina

[s] [cm]

0 2.59 102 1.15 0.11
5 273 106 1.00 0.01
10 2.56 122 0.98 0.09
20 232 118 0.99 0.09
40 249 122 1.03 0.09
sve 253 570 1.03 0.04

N - broj klica, SD — standardna devijacija,
SE — standardna greska
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Slika 3. Broj proklijalih semena u zavisnosti od
vremena zracenja, 84 h nakon zracenja

Figure 3. The number of germs depending on the time
of irradiation, 84 h after irradiation
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Tako hi-kvadrat testom nije konstatovana sta-
tisticki znacajna razlika izmedu tretmana u pogledu
broja proklijalih semena, uzimajuéi u obzir i broj
proklijalih klica i njihovu duZinu, uocavaju se dve
bitne Cinjenice:

1. Poredeci grafike na slikama 1 i 2, tj. duZinu
klica i broj proklijalih semena 48 sati nakon zraCenja
uocava se korelacija izmedu ova dva parametra, $to
se potvrduje i neparametarskim korelacionim testo-
vima (Spirmanov test daje p = 0.03, Kendalov i
gama test daju p = 0.05).

2. Iz grafika 3, uocava se eksponencijalni rast
broja proklijalih semena u zavisnosti od vremena
zracenja, koji dostiZe svoju asimptotu oko desete
sekunde. MozZe se pretpostaviti da bi optimalna du-
Zina zraCenja koja rezultira najve¢om klijavoscu bila
postignuta izmedu 5 i 20 sekundi.

Takode, iz grafika na slici 1 vidi se da je maksi-
malna duZina klica za ceo uzorak pri zracenju od 5
s. Kada se pogledaju situacije po razli¢itim pona-
vljanjima, isto proizilazi da bi optimalna duZina zra-
Cenja bila izmedu 5 i 10, eventualno 20 s.

Imalo bi smisla eksperiment ponoviti sa zrace-
njima u intervalu do 20 s ali sa veCom vremenskom
rezolucijom, npr. sa korakom od dve sekunde.

Merenja aktivnosti oi-amilaze nisu pokazala sta-
tisticki znacajne razlike vezane za brzinu aktivnosti
ovog enzima. Rezultati dobijeni pri merenju akti-
vnosti a-amilaze u semenima, kod kontrolne i treti-
ranih grupa, prikazani su u tabeli 3.

Tabela 3. Aktivnost ai-amilaze u kontrolnoj grupi
i tretiranim grupama

Grupe Aktivnost o-amilaze (AA/min)
K 0.0027

A _

B _

C 0.0027

D 0.0029

Zakljucak

Na osnovu dobijenih rezultata zakljuceno je da
je klijavost semena, koja su bila tretirana zracima
He-Ne lasera snage 10 mW, 84 ¢asa nakon zracenja,
veca u odnosu na kontrolnu grupu. Maksimalna
klijavost je postignuta kod grupe koja je zracena 10

DEOII



s, a pretpostavlja se da bi ona bila postignuta duZi-
nom zracenja izmedu 5 i 20 s. Razlika u duZini klica
izmedu zracenih grupa i kontrolne nije statisticki
znacajna. Nema znacajne promene u aktivnosti
o-amilaze izmedu tretiranih grupa i kontrole. Ekspe-
riment bi se trebao ponoviti sa zraenjima u inter-
valu do 20 s, ali sa ve€om vremenskom rezolucijom.
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Marija Jeremic

Effects of Irradiation with He-Ne
Laser on the Germination of Wheat
Seeds

The influence of the He-Ne (helium-neon) laser
radiation on the sprouting of the wheat seed is ex-
amined in this work. The sprouting of the seeds
were determined, as well as the activity of the
o-amylases, an enzyme which decomposes the
starch, which is active during the sprouting process.
The number of sprouted seeds in treated groups
were contrasted with the number of sprouted seeds
of the controlled group. Based on the research there
were several conclusions. It was determined that the
sprouting of the radiated seeds was increased com-
pared to the control group, but there was no statisti-
cally significant difference in the activity of the
a-amylases between the treated and the control
group. The difference in the length of the sprouts of
the irradiated group and the control is statistically in-
significant. O
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