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Streszczenie. Stosowanie $wiatta do stymulacji nasion w celu poprawy ilosci i jakosci plonéw
jest coraz czg$ciej stosowane w polskim rolnictwie. Niestety wigkszo$¢ przeprowadzonych badan ograni-
czalo si¢ do pomiarow efektow naswietlania, a nie zajmowalo si¢ okresleniem procesow wywotanych
biostymulacja zachodzacych w samych nasionach. Celem pracy bylo pokazanie metody badan okreslaja-
cych w ilosciowy sposob te procesy. Przedstawiono metodg pomiaru widm transmisji $wiatta podczerwo-
nego przez preparaty przygotowane z maki uzyskanej z nasion pszenzyta odmiany Matejko z 2005 r. Na
podstawie analizy tych widm okreslono zmiany ilosci enzymoéw w nasionach. Opisano metodg analizy
poréwnawczej ilo$ci skrobi w nasionach naswietlanych i nienaswietlanych.
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WSTEP

Ekologiczne metody produkcji zywnosci oraz ochrona srodowiska wymagaja
poszukiwania nowych metod zwigkszania plonéw roslin bez uzycia $rodkow
chemicznych. Coraz czg$ciej stosowane sa metody fizyczne powodujace popra-
wienie jako$ci materiatu siewnego. Jedna z takich metod jest zastosowanie §wia-
tla monochromatycznego jako stymulatora nasion. Badania dotyczace biostymu-
lacji $wiatlem (w szczegdlnosci swiattem koherentnym) prowadzone sa od kilku-
nastu lat na wielu gatunkach i odmianach roslin, np. jeczmieniu (Szajsner 2003,
Rybinski 2000), pszenicy (Szajsner 2003, Makarska in. 2004), pszenzycie (Ka-
tanska i in. 2003), bobiku (Podlesny 2002), rzepaku (Starzycki 2005), marchwi
(Mikos-Bielak 2003), koniczynie (Dziwulska 2004, Wilczek 2006) i wielu in-
nych. Wigkszos¢ badan dotyczy pomiardéw szybkosci i energii kietkowania, dtu-
gosci korzeni, suchej 1 mokrej masy oraz wielkos$ci plonow z hektara.
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W wielu przypadkach badania sa obcigzone btedami wynikajacymi z wigk-
szego wplywu czynnikow biologicznych, takich jak plesnienie roslin, niz wptywu
stymulacji laserowej. Tradycyjne badania wymagaja licznych probek nasion, co
powoduje dhugie i pracochtonne pomiary. Niestety niewiele badan dotyczy po-
znania proceséw zachodzacych w samych nasionach w trakcie oraz po naswietla-
niu (Drozd 2003, Makarska 2004).

Przedstawiane w literaturze modele biostymulacji (Karu 1988, Tsivunchyk
2003, Popp 1984) opisywane sa jako ciag zdarzen rozpoczgtych przez absorpcjg
fotonéw przez fotoreceptory. Energia zabsorbowanego fotonu moze aktywowad
enzymy, zwigksza¢ szybko$¢ syntezy ATP i liczebno$¢ mitochondriéw w komorce.
Celem pracy jest pokazanie metod okreslajacych w sposéb ilosciowy procesy
zachodzace w nasionach. Przedstawiona zostanie metoda badania ilosci 1 aktyw-
nosci alfa-amylazy oraz ilo$ci skrobi.

MATERIAL I METODY

Materialem badawczym byly nasiona pszenzyta odmiana Matejko z 2005
roku. W trakcie eksperymentu wykorzystano laser diodowy bazujacy na diodzie
Mitsubischi ML101J27 o dtugosci fali §wiatta 660 nm i maksymalnej gestosci
mocy 40 mW-cm™. Dioda laserowa zasilana i stabilizowana przez sterowniki
firmy Thorlabs TED200 i LDC205B pracowata w trybie wielomodowym.
Wiazka lasera zostata rozszerzona do powierzchni okoto 12,5 cm’, tak aby moz-
liwe bylo naswietlanie 30 nasion pszenzyta rownocze$nie. Czas naswietlania
wynosit w zalezno$ci od pomiaru od 10 do 500 s.

Nasiona wykorzystywane w eksperymencie przebierano w celu eliminacji
uszkodzonych nasion i sortowano po 30 sztuk. Po stymulacji laserowej nasiona
przechowywano na dwa sposoby: dla probek zwanych w dalszej czgsci, jako ,,su-
che” nasiona przechowywano w szalkach Petriego w temperaturze 21°C; dla pro-
bek zwanych, jako ,,mokre” nasiona wysiewano na mokrych bibutach w szalkach
Petriego i przechowywano w temperaturze 21°C i wilgotnosci 100%. Wysiewanie
nasion nastgpowalo natychmiast po naswietlaniu. Dla kazdego czasu naswietlania
oraz dla nasion kontrolnych sporzadzono po 4 prébki nasion. Po 30 godzinach od
chwili naswietlania, nasiona danej serii probek (zaréwno dla probek ,,suchych”
jak i ,,mokrych”) byly laczone i ucierane w mozdzierzu, a nastgpnie przesiewane
przez sito. Dodatkowo probki mokre przed ucieraniem byly suszone w temperatu-
rze pokojowej przez 24 godziny. Otrzymana maka shuzyla do badan zaréwno
w podczerwieni jak i w $wietle widzialnym. Czysta skrobig z nasion otrzymano
na podstawie metody opisanej w artykule Czuchajowska 2005.
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Spektroskopia w podczerwieni

Badanie ilosci enzymoéw alfa-amylazy zostato przeprowadzone przy uzyciu
dwuwiazkowego spektrofotometru Specord M80 firmy Carl Zeiss Jena wyposa-
zonego w karte umozliwiajaca transfer danych do komputera firmy Medson.

W celu przygotowania pastylek do pomiaréw w spektrofotometrze, 3 mg ma-
ki z danej serii probek mieszano z 200 mg wczes$niej wysuszonego bromku pota-
sowego — KBr (suszenie w temperaturze 130°C przez co najmniej 48h). Miesza-
ning wsypywano do tabletkarki i poddawano ci$nieniu 90 MPa przez 180s w pra-
sie hydraulicznej. Tabletkarka i prasa hydrauliczna wykonane zostaty w Zakta-
dzie Fizyki, Uniwersytetu Rolniczego w Krakowie. Otrzymane pastylki przecho-
wywano w eksykatorze do czasu pomiaru w celu ochrony przed wilgocig. Dla
kazdej serii probek wykonane zostaly 3 pastylki. Pomiary wykonywano przy uzy-
ciu referencyjnej pastylki wykonanej z czystego KBru.

Spektroskopia w $wietle widzialnym

Badanie aktywnosci enzymow alfa-amylazy wykonywano poprzez pomiar ilosci
zwiazkow skrobi z jodem mierzac absorpcje $wiatta w zakresie 450 do 750 nm.
W literaturze metoda ta znana jest jako pomiar wielkosci ,,blue value” skrobi
(Tsivunchyk 2003).

W celu przygotowania probek do pomiaréw najpierw sporzadzono roztwory
bazowe wsypujac do kolb miarowych 200 mg maki z danej serii probek i dolewa-
jac 2 ml czystego etanolu. Probki mieszano w celu uzyskania jednorodnej zawie-
siny. Nastgpnie dodawano 10 ml roztworu NaOH w wodzie o stezeniu 1 N i po-
nownie mieszano. Otrzymany roztwor odstawiono w ciemne miejsce na co naj-
mniej godzing w celu uzyskania jednorodnego zelu. Roztwor uzupetniano 85 ml
wody destylowanej i ponownie pozostawiono w ciemnosciach co najmniej na
godzing. Dobrze przygotowany roztwor byt przezroczysty i nie zawierat zadnych
zanieczyszczen z maki.

Probki do pomiarow otrzymywano poprzez wlanie do kolb miarowych 4,5 ml
roztworu bazowego, 50 ml wody i 1 ml roztworu HCL 0,5N w wodzie. Nastgpnie
dodawano 4 ml ptynu lugola rozcienczonego w wodzie w stosunku 1:20. Otrzy-
mane w ten sposob roztwory miaty kolor ciemnoniebieski. Zabarwienie roztworu
bylo wynikiem pojawienia si¢ zwiazkow skrobi z jodem.

Pomiary ekstynkcji w zakresie od 500 do 700 nm wykonywano przy uzyciu
spektrofotometru Specord M40 firmy Carl Zeiss Jena rowniez wyposazonego w
karte firmy Medson umozliwiajaca przesytanie danych do komputera. Pomiary
wykonywano w kuwetach o grubosci 1 cm.
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WYNIKI I DYSKUSJA

Na rysunku 1 przedstawiono porownanie widma transmisji §wiatta w zakresie
podczerwieni dla czystej skrobi otrzymanej z nasion pszenzyta oraz enzymu alfa-
amylazy (SDBS 2007). Mozna zauwazy¢ znaczne zroéznicowanie natgzen linii
widmowych dla liczb falowych 1650, 1548, 1404 i 680 cm™ (odpowiednio 6060,
6460, 7120 i 14700 nm). W szczegdlnosci zauwazalny jest brak linii widmowej w
skrobi dla 6460 nm. Istniejace roznice mozna wykorzysta¢ w celu okreslenia ilosci
enzymu wystgpujacego w mace nasion pszenzyta.
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Rys. 1. Widmo transmisji podczerwieni przez skrobig uzyskana z nasion pszenzyta — linia kropko-
wana — 1 przez alfa-amylazg (SDBS 2007) — linia ciagta

Fig. 1. IR transmission spectrum of pure triticale starch — dotted line — and alpha-amylase (SDBS
2007) — solid line

W tracie badan zmierzono widmo transmisji §wiatla podczerwonego dla wcze-
$niej przygotowanych probek. Dla probek naswietlanych przez 10 i 500 s, dla nasion
kontrolnych, oraz czystej skrobi wykonano pomiary dla trzech réznych pastylek.
Wyniki usredniono w celu eliminacji przypadkowych bledow pomiarowych.

Na rysunku 2 pokazane jest widmo w zakresie od 500 do 2000 cm™ dla pro-
bek suchych. Dla dhugosci fali §wiatta odpowiadajacej liczbie falowej 1548 cm’
mozna zauwazy¢ znaczne roznice w natgzeniu linii widmowych w zaleznosci od
rodzaju probki. Podobna sytuacja wystepuje dla linii 1404 i 680 cm-1. Przyjmu-
jac, ze stosunek natezen poszczegolnych linii widmowych odpowiada stosunkowi
ilosci enzymu, nasiona stymulowane $wiattem zawieraja wigksze ilosci alfa-
amylazy niz probka kontrolna. Istnieja takze roéznice pomigdzy pomiarami dla
roznych czaséw naswietlania. Nasiona naswietlane dluzej wytworzyty wigksza
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ilo$¢ enzymow. Poniewaz alfa-amylaza jest podstawowym czynnikiem katalicz-
nym przy rozktadzie skrobi, zapoczatkowujacym jej rozktad, zwigkszona ilos¢
tego enzymu moze przyspieszy¢ kietkowanie nasion i wzrost siewek.
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Rys. 2. Widmo transmisji podczerwieni przez probki ,,suche” z nasion stymulowanych $wiattem 1 probki
kontrolne w zakresie od 500 do 2000 cm': linia ciagla — probka kontrolna (nasiona nienaswietlane); linia
przerywana — czysta skrobia otrzymana z nasion pszenzyta; linia wykropkowana — nasiona naswietlane
przez 10 s; linia przerywano-kropkowana — nasiona naswietlane przez 500 s

Fig. 2. IR transmission spectrum of illuminated “dry” samples and reference samples (500-2000 cm™):
solid line — reference sample (not illuminated); dashed line — starch from triticale seeds; dotted line —
seeds illuminated for 10 s; dashed-dotted line — seeds illuminated for 500 s

W prébkach ,,mokrych” (rys. 3), czyli takich, w ktorych nasiona byty wysie-
wane na mokrych bibutach w szalkach Petriego, w okresie pomig¢dzy naswietla-
niem a pomiarami rozpoczgty zostal proces kietkowania. W czgéci nasion (okoto
10%) widoczne byly kielki. Proces kietkowania miat istotny wplyw na zmiang
ilodci alfa-amylazy. Dla widm na rysunku 3 widzimy duzo mniejsze réznice w
natgzeniu linii widmowych, ale efekt w dalszym ciagu jest zauwazalny. Efekt dla
czasu naswietlania 500 s jest duzo wigkszy niz dla 10 s.

Poréwnujac widma kontrolne dla probek suchych i mokrych (rys. 4) mozemy
takze zauwazy¢ rdznice w absorpcji promieniowania przez probki. Dla dlugosci
fal $wiatla 6060 1 6460 nm (dwie pierwsze pokazane linie absorpcyjne w alfa-
amylazie) absorpcja w probkach mokrych jest mniejsza. Moze to by¢ wynikiem
wykorzystania amylazy w procesie kietkowania.

Na rysunkach 5 i 6 pokazane sa pomiary dla zakresu dtugosci fal od 2500 do
4000 nm dla prébek suchych i mokrych. Dobrze widoczna linia absorpcyjna w
okolicach 3400 cm™ (2940 nm) zwiazana jest z oddzialywaniem $wiatta z wiaza-
niami O-H substancji chemicznych znajdujacych si¢ w preparatach. W probkach
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biologicznych najwigkszy wkiad do tej linii ma woda. Mozemy wigc na podstawie tej
linii okresli¢ ilos¢ wody pochtanianej przez nasiona. Z wykresow wida¢, ze zardbwno
dla prébek suchych jak i mokrych dla nasion naswietlanych przez 500 s mamy duze
roéznice w ilosci wody w pordwnaniu do prébek kontrolnych.
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Rys. 3. Widmo transmisji podczerwieni przez probki ,,mokre” z nasion stymulowanych $wiattem
i probki kontrolne w zakresie od 500 do 2000 cm™: linia ciagta — probka kontrolna (nasiona niena-
$wietlane); linia przerywana — czysta skrobia otrzymana z nasion pszenzyta; linia wykropkowana —
nasiona naswietlane przez 10 s; linia przerywano-kropkowana — nasiona naswietlane przez 500 s
Fig. 3. IR transmission spectrum of the illuminated “wet” samples and reference samples (500-
2000 cm™): solid line — reference sample (not illuminated); dashed line — starch from triticale
seeds; dotted line — seeds illuminated for 10 s; dashed-dotted line — seeds illuminated for 500s
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Rys. 4. Porownanie widm referencyjnych dla probek ,,mokrych” (linia wykropkowana) i ,,su-
chych” (linia ciagla)

Fig. 4. Spectrum comparison between “wet” (dotted line) and “dry” (solid line) reference samples
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Rys. 5. Widmo transmisji podczerwieni przez probki ,,suche” w zakresie od 4000 do 2500 cm’!
Fig. 5. IR transmission spectrum of the illuminated “dry” samples (4000-2500 cm’™")
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Rys. 6. Widmo transmisji podczerwieni przez probki ,,mokre” w zakresie od 4000 do 2500 cm’
Fig. 6. IR transmission spectrum of the illuminated “wet” samples and reference samples (4000-2500 cm™)

W celu uzupetnienia wynikéw badan widm w podczerwieni przeprowadzono
pomiary wzglednej réznicy ilosci skrobi metoda pomiaru wielkosci ,,blue value”
czyli pomiaru absorpcji $wiatla o dtugosci fali 600 nm przechodzacego przez
zwiazki skrobi z jodem. Pomiary byly wykonywany przy wykorzystaniu mozli-
wosci spektrofotometru do mierzenia roznicy transmisji $wiatta przez probke
referencyjna i material badawczy. Zaréwno dla probek suchych i mokrych jako
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referencj¢ uzyto roztwor otrzymany z nienaswietlanych nasion. Wyniki pomiaréw
przedstawione sa na rysunkach 7 i 8 odpowiednio dla probek suchych i mokrych.
Na podstawie linii referencyjnej mozemy okresli¢ btedy pomiaru. W idealnych
warunkach uzyskanym wynikiem pomiaru powinna by¢ prosta. W obu przypad-
kach widzimy réznice w poréwnaniu do pomiaru referencyjnego.

n.ce T . . -
. 0
o ) -
'. ] . —— .
0.0 :fkjm_g_,..wm“ B e ——\n::,_f
Syt —_—— -
- L - AP )
- "-.J_,av_-\\r\’...\”"»" o
L B - . i
& e, .
E 4 R
= K st
[ e o 4
o] . -
= -
£
b B -
& 0O - '\ n i 4
[ . Lt
2 .
-E‘ .. . -
¥ pom - v EERn |
u - = . kentrola - reference
017 R L
0 - " o i
.- o RRERN i}
LT
100 =
0,5 1 1 1
250 i} S5 S0 [ o

Chugose lali - Wawelenglh {nm)

Rys. 7. Referencyjne widmo absorpcyjne dla probek suchych
Fig. 7. Absorption spectrum for the “dry” samples
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Rys. 8. Referencyjne widmo absorpcyjne dla probek mokrych
Fig. 8. Absorption spectrum for the “wet” samples
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WNIOSKI

1. Badania wykazaly mozliwos$¢ zastosowania spektroskopii w podczerwie-
ni oraz spektroskopii w §wietle widzialnym do ilo$ciowych badan wplywu swiatla
na procesy zachodzace w nasionach (badanie zmian ilo$ci i aktywnosci alfa-
amylazy oraz ilosci skrobi w nasionach).

2. Mierzac wzgledne natgzenia linii widmowych w widmie transmisji lub
absorpcji podczerwieni mozemy okresli¢ ilos¢ enzymu alfa-amylaza w porowna-
niu do probek kontrolnych.

3. Przedsiewna stymulacja nasion §wiattem o dlugosci fali 660 nm powodu-
je zwigkszenie ilosci enzymu alfa-amylazy w nasionach.
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DETERMINATION OF THE INFLUENCE OF MONOCHROMATIC LIGHT
STIMULATION ON GERMINATION PROCESS OF TRITICALE SEEDS
USING IR AND VIS SPECTROSCOPY
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Abstract. The use of pre-sowing light stimulation of seeds to increase growth and improve
the quality of cultivated plants has become popular in Poland. Unfortunately, most of the research
describing stimulation effect of light is aimed at showing the final effect of biostimulation, without
describing the inner biochemical processes in illuminated seed. Presented methods of research will
show these processes as defined in a quantitative manner. The method of measurements of infrared
transition spectrum through the samples of triticale seeds (Matejko 2005) is shown. The amount of
alpha-amylase enzyme and the amount of starch in illuminated seeds is analysed compared to not
illuminated ones.
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