Vedrana Savié

Uticaj ultrazvuka na
klijanje semena pSenice

Ispitivan je uticaj ultrazvucnih talasa na klijanje se-
mena pSenice. Odredivana je klijavost semena, kao
i aktivnost Ol-amilaze, enzima koji razgraduje skrob
i koji je aktivan u procesu klijanja. Semena su tre-
tirana ultrazvucnim talasima frekvencije 43 kHz.
Uporedivan je broj proklijalih semena iz tretiranih
i broj proklijalih semena iz kontrolnih (netretiranih)
grupa. U svim tretiranim grupama se javlja zna-
Cajno veci broj proklijalih semena. Nije uocena sta-
tisticki znacajna razlika u aktivnosti O-amilaze
izmedu tretirane i netretirane grupe. Zakljuc¢eno je
da ultrazvucni talasi nepoznatim mehanizmom ubr-
zavaju proces klijanja semena, ali da nemaju efekta
na O-amilazu. Radi razjasnjenja ovog, potencijalno
vrlo korisnog fenomena potrebno je sprovesti dalja
ispitivanja

Uvod

Mehanicke talase sa frekvencijom veom od
20000 Hz nazivamo ultrazvuk. Ultrazvuéni talasi
imaju veoma malu talasnu duZinu (do 17 mm) i
poseduju veliku energiju. Zbog toga su nasli veliku
primenu: koriste se za sitnjenje supstancije, za ski-
danje masnih naslaga i rde sa povrSine metala, ubr-
zavaju procese oksidacije, polimerizacije,
kristalizacije, itd. Posebno je vazna njihova primena
u medicini i farmaciji. Pomodu njih se mogu
uniStavati virusi, bakterije, gljive i sl. (Petrovi¢ et al.
2003). Dosta se raspravlja o tome da li ultrazvuk
moZe da izazove denaturaciju proteina (Sala et al.
1995).

Cilj ovog eksperimenta bio je utvrditi da 1i ul-
trazvucni talasi uticu na klijanje semena. Jedno od
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mogucih objasnjenja uticaja ultrazvucénih talasa na
semena jeste da se pod njihovim dejstvom povecava
aktivnost Ol-amilaze, enzima koji ima veliku ulogu u
klijanju semena, jer razlaZe rezervni polisaharid
skrob. Povecanjem koli¢ine raspoloZivih hranljivih
materija bi se smanjilo vreme potrebno za klijanje
semena. Zbog toga se postavlja joS jedan cilj rada —
da se na osnovu merenja aktivnosti Oi-amilaze u tre-
tiranim i netretiranim semenima zakljuci da li ultra-
zvuk deluje na poveéanje koncentracije pomenutog
enzima.

Materijali 1 metode

U prvoj celini eksperimenta pradena je promena
klijavosti semena nakon tretiranja ultrazvukom, a u
drugoj je merena koncentracija Ol-amilaze u se-
menima koja su bila izlagana ultrazvuku.

I u jednoj i u drugoj celini tretirane grupe se-
mena su tokom 10 minuta izlagane ultrazvuénim
talasima frekvencije 43 kHz, sa variranjem vremena
imbibicije. Imbibicija predstavlja upijanje vode kroz
semenjacu, i merena je od momenta kada su semena
potopljena. Trenutak pocetka tretmana je menjan
kako bi se mogla uociti povezanost trajanja im-
bibicije sa efektom izlaganja ultrazvuénim talasima.

Grupe su bile postavljene na slede¢i nacin:

TO — nulta grupa, semena su izlagana dejstvu
ultrazvuka na pocetku imbibicije,

T 1 — semena su izlagana dejstvu ultrazvuka
1h nakon pocetka imbibicije,

T 2 — tretman 2h nakon pocetka imbibicije,
T 3 — tretman 3h nakon pocetka imbibicije,
T 4 — tretman 6h nakon pocetka imbibicije i
T 5 — tretman 12h nakon pocetka imbibicije.

Eksperiment je ponavljan po grupama Cetiri
puta. Rezultati su statisti¢ki obradeni. Kori$éen je t-
test za nezavisne uzorke.

Za naklijavanje semena pSenice koriS¢en je me-
tod naklijavanja na filter-papiru (Pinovi¢ 1998). Po

Vedrana Savi¢ (1989), Leskovac, NorveZanska 22,
ucenica 3. razreda Gimnazije u Leskovcu
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50 semena postavljeno je na sterilan filter papir u
Petri-Solji i dnevno je dodavano 10 mL cesmenske
vode. Nakon 72h od pocetka imbibicije brojano je
koliko je semena proklijalo.

Procedura ekstrakcije Ot-amilaze i esej
za odredivanje njene aktivnosti

Za ekstrakciju O-amilaze razvijena je nova pro-
cedura. Dva grama semena su homogenizovana u
pothladenom avanu u 6 mL hladnog (4°C) 10 mM
natrijum-citratnog pufera pH = 5.00, a potom je
masa centrifugirana 5 min na 10000 obrtaja po mi-
nutu. Supernatant je razblaZzen 50 puta i zamrznut do
daljeg koriSéenja.

Aktivnost O-amilaze je odredivana novim meto-
dom sa Lugolovim rastvorom. Metod se zasniva na
osobini joda da sa skrobom gradi komlekse koji su
intenzivno plave boje. Pri razgradnji kompleksa boja
se gubi. Promena intenziteta boje korelira sa ak-
tivnoS¢u enzima. Aktivnost enzima je izraZavana kao
promena apsorbance u minuti, usled nemoguénosti
merenja ta¢ne koncentracije skroba u rastvoru.

Postupak. U kivetu je sipano 1470 UL 0.01%
rastvora skroba i 5 UL Lugolovog rastvora. Nakon

toga je dodato 25 UL ekstrakta enzima i merena je
apsorbanca tokom 2 minuta na 595 nm (spektrofo-
tometar Cintra 10, GBC Spectral. Melbourne).

Rezultati 1 diskusija

Rezultati dobijeni pradenjem klijavosti kod
grupa koje su tretirane ultrazvukom nalaze se u ta-
beli 1. U kontrolnoj grupi srednja vrednost prokli-
jalih semena je 31.9, tj. od 50 prosecno je proklijalo
32 semena, odnosno 63+6%. Tretirane grupe se
razlikuju po vremenu kada su izlagane ultrazvuku.
Uocava se da je u grupi TO proklijalo 78%, u grupi
T 172%,u grupi T 2 74%,u grupi T 3 78%, u grupi
T 4 74% iu grupi T 5 78% semena. Na osnovu ovih
rezultata ne postoji znacajna razlika u stopi klijavosti
izmedu tretiranih grupa, tj. bez obzira na vreme izla-
ganjanja semena ultrazvuku, procenat klijanja je
slican. Prosek klijavosti za tretirane grupe je 76+5%.
Poredenjem sa kontrolnom grupom uocava se da je
u njoj proklijao najmanji broj semena, odakle se
moZe izvesti zakljuCak da su ultrazvucni talasi imali
efekat na klijanje semena. Razlika u procentu klija-
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vosti izmedu tretiranih i netretiranih grupa je sta-
tisti¢ki znacajna (p < 0.05)

Tabela 1. Broj proklijalih semena u tretiranim
grupama.

Tretman Proklijalo od 50 semena
TO 39
T1 36
T2 37
T3 39
T4 37
TS5 39

Rezultati dobijeni pri merenju koncentracije O-
amilaze u semenima kod grupa koje su tretirane ul-
trazvukom nalaze se u tabeli 2, a kod kontrolnih
grupa u tabeli 3.

Tabela 2. aktivnost Ot-amilaze u grupama tret-
mana

Tretman aktivnost O-milaze(AA/min)
TO 0.001931
T1 0.003818
T2 0.003243
T3 0.002549
T4 0.002729
TS5 0.002645

Tabela 3. Aktivnost Ot-amilaze u kontrolnim
grupama

Kontrola  aktivnost ({-amilaze(AA/min)
KO 0.002215
K1 0.004272
K2 0.003738
K3 0.002728
K 4 0.002855
K5 0.003185

Ocekivani rezultat bio je da ¢e pocetne brzine
opadanja koncentracije skroba u tretiranim grupama
biti vece, tj. da e tretirane grupe imati vecu ak-
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tivnost O-amilaze. U dobijenim rezultatima se
uocava da je pocCetna brzina u svim tretiranim gru-
pama manja od pocetne brzine u kontrolnim gru-
pama. Postoje razli¢ite mogucnosti za tumacenje
ovih rezultata. Mogude je da ultrazvucni talasi
frekvencije 43 kHz ostvaruju negativan efekat na ak-
tivnost O-amilazu iz semena pSenice. Osim toga,
mogucde je da su kontrolne grupe na indirektan nacin
bile izlagane ultrazvu¢nim talasima jer su za vreme
tretmana sve grupe bile u istoj prostoriji u kojoj se
nalazio i ultrazvuéni aparat, §to je moglo da dovede
do neocekivanih rezultata. Od znacaja bi bilo pono-
viti pracenje promene koncentracije Ot-amilaze, kako
bi bili potvrdeni prethodno dobijeni rezultati.

ZakljuCak

Sprovedeno istraZivanje pokazuje da je klijavost
semena koja su bila tretirana 10 min ultrazvu¢nim
talasima frekvencije 43 kHz znacajno veca u odnosu
na kontrolnu grupu. Ovaj podatak govori u korist
pretpostavci da ultrazvucni talasi imaju uticaj na kli-
janje semena. Mehanizam dejstva ultrazvuka jo§ nije
razjaSnjen. IstraZivanje je pokazalo da nema znacaj-
nije promene u aktivnosti Oi-amilaze izmedu tretira-
nih i kontrolnih grupa. Da li do brZeg klijanja dolazi
usled mehani¢kog oStedenja semenjace, brZzeg upi-
janja vode pod dejstvom ultrazvuka ili ultrazvucni
talasi ubrzavaju neke fizioloSke procese u semenu —
treba utvrditi dodatnim istraZivanjima.
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Vedrana Savié

Effects of Ultrasound on the
Germination of Wheat Seeds

The aim of this research was to find out whether
ultrasound waves have an effect on the germination

of wheat seeds, as well as on the activity of O-ami-

lase. Oi-amylase is an enzyme that decomposes
starch and it is very important in seed germination.
A change in amylase activity could influence the
rate of seed sprouting

Seeds have been treated for 10 minutes with ul-
trasound waves at a frequency of 43 kHz, and the
number of sprouted seeds in the treated and control
groups were compared. The activity of O-amylase
was determined, using a novel assay with the Lugol
reagent.

There was no significant change of enzyme ac-
tivity. However, the ultrasound waves enhanced seed
germination. The mechanism of this phenomenon is
still unknown, but it probably does not include O
amylase.
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