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CZESC TEORETYCZNA

Kielkowanie nasion, czyli zesp6t procesdéw zachodzacych w na-
sieniu, ktoére przygotowuja zarodek do normalnej wegetacji, jest
uwarunkowane czynnikami wewnetrznymi i zewnetrznymi.
Zdolne do kielkowania sa tylko nasiona, ktérych zarodki sa zywe
i odpowiednio dojrzale. Zywotnoéé nasion okreéla sie na podsta-
wie barwienia zarodkoéw chlorkiem trifenylotetrazoliowym lub
indygokarminem. Procent nasion danego zbioru zdolnych do kiel-
kowania okres$lany jest zdolnoscia kielkowania. Szybkos¢
kielkowania (dawniej energia kietkowania), czyli % nasion nor-
malnie skielkowanych w ciagu pewnego krotkiego okresu, okresla
stopien zywotno$ci nasion. Na podstawie zdolno$ci i szybko$ci
kietkowania ocenia sie jako$¢é materialu siewnego.

W procesie kietkowania nasion wyréznia sie faze fizyczng
(pecznienie nasion), biochemiczna i fizjologiczna. W fazie bio-
chemicznej nastepuje aktywacja i synteza de novo enzymow
uczestniczacych w uruchamianiu materialow zapasowych.
W ziarniakach zb6z, ktorych gléwnym materialem zapasowym
jest skrobia, w regulacji procesu uczestnicza hormony roslinne
z grupy giberelin, wytwarzane przez rozwijajacy sie zarodek.

Czynnikami $srodowiska zewnetrznego wplywajacymi na kiel-
kowanie nasion sg: woda, tlen, temperatura i $wiatlo. Nasiona
wielu gatunkéw roélin (np. salata, tyton) wykazuja stymulacje
kietkowania pod wplywem $wiatla. Najbardziej efektywne jest
Swiatlo czerwone (660 nm). Efekt $wiatla czerwonego jest odwra-
cany przez daleka czerwien (730 nm). Receptorem $§wiatla w pro-
cesie kietkowania nasion jest fitochrom, ktéry w roslinach
wystepuje w dwoch formach: P, o maksimum absorpcji $wia-
tla przy dtugosci fali 660 nm i P, 0 maksimum absorpcji $wiatla
przy dtugosci fali 730 nm. Obie formy fitochromu moga podlegac
fotokonwersji, czyli przeksztalceniom pod wplywem Swiatla
(por. rysunek 12.1).
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CZESC PRAKTYCZNA

Cel ¢wiczenia

1. Ocena jakosci siewnej nasion wybranych gatunkéw roslin uzytkowych
poprzez okreslenie ich zywotnosci oraz szybkosci i zdolnosci kietkowania.

2. Analiza uruchamiania zwigzkéw zapasowych w katabolicznej fazie kietkowania
na przyktadzie rozktadu skrobi w kietkujqgcych ziarniakach jeczmienia.

3. Wykazanie udziatu fitochromu w procesie kietkowania nasion.

Doswiadczenie |
Szybkos¢ i zdolnos¢ kietkowania

Zasada metody

Na podstawie kinetyki kietkowania nasion okresla sie szybko$c
i zdolnos¢ kielkowania.
Materiat

ziarniaki zyta, nasiona gorczycy i grochu

Sprzet laboratoryjny
3 szalki Petriego, bibula, peseta

Wykonanie doswiadczenia

Szalki wylozy¢ podwojna warstwa bibuly zwilzonej woda tak, aby
cienka warstwa wody byla widoczna na powierzchni bibuly. Na
szalkach umiesci¢ po 25 ziarniakéw/nasion wybranych gatunkow
ro$lin i wstawic je do termostatu na 25°C. Policzy¢ ziarniaki/na-
siona, ktore wykietkowaly po 3 i 6 dniach.
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Opracowanie wynikéw

Oceni¢ szybko$¢ i zdolnoéc kielkowania ziarniakow/nasion, poda-
jac wyniki w procentach skietkowanych.

Doswiadczenie Il
Ocena zywotnosci nasion metodq barwienia zarodkéw

Zasada metody

Zywe, aktywne metabolicznie zarodki nasion redukuja bezbarwny
chlorek 2,3,5-trifenylotetrazoliowy (TTC) do trifenyloformaza-
nu (TTC-H) i wybarwiaja sie na czerwono (por. rysunek 12.2).

Rysunek 12.2.
Redukcja chlorku
2.,3,5-trifenylotetra-
zoliowego (TTC)

. redukcja .
N — SN +HCl
N N N N
H
Cr
chlorek 2,3,5-trifenylotetrazoliowy trifenyloformazan

Rysunek 12.3. Reakcja
Indygokarmin (forma utleniona) wybarwia martwe zarodki ;sg;ggﬁ;r‘ﬂiz‘ama
nasion na niebiesko. W formie zredukowanej jest bezbarwny (por.

- wykorzystywana
rysunek 12.3)‘ do oceny zywotnosci
nasion
i on i
NaOKS N redukcja NaO3S N
“——
N SO3Na utlenianie N SOzNa
I I
H O 4§ OH
indygokarmin indygokarmin
forma utleniona forma zredukowana

Redukcja barwnikéw w zywych komoérkach zachodzi dzie-
ki aktywno$ci dehydrogenaz uczestniczacych w procesach
oddechowych.
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Materiat

nasiona grochu i ziarniaki kukurydzy w stanie pelnej imbibicji

Odczynniki

1% roztwor TTC, 0,2% roztwor indygokarminu

Sprzet laboratoryjny

2 zlewki 200 cm?, igla preparacyjna, skalpel, szalki Petriego, ba-
gietka szklana

Wykonanie doswiadczenia

Z 50 nasion fasoli wypreparowaé zarodki, optukac je woda desty-
lowana i umiesci¢ w zlewce z roztworem TTC. Zlewke pozostawic
w ciemnym miejscu, w temperaturze pokojowej na 1-2 godziny.
Po tym czasie zarodki przemy¢ woda i na podstawie wybarwienia
oceni¢ ich zywotnos¢é.

Ziarniaki kukurydzy w stanie pelnej imbibicji (50 sztuk)
przeciac¢ wzdluz i jedna polowe kazdego z nasion, po uprzednim
oplukaniu woda destylowana, umie$ci¢ w zlewce z roztworem in-
dygokarminu. Zlewke pozostawi¢ na 30 minut w temperaturze
30°C. Nastepnie ziarniaki oplukac¢ woda i ocenié ich zywotno$¢
na podstawie wybarwienia.

Opracowanie wynikow

Obliczy¢ % nasion grochu i ziarniakdéw kukurydzy zdolnych do
kietkowania.

Doswiadczenie Il
Wykazanie obecnosci amylazy w kietkujgcych nasionach

Zasada metody

W napecznialych ziarniakach zb6z pod wplywem dzialania
giberelin nastepuje indukcja amylaz, ktore na drodze enzy-
matycznej prowadzg rozklad skrobi przez stadium dekstryn
do maltozy. W miare hydrolizy skrobi nastepuje zmniej-
szanie sie niebieskiego zabarwienia z jodem w reakcji z od-
czynnikiem Lugola (roztwor jodu w KI) i wzrost wlasciwosci
redukujacych.
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Materiat

skietkowane nasiona pszenicy lub ziarniaki kukurydzy

Odczynniki

agar, 1% kleik skrobiowy, 10-krotnie rozcienczony roztwor
Lugola

Sprzet laboratoryjny

3 szalki Petriego o $rednicy 5 cm, zlewka 100 cm?, cylinder mia-
rowy 25 cm?®, 3 pipety (0,1-5 cm?), laznia wodna, skalpel, bagiet-
ka szklana

Wykonanie doswiadczenia

W laZni wodnej rozpuscié¢ w zlewce 0,5 g agaru w 25 cm® wody
destylowanej. Doda¢ 2,5 cm? 1% kleiku skrobiowego i wylaé po
5-7 cm? cieplego agaru na szalki Petriego. Po zastygnieciu aga-
ru powierzchnie szalek zwilzy¢ woda destylowana i wylozy¢
po 5 nasion/ziarniakéw przecietych wzdluz na pol, ukladajac
je powierzchnig ciecia na agarze. Po 2—3 godzinach inkubacji
w termostacie w temperaturze 28°C nasiona/ziarniaki usuna¢,
a powierzchnie szalek zalaé roztworem Lugola. Po kilku minu-
tach zla¢ odczynnik.

Opracowanie wynikow

Opisa¢ uzyskany obraz i na tej podstawie wyciagnac wnioski
dotyczace uruchamiania substancji zapasowych w nasionach
/ziarniakach.

Doswiadczenie IV
Udziat fitochromu w procesie kietkowania nasion

Zasada metody

Monochromatyczne $wiatlo czerwone (660 nm) powoduje fo-
tokonwersje P, — P,, w stopniu wystarczajacym do stymulacji
kietkowania nasion wrazliwych na §wiatlo (dodatnio fotoblastycz-
nych). Efekt jest odwracany przez naswietlenie $wiatlem dalekiej
czerwieni (730 nm).
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Materiat

nasiona salaty (odmiana Grand Rapids) moczone 24 godziny
w temperaturze 28°C, na bibule zwilzonej woda destylowa-
ng, w 4 szalkach Petriego owinietych szczelnie folig aluminio-
wa (dla zachowania calkowitej ciemno$ci); kazda szalka zawiera
25 nasion

Sprzet laboratoryjny

zrodlo monochromatycznego $wiatta czerwonego (660 nm) i da-
lekiej czerwieni (730 nm)

Wykonanie doswiadczenia

Wykonac nastepujace warianty na$wietlania szalek z napecznia-
lymi nasionami salaty:

a) 2—4 minuty o$wietlenia monochromatycznym swiattem
czerwonym (660 nm),

b) 2—4 minuty o$wietlenia monochromatycznym $wiatlem
czerwonym (660 nm) i nastepnie 4—8 minut o§wietlenia
Swiatlem dalekiej czerwieni (730 nm),

¢) 2—4 minuty o$wietlenia monochromatycznym swiattem
czerwonym (660 nm), nastepnie 4—8 minut o$wietle-
nia monochromatycznym Swiatlem dalekiej czerwieni
(730 nm) i 2—4 minuty o$wietlenia Swiatlem czerwonym
(660 nm),

d) brak o$wietlenia (kontrola).

Naswietlanie przeprowadzi¢ w ciemni. W czasie naswie-
tlania szalki odwing¢ z folii aluminiowej, odkry¢ i ustawiac
sko$nie w kierunku Zrédla §wiatla o okres$lonej dlugosci fali
na odpowiedni okres naswietlenia. Wszystkie szalki pozosta-
wi¢ w ciemno$ci na 3 dni, a nastepnie policzy¢ nasiona, ktore
wykieltkowatly.

Opracowanie wynikéow

Na podstawie wyliczonego % nasion skietkowanych w poszcze-
gblnych wariantach do$wiadczenia ocenié¢ wplyw $wiatla czer-
wonego i dalekiej czerwieni na kietkowanie nasion salaty i scha-
rakteryzowac role fitochromu w tym procesie.
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