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Postêp cywilizacji mo¿e wp³yn¹æ na zubo¿enie puli genowej populacji drzew leœnych. Z tego
wzglêdu Lasy Pañstwowe przechowuj¹ d³ugoterminowo cenny materia³ genetyczny, g³ównie w
postaci nasion pozyskanych w miejscu urodzaju. Warunki przechowywania nasion to m.in. ni-
ska temperatura (w przypadku nasion orthodox do –30oC) i odpowiednio dostosowany do tem-
peratury stopieñ wilgotnoœci. Jednak¿e negatywne reakcje fizjologiczne zachodz¹ce w nasieniu
podczas sztucznie wywo³anego spoczynku mog¹ spowodowaæ zamarcie zdeponowanych na-
sion. Dlatego te¿ stosuje siê monitoring przechowywanego materia³u siewnego. Praca prezen-
tuje metody analizy biochemicznej, dziêki którym mo¿na przeprowadziæ ocenê ¿ywotnoœci
zdeponowanych nasion.

Rozwijaj¹cy siê przemys³ oraz postêp
cywilizacyjny spowodowa³y bezpoœrednie
zagro¿enie œrodowiska naturalnego. Realne
sta³o siê niebezpieczeñstwo spowodowane
znacznymi emisjami gazów i py³ów zatruwa-
j¹cych atmosferê oraz œcieków deponuj¹cych
siê w wodach gruntowych. Dostrzegalne
staj¹ siê zmiany klimatu w skali globalnej,
szczególnie w odniesieniu do efeku cieplar-
nianego i tzw. dziury ozonowej. Mo¿liwe jest
zatem wymarcie w niedalekiej przysz³oœci
niektórych gatunków roœlin i zwierz¹t lub te¿
ca³ych ich populacji egzystuj¹cych na danym
terenie. Niebezpieczeñstwo to szczególnie
powinno zainteresowaæ leœników, gdy¿ eli-
minacji mog¹ ulec podstawowe gatunki
lasotwórcze naszego kraju. Dostrzegalne
ocieplenie klimatu (Ericsson 1993), czy te¿
zubo¿enie puli genowej, spowodowane wy-
parciem osobników niedostosowanych do
wy¿szych dawek zanieczyszczeñ przemys³o-
wych, mo¿e stanowiæ w przysz³oœci zagro-
¿enie dla ekosystemów leœnych Polski.

Leœnicy polscy, przewiduj¹c mo¿liwoœæ
zaistnienia najczarniejszego scenariusza i pa-
miêtaj¹c klêskê w Górach Izerskich, zde-

ponowali w Banku Genów nasiona najcen-
niejszych populacji krajowych drzew leœ-
nych. Bank ten zosta³ za³o¿ony w Kostrzycy
w roku 1995 i jest obiektem bêd¹cym chlub¹
polskich leœników. Nasiona przechowuje siê
tu w specjalnie dostosowanych do tego typu
ch³odniach, umo¿liwiaj¹cych zdeponowa-
nie leœnego materia³u rozmno¿eniowego dla
dalszych pokoleñ.

Przechowywany w ch³odniach materia³
genetyczny musi jednak podlegaæ systema-
tycznej kontroli. Wynika to z reakcji fizjo-
logicznej zachodz¹cej w nasionach w przy-
padku d³ugookresowego przechowywania,
w czasie którego nastêpuje uszkodzenie uk³a-
du cytomembran, biosyntezy bia³ka, aparatu
genetycznego i j¹der komórkowych (Janson
i in. 1996). Zatem istnieje mo¿liwoœæ istot-
nego zubo¿enia genetycznego niektórych
partii nasion, a wraz z tym utraty cennych
genotypów. Naukowcy ochraniaj¹ wiêc
zdeponowane zasoby genetyczne, opraco-
wuj¹c metody ich przysposobienia do d³u-
gookresowego przechowywania oraz okre-
œlaj¹c ¿ywotnoœæ materia³u siewnego za-
równo przed, jak i w trakcie zdeponowania.
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W zakres oceny badanych nasion wcho-
dz¹ cztery podstawowe charakterystyki:
czystoœæ plonu, masa 1000 nasion, ¿ywot-
noœæ nasion, liczba nasion zdolnych do
kie³kowania (Za³êski i in. 1998). Podsta-
wow¹ metod¹ okreœlania ¿ywotnoœci nasion
jest próba kie³kowania ich na bibule, na pia-
sku lub w piasku. Natomiast dla drzew wy-
magaj¹cych d³ugiego przystosowania przed-
siewnego barwienie tetrazolin¹ lub indygo-
karminem pozwala na ocenê ich zdolnoœci
kie³kowania. Inn¹ metod¹ stosowan¹ w przy-
padku zaistnienia potrzeby przyspieszonej
oceny jest ustalenie jakoœci materia³u siew-
nego poprzez przeœwietlenie go miêkkimi
promieniami X – Roentgena (Za³êski 1996),
dziêki czemu mo¿na wykryæ szczegó³y we-
wnêtrznej budowy, co pozwala na stwier-
dzenie ewentualnego niedorozwoju nasion
spowodowanego deformacj¹ zarodka lub te¿
obecnoœci¹ szkodliwych owadów.

Alternatywn¹ metod¹ oceny jakoœci prze-
chowywanego materia³u siewnego jest test
na wykrycie obecnoœci w badanym mate-
riale siewnym �-amylazy. Bia³ko to jest en-
zymem hydrolitycznym pojawiaj¹cym siê w
nasionach w czasie kie³kowania, którego
funkcj¹ jest rozk³ad materia³ów zapasowych
(skrobi) na cukry proste. Jego synteza jest
kontrolowana przez fitohormon giberelinê
(Kopcewicz i in. 1998), wydzielany wy³¹-
cznie w nasionach, w których wystêpuje pra-
wid³owo rozwijaj¹cy siê zarodek. W przy-
padku jego braku lub uszkodzenia reakcja
fizjologiczna nie zajdzie. Giberelina dyfun-
duje do komórek warstwy aleuronowej, gdzie
rozpoczyna siê synteza ��amylazy. Obec-
noœæ enzymu œwiadczy o fizjologicznym roz-
poczêciu procesu kie³kowania.

Przeprowadzenie dodatkowych oznaczeñ
iloœciowych daje szansê stwierdzenia ko-
relacji pomiêdzy zawartoœci¹ wykrytej amy-
lazy a energi¹ kie³kowania.

Jest kilka metod oceny obecnoœci �-
amylazy, w tej pracy omówiono najbardziej
rozpowszechnione. Jedn¹ z nich jest immu-
nodetekcja, polegaj¹ca na reakcji serologi-
cznej enzymatycznego bia³ka. Zachodzi ona

zgodnie z zasad¹ komplementarnoœci anty-
gen-przeciwcia³o. Na pocz¹tku homogeni-
zat z interesuj¹cych nas nasion poddajemy
elektroforezie w warunkach nie denaturu-
j¹cych na ¿elu poliakrylamidowym. W tym
etapie wystêpuj¹ dwie fazy: 1) zagêszczanie
bia³ek obecnych w ekstrakcie, 2) w³aœciwy
rozdzia³ na poszczególne frakcje. Rozdzia³
odbywa siê na zasadzie ukierunkowanej mi-
gracji bia³ek w polu elektrycznym. Poliak-
rylamid tworzy specyficzn¹ siatkê, przez jej
pory bia³ka migruj¹ w tempie odpowia-
daj¹cym ich wielkoœci i masie cz¹steczkowej.
Bia³ka o du¿ej masie cz¹steczkowej bêd¹
migrowa³y wolniej ni¿ bia³ka o mniejszej
masie.

Identyfikacja bia³ek rozdzielonych na ¿e-
lach poliakrylamidowych jest znacznie ut-
rudniona ze wzglêdu na ma³e pory ¿eli, w
odniesieniu do du¿ych rozmiarów sond, np.
przeciwcia³a (D¹browski 2005). Dla u³at-
wienia stosuje siê transfer bia³ek z ¿elu na
porowat¹ membranê o zdolnoœciach adsorb-
cyjnych. Bia³ka na membranach mog¹ rea-
gowaæ ju¿ z wieloma typami sond, w reak-
cjach serologicznych s¹ to przeciwcia³a.
Przy³¹czaj¹ siê one do okreœlonego bia³ka,
w wypadku nasion do �–amylazy. W dal-
szym etapie do przy³¹czonego przeciwcia³a,
zwanego I–rzêdowym, przy³¹czy siê prze-
ciwcia³o II–rzêdowe. Tak po³¹czony kom-
pleks wybarwiany jest reakcj¹ kolorymetry-
czn¹ w celu uzyskania pr¹¿ka œwiadcz¹cego
o obecnoœci �-amylazy w analizowanym ma-
teriale. Jest to analiza wysoce precyzyjna,
umo¿liwiaj¹ca wykrycie nawet poni¿ej 1�g
bia³ka w jednym gramie tkanki (D¹browski
2005).

Drug¹ metod¹ oznaczenia aktywnoœci en-
zymu jest metoda Bernfelda z 1955 r.
(K³yszejko-Stefanowicz 2003). Polega ona
na utlenieniu kwasem 3,5dinitrosalicylo-
wym grup redukuj¹cych, uwolnionych pod-
czas hydrolizy skrobi przez amylazy. Po-
wsta³e barwne po³¹czenia grup aldehydowych
z odczynnikiem okreœla siê kolorymetrycz-
nie w spektrofotometrze przy d³ugoœci fali
530 nm. Jest to metoda prosta w wykonaniu
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i stosunkowo niedroga, wymaga jednak zna-
cznej iloœci czasu. Stosowana jest tak¿e me-
toda Hainkela (K³yszejko-Stefanowicz
2003) wykorzystuj¹ca hydrolityczne w³a-
œciwoœci �-amylazy. Enzym ten rozk³adaj¹c
substrat (skrobiê) na cukry proste powoduje
zmniejszenie intensywnoœci zabarwienia
skrobi przez jod. Wyniki podaje siê w
jednostkach Wohlgemutha, oznaczaj¹c tak¹
aktywnoœæ amylazy w 1 ml roztworu, która
rozk³ada 1 mg skrobi do produktów nie da-
j¹cych zabarwienia w reakcji z jodem.
Metoda ta jest znacznie szybsza od poprzed-
niej, zachowuj¹c poprawnoœæ uzyskanych
wyników.

Na rynku dostêpne s¹ komercyjne urz¹-
dzenia automatyzuj¹ce znacz¹co ca³y cykl
analiz detekcji obecnoœci i aktywnoœci en-
zymów hydrolitycznych w przechowywa-
nych nasionach. Dziêki ich pomocy mo¿na
otrzymaæ dziesi¹tki wyników w ci¹gu jed-
nego dnia, przy zachowaniu wysokiej pre-
cyzji i dok³adnoœci. Zasada ich dzia³ania
opiera siê równie¿ na trawieniu skrobi przez
�-amylazy. W tym przypadku do produk-
tów trawienia dodawany jest specyficzny
znacznik fluorescencyjny, który po po³¹cze-
niu z monosacharydami emituje wi¹zkê œwia-
t³a wizualizowan¹ spektrofotometrycznie.

Na podstawie uzyskanych wyników
odpowiedni program komputerowy, wyko-
rzystuj¹c krzyw¹ wzorcow¹, okreœli iloœ-
ciowo wystêpowanie �-amylazy w badanej
próbie.

Biochemiczne metody oceny aktywno-
œci fizjologicznej nasion mog¹ dostarczyæ
znaczej liczby informacji w krótkim czasie.
S¹ one tak¿e doskona³ym uzupe³nieniem sto-
sowanych dotychczas metod oceny.
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Fluorescencja

Krzywa wzorcowa iloœci �-amylazy w 1 ml roz-
tworu, na podstawie fluorescencji [dane: Invitro-
gen detection technologes: EnzChek Ultra
Amylase Assay Kit (E33651)].


