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DONIESIENIE NAUKOWE

Metoda oceny zywotnosci dlugookresowo przechowywanych nasion
na podstawie obecnoSci i aktywno$ci c—amylazy

Pawel Przybylski
Instytut Badawczy Lesnictwa, Zaklad Genetyki i Fizjologii Drzew Lesnych

Postegp cywilizacji moze wplynaé¢ na zubozenie puli genowej populacji drzew lesnych. Z tego
wzgledu Lasy Panstwowe przechowuja dlugoterminowo cenny materiat genetyczny, gtdéwnie w
postaci nasion pozyskanych w miejscu urodzaju. Warunki przechowywania nasion to m.in. ni-
ska temperatura (w przypadku nasion orthodox do —30°C) i odpowiednio dostosowany do tem-
peratury stopien wilgotnosci. Jednakze negatywne reakcje fizjologiczne zachodzace w nasieniu
podczas sztucznie wywotanego spoczynku mogg spowodowaé zamarcie zdeponowanych na-
sion. Dlatego tez stosuje si¢ monitoring przechowywanego materialu siewnego. Praca prezen-
tuje metody analizy biochemicznej, dzigki ktérym mozna przeprowadzi¢ oceng¢ zywotnosci

zdeponowanych nasion.

Rozwijajacy si¢ przemyst oraz postep
cywilizacyjny spowodowaty bezposrednie
zagrozenie srodowiska naturalnego. Realne
statlo si¢ niebezpieczenstwo spowodowane
znacznymi emisjami gazow i pytow zatruwa-
jacych atmosfere oraz Sciekow deponujacych
si¢ w wodach gruntowych. Dostrzegalne
staja si¢ zmiany klimatu w skali globalnej,
szczegdlnie w odniesieniu do efeku cieplar-
nianego i tzw. dziury ozonowej. Mozliwe jest
zatem wymarcie w niedalekiej przysztosci
niektorych gatunkow roslin i zwierzat lub tez
catych ich populacji egzystujacych na danym
terenie. Niebezpieczenstwo to szczegdlnie
powinno zainteresowac lesnikow, gdyz eli-
minacji moga ulec podstawowe gatunki
lasotworcze naszego kraju. Dostrzegalne
ocieplenie klimatu (Ericsson 1993), czy tez
zubozenie puli genowej, spowodowane wy-
parciem osobnikéw niedostosowanych do
wyzszych dawek zanieczyszczen przemysto-
wych, moze stanowi¢ w przyszlosci zagro-
zenie dla ekosystemow lesnych Polski.

Lesnicy polscy, przewidujac mozliwosé
zaistnienia najczarniejszego scenariusza i pa-
migtajac klesk¢ w Gorach Izerskich, zde-

ponowali w Banku Genoéw nasiona najcen-
niejszych populacji krajowych drzew les-
nych. Bank ten zostat zatozony w Kostrzycy
w roku 1995 ijest obiektem bedacym chluba
polskich lesnikéw. Nasiona przechowuje sig
tu w specjalnie dostosowanych do tego typu
chtodniach, umozliwiajacych zdeponowa-
nie leSnego materiatu rozmnozeniowego dla
dalszych pokolen.

Przechowywany w chtodniach materiat
genetyczny musi jednak podlegaé systema-
tycznej kontroli. Wynika to z reakcji fizjo-
logicznej zachodzacej w nasionach w przy-
padku dtugookresowego przechowywania,
w czasie ktorego nastgpuje uszkodzenie ukta-
du cytomembran, biosyntezy biatka, aparatu
genetycznego i jader komdérkowych (Janson
iin. 1996). Zatem istnieje mozliwos¢ istot-
nego zubozenia genetycznego niektorych
partii nasion, a wraz z tym utraty cennych
genotypow. Naukowcy ochraniaja  wigc
zdeponowane zasoby genetyczne, opraco-
wujac metody ich przysposobienia do dhu-
gookresowego przechowywania oraz okre-
Slajac zywotnos¢ materiatu siewnego za-
réwno przed, jak i w trakcie zdeponowania.
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W zakres oceny badanych nasion wcho-
dza cztery podstawowe charakterystyki:
czystos¢ plonu, masa 1000 nasion, zywot-
no$¢ nasion, liczba nasion zdolnych do
kietkowania (Zatgski 1 in. 1998). Podsta-
wowa metoda okreslania zywotno$ci nasion
jest proba kietkowania ich na bibule, na pia-
sku lub w piasku. Natomiast dla drzew wy-
magajacych dhugiego przystosowania przed-
siewnego barwienie tetrazoling lub indygo-
karminem pozwala na ocen¢ ich zdolnosci
kielkowania. Inna metoda stosowana w przy-
padku zaistnienia potrzeby przyspieszonej
oceny jest ustalenie jakosci materiatu siew-
nego poprzez prze$wietlenie go migkkimi
promieniami X — Roentgena (Zalgski 1996),
dzigki czemu mozna wykry¢ szczegoly we-
wnetrznej budowy, co pozwala na stwier-
dzenie ewentualnego niedorozwoju nasion
spowodowanego deformacjg zarodka lub tez
obecnoscig szkodliwych owadow.

Alternatywna metoda oceny jakosci prze-
chowywanego materiatu siewnego jest test
na wykrycie obecnosci w badanym mate-
riale siewnym o-amylazy. Bialko to jest en-
zymem hydrolitycznym pojawiajacym si¢ w
nasionach w czasie kietkowania, ktorego
funkcja jest rozktad materiatéw zapasowych
(skrobi) na cukry proste. Jego synteza jest
kontrolowana przez fitohormon gibereling
(Kopcewicz i in. 1998), wydzielany wyla-
cznie w nasionach, w ktorych wystepuje pra-
widlowo rozwijajacy si¢ zarodek. W przy-
padku jego braku lub uszkodzenia reakcja
fizjologiczna nie zajdzie. Giberelina dyfun-
duje do komorek warstwy aleuronowej, gdzie
rozpoczyna si¢ synteza a—amylazy. Obec-
nos¢ enzymu swiadczy o fizjologicznym roz-
poczgciu procesu kietkowania.

Przeprowadzenie dodatkowych oznaczen
ilosciowych daje szans¢ stwierdzenia ko-
relacji pomigdzy zawartoscia wykrytej amy-
lazy a energia kietkowania.

Jest kilka metod oceny obecnosci o-
amylazy, w tej pracy omowiono najbardziej
rozpowszechnione. Jedng z nich jest immu-
nodetekcja, polegajaca na reakcji serologi-
cznej enzymatycznego biatka. Zachodzi ona

zgodnie z zasada komplementarnosci anty-
gen-przeciwcialo. Na poczatku homogeni-
zat z interesujacych nas nasion poddajemy
elektroforezie w warunkach nie denaturu-
jacych na zelu poliakrylamidowym. W tym
etapie wystepuja dwie fazy: 1) zaggszczanie
biatek obecnych w ekstrakcie, 2) wlasciwy
rozdziat na poszczegdlne frakcje. Rozdziat
odbywa si¢ na zasadzie ukierunkowanej mi-
gracji biatek w polu elektrycznym. Poliak-
rylamid tworzy specyficzng siatke, przez jej
pory biatka migruja w tempie odpowia-
dajacym ich wielkosci i masie czasteczkowe;j.
Bialka o duzej masie czasteczkowej beda
migrowaly wolniej niz biatka o mniejszej
masie.

Identyfikacja bialek rozdzielonych na ze-
lach poliakrylamidowych jest znacznie ut-
rudniona ze wzgledu na male pory zeli, w
odniesieniu do duzych rozmiaréw sond, np.
przeciwciata (Dabrowski 2005). Dla utat-
wienia stosuje si¢ transfer biatek z zelu na
porowata membrang o zdolnosciach adsorb-
cyjnych. Biatka na membranach moga rea-
gowac juz z wicloma typami sond, w reak-
cjach serologicznych sa to przeciwciala.
Przyltaczajq si¢ one do okreslonego biatka,
w wypadku nasion do a—amylazy. W dal-
szym etapie do przytaczonego przeciwciata,
zwanego [-rzedowym, przylaczy si¢ prze-
ciwcialo IlI-rzgdowe. Tak potaczony kom-
pleks wybarwiany jest reakcja kolorymetry-
czna w celu uzyskania prazka §wiadczacego
0 obecnosci a-amylazy w analizowanym ma-
teriale. Jest to analiza wysoce precyzyjna,
umozliwiajaca wykrycie nawet ponizej 1pug
biatka w jednym gramie tkanki (Dabrowski
2005).

Druga metoda oznaczenia aktywnosci en-
zymu jest metoda Bernfelda z 1955 r.
(Ktyszejko-Stefanowicz 2003). Polega ona
na utlenieniu kwasem 3,5dinitrosalicylo-
wym grup redukujacych, uwolnionych pod-
czas hydrolizy skrobi przez amylazy. Po-
wstale barwne potaczenia grup aldehydowych
z odczynnikiem okresla si¢ kolorymetrycz-
nie w spektrofotometrze przy dtugosci fali
530 nm. Jest to metoda prosta w wykonaniu
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i stosunkowo niedroga, wymaga jednak zna-
cznej ilosci czasu. Stosowana jest takze me-
toda Hainkela (Klyszejko-Stefanowicz
2003) wykorzystujaca hydrolityczne wtia-
Sciwosci a-amylazy. Enzym ten rozktadajac
substrat (skrobi¢) na cukry proste powoduje
zmniejszenie intensywnosci zabarwienia
skrobi przez jod. Wyniki podaje si¢ w
jednostkach Wohlgemutha, oznaczajac taka
aktywnos$¢ amylazy w | ml roztworu, ktéra
rozktada 1 mg skrobi do produktow nie da-
jacych zabarwienia w reakcji z jodem.
Metoda ta jest znacznie szybsza od poprzed-
niej, zachowujac poprawnos¢ uzyskanych
wynikow.

Na rynku dostgpne sa komercyjne urza-
dzenia automatyzujace znaczaco caty cykl
analiz detekcji obecnosci i aktywnosci en-
zymow hydrolitycznych w przechowywa-
nych nasionach. Dzigki ich pomocy mozna
otrzymac dziesiatki wynikow w ciagu jed-
nego dnia, przy zachowaniu wysokiej pre-
cyzji 1 dokladnosci. Zasada ich dziatania
opiera si¢ roOwniez na trawieniu skrobi przez
a-amylazy. W tym przypadku do produk-
tow trawienia dodawany jest specyficzny
znacznik fluorescencyjny, ktory po potacze-
niu z monosacharydami emituje wiazke swia-
tla wizualizowang spektrofotometrycznie.
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Krzywa wzorcowa ilosci ai-amylazy w 1 ml roz-
tworu, na podstawie fluorescencji [dane: Invitro-
gen detection technologes: EnzChek Ultra
Amylase Assay Kit (E33651)].

Na podstawie uzyskanych wynikow
odpowiedni program komputerowy, wyko-
rzystujac krzywa wzorcowa, okresli ilos-
ciowo wystgpowanie o-amylazy w badanej
probie.

Biochemiczne metody oceny aktywno-
Sci fizjologicznej nasion moga dostarczy¢
znaczej liczby informacji w krétkim czasie.
Sq one takze doskonatym uzupehieniem sto-
sowanych dotychczas metod oceny.
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