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Wstep

Dlugoterminowe przechowywanie nasion w warunkach bankéw genow indukuje
proces naturalnego starzenia sig. Jest on bardzo ztozony i nastepuje na réznych pozio-
mach organizacji komérkowej. Najbardziej ewidentne jego objawy ujawniaja sie
W postaci anomalii w budowie morfologicznej, czy w postaci zmian ultrastruktury ko-
morkowej. Objawy te sa Scisle zwigzane z zaburzeniami o podtozu biochemicznym
takimi jak: degradacja lipidow, peroksydacja i tworzenie wolnych rodnikéw, przemia-
ny kwasow thuszczowych, emisja lotnych substancji toksycznych czy przemiana bio-
chemiczna duzych polimeréw (biatek, kwaséw nukleinowych) i przemiana bioche-
miczna cukréw. Jesli kumulacja zaburzen biochemicznych nie doprowadzi do $mierci
nasion to wigkszo$¢ z nich usuwana jest podczas imbibicji i kietkowania. Jednak za-
burzenia biochemiczne w starzejacych sie nasionach moga doprowadzi¢ do znacznie
Powazniejszych zmian na poziomie genetycznym. Sa one najgrozniejsze, poniewaz
Mmoga utrwalac si¢ i akumulowac na przestrzeni pokolen, zmieniajac wyjsciowa struk-
turg genetyczna przechowywanych populacji.
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Zmiany genetyczne zwigzane ze starzeniem si¢ nasion

Indukowane zmiany genetyczne

Proces starzenia si¢ moze powodowa¢ zmiany w strukturze DNA w postaci hy-
drolizy taficucha, ktérych ilo$é postepuje z wiekiem nasion. Czesto pekaja zarowno
pojedyncze, jak i podwdjne nici jadrowego DNA [5]. Taka fragmentacja DNA prowa-
dzi¢ moze do aberracji chromosomowych, a indukowanie aberracji jest funkcjq utraty
zywotnosci, nie jest natomiast funkcja czasu przechowywania [36]. Czestos¢ wyste-
powania aberracji chromosomowych jest $cisle zwigzana z kompleksem warunkéw
przechowywania (temperatura, wilgotno$¢, a szczegdlnie obecno$¢ tlenu ,,aeracja,,)
[11]. Za fragmentacj¢ DNA odpowiedzialny jest zwlaszcza rodnik hydroksylowy.
Przylacza on do zasad purynowych i pirymidynowych kwasow nukleinowych grup¢
hydroksylowa do podwdjnego wigzania odpowiedniego piericienia. Réwniez istotna
rolg odgrywa produkt utleniania kwaséw ttuszczowych — dwualdehyd malonowy re-
agujacy z zasadami azotowymi kwaséw nukleinowych. Fragmenty DNA mogg si¢
taczy¢ z r6znymi substancjami w trwale kompleksy hamujac proces replikacji i eks-
presji informacji genetycznej [S]. Aberracje chromosomowe mozna obserwowaé do-
piero podczas kielkowania w mitotycznych jadrach komérek tkanek merystematycz-
nych siewek wyhodowanych ze starzejacych sie nasion [27]. Nalezy zaznaczy¢, ze
zmiany te spowodowane sa uszkodzeniami chromonemy juz w okresie poprze-
dzajacym replikacje. Procesy te nasilaja sie z czasem w tkankach powietrznie suchych
1 s3 prawdopodobnie spowodowane brakiem mozliwo$ci uruchomienia mechanizmu
naprawczego [18]. Zmiany mutacyjne tego typu dotycza nasion przechowywanych
W stanie suchym, natomiast nie zaobserwowano wystepowania ich w nasionach w sta-
nie petnej imbibicji. Dzieje si¢ to prawdopodobnie dlatego, ze w tych ostatnich przez
caly czas aktywny jest aparat naprawczy opierajacy sie na dziataniu specyficznych
enzymow reperacyjnych: endonukleaz, polimeraz i ligaz, ktére zaczynaja dziata¢ do-
piero przy dostgpie wody.

Mniejsze mutacje wywotane dlugotrwatym przechowywaniem nasion, jeslinie sa
letalne, to manifestowane sq dopiero w nastepnych pokoleniach, gdy zaistnieje mozli-
wosC segregacji genéw [30], poniewaz czesto sa one maskowane przez ich domi-
nujace allele. Niektére mutacje recesywnych genéw mogga by¢ letalne w przypadku
komoérek haploidalnych i powodowaé np. sterylnogé pytku u dojrzatych roslin. Najle-
piej widoczne sa mutacje, ktérych skutkiem fenotypowym jest zaburzona synteza
chlorofilu [12]. Abdalla i Roberts [1] wykazali, ze np. u grochu, fasoli i jeczmienia
spadek zywotnosci do 50% powoduje indukcje mutacji chlorofilowych u okofo
1-1,4% ro$lin. Mniej ewidentnymi efektami mutacji s3 zmiany cech ilo$ciowych po-
wodujace np. obnizke plonéw i pogorszenie ich jakosci, stabsza opornos¢ na patoge-
ny, czy spowolnienie wzrostu [2]. Nawet niewielki spadek zywotnosci moze powodo-
wac znaczaca akumulacje dziedzicznych mutacji, maskowanych w wiekszo$ci przez
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geny dominujace. Moga si¢ one ujawni¢ dopiero w nastepnych pokoleniach i prowa-
dzi¢ do zmian w strukturze genetycznej calej przechowywanej populacji. Akumulacja
niewielkich zmian genetycznych ma duze znaczenie, gdy nasiona przeznaczone sa do
reprodukcji lub hodowli, a w przypadku zachowania gatunkéw chronionych i za-
grozonych materiat taki nie jest rekomendowany do reintrodukcji [41]. Jednak muta-
cje punktowe i aberracje chromosomowe nie maja tak istotnego wplywu na strukture
genetyczng populacji, co zjawisko selekcji naturalnej. Wigkszos¢ mutacji, jesli nie
jest letalna, to ulega eliminacji na drodze selekcji, poza tym nawet przy spadku zywot-
nosci do 50% sa one wzglednie rzadkie (1-4%) [32]. Najistotniejszym dla bankéw ge-
noéw efektem proceséw starzenia si¢ nasion sq zmiany dotyczace struktury wewnetrz-
nej catej populacji. Najwazniejsza cecha populacji jest jej sktad (ilos¢ i frekwencja po-
szczegolnych komponentéw), bedacy przedmiotem zmian w czasie pobierania proby,
przechowywania czy regeneracji.

Mechanizmy naprawcze

Jedna z podstawowych przyczyn starzenia si¢ 1 zamierania nasion jest zatamanie
si¢ wigkszosci mechanizméw naprawczych, szczegdlnie tych aktywnych w czasie
wczesnego kietkowania [23]. W nasionach w stanie suchym praktycznie zatrzymany
jest metabolizm i moze doj$é do akumulacji zmian degradacyjnych, az do calkowite;
utraty zywotnosci, gdyz enzymy reperacyjne nie moga funkcjonowac przy niskiej za-
wartosci wody w komérkach [35]. Natomiast w stanie uwodnionym zmiany te elimi-
nowane sa na biezaco przez procesy reperacyjne [21]. Szczegélnie w czasie kietkowa-
nia nastgpuje eliminacja lub znaczne ograniczenie uszkodzen wywotanych starze-
niem si¢ [33]. Proces ten rozpoczyna si¢ wezesnie wraz z rehydracja suchych nasion.
Najpierw nastepuje odbudowanie membran, potem uszkodzone organelle zostaja za-
stgpowane nowymi, rOwniez enzymy sg syntezowane de novo. Zmiany w genomie,
takie jak aberracje chromosomowe, zanikaja podczas podziatéw komoérkowych. Na-
wet powazne pekniecia DNA ulegaja ligacji [29]. Wszystkie te procesy zachodza pod
warunkiem, ze degradacja nie posungta si¢ zbyt daleko. Na system reperacyjny sktada
si¢ wiele labilnych biatek, ktore réowniez moga ulec uszkodzeniom. Moze to by¢ be-
posrednig przyczyna utraty zywotnosci. Istnieje ponadto mate prawdopodobienstwo
wznowienia syntezy enzymoéw tego ukiadu [19].

U roslin istnieje kilka systemow reperacyjnych inicjowanych przez $wiatlo, jak
1dzialaj acych w ciemnosci, mogacych zredukowa¢ lub catkowicie usuna¢ uszkodze-
nia materiatu genetycznego. Istnieja trzy znane mechanizmy reperacyjne DNA: foto-
reaktywacja, reperacja przez wycinanie i reperacja postreplikacyjna [13].

Procesy naprawcze przeprowadzane sa przez enzymy produkowane konstytutyw-
nie w komoérkach. Ich aktywnosé utrzymuje si¢ zazwyczaj na okreslonym poziomie
Imoga one naprawi¢ okreslong liczbg uszkodzen powstatych migdzy pedziatami. Jes-
lijednak dojdzie do sytuacji krytycznej, tj. powstanie duza 1lo$¢ peknig¢ i nastapi frag-
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mentacja DNA, to indukowany jest system ,,SOS”. Polega to na indukcji kilkunastu
genow bioracych udzial w replikacji i reperacji DNA. Reakcja ,,SOS” zwieksza istot-
nie przezywalnos¢ komoérek w wyniku wzmozonej rekombinacji i wypetniania luk
wystepujacych w DNA. Proces ten powoduje istotny wzrost mutacji w wyniku loso-
wego wilaczania zasad [20].

Nawet krotki okres uwodnienia poprzedzajacy przechowywanie moze korzystnie
wplyna¢ na dlugos¢ zycia nasion. W celu redukcji skutkéw procesu starzenia sie sto-
suje si¢ tzw. ,,osmokondycjonowanie”. Istotg tego procesu jest pobudzenie nasion do
rozpocze¢cia przemian metabolicznych prowadzacych do kietkowania, przy jednocze-
snym zahamowaniu wzrostu korzenia zarodkowego, przez zapewnienie restrykcyj-
nych warunkow osmotycznych w czasie imbibicji [24]. Skuteczne jest rGwniez uwad-
nianie 1 odwadnianie nasion poprzedzajace przechowywanie. Raoiin. [28] stosujac te
metod¢ ograniczyli znacznie czgsto$¢ wystepowania aberracji chromosomowych
1 anomalii w budowie morfologicznej siewek. Wiele uszkodzen suchych nasion poja-
wia si¢ tez podczas gwattownego pobierania wody w czasie kietkowania [31].

Zmiany selekcyjne

Do najwazniejszych zmian w strukturze wewnegtrznej populacji nalezy dryf gene-
tyczny, czyli zmiany w populacji zwigzane ze zbyt mala wielkoscia proby powo-
dujace utrat¢ zmiennosci na drodze przypadkowej selekcji oraz zespét zmian
sktadajacy si¢ na zjawisko szyftu genetycznego. Sa to zmiany w populacji ujaw-
niajace si¢ zmniejszeniem frekwencji pewnych genow prowadzace w efekcie do ich
eliminacji lub jako wyrazna zmiana poczatkowej wzajemnej rGwnowagi genéw w po-
pulacji. Zjawisko szyftu genetycznego jest procesem ztozonym i sktadaja sie na niego
wszystkie wyzej opisane zmiany aparatu genetycznego, jak i zjawiska populacyjne:
selekcja, a nawet dryf genetyczny. Dlugotrwate przechowywanie moze powodowac
utrat¢ rzadkich genotypow i ograniczaé pule genetyczng populacji, badz tez w wyniku
pojawienia si¢ i akumulacji drobnych mutacji (nieletalnych) prowadzié do zwieksze-
nia poczatkowej zmiennosci [41]. Zjawisko szyftu genetycznego ujawnia sie zwykle
w procesie regeneracji przechowywanych nasion. Jest wynikiem wplywu wielu
zmiennych, niekorzystnych czynnikéw. Podczas regeneracji moga np. wystapié¢ roz-
nice w dojrzato$ci osobnik6éw w zbieranej probie i w produktywnosci poszczegélnych
genotypdow. Dzieje sig tak, dlatego, ze nawet nasiona jednej odmiany moga mieé r6zna
zywotnos¢ w okreslonych warunkach. Podstawowe znaczenie maja czynniki zew-
netrzne oddzialujace na material podczas regeneracii, takie jak choroby, zniszczenia
powodowane przez zwierzgta, lub niesprzyjajace warunki atmosferyczne, a w przy-
padku duzych kolekcji i skomplikowanego systemu regeneracji réwniez biedy ludz-
kie [38]. Zmiany struktury populacji moga mieé¢ powazne konsekwencje i wptyw na-
wet na takie zjawiska jak interakcje ze srodowiskiem [37].
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Nawet w materiale nasiennym, ktéry utracil zywotnosé, w niewielkim stopniu
moga zachodzi¢ zmiany mutacyjne, ktore rozpoczynaja segregacje w nastepnym po-
koleniu i sa kontynuowane w kolejnych. Moze to prowadzié np. do sytuacji, w ktore;j
W genetycznie ,,czystej linii” dochodzi do stopniowego nagromadzenia mutacji pod-
czas cykli przechowywania i regeneracji. W literaturze nie ma jednoznacznych infor-
macji, jaki wplyw na strukturg populacji ma niewielka, rzedu kilku procent utrata zy-
wotnosci. Jest to jedno z bardziej istotnych zagadnien wspétczesnego przechowalnic-
twa, gdyz moze powodowa¢ zachwianie wyjsciowej struktury populacji i podwazy¢
zasady, jakimi kieruja si¢ banki gendw, tj. zachowania przechowywanego materiatu
w mozliwie niezmienionej postaci. Z drugiej strony, opisywane zjawiska sa bardzo
trudne do analiz, szczegélnie u gatunkow charakteryzujacych si¢ duza zmiennoscia
genetyczna [40].

Przeglad metod wykorzystywanych do monitorowania
zmian genetycznych zwigzanych ze starzeniem si¢ nasion

Markery morfologiczne

Poczatkowo do badan nad procesem starzenia si¢ nasion wykorzystywano jako
markery cechy morfologiczne i agronomiczne, zar6wno jakos$ciowe, jak i ilosciowe.
Nawet w przypadku odmian uprawnych (bardzo wyréwnanych pod wzgledem morfo-
logicznym), obserwacja zmian w strukturze genetycznej populacji za pomoca tych cech
byla bardzo trudna. Obserwacje prowadzone przez Roosa i Rinckera [39] na popula-
cjach o réznej zywotnosci nasion Dactylis glomerata po sztucznym starzeniu si¢ nie
wykazaly wptywu tego procesu na badane cechy morfologiczne. Podejrzewali oni jed-
nak, ze u nasion poddanych sztucznemu starzeniu si¢ nie objawiaja si¢ zmiany tych
cech. W innych badaniach Wui in. [50] analizowali réznice mi¢dzy regenerowanymico
2-3 lata (5 regeneracji), 18-letnimi (nieregenerowane) i 11-letnimi (2 regeneracje) na-
sionami Brassica napus L. Badania te wykazaly szereg réznic morfologicznych miedzy
poszczegblnymi populacjami nasion spowodowanych procesem starzenia si¢ i regene-
racja. Markery tego typu w duzym stopniu narazone sa na fluktuacje warunkéw srodo-
wiska, a brak oczekiwanych wynikéw w niektérych badaniach mégt by¢ spowodowany
brakiem lub zbyt subtelnym wptywem procesu starzenia si¢ na dane cechy. Natomiast
obserwowane réznice mogly $wiadczyé, zardwno o wplywie tego procesu na przecho-
Wywany materiat, jak i plastycznosci fenotypowej badanych gatunkow.

Markery biatkowe

Dopiero rozwdj biologii molekularnej pozwolii na omini.qcie wi.ka'zos'ci tych
trudnosci dostarczajac wielu uzytecznych narzedzi, umozliwiajac przeiscie z marke-
row morfologicznych na markery biochemiczne, a potem molekularne. Dobrym na-
Iz¢dziem okazaly sie biatka zapasowe i enzymatyczne (izoenzymy). McDonald i Ka-
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malay [16] analizowali wplyw regeneracji na strukturg populacji nasion fasoli uzy-
wajac bialek zapasowych i cech morfologicznych, jednak w tym schemacie doswiad-
czalnym nie wykryli oni istotnych réznic spowodowanych presja sSrodowiska podczas
regeneracji polowej, ani zbyt mala wielkoscig proby powodujaca dryf genetyczny.
Réwniez Sergio 1 Spandnoletto Zeuli [42] obserwowali brak wplywu procesu starze-
nia si¢ ziarniakdw pszenicy na obraz elektroforetyczny biatek zapasowych, jednak su-
gerowano, ze wyrdznienie 1 zbadanie frekwencji poszczeg6lnych biotypow w wigk-
sze] probie mogloby uwidocznié¢ zmiany w strukturze populacji. Wykorzystujac mar-
kery izoenzymatyczne (kwasna fosfataze) Rajagopal i Sen-Mandi [26] zaobserwowa-
li znaczne réznice we wzorze prazkéw migdzy zarodkami ryzu uzyskanymi z nasion
mtodych, nasion poddanych procesowi sztucznego i naturalnego starzenia si¢. Pu-
chalski [25] wykorzystujac izoenzymy, obserwowat zmiany selekcyjne w dwoéch en-
zymatycznych loci w przechowywanych populacjach w stosunku do materiatu kon-
trolnego, zmiany te zachowywane byty w pokoleniach potomnych pomimo przywro-
cenia wyjsciowego poziomu zywotno$ci. Maselli 1 in. [15] przy uzyciu 1zoenzymow
analizowali wptyw warunkéw przechowywania na zmiennos¢ genetycznag populacji.
Ich doswiadczenia dowiodly, ze restrykcyjne warunki stosowane do przechowywania
nasion przez dtugi czas (bardzo niska wilgotnos¢ i ujemna temperatura) daja znacznie
lepsze wyniki niz warunki stosowane do przechowywania nasion przez czas krotszy
przy wyzszej wilgotnos$ci i dodatniej temperaturze okoto 5°C. Natomiast testy zywot-
nosci i wigoru nie wykazaty istotnych réznic miedzy nasionami z proby kontrolnej,
a przechowywanymi w warunkach stosowanych przy dlugotrwalym magazynowa-
niu, natomiast wykazaly istotne r6znice miedzy populacjg przechowywana w warun-
kach wykorzystywanych do krétkotrwalego przechowywania, a kontrola. Szereg prac
prowadzonych przez Stoyanowa [44, 45] na ziarniakach pszenicy z wykorzystaniem
biatek zapasowych potwierdzity wystapienie zmian w strukturze populacji typu szy-
ftu genetycznego. Obserwowala ona gtéwnie zmieniajaca si¢ przezywalno$é réznych
biotypéw w badanych populacjach, spowodowana sztucznym starzeniem si¢ i poz-
niejsza regeneracja. Udowodnita réwniez, ze skiad poszczegdlnych biotypéw w po-
pulacji jest zalezny od stopnia utraty zywotno$ci. Pozwolito to na wyciagniecie wnio-
skow o wystapieniu szyftu genetycznego w badanych probach [47]. Ponadto Stoyano-
wa [46] znalazta dominujaca mutacje zwiazana z y-gliadyna powstala w roslinie wyho-
dowanej ze starych nasion, lecz nie mogta ona stwierdzié, czy byla to zmiana spowo-
dowana procesem starzenia sig, czy tylko mutacja spontaniczng. Réwniez dane uzy-
skane z populacji zyta wyprowadzonej z ziarniakéw o réznej zywotnosci i po roznej
liczbie cykli regeneracji [Niedzielski, praca nie publikowana] potwierdzaja tendencje
obserwowane przez Stoyanowg [47] i Puchalskiego [25]. Obserwowali oni zmie-
niajaca si¢ frekwencje¢ niektérych biotypow w badanych populacjach, co moze suge-
rowac wystapienie selekcji wywotanej presja srodowiska, zaréwno podczas regenera-
cji, jak i przechowywania.
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Markery oparte na polimorfizmie kwaséw nukleinowych

Dynamiczny postep w biologii molekularnej, a szczegélnie odkrycie pod koniec
lat osiemdziesiatych techniki opartej na tancuchowej reakcji z polimeraza DNA (PCR
— Polymerase Chain Reaction) [17], umozliwilo analiz¢ zmian spowodowanych sta-
rzeniem si¢ bezposrednio na poziomie DNA. Na bazie reakcji PCR rozwinelo sie wie-
le technik. Jednak nadal niezwykle rzadko sa one stosowane w badaniach procesu sta-
rzenia si¢ nasion. Wyniki badan Shatters i in. [43] z wykorzystaniem techniki RAPD
(Randomly Amplified Polimorphic DNA) [49], uzyskane w do$wiadczeniach z nasio-
nami soi poddanymi sztucznemu starzeniu si¢, wykazaty dwukierunkowy przebieg
tego procesu. Autorzy stwierdzili zarowno powstawanie, jak 1 zanikanie pewnych
markeréw genetycznych, co wigzali z wplywem procesu sztucznego starzenia nasion.
Jakkolwiek nie okreslono natury zmian w materiale genetycznym wywotanych sta-
rzeniem si¢, to sugerowano jedynie, ze zmiany w profilach elektroforetycznych praw-
dopodobnie sg zwiazane z akumulacjg uszkodzen DNA w tzw. goracych miejscach
(-,hot spot™) i moga to by¢ zaré6wno peknigcia pojedynczej, jak 1 podwojnej nici DNA.
Sugerowali rOwniez, ze ,,gorgce miejsca” nie sa losowo rozmieszczone w genomie,
a grupuja si¢ w pewnych regionach. Przypuszczenia te zdajq si¢ potwierdza¢ wczes-
niejsze badania Robertsa i Osborne [34], ktore wykazaly nizsza gestos¢ DNA po-
chodzacego ze starych nasion w gradiencie sacharozy w pordwnaniu z proba kontro-
Ing. Autorzy wnioskowali, ze spowodowane jest to hydroliza wiazan N-glikozydo-
wych, co w konsekwencji powoduje naruszenie integralnosci podwojnej helisy. Suge-
rowali oni rowniez, ze jest to prawdopodobna przyczyna pojawiania si¢ aberracji
chromosomowych. Poniewaz badane przez Shatters 1 in. [43] proby nasion nie byty
poddane regeneracji, nalezy si¢ spodziewac, ze procesy reperacyjne spowodowatyby
znaczne obnizenie indukowanej zmienno$ci. Podobne badania prowadzone przez-
Marcos-Filho i MacDonalda [14], z wykorzystaniem techniki RAPD do badan nasion
soi przechowywanych w réznych warunkach i o réznej zywotnosci, nie stwierdzity
przydatnosci tej techniki do monitorowania zmian spowodowanych diugotrwatym
przechowywaniem. Brak réznic migdzy poszczeg6lnymi populacjami mogt by¢ spo-
wodowany usrednieniem prob lub specyfika wybranych starterow do PCR. Rowniez
Cheng i in. [7] stosujac technik¢ RAPD nie uzyskali wynikow, ktore potwierdzatyby
Wystepowanie zmian na poziomie DNA wywotanych dfugotrwalym przechowywa-
niem nasion Arachis hypogaea. Autorzy brali do badan sSrednie proby z wielu roslin,
co mogto by¢ przyczyna niemozliwosci wykrycia subtelnych zmian zachodzacych
w DNA u poszczegélnych osobnikéw. Nie wykryto réwniez wptywu diugotrwatego
przechowywania na nasiona stosujac inne techniki, takie jak izoenzymy i lub obser-
Wwacje cytologiczne. Jest prawdopodobne, ze brak wykrywalnych réznic spowodowa-
ny byt specyfika obiektu, zbyt mata wielkoscia proby lub jej usrednieniem. Bednarek
iin. [3] obserwowali réznice w czgstosci markeréw RAPD w badanych prébach zyta,
pochodzacych z ziarniakéw o wysokiej i niskiej zywotnosci, mogace sugerowaé
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wystapienie zmian spowodowanych naturalnym starzeniem si¢ w trakcie przechowy-
wania. Rowniez stwierdzili oni, ze kilkakrotna regeneracja ziarniakow zyta o dra-
stycznie obnizonej zywotnosci [5%] nie przywracata struktury genetycznej charakte-
rystycznej dla préby kontrolnej, co mogto by¢ zwiazane z wptywem selekcji natural-
nej zachodzacej w trakcie starzenia si¢. Natomiast bardzo skutecznym narzedziem do
monitorowania zmian w strukturze populacji wywotanych dtugoterminowym prze-
chowywaniem nasion okazata si¢ technika AFLP (Amplified Fragment Length Poly-
morphisms). Doniniiin. [10] zastosowali ja do otrzymania odpowiedzi na pytanie czy
wybrane odmiany pszenicy na przestrzeni 60 lat utracily cze$¢ zmiennosci genetycz-
nej. Do doswiadczen wykorzystane zostaty, oprocz techniki AFLP, takie markery, jak
mikrosatelitarne (SSR), bialka zapasowe i cechy morfologiczne. Autorzy nie stwier-
dzili trendu obnizania si¢ zmiennosci genetycznej u obecnie uprawianych odmian na
przestrzeni lat. Do doswiadczen wykorzystywali oni jednak préby Srednie, co mogto
w znacznym stopniu wplyna¢ na uzyskane wyniki. Chebator i in. [6], wykorzystujac
markery mikrosatelitarne, obserwowali zmiany we frekwencji poszczeg6lnych alleli
u wybranych obiektow zyta przechowywanych w warunkach banku genéw, bedace
konsekwencja kolejnych regeneracji. Réwniez zaobserwowali oni, ze redukcja wiel-
kosci przechowywanej proby moze prowadzié¢ do utraty niektorych alleli. Podobne
wyniki uzyskali Borner i in. dla dlugoterminowo przechowywanych nasion pszenicy
[4]. Technikg AFLP stosowano z duzym powodzeniem do badania wptywu procesu
naturalnego starzenia si¢ i regeneracji na przechowywane ziarniaki zyta [8]. Pomimo
skutecznosci i efektywnosci tej techniki otrzymane wyniki daty odpowiedz tylko na
pytanie, czy proces starzenia si¢ indukuje dziedziczne zmiany w strukturze przecho-
wywanych populacji. Nie uzyskano natomiast odpowiedzi na pytanie, w jakich obsza-
rach te zmiany si¢ koncentruja. Pewne informacje uzyskano za pomoca PCR specy-
ficznego — techniki analiz wykorzystujacej dtugie startery komplementarne do frag-
mentow rejondéw kodujacych i niekodujacych DNA [9]. Zaobserwowano zmiany
dziedziczne w jednym z monitorowanych rejonéw niekodujacych, co moze by¢
przestanka do twierdzenia, ze to wlasnie w tych obszarach genomu koncentruje si¢
wigkszo$¢ zmian dziedzicznych. Wyniki te dotyczyly tylko niewielkiej cze$ci geno-
mu i nalezatoby zweryfikowaé t¢ hipoteze badajac wigcej fragmentéw o znanych se-
kwencjach. Préba odpowiedzi na pytanie, ktore z rejonéw genomu s bardziej wrazli-
we na stresowe warunki, jakim jest dlugoterminowe przechowywanie nasion, zostata
podjgta z zastosowaniem dwoch réznych systemow enzymow restrykcyjnych w tech-
nice AFLP: EcoRl/Msel i Pstl/Msel (Chwedorzewska i in. dane niepublikowane).
Wiele analiz mapujacych dowiodto, ze fragmenty generowane z wykorzystaniem sys-
temu £coR1/Msel nie sa losowo ulokowane na chromosomach, ale zazwyczaj wyste-
puja w regionach nie transkrybowalnych, takich jak centromery czy telomery. Inacze)
jest z systemem, Pstl/Msel, gdzie fragmenty sa zazwyczaj usytuowane w rejonach
transkrypcyjnie aktywnych, bogatych w geny [48]. Wykorzystujac oba te systemy en-
zymdw restrykcyjnych w technice AFLP stwierdzono wplyw naturalnego starzenia
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si¢ na strukture populacji, tylko w przypadku systemu EcoRI/Msel, co sugeruje, ze
zmiany wywolane starzeniem si¢ dotykaja przede wszystkim rejonow niekodujacych,
gdzie rzadziej s eliminowane na drodze naturalnej selekcji, poniewaz nie maja
znaczacego wplywu na funkcjonowanie organizmu (Chwedorzewska i in. dane nie-
publikowane). Potwierdza to réwniez teorig Shatter i in. [43], Ze zmiany indukowane
procesem starzenia sig¢ koncentruja si¢ w okreslonych miejscach ,,hot spot”.

Podsumowanie

Wigkszo$¢ prac nad wptywem starzenia si¢ nasion na materiat genetyczny prowa-
dzona byta na probach poddanych bezposrednio procesowi starzenia sie, a nie regenero-
wanych. Doswiadczenia te dawaly niepeiny obraz tego procesu, poniewaz zmiany ge-
netyczne nalezy rozpatrywaé w kontekscie dziedziczenia, a wigkszo$¢ zmian w nasio-
nach poddanych diugotrwalemu przechowywaniu, nawet jesli nie jest letalna, zanika
podczas reprodukcji i nie jest przekazywana nastgpnym pokoleniom. Istotna rol¢ odgry-
waja dopiero te zmiany, ktére utrwalane sa i przekazywane nastgpnym pokoleniom.

Postep biologii molekularnej dostarcza coraz to doskonalszych narzedzi badaw-
czych. Podstawowa trudnos¢ polega na odpowiednim ich zastosowaniu, dostosowa-

nym do specyfiki analizowanego obiektu.
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Methods evaluating genetic changes
induced by ageing of seeds stored in gene banks

Key words: seed ageing, genetic markers, germplasm conservation

Summary

Conservation of plant germplasm is still realized mainly through long — term sto-
rage of seeds under controlled moisture and temperature in seed banks. To maintain
high level of seed viability, consecutive regenerations under field conditions are ne-
eded. Both these steps are crucial for proper preservation of existing genetic diversity.
Long-term storage may lead to appearance of DNA changes that are usually elimina-
ted during germination and growth. On the other hand, long — term storage and regene-
ration may lead to genetic shift or drift, when some rare genotypes are eliminated or
others ones favoured due to selection processes. A few studies were carried out to ad-
dress the problem of effect of long-term germplasm storage under gene bank condi-
tions on genetic structure of the population. Mainly the methods based on phenotypic
observations were used to investigate such events. Only a couple of studies were focu-
sed directly on genomic diversity by undertaking protein markers, RAPD, specific
PCR, AFLP and microsatellite.



