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1 uvobD

Genska banka je zbirka genotipov razlicnih organizmov, hranjenih v posebnih ustanovah v
ustreznih razmerah, z namenom, da se ohranja genski material, npr. hranjenje kultur, semen,
trosov (Batic ... 2011).

Semenska banka je zbirka, v kateri se hranijo semena razli¢nih vrst rastlin v posebnih razmerah
(Bati¢... 2011). V ¢asu, ko smo se ponovno zaceli zavedati pomembnosti ohranjanja genskih
virov, ni naklju¢je da sovpada s obdobjem v katerem iz leta v leto izginja vecje Stevilo genskih
virov. V zadnjih desetletjih smo pri pridelavi naravnih dobrin, zamenjali pestrost za ucinkovitost
in ekonomic¢nost. Posledice intenzivhega kmetovanja, golosekov in kemi¢nega onesnazZevanja
so vzbudile ponovno prebujanje zavesti o povezanosti ¢loveka in narave, ki je bila izgubljena z
instrumentalizacijo narave, kot z vse vecljo uporabo mehanizacije v vsakdanjem Zivljenju.
Genske banke niso le zbirke genskega materiala, predstavljajo upanje in svarilo. Dejstvo, da je
treba shranjevati genske vire zaradi mnozi¢nega izumiranja, ter da so genske banke zadnje
nahajaliS¢e nekaterih vrst rastlin je opozorilo, da je pot razvoja, po kateri hodimo nevzdrzna
ang. ”Unsustainable”. Po ”Genska banka kmetijskih rastlin oddelka za agronomijo biotehniske
fakultete” je bilo v devetnajstem stoletju na obmocju Slovenije nekaj tiso¢ vrst jabolk in nekaj
sto vrst hrusk ... Sadjarji so pogosto krizali divje tipe kulturnih rastlin z novimi, da bi dobili
lastnosti, kot so tolerantnost do Skodljivcev in bolezni. Danes je od te bogate kulturne
dediscine ostala le pescica sort.

[Type here]
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2 PREGLED OSNOVNIH PROCESOV SEMENSKE BANKE

Shranjevanje semen ex situ je shranjevanje le-teh zunaj njihovega naravnega habitata.
Shranjevanje semen ex situ v semenskih bankah mora biti opravljeno v skladu z ISTA standardi,
saj tako zagotovimo kvaliteto shranjenih genskih virov. Prvi korak v procesu shranjevanja je
pridobitev semen. Semenske banke pridobijo semena na dva nacina.

Prvi nadin je pridobitev od donatorjev. Donatorji so lahko pravne ali fizicne osebe, institucije,
podjetja, druge semenske banke itd. Ce semena izvirajo iz tujine, jih je treba dati v karanteno
ter ugotoviti, ali predstavljajo nevarnost okolju, preden jih lahko uporabimo izven laboratorija.

Drugi natin pridobivanja genskih virov je zbiranje le teh na terenu. Ce je le mozno, poskusimo
pridobiti dovolj veliko Stevilo vzorcev, pridobljenih na lokaciji, kjer je populacija osebkov dovolj
velika ter, odvisno od vrste, dovolj pestra, za zagotovitev kvalitete pridobljenih vzorcev. Prav
tako mora biti zbiranje semen opravljeno v pravem ¢asu, ko so ta popolnoma zrela, suha, ter
preden se njihova viabilnost na visku. Pri zbiranju semen divjih rastlin moramo biti pozorni na
morebitno Skodo, ki jo povzrocimo s posegom v okolje. V primeru, da bi poseg znatno vplival
na vitalnost populacije, se odlo¢imo za pridobitev manjSega vzorca, ali za izbiro druge lokacije.

Obstaja velika moZnost, da se pri delu v semenski banki soo¢imo z netipi¢nim vedenjem
shranjenih semen. Po (T. D. Hong and R. H. Ellis, 1996) so do sedaj dolodili karakteristike
shranjevanja le trem odstotkom vigjih rastlin. Ceprav pri ortodoksnih semenih lastnosti
shranjevanja kazejo na moznost uporabe sploSnega vzorca za shranjevanje, se pri tako nizkem
odstotku testiranih semen ni mogoce popolnoma zanesti nanj. Iz danega razloga je zazZeleno,
da se vedno opravijo doloCitve shranjevalnih lastnosti pri vnosu novih akcesij v register
semenske banke.

Novo pridobljena semena je treba pripraviti za shranjevanje. NeociS¢ena semena prvo
izlus¢imo in odistimo necistoC ter preostalih rastlinskih delov. LuS¢enje semen se vedinoma
opravlja mehansko, torej ro¢no ali strojno. V primeru, da je seme obdano z Zelatinsko ovojnico,
za Cis¢enje uporabimo vodo.

Novo pridobljene akcesije je treba vnesti v register. Pozorni smo, da ne vnasamo duplikatov
pod razli¢ne Stevilke. Semena znotraj iste zvrsti (varietas) gojena na razli¢nih lokacijah oziroma
pobrana v razlicnih ¢asovnih obdobjih hranimo v razli¢nih posodah, a pod isto katalosko
Stevilko.

Akcesije, katerih lastnosti shranjevanja so dobro poznane, posuSimo do optimalne vsebnosti
vlage. PosuSena semena lahko postanejo krhka, zato z njimi ravhamo previdno. Akcesijam,
katerih lastnosti shranjevanja niso znane, odvzamemo vzor¢no skupino. Vzoréno skupino
razdelimo na vel vzorcev, pri katerih bomo dolocali kaljivosti pod razli¢nimi pogoji
shranjevanja.

Dolocitvi optimalnih pogojev za shranjevanje akcesij sledi pakiranje v shranjevalne posode. Na
izbiro imamo Siroko paleto moZnosti od plasti¢nih nepredusnih vreck, vecslojnih papirnatih
vreck, steklenih kozarcev do kovinskih posod. Izbira je odvisna od velikosti in koli¢ine semen,
nacina shranjevanja, velikosti hranilnice, razpolozljivih sredsteyv, itd. Pri nekaterih tipih akcesij
moramo uporabiti specificne postopke shranjevanja ter specifi¢ne hranilne posode, da lahko
dosezemo optimalne pogoje shranjevanja. Med teste lastnosti shranjevanja akcesij lahko
vklju¢imo tudi test shranjevanja vzorcev pod istimi okoljskimi pogoji, a v razlicnih tipih
shranjevalnih posod.

[Type here]
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Cili uspeSnega shranjevanja je obdrzati prvotno viabilnost semena. Splosno pravilo
shranjevanja ortodoksnih semen je, tem niZja temperatura (do -20 C°) in vsebnost vlage (3-7 %)
tem daljSe je obdobje shranjevanja. Rekalcitrantna semena ter semena zmernega pasu ne
prenesejo nizkih temperatur oziroma izsuSevanja.

Nad shranjenimi akcesijami vrs§imo monitoring. Monitoring akcesij je po (N. Kameswara Rao,
Jean Hanson, M. Ehsan Dulloo, Kakoli Ghosh, David Nowell and Michael Larinde; 2006)
opravljanje rednih pregledov kakovosti in koli¢ine shranjenih genskih virov. Cilj monitoringa je
doloditi ali je potrebno razmnoZiti in — ali obnoviti akcesijo (Rao, 2006).

Za uspesno delovanje semenske banke je potrebno usposobljeno osebje. Zaradi raznolikosti
postopkov v specifi¢ni semenski banki oz. semenski knjiznici ni mogoce opredeliti generi¢nega
Stevila osebja ter strokovnega znanja, potrebnega za uspeSno delovanje semenske banke.
Vsekakor pa mora osebje biti strokovno izobrazeno, saj lahko le tako zagotovimo potreben
standard kvalitete izvajanja procesov v semenskih bankah oz. semenskih knjiznicah.

[Type here]
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Diagram: Pregled poteka procesov semenske banke

Vir: Povzeto po Rao, 2006, str.3.
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3 REGISTER SEMENSKE BANKE

V registru hranimo relevantne podatke o shranjenih akcesijah. Registri so lahko oblikovani kot
spletne aplikacije, racunalniSki programi ali dosjeji. Predstavljen bo nadin shranjevanja
podatkov, ki so po nasih ocenah enostavni, ucinkoviti ter cenovno ugodni. Za lazji pregled ter
varnost podatkov o zbranih akcesijah razvrs¢amo zbrane podatke v dva kataloga, ki sta
komplementarna.

3.1 PRVI KATALOG PODATKOV

Prvi katalog obsega samo najosnovnejSe podatke, ki pripomorejo k hitremu lociranju akcesij v
hranilnici semen, preglednosti pomembnih datumov - dogodkov, osnovnih informacij o
shranjenih akcesijah ter tipu in Stevilu hranilnih posod. Namen osnovnega kataloga je lociranje
akcesij v hranilnici ter prikaz osnovnih informacij akcesij. Osnovni katalog, hranimo v digitalni
obliki, kar omogoca preglednost kataloga ter hitro iskanje po le tem. Smiselnost kataloga
opremljenega le z osnovnimi informacijami je lazji pregled celotne zbirke brez uporabe drage
programske opreme. Na razpolago imamo tako placljivo programsko opremo za izdelovanje
tabel npr. Microsoft Office - Excel, kot brezplacno programsko opremo za izdelovanje tabel
npr. Open office — Calc. Tabela 1 je primer izdelave tabele za razvrscanje akcesij, polja v tabeli
prilagodimo potrebam semenske banke.

Tabela: Primer ureditve osnovnega kataloga.

7

D St. Vrsta semena Tip St. Teza Datum

Akcesije posode | posod | semen VNos a
Gossypium hirsutum 2 1 500g 15.09.2012 | 15.09.2013

Monitoring

Al, Il 1
Al 12 2
Al 13 3
Al, 111 4
Al, 112 5
Al,1I3 6
A2, 11 7
A2, 12 8

[Type here]
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1912787 [RF] @ www.visualphotos.com

Slika: Razvrscanje akcesij v semenski banki. Vir: http://www.visualphotos.com/
3.2 DRUGI KATALOG PODATKOV

Podrobnejse informacije o akcesijah hranimo na evidenc¢nih karticah. Namen eviden¢nih kartic
je zbrati vse relevantne podatke o posamezni akcesiji na enem mestu. Evidencne kartice naj
vsebujejo, tako vsebovane podatke na potnem listu akcesije kot podatke opravljenih analiz,
testov in morebitnih opomb.

Potni list je dokument, v katerem so zapisani podatki o izvoru akcesij. Pravilno izpolnjeni potni
listi zmanjSujejo moZnost vnosa duplikatov, prav tako si z zadostno koli¢ino uporabnih
podatkov prihranimo delo, povezano z identifikacijo in razvrs¢anjem akcesij.

Nekaj osnovnih podatkov, ki jih zberemo na terenu, ter jih vklju¢imo v potni list, so:
- ldentifikacijska Stevilka.
- Taksonomska dolocitev.
- Datum fenoloskih faz.
- Datum kolekcije.
- Drzavaizvora.
- GPS koordinate.

- Stevilo vzorcev.

Nekaj osnovnih podatkov, ki naj bodo prilozeni pri pridobitvi doniranih semenih:
- Identifikacijska Stevilka.

- Taksonomske kategorije (rod, vrsta)

[Type here]
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- Fenologija.
- Pedigre (evidenca Zlahtnjenja).
- Drzavaizvora.

- Podatki o donatoriju.

2 B iam
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LAS

Formular z vsemi zahtevanimi podatki za pravilno izpolnjen potni list lahko najdete na naslednji

spletni strani:

http://www.bioversityinternational.org/fileadmin/bioversity/publications/pdfs/1526_FAO-
Bioversity_multi_crop_passport_descriptors_V.2_Final_rev.pdf?cache=1371633292

Tabela: Poenostavljen primer evidencnega kartona

St. akcesije

Stevilka analize |

Vrsta semena

Naro¢nik

Datum vnosa

Datum semena

Hranilna posoda

St. posod

Pripombe

Skupna teza

Teza semena

Primesi

Kaljivost %

Vlaga %

Podpis

3.3 IDENTIFIKACIJA'Y PRIMERU POMANJKANJA PODATKOY

[Type here]
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V primeru, da pridobimo novo akcesijo z neustrezno izpolnjenim potnim listom oz.
pomanijkljivimi informacijami, je treba akcesijo identificirati. Z identifikacijo se izognemo vnosu
duplikatov v register banke. Na voljo imamo Stevilne nacine identificiranja, za katerega se
bomo odlodili, pa je odvisno od prejete akcesije. Predstavil bom dve cenovno ugodni in
ucinkoviti metodi identifikacije. Prva metoda je morfoloska. Po navedbah Prirocnika za
ravnanje s semeni v genskih bankah
(https://www.dropbox.com/sh/4b1n2ypp158wn69/6A0ZuJG_8v/ELABORAT SEMENSKA
KNJIZNICA/Manual of Seed Handling in Genebanks.pdf (Rao, 2006) pri tej metodi domnevne
duplikate gojimo enega ob drugem. Med razvojem rastline opazujemo morfoloske razlike med
domnevnimi duplikati. Razlikujejo se lahko v visini rastlin, velikosti cvetov in listov, obliki, barvi,
¢asu cvetenja itd. Morfolosko razlikovanje lahko uporabimo pri rastlinah, ki nimajo velike
variance znotraj posameznih akcesij. Pri testu si lahko pomagamo s smernicami UPOV za
dolocanje specifi¢nih znadilnosti znotraj posameznih sort rastlin.

V primerih, ko s fenotipsko primerjavo ne moremo zagotovo dolo¢iti akcesij, so nam na voljo
testi za identifikacijo molekularnih markerjev. Fenotip rastline je "celota strukturnih in
funkcionalnih lastnosti organizma, ki nastane s skupnim delovanjem genotipa in okolja" (Batic,
2011, 136 ). Hiter, ucinkovit ter cenovno dostopen test za ugotavljanje raznolikosti je gelska
elektroforeza. Gelska elektroforeza je metoda za lo¢evanje in analiziranje makromolekul (DNK,
RNK in proteinov) ter njihovih fragmentov glede na njihovo velikost ter naboj (Meyers, 1976).
Na trgu je mo¢ najti kompaktne avtomatske naprave za izvajanje elektroforeze ter analiziranje
rezultatov. Prednost avtomatskih naprav je hitrost, moznost prenosa podatkov na racunalnik
ter enostavnost upravljanja. Prav tako je moZno samostojno iz poceni in sploSno dostopnih
materialov ter z nekaj ¢asa samostojno izdelati komoro za izvajanje gelske elektroforeze.
Navodila za izdelavo lahko najdemo na spletni strani Univerze zvezne drzave Utah
(http://teach.genetics.utah.edu/content/).

[Type here]
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4 SHRANJEVANJE GENSKEGA MATERIALA
4.1 OSNOVNA KOLEKCIJA

Povzeto po (Genebank standards, str.2). Bazna kolekcija je definirana kot set akcesij, od katerih
je vsaka genetsko razli¢na, ter po genetski integriteti ¢im blizje prvotno pridobljenemu vzorcu,
ki so dolgoro¢no shranjene. Bazna kolekcija katerega koli genskega vira se lahko nahaja v ve¢
ustanovah hkrati. Seme iz bazne kolekcije se obicajno ne posreduje direktno uporabnikom.
Bazno kolekcijo hranimo v pogojih primernih za dolgorocno shranjevanje. Cit. (genebank
standards str 4) Optimalni pogoji shranjevanja za ortodoksna semena lezijo pri temperaturi -
18 °C in 3-7% vsebnosti vlage semena (odvisno od vrste semen). Nekatera semena lahko
shranimo pri nizjih temperaturah oz. visji osebnosti vlage, ne da bi skrajsali zZivljenjsko dobo
semen, toda ker imamo v semenski banki Stevilne akcesije z razli¢nimi optimumi shranjevanja,
predstavljeni standard zagotavlja dovolj dolgo dobo shranjevanja za vecino ortodoksnih
semen.

4.2 AKTIVNA KOLEKCIJA

(Vloga aktivne kolekcije je distribucija vzorcev uporabnikom. Po aktivni kolekciji posegamo bolj
pogosto kot po bazni, zato je smiselno, da jo hranimo pri nekoliko visji temperaturi in visji
vsebnosti vlage semen, ki skrajSa postopek aklimatizacije semen na temperature zunaj
hranilnice. Prav tako se zmanjSa moznost poskodbe semen zaradi nabrekanja.

4.3 VPLIV TEMPERATURE IN VLAGE NA DOLGOZIVOST SEMEN

Z nizanjem vsebnosti vode v semenu se, pri ortodoksnih semenih, podaljSuje Zivljenjska doba.
Faktor podaljSevanja Zivljenjske dobe znatno variira, zaradi sestave (kompozicije) semena.
Vsekakor je vredno opraviti poizkuse shranjevanja za doseganje minimalne vsebnosti vode, ki
zagotavlja dolgoZivost semen. Tako je po (genebank standards str. 4) Studija dolgoZivosti
sezamovih semen (Sesamum indicum L) pokazala, da je zniZanje vsebnosti vlage iz 5 % na 2 % za
Stiridesetkrat podaljSalo Zivljenjsko dobo semen, kar je primerljivo z zniZzanjem temperature iz
20 °C na -20 °C. Z upadanjem temperature se podaljSuje Zivljenjska doba ortodoksnih semen
(odziv znotraj skupine je dokaj podoben), toda faktor podaljSevanja Zivljenjske dobe se s
padanjem temperature zmanjSuje. Pri znizanju temperature iz:

- 20°Cna10°Cse Zivljenjska doba semen podaljsa za skoraj 3 krat.
- 10 °Cna o °Cse Zivljenjska doba semen podaljsa za 2,4 krat.
- 0°Cna-10 °Cse zivljenjska doba semen podaljsa za 1,9 krat.

- -10 ‘Cna-20 °C zivljenjska doba semen podaljsa za 1,5 krat.

Za ohranitev kakovosti genskih virov se poskusamo izogniti izpostavljanju le teh pogojem, ki ne
zadostujejo sprejemljivim pogojem shranjevanja. Povzeto po (Genebank standards, str.2)
Koristi za kemi¢no obdelavo semen proti boleznim in Skodljivcem, med shranjevanjem pod
priporocljivimi pogoji, ni. Kemikalije lahko povzrocijo poskodbe kromosomov, obstaja pa tudi
moznost, da so Skodljive oz. nevarne za osebje, ki z njimi upravlja. Uporaba sredstev za
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zatiranje bolezni in 3Skodljivcev je vlasih potrebna po Zetvi in pred shranitvijo ali pa,
neposredno pred ponovno uporabo semen.

4.4 NACIN SHRANJEVANJA

Ne glede na zmoznosti semen, da jih pri optimalnih pogojih lahko shranimo za vec desetletij,
dostikrat ni potrebno akcesije shraniti za ekstremno dolga obdobja. Casovno lo¢imo tri vrste
shranjevanja:

- Kratkorocno shranjevanje: je ohranjanje vigorja akcesije od Zetve do naslednje sezone,
ko ga ponovno uporabimo. V praksi to pomeni od 3 do 6 meseceyv, vcasih pa tudi do 18
mesecev (povzeto po T. D. Hong, R. H. Ellis). Pri kratkoro¢nem shranjevanju semena ni
treba hraniti pri temperaturah pod ledis¢em. Akcesije pri kratkoronem shranjevanju
hranimo v aktivni kolekciji, a jih ni treba izsusiti do kriti¢ne tocke, saj je potrebno ohraniti
vigor le za kratek ¢as (Hong in Ellis, 1996).

- Srednjero¢no shranjevanje: je shranjevanje od osemnajstih mesecev pa do Sest let, v
nekaterih primerih do deset let (cit. T. D. Hong, R. H. Ellis). Tudi pri tem nacinu
shranjevanja ni treba temperature zniZati pod lediS¢e. Pri ortodoksnih semenih ter
semenih zmernega pasu je vecinoma dovolj, ¢e temperaturo spustimo do 10-12°C.
Vsebnost vlage ortodoksnih semen se bo razlikovala od vsebnosti vlage semen
zmernega pasu. Slednja so bolj ob¢utljiva na izsusevanje (Hong in Ellis, 1996).

- Dolgorocno shranjevanje: je shranjevanje semen za obdobje daljSe od deset let. Akcesije
so hranjene pri temperaturi -20°C, ter vsebnosti vlage pod 7%. Dolgorocno shranjene
akcesije se naceloma shranjene v baznih kolekcijah. Dolgi ¢asovni razmiki med
opravljanjem monitoringa in shranjevanje pri nizkih temperaturah zahtevajo visoko
kakovost materialov izdelave posod za varno shranjevanje. Posode za shranjevanje
semen naj bodo neprepustne za vlago z moZnostjo zatesnitve. Tesnila morajo ostati
prozna pri daljSem shranjevanju na temperaturah -20°C. Materiali primerni za uporabo so
nerjavee kovine, umetne mase in steklo. Za oznaclevanje shranjevalnih posod
uporabimo vodoodporna pisala, ter dvojno etiketiranje (zunanjosti in notranjosti).

4.4.1 Seme

Ortodoksna skupina

Definicija: (A protocol to determine seed...) Ortodoksna semena lahko posusimo do nizke
vsebnosti vlage, ne da bi jih poskodovali. S padanjem temperature in vlage se jim na predvidljiv
nacin podaljSuje dolgozivost, ki je definirana z izboljSano viabilnostno enacbo. Da lahko
karakteristike shranjevanja semen definiramo, kot ortodoksna morata biti zadoS¢ena naslednja

pogoja:

- Zrelo seme prezivi izsuSitev vsaj do obmocja 2-6% vsebnosti vlage, odvisno od vrste. Nad
to vrednostjo (toda v obmodju zracnega susenja - air-dry range) obstaja negativno
logaritemsko razmerje med vsebnostjo vlage semena ter dolgozZivostjo.
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- Glede na udinek temperature na dolgozZivost obstaja negativho razmerje (vsaj v
temperaturnem razponu od - 20 °C do 90 °C) med temperaturo in dolgoZivostjo semen
pri konstantni vsebnosti vlage. Natancna oblika odnosa je negativho semilogaritmi¢no
razmerje, modificirano s takSnim kvadratnim izrazom, da relativna korist dolgoZivosti pri
redukciji temperature z le-to pada. Enacba viabilnosti ima zgornjo limito, nad katero se
dolgozivost hermeti¢no shranjenih semen preneha znizevati z nadaljnjim naras¢anjem
vsebnosti vlage in preko katere dolgozivost semen, shranjenih v prezracenem prostoru,
povecuje z nadaljnjim zviSanjem vsebnosti vlage. Ima tudi spodnjo limito, pod katero
nadaljnje zniZzevanje vsebnosti vlage ne povecuje dolgozivosti v hermeti¢ni shrambi.
Dodatne informacije ter podrobnosti o temperaturnih limitah in limitah vsebnosti vlage
posameznih sort semen najdete v prosto dostopni knjigi avtorjev (Hong in Ellis, 1996).

Na spletni strani Royal botanic gardens lahko najdete orodja za preracunavanje viabilnosti
http://data.kew.org/sid/viability/index.html

Hiter sprejem vode suhih (imbibicija) semen lahko povzroci prehitro nabrekanje in s tem
poskodbe (imbibition injury). Ceprav do poskodb prihaja predvsem pri semenih, ki so
potoplijena v vodo, se lahko posSkodbe zaradi nabrekanja pojavijo tudi pri opravljanju
standardnih testov v laboratoriju. Verjetnost poskodbe je visja, ¢im nizja je vsebnost vlage ter
temperatura, pri kateri seme pride v kontakt z vodo. Priporodljivo je postopoma zviSevati
temperaturo in vlago semena z vlaZenjem, pred zacetkom postopka kaljenja. Toleranca
izsuSevanja pri ortodoksnih semenih ni prisotna na vseh stopnjah razvoja, iz tega razloga je
izrednega pomena shraniti le zrela semena. Semena, ki za¢nejo kaliti prav tako izgubljajo
toleranco do izsuSevanja.

Rekalcitrantna skupina

Rekalcitrantnih semen ni mogoce znatno izsusiti, ne da bi jih pri tem poskodovali. Svezim
rekalcitrantnim semenom pri zacetku suSenja viabilnost rahlo upada, dokler ne dosezemo
tocke kriti¢ne vsebnosti vlage. Nadaljnje izsuSevanje povzro¢i hitro upadanje viabilnosti do te
mere, da seme ni sposobno kaliti. Razmerje med sposobnostjo klitja in vsebnostjo vlage ima
ponavadi krivuljo v obliki ¢rke S, ¢eprav kriticna to¢ka vsebnosti vlage niha med posameznimi
vrstami (23 % pri zrnih kakava (Theobroma cacao) in 61,5 % pri mangrovah (Avicennia marina). To
ustreza ekvivalentu 96-98 % RH (oz. vodnem potencialu semen - 1,5 do - 5 MPa). Do sedaj ne
poznamo zadovoljive metode ohranjanja viabilnosti celotnih rekalcitrantnih semen za daljsa
obdobja shranjevanja. Zaradi visoke kriti¢ne tocke vsebnosti vlage jih ne moremo posusiti do
mere, ki bi zagotavljala dolgo dobo skladiS¢enja. Zaradi visoke vsebnosti vode jih ne moremo
shraniti pri temperaturah pod lediS¢em, saj se pri tem formirajo ledeni kristali, ki povzrocajo
poskodbe celic. Nekatera tropska rekalcitrantna semena poskodujemo Ze pri temperaturah 10-
15 °C. Dolgozivost rekalcitrantnih semen je ponavadi kratka, traja od nekaj tednov do nekaj
mesecev. Rekalcitrantna semena, prilagojena zmernemu podnebju, lahko shranjujemo dalj
Casa (tri ali vec let pri semenih hrasta (Quercus spp.), ohlajenih na - 3 °C). V praksi lahko
razdelimo rekalcitrantna semena na tista, ki izvirajo iz tropskega podnebja in so prilagojena
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tropskim razmeram, ter na semena, ki izvirajo iz zmernega podnebja in so prilagojena daljSim
obdobjem hladnejsih temperatur (Hong in Ellis, 1996).

Skupina semen zmernega pasu

V to skupino spadajo semena rastlin, katerih karakteristike shranjevanja nisi tako robustne kot
pri ortodoksnih semenih niti niso tako obcutljiva na nizje temperature oz. nizjo vsebnost vlage
kot rekalcitrantna semena. To skupino semen lahko razdelimo na dve podskupini glede na
njihov izvor. V prvo podskupino spadajo semena tropskega izvora, ki izgubljajo viabilnost pri
temperaturah pod 10 °C, v nekaterih primerih temperature pod ledis¢em takoj unicijo celotno
seme. V drugo podskupino spadajo semena zmernega pasu ter nekatera semena rastlin
tropskega in subtropskega pasu, ki rastejo v visjih legah. Ta lahko hranimo pri 10 °C in 50 % RH.
Zanimiv primer taksnih semen sta Coffea arabica in Coffea robusta. Zanimivost semen obeh vrst
kave je, da se v fazi nezrelosti (zelena zrna) ter zrelosti (rdeca zrna) odpornost semen do
izsuSevanja manjsa kot pri ne popolnoma zrelih (rumena barva) semenih. Prav tako so semena
obeh vrst kave manj odporna do izsuSevanja, ¢e so bila pred izsusevanjem namocena v vodi.

Semena sadeZev karambole (Averrhoa carambola) in papaje (Carica papaya) lahko posusimo do
obmocja 10-12 % vsebnosti vlage, a pri temperaturi 0 °C veliko hitreje izgubljajo viabilnost, kot ce
so shranjena pri temperaturi 12-21 °C. Bistvena znacilnost lastnosti shranjevanja semen
zmernega pasu je, da se negativho razmerje med dolgoZivostjo semen in vsebnostjo vlage
obrne pri vrednostih, nizjih od ravnovesja (pri 20 °C) z vsebnostjo 40-50 % RH. Kriticna meja
vsebnosti vlage semen zmernega pasu, pri kateri viabilnost zacne hitro upadati (med
hermeti¢nim shranjevanjem), variira med vrstami, stopnjo zrelosti in metodo ekstrakcije
semen. Nekaj primerov semen zmernega pasu: Azadirachta indica, Chrysophyllum cainito,
Manilkara achras, Zizania palustris, Coffea canephora, Coffea arabica, Corylus avellana, Piper
nigrum, Passiflora edulis, Citrus spp. itd. (Hong in Ellis, 1996).

Koli¢ina semen, ki jo bomo shranili v semenski banki kot akcesijo, je odvisna od velikosti
semen, kaljivosti semen, vrste razmnoZevanja rastline, razpoloZljivosti semen itd. NajniZja
sprejemljiva koli¢ina semen za v osnovno kolekcijo je 1000 primernih semen. V primeru, da ni
mogoce v danem trenutku priskrbeti ve¢je koli¢ine semen, akcesijo pa vseeno Zelimo shraniti,
je to sprejemljivo, a je potrebno v ¢im krajSem casu priskrbeti zadostno koli¢ino semen oz.
pomladiti kolekcijo. Priporocljivo Stevilo semen homogenih rastlinskih vrst je od 2000 do 12000
semen (IBPGR, 1994).

Semena ne predstavljajo edinega nacina shranjevanja genskega materiala v genskih bankah. Za
razliko od shranjevanja semen ostali postopki zahtevajo ve¢ znanja in izkuSenj na podrogjih
biologije in kemije. Nakup dodatne laboratorijske opreme ter uporaba le-te je prav tako razlog,
da se brez kvalificiranega kadra raje odlo¢imo za shranjevanje semen.
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Posusi semena na 10 do

12 % vsebnosti vlage.

LAS

Vecina semen ne odmre.

l—

Test kaljivosti.

>

Vecina semen prezivi.

!

Posusi semena na 5 %

vsebnosti vlage.

v

Test kaljivosti.

v

Vedina semen odmre.

l—

Vecina semen prezivi.

!

Hermeti¢no shrani pri

- 20 °C za tri mesece.

v

Vedina semen odmre.

Test kaljivosti.

L 2

!

Vecina semen prezivi.

v

NajveYjetneje

rekalcitrantna semena.

Najverjetneje semena

zmernega obmocja.

Najverjetneje ortodoksna

seémena.
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v v

Doloci optimalen RH za Doloc¢i optimalen RH za
shranjevanje. shranjevanje.

Zmernega izvora Tropskega izvora Zmernega izvora Tropskega izvora
optimalna optimalna optimalna optimalna
temperatura temperatura temperatura temperatura
shranjevanja shranjevanja shranjevanja shranjevanja
verjetno <5 °C verjetno > 10 °C verjetno <5 °C verjetno > 10 °C

Diagram: dolocanje lastnosti shranjevanja semen

Vir: Povzeto po Hong in Ellis, 1996, str. 17

4.4.2 Invitro

Pri rastlinski biotehnologiji je v uporabi vrsta in vitro metod za manipuliranje rastlinskih genskih
virov, med drugim klonsko razmnoZzevanje, proizvodnja novih varietet in produkcija gensko
spremenijenih rastlin. Koncni cilj in vitro tehnologij je ponovni prenos genskih virov nazaj v
naravo, torej in vivo. In vitro tehnologija ima pomembno vlogo pri ohranjanju genskih virov.
Hranjenje tkivnih kultur kot ena od in vitro tehnologjj je igralo vitalno vlogo pri ponovni
vzpostavitvi ogrozene rastlinske vrste orhideje Cypripedium calceolus. Hranjenje tkivnih kultur
omogoca shranjevanje pomembnih kulturnih rastlin, kot sta cesen (Allium sativum) in krompir
(Solanum tuberosum), ki jih s konvencionalnimi metodami shranjevanja ni mogoce hraniti
preko daljSih ¢asovnih obdobij. Pod sterilnimi in kontroliranimi pogoji v laboratoriju lahko
pripomoremo h kaljenju in vzgoji rastlin, katerih seme je tezko kaljivo. S kontroliranim
dodajanjem hranil in odsotnostjo patogenov pripomoremo k visjemu odstotku kaljivosti. V
primeru majhne kolicine razpoloZljivega genskega vira lahko z in vitro metodami iz majhnega
vzorca ustvarimo Stevilne klone. Slaba stran in vitro postopkov je obseg poznavanja
biotehnologij za njihovo apliciranje v praksi. Vec informacij o postopkih in aplikacijah si lahko
preberete v knjigi Plant conservation biotechnology (Benson, 1999).

4.4.3 Krioprezervacija

Je hranjenje mikroorganizmov, celic, tkiv z zamrznitvijo, da se ohranja dednina, npr. v tekoc¢em
dusiku (Bati¢, 2011). Povzeto po (Plant conservation biotechnology) Krioprezervacija ponuja
metodo dolgoro¢nega shranjevanja genskih virov, ki jih z uporabo konvencionalnih metod ne
bi mogli ohranjati za daljSe {asovno obdobje. Krioprezervacija se uporablja kot
komplementarna metoda shranjevanja, uporablja se, ko standardni protokoli shranjevanja niso
primerni. Krioprezervacijo lahko uporabimo pri sveze pobranem semenu, ali vegetativnih
genskih virih (npr. poganjkih, vrsi¢kih). Cit. T.D. Hong and R.H. Ellis A protocol to determine
seed storage behaviour. Krioprezervacija somatskih in zigotskih embrijev je bila uspesno
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aplicirana pri mnogih vrstah, ki kaZejo ortodoksne, rekalcitrantne ali zmerne karakteristike
shranjevanja (Hong, Ellis, 1996). Ve¢ o krioprezervaciji lahko preberete v knjigi Plant
conservation biotechnology (Benson, 1999).

4.5 LABORATORIJ IN HRANILNICA SEMEN

Znotraj hranilnice moramo zagotoviti ustrezno krozenje zraka, zato naj bodo shranjevalne
police odmaknjene vsaj 20 cm od sten, 10 cm od tal ter 50 cm od stropa. Sistem zlaganja akcesij
naj bo enostaven ter pregleden, ¢e je le moZno, ustvarimo sistem razporejanja, ki bo omogocal
dostop do vseh akcesij, ne da bi bilo treba prestavljati katere koli druge shranjevalne posode.
Shranjevalne police naj bodo kovinske oz. iz umetnih mas z nosilnostjo vsaj 150-200 kg/mz2.
Predpostavljam, da je viSina stropa hladilnice 2,5 m, kar pomeni, da bo najvisja polica na visini
dveh metrov. lzolacija sten je izredno pomemben faktor, slabo izolirane stene lahko
povzrocajo nastanek kondenzata na stenah ter s tem nastajanje ledu. Zaradi slabo ali
nepravilno izoliranih povrsin lahko nastanejo toplotni mostovi, s tem pa dodatna obremenitev
hladilnega sistema in viSja poraba elektri¢ne energije. Priporocljivo je, da so stene hladilnice
izdelane iz prefabriciranih spojnih izolacijskih panelov. Ti naj bodo proizvedeni iz pobarvanih
galvaniziranih jeklenih plos¢, s termalno prevodnostjo 0,017-0,023 W/m za 1 °C. Rjavenje lahko
nastopi nad 65 % RH. Ce lahko zagotovimo RH nizji od 45 %, ni potrebno uporabiti nerjavecega
Zeleza. Izolacijski paneli naj imajo debelino 200 mm (ne manj kot 150 mm) za obratovanje na -
20 °C. Vrata hladilnice naj bodo Siroka 100-120 ¢cm z ogrevanimi tesnili, ki preprecujejo
zmrzovanje, ter opremljena s tristekelnim oknom v velikosti 50x50 cm. Vec o izdelavi vecjih
hranilnicah semen si lahko preberete v knjigi The Design Of Seed Storage Facilities for genetic
conservation (Cromarty, 1990).

V primeru, da ne nameravamo hraniti velike koli¢ine semen pri - 20 °C, jih lahko hranimo v
zamrzovalnih omarah. Klub temu pa je potrebno za ostala semena izdelati prostor s
temperaturo 10-12 °C, ki bo sluZil kot shramba za srednjero¢no shranjevanje. Pri sledniji ureditvi
bo potrebno akcesije regenerirati pogosteje, kljub manjsi zacetni investiciji bo potrebnih vec
delovnih ur za vzdrievanje kolekcij. Temperaturne razlike med notranjostjo shranjevalnih
posod oz. vrec ter zunanjostjo lahko povzrocdijo kondenzacijo. S psihrometri¢nimi tabelami
(Priloga 4) lahko preverimo, ali bo prislo do kondenzacije. Kondenzacija vlage znotraj
shranjevalne posode bi povzrocila spremembo vlage semena in s tem lastnosti shranjevanja.
Semena, shranjena pri nizki temperaturi in vlagi, postopoma vlaZzimo. Tako se izognemo
nabrekanju in s tem poskodbi semena. Na primer pri premestitvi semena iz - 20 °C v prostor s
temperaturo 10 °C in 12 % RH se bo na semenih pojavila kondenzacija, saj je rosiS¢e v danem
primeru pri-18 °C.

Zaradi razlike med zunanjo in notranjo temperaturo je priporocljivo izdelati ventil za
izenacevanje pritiska v primeru ustvarjanja podtlaka ter s tem onemogoditi odpiranje vrat.
Dodatni varnostni ukrep je vgraditev sprozilca alarma znotraj hladilnice v primeru nezmoznosti
odpiranja vrat. Mo¢ in oblika hladilne naprave sta odvisni od velikosti hladilnice. V povprecju
potrebujemo 48 m2 veliko hladilnico z mozZnostjo shranjevanja okoli 6000 litrov semen ter
hladilno napravo z mocjo 4 kW. V primeru izpada elektri¢ne energije je potrebno imeti rezervni
vir elektrike v obliki agregata.

Alternativno in cenejSo mozZnost nacina izdelave hladilnice najdete na spletni strani Royal
Botanic Gardens (KEW) technical information sheet 12. (KEW, 2014).
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5 MONITORING IN REGENERACIJA KOLEKCIJE
5.1 MONITORING

Nadzor je redno preverjanje kakovosti (viabilnosti) in koli¢ine (Stevila ali teZe) genskih virov
shranjenih akcesij. Cilj nadzora je dolo¢anje potrebe po regeneraciji akcesij in multiplikaciji
semen. Nadzor je pomemben iz dveh razlogov. Prvig, ker se viabilnost shranjenih genskih virov
s€asoma niza, jo je treba nadzorovati, da viri ne izgubijo sposobnosti razvoja v viabilne rastline,
ko jih Zelimo uporabiti. In drugi¢, ker med shranjevalno dobo akcesije iz le-te odvzemamo
genske vire za distribucijo ter opravljanje testov kaljivosti (Rao, 2006).

Po FAO/IPGRI (IBPGR, 1994) standardih je priporocljivo izvesti prvi nadzor za semena z zaetno
kaljivostjo 90 % ali vec ter temperaturo shranjevanja pri - 18 °C po desetih letih. Za semena, ki
imajo nizjo zacetno kaljivost (85 - 90 %) ter nizjo dolgozZivost (vecina oljnih semen) in so
shranjena tako v aktivni kot osnovni kolekciji pod optimalnimi pogoji, je priporocljivo izvesti
prvi nadzor po petih letih. Izvajanje nadaljnjega nadzora naj temelji na rezultatih prvega.
Nadzor koli¢ine semen izvajamo s pregledom registra genske banke.

Tabela: test plan kaljivost pri regeneracije s standardom 85%.

Stevilo testiranih Regeneracija Ce je Ponovi test e Shrani Ce je St.
semen St. semen < semen v obmodju Semen >
40 29 30-40 -

80 64 65-75 76
120 100 101-110 111
160 135 136-145 146
200 170 171-180 181
240 205 206-215 216
280 240 241-250 251
320 275 276-285 286
360 310 311-320 321

Vir: Manual of seed handling in genebanks str.107

5.2 REGENERACIJA

Regeneracija je obnovitev genskih virov s sejanjem in Zetvijo semen z istimi karakteristikami,
kot jih ima prvotni vzorec. Regeneracija genskih virov je najbolj kriticen poseg pri upravljanju
genske banke. Pri regeneraciji obstaja riziko izgube genske integritete genskih virov zaradi
selekcijskih pritiskov, mozZnosti kriZzanja z drugimi rastlinami, mehanskim mesanjem ter drugimi
faktorji (Rao, 2006).

Akcesije neustrezne kakovosti ali koli¢ine je treba regenerirati. Ob regeneraciji pa je treba
zagotoviti kakovost in koli¢ino novih semen. Preden za¢nemo s postopkom regeneracije, se
prepricamo, da bodo vsa potrebna sredstva na razpolago ter da ima genska banka dovolj
mehanizmov zagotavljanja kakovosti dela, s katerimi zagotovi uspeh regeneracije. V primeru,
da je potrebno izvesti ve¢ regeneracij, a zaradi financnih ali katerih koli drugih faktorjev ni
mogoce regenerirati vse akcesije, je potrebno izdelati prioritetno listo. Osebje genske banke se
mora samo odlociti, kateri so poglavitni faktorji oz. lastnosti, ter na podlagi teh sestaviti
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program oz. prioritetno listo. Ker so akcesije osnovne kolekcije praviloma visje prioritete kot
akcesije, shranjene v aktivni kolekciji, je smiselna vzpostavitev strozZjega rezima kontrole
kakovosti in izvajanja regeneracije. To pomeni ciljati na maksimalno kakovost produkcije
semen, optimizacijo produkcije ter, kolikor je le mogoce, ohraniti genetsko integriteto
(Hamilton, 1997). ObseZen protokol postopkov in odloditev na temo regeneracija akcesij
najdemo v Hamiltonovi knjigi Regeneration of accessinons in seed collections a decision guide.

Razlogi za izvedbo regeneracije so (Rao, 2006):

- povecanje prvotne kolekcije (¢e so novo pridobljena semena nezadovoljive kakovosti
oz. jih ni dovolj za varno shranjevanje);

- dopolnitev obstojece aktivne ali osnovne kolekcije;

- viSje povprasevanje po doloceni akcesiji (zaradi posebnih lastnosti, kot so odpornost
na patogene, visok donos pridelka itd.).

Preden posadimo semena oz. sadike, je potrebno pripraviti teren in zagotoviti ustrezne pogoje
za optimalno rast rastline (Rao, 2006):

- s pripravo terena, kjer bomo sejali (uniformnost terena, primerna drenaza, analiza
prsti);
- s popisom patogenov in plevelov;

- z zagotavljanjem Cistosti (odstranitev tujih semen in rastlin in ocena moznosti krizanja
z drugimi rastlinami);

- s pripravo semena za sejanje (novo seme ocistimo, semenu iz kolekcije omogocimo
aklimatizacijo);

- z obdelavo semen pred sejanjem (prekiniti dormanco, ce je ta prisotna; uporaba
simbiontov, e so ti potrebni; predkalitev semen pod kontroliranimi pogoji, ¢e je
Stevilo semen nizko);

- s sejanjem in upravljanjem s pridelkom (zagotavljanje pogojev za bogato cvetenje;
dovolj prostora med rastlinami, da ne pride do kompeticije za svetlobo in hranila);

- s Casom setve (sadimo tako, da cas Zetve ustreza visoki verjetnosti ugodnega
vremena);

- s preverjanjem istovetnosti akcesije (preverjamo morfologijo rastlin z zapiski iz
shranjenih dokumentov rastline — potnega lista),

- z opraSevanjem (uporaba vre¢ v primeru, da je nevarnost neZelenega tujega
oprasevanja; potreba po ro¢nem oprasevanju);

- z Zetvijo (optimalno vreme, semena so zrela).

5.3  DORMANCA
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Dormanca je mehanizem zaviranja kalitve do nastopa ugodnih rastnih pogojev. Vsi tipi semen
prestanejo obdobje dormance. Z evolucijske perspektive ni najugodnejse, da vsa semena iste
rastline za¢nejo kaliti ob istem trenutku. Okoljski dejavniki, kot so suSa in patogeni, bi lahko v
takem primeru unicili celotno generacijo semen. Dormanca je mehanizem, s katerim se seme
prilagaja okolju s kaljenjem v razlicnih ¢asovnih obdobjih ter pod razli¢nimi pogoji. Vecina
kulturnih rastlin ima za seboj relativno dolgo zgodovino ¢lovekovega poseganja v naravno
prokreiranje s selekcioniranjem. Posledi¢no je bila s tem dormanca odpravljena ali pa je bil njen
vpliv reduciran v mnogih poglavitnih kulturnih rastlinah (McCormack, 2004).

Dormanco lahko prekinemo s tretiranjem semen. Za 95 % semen je posledica dormance
biokemicne ali fizioloske narave, za ostalih 5 % semen pa neprepustna povriina semena.
Mehanizmi prekinjanja dormance variirajo od vrste do vrste in vkljucujejo susenje, namakanije,
izpostavljanje son¢ni radiaciji, izpostavljanje dolo¢eni temperaturi, odstranjevanje kemicnih
zaviralcev (inhibitorjev), skarifikacijo povrSine itd. Dormanca lahko vpliva na rezultate
testiranja kaljivosti v laboratoriju in posledi¢no na napacno interpretacijo rezultatov. Trajanje
dormance svezih semen lahko traja od dveh do Sestih meseceyv, kar je potrebno upostevati pri
izvajanju prvega testa kaljivosti pred shranjevanjem semen. Dormanco lahko prekinejo
rastlinski hormoni (giberelini), ki jih proizvajajo talni mikrobi. Pri rastlinah, ki proizvajajo so¢ne
plodove, katerih seme je obdano z mesnatim tkivom, dormanco semena prekine fermentacija
ali odstranjevanje kemicnih inhibitorjev iz Zelatinskega ovoja, ki obdaja seme (McCormack,
2004). Vec o dormanci si lahko preberete v McCormackovi knjigi Seed processing and storage
(2004) ter v knjigi Seed Handbook: Biology, Production, Prossesing and Storage Books in Soils,
Plants, and the Environment (Desai, 1997).
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6 OBDELAVA SEMEN - GENSKEGA MATERIALA

Semena, ki jih nameravamo shraniti, naj bodo Cista, odstraniti je potrebno necistoce ter
semena drugih rastlin. Kolikor je mogoce odstranimo semena, ki so poskodovana ali kazejo
znake okuzbe. (genebank standards str. 3) Patogeni imajo lahko negativen vpliv na Zivljenjsko
dobo shranjenih semen. Tehnike pridobivanja in CiS€enja semen lahko razdelimo na dve
metodi, in sicer: suha obdelava in mokra obdelava. Suha obdelava je primerna za semena, ki se
posusijo skupaj z ovojnico (suho osemenje). Mokra obdelava je primerna za so¢ne plodove,
kjer so semena obdana s sadnim mesom. Pri nekaterih rastlinah lahko uporabimo bodisi suho
bodisi mokro ekstrakcijo semen.

6.1 OBDELAVA SUHIH SEMEN

Indikator zrelosti semena je suhost ter rjava barva semenskega stroka, kapsule, glavice. Med
procesom susenja se barva strokov, kapsul glavic, spreminja iz prvotno zelene, v rumeno
zeleno, nato rumeno, rumeno rjavo ter kon¢no v rjavo ali temno sivo. Stopnja zrelosti semen
znotraj posameznih kapsul, razlicnih kapsul na rastlini ter med rastlinami niha, zato je
priporocljivo ro¢no pobiranje individualnih kapsul, ko doseZejo polno zrelost. Seme strocnic in
kapusnic (Brassica) pogosto razpoko na eni strani lus¢ine, to je najprimernejsi ¢as za pobiranje
semen, preden se lus¢ine popolnoma razprejo in se seme raztrosi. Semena rastlin druzine
Asteraceae (npr solata Lactuca sativa ter sonénica Helianthus annuus) ter imajo niZjo kaljivost
ter doseZejo polno zrelost tudi po tem ko poberemo celotno rastlino. Priporocljivo je pobrati
celotne rastline ter jih shraniti obeSene zgoraj navzdol v primernem okolju, kjer dosezejo polno
zrelost (McCormack, 2004).

Semena lahko izlo¢imo iz ovojev z mehansko silo (premetavanjem, mlatenjem ...), pri izvajanju
ekstrakcije lahko uporabimo raznovrstne metode in pripomocke, pozorni moramo biti le, da ne
poskodujemo semena.

6.2 OBDELAVA MOKRIH SEMEN

Obdelava mokrih semem obsega tri korake:

- Ekstrakcijo semen: Nacin ekstrakcije je odvisen od sorte rastline. Semena paradiznika
(Solanum lycopersicum), izlo¢imo z rezanjem nato tlacenjem ter fermentiranjem. Semena
kumar (Cucumis sativus) pridobimo z razpolovitvijo ter nato izdolbemo semena ter jih
fermentiramo. Razlog za fermentacijo je vsebnost inhibitorjev kaljenja v Zelatinastem ovoju
okoli semen. Cas fermentacije naj traja priblizno tri dni pri temperaturi 21-24°C. Dalj3e ali krajse
fermentiranje lahko povzrodi poskodbe semena. Tolen cas fermentacije je odvisen od
posamezne sorte rastline. Za ekstrakcijo semen jaj¢evca (Solanum melongena), paprike
(Pimienta spp.) in popra (Piper spp.) je priro¢en tip mlina Corona®, ki ima dovolj ravno dovolj
razmika med brusnima plos¢ama, da ne poskoduje semen. Pri fermentaciji semen lahko
dodamo 10-20% (celotnega volumna) vode, Ce je drozga pregosta. Drozgo premesamo trikrat
dnevno, zjutraj, opoldan ter zveler. MeSanje drozge preprecuje ekscesivno formacijo
mikrobov na povrsini. Pravilno fermentirana drozga nima neprijetnega vonja, ter ne vsebuje
bele plesni na povrsini.
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Slika: Corona® mlin za zrnje

Vir: http://greenmachinefarm.com/chicken-feed-equipment/

- Pranje semen: Ko koncani fermentaciji iz semen speremo necistoce, pulpo in nekvalitetna
semena. Volumen vode naj bo vsaj dvakrat vedji od volumna drozge, vedji volumen vode
pomeni manjso gostoto in lazje spiranje nezelenih delcev. Naceloma kakovostna semena
potonejo na dno, nekakovostna semena ostanejo na povrsju, pri nekaterih rastlinah npr.
lubenici (Citrullus lanatus) kakovostna semena ne potonejo. Pri semenih, ki ne potonejo lahko
uporabimo sita, na katerih ostanejo semena, ter vodo za spiranje ostalih delcev skozi sito.

- SuSenje semen: Susenje opravimo ¢im prej po kon¢anem (iS¢enju. Podrobnejsi postopki
suSenja so opisani v Sestem poglavju.

6.3 TEHNIKE RAZKUZEVANJA

Konvencionalni kemi¢ni preparati lahko negativno vplivajo na shranjevalne lastnosti semena.
Patogeni so prav tako mozZen vzrok padanja vigorja genskih virov. Pred tretiranjem semen, je
potrebno ugotoviti ali so v 0z. na semenu prisotni patogeni. V primeru odkritja patogenov,
imamo dve moZnosti: prva je razkuzevanje genskih virov pred shranjevanjem, za to se
odlo¢imo v primeru da prisotni patogeni negativno vplivajo na shranjevalne lastnosti genskih
virov. Druga moznost je tretiranje genskih virov neposredno pred ponovno uporabo. Za taksen
postopek se odlo¢imo, Ce prisotni patogeni nimajo vpliva na vpadanje vigorja, medtem ko so
genski viri shranjeni.

6.3.1 Obdelava semen s toplo vodo

Toplotna obdelava semen lahko povzro¢i znizanje vigorja, iz tega razloge je priporocljivo
uporabiti metodo, tik pred uporabo semen in ne pred shranjevanjem.

Postopek tretiranja semen z toplo vodo je enostaven. Vodo segrejemo na x stopinj, vanjo
vstavimo seme ter ga pustimo za x minut (¢as in temperatura sta podana v tabeli 4). Po
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koncanem postopku seme prestavimo v mla¢no vodo, nato v hladno vodo ter iz vode na suho
povrsino, kjer se posusi.

6.3.2 Etericna olja ter ostali ekstrakti

V studiji (Antibacterial activities of essential oils and extracts of Turkish Achillea...) so
primerjali etericna olja ter ekstrakte n-heksana, kloroforma, acetona in metanola pridobljene iz
Satureja spicigera, Thymus fallax, Achillea bieberstenii, in Achillea millefolium, da bi ugotovili, ali
vsebujejo antibakterijske lastnosti na petindvajsetih rastlinskih patogenih prisotnih v
poljedelstvu. Studija je pokazala, da olja rastlin Satureja spicigera in Thymus fallax, vsebujejo
dovolj antibakterijskih lastnosti za prakti¢no uporabo kot razkuzevalno sredstvo.

(Disinfection of vegetable seed by treatment with essential oils) V primerjavi z klasi¢nimi
antibiotiki, ki postanejo aktivni pri koli¢inah med 0,001-0,01% je efektivha koli¢ina uporabe
eteri¢nih olj precej visja, namrec 0,1-1%. 1z vode in olja je bila s pomocjo sonikacije (sonication)
izdelana emulzija, s katero so bila tretirana semena za trideset minut. Procedura je eliminirala
99% vseh bakterij asociiranih s semeni zelja (Brassica oleracea), ter reducirala odstotek
okuzenih semen s glivami iz 70% na manj kot 10%. DaljSa obdobja tretiranja semen niso prinesla
ugodnejsih rezultatov, visji odstotek olja v emulziji pa je v primeru cimetovega eteri¢nega olja
imel negativen ucinek na sposobnosti kaljenja semen.

6.4 SUSENJE

Semena je potrebno zaceti suSiti v ¢im krajSem Casu po prejetju, da zaustavimo upadanje
vitalnosti prejetih semen. Cas su$enja semen je odvisen od velikosti, tevila semen, ki jih Zelimo
izsusiti, vlaznosti semen ter relativne vlage prostora, v katerem susSimo semena. S suhimi
semeni je treba ravnati previdno, saj mnoga postanejo krhka ter dovzetna za mehanske
poskodbe (Gebebank Standards, 1994).

Semena po Zetvi vsebujejo visoko kolicino vlage, ki spodbuja razvoj embria in potencialni razvoj
patogenov. SuSenje semen mora biti izvedeno brez izgube viabilnosti. Mera, do katere je
mozno in smiselno seme posusiti, ne da bi negativno vplivali na viabilnost, je odvisna od vrste
semena in Zelenega nacina shranjevanja. Ce Zelimo na primer ortodoksno oljno seme shraniti v
aktivno kolekcijo, bo ciljno obmoc¢je 7-10 % vlaZnosti.

Kriticha meja vsebnosti vlage semena je dolocena kot meja, pod katero ne zaznavamo
podaljSevanja Zivljenjske dobe semen. Ortodoksna semena lahko izsusimo do obmoc¢ja med 2-7
% vsebnosti vlage, odvisno od sorte semena. Semena zmernega pasu lahko izsusimo do
obmogja 40-50 % vsebnosti vlage, rekalcitrantna pa do obmodja 95-98 % vsebnosti vlage (Rao,
2006).

6.4.1  EMC (equilibrium moisture content - ravnovesje vsebnosti vlage)

Vsebnost vode semena v ravnovesju z relativno vlaznostjo zraka, ki obdaja seme, je imenovana
equilibrium moisture content ali EMC. To pomeni, da bodo oljna semena pri danem RH imela
niZji emc kot Skrobna semena. Razlike v emc niso odvisne le od kompozicije semen, lahko se
pojavljajo tudi znotraj iste vrste semen, znotraj iste akcesije pri semenih, pobranih v razli¢nih
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fazah razvoja. Semena izgubljajo ali adsorbirajo vodo, dokler vsebnost vode v semenih ne
doseZe ravnovesja z relativno vlago zunanjega zraka pri doloCeni temperaturi. Razmerje mc in
RH za dolo¢en vzorec semen pri doloCeni temperaturi lahko prikazemo z adsorpcijskimi
izotermami (Sliki 4 in 5). Adsorpcijske izoterme so predstavljene v grafih, kjer ena os grafa
predstavlja RH okoljskega prostora, druga os pa predstavlja mc semena (Rao, 2006).

Slika prikazuje tri regije vezave vode v semenu. V prvi adsorpcijski regiji je voda mo¢no vezana,
kar zavira fizioloSke procese, seme je v stanju dormance. V tretji adsorpcijski regiji je voda v
prostem stanju. Ce semena izpostavimo temperaturam pod ledis¢em, ne da bi odstranili vodo
iz te regije, se znotraj semena formirajo ledni kristali, ki bodo povzrodili poskodbe celic. V tej
regiji lahko zaradi ugodnih pogojev pride do okuzbe s patogeni (http://www.kew.org/science-
research-data/kew-in-depth/msbp/publications-data-resources/technical-resources/technical-
information-sheets/index.htm, Seed air moisture relations.
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Slika: Sorpcijske regije vezave vode v semenih

Vir: http://www.kew.org/science-research-data/kew-in-depth/msbp/publications-data-
resources/technical-resources/technical-information-sheets/index.htm Seed air moisture

Graf adsorpcijskih izoterm izdelamo, tako da pustimo semenom dosedi vlaznostno ravnovesje
v zaprtih okoljih z dano temperaturo, v katerih je nasi¢ena solna raztopina z znanim RH. Pri 25
°C imajo nasicene solne raztopine slede¢ odstotek RH: Vir: KEW - Seed-air moisture relations.

Tabela: Nasicene solne raztopine in ustrezajo¢ RH. Vir: Prirejeno po Rao, 2006, 40

Sol Ustrezajoc RH (%)
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Natrijev hidroksid 7,5
Litijev klorid 13
Magnezijev klorid 32
Magnezijev nitrat 54
Amonijev nitrat 65
Natrijev klorid 75
Kalijev klorid 85
Voda v semenu
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Slika 6: Vpliv zgradbe semena na sorpcijo vode

Vir: Vir: http://[www.kew.org/science-research-data/kew-in-depth/msbp/publications-data-
resources/technical-resources/technical-information-sheets/index.htm Seed air moisture
relations.

Pri dolocanju nacina suSenja in kasnejSega shranjevanja si lahko pomagamo z obsezno zbirko
podatkov Royal botanic gardens na njihovi spletni strani
http://data.kew.org/sid/SidServlet?ID=1176 8&Num=k2A#Germination , kjer je mogoce najti
naslednje podatke o semenih: storage behaviour (najdi pravi izraz), teza 1000 semen, vsebnost
olj, vsebnost proteinov ter kaljivost. Prav tako si lahko pomagate s spletno stranjo Bioversity
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international  kjer lahko najdete  karakteristike shranjevanja  Stevilnih  semen
http://www.bioversityinternational.org/databases/species compendium_database/.

6.4.2 Proces susenja
- Prvikorak (ocena vsebnosti vlage ter ¢asa susenja):

Ob sprejemu semen opravimo hitri test vsebnosti vlage, uporabimo lahko kalibrirane hitre
merice vlaznosti. V primeru, da semena potrebujejo dodatno susenje sledi izradun
predvidenega trajanja susenja. Oceno trajanja suSenja dobimo, tako da izra¢unamo razliko med
masama semen pred in po susenju. Nato vzorec semen polozimo v mreZasto tkanino ter
opravljamo meritve tezZe, dokler ne doseZzemo Zelene teze in s tem vsebnosti vlage.

Izradun: Ciljna masa semen = za¢etna masa semen x(100 - zaéetna vsebnost vlage)/(100 - ciljna vsebnost vlage) .

- Drugi korak (priprava semen za postopek susenja):

Semena akcesije razdelimo v manjSe skupine, da pospeSimo susenje ter izboljSamo
uniformnost susenja. Posamezne skupine semen vstavimo v porozne vrece, katere etiketiramo
z vodoodpornim pisalom na zunanji ter notraniji strani. Po opravljenem etiketiranju vrece dobro
zatesnimo, da prepreclimo izgubo ter mesanje semen.

- Tretji korak (susenje)

Na voljo je ve¢ metod suSenja semen, od katerih so najpogostejSe silikagel, nasi¢ene solne
raztopine ter susilec zraka. Vse te metode temeljijo na ustvarjanju okolja z nizkim RH kar
omogoca semenom doseganje ravnovesja vlaznosti pri relativno nizkih temperaturah (10"
25°C). Pri razli¢nih temperaturah susenja ter enakem RH prostora bodo semena dosegla
razliCen odstotek vlaznosti ob vzpostavljanju ravnovesja z okoljem. Vecje koli¢ine semen je,
zaradi volumna akcesije bolj prakti¢no susiti s suSilcem zraka, kot s silikagelom ali nasi¢enimi
solnimi raztopinami.

Kratek opis razli¢nih metod susenja:

- uporaba susilca zraka: Po FAO/IPGRI Genebank standards 1994) je priporoceno
obmocje susenja 10-15% RH ter 10°-25°C. Seme s pomocjo susilca susimo v susilnih
omarah, semena pa so shranjena v tkaninastih predusnih vrecah.

- susenje v inkubatorju (KEW): Eksperimenti v Millennium Seed Bank Project so pokazali,
da lahko v inkubatorju ohlajenem na 18°C lahko posusimo 10 kg sveZih semen iz
zacetnih 99 % eRH na 15 % eRH v priblizno Stirih tednih.

- uporaba silikagela (KEW): Prozornim granulam silikagela dodamo indikatorske granule
z dodatkom metilvijolicnega barvila. Dokler so indikatorske granule silikagela suhe so
oranzne barve, temno zelene pa, ko postanejo vlazne. Sprememba barve se zgodi, ko
se RH granul giblje v obmocdju pod ali nad 20-25%. Semena posusimo v ambientnih
pogojih pred nadaljnjim izsuSevanjem s silikagelom. 20% volumna susilne posode
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napolnimo z dehidriranim silikagelom. Mesanica silikagela naj vsebuje priblizno 10 %
indikatorskih granul. Semena naj bodo v tkaninastih predusnih vre¢ah, v maksimalnem
masnem razmerju 1:1 s silikagelom. SuSilno posodo postavimo v hladen in sencen
prostor. Tedensko preme3amo semena, silikagel ter opravimo meritve vlage z
higrometrom. Vlazen silikagel regeneriramo v pecici segreti na 100 °C, kjer ga pustimo
za priblizno eno do dve uri. Posodo, v kateri smo susili silikagel pokrijemo, ter pustimo,
da se ohladi pred ponovno uporabo.

- uporaba oglja (KEW): Oglje pred uporabo posusimo v pecici, ter pustimo da se v zaprti
posodi ohladi, do sobne temperature. Masno razmerje oglja in semen naj ne bo nizje
kot 3:1.

- uporaba solnih raztopin (KEW): Za posusiti vzorec semen z maksimalno maso 100 g,
potrebujemo 200ml destilirane vode, ustrezno kolicino litijevega klorida ter primerno
velikost posode (LiCl predstavlja najmanj 20 % volumna susilne posode). Mesanico LiCl
in vode pustimo stati v suSilni posodi 24ur, da doseze eRH. Tabela koli¢ine LiCl v 200ml
vode za doseganje dolocenega odstotka RH.

Tabela: Raztopine LiCl za doseganje raznolikih RH

Masa LiCl (g) RH (%) pri 20°C
174 11
147 15
128 20
104 30
88 40
74 50
60 60

Vir: KEV Technical Information Sheet 09

Na spletni strani Royal botanic gardens najdemo uporabna orodja, ki nam olajsajo
preraCunavanje in ugotavljanje optimalnih pogojev shranjevanja marsikatere vrste semen
http://data.kew.org/sid/viability/index.html .
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Razpolozljiva koli¢ina semena za opravljanje testa.

Ne. (Reprezentativni VZOrec vsaj

'L desetih semen.

Dovolj semen

na razpolago?

‘ Da. ‘
v
Je potrebno predsusenje? Ff
v
Predsusenje Opravimo predsusenje.
vzorca?
Ugotovimo, ali je potrebno mletje. <

Je drobljenje

potrebno?

Opravimo suSenje.
Ne.
v

Razdelimo vzorec na dve skupini.

v

A

Ugotovimo primerno metodo susenja.
v
.
visokotemperaturna l So semena =| nizkotemperaturna
metoda. Ry ‘ metoda.

| |
v

Analiza vlage semena.

v

Izratun vlage semena.

v

Pridobljene podatke zabelezi v evidenéno kartico.

Diagram: Test dolo¢anja vsebnosti vlage v semenu
Vir: Povzeto po Rao, 2006, 29.
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7 PREGLED KVALITETE GENSKEGA MATERIALA

7.1 KVALITETAIN CISTOST (SNOVNA)

Novo pridobljene akcesije je treba pregledati. V reprezentativne vzorce pregledamo ter
zabeleZiti koli¢ino in vrsto drugega semena ter nedistoc. 1z vzorca izlo¢imo poSkodovana in ne
zrela semena. Vse ugotovitve zapiSemo na evidencno kartico, ociS¢en vzorec pa pripravimo za
test kaljivosti.

7.2 VIABILNOSI

Cit. (preverjanje kakovosti genskega materiala) Lastnosti semena, ki mu omogoca, da vzkali v
razmerah ugodnih za kalitev, pod pogojem, da je bila pred testom kaljivosti odpravljena
dormanca semena, pravimo Zivljenjska sposobnost oz. viabilnost.

Merjenje in nadziranje viabilnosti semena v semenskih bankah je klju¢nega pomena za
vzdrzevanje zdrave populacije semen. Visoka zadetna viabilnost semen omogoca daljSo dobo
shranjevanja, ta med shranjevanjem pocasi pada. Za merjenje Zivljenjske sposobnosti se
uporablja Stevilo testov, med katerimi so najbolj uporabljeni: test kaljivosti, tetrazol test, ter
test elektri¢ne prevodnosti.

7.2.1  TEST KALJIVOST

Test kaljivosti povzeto po (manual of seed handling) izvedemo za ugotavljanje proporca
semen v akcesiji, ki bodo pod ugodnimi pogoji vzklile ter razvile normalne sadike (ki imajo
bistvene strukture: korenine, poganjke in dovolj hranilnih zalog). Osnovni pogoji za kaljenje
semen so: voda, svetloba, kisik ter primerne temperature. Razlicne vrste rastlin imajo razlicne
zahteve za pricetek kaljenja. Polni potencial kalitve semen, lahko dosezemo le ob doseganju
optimalnih razmer za specifi¢no vrsto rastline.

Cit po (preverjanje kakovosti genskega materiala). Pravila ISTA navajajo priporocila za presojo
abnormalnosti: 13 napak na glavni korenini, 12 napak na hipokotilu, epikotilu in mokotilu,14
napak na koleoptilu in prvih listih in 9 napak na celi mladi rastlini. Katerakoli od teh napak,
sama ali v kombinacijl z drugimi, je lahko vzrok, da analitik oceni rastlino za abnormalno. Kljub
subjektivnim ocenam, so mednarodna testiranja proizvedla generalno enake rezultate

(Hampton, 1995).

Po mednarodnih standardih (FAO/IPGRI, 1994) je velikost priporo¢enega vzorca testa kaljivosti
200 semen. Tega razdelimo v dve skupini (replikanta) po 100 semen. Ce je odstotek kaljivosti
katere od skupin nizji od 90% postopek ponovimo. Kaljenje semena lahko definiramo, kot
nadaljevanje rasti embrija ter pojave oz. prodretja radikule pokrivnih struktur. Test kaljivosti ni
zakljucen, dokler sadike ni mogoce oznaditi kot normalne po specifi¢nih kriterijih dolocenih za
vsako vrsto rastline (manual of seed handling)
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Pomanijkljivost testa kaljivosti je predvsem v tem, da je relativno pocasen. Kljub pocasnosti pa
je test cenovno ugoden, tehni¢no nezahteven in primeren za vse vrste semen. Trajanje testa
kaljivosti je as, ki je potreben, da seme vzklije, kar pomeni, da se &as trajanja testa lahko
razlikuje od akcesije do akcesije. V diagramu 4 je prikazan postopek izvedbe testa kaljivosti.
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Vzamemo naklju¢en vzorec semen celotne akcesije. it

.

Iz vzorca izlo¢imo dva replikanta po 100 semen.

)

Je prisotna embrionalna dormanca ali hardseededness?

Je semenska Je prisotna

embionalna

lupina

neprepustna? dromanca?
Da. Ne. Da.
; Reckanje. Postopek odpravljanja dormance ;
» Kaljenje v petrijevki. L
Je seme | D&
majhno? - _— b
Kaljenje med listi papirja.
Da.
Yo »| Kaljenje v pesku. -
velikosti?
Ne.
Interpretacija rezultatov. }4— Stetje normalnih sadik. —
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So replikanti

Ne., |~ Ponovi test.

primerljivi?

Da. i

C Izraéunaj odstotek kaljivosti replikantov. C

@esi podatke v evidenéno kartico. >

Diagram: Test kaljivosti
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Vir: Povzeto po Rao, 2006, 52

7.2.2 TETRAZOL

Tetrazol test (TT) temelji na nacelu, da se, ko brezbarven trifenil tetrazolijev klorid ali bromid
vstopi v tkivo Zive rastline, reducira na rdec, stabilen in nedifuziven trifenil formazan. Do tega
ne pride v mrtvih semenih, ki ostanejo neobarvana (Zorko, 2011, 15).

Reakcija TT testa steCe s pomocjo svetlobe, alkali¢cne raztopine in askorbinske kisline. pH
raztopine je prilagojen obmocju med 6,5 in 7,0 ter hranjen v temi pred in med potekom testa.
Rezultati TT testa so interpretirani na podlagi poznavanja semen in semenskih struktur ter
razumevanja mehanizmov testa in omejitev le-tega (Desai, 1997).

Semena so potopljena v 1 % raztopino, obarvanje Zivih semen je popolno, mrtva semena pa
ostanejo neobarvana. Delno obarvanje semena pomeni Zivost le doloc¢enih struktur semena. V
tem primeru je potrebno doloditi Zivost bistvenih struktur semena ter podajanje mnenja o
viabilnosti. Pred izvedbo TT testa je semena potrebno namociti v vodo in odstraniti zunanje
plasti oz. ga razpoloviti (Desai, 1997).

7.2.3 ELEKTRICNA PREVODNOST

Merjenje elektricne prevodnosti razsutih semen predstavlja osnovo testov prevodnosti za
oceno semenske sposobnosti. Pri tem se uporabljajo standardni merilci prevodnosti in
elektrode ali avtomatski elektronski analizator semen" (Zorko, 2011, 17).

Test merjenja elektri¢ne prevodnosti deluje na osnovi premise, da so celicne membrane mrtvih
in umirajoCih semen prepustnejSe za raztopine od Zivih. Iz namakanj posameznih semen ali
veljih vzorcev v vodo in opravljanj meritev elektricne prevodnosti raztopine, ki jih obdaja,
lahko sklepamo, ali so testirana semena mrtva ali Ziva (Gosling, 2014).

7.3  VIGOR

Testiranje vigorja so pomemben del raziskav na podrodju rangiranja kakovosti akcesij. Za
ugotavljanje vigorja so bili predlagani mnogi testi, a zaradi kompleksne interakcije spremenljivk
so v ISTA potrebovali 27 let, da so sestavili primerno definicijo. Zaradi Stevilnosti razli¢nih
postopkov ter njihove interpretativne kompatibilnosti, testiranje vigorja ni Siroko razsirjeno.

Cit (preverjanje kakovosti genskega materiala) V prizadevanju za razvitje bolj natancnih
kazalcev vigorja so Stevilni raziskovalci razvili vigor teste, ki vkljucujejo ocene, ki temeljijo na
veC kot eni tehniki in/ali uporabljajo bolj razli¢ne interpretacije podatkov testiranj. Najbolj
uspeSen postopek veckratnega testiranja je podaljSana metoda testa prevodnosti. Rezultate
testov za oceno vigorja lahko interpretiramo kot relativno oceno, oblikovano na podlagi
testiranja razli¢nih semen ali pa kot absolutno vrednost vigorja. Vigor testi so klasificirani kot
testi za oceno rasti sadik, testi za vrednotenje odziva semen na stres ali kot biokemicni testi.
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7-4 DOLOCANJE VSEBNOSTI VLAGE

Vsebnost vlage semen je izrazena kot vsebnost vlage (mc) na podlagi sveze teze (fwb) oz.
suhe teZe (dwb), dolocene s toplotno metodo. Vsebnost vlage semen lahko dolo¢imo tudi z
RH zraka v posodi s semeni, ki so bila uravnovesena z vlago posode. TakSen nacin dolocanja
vsebnosti vlage imenujemo uravnovesena relativna vlaznost (eRH). Voda se v semenu nahaja
tako v prosti obliki kot vezana na kemicne spojine znotraj celic, kot so proteini in ogljikovi
hidrati. Odstotek vsebnosti vlage semena pomembno vpliva na Zivljenjsko dobo shranjenih
semen. Odstopanje od predvidene vsebnosti vlage semen povzroli nepredviden potek
viabilnosti v Casu shranjevanja. Iz danega razloga je izrednega pomena, da ga natanc¢no
dolo¢imo.

Metode doloc¢anja odstotka vlaznosti semen lahko razdelimo na destruktivne in
nedestruktivne. Za razliko od nedestruktivhih metod seme pri destruktivnih metodah ne
prezivi. NajzanesljivejSe doloc¢anje odstotka vlage v semenu dosezemo z uporabo toplotne
metode. Pri tej metodi pod kontroliranimi pogoji s toploto odstranjujemo vodo. Ker je metoda
destruktivna za semena, jo uporabimo le v primeru zadostnega Stevila semen.

Priporocljivo je opraviti eno natanéno meritev z uporabo te metode po opravljenem postopku
suSenja, da ugotovimo vsebnost vlage na zaletku shranjevanja. Za metodo potrebujemo dva
vzorca po 0,5-1,0 g semen oz. minimum desetih semen. Vzorec semen naj bo reprezentativen.
Po vzorenju naj semena ostanejo v nepredusno zaprti posodi do opravljanja testa, da
prepreCimo spremembe vsebnosti vlage. Nekatera semena je treba zmleti, da dosezemo
enakomerno in popolno susenje. Seznam semen, za katera je mletje obvezno (ISTA, 2005):
Arachis hypogaea, Avena spp., Cicer arietinum, Citrullus lanatus, Fagopyrum esculentum, Glycine
max, Gossypium spp., Hordeum vulgare, Lathyrus spp., Lupinus spp., Oryza sativa, Phaseolus
spp., Pisum sativum, Secale cereale, Sorghum spp., Triticum spp., Vicia spp., Zea mays (Rao,
2006).

Trenutno sta v uporabi dva razli¢na postopka ugotavljanja vsebnosti vlage semen pri uporabi
toplotne metode. Pri prvi uporabimo nizko konstantno temperaturo, ki je namenjena oljnim
semenom (semena z visjo vsebnostjo olj). Pri drugi metodi uporabimo visoko konstantno
temperaturo, ki je namenjena skrobnim semenom (semena brez ali z nizko vsebnostjo olj).
Preden uporabimo eno ali drugo metodo, je potrebno predsusenje semen, Ce le-ta vsebujejo
vec kot 17 % vlage (pri ortodoksnih semenih) (Rao, 2006).

Oprema, ki je potrebna za izvajanje toplotne metode (Rao, 2006):

- mehanska konvekcijska pecica z moZnostjo ohranjanja Zelene temperature znotraj 1 °C
ter termometrom z natancnostjo 0,5 °G;

- nerjavece susilne posode (steklene, kovinske) s pokrovi. Velikost posode naj omogoca
vi§ino enakomerno porazdeljenega vzorca pod 0,3 g/cm-2;

- mlin¢ek z nastavljivo hitrostjo za doseganje specifi¢ne velikosti delcev (0,5-4,0 mm), ki
ne povzroca nepotrebnega segrevanja med mletjem;

- analiti¢no tehtnico z resolucijo treh oz. stirih decimalnih mest (0,001-0,0001);
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- eksikator, opremljen z notranjo debelo kovinsko ali kerami¢no plosco, ki pripomore k
hitrem hlajenju posod, ter z moZnostjo vstavljanja suSilnega sredstva, npr. silikagel,
kalcijev klorid, na dno;

- kleS¢e in rokavice za varno rokovanje z vrocimi posodami.

7-4.1  Konstantna visoko temperaturna metoda za $krobna semena

-V pedi pri 130°C susimo posode eno uro, nato jih pustimo eno uro v eksikatorju
(dessicator), da se ohladijo.

- Etiketiramo ter stehtamo vsako posodo, vklju¢no s pokrovom, ter zabelezimo podatke
v tabelo.

- Polozimo dva 0,5-1,0g pod-vzorca, ki jih naklju¢no izberemo iz vsakega vzorca, v razli¢ni
posodi, ki bosta sluzili kot replike (replicates). Ponovno stehtamo ter zabelezimo tezo
v tabelo.

- Odstranimo pokrova iz posod in ju poloZimo v pecico pri temperaturi 130°—133°C.

- Semena susimo od ene do stirih ur odvisno od sorte (Zea mays Stiri ure, za ostala Zita
dve uriin eno uro za ostale sorte).

- Na obeh posodah za suSenje zamenjamo pokrov ob koncu susenja.
- Posodi vstavimo v eksikator in jih pustimo mirovati 45 minut, da se vzorca ohladita.
- Zabelezimo tezo posod, vklju¢no z vzorcem.

- Izratunamo vsebnost vlage na podlagi mokre teze ter jo izrazimo v odstotkih do enega
decimalnega mesta natancno.

Tabela: IzraCun vsebnosti vlage na podlagi svezih semen
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Primer
“ - 7 + tez + tez
Stevilka akcesije| St. posode W1 Teza posode | W1 tevza §emena Wi tevza §emena
s pokrovom (g) | pred suSenjem (g) po suSenju (g)
R1 10,3245 14,8668 14,4356
R2 10,1442 14,9948 14,5365
14,8668-14,4356
R1: % vsebnosti vlage = - . 100 =9.,47
o VSebiostviage 14,8668-10,3245 x
. 14,9948-14,5365
R1: % vsebnosti viage = - . 100 =9.,45
o VSeDROST vage 14,9948-10,1442 x .
+
Vsebnost vlage (fwb) = 2,47 29’45 =9,46%

7.4.2 Konstantna nizka temperaturna metoda za oljna semena

Pri oljnih semenih je temperatura nizja, ¢as susenja, pa je daljSi s tem zagotovimo, da izhlapi iz
semen le voda. Postopek izvrsitve je podoben visoko temperaturni metodi, razlikuje se v Cetrti

in peti alineji.

- Posodo brez pokrova polozimo v pecico pri temperaturi 103°+2°C.

- Semena susimo 17+1 ur.

7-4.3 Analizatorji vlage

Analizatorji vlaZznosti, delujejo na podoben nacin kot visoko in nizko temperaturna metoda, s
tem da poenostavijo in avtomatizirajo postopke tehtanja, segrevanja in preracunavanja.
Analizatorji vlaznosti so sestavljeni iz analiticne tehtnice, grelnega telesa (halogenske Zarnice),
merilne posode ter nastavljive programske opreme. Naprava automatsko stehta vzorec, ga
posusi, ponovno stehta ter dolodi vsebnost vlage vzorca na podlagi razlike v tezi pred in po
suSenju. Naprava sama zazna stabilizacijo teze ter s tem konec suSenja, rezultat pa je prikazan
na zaslonu naprave. Vecina analizatorjev vlaznosti ima komunikacijska vrata za povezavo z
racunalnikom, ter moznost izpisa podatkov o poteku susenja.
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7-4.4 Hitri merilci vlaznosti (higrometri?)

Hitri merilci vsebnosti vlage delujejo na principu elektri¢nih lastnosti vsebovane vlage v
semenu. Naprave zaznavajo prevodnosti ali kapacitivnosti vlage v semenu. Naprave je pred
vsako uporabo treba kalibrirati po standardih toplotne metode. Natan¢nost naprav je odvisna
tudi od merjenega obmogja, idealno obmocdje se nahaja med 6-25% vlaznosti odvisna pa je tudi
od tipa uporabljene naprave. Zaradi visoke verjetnosti odstopanja od dejanskih vrednosti je
priporocljivo uporabljati hitre merilce vsebnosti vlage le za grobo dolocanje vsebnosti vlage.

7-4.5 Digitalni senzorji vlaznosti

Digitalni senzorji vlaznosti delujejo na principu eRH. Vsebnost vlage v semenih se povisuje ali
pa znizuje glede na razmere v okolju, kjer seme je. V suhih pogojih seme oddaja vlago v okolico,
v vlaznih razmerah pa jo iz okolice sprejema. Sprejemanje oz. oddajanje se po dolo¢enem casu
ustavita, takrat je seme doseglo ravnovesje. Digitalni senzorji zaznavajo koli¢ino vodnih hlapov
v zraku zaprte posode, ko je seme v ravnovesju z okolico. mc vzorca lahko dolo¢imo z izdelavo
adsorpcijskih izoterm.

8 PRILAGODITVE (OPTIMIZACIJA)

Prilagoditve modelov za profesionalno uporabo na modele za domaco uporabo se nanasajo
na:

- prostore, ki jih uporabljamo za shranjevanje akcesij;
- opremo v laboratoriju;
- Stevilo in izobrazbo osebja;

- uporabo ekolodkih metod, ki sovpadajo z zahtevami ekoloske pridelave.

Pri manjSem Stevilu semen, ki jih lahko shranimo pri enaki temperaturi (npr. ortodoksna
semena), je povsem zadovoljivo, ¢e za shranjevanje semen uporabimo zamrzovalnik s
samodejnim ciS¢enjem ledu. Tako se izognemo visokim stroSkom izgradnje vecjega hladilnega
prostora, hkrati pa ohranimo primerno okolje za dolgoro¢no in srednjero¢no shranjevanje. V
primeru, da imamo namen razdeliti kolekcije v osnovno in aktivno kolekcijo ter ne nameravamo

hraniti vecjega Stevila akcesij, lahko uporabimo vedji hladilnik z zamrzovalnikom. Hladilnik
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nastavimo na optimalno temperaturo za shranjevanje aktivne kolekcije, zamrzovalnik pa na
optimalno temperaturo za hranjenje osnovne kolekcije. Da se izognemo visoki vlaznosti v
hladilniku, lahko uporabimo posodo s silikagelom za izsuSevanje zraka, ki ga je potrebno
izsusiti, ko se indikatorske kroglice obarvajo.

Za ohranjanje CistoCe med delom je potreben primeren prostor za preureditev v laboratorij. Za
neprofesionalno rokovanije s semeni laboratorija ni potrebno opremiti z vsemi aparaturami in
pripomocki, ki so navedene v literaturi. Priporocljivo je zagotoviti prostor, kjer lahko izvajamo
teste Kkaljivosti, susimo, tretiramo in razkuzZujemo semena, hranimo potrebne kemikalije in
aparature v primernih okoljskih pogojih.

8.1 TEHNIKE RAZKUZEVANJA IN TRETIRANJA

RazkuzZevanje je postopek, ki odstranjuje patogene, a po postopku ne zagotavlja razmer, ki bi
preprecevale nastajanje patogenov. V naSem primeru je tretiranje postopek, pri katerem
uporabimo snov, ki preprecuje nastajanje patogenov na semenih za dolo¢eno casovno
obdobje po samem postopku tretiranja. Uporablja se npr. pred sejanjem, kar zagotavlja
delovanje tretiranja med tem, ko so semena Ze posejana v zemlji.

Konvencionalni kemi¢ni preparati lahko negativno vplivajo na shranjevalne lastnosti semena.
Patogeni so prav tako moZen vzrok padanja vigorja genskih virov. Pred tretiranjem in
razkuZzevanjem semen je potrebno ugotoviti, ali so v 0z. na semenu prisotni patogeni. V
primeru odkritja patogenov imamo dve moznosti: prva je razkuzevanje genskih virov pred
shranjevanjem, za kar se odlo¢imo v primeru, da prisotni patogeni negativno vplivajo na
shranjevalne lastnosti genskih virov. Druga moznost je razkuzevanije ali tretiranje genskih virov
neposredno pred ponovno uporabo. Za takSen postopek se odlocimo, Ce prisotni patogeni
nimajo vpliva na upadanje vigorja, medtem ko so genski viri shranjeni, ali pa postopek
razkuzevanja oz. tretiranja negativno vpliva na lastnosti shranjevanja semena.

8.1.1  Obdelava semen s toplo vodo

Toplotna obdelava semen lahko povzro¢i znizanje vigorja. 1z tega razloga je priporocljivo
uporabiti metodo tik pred uporabo semen in ne pred shranjevanjem.

Postopek razkuzevanja semen z toplo vodo je enostaven. Vodo segrejemo na x stopinj, vanjo
potopimo seme ter ga pustimo za y minut (¢as in temperatura sta podana v Tabeli). Po
konanem postopku seme prestavimo najprej v mla¢no, nato v hladno vodo ter iz vode na
suho povrsino, kjer se posusi.

8.1.2  Etericna olja ter ostali ekstrakti

V studiji Antibacterial activities of essential oils and extracts of Turkish Achillea, Satureja and
Thymus species against plant pathogenic bacteria (Kotan, 2009) je opravljena primerjava
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eteri¢nih olj ter ekstraktov n-heksana, kloroforma, acetona in metanola, pridobljenih iz Satureja
spicigera, Thymus fallax, Achillea bieberstenii in Achillea millefolium. S primerjavo so avtoriji Zeleli
ugotoviti, ali izvlecki prej nastetih rastlin vsebujejo antibakterijske lastnosti na petindvajsetih
rastlinskih patogenih, prisotnih v poljedelstvu. Studija je pokazala, da olja rastlin Satureja
spicigera in Thymus fallax vsebujejo dovolj antibakterijskih lastnosti za prakti¢no uporabo kot
razkuzevalno sredstvo.

V primerjavi s klasi¢nimi antibiotiki, ki postanejo aktivni pri koli¢inah med 0,001-0,01 %, je
efektivna koli¢ina uporabe eteri¢nih olj precej vija, in sicer 0,11 %. Iz vode in olja je bila s
pomocjo sonikacije (sonication) izdelana emulzija, s katero so bila semena tretirana trideset
minut. Procedura je eliminirala 99 % vseh bakterij asociiranih s semeni zelja (Brassica oleracea)
in reducirala odstotek semen, okuzenih z glivami, iz 70 % na manj kot 10 %. DaljSa obdobja
tretiranja semen niso prinesla ugodnejSih rezultatov, visji odstotek olja v emulziji pa je v
primeru cimetovega etericnega olja imel negativen ucinek na sposobnosti kaljenja semen (van
der Wolf, 2007).
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10 PRILOGE

Priloga: Kemi¢na sestava eteri¢nih olj in ekstraktov S. spicigera in T. fallax.
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Table 3. Chemical compesitionof the essential oib and hexane extracts of 5. spicigera and T. fallax
5. spicigera T. fallax
Identification
RF Component EO (%) HE (%) EO (9] HE (%) methods
938 a-Pinene 30 - - - GC, MS, RI
983 LFinens 0.34 - - - GC MS, RI
Qa5 Myrcene 1.82 - - - GC, M, R
1014 3-Careng 0.34 - - - GC, MS, RI
1023 w-Terpinene 2.81 - - - G, M5, Rl
1034 pCymens 1825 tr 236 755 GC, M5, RI
1042 1,8-Cineale - - 5.12 tr GC, M5, RI
1045 (E)-£-Ocimene 0.49 - - GE MS R
1067 y-Terpinene 11.16 tr 1.12 732 G, M5, R
1106 Linalool 0.08 - - - GC, MS, RI
1153 Camphor - - 1.60 tr GC MS, R
1145 trans-Pinocarveo| 0,09 - - - GC, MS, Rl
1150 trans-Verbenol 12 - - - GC, WS, Rl
1172 Borneol 0.30 - 3.60 234 GC MS RI
1178 Terpire rrd-ol 101 - 1.51 tr oL, MS, R
1185 o-Cymen-8ol 008 - - - GC, MS, Rl
1190 w-Terpined 041 1.04 0.90 : i GC MS, R
1219 Thymal methyl ether 1444 3.01 tr itr GC, M5, Rl
1228 Camvacrol methyl ether tr tr tr tr GC, M5, R
1234 Pulegone - - tr - GC M5, Rl
1267 Thymeoquinone 010 1.79 tr 2.14 GC, VS, R
1278 Bornylacetate - - tr - GO, MS, Rl
1285 Thymol 23.99 47.25 4.29 13.24 GG MS,RI
1296 Carvacrol 10.76 23.04 51.26 5872 GC, MS, Rl
1346 o-Terpinyl acetate 0.24 - - - GC, M5, Rl
1373 w-Copaene 0.08 - - tr GC, M5, RI
1383 A-Bourbonens 0.7 - 1.01 i GC, M5, RI
1408 Citronellyl oxy-aetaldehyde - 249 - - IS, RI
1419 p-Caryophyllene 4,37 - 5.25 1.50 GC MS, R
1453 {21-p-Farnesa ne - - 0.59 tr GEC, MS, Rl
1460 w-Hurmulene 0.23 - - - @C, M5, RI
1463 (E)-p-Farnesene - - 1.73 tr GG MS,RI
1478 p=-Muurokne 0.21 - - tr GC, M5, RI
1486 Germacrene D 0.47 - 4.14 tr GC, M5, RI
1501 Bicydogermacrene - - 0.98 tr GC M5 R
1494 Viridiflorene 0.24 - = = GC, MS, Rl
1507 (E,EFee-Farnesene - - 1.10 105 GC, MS, RI
1508 ABisabolene 1.38 - - tr M5, RI
1512 y-Cadinene 0.57 - 5.13 tr MS, Rl
1515 Gerany| isobutanoate - 2.85 - 046 M5, RI
1517 fLadinene - - - tr GE, MS, R
1555 (E)-Nerolidal = - 0.94 tr GC, MS, Rl
1574 Spathulencl 0.45 1.70 1.45 102 GC, MS, RI
1579 Caryophyllene epoxide 0.51 4.60 132 145 GC M5, Rl
1625 1-epi-Cubenol - - - 045 MS, Rl
1659 c-Cadinol - - 243 tr GC, M5, RI
1695 Shyobunol - - 216 tr MS, Rl
1908 Methyl palmitate - - - 138 GC, MS, Rl
2000 rrEicosane - 1.67 - - GC, M5, RI
2600 n-Hexacosane - - - 255 GC, MS, R
Grouped components (%)
Aromatic monoterpenes 6744 73.30 57.91 81.75

Vir: Kotan in drugi, 2009, 147
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Priloga: Patogene bakterije, uporabljene v Studiji uporabe eteri¢nih olj za razkuzevanje semen

Table 2. Plant pathogenic bacterial species used in the study

Bacterium Host Strain no
1 Alcaligenas piechaudii Apple AK-155
2 Bacillus pumilus Apple RK-106
3 Choromobacterium violaceum Pear RK-231
4 Clavibacter michiganensis ssp. michiganensis Tomato BE-Cmm
5 Enterobacterintermedius Apple AK-90
& Erwinia amylovora Pear RK-228
7 Erwinia carotovora subsp. atroceptica Potato RK-462
8 Erwinia chrysanthemi Potato RK-421
9 Erwinia rhapontici Pear AK-208
10 Flavobacter sp. Pear RK-293
11 Pantoea agglomerans Apple RK-84
12 Pssudomonas aeruginosa Apple RK-168
13 Pseudomonas cichorii Lettuce RK-166
14 Pszudomonas huttiensis Pear RK-260
15 Pszudomongs putida Pear RK-249
16 Pssudomaonas syringae p. syringae Apricot RK-402
17 Pszudomonas syringae pv. tomato Tomato RE-Ps-tom
18 Xanthomonas axanopodis pv. malvacearum Cotton RE-Xa-mal
19 Xanthomonas axanopodis pv. vesicatonia Tomato XowTel
20 Xanthomonas axanopodis pv. vesicatoria Pepper Xevl1oc
21 Xanthomonas axanopodis pyv. campestris Cabbage RE-Xa-cam
22 KXanthomonas campestris pv. raphani Radish RK-Xc-rap
23 Xanthomonas axanopodis pv. vitians Lettuce Xa-vit
24 KXanthomonas campestris py. Zinniae Zinniae Xc-zin
25 Xanthomonas axanapodis pv. pelargonii Geranium RK-Xa-pel

Vir: Kotan in drugi, 2009, 146
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MALI SLOVAR

akcesija: je zbirka semen oz. genskih virov, shranjenih pod isto kataloSko Stevilko.

embriogeneza je razvoj, pri katerem iz zigote ali somatske celice nastane vecceli¢ni embrio
(Bati¢, 2011, 119)

fenoloska faza je vsaka od faz v razvoju dolocene rastlinske vrste, ki se kaze z vidnimi
spremembami, npr. kalitev, brstenje, cvetenje, odpadanije listov (Batic, 2011, 136)

genotip je celota strukturnih in funkcionalnih lastnosti organizma, ki nastane pod vplivom
genoma (Batic, 2011, 160)

genski material pomeni kakrsen koli material rastlinskega izvora, vklju¢no z razmnoZzevalnim
materialom in materialom za vegetativho razmnoZevanje, ki vsebuje funkcionalne enote
dednosti (Uradni list RS, §t. 100/05 z dne 10. 11. 2005)

in vitro izraza, da se kaj goji, raste, razmnozuje v nadzorovanem laboratorijskem okolju,
navadno v posebnih steklenih, plasti¢nih posodah, v sterilnih razmerah (Batic, 2011, 200)

ohranjanje ex situ pomeni ohranjanje rastlinskih genskih virov za prehrano in kmetijstvo zunaj
njihovega naravnega habitata (Uradni list RS, $t. 100/05 z dne 10. 11. 2005)

ohranjanje in situ pomeni ohranjanje ekosistemov in naravnih habitatov ter vzdrzevanje in
obnavljanje populacij vrst, sposobnih za prezivetje v njihovem naravnem okolju, za gojene ali
kultivirane rastlinske vrste pa v okolju, v katerem so razvile svoje posebne lastnosti (Uradni list
RS, $t. 100/05 z dne 10. 11. 2005)

rastlinski genski viri za prehrano in kmetijstvo pomenijo kakrSen koli genski material
rastlinskega izvora, ki ima dejansko ali potencialno vrednost za prehrano in kmetijstvo (Uradni
list RS, $t. 100/05 z dne 10. 11. 2005)

seme je organ semenk, navadno za spolno razmnoZzevanje, ki vsebuje embrio, pogosto tudi
endosperm, obdaja pa ga semenska ovojnica (Bati¢, 2011, 391)

simatski embrio je bipolarna struktura z zasnovo za poganjek in korenino, ki se razvije s
somatsko embriogenezo (Bati¢, 2011, 407)
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sorta pomeni rastline, razvr3ene v enotno botani¢no taksonomsko skupino najniZje znane
stopnje, ki jo opredeljuje ponovljivost izrazenih razlikovalnih in drugih genskih lastnosti (Uradni
list RS, $t. 100/05 z dne 10. 11. 2005)

srediS¢e izvora pomeni geografsko obmodje, na katerem je kultivirana ali prostozZiveca
rastlinska vrsta najprej razvila svoje posebne lastnosti (Uradni list RS, $t. 100/05 z dne 10. 11.
2005)

srediS¢e raznovrstnosti gojenih rastlin pomeni geografsko obmocje, ki ima visoko stopnjo
genske raznovrstnosti za vrste rastlin, gojenih in situ (Uradni list RS, st. 100/05 z dne 10. 11.
2005)

zbirka ex situ pomeni zbirko rastlinskih genskih virov za prehrano in kmetijstvo, ki je shranjena
zunaj njihovega naravnega habitata (Uradni list RS, st. 100/05 z dne 10. 11. 2005
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