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ABSTRACT

Plitta B. P,, Michalak M., Kotlarski Sz., Chmielarz P. 2013. Kriogeniczne przechowywanie nasion. Sylwan
157 (10): 723-729.

Cryopreservation is a method of storage of biological material at the temperature of liquid nitrogen (-196°C,
LN). The main advantage of this method is the possibility to store viable cells for a long time. Desiccation
and freezing sensitivity of seeds, their fragments or other plant organs, which are useful as genetic
resources, should be investigated before cryopreservation.
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Wstep

Kriokonserwacja jest metodg przechowywania materiatu biologicznego, w tym nasion, w tempe-
raturze ciektego azotu (LN, =196°C). Polega ona na umieszczeniu komérek, tkanek czy organéw
ro$lin (czgsto po odpowiednim przysposobieniu z wykorzystaniem krioprotektantéw) w ciektym
azocie lub w jego parach.

Walters i in. [2004] opisali wpltyw kriokonserwacji na kietkowanie nasion oraz ekstrapo-
lowali potencjalny czas ich bezpiecznego przechowywania liczony w setkach lat. Wykazali, ze
w temperaturze ponizej —130°C (temperatura par LN) procesy metaboliczne oraz podzialy ko-
mdérkowe ulegajg spowolnieniu, co wynika z bardzo stabego ruchu kinetycznego czasteczek.
Dzigki temu zahamowane zostajg procesy starzenia si¢, co teoretycznie stwarza mozliwos¢ prawie
nieograniczonego zycia komérek. Analiza stabilnosci biofizycznej podsuszonych nasion wyka-
zala, ze pomimo tak niskiej temperatury nadal obserwowana byta, chociaz juz w ograniczonym
zakresie, mobilnos¢ czgsteczek prowadzgca do zmian w nasionach. Oznacza to, ze temperatura
LN nie byta na tyle niska, aby catkowicie zatrzymaé procesy biologiczne zachodzace w nasionach.
Jednak badania wykazaly takze, Ze im niZsza jest temperatura przechowywania nasion, tym dtu-
zej zachowujg one Zywotnosé, a przewidywana za pomocg ekstrapolacji dtugos¢ ich zycia w parach
LN moze wynosi¢ 500, a w samym LN okoto 3400 lat. Nasiona przechowywane metodami
tradycyjnymi w temperaturze —18°C utrzymujg wysokg zywotnos$¢ przez co najwyzej 46-70 lat,
podczas gdy przechowywane kriogenicznie sg zywotne ponad 70-krotnie dtuzej [Walters 2004;
Walters i in. 2004; Pritchard 2007]. Dodatkowo niewielki koszt oraz male wymagania dotyczace
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sprzg¢tu i powierzchni laboratoryjnej, a takze brak mozliwosci zanieczyszczenia przechowy-
wanego materiatu przez bakterie i grzyby podczas kriokonserwacji [Kaczmarczyk i in. 2012],
powoduja, ze metoda ta jest coraz powszechniej wykorzystywana w celu przechowywania
pakéw spoczynkowych [Reed i in. 1998], zarodkéw somatycznych [Hazubska-Przybyt i in. 2010,
2013], a takze nasion drzew z kategorii o7#hodox (tolerujgcych odwodnienie) [Chmielarz 2009a,
b, 2010a-c], jako dodatkowe zabezpieczenie zasobéw genowych deponowanych w bankach
genéw. Dla gatunkéw produkujacych nasiona recalcitrant (wrazliwe na odwodnienie) kriokon-
serwacja jest potencjalnie jedyng metodg przechowywania ich zasobéw genowych [Chmielarz i in.
2005; 2011].

Kriokonserwacja nasion z kategorii orthodox

Roberts [1973] podzielit gatunki roslin, pod wzgledem nasion, jakie produkuja, na dwie kate-
gorie: orthodox i recalcitrant. Do pierwszej zaliczyt te gatunki, ktérych nasiona znoszg odwodnie-
nie ponizej 5% wilgotnosci. Do kategorii recalcitrant zakwalifikowal gatunki wytwarzajace
nasiona, ktére zazwyczaj ging w wyniku podsuszenia ponizej krytycznego, zwykle dos¢ wyso-
kiego poziomu uwodnienia (od okoto 20 do 50%). Ellis i in. [1990] wprowadzili trzecig kategorig¢
nasion posrednich, nazywang suborthodox (intermediate).

W ostatnim czasie odnotowuje si¢ wzrost liczby badan nad kriokonserwacja nasion z kate-
gorii orthodox, w tym nasion gatunkéw drzewiastych (okoto 40), ogrodniczych (9) i rolniczych (13)
[Pritchard 2007]. Kluczowym problemem w podejsciu do kriogenicznego przechowywania
nasion kategorii or#hodox jest okreslenie ich optymalnej (bezpiecznej) wilgotnosci. Wang i in.
[1993] sugeruja, Ze bezpieczny zakres wilgotnosci (BZW) nasion przechowywanych w LN umozli-
wiajacy utrzymanie ich maksymalnej zywotnosci wynosi 3,8-11%, natomiast Stushnoff i Juntilla
[1978] wskazali na zakres 5-13%. Ze wzglgdu na obserwowane réznice w tolerancji na podsusze-
nie powigzane z utrzymywaniem stabilnosci fizjologicznej bton komdérkowych, wartosci BZW
powinny by¢ wyznaczane dla nasion kazdego gatunku. Ponadto, poniewaz temperatura LN jest
czynnikiem wywotujgcym stres, reakcja nasion na przechowywanie w LN moze by¢ rézna dla
réznych gatunkéw. Jesli dane nasiona cechuje elastyczna struktura okrywy nasiennej lub owo-
cowej, tolerujg one procesy podsuszania i mrozenia w LN, ktére w przypadku takich nasion nie
powodujg uszkodzeri fizycznych [Stanwood 1985].

Nasiona takich gatunkéw drzew lesnych jak jesion wyniosty, czeresnia ptasia, grab pospoli-
ty, brzoza brodawkowata, lipa drobnolistna, olsza czarna, wigz gérski, pochodzacych z polskich
proweniencji, odwodnione do wartosci z zakresu BZW, tolerowaly zamrozenie w LN (tab.).
Oznacza to, ze ultraniska temperatura LN nie obnizyta wschodéw uzyskiwanych z przemrozo-
nych nasion, a ochrona ex sizu zasobéw genowych tych gatunkéw moze byé realizowana metodg

Tabela.
Bezpieczne zakresy wilgotnosci [%] nasion gatunkéw drzewiastych zamrazanych w ciektym azocie
Safe ranges of moisture content [%] for seeds of tree species from Polish proveniences

Gatunek Zakres
Grab pospolity (Carpinus betulus) 3,2-16,5
Gatunki o nasionach Jesion wyniosty (Fraxinus excelsior) 7,2-19,5
spoczynkowych Czeresnia ptasia (Prunus avium) 9,0-16,9
Lipa drobnolistna (7ilia cordata) 5,2-20,1
Gatunki o nasionach Olsza czarna (Alnus glutinosa) 2,7-19,2
Brzoza brodawkowa (Betula pendula) 2,0-23,2

niespoczynkowych Wiaz gérski (Ulmus glabra) 3,3-17,7




Kriogeniczne przechowywanie nasion 725

kriokonserwacji. Jedynie w przypadku czeresni ptasiej wschody uzyskane z nasion przemro-
zonych w cieklym azocie byly nieznacznie nizsze w poréwnaniu ze wschodami kontrolnymi
(nasiona niemrozone) [Chmielarz 2009a, b, 2010 a-d].

Kriokonserwacja nasion z kategorii suborthodox (intermediate)

Szczegdlne whasciwosci nasion nalezacych do Kategorii suborthodox, polegajace na braku tole-
rancji na bardzo silne podsuszenic (w wigkszosci przypadkéw <8-20%) lub oddziatywanie niskicj
temperatury, odnotowano u ponad 60 gatunkéw ro$lin nalezacych do 40 rodzajéw. Dlugotermi-
nowe przechowywanie tych nasion jest utrudnione, co moze stanowi¢ zagrozenie dla ochrony
réznorodnosci genetycznej ex situ gatunkéw je produkujgcych.

Nasiona suborthodox charakteryzujg si¢ wysoka zawartoscig tluszczéw lub tez zawierajg
ttuszcze bogate w nienasycone kwasy ttuszczowe [Crane i in. 2003]. Wykazano, Ze nasiona kilku
badanych gatunkéw kawy (Coffea sp.) tolerowaty temperature cicklego azotu, jesli przed zamro-
zeniem podsuszono je do wilgotnosci 13-20% [Dussert i in. 2001]. W przypadku nasion cytryn
(Citrus sp.) optymalng wilgotnos¢ nasion poddanych kriokonserwacji ustalono w stosunku do
wilgotnosci otoczenia (wilgotnosé wzgledna 75-80%) [Hor i in. 2005]. Nasiona podsuszone do
optymalnego poziomu wilgotnosci réznie reagowaly na temperature ciektego azotu w zaleznosci
od gatunku, co oznacza, ze nasiona nalezgce do kategorii suborthodox mogg cechowac si¢ zréz-
nicowang odpornoscig na desykacje oraz kriogeniczne przechowywanie nawet w obrebie tego
samego rodzaju [Dussert i in. 2001; Hor i in. 2005]. Zauwazono takze silng korelacje pomiedzy
iloscig nienasyconych kwaséw ttuszczowych a liczbg siewek uzyskanych po rozmrozeniu z LN.
Uszkodzenia nasion po mrozeniu w LN zwigzane byly z przejsciami fazowymi lipidéw oraz oddzia-
tywaniem niezwigzanej wody pozostajgcej w nasionach na ich strukturg krystaliczng [Crane
i in. 2003].

Do gatunkéw rodzimych produkujgcych nasiona z kategorii suborthodox zaliczy¢ mozna
czeresni¢ ptasig (Prunus avium). Nasiona tego gatunku tolerujg silng desykacj¢ (nawet do 1,6%)
[Chmielarz 2009b], charakteryzujg si¢ jednak wrazliwoscig na temperaturg¢ LN i wyzsze (-40°C)
[Stanwood 1985; Chmielarz 2009b]. Nasiona czeresni ptasiej tolerowaty przechowywanie w LN,
aczkolwiek w zakresie ,,optymalnej wilgotnosci” (9,0-16,9%) zaobserwowano nizsze wschody
(0 okoto 10%) w poréwnaniu do wschodéw uzyskanych z nasion o tej samej wilgotnosci, nie-
mrozonych w LN [Chmielarz 2009b]. Tak jak w przypadku nasion gatunkéw cytryn i kawy byto
to zwigzane z duzg zawartoscia ttuszczow zapasowych (45%) oraz z przejsciem fazowym bton ze
stanu cicktokrystalicznego w stan krystaliczny [Stanwood 1985; Chmielarz 2009b].

Wymienione przyklady wskazuja, ze nie zawsze warunkiem pomyslnej kriokonserwacji
nasion jest bezpieczne ich podsuszenie. W celu poznania ich reakcji na temperaturg ciektego
azotu powinny by¢ one przedmiotem osobnych badan kriogenicznych. Ich tolerancja na tempe-
ratur¢ LN zwigzana jest bowiem z charakterystyczng dla nasion poszczegdlnych gatunkdéw
zawartoscig thuszezéw i kwaséw ttuszczowych [Chmielarz 2009b].

Kriokonserwacja nasion z kategorii recalcitrant

Nasiona recalcitrant nie posiadajg dobrze wyksztatconych i skutecznych mechanizméw obron-
nych zabezpieczajgcych je przed skutkami odwodnienia [Walters i in. 2008], a stopied wrazli-
wosci nasion na desykacjg jest podstawowym czynnikiem wptywajagcym na wybér odpowiedniej
metody kriokonserwacji. Wigkszos¢ technik polega na unikaniu krystalizacji wewngtrzkomdr-
kowego lodu i mechanicznych uszkodzen blon podczas deplazmolizy. W tym celu stosuje si¢
rézne tempo podsuszania i schtadzania tkanki nasion. Bardzo szybkie podsuszenie tkanki wraz-
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liwej (do kilku godzin) umozliwia osiggni¢cie maksymalnej odpornosci tkanek na desykacje
w poréwnaniu z podsuszeniem powolnym (przez kilka dni). W ten sposéb ograniczony zostaje
czas, w ktérym komdrki narazone sg na przejsciowy niedobdér wody. Faza dojrzatosci nasion
recalcitrant oraz, tempo podsuszenia izolowanych z nich elementéw (np. osi zarodkowych)
wplywajg na mniejszg lub wigkszg kumulacj¢ uszkodzen zwigzanych z przyspieszonym metabo-
lizmem odwadnianej tkanki. Dla wigkszosci przebadanych gatunkéw preferowane jest szybkie
podsuszenie tkanki, tzw. flash drying [Berjak i in. 1989; Walters i in. 2001]. Stres desykacyjny,
odpowiadajgcy potencjatowi wody w komérce ponizej -SMPa, wywotuje zwigkszony wzajemny
nacisk i $ciskanie powierzchni struktur komérkowych oraz makroczgsteczek tkanki wegetatyw-
nej. Dochodzi wtedy do utraty objetosci komdrek oraz zrywania bton komdérkowych. Jesli
redukeja objetosci komérki przekracza 50%, prowadzi to do jej nicodwracalnych uszkodzer
[Walters i in. 2002]. W wyniku silnego odwodnienia komdérek czy tkanek nasion z kategorii
recalcitrant obserwuje si¢ stabe zbalansowanie metabolizmu komérkowego, w efekcie czego
powstajg wolne rodniki [Walters i in. 2002]. W celu ochrony przed stresem silnego odwodnienia,
w nasionach wytwarzane sg antyoksydanty nieenzymatyczne (glutation, kwas askorbinowy,
a-tokoferol), enzymatyczne (dysmutazy ponadtlenkowe, katalazy, peroksydazy oraz enzymy cyklu
askorbinowo-glutationowego), zwigzki dobrze rozpuszczalne w wodzie, takie jak oligosacharydy
czy biatka LEA i HSP [Pukacka, Ratajczak 2006, 2007; Kalemba, Pukacka 2008; Pukacka i in.
2009]. Antyoksydanty, cukry oraz specyficzne biatka wytwarzane sg podczas péZnej embrioge-
nezy we wszystkich kategoriach nasion (w tym réwniez w nasionach typu recalcitrant), jednakze
prawdopodobnie najwiccej takich zwigzkéw produkujg nasiona z kategorii or#hodox, a najmniej
nasiona z kategorii recalcitrant [Walters i in. 2008].

Kriokonserwacja nasion z kategorii recalcitrant polega na wyizolowaniu z takich nasion
niewielkich fragmentéw tkanek czy organéw, takich jak zarodki, osie zarodkowe czy plumule
(merystem wierzchotkowy osi zarodkowej), ktére przed zamrozeniem w LN poddaje si¢ krio-
protekcji. Po rozmrozeniu regeneracje kompletnych roslin uzyskuje si¢ z wykorzystaniem
sterylnych kultur iz vitro. Manipulowanie niewielkimi fragmentami tkanek czy organéw nasion
recalcitrant pozwala na podwyzszenie skutecznosci zabiegéw krioprotekeji (szybsza desykacja
oraz przenikanie krioprotektantéw) czy samej kriokonserwacji (szybsze zamrazanie i rozmra-
zanie tkanki) [Nadarajan i in. 2007; Ngobese i in. 2010]. Przy odpowiednim poziomie wilgot-
nosci i niewielkich rozmiarach zamrazanych eksplantatéw czy nasion (<1 mg suchej masy),
mozliwe jest ich bezpieczne zamrozenie z predkoscig okoto 1000°C/s. Nasiona i eksplantaty
o suchej masie nieprzekraczajacej 6 mg mogg by¢ schtadzane z predkoscig 100°-500°C/s [Walters
i in. 2008].

W przypadku debu szyputkowego (nasiona z kategorii recalcitrant) wykazano, ze niewiel-
kie plumule izolowane z osi zarodkowych sg skutecznym eksplantatem w kriokonserwacji zaso-
béw genowych tego gatunku. Mniejsze rozmiary plumuli (0,1-0,5 mm) oraz jednorodno$¢ tkanki
w poréwnaniu z osig zarodkowg (4-7 mm) pozwolity na uzyskanie powtarzalnych rezultatéw ich
przezywalnosci po rozmrozeniu z LN, a nast¢pnie wyprowadzenie rosngeych siewek [Chmielarz
iin. 2011]. Metoda ta stosowana jest obecnie w Lesnym Banku Genéw Kostrzyca.

Osie zarodkowe izolowane z nasion nie w petni dojrzatych lub z wrazliwych na odwodnie-
nie nasion recalcitrant, pomimo czesciowego podsuszenia oraz zastosowania wystarczajgco szyb-
kiego tempa schladzania, nie tolerujg temperatury ciektego azotu. Ich skuteczng kriokonser-
wacj¢ moze umozliwi¢ traktowanie egzogennymi krioprotektantami [Walters i in. 2002]. Sg to
dobrze rozpuszczalne substancje chemiczne przenikajgce przez blony komérkowe do wnetrza
komdrki (glicerol, DMSO - dimetylosulfotlenek, propanodiol, prolina) lub niewnikajace do
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wnetrza komdérki, a powodujgce odwodnienie komérki na drodze osmozy (sacharoza). Zastoso-
wanie krioprotektantéw zwigksza lepkos¢ soku komérkowego, zmniejsza potencjal wodny
komdrek oraz podwyzsza temperaturg witryfikacji (zeszklenia cytoplazmy). Witryfikacja zabez-
piecza blony komérkowe przed skutkami tworzenia si¢ wewngtrzkomérkowego lodu i nad-
miernym odwodnieniem komdrki.

Poza wspomnianymi zwigzkami mozliwe jest zastosowanie w procedurze kriokonserwacji
jonéw magnezu (Mg?*) i wapnia (Ca®*) [Mycock 1999], co wptywa na zachowanie prawidto-
wego wzrostu eksplantatu po rozmrozeniu. Obecnosé antyoksydantéw podczas rozmrazania
tkanki wptywa na redukcje stresu oksydacyjnego w komérce podczas krioprotekceji [Walters i in.
2008]. Wyzszg przezywalnos¢ odmrozonej tkanki podczas wstepnej hodowli in vitro uzyskuje
si¢, gdy do pozywki agarowej dodawane sg inhibitory wzrostu, takie jak kwas abscysynowy
(ABA) [Breadmore, Whittle 2005].

Skutecznosé metody kriokonserwacji nasion z kategorii recalcitrant zalezy w duzej mierze
od rodzaju tkanki izolowanej z nasion oraz od odpowiednio dobranej pozywki agarowej (makro-,
mikroelementy, regulatory wzrostu), ktéra umozliwi regeneracje in vitro catych roslin [Berjak
i in. 1989; Goveia i in. 2004]. Istotne jest takze okreslenie optymalnego tempa podsuszenia
i schlodzenia tkanki [Wesley-Smith i in. 2001], dobér odpowiednich krioprotektantéw
[Nadarajan i in. 2007; Chmielarz i in. 2011] oraz odpowiedniej procedury rozmrazania i ponow-
nego uwodnienia tkanek podczas rehydratacji [Berjak, Mycock 2004; Chmielarz i in. 2011].

Podsumowanie

Kriokonserwacja to metoda przechowywania zywych komdrek, tkanek, organéw lub catych
organizméw w ultraniskiej temperaturze ciektego azotu (-196°C, LLN). Teoretycznie w takich
warunkach material biologiczny moze by¢ przechowywany nieskoriczenie dlugo bez wptywu na
jego zywotno$¢. Jednakze Walters i in. [2004] zaobserwowali nieznaczny spadek zywotnosci krio-
genicznie przechowywanych przez 10-20 lat nasion sataty (Lactuca sativa). Niemniej jednak krio-
konserwacja jest metoda, ktéra w poréwnaniu z metodami tradycyjnego przechowania pozwala
na ponad 70-krotne wydtuzenie czasu przechowywania nasion. W przypadku nasion nalezacych
do kategorii recalcitrant kriokonserwacja jest jedyng metoda pozwalajacg na zabezpieczenie
zasob6éw genowych gatunkéw w postaci ekplantantéw uzyskiwanych z nasion.

Podstawowym zadaniem w czasie przysposabiania materialu do dtugoterminowej ochrony
ex situ metodg kriokonserwacji jest ocena wptywu podsuszenia oraz niskiej temperatury na prze-
chowywany materiat. Mozliwos¢ zastosowania temperatury kriogenicznej moze by¢ ograniczona
r6zng wrazliwoscig nasion lub ich fragmentéw na podsuszanie. Wtedy przezywalnos¢ tkanki po
kriokonserwacji mozna podwyzszy¢ poprzez zastosowanie odpowiedniej krioprotekeji.

Nasiona kategorii o7#hodox charakteryzuja si¢ szerokim bezpiecznym zakresem wilgotnosci,
w ktérym mogg by¢ przechowywane w temperaturze LN bez utraty Zywotnosci. Do tej grupy
mozna zaliczy¢ nasiona kilku gatunkéw drzew polskich proweniencji (jesion wyniosty, czeresnia
ptasia, grab pospolity, brzoza brodawkowata, lipa drobnolistna, olsza czarna, wigz gérski). Krioge-
niczne przechowywanie nasion z kategorii suborthodox i recalcitrant wymaga doktadnego rozpozna-
nia wrazliwosci tkanki na podsuszanie i/lub niskg temperaturg¢. W przypadku nasion z tych kate-
gorii izolowane fragmenty nasion poddaje si¢ ochronie z zastosowaniem krioprotektantéw.
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SUMMARY

Cryogenic storage of seeds

Cryopreservation is the storage of viable cells, tissues, organs or organisms at the ultra-low
temperature of liquid nitrogen (-196°C, LN). Despite previous predictions that viability of
cryostored material can be maintained indefinitely, slight losses in germination percentage of
Lactuca sativa seeds were observed after 10-20 years of cryopreservation [Walters et al. 2004].
However, according to theoretical considerations, biological material can be cryostored far longer
in LN (more than 70-fold) than when using conventional methods. In case of plants producing
recalcitrant seeds, cryopreservation of seed-derived explants is the method of choice for protection
of their genetic resources. There are further benefits to this approach, e.g. the low cost of storage,
minimal equipment and space requirements, and reduced threat of new contamination with
bacteria or fungi [Kaczmarczyk et al. 2012].

An important stage in developing a long-term ex-sifu conservation strategy for a particular
plant species is to determine how cryostored seeds and their fragments react to desiccation and
cryogenic temperatures. Such evaluation is important because of their various sensitivity, which
influences feasibility of cryopreservation. In each particular example, desiccation vulnerability
and the impact of low temperatures on viability of cryopreserved material should be assessed.
Orthodox seeds are characterized by a wide range of moisture content in which they can be
frozen in LN without loss in viability. Several woody plant species from Polish provenances can
be successfully cryopreserved: European ash (Fraxinus excelsior), mazzard cherry (Prunus avium),
common hornbeam (Carpinus betulus), silver birch (Betula pendula), small-leaved lime (7ilia cordata),
black alder (A/nus glutinosa), and Scots elm (Ulmus glabra).



