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Abstract. Cryopreservation of somatic embryos and tissue offers long-term

storage of forest trees genetic resources. This additional method is useful for

forest trees (ex situ) gene resources conservation. It offers genetic stability of

stored germplast and high level of regeneration. The most appropriate for this

purpose are: embryogenic callus and somatic embryos. The applied procedure

make possible to obtain high survival of spruce, larch and silver fir

embryogenic callus (66.7–100%) and germination of somatic embryos

(20–73.3%) after thawing from liquid nitrogen.
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1. WSTÊP

Podstawow¹ zalet¹ somatycznej embriogenezy, obok uzyskiwania du¿ej licz-
by osobników potomnych w krótkim okresie czasu, jest mo¿liwoœæ wykorzystania
kriokonserwacji kultur tkankowych, tj. d³ugoterminowego przechowywania ich w
temperaturze ciek³ego azotu (–196°C). Kriokonserwacja to osi¹gniêcie
kriobiologii – nauki badaj¹cej wp³yw superniskich temperatur na organizmy ¿ywe.
Przedmiotem jej badañ jest minimalizowanie uszkodzeñ komórkowych
powstaj¹cych w wyniku zamra¿ania materia³u ¿ywego. Kartha (1981, za
Chmielarz 1998) definiuje kriokonserwacjê jako przechowywanie materia³u
¿ywego w temperaturze miêdzy –79°C i –196°C, w której procesy metaboliczne
komórek ulegaj¹ spowolnieniu, a uszkodzenia biologiczne zamra¿anego materia³u
– zminimalizowaniu lub w ogóle nie zachodz¹.

D³ugoterminowe przechowywanie materia³u roœlinnego zapewnia jego gene-
tyczn¹ stabilnoœæ, a tak¿e mo¿liwoœæ przechowywania go w praktycznie nieo-
graniczonym czasie, gdy¿ procesy biochemiczne ustaj¹ w temperaturze –130°C , a
metaboliczne – przy –196°C. Daje to podstawê do wykorzystania kriokonserwacji
w celu d³ugoterminowego przechowywania zasobów genowych drzew leœnych
(Matras i in. 1993, Blakesley i in. 1996). Mo¿e byæ ona stosowana jako metoda
uzupe³niaj¹ca zachowania zasobów genowych drzew leœnych ex situ, szczególnie
tych gatunków, których nasiona trudno lub w ogóle nie mo¿na przechowywaæ w
ch³odni przez d³ugi okres.

Z danych literaturowych wynika, ¿e kalus embriogenny i somatyczne zarodki
wykszta³cone podczas somatycznej embriogenezy s¹ doskona³ym materia³em do
tego typu przechowywania. Celem przedstawionych doœwiadczeñ* by³o okreœlenie
mo¿liwoœci i sposobów d³ugoterminowego przechowywania tkanki embriogennej i
somatycznych zarodków: œwierka pospolitego (Picea abies Karst.), modrzewia euro-
pejskiego (Larix decidua Mill.) i jod³y pospolitej (Abies alba Mill.).

2. METODYKA BADAÑ

Do badañ nad mo¿liwoœci¹ przechowywania tkanek roœlinnych w tempe-
raturze ciek³ego azotu (–196°C) wykorzystano kalus embriogenny œwierka po-
spolitego, modrzewia europejskiego i jod³y pospolitej oraz somatyczne zarodki w
stadium liœcieniowym wytworzone z tych kalusów. Materia³ ten uzyskano stosuj¹c
metodykê opracowan¹ wczeœniej w Zak³adzie Genetyki i Fizjologii Drzew Leœ-
nych, IBL (Szczygie³ 2003).
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* Pracê wykonano w ramach tematu BLP-814 finansowanego przez Dyrekcjê Generaln¹ Lasów
Pañstwowych



Metoda kriokonserwacji kalusa embriogennego

W celu przygotowania kalusa embriogennego badanych gatunków drzew
leœnych do umieszczenia w ciek³ym azocie zastosowano, wprowadzaj¹c w³asne
modyfikacje, procedurê stosowan¹ w laboratorium w Kanadzie (Canadian Forest
Service) i we Francji (INRA, Orlean) (Klimaszewska i in. 1992, Lelu – informacja
ustna).

Odwa¿on¹ masê kalusa embriogennego (kalus jednotygodniowy) umiesz-
czano w p³ynnej po¿ywce do jego namna¿ania, o zwiêkszonym w stosunku do
po¿ywki podstawowej stê¿eniu sacharozy (0,4 M) lub sorbitolu (0,4 M). Dla
ka¿dego gatunku stosowano odpowiedni¹ po¿ywkê. W doœwiadczeniach zasto-
sowano po¿ywki do nama¿ania kalusa embriogennego, dojrzewania somatycznych
zarodków oraz ich kie³kowania opisane w publikacji Szczygie³ (2003). Nastêpnie
zawiesinê kalusa pozostawiano na wytrz¹sarce przez okres 24 godziny (w cie-
mnoœci, w temp. 25°C). Po tym czasie kolby z materia³em przenoszono do lodu i
uzupe³niano wczeœniej przygotowanym i sch³odzonym roztworem sk³adaj¹cym siê z:
5% DMSO (krioprotektant – dwumetylowy tlenek siarki) i p³ynnej po¿ywki do
namna¿ania. Tak przygotowany i sch³odzony roztwór dodawano przez 30 min. (0,5
ml/5min.) do zawiesiny kalusa. Nastêpnie materia³ roœlinny z roztworem krio-
protektantu sch³adzano w lodzie przez okres 1,5 godz., po czym przenoszono do
wczeœniej sch³odzonych krioprobówek. Krioprobówki umieszczano w wype³nio-
nym alkoholem izopropylowym naczyniu firmy NALGENETM z USA (tzw. Mr
Frosty), które zapewnia powolne obni¿anie temperatury o 1°C/min., i umieszczano
je w zamra¿arce o temperaturze –70°C na okres 1,5 godz. Krioprobówki nastêpnie
przenoszono do naczynia z p³ynnym azotem, na okres od 1 godz. do 2 dni, zale¿nie
od próby.

Materia³ po wyjêciu z ciek³ego azotu rozmra¿ano przez okres 2–5 min. w ³aŸni
wodnej o temp. 37°C, po czym zawiesinê kalusa przenoszono na filtr papierowy
umieszczony w lejku Büchnera i za pomoc¹ pompy pró¿niowej odsysano po¿ywkê.
Kalus na filtrze papierowym umieszczano w szalkach na sta³ej, utwardzanej phy-
tagelem po¿ywce do jego namna¿ania.

W doœwiadczeniach przeprowadzonych w 6–10 powtórzeniach wykonano
nastêpuj¹ce badania i obserwacje:

– okreœlano prze¿ywalnoœæ rozmro¿onego kalusa embriogennego œwierka
pospolitego, jod³y pospolitej oraz modrzewia europejskiego (pochodzenia linii
podano w tabeli 1, rozdz. 3). Po 2–3 dniach po rozmro¿eniu obserwowano pod
binokularem przyrost masy kalusa (rozwój nowych komórek), a po tygodniu
stwierdzano obecnoœæ lub brak w tkance nowych prazarodków (tkankê embrio-
genn¹ barwiono acetokarminem, który wybarwia j¹dra komórek na czerwono),

– oznaczano przyrost œwie¿ej masy kalusa embriogennego œwierka pospo-
litego (dwie linie: z Nadl. Wis³a oraz pochodzenia sudeckiego), wa¿¹c co dwa
tygodnie kalus embriogenny (7 pasa¿y, po 30 szt. kalusów z ka¿dego pochodzenia),

– badano pod binokularem dojrzewanie somatycznych zarodków wytwo-
rzonych z kalusa przechowywanego w ciek³ym azocie: œwierka pospolitego (linia
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pochodz¹ca z Nadl. Wis³a) oraz modrzewia europejskiego (dwie linie pochodz¹ce
z Nadl. M³ynary, po 30 szt. kalusa z ka¿dego pochodzenia).

Zamra¿anie somatycznych zarodków w ciek³ym azocie

Dojrza³e (z wyraŸnymi liœcieniami) somatyczne zarodki œwierka i modrzewia
bezpoœrednio zanurzano w ciek³ym azocie (1–2 godz.) lub przed tym stosowano
zabieg czêœciowego podsuszania w warunkach wysokiej (ok. 95%) wilgotnoœci
powietrza (Roberts i in. 1990, 1991). Zarodki natychmiast po wyjêciu z ciek³ego
azotu rozmra¿ano w ³aŸni wodnej o temp. 37°C, po czym wyk³adano na po¿ywkê
do kie³kowania. Doœwiadczenia przeprowadzono stosuj¹c somatyczne zarodki
œwierka pospolitego i modrzewia europejskiego rodzimych pochodzeñ oraz wy-
kszta³cone na kalusie zainicjowanym w INRA w Orleanie (C1 i H 18 – linie
modrzewia europejskiego, F 80 linia zainicjowana na zarodku mieszañca Larix

leptoeuropaea×L. kaempferi×L. decidua).
W doœwiadczeniach przeprowadzonych w 6–10 powtórzeniach wykonano

nastêpuj¹ce badania:
– obliczano (w procentach) zdolnoœæ kie³kowania somatycznych zarodków z

dwóch linii modrzewia europejskiego pochodz¹cego z Nadl. M³ynary, wytwo-
rzonych z kalusa po jego rozmro¿eniu z ciek³ego azotu (zbadano ogó³em 1437 szt.
zarodków),

– okreœlano zdolnoœæ kie³kowania podsuszanych somatycznych zarodków, po
przechowywaniu w ciek³ym azocie: œwierka pospolitego (105 szt. zarodków pod-
suszanych przez 2–3 tyg.), modrzewia linii francuskich (80 szt. podsuszanych
przez 2 tyg.) oraz modrzewia europejskiego (75 szt. podsuszanychh przez 2 dni),

– wykonano pomiary wielkoœci 2-miesiêcznych somatycznych siewek mo-
drzewia europejskiego pochodz¹cego z Nadl. M³ynary, wyhodowanych z so-
matycznych zarodków wykszta³conych z kalusa zamro¿onego w ciek³ym azocie
(zmierzono 176 szt. siewek).

W tabelach podano œredni¹±b³¹d standardowy obliczon¹ przy u¿yciu pro-
gramu Statistica 6.1.

3. WYNIKI BADAÑ

3.1. Wp³yw kriokonserwacji na prze¿ywalnoœæ kalusa embriogennego
badanych gatunków drzew leœnych

W przeprowadzonych doœwiadczeniach nad mo¿liwoœci¹ przechowywania w
ciek³ym azocie kalusa embriogennego œwierka, jod³y i modrzewia uzyskano wy-
sok¹ prze¿ywalnoœæ badanego materia³u po rozmro¿eniu (tab. 1).

Gdy zawiesinê tkanki uzupe³niano 0,4 M sacharozy, zale¿nie od próby, dla
ró¿nych linii pochodzenia kalusa embriogennego prze¿ywalnoœæ kalusa po roz-
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mro¿eniu wynosi³a: dla œwierka pospolitego 67,7–100%, dla jod³y pospolitej –
50%, a modrzewia europejskiego – 70–100%. Zastosowanie zamiast 0,4 M sa-
charozy roztworu sorbitolu o tym samym stê¿eniu spowodowa³o równie¿ wysok¹
prze¿ywalnoœæ badanych linii kalusa modrzewia europejskiego (66,7–83,3%), lecz
w dalszej hodowli obserwowano znacznie mniejsze przyrosty jego œwie¿ej masy
po rozmro¿eniu.

Ju¿ po 3 dniach po rozmro¿eniu w kulturach obserwowano ¿ywe prazarodki
(fot. 1), a po 2–4 tygodniach hodowli na po¿ywce do namna¿ania – wyraŸny
przyrost kalusa. Przyrost œwie¿ej masy kalusa embriogennego œwierka pospolitego
po rozmro¿eniu z ciek³ego azotu przedstawiono na rycinie 1.

Kalus po rozmro¿eniu i czêstych pasa¿ach na œwie¿e po¿ywki do namna¿ania
charakteryzowa³ siê bardzo dobrym przyrostem œwie¿ej masy (œredni przyrost
œwie¿ej masy kalusa obu pochodzeñ œwierka po pierwszym pasa¿u, tj. po 2
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Tabela 1. Prze¿ywalnoœæ kalusa embriogennego po rozmro¿eniu z ciek³ego azotu
(krioprotektant: 5% roztwór DMSO)
Table 1.The embryogenic callus survival after thawing from liquid nitrogen (5% DMSO
as cryoprotectant)

Gatunek/pochodzenie/numer
linii

Species/origin/line number

Liczba kalusów w ciek³ym
azocie (szt.)

Callus number in liquid
nitrogen (pieces)

Prze¿ywalnoœæ kalusa
embriogennego

Embryogenic callus survival
(%)

Œwierk pospolity
Norway spruce

Sudety – 1254/2 7 85,7

Sudety – 550/4 7 85,7

Sudety – 5/21/2 9 66,7

Sudety – 552/5 9 88,9

Wis³a – 4 9 88,8

Wis³a – 4 5 100,0

Jod³a pospolita
Silver fir

Piwniczna – 8228 9 50,0

Stary S¹cz – 7128 9 50,0

Modrzew europejski
European larch

M³ynary – 2920/II/7 10 70,0

M³ynary – 2920/II/1 10 100,0

M³ynary – 2920/II/5* 6 66,7

Dobrocin – 3079/I/8* 6 83,3

Dobrocin – 3080/III/4* 6 83,3

* zastosowano 0,4 M sorbitol zamiast sacharozy
0.4 M sorbitol was applied instead of sucrose
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Ryc. 1. Przyrost kalusa
embriogennego œwierka
pospolitego (pochodzenie z
Nadl. Wis³y i z Sudetów) po
rozmro¿eniu z ciek³ego azotu
Fig. 1. Norway spruce (two
lines: Wis³a Forest District –
origin, and Sudety Mts.) callus
embryogenic increment after
thawing from liquid nitrogen

Fot. 1. ¯ywe prazarodki
modrzewia europejskiego po
rozmro¿eniu kalusa
embriogennego z ciek³ego
azotu
Photo 1. Living proembryos
of European larch after
embryogenic callus thawing
from liquid nitrogen

Fot. 2. Kalus embriogenny
œwierka po rozmro¿eniu z
ciek³ego azotu (2 miesi¹ce
hodowli)
Photo 2. Spruce embryogenic
callus after thawing from liquid
nitrogen (2 months of cultivation)



tygodniach hodowli, wynosi³ 0,50 do 0,55 g).
Podobnie reagowa³y pozosta³e linie œwier-
ka pospolitego (fot. 2), jod³y pospolitej
(fot. 3), a tak¿e modrzewia europejskiego.

Kalus embriogenny po rozmro¿eniu z
ciek³ego azotu wy³o¿ono na po¿ywki do
dojrzewania somatycznych zarodków, któ-
re sk³adaja sie z po¿ywki podstawowej uzu-
pe³nionej kwasem abscysynowym (ABA).

Jak wynika z liczby somatycznych za-
rodków wytworzonych z kalusa po roz-
mro¿eniu, œrednia liczba somatycznych za-
rodków w stadium liœcieniowym z 1 grama
œwie¿ej masy kalusa dla linii modrzewia
europejskiego przewy¿sza wartoœæ uzys-
kan¹ z kalusa kontrolnego (bez zamra¿a-
nia) (tab. 2). Obserwowano jednoczesny
rozwój zarodków ze stadium globularnego
w liœcieniowe. Podobnie zregenerowa³y za-
rodki liœcieniowe z kalusa œwierka pospo-
litego pochodz¹cego z Nadleœnictwa Wis³a
(fot. 4), chocia¿ w mniejszej liczbie ni¿ w
kontroli (bez zamra¿ania). U œwierka ob-
serwowano natomiast du¿¹ liczbê zarod-
ków w stadium globularnym (œrednio
314,0 szt. z grama œwie¿ej masy kalusa
embriogennego).
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Fot. 3. Dwumiesiêczny kalus
embriogenny jod³y pospolitej po
rozmro¿eniu z ciek³ego azotu – na dole,
u góry kalus namna¿any w warunkach
optymalnych (kalus niezamra¿any)
Photo 3. Two months old silver fir
embrogenic callus after thawing from
liquid nitrogen – lower dish, callus
growing under optimal condition (callus
not frozen in liquid nitrogen) – upper dish

Tabela 2. Dojrzewanie somatycznych zarodków modrzewia europejskiego z kalusa
przechowywanego w ciek³ym azocie (pochodzenie Nadl. M³ynary) oraz œwierka
pospolitego (linia Wis³a 4)
Table 2. European larch somatic embryos maturation developed from callus stored in
liquid nitrogen (origin M³ynary Forest District) and Norway spruce (origin Wis³a 4 line)

Gatunek
Species

Liczba somatycznych zarodków liœcieniowych/gram œwie¿ej masy kalusa
Cotyledonary somatic embryos number/gram of fresh mass of callus

*kontrola
*control

kalus przechowywany w ciek³ym azocie
callus stored in liquid nitrogen

Modrzew
europejski

European larch
115,3±17,7 170,3±43,2

Œwierk pospolity
Norway spruce 64,6 ±6,49 14,1±3,0

*Kontrola – kalus nie przechowywany w ciek³ym azocie
*Control – callus not stored in liquid nitrogen



3.2. Wp³yw kriokonserwacji na prze¿ywalnoœæ somatycznych zarodków
badanych gatunków drzew leœnych

Somatyczne zarodki œwierka pospolitego linii pochodz¹cych z Nadl. Wis³a
podsuszano przez 3 tygodnie przed zamro¿eniem w ciek³ym azocie, a po roz-
mro¿eniu wyk³adano na po¿ywkê do kie³kowania. Z trzech przeprowadzonych
prób tylko w jednej 80% zarodków wykszta³ci³o liœcienie, a 20% korzenie (fot. 5).
W innej próbie po rozmro¿eniu uzyskano zdolnoœæ kie³kowania zarodków w 60%.
Czêœæ wy³o¿onych na po¿ywkê zarodków zbr¹zowia³a i nie kie³kowa³a. W ba-
danych próbach zdolnoœæ kie³kowania kszta³towa³a siê w zakresie od 0 do 60%
(tab. 3).

Prze¿ywalnoœæ po rozmro¿eniu somatycznych zarodków z kalusa modrzewia
linii francuskich (podsuszanych przez 2 tygodnie) by³a stosunkowo niska: od 0 do
6,7% (tab. 4).

Znacznie wy¿sz¹ wartoœæ prze¿ywalnoœci somatycznych zarodków modrze-
wia europejskiego uzyskano, gdy do kie³kowania zastosowano zarodki podsuszane
tylko przez dwa dni, zale¿nie od próby od 0 do 73,3% (tab. 5, fot. 6).
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Fot. 4. Somatyczne zarodki
œwierka pospolitego
wytworzone z kalusa
przechowywanego ciek³ym
azocie
Photo 4. Spruce somatic
embryos developed from
embryogenic callus stored in
liquid nitrogen

Fot. 5. Kie³kuj¹ce somatyczne
zarodki œwierka pospolitego
uzyskane z kalusa
przechowywanego w ciek³ym
azocie
Photo 5. Norway spruce
germinating somatic embryos
from embryogenic callus stored
in liquid nitrogen



Zarodki somatyczne modrzewia europejskiego wytworzone z kalusa przecho-
wywanego wczeœniej w ciek³ym azocie kie³kowa³y w stosunkowo wysokim
procencie od 63,0 do 85,5% (tab. 6).
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Tabela 3. Kie³kowanie somatycznych zarodków œwierka pospolitego podsuszanych
przez 2 i 3 tygodnie, a nastêpnie przechowywanych w ciek³ym azocie przez 1 godz.
Table 3. Spruce somatic embryos germination that have been dried for 2–3 weeks, then
stored an hour in liquid nitrogen

Pochodzenie linii
kalusa

Callus line origin

Liczba somatycznych zarodków
wy³o¿onych na po¿ywkê do

kie³kowania (szt.)
Somatic embryos number

on germination medium (pieces)

Zdolnoœæ kie³kowania zarodków
Embryos germination capacity

(%)

Nadl. Wis³a
Wis³a Forest District

25 20,0

25 0,0

25 0,0

10 60,0

10 50,0

15 0,0

30* 55,0

Sudety
Sudety Mts

17 43,0

* zarodki podsuszane przez 2 tygodnie
embryos dried for 2 weeks

Tabela 4. Kie³kowanie somatycznych zarodków modrzewia linii francuskich oraz
pochodz¹cych z Nadl. M³ynary, podsuszanych przez 2 tygodnie i przechowywanych
przez 1 godz w ciek³ym azocie
Table 4. Somatic embryos germination of larch from French lines and of M³ynary Forest
District origin, dried for 2 weeks and stored an hour in liquid nitrogen

Pochodzenie linii
Line origin

Liczba somatycznych
zarodków wy³o¿onych na

po¿ywkê do kie³kowania (szt.)
Somatic embryos number on
germination medium (pieces)

Zdolnoœæ kie³kowania
zarodków

Embryos germination capacity
(%)

Linie z Francji
French lines

30 3,3

20 5,0

15 0,0

15 6,7

Nadl. M³ynary
M³ynary Forest District

100 0,0

100* 0,0

* zarodki bez podsuszania
embryos without drying
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Tabela 5. Kie³kowanie somatycznych zarodków modrzewia europejskiego
pochodz¹cego z Nadl. M³ynary, podsuszanych przez 2 dni i przechowywanych
w ciek³ym azocie przez 1 godz.
Table 5. Somatic embryos germination of European larch of M³ynary Forest District
origin, dried for 2 days and stored an hour in liquid nitrogen

Liczba somatycznych
zarodków wy³o¿onych

na po¿ywkê do
kie³kowania (szt.)
Somatic embryos

number on germination
medium (pieces)

Liczba zarodków
z liœcieniami

Number of embryos
with cotyledones

Liczba zarodków
z korzeniami

Number of embryos
with roots

Zdolnoœæ kie³kowania
zarodków

Embryos germination
capacity

(%)

15 1 0,0 0,0

15 0 0,0 0,0

15 12 5,0 33,3

15 14 11,0 73,3

15 7 0,0 0,0

Tabela 6. Kie³kowanie somatycznych zarodków modrzewia europejskiego
pochodzacego z Nadl. M³ynary (uzyskane z kalusa przechowywanego w ciek³ym
azocie)
Table 6. Somatic embryos germination of European larch of M³ynary Forest District
origin (developed from callus stored in liquid nitrogen)

Kalus embriogenny
Embryogenic callus

Po¿ywka
do dojrzewania
somatycznych

zarodków
Somatic embryos

maturation medium

Liczba somatycznych
zarodków wy³o¿onych

na po¿ywkê do
kie³kowania (szt.)
Somatic embryos

number on germination
medium (pieces)

Zdolnoœæ kie³kowania
zarodków

Embryos germination
capacity

(%)

*Kontrola
*Control

MSG** z 60 �M ABA
i 1 �M IBA
MSG** from 60 μM
ABA and 1 μM IBA

60 88,33±4,4

Kalus zamra¿any w
ciek³ym azocie
Callus frozen in liquid
nitrogen

MSG z 60 �M ABA
MSG from 60 μM ABA

140 85,50±9,3

MSG z 60 �M ABA
i 1 �M IBA
MSG from 60 μM ABA
and 1 μM IBA

1297 63,00±4,2

* Kontrola – kalus niezamra¿any
Control – callus not stored in liquid nitrogen

** MSG – po¿ywka podstawowa (Becwar i in. 1990)
MSG – basal medium (Becwar i in. 1990)



Z wykszta³conych z kalusa embriogennego (przechowywanego wczeœniej w cie-
k³ym azocie) somatycznych zarodków wyros³y siewki o podobnych parametrach
wzrostowych co siewki somatyczne kontrolne (z kalusa niezamra¿anego). Siewki
wysadzono do doniczek i po dwóch miesi¹cach adaptacji do warunków natu-
ralnych w fitotronie hodowano je w szklarni IBL w Sêkocinie.

4. DYSKUSJA

Pierwsze doniesienia o mo¿liwoœci kriokonserwacji kultur embriogennych
œwierka pospolitego pochodz¹ z 1987 r. (Galerne i Dereuddre 1987, Gupta i in.
1987). Równie¿ Kartha i inni (1988), stosuj¹c kultury zawiesinowe œwierka bia³ego
[Picea glauca (Moench) Voss.], uzyskali wysok¹ prze¿ywalnoœæ zamro¿onego
materia³u. Opisana przez nich metoda sk³ada³a siê z nastêpuj¹cych podstawowych
etapów: najpierw przygotowywano do zamra¿ania zawiesinê kalusa z 0,4 M
sorbitolu, nastêpnie dodawano do niej krioprotektant – 5% DMSO, po czym
stopniowo zamra¿ano (0,3°C/min) do temperatury –35°C i szybko zanurzano w
ciek³ym azocie. Materia³ ten rozmra¿ano w temp. 35–40°C. Metoda ta sta³a siê
podstaw¹ dla póŸniejszych badañ nad kriokonserwacj¹ kalusa embriogennego
drzew z rodzaju: Picea spp. (Bercetche i in. 1990, Klimaszewska i in. 1992, Cyr i
in. 1994, Hogberg i in. 1998, DeVerno i in. 1999), Pinus spp. (Laine i in. 1992, Ford
i in. 2000), Larix (Klimaszewska i in. 1992) i Abies (Norgaard i in. 1993). Cytowani
autorzy uzyskali wysok¹ prze¿ywalnoœæ kalusa oraz regeneracjê z niego roœlin.

Jak wynika z przeprowadzonych doœwiadczeñ prze¿ywalnoœæ kalusa em-
briogennego badanych gatunków drzew iglastych jest wysoka (tab. 1). Zasto-
sowana metoda uwzglêdnia³a równie¿ powolne zamra¿anie zawiesiny kalusa
(1°C/min), dziêki naczyniom Mr Frosty, wype³nionych alkoholem izopropylo-
wym. Jest ona stosowana na skalê gospodarcz¹ w Kanadzie, gdzie zosta³a opra-
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Fot. 6. Kie³kowanie somatycznych zarodków
modrzewia europejskiego przechowywanych
w ciek³ym azocie (1 godz.) – N
oraz niezamra¿anych – K (kontrola)
Photo 6. European larch germination
of somatic embryos stored in liquid nitrogen
(1 h) – N, and non frozen – K (control)



cowana i wprowadzona do badañ nad hodowl¹ drzew przez dr Krystynê Kli-
maszewsk¹ z Laurentian Canadian Forest Service (Cyr 1999), a tak¿e do badañ we
Francji przez dr Marie Anne Lelu z INRA, Orlean (informacja ustna). Zasto-
sowanie w przedstawionych badaniach sacharozy zamiast sorbitolu okaza³o siê
bardziej korzystne, mimo, ¿e dotychczas najczêœciej stosowano dla wiêkszoœci
gatunków drzew iglastych sorbitol. Sacharozê dla Picea abies stosowa³a wczeœniej
Bercetche z zespo³em (1990). Z kolei Haggman z zespo³em (1998), stosuj¹c jako
krioprotektant mieszaninê 10% PEG (6000), 10% glukozê i 10% DMSO, uzyskali
78% regeneracjê kalusa embriogennego sosny zwyczajnej. Nie wszystkie ge-
notypy drzew iglastych reaguj¹ jednak w ten sam sposób przy zastosowaniu
temperatury –1960C, czêœæ z nich nie regeneruje po rozmro¿eniu z ciek³ego azotu, a
czasami kultury wymagaj¹ d³u¿szego okresu hodowli po rozmro¿eniu, aby mog³y
zacz¹æ siê procesy wzrostowe (Galerne i Dereuddre 1987, Norgaard i in. 1993, Cyr
i in. 1994). Park i wspó³pracownicy (1998), po przebadaniu 551 genotypów
œwierka bia³ego doszli do wniosku, ¿e to jakoœæ kultur (dobry przyrost i czystoœæ
kultur kalusa) a nie genotyp ma wp³yw na prze¿ywalnoœæ kalusa embriogennego po
kriokonserwacji.

Uzyskane wyniki badañ – du¿a liczba dojrza³ych somatycznych zarodków
wytworzonych na rozmno¿onych kalusach modrzewia europejskiego – s¹ podobne
do rezultatów otrzymanych przez Bercetche i wspó³pracowników (1990), którzy
równie¿ obserwowali zwiêkszenie zdolnoœci do regeneracji somatycznych za-
rodków z kalusa œwierka pospolitego po przechowywaniu w ciek³ym azocie i po
jego rozmro¿eniu. W badaniach innych autorów (Klimaszewska i in. 1992, Laine i
in. 1992, Gupta i in. 1993, Park i in. 1998), a tak¿e w prezentowanych doœ-
wiadczeniach, otrzymano wysok¹ regeneracjê siewek z zarodków wykszta³conych
z kalusa po rozmro¿eniu. Uzyskane wyniki, zarówno zdolnoœci kie³kowania, jak i
wielkoœci siewek modrzewia europejskiego otrzymanych z kalusa mro¿onego, s¹
podobne do rezultatów uzyskanych dla zarodków i siewek kontrolnych z kalusa nie
zamra¿anego.

Kalus embriogenny stanowi bardzo efektywny materia³ (do przechowania
wystarczy ma³a jego iloœæ – krioprobówka, o objêtoœci 1–2 ml), który cechuje siê
du¿¹ prze¿ywalnoœci¹ i szybk¹ regeneracj¹ po rozmro¿eniu. Dlatego te¿ z po-
wodzeniem mo¿e byæ wykorzystany do tworzenia banków genów w celu d³u-
goterminowego przechowywania zasobów genowych drzew leœnych ex situ (jako
metoda uzupe³niaj¹ca).

W Kanadzie, Francji, Nowej Zelandii, Szwecji, USA, Chile, Finlandii i Po³ud-
niowej Afryce powsta³ w latach 90. XX w. program zak³adania banków klonów
linii elitarnych na bazie zamra¿anego kalusa embriogennego. Materia³ ten przecho-
wywany jest g³ównie dla celów handlowych. W 1998 r. przechowywano tam
ogó³em ok. 8000–10 000 genotypów, g³ównie odmian œwierka i sosny (Cyr 1999,
Cyr i Klimaszewska 2002). Obecnie kriokonserwacj¹ objête s¹ kultury embrio-
genne 26 gatunków drzew leœnych z rodzajów: Abies (1 gatunek), Picea (8), Larix

(6), Pinus (10) i Pseudotsuga (1). D³ugoterminowym przechowywaniem tkanek
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ró¿nych gatunków drzew zajmowa³o siê wielu badaczy: jedlicy – Gupta i in.
(1993), sosny – Bercetche i Paques (1995), Aitken-Christie i in. (1994, za Cyr
1999), œwierka czarnego – Adams i in. (1994), œwierka pospolitego – Norgaard i
inni (1993), von Arnold i inni (1996), Charest i Klimaszewska (1995). Szcze-
gó³owe dane na ten temat znajduj¹ siê w opracowaniu przestawionym przez Cyr
(1999).

Kriokonserwacja kalusa embriogennego na skalê produkcyjn¹ z zastosowa-
niem krioprotektantów jest kosztowna i pracoch³onna. Od lat trwaj¹ badania nad
d³ugoterminowym przechowywaniem w niskiej temperaturze nasion i ich frag-
mentów, np. osi zarodkowych czy zygotycznych i somatycznych zarodków ga-
tunków drzew i krzewów liœciastych (Jorgensen 1990, Bajaj 1995, Chmielarz
1998). Ostatnio przeprowadzono równie¿ badania nad mo¿liwoœci¹ przechowy-
wania podsuszanych somatycznych zarodków niektórych gatunków drzew ig-
lastych (Bomal i Tremblay 2000, Percy i in. 2000, 2001).

Podczas naturalnego rozwoju zygotycznych zarodków w nasieniu zachodzi
proces utraty wody. Somatyczne zarodki liœcieniowe (wytworzone na po¿ywce z
kwasem abscysynowym) nie przechodz¹ tego procesu. W celu obni¿enia za-
wartoœci wody w somatycznych zarodkach stosuje siê zabiegi czêœciowego pod-
suszania w warunkach wysokiej (95–97%) wilgotnoœci powietrza (Roberts i in.
1990, Roberts i in. 1991, Attree i in. 1992, 1995, Beardmore i Charest 1995 a, b) lub
suszenie z zastosowaniem wysyconych roztworów soli (Roberts i in. 1990, Bomal i
Tremblay 1999, 2000, Percy i in. 2000, 2001). Zastosowanie podsuszania so-
matycznych zarodków ma wp³yw na ich jakoœæ poprzez zwiêkszenie akumulacji
substancji zapasowych, zdolnoœci kie³kowania oraz synchronicznego rozwoju ko-
rzeni i hipokotyli z liœcieniami, a tak¿e skrócenie czasu kie³kowania zarodków oraz
polepszenie rozwoju wyhodowanych z nich siewek (Roberts i in. 1990, 1991,
Bomal i Tremblay 1999, 2000).

Podsuszane somatyczne zarodki gatunków drzew iglastych wykorzystano do
d³ugoterminowego przechowywania ich w temperaturze ciek³ego azotu. Zarodki
przed zanurzeniem w ciek³ym azocie wymagaj¹ redukcji zawartoœci wody w
tkankach, aby zapobiec wewn¹trzkomórkowej krystalizacji wody, która mog³aby
uszkodziæ komórki. Dojrza³e somatyczne zarodki (po powolnym suszeniu w wil-
gotnoœci wzglêdnej powietrza 95–97%) prze¿ywaj¹ zamra¿anie bez koniecznoœci
stosowania krioprotekatantów i kie³kuj¹ po rozmro¿eniu. Somatyczne zarodki
Picea mariana suszone w warunkach wilgotnoœci powietrza 88 i 97% przed
kriokonserwacj¹, kie³kowa³y po rozmro¿eniu w 96,7–100%. Po 1–4 miesi¹cach od
rozmro¿enia somatyczne zarodki regenerowa³y tkankê embriogenn¹ (Picea

mariana w 10–100% i Picea glauca w 60%). Zarodki bez suszenia, bezpoœrednio
zanurzone w ciek³ym azocie nie kie³kowa³y (Bomal i Tremblay 2000). Podobne
wyniki uzyskali Percy i in. (2001), którzy do kriokonserwacji wykorzystywali
somatyczne zarodki œwierka (Picea glauca×engelmannii complex) suszone roz-
tworami soli (NaCl) o znanym potencjale wodnym. Czêœciowo wysuszone zarodki
po rozmro¿eniu z ciek³ego azotu (bez zastosowania krioprotektantów) kie³kowa³y
w 80%.
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Na kriokonserwacjê somatycznych zarodków wp³ywa wiele czynników: ge-
notyp, ich stan fizjologiczny, etap rozwoju, zawartoœæ wody, sposób suszenia,
metody zamra¿ania, przechowywania oraz temperatura i tempo ich rozmra¿ania
(Florin i in. 1993 za Cyr 1999, Bajaj 1995). Przechowywanie w temperaturze
ciek³ego azotu podsuszanych somatycznych zarodków stanowi bardzo efektywn¹
metodê, która dodatkowo nie wymaga stosowania krioprotektantów. S¹ to bowiem
zwi¹zki czêsto toksyczne i niekorzystne dla metabolizmu komórek, np. najczêœciej
stosowany DMSO, w stê¿eniach 2–10% mo¿e wywo³ywaæ zmiany genetyczne
(Finkle i in. 1985).

Przeprowadzone w IBL badania potwierdzaj¹ wyniki uzyskane przez cy-
towanych wczeœniej autorów. Wynika z nich mo¿liwoœæ zarówno d³ugotermi-
nowego przechowywania podsuszanych somatycznych zarodków, jak i póŸniejsza
ich regeneracja w siewki.

Wniosek. Przeprowadzone badania wskazuj¹ na mo¿liwoœæ wykorzystania
kriokonserwacji kalusa embriogennego oraz podsuszanych somatycznych zarod-
ków œwierka pospolitego, jod³y pospolitej i modrzewia europejskiego jako metody
uzupe³niaj¹cej w zachowaniu zasobów genowych drzew leœnych ex situ.

Praca zosta³a z³o¿ona 12.02.2007 r. i przyjêta przez Komitet Redakcyjny 6.09.2007 r.

CRYOPRESERVATION OF CONIFEROUS TREES TISSUE CULTURES –
THE ADDITIONAL METHOD OF FOREST TREES 9EX SITU) GENE RESOURCES
CONSERVATION

Summary

The aim of this study was to apply the method of conifer tissue culture cryopreservation and to
estimate the survival of stored plant material, after thawing from liquid nitrogen. Norway spruce,
larch and silver fir embryogenic callus and somatic embryos were stored in liquid nitrogen (1h–2
days). Embryogenic callus was preconditioned in sorbitol or sucrose at 0.4 M concentration.
DMSO (5%) as a cryoprotectant and controlled freezing (1°C per minute) to final temperature of
–70°C were applied. Immediately after freezing the tubes were immersed in liquid nitrogen. The
thawing process was conducted at 37°C, in water bath. Somatic embryos of spruce and larch
were partly dried for 2–3 weeks and 2 days respectively, then directly immersed in liquid
nitrogen. The efficiency of tissue regeneration after thawing was 66.7–100% for embryogenic
callus of spruce, 50% for silver fir and 66.7–100% for larch. The capacity of somatic embryos
germination after thawing was 60% for spruce and was up to 73% for larch. These results
indicate the possible application of forest trees tissue cultures cryopreservation method for
additional forest tree (ex situ) gene resources conservation.

(transl. K. Sz.)
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