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CRYOPRESERVATION OF CONIFEROUS TREES TISSUE CULTURES —
THE ADDITIONAL METHOD OF FOREST TREES (E£X SITU) GENE RESOURCES
CONSERVATION

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. WSTEP

Podstawowa zaleta somatycznej embriogenezy, obok uzyskiwania duzej licz-
by osobnikéw potomnych w krotkim okresie czasu, jest mozliwos¢ wykorzystania
kriokonserwacji kultur tkankowych, tj. dlugoterminowego przechowywania ich w
temperaturze cieklego azotu (—196°C). Kriokonserwacja to osiagnigcie
kriobiologii —nauki badajacej wptyw superniskich temperatur na organizmy zywe.
Przedmiotem jej badan jest minimalizowanie uszkodzen komorkowych
powstajacych w wyniku zamrazania materialu zywego. Kartha (1981, za
Chmielarz 1998) definiuje kriokonserwacj¢ jako przechowywanie materialu
zywego w temperaturze migdzy —79°C 1 —196°C, w ktdrej procesy metaboliczne
komorek ulegajg spowolnieniu, a uszkodzenia biologiczne zamrazanego materiatu
— zminimalizowaniu lub w ogoéle nie zachodza.

Dhugoterminowe przechowywanie materialu ro§linnego zapewnia jego gene-
tyczng stabilnos$¢, a takze mozliwos¢ przechowywania go w praktycznie nieo-
graniczonym czasie, gdyz procesy biochemiczne ustajag w temperaturze —130°C, a
metaboliczne — przy —196°C. Daje to podstawe do wykorzystania kriokonserwacji
w celu dlugoterminowego przechowywania zasobow genowych drzew lesnych
(Matras i in. 1993, Blakesley i in. 1996). Moze by¢ ona stosowana jako metoda
uzupetniajaca zachowania zasobdéw genowych drzew lesnych ex situ, szczegolnie
tych gatunkdéw, ktorych nasiona trudno lub w ogdle nie mozna przechowywaé w
chtodni przez dlugi okres.

Z danych literaturowych wynika, ze kalus embriogenny i somatyczne zarodki
wyksztatcone podczas somatycznej embriogenezy sg doskonalym materiatem do
tego typu przechowywania. Celem przedstawionych doswiadczen” byto okreélenie
mozliwosci i sposobow dtugoterminowego przechowywania tkanki embriogenne;j i
somatycznych zarodkow: swierka pospolitego (Picea abies Karst.), modrzewia euro-
pejskiego (Larix decidua Mill.) i jodly pospolitej (4bies alba Mill.).

2. METODYKA BADAN

Do badan nad mozliwoscig przechowywania tkanek roslinnych w tempe-
raturze cieklego azotu (—196°C) wykorzystano kalus embriogenny $wierka po-
spolitego, modrzewia europejskiego i jodty pospolitej oraz somatyczne zarodki w
stadium liscieniowym wytworzone z tych kalusow. Materiat ten uzyskano stosujac
metodyke opracowang wczesniej w Zaktadzie Genetyki i Fizjologii Drzew Les-
nych, IBL (Szczygiet 2003).

* Prace wykonano w ramach tematu BLP-814 finansowanego przez Dyrekcje Generalng Lasow
Panstwowych
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Metoda kriokonserwacji kalusa embriogennego

W celu przygotowania kalusa embriogennego badanych gatunkéw drzew
lesnych do umieszczenia w cieklym azocie zastosowano, wprowadzajac wlasne
modyfikacje, procedur¢ stosowang w laboratorium w Kanadzie (Canadian Forest
Service) i we Francji (INRA, Orlean) (Klimaszewska i in. 1992, Lelu — informacja
ustna).

Odwazong mas¢ kalusa embriogennego (kalus jednotygodniowy) umiesz-
czano w plynnej pozywce do jego namnazania, o zwigkszonym w stosunku do
pozywki podstawowej stgzeniu sacharozy (0,4 M) lub sorbitolu (0,4 M). Dla
kazdego gatunku stosowano odpowiednig pozywke. W doswiadczeniach zasto-
sowano pozywki do namazania kalusa embriogennego, dojrzewania somatycznych
zarodkoéw oraz ich kietkowania opisane w publikacji Szczygiet (2003). Nastgpnie
zawiesing kalusa pozostawiano na wytrzasarce przez okres 24 godziny (w cie-
mnosci, w temp. 25°C). Po tym czasie kolby z materialem przenoszono do lodu i
uzupetiano wczesniej przygotowanym i schtodzonym roztworem skladajacym sig¢ z:
5% DMSO (krioprotektant — dwumetylowy tlenek siarki) i ptynnej pozywki do
namnazania. Tak przygotowany i schtodzony roztwér dodawano przez 30 min. (0,5
ml/5min.) do zawiesiny kalusa. Nast¢pnie materiat roslinny z roztworem krio-
protektantu schtadzano w lodzie przez okres 1,5 godz., po czym przenoszono do
wczesniej schtodzonych krioprobéwek. Krioprobowki umieszczano w wypetnio-
nym alkoholem izopropylowym naczyniu firmy NALGENE™ z USA (tzw. Mr
Frosty), ktére zapewnia powolne obnizanie temperatury o 1°C/min., i umieszczano
je w zamrazarce o temperaturze —70°C na okres 1,5 godz. Krioprobowki nastepnie
przenoszono do naczynia z ptynnym azotem, na okres od 1 godz. do 2 dni, zaleznie
od proby.

Material po wyjeciu z ciektego azotu rozmrazano przez okres 2—5 min. w tazni
wodnej o temp. 37°C, po czym zawiesing kalusa przenoszono na filtr papierowy
umieszczony w lejku Biichnera i za pomoca pompy proézniowej odsysano pozywke.
Kalus na filtrze papierowym umieszczano w szalkach na statej, utwardzanej phy-
tagelem pozywce do jego namnazania.

W doswiadczeniach przeprowadzonych w 6-10 powtérzeniach wykonano
nastgpujace badania i obserwacje:

— okreslano przezywalnos¢ rozmrozonego kalusa embriogennego $wierka
pospolitego, jodly pospolitej oraz modrzewia europejskiego (pochodzenia linii
podano w tabeli 1, rozdz. 3). Po 2-3 dniach po rozmrozeniu obserwowano pod
binokularem przyrost masy kalusa (rozwo6j nowych komorek), a po tygodniu
stwierdzano obecnos¢ lub brak w tkance nowych prazarodkéw (tkanke embrio-
genna barwiono acetokarminem, ktory wybarwia jadra komorek na czerwono),

— oznaczano przyrost $wiezej masy kalusa embriogennego Swierka pospo-
litego (dwie linie: z Nadl. Wisla oraz pochodzenia sudeckiego), wazac co dwa
tygodnie kalus embriogenny (7 pasazy, po 30 szt. kaluséw z kazdego pochodzenia),

— badano pod binokularem dojrzewanie somatycznych zarodkow wytwo-
rzonych z kalusa przechowywanego w ciektym azocie: swierka pospolitego (linia
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pochodzaca z Nadl. Wista) oraz modrzewia europejskiego (dwie linie pochodzace
z Nadl. Mlynary, po 30 szt. kalusa z kazdego pochodzenia).

Zamrazanie somatycznych zarodkow w cieklym azocie

Dojrzate (z wyraznymi liScieniami) somatyczne zarodki $wierka i modrzewia
bezposrednio zanurzano w ciektym azocie (1-2 godz.) lub przed tym stosowano
zabieg czgsciowego podsuszania w warunkach wysokiej (ok. 95%) wilgotnosci
powietrza (Roberts i in. 1990, 1991). Zarodki natychmiast po wyjeciu z cieklego
azotu rozmrazano w azni wodnej o temp. 37°C, po czym wyktadano na pozywke
do kietkowania. Doswiadczenia przeprowadzono stosujac somatyczne zarodki
swierka pospolitego i modrzewia europejskiego rodzimych pochodzen oraz wy-
ksztalcone na kalusie zainicjowanym w INRA w Orleanie (C1 i H 18 — linie
modrzewia europejskiego, F 80 linia zainicjowana na zarodku mieszanca Larix
leptoeuropaea xL. kaempferixL. decidua).

W doswiadczeniach przeprowadzonych w 6—10 powtdrzeniach wykonano
nastepujace badania:

— obliczano (w procentach) zdolnos¢ kietkowania somatycznych zarodkow z
dwdch linii modrzewia europejskiego pochodzacego z Nadl. Miynary, wytwo-
rzonych z kalusa po jego rozmrozeniu z ciektego azotu (zbadano ogdtem 1437 szt.
zarodkow),

— okreslano zdolnos¢ kietkowania podsuszanych somatycznych zarodkéw, po
przechowywaniu w ciektym azocie: $wierka pospolitego (105 szt. zarodkow 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 wielkosci 2-miesiecznych somatycznych siewek mo-
drzewia europejskiego pochodzacego z Nadl. Mtiynary, wyhodowanych z so-
matycznych zarodkéw wyksztatconych z kalusa zamrozonego w cieklym azocie
(zmierzono 176 szt. siewek).

W tabelach podano srednigtbtad standardowy obliczong przy uzyciu pro-
gramu Statistica 6.1.

3. WYNIKI BADAN

3.1. Wplyw kriokonserwacji na przezywalno$¢ kalusa embriogennego
badanych gatunkow drzew lesnych

W przeprowadzonych doswiadczeniach nad mozliwoscia przechowywania w
cieklym azocie kalusa embriogennego swierka, jodly i modrzewia uzyskano wy-
soka przezywalno$¢ badanego materiatu po rozmrozeniu (tab. 1).

Gdy zawiesing tkanki uzupetniano 0,4 M sacharozy, zaleznie od proby, dla
roznych linii pochodzenia kalusa embriogennego przezywalnos¢ kalusa po roz-
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Tabela 1. Przezywalno$¢ kalusa embriogennego po rozmrozeniu z cieklego azotu
(krioprotektant: 5% roztwor DMSO)

Table 1.The embryogenic callus survival after thawing from liquid nitrogen (5% DMSO
as cryoprotectant)

Gatunek/pochodzenie/numer | Liczba kaluséw w cieklym Przezywalno$¢ kalusa
linii azocie (szt.) embriogennego
Species/origin/line number Callus number in liquid Embryogenic callus survival
nitrogen (pieces) (%)
Swierk 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
Wista — 4 9 88,8
Wisla — 4 5 100,0
Jodla pospolita
Silver fir
Piwniczna — 8228 9 50,0
Stary Sacz — 7128 9 50,0
Modrzew europejski
European larch
Mtynary — 2920/11/7 10 70,0
Mtynary — 2920/11/1 10 100,0
Mtynary — 2920/11/5* 6 66,7
Dobrocin — 3079/1/8* 6 83,3
Dobrocin — 3080/111/4* 6 83,3

* zastosowano 0,4 M sorbitol zamiast sacharozy
0.4 M sorbitol was applied instead of sucrose

mrozeniu wynosita: dla swierka pospolitego 67,7-100%, dla jodly pospolitej —
50%, a modrzewia europejskiego — 70-100%. Zastosowanie zamiast 0,4 M sa-
charozy roztworu sorbitolu o tym samym stezeniu spowodowalo rowniez wysoka
przezywalnos¢ badanych linii kalusa modrzewia europejskiego (66,7—83,3%), lecz
w dalszej hodowli obserwowano znacznie mniejsze przyrosty jego $wiezej masy
po rozmrozeniu.

Juz po 3 dniach po rozmrozeniu w kulturach obserwowano zywe prazarodki
(fot. 1), a po 2—4 tygodniach hodowli na pozywce do namnazania — wyrazny
przyrost kalusa. Przyrost $wiezej masy kalusa embriogennego swierka pospolitego
po rozmrozeniu z cieklego azotu przedstawiono na rycinie 1.

Kalus po rozmrozeniu i czgstych pasazach na §wieze pozywki do namnazania
charakteryzowat si¢ bardzo dobrym przyrostem $wiezej masy (Sredni przyrost
$wiezej masy kalusa obu pochodzen swierka po pierwszym pasazu, tj. po 2
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Przyrost swiezej masy kalusa embriogennego (g)
Fresh mass increment of embryogenic callus (g)
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Fot. 1. Zywe prazarodki
modrzewia europejskiego po
rozmrozeniu kalusa
embriogennego z cieklego
azotu

Photo 1. Living proembryos
of European larch after
embryogenic callus thawing
from liquid nitrogen

Fot. 2. Kalus embriogenny
Swierka po rozmrozeniu z
cieklego azotu (2 miesiace
hodowli)

Photo 2. Spruce embryogenic
callus after thawing from liquid
nitrogen (2 months of cultivation)

Ryec. 1. Przyrost kalusa
embriogennego $wierka
pospolitego (pochodzenie z
Nadl. Wisly i z Sudetéw) po
rozmrozeniu z cieklego azotu
Fig. 1. Norway spruce (two
lines: Wista Forest District —
origin, and Sudety Mts.) callus
embryogenic increment after
thawing from liquid nitrogen
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tygodniach hodowli, wynosit 0,50 do 0,55 g).
Podobnie reagowaly pozostate linie Swier-
ka pospolitego (fot. 2), jodly pospolitej
(fot. 3), a takze modrzewia europejskiego.

Kalus embriogenny po rozmrozeniu z
cieklego azotu wylozono na pozywki do
dojrzewania somatycznych zarodkéw, kto-
re sktadaja sie z pozywki podstawowej uzu-
pehionej kwasem abscysynowym (ABA).

Jak wynika z liczby somatycznych za-
rodkéw wytworzonych z kalusa po roz-
mrozeniu, $rednia liczba somatycznych za-
rodkéw w stadium liscieniowym z 1 grama
$wiezej masy kalusa dla linii modrzewia
europejskiego przewyzsza warto$¢ uzys-
kang z kalusa kontrolnego (bez zamraza-
nia) (tab. 2). Obserwowano jednoczesny
rozwoj zarodkow ze stadium globularnego
w liscieniowe. Podobnie zregenerowaty za-
rodki liScieniowe z kalusa swierka pospo-
litego pochodzacego z Nadlesnictwa Wista
(fot. 4), chociaz w mniejszej liczbie niz w
kontroli (bez zamrazania). U swierka ob-
serwowano natomiast duza liczb¢ zarod-
kéw w stadium globularnym ($rednio
314,0 szt. z grama swiezej masy kalusa
embriogennego).

Fot. 3. Dwumiesigczny kalus
embriogenny jodly pospolitej po
rozmrozeniu z cieklego azotu — na dole,
u gory kalus namnazany w warunkach
optymalnych (kalus niezamrazany)
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 zarodkéw modrzewia europejskiego z kalusa
przechowywanego w cieklym azocie (pochodzenie Nadl. Mlynary) oraz Swierka

pospolitego (linia Wista 4)

Table 2. European larch somatic embryos maturation developed from callus stored in
liquid nitrogen (origin Mtynary Forest District) and Norway spruce (origin Wista 4 line)

Liczba somatycznych zarodkéw liscieniowych/gram Swiezej masy kalusa

Gatunek Cotyledonary somatic embryos number/gram of fresh mass of callus
Species “kontrola kalus przechowywany w cieklym azocie
“control callus stored in liquid nitrogen

Modrzew
europejski 115,3£17,7 170,3+43,2

European larch

SIV\I"erk pospolity 64,6 +6,49 14,143,0

orway spruce

"Kontrola — kalus nie przechowywany w cieklym azocie

“Control — callus not stored in liquid nitrogen
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Fot. 4. Somatyczne zarodki
Swierka pospolitego
wytworzone z kalusa
przechowywanego cieklym
azocie

Photo 4. Spruce somatic
embryos developed from
embryogenic callus stored in
liquid nitrogen

3.2. Wplyw kriokonserwacji na przezywalno$¢ somatycznych zarodkow
badanych gatunkéw drzew leSnych

Somatyczne zarodki $wierka pospolitego linii pochodzacych z Nadl. Wista
podsuszano przez 3 tygodnie przed zamrozeniem w ciektym azocie, a po roz-
mrozeniu wyktadano na pozywke do kietkowania. Z trzech przeprowadzonych
prob tylko w jednej 80% zarodkow wyksztalcito liscienie, a 20% korzenie (fot. 5).
W innej prébie po rozmrozeniu uzyskano zdolnos¢ kietkowania zarodkow w 60%.
Czes¢ wylozonych na pozywke zarodkow zbrazowiata i nie kietkowata. W ba-
danych probach zdolnos¢ kietkowania ksztattowata si¢ w zakresie od 0 do 60%
(tab. 3).

Przezywalnos$¢ po rozmrozeniu somatycznych zarodkow z kalusa modrzewia
linii francuskich (podsuszanych przez 2 tygodnie) byta stosunkowo niska: od 0 do
6,7% (tab. 4).

Znacznie wyzsza warto$¢ przezywalnosci somatycznych zarodkéw modrze-
wia europejskiego uzyskano, gdy do kietkowania zastosowano zarodki podsuszane
tylko przez dwa dni, zaleznie od proby od 0 do 73,3% (tab. 5, fot. 6).

Fot. 5. Kielkujace somatyczne
zarodki §wierka pospolitego
uzyskane z kalusa
przechowywanego w cieklym
azocie

Photo 5. Norway spruce
germinating somatic embryos
from embryogenic callus stored
in liquid nitrogen
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Tabela 3. Kielkowanie somatycznych zarodkow $wierka pospolitego podsuszanych
przez 2 i 3 tygodnie, a nastgpnie przechowywanych w cieklym 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

Liczba somatycznych zarodkéw
Pochodzenie linii wylozonych na pozywke do Zdolno$¢ kietkowania zarodkéw
kalusa kielkowania (szt.) Embryos germination capacity
Callus line origin Somatic embryos number (%)
on germination medium (pieces)
25 20,0
25 0,0
25 0,0
Nadl. Wista
Wista Forest District 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. Kielkowanie somatycznych zarodkéw modrzewia linii francuskich oraz
pochodzacych z Nadl. Mlynary, podsuszanych przez 2 tygodnie i przechowywanych
przez 1 godz w cieklym azocie

Table 4. Somatic embryos germination of larch from French lines and of Mtynary Forest
District origin, dried for 2 weeks and stored an hour in liquid nitrogen

zal;;fizl?;ws‘;vmﬁzyzznﬁhna Zdolnos¢ kielkowania
Pochodzenie linii e o 2t) zarodkéw
Line origin pozywie | Embryos germination capacity
Somatic embryos number on (%)
germination medium (pieces) o
Linie z Francji 30 3,3
French lines
20 5,0
15 0,0
15 6,7
Nadl. Mlynary 100 0,0
Mtynary Forest District 100* 0.0

* zarodki bez podsuszania
embryos without drying

Zarodki somatyczne modrzewia europejskiego wytworzone z kalusa przecho-
wywanego wczesniej w cieklym azocie kietkowaly w stosunkowo wysokim
procencie od 63,0 do 85,5% (tab. 6).
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Tabela 5. Kielkowanie somatycznych zarodkéw modrzewia europejskiego

pochodzacego z Nadl. Mlynary, podsuszanych przez 2 dni i przechowywanych
w cieklym azocie przez 1 godz.
Table 5. Somatic embryos germination of European larch of Miynary Forest District
origin, dried for 2 days and stored an hour in liquid nitrogen

Liczba somatycznych

Liczba zarodkow

Liczba zarodkow

Zdolnos$¢ kietkowania

zarodkéw wylozonych z liScieniami z korzeniami zarodkéw
na pozywke do Number of embryos Number of embryos | Embryos germination
kielkowania (szt.) with cotyledones with roots capacity
Somatic embryos (%)
number on germination
medium (pieces)
15 1 0,0 0,0
15 0 0,0 0,0
15 12 5,0 333
15 14 11,0 73,3
15 7 0,0 0,0

Tabela 6. Kielkowanie somatycznych zarodkéw modrzewia europejskiego
pochodzacego z Nadl. Mlynary (uzyskane z kalusa przechowywanego w cieklym

azocie)

Table 6. Somatic embryos germination of European larch of Mtynary Forest District
origin (developed from callus stored in liquid nitrogen)

Liczba somatycznych

do l(;g'zsz:i(vz;nia zarodkow wylozonych | Zdolno$¢ kietkowania
Kalus embriogenn somajt cznych na pozywkg do zarodkéw
logenny yezny kielkowania (szt.) | Embryos germination
Embryogenic callus zarodkow Somatic embryos capacity
Somatllc embry.os number on germination (%)
maturation medium . .
medium (pieces)
"Kontrola MSG"z 60 uM ABA 60 88,33+4.4
Control i1 M IBA
MSG" from 60 uM
ABA and | uM IBA
Kalus zamrazany w  MSG z 60 uM ABA 140 85,50£9,3
cieklym azocie MSG from 60 uM ABA
Callus frozen in liquid
MSG z 60 uM ABA 1297 63,00+4,2

nitrogen

ilpuM IBA
MSG from 60 uM ABA
and 1 uM IBA

* Kontrola — kalus niezamrazany
Control — callus not stored in liquid nitrogen
** MSG - pozywka podstawowa (Becwar i in. 1990)
MSG - basal medium (Becwar i in. 1990)
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Fot. 6. Kielkowanie somatycznych zarodkow
modrzewia europejskiego przechowywanych = Bl
w cieklym azocie (1 godz.) — N = 3 o % 4
oraz niezamrazanych — K (kontrola) L 4 P8
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Z wyksztatconych z kalusa embriogennego (przechowywanego wczesniej w cie-
ktym azocie) somatycznych zarodkéw wyrosty siewki o podobnych parametrach
wzrostowych co siewki somatyczne kontrolne (z kalusa niezamrazanego). Siewki
wysadzono do doniczek i po dwoch miesigcach adaptacji do warunkéw natu-
ralnych w fitotronie hodowano je w szklarni IBL w Segkocinie.

4. DYSKUSJA

Pierwsze doniesienia o mozliwosci kriokonserwacji kultur embriogennych
swierka pospolitego pochodza z 1987 r. (Galerne i Dereuddre 1987, Gupta i in.
1987). Réwniez Kartha i inni (1988), stosujac kultury zawiesinowe $wierka biatego
[Picea glauca (Moench) Voss.], uzyskali wysoka przezywalnos¢ zamrozonego
materiatu. Opisana przez nich metoda sktadata si¢ z nastgpujacych podstawowych
etapOw: najpierw przygotowywano do zamrazania zawiesing kalusa z 0,4 M
sorbitolu, nastgpnie dodawano do niej krioprotektant — 5% DMSO, po czym
stopniowo zamrazano (0,3°C/min) do temperatury —35°C i szybko zanurzano w
ciektym azocie. Materiat ten rozmrazano w temp. 35—40°C. Metoda ta stala si¢
podstawa dla pdzniejszych badan nad kriokonserwacja kalusa embriogennego
drzew z rodzaju: Picea spp. (Bercetche i in. 1990, Klimaszewska i in. 1992, Cyr i
in. 1994, Hogbergiin. 1998, DeVernoiin. 1999), Pinus spp. (Laine i in. 1992, Ford
1in. 2000), Larix (Klimaszewska iin. 1992) i Abies (Norgaard i in. 1993). Cytowani
autorzy uzyskali wysoka przezywalnos$¢ kalusa oraz regeneracj¢ z niego roslin.

Jak wynika z przeprowadzonych doswiadczen przezywalnos¢ kalusa em-
briogennego badanych gatunkow drzew iglastych jest wysoka (tab. 1). Zasto-
sowana metoda uwzgledniata réwniez powolne zamrazanie zawiesiny kalusa
(1°C/min), dzigki naczyniom Mr Frosty, wypetlionych alkoholem izopropylo-
wym. Jest ona stosowana na skal¢ gospodarcza w Kanadzie, gdzie zostata opra-
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cowana i wprowadzona do badan nad hodowla drzew przez dr Krystyng Kli-
maszewska z Laurentian Canadian Forest Service (Cyr 1999), a takze do badan we
Francji przez dr Marie Anne Lelu z INRA, Orlean (informacja ustna). Zasto-
sowanie w przedstawionych badaniach sacharozy zamiast sorbitolu okazato si¢
bardziej korzystne, mimo, Zze dotychczas najczgsciej stosowano dla wigkszosci
gatunkow drzew iglastych sorbitol. Sacharoze dla Picea abies stosowata wczesniej
Bercetche z zespotem (1990). Z kolei Haggman z zespolem (1998), stosujac jako
krioprotektant mieszaning 10% PEG (6000), 10% glukoze i 10% DMSO, uzyskali
78% regeneracj¢ kalusa embriogennego sosny zwyczajnej. Nie wszystkie ge-
notypy drzew iglastych reaguja jednak w ten sam sposob przy zastosowaniu
temperatury —196°C, cze$¢ z nich nie regeneruje po rozmrozeniu z ciektego azotu, a
czasami kultury wymagaja dluzszego okresu hodowli po rozmrozeniu, aby mogly
zaczac¢ sig¢ procesy wzrostowe (Galerne i Dereuddre 1987, Norgaard i in. 1993, Cyr
i in. 1994). Park i wspolpracownicy (1998), po przebadaniu 551 genotypdw
swierka biatego doszli do wniosku, Ze to jako$¢ kultur (dobry przyrost i czystosé¢
kultur kalusa) a nie genotyp ma wptyw na przezywalnos¢ kalusa embriogennego po
kriokonserwacji.

Uzyskane wyniki badan — duza liczba dojrzalych somatycznych zarodkow
wytworzonych na rozmnozonych kalusach modrzewia europejskiego — sa podobne
do rezultatéw otrzymanych przez Bercetche i wspdtpracownikow (1990), ktorzy
rowniez obserwowali zwiekszenie zdolnosci do regeneracji somatycznych za-
rodkow z kalusa $§wierka pospolitego po przechowywaniu w cieklym azocie i po
jego rozmrozeniu. W badaniach innych autorow (Klimaszewska i in. 1992, Laine i
in. 1992, Gupta i in. 1993, Park i in. 1998), a takze w prezentowanych dos-
wiadczeniach, otrzymano wysoka regeneracjg siewek z zarodkéw wyksztatconych
z kalusa po rozmrozeniu. Uzyskane wyniki, zarowno zdolnosci kietkowania, jak i
wielkos$ci siewek modrzewia europejskiego otrzymanych z kalusa mrozonego, sa
podobne do rezultatéw uzyskanych dla zarodkéw i siewek kontrolnych z kalusa nie
zamrazanego.

Kalus embriogenny stanowi bardzo efektywny materiat (do przechowania
wystarczy matla jego ilo$¢ — krioprobowka, o objgtosci 1-2 ml), ktéry cechuje si¢
duza przezywalnoscia i szybka regeneracjg po rozmrozeniu. Dlatego tez z po-
wodzeniem moze by¢ wykorzystany do tworzenia bankow genow w celu dtu-
goterminowego przechowywania zasobéw genowych drzew lesnych ex situ (jako
metoda uzupetniajaca).

W Kanadzie, Francji, Nowej Zelandii, Szwecji, USA, Chile, Finlandii i Potud-
niowej Afryce powstat w latach 90. XX w. program zaktadania bankow klonow
linii elitarnych na bazie zamrazanego kalusa embriogennego. Material ten przecho-
wywany jest gtownie dla celow handlowych. W 1998 r. przechowywano tam
ogotem ok. 8000—10 000 genotypdw, gtéwnie odmian swierka i sosny (Cyr 1999,
Cyr 1 Klimaszewska 2002). Obecnie kriokonserwacja objete sa kultury embrio-
genne 26 gatunkow drzew lesnych z rodzajow: Abies (1 gatunek), Picea (8), Larix
(6), Pinus (10) i Pseudotsuga (1). Dlugoterminowym przechowywaniem tkanek
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réznych gatunkow drzew zajmowato si¢ wielu badaczy: jedlicy — Gupta 1 in.
(1993), sosny — Bercetche 1 Paques (1995), Aitken-Christie i1 in. (1994, za Cyr
1999), swierka czarnego — Adams i in. (1994), swierka pospolitego — Norgaard i
inni (1993), von Arnold i inni (1996), Charest i Klimaszewska (1995). Szcze-
gotowe dane na ten temat znajdujq si¢ w opracowaniu przestawionym przez Cyr
(1999).

Kriokonserwacja kalusa embriogennego na skal¢ produkcyjng z zastosowa-
niem krioprotektantow jest kosztowna i pracochtonna. Od lat trwaja badania nad
dlugoterminowym przechowywaniem w niskiej temperaturze nasion i ich frag-
mentow, np. osi zarodkowych czy zygotycznych i somatycznych zarodkéw ga-
tunkéw drzew i1 krzewow lisciastych (Jorgensen 1990, Bajaj 1995, Chmielarz
1998). Ostatnio przeprowadzono réwniez badania nad mozliwoscig przechowy-
wania podsuszanych somatycznych zarodkéw niektorych gatunkow drzew ig-
lastych (Bomal i Tremblay 2000, Percy i in. 2000, 2001).

Podczas naturalnego rozwoju zygotycznych zarodkéw w nasieniu zachodzi
proces utraty wody. Somatyczne zarodki liscieniowe (wytworzone na pozywce z
kwasem abscysynowym) nie przechodza tego procesu. W celu obnizenia za-
wartosci wody w somatycznych zarodkach stosuje si¢ zabiegi czgSciowego pod-
suszania w warunkach wysokiej (95-97%) wilgotnosci powietrza (Roberts i in.
1990, Robertsiin. 1991, Attree i in. 1992, 1995, Beardmore i Charest 1995 a, b) lub
suszenie z zastosowaniem wysyconych roztwordw soli (Roberts i in. 1990, Bomal i
Tremblay 1999, 2000, Percy i in. 2000, 2001). Zastosowanie podsuszania so-
matycznych zarodkéw ma wptyw na ich jakos$¢ poprzez zwigkszenie akumulacji
substancji zapasowych, zdolnosci kietkowania oraz synchronicznego rozwoju ko-
rzeni i hipokotyli z liScieniami, a takze skrocenie czasu kietkowania zarodkow oraz
polepszenie rozwoju wyhodowanych z nich siewek (Roberts i in. 1990, 1991,
Bomal i Tremblay 1999, 2000).

Podsuszane somatyczne zarodki gatunkéw drzew iglastych wykorzystano do
dlugoterminowego przechowywania ich w temperaturze ciektego azotu. Zarodki
przed zanurzeniem w cieklym azocie wymagaja redukcji zawartosci wody w
tkankach, aby zapobiec wewnatrzkomadrkowej krystalizacji wody, ktéra moglaby
uszkodzi¢ komorki. Dojrzate somatyczne zarodki (po powolnym suszeniu w wil-
gotnosci wzglednej powietrza 95-97%) przezywaja zamrazanie bez koniecznosci
stosowania krioprotekatantéw 1 kietkuja po rozmrozeniu. Somatyczne zarodki
Picea mariana suszone w warunkach wilgotnosci powietrza 88 i 97% przed
kriokonserwacja, kietkowaty po rozmrozeniu w 96,7-100%. Po 1-4 miesigcach od
rozmrozenia somatyczne zarodki regenerowaly tkanke embriogenng (Picea
mariana w 10-100% i Picea glauca w 60%). Zarodki bez suszenia, bezposrednio
zanurzone w cieklym azocie nie kietkowaly (Bomal i Tremblay 2000). Podobne
wyniki uzyskali Percy i in. (2001), ktérzy do kriokonserwacji wykorzystywali
somatyczne zarodki §wierka (Picea glaucaxengelmannii complex) suszone roz-
tworami soli (NaCl) o znanym potencjale wodnym. Czg$ciowo wysuszone zarodki
po rozmrozeniu z cieklego azotu (bez zastosowania krioprotektantow) kietkowaty
w 80%.



80 K. Szczygiel, J. Bieniek

Na kriokonserwacje somatycznych zarodkow wptywa wiele czynnikow: ge-
notyp, ich stan fizjologiczny, etap rozwoju, zawartos¢ wody, sposob suszenia,
metody zamrazania, przechowywania oraz temperatura i tempo ich rozmrazania
(Florin 1 in. 1993 za Cyr 1999, Bajaj 1995). Przechowywanie w temperaturze
ciektego azotu podsuszanych somatycznych zarodkow stanowi bardzo efektywna
metodg, ktora dodatkowo nie wymaga stosowania krioprotektantow. Sa to bowiem
zwiazki czesto toksyczne i niekorzystne dla metabolizmu komdrek, np. najczesciej
stosowany DMSO, w stezeniach 2—-10% moze wywotywaé zmiany genetyczne
(Finkle i in. 1985).

Przeprowadzone w IBL badania potwierdzaja wyniki uzyskane przez cy-
towanych wczesniej autoréw. Wynika z nich mozliwo$¢ zaréwno dlugotermi-
nowego przechowywania podsuszanych somatycznych zarodkow, jak i pdzniejsza
ich regeneracja w siewki.

Whiosek. Przeprowadzone badania wskazuja na mozliwos¢ wykorzystania
kriokonserwacji kalusa embriogennego oraz podsuszanych somatycznych zarod-
kéw swierka pospolitego, jodty pospolitej i modrzewia europejskiego jako metody
uzupeltniajacej w zachowaniu zasobow genowych drzew lesnych ex situ.

Praca zostata ztozona 12.02.2007 r. i przyjeta 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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