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KRIOKONSERWACJA ZASOBOW GENOWYCH WYBRANYCH GATUNKOW
DZIKICH DRZEW | KRZEWOW OWOCOWYCH

Dzikie drzewa i krzewy owocoweasintegralry czescia ekosystemow knych w
Europie. Charakteryzajsic szlachetnym drewnem, powolnym wzrostem, a owagasiona
tych gatunkow s pokarmem dla zwierzyny deej. Jabté dzika, grusza pospolita oraz
leszczyna pospolita posiadayvartagsciowy materiatl genetyczny praprzodkéw hodowanych
obecnie odmian drzew i krzewow owocowychy tunkami rzadkimi i zagponymi w
Europie, w tym take w polskich lasach, wymagajiec ochronyex situ w bankach genéw.

Niniejsze badania mialy na celu weryfikachipotezy, ze nasiona wybranych
gatunkow toleryj silna desykacj oraz temperatgrcieklego azotu (-196°C, LN) w szerokim
zakresie wilgotnéci oraz drugiej hipotezyze zmiany w poziomie wilgotrgi nasion
poddanych kriokonserwacji, wywotugzmiany w poziomie globalnej metylacji cytozyny w
DNA nasion oraz siewek, uzyskanych z tych nasion.

W pracy okrélono wraliwos¢ nasion czerai ptasiej Prunus avium), jabtoni dzikiej
(Malus sylvestris), gruszy pospolitejRyrus communis) oraz leszczyny pospolitefCorylus
avellana) na sily desykagj (nadzelem krzemionkowym) oraz temperagltN. Okreslono
najwyzszy bezpiecza wilgotnas¢ nasion zamranych w ciektym azocie przez 24 h, czyli
wilgotnos¢ HMFL oraz bezpieczne zakresy wilgofoo (BZW) nasion zamranych w LN
dla czterech badanych gatunkéw. Nasiona jabtorkigjzigruszy pospolitej, czefei ptasiej
oraz osie zarodkowe leszczyny pospolitej przechowahN przez 2 lata.

W przypadku leszczyny pospolitej, dla ktérej waos¢ na LN catych nasion nie
byla przed rozpoeziem bada w pelni rozpoznana, opracowano alternatywnetod
kriokonserwacji zasobow genowych w postaci izoloygdn z nasion osi zarodkowych.
Odtworzenie kompletnych §bn z osi zarodkowych przeprowadzone byto naywekach
agarowych w kulturacln vitro. Konieczne byto zatem rozpoznanie warunkow wzrosiu o
pozbawianych fcieni w kulturachin vitro, okrelenie sktadu regulatorow wzrostu oraz
makro i mikroelementow.

Reakcg nasion oraz osi zarodkowych na temperatlt badano za pomacestow
zdolngci  kietkowania | wschodzenia, a tak po raz pierwszy za pompcbada



epigenetycznych. Wykorzystig meto@d chromatografii cienkowarstwowej, okfeno
poziom globalnej metylacji cytozyny w DNA nasiorsi @arodkowych oraz 3-miesiznych
siewek uzyskanych z nasion przetooych w LN.

W wyniku przeprowadzonych batlastwierdzono,ze podsuszenie nasion jabtoni
dzikiej badanej proweniencji do wilgotém 4,2% nie powodowato istothego obainia
zdolnaci kietkowania. Jednale przy tej wilgotnéci wschody uzyskane z przemomych
nasion, utrzymywaly si na istotnie miszym poziomie w poréwnaniu z nasionami
niemrazonymi (spadek z 96% do 73%). W przeciagtvie do jabtoni dzikiej, nasiona gruszy
pospolitej i leszczyny pospolitej nie tracity zdodni kietkowania i wschodzenia nawet na
skutek desykacji do bardzo niskich poziomow wilgsth (odpowiednio 2,5% i 2,7%).
Mozna je zatem zalicZydo kategoriiorthodox. Uzyskane wyniki wskazgj ze wstpne
podsuszenie nasion czé&me ptasiej z poziomu 17,8-19,8% do okotol11-12%, pdewato
istotny spadek ich zdoldoi wschodzenia (dla dwoch badanych proweniencfi3% do 16%
oraz z 89% do 10%) i zostaty zaklasyfikowane d@gatisuborthodox (intermediate).

Bezpieczny zakres wilgotdo nasion (BZW) przemtmnych w LN przez 24h dla
jabtoni dzikiej wynosit 6,2-19,4%, a dla gruszy pobktej 6,7-20,5%. Nasiona cz&re ptasiej
przemraone w LN i nasiona leszczyny pospolitej pozbawiaieywy owocni podczas
takiego mraenia, wschodzity po rozmgeniu z LN na istotnie @szym poziomie w
poréwnaniu z nasionami nietraktowanymi LN. Nasioleazczyny o wilgotnéci 7,3%
przemraone w LN w okrywach owocni w peini tolerowaly temaiie LN. Badania
wykazaty, ze oprocz nasion, mibwa byla rownie skuteczna kriokonserwacja osi
zarodkowych leszczyny pospolitej, a najbardziejts&ery pozywka do ich regeneracji w
kompletne réliny z czterech testowanych, okazata sieywdka agarowa WPM (Woody Plant
Medium) z dodatkiem cytokininy 0,8 mg/l (6-benzylwiaopuryny, BAP).

Najwyzsza bezpieczna wilgoté® HMFL nasion jabtoni dzikiej wynosita 19,4%,
gruszy pospolitej 20,5%. Wilgoté@ HMFL nasion czerai ptasiej wsgpnie podsuszonych, a
nastpnie dowikonych przed przemggniem w LN wynosita 14,9%, a nasion nieznacznie
podsuszonych po zbiorze 19,8%. WilgathloHMFL okreslona dla nasion leszczyny
pospolitej, pozbawionych okrywy owocni oklena zostata jako 9,1%, a nasion
przemraonych w LN w okrywach jako 7,3%.

Nasiona jabtoni dzikiej, gruszy pospolitej, czare ptasiej zachowywaly wysak
zdolna¢ wschodzenia po 2-letnim przechowaniu w LN. Rowrosie zarodkowe leszczyny
pospolitej przechowane przez 2 lata w LN charakimmaty s¢ ta samy zywotnaicia in vitro

CO osie nieprzechowywane.



W badaniach epigenetycznych stwierdzon® poziom globalnej metylacji w
nasionach gruszy traktowanych i nietraktowanychmi®l r&nit si¢ istotnie, gdy wilgotn&t
przemraonych nasion mieita sk w zakresie 5,3-16,6%, natomiast byt on istotnieszy od
poziomu mC nasion niemrzonych, gdy przememno je przy wilgotnéci 20,5%. Podobny,
bezpieczny zakres wilgotéo nasion gruszy poddanych kriokonserwacji, zmeo byto
wyznaczy na podstawie analizy poziomu’@w 3-mies¢cznych siewkach uzyskanych z
takich nasion (traktowanych i nietraktowanych LN).

W pracy skorelowano po raz pierwszy wyniki baded zdolnécia kietkowania i
wschodzenia nasion po kriokonserwacji z poziomenylagi w przemraonych w LN
nasionach i siewkach, wyhodowanych z takich nadimn podstawie otrzymanych wynikow
bada epigenetycznych stwierdzonge bezpieczne przechowywanie nasion gruszy pospolite
w LN zapewnita wilgotné¢ nasion z zakresu 5,3-16,6%.

W przypadku leszczyny pospolitej wykazano w badamiapigenetycznychze ju
samo obnienie wilgotndci nasion z 37% do 7,3% powodowato istotny spaplekiomu
globalnej metylacji izolowanych z nich osi zarodk@h z 6,38% do 4,71%. Przememie w
LN nasion leszczyny o wilgotdoi 7,3% nie powodowatlo zmian w poziomie®@n osi
zarodkowych w poréwnaniu z nasionami nietraktowainyilh o tej samej wilgotngci.

W przedstawionej rozprawie doktorskiej stwierdzonae dtugoterminowe
przechowywanie nasion w temperaturach kriogenidznychankach genéw, naliwe jest z
zachowaniem wysokiego poziomuaywotnasci dla wszystkich badanych gatunkow.

Jednoczénie po raz pierwszy udowodniongge silne podsuszenie nasion oraz
traktowanie ich temperatuiLN moze indukow& zmiany w poziomie metylacji nasion. U
wigkszaici badanych tutaj gatunkéw, umiarkowane podsuszemsion powodowato
obnizenie globalnego poziomu metylacji w nasionach, laesipodsuszenie nadelem
krzemionkowym znaczne podészenie poziomu RC. Traktowanie natomiast nasion
temperatugy LN obnizylo poziom metylacji w nasionach w poréwnaniu z ioaami
niemrazonymi. Bezpieczne zakresy wilgotm nasion traktowanych LN, wyznaczone na
podstawie préb kietkowania i wschodzenia, w opamiwyniki przeprowadzonych badla
epigenetycznych, zostaty skorygowane 4{ciélone na podstawie zmian na poziomie
epigenomu.

Wyniki niniejszych bad& opisupce wraliwos¢ nasion na desykagj rowniez na
poziomie epigenetycznym, urdiwiaja zaszeregowanie badanych gatunkoéw do odpowiedniej

kategorii nasion. Mag tez stanowé podstaw w opracowaniu bezpiecznych metod



diugoterminowego przechowywania zasobéw genowgghsitu w bankach gendéw, w

temperaturze LN, w celu ochrony biandrodndci polskich i europejskich laséw.



