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Abstract

As a part of the multiannual programme on preservation of gene bank re-
sources, financed by the Polish Ministry of Agriculture and Rural Development,
works related with garlic (Allium sativum L.) cryopreservation are carried out. Every
year, new garlic accessions are deposited in liquid nitrogen. Currently 168 garlic
accessions are maintained in cryobank: 82 accessions from Polish collection, 51
from Czech collection and 34 from German collection. In 2016, 10 garlic accessions
(7 bolting and 3 non-bolting) were cryopreserved using vitrification method. Shoot
tips (1.5 mm) were isolated from garlic bulbils (bolting accessions) and cloves (non-
bolting accessions). Explants were treated in loading solution (2 M glycerol; 0.4 M
sucrose) for 20 minutes and PV S3 solution (50% glycerol w/v; 50% sucrose w/v) for
120 minutes. After this time shoot tips were immersed in liquid nitrogen. The survival
rate was determined two weeks after rewarming and regeneration rate six weeks after
rewarming. Average survival rate of non-bolting accessions was 95.6%, regeneration
rate was 80%. In case of bolting accessions average survival rate was 82% and regen-
eration rate 70%.

Key words: cryopreservation, vitrification, Allium sativum, garlic, Tripartite Cryo-
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WSTEP

Na mocy porozumienia podpisanego 28 marca 2011 roku przez trzech
partneréw (Czechy, Niemcy, Polska) w Instytucie Ogrodnictwa w Skiernie-
wicach zostat powotany Trojstronny Kriobank Genéw. W kriobanku sg gro-
madzone obiekty czosnku pospolitego (Allium sativum L.) pochodzace z eu-
ropejskich kolekcji polowych. Kolekcja polowa czosnku zgromadzona w In-
stytucie Ogrodnictwa obejmuje 570 obiektow i stanowi olbrzymie zrodto
cech morfologicznych 1 uzytkowych. Czosnek pospolity jest rosling jedno-
roczng, rozmnazang wegetatywnie. Dlatego istnieje niebezpieczenstwo utraty
niektorych genotypdw na skutek dziatania czynnikdw biotycznych 1 abiotycz-
nych. Krioprezerwacja okazata si¢ podstawowym i niezbednym narzgdziem



M. Olas-Sochacka

do zabezpieczenia tak cennej réznorodnosci biologicznej. To bezpieczna
i optacalna metoda dlugoterminowego zabezpieczania materiatu ro$linnego
w temperaturze ciektego azotu (—196 °C), w ktorej wszelkie podziaty komor-
kowe 1 procesy metaboliczne ulegaja drastycznemu spowolnieniu. Ciekty
azot, wbrew powszechnemu przekonaniu, nie powoduje jednak catkowitego
zatrzymania wszystkich podziatow komorkowych, reakcji fizycznych i che-
micznych w komorce (Engelmann 2011; Mikuta i in. 2013). Procedury krio-
prezerwacji zostaly opracowane dla bardzo réznorodnego materialu roslin-
nego, poczawszy od nasion, pakow spoczynkowych, zawiesin komérkowych,
kalusa, stozkoOw wzrostu po zarodki zygotyczne i somatyczne wielu gatunkéw
ro$lin. R6znorodne techniki krioprezerwacji sprawdzajg si¢ dla okoto 100 ga-
tunkéw roslin (Harding 2004). Dotychczas poddano krioprezerwacji zarodki
zygotyczne 1 osie zarodkowe 100 réznych gatunkéw roslin, zarodki soma-
tyczne okoto 40 gatunkow klimatu tropikalnego i umiarkowanego (Engel-
mann 2011). Dzigki rozwojowi réznorodnych technik krioprezerwacja stata
si¢ jedyng mozliwg metoda dtugoterminowego zabezpieczania zasobow ge-
nowych dla ,,problematycznych” grup roslin: niewytwarzajacych nasion — ba-
nan, czosnek, wytwarzajacych nasiona typu recalcitrant — bardzo wrazliwe na
odwodnienie, np. dgb szyputkowy, dab bezszyputkowy, jawor, klon, genoty-
pow roslin tropikalnych i wodnych — kawa, kakaowiec, kauczukowiec (Hal-
magyi i in. 2004; Kaczmarczyk i in. 2011; Panis i in. 2005; Mikuta i in. 2013).
Innym waznym powodem wykorzystania kriokonserwacji jest ochrona gatun-
koéw roslin zagrozonych wyginieciem, zwlaszcza gdy nasiona wystgpuja
rzadko lub sa watpliwej jakosci (Decruse i in. 1999; Touchell i in. 2002; Man-
dal i Dixit-Sharma 2007; Mallon i in. 2008; Paunescu 2009; Sen-Rong
i Ming-Hua 2009).

Dotychczas wykorzystano metodg krioprezerwacji do zabezpieczenia
82 obiektow czosnku pospolitego pochodzacego z kolekeji Instytutu Ogrod-
nictwa w Skierniewicach. W ramach Programu Wieloletniego na lata 2015—
2020, koordynowanego przez Ministerstwo Rolnictwa i Rozwoju Wsi, zapla-
nowano zabezpieczanie kolejnych obiektow czosnku pospolitego w cieklym
azocie. W niniejszej pracy zaprezentowano wyniki przezywalnosci i regene-
racji 10 obiektéw czosnku poddanych krioprezerwacji w 2016 roku, ktore zo-
staly wytypowane do dlugoterminowego przechowywania.

MATERIAL I METODY
Przedmiotem badan byto 10 odmian miejscowych czosnku pospolitego
(Allium sativum L.): 7 obiektow tworzacych pedy kwiatostanowe (424K,
485K, 491K, 492K, 644K, 645K, 657K) 1 3 obiekty nietworzace pedow kwia-
tostanowych (8128, 828S, 105K). Material do badan zostal zebrany w sezo-
nie wegetacyjnym 2015/2016. W 2015 roku zebrano gléwki czosnku nietwo-
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rzacego pedow kwiatostanowych, natomiast w 2016 roku zebrano cebulki po-
wietrzne. Oba rodzaje materialu roslinnego poddano krioprezerwacji w 2016
roku. W tabeli 1 zamieszczono wykaz i pochodzenie obiektow poddanych
kriokonserwacji, ktore zostaty pozyskane podczas ekspedycji organizowa-
nych przez Instytut Ogrodnictwa.

Materiat ro§linny stanowity cebulki powietrzne (obiekty tworzace pedy
kwiatostanowe) 1 zabki czosnku (obiekty nietworzace pedow kwiatostano-
wych). Pozbawiony tuski material ro$linny ptukano pod biezacg wodg, na-
stepnie traktowano 70% etanolem przez 30 sekund, 3% roztworem podchlo-
rynu sodu z kilkoma kroplami Tween20® przez 20 minut, po czym materiat
roslinny przeptukiwano 3—4 razy woda destylowana.

Stozki wzrostu wielko$ci 1,5 mm izolowano pod mikroskopem stereo-
skopowym. Z kazdego obiektu izolowano 150 eksplantatow. Eksplantaty wy-
ktadano na plastikowe ptytki Petriego wypetnione pozywka MS (Murashige
i Skoog 1962) zestalona 1% agarem, wzbogacong 0 0,1 mg-dm= NAA (kwas
a-naftylooctowy), 0,5 mg-dm 2iP (N6-izopentenylo-adenina) oraz 10% sa-
charozg. Odczyn pozywki ustalano na poziomie pH 5,8. Na kazdej ptytce
umieszczano po 50 eksplantatow i do nastgpnego dnia zostawiano je w Ko-
morze fitotronowej, w ciemnosci, w temperaturze 20 °C.

Tabela 1. Wykaz i pochodzenie obiektow czosnku pospolitego poddanego kriopre-
zerwacji w 2016 roku umieszczonych w Miedzynarodowym Kriobanku Genow
Table 1. List and origin of garlic accessions cryopreserved in 2016 maintained in the
International Cryobank

Numer Rok wlaczenia Mieisce Kraj
obiektu Nr kolekcyjny do kolekcji 15¢ pochodzenia
X . L zebrania P
Accession Collection number  Acquisition S Origin
Collection site
number year country
105K 54/80 1980 Tarnopol Ukraina
424K UKRZAK99-116 1999 Bronka Ukraina
485K WUKRO06-0303 2006 Braga Ukraina
491K WUKRO06-0423 2006 Kolomyia Ukraina
492K WUKRO06-0424 2006 Kolomyia Ukraina
644S LITZAP12-097 2012 Rézitkai Litwa
645S LITZAP12-098 2012 Biténai Litwa
657S POLUNE13-08 2013 Ocice Polska
812S POLBIL10-47 2010 Woroniec Polska
828S LITLIT11-268 2011 Bajorai Litwa
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Krioprezerwacja — metoda witryfikacji

Wyizolowane dzien wcze$niej eksplantaty umieszczono w Kriofiolkach
o pojemnosci 2 ml, po dziesi¢¢ eksplantatéw w kazdej. Eksplantaty trakto-
wano roztworem wstepnym (2M glicerol i 0,4 M sacharoza) przez 20 minut.
Nastepnie stozki wzrostu traktowano roztworem witryfikacyjnym PVS3
(50% glicerol w/v, 50% sacharoza w/v) przez 120 minut. Po tym czasie roz-
twor PVS3 usuwano, a eksplantaty zalewano 0,5 ml §wiezego roztworu i bez-
posrednio zanurzano w cieklym azocie. Dziesi¢¢ kriofiolek umieszczano
w dewarze do dlugoterminowego przechowywania. Pi¢¢ kriofiolek stanowito
kontrole (50 eksplantatow). Na podstawie tych eksplantatow oceniano prze-
zywalnos¢ i regeneracje obiektu. Kontrolne kriofiolki pozostawaty w ciektym
azocie przynajmniej przez godzing. Tkanke roslinng rozmrazano w tazni
wodnej w temperaturze 40 °C przez 2-3 minuty, usuwano roztwér PVS3
i przeptukiwano roztworem 1,2 M sacharozy przez 10 minut. Eksplantaty
osuszano na sterylnych krazkach bibuly, przenoszono na ptytki Petriego wy-
petione pozywka MS zestalona 1% agarem, wzbogacona 0 0,1 mg-dm
NAA, 0,5 mg-dm™ 2iP oraz 3% sacharoze. Na kazdej ptytce umieszczano po
50 eksplantatow i pozostawiano w komorze fitotronowej do regeneracji przez
7 dni w ciemnosci, nastgpnie ptytki wyktadano na potki w komorze fitotro-
nowej z temperaturg 25/20 °C (dzien/noc) i 16-godzinnym fotoperiodem (in-
tensywno$¢ o$wietlenia 60 umol-s*-m3).
Ocena przezywalnosci i regeneracji eksplantatow po mrozeniu

Po dwoch tygodniach od rozmrozenia oceniano przezywalno$¢ przez
okreslenie warto$ci procentowej przez stosunek liczby eksplantatow zielo-
nych, wykazujacych cechy zywotnosci do 50 eksplantatow kontrolnych. Na-
tomiast regeneracja oceniana byla po szesciu tygodniach od rozmrozenia
przez okreslenie wartoSci procentowej przez stosunek liczby roslin prawi-
dlowo uformowanych (niewykazujacych cech uwodnienia, w ktorych wyraz-
nie mozna wydzieli¢ korzen, ped i liscie) do 50 eksplantatow wyjsciowych
(kontrolnych).

WYNIKI

Na wykresie 1 zaprezentowano wyniki przezywalnosci 1 regeneracji
stozkow wzrostu siedmiu obiektow tworzacych pedy kwiatostanowe (424K,
485K, 491K, 492K, 6448, 645S, 657S) oraz trzech obiektéw nietworzacych
pedow kwiatostanowych (8128, 828S, 105K).

Sposrdéd obiektow tworzacych pedy kwiatostanowe najwyzsza przezy-
walnos¢ i regeneracje uzyskat obiekt 675S, wynosita ona odpowiednio 92,6
i 81,5%. Najstabsze wyniki osiagnat obiekt 424K — przezywalnos¢ wynosita
64,4%, a regeneracja 58%. W przypadku obiektéw nietworzacych pedow
kwiatostanowych najwyzsze wyniki uzyskat biekt 828S — przezywalnos¢ wy-
nosita 100%, a regeneracja 88%. Obiekty 812S i 105K réwniez osiagnety
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bardzo wysokie wartosci przezywalnodci i regeneracji, dla obiektu 8128 byto
to odpowiednio 94 i 78%, a dla 105K — 93 i 74,3%. Srednie wartosci przezy-
walnosci i regeneracji dla obiektow tworzacych pedy kwiatostanowe to 0d-

powiednio 82 1 70%, a dla obiektow nietworzacych pgdow kwiatostanowych
— 95,6 1 80%.
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Rys. 1. Wyniki przezywalnosci i regeneracji eksplantatow czosnku pospolitego (Al-
lium sativum L.) pochodzacych z form tworzacych pedy kwiatostanowe oraz form
nietworzacych pedéw kwiatostanowych, poddanych krioprezerwacji w 2016 roku
Fig. 1. Survival and regeneration rate of bolting and non-bolting garlic (Allium sa-
tivum L.) accessions cryopreserved in 2016

DysKusJA

W literaturze dotyczacej krioprezerwacji stozkéw czosnku metodg wi-
tryfikacji z zastosowaniem roztworu PVS3 mozna znaleZ¢ informacje, Ze re-
generacja jednego genotypu pochodzacego z Korei wynosita 90,7% po trak-
towaniu roztworem PVS3 przez 150 minut (Baeck i in. 2003), podczas gdy
Kim (2005) dla tego samego genotypu osiggnat wynik regeneracji 80,4% po
120 minutach w roztworze PVS3. Keller (2005) testowat szes¢ genotypow
pochodzacych z niemieckiej kolekcji polowej i skupit sie na ocenie regenera-
cji stozkow wzrostu pochodzacych z kultur in vitro (3,5-letniej i 10-miesig¢cz-
nej) poddanych réznym warunkom prekultury (2 miesigce prekultury w tem-
peraturze: 25 °C, 2 °C, 25 °C w dzien i —1 °C w nocy, przy fotoperiodzie 16 h
swiatto/8 h noc). Najlepsze efekty, 70% regeneracji, osiagnat dla stozkéw
wzrostu pochodzacych z dziesigciomiesigcznej kultury po uprzedniej prekul-
turze w temperaturze +2 °C oraz 25 °C w dzien i —1 °C w nocy. Baeck i in.
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(2003) testowat roéwniez wptyw wielkosci eksplantatow na regeneracj¢. Spo-
srod eksplantatéw o trzech réznych $rednicach: 1,5 mm, 3 mm i 4,5 mm, naj-
lepsze rezultaty osiagnal dla eksplantatow o $rednicy: 1,5 mm i 3 mm (rege-
neracja na poziomie 73,9% 1 90,7%). Dla eksplantatow o wielkosci 4,5 mm
regeneracja wynosila zaledwie 19,6%. W prezentowanych wynikach wia-
snych regeneracja wyniosta 70% dla obiektow tworzacych pedy kwiatosta-
nowe 1 80% dla obiektow nietworzacych pedow kwiatostanowych. Wyniki te
korespondujg z wynikami uzyskanymi przez Olas-Sochacka 1 Kotlinskg
(2010) dla obiektow tworzacych pedy kwiatostanowe, wowczas regeneracja
dziesigciu obiektow po krioprezerwacji wynosita 62,8%. Natomiast w przy-
padku obiektow nietworzacych pedow kwiatostanowych $rednia regeneracja
wynosita 23,6% (Olas-Sochacka, Kotlinska 2012), co stanowi znaczng roz-
nice w odniesieniu do aktualnie prezentowanych wynikow (80%). Faktem
jest, ze w prezentowanej pracy poddano krioprezerwacji zaledwie trzy
obiekty nietworzace pedow kwiatostanowych, w pracy z 2012 roku takich
obiektow byto dziesig¢, mimo to regeneracja siggata wowczas 40%.

W literaturze nie ma dostgpnych prac poréwnujacych efekty kriopre-
zerwacji dla dwoch rodzajéw materiatu — cebulek powietrznych i zagbkéw
czosnku, s3 natomiast prace nad krioprezerwacja stozkow wzrostu pochodza-
cych z zagbkoéw czosnku lub z kultur in vitro. Baeck i in. (2003) testowali jeden
genotyp metoda witryfikacji (roztwér PVS3) izolujac eksplantaty z zabkow
czosnku i otrzymali regeneracje¢ na poziomie 82%, natomiast VVolk i in. (2006)
stosujgc roztwor PVS2 osiggneli 35% regeneracje. W przypadku eksplanta-
tow pochodzacych z kultur in vitro Keller (2005) otrzymat najwyzsza wartos$¢
regeneracji 70% (metoda witryfikacji, roztwér PVS3), natomiast Kim 1 in.
(2004) — 57% (metoda witryfikacji, roztwor PVS2).

Metoda witryfikacji jest bardzo dobrze poznang i powszechnie stoso-
wang technika krioprezerwacji. W opracowaniu pod redakcja Reed (2008)
mozna znalez¢ publikacje dotyczace witryfikacji 75 gatunkow roslin, ktorych
regeneracja wynosi od 0 do 100%, np. Allium sativum L. — regeneracja 0—
100% (Makowska i in. 1999), Beta vulgaris — regeneracja 60-100% (Van-
denbussche i in. 2000), Dianthus caryophyllus — regeneracja 100% (Langis
iin. 1990), a w przypadku Oryza sativa — regeneracja zaledwie 1% (Wata-
nabe, Steponkus 1995).

Zastosowany w badaniach protokot witryfikacji zostat opracowany
W oparciu o obszerng monografi¢ pod redakcja Barbary Reed (2008) oraz
0 doswiadczenie realizatorow projektu EURALLIVEG finansowanego z fun-
duszy Unii Europejskiej (lata realizacji 2017-2011), ktérego wymiernym re-
zultatem bylo m.in. powotanie w 2011 roku Migdzynarodowego Kriobanku
Genow. Dzialania podjete w ramach projektu sa kontynuowane w Programie
Wieloletnim, zadanie 1.3, nadzorowanym przez Ministerstwo Rolnictwa
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I Rozwoju Wsi pt. Gromadzenie, zachowanie w kolekcjach ex situ, kriokon-
serwacja oraz charakterystyka, ocena, dokumentacja i udostepnianie zasobow
genowych i informacji w zakresie ro§lin warzywnych, sadowniczych, ozdob-
nych 1 miododajnych oraz spokrewnionych dzikich gatunkéw. Dotychczas
zgromadzono w ciektym azocie 168 obiektow czosnku, z czego 82 obiekty
pochodzg z kolekcji polskiej, 51 — z czeskiej i 34 obiekty z kolekcji niemiec-
kiej. Zastosowana technika krioprezerwacji umozliwia sukcesywne powigk-
szanie zdeponowanej w Instytucie Ogrodnictwa w Skierniewicach kriokolek-
cji czosnku pospolitego oraz pozwala na szybkie odtworzenie kolekcji polo-
wej, jesli zajdzie taka potrzeba. Nalezy rowniez zwroci¢ uwage na fakt, ze
wszystkie obiekty czosnku poddane kriokonserwacji spetniaty standardy
ustalone dla pierwszego w Europie Migdzynarodowego Kriobanku Genow
rodzaju Allium. Standardy te dotycza liczby i sposobu przechowywania stoz-
kéw wzrostu czosnku pospolitego w cieklym azocie. Kazdy z obiektow z ko-
lekcji banku genéw wykazat regeneracje powyzej 30%, co oznacza, ze 100
eksplantatow czosnku powinno by¢ przechowywanych w ciektym azocie.
W sytuacji, gdy regeneracja eksplantatow wynosi 10-30%, nalezy umiescié
w ciektym azocie 200 eksplantatow, natomiast gdy regeneracja jest nizsza od
10%, wowczas taki obiekt nie moze by¢ dtugoterminowo przechowywany.

WNIOSKI

1. Zdolnos¢ przetrwania stresu ultraniskiej temperatury i regeneracja eks-
plantatéw czosnku zalezy od genotypu.

2. Regeneracja wszystkich prezentowanych w pracy obiektéw poddanych
procedurze krioprezerwacji wynosita powyzej 30%. Kazdy obiekt spetnia
standardy opracowane dla kriobanku genéw.

3. Do dlugoterminowego zabezpieczenia wyzej wymienionych obiektow
w ciektym azocie wystarczy sto eksplantatow czosnku.
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