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Conservation of endangred plants of Polish flora
in ultra-low temperature seed bank
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WSTEP

Utrzymujace si¢ negatywne zmiany Srodowi-
ska naturalnego powoduja wzrost znaczenia
ochrony ex-situ réznorodnosci szaty rolinnej
Polski. Banki nasion zlokalizowane migdzy in-
nymi w ogrodach botanicznych mogg by¢ istot-
nym i waznym elementem dziatari prowadzonych
w tym Kierunku. Przechowywanie nasion w ul-
traniskich temperaturach pozwala na znaczne
wydtuzenie okresu ich zywotnosci i praktycznie
eliminuje koniecznos$¢ czestego reprodukowania.
Zwigksza to istotnie mozliwoSci zachowania
gatunkéw zagrozonych. Duze zr6znicowanie
migdzy gatunkami pod wzgledem ich budowy,
fizjologii i sktadu chemicznego nasion zmusza do
indywidualnych badaii nad okre$leniem optymal-
nych warunké6w zamrazania kazdego z nich. Do-
tychczasowe wyniki uzyskane w Ogrodzie Bo-
tanicznym PAN, potwierdzily zasadno$¢ uzycia
metod glebokiego zamrazania do przechowy-
wania nasion ro§lin zagrozonych.

Skuteczne rozwigzywanie probleméw zwigza-
nych z ochrong przyrody, wymaga przyjecia od-
powiedniej strategii adekwatnej do aktualnych
potrzeb i uwzgledniajacej przewidywalne kie-
runki zmian w przysztosci. Jednym z gtéwnych
kierunkéw i zadan ochrony przyrody jest ochrona
naturalnej réznorodnosci roslinnych zasobéw ge-
nowych, jako podstawy bytu ludzkosci (Swiato-
wa Strategia Ochrony Przyrody 1985).

Dokument koiicowy konferencji Narodéw
Zjednoczonych “Srodowisko i Rozw6j” wymie-

nia migdzy innymi nastgpujace dziatania narzecz
ochrony réznorodnosci biologicznej:

- ochrong zasobow genowych istniejacych
w populacjach wszystkich gatunkow

- zapobieganie wyginigciu gatunkéw

- ochrona ekosystemoéw réznych stref klimaty-
cznych, isniejacych naturalnie lub stworzonych
przez cztowieka w toku jego dziatalnosci gospo-
darczej.

W opracowaniu “Strategia ekorozwoju Pol-
ski” stwierdzono, iz dotychczasowe wysitki skie-
rowane gtéwnie na ochrong konserwatorskg in-
dywidualnych gatunkéw musza by¢ rozbudowa-
ne o ochrong catych ekosystemow oraz dziatania
polegajace na ochronie roslinnych zasobéw ge-
nowych (ex-situ), poza Srodowiskiem natural-
nym (Nowicki 1993). Istotng rolg mogg odegraé
w tym ogrody botaniczne (Andrzejewski i Hara-
bin 1993), a zasadniczym elementem dziatan
w tej dziedzinie moga by¢ tworzone w ogrodach
botanicznych banki genéw.

AKTUALNY STAN ZAGROZENIA
FLORY POLSKIE]

W chwili obecnej na liscie catkowicie prawem
chronionych znajduje si¢ okofo 200 gatunkéw
ro§lin, gtéwnie naczyniowych. Czesciowo chro-
nionych jest 28 gatunkéw. Wiele gatunkéw z tej
listy zasiedla rezerwaty lub inne obszary chro-
nione co powoduje, Ze nie grozi im w najblizszym
czasie niebezpieczeiistwo wyginigcia, powodo-
wane dotad ich zrywaniem oraz zmianami w §ro-
dowisku naturalnym. Zagrozonych wyginieciem
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jest natomiast wiele gatunkéw nie objetych
ochrong prawna a poddawanych silnej antropo-
presji. Obecny stan zagrozenia szaty rolinnej
Polski przedstawiaja migdzy innymi takie opra-
cowania jak “Lista roslin zagrozonych w Polsce”
(Zarzyckiiin. 1992), “Ochrona gatunkowa roslin
w Polsce - stan, funkcjonowanie, potrzeby”
(Pigko§-Mirkowa 1990). W kazdej grupie roslin
przedstawionej w wyzej wymienionych publika-
cjach zagrozonych jest kilkanascie do kilkudzie-
sieciu procent gatunkow. Postepujaca degradacja
srodowiska, co podkreslaja autorzy, zwigksza
niebezpieczeistwo wyginigcia w najblizszym
czasie kolejnych gatunkéow. Wydaje sie, iz
v/ chwili obecnej ochrona in-situ wiekszosci ga-
tunkow zagrozonych wyginigciem nie jest mozli-
wa ze wzgledéw finansowych czy organizacyj-
nych, aczkolwiek nie nalezy rezygnowad ze
wszystkich dostepnych srodkéw aby chronié §ro-
dowisko w catej jego zlozonosci i réznorodnosci.
Rozwiazaniem, ktére moze by¢é w znacznym
stopniu pomocne jest utworzenie bankow genow
rodlin ginacych i zagrozonych.

BANKI NASION JAKO ELEMENT
SYSTEMU ZACHOWANIA
ROSLINNYCH ZASOBOW

GENOWYCH

Zadaniem tworzonych bankéw genéw jest gro-
madzone i ochrona roslinnych zasobéw geno-
wych badZ to w formie kolekcji zywych roslin co
Jjest najstarsza forma dziatalnosci, badZ w formie
bankow nasion lub bank6éw tkanek z wykorzysta-
niem technik in-vitro.

Ochrona ex-situ gatunkéw ginacych 1 za-
grozonych jest w wielu wypadkach palaca ko-
niecznoscia, wobec rosnacego szybko stopnia za-
grozenia poszczegolnych gatunkéw i ograniczo-
nymi mozliwosciami ochrony i odbudowy §rodo-
wisk naturalnych. Gromadzenie i ochrona zaso-
béw genowych w postaci zywych kolekeji jest
przedsiewzigciem bardzo kosztownym i wyma-
gajacym duzych nakfadéw pracy. Zgromadzenie
w banku nasion i utrzymanie w stanie wysokie]
zywotnosci probek nasion jest w §wietle dotych-
czasowych doswiadczen zaréwno z punktu wi-
dzenia kosztéw jak i mozliwosci logistycznych
rozwigzaniem optymalnym.

Wyniki dotychczasowych badan nad mozli-
wosciami i optymalnymi sposobami przechowy-
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Ryce. 1. do

kontrolowanego
zamrozania nasion (fot. W. Potkariska)

Fig. 1. Equipment for controlled seed freezing
(phot. W. Potkanska)

Aparatura

wania nasion wykazaly istotny wplyw trzech
czynnikow na dlugowiecznos$¢ nasion. Szybkos¢
zmian Zywotnosci nasion w czasie przechowy-
wania w decydujacym stopniu reguluja: wilgot-
nos¢ mnasion, temperatura przechowywania
1 skfad otoczenia gazowego nasion (Harrington
1973; Roberts 1972). Na podstawie oméwionych
badan opracowano zalecenia dotyczace warun-
kow technicznych przechowywania roslinnych
zasobéw genowych w postaci prébek nasion
(IBPGR 1984).

Z punktu widzenia mozliwosci diugoletniego
przechowywania nasiona podzielono na dwie
grupy. Do pierwszej grupy nazwanej przez Ko-
bertsa “orthodox” naleza nasiona nie wvkazujjce
istotnego obnizenia Zywotnosci po wysuszeniu
od stanu powietrznie suchych do wilgotnosci
okoto 3%. Nasiona drugiej grupy zwane;j “recal-
citrans” nie moga by¢ suszone ponizej pewne]
relatywnie wysokiej wilgotno$ci zwykle powyzej
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Ryc.2.
ciektym azocie (fot. W. Potkariska)

Fig. 2. Seed samples stored in liquid nitrogen
(phot. W. Potkanska)

Prébki nasion przechowywane w

18% (Roberts 1973), a tym samym przechowy-
wiane przez czas dtuzszy.

Do grupy orthodox nalezy zaliczy¢ znaczng
cz¢S¢ nasion roSlin strefy umiarkowanej. Na-
lezy do niej wigkszo$¢ nasion roslin uprawnych.
Brak jest natomiast doktadnych informacji o cha-
rakterystyce nasion rolin dzikorosnacych.

Dtugoletnie przechowywanie nasion typu or-
thodox wedtug przyjetych standardéw powinno
byé prowadzone w temperaturze okoto -20°C
przy wilgotno$ci nasion rzedu 6-8%. Jednakze ta-
kie warunki przechowywania nie zahamowuja
calkowicie proceséw starzenia si¢ nasion. Powol-
ny spadek zywotnosci nasion prowadzi w rezul-
tacie do konieczno$ci regeneracji zgromadzo-
nych prébek. Nadmierny spadek zywotnosci
moégtby spowodowa¢ bowiem niekorzystne
zmiany genetyczne prowadzace do naruszenia
stabilno$ci genetycznej przechowywanych popu-
lacji, co z kolei moze prowadzi¢ do uszczuplenia
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zgromadzonej puli genowej (Ross 1981, Roberts
1672, 1975). Reprodukcja zgromadzonych ko-
lekcji nasion jest procesem kosztownym, wyma-
ga znacznych naktadéw pracy, a jednoczesnie
wzrasta ryzyko przypadkowych  btedow
mogacych naruszy¢ czystos¢ genetyczng repro-
dukowanych populacji. W przypadku roslin
ginacych i zagrozonych reprodukcja powoduje
konieczno$¢ bezpowrotnego zuzycia w wiek-
szoSci wypadkéw trudnych do pozyskania na-
sion. Jednoczesnie przy ograniczonej wiedzy na
temat fizjologii tych gatunkow reprodukcja ex-si-
tu moze by¢ bardzo trudna.

Wydaje sig, iz szczegbinie w przypadku takich
unikalnych i szczegdinie cennych materiatéw
maksymalne wydiuzenie czasu przechowywania
istotnie zwigkszyloby mozliwosci zachowania
ich zasobéw genowych w warunkach ex-situ.
Zmniejszyloby to w istotny sposob skalg ich za-
grozenia. Mozliwosci takie stwarza przechowy-
wanie nasion w ultraniskich temperaturach.

PODSTAWOWE PROCESY
ZACHODZACE W CZASIE
GLEBOKIEGO ZAMRAZANIA NASION

Stosowanie ultraniskich temperatur w medy-
cynie i réznorodnych badaniach z zakresu biolo-
gii roslin 1 zwierzat rozpoczgto na szeroka skalg
kilkadziesiat lat temu (Meryman 1966). Prowa-
dzone w tym czasie badania pozwolily okresli¢
przebieg procesow fizykochemicznych jak i bio-
chemicznych majacych miejsce w czasie za-
mrazania materiatu biologicznego.

Gtéwnym czynnikiem majacym decydujacy
wplyw na przebieg i rezultat zamrazania zywych
organizméw jest zawarta w nich woda (Meryman
1966). Zasadniczym procesem zachodzacym
w czasie zamrazania jest krystalizacja wody.
Tworzenie si¢ i wzrost krysztatéw lodu moze by¢
przyczyna uszkodzeil mechanicznych jakim ule-
gaja komorki i tkanki. Jednakze, zamarzanie wo-
dy powodowaé¢ moze réwniez uszkodzenia ma-
terialu biologicznego w wyniku postgpujacego
odwodnienia cytoplazmy. Wzrost stezenia elek-
trolitéw komérkowych, przy przekroczeniu o-
kreslonych granic, powodowaé moze uszkodze-
nia lub nawet $mier¢ komérki. Postepujaca dehy-
dratacja zawarto$ci komérek moze prowadzi¢
takze do zmian stopnia uwodnienia takich mak-
roczgsteczek jak biatka czy kompleksy biatkowo-
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lipidowe blon komérkowych. Naruszenie
ochronnej i stabilizujacej warstwy czasteczek
wody, powoduje czasami nieodwracalne zmiany
strukturalne i funkcjonalne makroczasteczek
(Meryman 1966; Meryman i Williams 1985).

W chwili obecnej nie istnieje teoria wy-
jasniajaca przebieg i mozliwe skutki zamrazania
irozmrazania materialéw biologicznych. Wydaje
sig, ze procesy te przebiegaja kilkoma drogami
a stopienl ztozonosci organizméw zywych w isto-
tny sposéb komplikuje mozliwosci przewidywa-
nia.

Przebieg i zakres mozliwych zmian w czasie
zamrazania i rozmrazania probek zaleza w znacz-
nym stopniu od parametréw procesu zmian tem-
peratury. Zawarto$¢ wody i temperatura poczat-
kowa prébek, szybko$¢ zamrazania i roz-
mrazania maja wptyw na zywotnosc i przezywal-
nos$¢ prébek biologicznych.

Dos$wiadczenia prowadzone przy uzyciu na-
sion wykazaty, iz nasiona typu orthodox mogg
by¢ zamrazane do temperatury cieklego azotu bez
istotnego ryzyka obnizenia ich zywotnosci. Na-
siona te przy zawarto$ci wody ponizej 15% ($m),
mogg by¢ zamrazane do temperatury cieklego
azotu w szerokim zakresie szybkosci schtadzania
(Sakai i Noshiro 1975; Stanwood 1981, 1985).
Uzyskane rezultaty wykazaty mozliwosé zasto-
sowania technik ultrazamrazania do dtugotermi-
nowego przechowywania nasion. Zastosowanie
tak niskich tcmperalur, w przypadku ciekiego
azotu (- 196° C), pozwoli w zatozeniach teorety-
cznych przedtuzy¢ czas przechowywania nasion
do kilkuset lat bez koniecznosci reprodukcji. Do-
tychczasowe rezultaty uzyskane dla nasion ro§lin
uprawnych zdaja si¢ potwierdzaé wczesniejsze
zatozenia (Stanwood 1985).

BANK GENOW W ULTRANISKICH
TEMPERATURACH ROSLIN
GINACYCH I ZAGROZONYCH

Gromadzenie i ochrona ex-situ ro§linnych za-
sobéw genowych jest jednym ze statutowych ce-
16w ogrodéw botanicznych, realizowanym
poprzez utrzymanie w kolekcjach zywych roslin
lub gromadzenie i przechowywanie prébek na-
sion w bankach genéw. W przypadku roslin
gingcych i zagrozonych, daje to realne szanse
uratowania gatunkéw szczegdlnie zagrozonych
od catkowitego wyginigcia. Zastosowanie meto-
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dy przechowywania nasion w ultraniskich tem-
peraturach (w ciektym azocie) pozwoli przecho-
wywac nasiona w ciagu dzisigtkéw lub setek lat
bez utraty ich zywotnosci. Tak zachowane prébki
nasion moga by¢ podstawa do reintrodukcji da-
nego gatunku po ustaniu lub minimalizacji przy-
czyn zagrozenia. Zastosowanie metod przecho-
wywania w cieklym azocie w odniesieniu do na-
sion rolin zagrozonych posiada t¢ istotng zaletg,
iz wydtuzajac wielokrotnie czas przechowywa-
nia w stosunku do innych metod minimalizuje
straty nasion koniecznych do reprodukcji popu-
lacji. Koszty utrzymania probek w ciektym azo-
cie s poréwnywalne z kosztami utrzymania pro-
bek nasion przy wykorzystaniu mechanicznych
urzgdzen chtodniczych. Istotnie mniejsze jest na-
tomiast ryzyko utraty prébek w wyniku proble-
mow technicznych takich jak wytaczenia energii
lub powazne uszkodzenia instalacji chtodni-
czych.

Teoretyczne przestanki przemawiaja zdecydo-
wanie za wykorzystaniem metod krio-przecho-
walnictwa dla gromadzenia i ochrony zasobow
genowych roslin ginacych i zagrozonych. Aby
jednak bank genéw powstat i mégt by¢ utrzyma-
ny konieczne jest prowadzenie szeregu prac eks-
perymentalnych.

Nasiona gatunkéw gingcych i zagrozonych
przedstawiaja znaczne zroznicowanie w zakresie
fizjologii i morfologii, dodatkowo za$ zaséb in-
formacji w tej dziedzinie nie jest zbyt obszerny.
Ze wzgledu na to, iz nie sg to nasiona roslin
uprawnych, bardzo szczupta i fragmentaryczna
jest wiedza o fizjologii ich kietkowania, oraz
o mozliwosci przechowywania przy obnizonej
wilgotno$ci nasion.

Powoduje to konieczno$¢ prowadzenia wstep-
nych badan w stosunku do kazdego gatunku jaki
ma by¢ przechowywany. Zasadniczym celem
tych eksperymentéw jest okreslenie optymalnych
warunkow zamrazania nasion. Parametry za-
mrazania nasion moga wptywac na ich zywot-
nos¢, zardwno po zamrozeniu jak i w czasie prze-
chowywania. Decydujace znaczenie ma tu
poczatkowa wilgotno$¢ nasion oraz szybkosé
spadku temperatury w czasie schtadzania.

Zywotnosci nasion najczesciej oceniana jest
przy pomocy laboratoryjnego testu kietkowania.
W przypadku nasion roslin uprawnych, znanych
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jest réwniez i wykorzystywanych, przynajmnie;j
w ograniczonym zakresie, szereg innych testéw
{Grzesiuk i Kulka 1981). W odniesieniu do roslin
dziko rosnacych, przy szczuplosci wiedzy o ich
fizjologii i biochemii, zdolno$¢ kietkowania wy-
daje sig by¢ najbardziej wiarygodnym testem oce-
ny ich zywotnosci. W zwiazku z bardzo ograni-
czong ilodcig danych literaturowych dotyczacych
gatunkéw dziko rosnacych, przed rozpoczeciem
badan dotyczacych warunkéw zamrazania, na-
lezy eksperymentalnie okre§li¢ optymalne wa-
runki testu kietkowania nasion, indywidualnie dla
kazdego gatunku.

WYNIKI DOTYCHCZASOWYCH
BADAN

W prowadzonych od 1991 roku do$wiadcze-
niach przebadano préby nasion 53 gatunkéw za-
grozonych roslin naczyniowych flory polskiej.
List¢ gatunkéw przygotowano w oparciu o dane
zawarte w nastgpujacych publikacjach: “Lista
roslin zagrozonych w Polsce”, “Polska czerwona
ksigga roslin”. Poczatkowo jako materiat do eks-
perymentéw wykorzystywano nasiona pozyska-
ne z kolekcji roslin chronionych i zagrozonych
Ogrodu Botanicznego PAN w Warszawie.
W chwili obecnej we wspdtpracy z dr Piekos-
Mirkowa dyrektorem Gérskiego Ogrodu Bota-
nicznego w Zakopanem analizowane s probki
nasion tam zebrane. Znaczna cze$¢ ro§lin za-
grozonych rosnacych na terenie Tatrzaiskiego
Parku Narodowego i okolic to gatunki endemicz-
ne szczegblnie zagrozone wyginigciem.

Prace eksperymentalne obejmuja badania nad
optymalnymi warunkami laboratoryjnego testu
kiefkowania oraz wptywu warunkéw zamrazania
na Zywotno$¢ nasion.

W przypadku wielu gatunkéw badanych na-
sion wystepuje zjawisko spoczynku warunkowa-
ne roznorodnymi czynnikami. W do$wiadcze-
niach dotyczacych optymalizacji warunkéw
kietkowania nasion stosowane sg metody fizycz-
ne jak i biochemiczne w celu przerwania spo-
czynku nasion. Nasiona poddawane sg stratyfika-
cji, skaryfikacji, do podfoza dodawane sg fitohor-
mony (GA3), kietkowanie prowadzone jest
w zmiennych warunkach temperatury i o§wietle-
nia.

Podstawowym parametrem rdéznicowanym
w trakcie zamrazania nasion jest szybko$¢ spad-
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ku temperatury w czasie schtadzania prébek. Za-
mrozone z rézng szybkoscia do temperatury
ciektego azotu nasiona po rozmrozeniu kietko-
wane sa zgodnie z warunkami ustalonymi
wczesniej.

W chwili obecnej dane dotyczace testu kietko-
wania ustalono dla 39 gatunkéw, za$§ w stosunku
do 28 z nich znany jest réwniez optymalny rezim
zamrazania i rozmrazania. W roku 1993 roz-
poczgto przechowywanie w ciektym azocie pier-
wszych probek 14 gatunkéw nasion. Poniewaz
zgromadzono do przechowywania wystarczajaco
liczne prébki mozliwe bedzie zbieranie danych
eksperymentalnych dotyczacych zywotnosci na-
sion w czasie przechowywania.

Przechowywanie nasion w ciektym azocie nie
wymaga specjalnych technologii ani zaawanso-
wanego wyposazenia technicznego. Nasiona
w wigkszosci wypadkéw, bez widomych oznak
spadku Zywotnosci znosza zamrazanie do tempe-
ratury ciektego azotu i p6Zniejsze rozmrazanie do
temperatury pokojowej. Potwierdza to przyjete
na poczatku eksperymentéw zatozenia dotyczace
metodyki zamrazania i utrzymania banku nasion.
Wskazuje takze na wysoka przydatno$¢ krio-
przechowywania dla zachowania zasobéw geno-
wych roélin zagrozonych.

Zasadniczym czynnikiem limitujacym tempo
badan jest mozliwo§¢ pozyskania dostatecznej
ilosci nasion. Ilosci umozliwiajacej przeprowa-
dzenie testéw zdolnosci kietkowania i reakcji na
zamrazanie oraz umieszczenie préby do przecho-
wywania. W miar¢ gromadzenia wystarczajacej
ilosci nasion prébki kolejnych gatunkéw umie-
szczone bgdg w ciektym azocie.

SUMMARY

Negative changes of natural environment cau-
se increase importance of ex-situ plant protection.
Seed banks might be a significant and important
way of protection activities realized in botanical
gardens. Cryostorage sufficiently prolonged time
of storage in comparison to other method. It ma-
kes possible to preserve seed of threatened plants
without reproduction. A great interspecies varia-
bility of seed morphology, physiology and che-
mical constituence make neccesary to evaluate
freezing regimes individually for every species.
Present results obtained in the Botanical Garden
of the Polish Academy of Sciences, support a pre-
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liminary hypothesis about high suitability of cry-
opreservation for protection of endangered
plants.
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