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Actions A.1 and C.5
Improvement of the conservation at low and

cryogenic temperatures of selected tissues and
organs → constitution of a seed bank and a cryobank
for seeds, pollen, isolated embryos and embryogenic
callus lines.

Maurizio Lambardi, Carla Benelli

CNR, IBE-Institute of BioEconomy, Sesto Fiorentino (Firenze)
Maurizio Lambardi, Carla Benelli, Tolga Izgu, Waed Tarraf

Università degli Studi di Palermo
Maria Antonietta Germanà, Rosario Schicchi,
Jouini Nourhen

Ente Parco delle Madonie 
Peppuccio Bonomo

LIFE4FIR. Incontro tecnico finale. Polizzi Generosa (PA), 13.11.2024



LIFE18 NAT/IT/000164 ‘LIFE4FIR’ 

Progress meeting, Petralia Sottana, 26 May 2021

C5 – Constitution of a seed bank and a cryobank for the long-term conservation 
of seeds, pollen, isolated embryos and embryogenic callus lines of A. nebrodensis 

Constitution of the structures for the seed bank and the cryobank 
(i.e., designation of the rooms / spaces dedicated to aforesaid 
banks, assurances of the continuous energy and liquid nitrogen 
supply)   →  SEED BANK & CRYOBANK operative

21/7/2023

Inaugurazione della 
Banca del Seme e 
della Criobanca del 

MAN
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Full seed Empty seed

SEED COLLECTIONS

2020

Max: 54% (tree n°7)
Min:   0% (tree n°19)

Average (-tree n°19): 31,7%

2021: no seed production

2022

Max: 37% (tree n°10)
Min:   0% (tree n°19)
Average (-tree n°19): 18,5%

2023: no seed production

SEED BANK → Conservation of mature seeds                                                  

Aim: conservation of seeds

at -18°C (100 g per tree) 

Tree

n°

Full seeds (%) 

2020

Full seeds (%) 

2022

6 13 11

7 54 18

8 37 18

10 36 37

12 25 12

13 15 14

17 43 16

19 0 0

21 44 32

22 31 20

23 28 31

25 0 2

27 19 11

Checking of the seeds on 

X-Ray Film Viewer Screen

LIFE4FIR. Incontro tecnico finale. Polizzi Generosa (PA), 13.11.2024
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Checking of the seeds on X-

Ray Film Viewer Screen

Validation: opening a sample of seeds under the stereoscope

Empty seeds and full seeds

fs

endosperm

embryo

Incontro tecnico LIFE4FIR. Municipio di Polizzi Generosa (PA), 17.5.2023

SEED BANK → Conservation of mature seeds                                                  
Aim: conservation of seeds

at -18°C (100 g per tree) 
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Albero 

n°

2020 2022

n° semi 

conservati

Quantità 

(gr)

n° semi 

conservati

Quantità 

(gr)

6 334 19.5 134 8.2

7 458 20.6 - -

8 784 36.2 181 13.0

10 1000 50.0 193 13.8

12 531 28.2 118 7.1

13 344 17.0 471 22.0

17 42 3.3 - -

21 686 44.8 323 18.7

22 598 25.4 285 11.1

23 - - 99 4.5

25 - - 3 0.2

27 200 9.2 156 8.1

La Banca del Seme 

(SEED BANK) del 

MAN                                               

Incontro tecnico LIFE4FIR. Petralia Sottana (PA), 29.11.2023
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1. Final Protocol for A. nebrodensis conservation in seed bank (-18°C) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

                    

         

                      

                                    

                                      

              

                       

         

               

                    

In cold chamber  

                             

                                 

Extraction and cleaning of seeds  

         

                                        

                                        

             

           

A.1  project deliverable

Protocol for
A. nebrodensis seed 

conservation in seed-bank 
(-18°C)
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Pollen collection

Pollen sieving

CRYOBANK → Cryopreservation of pollen

A. nebrodensis pollen under:
stereomicroscope (A)
optical microscope (B)

 Environmental Scanning Electron Microscope 
(ESEM; C)

(A)                                    (B)                                   (C)

Collection 2022

Incontro tecnico LIFE4FIR. Petralia Sottana (PA), 29.11.2023LIFE4FIR. Incontro tecnico finale. Polizzi Generosa (PA), 13.11.2024
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Liquid nitrogen (-196°C)

Moisture content evaluation

Pollen in cryovials

Pollen in cryobox

Incontro tecnico LIFE4FIR. Petralia Sottana (PA), 29.11.2023LIFE4FIR. Incontro tecnico finale. Polizzi Generosa (PA), 13.11.2024
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Viability and Germinability percentage of pollen grains

Plant 

N°
MC % Viable Germinable

1 7.48 78,83 84,72

2 7.84 9,17 8,15

6 11.29 90,00 88,89

7 9.17 88,89 90,00

8 10.19 98,89 91,11

9 9.52 79,17 87,78

10 8.91 82,50 98,61

11 9.84 90,56 93,89

12 8.65 46,67 92,22

13 9.35 86,67 89,44

14 8.40 67,22 99,44

15 10.32 63,61 99,72

16 8.74 90,28 90,83

17 9.62 93,61 85,83

18 7.76 96,39 86,58

19 6.86 26,89 23,89

21 6.78 11,46 22,08

22 10.89 33,06 91,67

23 10.06 98,89 98,06

24 8.74 94,44 98,89

27 10.54 73,08 90,83

29 9.40 11,12 8,69

Il polline di 23 alberi, 
raccolto negli anni 2020 e 
2023, è stato mantenuto 
a -18°C presso 
l’Università di Palermo.

Trasferito nella criobanca
del museo MAN il 
20 luglio 2023.

Incontro tecnico LIFE4FIR. Petralia Sottana (PA), 29.11.2023LIFE4FIR. Incontro tecnico finale. Polizzi Generosa (PA), 13.11.2024
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Protocol for
A. nebrodensis pollen 

conservation in cryobank 
(-196°C)

A.1  project deliverable
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Recovery 
cryopreserved

embryos

Cryovial with 
embryos in PVS2 

solution

Liquid nitrogen (-196°C)

Excision of zygotic embryos from full seeds
selected at X-Ray

CRYOBANK → Cryopreservation of excised zygotic embryos

Sterilized seeds

Thawing in water bath
for 1 min at 40°C

Incontro tecnico LIFE4FIR. Petralia Sottana (PA), 29.11.2023LIFE4FIR. Incontro tecnico finale. Polizzi Generosa (PA), 13.11.2024
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Protocol for
A. nebrodensis zygotic 
embryos conservation 
in cryobank (-196°C)

A.1  project deliverable

Incontro tecnico LIFE4FIR. Petralia Sottana (PA), 29.11.2023LIFE4FIR. Incontro tecnico finale. Polizzi Generosa (PA), 13.11.2024
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Excised mature zygotic embryos

Mature embryos on gelled
medium for embryogenic callus

induction

X-Ray analysis to select full
seeds

Seed ready to be 
opened for embryo

extraction

CRYOBANK → Embryogenic callus lines from mature embryos

Mature cone and seeds
(collection, late
September)

Full seed Empty seed

Incontro tecnico LIFE4FIR. Petralia Sottana (PA), 29.11.2023LIFE4FIR. Incontro tecnico finale. Polizzi Generosa (PA), 13.11.2024
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CRYOBANK → Cryopreservation by encapsulation-dehydration of EC samples

Synthetic seeds

Le linee 
embriogeniche di 8 
alberi sono state 
prima trasferite dall’ 
Università di 
Palermo al CNR-IBE 
per la preparazione 
di semi sintetici.

I semi sintetici delle 
8 linee sono stati 
trasferiti nella 
criobanca del museo 
MAN il 20 luglio 
2023.

Incontro tecnico LIFE4FIR. Petralia Sottana (PA), 29.11.2023LIFE4FIR. Incontro tecnico finale. Polizzi Generosa (PA), 13.11.2024
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Cronologia della costituzione della criobanca
presso il MAN e aspetti tecnici di gestione

28 giugno 2023

Incontro tecnico LIFE4FIR. Petralia Sottana (PA), 29.11.2023LIFE4FIR. Incontro tecnico finale. Polizzi Generosa (PA), 13.11.2024
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20 luglio 2023: Ricarica e implementazione della criobanca

3 settimane: 1 tacca 
(circa 15 lt di AL 

consumati)

Incontro tecnico LIFE4FIR. Petralia Sottana (PA), 29.11.2023LIFE4FIR. Incontro tecnico finale. Polizzi Generosa (PA), 13.11.2024
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21 luglio 2023: Inaugurazione ufficiale della

Banca del Seme e della Criobanca del MAN

Incontro tecnico LIFE4FIR. Petralia Sottana (PA), 29.11.2023LIFE4FIR. Incontro tecnico finale. Polizzi Generosa (PA), 13.11.2024
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Polline in Criobanca a Polizzi Generosa 

Albero N° N° criovials Anno 2020 N° criovials Anno 2022

1 1 5

2 1 2

 1 10

7 1 2

 1 14

9 1 20

10 1 7

11 1 10

12 1 10

13 1 14

14 1 12

15 1 15

1 1 3

17 1  

1 4

19 1 3

21 1 1

22 1 1 

23 1 2

24 1 5

25 1 0

27 1 9

29 1

Embrioni zigotici in Criobanca a Polizzi Generosa 

Albero N° N° Criovials Anno 2020  N° totale embrioni 

      

      

10   9 

13     

21   9 

22   9 

27     

* 5 embrioni in  criovial 

Callo embriogenico  in Criobanca a Polizzi Generosa 

Albero N° N° criovials 2020 maturi N° totale Capsule  

7     

     

10     

11 X X

15 X X

1 X X

21     

22     

4 capsule / criovial; X =da aggiungere 

Incontro tecnico LIFE4FIR. Petralia Sottana (PA), 29.11.2023LIFE4FIR. Incontro tecnico finale. Polizzi Generosa (PA), 13.11.2024
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18 ottobre 2023: Prima ricarica di azoto liquido

20 luglio 2023 12 ottobre 2023

83 giorni = c.a 12 settimane: 

consumo di circa 60 litri di AL

1 ricarica di 60 lt ogni c.a 3 mesi

Costo a ricarica: € 450 (300 trasposto+ € 2,5/lt) ogni 3 mesi c.a

Costo annuo: € 1.800 c.a

Le 11 forniture LIFE4FIR termineranno a luglio 2025  

Ringraziamento speciale 
a Lorenzo Sausa

LIFE4FIR. Incontro tecnico finale. Polizzi Generosa (PA), 13.11.2024
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→ Delivered

Incontro tecnico LIFE4FIR. Petralia Sottana (PA), 29.11.2023

→ Delivered

→ Delivered

→ Delivered

→ Delivered

→ Delivered

→ Delivered

→ Delivered
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E-manual

LIFE4FIR. Incontro tecnico finale. Polizzi Generosa (PA), 13.11.2024



LIFE18 NAT/IT/000164 ‘LIFE4FIR’ 

Progress meeting, Petralia Sottana, 26 May 2021

Tarraf W., Izgu T., Benelli C., Lambardi M., Germanà M.A., Jouini N. (2021).

Biotechnology for the conservation of critically endangered plant species: the

example of Abies nebrodensis, a relict conifer of Sicily. In 10th International

Molecular Biology and Biotechnology Congress (MolBiotech 2021). p. 40.

Turkey, 4-8 October 2021.

Incontro tecnico LIFE4FIR. Municipio di Polizzi Generosa (PA), 17.5.2023

Tarraf W., Izgu T., Benelli C., Lambardi M., Germanà M.A., Jouini N. (2021). Studi

preliminari per lo sviluppo di procedure idonee alla conservazione a lungo

termine di Abies nebrodensis. In XIII Convegno Nazionale sulla Biodiversità

“A           Ambiente e       ”. p. 241. Foggia-Italia, 7, 8 e 9 settembre 2021.

Tarraf W., Izgu T., Jouini N. (2022). Strategies for the 

conservation by biotechnological approaches of Abies 

nebrodensis, a relict conifer of Sicily. Acta Hort. 6 luglio 2023

LIFE4FIR. Incontro tecnico finale. Polizzi Generosa (PA), 13.11.2024
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After Life4Fir……….
➢ Proseguire nella collaborazione con il Parco delle Madonie, 

l’Università di Palermo e il Municipio di Polizzi Generosa nel 
comune intento di completare negli anni l’implementazione 
della Banca del Seme e della Criobanca con semi es espianti 
dell’Abete delle Madonie

➢ Offrire un servizio di conservazione in Banca del Seme e in 
Criobanca per utenti interessati alla salvaguardia di altre 
conifere sottoposte ad erosione genetica

➢ Mettere l’esperienza maturata con il Life4Fir nella 
conservazione ex situ dell’Abete delle Madonie a 
disposizione per la creazione di strutture analoghe a quella 
realizzata nel MAN

LIFE4FIR. Incontro tecnico finale. Polizzi Generosa (PA), 13.11.2024
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