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Cryopreservation as a method to facilitate preservation of life capacity
of plant cells and tissues

Summary

This paper presents a review of fundamental aspects of plant cryopreserva-
tion. Liquid nitrogen has several advantages over storage of vegetatively propa-
gated material under normal low-temperature in vitro culture and could also
help in preserving genetic biodiversity. Development of efficient cryopreserva-
tion protocols based on the induction of tolerance to freezing and/or desicca-
tion is also discussed. Cold and/or preculture acclimatization leads to ultra-
structural, physiological and molecular changes in cells and they are important for
improving viability after cryopreservation. The application of vitrification-based
procedures and ultra-fast freezing/thawing rates could be effective and reliable for
wide variety of plant species/ tissues and relatively genotype independent. Majority
of papers demonstrate that the liquid nitrogen allows high viability rates and
re-growth without a loss of biosynthetic capacity. Up to now, there has been no
clear evidence of morphological, cytological or genetic alterations due to cryopre-
servation.

Key words:
cryopreservation, cold and desiccation tolerance, acclimation responses,
preservation of regeneration and metabolic competence, genetic stability.

1. Wprowadzenie
Wspolczesna biotechnologia, poza klasycznym mikrorozmna-

zaniem, wykorzystywana jest obecnie do modyfikowania geno-
mu roslinnego, w przemysle farmaceutycznym i kosmetycznym.
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Scisle kontrolowane warunki kultury in vitro i ,plastyczno$¢” materiatu roslinnego
umozliwiajg prowadzenie badan podstawowych, dzieki czemu biotechnologia przy-
czynia sie do rozwoju postepu naukowego i pogiebiania wiedzy o wzajemnych od-
dziatywaniach roslina-Srodowisko na poziomie komoérkowym. Zupelnie nowa ga-
tezig biotechnologii roslinnej, ktorej rozwo6j wymuszony zostat destrukcyjnym od-
dziatywaniem cztowieka na Srodowisko naturalne, jest ochrona bior6znorodnosci
z wykorzystaniem kultur in vitro i przechowywania materiatu roslinnego w stanie
glebokiego zamrozenia (w -196°C). Obecna wiedza w zakresie krioprezerwacji i opra-
cowane dotychczas techniki (1) pozwalaja na zabezpieczanie zywotnosci i zdolnosci
zyciowych gromadzonych w ciektym azocie komérek i tkanek roslinnych.

Pojecie ,krioprezerwacja” obejmuje nastepujacy zakres czynno$ci: prekulture
materiatu roslinnego, jego przedtraktowanie, zamrazanie, krioprzechowywanie
i rozmrazanie. Jest to zespot nastepujacych po sobie sekwencji, ktore promujg sku-
teczne zabezpieczanie materiatu roslinnego przed niekorzystnym wplywem stresu
dehydratacji, ultraniskiej temperatury i rehydratacji. Zachowaniu wysokiej zywotnos-
ci i zdolno$ci zyciowych komorek i tkanek roslinnych sprzyja indukcja tolerangji
mrozowej i/lub desykacyjnej. Dzieki przenoszeniu odpornosci na niskie temperatu-
ry z roélin in vivo na tkanki i komoérki utrzymywane in vitro, utatwione jest §ledzenie
mechanizmoéw tolerangji na stres. Zmiany biochemiczne i fizjologiczne bedgce na-
stepstwem nabywania odpornosci na mréz, w naturze indukowane krétkim fotope-
riodem, temperaturg bliska 0°C i stresem wodnym, w kulturach mogg by¢ skutecz-
nie inicjowane za pomocg prekultury. Egzogennie wprowadzane do pozywki cukry
czy ABA znane sg jako stymulatory kompleksowej rearanzacji strukturalnej i meta-
bolicznej komérek, sprzyjajacej nabywaniu uznawanej obecnie za klucz do efektyw-
nej krioprezerwagji, tolerancji desykacyjnej. U podstaw tego procesu lezy natomiast
ekspresja odpowiednich genéw, ktorych poznanie i izolacja pozwolg na tworzenie
nowych, odporniejszych na chtéd odmian.

Stworzenie wiasciwych systeméw ochrony komérek przed mrozowymi uszkodze-
niami sprzyja nie tylko odzyskiwaniu przez nie petnej zywotnosci, ale rowniez za-
chowaniu ich potencjatu morfogenetycznego czy zdolnosci do produkgcji specyficz-
nych substancji. Obecnie mozna poda¢ wiele przyktadoéw roslin, dla ktorych dzieki
wykorzystaniu techniki krioprezerwacji ograniczono koszty i podniesiono bezpie-
czenstwo diugoterminowego utrzymywania materiafu roslinnego z petnym zachowa-
niem, nabytego przez komoérki somatyczne w kulturach in vitro, stanu kompetencji.

2. Indukcja tolerancji desykacyjnej kluczem do efektywnej
krioprezerwacji

Dla wiekszosci gatunkéw i typéw tkanek protokoty krioprezerwacji wymagaja

indywidualnego dopasowania do naturalnej odpornosci roslin na mréz czy odwad-
nianie. Dzieki temu unika sie wewngatrzkomoérkowej krystalizacji lodu w czasie pro-
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cesu mrozenia. Nowoczesne metody krioprezerwacji, takie jak kapsutkowanie (2),
witryfikacja (3-5) i metoda kropli (6) dos¢ efektywnie chronig wiekszo$¢ wprowadza-
nego do cieklego azotu materiafu roslinnego. Jednakze dla wiekszosci roslin dodat-
kowe zabiegi w postaci hartowania czy prekultury, dzieki indukowaniu wzrostu to-
lerancji na stres abiotyczny, znaczaco podnoszg zywotnos$¢ lub wrecz umozliwiaja
przezycie po mrozeniu.

W okresie letnim odpornos¢ na chiéd zaréwno zimotrwatych, jak i wrazliwych
na mréz gatunkoéw jest do siebie podobna. Naturalna zdolno$¢ do przetrwania mro-
z6w, indukowana jesienig krotkim fotoperiodem i temperaturami bliskimi 0°C, jest
obecnie wykorzystywana do gromadzenia gatunkéw oraz mieszancéw miedzyga-
tunkowych roslin drzewiastych w bankach genéw/tkanek np. NCGRP w Fort Collins
(USA), NIAR w Yamagata (Japonia) czy Nangis w Montpellier (Francja) (7,8). Pobiera-
ne w okresie zimowym paki spoczynkowe, po 4-6-tygodniowym dosuszaniu w wa-
runkach laboratoryjnych (w temperaturze -5°C, do wilgotnosci 30%) wprowadzane
sg bezposrednio do cieklego azotu (7). Jest to przykiad jednej z najprostszych form
krioprezerwacji, bazujacej na naturalnie zaindukowanej tolerancji mrozowej. Wy-
stepujgce w naturze zalezno$ci pomiedzy odpornoscia roslin matecznych a toleran-
¢ja na mrozenie obserwowano w wyprowadzonych z nich kulturach in vitro (9-12).
Przeszto 50% aklimatyzowanych przez 14 dni temperaturg 2°C komérek zawiesiny li-
nii zimoodpornej lucerny byto zdolnych do przetrwania temperatury -15°C, a ok.
30% komorek temperatury -25°C (10). Mrozowa tolerancja hartowanych komoérek tej
linii wigzata sie z 5-krotnym podniesieniem zawarto$ci endogennych cukréw (pro-
stych i dwucukréw) oraz okoto 3-krotnym wzrostem obecnosci skrobi. Komorki za-
wiesinowe lucerny genotypu wrazliwego na chtéd, nie przezywaty temperatur po-
nizej -5°C, a poziom akumulowanych cukréw nie ulegal podniesieniu. Hartowanie
obnizong temperaturg materiafu roslinnego wykazujgcego genetyczng odpornos$¢
na chtéd, pochodzgcego z kultur in vitro, jest z powodzeniem wykorzystywane
w procedurach krioprezerwacji (12-16). Podnoszenie odpornos$ci za pomoca aklima-
tyzagcji, nie jest natomiast mozliwe u gatunkéw wrazliwych na chtéd. Z tego wzgle-
du do 1990 r., tj. w czasie stosowania jedynie techniki powolnego schiadzania, ba-
zujgcej na indukcji mrozowej tolerancji, wprowadzanie do LN uorganizowanego
materiatu roslinnego gatunkoéw klimatu tropikalnego bylo praktycznie niemozliwe
(17). Wraz z wdrazaniem nowych technik ochrony, zmienily sie poglady dotyczace
podstaw udanej krioprezerwagji, ktorej klucza upatruje sie obecnie w indukowaniu
nie mrozowej, a desykacyjnej tolerancji (18-21). Stopien trudnosci w jej indukowa-
niu zalezy od naturalnej odpornosci badanego gatunku na odwadnianie, a sama to-
lerancja zostata uznana za ceche prymitywng, przypisywana filogenetycznemu po-
chodzeniu roslin (22).

Ekstremalnie wysoka tolerancja desykacyjna, charakterystyczna ro$linom okres-
lanym jako resurrection plants, moze dawac dostateczng ochrone w czasie mrozenia
(23). W przeprowadzonych przez Burch (24) badaniach nad trzema gatunkami msza-
kéw wykazano prostg zalezno$¢ wytrzymatosci komoérek protonemalnych ich game-
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tofitow na ,,otwarte” suszenie (18-dniowe; z utratg wilgotnosci do 0,02-0,07 g H,0 g'!
suchej masy) i nastepnie traktowanie cieklym azotem bez zadnej ochrony. Bryum
rubens — gatunek tolerujacy desykacje byt zdolny do przezycia suszenia i mrozenia
odpowiednio w 100 i 90%, Ditrichum cornubicum — gatunek o ograniczonej toleran-
¢ji przezywat w 40% suszenie i 20% krioprzechowywanie, natomiast Cyclodictyon
laetevirens — nietolerujacy desykacji zamierat (24). Sposréd szeSciu gatunkow pa-
proci wprowadzonych do ciektego azotu przez Pence (25), jedynie gametofity
trzech, tj. Davallia fejeensis, Adiantum tenerum i Drynaria quercifolia przezywaly 3-go-
dzinne ,otwarte” suszenie (do wilgotnosci 10%) i mrozenie w LN w okolo 50-60%.
Zamkniecie gametofitbw w alginianowych kapsutkach zapewnito 100% zywotnos$¢
po rozmrozeniu wszystkich szeSciu badanych gatunkéw paproci (25).

Wiekszos¢ tkanek roslinnych nie jest jednak zdolna do uzyskania poziomu wil-
gotnosci ponizej 30%, wymaganego do zastgpienia procesu krystalizacji lodu, ogra-
niczajacym destrukcje komorek zjawiskiem witryfikacji (ang. glass state — stan nie-
krystaliczny zwany tez stanem stabilnej szklistosci, w ktérym utrzymane sg fizyczne
wiasciwosci stanu ciektego oraz strukturalna i funkcjonalna ciggto$§¢ makromolekut;
w naturze wystepuje w nasionach, pytku i roslinach typu resurrection). Dlatego tez w
warunkach kultur in vitro wykorzystuje sie r6znego rodzaju traktowania i techniki
krioprezerwacji, ktérych wybér zalezy od tolerancji badanego gatunku na nara-
stajacy stres abiotyczny (chfodowy czy desykacyjny), od jego pochodzenia klima-
tycznego oraz stanu fizjologicznego materiatu roslinnego. U roslin posiadajacych
wysoka odpornosc¢ na stres, ,,uproszczona krioprezerwacja” moze by¢ wystarczajgca
do zapewnienia wysokiej zywotnosci (9,26-29). Stozki wzrostu Humulus lupulus L. cv
‘Nugget’ nalezg do nielicznych przyktadéw materiatu roslinnego, ktéry poddany je-
dynie kapsutkowaniu zdolny jest do przezycia bezposredniej dehydratacji osmo-
tycznej 0,75 M lub 1,0 M roztworem sacharozy, z zachowaniem zywotnosci po de-
hydratacji powietrznej i mrozeniu na poziomie odpowiednio 80 i 40% (27). Kolejnym
przyktadem rosliny poddajacej sie ,uproszczonej krioprezerwacji” moga by¢ paki
katowe Gentiana scabra, ktorych juz 13-dniowe traktowanie pozywkami zawiera-
jacymi od 0,1 M (11 dni) poprzez 0,4 M do 0,7 M (po 24 h) sacharozy, umozliwiato
przezywanie w 90% ,otwartego” suszenia sterylnym powietrzem do wilgotnosci 10%
i bezposredniego zanurzenia w LN (26). Zamkniecie pakéw w alginianowych kap-
sutkach nie wplywato na ich przezycie po rozmrozeniu (30). W podnoszeniu toleran-
¢ji na mrozenie wielu gatunkéw roslin, w tym wiekszo$ci gametofitow mchow,
watrobowcéw (31,32) i paproci (25) decydujaca role odgrywa kwas abscyzynowy
(ABA). Znaczaca role tego fitohormonu wykazali Suzuki i wsp. (33). Wlaczajac do
prekultury inhibitor syntezy ABA — fluridon autorzy ci doprowadzili do redukgcji de-
sykacyjnej tolerancji pakéw katowych Gentiana scabra. W przypadku gametofitow
paproci Cibotium glaucum 7-dniowa prekultura 10 uM ABA indukowata tolerancje na
yotwarte” suszenie i mrozenie, podnoszac przezywalnos¢ z 10 do 88% (25). U msza-
kéw, dla uzyskania 100% przezywalnosci po rozmrozeniu konieczne bylo potaczenie
prekultury ABA z kapsutkowaniem (31). Dla wiekszos$ci roslin prekultura na/w po-
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zywkach zawierajacych podwyzszone stezenia sacharozy i/lub ABA, poprzedzajaca
wlasciwe traktowanie krioprotektantami lub kapsutkowanie/dehydratacje i kolejno
mrozenie, jest najczestsza procedurg postepowania. Przekréj stosowanych dotych-
czas zréznicowanych metod indukowania tolerancji desykacyjnej, sposoboéw prze-
prowadzania dehydratacji osmotycznej oraz uzyskanej przezywalnosci dla 41 roz-
nych gatunkéw mrozonych z wykorzystaniem techniki kapsutkowania przedstawili
w swojej pracy Gonzalez-Arnao i Engelmann (34). Na uwage zastuguje fakt, ze pod-
czas gdy tolerancja desykacyjna bywa indukowana réznymi cukrami (sacharoza, glu-
koza, fruktoza, trehaloza, laktoza, maltoza, rafinoza) i polihydroksyalkoholami (sor-
bitol, manitol), to dehydratacja osmotyczna prowadzona jest zawsze na bazie sacha-
rozy (lub roztworéw witryfikacyjnych). W dotychczasowych badaniach wskazuje sie,
ze to wlasnie sacharoza i glukoza (26,35), a z cukréw alkoholowych sorbitol (36-38)
najlepiej indukujg tolerancje na odwadnianie. Tempo i czas dehydratacji osmotycz-
nej materialu roslinnego majg znaczacy wptyw na uzyskiwanie desykacyjnej toleran-
¢ji. W literaturze mozna znalez¢ przykiady pokazujace skutecznos$¢ zaréwno wielo-
stopniowego, powolnego (30,33,39-41), jak i jednostopniowego (9,12, 27,29,42) od-
wadniania tkanki. Podobnie jak w okresie zimowym wahania temperatury, tak w
prekulturze wahania stezen osmotikum nie wplywaja na rozhartowanie materiatu
roslinnego. Zaindukowana desykacyjna tolerancja pakoéw katowych Gentiana sca-
bra byta utrzymywana niezaleznie od diugosci trwania prekultury i manipulowania
stezeniami sacharozy pod warunkiem uzycia tuz przed mrozeniem odpowiednio
wysokiej jej koncentragcji (33).

U roslin pochodzenia tropikalnego, zwtaszcza gatunkéw wrazliwych na odwad-
nianie, krioprezerwacja nie zawsze skutecznie zabezpiecza wszystkie komérki
wprowadzanego do LN eksplantatu, czego efektem jest niepozgdana zmiana odpo-
wiedzi morfogenetycznej (43-45). Na podstawie lokalizacji obumartych komoérek
wskazuje sie, ze mrozeniowe uszkodzenia sa generalnie zwigzane z silniejszg waku-
olizacja, wynikajacg z morfologicznej budowy badanego materiatu roslinnego, np.
wierzchotka pedu (46,47). Wieksza jest rowniez wrazliwo$¢ komérek tych roélin na
dehydratacje w roztworach witryfikacyjnych (np. PVS2). Musa spp. i Ipomea batatas
juz po 10-15 min traktowania roztworem PVS2 w temperaturze pokojowej catkowi-
cie tracg zywotnos$¢ (17), podczas gdy rézne kultywary banana w temperaturze 0°C
utrzymujg ja na wysokim poziomie nawet przez godzine (20). Jedng z najwazniej-
szych kwestii w krioprezerwacji gatunkow tropikalnych oraz wrazliwych na odwod-
nienie jest indukcja optymalnego stanu fizjologicznego do stymulowania tolerangji
na dehydratacje i kriogeniczne procedury (17). Realizowana jest ona poprzez pre-
kulture bazujaca na podwyzszonych stezeniach sacharozy i rownoczesnym wykorzy-
stywaniu jednej lub taczeniu ze soba dwoch lub trzech technik krioprezerwagji
(40,44,48,49). Czulos¢ na wysokie stezenia cukrow moze by¢ pokonywana przez
potaczenie kapsutkowania materiafu roslinnego ze stopniowym podnoszeniem ci$-
nienia osmotycznego w pozywce (39,40). Znaczaca role w efektywnym mrozeniu
roslin tropikalnych przypisuje sie podniesieniu tempa schtadzania (20). Potgczenie
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metody kropli z witryfikacja umozliwito wprowadzenie do LN trzech szczegdlnie
wrazliwych na dehydratacje kultywaréw banana. Ich przezywalnos$¢ i zdolno$¢ do
regeneracji pedoéw bez udziatu kalusa wynosita 35-55%. W opracowanym optymal-
nym protokole unika sie prekultury, bazujac na: 1) doborze odpowiedniego eksplan-
tatu, 2) bezposrednim umieszczeniu eksplantatu w roztworze wstepnym, 3) 30 min
dehydratacji w PVS2 w temperaturze 0°C, 4) naniesieniu materiatu w kropli PVS2 na
folie aluminiowg i szybkim zamrozeniu, 5) szybkim rozmrozeniu w tazni wodnej
o temperaturze 40°C i 6) wymianie roztworu witryfikacyjnego na roztwor 1,2 M sa-
charozy (20). Osiagniecie to, jak sie wydaje, moze stanowic kolejny przelom w do-
tychczas uksztattowanym spojrzeniu na szeroko rozumianag krioprezerwacje i moze
otworzy¢ droge do upraszczania, unifikacji i upowszechniania wykorzystywania cie-
ktego azotu réowniez w codziennej pracy biotechnologa.

3. Strukturalna reorganizacja w komérce jako obraz nabywania
tolerancji

Hartowanie chtodem (w naturze i in vitro) oraz dehydratacja osmotyczna dostar-
czaja bodzca indukujgcego wielokierunkowe zmiany w metabolizmie komorek, pod-
noszace w konsekwencji ich tolerancje na desykacje i mrozenie. Redukcja wielkosci
komorek i ich wakuolizacji, zageszczenie cytozolu i wzrost zawartos$ci skrobi to wi-
zualny efekt traktowania egzogennymi cukrami czy obnizong temperaturg (18,50-56).

Zastagpienie duzych wakuol licznymi matymi, zajmujagcymi o przeszio potowe
mniejszg powierzchnie w komoérce w stosunku do kontroli, obserwowano juz po
trzydniowym traktowaniu 6% manitolem agregatéw komorkowych Panicum maximum
(51) czy hartowaniu 0,175 M sacharozg (3 dni) i nastepnie 0,4 M sorbitolem (24 h)
zawiesiny Oryza sativa (53). Podobny efekt jest uzyskiwany réwniez w czasie prze-
dtuzonej (4-tygodniowej) prekultury agregatéw zawiesiny Gentiana tibetica pozywka
zawierajaca 6% sacharoze (55). Wydiuzone w czasie traktowanie sprzyja réwniez re-
dukcji wielkosci komérek (50). Znaczace zmiany zachodzg takze w organizacji in-
nych organelli komérkowych. Prekultura stwarza warunki do eliminowania osmo-
tycznie wrazliwych mitochondriow (53). Przedtraktowanie tkanki manitolem powo-
dowato silne pofatdowanie bton komoérkowych oraz formowanie licznych wakuol
w obrebie cystern endoplazmatycznego retikulum (ER) (51). Powstawanie pecherzy-
kéw wakuolarnych w cysternach szorstkiego i gtadkiego ER obserwowano pod
wplywem dwudniowego traktowania zawiesiny Asparagus officinalis 0,8 M, plazmoli-
zujacym roztworem sacharozy (57), w komorkach merystematycznych banana po
traktowaniu 0,4 M roztworem sacharozy (18) oraz zawiesiny Gentiana tibetica po pre-
kulturze 0,4 M sorbitolem (55). Poszerzanie sie ER i jego wakuolizacja, tworzenie
koncentrycznych spirali lub fragmentacja prowadzaca od wielowarstwowych cy-
stern do krétkich odcinkéw, formujacych ztozone lamelle sa postrzegane jako natu-
ralna ochrona przed chiodem (56). Tego typu zmiany ksztaltéw oraz struktury ER,
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zauwazone byly w aklimatyzowanych chtodem komoérkach siewek odmiany pszenicy
ozimej Triticum aestivum (58) oraz komorkach drzew, charakteryzujgcych sie wysoka
tolerancja na mroz (59). W efekcie drastycznego deficytu wody zmianie ulegajg kom-
ponenty lipidowe bton (wzrasta stopien nasycenia kwaséw ttuszczowych), prowadzac
do jej usztywnienia i ograniczenia przepuszczalnosci. System przebudowy sktadu
chemicznego btony funkcjonuje u roslin tolerujgcych odwodnienie. U roslin wrazli-
wych na desykacje, nie poddanych aklimatyzacji, w konsekwencji wytgczania biatek
dochodzi do fuzji membran i tworzenia struktury heksagonalnej. Podczas rehydra-
tacji nastepuje zaktocenie ciaglosci bton i wyciek cytoplazmy (60).

W badaniach Pritcharda i wsp. (54,61,62) wskazuje sie na istnienie zmiennosci
miedzy gatunkami w ich strukturalnej i fizjologicznej odpowiedzi na te same warun-
ki prekultury. Podczas gdy redukcja przyrostu biomasy i grubosci $§cian komérko-
wych byla charakterystyczna dla obu zawiesin, klonu i soi, to w badaniach stosun-
kéw wodnych wykazano, ze komérki klonu sg zdolne do wiekszego osmotycznego
przystosowania sie do stresu ultraniskiej temperatury niz komorki soi.

4. Fizykochemiczne zmiany adaptacyjne komérek w podnoszeniu
tolerancji na mrozenie

Odpowiedz roélin na stres abiotyczny uwidacznia sie na poziomie fizjologicz-
nym i molekularnym. Hartowanie chfodem prowadzi do mechanicznych ograniczen,
podczas gdy stres suszy zakloca jonowa i osmotyczng réownowage komorek (63).
Oba czynniki stresowe aktywujac specyficzne geny, ktére z jednej strony prowadza
do zmian w btonach komérkowych i syntezy substancji osmotycznych, z drugiej zas
do jonowej i osmotycznej homeostazy, indukujg tolerancje na desykacje-mrozenie.
Szereg zmian rejestrowanych w naturze podczas nabywania tolerancji na stres wy-
stepuje réwniez w kulturach in vitro, a czynniki jg indukujgce mozna wykorzystywac
do redukcji mrozeniowych uszkodzen. Dla optymalizowania warunkéw prekultury
i podnoszenia przezywalnosci po krioprezerwacji wazne jest poznanie mechani-
zmoOw nabywania tolerancji desykacyjnej. Dotychczas w niewielu pracach poruszano
kwestie zmian fizjologicznych zachodzacych w czasie przedmrozeniowych trakto-
wan i ich powigzan z przezywalnoscia po krioprezerwacji (16,33,57,64-68). We
wczesnych doniesieniach (69,70) przypisuje sie podniesienie przezywalnosci gtow-
nie redukgcji wielkos$ci komérek po réznych subkulturach w osmotikum. Obecnie
wiadomo juz, ze nie tylko iloSciowa, ale przede wszystkim jakoSciowa akumulacja
specyficznych substancji przyczynia sie do podniesienia tolerancji na stres desykacji
i mrozenia.

W odpowiedzi na hartowanie/prekulture w komérkach roslinnych pojawia sie
zdolnos$¢ do syntezy r6znego rodzaju zwiazkéw organicznych (rozpuszczalnych cu-
kréw, aminokwaséw, kwaséw organicznych, osmoprotektantow i bialek ochron-
nych), ktére obnizajac potencjat wodny zapobiegaja wyptywowi wody z komérki,
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a takze petnig funkcje ochronne dla biatek i bton komérkowych. Zmiany stosunkéw
wodnych w komoérkach zawiesinowych Citrus sinensis i Daucus carota indukowane
osmotikum i ABA badal Seijo (66). Po rozpoczeciu prekultury w pozywce zawie-
rajacej 0,4 M sacharoze, potencjal wodny komoérek i pozywki w ciagu godziny ulegat
wyréwnaniu, a turgor zanikaf. W ciagu 48 h oba parametry byly odzyskiwane przez
komorki. To wskazuje na wystepowanie komorkowej osmoregulacji, ktéra jest
utrzymywana przez wlaczanie osmotycznie aktywnych substancji z pozywki (71,72)
lub ich syntezie de novo. Kiedy zastosowano prekulture z sacharozg i dodatkowo
z ABA, turgor komérek byl utrzymany na stalym poziomie, podczas gdy redukcja po-
tencjatu osmotycznego i wodnego byta obserwowana przez pierwsze cztery dni kul-
tury (66). Prekultura pozywka zawierajaca 0,4 M sacharoze i 5,0 mg/l ABA istotnie
podnosita tolerancje komérek zawiesinowych C. sinensis i D. carota na traktowanie
roztworem witryfikacyjnym (PVS2) i przechowywanie w ciektym azocie (66). Podnie-
sienie kriotolerancji tkanki kalusowej Hevea brasiliensis mozliwe byto dzieki obnize-
niu stezenia CaCl, z 9 mM do 1 mM (lub 0 mM) w prekulturze na 12 dni przed krio-
prezerwacja (73). Wapn znany jest jako czynnik zapobiegajacy uszkodzeniom bton
komoérkowych dzieki stymulacji mechanizméw detoksyfikacyjnych (poprzez induk-
cje aktywnoSci katalaz) oraz ograniczaniu peroksydacji lipidow (dzieki utrzymywa-
niu wysokiego poziomu glutationu) (74). Nastepstwem wycofania z pozywki CaCl,
byt wzrost wodnego i osmotycznego potencjalu w komérkach H. brasiliensis, redukcja
poziomu endogennego wapnia oraz wzrost zawartos$ci rozpuszczalnych biatek.
Zmiany te pociggaly za sobg podniesienie merystematycznej i embriogenicznej ak-
tywnosci komoérek, wiekszg kriotolerancje oraz postmrozeniowa embriogeniczng
kompetencje (73).

W efekcie prekultury w roztworze manitolu komorki tytoniu wykazywaty zwiek-
szong produkcje ABA, a po 8 h zaczynaly akumulowac proline, ktorej zawartos¢ po
24 h wzrosta 10-krotnie (75). Komorki tej zawiesiny dopiero po kulturze w manitolu
byly zdolne do deplazmolizy po witryfikacji. Suzuki i wsp. (33) prowadzac 13-dnio-
wg prekulture sacharoza (0,1 M — 11 dni; 0,4 M — 1 dzieni 0,7M - 1 dzien) ob-
serwowali gromadzenie sie endogennego ABA i proliny w pakach katowych Gentiana
scabra. Zawarto$¢ ABA rosta w ciagu czterech pierwszych dni kultury, a nastepnie
malata do wyj$ciowego poziomu, mimo dalszego traktowania stale podwyzszanym
stezeniem osmotikum. Akumulacja endogennej proliny zachodzita stopniowo wraz
ze wzrostem stezen substancji osmotycznie czynnej, a jej poziom byl 4-5-krotnie
wyzszy niz na poczatku kultury. Wieksza skutecznos$¢ dtugoterminowej prekultury
wykazali w swoich badaniach Hitmi i wsp. (64). Do zaindukowania tolerancji na
mrozenie w komdrkach zawiesiny Chrysanthemum cinerariaefolium wykorzystali oni
sacharoze. Mimo ze 10-dniowa prekultura byla wystarczajaca do zaindukowania
maksymalnej dehydratacji i poziomu endogennej proliny, jednakze wydiuzenie har-
towania do 30. dni znaczgco podniosto zawarto$¢ endogennej sacharozy i ABA oraz
poziomu wody zwigzanej (wchodzacej w sktad zwigzkow chemicznych, niemozliwej
do usuniecia w wyniku dehydratacji). Po 30-dniowej prekulturze pozywka zawie-

48 III KONGRES BIOTECHNOLOGII — PRACE PRZEGLADOWE



Krioprezerwacja jako metoda zachowania zdolnosci zyciowych komoérek i tkanek roslinnych

rajgcg 18% sacharoze zawarto$¢ wody wolnej obnizyla sie 4-krotnie, a przeszto
2-krotnie wzrosta zawartos¢ wody zwigzanej. Obecnos¢ endogennej sacharozy
wzrosta 4-krotnie, glukozy 2-krotnie, a fruktozy 1,4-razy. Przeszto 8-krotnie pod-
niost sie poziom endogennego ABA i 3-krotnie proliny. Zarejestrowane w komor-
kach zmiany przyczynily sie do zwiekszenia zywotnosci z 6,6 do 57%, a zdolnosci do
odtworzenia kultury z 0 do 72% (64).

Stres osmotyczny wyzwalany po przeniesieniu materiafu roslinnego na pozywki
zawierajgce wysokie stezenia cukrow moze by¢ réwniez sygnatem do adaptacji me-
tabolizmu komoérek na stres. Juz 21 h prekultura pozywka zawierajacg 0,4 M steze-
nie sacharozy sprzyjata utrzymaniu kietkowania zarodkéw somatycznych marchwi
po przechowywaniu w LN na poziomie 80% (65). Po traktowaniu sacharozg, badz do-
datkowo po podaniu egzogennego ABA, stwierdzano akumulacje pieciu polipepty-
dow, ktorych brak (powigzany z brakiem przezycia) wykazano po prekulturze zarod-
koéw glikolem polietylenowym 6000. Tolerancje na mrozenie embriogenicznych ko-
morek zawiesiny Asparagus officinalis indukowano za pomoca plazmolizy roztworem
0,8 M sacharozy (57). Zaindukowana po dwoch dniach prekultury tolerancja w za-
kresie temperatur od -20 do -24°C utrzymywata sie przez 6 kolejnych dni. W tym
czasie stwierdzono okoto 6-krotny wzrost poziomu endogennych cukréw (sacharo-
zy, glukozy i fruktozy), czego nie odnotowano po hartowaniu komoérek chtodem,
oraz wzmozone pojawianie sie 42-kD biatek z grupy dehydryn. Poziom biatek osigg-
nagl maksimum po ok. 12 h i utrzymywatl sie przez 4 dni.

Vandenbussche i wsp. (16) wykazali wyzsza skuteczno$¢ aklimatyzacji chtodem
(1 tydzien: 8 h dzien z temperaturg 21°C i 16 h noc z temperaturg 5°C) wierz-
chotkow wzrostu Beta vulgaris, anizeli prekultury roztworem 0,3 M sacharozy czy ty-
godniowego traktowania pozywka zawierajacg 10°® M ABA. Po hartowaniu, wraz ze
wzrostem mrozowej tolerancji, wzrosta zawarto$¢ cukréw w komérkach (sacharozy,
glukozy i fruktozy). Modyfikacji ulegt rowniez skiad kwasow tluszczowych. Wzrosta
zawarto$¢ kwasu linolowego, a obnizyta sie linolenowego. Obnizeniu ulegta zawar-
tos¢ chlorofilu (Chl a i Chl b). Z 20-47% do 60-70% wzrosta przezywalno$c¢ po kriopre-
zerwacji (zaleznie od badanego klonu). Zmiany w zawartos$ci kwaséw ttuszczowych
zachodzily takze po traktowaniu ABA oraz po prekulturze sacharozg, jednakze inne
grupy kwaséw ttuszczowych modyfikacji podlegaty (16). Ramon i wsp. (68) po 2-ty-
godniowej prekulturze 0,4 M sacharozg wykazali zmiany w kwasach tluszczowych
oraz wzrost poziomu poliamin.

5. Krioprezerwacja w zabezpieczaniu kompetencji komérek roslinnych

Nadrzednym celem gromadzenia materiatu roslinnego w cieklym azocie jest moz-
liwie najlepsze zachowanie zdolnos$ci zyciowych jego komorek i tkanek, z zabezpie-
czeniem ich kompetencji do regeneracji, produkcji specyficznych substancji i/lub
odtwarzania kultur. Ultraniska temperatura powinna gwarantowac réwniez utrzy-
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mywanie stabilnosci genetycznej zregenerowanych po krioprzechowywaniu roslin
czy postmrozeniowych kultur.

5.1. Zabezpieczenie zdolnoSci regeneracyjnych

W bankach genéw funkcjonujgcych na bazie kultur in vitro, roslinna réznorod-
nos$¢ biologiczna gromadzona jest glownie w postaci merystemoéow, wierzchotkow
pedow oraz zarodkéw somatycznych. Ten rodzaj materialu gwarantuje z jednej
strony intensywne rozmnazanie, z drugiej za$ stwarza mozliwosci do prowadzenia
postmrozeniowej regeneracji bez udziatu tkanki kalusowej. Z tego wzgledu sto-
sujac ro6zne metody przed- i pomrozeniowe okresla sie obecnie obok przezywalno-
$ci materiatu roslinnego réowniez jego kompetencje do bezposredniej regeneracji
(20,40,44). W histologicznych badaniach wskazuje sie, ze jest ona mozliwa do
osiagniecia, wowczas gdy niemalze wszystkie komorki eksplantatu przezywaja mro-
zenie (34,47). Generalnie rozmrozony material, zwlaszcza kapsutkowany, podejmu-
je wzrost wolniej niz nie mrozony (34,76), jednakze najcze$ciej opdznienie to nie
ma wplywu na reakcje morfogenetycznag.

Na podstawie wielu dotychczas opublikowanych wynikéw badan wskazuje sie na
utrzymywanie po krioprzechowywaniu potencjatu embriogenicznego kultur na nie
zmienionym poziomie (73,77-84). Jednoczes$nie krioprezerwacja najczesciej nie wy-
kazuje niekorzystnego wptywu na przebieg embriogenezy i regeneracje roslin, co
wykazano np. dla wiekszosci z 39 embriogenicznych linii Hevea brasiliensis, czy
trzech linii Pinus roxburghii (73,82). Znacznie rzadziej opisywana jest redukcja, utra-
ta czy podniesienie embriogenicznych kompetencji. Utracie zdolnos$ci do tworzenia
zarodkow somatycznych przez embriogeniczna tkanke kalusowa dwoch sposréd
sze$ciu badanych genotypow Ipomea batatas przypisuje sie zastosowaniu niedosta-
tecznych warunkow krioochrony (85). Wykorzystanie jedynie prekultury bez dodat-
kowej ochrony krioprotektantami zabezpieczyto zywotnos$¢ tkanki kalusowej, ale
okazato sie niewystarczajgce do utrzymania embriogenicznego potencjatu genoty-
pow wrazliwszych na mrozenie. Wyzsza zdolnosc¢ regeneracyjna rozmrozonej tkanki
obserwowano w przypadku zawiesiny komoérkowej Citrus deliciosa (86), dwoch linii
embriogenicznego kalusa Hevea brasiliensis (87), a w przypadku kapsutkowanej za-
wiesiny Vitis vinifera krioprezerwacja przyczynila sie az do 7-krotnego podniesienia
liczby zarodkéw somatycznych (76). Nabywanie lub utrate kompetencji do embrio-
genezy i przyczyny tego zjawiska mozna prze$ledzi¢ na przyktadzie poddanych
krioprezerwacji 39 linii Hevea brasiliensis (73). Dwie sposrod dziewieciu nieembrio-
genicznych linii po mrozeniu nabywaly zdolnos¢ do embriogenezy, a dwie inne j3
tracily. W tym przypadku autorzy poréwnujac zdolnosSci regeneracyjne tych linii
w kolejnych eksperymentach uznali, ze moze to by¢ jedynie przejSciowe zjawisko.
Inni badacze, przyczyn wzrostu embriogenicznych kompetencji upatrujg w zjawisku
krioselekcji (86,88).
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5.2. Zabezpieczanie aktywno$ci metabolicznej

Ze wzgledu na konieczno$¢ stosowania w procedurze krioprezerwacji osmotycz-
nych przedtraktowan oraz toksycznych krioprotektantéw, jak dotad, sporadycznie
wykorzystywano ja do zabezpieczania linii komérkowych, stanowigcych alternatyw-
ne systemy do produkcji metabolitow wtornych czy leczniczych biatek. Do ciektego
azotu dotychczas z powodzeniem wprowadzono wyselekcjonowane linie komorko-
we (kalus, zawiesina) (89-92), wierzchotki korzeni wiosnikowych (93) oraz wierz-
chotki pedow (94,95) roslin leczniczych. Na podstawie uzyskanych wynikéw wska-
zuje sie, ze krioprezerwacja moze by¢ wykorzystywana jako skuteczna metoda za-
bezpieczania kompetencji komérek i tkanek roslinnych do produkcji specyficznych
metabolitow wtérnych.

Kim i wsp. (92) wykazali, ze krioprezerwacja zabezpiecza zdolnoS$ci zawiesiny
komorkowej Taxus chinensis do biosyntezy paklitakselu. Stwierdzono nieznaczne
opo6znienie jego produkcji w ciggu pierwszych 40. dni od rozmrozenia komorek,
jednakze po tym czasie byla ona poréwnywalna. Poczatkowe réznice w biosyntezie
tego metabolitu przypisano toksycznemu wplywowi mrozeniowych i postmrozenio-
wych traktowan (92). Wysoka przezywalnos¢ (92%) zdolnych do wydajnej produkcji
metabolitow wtérnych linii komoérkowych Chrysanthemum cinerariaefolium uzyskano
wykorzystujac 5% DMSO, po uprzedniej 30-dniowej prekulturze sacharozg (90). Po
krioprezerwacji wzrost mrozonej i niemrozonej tkanki kalusowej byt podobny.
W badaniach wykazano obnizona zawarto$¢ chlorofilu i podwyzszong zdolnos¢ do
produkgji pyretryny, cyneryny i jasmoliny. Wzrost biosyntezy metabolitow w post-
mrozeniowych kulturach byt skorelowany z r6zng skutecznos$cig zastosowanej krio-
ochrony. Autorzy, efektow zmian upatrujg w mozliwosci selekcjonowania subpopu-
lacji komorek, ktore podczas krioprezerwacji znajduja sie w r6znych stadiach cyklu
komorkowego i poziomach ploidalnosci (90). W warunkach stresowych modyfikacji
ulega¢ moze biochemiczna aktywno$¢ komérek, co pociaga za sobg zmiany ilo$cio-
we i jako$ciowe w syntezie metabolitow wtornych (96,97). Jednakze badania, w kt6-
rych wykazano tak istotnie negatywne zmiany byly prowadzone na poczatku lat
osiemdziesigtych ubiegtego wieku, kiedy krioprezerwacje dopiero wdrazano, a sto-
sowane metody krioochrony nie bylty tak skuteczne jak obecnie.

Biochemiczng stabilno$¢ roslin zregenerowanych z przechowywanych w LN
wierzchotkéw peddéw Dioscorea deltoidea (95), D. floribunda i D. bulbifera (98,99)
i Chrysanthemum cinerariaefolium (94) oszacowano wykorzystujac HPLC. Zawartos¢
diosgeniny nie réznifa sie, podobnie jak katarantyny i ajalicyny w liniach komérko-
wych Catharanthus roseus czy Panax ginseng (89). Podczas gdy zawartos$¢ chlorofilu
byla nizsza, a pyretryn wyzsza w 28. dniu kultury rozmrozonej tkanki kalusowej
(90), to biosynteza tych substancji w zregenerowanych po mrozeniu z wierzchotkow
wzrostu roslinach byta zgodna z kontrolg (94). Indywidualnie optymalizowane wi-
tryfikacyjne procedury wykorzystujgce PVS2 dla ochrony korzeni wtosnikowych
Panax ginseng, Angelica acutiloba, Atropa belladonna oraz Papaver somniferum z powo-
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dzeniem zabezpieczaja zywotno$¢, zdolnosci do organogenezy oraz biosyntezy
specyficznych metabolitéw (93). Po krioprezerwacji zostata utrzymana zdolnos¢ do
proliferacji komorek i tkanek identycznych jak nie mrozone. Rowniez wzrost od-
tworzonych korzeni wtos$nikowych byt podobny, jakkolwiek kultury po mrozeniu
produkowaty mniej nowych bocznych korzeni, co wynika¢ moglo z zastosowanych
kriogenicznych procedur.

W przypadku transgenicznych kultur, wartos¢ krioprezerwacji i zasadnosc jej
wykorzystywania zalezy od stabilnosci transgenu. W przeprowadzonych analizach
PCR potwierdzono obecno$¢ T-DNA (TL-DNA oraz TR-DNA) w zregenerowanych po
krioprzechowywaniu kulturach Panax ginseng oraz Atropa belladonna (93). W wyniku
analiz RAPD, wykorzystujgcych od 2 do 7 starteréw, nie stwierdzono réznic w geno-
mie DNA mrozonych i kontrolnych korzeni wiosnikowych Papaver somniferum i Atropa
belladonna. Menges i Murray (100) wykazali, ze krioprezerwacja nie zmienia zdolno-
$ci do synchronizacji badanych linii komérkowych tytoniu BY i Arabidopsis, jak row-
niez utrzymana jest po rozmrozeniu ekspresja transgenu.

Wykazujace wysoki poziom aktywnosci biologicznej transgeniczne komérki za-
wiesinowe ryzu, poddane prekulturze roztworem 0,5 M sacharozy i zabezpieczone
mieszaning krioprotektantéow (1 M sacharoza, 1 M glicerol i 1 M DMSO) w 88% prze-
zywaly mrozenie w LN (101). Ekspresja zrekombinowanej ludzkiej cytotoksyny
hCTLA4lg w odtworzonej po krioprezerwacji tkance kalusowej byta stabilna.

5.3. Zabezpieczenie stabilnoSci genetycznej

Z jednej strony blokowanie w temperaturze -196°C metabolizmu i brak pasazy
sprzyjajg ograniczaniu wystepowania zmiennoS$ci genetycznej i epigenetycznej,
z drugiej zas stres towarzyszacy schtadzaniu tkanki oraz caly szereg zabezpieczen,
na czele z toksycznymi krioprotektantami, mogg prowadzi¢ do utraty stabilnoS$ci ge-
netycznej. W czasie ostatniej dekady w literaturze znalez¢ mozna ponad 80 donie-
sien (102), w ktérych ocenia sie stabilno$¢ materiatu roslinnego po przechowywaniu
w LN na r6znych poziomach: fenotypowym (morfologiczny opis todyg, lisci, korzeni,
kwiatéw, owocoéw oraz wzrostu), cytologicznym (wykrywanie niestabilnosci chro-
mosomow, poliploidyzacja, aneuploidyzacja i inne mitotyczne zaburzenia), bioche-
micznym (poréwnanie zmian w profilach biatkowych) i molekularnym (analiza geno-
mowych sekwencji DNA za pomocg technik PCR, ang. Polymerase Chain Reaction).
W przeprowadzonej analizie cytometrycznej syntetycznie otrzymywanych dihaplo-
idéw Solanum tuberosum linii PDH 40, ulegajacych w naturze spontanicznemu po-
dwojeniu zawartosci DNA do poziomu tetraploidalnego, wykazano utrzymywanie
wyjsciowego, diploidalnego poziomu w regenerantach przechowywanych w ciektym
azocie w postaci wierzchotkéw pedow (103). Z wykorzystaniem cytometrii prze-
ptywowej Menges i Murray (100) stwierdzili brak réznic w catkowitej zawartosci
DNA oraz jego rozktadzie pomiedzy réznymi fazami cyklu komérkowego zawiesin
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Arabidopsis thaliana i Nicotiana tabacum. Na podstawie badan fenotypowych i genoty-
powych dostarczane sg dowody, ze otrzymane po krioprzechowywaniu regeneranty
posiadajg cechy roslin matecznych (27,98,99,104-110). Morfologiczne podobien-
stwo i brak jakichkolwiek réznic jest opisywane zwlaszcza, wtedy gdy regeneracja
zachodzi bezposrednio (bez posrednictwa tkanki kalusowej) ze stozkéw wzrostu
czy merystemoéw (111). W literaturze mozna znalez¢ dowody réwniez na zachowa-
nie stabilno$ci genetycznej przez regeneranty otrzymane z embriogenicznej tkanki
kalusowej (99). W fenotypowej analizie zregenerowanych roslin Arabidopsis thaliana,
pochodzacych z trzech réznych ekotypow, nie wykazano szkodliwego wplywu sto-
sowanych ,przedtraktowan” oraz mrozenia zawiesin w LN na morfologie regenera-
tow, tj. system korzeniowy, kwitnienie, zawigzywanie tuszczyn oraz liczbe nasion
(110). Na podstawie analizy jadrowego i chloroplastowego DNA Solanum tuberosum
wskazano na stabilno$¢ genetyczng zregenerowanych z przechowywanych w LN sto-
zkoéw wzrostu roslin (107). Zdarza sie jednak, ze opisanej zmiennosSci fenotypowej
nie towarzyszg potwierdzone na poziomie molekularnym zmiany, gdyz standardo-
wo stosowane markery RFLP nie sg w stanie wykry¢ zmian o podtozu epigenetycz-
nym (6). Polimorfizm nie zwigzany z fenotypem wykazywaly r6zne warianty analizy
AFLP uzyte dla kartowych i normalnych odmian Musa (112). Na podstawie danych li-
teraturowych wykazuje sie réwniez, ze mimo braku zmian fenotypowych i cytolo-
gicznych oraz rozwoju roslin ,zgodnego z typem” (true-to-type), techniki RAPD
i AFLP moga wykry¢ polimorfizm DNA (113).

W literaturze sg przedstawione dowody na to, ze krioprezerwacja indukuje
istotne zmiany na poziomie metylacyjnym (111,114-116), ktore odgrywaja wazna
role w sterowaniu rozwojem rosliny, réznicowaniem organéw i tkanek (117). U nie-
ktorych genotypoéw w nastepstwie krioprezerwacji i wykazanych zmian metylacyj-
nych, podniesieniu ulegta efektywno$¢ procesu somatycznej embriogenezy (76). Su-
geruje to, ze zmiany metylacyjne indukowane krioprezerwacjg mogg wplywac na
ekspresje gendéw powiazanych z somatyczng embriogenezg (117).

6. Podsumowanie

Stosowane dotychczas techniki krioprezerwacji materiatu roslinnego bazujg na
indukowaniu tolerancji mrozowej/desykacyjnej opartej na hartowaniu/prekulturze.
Po weryfikacji ustanowionych dotychczas pogladéw, skutecznej krioprezerwacji ros-
lin (zwtaszcza wrazliwych na chto6d) upatruje sie obecnie w indukowaniu tolerangji
desykacyjnej. Kolejny przefom w dotychczasowych badaniach stanowi wprowadze-
nie do cieklego azotu roslin wrazliwych zaréwno na chtéd, jak i desykacje. Osiagnie-
cia w tym zakresie uzyskane dla kultywaréw banana mogg otworzy¢ droge do stan-
daryzagcji i upowszechniania krioprezerwacji, zarowno w gromadzeniu bior6znorod-
nosci w bankach tkanek, jak i w codziennej pracy biotechnologa. Wraz ze skutecz-
noscig uzywanych technik mrozenia rosnie gwarancja szybkiego odtwarzania mate-
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rialu roslinnego bez posrednictwa tkanki kalusowej. W badaniach z ostatniego dzie-
sieciolecia wskazuje sie na wysoka skutecznos$¢ stosowanych obecnie procedur
przed- i postmrozeniowych w zabezpieczaniu kompetencji komoérek i tkanek do re-
generacji oraz biosyntezy specyficznych substancji, z gwarancjg utrzymywania sta-
bilnosci genetyczne;j.
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