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S u m m a r y

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.
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1. Wprowadzenie

Wspó³czesna biotechnologia, poza klasycznym mikrorozmna-

¿aniem, wykorzystywana jest obecnie do modyfikowania geno-

mu roœlinnego, w przemyœle farmaceutycznym i kosmetycznym.
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Œciœle kontrolowane warunki kultury in vitro i „plastycznoœæ” materia³u roœlinnego

umo¿liwiaj¹ prowadzenie badañ podstawowych, dziêki czemu biotechnologia przy-

czynia siê do rozwoju postêpu naukowego i pog³êbiania wiedzy o wzajemnych od-

dzia³ywaniach roœlina-œrodowisko na poziomie komórkowym. Zupe³nie now¹ ga-

³êzi¹ biotechnologii roœlinnej, której rozwój wymuszony zosta³ destrukcyjnym od-

dzia³ywaniem cz³owieka na œrodowisko naturalne, jest ochrona bioró¿norodnoœci

z wykorzystaniem kultur in vitro i przechowywania materia³u roœlinnego w stanie

g³êbokiego zamro¿enia (w -196°C). Obecna wiedza w zakresie krioprezerwacji i opra-

cowane dotychczas techniki (1) pozwalaj¹ na zabezpieczanie ¿ywotnoœci i zdolnoœci

¿yciowych gromadzonych w ciek³ym azocie komórek i tkanek roœlinnych.

Pojêcie „krioprezerwacja” obejmuje nastêpuj¹cy zakres czynnoœci: prekulturê

materia³u roœlinnego, jego przedtraktowanie, zamra¿anie, krioprzechowywanie

i rozmra¿anie. Jest to zespó³ nastêpuj¹cych po sobie sekwencji, które promuj¹ sku-

teczne zabezpieczanie materia³u roœlinnego przed niekorzystnym wp³ywem stresu

dehydratacji, ultraniskiej temperatury i rehydratacji. Zachowaniu wysokiej ¿ywotnoœ-

ci i zdolnoœci ¿yciowych komórek i tkanek roœlinnych sprzyja indukcja tolerancji

mrozowej i/lub desykacyjnej. Dziêki przenoszeniu odpornoœci na niskie temperatu-

ry z roœlin in vivo na tkanki i komórki utrzymywane in vitro, u³atwione jest œledzenie

mechanizmów tolerancji na stres. Zmiany biochemiczne i fizjologiczne bêd¹ce na-

stêpstwem nabywania odpornoœci na mróz, w naturze indukowane krótkim fotope-

riodem, temperatur¹ blisk¹ 0°C i stresem wodnym, w kulturach mog¹ byæ skutecz-

nie inicjowane za pomoc¹ prekultury. Egzogennie wprowadzane do po¿ywki cukry

czy ABA znane s¹ jako stymulatory kompleksowej rearan¿acji strukturalnej i meta-

bolicznej komórek, sprzyjaj¹cej nabywaniu uznawanej obecnie za klucz do efektyw-

nej krioprezerwacji, tolerancji desykacyjnej. U podstaw tego procesu le¿y natomiast

ekspresja odpowiednich genów, których poznanie i izolacja pozwol¹ na tworzenie

nowych, odporniejszych na ch³ód odmian.

Stworzenie w³aœciwych systemów ochrony komórek przed mrozowymi uszkodze-

niami sprzyja nie tylko odzyskiwaniu przez nie pe³nej ¿ywotnoœci, ale równie¿ za-

chowaniu ich potencja³u morfogenetycznego czy zdolnoœci do produkcji specyficz-

nych substancji. Obecnie mo¿na podaæ wiele przyk³adów roœlin, dla których dziêki

wykorzystaniu techniki krioprezerwacji ograniczono koszty i podniesiono bezpie-

czeñstwo d³ugoterminowego utrzymywania materia³u roœlinnego z pe³nym zachowa-

niem, nabytego przez komórki somatyczne w kulturach in vitro, stanu kompetencji.

2. Indukcja tolerancji desykacyjnej kluczem do efektywnej
krioprezerwacji

Dla wiêkszoœci gatunków i typów tkanek protoko³y krioprezerwacji wymagaj¹

indywidualnego dopasowania do naturalnej odpornoœci roœlin na mróz czy odwad-

nianie. Dziêki temu unika siê wewn¹trzkomórkowej krystalizacji lodu w czasie pro-
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cesu mro¿enia. Nowoczesne metody krioprezerwacji, takie jak kapsu³kowanie (2),

witryfikacja (3-5) i metoda kropli (6) doœæ efektywnie chroni¹ wiêkszoœæ wprowadza-

nego do ciek³ego azotu materia³u roœlinnego. Jednak¿e dla wiêkszoœci roœlin dodat-

kowe zabiegi w postaci hartowania czy prekultury, dziêki indukowaniu wzrostu to-

lerancji na stres abiotyczny, znacz¹co podnosz¹ ¿ywotnoœæ lub wrêcz umo¿liwiaj¹

prze¿ycie po mro¿eniu.

W okresie letnim odpornoœæ na ch³ód zarówno zimotrwa³ych, jak i wra¿liwych

na mróz gatunków jest do siebie podobna. Naturalna zdolnoœæ do przetrwania mro-

zów, indukowana jesieni¹ krótkim fotoperiodem i temperaturami bliskimi 0°C, jest

obecnie wykorzystywana do gromadzenia gatunków oraz mieszañców miêdzyga-

tunkowych roœlin drzewiastych w bankach genów/tkanek np. NCGRP w Fort Collins

(USA), NIAR w Yamagata (Japonia) czy Nangis w Montpellier (Francja) (7,8). Pobiera-

ne w okresie zimowym p¹ki spoczynkowe, po 4-6-tygodniowym dosuszaniu w wa-

runkach laboratoryjnych (w temperaturze -5°C, do wilgotnoœci 30%) wprowadzane

s¹ bezpoœrednio do ciek³ego azotu (7). Jest to przyk³ad jednej z najprostszych form

krioprezerwacji, bazuj¹cej na naturalnie zaindukowanej tolerancji mrozowej. Wy-

stêpuj¹ce w naturze zale¿noœci pomiêdzy odpornoœci¹ roœlin matecznych a toleran-

cj¹ na mro¿enie obserwowano w wyprowadzonych z nich kulturach in vitro (9-12).

Przesz³o 50% aklimatyzowanych przez 14 dni temperatur¹ 2°C komórek zawiesiny li-

nii zimoodpornej lucerny by³o zdolnych do przetrwania temperatury -15°C, a ok.

30% komórek temperatury -25°C (10). Mrozowa tolerancja hartowanych komórek tej

linii wi¹za³a siê z 5-krotnym podniesieniem zawartoœci endogennych cukrów (pro-

stych i dwucukrów) oraz oko³o 3-krotnym wzrostem obecnoœci skrobi. Komórki za-

wiesinowe lucerny genotypu wra¿liwego na ch³ód, nie prze¿ywa³y temperatur po-

ni¿ej -5°C, a poziom akumulowanych cukrów nie ulega³ podniesieniu. Hartowanie

obni¿on¹ temperatur¹ materia³u roœlinnego wykazuj¹cego genetyczn¹ odpornoœæ

na ch³ód, pochodz¹cego z kultur in vitro, jest z powodzeniem wykorzystywane

w procedurach krioprezerwacji (12-16). Podnoszenie odpornoœci za pomoc¹ aklima-

tyzacji, nie jest natomiast mo¿liwe u gatunków wra¿liwych na ch³ód. Z tego wzglê-

du do 1990 r., tj. w czasie stosowania jedynie techniki powolnego sch³adzania, ba-

zuj¹cej na indukcji mrozowej tolerancji, wprowadzanie do LN uorganizowanego

materia³u roœlinnego gatunków klimatu tropikalnego by³o praktycznie niemo¿liwe

(17). Wraz z wdra¿aniem nowych technik ochrony, zmieni³y siê pogl¹dy dotycz¹ce

podstaw udanej krioprezerwacji, której klucza upatruje siê obecnie w indukowaniu

nie mrozowej, a desykacyjnej tolerancji (18-21). Stopieñ trudnoœci w jej indukowa-

niu zale¿y od naturalnej odpornoœci badanego gatunku na odwadnianie, a sama to-

lerancja zosta³a uznana za cechê prymitywn¹, przypisywan¹ filogenetycznemu po-

chodzeniu roœlin (22).

Ekstremalnie wysoka tolerancja desykacyjna, charakterystyczna roœlinom okreœ-

lanym jako resurrection plants, mo¿e dawaæ dostateczn¹ ochronê w czasie mro¿enia

(23). W przeprowadzonych przez Burch (24) badaniach nad trzema gatunkami msza-

ków wykazano prost¹ zale¿noœæ wytrzyma³oœci komórek protonemalnych ich game-
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tofitów na „otwarte” suszenie (18-dniowe; z utrat¹ wilgotnoœci do 0,02-0,07 g H2O g-1

suchej masy) i nastêpnie traktowanie ciek³ym azotem bez ¿adnej ochrony. Bryum

rubens – gatunek toleruj¹cy desykacjê by³ zdolny do prze¿ycia suszenia i mro¿enia

odpowiednio w 100 i 90%, Ditrichum cornubicum – gatunek o ograniczonej toleran-

cji prze¿ywa³ w 40% suszenie i 20% krioprzechowywanie, natomiast Cyclodictyon

laetevirens – nietoleruj¹cy desykacji zamiera³ (24). Spoœród szeœciu gatunków pa-

proci wprowadzonych do ciek³ego azotu przez Pence (25), jedynie gametofity

trzech, tj. Davallia fejeensis, Adiantum tenerum i Drynaria quercifolia prze¿ywa³y 3-go-

dzinne „otwarte” suszenie (do wilgotnoœci 10%) i mro¿enie w LN w oko³o 50-60%.

Zamkniêcie gametofitów w alginianowych kapsu³kach zapewni³o 100% ¿ywotnoœæ

po rozmro¿eniu wszystkich szeœciu badanych gatunków paproci (25).

Wiêkszoœæ tkanek roœlinnych nie jest jednak zdolna do uzyskania poziomu wil-

gotnoœci poni¿ej 30%, wymaganego do zast¹pienia procesu krystalizacji lodu, ogra-

niczaj¹cym destrukcjê komórek zjawiskiem witryfikacji (ang. glass state – stan nie-

krystaliczny zwany te¿ stanem stabilnej szklistoœci, w którym utrzymane s¹ fizyczne

w³aœciwoœci stanu ciek³ego oraz strukturalna i funkcjonalna ci¹g³oœæ makromoleku³;

w naturze wystêpuje w nasionach, py³ku i roœlinach typu resurrection). Dlatego te¿ w

warunkach kultur in vitro wykorzystuje siê ró¿nego rodzaju traktowania i techniki

krioprezerwacji, których wybór zale¿y od tolerancji badanego gatunku na nara-

staj¹cy stres abiotyczny (ch³odowy czy desykacyjny), od jego pochodzenia klima-

tycznego oraz stanu fizjologicznego materia³u roœlinnego. U roœlin posiadaj¹cych

wysok¹ odpornoœæ na stres, „uproszczona krioprezerwacja” mo¿e byæ wystarczaj¹ca

do zapewnienia wysokiej ¿ywotnoœci (9,26-29). Sto¿ki wzrostu Humulus lupulus L. cv

‘Nugget’ nale¿¹ do nielicznych przyk³adów materia³u roœlinnego, który poddany je-

dynie kapsu³kowaniu zdolny jest do prze¿ycia bezpoœredniej dehydratacji osmo-

tycznej 0,75 M lub 1,0 M roztworem sacharozy, z zachowaniem ¿ywotnoœci po de-

hydratacji powietrznej i mro¿eniu na poziomie odpowiednio 80 i 40% (27). Kolejnym

przyk³adem roœliny poddaj¹cej siê „uproszczonej krioprezerwacji” mog¹ byæ p¹ki

k¹towe Gentiana scabra, których ju¿ 13-dniowe traktowanie po¿ywkami zawiera-

j¹cymi od 0,1 M (11 dni) poprzez 0,4 M do 0,7 M (po 24 h) sacharozy, umo¿liwia³o

prze¿ywanie w 90% „otwartego” suszenia sterylnym powietrzem do wilgotnoœci 10%

i bezpoœredniego zanurzenia w LN (26). Zamkniêcie p¹ków w alginianowych kap-

su³kach nie wp³ywa³o na ich prze¿ycie po rozmro¿eniu (30). W podnoszeniu toleran-

cji na mro¿enie wielu gatunków roœlin, w tym wiêkszoœci gametofitów mchów,

w¹trobowców (31,32) i paproci (25) decyduj¹c¹ rolê odgrywa kwas abscyzynowy

(ABA). Znacz¹c¹ rolê tego fitohormonu wykazali Suzuki i wsp. (33). W³¹czaj¹c do

prekultury inhibitor syntezy ABA – fluridon autorzy ci doprowadzili do redukcji de-

sykacyjnej tolerancji p¹ków k¹towych Gentiana scabra. W przypadku gametofitów

paproci Cibotium glaucum 7-dniowa prekultura 10 �M ABA indukowa³a tolerancjê na

„otwarte” suszenie i mro¿enie, podnosz¹c prze¿ywalnoœæ z 10 do 88% (25). U msza-

ków, dla uzyskania 100% prze¿ywalnoœci po rozmro¿eniu konieczne by³o po³¹czenie

prekultury ABA z kapsu³kowaniem (31). Dla wiêkszoœci roœlin prekultura na/w po-
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¿ywkach zawieraj¹cych podwy¿szone stê¿enia sacharozy i/lub ABA, poprzedzaj¹ca

w³aœciwe traktowanie krioprotektantami lub kapsu³kowanie/dehydratacjê i kolejno

mro¿enie, jest najczêstsz¹ procedur¹ postêpowania. Przekrój stosowanych dotych-

czas zró¿nicowanych metod indukowania tolerancji desykacyjnej, sposobów prze-

prowadzania dehydratacji osmotycznej oraz uzyskanej prze¿ywalnoœci dla 41 ró¿-

nych gatunków mro¿onych z wykorzystaniem techniki kapsu³kowania przedstawili

w swojej pracy Gonzalez-Arnao i Engelmann (34). Na uwagê zas³uguje fakt, ¿e pod-

czas gdy tolerancja desykacyjna bywa indukowana ró¿nymi 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 roztworów witryfikacyjnych). W dotychczasowych badaniach wskazuje siê,

¿e to w³aœnie sacharoza i glukoza (26,35), a z cukrów alkoholowych sorbitol (36-38)

najlepiej indukuj¹ tolerancjê na odwadnianie. Tempo i czas dehydratacji osmotycz-

nej materia³u roœlinnego maj¹ znacz¹cy wp³yw na uzyskiwanie desykacyjnej toleran-

cji. W literaturze mo¿na znaleŸæ przyk³ady pokazuj¹ce skutecznoœæ zarówno 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 stê¿eñ osmotikum nie wp³ywaj¹ na rozhartowanie materia³u

roœlinnego. Zaindukowana desykacyjna tolerancja p¹ków k¹towych Gentiana sca-

bra by³a utrzymywana niezale¿nie od d³ugoœci trwania prekultury i manipulowania

stê¿eniami sacharozy pod warunkiem u¿ycia tu¿ przed mro¿eniem odpowiednio

wysokiej jej koncentracji (33).

U roœlin pochodzenia tropikalnego, zw³aszcza gatunków wra¿liwych na odwad-

nianie, krioprezerwacja nie zawsze skutecznie zabezpiecza wszystkie komórki

wprowadzanego do LN eksplantatu, czego efektem jest niepo¿¹dana zmiana odpo-

wiedzi morfogenetycznej (43-45). Na podstawie lokalizacji obumar³ych komórek

wskazuje siê, ¿e mro¿eniowe uszkodzenia s¹ generalnie zwi¹zane z silniejsz¹ waku-

olizacj¹, wynikaj¹c¹ z morfologicznej budowy badanego materia³u roœlinnego, np.

wierzcho³ka pêdu (46,47). Wiêksza jest równie¿ wra¿liwoœæ komórek tych roœlin na

dehydratacjê w roztworach witryfikacyjnych (np. PVS2). Musa spp. i Ipomea batatas

ju¿ po 10-15 min traktowania roztworem PVS2 w temperaturze pokojowej ca³kowi-

cie trac¹ ¿ywotnoœæ (17), podczas gdy ró¿ne kultywary banana w temperaturze 0°C

utrzymuj¹ j¹ na wysokim poziomie nawet przez godzinê (20). Jedn¹ z najwa¿niej-

szych kwestii w krioprezerwacji gatunków tropikalnych oraz wra¿liwych na odwod-

nienie jest indukcja optymalnego stanu fizjologicznego do stymulowania tolerancji

na dehydratacjê i kriogeniczne procedury (17). Realizowana jest ona poprzez pre-

kulturê bazuj¹c¹ na podwy¿szonych stê¿eniach sacharozy i równoczesnym wykorzy-

stywaniu jednej lub ³¹czeniu ze sob¹ dwóch lub trzech technik krioprezerwacji

(40,44,48,49). Czu³oœæ na wysokie stê¿enia cukrów mo¿e byæ pokonywana przez

po³¹czenie kapsu³kowania materia³u roœlinnego ze stopniowym podnoszeniem ciœ-

nienia osmotycznego w po¿ywce (39,40). Znacz¹c¹ rolê w efektywnym mro¿eniu

roœlin tropikalnych przypisuje siê podniesieniu tempa sch³adzania (20). Po³¹czenie
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metody kropli z witryfikacj¹ umo¿liwi³o wprowadzenie do LN trzech szczególnie

wra¿liwych na dehydratacjê kultywarów banana. Ich prze¿ywalnoœæ i zdolnoœæ do

regeneracji pêdów bez udzia³u kalusa wynosi³a 35-55%. W opracowanym optymal-

nym protokole unika siê prekultury, bazuj¹c na: 1) doborze odpowiedniego eksplan-

tatu, 2) bezpoœrednim umieszczeniu eksplantatu w roztworze wstêpnym, 3) 30 min

dehydratacji w PVS2 w temperaturze 0°C, 4) naniesieniu materia³u w kropli PVS2 na

foliê aluminiow¹ i szybkim zamro¿eniu, 5) szybkim rozmro¿eniu w ³aŸni wodnej

o temperaturze 40°C i 6) wymianie roztworu witryfikacyjnego na roztwór 1,2 M sa-

charozy (20). Osi¹gniêcie to, jak siê wydaje, mo¿e stanowiæ kolejny prze³om w do-

tychczas ukszta³towanym spojrzeniu na szeroko rozumian¹ krioprezerwacjê i mo¿e

otworzyæ drogê do upraszczania, unifikacji i upowszechniania wykorzystywania cie-

k³ego azotu równie¿ w codziennej pracy biotechnologa.

3. Strukturalna reorganizacja w komórce jako obraz nabywania
tolerancji

Hartowanie ch³odem (w naturze i in vitro) oraz dehydratacja osmotyczna dostar-

czaj¹ bodŸca indukuj¹cego wielokierunkowe zmiany w metabolizmie komórek, pod-

nosz¹ce w konsekwencji ich tolerancjê na desykacjê i mro¿enie. Redukcja wielkoœci

komórek i ich wakuolizacji, zagêszczenie cytozolu i wzrost zawartoœci skrobi to wi-

zualny efekt traktowania egzogennymi cukrami czy obni¿on¹ temperatur¹ (18,50-56).

Zast¹pienie du¿ych wakuol licznymi ma³ymi, zajmuj¹cymi o przesz³o po³owê

mniejsz¹ powierzchniê w komórce w stosunku do kontroli, obserwowano ju¿ po

trzydniowym traktowaniu 6% manitolem agregatów komórkowych Panicum maximum

(51) czy hartowaniu 0,175 M sacharoz¹ (3 dni) i nastêpnie 0,4 M sorbitolem (24 h)

zawiesiny Oryza sativa (53). Podobny efekt jest uzyskiwany równie¿ w czasie prze-

d³u¿onej (4-tygodniowej) prekultury agregatów zawiesiny Gentiana tibetica po¿ywk¹

zawieraj¹c¹ 6% sacharozê (55). Wyd³u¿one w czasie traktowanie sprzyja równie¿ re-

dukcji wielkoœci komórek (50). Znacz¹ce zmiany zachodz¹ tak¿e w organizacji in-

nych organelli komórkowych. Prekultura stwarza warunki do eliminowania osmo-

tycznie wra¿liwych mitochondriów (53). Przedtraktowanie tkanki manitolem powo-

dowa³o silne pofa³dowanie b³on komórkowych oraz formowanie licznych wakuol

w obrêbie cystern endoplazmatycznego retikulum (ER) (51). Powstawanie pêcherzy-

ków wakuolarnych w cysternach szorstkiego i g³adkiego ER obserwowano pod

wp³ywem dwudniowego traktowania zawiesiny Asparagus officinalis 0,8 M, plazmoli-

zuj¹cym roztworem sacharozy (57), w komórkach merystematycznych banana po

traktowaniu 0,4 M roztworem sacharozy (18) oraz zawiesiny Gentiana tibetica po pre-

kulturze 0,4 M sorbitolem (55). Poszerzanie siê ER i jego wakuolizacja, tworzenie

koncentrycznych spirali lub fragmentacja prowadz¹ca od wielowarstwowych cy-

stern do krótkich odcinków, formuj¹cych z³o¿one lamelle s¹ postrzegane jako natu-

ralna ochrona przed ch³odem (56). Tego typu zmiany kszta³tów oraz struktury ER,
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zauwa¿one by³y w aklimatyzowanych ch³odem komórkach siewek odmiany pszenicy

ozimej Triticum aestivum (58) oraz komórkach drzew, charakteryzuj¹cych siê wysok¹

tolerancj¹ na mróz (59). W efekcie drastycznego deficytu wody zmianie ulegaj¹ kom-

ponenty lipidowe b³on (wzrasta stopieñ nasycenia kwasów t³uszczowych), prowadz¹c

do jej usztywnienia i ograniczenia przepuszczalnoœci. System przebudowy sk³adu

chemicznego b³ony funkcjonuje u roœlin toleruj¹cych odwodnienie. U roœlin wra¿li-

wych na desykacjê, nie poddanych aklimatyzacji, w konsekwencji wy³¹czania bia³ek

dochodzi do fuzji membran i tworzenia struktury heksagonalnej. Podczas rehydra-

tacji nastêpuje zak³ócenie ci¹g³oœci b³on i wyciek cytoplazmy (60).

W badaniach Pritcharda i wsp. (54,61,62) wskazuje siê na istnienie zmiennoœci

miêdzy gatunkami w ich strukturalnej i fizjologicznej odpowiedzi na te same warun-

ki prekultury. Podczas gdy redukcja przyrostu biomasy i gruboœci œcian komórko-

wych by³a charakterystyczna dla obu zawiesin, klonu i soi, to w badaniach stosun-

ków wodnych wykazano, ¿e komórki klonu s¹ zdolne do wiêkszego osmotycznego

przystosowania siê do stresu ultraniskiej temperatury ni¿ komórki soi.

4. Fizykochemiczne zmiany adaptacyjne komórek w podnoszeniu
tolerancji na mro¿enie

OdpowiedŸ roœlin na stres abiotyczny uwidacznia siê na poziomie fizjologicz-

nym i molekularnym. Hartowanie ch³odem prowadzi do mechanicznych ograniczeñ,

podczas gdy stres suszy zak³óca jonow¹ i osmotyczn¹ równowagê komórek (63).

Oba czynniki stresowe aktywuj¹c specyficzne geny, które z jednej strony prowadz¹

do zmian w b³onach komórkowych i syntezy substancji osmotycznych, z drugiej zaœ

do jonowej i osmotycznej homeostazy, indukuj¹ tolerancjê na desykacjê-mro¿enie.

Szereg zmian rejestrowanych w naturze podczas nabywania tolerancji na stres wy-

stêpuje równie¿ w kulturach in vitro, a czynniki j¹ indukuj¹ce mo¿na wykorzystywaæ

do redukcji mro¿eniowych uszkodzeñ. Dla optymalizowania warunków prekultury

i podnoszenia prze¿ywalnoœci po krioprezerwacji wa¿ne jest poznanie mechani-

zmów nabywania tolerancji desykacyjnej. Dotychczas w niewielu pracach poruszano

kwestie zmian fizjologicznych zachodz¹cych w czasie przedmro¿eniowych trakto-

wañ i ich powi¹zañ z prze¿ywalnoœci¹ po krioprezerwacji (16,33,57,64-68). We

wczesnych doniesieniach (69,70) przypisuje siê podniesienie prze¿ywalnoœci g³ów-

nie redukcji wielkoœci komórek po ró¿nych subkulturach w osmotikum. Obecnie

wiadomo ju¿, ¿e nie tylko iloœciowa, ale przede wszystkim jakoœciowa akumulacja

specyficznych substancji przyczynia siê do podniesienia tolerancji na stres desykacji

i mro¿enia.

W odpowiedzi na hartowanie/prekulturê w komórkach roœlinnych pojawia siê

zdolnoœæ do syntezy ró¿nego rodzaju zwi¹zków organicznych (rozpuszczalnych cu-

krów, aminokwasów, kwasów organicznych, osmoprotektantów i bia³ek ochron-

nych), które obni¿aj¹c potencja³ wodny zapobiegaj¹ wyp³ywowi wody z komórki,
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a tak¿e pe³ni¹ funkcje ochronne dla bia³ek i b³on komórkowych. Zmiany stosunków

wodnych w komórkach zawiesinowych Citrus sinensis i Daucus carota indukowane

osmotikum i ABA bada³ Seijo (66). Po rozpoczêciu prekultury w po¿ywce zawie-

raj¹cej 0,4 M sacharozê, potencja³ wodny komórek i po¿ywki w ci¹gu godziny ulega³

wyrównaniu, a turgor zanika³. W ci¹gu 48 h oba parametry by³y odzyskiwane przez

komórki. To wskazuje na wystêpowanie komórkowej osmoregulacji, która jest

utrzymywana przez w³¹czanie osmotycznie aktywnych substancji z po¿ywki (71,72)

lub ich syntezie de novo. Kiedy zastosowano prekulturê z sacharoz¹ i dodatkowo

z ABA, turgor komórek by³ utrzymany na sta³ym poziomie, podczas gdy redukcja po-

tencja³u osmotycznego i wodnego by³a obserwowana przez pierwsze cztery dni kul-

tury (66). Prekultura po¿ywk¹ zawieraj¹c¹ 0,4 M sacharozê i 5,0 mg/l ABA istotnie

podnosi³a tolerancjê komórek zawiesinowych C. sinensis i D. carota na traktowanie

roztworem witryfikacyjnym (PVS2) i przechowywanie w ciek³ym azocie (66). Podnie-

sienie kriotolerancji tkanki kalusowej Hevea brasiliensis mo¿liwe by³o dzieki obni¿e-

niu stê¿enia CaCl2 z 9 mM do 1 mM (lub 0 mM) w prekulturze na 12 dni przed krio-

prezerwacj¹ (73). Wapñ znany jest jako czynnik zapobiegaj¹cy uszkodzeniom b³on

komórkowych dziêki stymulacji mechanizmów detoksyfikacyjnych (poprzez induk-

cjê aktywnoœci katalaz) oraz ograniczaniu peroksydacji lipidów (dziêki utrzymywa-

niu wysokiego poziomu glutationu) (74). Nastêpstwem wycofania z po¿ywki CaCl2
by³ wzrost wodnego i osmotycznego potencja³u w komórkach H. brasiliensis, redukcja

poziomu endogennego wapnia oraz wzrost zawartoœci rozpuszczalnych bia³ek.

Zmiany te poci¹ga³y za sob¹ podniesienie merystematycznej i embriogenicznej ak-

tywnoœci komórek, wiêksz¹ kriotolerancjê oraz postmro¿eniow¹ embriogeniczn¹

kompetencjê (73).

W efekcie prekultury w roztworze manitolu komórki tytoniu wykazywa³y zwiêk-

szon¹ produkcjê ABA, a po 8 h zaczyna³y akumulowaæ prolinê, której zawartoœæ po

24 h wzros³a 10-krotnie (75). Komórki tej zawiesiny dopiero po kulturze w manitolu

by³y zdolne do deplazmolizy po witryfikacji. Suzuki i wsp. (33) prowadz¹c 13-dnio-

w¹ prekulturê sacharoz¹ (0,1 M – 11 dni; 0,4 M – 1 dzieñ i 0,7 M – 1 dzieñ) ob-

serwowali gromadzenie siê endogennego ABA i proliny w p¹kach k¹towych Gentiana

scabra. Zawartoœæ ABA ros³a w ci¹gu czterech pierwszych dni kultury, a nastêpnie

mala³a do wyjœciowego poziomu, mimo dalszego traktowania stale podwy¿szanym

stê¿eniem osmotikum. Akumulacja endogennej proliny zachodzi³a stopniowo wraz

ze wzrostem stê¿eñ substancji osmotycznie czynnej, a jej poziom by³ 4-5-krotnie

wy¿szy ni¿ na pocz¹tku kultury. Wiêksz¹ skutecznoœæ d³ugoterminowej prekultury

wykazali w swoich badaniach Hitmi i wsp. (64). Do zaindukowania tolerancji na

mro¿enie w komórkach zawiesiny Chrysanthemum cinerariaefolium wykorzystali oni

sacharozê. Mimo ¿e 10-dniowa prekultura by³a wystarczaj¹ca do zaindukowania

maksymalnej dehydratacji i poziomu endogennej proliny, jednak¿e wyd³u¿enie har-

towania do 30. dni znacz¹co podnios³o zawartoœæ endogennej sacharozy i ABA oraz

poziomu wody zwi¹zanej (wchodz¹cej w sk³ad zwi¹zków chemicznych, niemo¿liwej

do usuniêcia w wyniku dehydratacji). Po 30-dniowej prekulturze po¿ywk¹ zawie-
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raj¹c¹ 18% sacharozê zawartoœæ wody wolnej obni¿y³a siê 4-krotnie, a przesz³o

2-krotnie wzros³a zawartoœæ wody zwi¹zanej. Obecnoœæ endogennej sacharozy

wzros³a 4-krotnie, glukozy 2-krotnie, a fruktozy 1,4-razy. Przesz³o 8-krotnie pod-

niós³ siê poziom endogennego ABA i 3-krotnie proliny. Zarejestrowane w komór-

kach zmiany przyczyni³y siê do zwiêkszenia ¿ywotnoœci z 6,6 do 57%, a zdolnoœci do

odtworzenia kultury z 0 do 72% (64).

Stres osmotyczny wyzwalany po przeniesieniu materia³u roœlinnego na po¿ywki

zawieraj¹ce wysokie stê¿enia cukrów mo¿e byæ równie¿ sygna³em do adaptacji me-

tabolizmu komórek na stres. Ju¿ 21 h prekultura po¿ywk¹ zawieraj¹c¹ 0,4 M stê¿e-

nie sacharozy sprzyja³a utrzymaniu kie³kowania zarodków somatycznych marchwi

po przechowywaniu w LN na poziomie 80% (65). Po traktowaniu sacharoz¹, b¹dŸ do-

datkowo po podaniu egzogennego ABA, stwierdzano akumulacjê piêciu polipepty-

dów, których brak (powi¹zany z brakiem prze¿ycia) wykazano po prekulturze zarod-

ków glikolem polietylenowym 6000. Tolerancjê na mro¿enie embriogenicznych ko-

mórek zawiesiny Asparagus officinalis indukowano za pomoc¹ plazmolizy roztworem

0,8 M sacharozy (57). Zaindukowana po dwóch dniach prekultury tolerancja w za-

kresie temperatur od -20 do -24°C utrzymywa³a siê przez 6 kolejnych dni. W tym

czasie stwierdzono oko³o 6-krotny wzrost poziomu endogennych cukrów (sacharo-

zy, glukozy i fruktozy), czego nie odnotowano po hartowaniu komórek ch³odem,

oraz wzmo¿one pojawianie siê 42-kD bia³ek z grupy dehydryn. Poziom bia³ek osi¹g-

n¹³ maksimum po ok. 12 h i utrzymywa³ siê przez 4 dni.

Vandenbussche i wsp. (16) wykazali wy¿sz¹ skutecznoœæ aklimatyzacji ch³odem

(1 tydzieñ: 8 h dzieñ z temperatur¹ 21°C i 16 h noc z temperatur¹ 5°C) wierz-

cho³ków wzrostu Beta vulgaris, ani¿eli prekultury roztworem 0,3 M sacharozy czy ty-

godniowego traktowania po¿ywk¹ zawieraj¹c¹ 10-6 M ABA. Po hartowaniu, wraz ze

wzrostem mrozowej tolerancji, wzros³a zawartoœæ cukrów w komórkach (sacharozy,

glukozy i fruktozy). Modyfikacji uleg³ równie¿ sk³ad kwasów t³uszczowych. Wzros³a

zawartoœæ kwasu linolowego, a obni¿y³a siê linolenowego. Obni¿eniu uleg³a zawar-

toœæ chlorofilu (Chl a i Chl b). Z 20-47% do 60-70% wzros³a prze¿ywalnoœæ po kriopre-

zerwacji (zale¿nie od badanego klonu). Zmiany w zawartoœci kwasów t³uszczowych

zachodzi³y tak¿e po traktowaniu ABA oraz po prekulturze sacharoz¹, jednak¿e inne

grupy kwasów t³uszczowych modyfikacji podlega³y (16). Ramon i wsp. (68) po 2-ty-

godniowej prekulturze 0,4 M sacharoz¹ wykazali zmiany w kwasach t³uszczowych

oraz wzrost poziomu poliamin.

5. Krioprezerwacja w zabezpieczaniu kompetencji komórek roœlinnych

Nadrzêdnym celem gromadzenia materia³u roœlinnego w ciek³ym azocie jest mo¿-

liwie najlepsze zachowanie zdolnoœci ¿yciowych jego komórek i tkanek, z zabezpie-

czeniem ich kompetencji do regeneracji, produkcji specyficznych substancji i/lub

odtwarzania kultur. Ultraniska temperatura powinna gwarantowaæ równie¿ utrzy-
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mywanie stabilnoœci genetycznej zregenerowanych po krioprzechowywaniu roœlin

czy postmro¿eniowych kultur.

5.1. Zabezpieczenie zdolnoœci regeneracyjnych

W bankach genów funkcjonuj¹cych na bazie kultur in vitro, roœlinna ró¿norod-

noœæ biologiczna gromadzona jest g³ównie w postaci merystemów, wierzcho³ków

pêdów oraz zarodków somatycznych. Ten rodzaj materia³u gwarantuje z jednej

strony intensywne rozmna¿anie, z drugiej zaœ stwarza mo¿liwoœci do prowadzenia

postmro¿eniowej regeneracji bez udzia³u tkanki kalusowej. Z tego wzglêdu sto-

suj¹c ró¿ne metody przed- i pomro¿eniowe okreœla siê obecnie obok prze¿ywalno-

œci materia³u roœlinnego równie¿ jego kompetencje do bezpoœredniej regeneracji

(20,40,44). W histologicznych badaniach wskazuje siê, ¿e jest ona mo¿liwa do

osi¹gniêcia, wówczas gdy niemal¿e wszystkie komórki eksplantatu prze¿ywaj¹ mro-

¿enie (34,47). Generalnie rozmro¿ony materia³, zw³aszcza kapsu³kowany, podejmu-

je wzrost wolniej ni¿ nie mro¿ony (34,76), jednak¿e najczêœciej opóŸnienie to nie

ma wp³ywu na reakcjê morfogenetyczn¹.

Na podstawie wielu dotychczas opublikowanych wyników badañ wskazuje siê na

utrzymywanie po krioprzechowywaniu potencja³u embriogenicznego kultur na nie

zmienionym poziomie (73,77-84). Jednoczeœnie krioprezerwacja najczêœciej nie wy-

kazuje niekorzystnego wp³ywu na przebieg embriogenezy i regeneracjê roœlin, co

wykazano np. dla wiêkszoœci 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 zdolnoœci do tworzenia

zarodków somatycznych przez embriogeniczn¹ tkankê kalusow¹ dwóch spoœród

szeœciu badanych genotypów Ipomea batatas przypisuje siê zastosowaniu niedosta-

tecznych warunków krioochrony (85). Wykorzystanie jedynie prekultury bez dodat-

kowej ochrony krioprotektantami zabezpieczy³o ¿ywotnoœæ tkanki kalusowej, ale

okaza³o siê niewystarczaj¹ce do utrzymania embriogenicznego potencja³u genoty-

pów wra¿liwszych na mro¿enie. Wy¿sz¹ zdolnoœæ regeneracyjn¹ rozmro¿onej tkanki

obserwowano w przypadku zawiesiny komórkowej Citrus deliciosa (86), dwóch linii

embriogenicznego kalusa Hevea brasiliensis (87), a w przypadku kapsu³kowanej za-

wiesiny Vitis vinifera krioprezerwacja przyczyni³a siê a¿ do 7-krotnego podniesienia

liczby zarodków somatycznych (76). Nabywanie lub utratê kompetencji do embrio-

genezy i przyczyny tego zjawiska mo¿na przeœledziæ na przyk³adzie poddanych

krioprezerwacji 39 linii Hevea brasiliensis (73). Dwie spoœród dziewiêciu nieembrio-

genicznych linii po mro¿eniu nabywa³y zdolnoœæ do embriogenezy, a dwie inne j¹

traci³y. W tym przypadku autorzy porównuj¹c zdolnoœci regeneracyjne tych linii

w kolejnych eksperymentach uznali, ¿e mo¿e to byæ jedynie przejœciowe zjawisko.

Inni badacze, przyczyn wzrostu embriogenicznych kompetencji upatruj¹ w zjawisku

krioselekcji (86,88).
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5.2. Zabezpieczanie aktywnoœci metabolicznej

Ze wzglêdu na koniecznoœæ stosowania w procedurze krioprezerwacji osmotycz-

nych przedtraktowañ oraz toksycznych krioprotektantów, jak dot¹d, sporadycznie

wykorzystywano j¹ do zabezpieczania linii komórkowych, stanowi¹cych alternatyw-

ne systemy do produkcji metabolitów wtórnych czy leczniczych bia³ek. Do ciek³ego

azotu dotychczas z powodzeniem wprowadzono wyselekcjonowane linie komórko-

we (kalus, zawiesina) (89-92), wierzcho³ki korzeni w³oœnikowych (93) oraz wierz-

cho³ki pêdów (94,95) roœlin leczniczych. Na podstawie uzyskanych wyników wska-

zuje siê, ¿e krioprezerwacja mo¿e byæ wykorzystywana jako skuteczna metoda za-

bezpieczania kompetencji komórek i tkanek roœlinnych do produkcji specyficznych

metabolitów wtórnych.

Kim i wsp. (92) wykazali, ¿e krioprezerwacja zabezpiecza zdolnoœci zawiesiny

komórkowej Taxus chinensis do biosyntezy paklitakselu. Stwierdzono nieznaczne

opóŸnienie jego produkcji w ci¹gu pierwszych 40. dni od rozmro¿enia komórek,

jednak¿e po tym czasie by³a ona porównywalna. Pocz¹tkowe ró¿nice w biosyntezie

tego metabolitu przypisano toksycznemu wp³ywowi mro¿eniowych i postmro¿enio-

wych traktowañ (92). Wysok¹ prze¿ywalnoœæ (92%) zdolnych do wydajnej produkcji

metabolitów wtórnych linii komórkowych Chrysanthemum cinerariaefolium uzyskano

wykorzystuj¹c 5% DMSO, po uprzedniej 30-dniowej prekulturze sacharoz¹ (90). Po

krioprezerwacji wzrost mro¿onej i niemro¿onej tkanki kalusowej by³ podobny.

W badaniach wykazano obni¿on¹ zawartoœæ chlorofilu i podwy¿szon¹ zdolnoœæ do

produkcji pyretryny, cyneryny i jasmoliny. Wzrost biosyntezy metabolitów w post-

mro¿eniowych kulturach by³ skorelowany z ró¿n¹ skutecznoœci¹ zastosowanej krio-

ochrony. Autorzy, efektów zmian upatruj¹ w mo¿liwoœci selekcjonowania subpopu-

lacji komórek, które podczas krioprezerwacji znajduj¹ siê w ró¿nych stadiach cyklu

komórkowego i poziomach ploidalnoœci (90). W warunkach stresowych modyfikacji

ulegaæ mo¿e biochemiczna aktywnoœæ komórek, co poci¹ga za sob¹ zmiany iloœcio-

we i jakoœciowe w syntezie metabolitów wtórnych (96,97). Jednak¿e badania, w któ-

rych wykazano tak istotnie negatywne zmiany by³y prowadzone na pocz¹tku lat

osiemdziesi¹tych ubieg³ego wieku, kiedy krioprezerwacjê dopiero wdra¿ano, a sto-

sowane metody krioochrony nie by³y tak skuteczne jak obecnie.

Biochemiczn¹ stabilnoœæ roœlin zregenerowanych z przechowywanych w LN

wierzcho³ków pêdów Dioscorea deltoidea (95), D. floribunda i D. bulbifera (98,99)

i Chrysanthemum cinerariaefolium (94) oszacowano wykorzystuj¹c HPLC. Zawartoœæ

diosgeniny nie ró¿ni³a siê, podobnie jak katarantyny i ajalicyny w liniach komórko-

wych Catharanthus roseus czy Panax ginseng (89). Podczas gdy zawartoœæ chlorofilu

by³a ni¿sza, a pyretryn wy¿sza w 28. dniu kultury rozmro¿onej tkanki kalusowej

(90), to biosynteza tych substancji w zregenerowanych po mro¿eniu z wierzcho³ków

wzrostu roœlinach by³a zgodna z kontrol¹ (94). Indywidualnie optymalizowane wi-

tryfikacyjne procedury wykorzystuj¹ce PVS2 dla ochrony korzeni w³oœnikowych

Panax ginseng, Angelica acutiloba, Atropa belladonna oraz Papaver somniferum z powo-
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dzeniem zabezpieczaj¹ ¿ywotnoœæ, zdolnoœci do organogenezy oraz biosyntezy

specyficznych metabolitów (93). Po krioprezerwacji zosta³a utrzymana zdolnoœæ do

proliferacji komórek i tkanek identycznych jak nie mro¿one. Równie¿ wzrost od-

tworzonych korzeni w³oœnikowych by³ podobny, jakkolwiek kultury po mro¿eniu

produkowa³y mniej nowych bocznych korzeni, co wynikaæ mog³o z zastosowanych

kriogenicznych procedur.

W przypadku transgenicznych kultur, wartoœæ krioprezerwacji i zasadnoœæ jej

wykorzystywania zale¿y od stabilnoœci transgenu. W przeprowadzonych analizach

PCR potwierdzono obecnoœæ T-DNA (TL-DNA oraz TR-DNA) w zregenerowanych po

krioprzechowywaniu kulturach Panax ginseng oraz Atropa belladonna (93). W wyniku

analiz RAPD, wykorzystuj¹cych od 2 do 7 starterów, nie stwierdzono ró¿nic w geno-

mie DNA mro¿onych i kontrolnych korzeni w³oœnikowych Papaver somniferum i Atropa

belladonna. Menges i Murray (100) wykazali, ¿e krioprezerwacja nie zmienia zdolno-

œci do synchronizacji badanych linii komórkowych tytoniu BY i Arabidopsis, jak rów-

nie¿ utrzymana jest po rozmro¿eniu ekspresja transgenu.

Wykazuj¹ce wysoki poziom aktywnoœci biologicznej transgeniczne komórki za-

wiesinowe ry¿u, poddane prekulturze roztworem 0,5 M sacharozy i zabezpieczone

mieszanin¹ krioprotektantów (1 M sacharoza, 1 M glicerol i 1 M DMSO) w 88% prze-

¿ywa³y mro¿enie w LN (101). Ekspresja zrekombinowanej ludzkiej cytotoksyny

hCTLA4Ig w odtworzonej po krioprezerwacji tkance kalusowej by³a stabilna.

5.3. Zabezpieczenie stabilnoœci genetycznej

Z jednej strony blokowanie w temperaturze -196°C metabolizmu i brak pasa¿y

sprzyjaj¹ ograniczaniu wystêpowania zmiennoœci genetycznej i epigenetycznej,

z drugiej zaœ stres towarzysz¹cy sch³adzaniu tkanki oraz ca³y szereg zabezpieczeñ,

na czele z toksycznymi krioprotektantami, mog¹ prowadziæ do utraty stabilnoœci ge-

netycznej. W czasie ostatniej dekady w literaturze znaleŸæ mo¿na ponad 80 donie-

sieñ (102), w których ocenia siê stabilnoœæ materia³u roœlinnego po przechowywaniu

w LN na ró¿nych poziomach: fenotypowym (morfologiczny opis ³odyg, liœci, korzeni,

kwiatów, owoców oraz wzrostu), cytologicznym (wykrywanie niestabilnoœci chro-

mosomów, poliploidyzacja, aneuploidyzacja i inne mitotyczne zaburzenia), bioche-

micznym (porównanie zmian w profilach bia³kowych) i molekularnym (analiza geno-

mowych sekwencji DNA za pomoc¹ technik PCR, ang. Polymerase Chain Reaction).

W przeprowadzonej analizie cytometrycznej syntetycznie otrzymywanych dihaplo-

idów Solanum tuberosum linii PDH 40, ulegaj¹cych w naturze spontanicznemu po-

dwojeniu zawartoœci DNA do poziomu tetraploidalnego, wykazano utrzymywanie

wyjœciowego, diploidalnego poziomu w regenerantach przechowywanych w ciek³ym

azocie w postaci wierzcho³ków pêdów (103). Z wykorzystaniem cytometrii prze-

p³ywowej Menges i Murray (100) stwierdzili brak ró¿nic w ca³kowitej zawartoœci

DNA oraz jego rozk³adzie pomiêdzy ró¿nymi fazami cyklu komórkowego zawiesin
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Arabidopsis thaliana i Nicotiana tabacum. Na podstawie badañ fenotypowych i genoty-

powych dostarczane s¹ dowody, ¿e otrzymane po krioprzechowywaniu regeneranty

posiadaj¹ cechy roœlin matecznych (27,98,99,104-110). Morfologiczne podobieñ-

stwo i brak jakichkolwiek ró¿nic jest opisywane zw³aszcza, wtedy gdy regeneracja

zachodzi bezpoœrednio (bez poœrednictwa tkanki kalusowej) ze sto¿ków wzrostu

czy merystemów (111). W literaturze mo¿na znaleŸæ dowody równie¿ na zachowa-

nie stabilnoœci genetycznej przez regeneranty otrzymane z embriogenicznej tkanki

kalusowej (99). W fenotypowej analizie zregenerowanych roœlin Arabidopsis thaliana,

pochodz¹cych z trzech ró¿nych ekotypów, nie wykazano szkodliwego wp³ywu sto-

sowanych „przedtraktowañ” oraz mro¿enia zawiesin w LN na morfologiê regenera-

tów, tj. system korzeniowy, kwitnienie, zawi¹zywanie ³uszczyn oraz liczbê nasion

(110). Na podstawie analizy j¹drowego i chloroplastowego DNA Solanum tuberosum

wskazano na stabilnoœæ genetyczn¹ zregenerowanych z przechowywanych w LN sto-

¿ków wzrostu roœlin (107). Zdarza siê jednak, ¿e opisanej zmiennoœci fenotypowej

nie towarzysz¹ potwierdzone na poziomie molekularnym zmiany, gdy¿ standardo-

wo stosowane markery RFLP nie s¹ w stanie wykryæ zmian o pod³o¿u epigenetycz-

nym (6). Polimorfizm nie zwi¹zany z fenotypem wykazywa³y ró¿ne warianty analizy

AFLP u¿yte dla kar³owych i normalnych odmian Musa (112). Na podstawie danych li-

teraturowych wykazuje siê równie¿, ¿e mimo braku zmian fenotypowych i cytolo-

gicznych oraz rozwoju roœlin „zgodnego z typem” (true-to-type), techniki RAPD

i AFLP mog¹ wykryæ polimorfizm DNA (113).

W literaturze s¹ przedstawione dowody na to, ¿e krioprezerwacja indukuje

istotne zmiany na poziomie metylacyjnym (111,114-116), które odgrywaj¹ wa¿n¹

rolê w sterowaniu rozwojem roœliny, ró¿nicowaniem organów i tkanek (117). U nie-

których genotypów w nastêpstwie krioprezerwacji i wykazanych zmian metylacyj-

nych, podniesieniu uleg³a efektywnoœæ procesu somatycznej embriogenezy (76). Su-

geruje to, ¿e zmiany metylacyjne indukowane krioprezerwacj¹ mog¹ wp³ywaæ na

ekspresjê genów powi¹zanych z somatyczn¹ embriogenez¹ (117).

6. Podsumowanie

Stosowane dotychczas techniki krioprezerwacji materia³u roœlinnego bazuj¹ na

indukowaniu tolerancji mrozowej/desykacyjnej opartej na hartowaniu/prekulturze.

Po weryfikacji ustanowionych dotychczas pogl¹dów, skutecznej krioprezerwacji roœ-

lin (zw³aszcza wra¿liwych na ch³ód) upatruje siê obecnie w indukowaniu tolerancji

desykacyjnej. Kolejny prze³om w dotychczasowych badaniach stanowi wprowadze-

nie do ciek³ego azotu roœlin wra¿liwych zarówno na ch³ód, jak i desykacjê. Osi¹gniê-

cia w tym zakresie uzyskane dla kultywarów banana mog¹ otworzyæ drogê do stan-

daryzacji i upowszechniania krioprezerwacji, zarówno w gromadzeniu bioró¿norod-

noœci w bankach tkanek, jak i w codziennej pracy biotechnologa. Wraz ze skutecz-

noœci¹ u¿ywanych technik mro¿enia roœnie gwarancja szybkiego odtwarzania mate-
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ria³u roœlinnego bez poœrednictwa tkanki kalusowej. W badaniach z ostatniego dzie-

siêciolecia wskazuje siê na wysok¹ skutecznoœæ stosowanych obecnie procedur

przed- i postmro¿eniowych w zabezpieczaniu kompetencji komórek i tkanek do re-

generacji oraz biosyntezy specyficznych substancji, z gwarancj¹ utrzymywania sta-

bilnoœci genetycznej.
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