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S u m m a r y

Cryopreservation offers the possibility for long-term storage of genetic re-
sources with maximal genotypic stability, using a minimum of space and main-
tenance. At present it is actively used all over the world for storage of plant ma-
terial: seeds, pollen, spores, dormant buds or apical meristems in genebanks.
The development of biotechnology led to the production of a new category of
germplasm for cryostorage: in vitro obtain tissues, organs, embryos, special cell
lines and genetically modified plant material. The maintenance of in vitro collec-
tions remains risky regarding losing accessions due to the contamination, hu-
man error or somaclonal variation. The classical slow cooling was the first stan-
dard protocol developed for hydrated plant tissues. This method is mainly used
for cryopreservation of non-organized tissues, for example: cell suspensions
and calli, or apices of cold-tolerant species. For differentiated structures, new
cryopreservation techniques such as vitrification and encapsulation/dehydration
procedures or droplet method are efficient and reliable. These freezing tech-
niques have been successfully, routinely applied for cryopreservation of various
plant material of temperate and tropical climate species. So far, cryopreserva-
tion procedures are developed for in vitro tissues and recalcitrant seeds of
about 100 and 40 species, respectively.

Key words:

storage, techniques, application of cryopreservation, genetic stability.

P R A C E P R Z E G L ¥ D O W E

Adres do korespondencji

Anna Miku³a,
Ogród Botaniczny –
Centrum Zachowania
Ró¿norodnoœci
Biologicznej,
Polska Akademia Nauk,
ul. Prawdziwka 2,
02-973 Warszawa;
e-mail:
amikula@ob.neostrada.pl

4 (75) 145–163 2006



1. Wprowadzenie

Krioprezerwacja jest uznawana za najlepsz¹ metodê d³ugoterminowego prze-
chowywania materia³u roœlinnego. W temperaturze ciek³ego azotu (-196°C) podzia³y
komórkowe i procesy metaboliczne ulegaj¹ zatrzymaniu, a jedynie promieniowanie
jonizuj¹ce mo¿na uznaæ za przyczynê niewielkich zmian genetycznych (1). Materia³
roœlinny mo¿e byæ zatem teoretycznie przechowywany, bez zmian i utraty w³aœciwoœ-
ci przez nieograniczony czas. Dodatkowymi atutami tej metody jest niewielka po-
wierzchnia przechowywania i stosunkowo niewysokie koszty utrzymywania próbek.
Obecnie krioprezerwacja jest coraz czêœciej wykorzystywana, choæ ci¹gle jeszcze
w niewielu oœrodkach na œwiecie, do przechowywania materia³u roœlinnego w po-
staci nasion, py³ku, p¹ków spoczynkowych i merystemów wierzcho³kowych w ban-
kach tkanek (2). Rozwój biotechnologii doprowadzi³ do uzyskania nowej kategorii
zasobów genowych wymagaj¹cych d³ugoterminowego utrzymywania: otrzymywanej
in vitro tkanki, organów, zarodków somatycznych, specyficznych linii komórkowych
oraz materia³u modyfikowanego genetycznie. Za pomoc¹ kultur do 1997 r. przecho-
wywanych by³o oko³o 38 tys. obiektów (3). Jednak¿e utrzymywanie kolekcji in vitro
obci¹¿one jest du¿ym ryzykiem wystêpowania zmiennoœci somaklonalnej i utraty
kultur w wyniku b³êdu cz³owieka (2). W ostatniej dekadzie technologia krioprezer-
wacji roœlin, rozwijaj¹c siê bardzo gwa³townie, umo¿liwi³a d³ugoterminowe prze-
chowywanie biologicznie wartoœciowego materia³u wielu gatunków roœlin nie tylko
klimatu umiarkowanego, ale i tropikalnego. Dziêki niej zachowywany jest morfoge-
netyczny potencja³ i charakterystyczne dla danych linii komórkowych cechy, np.
zdolnoœæ produkcji specyficznych metabolitów wtórnych (4,5). Krioprezerwacja zna-
laz³a równie¿ wykorzystanie do eliminowania wirusa szarki œliwy (PPV), mozaiki
ogórka (CMV) czy smu¿kowatoœci banana (BSV) (6,7). Na prze³omie lat osiemdzie-
si¹tych i dziewiêædziesi¹tych XX w., w badaniach eksperymentalnych, do ciek³ego
azotu (LN) wprowadzano bardzo ró¿norodny materia³ pochodz¹cy z kultur in vitro.
W ci¹gu ostatnich 10 lat dominuje natomiast tendencja ³¹czenia ró¿nych technik
i upraszczania procedur w celu dostosowania metod do rutynowego przechowywa-
nia jak najwiêkszej liczby badanych genotypów w bankach tkanek.

2. Historia krioprezerwacji

Historia krioprezerwacji siêga koñca lat trzydziestych ubieg³ego wieku, kiedy to
Luyet i Gehenio w 1938 r. opublikowali wyniki udanych badañ nad mro¿eniem
w ciek³ym azocie (LN) niewielkich fragmentów tkanek mchów (8). W swojej pionier-
skiej pracy wykazali oni, ¿e ¿ywotnoœæ komórek zale¿y od stopnia ich uwodnienia
oraz sposobu rozmra¿ania. Dwadzieœcia lat póŸniej prace nad prze¿ywalnoœci¹
tkanki korowej mrozoodpornych pêdów roœlin drzewiastych rozpocz¹³ Sakai (9).
W swoich wielokierunkowych badaniach nad Morus bombycis wykaza³ niekorzystny
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wp³yw rekrystalizacji wody w niedostatecznie przemro¿onych komórkach na ich ¿y-
wotnoœæ po rozmro¿eniu (10,11). Dziêki wysokiej mrozoodpornoœci tej morwy nie
zachodzi³a potrzeba wykorzystywania jakichkolwiek krioprotektantów i mo¿liwe
by³o badanie wp³ywu tempa mro¿enia i rozmra¿ania na prze¿ywalnoœæ komórek
(10). Po raz pierwszy substancji ochronnych u¿yto w postaci glicerolu w 1949 r. (12),
zaœ DMSO w 1959 r. (13). Najwczeœniejsze doniesienia o mro¿eniu komórek po-
chodz¹cych z kultur in vitro dotyczy³y kultur zawiesinowych. W 1968 r. Quatrano
uzyska³ w pe³ni ¿ywotne komórki zawiesiny lnu zabezpieczane DMSO, po przecho-
wywaniu w temperaturze -50°C (14). Ciek³y azot po raz pierwszy zastosowano dla
embriogenicznej zawiesiny komórkowej marchwi w 1971 r. (15). Dwa lata póŸniej
Nag i Street wykazali, ¿e embriogeniczna kultura nie traci zdolnoœci do regeneracji
po przechowywaniu w ciek³ym azocie (16). W 1979 r. Withers opisa³a procedurê
mro¿enia zarodków somatycznych marchwi, tj. struktur zorganizowanych, zbudo-
wanych z ró¿nych typów komórek (17). Przez kolejnych dwadzieœcia lat udoskonala-
no metody powolnego sch³adzania tkanek dla coraz to nowych gatunków. Od
1990 r. opracowanie nowych technik, bazuj¹cych na witryfikacji, uproœci³o i upo-
wszechni³o procedurê krioprezerwacji, dziêki czemu liczba wprowadzanych do LN
gatunków raptownie wzros³a.

3. Podstawy krioprezerwacji roœlin

W naturze wiele gatunków roœlin wytworzy³o systemy ochronne, pozwalaj¹ce na
unikanie formowania kryszta³ów lodu w temperaturze bliskiej zeru (18). Hartowanie
ch³odem jest procesem (19), w który zaanga¿owane s¹ zmiany biochemiczne, fizjo-
logiczne (20,21) i ultrastrukturalne (22), a sama zdolnoœæ roœlin do aklimatyzacji jest
kontrolowana genetycznie (23). Wzrost tolerancji mrozowej wyzwalany jest przez
nisk¹ temperaturê, suszê, krótki fotoperiod, czy egzogenny kwas abscyzynowy
(ABA) (21,24). Hartowaniu towarzyszy ekspresja genów COR (ang. cold-regulated),
okreœlanych te¿ jako LTI (ang. low temperature induced). Koduj¹ one specyficzne
bia³ka z rodziny LEA (ang. late-embryogenesis abundant) i ich homologi, charaktery-
zuj¹ce siê du¿¹ hydrofilnoœci¹ i stabilnoœci¹ w wysokich temperaturach (23). Poja-
wiaj¹ siê one tak¿e w odpowiedzi na dehydratacjê i stymulacjê hormonaln¹ (24).
Bia³ka kolejnej grupy – AFP (ang. antifreeze proteins), typu glukanaz, chitynaz i tau-
matyn, zmieniaj¹c dynamikê krystalizacji wody, hamuj¹ rozrost kryszta³ów lodu
i tym samym zwiêkszaj¹ odpornoœæ na mróz (25). Nastêpuje tak¿e synteza cukrów,
proliny czy ABA. Gromadzenie siê tych substancji, obserwowane w roœlinach in vivo,
zachodzi równie¿ w komórkach i tkankach hodowanych in vitro (26-29). Substancje
te zwiêkszaj¹c wewn¹trzkomórkowe ciœnienie osmotyczne obni¿aj¹ temperaturê
krystalizacji wody w komórce podczas sch³adzania (18). Taki system zapobiega nie-
odwracalnemu uszkadzaniu b³on cytoplazmatycznych i ich selektywnej przepusz-
czalnoœci. Wykazano równie¿ istnienie zale¿noœci pomiêdzy odpornoœci¹ roœlin in
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vivo (np. Medicago sativa) i reakcj¹ ich tkanek na sch³adzanie w warunkach in vitro
(28). Roœliny klimatu tropikalnego (np. banan) nie wykazuj¹ w naturze tolerancji na
nisk¹ temperaturê i odwodnienie (30), dlatego klucza do udanej ich krioprezerwacji
upatruje siê g³ównie w indukcji ich tolerancji desykacyjnej, a nie mrozowej (31,32).
Tolerancja na suszenie i tolerancja na nisk¹ oraz wysok¹ temperaturê, niedotlenie-
nie tkanek czy zasolenie, mog¹ mieæ takie same podstawowe w³aœciwoœci (mecha-
nizm), ale zale¿noœæ miêdzy nimi nie jest jednoznaczna (33).

Woda bêd¹ca najobfitszym sk³adnikiem biologicznie aktywnych komórek, jest
g³ównym elementem wp³ywaj¹cym na efektywnoœæ krioprezerwacji (18). Radykalne
ograniczenie jej zawartoœci pozwala na osi¹gniêcie strukturalnych cech, którymi
charakteryzuj¹ siê komórki wykazuj¹ce tolerancjê desykacyjn¹, takich jak: ma³e wa-
kuole, gêsta cytoplazma, brak plazmodesm, elastycznoœæ œcian (33). W warunkach in
vitro cechy te indukowaæ mo¿na za pomoc¹ kultury w roztworach o wysokim osmo-
tikum, które stymuluj¹c przebudowê cytoplazmy (34,35) ograniczaj¹ w niej zawar-
toœæ wody wolnej, a zwiêkszaj¹ zwi¹zanej (27). Stan taki osi¹gany jest przez d³ugo-
terminowe (ok. 30-dniowe) lub 48-godzinne oddzia³ywanie roztworami cukrów (35),
których ochronna funkcja wyra¿a siê na dwa sposoby. Po pierwsze, grupy hydroksy-
lowe cukrów mog¹ zastêpowaæ cz¹steczki wody w utrzymaniu hydrofilowego od-
dzia³ywania w membranach i bia³kach w czasie dehydratacji. Stereochemiczna
orientacja grup hydrofilowych polihydroksyalkoholi sprzyja wydajniejszemu wi¹za-
niu wodoru i jego upakowywaniu wokó³ b³on biologicznych (36), st¹d sorbitol i gli-
cerol skuteczniej indukuj¹ desykacyjn¹ i mrozow¹ tolerancjê wielu gatunków roœlin
(37,38). Po drugie, cukry s¹ g³ównym czynnikiem bior¹cym udzia³ w formowaniu
„biologicznego szk³a” (witryfikacji) w cytoplazmie komórek (33), zapobiegaj¹c kry-
stalizacji wody podczas zamra¿ania (39) oraz utrzymuj¹c strukturaln¹ i funkcjonaln¹
integralnoœæ makromoleku³ (33). Podobnie jak w naturze w czasie aklimatyzacji
ch³odem, tak i w warunkach in vitro podczas kultury, nastêpuje tworzenie wielo-
kompleksowych lamelli na spodniej stronie b³on, tworz¹cych równoleg³e uk³ady,
oraz pofragmentowanie retikulum endoplazmatycznego (22,35). Podwy¿szeniu ule-
ga poziom cukrów oraz bia³ek. W embriogenicznych komórkach zawiesiny Asparagus
officinalis poziom cukrów wzrós³ przesz³o 6-krotnie, a bia³ek LEA 2-dwukrotnie (40).
Nastêpuje równie¿ indukcja endogennych ABA i proliny, co stwierdzono np. w kul-
turze zawiesinowej tytoniu (41). Objawiaj¹ca siê w ten sposób strukturalna, bioche-
miczna i genowa odpowiedŸ komórki roœlinnej na stres osmotyczny, mo¿e byæ
powi¹zana z nabywaniem tolerancji mrozowej (40) czy dehydratacyjnej.

4. Techniki krioprezerwacji materia³u roœlinnego

Prowadzone na du¿¹ skalê badania nad krioprzechowywaniem tkanek roœlinnych
doprowadzi³y do rozwiniêcia czterech podstawowych technik krioprezerwacji: po-
wolnego sch³adzania, witryfikacji, kapsu³kowania-dehydratacji i kropli. Metody kla-
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syczne oparte s¹ na chemicznej krioochronie po³¹czonej z indukcj¹ dehydratacji
mrozowej wywo³ywanej w czasie powolnego sch³adzania, zaœ nowe techniki bazuj¹
na zjawisku witryfikacji (42).

4.1. Technika powolnego sch³adzania (mro¿enia dwustopniowego)

Klasyczne techniki krioprezerwacji rozwiniêto w latach siedemdziesi¹tych
ubieg³ego wieku. Pierwszy standardowy protokó³ przedstawiaj¹cy mo¿liwoœci ruty-
nowego wykorzystywania tej metody zosta³ opisany przez Withers i Kinga (43). Pre-
cyzyjna kontrola tempa sch³adzania, w³aœciwe powi¹zanie krioprotektantów i kry-
stalizacja wody zewn¹trzkomórkowej, to podstawowe elementy dla powodzenia
krioprezerwacji opartej na powolnym, kontrolowanym sch³adzaniu. Zwykle przygo-
towaniu materia³u roœlinnego towarzyszy: przedtraktowanie, zabezpieczanie krio-
protektantami, powolne sch³adzanie (w tempie 0,5-2°C min-1) do okreœlonej tempe-
ratury przedzamro¿eniowej (zwykle -30 lub -40°C) i dalsze kontrolowane, szybsze
sch³adzanie do -196°C (w tempie 10°C min-1). Metoda wymaga u¿ycia specjalistycz-
nej aparatury do programowanego sch³adzania.

Stosowane krioprotektanty (np. dwumetylosulfotlenek – DMSO, mannitol, sor-
bitol, sacharoza, glikol polietylenu) odwadniaj¹ tkanki, stabilizuj¹ b³ony komórko-
we oraz obni¿aj¹ temperaturê krystalizacji lodu. Ponadto przy prawid³owo zapro-
gramowanym tempie sch³adzania, zamarzaj¹ca jedynie w przestworach miêdzyko-
mórkowych woda przyczynia siê do zagêszczenia soku komórkowego i obni¿enia
temperatury krzepniêcia cytozolu (18). W optymalnych warunkach wiêkszoœæ lub
ca³oœæ wody, która mo¿e zamarzn¹æ usuwana jest z komórki drog¹ osmozy. W ten
sposób redukuje siê szkodliwe, wewn¹trzkomórkowe formowanie lodu. Zbyt inten-
sywna dehydratacja mo¿e jednak naraziæ komórkê na nieodwracalne uszkodzenia,
wynikaj¹ce z nadmiernej koncentracji soku komórkowego i zawartych w nim soli,
zmiany w b³onach czy utratê ich integralnoœci (44). Aby unikn¹æ zjawiska rekrystali-
zacji, w którym topniej¹cy lód wywo³uje przemiany termodynamiczne sprzyjaj¹ce
uszkodzeniom wtórnym, rozmra¿anie powinno zachodziæ mo¿liwie jak najszybciej
(45).

Technika powolnego sch³adzania mo¿e byæ z powodzeniem wykorzystywana do
krioprzechowywania niezró¿nicowanego materia³u roœlinnego, np. zawiesin komór-
kowych, tkanki kalusowej czy merystemów (42). W przypadku zró¿nicowanych struk-
tur technika ta mo¿e byæ wykorzystywana do mro¿enia wierzcho³ków pêdów jedy-
nie gatunków toleruj¹cych ch³ód. Niekiedy uszkodzeniu ulegaæ mo¿e znaczna czêœæ
strefy wierzcho³ka, czego efektem jest kalusowanie pozosta³ych przy ¿yciu komó-
rek. W przypadku ograniczonej proliferacji tkanki kalusowej nastêpuje dalszy, pra-
wid³owy rozwój organów (46).
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4.2. Technika witryfikacji

Obserwacja procesu witryfikacji w naturze (47), przyczyni³a siê do rozwiniêcia
nowych, bardziej uniwersalnych technik krioprezerwacji. Wysoko skoncentrowane
roztwory witryfikacyjne pocz¹tkowo wykorzystywano do zabezpieczania zarodków
zwierzêcych (48). W przypadku tkanki roœlinnej, technikê witryfikacji po raz pierw-
szy u¿yto do mro¿enia komórek i zarodków somatycznych Asparagus officinalis, przy
czym procedura nie zabezpiecza³a w pe³ni badanego materia³u (49). Udane rezultaty
doœwiadczeñ z zakresu krioprezerwacji z wykorzystaniem roztworów witryfikacyj-
nych opisali Langis i wsp. dla zawiesiny komórkowej Brassica campestris (50) oraz Sa-
kai i wsp. w przypadku embriogenicznych linii komórkowych Citrus sinensis (51). Od-
wadnianie cytozolu osi¹gane jest tu poprzez traktowanie materia³u roœlinnego wy-
soko skoncentrowan¹ mieszanin¹ substancji krioochronnych. Takie traktowanie po-
³¹czone z bezpoœrednim zanurzeniem próbek w ciek³ym azocie, a zatem z raptow-
nym ich zamro¿eniem, powoduje przemianê wodnego roztworu w zeszklony p³yn
z pominiêciem fazy krystalizacji (zarówno cytozolu, jak i roztworu witryfikacyjne-
go), co ma miejsce w temperaturze -115°C (52). Zasadniczym elementem tej techni-
ki jest czas i temperatura traktowania roztworami witryfikacyjnymi (53,54).

Stosowane obecnie roztwory witryfikacyjne ró¿ni¹ siê sk³adem substancji krio-
ochronnych. Roztwór PVS2 bazuje na 30% (w/v) glicerolu, 15% (w/v) glikolu etylenu
(EG), 15% (w/v) DMSO oraz 0,4 M sacharozie (51). Roztwór PVS3 zawiera 50% (w/v)
glicerol i 1,46 M sacharozê (54), natomiast roztwór PVS4 35% (w/v) glicerol, 20% (w/v)
EG i 0,6 M sacharozê (52). Generalnie zastosowanie roztworów witryfikacyjnych
sprzyja utrzymaniu wysokiej ¿ywotnoœci rozmro¿onych tkanek (70-90%), jednak¿e
roztwory zawieraj¹ce wysoko skoncentrowany DMSO oraz EG lub PEG mog¹ byæ
toksyczne dla materia³u roœlinnego (55).

Witryfikacja umo¿liwia przechowywanie w LN nie tylko niezró¿nicowanych tka-
nek, ale równie¿ ca³ych organów zawieraj¹cych ró¿ne typy komórek (zarodków,
sto¿ków wzrostu, p¹ków) roœlin pochodz¹cych ze wszystkich stref klimatycznych
(42).

4.3. Technika kapsu³kowania-dehydratacji

Metoda kapsu³kowania-dehydratacji opiera siê na technologii opracowanej dla
produkcji sztucznych nasion. Eksplantaty s¹ zamykane w alginianowych kapsu³kach
i traktowane, od 1 do 7 dni, po¿ywk¹ zawieraj¹c¹ wzrastaj¹ce stê¿enia cukrów (naj-
czêœciej sacharozy, zwykle do 1 M). Tkanka po czêœciowej dehydratacji poddawana
jest dalszej desykacji (powietrznej czy krzemionkowej) a¿ do osi¹gniêcia oko³o
20-30% wilgotnoœci wzglêdnej. Metoda ta bazuje na witryfikacji poprzez dehydrata-
cjê osmotyczn¹, a nastêpnie odparowywanie, dziêki czemu w czasie krioprezerwacji
uzyskiwany jest stan stabilnej szklistoœci. Decyduj¹cym elementem tej techniki jest
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poziom wilgotnoœci odwadnianej tkanki. Metodê kapsu³kowania po raz pierwszy
wykorzystano dla sto¿ków pêdów ziemniaka (56).

Kapsu³kowanie-dehydratacja podobnie jak witryfikacja umo¿liwia krioprzecho-
wywanie zarówno zró¿nicowanego jak i niezró¿nicowanego materia³u roœlinnego
(42).

4.4. Technika kropli (ang. droplet freezing) (57)

Technika ta polega na inkubowaniu materia³u roœlinnego w roztworze kriopro-
tektanta (57-60), roztworze witryfikacyjnym (32,61,62) lub materiale zabezpiecza-
nym metod¹ kombinowan¹, opart¹ na kapsu³kowaniu i witryfikacji (63). Nastêpnie,
wykorzystuj¹c wysokie przewodnictwo cieplne folii aluminiowej, materia³ roœlinny
jest bardzo szybko zamra¿any w LN. Dziêki temu rozchodzenie siê ciep³a w ek-
splantatach jest szybkie i jednorodne (63). Dotychczas metodê tê zastosowano z du-
¿ym powodzeniem do mro¿enia: merystemów i sto¿ków wzrostu Solanum tuberosum
(57,61) i Musa spp. (32), p¹ków wierzcho³kowych Dioscorea spp. (63) oraz wierz-
cho³ków pêdów Malus domestica (58).

4.5. Techniki kombinowane

Do tej grupy metod zaliczyæ mo¿na modyfikacje ³¹cz¹ce kapsu³kowanie z witryfi-
kacj¹, b¹dŸ z powolnym, programowanym sch³adzaniem (64).

4.6. Inne techniki

W literaturze opisywane s¹ jeszcze inne metody krioprezerwacji tkanek roœlin-
nych, które dotychczas wykorzystano dla nielicznych gatunków.

4.6.1. Metoda prekultury (ang. preculture method) lub prekultury-desykacji
(ang. preculture – desiccation method)

Technika ta polega na traktowaniu próbek roztworami krioprotektantów i na-
stêpnie szybkim ich zamro¿eniu w LN. Zosta³a ona opracowana dla sto¿ków wzro-
stu banana (65). Dodatkowo po traktowaniu roztworami substancji krioochronnych
próbki mog¹ byæ poddawane odwadnianiu powietrzem lub na ¿elu krzemionko-
wym. Metodê tê wykorzystano dla fragmentów ³odyg Asparagus spp., zarodków so-
matycznych i zygotycznych Elaeis guineensis (66), a tak¿e p¹ków k¹towych Gentiana
scabra (67).
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4.6.2. Metoda desykacji (ang. flash drying)

Metoda ta jest prost¹ procedur¹ polegaj¹c¹ na odwadnianiu eksplantatów – do
wilgotnoœci oko³o 10-20% (œwie¿ej masy wyjœciowej) – przez szybko przep³ywaj¹cy
strumieñ sterylnego powietrza. Nastêpnie próbki zostaj¹ zanurzone bezpoœrednio
w LN. Technika ta jest skuteczna w zabezpieczaniu zarodków zygotycznych typu
recalcitrant i ich osi (68).

5. Krioprezerwacja w zabezpieczaniu materia³u roœlinnego pochodz¹cego
z kultur in vitro

Krioprezerwacja materia³u roœlinnego pochodz¹cego z kultur in vitro jest jedn¹
z technik strategii ochrony ex situ (2). Droga ta jest szczególnie cenna w przypadku
trzech kategorii roœlin uprawnych: 1) nie tworz¹cych nasion i rozmna¿anych wy-
³¹cznie wegetatywnie, takich jak banan i plantan (Musa spp.); 2) korzeniowych i bul-
wiastych, np. ziemniaka (Solanum tuberosum), pochrzynu (Dioscorea spp.), manioku
(Manihot esculenta), s³odkiego ziemniaka (Ipomea batatas), trzciny cukrowej (Saccharum
spp.), oraz niektórych, które produkuj¹ nasiona typu orthodox; 3) roœlin o nasionach
typu recalcitrant, w³¹czaj¹c w to gatunki drzewiaste oraz owocowe tropikalne (66).
Ze wzglêdu na du¿e znaczenie gospodarcze wymienionych kategorii roœlin upraw-
nych ich krioprezerwacja rozwija siê najintensywniej i jest wykorzystywana w prak-
tyce do tworzenia banków tkanek. Najczêœciej materia³em roœlinnym stosowanym
do krioprzechowywania s¹ sto¿ki wzrostu i merystemy, rzadziej zarodki somatycz-
ne. Po³¹czenie somatycznej embriogenezy i krioprezerwacji stanowi istotny ele-
ment strategii hodowli roœlin iglastych i rekultywacji lasów (69). Stan fizjologiczny
oraz tolerancja i czu³oœæ materia³u roœlinnego na narastaj¹cy stres w ka¿dym kolej-
nym kroku procedury krioprezerwacyjnej, wp³ywa na powodzenie tego zabiegu
i nakazuje odpowiedni dobór dostêpnych technik oraz ich modyfikowanie. W udo-
skonalaniu i opisywaniu efektywnoœci ró¿nych metod coraz czêœciej wykorzystywa-
na jest termalna analiza DSC (ang. differential scanning calorimetry), charakteryzuj¹ca
przebieg krystalizacji i rekrystalizacji lodu (70,71). Brak efektu cieplnego wynika-
j¹cego z braku formowania lodu w czêœciowo odwodnionych próbkach roœlinnych
jest skorelowany z wysok¹ ¿ywotnoœci¹ po krioprezerwacji (72).

5.1. Zawiesina komórkowa i tkanka kalusowa

Kultury zawiesinowe dostarczaj¹ niezró¿nicowanej populacji komórek, które
wykorzystywane s¹ w badaniach eksperymentalnych. Ciek³y azot skutecznie zabez-
piecza ich potencja³ morfogenetyczny (73) oraz stabilnoœæ genetyczn¹ (74), dziêki
czemu zachowuj¹ swój juwenilny charakter. Ponadto kultury roœlin wa¿nych me-
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dycznie, utrzymuj¹ po krioprzechowywaniu zdolnoœæ do produkcji specyficznych
metabolitów wtórnych (5). Krioprezerwacja nie wp³ywa negatywnie na ekspresjê ob-
cych genów w kulturach transgenicznych (4) czy na regeneracjê protoplastów z roz-
mro¿onej tkanki (75).

Komórki histologicznie niezró¿nicowanej masy proembriogenicznej rozwijaj¹cej
siê w ustabilizowanych i embriogenicznych kulturach zawiesinowych, wykazuj¹ zró¿-
nicowanie strukturalne. Zmiennoœæ ich wielkoœci, gêstoœci cytoplazmy, stopnia wa-
kuolizacji czy zasobnoœci w amyloplasty jest utrzymywana nawet po d³ugotermino-
wym traktowaniu kultury roztworami o zwiêkszonym ciœnieniu osmotycznym (35).
W efekcie krioprzechowywania pewna populacja komórek, zw³aszcza du¿ych i sil-
niej zwakuolizowanych obumiera, przy ¿yciu pozostaj¹ zaœ komórki typowo mery-
stematyczne (35). Teoretycznie krioprezerwacja zawiesiny komórkowej mo¿e byæ
przeprowadzana z doœæ du¿¹ skutecznoœci¹ za pomoc¹ ka¿dej z opisywanych me-
tod. Do 1995 r. dla wiêkszoœci z nich wykorzystywano g³ównie technikê powolnego
sch³adzania (76). W danych literaturowych z ostatnich dziesiêciu lat wskazuje siê
jednak na wiêksz¹ skutecznoœæ i uniwersalnoœæ nowych metod w zabezpieczaniu
agregatów zawiesin komórkowych roœlin dwuliœciennych (tab.).

T a b e l a

Przyk³ady zawiesin komórkowych mro¿onych w ciek³ym azocie oraz wykorzystanych technik od 1995 r.
Przegl¹du do 1995 r. dokonali Reinhoud i wsp. (76)

Gatunek Technika 1 Hartowanie Krioprotektanty
¯ywotnoœæ

(%)
Literatura

1 2 3 4 5 6

Dwuliœcienne

Arabidopsis thaliana kapsu³kowanie 34 (77)

Arabidopsis thaliana witryfikacja
+ 2-stopniowa

0,0-1,0 M mannitol 3 dni 0,5 M DMSO
+0,5 M glicerol+
1 M sacharoza +
10g/l proliny

50 (78)

Catharanthus roseus kapsu³kowanie 47 (79)

Cyclamen persicum inkubacja 2 h
w temp. -20°C,
zanurzenie w LN

0,6 M sacharoza 2 dni 10% DMSO 75 (80)

Daucus carota witryfikacja 0,175 M sacharoza 3 dni
+ 0,4 M sorbitol 24 h

PVS2 83 (81)

Doritaenopsis witryfikacja 0,1 M sacharoza +
1 mg/l ABA

PVS2 64 (82)

Fragaria x ananassa witryfikacja +
2-stopniowa

PVS3 80 (55)

Gentiana cruciata 2-stopniowa,
witryfikacja,
kapsu³kowanie

0,175 M sacharoza, 4 tyg.;
0,4 M sorbitol 48 h

1% DMSO (1,5 h)

PVS2 (2 h)

2,7
85
65

(83)
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1 2 3 4 5 6

Gentiana tibetica 2-stopniowa,
witryfikacja,
kapsu³kowanie

0,175 M sacharoza, 4 tyg.,
0,4 M sorbitol 48 h

1% DMSO (1,5h)
PVS2 (2h)

3
90
70

(84)

Medicago sativa kapsu³kowanie ch³odzenie 10 dni w tem-
peraturze 2°C

2Modp. 29
nModp. 14

(29)

Nicotiana tabacum (3NE) 42-stopniowa

witryfikacja

0,3 M mannitol 3 dni 1 M sacharoza +
0,5 M glicerol +
0,5 M glikol pro-
pylenu (SGP);
PVS2

35

55

(85)

Nicotiana tabacum (NE) kapsu³kowanie + 5wi-
tryfikacja + 2-stop-
niowa

2 M glycerol +
0,4 M sacharoza

70 (86)

Panax ginseng bezpoœrednie zanu-
rzenie w LN

10% glicerol +
4% sacharoza

86 (53)

Papaver somniferum kapsu³kowanie+
2-stopniowa

5% DMSO 80 (87)

Taxus chinensis 62-stopniowa 0,5 M DMSO; 0,5
M glicerol

35 (88)

Solanum tuberosum witryfikacja 0,25; 0,5; 0,625; 0,75
i 1,0 M sacharoza (w su-
mie 24 h)

0,5 M DMSO
+0,5 M glicerol+
1 M sacharoza +
5 g/l proliny

88 (74)

Vitis vinifera kapsu³kowanie 0,25; 0,5; 0,75; 1M sa-
charoza

78 (73)

Jednoliœcienne

Bromus inermis (NE) 4 2-stopniowa

witryfikacja

20 mg/l ABA 7 dni 10% sacharoza +
10% DMSO + 5%
glicerol;
PVS2

80

30-40

(89)

Musa spp. 72-stopniowa 0,29 M sacharoza 24 h 0,53 M sacharozy
+ 15% DMSO
(1 h)

55-90 (90)

Oryza sativa (NE) witryfikacja 44,5% DMSO +
18,7% sorbitol

20 (91)

Oryza sativa (NE) 62-stopniowa 5% DMSO + 10%
glukoza

82 linia1;
20 linia2

(92)

Oryza sativa 9prekultury-desykacji 0,175 M sacharoza 3 dni
+ 0,4 M sorbitol 24 h

96 (93)

1 po¿ywk¹ wzbogacon¹ o wymienione w rubryce substancje, 2 Modp. – genotyp mrozoodporny; nModp. – genotyp nie
odporny na mróz, 3 NE zawiesina nieembriogeniczna, 4 sch³adzanie w ³aŸni z etanolem do temp. od -8 do -12°C; dalej krio-
fiolki zanurzano na 10 s w LN; dalsze sch³adzanie w tempie od 0,3°C min-1 do temp. -30°C; nastêpnie fiolki umieszczono
w LN, 5 kriofiolki bezpoœrednio z temp. 25°C zamro¿ono w -30°C na 30 min (efekt okreœlany jako equilibrium freezing),
nastêpnie fiolki umieszczono w LN, 6 sch³adzanie programowane: w tempie 1°C min-1 do temperatury -40°C; nastêpnie
fiolki umieszczono w LN, 7 sch³adzanie w tempie 1°C min-1 do temp. -7,5°C w ³aŸni z metanolem, dalej kriofiolki zanurzano
na 3 s w LN (dla inicjacji krystalizacji lodu) i sch³adzano dalej stopniowo do -40°C. Nastêpnie fiolki umieszczono w LN, 8 li-
nie komórkowe zdolne do wysokiej (linia 1) lub s³abej (linia 2) krioochrony, otrzymane w wyniku powtarzanego mro¿enia
i rozmra¿ania, 9 desykacja w ci¹gu 20 h do wzglêdnej wilgotnoœci oko³o 10%.
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Sposób sch³adzania tkanki, podobnie jak metoda czy rodzaj krioochrony, jak siê
wydaje, ma decyduj¹cy wp³yw na powodzenie krioprezerwacji. Szczególnie jest to
widoczne w przypadku zabezpieczania nieembriogenicznych kultur zawiesinowych,
których komórki wykazuj¹ znaczne uwodnienie (86) czy zró¿nicowanie morfolo-
giczne. Po³¹czenie kapsu³kowania i/lub witryfikacji z powoln¹ dehydratacj¹ do po-
ziomu równowagi zamro¿eniowej (ang. equilibrium freezing) znacz¹co podnosi ¿y-
wotnoœæ komórek po rozmro¿eniu (86,88-90,92). Z nielicznych prac opublikowa-
nych po roku 1995, dotycz¹cych krioprezerwacji zawiesin komórkowych roœlin jed-
noliœciennych (tab.) wynika, ¿e stres osmotyczny oraz toksycznoœæ s¹ g³ównymi
czynnikami ograniczaj¹cymi wykorzystanie roztworów witryfikacyjnych u tych roœ-
lin (91). Ze wzglêdu na cytotoksycznoœæ coraz czêœciej modyfikuje siê roztwory krio-
ochronne eliminuj¹c z nich DMSO, PEG czy EG, pozostawiaj¹c mniej toksyczne: gli-
cerol i sacharozê (np. roztwór witryfikacyjny PVS3), a tak¿e uciekaj¹c siê do metod
desykacyjnych (93). Komórki zawiesiny zamkniête w alginianowych kapsu³kach s¹
skutecznie chronione przed stresem mechanicznym, bezpoœrednim kontaktem
z krioprotektantami i zmianami w ciœnieniu osmotycznym po¿ywki.

Kultury kalusowe, ze wzglêdu na wiêksze zró¿nicowanie komórkowe w stosun-
ku do tkanki pochodz¹cej z kultury zawiesinowej, trudniej zabezpieczyæ przed nie-
korzystnym wp³ywem niskiej temperatury. Podobnie jak u zawiesin, istnieje tu ten-
dencja do stosowania metod witryfikacyjnych lub ³¹czenia nowych technik z powol-
nym sch³adzaniem próbek. Takie procedury wykaza³y wysok¹ skutecznoœæ w zabez-
pieczaniu embriogenicznego kalusa 12 genotypów Citrus spp. (94) czy siedmiu
z dziewiêciu badanych genotypów Ipomea batatas (95). Obecnie kosztowne, progra-
mowane mro¿enie zastêpuje siê ³aŸni¹ alkoholow¹: metanolow¹ (90) lub etanolow¹
(89,96), która utrzymuje tempo sch³adzania 0,4-0,6°C min-1 w zakresie temperatur
0 a -40°C. Krystalizacja indukowana jest wówczas poprzez zanurzenie próbek w LN
na 3-10 sekund.

Krioprezerwacja embriogenicznej tkanki kalusowej odgrywa znacz¹c¹ rolê
w tworzeniu banków klonów linii elitarnych roœlin iglastych (69,97). W œwiatowym
programie przechowywania embriogenicznych genotypów w LN przewidywano, ¿e
do 1998 r. ich liczba w bankach tkanek przekroczy 10 000. Szacuje siê, ¿e 56% do-
tychczas zgromadzonych tkanek roœlin nagonasiennych stanowi œwierk (10 gatun-
ków), 30% sosna (7 gatunków) i 13% daglezja zielona (69). Ponad 5000 genotypów
14 gatunków roœlin iglastych zgromadzono do 1998 r. w Vancouver (Kanada), wpro-
wadzaj¹c przeciêtnie w ci¹gu roku 2000 nowych genotypów (98). Skuteczna i funk-
cjonuj¹ca od lat, dla wielu gatunków roœlin nagonasiennych, technika powolnego
sch³adzania (od 0,3°C min-1 do temp. -35°C) oparta jest na wstêpnym traktowaniu
przez 48 godzin 0,4 M roztworem sorbitolu i nastêpnie 5% DMSO (69). ¯ywotnoœæ
dla wiêkszoœci linii przekracza 70-80%. W porównaniu z t¹ procedur¹, prze¿ywalnoœæ
po zastosowaniu standardowej procedury witryfikacji przy u¿yciu PVS2, jedynie dla
3 z 11 badanych linii tkanki kalusowej Picea mariana przekroczy³a 50%, dla pozo-
sta³ych piêciu waha³a siê miêdzy 10 a 30%, zaœ 3 nie prze¿y³y mro¿enia w ogóle (37).
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5.2. Morfologicznie zró¿nicowany materia³ roœlinny

Opracowanie nowych technik krioprezerwacji otworzy³o drogê do przechowy-
wania zorganizowanych tkanek (merystemów, sto¿ków wzrostu, zarodków soma-
tycznych i ich osi oraz p¹ków k¹towych) wiêkszoœci wystêpuj¹cych na œwiecie ga-
tunków roœlin. Wybór rodzaju eksplantatu do przechowywania jest œciœle zwi¹zany
ze specyficzn¹ reakcj¹ gatunkow¹ i wra¿liwoœci¹ na niskie temperatury czy desyka-
cjê, a tak¿e mo¿liwoœciami dalszej jego kultury in vitro. Ze zró¿nicowaniem tkanko-
wym zwi¹zana jest zmiennoœæ morfologiczna komórek i stopieñ ich uwodnienia, co
znacznie mo¿e ograniczaæ zabezpieczanie wszystkich tkanek badanego eksplanta-
tu. Stosowane do tego celu odwadnianie mo¿e powodowaæ uszkodzenie czêœci ko-
mórek, wynikaj¹ce z nadmiernej plazmolizy czy szoku osmotycznego. Uszkodzenia
te prowadz¹ w konsekwencji do regeneracji materia³u w kulturze postrozmro¿enio-
wej drog¹ poœredni¹, tj. poprzez tkankê kalusow¹, co obserwowano np. w sto¿kach
wzrostu Cosmos atrosanguineus (99) czy zabezpieczanych roztworem witryfikacyjnym
wierzcho³kach pêdów ziemniaka (100). Obecnie szeroki wachlarz technik kriopre-
zerwacyjnych umo¿liwia regeneracjê po rozmro¿eniu z pominiêciem fazy kalusa, co
jest korzystniejsze z punktu widzenia tworzonych banków tkanek. Spoœród ró¿no-
rodnego materia³u roœlinnego do krioprzechowywania na du¿¹ skalê najczêœciej wy-
biera siê obecnie sto¿ki wzrostu pêdów (30). Zapewniaj¹ one szybkie i genetycznie
stabilne odtwarzanie roœlin matecznych (101). Zarodki somatyczne natomiast by³y
licznie wykorzystywane w latach osiemdziesi¹tych i dziewiêædziesi¹tych XX w. do
badañ podstawowych nad indukowaniem tolerancji desykacyjnej w czasie tworzenia
sztucznych nasion oraz tolerancji mrozowej dla celów krioprzechowywania (102).

W ci¹gu ostatnich dziesiêciu lat w przypadku przechowywania w LN wielu gatun-
ków roœlin, materia³ stanowi¹ merystemy wraz z 1 lub 2 zawi¹zkami liœci (30,103,
104). Du¿a jednorodnoœæ komórek sprzyja ca³oœciowemu zabezpieczeniu tkanki,
a obecnoœæ zawi¹zków p¹ków pachwinowych gwarantuje nastêpnie bezpoœredni¹
regeneracjê pêdów, co obserwuje siê u wiêkszoœci jednoliœciennych roœlin tropikal-
nych, np. Musa spp., Cymbidium, Colocasia esculenta czy Oryza rufipogon (104). Podsta-
wowe czynniki wp³ywaj¹ce na powodzenie krioprezerwacji wierzcho³ków pêdów,
takie jak kondycja roœlin-dawców, wielkoœæ eksplantatu oraz techniczne uwarunko-
wania wyboru metod, opisuje Takagi (30). Wykorzystanie sto¿ków wzrostu, roztwo-
ru witryfikacyjnego PVS2 oraz techniki kropelkowej (32) przyczyni³o siê do rozwi-
niêcia optymalnej procedury krioprzechowywania w banku tkanek w Leuven (Belgia)
306 obiektów Musa spp., co stanowi 1

4 œwiatowych kolekcji banana (105). Sto¿ki
wzrostu wielu wegetatywnie rozmna¿anych jednoliœciennych roœlin tropikalnych,
np. Cymbidium, Cymbopogon, Colocasia esculenta, Ananas sativus, zamra¿a siê z zacho-
waniem 50-90% ¿ywotnoœci oparte na standardowej procedurze witryfikacji (106).
Krioprezerwacja jest z du¿¹ skutecznoœci¹ wykorzystywana równie¿ do eliminowa-
nia termolabilnych wirusów (6,7). W tym przypadku roztwory krioochronne, które
zabezpieczaj¹ w czasie mro¿enia wy³¹cznie skupiska komórek merystematycznych
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oraz zawi¹zki liœci, przyczyniaj¹ siê tym samym do eliminowania komórek niemery-
stematycznych – zawirusowanych (31).

Sto¿ki wzrostu pêdów wykorzystuje siê obecnie powszechnie do tworzenia ban-
ku tkanek ziemniaka (57,60,61,107). W Brunszwiku (Niemcy) u¿yto eksplantatów
d³ugoœci 0,5-4 mm, zawieraj¹cych merystemy z dwoma – czterema zawi¹zkami liœ-
ci. Stosuj¹c 10% DMSO, technikê kropli i bezpoœrednie zanurzenie w LN, zgroma-
dzono w ten sposób 519 obiektów reprezentuj¹cych 51 starych odmian ziemniaka
(60). Œrednia prze¿ywalnoœæ uzyskiwana po krioprzechowywaniu wynosi 68%, a zdol-
noœæ do regeneracji roœlin – 44%. Dla trzech kultywarów ziemniaka rozwiniêto al-
ternatywn¹ metodê krioprzechowywania, wykorzystuj¹c¹ mro¿enie sto¿ków wzro-
stu kombinowan¹ metod¹ witryfikacji i kropli, uzyskuj¹c przeciêtny rozwój pêdów
na poziomie 50% (61). W Limie (Peru), w Miêdzynarodowym Centrum Ziemniaka,
u¿ywaj¹c zmodyfikowany roztwór witryfikacyjny (50% glikol etylenu : 15% sorbitol :
6% albumina wo³owa wt%) i bezpoœrednio zanurzaj¹c próby w LN, zgromadzono do-
tychczas 960 obiektów Solanum reprezentuj¹cych 197 genotypów, z zachowaniem
30-60% prze¿ywalnoœci po mro¿eniu (107). Przewiduje siê, ¿e kolekcja ziemniaka
osi¹gnie tu w przysz³oœci liczbê 4000 obiektów.

Sto¿ki wzrostu oraz p¹ki spoczynkowe s¹ z powodzeniem wykorzystywane do
krioprzechowywania licznych, wa¿nych gospodarczo roœlin drzewiastych okryto-
nasiennych: Malus, Pyrus, Prunus, Populus, Olea, Citrus (105,108,109). W Fort Collins
(USA) w postaci p¹ków spoczynkowych zgromadzono dotychczas 2100 obiektów
Malus, zaœ w Corvallis (USA) w postaci sto¿ków wzrostu 100 obiektów Pyrus (105).
W AFOCEL w Nangis (Francja) w LN przechowywane s¹ 444 klony reprezentowane
przez trzy europejskie gatunki Ulmus: U. minor, U. laevis i U. glabra oraz ich mie-
szañce (110). Przy zastosowaniu techniki witryfikacji najni¿sza uzyskiwana prze¿y-
walnoœæ wynosi oko³o 50%. Zastosowanie kapsu³kowania-dehydratacji dla roœlin
z rodzaju: Malus, Pyrus i Prunus pozwoli³o na osi¹gniêcie prze¿ywalnoœci na pozio-
mie 80% (111). Wykorzystanie sto¿ków wzrostu piêciu kultywarów Malus domestica
i skomplikowej procedury bazuj¹cej na 3-tygodniowym hartowaniu w temperatu-
rze 5°C, traktowaniu 15% DMSO, metodzie kropli i powolnym sch³adzaniu (od
0,2°C min-1 do -40°C), zapewni³o prze¿ywalnoœæ pomiêdzy 70 a 92% (58). Prace do-
tycz¹ce wykorzystania zarodków somatycznych do przechowywania w LN okryto-
nasiennych roœlin drzewiastych s¹ nieliczne. Globularne i sercowate stadia zarod-
ków somatycznych z elementami embriogenicznej tkanki kalusowej wykorzystano
u Quercus robur (112). Stosuj¹c 3-dniowe traktowanie 0,3 M roztworem sacharozy
i nastêpnie PVS2 otrzymywano prze¿ywalnoœæ na poziomie 75%. Wczesne, liœcie-
niowe stadia zarodków somatycznych pos³u¿y³y do opracowania procedury prze-
chowywania drog¹ kapsu³kowania 3 genotypów Theobroma cacao (113). Wydajnoœæ
krioprezerwacji waha³a siê, w zale¿noœci od genotypu, na poziomie 25, 40 lub
72%. Do indukowania tolerancji na mróz i odwadniania zarodków somatycznych
zwykle niezbêdne okazuje siê zastosowanie egzogennego ABA w po³¹czeniu
z podwy¿szonymi stê¿eniami cukrów (113,114). U drzew okrytonasiennych,
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w przeciwieñstwie do nagonasiennych, technikê powolnego sch³adzania stosuje
siê sporadycznie.

Wykorzystanie krioprezerwacji do przechowywania na du¿¹ skalê materia³u roœ-
linnego pochodz¹cego z kultur in vitro, skupione jest g³ównie wokó³ roœlin upraw-
nych, np. banana (32), ziemniaka (60), manioku (115), oliwki (101), czosnku (116),
miêty (117), szparaga (59), pochrzynu (63), maliny (118) oraz drzewiastych nago-
i okrytonasiennych. Rzadziej metody te stosowane s¹ do zabezpieczania gatunków
zagro¿onych wyginiêciem (119,120) czy ozdobnych (62,121). Grevillea scapigera jest
ekstremalnie zagro¿onym gatunkiem flory australijskiej, któr¹ uda³o siê uratowaæ
przed wyginiêciem dziêki kulturom in vitro. Wyprowadzonych 9 klonów, zabezpie-
czonych technik¹ witryfikacji, zachowuje prze¿ywalnoœæ na poziomie 40-80% po
przechowywaniu w LN (119). Zastosowanie standardowej procedury witryfikacji
w roztworze PVS2 lub PVS2 bez DMSO, po uprzednim traktowaniu sto¿ków wzrostu
0,4 M roztworem sorbitolu lub 0,8 M glicerolu, umo¿liwi³o zabezpieczenie szeœciu
zagro¿onych gatunków Anigozanthos spp. i Conostylis spp. z rodziny Haemodoraceae
(120). Opisane procedury krioochrony chronionych gatunków flory australijskiej s¹
obecnie stosowane w Ogrodzie Botanicznym w West Perth w Australii. Spoœród pro-
cedur dotycz¹cych krioprezerwacji roœlin ozdobnych na uwagê zas³uguje opracowa-
nie uniwersalnej, skutecznej dla 9 kultywarów Chrysanthemum morifolium metody
opartej na po³¹czeniu technik witryfikacji i kropli, z zachowaniem ¿ywotnoœci na
poziomie oko³o 80% (62).

W Polsce krioprezerwacja wykorzystywana jest w Ogrodzie Botanicznym CZRB
PAN w Warszawie do przechowywania nasion roœlin chronionych (122), p¹ków spo-
czynkowych starych odmian jab³oni, zarodników i gametofitów paproci drzewia-
stych oraz embriogenicznych zawiesin komórkowych Gentiana spp. (35,83,84).
W Zak³adzie Genetyki Materia³ów Wyjœciowych Ziemniaka IHAR w M³ochowie utwo-
rzono bank merystemów Solanum tuberosum (123). W Instytucie Dendrologii w Kór-
niku opracowano metodê embrigenicznej tkanki kalusowej Quercus robur (124), nato-
miast w IHAR Radzików opisano warunki krioprezerwacji kilku linii embriogenicznej
tkanki kalusowej Triticale (125).

6. Stabilnoœæ materia³u roœlinnego po krioprezerwacji

Zmiennoœæ somaklonaln¹, której wystêpowanie wykazano w kulturach in vitro
(126), mo¿na zredukowaæ przechowuj¹c tkanki w ciek³ym azocie. Zablokowany me-
tabolizm komórek w ultraniskiej temperaturze oraz brak pasa¿y wyraŸnie ograni-
czaj¹ ryzyko genetycznej i epigenetycznej zmiennoœci. Ciek³y azot nie spowodowa³
utraty ¿ywotnoœci i zdolnoœci regeneracyjnych, przechowywanej przez 14 miesiêcy,
embriogenicznej tkanki kalusowej trzech genotypów trzciny cukrowej (96), czy sto¿-
ków wzrostu 51 gatunków ziemniaka trzymanych od 3 do 7 lat (60). Na podstawie
przeprowadzonych badañ fenotypowych i genotypowych dostarczane s¹ dowody,
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¿e otrzymane po krioprzechowywaniu regeneranty powtarzaj¹ cechy roœlin matecz-
nych (78,94,127-129). W fenotypowej analizie zregenerowanych roœlin Arabidopsis
thaliana, pochodz¹cych z trzech ró¿nych ekotypów, nie wykazano szkodliwego wp³y-
wu stosowanych „przedtraktowañ” oraz mro¿enia zawiesin w LN na morfologiê re-
generatów, tj. system korzeniowy, kwitnienie, zawi¹zywanie ³uszczyn oraz liczbê
nasion (78). Chocia¿ doniesienia nad badaniami w tym zakresie s¹ ci¹gle jeszcze
ograniczone, to dotychczasowy brak dowodów na morfologiczne, cytologiczne i ge-
netyczne zmiany wynikaj¹ce z krioprzechowywania s¹ obiecuj¹ce (130).

7. Podsumowanie

W ochronie ró¿norodnoœci biologicznej ex situ coraz czêœciej siêga siê po nowo-
czesne metody, które daje biotechnologia. £¹cz¹c technikê kultur in vitro, umo¿li-
wiaj¹c¹ intensywne rozmna¿anie materia³u roœlinnego, z krioprezerwacj¹, pozwa-
laj¹c¹ na d³ugoterminowe jego zabezpieczanie, mo¿liwe jest obecnie tworzenie
banków tkanek roœlin rozmna¿anych wegetatywnie. Nowe techniki krioprezerwacji
opracowane w latach dziewiêædziesi¹tych ubieg³ego wieku umo¿liwi³y uniezale¿niæ
siê od stosowania kosztownej aparatury do powolnego sch³adzania i otworzy³y dro-
gê do przechowywania w ciek³ym azocie tkanek zorganizowanych oraz gatunków
roœlin, które nie wykazuj¹ tolerancji na niskie temperatury. Upraszczanie i standary-
zacja procedur z jednoczesnym zachowaniem na wysokim poziomie prze¿ywalnoœci
i stabilnoœci genetycznej, zapewniaj¹ wiêksz¹ uniwersalnoœæ zabiegu krioprezerwa-
cji. Obecnie jest ona wykorzystywana dla oko³o 100 gatunków roœlin wy¿szych i licz-
nych gatunków glonów (131) – zarówno w tworzeniu banków tkanek, jak i do za-
bezpieczania samych kultur.

Coraz szersze zainteresowanie metod¹ krioprezerwacji materia³u roœlinnego
przyczyni³o siê do stworzenia miêdzynarodowych programów badawczych (USDA,
ang. Foreign Agricultural Service 2001/2003; CRYMCEPT, ang. Establishing CRYoprese-
rvation Methods For Conserving European PlantT Germplasm Collections 2003/05). Celem
ich by³o znalezienie naukowych podstaw zachowania komórki roœlinnej w warun-
kach stresowych, jak równie¿ wdra¿anie metod i ocena problemów technicznych
i praktycznych oraz wymiana doœwiadczeñ. System miêdzynarodowej wspó³pracy
w zakresie poznawania zagadnieñ krioprezerwacji przyczyni³ siê do utworzenia no-
wego wieloletniego programu o nazwie CRYOPLANET, który zosta³ uruchomiony
w czerwcu 2006 r.
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