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organs from in vitro culture derived

Summary

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.
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1. Wprowadzenie

Krioprezerwacja jest uznawana za najlepszg metode dlugoterminowego prze-
chowywania materiatu roslinnego. W temperaturze ciektego azotu (-196°C) podzialy
komoérkowe i procesy metaboliczne ulegajg zatrzymaniu, a jedynie promieniowanie
jonizujace mozna uznac za przyczyne niewielkich zmian genetycznych (1). Materiat
roslinny moze by¢ zatem teoretycznie przechowywany, bez zmian i utraty wtasciwos-
ci przez nieograniczony czas. Dodatkowymi atutami tej metody jest niewielka po-
wierzchnia przechowywania i stosunkowo niewysokie koszty utrzymywania probek.
Obecnie krioprezerwacja jest coraz czesciej wykorzystywana, cho¢ ciagle jeszcze
w niewielu osrodkach na Swiecie, do przechowywania materiatu roslinnego w po-
staci nasion, pytku, pakéw spoczynkowych i merysteméw wierzchotkowych w ban-
kach tkanek (2). Rozwoj biotechnologii doprowadzit do uzyskania nowej kategorii
zasobow genowych wymagajacych dtugoterminowego utrzymywania: otrzymywanej
in vitro tkanki, organéw, zarodkéw somatycznych, specyficznych linii komérkowych
oraz materialu modyfikowanego genetycznie. Za pomocg kultur do 1997 r. przecho-
wywanych byto okofo 38 tys. obiektéw (3). Jednakze utrzymywanie kolekcji in vitro
obcigzone jest duzym ryzykiem wystepowania zmienno$ci somaklonalnej i utraty
kultur w wyniku btedu cztowieka (2). W ostatniej dekadzie technologia krioprezer-
wagji roslin, rozwijajac sie bardzo gwaltownie, umozliwita dlugoterminowe prze-
chowywanie biologicznie warto$ciowego materiafu wielu gatunkéw roslin nie tylko
klimatu umiarkowanego, ale i tropikalnego. Dzieki niej zachowywany jest morfoge-
netyczny potencjat i charakterystyczne dla danych linii komérkowych cechy, np.
zdolno$¢ produkcji specyficznych metabolitoéw wtérnych (4,5). Krioprezerwacja zna-
lazta rowniez wykorzystanie do eliminowania wirusa szarki $liwy (PPV), mozaiki
ogorka (CMV) czy smuzkowatosci banana (BSV) (6,7). Na przefomie lat osiemdzie-
sigtych i dziewieédziesigtych XX w., w badaniach eksperymentalnych, do cieklego
azotu (LN) wprowadzano bardzo r6znorodny materiat pochodzacy z kultur in vitro.
W ciagu ostatnich 10 lat dominuje natomiast tendencja taczenia réznych technik
i upraszczania procedur w celu dostosowania metod do rutynowego przechowywa-
nia jak najwiekszej liczby badanych genotypéw w bankach tkanek.

2. Historia krioprezerwacji

Historia krioprezerwacji siega konca lat trzydziestych ubiegtego wieku, kiedy to
Luyet i Gehenio w 1938 r. opublikowali wyniki udanych badan nad mrozeniem
w ciekltym azocie (LN) niewielkich fragmentéw tkanek mchow (8). W swojej pionier-
skiej pracy wykazali oni, ze zywotnos¢ komorek zalezy od stopnia ich uwodnienia
oraz sposobu rozmrazania. DwadzieScia lat pdézniej prace nad przezywalno$cia
tkanki korowej mrozoodpornych pedéw roslin drzewiastych rozpoczat Sakai (9).
W swoich wielokierunkowych badaniach nad Morus bombycis wykazat niekorzystny
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wplyw rekrystalizacji wody w niedostatecznie przemrozonych komoérkach na ich zy-
wotnos¢ po rozmrozeniu (10,11). Dzieki wysokiej mrozoodpornosci tej morwy nie
zachodzita potrzeba wykorzystywania jakichkolwiek krioprotektantéow i mozliwe
byto badanie wptywu tempa mrozenia i rozmrazania na przezywalno$¢ komorek
(10). Po raz pierwszy substancji ochronnych uzyto w postaci glicerolu w 1949 r. (12),
za$§ DMSO w 1959 r. (13). Najwcze$niejsze doniesienia o mrozeniu komérek po-
chodzacych z kultur in vitro dotyczyty kultur zawiesinowych. W 1968 r. Quatrano
uzyskal w petni zywotne komorki zawiesiny Inu zabezpieczane DMSO, po przecho-
wywaniu w temperaturze -50°C (14). Ciekly azot po raz pierwszy zastosowano dla
embriogenicznej zawiesiny komorkowej marchwi w 1971 r. (15). Dwa lata poZniej
Nag i Street wykazali, ze embriogeniczna kultura nie traci zdolnos$ci do regeneragji
po przechowywaniu w ciektym azocie (16). W 1979 r. Withers opisata procedure
mrozenia zarodkéw somatycznych marchwi, tj. struktur zorganizowanych, zbudo-
wanych z réznych typow komorek (17). Przez kolejnych dwadziescia lat udoskonala-
no metody powolnego schtadzania tkanek dla coraz to nowych gatunkéw. Od
1990 r. opracowanie nowych technik, bazujacych na witryfikacji, uproscito i upo-
wszechnito procedure krioprezerwacji, dzieki czemu liczba wprowadzanych do LN
gatunkéw raptownie wzrosfa.

3. Podstawy krioprezerwacji roslin

W naturze wiele gatunkow roslin wytworzyto systemy ochronne, pozwalajace na
unikanie formowania krysztatéw lodu w temperaturze bliskiej zeru (18). Hartowanie
chfodem jest procesem (19), w ktory zaangazowane sg zmiany biochemiczne, fizjo-
logiczne (20,21) i ultrastrukturalne (22), a sama zdolno$¢ roslin do aklimatyzacji jest
kontrolowana genetycznie (23). Wzrost tolerancji mrozowej wyzwalany jest przez
niska temperature, susze, krétki fotoperiod, czy egzogenny kwas abscyzynowy
(ABA) (21,24). Hartowaniu towarzyszy ekspresja genéw COR (ang. cold-regulated),
okreslanych tez jako LTI (ang. low temperature induced). Koduja one specyficzne
bialka z rodziny LEA (ang. late-embryogenesis abundant) i ich homologi, charaktery-
zujace sie duza hydrofilnosScig i stabilnoscig w wysokich temperaturach (23). Poja-
wiaja sie one takze w odpowiedzi na dehydratacje i stymulacje hormonalng (24).
Biatka kolejnej grupy — AFP (ang. antifreeze proteins), typu glukanaz, chitynaz i tau-
matyn, zmieniajac dynamike krystalizacji wody, hamuja rozrost krysztatéw lodu
i tym samym zwiekszaja odpornos¢ na mréz (25). Nastepuje takze synteza cukréw,
proliny czy ABA. Gromadzenie sie tych substancji, obserwowane w roslinach in vivo,
zachodzi réwniez w komorkach i tkankach hodowanych in vitro (26-29). Substancje
te zwiekszajagc wewngtrzkomorkowe cisnienie osmotyczne obnizajg temperature
krystalizacji wody w komorce podczas schiadzania (18). Taki system zapobiega nie-
odwracalnemu uszkadzaniu bton cytoplazmatycznych i ich selektywnej przepusz-
czalno$ci. Wykazano réwniez istnienie zaleznosci pomiedzy odpornoscia roslin in
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vivo (np. Medicago sativa) i reakcjg ich tkanek na schtadzanie w warunkach in vitro
(28). Rosliny klimatu tropikalnego (np. banan) nie wykazujga w naturze tolerancji na
niska temperature i odwodnienie (30), dlatego klucza do udanej ich krioprezerwagji
upatruje sie gtéwnie w indukgji ich tolerancji desykacyjnej, a nie mrozowej (31,32).
Tolerancja na suszenie i tolerancja na niskg oraz wysoka temperature, niedotlenie-
nie tkanek czy zasolenie, moga mie¢ takie same podstawowe wtasciwosci (mecha-
nizm), ale zalezno$¢ miedzy nimi nie jest jednoznaczna (33).

Woda bedgca najobfitszym sktadnikiem biologicznie aktywnych komoérek, jest
glownym elementem wplywajacym na efektywnos¢ krioprezerwacji (18). Radykalne
ograniczenie jej zawarto$ci pozwala na osiggniecie strukturalnych cech, ktérymi
charakteryzujg sie komérki wykazujace tolerancje desykacyjna, takich jak: mate wa-
kuole, gesta cytoplazma, brak plazmodesm, elastyczno$c¢ $cian (33). W warunkach in
vitro cechy te indukowa¢ mozna za pomoca kultury w roztworach o wysokim osmo-
tikum, ktoére stymulujac przebudowe cytoplazmy (34,35) ograniczaja w niej zawar-
tos¢ wody wolnej, a zwiekszajg zwigzanej (27). Stan taki osiagany jest przez diugo-
terminowe (ok. 30-dniowe) lub 48-godzinne oddziatywanie roztworami cukréw (35),
ktérych ochronna funkcja wyraza sie na dwa sposoby. Po pierwsze, grupy hydroksy-
lowe cukrow mogg zastepowac czgsteczki wody w utrzymaniu hydrofilowego od-
dziatywania w membranach i biatkach w czasie dehydratacji. Stereochemiczna
orientacja grup hydrofilowych polihydroksyalkoholi sprzyja wydajniejszemu wigza-
niu wodoru i jego upakowywaniu wokoét bton biologicznych (36), stad sorbitol i gli-
cerol skuteczniej indukujg desykacyjng i mrozowa tolerancje wielu gatunkéw roslin
(37,38). Po drugie, cukry sg gtéwnym czynnikiem biorgcym udziat w formowaniu
»biologicznego szkta” (witryfikacji) w cytoplazmie komérek (33), zapobiegajac kry-
stalizacji wody podczas zamrazania (39) oraz utrzymujgc strukturalng i funkcjonalng
integralnos¢ makromolekul (33). Podobnie jak w naturze w czasie aklimatyzagji
chfodem, tak i w warunkach in vitro podczas kultury, nastepuje tworzenie wielo-
kompleksowych lamelli na spodniej stronie bton, tworzacych réwnolegte uktady,
oraz pofragmentowanie retikulum endoplazmatycznego (22,35). Podwyzszeniu ule-
ga poziom cukréow oraz biatek. W embriogenicznych komérkach zawiesiny Asparagus
officinalis poziom cukrow wzrost przeszto 6-krotnie, a biatek LEA 2-dwukrotnie (40).
Nastepuje réowniez indukcja endogennych ABA i proliny, co stwierdzono np. w kul-
turze zawiesinowej tytoniu (41). Objawiajgca sie w ten sposéb strukturalna, bioche-
miczna i genowa odpowiedZ komorki roslinnej na stres osmotyczny, moze by¢
powigzana z nabywaniem tolerancji mrozowej (40) czy dehydratacyjnej.

4. Techniki krioprezerwacji materiatu roslinnego
Prowadzone na duzg skale badania nad krioprzechowywaniem tkanek ros$linnych

doprowadzity do rozwiniecia czterech podstawowych technik krioprezerwacji: po-
wolnego schiadzania, witryfikacji, kapsutkowania-dehydratacji i kropli. Metody kla-
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syczne oparte sa na chemicznej krioochronie potaczonej z indukcjg dehydratacji
mrozowej wywolywanej w czasie powolnego schiadzania, za§ nowe techniki bazuja
na zjawisku witryfikacji (42).

4.1. Technika powolnego schtadzania (mroienia dwustopniowego)

Klasyczne techniki krioprezerwacji rozwinieto w latach siedemdziesigtych
ubiegtego wieku. Pierwszy standardowy protokét przedstawiajgcy mozliwosci ruty-
nowego wykorzystywania tej metody zostal opisany przez Withers i Kinga (43). Pre-
cyzyjna kontrola tempa schtadzania, wtasciwe powigzanie krioprotektantow i kry-
stalizacja wody zewnatrzkomoérkowej, to podstawowe elementy dla powodzenia
krioprezerwacji opartej na powolnym, kontrolowanym schiadzaniu. Zwykle przygo-
towaniu materiafu roslinnego towarzyszy: przedtraktowanie, zabezpieczanie krio-
protektantami, powolne schtadzanie (w tempie 0,5-2°C min'!) do okre$lonej tempe-
ratury przedzamrozeniowej (zwykle -30 lub -40°C) i dalsze kontrolowane, szybsze
schtadzanie do -196°C (w tempie 10°C min'!). Metoda wymaga uzycia specjalistycz-
nej aparatury do programowanego schtadzania.

Stosowane krioprotektanty (np. dwumetylosulfotlenek — DMSO, mannitol, sor-
bitol, sacharoza, glikol polietylenu) odwadniajg tkanki, stabilizuja btony komoérko-
we oraz obnizaja temperature krystalizacji lodu. Ponadto przy prawidtowo zapro-
gramowanym tempie schtadzania, zamarzajaca jedynie w przestworach miedzyko-
mérkowych woda przyczynia sie do zageszczenia soku komérkowego i obnizenia
temperatury krzepniecia cytozolu (18). W optymalnych warunkach wiekszos$¢ lub
calo$¢ wody, ktéra moze zamarzng¢ usuwana jest z komérki droga osmozy. W ten
sposob redukuje sie szkodliwe, wewnatrzkomoérkowe formowanie lodu. Zbyt inten-
sywna dehydratacja moze jednak narazi¢ komoérke na nieodwracalne uszkodzenia,
wynikajace z nadmiernej koncentracji soku komérkowego i zawartych w nim soli,
zmiany w bfonach czy utrate ich integralnosci (44). Aby unikna¢ zjawiska rekrystali-
zacji, w ktérym topniejacy 16d wywoltuje przemiany termodynamiczne sprzyjajace
uszkodzeniom wtérnym, rozmrazanie powinno zachodzi¢ mozliwie jak najszybciej
(45).

Technika powolnego schtadzania moze by¢ z powodzeniem wykorzystywana do
krioprzechowywania niezr6znicowanego materiatu roslinnego, np. zawiesin komor-
kowych, tkanki kalusowej czy merystemoéw (42). W przypadku zr6znicowanych struk-
tur technika ta moze by¢ wykorzystywana do mrozenia wierzchotkow pedoéw jedy-
nie gatunkéw tolerujacych chtod. Niekiedy uszkodzeniu ulega¢ moze znaczna czes¢
strefy wierzcholka, czego efektem jest kalusowanie pozostatych przy zyciu komo-
rek. W przypadku ograniczonej proliferacji tkanki kalusowej nastepuje dalszy, pra-
widlowy rozwoj organéw (46).
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4.2. Technika witryfikacji

Obserwacja procesu witryfikacji w naturze (47), przyczynita sie do rozwiniecia
nowych, bardziej uniwersalnych technik krioprezerwacji. Wysoko skoncentrowane
roztwory witryfikacyjne poczatkowo wykorzystywano do zabezpieczania zarodkow
zwierzecych (48). W przypadku tkanki roslinnej, technike witryfikacji po raz pierw-
szy uzyto do mrozenia komorek i zarodkéw somatycznych Asparagus officinalis, przy
czym procedura nie zabezpieczata w petni badanego materiafu (49). Udane rezultaty
doswiadczen z zakresu krioprezerwacji z wykorzystaniem roztworéw witryfikacyj-
nych opisali Langis i wsp. dla zawiesiny komdrkowej Brassica campestris (50) oraz Sa-
kai i wsp. w przypadku embriogenicznych linii komérkowych Citrus sinensis (51). Od-
wadnianie cytozolu osiggane jest tu poprzez traktowanie materiatu roslinnego wy-
soko skoncentrowana mieszaning substancji krioochronnych. Takie traktowanie po-
laczone z bezposrednim zanurzeniem prébek w cieklym azocie, a zatem z raptow-
nym ich zamrozeniem, powoduje przemiane wodnego roztworu w zeszklony ptyn
z pominieciem fazy krystalizacji (zaréwno cytozolu, jak i roztworu witryfikacyjne-
g0), 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 r6znig sie sktadem substancji krio-
ochronnych. Roztwér PVS2 bazuje na 30% (w/v) glicerolu, 15% (w/v) glikolu etylenu
(EG), 15% (w/v) DMSO oraz 0,4 M sacharozie (51). Roztwor PVS3 zawiera 50% (w/v)
glicerol i 1,46 M sacharoze (54), natomiast roztwér PVS4 35% (w/v) glicerol, 20% (w/v)
EG i 0,6 M sacharoze (52). Generalnie zastosowanie roztworow witryfikacyjnych
sprzyja utrzymaniu wysokiej zywotnosci rozmrozonych tkanek (70-90%), jednakze
roztwory zawierajgce wysoko skoncentrowany DMSO oraz EG lub PEG mogg by¢
toksyczne dla materiafu roslinnego (55).

Witryfikacja umozliwia przechowywanie w LN nie tylko niezréznicowanych tka-
nek, ale réwniez catych organow zawierajacych rézne typy komorek (zarodkow,
stozkow wzrostu, pgkoéw) roslin pochodzacych ze wszystkich stref klimatycznych
(42).

4.3. Technika kapsutkowania-dehydratacji

Metoda kapsutkowania-dehydratacji opiera sie na technologii opracowanej dla
produkgji sztucznych nasion. Eksplantaty sag zamykane w alginianowych kapsutkach
i traktowane, od 1 do 7 dni, pozywka zawierajacg wzrastajace stezenia cukréow (naj-
czes$ciej sacharozy, zwykle do 1 M). Tkanka po czeSciowej dehydratacji poddawana
jest dalszej desykacji (powietrznej czy krzemionkowej) az do osiggniecia okoto
20-30% wilgotnosci wzglednej. Metoda ta bazuje na witryfikacji poprzez dehydrata-
cje osmotyczng, a nastepnie odparowywanie, dzieki czemu w czasie krioprezerwagji
uzyskiwany jest stan stabilnej szklistosci. Decydujagcym elementem tej techniki jest
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poziom wilgotnosci odwadnianej tkanki. Metode kapsutkowania po raz pierwszy
wykorzystano dla stozkéw pedéw ziemniaka (56).

Kapsutkowanie-dehydratacja podobnie jak witryfikacja umozliwia krioprzecho-
wywanie zaro6wno zroznicowanego jak i niezr6znicowanego materialu roslinnego
(42).

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

Technika ta polega na inkubowaniu materiatu roslinnego w roztworze kriopro-
tektanta (57-60), roztworze witryfikacyjnym (32,61,62) lub materiale zabezpiecza-
nym metodg kombinowana, opartg na kapsutkowaniu i witryfikacji (63). Nastepnie,
wykorzystujac wysokie przewodnictwo cieplne folii aluminiowej, materiat roslinny
jest bardzo szybko zamrazany w LN. Dzieki temu rozchodzenie sie ciepta w ek-
splantatach jest szybkie i jednorodne (63). Dotychczas metode te zastosowano z du-
zym powodzeniem do mrozenia: merystemow i stozkow wzrostu Solanum tuberosum
(57,61) i Musa spp. (32), pakéw wierzchotkowych Dioscorea spp. (63) oraz wierz-
chotkéw pedéw Malus domestica (58).

4.5. Techniki kombinowane

Do tej grupy metod zaliczy¢ mozna modyfikacje taczace kapsutkowanie z witryfi-
kacja, badz z powolnym, programowanym schifadzaniem (64).

4.6. Inne techniki

W literaturze opisywane sa jeszcze inne metody krioprezerwacji tkanek roslin-
nych, ktore dotychczas wykorzystano dla nielicznych gatunkow.

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

Technika ta polega na traktowaniu prébek roztworami krioprotektantéw i na-
stepnie szybkim ich zamrozeniu w LN. Zostata ona opracowana dla stozkéw wzro-
stu banana (65). Dodatkowo po traktowaniu roztworami substancji krioochronnych
probki moga by¢ poddawane odwadnianiu powietrzem Iub na zelu krzemionko-
wym. Metode te wykorzystano dla fragmentéw todyg Asparagus spp., zarodkéw so-
matycznych i zygotycznych Elaeis guineensis (66), a takze pgkow katowych Gentiana
scabra (67).
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4.6.2. Metoda desykacji (ang. flash drying)

Metoda ta jest prosta procedurg polegajaca na odwadnianiu eksplantatow — do
wilgotnos$ci okoto 10-20% (Swiezej masy wyjSciowej) — przez szybko przeplywajacy
strumien sterylnego powietrza. Nastepnie probki zostaja zanurzone bezposrednio
w LN. Technika ta jest skuteczna w zabezpieczaniu zarodkéw zygotycznych typu
recalcitrant i ich osi (68).

5. Krioprezerwacja w zabezpieczaniu materiatu roslinnego pochodzacego
z kultur in vitro

Krioprezerwacja materialu roslinnego pochodzacego z kultur in vitro jest jedng
z technik strategii ochrony ex situ (2). Droga ta jest szczeg6lnie cenna w przypadku
trzech kategorii roslin uprawnych: 1) nie tworzacych nasion i rozmnazanych wy-
tacznie wegetatywnie, takich jak banan i plantan (Musa spp.); 2) korzeniowych i bul-
wiastych, np. ziemniaka (Solanum tuberosum), pochrzynu (Dioscorea spp.), manioku
(Manihot esculenta), stodkiego ziemniaka (Ipomea batatas), trzciny cukrowej (Saccharum
spp.), oraz niektorych, ktére produkuja nasiona typu orthodox; 3) roslin o nasionach
typu recalcitrant, wiaczajac w to gatunki drzewiaste oraz owocowe tropikalne (66).
Ze wzgledu na duze znaczenie gospodarcze wymienionych kategorii roslin upraw-
nych ich krioprezerwacja rozwija sie najintensywniej i jest wykorzystywana w prak-
tyce do tworzenia bankéw tkanek. Najczesciej materialem roslinnym stosowanym
do krioprzechowywania sg stozki wzrostu i merystemy, rzadziej zarodki somatycz-
ne. Polaczenie somatycznej embriogenezy i krioprezerwacji stanowi istotny ele-
ment strategii hodowli roslin iglastych i rekultywacji lasow (69). Stan fizjologiczny
oraz tolerancja i czuto$¢ materiatu roslinnego na narastajacy stres w kazdym kolej-
nym kroku procedury krioprezerwacyjnej, wptywa na powodzenie tego zabiegu
i nakazuje odpowiedni dobér dostepnych technik oraz ich modyfikowanie. W udo-
skonalaniu i opisywaniu efektywnosci roznych metod coraz cze$ciej wykorzystywa-
na jest termalna analiza DSC (ang. differential scanning calorimetry), charakteryzujgca
przebieg krystalizacji i rekrystalizacji lodu (70,71). Brak efektu cieplnego wynika-
jacego z braku formowania lodu w czesciowo odwodnionych probkach roslinnych
jest skorelowany z wysoka zywotno$cia po krioprezerwacji (72).

5.1. Zawiesina komoérkowa i tkanka kalusowa
Kultury zawiesinowe dostarczaja niezr6znicowanej populacji komérek, ktore
wykorzystywane sa w badaniach eksperymentalnych. Cieklty azot skutecznie zabez-

piecza ich potencjal morfogenetyczny (73) oraz stabilno$¢ genetyczng (74), dzieki
czemu zachowujg swoj juwenilny charakter. Ponadto kultury roslin waznych me-
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dycznie, utrzymuja po krioprzechowywaniu zdolnos¢ do produkgji specyficznych
metabolitow wtérnych (5). Krioprezerwacja nie wpltywa negatywnie na ekspresje ob-
cych genéw w kulturach transgenicznych (4) czy na regeneracje protoplastéow z roz-
mrozonej tkanki (75).

Komorki histologicznie niezr6znicowanej masy proembriogenicznej rozwijajacej
sie w ustabilizowanych i embriogenicznych kulturach zawiesinowych, wykazuja zréz-
nicowanie strukturalne. Zmiennos$¢ ich wielkosci, gestosci cytoplazmy, stopnia wa-
kuolizacji czy zasobno$ci w amyloplasty jest utrzymywana nawet po dtugotermino-
wym traktowaniu kultury roztworami o zwiekszonym cisnieniu osmotycznym (35).
W efekcie krioprzechowywania pewna populacja komorek, zwlaszcza duzych i sil-
niej zwakuolizowanych obumiera, przy zyciu pozostaja zas komorki typowo mery-
stematyczne (35). Teoretycznie krioprezerwacja zawiesiny komorkowej moze by¢
przeprowadzana z dos$¢ duza skutecznoscig za pomoca kazdej z opisywanych me-
tod. Do 1995 r. dla wiekszosci z nich wykorzystywano giéwnie technike powolnego
schtadzania (76). W danych literaturowych z ostatnich dziesieciu lat wskazuje sie
jednak na wiekszg skutecznos$¢ i uniwersalno$¢ nowych metod w zabezpieczaniu
agregatow zawiesin komoérkowych roslin dwuliSciennych (tab.).

Tabela

Przyklady zawiesin komérkowych mrozonych w cieklym azocie oraz wykorzystanych technik od 1995 r.
Przegladu do 1995 r. dokonali Reinhoud i wsp. (76)

Gatunek Technika 1 Hartowanie Krioprotektanty ZYWZ%IOSC Literatura
1 2 3 4 5 6
DwuliScienne
Arabidopsis thaliana kapsutkowanie 34 77)
Arabidopsis thaliana witryfikacja 0,0-1,0 M mannitol 3dni| 0,5 M  DMSO| 50 (78)
+ 2-stopniowa +0,5 M glicerol +
1 M sacharoza +
10g/1 proliny
Catharanthus roseus kapsutkowanie 47 (79)
Cyclamen persicum inkubacja 2 h 0,6 M sacharoza 2 dni | 10% DMSO 75 (80)
w temp. -20°C,
zanurzenie w LN
Daucus carota witryfikacja 0,175 M sacharoza 3 dni| PVS2 83 (81)
+ 0,4 M sorbitol 24 h
Doritaenopsis witryfikacja 0,1 M sacharoza + PVS2 64 (82)
1 mg/l ABA
Fragaria x ananassa witryfikacja + PVS3 80 (55)
2-stopniowa
Gentiana cruciata 2-stopniowa, 0,175 M sacharoza, 4 tyg.;| 1% DMSO (1,5h) | 2,7 83
witryfikacja, 0,4 M sorbitol 48 h PVS2 (2 h) 85
kapsutkowanie 65
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1 2 3 4 5 6
Gentiana tibetica 2-stopniowa, 0,175 M sacharoza, 4 tyg., | 1% DMSO (1,5h) | 3 (84)
witryfikacja, 0,4 M sorbitol 48 h PVS2 (2h) 90
kapsutkowanie 70
Medicago sativa kapsutkowanie chtodzenie 10 dni w tem- Modp. 29| (29)
peraturze 2°C nModp. 14
Nicotiana tabacum (3NE) | 42-stopniowa 0,35 M mannitol 3 dni 1 M sacharoza +| 35 (85)
0,5 M glicerol +
0,5 M glikol pro-
pylenu (SGP);
witryfikacja PVS2 55
Nicotiana tabacim (NE) kapsutkowanie + Swi- 2 M glycerol +| 70 (86)
tryfikacja + 2-stop- 0,4 M sacharoza
niowa
Panax ginseng bezposrednie  zanu- 10% glicerol +| 86 (53)
rzenie w LN 4% sacharoza
Papaver somniferum kapsutkowanie + 5% DMSO 80 87)
2-stopniowa
Taxus chinensis 62-stopniowa 0,5 M DMSO; 0,5 35 (88)
M glicerol
Solanum tuberosum witryfikacja 0,25; 0,5; 0,625; 0,75/ 0,5 M DMSO| 88 (74)
i 1,0 M sacharoza (w su-| +0,5M glicerol +
mie 24 h) 1 M sacharoza +
5 g/l proliny
Vitis vinifera kapsutkowanie 0,25; 0,5; 0,75; IM sa- 78 (73)
charoza
Jednoliscienne
Bromus inermis (NE) 4 2-stopniowa 20 mg/l ABA 7 dni 10% sacharoza + | 80 (89)
10% DMSO + 5%
glicerol;
witryfikacja PVS2 30-40
Musa spp. 72-stopniowa 0,29 M sacharoza 24 h | 0,53 M sacharozy| 55-90 (90)
+ 15% DMSO
(1 h)
Oryza sativa (NE) witryfikacja 44,5% DMSO +| 20 1)
18,7% sorbitol
Oryza sativa (NE) 62-stopniowa 5% DMSO + 10%| 82 linial; | (92)
glukoza 20 linia2
Oryza sativa Iprekultury-desykacji | 0,175 M sacharoza 3 dni 96 93)
+ 0,4 M sorbitol 24 h

1 pozywka wzbogacong o wymienione w rubryce substancje, 2 Modp. — genotyp mrozoodporny; nModp. — genotyp nie
odporny na mroz, > NE zawiesina nieembriogeniczna, 4 schtadzanie w fazni z etanolem do temp. od -8 do -12°C; dalej krio-
fiolki zanurzano na 10 s w LN; dalsze schiadzanie w tempie od 0,3°C min-! do temp. -30°C; nastepnie fiolki umieszczono
w LN, 5 kriofiolki bezposrednio z temp. 25°C zamrozono w -30°C na 30 min (efekt okreslany jako equilibrium freezing),
nastepnie fiolki umieszczono w LN, ¢ schtadzanie programowane: w tempie 1°C min-! do temperatury -40°C; nastepnie
fiolki umieszczono w LN, 7 schiadzanie w tempie 1°C min-! do temp. -7,5°C w tazni z metanolem, dalej kriofiolki zanurzano
na 3 s w LN (dla inicjacji krystalizacji lodu) i schtadzano dalej stopniowo do -40°C. Nastepnie fiolki umieszczono w LN, 8 li-
nie komérkowe zdolne do wysokiej (linia 1) lub stabej (linia 2) krioochrony, otrzymane w wyniku powtarzanego mroZenia
i rozmrazania, 9 desykacja w ciagu 20 h do wzglednej wilgotnosci okoto 10%.
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Sposoéb schiadzania tkanki, podobnie jak metoda czy rodzaj krioochrony, jak sie
wydaje, ma decydujacy wptyw na powodzenie krioprezerwacji. Szczegélnie jest to
widoczne w przypadku zabezpieczania nieembriogenicznych kultur zawiesinowych,
ktorych komérki wykazuja znaczne uwodnienie (86) czy zréznicowanie morfolo-
giczne. Potaczenie kapsutkowania i/lub witryfikacji z powolng dehydratacja do po-
ziomu réwnowagi zamrozeniowej (ang. equilibrium freezing) znaczaco podnosi zy-
wotnos$¢ komérek po rozmrozeniu (86,88-90,92). Z nielicznych prac opublikowa-
nych po roku 1995, dotyczacych krioprezerwacji zawiesin komérkowych roslin jed-
nolisciennych (tab.) wynika, ze stres osmotyczny oraz toksycznos$¢ sa giownymi
czynnikami ograniczajacymi wykorzystanie roztworow witryfikacyjnych u tych ros-
lin (91). Ze wzgledu na cytotoksycznosc¢ coraz cze$ciej modyfikuje sie roztwory krio-
ochronne eliminujac z nich DMSO, PEG czy EG, pozostawiajac mniej toksyczne: gli-
cerol i sacharoze (np. roztwér witryfikacyjny PVS3), a takze uciekajgc sie do metod
desykacyjnych (93). Komérki zawiesiny zamkniete w alginianowych kapsutkach sa
skutecznie chronione przed stresem mechanicznym, bezposrednim kontaktem
z krioprotektantami i zmianami w ciSnieniu osmotycznym pozywki.

Kultury kalusowe, ze wzgledu na wieksze zr6znicowanie komoérkowe w stosun-
ku do tkanki pochodzacej z kultury zawiesinowej, trudniej zabezpieczy¢ przed nie-
korzystnym wplywem niskiej temperatury. Podobnie jak u zawiesin, istnieje tu ten-
dencja do stosowania metod witryfikacyjnych lub tgczenia nowych technik z powol-
nym schifadzaniem probek. Takie procedury wykazaty wysoka skutecznos¢ w zabez-
pieczaniu embriogenicznego kalusa 12 genotypéw Citrus spp. (94) czy siedmiu
z dziewieciu badanych genotypéw Ipomea batatas (95). Obecnie kosztowne, progra-
mowane mrozenie zastepuje sie taznig alkoholowa: metanolowa (90) lub etanolowa
(89,96), ktora utrzymuje tempo schiadzania 0,4-0,6°C min-! w zakresie temperatur
0 a -40°C. Krystalizacja indukowana jest wowczas poprzez zanurzenie probek w LN
na 3-10 sekund.

Krioprezerwacja embriogenicznej tkanki kalusowej odgrywa znaczacg role
w tworzeniu bankéw klonéw linii elitarnych roélin iglastych (69,97). W $wiatowym
programie przechowywania embriogenicznych genotypéw w LN przewidywano, ze
do 1998 r. ich liczba w bankach tkanek przekroczy 10 000. Szacuje sie, ze 56% do-
tychczas zgromadzonych tkanek roslin nagonasiennych stanowi $wierk (10 gatun-
kéw), 30% sosna (7 gatunkow) i 13% daglezja zielona (69). Ponad 5000 genotypow
14 gatunkow roslin iglastych zgromadzono do 1998 r. w Vancouver (Kanada), wpro-
wadzajac przecietnie w ciggu roku 2000 nowych genotypéw (98). Skuteczna i funk-
cjonujgca od lat, dla wielu gatunkéw roslin nagonasiennych, technika powolnego
schiadzania (od 0,3°C min! do temp. -35°C) oparta jest na wstepnym traktowaniu
przez 48 godzin 0,4 M roztworem sorbitolu i nastepnie 5% DMSO (69). Zywotnos$¢
dla wiekszosci linii przekracza 70-80%. W poréwnaniu z tg procedurg, przezywalnos¢
po zastosowaniu standardowej procedury witryfikacji przy uzyciu PVS2, jedynie dla
3 z 11 badanych linii tkanki kalusowej Picea mariana przekroczyta 50%, dla pozo-
statych pieciu wahata sie miedzy 10 a 30%, za$ 3 nie przezyly mrozenia w ogéle (37).
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5.2. Morfologicznie zréinicowany material roslinny

Opracowanie nowych technik krioprezerwacji otworzyto droge do przechowy-
wania zorganizowanych tkanek (merysteméw, stozkéw wzrostu, zarodkéw soma-
tycznych i ich osi oraz pgkéw katowych) wiekszos$ci wystepujacych na Swiecie ga-
tunkow roslin. Wybor rodzaju eksplantatu do przechowywania jest $cisle zwigzany
ze specyficzng reakcja gatunkowa i wrazliwo$cig na niskie temperatury czy desyka-
cje, a takze mozliwos$ciami dalszej jego kultury in vitro. Ze zr6znicowaniem tkanko-
wym zwiazana jest zmienno$¢ morfologiczna komoérek i stopien ich uwodnienia, co
znacznie moze ogranicza¢ zabezpieczanie wszystkich tkanek badanego eksplanta-
tu. Stosowane do tego celu odwadnianie moze powodowac uszkodzenie czesci ko-
moérek, wynikajace z nadmiernej plazmolizy czy szoku osmotycznego. Uszkodzenia
te prowadza w konsekwencji do regeneracji materiatu w kulturze postrozmrozenio-
wej droga posrednig, tj. poprzez tkanke kalusowa, co obserwowano np. w stozkach
wzrostu Cosmos atrosanguineus (99) czy zabezpieczanych roztworem witryfikacyjnym
wierzchotkach pedow ziemniaka (100). Obecnie szeroki wachlarz technik kriopre-
zerwacyjnych umozliwia regeneracje po rozmrozeniu z pominieciem fazy kalusa, co
jest korzystniejsze z punktu widzenia tworzonych bankéw tkanek. Sposréd rézno-
rodnego materialu roslinnego do krioprzechowywania na duzg skale najczesciej wy-
biera sie obecnie stozki wzrostu pedow (30). Zapewniajg one szybkie i genetycznie
stabilne odtwarzanie roslin matecznych (101). Zarodki somatyczne natomiast byty
licznie wykorzystywane w latach osiemdziesiatych i dziewiecdziesigtych XX w. do
badan podstawowych nad indukowaniem tolerancji desykacyjnej w czasie tworzenia
sztucznych nasion oraz tolerancji mrozowej dla celéw krioprzechowywania (102).

W ciagu ostatnich dziesieciu lat w przypadku przechowywania w LN wielu gatun-
kéw roslin, materiat stanowig merystemy wraz z 1 lub 2 zawiazkami lisci (30,103,
104). Duza jednorodno$¢ komorek sprzyja catoSciowemu zabezpieczeniu tkanki,
a obecno$¢ zawigzkéw pagkow pachwinowych gwarantuje nastepnie bezposrednia
regeneracje pedow, co obserwuje sie u wiekszosci jednolisciennych roslin tropikal-
nych, np. Musa spp., Cymbidium, Colocasia esculenta czy Oryza rufipogon (104). Podsta-
wowe czynniki wplywajace na powodzenie krioprezerwacji wierzchotkéw pedow,
takie jak kondycja roslin-dawcow, wielkos¢ eksplantatu oraz techniczne uwarunko-
wania wyboru metod, opisuje Takagi (30). Wykorzystanie stozkow wzrostu, roztwo-
ru witryfikacyjnego PVS2 oraz techniki kropelkowej (32) przyczynito sie do rozwi-
niecia optymalnej procedury krioprzechowywania w banku tkanek w Leuven (Belgia)
306 obiektéw Musa spp., co stanowi }, Swiatowych kolekcji banana (105). Stozki
wzrostu wielu wegetatywnie rozmnazanych jednolisciennych roslin tropikalnych,
np. Cymbidium, Cymbopogon, Colocasia esculenta, Ananas sativus, zamraza sie z zacho-
waniem 50-90% zywotnosci oparte na standardowej procedurze witryfikacji (106).
Krioprezerwacja jest z duza skutecznos$cig wykorzystywana réwniez do eliminowa-
nia termolabilnych wiruséw (6,7). W tym przypadku roztwory krioochronne, ktére
zabezpieczajg w czasie mrozenia wylgcznie skupiska komérek merystematycznych
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oraz zawigzki liSci, przyczyniajg sie tym samym do eliminowania komérek niemery-
stematycznych — zawirusowanych (31).

Stozki wzrostu pedéw wykorzystuje sie obecnie powszechnie do tworzenia ban-
ku tkanek ziemniaka (57,60,61,107). W Brunszwiku (Niemcy) uzyto eksplantatow
dtugosci 0,5-4 mm, zawierajgcych merystemy z dwoma — czterema zawigzkami lis-
ci. Stosujac 10% DMSO, technike kropli i bezpo$rednie zanurzenie w LN, zgroma-
dzono w ten sposéb 519 obiektéw reprezentujacych 51 starych odmian ziemniaka
(60). Srednia przezywalno$¢ uzyskiwana po krioprzechowywaniu wynosi 68%, a zdol-
nos¢ do regeneracji roslin — 44%. Dla trzech kultywaréw ziemniaka rozwinieto al-
ternatywna metode krioprzechowywania, wykorzystujaca mrozenie stozkow wzro-
stu kombinowana metodg witryfikacji i kropli, uzyskujac przecietny rozwéj pedow
na poziomie 50% (61). W Limie (Peru), w Miedzynarodowym Centrum Ziemniaka,
uzywajac zmodyfikowany roztwor witryfikacyjny (50% glikol etylenu : 15% sorbitol :
6% albumina wolowa wt%) i bezposrednio zanurzajac proby w LN, zgromadzono do-
tychczas 960 obiektoéw Solanum reprezentujgcych 197 genotypow, z zachowaniem
30-60% przezywalno$ci po mrozeniu (107). Przewiduje sie, ze kolekcja ziemniaka
osiggnie tu w przysztosci liczbe 4000 obiektow.

Stozki wzrostu oraz paki spoczynkowe sg z powodzeniem wykorzystywane do
krioprzechowywania licznych, waznych gospodarczo roslin drzewiastych okryto-
nasiennych: Malus, Pyrus, Prunus, Populus, Olea, Citrus (105,108,109). W Fort Collins
(USA) w postaci pakéw spoczynkowych zgromadzono dotychczas 2100 obiektow
Malus, za$ w Corvallis (USA) w postaci stozkow wzrostu 100 obiektow Pyrus (105).
W AFOCEL w Nangis (Francja) w LN przechowywane sg 444 klony reprezentowane
przez trzy europejskie gatunki Ulmus: U. minor, U. laevis i U. glabra oraz ich mie-
szance (110). Przy zastosowaniu techniki witryfikacji najnizsza uzyskiwana przezy-
walno$¢ wynosi okoto 50%. Zastosowanie kapsutkowania-dehydratacji dla roslin
z rodzaju: Malus, Pyrus i Prunus pozwolito na osiagniecie przezywalnos$ci na pozio-
mie 80% (111). Wykorzystanie stozkéw wzrostu pieciu kultywaréw Malus domestica
i skomplikowej procedury bazujacej na 3-tygodniowym hartowaniu w temperatu-
rze 5°C, traktowaniu 15% DMSO, metodzie kropli i powolnym schtadzaniu (od
0,2°C min! do -40°C), zapewnilo przezywalnos$¢ pomiedzy 70 a 92% (58). Prace do-
tyczace wykorzystania zarodkéw somatycznych do przechowywania w LN okryto-
nasiennych roslin drzewiastych sa nieliczne. Globularne i sercowate stadia zarod-
kéw somatycznych z elementami embriogenicznej tkanki kalusowej wykorzystano
u Quercus robur (112). Stosujac 3-dniowe traktowanie 0,3 M roztworem sacharozy
i nastepnie PVS2 otrzymywano przezywalno$¢ na poziomie 75%. Wczesne, liScie-
niowe stadia zarodkéw somatycznych postuzyly do opracowania procedury prze-
chowywania droga kapsutkowania 3 genotypow Theobroma cacao (113). Wydajnos¢
krioprezerwacji wahata sie, w zaleznosci od genotypu, na poziomie 25, 40 lub
72%. Do indukowania tolerancji na mr6z i odwadniania zarodkéw somatycznych
zwykle niezbedne okazuje sie zastosowanie egzogennego ABA w potaczeniu
z podwyzszonymi stezeniami cukréw (113,114). U drzew okrytonasiennych,
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w przeciwienstwie do nagonasiennych, technike powolnego schtadzania stosuje
sie sporadycznie.

Wykorzystanie krioprezerwacji do przechowywania na duzg skale materiafu ros-
linnego pochodzacego z kultur in vitro, skupione jest gtéwnie wokot roslin upraw-
nych, np. banana (32), ziemniaka (60), manioku (115), oliwki (101), czosnku (116),
miety (117), szparaga (59), pochrzynu (63), maliny (118) oraz drzewiastych nago-
i okrytonasiennych. Rzadziej metody te stosowane sg do zabezpieczania gatunkow
zagrozonych wyginieciem (119,120) czy ozdobnych (62,121). Grevillea scapigera jest
ekstremalnie zagrozonym gatunkiem flory australijskiej, ktérg udato sie uratowaé
przed wyginieciem dzieki kulturom in vitro. Wyprowadzonych 9 klonéw, zabezpie-
czonych technikg witryfikacji, zachowuje przezywalno$¢ na poziomie 40-80% po
przechowywaniu w LN (119). Zastosowanie standardowej procedury witryfikacji
w roztworze PVS2 lub PVS2 bez DMSO, po uprzednim traktowaniu stozkéw wzrostu
0,4 M roztworem sorbitolu lub 0,8 M glicerolu, umozliwito zabezpieczenie szeSciu
zagrozonych gatunkoéw Anigozanthos spp. i Conostylis spp. z rodziny Haemodoraceae
(120). Opisane procedury krioochrony chronionych gatunkéw flory australijskiej sa
obecnie stosowane w Ogrodzie Botanicznym w West Perth w Australii. Sposréd pro-
cedur dotyczacych krioprezerwacji roslin ozdobnych na uwage zastuguje opracowa-
nie uniwersalnej, skutecznej dla 9 kultywaréw Chrysanthemum morifolium metody
opartej na potaczeniu technik witryfikacji i kropli, z zachowaniem zywotnosci na
poziomie okofo 80% (62).

W Polsce krioprezerwacja wykorzystywana jest w Ogrodzie Botanicznym CZRB
PAN w Warszawie do przechowywania nasion roslin chronionych (122), pgkéw spo-
czynkowych starych odmian jabfoni, zarodnikow i gametofitow paproci drzewia-
stych oraz embriogenicznych zawiesin komoérkowych Gentiana spp. (35,83,84).
W Zaktadzie Genetyki Materiatow Wyjsciowych Ziemniaka IHAR w Mtochowie utwo-
rzono bank merystemow Solanum tuberosum (123). W Instytucie Dendrologii w Kor-
niku opracowano metode embrigenicznej tkanki kalusowej Quercus robur (124), nato-
miast w IHAR Radzikéw opisano warunki krioprezerwacji kilku linii embriogeniczne;j
tkanki kalusowej Triticale (125).

6. Stabilno$¢ materiatu ro§linnego po krioprezerwacji

Zmienno$¢ somaklonalng, ktorej wystepowanie wykazano w kulturach in vitro
(126), mozna zredukowac przechowujac tkanki w ciektym azocie. Zablokowany me-
tabolizm komérek w ultraniskiej temperaturze oraz brak pasazy wyraznie ograni-
czaja ryzyko genetycznej i epigenetycznej zmiennosci. Ciekly azot nie spowodowat
utraty zywotnosci i zdolnosci regeneracyjnych, przechowywanej przez 14 miesiecy,
embriogenicznej tkanki kalusowej trzech genotypow trzciny cukrowej (96), czy stoz-
kéw wzrostu 51 gatunkéw ziemniaka trzymanych od 3 do 7 lat (60). Na podstawie
przeprowadzonych badan fenotypowych i genotypowych dostarczane sg dowody,
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ze otrzymane po krioprzechowywaniu regeneranty powtarzajg cechy roslin matecz-
nych (78,94,127-129). W fenotypowej analizie zregenerowanych roslin Arabidopsis
thaliana, pochodzacych z trzech réznych ekotypow, nie wykazano szkodliwego wply-
wu stosowanych ,przedtraktowan” oraz mrozenia zawiesin w LN na morfologie re-
generatéw, tj. system korzeniowy, kwitnienie, zawigzywanie fuszczyn oraz liczbe
nasion (78). Chociaz doniesienia nad badaniami w tym zakresie sg ciggle jeszcze
ograniczone, to dotychczasowy brak dowodéw na morfologiczne, cytologiczne i ge-
netyczne zmiany wynikajgce z krioprzechowywania sg obiecujgce (130).

7. Podsumowanie

W ochronie réznorodnosci biologicznej ex situ coraz czesciej siega sie po nowo-
czesne metody, ktore daje biotechnologia. Laczac technike kultur in vitro, umozli-
wiajaca intensywne rozmnazanie materiatu roslinnego, z krioprezerwacjg, pozwa-
lajaca na diugoterminowe jego zabezpieczanie, mozliwe jest obecnie tworzenie
bankéw tkanek roslin rozmnazanych wegetatywnie. Nowe techniki krioprezerwagji
opracowane w latach dziewiecdziesigtych ubiegtego wieku umozliwity uniezaleznié¢
sie od stosowania kosztownej aparatury do powolnego schifadzania i otworzyty dro-
ge do przechowywania w cieklym azocie tkanek zorganizowanych oraz gatunkow
roslin, ktore nie wykazujg tolerangcji na niskie temperatury. Upraszczanie i standary-
zacja procedur z jednoczesnym zachowaniem na wysokim poziomie przezywalnosci
i stabilnosci genetycznej, zapewniaja wiekszg uniwersalnos¢ zabiegu krioprezerwa-
¢ji. Obecnie jest ona wykorzystywana dla okoto 100 gatunkéw roslin wyzszych i licz-
nych gatunkéw glonow (131) — zaréwno w tworzeniu bankow tkanek, jak i do za-
bezpieczania samych kultur.

Coraz szersze zainteresowanie metoda krioprezerwacji materialu roslinnego
przyczynito sie do stworzenia miedzynarodowych programéw badawczych (USDA,
ang. Foreign Agricultural Service 2001/2003; CRYMCEPT, ang. Establishing CRYoprese-
rvation Methods For Conserving European PlantT Germplasm Collections 2003/05). Celem
ich bylo znalezienie naukowych podstaw zachowania komoérki roslinnej w warun-
kach stresowych, jak réwniez wdrazanie metod i ocena probleméw technicznych
i praktycznych oraz wymiana doswiadczen. System miedzynarodowej wspolpracy
w zakresie poznawania zagadnien krioprezerwacji przyczynit sie do utworzenia no-
wego wieloletniego programu o nazwie CRYOPLANET, ktéry zostal uruchomiony
w czerwcu 2006 r.
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