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Cryopreservation of cell suspensions of selected Gentiana

Summary

Cryopreservation is recognised as the most efficient method of plant ge-
nome preservation and embryogenic potential of plant in vitro cultures with
non-changed status. Because of the risk of biological degradation of tissue dur-
ing freezing treatment and it various sensibility on the chilling stress, the indi-
vidual treatment with cryoprotectance and parameters of the temperature de-
creasing is highly required.

In this presentation, following subjects will be discussed: 1) description of
suspension cultures of various gentians, 2) cell pretreatments for surviving the
stress of low temperature, 3) rearrangement of cell cytoplasm because of high
sucrose concentrations, 4) the role of sucrose in the development of freezing
tolerance and surviving of gentaiana suspensions, 5) the effect of strong
plasmolysis induced by 3 M glucose.
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1. Wstep

Powszechnie stosowang metoda zachowania materiatu ros-
linnego jest przechowywanie nasion lub organéw rozmnazania
wegetatywnego. Skuteczniejszg metodg, umozliwiajgcg zacho-
wanie zasobdéw genowych roslin w niezmienionym stanie przez
nieokreslenie dtugi czas, jest krioprezerwacja (1). Opiera sie ona
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na odpowiednim odwodnieniu tkanki i doprowadzeniu jej do temperatury cieklego
azotu (-196°C), w ktérej zatrzymane sg wszystkie procesy zachodzace w komérce:
fizjologiczne, biochemiczne i fizyczne. Z tego wzgledu powszechnie wykorzystywa-
na jest rowniez do przechowywania materiatu roslinnego pochodzacego z kultur in
vitro. Kulture przez krétki czas mozna utrzymywac¢ w warunkach spowolnionego
wzrostu, np. na zmodyfikowanej, ubozszej pozywce, w obnizonej temperaturze, in-
tensywnos$ci naswietlenia, stopniu natlenienia czy dostepie CO2. Nieustanny wplyw
zewnetrznych i wewnetrznych czynnikdw, a zwlaszcza obecnos¢ roslinnych hormo-
now wzrostu, indukuje w tkance szereg niekorzystnych zmian. Chociaz hodowle
niektérych gatunkéw mozna prowadzi¢ przez wiele lat, wystepujaca zmiennos¢ so-
maklonalna prowadzi do stopniowej utraty ich morfogenetycznych wiasciwosci.
Krioprezerwacja jest, jak sie wydaje, odpowiednim sposobem przechowywania
tkanki pochodzacej z kultur in vitro przez dhlugi czas, z jednoczesnym utrzymaniem
jej stabilnosci genetycznej, zachowaniem embriogennych wtasciwosci i zdolnosci
regeneracyjnych. Metody stosowane w celu ochrony tkanki wymagajg indywidualne-
go modyfikowania, ze wzgledu na odmienne predyspozycje gatunkowe do przetrzy-
mywania stresu niskiej temperatury.

Celem opracowania jest omoOwienie problemoéw zwigzanych z krioprezerwacja
zawiesin komérkowych, na podstawie doswiadczen dotyczacych kultur goryczek.

2. Kultury zawiesinowe Gentiana sp.

Gatunki nalezace do rodzaju Gentiana sg powszechnie znanymi roslinami o deko-
racyjnych kwiatach, rzadko spotykanej, zazwyczaj intensywnie niebieskiej barwy.
Niektoére z nich sg Zrodiem metabolitéw wtérnych, wykorzystywanych do sporzadza-
nia specyfikdw ziotlowych. Rozprzestrzenione sg gtdwnie w gorskich regionach Swia-
ta, najczesciej powyzej 1000 m n.p.m. Zycie w ekstremalnych warunkach ogranicza
ich okres wegetacji do krotkiego czasu (u niektérych nawet do 30 dni), a ich nasiona
nie zawsze uzyskujg petng dojrzatos¢ (2). Wystepujace zjawisko mikoryzy, duza
wrazliwos¢ goryczek na przesuszenie oraz odczyn gleby, bardzo utrudniajg ich
uprawe poza Srodowiskiem naturalnym. Wiele gatunkéw objeto catkowitg ochrong
prawna, badz wpisano na liste roslin zagrozonych, a jedna trzecia ze wszystkich opi-
sanych goryczek to endemity. Utrudnione rozmnazanie tradycyjnymi metodami
oraz nierentowne prowadzenie plantacji sprawia, ze ubozejg naturalne stanowiska.
Kultury in vitro otwierajg nowe mozliwosci w rozmnazaniu goryczek oraz pozyski-
waniu metabolitow wtérnych. Umozliwiajg takze wykorzystanie technik biotechno-
logicznych do otrzymywania nowych odmian o ulepszonych cechach. Dotychczas re-
generanty r6znych gatunkoéw goryczek pozyskiwane byly w kulturach w wiekszosci
drogg organogenezy (3). Z jednoweziowych fragmentow pedéw, pakoéw katowych
czy merystemoéw wierzchotkowych uzyskiwano $rednio od 3 do 18 pedéw z jednego
eksplantatu. Hosokawa i wsp. (4) wprowadzajac eksplantaty mieszanca (G. scabra
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x G. triflora) WSP3 bezposrednio do pozywki ptynnej, otrzymywali Srednio 150 sztuk
pedoéw w 100 ml pozywki, badz przeszio 2000 sztuk w fermentorze w 3 | pozywki.
Generalnie jednak regeneracja roslin drogg organogenezy, jest dla wiekszosci bada-
nych gatunkéw mato wydajna i wymaga statego dostepu do Zrodta eksplantatéw lub
prowadzenia kultur aksenicznych (5). W poréwnaniu z tg metoda, somatyczna em-
briogeneza umozliwia otrzymanie duzej liczby regenerantdéw w stosunkowo krot-
kim czasie, a kultury zawiesinowe pozwalajg na utrzymanie tego procesu przez
dtugi okres. Somatyczng embriogeneze G. cruciata, G. pannonica, G. tibetica (6,7) oraz
C. kurroo (dane nie publikowane) zaindukowano dzieki zastosowaniu ontogenetycz-
nie mtodszych tkanek w postaci fragmentéw siewek. Stosujac zarodki zygotyczne
G. punctata izolowane z dojrzatych nasion, po raz pierwszy uzyskano somatyczng
embriogeneze réwniez u tego gatunku (8). Z embriogennej tkanki kalusowej wymie-
nionych goryczek zaindukowano kultury zawiesinowe, ktére odznaczaly sie przez
wiele lat duzym potencjatem regeneracyjnym (9-11).

Zawiesiny komorkowe, stanowigce skupisko pojedynczych komorek i réznej wiel-
kosci agregatéw, w zaleznosci od gatunku oraz sktadu pozywki moga by¢ charakte-
ryzowane réznymi parametrami. Naleza do nich m.in. wielkos¢ agregatéw, inten-
sywnos¢ przyrostu tkanki, pH kultury, zuzycie sacharozy oraz jondw makroelemen-
tow. Okreslajg one dynamike rozwoju tkanki. Najdogodniejszym uktadem, zaréwno
do badan, jak i do zsynchronizowanego pozyskiwania zarodkéw z zawiesiny, jest
rozwoj tkanki zgodny z cyklem auksynowym, opisanym w 1979 r. przez Wetherella
(12) u marchwi. Funkcjonuje on w kulturach zawiesinowych wielu roslin, ale nie
u goryczek. Cechg wspdlng wszystkich badanych dotad zawiesin goryczek jest zdol-
nos¢ do tworzenia globularnych zarodkéw somatycznych bezposrednio w srodowi-
sku auksynowym kultury ptynnej (11,13). Stwierdzono, ze w mtodszych zawiesinach
np. 1-3-letnich G. kurroo, w tych warunkach, zarodki osiggajg stadium liscieniowe
(dane nie publikowane).

Zuzycie z pozywki jonbw amonowych i azotanowych przebiegato podobnie we
wszystkich analizowanych kulturach (10). Zuzywanie obu form azotu zachodzito
rownolegle, przy czym okoto czternastego dnia kultury, gdy z pozywki zostaty
catkowicie wykorzystane jony amonowe, zawiesiny wchodzity w faze wzrostu sta-
cjonarnego. Podobnie jak w kulturach innych roslin, réwniez u goryczek obserwo-
wano wahania pH, wynikajace ze zmiennego stosunku obu form azotu (14,15).
W przeciwienstwie do kultur innych gatunkéw, u goryczek obserwowano intensyw-
ne wykorzystywanie z pozywki sacharozy. W ciggu 12 h w kulturze G. pannonica
i 24 h w zawiesinie G. tibetica nastepowato prawie catkowite jej zuzycie (10). Tak szyb-
kie pobieranie cukréw nie byto dotychczas opisane w literaturze. Chromatograficz-
nie (GC) wykazano niemalze catkowity brak sacharozy, glukozy i fruktozy w pozyw-
ce okoto drugiego dnia kultury, a nastepnie okoto 4-6. pojawienie sie niewielkich
ilosci cukréw prostych. Sugerowac to moze, ze sacharoza w kulturze goryczek jest
nie tylko zrodiem wegta, ale réwniez posrednio moze by¢ wykorzystywana do two-
rzenia metabolitdw wtérnych - gencjopikrozydu, ktérego obecno$¢ w masie pro-
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embriogennej (PEM) wykazano przy uzyciu HPLC (10,16). Gencjopikrozyd w komérce
akumulowany jest zwykle w wakuolach (17). Okresowe pojawianie sie w pozywce
glukozy mozna wyttumaczy¢ faktem, ze ten irydoidowy glukozyd jest zwigzkiem
nietrwaltym i tatwo ulega hydrolizie na glukoze i aglikon (18). Chromatograficznie
stwierdzono w pozywce takze obecno$¢ blizej nieokreslonych zwigzkéw o witasci-
wosciach zblizonych do cukréw, co moze sugerowaé wydzielanie przez agregaty ko-
morkowe metabolitéw wtornych do pozywki, bgdZz pojawianie sie tych zwigzkow
w wyniku degradacji komérek (10).

Kultury zawiesinowe goryczek réznig sie procentowym udziatem réznej wielko-
&ci agregatdw komorkowych. W zawiesinach G. cruciata, a zwlaszcza G. pannonica
formowaly sie bardzo duze agregaty, wielkosci nawet > 1000 pm (tab. 1). Starzejgca
sie (osmioletnia) kultura G. tibetico oraz kultury G. kurwo i G. punctata byly bardziej
wyréwnane i skladaty sie gtéwnie z malych agregatéw wielkosci <450 pm.

Tabela 1

Charakterystyka kultur zawiesinowych goryczek pod wzgledem wielkosci agregatéw komoérkowych w 1 ml

pozywki, w pigtym dniu po pasazu (wyrazona w %)

Wielko$¢ G. cruciata G. pannonica

. o . G. tibetica G. tibetica G. tibetica
agre-gatow I|s<:|en|c.>wa I|s<:|en|c.)wa (kultura 3-letnia) ‘ (kultura 3,5-letnia)* (kultura 8-letnia)
(Jim) (3-letnia) (3-letnia)
agregaty < 70 npk” npk” npk* duzo duzo
pojedynczych pojedynczych
70-120 30,26 = 0,74 6,65 + 0,59 35,95 + 0,70 59,86 + 0,60 71,12 * 0,62
120-260 42,86 + 0,55 2821 * 0,55 30,17 + 0,67 23,03 += 0,51 24,33 + 0,42
260-450 1542 + 042 22,03 + 0,52 14,08 = 0,51 8,63 = 0,34 3,13 + 0,28
450-500 8,48 + 0,31 21,19 + 0,48 17,05 + 0,55 7,64 = 0,32 1,15 + 0,18
500-1000 2,89 + 0,08 14,52 + 0,12 2,76 + 0,24 0,84 +0,11 0,27 + 0,05
>1000 0,09 = 0,03 7,40 = 0,06 0 0 0

' Szerzej na ten temat por. (10).

2 npk - nieliczne pojedyncze komorki.

Mikroskopowa analiza agregatow komoérkowych poszczegdélnych zawiesin, pro-
wadzonych w jednakowych warunkach kultury (10), wykazata réznice w ich struktu-
rze. W agregatach 8-letniej zawiesiny G. tibetica komoérki miaty luzny uktad, z tatwo-
Scig oddzielaly sie od PEM-u, adaptowaly sie do samodzielnej egzystencji w pozyw-
ce i podejmowaly podzialy. Taki uktad charakterystyczny byt zaréwno dla matych
jak i wiekszych struktur. W przeciwienstwie do kultury G. tibetica, komorki zawiesi-
ny G. pannonica formowaly bardzo zwarte, trudne do rozdzielenia struktury, zielon-
kawozottej barwy. Ta kultura zdecydowanie odbiegata zaréwno wielkoscig, jak i fak-
turg agregatéw od pozostalych badanych zawiesin. Agregaty G. tibetica, G. cruciata,
G. kurroo i G. punctata bez wzgledu na osiggang przez nie wielko$¢, mialy tendencje
do rozpadania sie na mniejsze.
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Wieloletnie obserwacje i badania kultury zawiesinowej G. tibetica wykazaly, ze
wraz z uplywem czasu zwiekszat sie procentowy udziat mniejszych agregatow
(tab. 1). Jednoczesnie stwierdzono stopniowe obnizanie sie jej morfogenetycznych
zdolnosci (dane nie publikowane). Podczas gdy z PEM-u pochodzacego z 3-letnigj
zawiesiny otrzymywano prawidiowo wyksztatcone zarodki somatyczne w stadium
liscieniowym, a anomalie rozwojowe wystepowaly sporadycznie (10), to z 7-letnie-
go PEM-u tworzyly sie gtdwnie struktury zarodkopodobne, a obok nich powstawaty
rowniez prawidlowo wyksztalcone zarodki (dane nie publikowane).

Zachowanie pierwotnego potencjatu embriogenicznego oraz zdolnosci regene-
racyjnych tkanki, a takze utrzymanie jej stabilnosci genetycznej mozliwe jest dzieki
wprowadzeniu masy proembriogennej do cieklego azotu.

3. Przygotowanie komorki do przetrwania stresu niskiej temperatury

Krioprezerwacja niesie ze sobg niebezpieczenstwo uszkodzenia komérek w cza-
sie ich zamrazania badz rozmrazania. Mozna jg postrzegac, jako proces poddawania
materiatu roslinnego specyficznemu wysuszeniu. Komarki roslinne tolerujg odwod-
nienie w granicach 55-75% catej zawartosci wody, bez narazenia ich na nieodwracal-
ne uszkodzenia (19). jednak w czasie zamrazania woda przyjmuje forme krysztatow
lodu. Tworzace sie wewnatrz komorki, badz w przestworach miedzykomaérkowych
krysztaly, powodujg ich mechaniczne uszkodzenia, zageszczanie soku komérkowe-
go oraz rozrywanie bton w czasie gtebokiej plazmolizy i deplazmolizy (20). Tym nie-
korzystnym zmianom mozna zapobiec stosujgc substancje krioochronne, niedo-
puszczajgce do uszkodzen powodowanych bardzo niskg temperaturg (1). Substan-
cje te redukujg ilos¢ formujacego sie lodu, przyczyniajg sie do mniejszej utraty
wody z komorki, zwiekszajac lepkosé soku komorkowego obnizajg temperature za-
marzania wody (homogennego powstawania zarodkéw krystalizacji lodu), czyli tem-
perature poczatku plazmolizy (19). Najczesciej wykorzystywane metody krioochro-
ny materiatu roslinnego to: stosowanie krioprotektantéw, witryfikacja i kapsutko-
wanie - dehydratacja (1). Mrozowe uszkodzenia redukowaé¢ mozna takze, indu-
kujac naturalne mechanizmy obronne komérek, poprzez inkubacje materiatu roslin-
nego w podwyzszonym stezeniu cukréw. Tolerancje na mrozowe uszkodzenia, moz-
na w tym zakresie osiggna¢ doprowadzajgc komorki do plazmolizy (21,22), badz al-
ternatywnie, stymulujac wewnatrzkomaérkowg akumulacje weglowodanow i przebu-
dowe cytoplazmy, nie dopuszczajgc do obkurczenia protoplastu (23-27). Mozliwe
jest takze wykorzystanie ochronnej roli krioprotektantéw, taczac dziatanie poza-
i wewnatrzkomorkowych substanciji (28). Z jednej strony krioprotektanty nie wni-
kajgce do komorki (cukry, poliwinylopyrolidon, dekstran), redukujgc poziom jej
uwodnienia doprowadzajg do zageszczenia soku komdérkowego, obnizenia tempe-
ratury zamarzania roztworu i podwyzszenia temperatury witryfikacji. Z drugiej stro-
ny substancje wnikajace do komaérki (DMSO, prolina, glicerol, mannitol, sorbitol).
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zabezpieczajg ja wielopoziomowo (20). Ograniczaja zmiane pojemnosci wodnej ko-
morki, obnizajg temperature homogennego powstawania zarodkow krystalizacji
lodu oraz tempo wzrostu krysztaldw lodu, podwyzszajg temperature tworzenia sie
cytoplazmatycznego szklta - witryfikacji (19).

W naturze, wiekszo$¢ bylin klimatu umiarkowanego wytwarza pewne systemy
tolerancji na stres chtodu. Wynikajg one z sezonowego oddziatywania na te rosliny
niskich péznojesiennych i zimowych temperatur. Ich wzrost tolerancji na chtod jest
skorelowany z ré6znymi modyfikacjami chemicznego skladu cytozolu, np. akumula-
cja weglowodandéw (29), zawartoscia specyficznych biatek (30) i lipidow (31), a takze
z morfologicznymi zmianami w strukturze komoérek (32,29). Hodowanie in vitro
tkanki w pozywce z podwyzszonym stezeniem sacharozy, moze oddziatywaé na ko-
morki podobnie, jak stopniowo obnizajgca sie temperatura jesienig i zima, bedaca
sygnatem do przemian, dzieki ktérym komorki zimozielonego liscia goryczki moga
przetrwaé mrozy.

W pracy tej skupiono sie gtéwnie na dtugoterminowym wptywie podwyzszonego
stezenia sacharozy na cytoplazme komoérek pochodzacych z kultur zawiesinowych
goryczek oraz ich przezywalnos¢ po przechowywaniu w ciektym azocie. Wskazano
na istnienie réznic gatunkowych, wyrazonych odmienng przezywalnoscig tkanki po
mrozeniu.

4. Przebudowa gtoplazmy komodrek w podwyzszonym stezeniu sacharozy

w zawiesinie G. tibetica, w ktérej komorki agregatéw charakteryzowaty sie luz-
nym uktadem, podniesienie w pozywce z 3 do 6 i 9% stezenia sacharozy, doprowa-
dzito do zmniejszenia wielkosci komérek. W obrebie tego samego agregatu wyste-
powaly trzy grupy komoérek z r6zng zawartoscig skrobi i wielkoScig amyloplastow.
Obserwowano skupiska intensywnie dzielgcych sie, matych komorek, prawie pozba-
wionych skrobi (1), grupy komorek zawierajgcych mniejsze, lecz bardzo liczne (lI)
lub bardzo duze amyloplasty (Ill). Na poziomie ultrastruktury stwierdzono silne za-
geszczenie cytoplazmy i rozbicie zazwyczaj jednej, centralnie potozonej wakuoli na
wiele drobnych. Wielkos¢ organelli komorkowych takich jak: mitochondria, struktu-
ry Golgiego i ciala lipidowe w pozywce z 9% sacharoza, ulegata znacznemu zmniej-
szeniu, podczas gdy rER byto bardzo rozbudowane i tworzyto wielowarstwowe cy-
sterny. Aktywnie produkowane przez struktury Golgiego pecherzyki wakuolarne,
przyczyniaty sie do pogrubiania $cian komdérkowych. Podniesione stezenie sacharo-
zy wplyneto réwniez na silne pofatdowanie plazmalemmy.

W zawiesinie C. pannonica agregaty komérkowe (bez wzgledu na ich wielkos¢),
formowaly zwarte struktury, z wyraznie uksztattowana jedno- lub wielowarstwowag
epiderma. Pod nig mate komoérki, ze skrobig lub bez, przechodzity intensywne po-
dzialy. Komoérki w glebi agregatéw byly duze, silnie zwakuolizowane, luzno uto-
zone, z duzymi przestworami miedzykomadrkowymi. W samym centrum czesto ule-
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galy one lizie. Zastosowanie pozywki z wyzszym stezeniem sacharozy spowodo-
wato zwiekszenie strefy komorek dzietagcych sie, zmniejszenie ich wielkosci i stop-
nia wakuolizacji oraz zredukowanie przestworow miedzykomaorkowych wewnatrz
agregatu. Obserwowane na poziomie ultrastruktury zmiany byly analogiczne jak
u G. tibetica.

W wiekszosci drobnych agregatow komérkowych G. kurwo stwierdzono, podob-
nie jak u G. pannonica, obecnos¢ strefy komorek intensywnie dzielgcych sie, a wew-
natrz postepujgca wakuolizacje. Na zewnatrz agregatu komarki nie tworzyly jednak
zwartej warstwy, jak u G. pannonica, lecz strefe komorek o charakterystycznym
luznym uktadzie, ulegajacych dyspersji pod wplywem wytrzasania. Podobnie jak
u poprzednich gatunkéw, w pozywce z podwyzszonym stezeniem sacharozy, obser-
wowano ograniczenie wielkosci komoérek i zredukowanie stopnia wakuolizacji.

Obserwowane w kulturach goryczek zmiany wywotane 4-tygodniowym wpty-
wem podwyzszonego cisnienia osmotycznego, byly podobne do zmian opisywanych
przez Gnanapragasam i Vasila (33) w kulturach zawiesinowych Panicum maximum.
Autorzy ci stwierdzili, ze juz 3-dniowe traktowanie 6% mannitolem przyczynia sie
do zastgpienia duzych wakuol licznymi matymi, zajmujagcymi ostatecznie o przeszio
potowe mniejszg powierzchnie komorki w stosunku do kontroli. Wskazujg takze na
silne pofatldowanie btony komdrkowej oraz formowanie sie licznych wakuol w obre-
bie cystern retikulum endoplazmatycznego. Hitmi i wsp. (23) stwierdzili, ze juz po
10 dniach przedtraktowania tkanki w pozywce z podwyzszonym do 9% stezeniem
sacharozy, nastepuje redukcja zawarto$ci wody w komorce o 60%, a w 18% sacharo-
zie 0 75%. Diluzsze traktowanie nie zmienia ilosci wody, ale wptywa na jej zawarto$¢
po rozmrozeniu. Dzieki wydtuzonej do 30 dni prekulturze, w rozmrozonych komor-
kach zawartos¢ wody byta wyzsza o 25% w stosunku do 10-dniowej kultury z 18% sa-
charoza, i 0 55% wyzsza w stosunku do 10-dniowej kultury z 3% sacharoza (23).

Innego typu zmiany w tkance obserwowano podczas radykalnego zadziatania
osmoprotektantem. W badaniach Jitsuyama i wsp. (22) wykazano, ze szok osmo-
tyczny indukowany wysokim, 0,8 M stezeniem sacharozy, wywotat w komorkach
Asparagus officinalis drastyczng plazmolize i powstanie miedzy Sciang, a cytoplazma
komorki duzych przestrzeni peryplazmatycznych. W przestrzeniach tych docho-
dzito do akumulacji cukréw, dzieki czemu w temperaturze -20°C jeszcze nie naste-
powato tworzenie si¢ krysztatéw lodu (21). W inkubowanych, przez 10 min 1 M roz-
tworem glukozy, komorkach liscia kapusty, nie stwierdzono zadnych ultrastruktu-
ralnych zmian w membranach plazmatycznych. Gromadzenie sie osmofilnych lipido-
wych ziarnisto$ci wzdtuz membran, obserwowali natomiast Gnanapragasam i Vasil
(33). Pojawiaty sie one w sptazmolizowanych, martwych komorkach, poddanych
uprzednio schtadzaniu do temperatury -10°C. Swiadczy to o utracie materiatu bu-
dulcowego przez btone komorkowa, wynikajaca z redukcji jej objetosci podczas
plazmolizy (20). W czasie deplazmolizy, niektore rosliny, np. pszenica ozima (34)
czy zyto ozime (35) potrafig odzyskiwac utracone przez btone lipidy, u innych taka
utrata materialu membran prowadzi do pekania bton i uszkodzen komérki. O zdol-
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nosciach komérek do naprawy uszkodzen bton cytoplazmatycznych swiadczy prze-
mijajgcy charakter wycieku elektrolitow, najsilniejszy tuz po rozmrozeniu komorek
buraka cukrowego (36).

5. Rola sacharozy w tolerancji mrozowej zawiesin komérkowych goryczek

Zdolnos$¢ danego gatunku do przetrwania niskich temperatur okreslajg jego ge-
netyczne uwarunkowania. Rosliny klimatu tropikalnego wykazuja znacznie stabsza
wewnetrzng tolerancje na niskie temperatury (25) niz klimatu umiarkowanego, czy
rosliny zimozielone. Goryczki naleza do tej grupy roslin, ktére w naturze wykazuja
pewne cechy przystosowawcze do przetrwania niskich temperatur (37). W zimozie-
lonych lisciach tych roslin stwierdzono silne zageszczenie soku komérkowego
i obecnos¢ zawigzkéw pochodzenia cukrowego. Kultury wyprowadzone z gatunkéw
0 wiekszej tolerancji na stres niskiej temperatury, wykazuja wieksze zdolnosci do
przetrwania zabiegu krioprezerwacji. Dowiedziono (38), ze linie komdérkowe wypro-
wadzone z dwéch réznych odmian Medicago sativa L. r6znigcych sie odpornoscig na
mréz, zachowywaly genetyczne réznice w aklimatyzacji na chtéd i mrozowej tole-
rancji. Badania prowadzone nad mrozeniem zawiesin komorkowych goryczek, jak
sie wydaje, mogg odzwierciedla¢ predyspozycje do przetrwania mrozu przez po-
szczegOlne gatunki. Jednakze zawiesiny komorkowe stanowig specyficzny materiat
badawczy, w ktérym obok takich czynnikéw jak: gatunek, typ tkanki, zawartosc¢
wody w eksptantacie oraz naturalna jego odpornos¢ na schiadzanie, dodatkowo na
przezywalno$¢ po mrozeniu majg wplyw takze moment pobrania tkanki po zmianie
pozywki na Swiezg oraz wielkos¢ agregatow komadrkowych.

Faza wzrostu zawiesiny odgrywa wazna role w jej zdolnosciach na przetrwanie
mrozenia. W kulturze zawiesinowej G. tibetica stwierdzono, ze przy zachowaniu
7-dniowych pasazy, najmniejszg przezywalnos¢ (1*) tkanka wykazywata dzieh po
wymianie pozywki na $wieza, a najwieksza, 25,85% siddmego dnia (rys. 1).

Podobne koretacje wykazano dla czterech badanych zawiesin komdérkowych:
G. tibetica, G. kurroo, G. pannonica i G. cruciata, ktérych tkanki przez 4 tygodnie byly
inkubowane w pozywce z 9% sacharozg (rys. 2). Przezywalno$¢ komorek osiggneta
w 7 dniu kultury 60% i jedynie w przypadku G. pannonica byta ona bliska 100%.

Trudno precyzyjnie okresli¢, w jakiej fazie wzrostu znajduja sie si6dmego dnia
badane zawiesiny goryczek w pasazowanej co 7 dni kulturze. Zastosowanie skroco-
nych pasazy okazuje sie celowe dla zredukowania wrazliwych na mrozenie faz wzro-
stu. Dzieki temu w zawiesinie Acer pseudoplatanus pozbawiono komorki duzych wa-
kuol (39). jednoznacznie nie mozna wskaza¢ najbardziej optymalnej dla przezywal-
nosci tkanki fazy wzrostu zawiesiny, gdyz dla ré6znych gatunkdéw moze by¢ ona réz-
na. Dane literaturowe wskazuja, ze najwieksza przezywalno$¢ podczas mrozenia
wykazuje tkanka bedgca w fazie wzrostu logarytmicznego, jej typowo merystema-
tyczne komorki charakteryzujg sie wéwczas gestg cytoplazma i wzglednie malg za-
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Rys. 1. Przezywalno$¢ tkanki G. tibetica w zaleznosci od dnia po pasazu (tkanka pochodzi z pozywki
z 6% sacharozg). Okreslona testem TTC bezposrednio po rozmrozeniu.

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

P/L
71 K/H
K/H Tib
C/L
czwarty siodmy
dzieri po pasazu
| | G. tibetica (Tib) Q G. pannonicall (P/L**)

1 G. kuroonlH (K/H*) B G. cruciatalL (C/L**)

Rys. 2. Przezywalnos¢ tkanki (po 4-tygodnioweJ preinkubacji w pozywce z 9% sacharozg) w czwar-
tym i si6dmym dniu po pasazu. Okres$lona testem TTC bezposrednio po rozmrozeniu.

* H zawiesina pochodzenia hipokotylowego

** L zawiesina pochodzenia liScieniowego
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wartoscig wody, co predestynuje je do przetrwania stresu niskiej temperatury
(27,40,41). joshi i Teng (42) wykazali 86,5% przezywalnos¢ tkanki Panax ginseng w fa-
zie spoczynkowej (5 dzien) oraz 62% w fazie stacjonarnej (19 dzien). Zawiesina Oryza
sativa jest przyktadem kultury, ktérej komoérki wykazujg wieksza tolerancje na stres
niskiej temperatury w fazie wzrostu wyktadniczego i op6znionego, niz stacjonarne-
go i fazie spoczynkowej (43). Najczesciej jednak zamrazane w fazie wzrostu op6z-
nionego i stacjonarnego komorki takze wykazujg obnizong zywotnosc¢ (24,44-46).

Tkanke zawiesinowg badanych goryczek wprowadzano do cieklego azotu bez
zastosowania dodatkowych substancji krioochronnych (tab. 2). Wykazywata ona,
w zaleznosci od gatunku, r6zng zdolno$¢ do przetrwania stresu niskiej temperatu-
ry. Podczas gdy zawiesiny G. tibetica, G. punctota i G. kurwo pochodzace ze standar-
dowej pozywki z 3% sacharoza, przezywaly zaledwie w okoto 1%, to PEM G. pannonica
az w 42,94%. Przezywalnos¢ niczym nie traktowanej tkanki G. cruciata wahata sie o.d
11,91 do 21,8% w zaleznosci od pochodzenia organowego tej kultury.

Tabela 2

Przezywalno$¢ PEM-u (w %) réznych gatunkéw goryczek w zaleznosci od stezenia sacharozy w pozywce
i programu schtadzania (program od -I-20°C co 1°C do -20°C lub -40°C)

3% sacharoza 6% sacharoza 9% sacharoza
Gatunek
do -20°C do -40°C do -20°C do -40°C do -40°C
G. tibetica 0,60 +0,05 1,37 +0,18 3,15 +0,11 25,85 +1,69 62,83 *+0,76
G. punctata 0,78 +0,1 1,75 +0,05 0,64 +0,07 536 +0,14 30,14 +0,91
G. kurroo/~* 0,92 +0,1 1,10 0,11 8,40 +0,09 39,88 +1,22 57,89 +0,62
G. pannonicafi*>* 18,82 +2,77 42,94 +1,69 18,30 +3,02 59,44 +4,41 96,31 +4,70
agregaty mniejsze 50,87 +5,16
G. cruciatafl** 0,97 +0,72 11,91 +0,89 1,15 +0,58 27,97 +0,79 61,05 +0,70
G. cruciatafU* 4,83 +1,01 21,80 +0,94
G. cruciata/Y¢*** 1,83 +0,98 12,46 +1,34 5,07 +0,97 22,89 +2,70

* barwienie TTC przeprowadzono bezposrednio po rozmrozeniu tkanki

zawiesiny pochodzenia *H - hipokotylowego, **L - liScieniowego, ***K - korzeniowego

Podniesienie stezenia sacharozy w pozywce z 3 do 9%, spowodowatlo takie prze-
budowanie struktury agregatéw oraz ultrastruktury ich komérek, ktére przyczynito
sie do zwiekszenia przezywalnosci wszystkich badanych zawiesin. U G. tibetica,
i G. kurroo wzrosta ona z | do okoto 60%, a u G. pannonica z 42,94 do niemalze 100%
(tab. 2). W badaniach stwierdzono znaczacy wptyw temperatury progowej, do po-
ziomu ktérej stosowano powolne schiadzanie tkanki. Wiekszg tolerancje na niska
temperature wykazywaty komarki przy schtadzaniu ich co 1°C na minute do tempe-
ratury -40°C niz do -20°C. Przezywalno$¢ tkanki po mrozeniu zalezata w duzym
stopniu od wielkosci agregatow komoérkowych. Tworzace duze agregaty zawiesiny
G. pannonica i G. cruciata wykazywaly stosunkowo wysoka przezywalno$¢ nawet bez
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zastosowania ochrony. Agregaty komorkowe G. pannonica o ciezarze okoto 25-30 mg,
cechowaly sie 100% przezywalnoscig po mrozeniu, w poréwnaniu z mniejszymi
(tab. 2). Zawiesiny sktadajace sie w duzym procencie z drobnych agregatéw (tab. 1),
wykazywaty mniejszg tolerancje na uszkodzenia mrozowe.

Otrzymane wyniki sa trudne do wytltumaczenia. Komérki w matych agregatach sa
bardziej jednorodne, zwykle intensywnie dzielgce sie. Wewnatrz duzych agregatow
znajdujg sie komérki w znacznym stopniu zwakuolizowane, a merystematyczne wy-
stepuja zwykle na ich obrzezach (13). Stopien zréznicowania komoérek wewnatrz
duzych agregatow powinien by¢ czynnikiem negatywnie wplywajgcym na przezy-
walnos¢ tkanki.

6. Wptyw plazmoHzy na przezywalnos¢ tkanki po mrozeniu

Podczas inkubacji komérek w podwyzszonym stezeniu sacharozy, dochodzi do
syntetyzowania przez nie, endogennych substancji podnoszgcych tolerancje na ni-
skie temperatury. Stres osmotyczny i/lub stres odwodnienia indukuje ekspresje spe-
cyficznych genéw zwanych COR (cold regulation genes) odpowiadajacych za synteze
biatek (47) z grupy dehydryn lub podobnych (22), silnie zwigzanych z odpornoscia
na mréz (22,48). Thomashow sugeruje, ze biatka te mogg odgrywac role w stabilizo-
waniu biologicznych makromolekut (48). Sg silnie hydrofilne, wigzgce wode w cza-
sie stresu osmotycznego, co ttumaczy¢ moze ich pojawianie sie wraz z poczatkiem
dehydratacji i niwelowanie uszkodzen z nig zwigzanych (22). Przy czym, jak wykaza-
no (22), poziom biatek wzrastat drastycznie po okoto 12 godzinach od zastosowania
czynnika stresowego (0,8 M sacharoza), a nastepnie okoto dziesigtego dnia obnizat
sie do poziomu wyjsciowego.

W zwigzku z tym w naszych badaniach prawdopodobnie nie czynnik stresowy
jest przyczyng wzrostu przezywalnosci po mrozeniu. Tkanka po pierwszym stresie
zmiany stezenia osmotycznego w pozywce, zaadaptowata sie do howych warunkéw
kultury, przebudowujac swoja cytoplazme. Stale podwyzszone wewnatrzkomérko-
we cisnienie osmotyczne, mogto by¢ bodzcem do syntetyzowania niskoczasteczko-
wych, endogennych substancji, np. aminokwaséw: proliny (23), waliny, glicyny oraz
weglowodanow: sacharozy, fruktozy, glukozy (22,23) i skrobi (23,38), a takze ABA
(23). Substancje te dziatajg krioochronnie poprzez obnizanie temperatury zamarza-
nia wody, stabilizacje bton, ochrone struktury biatek budulcowych i enzymatycz-
nych przed denaturacjg. Dodatkowo, zwiekszenie stezenia cukréw w pozywce, sty-
muluje w kulturach zawiesinowych niektorych ro$lin, produkcje metabolitow wtor-
nych (49,50), co moze odgrywac¢ rowniez wazng role w badaniach nad roslinami
z rodzaju Gentiana. O duzym prawdopodobieristwie pojawiania sie w komorkach go-
ryczek, w warunkach stresowych, endogennych substancji Swiadczy¢ moze fakt
zwiekszenia przezywalnosci mrozonej tkanki, uprzednio poddanej plazmolizie. Po-
traktowanie komoérek G. tibetica i G. kurroo roztworem 3 M glukozy (przez 10 min)
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pozwolito na podniesienie przezywalnosci z okoto 1% do odpowiednio 37,2 i 76,86%
(tab. 3).

Tabela 3

Wptyw plazmolizy na przezywalno$¢ komérek G, tibetica i G. kurroo po przechowywaniu ich w temperatu-
rze -196°C. Przezywalnos$¢ badano bezposrednio po rozmrozeniu tkanki za pomocg testu TTC

Przezywalno$¢ bezposrednio po rozmrozeniu tkanki (%)

Gatunek . .
bez krioochrony po plazmolizie 3 M glukoza
G. tibetica 1,37 0,18 37,20 £2,95
G. kurroo/B. 1,1 +0,11 76,86 +6,37

7. Podsumowanie

Tolerancja mrozowych uszkodzenh, wyrazona odmienna przezywalnoscig po
mrozeniu, moze wynika¢ ze zréznicowanej odpornosci komorek na odwodnienie.
Nizsza odpornos¢ uniemozliwia przygotowanie tkanki do pomysinego przetrwania
zamrazania, bgdZz wymaga bardziej precyzyjnego dobierania czynnikéw krioochron-
nych. W pracy przedyskutowano wiele zagadnien zwigzanych z typem mrozonego
materiatu roslinnego, mozliwosciami ingerencji w przebudowe cytoplazmy komorki
roslinnej oraz czynnikami stosowanymi do podnoszenia mrozowej tolerancji.

Praca finansowana przez KBN grant nr 3P0403723.
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