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Poznan

oslinne kultury in vitro stanowig preznie rozwijajaca sie dziedzine bio-

technologii. Znajdujg one szerokie zastosowanie w badaniach nad fizjo-

logia komorki, w biologii molekularnej, inzynierii genetycznej, genetyce oraz

innych dziatach nauki. Kultury in vitro maja rowniez duze znaczenie w ho-
dowli oraz wegetatywnym rozmnazaniu roslin uprawnych i ozdobnych {!). Szyb-
ko zwiekszajaca sie ilos¢ genotypow utrzymywanych w kulturach in vitro zmu-
sza badaczy do opracowania skutecznych metod ich przechowywania.
Szczegoblnie wazna, jak sie wydaje, jest ochrona roslin, ktérym w skutek zmian
ich srodowiska naturalnego grozi wyginiecie. Dotyczy to réwniez prymityw-
nych, ,,dzikich” szczepow roslin uprawnych, ktére czesto stanowia cenne zréd-
to gendéw, np. odpornosci na choroby, susze itp. w wyprowadzaniu nowych
odmian. Przechowywanie nasion takich roslin jest czesto niepraktyczne, a cza-
sami wrecz niemozliwe ze wzgledu na ich krétkg zywotno$¢ (od jednego do
kilku tygodni), czy zmieniajaca sie jako$s¢ materiatu siewnego w trakcie su-
szenia i przechowywania, a co za tym idzie, koniecznos¢ czestej regeneracji
roslin i otrzymywania nowych nasion. Duzg niedogodnoscia jest takze otrzy-
mywanie nasion zwigzane z dojrzatoscig roslin, ktora np. w przypadku drze-
wiastych, osiagana jest po uptywie Kkilku czy kilkunastu lat (2). Takze utrzy-
mywanie kolekcji in situ (potowe banki genéw) jako diugoterminowego sposobu
ich zachowania stwarza wiele problemoéw. Plantacje takie narazone sg na dzia-
tanie wielu niekorzystnych czynnikoéw, takich jak; choroby, szkodniki czy na-
turalne kataklizmy.

Utrzymywanie komdrkowych czy tkankowych kultur in vitro w warunkach
normalnego wzrostu jest juz traktowane jako metoda krétkoterminowego prze-
chowywania materiatu biologicznego. Jednakze tkanka rosngca w optymal-
nych warunkach wymaga czestego przenoszenia na Swieze podioze co moze
powodowacé zmiany w stabilnosci genetycznej komorki. Zmiennos$¢ w kultu-
rach in vitro czesto okresla sie jako zmiennos¢ somaklonalng, ktdra powo-
dowana jest zarbwno zmianami w genotypie ros$liny jak i czynnikami epi-
genetycznymi. Czeste pasazowanie zwieksza takze zagrozenie zakazeniami
mikrobiologicznymi, wymaga zwiekszonego naktadu pracy oraz podnosi ko-
szty procesu (1,3).
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Duze nadzieje poktada sie w mozliwosei przeehowywania materiatu bio-
logieznego w postaci kultur in vitro, do tego celu wykorzystuje sie takie ich
formy jak; kultury merystemow, kalus, zawiesiny komoérek, zygotyczne i so-
matyczne embriony, pylek, protoplasty. Sposréd przeprowadzonych doswiad-
czen, wiele zostato uwienczone sukcesem (tab. 1).

1. Metody krotko- i Srednioterminowe

1.2. Metoda ograniczonego wzrostu

Jest to metoda, w ktorej poprzez spowolnienie wzrostu wydtuza sie czas
hodowli, a tym samym czestotliwosé przenoszenia kultury na Swiezg pozywke
jest wielokrotnie mniejsza, anizeli w przypadku optymalnego wzrostu. Zna-
lazta ona zastosowanie jako metoda krétko- i $rednioterminowego przecho-
wywania uorganizowanych kultur tzn. tkanek i organdéw, jednakze po diuz-
szym okresie moze prowadzi¢ do niepozadanych selekcji, spowodowanych
stresowymi wamnkami hodowli (3). Ograniczenie wzrostu mozna osiagac¢ roz-
nymi metodami. Najczesciej modyfikuje sie stezenia sktadnikéw mineralnych
oraz cukréw w pozywece, obniza temperature hodowli, zmniejsza intensyw-
nos¢ Swiatta. Dobre efekty daje takze modyfikacja atmosfery (zmniejszenie
ilosci O2), w ktorej wzrasta tkanka, czy tez pokrycie komorek warstwa oleju
mineralnego. Powszechnie stosuje sie réwniez ABA (kwas abscysynowy) oraz
mannitol jako retardanty wzrostu kultur roslinnych (4,5). Umetsu i wsp. (6)
przechowywali w temperaturze 4°C embriogenng kulture zawiesinowa kopru
wioskiego [Foeniculum vulgare Miller). Po 6 tygodniach takiego przechowy-
wania komorki w dalsz3an ciagu wykazywaty swoj embriogenny charakter,
jednakze tracity go po 12 tygodniach. Kultury zawiesinowe lawendy wasko-
listnej (Lavendnia vera) oraz tytoniu szlachetnego [Nicotiana tabacum) Taka-
hashi i wsp. (7) przechowywali w szczelnie zamknietych butelkach szklanych.
Hodowle prowadzono w zaciemnieniu, w temperaturze 4°C. Po 30 dniach
tak prowadzonej kultury komorki lawendy zdolne byly do pelnego wzrostu,
a takze zachowaty zdolno$¢ do produkcji niebieskiego barwnika bedacego
ich specyficznym metabolitem wtérnym. Kapsutkowanie komdrek w alginia-
nie wapnia wydtuzato mozliwos¢ przechowywania ich do ponad 50 dni. Po-
zytywny wptyw otoczek alginianowych potwierdza takze Engelman (4) oraz
Shigeta (8), ktéry przechowywatl umieszczone w alginianowych otoczkach so-
matyczne embriony marchwi. Embriony zachowywaty 95% zywotnos$¢ po 3
miesigcach hodowli w 4°C, w peilnym zaciemnieniu.
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2. Metody ditugoterminowe

2.1. Krioprezerwacja

Krioprezerwacja jest najszerzej opis}rwang i najczesciej stosowana metoda
dtugoterminowego przechowywania materiatu rostinnego w kutturach in vitro.
Jest ona podstawowa metodg przechowywania somatycznych embrionéw, kul-
tur zawiesinowych i kalusa. Krioprezerwacja polega na zamrozeniu materiatu
biologicznego i przechowywaniu go w bardzo niskich temperaturach, najlepiej
w temperaturze ciektego azotu {liquid nitrogen — LN), tj. w -196°C lub w jego
oparach ok. -150°C (3). W tej temperaturze ustaja wszelkie podziaty komor-
kowe, a procesy metaboliczne ulegajg zatrzymaniu. Material moze by¢ prze-
chowywany w niezmienionym stanie, teoretycznie przez nieograniczony czas.
Najwiekszym zagrozeniem dla mrozonej tkanki jest powstawanie i wzrost kry-
sztatdw lodu. Przyczyng tych zagrozen jest duza ilos¢ wody wystepujgca w ko-
moérkach. Komorki roslinne zawierajg duze ilosci wody, znacznie wieksze ani-
zeli komorki zwierzece czy bakteryjne (9). Jest to woda wolna oraz woda
zwiagzana, strukturalna. Woda strukturalna, stanowigca integralng czes$¢ bio-
polimeréw komorki, w warunkach niskiej temperatury nie zamarza, podczas
gdy woda wolna w czasie mrozenia tworzy wewnatrzkomorkowe krysztaty lo-
du, ktére moga uszkadzaé struktury komoérkowe. Uszkodzenia te polegaja na
fizycznym rozerwaniu bton komérkowych, szczegoélnie plazmalemmy, oraz na
zmianach chemicznych dotyczacych gtdwnie DNA i biatek. Podczas odprowa-
dzania ciepta z cieczy jej temperatura obniza sie, w efekcie czego maleje
energia ruchu jej czgsteczek. Powstaje taki stosunek energii ruchu i wielkosci
tadunkow polarnych, przy ktérym odbywa sie wzajemna orientacja czastek.
Z pewnej ilosci trwale zwigzanych i wlasciwie zorientowanych molekut po-
wstaja centra krystalizacji, gdzie nastepuje dalsze porzadkowanie czastek
z otaczajacej cieczy i wzrost krysztatdw. Czynnikiem dajgcym poczatek nisz-
czacym efektom mrozenia, a pojawiajagcym sie jeszcze przed powstawaniem
lodu we wnetrzu komorki, sa zewnatrzkomérkowe krysztatki lodu. Najpierw
odwadniajg one komorke, a nastepnie mogag wnikac¢ do jej wnetrza, indukujac
tam powstawanie lodu. 1los¢ i wielko$¢ powstajgcych krysztatkow zalezy od
szybkosci mrozenia. Mechanizm powstawania i niszczacego dziatania lodu
zostat opisany przez Popova (9) i Karlsona (10).

Zaobserwowano zjawisko naturalnej, uwarunkowanej genetycznie odpor-
nosci na niskie temperatury. Ros$liny posiadajgce zdolno$¢ przystosowania
sie do niskich temperatur wytwarzaja pod ich wpltywem rézne metabolity,
posrednio tub bezposrednio wpltywajace na przezywalnos$¢. Tego typu aklima-
tyzacja niektérych roslin wynika z ich przystosowania do sezonowych zmian
temperatury. Sugeruje to mozliwos¢ przeprowadzenia takich manipulacji wa-
runkami kultury, aby réwniez w warunkach in vitro pojawita sie naturalna
odpornos$¢ na obnizong temperature. Dotyczy to jednak niewielkiej liczby ga-
tunkéw roslin. Wiekszo$¢ gatunkéw nie posiada takiego mechanizmu i wy-
magaja one stosowania krioprotektantéw indukujacych sztuczng odpornosé
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na niskie temperatury. Odpowiednia mieszanina zwigzkéw ochronnych
zmniejsza akt3rwno$¢ wody w komadrce i wptywa na prawidlowy stan plazma-
lemmy. Zapobiega to wnikaniu zewnatrzkomoérkowego lodu do wnetrza ko-
moérki, obniza punkt zamarzania, a takze chroni przed szkodliwym dziataniem
zwiekszonego stezenia elektrolitow bedgcego efektem konwersji wody w 16d.
Idealne krioprotektanty powinny dziata¢ ochronnie na komérki podczas ich
mrozenia i przechowywania w bardzo niskiej temperaturze oraz podczas roz-
mrazania. Istniejg dwa rodzaje krioprotektantow; wnikajgce do komorki, oraz
nie przenikajace przez btony komorkowe. Do pierwszej kategorii naleza np.
DMSO {dimethyl sulfoxide, sulfotlenek dwumetylu), glicerol czy glikol propy-
lenowy. Przenikajgc przez membrany komérkowe chronig komorke od we-
wnatrz, jednakze zbyt wysokie stezenia tych zwigzkow moga dziata¢ toksycz-
nie. Szybko$¢ przenikania tych krioprotektantéw zalezy od gatunku rosliny
oraz od temperatury inkubacji. Druga kategorie stanowig cukry, wysokoczg-
steczkowe alkohole, glikol polietylenowy, glikol etylenowy i dekstran. Najbar-
dziej kompleksowg ochrone zapewnia mieszanina zwigzkéw z obu kategorii,
zwykle w stezeniu 1-2 M, aby nie powodowaty nagtej plazmolizy, mogacej
jeszcze przed mrozeniem doprowadzi¢ do $Smierci komorek.

Robertson (11) wykazat, ze obecnos¢ ABA (kwas abscysynowy) w pozywece,
na ktérej hodowat on kulture zawiesinowg Bromus inermis (Leyess) powoduje
wzrost tolerancji komérek na zamrazanie. ABA indukowat ekspresje gendow
odpowiedzialnych na poziomie molekularnym za zwiekszanie tolerancji na
proces krioprezerwacji. Stwierdzit on, ze w komoérkach inkubowanych z ABA
wystepuje 15 biatek, ktorych brak jest w materiale roslinnym nie poddawa-
nym inkubacji. Do zwigzkow zwiekszajgcych odpornosé komarek na mrozenie
nalezg takze aminokwasy, przede wszystkim prolina oraz walina, glicyna,
treonina, ktére wptywaja stabilizujaco na biatka enzymatyczne i biatka mem-
bran komérkowych (12).

Na procesy krioprezerwacji sktadajg sie gtéwnie trzy etapy: przygotowaw-
czy (ang. pretreatment], zamrazanie, przechowywanie, rozmrazanie (ang. the
freez-thaw cycle) oraz regeneracja kultury (ang. post-treatment). W pierwszym
etapie komorki lub organy hoduje sie w okreslonych warunkach w celu
zwiekszenia odpornosci na mrozenie. Zmienia sie temperature, intensywnosé
Swiatta czy modyfikuje podtoze zmieniajac stezenie sacharozy, regulatoréw
wzrostu lub stosujgc dodatkowe substancje, tj. mannitol, sorbitol, DMSO
(5,13). Kolejng fazg tego etapu jest inkubacja materiatu biologicznego w roz-
tworze krioprotektantéw przed bezposrednim zamrozeniem. Waznym czynni-
kiem wptywajagcym na przezywalnos¢ komorek jest takze dobranie odpowied-
niej fazy wzrostu kultury poddawanej krioprezerwacji. Mrozenie w zaleznosci
od metody krioprezerwacji moze polega¢ na stopniowym ochtadzaniu (okoto
0,2-1°C/min) lub bezposrednim umieszczeniu tkanek w temperaturze ciekte-
go azotu. ROA\mie istotn3”m, jak sam proces zamrazania, jest rozmrazanie
probek. Powolne rozmrazanie moze doprowadzi¢ do zwiekszenia krysztatow
lodu wewnatrz komoérek, ktére sg tak samo niebezpieczne dla struktur ko-
moérkowych jak krysztatki podczas zamrazania. Aby temu zapobiec probki
zwykle umieszcza sie w tazni wodnej o temperaturze 35-40°C (12). W etapie
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regeneracji nastepuje usuniecie krioprotektantéw oraz ,,0dzyskiwanie” przez
komorki ich pierwotnego wigoru. Etap ten trwa zwykle od 1 dnia do 1 tygo-
dnia. Podczas tego okresu kultura wymaga czasami modyfikacji pozywki oraz
zmiany rodzaju lub koncentracji hormonéw w celu utrzymania zywotnosci
i zainicjowania wzrostu (2).

Efektywnosé procesu krioprezerwacji szacuje sie przez obserwacje wzrostu
komadrek, oznaczanie Swiezej badz suchej masy lub przez pomiar akt3rwnosci
biochemicznej komorek: okreslanie ilosci ATP, DNA, biatka i aminokwasow,
ilosci powstajacego etylenu, okreslanie poziomu aktywnosci dehydrogenaz
przy uzyciu TTC (ang. 2,3,5-triphenyltetrazolium chloride) czy wybarwianie
dwuoctanem fluoresceiny (14). Zywotno$¢ mozna tez oznaczaé poprzez ba-
danie integralnosci membran lub obecnosci cytoplazmy w komorce, robigc
to za pomoca réznego rodzaju barwnikéw, np. fenylosafraniny, biekitu Try-
panu (ang. Tryphan blue) lub biekitu Evansa (ang. Evans blue) (15). Najle-
pszym sposobem sprawdzenia efektywnosci danej metody przechowywania
materiatu roslinnego jest bez watpienia jego catkowita regeneracja. Jednakze
proces ten jest diugotrwaly i wymaga aseptycznych warunkéw. Dodatkowo
martwe komoérki mogg hamowac¢ wzrost tych, ktore przezyly poprzez uwal-
nianie toksycznych zwigzkéw.

3. Konwencjonalne metody krioprezerwacji

Tradycyjna metoda krioprezerwacji jest czesto nazywana takze wolnym
mrozeniem lub zamrazaniem dwustopniowym, ze wzgledu na jej dwuetapowy
przebieg (rys. 1). W pierwszej fazie nastepuje stopniowe schiadzanie mate-
riatu biologicznego do temperatury -30, -40°C, a nastepnie przeniesienie go
w temperature cieklego azotu. W metodzie tej dehydratacja komorek odbywa
sie przez powstawanie i wzrost krysztatéw lodu w otaczajacym je medium.
Podczas odpowiednio wolnego mrozenia (0,2-1°C/min) krysztatki lodu po-
wstajagce w medium powodujg wzrost gradientu stezenn pomiedzy roztworem
cytoplazmy komérki a pozywka, wymuszajac wyptyw wody z komorki. Po-
stepujaca dehydratacja komorek prowadzi do zageszczenia cytoplazmy, co
obniza temperature zamarzania i powoduje powstawanie matych krysztatkow
lodu nie niszczacych struktur komérkowych (4). Ochrona przed tworzeniem
wewngtrzkomdrkowego lodu uzalezniona jest zar6wno od wewnetrznych pa-
rametrow komorki, tj. obecnosci i skutecznosci jader krystalizacji, stabilnosci
membran cytoplazmatycznych uniemozliwiajacych przenikanie zarodkow
krysztatéw, stosunku powierzchni do objetosci komorek, jak i dostosowania
odpowiednich warunkéw procesu, tj. doboru krioprotektantéw i ich stezenia,
szybkosci mrozenia, minimalnej temperatury do ktérej schtadza sie proby
(2). Duzym mankamentem tej metody jest stosunkowo wysoka cena zamra-
zarek umozliwiajacych kontrolowanie szybkosci ochtadzania tkanki. Z tego
wzgledu opracowano uproszczone metody nie wymagajace kosztownej apa-
ratury. Nishizawa (16) z powodzeniem stosowal uproszczong metode krio-
prezerwacji do przechowywania embriogennej kultury zawiesinowej komorek
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Inkubacja na zestalonej pozywce B5

Hodowla wstepna Merystem zawierajacej sorbitol lub DMSC') i glukoze
(4XZ przez 2 dni)

Mikropipeta

Wkraplanie pozywki B5 zawierajacej
Lod 20% DMSO i 20% glukozy przez 2 h
do koncowej koncentracji 10% DMSO

Krioprotekcja i 10% glukozy

Kontrolowane mrozenie

HoOD
LN
Mrozenie
w 5
w2.\vC WOo”C v.o°
prze.z h przez 1 h Do temp. -40"C Ciekty azot
0,3*C/min
Inkubacja
40“C Filtr papierowy
Rozmrazanie
Pozywka B5

Regeneracja
zestalona agarem

Ryc. 1. Konwencjonalna metoda mrozenia dla merysteméw Trifolium repens L. (21).

asparagusa [Asparagus officinalis L.). Po preinkubacji w podtozu o wysokim
stezeniu glicerolu i sacharozy umieszczat on zawiesine w temperaturze -30°C,
a po uptywie jednej godziny przenosit komaorki do ciektego azotu. Traktowane
w ten sposéb komoérki przezywaty w 80%. Rowniez 80% przezywainosé uzy-
skat Lecounteux i wsp. (17) stosujac podobng metode krioprezerwacji soma-
tycznych embrionéw marchwi [Daucus carota L.). Dobre efekty uz”~skat Niino
(18) zamrazajgc wierzchotki pedow morwy [Morus bombysis Koiz.). Stosowat
on skokowe (co 5°C) obnizanie temperatury od 0 do -20°C przed zanurzeniem
préb w ciekltym azocie.

4. Nowe techniki krioprezerwaciji

4.1. Witryfikacja

Witryfikacja to stosunkowo niedawno odkryta metoda przechowywania
materiatu biologicznego w niskich temperaturach. Okresla sie jg jako metode
jednostopniowa, poniewaz polega na szybkim schiodzeniu tkanki przez bez-
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Kalus r $wiezy
roztwor witry'fikacyjny

Wirow'anie biomasy \

Kalus t roztwoér i usuwanie substancji
witryfrkacyjny ochraniajacych
Woda 25‘C ||_:|)
(s !
LN
c—-- 3 Tl
Regeneracja I'ozywka + 1,2 M Ciektv azot
sacharozy Szybkie rozmrazanie

Ryc. 2. Schemat witryfikacji.

posrednie zanurzenie w cieklym azocie. Ma to duze znaczenie ze wzgledéw
ekonomicznych, gdyz eliminuje potrzebe kontrolowania mrozenia, znacznie
zmniejszajac koszty. Istota witryfikacji polega na transformacji fazy cieklej
w stan ,,zeszklenia” (amorficzny stan, przypominajacy struktura szkio), ktéry
obejmuje zaréwno wnetrze komoérki jak i roztwdér zewnetrzny. Proces ten
zachodzi w obecnos$ci bardzo wysokich stezern substancji ochronnych siega-
jacych 5-8 M (2,19). Tak wysokie stezenie krioprotektantow prowadzi do
usuniecia z komorki 90% wotnej wody co powoduje podwyzszenie koncen-
tracji roztworu cytoptazmy, ktéra jest wymagana do uzyskania efektu witry-
fikacji. Stan witryfikacji moze niekiedy zosta¢ osiggniety bez uzycia srodkow
ochronnych, z zastosowaniem tylko ultraszybkiego ochtadzania (107°C/min).
W praktyce jednak stosuje sie kombinacje srodkéw ochronnych z umiarko-
wanie szybkim ochladzaniem (10-2000°C/min) (20). Wysoka koncentracja
roztworu witryfikacyjnego powoduje, ze dziatla on toksycznie na komorki,
tym bardziej, ze jego cze$¢ wnika do ich wnetrza. W zwigzku z tym inkubacje
przeprowadza sie czesto dwuetapowo. W pierwszym etapie stosuje sie nizsza
koncentracje roztworu witryfikacyjnego (stezenie ,,wprowadzajgce”, ang. lo-
ading], a dopiero pézniej, bezposrednio przed umieszczeniem prob w cieklym
azocie, dany roztwor w pelnym stezeniu (2,19,13). Witryfikacje z powodze-
niem stosuje sie do przechowywania: merystemoéw (21-24), embriogennych
kultur kalusowych (25,26), kultur zawiesinowych (12, 27) czy komorek (28).
Schemat przebiegu procesu witryfikacji przedstawiono na rysunku 2.

4.2. Mrozenie kapsutkowanego materiatu roslinnego

W pracach majgcych na celu stworzenie metody diugoterminowego prze-
chowywania zakapsutkowanego materiatu roslinnego wskazuje sie, ze metode
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te mozna z powodzeniem stosowac¢ w krioprezerwaeji somatycznyeh embrio-
noéw oraz merystemow {uorganizowanych struktur). Umieszczane w alginia-
nowych kapsutkach meiystemy trzciny cukrowej [Sacchanim ojficinanim),
manioku (Manihot esculenta) i kawy [CoJJea racemosa, ColJea sessiltfLora)
krioprezerwowat Egelman i wsp. (29). Otoczkowane meiystemy inkubowano
w ptynnej pozywce o wysokim stezeniu sacharozy, a nastepnie poddawano
suszeniu w kabinie o laminamym przeptywie powietrza. Wysuszone kapsutki
z zaimmobitizowanym materiatem roslinnym zamrazano w cieklym azocie.
W metodzie tej nie zachodzi koniecznos¢ stosowania dodatkowych kriopro-
tektantow, a mrozone w ten sposob meiystemy charakteryzuja sie wysoka
przezidrwalnoscig. Otoczkowane embriony rzepaku [Brassica napa$ L.) pre-
inkubowane w obecnosci sacharozy, a nastepnie suszone i zamrazane prze-
zywaty nawet w 95% (30). 70% przezywalnos¢ uzyskat Niino i wsp. (31)
traktujgc w podobny sposéb zakapsutkowane w alginianie wierzchotki pedéw
[Morus bombysis, Malas domestica, Malas paradisica, Pyrus communis).

4.3. Suszenie

Przecbowsrwanie materiatu roslinnego o zmniejszonej zawartosci wody sta-
nowi alternatywe dla krioprezerwaeji i innych metod utrzymywania kultur
in vitro. Od niedawna duzym zainteresowaniem cieszy sie mozliwos¢ prze-
chowywania somatycznych embrionéw w postaci wysuszonej. Opracowanie
odpowiednich warunkéw hodowli i suszenia somatycznych embriondéw lysuje
perspektywe wyprodukowania ,,sztucznych nasion”. Zrewolucjonizowatyby one
niektére gatezie rolnictwa, np. nasiennictwo, hodowle czy ochrone roslin,
a oprécz tego powaznie obnizytyby naklady zwigzane z kwalifikacja, czysz-
czeniem, suszeniem, magazynowaniem, a takze zaprawianiem nasion.

Znaczng przeszkoda ograniczajgca stosowanie tej metody jest wrazliwosé
tkanki na suszenie. Tertteroo i wsp. (32) indukowat tolerancja na suszenie
w somatycznych embrionach marchwi [Daucus carota L.). Najwiekszg tole-
rancja cechowaly sie embriony w stadium torpeda, preinkubowane w ABA.
Nie bez znaczenia pozostawata tez szybkos¢ suszenia oraz sposob rehydra-
tacji. Najlepszg efektywnosé¢ (100% przezywalnos$¢) uzyskano suszac tkanke
z predkoscig 0,05g H20g'*SM/dobe. Wplyw szybkosci suszenia oraz prein-
kubacji somatycznych embrionéw lucerny [Medicago sativa L) na pozywce
z ABA potwierdza w swojej pracy Senaratna i wsp. (33). ROowniez w tym
przypadku wolne suszenie preinkubowanych z ABA embrionéw dawato 100%
przezywalnos$¢!. Lecouteux i wsp. (34) przechowywatl wysuszone somatyczne
embriony marchwi przez 8 miesiecy, w warunkach zaciemnienia, w obnizonej
do -t-4°C temperaturze i 45% wilgotnosci wzglednej. Takze po tak diugim
przechowywaniu embriony kietkowaty w 100%. Preinkubowane na pozywce
z ABA (0,13 mg/l), kapsutkowane w alginianie embriony marchwi suszyt Liu
i wsp. (35). 97% embrionéw odwodnionych o 88% zachowywato zdolnos$¢ do
kietkowania po rehydratacji. Zwiekszenie stezenia ABA powyzej 0,13 mg/I
obnizato tolerancje na suszenie. Mozliwo$¢ przechowywania somatycznych
embrionéw marchwi otoczkowanych syntetycznym polimerem Polyox WSR-N
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750 badat Janick i wsp. (36). Jednakie suszenie tak traktowanych embrio-
now powodowato 97% spadek przezywalnosci.

5. Podsumowanie

Rosélinne kultury in vitro sg wcigz marginalnie wykorzystywanymi tech-
nikami w konserwacji zasobéw genetycznych. W przedstawionych przykia-
dach wskaizuje sie jednak na duze mozliwosci zastosowania tych technik dla
Srednio- i dtugoterminowego przechowywania materiatu roslinnego. Nie udato
sie, jak dotad, opracowac¢ uniwersalnej metody konserwacji dla wszystkich
form kultur in vitro. Zachodzi takze koniecznos$¢ szczeg6towego okreslania
warunkéw procesu dla poszczegélnych gatunkéw czy nawet odmian roslin.
Pokonanie tych przeszkéd wymaga dalszych badan i jest niezbedne dla pet-
nego zastosowania wymienionych technik.
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Methods of preservation of in vitro plant cell culture

Summary

Tissue culture has been utilized for producing virus free plants for vegetative propagation
and genetic engineering. In addition, altered cells lines showing higher productivity of secondary
metabolities can be obtained using tissue culture. The wide use of tissue culture requires the
development of new preservation techniques for in vitro culture material.

One of this method is growth reduction achieved by modifying various parameters such as:
temperature, culture medium, gasous environment. However, crypreservation (i. e. storage in
liquid nitrogen -196°C) is the only method available nowadays for long-term conservation. New
cryopreservation techniques such as encapsulation-dehydratation, vitrification and desiccation
helped expend the list of plant species that can tolerate low temperatures and are characterized
by a normal rate of growth. Each step of the cryopreservation procces requires specific conditions.

Key words:
preservation, slow growth, cryopreservation, vitrification, desiccation.
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