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Krioprezerwacja jako metoda 
zachowania zdolności życiowych 
komórek i tkanek roślinnych
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Cryopreservation as a method to facilitate presenation of life capacity 
of plant cells and tissues

Summary

This paper presents a review of fundamental aspects of plant cryopreserva
tion. Liquid nitrogen has several advantages over storage of vegetatively propa
gated material under normal low-temperature in vitro culture and could also 
help in preserving genetic biodiversity. Development of efficient cryopreserva
tion protocols based on the induction of tolerance to freezing and/or desicca
tion is also discussed. Cold and/or preculture acclimatization leads to ultra- 
structural, physiological and molecular changes in cells and they are important for 
improving viability after cryopreservation. The application of vitrification-based 
procedures and ultra-fast freezing/thawing rates could be effective and reliable for 
wide variety of plant species/tissues and relatively genotype independent. Majority 
of papers demonstrate that the liquid nitrogen allows high viability rates and 
re-growth without a loss of biosynthetic capacity. Up to now, there has been no 
clear evidence of morphological, cytological or genetic alterations due to cryopre
servation.
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1. Wprowadzenie

Współczesna biotechnologia, poza klasycznym mikrorozmna- 
żaniem, wykorzystywana jest obecnie do modyfikowania geno
mu roślinnego, w przemyśle farmaceutycznym i kosmetycznym.
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Ściśle kontrolowane warunki kultury in vitro i „plastyczność” materiału roślinnego 
umożliwiają prowadzenie badań podstawowych, dzięki czemu biotechnologia przy
czynia się do rozwoju postępu naukowego i pogłębiania wiedzy o wzajemnych od
działywaniach roślina-środowisko na poziomie komórkowym. Zupełnie nową ga
łęzią biotechnologii roślinnej, której rozwój wymuszony został destrukcyjnym od
działywaniem człowieka na środowisko naturalne, jest ochrona bioróżnorodności 
z wykorzystaniem kultur in vitro i przechowywania materiału roślinnego w stanie 
głębokiego zamrożenia (w-196°C). Obecna wiedza w zakresie krioprezerwacji i opra
cowane dotychczas techniki (1) pozwalają na zabezpieczanie żywotności i zdolności 
życiowych gromadzonych w ciekłym azocie komórek i tkanek roślinnych.

Pojęcie „krioprezerwacja” obejmuje następujący zakres czynności: prekulturę 
materiału roślinnego, jego przedtraktowanie, zamrażanie, krioprzechowywanie 
i rozmrażanie, jest to zespół następujących po sobie sekwencji, które promują sku
teczne zabezpieczanie materiału roślinnego przed niekorzystnym wpływem stresu 
dehydratacji, ułtraniskiej temperatury i rehydratacji. Zachowaniu wysokiej żywotnoś
ci i zdolności życiowych komórek i tkanek roślinnych sprzyja indukcja tolerancji 
mrozowej i/lub desykacyjnej. Dzięki przenoszeniu odporności na niskie temperatu
ry z roślin in vivo na tkanki i komórki utrzymywane in vitro, ułatwione jest śledzenie 
mechanizmów tolerancji na stres. Zmiany biochemiczne i fizjologiczne będące na
stępstwem nabywania odporności na mróz, w naturze indukowane krótkim fotope- 
riodem, temperaturą bliską 0°C i stresem wodnym, w kulturach mogą być skutecz
nie inicjowane za pomocą prekultury. Egzogennie wprowadzane do pożywki cukry 
czy ABA znane są jako stymulatory kompleksowej rearanżacji strukturalnej i meta
bolicznej komórek, sprzyjającej nabywaniu uznawanej obecnie za klucz do efektyw
nej krioprezerwacji, tolerancji desykacyjnej. U podstaw tego procesu leży natomiast 
ekspresja odpowiednich genów, których poznanie i izolacja pozwolą na tworzenie 
nowych, odporniejszych na chłód odmian.

Stworzenie właściwych systemów ochrony komórek przed mrozowymi uszkodze
niami sprzyja nie tylko odzyskiwaniu przez nie pełnej żywotności, ale również za
chowaniu ich potencjału morfogenetycznego czy zdolności do produkcji specyficz
nych substancji. Obecnie można podać wiele przykładów roślin, dla których dzięki 
wykorzystaniu techniki krioprezerwacji ograniczono koszty i podniesiono bezpie
czeństwo długoterminowego utrzymywania materiału roślinnego z pełnym zachowa
niem, nabytego przez komórki somatyczne w kulturach in vitro, stanu kompetencji.

2. Indukcja tolerancji desykacyjnej kluczem do efektywnej 
krioprezerwacji

Dla większości gatunków i typów tkanek protokoły krioprezerwacji wymagają 
indywidualnego dopasowania do naturalnej odporności roślin na mróz czy odwad
nianie. Dzięki temu unika się wewnątrzkomórkowej krystalizacji lodu w czasie pro-
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cesLi mrożenia. Nowoczesne metody krioprezerwacji, takie jak kapsuikowanie (2), 
witryfikacja (3-5) i metoda kropli (6) dość efektywnie chronią większość wprowadza
nego do ciekłego azotu materiału roślinnego. Jednakże dla większości roślin dodat
kowe zabiegi w postaci hartowania czy prekultury, dzięki indukowaniu wzrostu to
lerancji na stres abiotyczny, znacząco podnoszą żywotność lub wręcz umożliwiają 
przeżycie po mrożeniu.

W okresie letnim odporność na chłód zarówno zimotrwalych, jak i wrażliwych 
na mróz gatunków jest do siebie podobna. Naturalna zdolność do przetrwania mro
zów, indukowana jesienią krótkim fotoperiodem i temperaturami bliskimi 0°C, jest 
obecnie wykorzystywana do gromadzenia gatunków oraz mieszańców międzyga- 
tunkowych roślin drzewiastych w bankach genów/tkanek np. NCGRP w Fort Collins 
(USA), NIAR w Yamagata (Japonia) czy Nangis w Montpellier (Francja) (7,8). Pobiera
ne w okresie zimowym pąki spoczynkowe, po 4-6-tygodniowym dosuszaniu w wa
runkach laboratoryjnych (w temperaturze -5°C, do wilgotności 30?6) wprowadzane 
są bezpośrednio do ciekłego azotu (7). Jest to przykład jednej z najprostszych form 
krioprezerwacji, bazującej na naturalnie zaindukowanej tolerancji mrozowej. Wy
stępujące w naturze zależności pomiędzy odpornością roślin matecznych a toleran
cją na mrożenie obserwowano w wyprowadzonych z nich kulturach in vitro (9-12). 
Przeszło 50% aklimatyzowanych przez 14 dni temperaturą 2°C komórek zawiesiny li
nii zimoodpornej lucerny było zdolnych do przetrwania temperatury -15°C, a ok. 
30% komórek temperatury -25°C (10). Mrozowa tolerancja hartowanych komórek tej 
linii wiązała się z 5-krotnym podniesieniem zawartości endogennych cukrów (pro
stych i dwucukrów) oraz około 3-krotnym wzrostem obecności skrobi. Komórki za
wiesinowe lucerny genotypu wrażliwego na chłód, nie przeżywały temperatur po
niżej -5°C, a poziom akumulowanych cukrów nie ulegał podniesieniu. Flartowanie 
obniżoną temperaturą materiału roślinnego wykazującego genetyczną odporność 
na chłód, pochodzącego z kultur in vitro, jest z powodzeniem wykorzystywane 
w procedurach krioprezerwacji (12-16). Podnoszenie odporności za pomocą aklima
tyzacji, nie jest natomiast możliwe u gatunków wrażliwych na chłód. Z tego wzglę
du do 1990 r., tj. w czasie stosowania jedynie techniki powolnego schładzania, ba
zującej na indukcji mrozowej tolerancji, wprowadzanie do LN uorganizowanego 
materiału roślinnego gatunków klimatu tropikalnego było praktycznie niemożliwe 
(17). Wraz z wdrażaniem nowych technik ochrony, zmieniły się poglądy dotyczące 
podstaw udanej krioprezerwacji, której klucza upatruje się obecnie w indukowaniu 
nie mrozowej, a desykacyjnej tolerancji (18-21). Stopień trudności w jej indukowa
niu zależy od naturalnej odporności badanego gatunku na odwadnianie, a sama to
lerancja została uznana za cechę prymitywną, przypisywaną filogenetycznemu po
chodzeniu roślin (22).

Ekstremalnie wysoka tolerancja desykacyjna, charakterystyczna roślinom okreś
lanym jako resurrection plants, może dawać dostateczną ochronę w czasie mrożenia 
(23). W przeprowadzonych przez Burch (24) badaniach nad trzema gatunkami msza
ków wykazano prostą zależność wytrzymałości komórek protonemalnych ich game-
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tofitów na „otwarte” suszenie (18-dniowe; z utratą wilgotności do 0,02-0,07 g H2O g'' 
suchej masy) i następnie traktowanie ciekłym azotem bez żadnej ochrony. Bryum 
rubeiis - gatunek tolerujący desykację byl zdolny do przeżycia suszenia i mrożenia 
odpowiednio w 100 i 90%, Ditrichum cornubicum - gatunek o ograniczonej toleran
cji przeżywał w 40% suszenie i 20% krioprzechowywanie, natomiast Cyclodictyon 
laetevirens - nietolerujący desykacji zamiera! (24). Spośród sześciu gatunków pa
proci wprowadzonych do ciekłego azotu przez Pence (25), jedynie gametofity 
trzech, tj. Davallia fejeensis, Adiontum teiieriiin i Drynaria quercifolia przeżywały 3-go- 
dzinne „otwarte” suszenie (do wilgotności 10%) i mrożenie w LN w około 50-60%. 
Zamknięcie gametofitów w alginianowych kapsułkach zapewniło 100% żywotność 
po rozmrożeniu wszystkich sześciu badanych gatunków paproci (25).

Większość tkanek roślinnych nie jest jednak zdolna do uzyskania poziomu wil
gotności poniżej 30%, wymaganego do zastąpienia procesu krystalizacji lodu, ogra
niczającym destrukcję komórek zjawiskiem witryflkacji (ang. glass state - stan nie- 
krystaliczny zwany też stanem stabilnej szklistości, w którym utrzymane są fizyczne 
właściwości stanu ciekłego oraz strukturalna i funkcjonalna ciągłość makromolekuł; 
w naturze występuje w nasionach, pyłku i roślinach typu resurrection). Dlatego też w 
warunkach kultur in vitro wykorzystuje się różnego rodzaju traktowania i techniki 
krioprezerwacji, których wybór zależy od tolerancji badanego gatunku na nara
stający stres abiotyczny (chłodowy czy desykacyjny), od jego pochodzenia klima
tycznego oraz stanu fizjologicznego materiału roślinnego. U roślin posiadających 
wysoką odporność na stres, „uproszczona krioprezerwacja” może być wystarczająca 
do zapewnienia wysokiej żywotności (9,26-29). Stożki wzrostu Humulus lupulus L. cv 
‘Nugget’ należą do nielicznych przykładów materiału roślinnego, który poddany je
dynie kapsLiłkowaniu zdolny jest do przeżycia bezpośredniej dehydratacji osmo- 
tycznej 0,75 M lub 1,0 M roztworem sacharozy, z zachowaniem żywotności po de
hydratacji powietrznej i mrożeniu na poziomie odpowiednio 80 i 40% (27). Kolejnym 
przykładem rośliny poddającej się „uproszczonej krioprezerwacji” mogą być pąki 
kątowe Gentiana scabra, których już 13-dniowe traktowanie pożywkami zawiera
jącymi od 0,1 M (11 dni) poprzez 0,4 M do 0,7 M (po 24 h) sacharozy, umożliwiało 
przeżywanie w 90% „otwartego” suszenia sterylnym powietrzem do wilgotności 10% 
i bezpośredniego zanurzenia w LN (26). Zamknięcie pąków w alginianowych kap
sułkach nie wpływało na ich przeżycie po rozmrożeniu (30). W podnoszeniu toleran
cji na mrożenie wielu gatunków roślin, w tym większości gametofitów mchów, 
wątrobowców (31,32) i paproci (25) decydującą rolę odgrywa kwas abscyzynowy 
(ABA). Znaczącą rolę tego fitohormonu wykazali Suzuki i wsp. (33). Włączając do 
prekultury inhibitor syntezy ABA - fluridon autorzy ci doprowadzili do redukcji de- 
sykacyjnej tolerancji pąków kątowych Gentiana scabra. W przypadku gametofitów 
paproci Cibotium glaucum 7-dniowa prekultura 10 pM ABA indukowała tolerancję na 
„otwarte” suszenie i mrożenie, podnosząc przeżywalność z 10 do 88% (25). U msza
ków, dla uzyskania 100% przeżywalności po rozmrożeniu konieczne było połączenie 
prekultury ABA z kapsułkowaniem (31). Dla większości roślin prekultura na/w po
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żywkach zawierających podwyższone stężenia sacharozy i/Iub ABA, poprzedzająca 
właściwe traktowanie krioprotektantami lub kapsulkowanie/dehydratację i kolejno 
mrożenie, jest najczęstszą procedurą postępowania. Przekrój stosowanych dotych
czas zróżnicowanych metod indukowania tolerancji desykacyjnej, sposobów prze
prowadzania dehydratacji osmotycznej oraz uzyskanej przeżywalności dla 41 róż
nych gatunków mrożonych z wykorzystaniem techniki kapsułkowania przedstawili 
w swojej pracy Gonzalez-Arnao i Engelmann (34). Na uwagę zasługuje fakt, że pod
czas gdy tolerancja desykacyjna bywa indukowana różnymi cukrami (sacharoza, glu
koza, fruktoza, trehaloza, laktoza, maltoza, rafinoza) i polihydroksyalkoholami (sor
bitol, manitol), to dehydratacja osmotyczna prowadzona jest zawsze na bazie sacha
rozy (lub roztworów witryfikacyjnych). W dotychczasowych badaniach wskazuje się, 
że to właśnie sacharoza i glukoza (26,35), a z cukrów alkoholowych sorbitol (36-38) 
najlepiej indukują tolerancję na odwadnianie. Tempo i czas dehydratacji osmotycz
nej materiału roślinnego mają znaczący wpływ na uzyskiwanie desykacyjnej toleran
cji. W literaturze można znaleźć przykłady pokazujące skuteczność zarówno wielo
stopniowego, powolnego (30,33,39-41), jak i jednostopniowego (9,12, 27,29,42) od
wadniania tkanki. Podobnie jak w okresie zimowym wahania temperatury, tak w 
prekultLirze wahania stężeń osmotikum nie wpływają na rozhartowanie materiału 
roślinnego. Zaindukowana desykacyjna tolerancja pąków kątowych Gentiana sca- 
bra była utrzymywana niezależnie od długości trwania prekultury i manipulowania 
stężeniami sacharozy pod warunkiem użycia tuż przed mrożeniem odpowiednio 
wysokiej jej koncentracji (33).

U roślin pochodzenia tropikalnego, zwłaszcza gatunków wrażliwych na odwad
nianie, krioprezerwacja nie zawsze skutecznie zabezpiecza wszystkie komórki 
wprowadzanego do LN eksplantatu, czego efektem jest niepożądana zmiana odpo
wiedzi morfogenetycznej (43-45). Na podstawie lokalizacji obumarłych komórek 
wskazuje się, że mrożeniowe uszkodzenia są generalnie związane z silniejszą waku- 
olizacją, wynikającą z morfologicznej budowy badanego materiału roślinnego, np. 
wierzchołka pędu (46,47). Większa jest również wrażliwość komórek tych roślin na 
dehydratację w roztworach witryfikacyjnych (np. PVS2). Musa spp. i Ipomea batatas 
już po 10-15 min traktowania roztworem PVS2 w temperaturze pokojowej całkowi
cie tracą żywotność (17), podczas gdy różne kultywary banana w temperaturze 0°C 
utrzymują ją na wysokim poziomie nawet przez godzinę (20). jedną z najważniej
szych kwestii w krioprezerwacji gatunków tropikalnych oraz wrażliwych na odwod
nienie jest indukcja optymalnego stanu fizjologicznego do stymulowania tolerancji 
na dehydratację i kriogeniczne procedury (17). Realizowana jest ona poprzez pre- 
kulturę bazującą na podwyższonych stężeniach sacharozy i równoczesnym wykorzy
stywaniu jednej lub łączeniu ze sobą dwóch lub trzech technik krioprezerwacji 
(40,44,48,49). Czułość na wysokie stężenia cukrów może być pokonywana przez 
połączenie kapsułkowania materiału roślinnego ze stopniowym podnoszeniem ciś
nienia osmotycznego w pożywce (39,40). Znaczącą rolę w efektywnym mrożeniu 
roślin tropikalnych przypisuje się podniesieniu tempa schładzania (20). Połączenie
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metody kropli z witryfikacją umożliwiło wprowadzenie do LN trzech szczególnie 
wrażliwych na dehydratację kultywarów banana. Ich przeżywalność i zdolność do 
regeneracji pędów bez udziału kalusa wynosiła 35-55°ó. W opracowanym optymal
nym protokole unika się prekultuiy, bazując na; 1) doborze odpowiedniego eksplan- 
tatu, 2) bezpośrednim umieszczeniu eksplantatu w roztworze wstępnym, 3) 30 min 
dehydratacji w PVS2 w temperaturze 0°C, 4) naniesieniu materiału w kropli PVS2 na 
folię aluminiową i szybkim zamrożeniu, 5) szybkim rozmrożeniu w łaźni wodnej 
o temperaturze 40°C i 6) wymianie roztworu witryfikacyjnego na roztwór 1,2 M sa
charozy (20). Osiągnięcie to, jak się wydaje, może stanowić kolejny przełom w do
tychczas ukształtowanym spojrzeniu na szeroko rozumianą krioprezerwację i może 
otworzyć drogę do upraszczania, unifikacji i upowszechniania wykorzystywania cie
kłego azotu również w codziennej pracy biotechnołoga.

3. Strukturalna reorganizacja w komórce jako obraz nabywania 
tolerancji

Hartowanie chłodem (w naturze i in vitro) oraz dehydratacja osmotyczna dostar
czają bodźca indukującego wielokierunkowe zmiany w metabolizmie komórek, pod
noszące w konsekwencji ich tolerancję na desykację i mrożenie. Redukcja wielkości 
komórek i ich wakuołizacji, zagęszczenie cytozołu i wzrost zawartości skrobi to wi
zualny efekt traktowania egzogennymi cukrami czy obniżoną temperaturą (18,50-56).

Zastąpienie dużych wakuol licznymi małymi, zajmującymi o przeszło połowę 
mniejszą powierzchnię w komórce w stosunku do kontroli, obserwowano już po 
trzydniowym traktowaniu 6% manitolem agregatów komórkowych Panicum maximum 
(51) czy hartowaniu 0,175 M sacharozą (3 dni) i następnie 0,4 M sorbitolem (24 h) 
zawiesiny Oryza sativa (53). Podobny efekt jest uzyskiwany również w czasie prze
dłużonej (4-tygodniowej) prekultury agregatów zawiesiny Gentiana tibetica pożywką 
zawierającą 6% sacharozę (55). Wydłużone w czasie traktowanie sprzyja również re
dukcji wielkości komórek (50). Znaczące zmiany zachodzą także w organizacji in
nych organelli komórkowych. Prekultura stwarza warunki do eliminowania osmo- 
tycznie wrażliwych mitochondriów (53). Przedtraktowanie tkanki manitolem powo
dowało silne pofałdowanie błon komórkowych oraz formowanie licznych wakuol 
w obrębie cystern endoplazmatycznego retikulum (ER) (51). Powstawanie pęcherzy
ków wakuolarnych w cysternach szorstkiego i gładkiego ER obserwowano pod 
wpływem dwudniowego traktowania zawiesiny Asparagus officinalis 0,8 M, plazmołi- 
ZLijącym roztworem sacharozy (57), w komórkach merystematycznych banana po 
traktowaniu 0,4 M roztworem sacharozy (18) oraz zawiesiny Gentiana tibetica po pre- 
kulturze 0,4 M sorbitolem (55). Poszerzanie się ER i jego wakuołizacja, tworzenie 
koncentrycznych spirali lub fragmentacja prowadząca od wielowarstwowych cy
stern do krótkich odcinków, formujących złożone lamełłe są postrzegane jako natu
ralna ochrona przed chłodem (56). Tego typu zmiany kształtów oraz struktury ER,
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zauważone byiy w aklimatyzowanych chłodem komórkach siewek odmiany pszenicy 
ozimej Triticum aestivum (58) oraz komórkach drzew, charakteryzujących się wysoką 
tolerancją na mróz (59). W efekcie drastycznego deficytu wody zmianie ulegają kom
ponenty lipidowe błon (wzrasta stopień nasycenia kwasów tłuszczowych), prowadząc 
do jej usztywnienia i ograniczenia przepuszczalności. System przebudowy składu 
chemicznego błony funkcjonuje u roślin tolerujących odwodnienie. U roślin wrażli
wych na desykację, nie poddanych aklimatyzacji, w konsekwencji wyłączania białek 
dochodzi do fuzji membran i tworzenia struktury heksagonalnej. Podczas rehydra- 
tacji następuje zakłócenie ciągłości błon i wyciek cytoplazmy (60).

W badaniach Pritcharda i wsp. (54,61,62) wskazuje się na istnienie zmienności 
między gatunkami w ich strukturalnej i fizjologicznej odpowiedzi na te same warun
ki prekultury. Podczas gdy redukcja przyrostu biomasy i grubości ścian komórko
wych była charakterystyczna dla obu zawiesin, klonu i soi, to w badaniach stosun
ków wodnych wykazano, że komórki klonu są zdolne do większego osmotycznego 
przystosowania się do stresu ultraniskiej temperatury niż komórki soi.

4. Fizykochemiczne zmiany adaptacyjne komórek w podnoszeniu 
tolerancji na mrożenie

Odpowiedź roślin na stres abiotyczny uwidacznia się na poziomie fizjologicz
nym i molekularnym. Hartowanie chłodem prowadzi do mechanicznych ograniczeń, 
podczas gdy stres suszy zakłóca jonową i osmotyczną równowagę komórek (63). 
Oba czynniki stresowe aktywując specyficzne geny, które z jednej strony prowadzą 
do zmian w błonach komórkowych i syntezy substancji osmotycznych, z drugiej zaś 
do jonowej i osmotycznej homeostazy, indukują tolerancję na desykację-mrożenie. 
Szereg zmian rejestrowanych w naturze podczas nabywania tolerancji na stres wy
stępuje również w kulturach in vitro, a czynniki ją indukujące można wykorzystywać 
do redukcji mrożeniowych uszkodzeń. Dla optymalizowania warunków prekultury 
i podnoszenia przeżywalności po krioprezerwacji ważne jest poznanie mechani
zmów nabywania tolerancji desykacyjnej. Dotychczas w niewielu pracach poruszano 
kwestie zmian fizjologicznych zachodzących w czasie przedmrożeniowych trakto- 
wań i ich powiązań z przeżywalnością po krioprezerwacji (16,33,57,64-68). We 
wczesnych doniesieniach (69,70) przypisuje się podniesienie przeżywalności głów
nie redukcji wielkości komórek po różnych subkulturach w osmotikum. Obecnie 
wiadomo już, że nie tylko ilościowa, ale przede wszystkim jakościowa akumulacja 
specyficznych substancji przyczynia się do podniesienia tolerancji na stres desykacji 
i mrożenia.

W odpowiedzi na hartowanie/prekulturę w komórkach roślinnych pojawia się 
zdolność do syntezy różnego rodzaju związków organicznych (rozpuszczalnych cu
krów, aminokwasów, kwasów organicznych, osmoprotektantów i białek ochron
nych), które obniżając potencjał wodny zapobiegają wypływowi wody z komórki.
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a także pełnią funkcje ochronne dla białek i błon komórkowych. Zmiany stosunków 
wodnych w komórkach zawiesinowych Citrus sinensis i Daucus carota indukowane 
osmotikum i ABA badał Seijo (66). Po rozpoczęciu prekultury w pożywce zawie
rającej 0,4 M sacharozę, potencjał wodny komórek i pożywki w ciągu godziny ulegał 
wyrównaniu, a turgor zanikał. W ciągu 48 h oba parametry były odzyskiwane przez 
komórki. To wskazuje na występowanie komórkowej osmoregulacji, która jest 
utrzymywana przez włączanie osmotycznie aktywnych substancji z pożywki (71,72) 
łub ich syntezie de novo. Kiedy zastosowano prekułturę z sacharozą i dodatkowo 
z ABA, turgor komórek był utrzymany na stałym poziomie, podczas gdy redukcja po
tencjału osmotycznego i wodnego była obserwowana przez pierwsze cztery dni kul
tury (66). PrekuItLira pożywką zawierającą 0,4 M sacharozę i 5,0 mg/l ABA istotnie 
podnosiła tolerancję komórek zawiesinowych C. sinensis i D. carota na traktowanie 
roztworem witryfikacyjnym (PVS2) i przechowywanie w ciekłym azocie (66). Podnie
sienie kriotołerancji tkanki kalusowej Hevea brasiliensis możliwe było dzięki obniże
niu stężenia CaCł2 z 9 mM do 1 mM (lub 0 mM) w prekulturze na 12 dni przed krio- 
prezerwacją (73). Wapń znany jest jako czynnik zapobiegający uszkodzeniom błon 
komórkowych dzięki stymulacji mechanizmów detoksyfikacyjnych (poprzez induk
cję aktywności katałaz) oraz ograniczaniu peroksydacji lipidów (dzięki utrzymywa
niu wysokiego poziomu głutationu) (74). Następstwem wycofania z pożywki CaCl2 

był wzrost wodnego i osmotycznego potencjału w komórkach H. brasiliensis, redukcja 
poziomu endogennego wapnia oraz wzrost zawartości rozpuszczalnych białek. 
Zmiany te pociągały za sobą podniesienie merystematycznej i embriogenicznej ak
tywności komórek, większą kriotolerancję oraz postmrożeniową embriogeniczną 
kompetencję (73).

W efekcie prekultury w roztworze manitolu komórki tytoniu wykazywały zwięk
szoną produkcję ABA, a po 8 h zaczynały akumulować prolinę, której zawartość po 
24 h wzrosła 10-krotnie (75). Komórki tej zawiesiny dopiero po kulturze w manitolu 
były zdolne do depłazmołizy po witryfikacji. Suzuki i wsp. (33) prowadząc 13-dnio- 
wą prekułturę sacharozą (0,1 M - 11 dni; 0,4 M - 1 dzień i 0,7 M - 1 dzień) ob
serwowali gromadzenie się endogennego ABA i proliny w pąkach kątowych Gentiana 
scabra. Zawartość ABA rosła w ciągu czterech pierwszych dni kultury, a następnie 
malała do wyjściowego poziomu, mimo dalszego traktowania stale podwyższanym 
stężeniem osmotikum. Akumulacja endogennej proliny zachodziła stopniowo wraz 
ze wzrostem stężeń substancji osmotycznie czynnej, a jej poziom był 4-5-krotnie 
wyższy niż na początku kultury. Większą skuteczność długoterminowej prekultury 
wykazali w swoich badaniach Hitmi i wsp. (64). Do zaindukowania tolerancji na 
mrożenie w komórkach zawiesiny Chrysanthemum cinerariaefolium wykorzystali oni 
sacharozę. Mimo że 10-dniowa prekultura była wystarczająca do zaindukowania 
maksymalnej dehydratacji i poziomu endogennej proliny, jednakże wydłużenie har
towania do 30. dni znacząco podniosło zawartość endogennej sacharozy i ABA oraz 
poziomu wody związanej (wchodzącej w skład związków chemicznych, niemożliwej 
do usunięcia w wyniku dehydratacji). Po 30-dniowej prekulturze pożywką zawie
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rającą 18% sacharozę zawartość wody wolnej obniżyła się 4-krotnie, a przeszło 
2-krotnie wzrosła zawartość wody związanej. Obecność endogennej sacharozy 
wzrosła 4-krotnie, glukozy 2-krotnie, a fruktozy 1,4-razy. Przeszło 8-krotnie pod
niósł się poziom endogennego ABA i 3-krotnie proliny. Zarejestrowane w komór
kach zmiany przyczyniły się do zwiększenia żywotności z 6,6 do 57%, a zdolności do 
odtworzenia kultury z 0 do 72% (64).

Stres osmotyczny wyzwalany po przeniesieniu materiału roślinnego na pożywki 
zawierające wysokie stężenia cukrów może być również sygnałem do adaptacji me
tabolizmu komórek na stres, już 21 h prekultura pożywką zawierającą 0,4 M stęże
nie sacharozy sprzyjała utrzymaniu kiełkowania zarodków somatycznych marchwi 
po przechowywaniu w LN na poziomie 80% (65). Po traktowaniu sacharozą, bądź do
datkowo po podaniu egzogennego ABA, stwierdzano akumulację pięciu polipepty- 
dów, których brak (powiązany z brakiem przeżycia) wykazano po prekulturze zarod
ków glikolem polietylenowym 6000. Tolerancję na mrożenie embriogenicznych ko
mórek zawiesiny Asparagus officinalis indukowano za pomocą plazmolizy roztworem 
0,8 M sacharozy (57). Zaindukowana po dwóch dniach prekultury tolerancja w za
kresie temperatur od -20 do -24°C utrzymywała się przez 6 kolejnych dni. W tym 
czasie stwierdzono około 6-krotny wzrost poziomu endogennych cukrów (sacharo
zy, glukozy i fruktozy), czego nie odnotowano po hartowaniu komórek chłodem, 
oraz wzmożone pojawianie się 42-kD białek z grupy dehydryn. Poziom białek osiąg
nął maksimum po ok. 12 h i utrzymywał się przez 4 dni.

Vandenbussche i wsp. (16) wykazali wyższą skuteczność aklimatyzacji chłodem 
(1 tydzień: 8 h dzień z temperaturą 21°C i 16 h noc z temperaturą 5°C) wierz
chołków wzrostu Beta vulgaris, aniżeli prekultury roztworem 0,3 M sacharozy czy ty
godniowego traktowania pożywką zawierającą 10'^ M ABA. Po hartowaniu, wraz ze 
wzrostem mrozowej tolerancji, wzrosła zawartość cukrów w komórkach (sacharozy, 
glukozy i fruktozy). Modyfikacji uległ również skład kwasów tłuszczowych. Wzrosła 
zawartość kwasu linolowego, a obniżyła się linolenowego. Obniżeniu uległa zawar
tość chlorofilu (Chi a i Chi b). Z 20-47% do 60-70% wzrosła przeżywalność po kriopre- 
zerwacji (zależnie od badanego klonu). Zmiany w zawartości kwasów tłuszczowych 
zachodziły także po traktowaniu ABA oraz po prekulturze sacharozą, jednakże inne 
grupy kwasów tłuszczowych modyfikacji podlegały (16). Ramon i wsp. (68) po 2-ty- 
godniowej prekulturze 0,4 M sacharozą wykazali zmiany w kwasach tłuszczowych 
oraz wzrost poziomu poliamin.

5. Krioprezerwacja w zabezpieczaniu kompetencji komórek roślinnych

Nadrzędnym celem gromadzenia materiału roślinnego w ciekłym azocie jest moż
liwie najlepsze zachowanie zdolności życiowych jego komórek i tkanek, z zabezpie
czeniem ich kompetencji do regeneracji, produkcji specyficznych substancji i/lub 
odtwarzania kultur. Ultraniska temperatura powinna gwarantować również utrzy
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mywanie stabilności genetycznej zregenerowanych po krioprzechowywaniu roślin 
czy postmrożeniowych kultur.

5.1. Zabezpieczenie zdolności regeneracyjnych

W bankach genów funkcjonujących na bazie kultur in vitro, roślinna różnorod
ność biologiczna gromadzona jest głównie w postaci merystemów, wierzchołków 
pędów oraz zarodków somatycznych. Ten rodzaj materiału gwarantuje z jednej 
strony intensywne rozmnażanie, z drugiej zaś stwarza możliwości do prowadzenia 
postmrożeniowej regeneracji bez udziału tkanki kalusowej. Z tego względu sto
sując różne metody przed- i pomrożeniowe określa się obecnie obok przeżywalno- 
ści materiału roślinnego również jego kompetencje do bezpośredniej regeneracji 
(20,40,44). W histologicznych badaniach wskazuje się, że jest ona możliwa do 
osiągnięcia, wówczas gdy niemalże wszystkie komórki eksplantatu przeżywają mro
żenie (34,47). Generalnie rozmrożony materiał, zwłaszcza kapsułkowany, podejmu
je wzrost wolniej niż nie mrożony (34,76), jednakże najczęściej opóźnienie to nie 
ma wpływu na reakcję morfogenetyczną.

Na podstawie wielu dotychczas opublikowanych wyników badań wskazuje się na 
utrzymywanie po krioprzechowywaniu potencjału embriogenicznego kultur na nie 
zmienionym poziomie (73,77-84). Jednocześnie krioprezerwacja najczęściej nie wy
kazuje niekorzystnego wpływu na przebieg embriogenezy i regenerację roślin, co 
wykazano np. dla większości z 39 embriogenicznych linii Hevea brasiliensis, czy 
trzech linii Pinus roxburghii (73,82). Znacznie rzadziej opisywana jest redukcja, utra
ta czy podniesienie embriogenicznych kompetencji. Utracie zdolności do tworzenia 
zarodków somatycznych przez embriogeniczną tkankę kalusową dwóch spośród 
sześciu badanych genotypów Ipomea batatas przypisuje się zastosowaniu niedosta
tecznych warunków krioochrony (85). Wykorzystanie jedynie prekultury bez dodat
kowej ochrony krioprotektantami zabezpieczyło żywotność tkanki kalusowej, ale 
okazało się niewystarczające do utrzymania embriogenicznego potencjału genoty
pów wrażliwszych na mrożenie. Wyższą zdolność regeneracyjną rozmrożonej tkanki 
obserwowano w przypadku zawiesiny komórkowej Citrus deliciosa (86), dwóch linii 
embriogenicznego kalusa Hevea brasiliensis (87), a w przypadku kapsułkowanej za
wiesiny Vitis vinifera krioprezerwacja przyczyniła się aż do 7-krotnego podniesienia 
liczby zarodków somatycznych (76). Nabywanie lub utratę kompetencji do embrio
genezy i przyczyny tego zjawiska można prześledzić na przykładzie poddanych 
krioprezerwacji 39 linii Hevea brasiliensis (73). Dwie spośród dziewięciu nieembrio- 
genicznych linii po mrożeniu nabywały zdołność do embriogenezy, a dwie inne ją 
traciły. W tym przypadku autorzy porównując zdołności regeneracyjne tych linii 
w kolejnych eksperymentach uznali, że może to być jedynie przejściowe zjawisko. 
Inni badacze, przyczyn wzrostu embriogenicznych kompetencji upatrują w zjawisku 
krioselekcji (86,88).
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5.2. Zabezpieczanie aktywności metabolicznej

Ze względu na konieczność stosowania w procedurze krioprezerwacji osmotycz- 
nych przedtraktowań oraz toksycznych krioprotektantów, jak dotąd, sporadycznie 
wykorzystywano ją do zabezpieczania linii komórkowych, stanowiących alternatyw
ne systemy do produkcji metabolitów wtórnych czy leczniczych białek. Do ciekłego 
azotu dotychczas z powodzeniem wprowadzono wyselekcjonowane linie komórko
we (kalus, zawiesina) (89-92), wierzchołki korzeni włośnikowych (93) oraz wierz
chołki pędów (94,95) roślin leczniczych. Na podstawie uzyskanych wyników wska
zuje się, że krioprezerwacja może być wykorzystywana jako skuteczna metoda za
bezpieczania kompetencji komórek i tkanek roślinnych do produkcji specyficznych 
metabolitów wtórnych.

Kim i wsp. (92) wykazali, że krioprezerwacja zabezpiecza zdolności zawiesiny 
komórkowej Taxus chinensis do biosyntezy paklitakselu. Stwierdzono nieznaczne 
opóźnienie jego produkcji w ciągu pierwszych 40. dni od rozmrożenia komórek, 
jednakże po tym czasie była ona porównywałna. Początkowe różnice w biosyntezie 
tego metabolitu przypisano toksycznemu wpływowi mrożeniowych i postmrożenio- 
wych traktowali (92). Wysoką przeżywalność (92%) zdolnych do wydajnej produkcji 
metabolitów wtórnych linii komórkowych Chrysanthemum ciiierariaefolium uzyskano 
wykorzystując S% DMSO, po uprzedniej 30-dniowej prekulturze sacharozą (90). Po 
krioprezerwacji wzrost mrożonej i niemrożonej tkanki kalusowej był podobny. 
W badaniach wykazano obniżoną zawartość chlorofilu i podwyższoną zdolność do 
produkcji pyretryny, cyneryny i jasmoliny. Wzrost biosyntezy metabolitów w post- 
mrożeniowych kulturach był skorelowany z różną skutecznością zastosowanej krio- 
ochrony. Autorzy, efektów zmian upatrują w możliwości selekcjonowania subpopu- 
łacji komórek, które podczas krioprezerwacji znajdują się w różnych stadiach cyklu 
komórkowego i poziomach ploidalności (90). W warunkach stresowych modyfikacji 
ulegać może biochemiczna aktywność komórek, co pociąga za sobą zmiany ilościo
we i jakościowe w syntezie metabolitów wtórnych (96,97). jednakże badania, w któ
rych wykazano tak istotnie negatywne zmiany były prowadzone na początku lat 
osiemdziesiątych ubiegłego wieku, kiedy krioprezerwację dopiero wdrażano, a sto
sowane metody krioochrony nie były tak skuteczne jak obecnie.

Biochemiczną stabilność roślin zregenerowanych z przechowywanych w LN 
wierzchołków pędów Dioscorea deltoidea (95), D. floribunda i D. bulbifera (98,99) 
i Chrysanthemum cinerariaefolium (94) oszacowano wykorzystując HPLC. Zawartość 
diosgeniny nie różniła się, podobnie jak katarantyny i ajalicyny w liniach komórko
wych Catharanthus roseus czy Panax ginseng (89). Podczas gdy zawartość chlorofilu 
była niższa, a pyretryn wyższa w 28. dniu kultury rozmrożonej tkanki kalusowej 
(90), to biosynteza tych substancji w zregenerowanych po mrożeniu z wierzchołków 
wzrostu roślinach była zgodna z kontrolą (94). Indywidualnie optymalizowane wi- 
tryfikacyjne procedury wykorzystujące PVS2 dla ochrony korzeni włośnikowych 
Panax ginseng, Angelica acutiloba, Atrapa belladonna oraz Papaver somniferum z powo-
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dzeniem zabezpieczają żywotność, zdolności do organogenezy oraz biosyntezy 
specyficznych metabolitów (93). Po krioprezerwacji została utrzymana zdolność do 
proliferacji komórek i tkanek identycznych jak nie mrożone. Również wzrost od
tworzonych korzeni włośnikowych byl podobny, jakkolwiek kultury po mrożeniu 
produkowały mniej nowych bocznych korzeni, co wynikać mogło z zastosowanych 
kriogenicznych procedur.

W przypadku transgenicznych kultur, wartość krioprezerwacji i zasadność jej 
wykorzystywania zależy od stabilności transgenu. W przeprowadzonych analizach 
PCR potwierdzono obecność T-DNA (TL-DNA oraz TR-DNA) w zregenerowanych po 
krioprzechowywaniu kulturach Panax ginseng oraz Atrapa belladonna (93). W wyniku 
analiz RAPD, wykorzystujących od 2 do 7 starterów, nie stwierdzono różnic w geno
mie DNA mrożonych i kontrolnych korzeni włośnikowych Papaver somnifenini i Atrapa 
belladonna. Menges i Murray (100) wykazali, że krioprezerwacja nie zmienia zdolno
ści do synchronizacji badanych linii komórkowych tytoniu BY \ Arabidopsis, ]ak rów
nież utrzymana jest po rozmrożeniu ekspresja transgenu.

Wykazujące wysoki poziom aktywności biologicznej transgeniczne komórki za
wiesinowe ryżu, poddane prekulturze roztworem 0,5 M sacharozy i zabezpieczone 
mieszaniną krioprotektantów (1 M sacharoza, 1 M glicerol i 1 M DMSO) w 88% prze
żywały mrożenie w LN (101). Ekspresja zrekombinowanej ludzkiej cytotoksyny 
hCTLA41g w odtworzonej po krioprezerwacji tkance kalusowej była stabilna.

5.3. Zabezpieczenie stabilności genetycznej

Z jednej strony blokowanie w temperaturze -196°C metabolizmu i brak pasaży 
sprzyjają ograniczaniu występowania zmienności genetycznej i epigenetycznej, 
z drugiej zaś stres towarzyszący schładzaniu tkanki oraz cały szereg zabezpieczeń, 
na czele z toksycznymi krioprotektantami, mogą prowadzić do utraty stabilności ge
netycznej. W czasie ostatniej dekady w literaturze znaleźć można ponad 80 donie
sień (102), w których ocenia się stabilność materiału roślinnego po przechowywaniu 
w LN na różnych poziomach: fenotypowym (morfologiczny opis łodyg, łiści, korzeni, 
kwiatów, owoców oraz wzrostu), cytologicznym (wykrywanie niestabilności chro
mosomów, poliploidyzacja, aneuploidyzacja i inne mitotyczne zaburzenia), bioche
micznym (porównanie zmian w profilach białkowych) i molekularnym (analiza geno- 
mowych sekwencji DNA za pomocą technik PCR, ang. Polymerase Chain Reaction). 
W przeprowadzonej analizie cytometrycznej syntetycznie otrzymywanych dihaplo- 
idów Solatium tuberosum linii PDH 40, ulegających w naturze spontanicznemu po
dwojeniu zawartości DNA do poziomu tetraploidalnego, wykazano utrzymywanie 
wyjściowego, diploidalnego poziomu w regenerantach przechowywanych w ciekłym 
azocie w postaci wierzchołków pędów (103). Z wykorzystaniem cytometrii prze
pływowej Menges i Murray (100) stwierdzili brak różnic w całkowitej zawartości 
DNA oraz jego rozkładzie pomiędzy różnymi fazami cyklu komórkowego zawiesin
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Arabidopsis thaliana i Nicotiana tabocum. Na podstawie badan fenotypowych i genoty
powych dostarczane są dowody, że otrzymane po krioprzechowywaniu regeneranty 
posiadają cechy roślin matecznych (27,98,99,104-110). Morfologiczne podobień
stwo i brak Jakichkolwiek różnic jest opisywane zwłaszcza, wtedy gdy regeneracja 
zachodzi bezpośrednio (bez pośrednictwa tkanki kalusowej) ze stożków wzrostu 
czy merystemów (111). W literaturze można znaleźć dowody również na zachowa
nie stabilności genetycznej przez regeneranty otrzymane z embriogenicznej tkanki 
kalusowej (99). W fenotypowej analizie zregenerowanych roślin 4rafa(c/ops/s thaliana, 
pochodzących z trzech różnych ekotypów, nie wykazano szkodliwego wpływu sto
sowanych „przedtraktowań” oraz mrożenia zawiesin w LN na morfologię regenera- 
tów, tj. system korzeniowy, kwitnienie, zawiązywanie łuszczyn oraz liczbę nasion 
(110). Na podstawie analizy jądrowego i chloroplastowego DNA Solanum tuberosum 
wskazano na stabilność genetyczną zregenerowanych z przechowywanych w LN sto
żków wzrostu roślin (107). Zdarza się jednak, że opisanej zmienności fenotypowej 
nie towarzyszą potwierdzone na poziomie molekularnym zmiany, gdyż standardo
wo stosowane markery RFLP nie są w stanie wykryć zmian o podłożu epigenetycz- 
nym (6). Polimorfizm nie związany z fenotypem wykazywały różne warianty analizy 
AFLP użyte dla karłowych i normałnych odmian Musa (112). Na podstawie danych li
teraturowych wykazuje się również, że mimo braku zmian fenotypowych i cytolo
gicznych oraz rozwoju roślin „zgodnego z typem” (true-to-type), techniki RAPD 
i AFLP mogą wykryć polimorfizm DNA (113).

W literaturze są przedstawione dowody na to, że krioprezerwacja indukuje 
istotne zmiany na poziomie metylacyjnym (111,114-116), które odgrywają ważną 
rolę w sterowaniu rozwojem rośliny, różnicowaniem organów i tkanek (117). U nie
których genotypów w następstwie krioprezerwacji i wykazanych zmian metylacyj- 
nych, podniesieniu uległa efektywność procesu somatycznej embriogenezy (76). Su
geruje to, że zmiany metylacyjne indukowane krioprezerwacją mogą wpływać na 
ekspresję genów powiązanych z somatyczną embriogenezą (117).

6. Podsumowanie

Stosowane dotychczas techniki krioprezerwacji materiału roślinnego bazują na 
indukowaniu tolerancji mrozowej/desykacyjnej opartej na hartowaniu/prekulturze. 
Po weryfikacji ustanowionych dotychczas poglądów, skutecznej krioprezerwacji roś
lin (zwłaszcza wrażliwych na chłód) upatruje się obecnie w indukowaniu tolerancji 
desykacyjnej. Kolejny przełom w dotychczasowych badaniach stanowi wprowadze
nie do ciekłego azotu roślin wrażliwych zarówno na chłód, jak i desykację. Osiągnię
cia w tym zakresie uzyskane dla kultywarów banana mogą otworzyć drogę do stan
daryzacji i upowszechniania krioprezerwacji, zarówno w gromadzeniu bioróżnorod- 
ności w bankach tkanek, jak i w codziennej pracy biotechnologa. Wraz ze skutecz
nością używanych technik mrożenia rośnie gwarancja szybkiego odtwarzania mate-
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rialu roślinnego bez pośrednictwa tkanki kalusowej. W badaniach z ostatniego dzie
sięciolecia wskazuje się na wysoką skuteczność stosowanych obecnie procedur 
przed- i postmrożeniowych w zabezpieczaniu kompetencji komórek i tkanek do re
generacji oraz biosyntezy specyficznych substancji, z gwarancją utrzymywania sta
bilności genetycznej.
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