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Cryopreservation in liquid nitrogen (-196°C, LN) is the method of long-term conservation of plant tissues,
which has been evolving for many of seed of woody plant species. During cryopreservation protocol to LN
in plant cells take place the supercooling tissue water or vitrification, which allows the successful storage.
Water content was a significant determining factor with survival of cryostored embryonic axes of woody
plants. The protocols of cryopreservation include some steps during preparation of plant material, which
could be a source of oxidative stress, phase transition of membranes and destruction in cells.
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Wstep

Intensyfikacja rozwoju cywilizacji ludzkiej ma duzy wptyw na zachowanie bior6znorodnosci
organizméw na §wiecie. Szacuje si¢, ze obecnie jedna pigta sposréd 380 000 gatunkdw roslin jest
zagrozonych lub na skraju wyginigcia, dlatego tez coraz wigksze znaczenie w nauce zyskuje
wieloletnie przechowywanie materiatu roslinnego. W ochronie roslin wyréznia si¢ dwie strate-
gie — in situ polegajacg na ochronie konkretnego stanowiska zagrozonego gatunku oraz ex situ,
ktdra pozwala na zabezpieczenie materiatu ro§linnego w bankach genéw takich jak Lesny Bank
w Kostrzycy, Millennium Seed Bank w Wielkiej Brytanii, ogrodach botanicznych oraz w kolekc-
jach polowych [Phartyal i in. 2002]. Obecnie najpowszechniejszg technikg przechowywania
zasob6éw genowych ro$lin jest magazynowanie nasion w warunkach chlodni.

Skuteczng technikg wieloletniego przechowywania nasion jest krioprezerwacja w tempera-
turze ponizej —130°C, a z uwagi na koszty najczesciej jest to temperatura cieklego azotu: —196°C
(LN). Najdtuzej przechowywanym materialem roslinnym w ciektym azocie byly nasiona Lactuca
sativa, ktére w stanie zamrozonym w —135°C byly przechowywane przez 30 lat w National
Center for Genetic Resources Preservation (NCGRP) w Fort Collins w Colorado [Walters i in.
2011]. Metoda ta umozliwia przechowywanie réznych czesci roslin: nie tylko catych nasion, ale
takze osi zarodkowych, zawiesin komérkowych, tkanki kalusowej, zarodkéw somatycznych,
stozk6w wzrostu czy ziaren pytku [Charne i in. 1988]. Pionierem badari nad krioprezerwacjg
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tkanek roslin drzewiastych byl prof. Akira Sakai z Uniwersytetu w Sapporo w Japonii, ktéry
przed 55 laty skutecznie zamrozit w cieklym azocie tkanke kory morwy Morus bombycis [Sakai
1960].

Krioprezerwacja nasion oraz osi zarodkowych w poréwnaniu do innych metod przecho-
wywania jest w duzym stopniu bezpieczna, z uwagi na to, ze stan zamrozenia w —196°C znaczne
zahamowuje metabolizm w komdérkach. Zagrozenia dla zycia komérek na poszczegélnych eta-
pach krioprezerwacji wystgpujg podczas: dehydratacji osmotycznej lub powietrznej, podczas
traktowania tkanek krioprotektantami, w trakcie wstgpnego zamrazania (do —40°C), zatapiania
w ciekltym azocie, rozmrazania i poddawania imbibicji.

Wrazliwosé osi zarodkowych na desykacje oraz ich zdolnosé
do krioprezerwacji

Skutecznosé przechowywania osi zarodkowych nasion zalezy od ich naturalnej wrazliwosci na
desykacjg, czyli utratg wody strukturalnej (ponizej 23% zawartosci wody) [Alpert 2006] oraz na
niskg temperature. Roberts [1973] pierwszy zdefiniowat kategorie nasion w zaleznosci od ich
wrazliwosci na desykacje i mozliwosé przechowywania: orthodox oraz recalcitrant, a nast¢gpnie
wydzielono typ posredni intermediate [Ellis i in. 1990]. Nasiona z kategorii or#hodox tolerujg
desykacj¢ do niskich pozioméw zawartosci wody (1-6%), a nastgpnie mogg by¢ dtugotrwale
przechowywane w warunkach chtodni i w ciektym azocie. Nasiona or#hodox w trakcie dojrzewa-
nia na drzewie przechodzg naturalng dehydratacje i podsuszone opadajg z drzew, jak w przy-
padku A. platanoides [Pukacka, Pukacki 1997]. Krioprezerwacji u gatunkéw orthodox oprécz
nasion poddaje si¢ réwniez osie zarodkowe, jak u A. platanoides [Juszczyk, Pukacki 2011].

Nasiona kategorii recalcitrant wykazujg si¢ wrazliwoscig na desykacj¢ ponizej zréznicow-
anego krytycznego poziomu zawartosci wody oraz brakiem tolerancji na niskg temperature w za-
kresie migdzy —-15°C a =3°C [Hong, Ellis 2003]. Nasiona z kategorii recalcitrant nie przechodzg
dehydratacji w trakcie dojrzewania, a opadajac z drzew, maja nadal bardzo wysoka zawartos¢
wody, jednak u niektérych gatunkéw, takich jak klon jawor (Acer pseudoplatanus), kasztanowiec
zwyczajny (Aesculus hippocastanum) czy dab szyputkowy (Quercus robur) zaobserwowano spadek
uwodnienia nasion podczas ich dojrzewania [Berjak, Pammenter 2008]. Dlugos¢ zycia prze-
chowywanych nasion recalcitrant waha si¢ w zaleznosci od gatunku od kilku tygodni do kilku lat,
jak w przypadku d¢bu czerwonego, szyputkowego oraz kasztanowca [Phartyal i in. 2002].
Redukcja poziomu zawartosci wody, a takze zastosowanie temperatury bliskiej 0°C pozwalajg na
wydtuzenie okresu przechowywania catych nasion recalcitrant [Hong, Ellis 2003]. Nasiona
A. pseudoplatanus oraz Q. robur po podsuszeniu (odpowiednio do 24-32% oraz 40-45% zawartosci
wody) zachowujg Zzywotnos¢ w trakcie przechowywania w temperaturze od 1 do -3°C przez
3 lata [Suszka, Tylkowski 1981; Tylkowski 1989]. Dlatego dla nasion z kategorii recalcitrant zale-
cang metodg dlugotrwalego przechowywania jest krioprezerwacja [Normah, Makeen 2008].
Jednak ze wzgledu na to, Ze cz¢$¢é gatunkéw posiada nasiona o duzych rozmiarach i wysokiej
wrazliwosci na desykacje, bardziej polecanym materiatem do krioprezerwaciji sg osie zarodkowe,
ktére wykazujg znacznie wigkszg tolerancj¢ na odwodnienie w poréwnaniu do catych nasion
[Leprince 1995]. Krioprezerwacja osi zarodkowych z nasion recalcitrant jest mozliwa dzigki zasto-
sowaniu szybkiej dehydratacji lub krioprotektantéw. Okazata si¢ ona skuteczng metodg przecho-
wywania dla jawora [Juszczyk, Pukacki 2011] oraz klonu srebrzystego (A. saccharinum) [Beardmore,
Whittle 2005, Quercus suber i Q. ilex [Gonzalez-Benito i in. 2002].

Nasiona z kategorii intermediate stanowia typ posredni pomigdzy wezesniej wyréznionymi
kategoriami. Sg one tolerancyjne na desykacj¢ do poziomu 10%, tak jak nasiona orthodox, natomiast
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wykazujg si¢ duza wrazliwoscig na niskg temperatur¢ w zakresie od 0°C do —20°C [Hong, Ellis
2003]. Nasiona intermediate opadajg z drzew silnie uwodnione, poniewaz nie przechodzg natu-
ralnej dehydratacji [Berjak, Pammenter 2008]. Ich krioprezerwacja jest znacznie bardziej sku-
teczna, gdy zamrozeniu podawane sg osie zarodkowe. W literaturze mozna znaleZ¢ doniesienia
o sukcesie zamrozenia osi zarodkowych w LN takich gatunkéw jak: Quercus robur [Chmielarz
i in. 2011], leszczyna pospolita [Gonzdlez-Benito, Pérez 1994] czy buk pospolity (Fagus sylvatica)
[Pukacki i in. 2009].

Zagrozenia wynikajace ze stresu oksydacyjnego podczas
krioprezerwacji

Stres dehydratacji oraz niskiej temperatury zakltéca procesy transportu elektronéw podczas oddy-
chania, co skutkuje zwi¢kszong akumulacjg wolnych rodnikéw, w tym reaktywnych form tlenu
(RFT) [Kranner, Birtic 2005]. Z uzyskanych w Pracowni FSA ID PAN wynikéw mozna wyciggna¢
whniosek, ze poszczegdlne etapy krioprezerwacii osi zarodkowych indukujg akumulacj¢ wolnych
rodnikdw.

Obecnie znanych jest wiele typéw wolnych rodnikéw, jednak gléwng grupg stanowig rod-
niki tlenowe. Natomiast pojecie reaktywne formy tlenu (RFT) obejmuje nie tylko czasteczki
bedace wolnymi rodnikami, takie jak: anionorodnik ponadtlenkowy (O,*), rodnik hydroksy-
lowy (*OH), ale takze tlen singletowy (102) przez nadtlenek wodoru (Hzoz) oraz ozon (O,)
nieposiadajgce niesparowanego elektronu [Gill, Tuteja 2010].

Anionorodnik ponadtlenkowy (O,*) jest mniej reaktywny i ma krétki okres potowicznego
rozpadu (2-4 ps), a jego stezenie w cytoplazmie jest niskie (<10~1'M). Natomiast rodnik wodoro-
nadtlenkowy (HO,") wykazuje si¢ wyzszg reaktywnoscig w poréwnaniu do O,*, jest zaangazo-
wany w autooksydacje lipidéw, jednak jego st¢zenie w cytoplazmie jest nizsze [Bhattacharjee
2005].

Nadtlenek wodoru (H,0,), ktéry powstaje w wyniku dwuelektronowej redukcji 302, ma
dhuzszy czas potowicznego rozpadu (1 ms) w poréwnaniu do O,". H,0, potrafi dyfundowac
przez btony cytoplazmatyczne, dzigki czemu przenosi informacje pomi¢dzy komérkami o dzia-
tajacym stresie. Giéwnym Zrédtem H,0, jest dysmutacja O, [Kranner, Birtic 2005]. Istniejg
przyktady, kiedy wyzszy poziom rodnika H,O, podnosit zywotnos¢ nasion [Krasuska i in. 2011].

Najbardziej reaktywng czasteczky jest rodnik hydroksylowy (*"OH), kt6ry powstaje w reakcji
Haber-Weissa lub Fentona [Bailly 2004]. *OH jest krétkotrwaly czasteczka, ktérej czas poto-
wicznego rozpadu wynosi 1 ns. Ze wzglgdu na wysokg reaktywnosé rodnik *OH odpowiada za
uszkodzenia kwaséw nukleinowych, lipidéw oraz biatek [Kranner, Birtic 2005].

7rédta reaktywnych form tlenu w nasionach zmieniajg si¢ w zaleznosci od fazy rozwojowe;
nasion. Wynika to z réznic poziomu mobilnosci czgsteczek w tkance, lepkosci cytoplazmy oraz
poziomu aktywnos$ci metabolicznej. W nasionach podsuszonych wzrost produkeji RET wigze
sie ze wzrostem intensywnosci nieenzymatycznych reakcji, takich jak peroksydacja lipidéw oraz
reakcje Amadori i Maillarda. Natomiast w nasionach poddanych imbibicji RF'T generowane sg
w trakcie normalnej aktywnosci poszczegdlnych organelli komérkowych: w glioksysomach w trak-
cie katabolizmu lipidéw, w peroksysomach z puryn, w mitochondriach w wyniku oddychania
oraz dzialania enzyméw znajdujgcych si¢ w apoplascie i Scianie komdrkowej [Bailly i in. 2008].

UszKODZENIA DNA 1 BIALEK. Za uszkodzenia DNA odpowiada *OH oraz IOZ. Rezultatem ich
dziatania sg delecje, tworzenie si¢ dimeréw pirymidyny i wigzari poprzecznych, rozerwanie
taricucha DNA, a takze takie modyfikacje jak alkilacja oraz oksydacja. Konsekwencjg uszko-
dzenia DNA jest mutageneza oraz utrata stabilnosci genetycznej komérek [Gill, Tuteja 2010].
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Uszkodzenia biatek mogg powsta¢ w wyniku dziatania RF'T oraz koricowych produktéw stresu
oksydacyjnego, powstajgcych migdzy innymi w trakcie peroksydaciji lipidéw. Jednym z gléw-
nych efektéw stresu oksydacyjnego jest karbonylacja biatek przez *OH oraz 1Oz, co skutkuje
inaktywacjg enzyméw lub obnizeniem ich aktywnosci, a takze zwigksza ich podatnosé na
dziatanie czynnikéw proteolitycznych [Gill, Tuteja 2010]. Natomiast H,0, odpowiada za uszko-
dzenia bialek, poprzez tworzenie mostk6w siarczkowych oraz nickontrolowang oksydacj¢ grup
tiolowych do kwasu sulfonowego. Do niekorzystnych skutkéw stresu oksydacyjnego nalezg
réwniez: uszkodzenie transportu biatek, receptoréw, kanatéw btonowych [Bhattacharjee 2005].

PEROKSYDACJA LIPIDOW. W zainicjowanie peroksydaciji lipidéw zaangazowane sg jony metali
przejsciowych (Fe i Cu), ktére sg odpowiedzialne za wytworzenie w reakcji Fentona czgsteczki
*OH [Kranner, Birtic 2005]. W wyniku peroksydacji z tworzacych si¢ hydroksynadtlenkéw
lipidéw (ROOH) powstajg dimery kwaséw ttuszczowych, dimery nadtlenkéw [Bhattacharjee 2005]
oraz cletrofilowe oksylipidy takie jak dialdehyd malonowy (MDA) i 4-hydroksy-2-nonenal
(4-HNE) [Moller i in. 2007]. Szczegélnie podatnymi na peroksydacj¢ kwasami ttuszczowymi
sg kwasy linolowy (18:2) oraz linolenowy (18:3). Do skutkéw peroksydacji nalezy zmniejszenie
plynnosci blony, wzrost nickontrolowanej przepuszczalnosci przez btony wielu substancji, uszko-
dzenia bialek kanaléw blonowych, inaktywacja enzyméw oraz receptoréw blonowych [Gill,
Tuteja 2010].

SYSTEM OCHRONNY PRZED STRESEM OKSYDACYJNYM. W toku ewolucji organizmy zywe w celu
obrony przed niekorzystnym dziataniem reaktywnych form tlenu wyksztalcity system antyoksy-
dacyjny, ktéry obejmuje zaréwno antyoksydanty enzymatyczne, jak i nieenzymatyczne. Anty-
oksydanty regulujg poziom H,0, i O,", dzigki czemu ograniczajg wytwarzanie *OH [Gill,
Tuteja 2010].

Oprécz gléwnych antyoksydantéw nieenzymatycznych — askorbinian oraz forma zredukowana
glutationu (GSH) - rol¢ ochronng przed RFT odgrywaja: tokoferole, flawonoidy, alkaloidy,
karotenoidy, cukry, poliole, prolina i poliaminy [Kamiriska-Rozek, Pukacki 2005]. Askorbinian
i glutation sg niskoczgsteczkowymi antyoksydantami rozpuszczalnymi w wodzie i rozmieszczone
sg w calej komoéree, podezas gdy tokoferole rozpuszcezajg si¢ w ttuszezach i dlatego wystgpuja
w blonach cytoplazmatycznych [Kranner, Birtic 2005]. Gléwnymi enzymami antyoksydacyj-
nymi zaangazowanymi w usuwanie RFT' s3 dysmutaza ponadtlenkowa (SOD), katalazy (CAT),
peroksydaza glutationowa (GPX), S-transferaza glutationu (GST) oraz enzymy cyklu askorbi-
nowo-glutationowego: peroksydaza askorbinianu (APX, APOD), reduktaza glutationowa (GR),
reduktaza monodehydroaskorbinianu (MDHAR), reduktaza dehydroaskorbinianu (DHAR)
[Krasuska i in. 2011].

1. Askorbinian (AsA). Wykazuje si¢ najwigkszym dziataniem obronnym przed RFT,
poniewaz jest donorem elektronéw w wigkszosci reakcji enzymatycznych i nieenzyma-
tycznych. Najwazniejszg rol¢ askorbinian odgrywa w cyklu askorbinowo-glutationowym
(cykl Halliwella-Asada), zaangazowanym w usuwanie H O Ochronne dzmiame askor-
binianu polega na bezposredniej obronie bton cytoplazmatycznych przed O," i *OH,
regeneracji o-tokoferolu z rodnika tokoferylowego [Gill, Tuteja 2010].

2. Glutation (a-Glu-Cys-Gly). Glutation, drugi element cyklu askorbinowo-glutatio-
nowego, jest tripeptydem powszechnie wystgpujagcym w organizmach zywych. Wyste-
puje on gléwnie w formie zredukowanej (GSH), a takze w formie utlenionej (GSSG).
Jego gtéwng funkcjg jest ochrona grup tiolowych biatek oraz regeneracja askorbinianu
[Gill, Tuteja 2010]. W cyklu askorbinowo-glutationowym zredukowany glutation (GSH)
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jest niezbedny do regeneracji askorbinianu poprzez redukcj¢ dehydroaskorbinianu
(DHA). DHA powstaje w wyniku reakcji askorbinianu z RF'T, ktdrg katalizuje peroksydaza
askorbinianu. Etapem przejsciowym od askorbinianu do DHA jest monodehydroaskor-
binian (MDHA), kt6ry w reakeji katalizowanej przez reduktaz¢ monodehydroaskorbinianu
(MDHAR) przechodzi w DHA. Redukcj¢ DHA w AsA katalizuje reduktaza dehydro-
askorbinianu (DHAR), w wyniku czego powstaje utleniony glutation (GSSG), ktdry
jest nastepnie regenerowany przez reduktaze glutationu do formy zredukowanej (GSH)
[Kranner, Birtic 2005].

3. Tokoferole (witamina E). Dzieli si¢ je na typy: a, B, v, o i ich dzialanie polega na
bezposrednim oddzialywaniu z RFT oraz na neutralizacji nadtlenkéw lipidéw. Z uwagi
na ich obecno$¢ w blonach oraz mozliwosci bezposredniej ochrony wielonienasyconych
kwaséw thuszczowych przed dziataniem RFT moga one stanowi¢ bardzo wazng grupe
ochronng przed stresem oksydacyjnym [Krasuska i in. 2011].

4. Dysmutaza ponadtlenkowa (SOD). Jest metaloenzymem katalizujacym dysmutacje
0, do H,0,. Wyréznia si¢ kilka izoenzyméw dysmutazy ponadtlenkowej ze wzgledu
na metal bedaey jej kofaktorem: dysmutaza magnezowa (MnSOD), zelazowa (FeSOD),
miedziowo-cynkowa (Cu/ZnSOD), a u Streptomyces wykryto réwniez niklowg (NiSOD)
[Halliwell 2006].

5. Katalazy. Wytworzony w wyniku dysmutacji H,0, ulega dalszemu rozktadowi do H,0O
i O, w reakcji katalizowanej przez katalazy. Katalazy sg zaangazowane w usuwanie H,0,
powstajacego w peroksysomach i glioksysomach, natomiast brak ich w mitochondriach
lub wyst¢puja tam w niskich ilosciach [Halliwell 2006].

6. Peroksydazy (POX). Peroksydazy w tkankach roslinnych sg zlokalizowane w wakuolach,
Scianie komdrkowej oraz w cytozolu. W usuwanie H,0, u roslin jest zaangazowanych
kilka rodzajéw peroksydaz [Halliwell 2006]. Peroksydazy glutationowe redukujg H,0,
przy udziale zredukowanego glutationu. Peroksydazy glutationowe u roslin w swoim
centrum aktywnym majg cysteing, co znacznie obniza aktywnos$¢ enzymatyczng roslin-
nych peroksydaz [Carvalho 2008]. Peroksydaza askorbinianu (APX, APOD) katalizuje
detoksyfikacje H,O, poprzez utlenienie czasteczki AsA do MDHA. APX w przeci-
wieistwie do CAT posiada wyzsze powinowactwo do H,0, oraz wystgpuje we wszystkich
kompartymentach komérkowych [Carvalho 2008].

Powstawanie RFT i reakcje antyoksydacyjne podczas
krioprezerwacji osi zarodkowych

Przygotowanie tkanek do zamrozenia w temperaturze —196°C oraz ich zamrozenie i rozmrozenie
do temperatury 0°C jest czynnikiem stresowym wplywajacym na metabolizm komdrek pod-
dawanych tym procedurom, a w dalszej konsekwencji moze powodowaé zmiany w produkcji
RFT oraz w dziataniu antyoksydantéw.

Izolacja osi zarodkowych z nasion jest pierwszym czynnikiem stresowym w trakcie krio-
prezerwacji. W osiach zarodkowych nasion z kategorii recalcitrant Castanea sativa zaobserwo-
wano wzrost produkeji O,* w ciggu pierwszych 5 minut od ich izolacji [Roach i in. 2008].
Uszkodzenie $cian komérkowych w trakcie izolacji osi powoduje uwolnienie enzymdéw odpowie-
dzialnych za wytwarzanie RF'T w apoplascie NADPH-zaleznej oksydazy, pH-zaleznej peroksy-
dazy, oksydazy szczawianowej oraz oksydazy aminowej. Podobng reakcj¢ obserwuje si¢ podczas
ataku patogena grzybowego lub bakteryjnego [Roach i in. 2008].

Podczas dehydratacji nasion lub osi zarodkowych mozna obserwowaé dalszy wzrost akumu-
lacji RF'T, kt6re poza swoim negatywnym dzialaniem sg zaangazowane w szereg innych proceséw.
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Powstajace w trakcie dehydratacji rodniki O, oraz "OH sg zaangazowane w inicjacjg kietkowa-
nia nasion, z tego powodu ich produkcja w poczatkowych etapach dehydratacji jest najwyzsza,
co wigze si¢ z wysokim wigorem nasion. Natomiast spadek produkcji RFT w wyniku dalszej
dehydratacji moze byé spowodowany obnizeniem si¢ intensywnosci oddychania oraz spadkiem
przezywalnosci nasion [Varghese i in. 2011]. Reakcjg tkanek na dehydratacj¢ moze by¢ wzrost
produkcji O, i H,0,, co stwierdzono w osiach zarodkowych drzewa upas (Anziaris toxicaria)
[Cheng, Song 2008] oraz w osiach zarodkowych Q. robur poddanych powolnej dehydratacji
[Pukacka i in. 2011].

Skutkiem dehydratacji jest bardzo czgsto spadek poziomu antyoksydantéw drobnocza-
steczkowych oraz obnizenie aktywnosci enzyméw antyoksydacyjnych, co powoduje nadmierng
akumulacj¢ czgsteczek RF'T. W osiach zarodkowych Q. robur, dla ktérych gtéwng linig obrony
przed RFT sg antyoksydanty drobnoczasteczkowe takie jak tokoferole i askorbinian, odwod-
nienie spowodowato znaczace zmiany ich zawartosci [Hendry i in. 1992]. Spadek zawartosci glu-
tationu oraz AsA w osiach zarodkowych i liscieniach nasion stwierdzono podczas dehydratacji
nasion. U 7" dregeana wykazano, 7ze dehydratacja powoduje spadek poziomu zredukowanego
glutationu, co powoduje zaburzenia w cyklu askorbinowo-glutationowym [Varghese i in. 2011].
Osie zarodkowe T dregeana reaguja na stres dehydratacji réwniez poprzez obnizenie aktywnosci
wielu enzyméw antyoksydacyjnych: SOD, CAT, GPX, GPOX, APX, GR, DHAR [Song i in.
2004; Varghese i in. 2011]. Obnizenie aktywnosci enzyméw cyklu askorbinowo-glutationowego:
DHAR, APX, i GR oraz SOD, CAT i POX stwierdzono w osiach zarodkowych wielu gatunkéw
podczas dehydratacii, takich jak Theobroma cacao [Li, Sun 1999], Antiaris toxicaria [Cheng, Song
2008] oraz u Q. robur [Pukacka i in. 2011]. Spadek aktywnosci antyoksydantéw w osiach zarod-
kowych poddanych dehydratacji moze $wiadczy¢ o ich wrazliwosci na desykacjg, ze wzgledu na
to, ze konsekwencjg jest obnizenie si¢ przezywalnosci [Li, Sun 1999]. W tkankach optymalnie
uwodnionych enzymy antyoksydacyjne petnig gléwng rol¢ ochronng przed czasteczkami RF'T,
natomiast po stresie dehydratacji gléwng rolg obronng przed RFT petnig antyoksydanty drob-
noczgsteczkowe [Francini i in. 2006].

Przechowywanie w cieklym azocie (-196°C) i rozmrazanie jest przedostatnim etapem kriopre-
zerwacji. Jezeli po wyjgciu z ciektego azotu zostanie odpowiednio szybko wykonane rozmrazanie
i uniknie si¢ rekrystalizacji, a imbibicja tkanek b¢dzie miala powolny przebieg, to zagrozenia
spowodowane przez RFT, jakie w tym procesie wystepuja, sa znacznie mniejsze niz podczas
poprzednich etapéw. W osiach zarodkowych Azadirachta indica juz po 10 godzinach przechowy-
wania w ~196°C zaobserwowano nieznaczny wzrost poziomu O, oraz H,0, i im dtuzej trwato
przechowywanie, tym produkcja RF'T u tego gatunku byta wigksza, czemu towarzyszylo obnize-
nie si¢ przezywalnosci osi zarodkowych po rozmrozeniu. Akumulacji RFT po dtuzszym okresie
przechowania w LN (3 miesigce) towarzyszy spadek aktywnosci CAT, SOD, APX oraz obni-
zenie przezywalno$ci zamrozonych tkanek [Varghese, Naithani 2008].

Rola bton cytoplazmatycznych

Stres dehydratacji, wstepne zamrozenie do —-40°C, umieszczenie tkanki w LN, rozmrazanie, a na-
stgpnie imbibicja osmotyczna w roztworach lub na pozywce maja w pierwszej kolejnosci wplyw
na blony cytoplazmatyczne komdrek. Dziatajace czynniki stresowe mogg powodowaé wzrost
temperatury przejscia fazowego (7)) bton [Pukacki i in. 1991]. W btonach dochodzi gtéwnie do
przejscia z fazy péiptynnej w zelowg oraz przeksztatcenia si¢ struktury dwuwarstwowej w odwré-
cong struktur¢ heksagonalng (H,)), [Wolfe, Bryant 2001]. W odwrdconej strukturze heksagonal-
nej tworzg si¢ cylindryczne struktury, ktérych wngtrza stanowig czesci polarne fosfolipidéw,
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natomiast na zewngtrz wystajg tadicuchy kwaséw tluszczowych [Gordon-Kamm, Steponkus
1984]. Produktami degradacji fosfolipidéw w blonach cytoplazmatycznych sg wolne kwasy
ttuszczowe (FFA). Za tworzenie si¢ tej struktury w blonie odpowiadajg réwniez czasteczki RF'T
oraz enzym fosfolipaza D, powodujaca wzrost zawartosci kwasu fosfatydowego, ktéry w obec-
nosci jonéw Ca* tatwo przyjmuje konformacje heksagonalnych cylindréw [Kamiriska-Rozek,
Pukacki 2005]. W wyniku wyksztalcenia si¢ struktury heksagonalnej blona traci swoje wiasci-
wosci selektywnego transportu jonéw.

W ochrong bton jest zaangazowanych szereg substancji: prolina, mannitol, sorbitol, gluta-
minian, betaina, karnityna, poliole, trehaloza, sacharoza, oligosacharydy, sterole i tokoferole oraz
wielonienasycone kwasy tluszczowe, jednak przy spadku zawartosci wody ponizej 23% rolg
ochronng petnig gléwnie cukry. Cukry wchodzg pomiedzy czgsteczki kwaséw thuszezowych i zapo-
biegaja ich zblizaniu si¢ do siebie [Hoekstra i in. 2001]. Do zwi¢kszenia ilosci nienasyconych
kwaséw ttuszczowych, ktdre stabilizujg strukture blon, dochodzi w trakcie nabywania tolerancji
na desykacje podczas dojrzewania nasion z kategorii or#hodox, co zaobserwowano u A. platanoides.
W nasionach gatunku wrazliwego na desykacj¢ — A. pseudoplatanus — nie dochodzito do ich aku-
mulacji [Pukacka 1999].

Techniki krioprezerwacji tkanek roslinnych

W tkankach roslinnych wystepujg naturalne substancje krioochronne, takie jak cukry nieredu-
kujace, wysoce hydrofilowe biatka LEA (low-embryogenesis abundant) oraz biatka AFP (antifreeze
proteins) typu chitynaz, glukanaz i taumatyn [Griffith i in. 2005; Jarzabek i in. 2009; Pukacki
2011]. Akumulacja cukréw w trakcie dojrzewania nasion pozwala im na nabycie tolerancji na de-
sykacje oraz umozliwia zajscie witryfikacji (zeszklenia cytoplazmy), co ma miejsce zaréwno in vivo
w temperaturze powyzej 0°C [Pukacka i in. 2003], jak i w trakcie krioprezerwacji. W nasionach
A. platanoides podczas nabywania tolerancji na desykacj¢ dochodzi do magazynowania rafinozy,
sacharozy i stachiozy, natomiast u A. pseudoplatanus o wrazliwosci na utrat¢ wody moze $wiad-
czy¢ nizszy poziom tych cukréw [Pukacka, Pukacki 1997]. Ostatnio wykryto w tkankach roslin
drzewiastych obecnos¢ bialek o cechach AFP obnizajgcych temperaturg zamarzania (7)) roztwo-
réw wodnych w mechanizmie niekoligatywnym i wykazujacych réwniez dziatanie krioochronne
[Jarzabek i in. 2009; Pukacki 2011]. W badaniach biotechnologicznych uzyskano transgeniczne
rosliny zawierajace geny odpowiedzialne za syntez¢ AFP, co powodowato produkcje biatka
o cechach histerezy temperaturowej [Jarzabek i in. 2009]. W osiach zarodkowych nasion klonéw
A. platanoides, A. pseudoplatanus oraz buka F. sylvatica stwierdzono aktywne frakcje bialek o ce-
chach krioochronnych, AFP i dehydryn [Pukacki i in. 2009].

Kolejnym istotnym warunkiem powodzenia krioprezerwacji jest uzyskanie zeszklenia
cytoplazmy (witryfikacji). Gdy cytoplazma znajdujacej si¢ w stanie witryfikacji tkanki zostanie
zamrozona, a po przechowaniu w LN zostang w odpowiednim tempie rozmrozone, mogg w 90%
przezy¢ zamrozenie. W zabiegach krioprezerwacji o powodzeniu decyduja: sposéb prowadzenia
prekultury, aklimatyzacji (zahartowania), tempo i czas dehydratacji, rodzaj zastosowanych desy-
kantéw osmotycznych, zwigzkéw krioochronnych, ponadto warunki ,zatapiania” w cieklym
azocie i rozmrazania po zakoriczeniu krioprezerwacji. Tkanki sg poddawane wolnemu zamra-
zaniu (0,25°C/min) do temperatury -30° lub —40°C, a nast¢pnie sg gwaltownie zatapiane w LN
z szybkoscig okoto 600°C/min [Pukacki, Juszczyk 2014].

7. uwagi na duze zréznicowanie w tolerancji na odwodnienie pomi¢dzy gatunkami, organami
oraz tkankami, jakie s3 poddawane zamrozeniu w LN, istnieje wiele metod przygotowania
prébek. Obecnie w krioprezerwacji wyrdznia si¢ dwie gtéwne drogi przygotowania tkanek do
zamrozenia w ciektym azocie:



Zagrozenia podczas krioprezerwaciji osi zarodkowych 849

[1] oparta na powietrznym odwodnieniu eksplantatéw: dehydratacja powietrzna, dehy-
dratacja po zastosowaniu prekultury, dehydratacja w kapsutkach alginianu;

[2] oparta na zastosowaniu roztworéw witryfikacyjnych: (i) witryfikacja w roztworze z udzia-
tem krioprotektantéw, (ii) witryfikacja w kapsutkach alginianu, (iii) witryfikacja przez
zamrazanie w kropli krioprotektanta.

Techniki przygotowania tkanek do zamrozenia w LN oparte
na powietrznym odwodnieniu tkanek

Dehydratacja powietrzna tkanek jest stosunkowo prostg metodg przygotowania tkanki do kriopre-
zerwacji catych nasion, osi zarodkowych oraz ziaren pytku. Powolng dehydratacj¢ powietrzna,
symulujgcg naturalng utratg wody w trakcie rozwoju nasion, uzyskuje sic w wyniku suszenia
catych nasion w temperaturze zblizonej do pokojowej lub nizszej [Varghese i in. 2011]. Metoda,
ktéra pozwala na efektywniejsze suszenie, a takze na kontrolowanie warunkéw temperaturo-
wych, jest dehydratacja z wymuszonym przeptywem powietrza nad Zelem krzemionkowym
[Engelmann 2011a]. Nasiona wzglednie osic zarodkowe przy zastosowaniu szybkiego suszenia
zachowujg wyzszg zywotno$¢ w poréwnaniu do powolnej dehydratacji.

Dehydratacja po prekulturze polega na zastosowaniu dehydratacji powietrznej lub osmo-
tycznej za pomocg sacharozy i glicerolu po wezesniejszej prekulturze eksplantatéw na pozywce
zawierajgcej cukry o whasciwosciach krioochronnych. Wykorzystuje si¢ ja w krioprezerwacji frag-
ment6w todyg, zarodkéw somatycznych i zygotycznych, kultur poliembryogenicznych, natomiast
brak doniesieri o jej zastosowaniu dla osi zarodkowych.

Podczas dehydratacji w kapsutkach alginianu eksplantaty roslinne sg umieszczane w zesta-
lonych kapsutkach z alginianu sodu lub wapnia, a nast¢pnie przenoszone na pozywke wzboga-
cong w sacharoze (0,5-1,7 M) na okres 1-7 dni. W kolejnym etapie kapsulki sa poddawane
odwodnieniu do 20% zawartosci wody, a nastepnie szybkiemu zamrazaniu w cieklym azocie
[Kaviani 2011]. Technika dehydratacji w kapsutkach jest stosowana w krioprezerwacji stozkéw
wzrostu pgdéw, zawiesin komdrkowych, spor [Mikuta i in. 2008, 2009], zarodk6w somatycznych
oraz osi zarodkowych [Kaviani 2011].

Techniki przygotowania tkanek do zamrozenia w temperaturze
LN oparte o zastosowanie roztworéw krioochronnych

ROZTWORY KRIOOCHRONNE I WITRYFIKACYINE. Witryfikacje jako technik¢ przygotowania tkanek
biologicznych do zamrozenia w LN, dla unikni¢cia wewnatrzkomdrkowego zamarzania, zapro-
ponowal przed 76 laty Luyet [1937]. W latach 60. ubieglego wiecku w doswiadczeniach nad krio-
konserwacjg zaczeto wykorzystywaé roztwory krioochronne zawierajace zwigzki penetrujace
sciany komdrkowe i bony cytoplazmatyczne, gléwnie glicerol oraz dwumetylosulfonotlenek
(DMSO) [Sakai 1960]. Ograniczajg one tworzenie si¢ lodu wewngtrz komérek, poprzez umozli-
wienie odwodnienia cytoplazmy, a jednocze$nie minimalizujg uszkodzenia spowodowane przez
wysokie stezenie jonéw soli w komdérkach. Witryfikacja w tej metodzie to dwustopniowy proces
obejmujgcy traktowanie eksplantatéw roztworami krioprotektanéw, takimi jak na przyktad
sacharoza i glicerol, a nastgpnie odwodnienie za pomocg wysoce stgzonych roztworéw witryfi-
kacyjnych - Plant Vitrification Solution (PVS1, PVS2, PVS3, PVS4) - oraz poddanie szybkiemu
zamrazaniu w LN [Kaviani 2011]. Roztwory witryfikacyjne stosuje si¢ w krioprezerwacji zarod-
kéw zygotycznych i somatycznych, osi zarodkowych, wierzchotk6w pgdéw [Engelmann 2011].

METODA PREKULTURY. Eksplantaty umieszcza si¢ na pozywkach o wzrastajacych stgzeniach (od
0,1 do 1 M) cukréw o whasciwosciach osmotycznych/krioochronnych (sacharoza lub glukoza),
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co powoduje odwodnienie tkanek. Nastepnie przenosi si¢ je do probéwek krio, ktére sg szybko
zamrazane w temperaturze —196°C. Technika ta jest wykorzystywana w krioprezerwacji stozk6w
peddw, osi zarodkowych, zarodkéw zygotycznych oraz somatycznych [Kaviani 2011].

WITRYFIKACJA W KAPSULKACH. Eksplantaty, umieszczone wezesniej w alginianowych kapsutkach,
poddawane sg odwodnieniu przy pomocy roztworéw witryfikacyjnych i zamrazane w —196°C
[Engelmann 2011]. Witryfikacja w kapsutkach jest stosowana w krioprezerwacji zawigzkéw
pedéw oraz zarodkéw somatycznych [Sakai, Engelmann 2007].

METODA ZAMRAZANIA W KROPLI. Eksplantaty poddane wczesniejszej prekulturze na pozywce
z krioprotektantami, a nastgpnie odwodnione, zostajg umieszczone w kropli roztworu witryfi-
kacyjnego na 5-mm paskach folii aluminiowej i zamrazane w cieklym azocie (-196°C) [Kaviani
2011]. Technika zamrazania w kropli stosowana jest gtéwnie w przechowywaniu zawigzkéw
pedéw [Mikuta, Rybczyrski 2006].

WITRYFIKACJA PRZED ZAMROZENIEM W KROPLI KRIOPROTEKTANTA. Materiat roslinny po prekul-
turze poddawany jest inkubacji w roztworze witryfikacyjnym, a nast¢pnie umieszczany na folii
aluminiowej w kropli tego roztworu w ilosci zakrywajacej eksplantaty i przenoszony bezposred-
nio do cieklego azotu (krétkie przechowywanie) lub do probéwek krio wypetnionych cieklym
azotem, ktére nastgpnie umieszcza si¢ w naczyniu Dewara w LN. Po przechowywaniu w LN
eksplantaty rozmraza si¢ w temperaturze pokojowej w pétptynnej pozywee [Panis i in. 2005].
Technika ta znalazta zastosowanie w krioprezerwacji zawiazkéw pedéw, pakéw spoczynkowych
oraz zarodk6w somatycznych [Sakai, Engelmann 2007].

Oceng¢ przezywalnosci tkanek poddanych krioprezerwacji przeprowadza si¢ gtéwnie przy
wykorzystaniu kultur iz vitro, poprzez ocen¢ stopnia uszkodzenia bton cytoplazmatycznych
metodg okreslenia dyfuzji jonéw oraz barwnym testem okreslajgcym procent redukcji chlorku
2,3,5-tréjfenylo-tetrazoliowego do formazanu [Normah, Makeen 2008]. Obecnie najczgsciej stoso-
wanymi pozywkami w kulturach iz vitro tkanek sg pozywki opracowane przez Murashigego
i Skooga (MS) oraz Linsmaiera i Skooga (L.S), a dla roslin drzewiastych pozywka WPM ( Woody
Plant Medium) [McCown, Lloyd 1981].
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SUMMARY

Threats during cryopreservation of seed embryonic axes of woody plants

Cryopreservation is an intensively studied method for long-term storage of plant material.
It involves freezing of tissues at an ultra-low temperature, usually in liquid nitrogen (LN)
at—196°C. An early pioneer and eminent specialist in this field of research on tissues of woody
plants was Prof. Akira Sakai, who died last year.

For successful cryopreservation of plant tissues it is crucial to avoid intracellular ice nucleation.
This is possible by supercooling of cellular water and vitrification (glass formation) of tissues
during cryopreservation protocol. Supercooling of cellular water is a natural phenomenon,
observed in winter in tissues of woody perennials and during very slow cooling of tissues to
cryogenic conditions. Depending on seeds type i.e. desiccation and low temperature tolerance
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(orthodox or recalcitrant species), it is important to prepare tissues properly before cryostorage
by aerial dehydration or the use of cryoprotectants.

During cryopreservation, tissues are subject to abiotic stress factors, such as dehydration
or low temperature so tissues may be damaged then in various ways. Firstly, cryopreservation
can damage plasma membranes, leading to their degradation (loss of their selective permeability
to electrolytes). At its various stages, cryopreservation can cause oxidative stress, i.e. an excess
of the reactive oxygen species (ROS), such as superoxide anion radical (O,™), hydrogen peroxide
(H,0,), and hydroxyl radical (*OH), which is the major reason of cell damage. Oxidative stress
is also associated with changes in activity of the antioxidant system, which includes low-molecular-
-weight antioxidants and antioxidant enzymes.



