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ELZBIETA BORKOWSKA

Przechowywanie tkanek roslinnych
w niskiej temperaturze

Wstep

Zanieczyszczenie Srodowiska naturalnego w wyniku rabunkowej gospodarki cztowieka

juz dawno stato si¢ faktem. Niezwykle groZna konsekwencja tego zjawiska jest
zamieranie wielu gatunk6w fauny i flory prowadzace czesto do catkowitego ich wyginigcia.
Alarmujace dane naplywajace z wielu regionéw $wiata spowodowaly, ze rozpoczgto
tworzenie bankéw genéw roslin. Celem takich plac6wek jest zachowanie zasob6w geno-
wych cennych gatunkéw lub populacji. Rosliny chroni¢ mozna w warunkach naturalnych
— insitu, czyli w rezerwatach przyrody, parkach narodowych, wytaczonych drzewostanach
nasiennych oraz przez odnowienie z samosiewu. Metody wymagajace ingerencji czlowieka
— ex situ, to kolekcje klonéw, plantacje nasienne i plantacyjne uprawy nasienne, dtugo-
trwale przechowywanie nasion w chtodniach i ciektym azocie, zarodkéw i tkanek w
cieklym azocie, rozmnazanie tkanek in vitro oraz przechowywanie ich w niskiej tempera-
turze (19).

Zastosowanie i zalety przechowywania tkanek
w niskiej temperaturze

Przechowywanie tkanek roslin
w temperaturze od 0 do 10°C

Jest to praktyczny spos6b zachowania wyselekcjonowanych genotyp6w, ktére musza byé
Tozmnazane wegetatywnie. Znaczna zaleta jest tu zuzycie matej powierzchni przechowal-
niczej. Obliczono, ze 2000 probéwek z ro§linami zajmuje 3,5 m> chiodni, podczas gdy
Plantacyjny bank klonéw potrzebuje az 4 ha (2).

Spowolnienie proces6w metabolicznych w poréwnaniu z kulturami in vitro uprawianymi
W optymalnych warunkach powoduje, Ze ro§liny moga by¢ znacznie rzadziej przesadzane
ze starej pozywki na nowa. Normalnie w technikach in vitro pasaze wykonywane sa co 2—4
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tygodnie. W temperaturze bliskiej 0°C wystarczy przesadzanie roslin raz w ciagu roku.
Powoduje to znaczna oszczedno$¢ pracy i materiatéw (odczynniki chemiczne, agar itp.)
oraz, co jest wazne zwigksza stabilnos¢ genetyczna przechowywanego materiatu, gdyz im
czgstsze pasazowanie in vitro tym wieksza mozliwo$é zmian genetycznych (2, 4).

W kulturach tkankowych materiat ro§linny moze by¢ namnazany przez caly rok, umiesz-
czany w chiodni i wykorzystywany w sprzyjajacym okresie — np. wiosna ukorzeniany i
wysadzany w szkélce. Zaobserwowano, ze roliny przechowywane w chtodni wykazuja

czesto wigksza odpornos¢ na niskie temperatury po przeniesieniu do warunkéw naturalnych
(14).

Przechowywanie tkanek roslinnych
w temperaturze —196°C (ciekly azot)

Zatrzymanie proceséw metabolicznych powoduje, ze tkanki moga by¢ przechowywane
praktycznie w nieograniczonym czasie. Co prawda niektérzy autorzy zwracaja uwage na
dziatanie promieniowania kosmicznego na przechowywane prébki, nie wydaje si¢ to
Jednak bardzo znaczace (9).

Temperatura kriogeniczna stwarza mozliwo§¢ przechowywania nasion, zarodkéw oraz
innych tkanek roslin z grupy recalcitrant. Nasiona przeznaczone do przechowywania
mozna podzieli¢ na dwie grupy, czyli: orthodox i recalcitrant (25). Pierwsza z nich stanowia
ro$liny, ktérych nasiona mozna odwodnié do 5% zawartosci wody, bez obnizenia ich

zywotnosci. Nasiona takie moga by¢ stosunkowo tatwo przechowywane przez wiele lat w
chtodniach.

Druga grupe stanowia rosliny, ktérych nasiona sa bardzo uwodnione i wrazliwe na suszenie.
Nasiona takie moga by¢ przechowywane tylko wtedy, gdy zapewni im si¢ odpowiednio
wysoka wilgotno$¢ otoczenia. Ale nawet w optymalnej dla siebie wilgotnosci szybko traca
zywotnos¢ (tygodnie — miesiace). Sa to gtéwnie gatunki tropikalne i subtropikalne m.in.
palma kokosowa i oleista, kawa, kakao i inne (9). W Polsce do drzew grupy recalcitrant
naleza deby, jawor i kasztanowiec. Gatunki te nie moga by¢ dlugoterminowo przechowy-
wane tradycyjnymi metodami. Zotedzie wysuszone do krytycznej zawartosci wody tzn.
40% (dalsze suszenie powoduje drastycznie spadek Zywotnosci) mo gabyc przechowywane

w temperaturze —3°C do 3 lat (28). Alternatywna droga moze tu by¢ zatem przechowywanie
w cieklym azocie.

Zamrazanie tkanek jest nowa metoda zachowania bogactwa genetycznego gatunkéw
-chronionych czy szczeg6lnie cennych populacii. Istnieje juz i stale si¢ powigksza bank
gen6w chronionych i zagrozonych roslin zielnych w PAN w Powsinie.

W temperaturze cieklego azotu mozna przechowywaé tkanki wyselekcjonowanych klo-
néw, ktére moga by¢ rozmnazane wylacznie wegetatywnie. Przechowywany materiat
wolny jest od patogen6w i stanowi on bardzo wygodna (ze wzgledu na sterylno$¢ i mate
rozmiary) forme migdzynarodowej wymiany materiatu ro§linnego (3).
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Sposoby przechowywania materiatu roSlinnego
w niskiej temperaturze

Przechowywanie tkanek in vitro w temperaturze od 0 do 10°C

Chlodni uzywa si¢ gtéwnie do przechowywania ped6w oraz w mniejszym stopniu kaluséw.
Duze znaczenie ma stan fizjologiczny przechowywanych tkanek. Musza by¢ one mtode,
zdrowe, w fazie aktywnego wzrostu. Istnieja réznice migdzy gatunkami a nawet klonami.
Materiat przed przeniesieniem do chtodni pasazuje si¢ na §wieza pozywke — najczesciej
taka samga jaka jest normalnie stosowana dla danej kultury (2). W pewnych przypadkach
zaobserwowano, ze dodanie cukru do pozywki zwigksza przezywalno$¢ roslin. Ma to
znaczenie giéwnie dla ro§lin tropikalnych, wrazliwych na chtéd. Badania prowadzone z
przechowywaniem tkanek drzewa chinowego (15) wykazaly, ze dodanie 1-4% mannitolu
zwigkszyto przezywalno$¢ materiatu.

Z czynnik6w zewnetrznych wplyw na to czy przechowywanie roslin zakoriczy sie sukce-
sem czy nie, maja temperatura i $wiatlo. Optimum temperatury zalezy od naturalne;j
tolerancji badanego gatunku na niska temperature. I tak, wrazliwe na chiéd tkanki roslin
tropikalnych i subtropikalnych powinny by¢ przechowywane w temperaturze od 9 do 12°C,
podczas gdy bardziej wytrzymate gatunki i glaste wymagaja temperatury przechowywania
od 0 do 4°C (2). Rola $wiatla nie Jest jeszcze w pelni zbadana. Istnieje wspéldziatanie
temperatury i napromieniowania na wyniki przechowywania. Przy niskiej temperaturze w
chlodni (bliskiej 0°C) kultury moga by¢ trzymane w ciemnosci, natomiast przy przecho-
wywaniu tkanek w temperaturze kilku stopni, konieczny jest kilkunastogodzinny fotope-
riod (2). Pedy §liwy domowej przechowywane w temperaturze —3°C wykazywatly wigksza
przezywalnos¢ gdy trzymano je w ciemnosci, podczas gdy pedy umieszczone w tempera-
turze 4 i 8°C wymagaly szesnastogodzinnego fotoperiodu (20).

Dlugos¢ okresu przechowywania tkanek bez utraty ich zywotnosci zalezy od gatunku i
rodzaju uzytego materiatu roslinnego. Kultury embriogenne eukaliptusa zachowaly em-
briogennosé po dziewigciomiesi¢cznym przechowywaniu w ciemnosci w temperaturze 4°C
(22). Podobnie, z pozytywnym skutkiem przechowywano m.in. pedy winorosli w tempe-
raturze 12°C przez 11 miesiecy (11), czy wierzcholtki wzrostu pedéw kiwi w temperaturze
4°C i 8°C przez rok (21). Ogélnie rzecz biorac dla wielu gatunkéw istnieje mozliwosé
diugoterminowego przechowywania w chtodni pod warunkiem, ze kultury raz do roku
Przesadzane beda na §wieza pozywke. Cze$¢ autoréw twierdzi, ze w ten spos6b materiat
roslinny moze by¢ przechowywany przez kilka 2-5 lat, inni, ze czas ten jest znacznie
dtuzszy — do kilkunastu lat (2). W Polsce w ten spos6b prowadzone sa m.in. kolekcje roslin
sadowniczych, storczyk6w oraz ziemniak6w.

Metoda przechowywania kultur in vitro w temperaturze od 0 do 10°C jest przydatna ze
wzgledu na wysoka przezywalnosc. Przy wlasciwym dobraniu parametréw tzn. materiatu
roslinnego i warunkéw przechowywania, osiaga si¢ §wietne rezultaty. Przechowywane
pedy wykazuja zdolno$¢ do regeneracji tkanek nawet do 100%, po ich przeniesieniu do
WyZzszej temperatury (5).
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Przechowywanie tkanek w cieklym azocie (-196°C)

Proces ten przedstawia zamieszczony dalej schemat (ryc.).

MATERIAL WYJISCIOWY
protoplasty, komérki, tkanki, organy

PRZYGOTOWANIE MATERIALU
odwodnienie, traktowanie krioprotektantami

CHLODZENIE

dlugotrwate szybkie wolne

przechladzanic zamrazanic = zamrazanie

PRZECHOWYWANIE

ROZMRAZANIE

REGENERACJA ROSLIN

RYC. Schemat zamrazania i przechowywania materiatu ro§linnego w ciektym azocie (3— modyfikacja)

Bardzo duze znaczenie w procesie zamrazania i przechowywania ma rodzaj zastosowanego
materiatu ro§linnego. Najlepsze do tego celu s3 mtode komérki merystematyczne o gestej
niezwakuolizowanej cytoplazmie czyli matej zawartosci wody niezwiazanej (9), o cienkiej
Scianie komérkowej wykazujace aktywny wzrost (3). Ten typ reprezentuja m.in. komérki
kalusa. Prowadzone byly badania nad zamrazaniem kalusa embriogennego drzew le§nyclf
m.in. §wierka pospolitego i §wierka bialego (10, 13, 18), z ktérego po rozmrozeniu 1
odpowiedniej hodowli in vitro uzyskiwano zarodki somatyczne a nast¢pnie ro$liny. Bada-
nia prowadzone na §wierku pospolitym wykazaty (10), ze korzystniej jest zamraza¢ kalus
W postaci zawiesiny niz zwartej tkanki.
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Lepiej przechowuja si¢ zawiesiny protoplastowe niz komérkowe, poniewaz wyeliminowa-
ne s3 napigcia mi¢dzykomoérkowe zwigzane z istnieniem twardej $ciany, powstajace w
procesie zamrazania; stwierdzono np., Ze przezywalno$¢ zawiesiny protoplastowej mar-
chwi wynosita 68% a komérkowej 38% (3). Bardzo dobrze przechowuje si¢ pylek oraz
suche (ponizej 5% zawarto$ci wody) nasiona. Badania dla kilkunastu gatunkéw drzew
wykazaly, ze liczba kietkujacych nasion i pytku po wyjeciu z cieklego azotu byta bardzo
podobna (w pewnych przypadkach nawet wigksza) do prébki kontrolnej (1,16). Prowadzo-
ne préby z zamrazaniem catych nasion debu wykazaly ogromna nieskutecznos$é, po
pierwsze ze wzgledu na wrazliwo$¢ zoledzi na suszenie, po drugie ze wzgledu na duzy
rozmiar nasion — w czasie zamrazania powstaja znaczne réznice temperatur miedzy
wewnetrzng a zewngtrzng czeécia nasienia co prowadzi do naprezen i w konsekwencji do
uszkodzen (16).

Obecnie podejmowane sa préby zamrazania wyizolowanych osi zarodkowych (7,8, 12),
oraz zarodkéw somatycznych powstatych w wyniku somatycznej embriogenezy (17). Przy
wyborze materiatlu do zamrazania trzeba bra¢ pod uwagg czy jest opracowana technologia
regeneracji rosliny in vitro z konkretnej zamrazanej tkanki. Dla celéw praktycznych nie
wystarczy opracowanie samego sposobu zamrazania, ale musi by¢ znaleziona jednocze$nie
metoda regeneracji rosliny. Dlatego przechowywanie tkanek w cieklym azocie nie moze
by¢ odizolowane od technik rozmnazania in vitro.

Material roslinny przeznaczony do krioprezerwacji nalezy odpowiednio przysposobiC.
Przeprowadza sig to w tren sposéb, Ze probki umieszcza si¢ w roztworach krioprotektantéw
na okre§lony czas; zalezy on od rodzaju i stezenia krioprotektanta, gatunku i rodzaju tkanki,
1 wynosi od kilkunastu minut do kilkunastu godzin.

Dziatanie krioprotektantéw nie jest doktadnie poznane. Wiadomo ze:

— jako substancje o wysokim potencjale osmotycznym odwadniaja komérki, co
zapobiega powstawaniu lodu krystalicznego w ich wnetrzu w czasie zamraza-
nia,

— dziatajg na struktury komérkowe jak impregnatory, zapobiegajac zmianom w
ich budowie; wazne jest, ze krioprotektanty chronia aktywne centra enzymaty-
czne (9).

Powszechnie uzywanymi krioprotektantami sa m.in.: dwumetylowy tlenek siarki (DMSO),
glikol polietylenowy, glukoza i dwucukry — sacharoza, mannitol, sorbitol. Znacznie
korzystniejsze jest stosowanie kombinacji kilku krioprotektantéw niz pojedynczych zwiaz-
kéw chemicznych, po pierwsze dlatego, ze niektére z nich w wysokich st¢zeniach sa
fitotoksyczne (np. DMSO powyzej 5%), a po drugie mieszaniny kilku réznych substancji
wykazuja wszechstronniejsze dziatanie na komérke (6, 13). W przypadku zamrazania
suchych nasion czy pytku, krioprotektanty nie musza by¢ stosowane.

W pewnych przypadkach dziatanie krioprotektantéw mozna zastapi¢ lub uzupetni¢ przez
odpowiednie manipulowanie niska temperatura przed zanurzeniem tkanek w ciektym
azocie. Polega to na diugotrwalym i stopniowym przechtadzaniu tkanek. Materiat, ktéry
ma by¢ zamrozony, w ciagu kilku godzin do kilku tygodni stopniowo umieszczany jest w
coraz nizszej temperaturze. W ten sposéb hartowano m.in. kalus osiki (3) oraz merystemy
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gruszy (24). Podczas bardzo wolnego chtodzenia, w komérkach zachodzi wiele zmian
prowadzacych do zabezpieczenia ich struktur. Zwicksza si¢ przepuszczalnos$é bton komér-
kowych (zmiany w budowie thuszcz6w) dla wody co sprzyja jej wyptywaniu na zewnatrz
(wolna woda wewnatrzkomérkowa zamarzajac mogtaby uszkodzié struktury komérkowe),
wzrasta 11o§¢ wody zwiazanej przez zwiekszenie zawartosci koloidéw hydrofilowych
(niska temperatura stymuluje aktywacje¢ hydrolaz co powoduje m.in. rozktad skrobi na
cukry rozpuszczalne, a biatek zlozonych na biatka hydrofilowe), cukry (sacharoza, manni-

tol) tacza si¢ z biatkami i tworza kompleksy zabezpieczajace centra aktywne enzyméw
(27).

Znacznie czgSciej stosowanym sposobem chiodzenia tkanek Jest wolne zamrazanie. Opty-
malna szybko$¢ zamrazania wynosi 0,3-5°C/min, w zaleznosci od gatunku i rodzaju
zamrazanej tkanki (3, 4, 6, 13). Podczas tego procesu 16d krystalizuje w przestrzeniach
miedzykomérkowych, poniewaz wewnatrz komérek — gtéwnie mtodych o gestej cytopla-
zmie jest duze stgzenie soku komérkowego, kt6ry obniza punkt zamarzania wody. Powsta-
jacy 16d pozakomérkowy znacznie obniza potencjat wodny w przestrzeniach mig¢dzyko-
moérkowych, dzigki czemu woda dyfunduje z wnetrza komoérki i kondensuje si¢ na istnie-
jacych krysztatach lodu (27). Komérki musz3 by¢ odwodnione na tyle, aby krystalizacja
wody pozostatej w komérce nie spowodowata uszkodzesi w wyniku zamrazania, a jedno-
czesnie nie nastapit zbyt wysoki wzrost stezenia substancji chemicznych, co wywotaloby
wzrost toksycznosci w komérce (9).

Trzeci, szybki sposéb zamrazania tkanki polega na bezposrednim zanurzeniu jej w cieklym
azocie. Poniewaz proces przebiega bardzo szybko, 16d krystalizuje si¢ w mikrokrysztaty,
ktdre nie zagrazaja strukturom komérkowym. Metoda ta zalecana jest jednak gtéwnie dla
tkanek suchych. W ten spos6b zamraza si¢ nasiona i pylek m.in. licznych gatunkéw drzew
lesnych (1, 16), cho¢ byty prowadzone ze skutkiem pozytywnym préby zamrazania m.in.
komérek morwy i merysteméw pomidora (3, 6).

Dzialanie niskiej temperatury na komérke z punktu fizjologii réwnoznaczne jest z jej
odwadnianiem, dlatego musi by¢ ono przeprowadzone bardzo ostroznie. Trzeba pamigtac,
ze nadmierne odwodnienie moze spowodowa¢ nieodwracalne zmiany m.in.: zniszczenie
struktury biatka. Brak ptaszcza wodnego sprzyja zblizeniu taricuchéw peptydowych, na-
stepuje utlenienie grup tiolowych i powstanie bardzo mocnych wiazaii siarczkowych (27).
Poza tym moga si¢ pojawi¢ mechaniczne uszkodzenia protoplastu. Zwlaszcza w komoér-
kach o duzych wakuolach czyli duzej ilosci wody niezwiazanej, powstaja znieksztalcenia,

pofaldowania i zgniecenia, co prowadzi do duzych napieé mechanicznych i uszkodzenia
organelli (3).

Czasami wymagane odwodnienie osiagane jest bez uzycia krioprotektant6w czy sterowania
niska temperatura. Na przyktad, zarodki araukarii suszone byly w powietrzu o wilgotnosci
okoto 20% i nastepnie umieszczone w ciektym azocie (23). Odwadnianie tkanek w suchym
powietrzu jest metoda dos¢é drastyczng, prowadzaca niekiedy do uszkodzer szczeg6lnie
delikatnych tkanek. Dlatego fragmenty tkanek przeznaczone do krioprezerwacji pokrywa
si¢ warstwa ochronna alginianu i dopiero potem stopniowo suszy (14).

W temperaturze cieklego azotu zablokowane zostaja wszystkie procesy metaboliczne. O
ile komérka nie zostata uszkodzona w procesie mrozenia, w trakcie przechowywania nie
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zachodza w niej zadne zmiany. Problemy pojawiaja si¢ ponownie przy rozmrazaniu
materiatu. Proces ten musi przebiegac na tyle szybko, aby nie byto mozliwosci tworzenia
si¢ jader lodowych w komérkach i rekrystalizacji wody uwalnianej w czasie tajania.
Prowadzone byty badania z szybkim (w lazni wodnej) i wolnym (w powietrzu) rozmraza-
niem materiatu roslinnego. W drugim przypadku, kiedy ukiad jest szalenie niestabilny,
uwalniana woda czesto ponownie krystalizowata sie wywolujac uszkodzenia komorki.
Dlatego zalecane jest rozmrazanie tkanek w tazni wodnej w temperaturze 40°C (26).

Przezywalno§¢ przechowywanego materiatu bada si¢ r6znymi metodami chemicznymi.
Powszechnie stosuje si¢ trzy: fluorescencyjna, barwienie chlorowodorkiem tetrazoliny i
barwienie biekitem Evansa (3, 6). Metody te sa jednak czesto zwodne, poniewaz kultury
wyjete z cieklego azotu i rozmrozone przezywaja swoisty szok. Jest to stan trwajacy do
kilku miesigcy, kiedy to nie zachodza procesy zyciowe, komérki podczas barwienia
zachowuyja si¢ jak uszkodzone, a po pewnym czasie zaczynaja wzrost i rozwdj (3, 13, 16).
Dlatego w zasadzie jednoznacznym wskaznikiem $mierci Jest brazowienie kultur kalusa
czy merysteméw lub brak kietkowania pytku i nasion.

Zaklad Genetyki i Fizjologii Drzew Lesnych IBL od lipca 1994 r. jest wyposazony w
urzadzenie do krioprezerwacji firmy Cryoson. Planowane sa badania w zakresie zamraza-
nia i przechowywania tkanek ro§linnych w ciektym azocie.
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