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Czy kriokonserwacja jest bezpieczna?
Okreslenie potencjalnych zmian w tkankach roslinnych
poddanych kriogenicznemu przechowywaniu

Cryopreservation — is it safe? Possible changes in cryostored plant genetic
resources
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Cryopreservation (storage in liquid nitrogen, —196°C) is a technique that ensures safe, long-term conservation
of plant species with recalcitrant seeds, vegetatively propagated species and biotechnology products such
as somatic embryos, cell lines and genetically transformed material. The aim of cryostorage is to keep plant
tissue in a safe way, which does not cause changes during storage at neither phenotypic, cytological and
histological, biochemical, genetic nor epigenetic level. Therefore, before cryostorage will be applied for
long-term preservation it should be thoroughly assess if it does not cause any injuries in plant material.
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Wstep

Material biologiczny powinien by¢ przechowywany w warunkach zapewniajacych stabilnos¢
fizjologiczna, biochemiczna, genetyczng (sekwencja DNA) oraz epigenetyczng (metylacja cyto-
zyny, modyfikacje histonéw). Skuteczne metody kriokonserwaciji, czyli przechowywania materiatu
biologicznego w temperaturze ponizej —160°C (temperatura par cieklego azotu), opracowano do-
tychczas dla okoto 200 gatunkdw roslin, w tym licznych gatunkéw drzew i krzewéw polskich pro-
weniencji, jak np. dab szyputkowy (Quercus robur 1..) [Chmielarz i in. 2011], leszczyna pospolita
(Corylus avellana 1..) [Michalak i in. 2013b] czy swierk pospolity (Picea bies (L..) Karst) [Hazubska-
-Przybyt i in. 2013]. Metoda ta wykorzystywana jest w przypadku gatunkéw wytwarzajacych
nasiona, ze szczegélnym uwzglednieniem nasion typu recalcitrant [Plitta i in. 2013], ro$lin roz-
mnazanych wegetatywnie, zarodkéw somatycznych, linii komérkowych lub tez materiatu mody-
fikowanego genetycznie. Metode przechowywania kriogenicznego uznaje si¢ za skuteczng, jesli
mozliwa jest regeneracja z rozmrozonego materiatu kompletnej rosliny (z wyksztalconym pedem
i korzeniem), charakteryzujacej si¢ prawidlowym wzrostem. Jednakze procedury stosowane w czasie
kriokonserwacji, takie jak desykacja, krioprotekcja, przechowywanie kriogeniczne i regeneracja
roslin in vitro, narazajg tkanki na dziatanie stresu, moggcego powodowaé ukryte zmiany w mate-
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riale genetycznym [Harding 2004]. Zwtaszcza stosowanie diugoterminowej hodowli na pozyw-
kach agarowych wplywa na zwigkszenie liczby mutacji [Yang i in. 2010]. U roslin hodowanych
w kulturach iz vitro moze to by¢ spowodowane wpltywem czynnikéw chemicznych zawartych
w pozywce badZ tez brakiem selektywnego oddziatywania srodowiska zewnetrznego na rosliny.

Ze¢ wzgledu na coraz powszechniejsze wykorzystywanie technik kriokonserwacji w celu
zachowania zasobéw genowych roslin, niezwykle wazne jest okreslenie, do jakich uszkodzeri
moze dochodzi¢ w wyniku mrozenia tkanki w ciektym azocie (ang. liquid nitrogen, LN). Takie
zmiany okresla si¢ na poziomie fenotypowym (morfologicznym, biometrycznym), cytologicz-
nym i histologicznym, biochemicznym (analiza metabolitéw i biatek, w tym enzyméw), a takze
molekularnym, polegajacym na analizie struktury genomu z zastosowaniem hybrydyzacji DNA-
-DNA oraz markeréw genetycznych (takich jak RFLP, RAPD, SSR, AFLP), czy tez epigenety-
cznym — zwigzanym z modyfikacjami chromatyny (histonéw i DNA) [Harding 2004]. Ponizej
oméwiono potencjalne zmiany, jakie moga zachodzi¢ w tkankach roslin podczas kriokon-
serwacji.

Zmiennosé fenotypowa

Pierwsze obserwacje morfologiczne roslin otrzymanych z materiatu rozmrozonego z ciektego azotu
zostaty przeprowadzone przez Bajaja [1977]. Jak do tej pory tylko w nielicznych pracach obserwo-
wano zmiany morfologiczne u roslin poddanych kriokonserwacji. U chryzantem Dendranthema
grandiflorum otrzymanych ze stozkéw wzrostu przemrozonych w LN zaobserwowano inny kolor
kwiatostanu w poréwnaniu z roslinami niemrozonymi [Fukai i in. 1994]. Jednakze zmiany te
mogly byé spowodowane chimeryczng naturg tych roslin, a nie kriokonserwacjg per se. Ponad
potowa odmian tego gatunku to chimery peryklinalne ze zmieniong zewnetrzng warstwg tkanek.
Podczas ich hodowli iz vitro, w zaleznosci od rodzaju pobieranego eksplantatu, mozliwa byta
zmiana barwy kwiatostanu [Rumiriska-Lema 2005]. W wigkszosci przypadkéw nie obserwo-
wano réznic w morfologicznym rozwoju roslin uzyskanych z tkanek przemrozonych w poréwna-
niu z kontrolg. Nie odnotowano takich réznic u kiwi [Wu i in. 2001] i kawy [Dussert i in. 1997],
a takze wielu innych gatunkéw. Zaobserwowano natomiast pojawienie si¢ zmian biometrycz-
nych u trzciny cukrowej [Gonzalez-Arnao i in. 1999] i bananowca [Cote i in. 2000] otrzymanych
odpowiednio z merystemdw i embriogennej zawiesiny poddanych kriokonserwacii.

Zmiennosé cytologiczna i histologiczna

Badania cytologiczne pozwalajg zaobserwowac zaburzenia w liczbie chromosoméw (ploidalnosé,
aneuploidalnos¢) oraz znieksztalcenia wrzeciona podziatowego podczas mitozy, prowadzgce do
powstawania wrzecion wielobiegunowych. Inne anomalie zachodzace podczas podziatéw komdérko-
wych to opéznienia przy rozchodzeniu si¢ chromosoméw, nieréwnomierny lub fragmentaryczny
podziat chromatydy, mate i duze delecje, translokacje, utrata sekwencji satelitarnych, przypad-
kowe taczenie si¢ chromosoméw czy tworzenie si¢ mostkéw chromosomowych [Kovacs 1985].

Nie obserwowano réznic w ploidalnosci podktadek czeresni (Prunus ‘Ferlenain’) podda-
nych kriokonserwacji [Helliot i in. 2002]. Podobne wyniki swiadczace o braku zmian w ploidal-
nosci tkanek poddanych kriokonserwacji uzyskano dla dwunastu genotypéw cytryn [Hao i in.
2002]. Brak zmian w liczbie chromosoméw obserwowano podczas kriokonserwacji zarodkéw zygo-
tycznych palmy kokosowej (Cocos nucifera 1..) [Sisuandar i in. 2010]. Hao i in. [2001] analizowali
osiem siostrzanych linii jabtoni (Malus sp.), u ktérych po kriokonserwacji stozkéw wzrostu
pedéw wykryto komdérki inne niz diploidalne. Zmiany te nie byly istotne statystycznie, a wyniki
wskazywaly na wzglednie stabilne zachowanie poliploidalnosci [Hao i in. 2001]. Zatem badania
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cytologiczne tkanek poddanych kriokonserwacji wskazuja, Ze ich stabilno$¢ cytologiczna zostata
zachowana, jednak sama hodowla materiatu w kulturach i# vitro zwigzana z procedurg kriokon-
serwacji moze by¢ przyczyng zmian w ukladzie chromosoméw. Wedtug niektérych autoréw
hodowla na pozywkach agarowych moze wywolywa¢ zmiany genetyczne [Larkin, Scowcroft
1981] czy anomalie chromosomowe [Bayliss 1980].

Zmienno$é biochemiczna

W przypadku gdy hodowlg iz vitro stosuje si¢ do produkcji korzystnych metabolitéw wtérnych,
wykorzystywanych na przyktad w medycynie, istotna jest informacja, czy kriokonserwacja nie
zaburza syntezy takich zwigzkéw. Produkcja saponin (diosgeniny) przez pnacze z rodzaju po-
chrzynéw (Dioscorea floribunda), posiadajacych szerokie spektrum wiasciwosci biologicznych,
w tym antygrzybicznych, antybakteryjnych i antynowotworowych [Myszka i in. 2003], nic ulegta
zmianom u rolin regenerowanych z przemrozonych w LN stozkéw wzrostu pedéw [Ahuja i in. 2002].
Réwniez ilos¢ chlorofilu i naturalnego insektycydu (pyretryny) u chryzantemy (Chrysanthemum sp.)
pozostawaly na tym samym poziomie po kriokonserwacji [Hitmi i in. 1999]. Powyzsze obserwacje
wskazuja, iz przechowanie w LN nie wptywalo na zmian¢ produkcji metabolitéw wtérnych.

Analiza elektroforetyczna izoenzyméw peptydazy aminoleucynowej i amylazy w tkankach
merystemé6w trzciny cukrowej nie wykazata réznic po rozmrozeniu z LN w poréwnaniu z kontrolg
[Paulet i in. 1993]. Obserwowano natomiast réznice w profilu izomezyméw w roslinach otrzyma-
nych z przemrozonego w LN kalusa trzciny cukrowej [Eksomtramage i in. 1992].

Zmiennosé genetyczna

W celu okreslenia stabilnosci genetycznej tkanek roslin poddanych kriokonserwacji stosowane sg
techniki molekularne wykorzystujace markery genetyczne, takie jak RAPD, RFLP, AFLP i ISSR.

Badania RAPD wskazywaly na stabilnos¢ genetyczng embriogennych linii komérkowych
de¢bu szyputkowego (Quercus robur 1..) poddanych kriokonserwacji [Sdnchez i in. 2008]. Przecho-
wywanie w LN embriogennych zarodkéw palmy kokosowej (Cocos nucifera 1..) nie powodowato
zmian w obrebie sekwencji ich DNA analizowanej metodg ISSR [Sisunandar i in. 2010]. Nie
stwierdzono tez zmian na poziomie DNA w przypadku stozkéw wzrostu pedéw chmielu zwy-
czajnego (Humulus lupulus 1..) poddanych kriokonserwacji [Pedro i in. 2008]. Réwniez badania
stabilnosci genetycznej zamrozonych w LN zarodkéw somatycznych $wierka pospolitego
wykazaly, ze nie doszto do zadnych zmian w sekwencji DNA analizowanej za pomocg 5 marke-
réw mikrostelitarnych [Hazubska-Przybyt i in. 2013].

Za pomocg RAPD i AFLP przeprowadzono szczegétowy analize stabilnosci genetycznej
stozkow wzrostu Chrysanthemum po kolejnych etapach kriokonserwacji (stres osmotyczny, oto-
czkowanie alginianem wapnia, desykacja w strumieniu powietrza, chtodzenie). Obserwowano
zmian¢ w 3 markerach (RAPD) w prébie poddanej zamrozeniu w LN oraz zanik jednego mar-
kera na etapie przysposobienia tkanki na pozywce agarowej z wysokg zawartoscig sacharozy (0,3 M)
[Martin i in. 2011]. Réwniez badanic metodg AFLP wykazato pojawienie si¢ wickszej liczby
polimorficznych fragmentéw DNA na etapie krioprotekeji (wst¢pna hodowla na pozywce z do-
datkiem 0,3 M sacharozy). Kriokonserwacja moze zatem indukowa¢ zmiany na poziomie sek-
wencji DNA, a ich przyczyng moze by¢ nie tylko sam proces zamrazania w cicklym azocie, ale
réwniez poprzedzajace je kolejne etapy krioprotekeji [Martin i in. 2011]. Analiza AFLP stabil-
nosci genetycznej u eugleny (Euglena gracilis) wskazywata na zmiany na etapic otoczkowania
alginianem wapnia [Harding i in. 2011]. Takze Fernandes i in. [2008] obserwowali istotne zmiany
w sekwencji DNA zarodkéw somatycznych dgbu korkowego (Quercus suber 1..) podsuszonych



798 Marcin Michalak, Beata P. Plitta, Szymon Kotlarski, Pawet Chmielarz

do wilgotnosci 25%, a nast¢pnie przemrozonych w LN, w poréwnaniu z DNA zarodkéw niemro-
zonych (metoda AFLP i ISSR). Jednak podsuszenie eksplantatéw do poziomu 35% wilgotnosci,
a nast¢pnie schlodzenie ich do temperatury LN nie powodowato takich zmian.

Kriokonserwacja moze przyczyni¢ si¢ wige do powstawania zmian w obrebie sekwencji
DNA, a ryzyko ich wystgpienia jest tym wigksze, im wigksza jest liczba zabiegéw przygo-
towujgcych tkanke do zamrozenia, wigczajac w to hodowle iz vitro tkanki zaré6wno przed, jak
i po rozmrozeniu.

Zmiennosé epigenetyczna
Epigenetyka opisuje mechanizmy regulacji ekspresji genéw niezwigzane bezposrednio z sekwen-
cjg DNA. Do elementéw kontroli epigenetycznej zaliczamy m.in. obecnos$¢ 5-metylocytozyny
(m°C) w DNA. Rozmieszczenie m°C w genomie jest nieréwnomierne, a geny, ktére ulegaja
stabej ekspresji, sg najczgsciej zmetylowane w obre¢bie promotoréw lub tez pierwszych egzonéw,
podczas gdy geny ulegajace intensywnej ekspresji sg zmetylowane w mniejszym stopniu [Zemach
i in. 2010]. Dzigki takiemu rozmieszczeniu specyficzna metylacja cytozyn jest jednym z elemen-
téw kontrolujgcych ich wzrost i rozwdj poprzez regulacj¢ wszystkich proceséw genetycznych,
wliczajac transkrypcje, replikacje, naprawe DNA i réznicowanie komdérek [Law, Jacobsen 2009].

Sisunandar i in. [2010], badajac zarodki zygotyczne palmy kokosowej (Cocos nucifera),
wykazali, ze procedury kriokonserwacji nie powodowaty istotnych statystycznie zmian w catko-
witej ilosci zmetylowanych cytozyn w DNA. Réwniez badania przeprowadzone przez Plittg i in.
[2014] wykazaly, ze zar6wno samo mrozenie plumul debu (Quercus robur) w LN, jak i zabiegi
przygotowujgce do kriokonserwacji nie miaty istotnego wpltywu na ilos¢ tej modyfikowanej
zasady w genomowym DNA. Jednak Hao i in. [2001] udowodnili, ze w wyniku kriokonserwacji
stozkéw wzrostu jabtoni (Malus pumila) nastgpowato obnizenie poziomu zmetylowania DNA.
Podobne zmiany zaobserwowano w przypadku zawiesiny komdérkowej pomarariczy chirskiej
(Citrus sinensis ‘Newhall’) po rozmrozeniu z LN [Hao i in. 2002]. Réwniez badania siewek otrzy-
manych z osi zarodkowych mahoniowca wielkolistnego (Swietenia macrophylla King) poddanych
kriokonserwacji i zregenerowanych za pomocg technik iz vitrro wykazaly zmiany w poziomie me-
tylacji DNA w poréwnaniu z drzewem matecznym [Harding i in. 2000]. Zmiany w catkowitej
ilosci m°C wywotane kriogenicznym przechowaniem obserwowano réwniez w pakach spoczyn-
kowych melonowca (Carica papaya) [Kaity i in. 2008]. We wskazanych przypadkach w celu rege-
neracji roslin po kriokonserwacji wykorzystywano techniki iz vitro. Nalezy zatem zwréci¢ uwage
na fake, ze to whasnie hodowla iz vitro mogta spowodowac zmiany w ilosci m*C [Kaity i in. 2008;
Pedro i in. 2008].

Wydaje si¢ réwniez, ze powszechnie stosowane przed kriokonserwacja podsuszanie nasion
do bardzo niskich pozioméw wilgotnosci (okoto 3-5% w stosunku do §wiezej masy) moze miec
wplyw na zmiany w poziomie zmetylowania DNA nie tylko w tych nasionach, ale takze w otrzy-
manych z nich siewkach. Obserwaciji takiej dokonano w przypadku nasion gruszy pospolitej (Pyrus
communis L..) [Michalak i in. 2013a]. Mozna zatem uzna¢, ze zaobserwowane w epigenomie zmiany
zwigzane byly ze sposobem przysposobienia lub regeneracji tkanek roslinnych, a nie z samym
procesem zamrazania w LN,

Podsumowanie

Nadrz¢dnym zadaniem skutecznej ochrony materiatu biologicznego jest jego dtugoterminowe
przechowywanie bez wprowadzania niepozadanych i nickontrolowanych zmian, a metody stu-
zgce zabezpieczeniu zasobéw genowych powinny cechowac si¢ stabilnoscig przechowywanego
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materiatu. Wigkszos¢ przytoczonych w artykule badari wskazuje, ze mrozenie w LN jest proce-
durg bezpieczng. Jednakze dodatkowe zabiegi, np. podsuszanie, krioprotekcja czy hodowla in vitro,
mogg powodowac nickorzystne zmiany molekularne i cytologiczne w przechowywanym materiale.
W zwigzku z tym, zanim procedura kriokonserwacji zostanie uznana za bezpieczng i odpowied-
nig do zabezpieczenia zasobéw genowych w bankach gendw, stabilnos¢ poddanych jej tkanek
roslinnych powinna by¢ szczegétowo analizowana.
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SUMMARY

Cryopreservation — is it safe? Possible changes in cryostored plant genetic
resources

Cryopreservation (storage in liquid nitrogen (LN), =196°C) is a technique that ensures safe,
long-term conservation of plant species with recalcitrant seeds, vegetatively propagated species
and biotechnology products such as somatic embryos, cell lines and genetically transformed
material. The aim of cryostorage is to keep plant tissue in a safe way, which does not cause
changes during storage at neither phenotypic, cytological and histological, biochemical, genetic
nor epigenetic level. Preserved plant material should be characterized by identical features as non-
-stored. Most of presented examples of storage in LN were described as safe for plant material.
However, some procedures like desiccation, cryoprotection and iz vitro culture may cause
injuries to stored genetic resources. Therefore, before cryostorage will be applied for long-term
preservation it should be thoroughly assess if it does not cause any injuries in plant material.



