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Kultury in vitro i krioprezerwacja w zachowaniu roznorodnosci roslin
— standardy dla banku genow
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Abstrakt. Celem pracy jest przedstawienie nowych metod
ochrony ex situ zasobéw genowych roslin. Pierwsza polega na
gromadzeniu materiatu roslinnego w warunkach spowolnione-
go wzrostu kultury in vitro, druga za$ na zabezpieczaniu tkanek
ro$linnych (zarodkow zygotycznych i somatycznych lub ich osi,
pakow, wierzchotkéw wzrostu, merystemow) w cieklym azo-
cie (-196°C). Metody te uzupelniaja tradycyjne sposoby zabez-
pieczania réznorodno$ci ro$lin, ktorych nie mozna gromadzi¢
W postaci nasion.

Praca pokazuje postep w badaniach na przestrzeni minionego
stulecia i wykorzystanie zdobytej wiedzy w zachowaniu r6zno-
rodnosci roslin (glownie uzytkowych), ktorych wyrazne przyspie-
szenie nastapito dopiero z wejsciem w nowe tysiaclecie. Przeglad
dostepnej literatury oraz stanu zasobow roslinnych zgromadzo-
nych w wybranych bankach gendw wskazuje, ze banki tkanek in
vitro i cieklego azotu sg ciagle nowa praktyka, wymagajaca spe-
cjalistycznej wiedzy, sprzetu i personelu oraz stosunkowo wyso-
kich naktadow finansowych i czasu na opracowywanie procedur
mikrorozmnazania i krioprezerwacji. Wypracowane dotychczas
standardy utatwiajg rozwijanie tych metod w roznych krajach na
catlym $wiecie. Wydaje si¢, ze wysoki poziom bezpieczenstwa,
dhugoterminowo$¢ i niski koszt wieloletniego utrzymywania ma-
teriatu roslinnego w ciektym azocie oraz wspolczesne wymogi
ochrony zasobow genowych doprowadza w najblizszej dekadzie
do szerszego wykorzystania krioprezerwacji wspomaganej kultu-
rami in vitro.
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Jednakze nie dla wszystkich gatunkéw/odmian metoda
ta moze by¢ wykorzystana. Kultury in vitro i krioprezer-
wacja otworzyly droge gromadzeniu zasobdw tych roslin,
ktdére nie tworzg nasion, np. banan, czosnek. Pozwalaja na
konserwacje puli genowej kultywarow, ktorych nasiona sg
wysoce heterozygotyczne, a ich walory uzytkowe sa prze-
kazywane wytacznie dzigki rozmnazaniu wegetatywnemu.
Do tej grupy naleza wiodace rosliny uprawne, ktérych
roczna $wiatowa produkcja liczona jest w miliardach lub
milionach ton, np. trzcina cukrowa (1,7 mld ton), ziemniak
(324,4 mIn ton), maniok (230,3 min ton), stodki ziemniak
(107,6 mln ton), banan (102 mln ton), czosnek (78,5 min
ton), jabton (69,5 mln ton), winoro$l (67,1 mln ton) czy
pochrzyn (48,3 min ton) (FAOstat, 2010). Kolejng grupe
stanowig rosliny, ktore produkuja nasiona nietolerujace de-
hydratacji (ang. recalcitrant seeds), np. wiele drzew (dab,
orzech wloski, leszczyna, kasztanowiec, wierzba), licz-
ne wazne gospodarczo rosliny klimatu tropikalnego (np.
kauczukowiec, kawa, kakaowiec, olejowiec gwinejski)
i wigkszo$¢ roslin wodnych. Ponadto metody te umozli-
wiaja gromadzenie produktow manipulacji biotechnolo-
gicznych, ktore moga wnies¢ nowa jako§¢ w poszerzanie
walorow uzytkowych roslin uprawnych czy nowa wiedze
w badania podstawowe wykorzystujace rosliny mode-
lowe. Dla wymienionych czterech grup roslin kultury in
vitro w polaczeniu z krioprezerwacja dostarczajg narzg-
dzia gwarantujgcego zabezpieczanie i dlugoterminowe
przechowywanie ich zasoboéw genowych. Uzupetniaja one
w ten sposéb tradycyjne sposoby zabezpieczania roslin-
nej bioréznorodnosci. Metody te sg rozwijane w ramach
strategii ex situ ochrony zasobow genowych i prowadza
do tworzenia bankow tkanek in vitro i cieklego azotu (LN)
(Engelmann, Engels, 2002). Drugi raport FAO poswigcony
zabezpieczaniu $wiatowych zasobow genowych donosi, ze
w ponad 1750 bankach genow, na ktore sktadaja si¢ banki
nasion, kolekcje polowe, banki tkanek in vitro i ciektego
azotu, zgromadzono dotychczas okoto 7,4 mln obiektow
(FAO, 2010). W raporcie brakuje jednak danych liczbo-
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wych dotyczacych udzialu omawianych technik w zabezpieczonej

puli obiektow.

Istotnym elementem strategii ochrony bior6znorodnosci jest
identyfikacja gatunkéw wymagajacych wykorzystania nowych me-
tod gromadzenia zasobow genowych i stworzenie baz danych dla
tej grupy roslin (Pennisi, 2010). Wiedza w tym zakresie pozwoli
na oszacowanie kosztow, ktore nalezy wyasygnowaé na rozwija-
nie bankéw tkanek, w tym na ksztaltowanie odpowiedniej kadry
i zaplecza sprzgtowego. Podczas gdy liczba gatunkdéw roslin upraw-
nych wymagajacych rozmnazania wegetatywnego i przechowywa-
nia nickonwencjonalnymi metodami jest znana, to liczba gatunkéw
zagrozonych i wymierajacych przynalezacych do tej grupy jest
trudna do okreslenia. Wstepnie szacuje si¢, ze siega ona co najmniej
5000 (Pence, 2011). Identyfikacja gatunkow, dla ktorych metody in
vitro 1 krioprezerwacja sa niezb¢dne dla zabezpieczania ich zaso-
béw genowych, polega na udzieleniu odpowiedzi na nastgpujace
pytania (rys. 1):

1) Czy gatunki produkuja nasiona? Jezeli dany gatunek nie pro-
dukuje nasion, wowczas alternatywa jest gromadzenie pakow
wegetatywnych, stozkéw wzrostu, merystemow (pochodzacych
z natury lub in vitro) czy zarodkéw somatycznych w bankach
tkanek in vitro 1/lub ciektego azotu. W przeciwnym razie nalezy
odpowiedzie¢ na nastgpne pytanie.

2) Czy produkowane nasiona sa typu ,,orthodox”? Jezeli gatunek
produkuje nasiona ,,orthodox” gwarantujace wilasciwa repro-
dukcje, wowczas jego zasoby powinny by¢ zabezpieczane za
pomoca nasion. Jest to najprostsza i najtansza forma gromadze-
nia zasobow réznorodnosci roslinnej, gwarantujaca w krotkim
czasie szybkie deponowanie odpowiednio duzych prob, repre-
zentujacych wszystkie populacje ze stanowisk naturalnych. Je-

Gatunki roslin
Plant species

Czy produkujg nasiona? NIE |Bank tkanek in vitro / LN
Do they produce adequate seed? In vitro | LN tissue bank
NO
TAK YES
Czy nasiona sg typu ,ortodox”? TAK Bank nasion
Are the seeds arthodox? YES Seed bank
NIE NO
Czy zarodki/osie moga byc¢ TAK Bank tkanek LN

kriozabezpieczane?
Can the embryos/axes be cryopreserved? | YES

NIE - NO

LN tissue bank

Bank tkanek in vitro / LN
In vitro / LN tissue bank

Rysunek 1. Identyfikacja gatunkéw wymagajacych wykorzystania kultur in
vitro i/lub ciektego azotu (LN) dla dlugoterminowego zabezpieczania
ich zasobow genowych w warunkach ex situ.

Figure 1. Identification of species which need in vitro propagation and/or
liquid nitrogen (LN) storage for long-term ex situ preservation of their
biodiversity.

zeli nasiona sa niezdolne do przetrwania de-
hydratacji, to nalezy udzieli¢ odpowiedzi na
pytanie nr 3.

3) Czy zarodki zygotyczne lub ich osie moga by¢
deponowane w LN? Dla gatunkow produku-
jacych nasiona ,,non-orthodox” w pierwszej
kolejnosci zalecane jest wykorzystywanie
izolowanych zarodkow zygotycznych lub ich
osi. Pozwala to na ograniczenie zaangazowa-
nia kultur in vitro i obnizenie kosztéw wpro-
wadzania materiatu roslinnego do banku tka-
nek LN. W przypadku gatunkéw, dla ktorych
zarodki zygotyczne nie mogg by¢ izolowane
z nasion (np. sg zbyt mate, zbyt wrazliwe na
dehydratacj¢ czy uszkodzenia mechaniczne
lub s3 niezdolne do osiagniecia pelnej dojrza-
tosci w kulturze in vitro i dalej do konwersji
w roling), jedynym wyjsciem jest wprowa-
dzenie namnozonego in vitro materiatu ro$lin-
nego do banku tkanek in vitro lub LN.

Kultury in vitro w zachowaniu réznorodnosci
roslin i wypracowane standardy

Technika kultur in vitro, ktora do zainicjowa-
nia wymaga niewielkich fragmentoéw tkanek ro-
$liny, wspiera konserwacj¢ roslinnych zasobow
genowych przez: 1) udostepnienie nowych na-
rzgdzi gromadzenia i przechowywania komorek
i tkanek roslinnych; 2) dostarczanie nieograniczo-
nej ilosci materiatu roslinnego; 3) podniesienie
bezpieczenstwa i usprawnienie dystrybucji za-
sobow genowych; 4) umozliwienie wykrywania
i eliminowania chorob w materiale roslinnym;
5) usprawnienie identyfikacji uzytecznych genow.
Konserwacja in vitro polega na wieloletnim utrzy-
mywaniu materialu roslinnego w sterylnych wa-
runkach (odnawianych poprzez okresowe pasaze),
jego dystrybucji, wymianie i reintrodukcji (Crop
Genebank Knowledge Base - CGIAR, 2012; Pen-
ce i in., 2002). Dla wigkszosci roslin, ktore wy-
magaja niekonwencjonalnego gromadzenia ich
zasobow genowych, tworzenie banku tkanek in
vitro poprzedzone jest opracowaniem warunkow
kultury. Do kluczowych elementéw tego etapu
nalezy opracowanie warunkow: (I) inicjacji kul-
tur (tj. wybdr odpowiedniego eksplantatu, meto-
dy dezynfekcji i stabilizacji kultury), (II) mikro-
rozmnazania (tj. eksperymentalne opracowanie
warunkow efektywnego mnozenia materialu ro-
$linnego), (III) regeneracji peddéw i korzeni, (IV)
aklimatyzacji (polegajacej na hartowaniu ro$lin
do warunkéw ex vitro) oraz (V) kultury in vitro
o spowolnionym typie wzrostu (rys. 2; biate strzat-
ki). Dziesiatki lat doswiadczen w prowadzeniu
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kultur in vitro zaowocowaly opracowaniem protokotow
dla réznych gatunkoéw ro$lin. Warunki mikrorozmnazania
dla ponad 1000 gatunkow opisano juz w 1997 roku (Ash-
more, 1997). W obecnie dostgpnych opracowaniach lite-
raturowych nikt nie podjat si¢ ponownego podsumowania
tych danych, jednakze $ledzac liczbe ukazujacych si¢ co
roku publikacji mozna wnioskowa¢, ze znaczaco wzrosta
takze liczba wprowadzonych do kultur in vitro gatunkow.
Mimo nabytej wiedzy i doswiadczenia w zakresie mikro-
rozmnazania ro§lin istniejgca zmienno$¢ migdzyrodzajowa
i miedzygatunkowa naktada obowigzek dopracowywania
warunkow kultury indywidualnie dla kazdego nowo wpro-
wadzanego gatunku i odmiany. Dopiero skuteczny i po-
wtarzalny system inicjacji kultury in vitro oraz efektywne-
go rozmnazania zakonczony pozyskiwaniem kompletnych
roslin zdolnych do przystosowania si¢ do warunkéw po-
lowych otwiera droge do tworzenia banku tkanek in vitro
danego gatunku (rys. 2; szare strzatki).

Banki tkanek in vitro umozliwiaja przechowywanie
kompletnych roslin lub peddéw. Bazuja one na kulturach
o spowolnionym typie wzrostu, ktory uzyskuje si¢ poprzez
liczne ograniczenia i zmiany w standardowych warunkach,
aplikowanych pojedynczo lub w kombinacji. Modyfikacje
dotycza czynnikdéw fizycznych (tj. obnizenie temperatury,
redukcja nat¢zenia $wiatla, zmiana fotoperiodu, zmniej-
szenie dostgpu tlenu, indukowanie stresu osmotycznego
za pomocg sorbitolu, mannitolu, sacharozy), zastosowania
chemicznych substancji ograniczajacych wzrost (wlacze-
nie do pozywki inhibitorow wzrostu np. kwasu abscysy-
nowego czy ancymidolu, podniesienie st¢zenia substancji
zelujacych, zmniejszenie ilo$ci standardowo stosowanych
ro$linnych hormonéw wzrostu) oraz substancji odzyw-
czych (obnizenie zawarto$ci makro- i mikroelementow,
sacharozy, azotu) (Benson i in., 2011a). Najczgsciej sto-
sowane modyfikacje warunkéow kultury polegaja na ob-
nizeniu temperatury, ktoéra dla roslin tolerujacych chtod
oscyluje w zakresie 0-5°C, dla gatunkow tropikalnych
w zakresie 9-20°C (Engels, Visser, 2003). Stosujac stale
o$wietlenie 25 umol-m?s™' (24 h/24 h), temperaturg 16°C
i pozywki pozbawione hormonoéw wzrostu w Musa Inter-
national Transit Centre (ITC) w Leuven, genotypy banana
przechowuje si¢ bez pasazu od 13 do 17 miesigcy (Ben-
son i in., 2011b). Dla roslin manioku, ktére sa znacznie
bardziej wrazliwe na niska temperature niz banan, ograni-
czenie tempa wzrostu o 20% uzyskano obnizajac tempera-
turg z 25-30°C do 20°C (Angel i in., 1996). Spowolnienie
wzrostu w przypadku miety i czosnku utrzymywanych
w banku IPK w Gatersleben osiagni¢to stosujac temperatu-
r¢ 2°C w kombinacji z innymi czynnikami ograniczajacymi
wzrost (Keller i in., 2005, 2006). Dla genotypow tych ro-
$lin pasaze s3 wykonywane odpowiednio co 15—18 miesie-
cy i co 12 miesigey. Przyktadem najdiuzej utrzymywanego
bez pasazy materialu roslinnego sa pedy topoli, ktoére w
temperaturze 4°C wymagaja pasazy raz na 5 lat (Son i in.,
1991). Wigcej przyktadéw modyfikowania sktadu pozywki

w celu uzyskania spowolnionego wzrostu in vitro mozna
znalez¢ w opracowaniu Benson i in. (2011a), a szczego-
fowe procedury funkcjonujace dla najwazniejszych roslin
uzytkowych zostaty zebrane przez Pence i in. (2002) czy
Reed i in. (2004).

Opisane modyfikacje warunkow kultury maja na celu
spowolnienie wzrostu materialu roslinnego utrzymywa-
nego in vitro, dzigki czemu uzyskuje si¢ wiele korzysci:
1) ograniczenie liczby pasazy w ciggu roku; 2) obnizenie
kosztow utrzymywania kultur; 3) zmniejszenie ryzyka
utraty materialu roslinnego z powodu btedu cztowieka;
4) ograniczenie ryzyka wystapienia zmienno$ci somaklo-
nalnej. Podstawowe warunki kultur o spowolnionym typie
wzrostu zostaty opracowane i sa wykorzystywane juz od
lat 70. XX wieku, kiedy to zacze¢to wdraza¢ kultury in vitro
do masowej produkcji roslin (Altman, Loberant, 1997). Ich
glownym zadaniem byto dlugoterminowe utrzymywanie
wolnego od choréb materiatu matecznego roslin ozdob-
nych (np. z rodzaju Dianthus, Syngonium) i uzytkowych
(np. Solanum, Musa, Malus, Pyrus, Citrus). Pierwszym
etapem wdrazania metod in vitro dla konserwacji zasobow
genowych w bankach tkanek bylo powolanie w 1982 r.
przez IBPGR (obecnie IPGRI: International Plant Genetic
Resources Institute) Komitetu Doradczego (ang. Advisory
Committee for In Vitro Storage), ktorego celem byto zba-
danie mozliwosci wykorzystania tej techniki dla zachowa-
nia bior6znorodnosci (Pence i in., 2002).

Jedna z glownych zalet konserwacji zasobow geno-
wych w warunkach in vitro jest utrzymywanie materiatu
ros§linnego wolnego od patogenow grzybowych i wigkszo-
$ci bakteryjnych. W przypadku wirusoéw, ktorych standar-
dowe metody dezynfekcji nie usuwaja, istnieje mozliwosé
ich eliminowania za pomoca innych dostgpnych metod
(termo-, chemo- i krioterapia) (Wang i in., 2009). Kolejna
zaleta jest zwigkszenie bezpieczenstwa i obnizenie kosz-
tow prowadzenia wymiany materiatu roslinnego np. mig-
dzy bankami i ogrodami botanicznymi. Duza ilo§¢ mate-
rialu potomnego, uzyskiwana w stosunkowo krotkim cza-
sie, daje mozliwo$¢ jego wszechstronnej eksploatacji, np.
na potrzeby bankow tkanek in vitro i LN, do bezposrednie-
go wykorzystania do celow badawczych czy uzytkowych,
wymiany 1 reintrodukcji, jak réwniez opracowywania
1 modyfikowania warunkéw krioprezerwacji i postmroze-
niowej regeneracji.

Wada utrzymywania materialu roslinnego w kulturach
in vitro o spowolnionym typie wzrostu jest konieczno$é¢
prowadzenia okresowych pasazy. Niosa one ryzyko wysta-
pienia zakazen oraz utraty tkanek z powodu btedu cztowie-
ka. Innym powaznym ograniczeniem jest ryzyko wysta-
pienia zmiennosci somaklonalnej. Zjawisko to towarzyszy
glownie roslinom regenerowanym za posrednictwem tkan-
ki kalusowej oraz przez paki przybyszowe. Czgstotliwosée
wystepowania zmiennosci somaklonalnej zwigksza si¢
wraz z wydtuzaniem czasu trwania kultury, czego wyraz-
nym symptomem jest obnizanie si¢ totipotencjalnych zdol-
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no$ci (Benson i in., 2011a). Biorgc pod uwage powyzsze
mankamenty, w czasie przygotowywania materiatu roslin-
nego na potrzeby konserwacji in vitro jego zasobow geno-
wych zalecane jest: 1) unikanie mikrorozmnazania przez
kalus 1 paki przybyszowe, 2) ograniczenie do niezbednego

minimum wykorzystywania roslinnych regulatorow wzro-
stu, ktore stymuluja odrdznicowanie i tworzenie tkanki
kalusowej oraz rozwoj pakéw przybyszowych, 3) pobie-
ranie materiatu roslinnego z mtodych kultur, 4) kazdy ge-
notyp powinien by¢ reprezentowany przez odpowiednio

Reintrodukcja; Reintroduction

Wyjsciowy materiat

roslinny I. Inicjacja kultur
An initial plant I. Induction of tissue
material culture

II. Mikrorozmnazanie
II. Micropropagation

IV. Aklimatyzacja
IV. Acclimation

II1. Rozwdj
i ukorzenianie roslin
I11. Plant development
and root formation

Namnazanie
Multiplication

Monitoring stabilnosci
Monitoring of stability

|
\

L

A. Prekultura
A. Preculture

V. Kultura in vitro o spowol-
nionym typie wzrostu
V. Slow growth conditions
of in vitro culture

B. Zabezpieczanie wybrana metoda
krioprezerwacji
B. Protection by selected method
of cryopreservation

Bank tkanek in vitro
In vitro tissue bank

Kontrola stabilnosci
Stability control

t

Regeneracja; Regeneration

F Reintrodukcja; Reintroduction

f

e e

Dystrybucja, wymiana
Distribution, exchange

-

-

Dlugoterminowe przechowywanie
tkanek ro$linnych w LN
Long-term cryostorage
of plant tissue .

D. Rozmrazanie i kultura postmrozeniowa
D. Defreezing and post thawing culture

Rysunek 2. Kluczowe elementy kultury in vitro (strzatki biate), tworzenia banku tkanek in vitro (szare strzatki) i kriobanku (czerwone
strzatki). [-V: etapy wymagajace eksperymentalnego opracowania przed inicjacja banku tkanek in vitro. A-D: etapy krioprezerwa-
cji wymagajace eksperymentalnego opracowania przed inicjacjg banku tkanek w ciektym azocie (LN).

Figure 2. Key elements of in vitro tissue (white arrows), of in vitro bank (grey arrows) and of cryobank (red arrows). [-V: stages of
experimental studies for in vitro bank establish. A—D: stages of cryopreservation procedure need experimental studies for cryobank
establish.
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duza probke i zdeponowany, dla bezpieczenstwa, w kilku
roznych bankach; wielko§¢ proby powinna by¢ okreslana
eksperymentalnie np. w zalezno$ci od zdolno$ci regene-
racyjnych badanego gatunku, 5) warunki przechowywania
zduplikowanej probki w réznych bankach powinny by¢
jednakowe.

Oprocz koniecznosci wykonywania okresowych pa-
sazy istotnym elementem utrzymywania banku tkanek in
vitro jest monitorowanie stabilno$ci genetycznej materiatu
roslinnego (w tym z wykorzystaniem markeréw moleku-
larnych) oraz usuwanie eksplantatdéw wykazujacych ja-
kiekolwiek cechy chimeryzmu. Regularne kontrolowanie
stabilno$ci genetycznej jest szczegdlnie zalecane dla ma-
teriatu roslinnego o podwyzszonym ryzyku wystepowania
zmiennos$ci somaklonalnej (np. ziemniak, stodki ziemniak,
trzcina cukrowa) (Benson i in., 2011a).

Krioprezerwacja w zachowaniu réznorodnosci roslin
i wypracowane standardy

Idealne warunki dlugoterminowego gromadzenia za-
sobow genowych roslin mozna uzyskaé laczac wysoka
efektywnos¢ mikrorozmnazania in vitro z wasciwosciami
cieklego azotu (rys. 2), ktorego ultraniska temperatura ha-
muje podziaty komoérkowe i skutecznie spowalnia wszel-
kie procesy zyciowe zachodzace w komoérce (Engelmann,
2011). Mimo czesto spotykanego twierdzenia, ciekly azot
nie zatrzymuje catkowicie chemicznych i fizycznych reak-
cji w komoérkach. Badania przeprowadzone na nasionach
42 gatunkow roslin przechowywanych w LN lub jego pa-
rach przez okres od 10 do 21 lat wykazaty obnizenie zdol-
no$ci do kietkowania nasion 12 gatunkéw, w tym salaty
(Walters i in., 2004). Na podstawie dokonanych obliczen,
szacowany czas polowicznej utraty zywotnosci nasion sa-
faty przechowywanych w parach LN (-135°C) wynosi oko-
o 500 lat, zas§ w LN (-196°C) okoto 3400 lat. Pomimo iz
procesy starzenia w komorkach nie ustajg catkowicie, to
jednak LN moze by¢ uznany za najbezpieczniejszy pozna-
ny dotychczas sposob dlugoterminowego przechowywa-
nia materiatu roslinnego (Walters i in., 2004). Teoretycznie
w takich warunkach mozna deponowa¢ kazdy rodzaj mate-
riatu roslinnego, tj. od pozbawionego $ciany komodrkowe;j
protoplastu, poprzez pojedyncze komorki i agregaty ko-
moérkowe, merystemy czy wierzchotki wzrostu, po struktu-
ry bardziej zréznicowane, jakimi sa paki i zarodki (Reed,
2008). Ostatecznie jednak dla zachowania réznorodnosci
ro$lin w kriobankach najczesciej wykorzystuje si¢ meryste-
my, wierzcholki wzrostu zawierajace od jednego do trzech
zawigzkow lisci, zarodki somatyczne w stadium mtodocia-
nym, osie zarodkdéw zygotycznych oraz paki spoczynkowe.
Siegajac po mniej uorganizowany materiat roslinny dazy
si¢ do ograniczenia histologicznego zréznicowania i wyni-
kajacej z niego silnej wakuolizacji pewnych grup komoérek
(Engelmann, 2011). Zmienny poziom uwodnienia réznych
tkanek znacznie ogranicza wlasciwe kriozabezpieczanie

i moze prowadzi¢ do powstawania nekroz w eksplantacie
i dalej do proliferacji niepozadanej tkanki kalusowej. Od-
powiedni eksplantat wyjsciowy jest wiec podstawa udanej
krioprezerwacji, a jego dobdr odbywa si¢ droga ekspery-
mentalng.

Warunkiem utworzenia kriobanku jest, w pierwszym
etapie, opracowanie efektywnej i powtarzalnej procedury
rozmnazania klonalnego (rys. 2; biale strzatki). Dopiero
posiadanie duzej puli roslin pozwala na przejscie do etapu
drugiego, tj. opracowania procedury kriozabezpieczania, na
ktora sktadaja si¢ nastepujace elementy: A. prekultura (har-
towanie), B. zabezpieczanie materialu roslinnego wybrang
metoda krioprezerwacji, C. mrozenie i D. rozmrazanie i kul-
tura postmrozeniowa (rys. 2; czerwone strzatki). Poszcze-
g0lne etapy dla jednych gatunkéw moga by¢ pomijane, dla
innych rozbudowywane w zaleznosci od naturalnej toleran-
cji na stres chlodu i/lub niedostatku wody. Sa to sekwencje,
ktérych wykorzystanie ma na celu jak najlepsze przygoto-
wanie materiatu biologicznego do przetrwania stresu mro-
zenia i rozmrazania oraz towarzyszacych im konsekwencji
(Benson, 2008). Kazdy etap protokotu musi by¢ indywidu-
alnie zoptymalizowany. Wypracowane dotychczas standar-
dy postepowania i konkretne procedury kriozabezpieczania
dla réznych typow eksplantatow oraz réznych grup roslin
zebrano 1 przedstawiono w opracowaniu wydanym pod re-
dakcja Barbary Reed (2008). Podstawowe uwarunkowania
obejmujace nastgpstwa mrozenia i rozmrazania zywych tka-
nek, wplyw morfologicznego zréznicowania materiatu ro-
slinnego na jego przezywalnos$¢, fizykochemiczne zmiany
adaptacyjne komorek w czasie prekultury (bedacej alterna-
tywna droga nabywania mrozowej tolerancji w warunkach
in vitro), techniki krioprezerwacji i warunki ich modyfiko-
wania zostaly omdéwione wyczerpujaco na famach kwartal-
nika Biotechnologia i nie beda poruszane w niniejszej pracy
(Mikuta, Rybczynski, 2006; Mikuta, 2008).

Zdolnos¢ do przetrwania mrozenia w LN bez jakiego-
kolwiek zabezpieczania ma nieliczna grupa roslin, charak-
teryzujaca si¢ wysoka tolerancja na stres chtodu i suszy.
Taki materiat ro§linny mozna wprowadzaé¢ niemalze bez-
posrednio do LN, oczywiscie pod warunkiem, ze znajduje
si¢ on w stanie glebokiego spoczynku. Najlepszym przy-
ktadem sa paki spoczynkowe (zimowe) roslin drzewia-
stych klimatu umiarkowanego, np. jabloni, gruszy, wiazu,
morwy, czeresni czy rozy (tab. 1). Zabezpieczone przez
,,hature”, pobierane w styczniu lub lutym, poddane jedynie
dodatkowej 13-tygodniowej dehydratacji do wilgotnosci
okoto 30% sa bezpiecznie deponowane w ciektym azocie,
najczesciej z wykorzystaniem metody powolnego schta-
dzania (Towill, Ellis, 2008). Przyktady roslin oraz banki
gendw wykorzystujace paki spoczynkowe do gromadze-
nia roslinnych zasobéw genowych lub opracowujace pro-
tokoty ich kriozabezpieczania zebrano w tabeli 1. Inne
eksplantaty, takie jak zarodki zygotyczne i somatyczne lub
ich osie, sg znacznie czgéciej wykorzystywanym rodzajem
materiatlu roslinnego, o czym moze $wiadczy¢ fakt, ze pro-
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Tabela 1. Przyktady ro$lin i bankow genow/placowek naukowych, ktore opracowaly protokoty krioprezerwacji i/lub wykorzystuja paki

spoczynkowe dla zabezpieczania zasobéw genowych

Table 1. Example of plants and of genebanks/research centres that worked out crypreservation protocols and/or exploit the dormant

buds for biodiversity conservation.

Rodzaj Wielkos¢ kolekcji Bank genow/Uniwersytet Literatura
Genus Collection size Genebank/University References
Malus 2563 obiektow; accessions
Pyrus 100 obicktow; accessions ) Keller i in.. 2008
Prunus 75 obiektow; accessions USDA (Fort Collins, USA) Fort Collins, Colorado, 2012
Salix 27 obiektéw; accessions
Ulmus 440 obiektow; accessions AFOCEL (Nangis, Francja) Harvengt i in., 2004
Morus 420 obiektow; accessions NIAR (Japonia) Niino, 1995
Malus 105 odmian; varieties Narodowy Bank Genow Wolifiski, informacja ustna, 2012
Pyrus 10 odmian; varieties (PAN OB-CZRB, Warszawa, Polska) -y 14y personal communication
National Genebank (PAS BG-CBDC, ?
Prunus 5 odmian; varieties Warsaw, Poland) 2012
Uniwersytet Rolniczy w Krakowie,
, . Polska
Rosa 5 gatunkow; species Pawlowska, 2012

Poland

University of Agriculture in Krakow,

tokoty ich krioprezerwacji opisano dla ponad 100 réznych
gatunkow strefy klimatu tropikalnego i umiarkowanego, ro-
$lin warzywnych, sadowniczych, drzew lesnych oraz wielu
gatunkow chronionych. Zwigzta charakterystyka tego mate-
rialu ro$linnego oraz zaangazowane techniki krioprezerwa-
cji zostaly podsumowane w najnowszej pracy Engelmanna
(2011).

Kontrolowanie stabilno$ci genetycznej materiatu ro-
slinnego poddawanego krioprezerwacji jest istotnym
elementem funkcjonowania kriobankow, jakkolwiek
badania w tym zakresie sa ciagle jeszcze sporadycznie
prowadzone (Mikuta, 2010). Teoretycznie w czasie diu-
goterminowego przechowywania tkanek w ultraniskiej
temperaturze cieklego azotu nie powinny by¢ induko-
wane zadne zmiany. Sprzyja temu blokowanie metabo-
lizmu i brak pasazy. Potwierdzaja to dane literaturowe
opublikowane dla wierzchotkéw wzrostu Rubus prze-
chowywanych w LN ponad 12 lat (Castillo i in., 2010),
embriogenicznej zawiesiny komorkowej Gentiana cru-
ciata pozostajacej w LN 1,5 roku (Mikuta i in., 2011b)
oraz embriogenicznych linii 6 genotypoéw Quercus robur
1 wierzchotkow wzrostu Cosmos atrosanguineus krioprze-
chowywanych 1 rok (Sanchez i in., 2008; Wilkinson i in.,
2003).

Mimo ze samo przechowywanie w LN jest bezpiecz-
ne, to do utraty stabilnosci genetycznej moga prowadzié
procedury zabezpieczajace materiat roslinny, bazujace na
silnej dehydratacji oraz traktowaniu krioprotektantami.
Przyktadem moga by¢ modyfikacje w sekwencjach DNA
(3 dodatkowe prazki AFLP) odwodnionych do 25% za-
wartosci wody zarodkéw somatycznych Quercus suber

(Fernandes i in., 2008). Zmiany nie byly odnotowane,
gdy zarodki odwadniano do wilgotnosci 30%. W wierz-
chotkach wzrostu Chrysanthemum x morfolium dehydra-
tacja osmotyczna (wywolana 0,3 M sacharozg — pierwszy
krok metody kapsutkowania/dehydratacji) byla przyczyna
zaniku 1 produktu RAPD we wszystkich analizowanych
probkach (Martin i in., 2011). Kazdy kolejny etap proce-
dury przygotowania do przechowywania w LN, pogle-
biajacy dehydratacje, poszerzal rowniez pul¢ zmiennosci.
Inna przyczyna niestabilnosci genetycznej moze by¢ rézna
wrazliwo$¢ poszczegdlnych genotypow, co doprowadzito
np. do powstania 7 zmian RAPD w jednym i tym samym
zarodku somatycznym spo$rod przebadanych w sumie 240
osobnikéw (Sanchez i in., 2008). Tego typu modyfikacje sa
najczesciej wywotywane warunkami kultury in vitro.
Dane zebrane w tabeli 2 wskazuja, ze zmiany sekwen-
cyjne zwigzane z krioprezerwacja (rozumiang jako oddzia-
tywanie kompleksowe lub poszczegolnych jej etapow, tj.
mikrorozmnazania, kriozabezpieczania, krioprzechowy-
wania, postmrozeniowej regeneracji) sa indukowane sto-
sunkowo rzadko. W sumie w 2014 przebadanych roslinach
wykryto zaledwie 45 polimorficznych fragmentow (tab.
2). W wigkszosci prac autorzy stwierdzaja, ze zmiany te
wynikaja bardziej z wplywu samej kultury in vitro niz
z czynnosci zwiazanych z przygotowaniem tkanki do prze-
chowywania w LN i jej przechowywania. Ostateczna kon-
kluzja wigkszosci prac jest podkreslenie celowosci pro-
wadzenia badan molekularnych, ktére pozwalaja z jednej
strony na wskazanie gatunkow wrazliwych na kriotrakto-
wanie, wskazanie metod krioprezerwacji bardziej niebez-
piecznych z punktu widzenia stabilnos$ci genetycznej (jesli
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takie sa), z drugiej zas na wyeliminowanie pojedynczych
osobnikdw, w ktérych doszto do wystapienia zmian.

Zalety i wady przechowywania roslinnych zasobow ge-
nowych w kriobankach

W kriogenicznych kolekcjach, dzieki ultraniskiej tem-
peraturze, jaka zapewnia ciekly azot, nasiona, fragmenty
ro$lin, tkanki czy komorki moga by¢ niemalze beztermi-
nowo przechowywane w stosunkowo nieduzej objetosci
(Walters i in., 2004). Ogromna zaleta kriokonserwacji jest
bezpieczenstwo, dlugoterminowos¢ i niski koszt utrzymy-
wania materiatu roslinnego. Dla poroéwnania, roczny koszt
utrzymania jednego drzewa owocowego w kolekcji polo-
wej NCGR, Corvallis, USA oszacowano na 77 $, jednego
obiektu w kulturze in vitro na 23 $, za$ rocznego przecho-
wywania probki w LN na 1 $ (Hummer, Reed, 2000). Pod-
sumowujac pelne koszty pozywek i pracy, utrzymanie 200
linii genetycznych przez 20 lat w kulturze in vitro kosztu-
je ok. 102 tys. $, podczas gdy probek przechowywanych

9

w warunkach kriogenicznych 62 tys. $ (Pence, 2011). Istot-
nym atutem krioprzechowywania jest brak koniecznosci
okresowego odtwarzania kolekcji roslinnych, prowadzenia
zabiegdw pielegnacyjnych czy regularnego monitorowania
zywotnosci. Material utrzymywany w cieklym azocie nie
jest narazony na choroby, szkodniki, zmiany klimatyczne
oraz blad cztowieka; w mniejszym stopniu podlega row-
niez kleskom zywiotowym.

Wada, ktéra znaczaco ogranicza wdrazanie krioprezer-
wacji do rutynowego wykorzystywania, jest koniecznosé¢
posiadania dobrze wyposazonego laboratorium biotechno-
logicznego oraz fachowego personelu. Ponadto wysokie sg
koszty mikrorozmnazania i kriozabezpieczania materiatu
ros§linnego, ktore sa ponoszone jednorazowo przed jego
zdeponowaniem w LN. Sa one szacowane $rednio na ok.
25 do 200 $ (Pence, 2011). Koszty te roztozone (poten-
cjalnie) na setki, a nawet tysigce lat przechowywania sg
jednak minimalne w poréwnaniu z regularnymi, corocz-
nymi naktadami na utrzymanie i prowadzenie np. kolekcji
polowych (Li, Pritchard, 2009). Jak oszacowano, $redni

Tabela 2. Liczbowe zmiany w sekwencjach DNA w materiale ro$linnym poddanym krioprezerwacji
Table 2. Numerical data showing DNA structure changes in cryopreserved plant material.

Liczba fragmentow Liczba
Gatunek Technika polimorficznych probek Literatura
Species Technique No. of polymorphic No. of References
fragments samples

Dioscorea floribunda 1 80 Ahuja i in., 2002
Dioscorea bulbifera 1 80 Dixit i in., 2003
Dendranthema grandiflora 1 46 Martin, Gonzalez-Benito, 2005
Oryza sativa RAPD 1 12 Moukadiri i in., 1999
Picea glauca 0 230 DeVerno i in., 1999
Quercus robur 0 0

(6 genotypow) 0 0 240 Sanchez i in., 2008

(6 genotypes) 0 7
Hypericum perforatum VNTR 2 50 Urbanova i in., 2006
Rubus sp. (4 kultywary) SSR 0 27 Castillo i in., 2010

(4 cultivars)
Rubus sp. (4 kultywary) 0 27 Castillo i in., 2010
(4 cultivars) AFLP

Gentiana cruciata 2 288 Mikuta i in., 2011b
Carica papaya 0 0

(6 genotypow) 2 9 900 Kaity i in., 2008

(6 genotypes) RAF 5 14
Przed i po aklimatyzacji o
Before and after acclimation 0 34 Kaity 1in., 2009

Suma; Total: 45 2014

Uzyte skroty; Abbreviation:

RAPD — Randomly Amplified Polymorphic DNA; VNTR — Variable Number of Tandem-Repeats; SSR — Simple Sequence Repeats; AFLP — amplified
DNA methylation polymorphism; RAF — randomly amplified DNA fingerprinting.
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roczny koszt krioprezerwacji, kultur in vitro i aklimaty-
zacji jednego wierzchotka wzrostu Solanum tuberosum
wynosi 13-20 euro, co stanowi ok. 25% kosztow (50—
60 euro) utrzymywania jednego osobnika w kolekcji po-
lowej (Keller i in., 2008). Najbardziej kosztowne i praco-
chlonne jest jednak opracowywanie warunkéw mikroro-
zmnazania, kriozabezpieczania i regeneracji nowo wpro-
wadzanych do kultur in vitro gatunkéw. Koszty te mozna
zredukowa¢ wykorzystujac opracowang procedurg (czgsto
wymagajaca jedynie drobnych modyfikacji) dla wielu
roslin, co jest mozliwe w przypadku odmian uprawnych
jednego gatunku lub réznych gatunkéw w obrebie jednego
rodzaju. Z tego wzgledu w obecnie funkcjonujacych krio-
bankach roslin uzytkowych dostrzec mozna wyrazna spe-
cjalizacje gatunkowa lub rodzajowa. Innym ograniczeniem
bankow tkanek LN moze by¢ wielko$¢ proby reprezentu-
jacej dang populacje, ktéra z jednej strony nie powinna
by¢ zbyt duza (ze wzgledu na koszty kriozabezpieczania),
z drugiej za$ powinna by¢ reprezentatywna.

Krioprezerwacja — od pomyshu do praktycznego wyko-
rzystania

Rosliny jako organizmy niezdolne do ucieczki przed
niskimi temperaturami, a jednoczesnie zdolne do ich prze-
trwania, swoimi predyspozycjami jako pierwsze przy-
ciagnely uwage badaczy. Pod koniec XIX wieku zaczg-
to baczniej przygladaé si¢ ich wytrzymatosci na ujemne
temperatury, ich mrozowej tolerancji oraz reakcji komo-
rek roslinnych na mrozenie. Istotnym elementem 6wcze-
snych badan bylo odkrycie istnienia endogennych sub-
stancji ochronnych aktywowanych niskimi temperaturami.
W 1897 roku Hans Molisch w swojej monografii dowiodt,
ze skltad i1 koncentracja substancji zawartych w cytopla-
zmie komorek roslinnych wptywa na ich przezywalno$¢
po mrozeniu (za Stout, 1982). W 1907 r. Lidforss pracu-
jac nad wiecznie zielonymi roslinami zwrocil uwage, ze
weglowodany w okresie zimowym zmieniajg swoj sktad
chemiczny, a dzigki eksperymentom in vitro wykazal ich
krioochronne wtasciwosci (za Benson, 2004). Dalszy istot-
ny wktad w rozwdj kriobiologii wnidst rosyjski naukowiec
z Uniwersytetu w Petersburgu, ktory w 1912 r. jako pierw-
szy zaprezentowat ,.teori¢ krioochrony”. Maximov postu-
lowal, ze $mier¢ komoérek w czasie mrozenia nastgpuje w
wyniku nagromadzenia krysztatéw lodu w przestworach
migdzykomoérkowych, ktéore odwadniaja (zageszczajac
sok komoérkowy) i mechanicznie uszkadzajg komorki (za
Benson, 2004). Dla potwierdzenia swojej hipotezy badacz
ten testowat ochronne wlasciwosci egzogennego glicerolu
(ktorego p6zniejsze ponowne odkrycie zrewolucjonizowa-
o krioprezerwacje), glukozy, mannitolu, alkoholu etylo-
wego i metylowego na przezywalno$¢ tkanek czerwonej
kapusty glowiastej eksponowanych na temperatury w za-
kresie od -5,8° do -32°C.

Podwaliny, ktére daty kriobiologii/krioprezerwacji or-
ganizmy roslinne, staty si¢ zrédlem inspiracji do dalszych
badan, kontynuowanych z wykorzystaniem r6znorodnego
materiatu zywego (od bakterii i drozdzy, poprzez komorki
jajowe i plemnikowe, zarodniki i nasiona, az po tkanki wy-
branych przedstawicieli §wiata roslin i zwierzat). Jednym
z najwazniejszych osiagni¢¢ przetomu lat 30. i 40. byty
badania Basilea Luyeta, nazywanego dzi§ ojcem wspot-
czesnej kriobiologii. Odkryt on i zdefiniowat proces wi-
tryfikacji zachodzacy podczas schtadzania, polegajacy na
przechodzeniu ze stanu cieklego w stan zeszklenia z po-
mini¢ciem krystalizacji (Luyet, Gehenio, 1940). Efektem
badan tego okresu bylo zregenerowanie po raz pierwszy
mrozonych w cieklym azocie gametofitow mchu (Luyet,
Gehenio, 1938) oraz otrzymanie zywotnych plemnikéw
zaby (Luyet, Hodapp, 1938).

Od momentu zamrozenia w LN pierwszych tkanek
ros§linnych do wykorzystywania tego narzedzia dla ruty-
nowego zabezpieczania materialu roslinnego mingto nie-
malze 60 lat. Ten czas byt potrzebny na wypracowanie
metod pozwalajacych na omijanie niekorzystnego wply-
wu obecno$ci $ciany komorkowej i wakuol, oraz na po-
konanie niemoznosci indukowania mrozowej tolerancji
u gatunkéw klimatu tropikalnego. W czasie mozolnego
zglebiania teoretycznych podstaw kriozabezpieczania ma-
teriatu roslinnego (Sakai, 2004; Benson, 2008) krioprezer-
wacja tkanek zwierzecych stala si¢ aktywnym obszarem
badawczym. Bylo to mozliwe dzigki ponownemu odkry-
ciu (tym razem dla tkanek zwierzecych) krioochronnych
wiasciwosci glicerolu (Polge i in., 1949), odkryciu DMSO
(Lovelock, Bishop, 1959) oraz roztworu witryfikacyjnego
(Nash, 1966), co w konsekwencji doprowadzito w latach
50. XX wieku do burzliwego rozkwitu badan, szybkiego
postepu oraz praktycznego wykorzystania ciektego azotu
dla tkanek zwierzecych i ludzkich. W tym zakresie naj-
wezesniej, bo juz w 50-60. latach XX wieku, wypraco-
wano metody zabezpieczania komoérek krwi (Fuller, 2004).
Kolejnym waznym etapem byto opanowanie techniki efek-
tywnego mrozenia plemnikéw i oocytow. Od wielu lat na
catym $wiecie z powodzeniem funkcjonujg kriobanki krwi
pepowinowej, skory i naskorka, tkanek oka, zastawek ser-
ca i naczyn krwionosnych, komoérek wysp trzustkowych,
chrzastki i kosci do autologicznego przeszczepiania. Jak
dotad nieosiagalne pozostaje przechowywanie w LN ca-
tych organdw, tj. nerek, watroby czy serca. Jednocze-
$nie zaczgto wykorzystywac ciekly azot jako narzedzie
wspierajace konserwacj¢ zagrozonych gatunkow zwierzat
(Wildt, 1992), co jest z powodzeniem rozwijane w wielu
kriobankach na $wiecie oraz wspoélnych migdzynarodo-
wych przedsigwzieciach (Frozen Ark Project, 2012).

Na spektakularne osiagnigcia w zakresie krioprezerwa-
cji materiatu roslinnego trzeba bylto czeka¢ do 1973 roku,
kiedy to do cieklego azotu z powodzeniem wprowadzono
komorki zawiesiny marchwi (Nag, Street, 1973). Wyniki
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tych badan opublikowano na tamach czasopisma Nature,
co swiadczy o duzej ich wartosci. Kolejnych 8 lat byto
potrzebne, by zamrozi¢ w LN silnie uwodnione, zrézni-
cowane tkankowo i organowo struktury, jakimi sa zarod-
ki somatyczne (Withers, 1979). Ciekly azot najwczesniej
znalazt praktyczne zastosowanie dla zabezpieczania wy-
prowadzonych in vitro embriogenicznych tkanek kaluso-
wych klonow elitarnych genotypow roslin iglastych (Cyr,
1999). Dla tego typu materiatu roslinnego i tej grupy roslin
nadal pozostaje wysoce efektywna, opisana najwczesnie;j,
technika powolnego schtadzania (Withers, King, 1980).
Krokiem milowym w rozwoju roslinnej krioprezerwacji
byto opisanie w latach 90. XX wieku tzw. nowych technik
kriozabezpieczania: witryfikacji (Sakai i in., 1990), kap-
sutkowania-dehydratacji (Fabre, Dereuddre, 1990) i kropli
(Schéfer-Menuhr i in., 1997). Umozliwiaja one wprowa-
dzanie do LN wszystkich gatunkéw, bez wzgledu na ich
klimatyczne pochodzenie oraz stopien histologicznego
i organowego zroznicowania eksplantatow.

Do roslinnych bankéw genoéw ciekly azot zaczgto
wdraza¢ dopiero na przetomie XX i XXI wieku. Pierwsze
doniesienia o wykorzystaniu protokotow krioprezerwa-
cji dla tworzenia kolekeji roslinnych zostaty przytoczone
w raporcie FAO opublikowanym w 1995 r. (Ashmore,
1997). Byty to 4 osrodki zlokalizowane na Kubie, w Chi-
nach, Indiach i Pakistanie, w ktérych ciekly azot uzyto dla
konserwacji materiatu roslinnego otrzymanego in vitro,
w sumie 20 gatunkow roslin. Od 1997 r. krioprezerwacje
zaczeto wdraza¢ w jednym z najstarszych europejskich
bankow genow, IPK (Institute of Plant Genetics and Crop
Plant Research) w Gatersleben w Niemczech (zatozony
w 1943 r.) (Keller i in., 2011).

Banki tkanek in vitro i cieklego azotu na swiecie

Pierwsze banki gendw ustanowiono ponad pot wieku
temu. Funkcjonowaty one gtdéwnie w oparciu o kolekcje
polowe oraz gromadzenie nasion. Obecnie na $wiecie za-
rejestrowanych jest ponad 1750 bankow (FAO, 2010), jed-
nakze trudno jest okresli¢, ile z nich wdrozyto juz ciekly
azot. Wiadomo natomiast, ze sposrod okoto 500 bankow
zarejestrowanych w Europie zaledwie 20 wykorzystuje
ciekly azot do gromadzenia zasobéw réznorodnosci roslin-
nej. Tak niewielka liczba moze wskazywacé na to, ze nowo-
czesne metody ochrony zasobow genowych ro$lin sg cia-
gle nowa praktyka, wymagajaca specjalistycznej wiedzy,
sprzgtu i personelu oraz stosunkowo wysokich naktadéw
finansowych na opracowywanie procedur kriozabezpie-
czania.

Wigkszos$¢ bankow genow, ktore siggnely po nowo-
czesne metody zabezpieczania tkanek roslinnych, oprocz
nasion, utrzymuje rowniez olbrzymie kolekcje polowe ro-
$lin uzytkowych. Mozna wigc pokusic si¢ o stwierdzenie,
ze to wysokie koszty i duze ryzyko utrzymywania mate-
riatu roslinnego w kolekcjach polowych sklonily te banki

do wdrazania nowych narze¢dzi ochrony ex situ. Przykta-
dem banku genoéw o tak szerokiej dziatalnosci jest IPK
w Gatersleben (Niemcy), w ktorym zgromadzono w po-
staci nasion, tkanek i roélin ponad 151 tys. obiektow na-
lezacych do 3312 gatunkéw i 776 rodzajow. W banku tym
znajduja si¢ depozyty roslin warzywnych, leczniczych,
zbozowych, straczkowych, pastewnych i starych odmian
ziemniaka. W bankach polowych IPK utrzymywanych jest
9,2% obiektow, zas§ w LN zgromadzono do tej pory 1180
odmian ziemniaka, 79 obiektow czosnku i 48 miety, co sta-
nowi niecaty 1% catej kolekcji utrzymywanej w tym banku
(IPK, Gatersleben 2012).

Innym bankiem gromadzacym zaréwno zasoby ge-
nowe roslin uprawnych, jak i zwierzat hodowlanych jest
NCGRP (National Center for Genetic Resources Preserva-
tion) w Fort Collins, Colorado. W banku tym zgromadzo-
no ponad 410 tys. obiektow roslinnych reprezentowanych
przez 1410 rodzajow i 8355 gatunkow (98,8% to nasiona
przechowywane w -18°C) (Fort Collins, 2012). W ciektym
azocie przechowuje si¢ paki zimowe Malus (2563 obiek-
ty), Pyrus (100 obiektéw), Prunus (75 obiektéw) i Salix
(27 obiektow) (tab. 1) oraz wierzcholki wzrostu Pyrus,
Rubus, Ipomoea, Allium sativum, Solanum, Fragaria, Hu-
mulus, Mentha, Lolium. W sumie w cieklym azocie zgro-
madzono dotychczas w tym banku 3351 obiektow (Keller
iin., 2008; Fort Collins, 2012).

Czgsto banki specjalizuja si¢ w zabezpieczaniu gatun-
kéw nalezacych do tylko jednego Iub zaledwie kilku wy-
branych rodzajow. Przyktadem takiego funkcjonowania
moze by¢ bank tkanek w KU Leuven (Katholieke Uni-
versiteit Leuven) w Belgii. Gromadzone sg tam odmiany
Musa balbisiana 1 M. acuminata oraz Ensete spp. utrzy-
mywane od potowy lat osiemdziesiatych w kolekcjach
polowych w Hondurasie, Nigerii, Burundi, Gwadelupie
i Kostaryce. Do konca 2004 r. w LN zdeponowano w tym
banku 306 obiektéw banana, a 1177 obiektow utrzymywa-
no w warunkach spowolnionego wzrostu in vitro (van den
Houwe i in., 2004). Obecnie liczba obiektow zgromadzo-
nych w LN sigga 760, a w in vitro 1185, co przekracza
polowe przechowywanych na $wiecie zasobow tej rosliny
(KU Leuven, 2012). Ze wzglgdu na koszty konserwacji
i dystrybucji zasobow Musa zalecanym kierunkiem roz-
woju jest zastepowanie kolekcji in vitro dhugoterminowym
przechowywaniem obiektow w LN (Garming i in., 2010).

Innym przykladem jest CIP (International Potato Cen-
ter) w Limie, Peru, ktory jest jednym z 15 centrow wspie-
ranych przez CGIAR (Consultative Group on International
Agricultural Research). Bank ten utrzymuje obecnie 7180
odmian ziemniaka, 8026 obicktow stodkiego ziemnia-
ka i 1556 odmian korzeniowych i bulwiastych gatunkow
dzikich i udomowionych roslin andyjskiego pochodzenia
(CIP, 2012). Wsréd zgromadzonych obiektow ziemniaka
446 jest utrzymywanych w LN, za§ 7 tys. w warunkach
kultur in vitro (Gonzalez-Arnao i in., 2008). Bank RDA
(Rural Development Administration) przy NAC (National
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Agrobiodiversity Center) w Suwon, w Republice Korei
zgromadzil w postaci nasion oraz zywych kolekcji 173217
obiektow roslin uprawnych (m.in. pieprz, pomidor, ka-
pustne) (RDA, 2012). W jego kriobanku (utworzonym
w 2008 r.) gromadzone s zasoby genowe czosnku, herbaty
i ziemniaka. W CRI (Crop Research Institute) w Czechach
utrzymywane sg zasoby ziemniaka i chmielu (w LN zdepo-
nowano dotychczas 55 obiektow ziemniaka i 50 obiektow
chmielu) (Faltus, Vagner, 2011). W CIAT (International
Center for Tropical Agriculture), w Kolumbii, obok ko-
lekeji Phaseolus spp. oraz ros$lin paszowych znajduje si¢
najwicksza na $wiecie kolekcja manioku utrzymywana
w kulturze in vitro (CIAT, 2012). W sumie zgromadzo-
no tam 6592 obiekty z 28 krajow, reprezentowane przez
5709 klonéw Manihot esculenta 1 883 genotypy gatun-
kéw dzikich. Materialy pochodza przede wszystkim z Ko-
lumbii (38,5%), Brazylii (24,7%) i Ameryki Poludniowej
(21,7%). Jak dotad sposrod zgromadzonych obiektow az
33556 probek zostalo rozdystrybuowanych do instytucji
i uzytkownikow z 69 réznych krajow.

Obecnie istnieje mozliwo$¢ wykorzystania nowocze-
snych technik ochrony ex situ dla ponad 200 gatunkéw
roslin, dla ktoérych opracowano zaréwno efektywne syste-
my regeneracji in vitro, jak i krioprezerwacji (Reed, 2008).
Wigkszo$¢ aktywnosci kriogenicznej poswigcona jest jed-
nak komercyjnie waznym roslinom uprawnym, podczas
gdy badania nad krioprezerwacja zasobow genowych ro-
$lin chronionych i zagrozonych sa ciagle jeszcze podejmo-
wane sporadycznie. W dostepnej literaturze poswigcone;j
tej grupie roslin, opublikowanej w latach 1986-2010 (40
artykutéw), najczesciej wykorzystywano zarodki zygo-
tyczne izolowane z nasion typu non-orthodox lub ich osie
(Berjak i in., 2011). Analiza tych prac pokazuje, ze syste-
my regeneracyjne in vitro czg¢sto zawodza i zaledwie dla
52 gatunkow udalo si¢ opracowaé kompletna regeneracje,
zakonczong wyksztalceniem pedu i korzenia. Sposrod tych
52 gatunkoéw, po poddaniu ich krioprezerwacji, zaledwie
31 byto zdolnych do przejscia pelnej regeneracji w kul-
turze postmrozeniowej. O tym, ze opracowywanie warun-
kéw krioprezerwacji dla zagrozonych gatunkow roslin jest
duzym wyzwaniem, mogg $wiadczy¢ takze wyniki wie-
loletnich badan nad rodzimymi gatunkami flory Australii
(Kaczmarczyk i in., 2011). Efektywna krioprezerwacje
z wykorzystaniem wierzchotkdw wzrostu, gwarantuja-
ca ponad 50% przezywalnos$¢, udalo si¢ opracowac dla
13 sposrod 35 badanych gatunkéw (tj. reprezentantow 4
rodzin sposrod 12 wybranych). W oparciu o te badania,
w Kings Park and Botanic Garden in Perth, Western Au-
stralia, w cieklym azocie zabezpieczono 9 wyprowadzo-
nych in vitro klonow Grevillea scapigera (ekstremalnie
zagrozony gatunek australijski) oraz 6 zagrozonych wygi-
nigciem gatunkéw z rodziny Haemodoraceae (Turner i in.,
2001). Inne instytucje rozwijajace aktywne kriogeniczne
programy badawcze dla roslin zagrozonych to m.in.: Na-
tional Seed Storage Laboratory in Fort Collins, Colora-

do (Touchell, Walters, 2000), Cincinnati Zoological and
Botanic Gardens, Cincinnati, Ohio (Pence, 2000), Royal
Botanic Gardens, Kew (Barnicoat i in., 2011), National
Gene Bank w Tropical Botanic Garden and Research In-
stitute, Palode w Indiach (Krishnan i in., 2011), Universi-
ty of KwaZulu-Natal w Durbanie (Berjak i in., 2011) czy
PAN Ogrod Botaniczny — CZRB w Powsinie (Mikuta i in.,
2011a). Niektore z badan np. prowadzone nad mikrorozm-
nazaniem i krioprezerwacja paproci drzewiastych (Mikuta
iin., 2011a; Rybczynski, Mikuta, 2011) nie tylko wspiera-
ja ochrong ich zasobdéw genowych sensu stricto, ale takze
moga posrednio by¢ wykorzystane w programach odbudo-
wy tropikalnych lasow deszczowych (Riviere i in., 2008).

W rozwazaniach nad wykorzystaniem nowoczesnych
metod ochrony ex situ gatunkéw zagrozonych warto zwro-
ci¢ uwage na dzialalnos¢ bankow hiszpanskich, ktore
zabezpieczaja bogata flore Hiszpanii i Makaronezji. Ich
dziatalno$¢ rozpoczeta si¢ w latach 80. XX wieku opra-
cowywaniem protokotow mikrorozmnazania rodzimych
endemitow i gatunkéw zagrozonych w celu zredukowania
utraty ich populacji w naturze (Gonzalez-Benito, Martin,
2011). Efektem tych badan jest opisanie efektywnych pro-
tokotdw rozmnazania in vitro dla 60 zagrozonych wygi-
nieciem gatunkow (z 19 rodzin) i wskazanie 17 gatunkow,
dla ktorych opracowane protokoty moga by¢ wiaczone
w strategi¢ konserwacji ex sifu (Gonzalez-Benito, Martin,
2011). Bankiem genow, ktory zainicjowal w Hiszpanii
kriogeniczne gromadzenie wegetatywnie namnozonych
eksplantatow roslin zagrozonych jest Plant Germplasm
Bank Universidat Politécnica w Madrycie (UPM).

Kriobanki w Polsce

W Polsce ochrong ex situ wykorzystujaca nowe tech-
nologie zajmujg si¢ trzy banki. Najstarszy, dziatajacy od
1991 r., Narodowy Bank Genow zlokalizowany jest w Pol-
skiej Akademii Nauk Ogrodzie Botanicznym — Centrum
Zachowania Roéznorodnosci Biologicznej w Powsinie.
W banku tym gromadzone sg zasoby roslin chronionych
i zagrozonych flory Polski, ziarniaki zyta oraz paki zi-
mowe ro$lin sadowniczych. W warunkach cieklego azo-
tu zgromadzono dotychczas nasiona 83 gatunkow roslin
chronionych i zagrozonych z 315 populacji oraz paki spo-
czynkowe 105 starych odmian jabtoni, 10 odmian gruszy
15 odmian czere$ni (tab. 1). W banku tym, w ramach V Osi
Programu Operacyjnego UE ,Infrastruktura i Srodowi-
sko”, w latach 2010-2013 realizowano projekt konserwa-
torski pt. ,,Ochrona ex situ dziko rosnacych, zagrozonych
i chronionych roslin w Polsce wschodniej — FlorNaturOB”.
Jego celem bylo zabezpieczenie réznorodnosci genetycz-
nej 61 wymierajacych i rzadkich przedstawicieli flory pol-
skiej wystepujacych na terenie 12 wojewodztw, gldwnie
Polski wschodniej i sSrodkowej. Duplikaty zgromadzonych
kolekceji nasion sg przechowywane rownolegle w Millen-
nium Seed Bank, Royal Botanic Gardens, Kew w Anglii.
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Od 1996 roku gromadzenie zasobow genowych drzew
i krzewow lesnych oraz monitoring jakosci materialu roz-
mnozeniowego w postaci nasion rozpoczat Lesny Bank
Genéw (LBG) w Kostrzycy. W banku tym, obok trady-
cyjnego przechowywania nasion (w temp. -20°C), wyko-
rzystuje si¢ takze ultraniska temperature ciektego azotu.
W kriogenicznych warunkach zdeponowano dotychczas
plumule dgbu szyputkowego i bezszyputkowego (14455
obiektow), osie zarodkowe buka zwyczajnego (2200
obiektow) oraz nasiona czeresni ptasiej, lipy drobnolistnej
i 23 wybranych gatunkéw roslin zielnych (Brzuchnalski,
Koziot, 2012). Protokoty krioprezerwacji plumuli, osi za-
rodkowych oraz nasion typu ,,non-orthodox” sa opraco-
wywane we wspolpracy z Instytutem Dendrologii PAN
w Koérniku (Chmielarz, 2005, 2010; Chmielarz, Walters,
2007; Chmielarz i in., 2011). W latach 2009-2012 LBG
realizowat projekt ,,Ochrona ex situ zagrozonych i chro-
nionych roslin, dziko rosnacych w zachodniej czesci Pol-
ski — FlorNaturLBG”, ktory objat ochrona 58 gatunkéw
roslin ze 129 stanowisk zachodniej Polski, z obszarow
Natura 2000. Duplikaty swoich zbioréw LBG gromadzi
w bankach na wyspie Svalbard (ponad 747 tys. osobnikow),
w Fort Collins, USA (ok. 506 tys. osobnikow), w Mille-
nium Seed Bank (ok. 31 tys. probek nasion) i w banku
Grand Canaria, Hiszpania (ok. 2 tys. osobnikow).

Trzecim bankiem w Polsce jest powolany 1 kwietnia
2011 r., w Pracowni Zasobéw Genowych Roslin Warzyw-
nych Instytutu Ogrodnictwa w Skierniewicach, Migdzyna-
rodowy Kriobank Gendéw. Zostat on utworzony na potrze-
by zabezpieczania zasobo6w genowych czosnkow, groma-
dzonych w kolekcji polowej Instytutu od 1986 r. Kolekcja
polowa liczy obecnie 435 obiektow czosnkow tworzacych
i nie tworzacych pedow kwiatostanowych (Olas-Sochacka,
2012). W ramach polsko-niemiecko-czeskiego programu
EURALLIVEG, realizowanego w latach 2007-2011, do
ciektego azotu wprowadzono 66 obiektéw czosnku pospo-
litego. Duplikaty 31 obiektéw czosnkoéw polskich umiesz-
czono w ciektym azocie w IPK (Gatersleben, Niemcy) 1 27
obiektow w CRI (Praga, Czechy). W kriobanku w Skier-
niewicach zdeponowano za$ duplikaty w sumie 85 obiek-
tow czosnkéw pochodzacych z kolekceji w IPK i CRI.

Ciekty azot wykorzystuje si¢ w Polsce takze do groma-
dzenia diploidalnych i tetraploidalnych genotypéw ziem-
niaka. Prowadzone od 40 lat prace w Oddziale Mtochow
IHAR-PIB doprowadzity do otrzymania wielu klonow
o réznej, ulepszonej wartosci uzytkowej (m.in. konsump-
cyjnej, przydatnosci do przetworstwa na chipsy, podwyz-
szonej zawarto$ci skrobi, odpornosci na Phytophthora in-
festans czy wirusy) (Wasilewicz-Flis i in., 2012). Klony
kolekcyjne sa obecnie utrzymywane w formie rozmnozen
polowych (287 genotypdéw) i szklarniowych (22 genoty-
py), kultur in vitro (155 genotypdéw) oraz merystemow
wierzchotkowych (59 genotypow) i pytku (115 genoty-
poéw) zamrozonych w LN (Smyda, 2011; Wasilewicz-Flis
i in., 2012; Zimnoch-Guzowska, 2012 informacja ustna).

Zgromadzony materiat jest dystrybuowany do r6znych in-
stytucji krajowych i zagranicznych. Ponadto z obszernej
kolekceji 1087 izolatéw Phytophthora infestans, w ciektym
azocie zgromadzono ich 639 (Zimnoch-Guzowska, 2012
informacja ustna).

PODSUMOWANIE

Wspotczesne zobowigzania wigkszosci panstw calego
$wiata wobec dziatania na rzecz ochrony zasobow geno-
wych nie moga by¢ w pelni realizowane bez si¢ggania po
narzgdzia, jakimi sa kultury in vitro i krioprezerwacja.
Liczba roslin waznych gospodarczo, ktore do dtugotermi-
nowego gromadzenia ich zasobow genowych bezwzgled-
nie wymagaja nowoczesnych metod, jest znaczaca. Wdra-
zanie nowych metod ochrony ex situ jest wiec nieuchron-
ne. Jednakze $ledzac ich dotychczasowe wykorzystanie
na przestrzeni ostatnich lat, mozna przewidywac wigksze
zaangazowanie w przysztosci bankow tkanek ciekltego
azotu w poréwnaniu z gromadzeniem materialu ro§linnego
w warunkach spowolnionego wzrostu kultury in vitro.

Wieloletnie badania nad mikrorozmnazaniem materia-
hu roslinnego oraz jego krioprezerwacja doprowadzity do
wypracowania bardzo ogélnych standardow postepowania
przy tworzeniu bankéw tkanek in vitro i1 LN. W praktyce,
kazdy gatunek/odmiana wymaga indywidualnego podej-
$cia na kazdym etapie stosowanych procedur. To sprawia,
ze ogo6lne koszty wdrazania krioprezerwacji poczatkowo
wielokrotnie przewyzszaja koszty metod tradycyjnych.
Warto jednak pamigtac, ze ostatecznie koszty te malejg
wraz z wydhuizaniem czasu przechowywania w ciektym
azocie. Znacznie dtuzszy jest rowniez czas potrzebny na
wprowadzanie poszczegdlnych roslin do bankéw tka-
nek. Majac swiadomos$¢, ze uzupetnianie bankow tkanek
o nowe obiekty jest zmudnym i roztozonym w czasie pro-
cesem, warto ustali¢ gatunki priorytetowe, ktoérych zasoby
genowe nalezy zabezpieczy¢ w pierwszej kolejnosci.

Praca jest dedykowana pamieci Profesora Akira Sakai
(1920-2012), w holdzie Jego zastug dla kriobiologii i krio-
prezerwacyi.
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A. Mikuta, D. Makowski, K. Tomiczak, J.J. Rybczynski

IN VITRO CULTURE AND CRYOPRESERVATION
FOR BIODIVERSITY CONSERVATION — GENEBANK
STANDARDS

Summary

This paper presents new ex situ conservation methods of plant
genetic resources. The first of them consists in maintenance of
plant material under slow growth conditions of in vitro culture,
and the second one consists in preservation of plant tissue (i.e.
zygotic and somatic embryos or its axes, buds, shoot apices and
meristems) in liquid nitrogen temperature (-196°C). Both meth-
ods improve the traditional conservation tools of plant biodiver-
sity that cannot be stored in the form of seeds.

The paper highlights research advances which have been
achieved during past century and exploitation of attained knowl-
edge to preservation of plant biodiversity (especially for crop
plants). The acceleration of exploitation happened simultane-
ously with the beginning of the new millennium. A review of
available references and of gathered plant resources in world
genebanks shows that in vitro and liquid nitrogen tissue banks
are still a relatively new practice. Its course requires a special-
ist knowledge, equipment and staff, and comparatively high ex-
penditure and long time for preparation of micropropagation and
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cryopreservation procedures. The genebank standards for
in vitro culture and cryopreservation that have been de-
veloped to date facilitate an implementation of the new
methods in different countries over the world. It seems
that high safety, longevity and low cost of plant material

maintenance in liquid nitrogen for many years in combination with mod-
ern requirements of genetic resources protection will lead to escalation of
cryopreservation supported by in vitro culture.

key words: liquid nitrogen, cryobanks, cryopreservation, ex situ preservation



