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WSTEP

Krioprezerwacja jest bezpieczna metoda dtugoterminowego zabez-
pieczenia roslinnych zasobow genowych w bardzo niskich temperatu-
rach, w tym w temperaturze cieklego azotu (-196°C) (Kaviani 2011).
Technika krioprezerwacji sktada si¢ z wielu etapow: prekultura materia-
hu, jego wstgpne traktowanie, zamrazanie, przechowywanie w ciektym
azocie 1 rozmrazanie (Mikuta 2008). Podczas krioprezerwacji wszystkie
procesy biochemiczne sa znaczaco spowolnione. Istotnym czynnikiem
decydujacym o sukcesie krioprezerwacji jest zminimalizowanie nega-
tywnego wptywu desykacji i mrozenia, a zapewnienie wysokiego stopnia
regeneracji materiatu roslinnego. W cieklym azocie moze by¢ przecho-
wywany roznorodny materiat roslinny, przez bardzo dtugi okres czasu.
Dzigki tej metodzie unika si¢ problemow zwiazanych z utrata stabilnosci
genetycznej, infekcja czy bledem ludzkim (Kaviani 2011).

Formowanie krysztatkow lodu podczas krioprezerwacji ma de-
strukcyjny wplyw na integralnos$¢ struktur komorkowych 1 przyczynia sig
do fizycznego zniszczenia komorek. Aby uniknaé formowania krysztal-
koéw lodu w trakcie mrozenia 1 rozmrazania, material roslinny poddawa-
ny jest dehydratacji osmotycznej za pomoca mieszaniny substancji krio-
ochronnych (wnikajacych lub nie wnikajacych do wngtrza komorki),
dehydratacji powietrznej badZz hartowania, a taczenie i wybor tych zabie-
gow 1 procesow stanowi strategi¢ kriogeniczna (Kaviani 2011).

Roéznorodne techniki krioprezerwacji stosowane sa dla okoto 100
gatunkoéw roslin (Harding 2004). Klasyczne metody krioprezerwacji wy-
korzystywane byly do mrozenia niezréznicowanego materialu roslinnego
oraz wierzchotkéw wzrostu gatunkow roslin tolerujacych niskie tempera-
tury. Nowe techniki krioprezerwacji, opierajace si¢ na witryfikacji, sku-
teczne sa dla wszystkich rodzajow eksplantatow, poczawszy od zawiesi-
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ny komorkowej, kalusa, poprzez wierzchotki wzrostu, po zarodki soma-
tyczne oraz zygotyczne, zaréwno dla gatunkoéw roslin klimatu umiarko-
wanego jak i tropikalnego (Engelmann 2004).

Metoda witryfikacji zostata opracowana dla zawiesiny komorkowej
Asparagus officinalis przez zespot Uragami w 1989 roku (Kami 2012).
Przez wiele lat byta udoskonalana, aby sta¢ si¢ jedna z najefektywniej-
szych metod krioprezerwacji. Witryfikacja jest procesem polegajacym na
dziataniu wysokoskoncentrowanymi krioochronnymi roztworami, maja-
cymi za zadanie wlasciwe odwodnienie i przechtodzenie tkanki roslinnej,
aby finalnie po zanurzeniu w cieklym azocie przybrala ona zeszklona
posta¢, unikajac formowania krysztatkow lodu. W komorkach, ktore
przybieraja postac ,,szkla” wszystkie reakcje chemiczne zostaja zahamo-
wane, co prowadzi do ich metabolicznej dezaktywacji (Sakai i in. 2007).
Utrzymywanie kolekcji czosnku pospolitego w warunkach polowych
przez wiele lat stwarza wiele zagrozen, dlatego tez zastosowanie kriopre-
zerwacji moze by¢ dodatkowym zabezpieczeniem tych cennych materia-
tow. W tym celu w dniu 1 kwietnia 2010 roku zostat uruchomiony Mig-
dzynarodowy Trojstronny Kriobank Genow (Czechy-Niemcy-Polska)
w Pracowni Zasobéw Genowych Roslin Warzywnych Instytutu Ogrod-
nictwa. Glownym zatozeniem dzialalnosci Kriobanku Genow jest prze-
chowywanie materiatu roslinnego tego samego obiektu czosnku w co
najmniej dwoch lokalizacjach. Obecnie w Kriobanku Gendéw Instytutu
Ogrodnictwa jest przechowywanych 147 obiektow czosnku pospolitego:
51 obiektow z Crop Research Institute (CRI), Praha - Ruzyné, Czechy;
34 obiekty z Leibniz Institute of Plant Genetics and Crop Plant Research
(IPK), Gatersleben, Niemcy oraz 62 obiekty pochodzace z kolekcji
czosnku Instytutu Ogrodnictwa w Skierniewicach. Dla wiasciwego za-
bezpieczenia materiatu roslinnego Instytut Ogrodnictwa wystal do dtugo-
terminowego przechowywania 58 bezpiecznych duplikatoéw czosnku: 31
obiektow do IPK Gatersleben oraz 27 obiektow do CRI Praga.

Celem niniejszych badan byta ocena przydatnosci metody witryfi-
kacji do dlugoterminowego przechowywania w cieklym azocie zasobow
genetycznych czosnku pospolitego nie tworzacego pedow kwiatostano-
wych.

MATERIAL I METODY
Przedmiotem badan byto 10 odmian miejscowych czosnku pospoli-
tego (Allium sativum L.), nie tworzacego pedow kwiatostanowych, wy-
branych z kolekcji banku genow utrzymywanej w Instytucie Ogrodnic-
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twa w Skierniewicach. Badane obiekty byty zebrane podczas ekspedycji
na terenie Albanii, Wtoch i Polski. Wykaz i pochodzenie omawianych
obiektow czosnku zamieszczono w tabeli 1.

Tabela 1. Wykaz obiektow czosnku pospolitego, nie tworzacego peddéw kwiato-
stanowych, poddanych krioprezerwacji
Table 1. List of cryopreserved non-bolting garlic accessions

Rok wia- .
Nr czenia do Kray
obiektu Nr kolekcyjny " Miejsce zebrania pochodzenia

- . kolekcji o L

Accession | Collection number L Collection site Origin
Acquisition
number country
year
14K 33/80 1986 Pacanow, k/Stopnicy Polska
50K 185/83 1983 Rekowo, k/Redy Polska
445K POLMRO-40 2002 Uzranki, k/Mragowa Polska
72K 155/82 1982 Czarnopole k/Leczycy Polska
VC90-04 | ITA365CV100004 1995 Altamura Wrtochy
VC90-61 | ITA365CV1000061 2001 Corigliano Wrhochy
1014K | POLTAR00-20 | 2000 | opolak/Kazimierzy Polska
Wielkiej

VC90-22 |ITA365CV1000022 1997 Tirana Albania
33K 29/80 1980 Stopnica k/Buska Zdroju Polska
VC90-24 |ITA365CV1000024 1997 Marsicovetere Wrtochy

Materialem badawczym byty rosliny in vitro dziesigciu odmian
miejscowych czosnku pospolitego nie tworzacego pedow kwiatostano-
wych. Do wyprowadzenia kultur in vitro wykorzystano merystemy wy-
izolowane z zabkow czosnku o dtugosci 5 mm i szeroko$ci 4 mm. Zabki
czosnku sterylizowano w 70% alkoholu przez 20 sekund, a nastgpnie
w 3% roztworze podchlorynu sodu przez 25 minut, po czym materiat
przeptukiwano 3 - 4-krotnie woda destylowana. Do zabezpieczenia bada-
nych obiektow czosnku w cieklym azocie zastosowano metode witryfi-
kacji.

Obiekty czosnku w postaci roslin in vitro przygotowywano na
stres ultraniskiej temperatury poprzez umieszczenie ich w fitotronie,
w alternatywnych warunkach, tj. w temperaturze 25°C przez 16 godz.
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w $wietle oraz w temperaturze -1°C przez 8 godz. w ciemnosci, przez
4 tygodnie. Nastgpnie izolowano merystemy z ro$lin in vitro o dtugosci
2-3 mm 1 szerokos$ci 1-2 mm i poddawano prekulturze na pozywce MS
(Murashige, Skoog 1962) wzbogaconej 0,1 mg/L kwasu naftylo-1-
octowego (NAA), 0,5 mg/L 2-izopentyloadening (2i-P) oraz 10% sacha-
roza przez 24 godziny w $wietle w temperaturze 20°C. Eksplantaty
umieszczano w kriofiolkach i traktowano roztworem wstepnym (0,4 M
sacharoza, 2 M glicerol) przez 20 minut, nast¢pnie roztworem witryfika-
cyjnym PVS3 (50% sacharoza, 50% glicerol) przez 120 minut, po czym
bezposrednio zanurzano w ciektym azocie. Do dtugoterminowego prze-
chowywania przeznaczono 100 eksplantatow, jesli regeneracja byla row-
na lub wyzsza niz 30%. Jezeli regeneracja wynosita 10-30% do dtugo-
terminowego przechowywania przeznaczano 200 eksplantatow, nato-
miast jesli regeneracja wynosita ponizej 10%, taki obiekt nie byl typowa-
ny do przechowywania w ciektym azocie. Kontrolg stanowito 50 eks-
plantatéw, ktore pozostawiano na jedna godzing w cieklym azocie. Eks-
plantaty kontrolne rozmrazano w lazni wodnej w temperaturze 40°C
przez 2 minuty, po czym przeplukiwano 1,2M roztworem sacharozy
przez 10 minut. Nastgpnie eksplantaty pozostawiono do oceny przezy-
walnos$ci 1 regeneracji na pozywce MS (Murashige, Skoog 1962) wzbo-
gaconej 0,1 mg/L NAA, 0,5 mg/L 2i-P oraz 3% sacharoza.

Efektywnos$¢ krioprezerwacji oceniano odpowiednio po dwoch
1 dziesigciu tygodniach. Przezywalno$¢ okreslano po dwodch tygodniach
jako liczbg zieleniejacych, formujacych czes¢ pgdowa 1 korzeniowa eks-
plantatow. Regeneracj¢ zdefiniowano jako liczbg prawidtowo wyksztat-
conych roslin, nie wykazujacych cech szklistosci (Keller 2005).

WYNIKI I DYSKUSJA

Prezentowane w niniejszej pracy wyniki krioprezerwacji wykazaty
bardzo duze zroznicowanie przezywalnosci eksplantatow czosnku po
stresie w ultraniskiej temperaturze. Po dwoch tygodniach od rozmrozenia
przezywalnos¢ eksplantatow wahata si¢ od 10,4% do 84%, w zalezno$ci
od obiektu. Natomiast regeneracja eksplantatéw czosnku byta zdecydo-
wanie nizsza i wynosita od 2,0% do 40,0% w zaleznosci od genotypu
(tab. 2). Podobne wyniki uzyskat Keller (2005) w badaniach dotyczacych
krioprezerwacji czosnku, nie tworzacego pedow kwiatostanowych,
w ktorych regeneracja byta roéwniez zr6znicowana 1 wahata si¢ od 0% do
60%.
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Dla poréwnania, przezywalno$¢ obiektow czosnku pospolitego,
tworzacych pedy kwiatostanowe (materiat badawczy stanowity cebulki
powietrzne), byta znacznie wyzsza niz obiektow nie tworzacych pgdow
kwiatostanowych. Tylko jeden sposrod dziesigciu przetestowanych
obiektéw wykazywatl przezywalno$¢ rdowna 66%, natomiast w przypadku
dziewigciu pozostatych wynosita ona 100%. Z kolei regeneracja obiek-
tow tworzacych pedy kwiatostanowe wynosita od 30% do 92% (Olas-
Sochacka, Kotlinska 2010).

Tabela 2. Przezywalnos¢ i regeneracja obiektow czosnku pospolitego nie two-
rzacego pedow kwiatostanowych po krioprezerwacji
Table 2. Survival and regrowth of non-bolting garlic accessions after cryopres-

ervation
Liczba Liczba Przezywal- Liczba  |Regeneracja
eksplantatow | Eksplantaty ek'splan- no$¢ po2 | zregenero- | po 10 tyg.
Numer przechowywanych| kontrolne tatow po 2 tyg. wanych’ Regrowth
obiektu iekbvm azocie | Number of tygodniach | Survival |eksplantatow | plantlets
Access, |V clexiym azocie Survived after 2 po 10 tyg. after 10
Number of control
number explants stored in | explants explants weeks Regrowth weeks
liquid nitrogen after 2 weeks (%) plantlets after (%)
d g 10 weeks
14K 100 50 42 84,0 20 40,0
50K 100 50 11 22,0 16 32,0
445K 100 50 16 32,0 16 32,0
72K 100 50 10 20,0 15 30,0
VC90-04 100 50 24 48,0 15 30,0
VC90-61 100 50 21 42,0 15 30,0
1014K 200 47 8 16,0 10 20,0
VC90-22 200 50 14 28,0 7 14,0
33K 0 48 5 10,4 3 6,25
VC90-24 0 50 14 26,0 1 2,0

Keller (2005) zastosowat dla ro$lin in vitro czosnku 3 rézne rezimy
temperatury, przez 10-12 tygodni. Pierwsza kombinacja byla stata tempe-
ratura 25°C w $wietle przez 16 godz. i przez 8 godz. w ciemnosci, druga
kombinacja to 25°C przez 16 godz. w $wietle i temperatura -1°C przez 8
godz. w ciemno$ci oraz trzecia kombinacja to stata temperatura 2°C
przez 16 godz. w $wietle 1 8 godz. w ciemnos$ci. Najlepsze efekty krio-
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prezerwacji Keller (2005) uzyskat w drugiej kombinacji temperatury
(25°C przez 16 godz. w $wietle i -1°C przez 8 godz. w ciemnodci), a re-
generacja w zaleznosci od genotypu czosnku wynosita od 0% do 60%.
Niino (1992) stosujac metode witryfikacji dla roslin in vitro jabtoni po 3
tygodniach hartowania w temperaturze 5°C (przy fotoperiodzie 8 godz.
dzien) uzyskal regeneracje na poziomie 80%, natomiast dla roslin nie
poddanych hartowaniu zaledwie 25%. Zhao (2005) poddawat rosliny in
vitro ziemniaka hartowaniu przez 3 tygodnie w temperaturze 10°C i fo-
toperiodzie 16 godz. dzien i 8 godz. noc, po zastosowaniu metody witry-
fikacji uzyskal regeneracjg¢ od 10% do 58% w zaleznosci od genotypu.

Prezentowane w niniejszej pracy wyniki pokazuja, ze regeneracja
obiektéw nie tworzacych pedéw kwiatostanowych jest zdecydowanie
nizsza niz obiektow tworzacych pedy kwiatostanowe. Najwyzsza regene-
racj¢ w przypadku obiektéw nie tworzacych pedow kwiatostanowych
osiggnigto na poziomie 40%, natomiast w przypadku obiektow tworza-
cych pedy kwiatostanowe, gdzie materialem wyjsciowym byly eksplanta-
ty wyizolowane z cebulek powietrznych, najwyzsza regeneracje osia-
gnicto na poziomie 92% (Olas-Sochacka, Kotlinska 2010). Mozna przy-
puszczad, ze roznice te sa uwarunkowane genetycznie, ale warto rowniez
dopracowa¢ procedury zwiazane z przygotowaniem roslin in vitro na
stres ultraniskiej temperatury.

Zgodnie ze standardami wyznaczonymi dla Kriobanku Genow, gdy
regeneracja eksplantatow czosnku po krioprezerwacji jest rowna lub
wyzsza niz 30% nalezy przechowywacé w cieklym azocie sto eksplanta-
tow. Sposrod dziesigciu obiektow czosnku pospolitego, nie tworzacego
pedéw kwiatostanowych, sze$¢ obiektow mozna przechowywacé w takiej
ilosci. Jesli regeneracja eksplantatow wynosi od 10% do 30% w cieklym
azocie nalezy wowczas umiesci¢ dwiescie eksplantatow. Dlatego tez dwa z
dziesigciu wytypowanych obiektow jest przechowywane w liczbie dwustu
eksplantatow. Natomiast w przypadku, gdy regeneracja eksplantatow jest
nizsza niz 10% takiego obiektu nie mozna uzna¢ za witasciwy do dlugo-
terminowego przechowywania, a sposrod badanych obiektoéw czosnku
dwa nie spehiaja standardéw wyznaczonych dla Kriobanku Genow.

WNIOSKI
1. Przezywalno$¢ i regeneracja eksplantatdéw czosnku pospolitego nie
tworzacego pedow kwiatostanowych po zastosowaniu metody witry-
fikacji w przypadku o$miu z dziesigciu obiektow byla wystarczajaco
wysoka, aby mozna je byto zabezpieczy¢ w Kriobanku Genow.
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2. Zastosowana technika witryfikacji jest przydatna do dtugoterminowe-
go przechowywania czosnku pospolitego.

3. Efektywnos¢ krioprezerwacji w duzym stopniu zalezy od genotypu
czosnku.

4. Przechowywanie zasobow genowych czosnku pospolitego w ciektym
azocie zapewnia ich lepsze zabezpieczenie, zmniejsza ryzyko utraty
zmienno$ci genetycznej oraz obniza koszty utrzymania kolekcji polo-
wych.
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Summary

Cryopreservation by vitrification has been recognized as a practical and
efficient method for long-term storage of vegetatively propagated non-bolting
garlic accessions. In vitro plantlets of ten non-bolting garlic accessions were
cold acclimated at 25°C under 16h light/-1°C dark for four weeks. Shoot tips
(size 2-3 mm of length and about 1 mm in diameter) were isolated from in vitro
plantlets and treated with solution A (0,4 M sucrose, 2 M glycerol) for 20 min
and PVS3 (50% sucrose wi/v, 50% wi/v glycerol) for 120 min. After dehydration
the shoot tips were directly plunged into liquid nitrogen. Survival was observed
two weeks after cryopreservation and regrowth after ten weeks. Regrowth of
explants of investigated non-bolting garlic accessions ranged from 2,0 to 40%.
This vitrification method was successfully applied to eight from ten non-bolting
garlic accessions.



