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SAZETAK

Za vedi broj vrsta je postignuta regeneracija nakon duzeg Cuvanja na vrlo
niskim temperaturama razli¢itih biljnih djelova, kao Sto su: protoplasti, stanicne
suspenzije, tkiva i organa. Ti rezultati upuéuju na moguénost primjene krioprez-
ervacije za ofuvanje vrijedne i rijetke nasljedne plazme, posebice vegetativno
razmnoZzavajucih vrsta.

U ovom radu je dat pregled moguénosti kultiviranja razlicitih eksplantata i
njihovog dugoroénog ¢uvanja kod vrlo niskih temperatura.

Kljuéne rijeci: krioprezervacija, dugoro¢no ¢uvanje nasljedne plazme kod
vrlo niskih temperatura.
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SUMMARY

As entire plants have recently been regenerated from frozen cultures of
protoplasts, cells, tissued and organs, which were stored at super-low temperatures
for various lenghts of time, that sugests the possibility of utilizing cryogenic
methods for the conservation of important and rare germplasm, especially of
vegetatively propagated plants. In this paper there are a review of possibilities for
culturing various explants and their storing at super-low temperatures for long-
term conservation.

Kew words: cryopreservation, long-term conservation at super low temperatures

UvVOD

Porastom ljudske populacije uniStavaju se pojedini prirodni resursi, koji su
izvor korisnih gena. Ovo se, poglavito odnosi na devastiranje divljih kultiviranih
vrsta Cesto se potiskuju "stari genotipovi" (2) sa zanimljivim agronomskim
znacajkama, koje bi mogli u buducnosti koristiti pri kreiranju genotipova za neke
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nove ekoloske prilike druge pristupe proizvodnji. Razvitkom in vitro tehnika sve
je vise somaklonova (3) i transgenih kombinacija (4) kojih nema u prirodi, a mogu
se izdvojiti, uskladistiti i upotrijebiti za istrazivanja (Bajaj, 1979). Po vrstama i
visokoj gospodarskoj vrijednosti sli¢nih mnogobrojna skupina vegetativno
propagirajuéih kultura (5) ¢ije je dugorocno ¢uvanje klasiénim metodama gotovo
nerjesiv problem. Ako spominjemo Cinjenicu da do danas oko deset tisuca vrsta
direktno koristi ¢ovjek, a §to je ne zaboravimo, tek neznatan postotak od ukupnog
broja vrsta koje nastavljaju svijet, i da od toga broja samo oko tisu¢u ima neku
ekonomsku vrijednost, da bi ih svega sto pedeset bilo uistinu ukljuceno u proiz-
vodnju (Thorpe, 1986), onda moramo biti svjesni toga da drasti¢no smanjujemo
biljni pokrov po vrstama i broju nrimjeraka. Stoga je imperativ na sustavu 1
kvalitetan na¢in sakupiti i sacuvati postojeci gen-fond barem korisnih biljaka 1
njihovih divljih srodnika od propadanja. Upravo su navedene ¢injenice bile razlozi
radi kojih su Ujedinjeni narodi 60-tih godina ovog stoljec¢a zapoceli akciju za
izradu programa u kojima bi se definirali standardni postupci snimanja stanja,
razradile metode za istraZivanja, ocjenjivanja, uvanje, te uporabu biljnih resursa
(Harry i Thorpe, 1991). Ti su programi predvidali Gavanje i onog dijela nasljedne
plazme, koji trenutaéno nije ukljucen u aktualne oplemenjivacke programe (Bajaj,
1979). Savjetodavna skupina za medunarodna istraZivanja u poljoprivredi (The
Consultative Group of International Agricultural Research - CGIAR) je poduprta
of FAO-a. Izradila Razvojni program, te utemeljila godine 1971. Svjetsku banku
biljnih gena, a godine 1984. je utemeljen Medunarodni ured za biljne genetske
resurse (IBPGR - International Board for Plant Genetic Resources), s ciljem
sakupljanja, konzerviranja i razmjene biljnog materijala diljem svijeta (Juma 1989;
prema Harry i Thorpe, 1991). Klasi¢ne banke biljnih gena konzerviraju, uglavnom,
sjeme. Zbog ograni¢ene moguénosti dugoro¢nog ofuvanja klijavosti, sjeme se,
ovisno o vrsti, svakih nekoliko godina sije i klasi¢no, uzgojem novog sjemena
obnavlja. Taj postupak zahtijeva velike povrSine za uzgoj i znatna materijalna
sredstva, a kod heterozigotnog materijala i primjenu metoda koje ¢e osigurati da
se ne izgube neki pozeljni geni iz populacije. Dakako, da pri tom moramo biti
svjesni Cinjenice da je mala vjerojatnost potpune fenotipske podudarnosti Cak i
dijela potomaka s heterozigotnim donorom sjemena, a k tome klasi¢ne genske
banke nemaju uopée, rijeSen problem dugoro¢nog Cuvanja vegetativno - propagi-
rajucih kultura i in vitro proizvedenih novih genskih kombinacija. Sve su to razlozi
zbog kojih se sve viSe istraZuju metode koje bi otklonile nedostatke Cuvanja
klasiénim postupcima. Tako su se i razvile metode in vitro uzgoja, u relativno
malom volumenu potencijalno velikog broja, budu¢ih organizama, uglavnom istog
potetnog genotipa. Kombiniranje in vitro tehnika s ¢uvanjem na niZim tempera-
turama usporava metabolizam i diobu stanica, pa se tako smanjio broj in vitro
presadivanja i time izdaci za odrZavanje aktivnog pogona, ali nije dugorocno
otklonjena potreba takvog zahvata. No, razvitak svekolikih tehnika in vitro uzgoja
razliith biljnih dijelova, svakako je doprinio ostvarenju ideje dugoro¢nog ¢uvanja
biljnog materijala krioprezervacijom.
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KRIOPREZERVACIJA KAO METODA DUGOROCNOG CUVANJA
NASLJEDNE PLAZME

Krioprezervacija podrazumijeva konzerviranje nasljedne plazme zamrzavan-
jem na - 196°C, u teku¢em dusiku, u uvjetima u kojima se jako uspori ili potpuno
inaktivira metabolizam u stanicama i biljni materijal dovodi u fazu potpunog
mirovanja (Bajaj, 1979). Za potpuni uspjeh ove metode kod neke vrste mora se
podrobno istraZiti kultiviranje pojedinih biljnih dijelova in vitro, pronaci primjeren
postupak zamrzavanja, odmrzavanja, te svakako, uspjesne regeneracije u biljku.
Do danas je krioprezervirano nesto manje od 100 vrsta, najveéma iz umjerene i
tropske zone (Thorpe, 1990), ukljucujuéi monoi dikotiledone, te konifere (Kartha,
1985; Dereuddre i Engelmann, 1987). Krioprezervirani su razni biljni materijali
(Engelmann, 1992) i moZe se ve¢ zakljuciti da se lakSe konzerviraju neorganizirane
stani¢ne strukture (stani¢ne suspenzije, protoplasti, kalusi), nego ve¢ organizirane
(meristemi, somatski i zigotni embriji; Dereuddre, 1992), ali kod prvospomenutih
je naglaSeniji problem regeneracije (Assy-Bah i Engelmann, 1991).

[ZBOR POCETNOG BILINOG MATERIJALA ZA KRIOPREZER-
VACIJU

Sjeme, gomolji i lukovice su uglavnom uzorci biljnog materijala koji se mogu
kratkoro¢no ili srednjoro¢no ¢uvati u klasi¢nim gen - bankama. Uzorci za du-
goro¢no ¢uvanje krioprezervacijom bitno se razlikuju od uzoraka koji se Cuvaju
klasi¢nim nac¢inom. Krioprezervirati se mogu razli¢iti eksplantati, koji su in vitro
uzgojeni ili od intaktne biljke izdvojeni biljni dijelovi. Nabrojit ¢emo samo neke
od njih:

(1) Kalusne, protoplastne i stani¢ne suspenzijske kulture (u prirodi
postojecih ili genetskim inZenjerstvom dobivenih transgenih kombinacija).

Ovo su pogodni sustavi za manipuliranje na ultra-niskim temperaturama, Sto
se posebice odnosi na protoplaste, kod kojih je eliminirana napetost stanica za
vrijeme "zamrzavanja', pa je manja mogucnost ozljede, te stoga viSa stopa
preZivljavanja (Bajaj, 1979). To su sustavi koji su pogodni za genske manipulacije,
pa se transgene kombinacije "zamrzavanjem" protoplasta ili stani¢nih suspenzija
mogu "trajno”, dugorocno sacuvati za neke buduca istraZivanja. Od prvih is-
traZivanja takve vrste na lanu (Quatrano, 1968), slijedili su brojni primjeri na
javoru (Sugawara i Sakai, 1974), tvrdaci (Mazur i Hatmann, 1978), mrkvi (Latta,
1971), soji (Bajaj, 1976), duhanu (Finkle i sur, 1975) i mnogim drugim kulturama.
Ova istrazivanja doprinose boljem razumijevanju temeljnih mehanizama
prilagodbe na hladnoéu na stani¢noj razini, ali omogucuju i dobivanje na hladnocu
toleratnih i na mraz otpornih biljaka. U slucaju krioprezerviranja protoplasta,
stanica ili kalusa mora se rijeSiti problem regeneracije cijelih biljaka iz tih sustava,
da bi krioprezervacija imala i prakti¢nu, a ne samo istraZivacku vrijednost.
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(2) Pelud i peludni embrioidi

Jo§ od istraZivanja Bredemann-a i sur. (1974; prema Bahah-u, 1979)
zamrzavanje peluda je izazivalo znanstvenu znatizelju mnogih znanstvenika (Vis-
ser, 1955; Linskens, 1964; Roberts, 1975; prema Bajaj, 1979). Glavna zamisao
zamrzavanja peluda na ultra- niskim temperaturama sadrzavala je ideju o du-
goroénom ofuvanju vijabilnosti oprasivaca koji bi mogao posluziti u krizanjima
prostorno udaljenih, a vremenski razli¢ito cvatuéih roditelja. Smrzavanjem bi se
eliminiralo i prenoSenje nekih bolesti opraSivanjem, a oprasivac bi bio na
raspologanju kada i gdje Zelimo. Navest cemo samo nekoliko primjera uspjesne
krioprezervacije peluda. Danas se uspjesno ¢uva na ultraniskim temperaturama
pelud kukuruza, razi i Triticale (Barnabas i sur, 1992). Pelud grozda su Ganeshan
i sur., (1992a) uspjesno uvali sedam godina, pelud limuna zadrZao je za 5-to-
godi¥njeg cuvanja klijavost, a pelud manga nakon dvogodi$nje krioprezervacije
(Ganeshan i sur, 1992), a ispitivanja su jo§ uvijek u tijeku.

Moguée je inducirati razvitak embrioida iz peluda (direktno ili preko kalusa
kao medufaze), &ijim bi se zamrzavanjem konzervirao jednostruki (haploidni)
komplet genskih uputa. Regeneracijom haploidnih biljaka iz embrioida i njihovom
dihaploidizacijom dobivaju se najhomozigotnihi organizmi u prirodi. No,
haploidne in vitro kulture tendiraju k diplotenskoj selekciji stanica, koje su nastale
endomitozama, pa diploidne stanice obrastu (zbog brze mitotske diobe) haploidnu
stani¢nu nakupinu (Sacristan, 1971). Kako su same haploidne kulture od velike
vrijednosti u istraZivanjima stani¢ne genetike, to je nuZno imati i odrZati stabilne
haploidne sustave i za genetsko istrazivacke, ali i oplemenjivacke svrhe. Dodavan-
jem razli€itih stabiliziraju¢ih sredstava, kao §to je bio parafluorofenilanin (Gupta
i Carlson, 1972) nije postignuta stabilna haploidna in vitro kultura, ali krioprezer-
vacija haploidnih in vitro kultura (peludnih embrija = embrioida, ili izoliranih
antera) dala je vrlo povoljne rezultate kod duhana i petunije (Bajaj, 1979). Mladi
embrioidi u globularnoj fazi su andorgenezom regenerirali biljke, dok diferencir-
raniji embriji (srcolika faza) samo su djelomi&no preZivljavali uz dugu laganu fazu
u mitotskoj aktivnosti, ¢ije trajanje (lag faza) je pozitivno korelirano sa stupnjem
razvitka embrioda. Svakako je moguée zakljuciti da se krioprezervacijom peludnih
embrioida mogu dugoro¢no sacuvati haploidi.

(3) Zigotni i somatski embriji

Dok je u krioprezervaciji postignut vidan napredak neorganiziranih stani¢nih
struktura (protoplasta, stani¢nih suspenzija jo§ ima poteSkoca u manipulaciji
organiziranim tkivima (plodovima, zigotnim i somatskim embrijima. (Dereuddre,
1992). Razlog ovimrazlikama je ¢injenicada je kod neorganiziranih tkiva dovoljno
da preZivi krioprezervaciju oko 50% stanica, dok kod organiziranih treba nakon
krioprezervacije normalno funkcionirati kompletan organ ili njegov preteZiti dio,
pa su tu zahtjevi ve¢i i teZe im je udovoljiti.

Kod embrija je moguénost oporavka iz dva vrina meristema (stabljicnog
korijenskog) i iz hipokotila, pa je i regeneracija uspjesnija nego iz jo§ organizira-
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nijih struktura, zato su embriji izmedu svih organiziranih struktura najpogodniji
materijal za krioprezervaciju. Krioprezervacija zigotnih embrija je posebno po-
godna metoda za ofuvanje nasljedne plazme onih kultura koje se vrlo teSko
odrzavaju sjemenom i vrlo su nepodesne za cuvanje konvencionalnim metodama.
Tu narogito spadaju neke tropske kulture kao Sto su kokos (Chin i sur, 1989),
mango, lan, neke palme (Grout i sur, 1983), fikus, kod kojih se u Cuvanju sniZenjem
vlage, sjeme oStecuje i gubi njegova vijabilnost (Kartha, 1992). Zigotni embriji
(izolirani iz sjemenke) ili sjemenog zametka nakon oplodnje jajne stanice su organi
koji osiguravaju relativno jednostavnu regeneraciju nakon krioprezervacije, ali
postoje potefkoce oko krioprezerviranja tih embrija, jer su to vec morfoloSki dobro
definirane strukture s vie razli¢itih stani¢nih tipova. Oni imaju ne$to manje vode
od somatskih embrija, §to zigotnim embrijima daje prednost kod krioprezervacije.
Dugoroéno se smrzavaju prije kultiviranja in vitro. Ovisno o razvojnom stadiju
oni mogu biti znatno veéi od somatskih embrija ¢ak i veci od 1 cm, npr. kod
kokosovog embrija(Engelmann, 1992). Kod zigotnih embrija saCuvana je struktura
embrija, tako da se biljka nakon odmrzavanja direktno moZe regenerirati iz svakog
pojedinaéno embrija ili pojedinih njegovih dijelova. Kendall i sur. (1993) su
uspjesno krioprezervirali nezrele embrije proljetne p3enice koriste¢i predkultivi-
ranje s abscisinskom kiselinom. Uspjesno su kultivirani i zigotni embriji vrste
Vigna (Normah i Vengadasalam, 1992), kave (Engelmann, 1992), kokosa (Assy-
Bah i Engelmann, 1992). limuna, graha, graska (Engelmann, 1992), kakaa (Con-
treras i sur, 1992), divljeg kestena (Pence i Dresser, 1988), vrste Brassica napus
(Withers, 1982), pastirske torbice (Monnier i Laddet, 1980), bukve (Pence i
Dresser, 1988), je¢ma (Withers, 1982), graha (Zavala i Sussex, 1986), graska
(Mycock i sur, 1989), breskve (de Boucaud i Brison, 1991), hrasta (Pence 1 Dresser,
1988), Triticale (Bajaj, 1983), kukuruza (Delvallee i sur, 1989)...

Somatski embriji (zvani embrioidi) razvijaju se gotovo iskljucivo in vitro:
direktno ili iz kalusnih, nediferenciranih stanica (kalusa razvijenog iz meristema,
peluda, vegetacijskih vriaka, kotiledona, stani¢nih suspenzija...). Somatski embriji
su klonsko potomstvo zato se moZe oekivati medusobno genetski identicne pa
stoga i idealne sustave vegetativnog propagiranja i kloniranja. Metoda je ne samo
brza od klasi¢ne propagacije sjemenom ve¢ omogucava da su potomci identicni
majcinskoj biljci, donoru tkiva za in vitro somatsku embriogenezu (Bajaj, 1979),
posebno ako je embriogeneza direktna bez kalusne medufaze.

Somatski embriji su od vaZnosti jer nude moguénost vegetativne propagacije
velikog broja vrsta, ali i zbog mogucnosti proizvodnje sintetskog sjemena.

Krioprezervacija somatskih embrija je vrlo pogodan sustav ¢uvanja konifera
i drugih vrsta koje imaju dugacak regeneracijski ciklus (Kartha i sur, 1988). Pojava
somatske embriogeneze je istraZivana i kod nas na bundevi (Jelaska, 1972, 1974),
kukuruzu (Pavlina i Jelaska, 1990; Pavlina, 1991, Pavlina 1992), a takva is-
traZivanja su karika u lancu do krioprezervacije ovih struktura. Engelmann 1sur.
(1985) navode somatsku embriogenezu kao pogodni sustav za propagaciju, ali i
prezervaciju uljane palme. Uspjesno su krioprezervirani somatski embriji mrkve
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(Withers, 1979), kave (Bertrand-Desbrunais, 1991; prema Engelmann, 1992) i
kasave (Sudarmonowati i Henshaw, 1990).

(4) Meristemski vrsci ili vegetacijski vrSci

Jo§ od Morel i Martinovih istrazivanja (1952), ovom se metodom uzgaja
zdravo potomstvo od biljaka zaraZenih virusima, viroidima i/ili drugim pato-
genima. Metoda je komercijalizirana za masovnu propagaciju elitnih vocaka,
ukrasnog grmlja, drveca i cvijeca.

Meristemski vrici imaju barem tri znatajne moguénosti koje ih izdvajaju kao
vrlo pogodan eksplantat za krioprezervaciju. Prvo, oni se mogu progresivno,
masovno propagirati, tako da se od jednog vr$ka moZe uzgojiti i do 10 biljaka
(Pierik, 1991). Drugo, uzgoj ide bez kalusne medufaze, Sto omogucuje genetsku
stabilnost. Upravo je to razlog zaSto se uzimaju meristemi s haploidnih biljaka, da
se ovim putem umnoZi haploidni genotip, koji se zbog nepravilne gametogeneze
te§ko sjemenom razmnoZavai odrZava. I tre¢e, ovom metodom je osigurano zdravo
potomstvo (Jelaska i Sutina, 1977; Sutina i Jelaska, 1978), pa zamrzavamo
nezarazen materijal. Metoda krioprezervacije vegetacijskih vrSaka naci ¢e svoj
puni smisao u Suvanju vegetativnopropagirajucih kultura, u ocuvanju njihove
genetske raznolikosti, u ouvanju kultura koje ne proizvode vijabilno sjeme ili ¢ije
je sjeme tesko Guvati konvencionalnim metodama (Kartha, 1992). Opcenito se
vierovalo da ée se sve navedene prednosti in vitro kultiviranja vegetacijskih vriaka
mo¢i jednostavno i uspjesno iskoristiti u krioprezervaciji zato §to su vrsci gradeni
od malih stanica, s gustom citoplazmom, tankih stijenki za koje se mislilo da ¢e
uspjesno podnositi zamrzavanje na ultra-niskim temperaturama. Nazalost zaredali
su se neuspjesi i u vrlo ograniénom broju istraZivanja je bilo zadovoljavajuce
prezivljavanje (Haskins i Kartha, 1980). Nakon prvih neuspjeha zadovoljavajuca
krioprezervacija meristema je postizana primjenom razli¢itih metoda krioprezer-
vacije kod konifera (Langis i sur, 1990; Dereuddre, 1992; Thamoury i sur, 1992),
krizantema i gipsofile (Fukai i sur, 1991). Kohmura i sur. (1992) istrazuju
moguénosti krioprezerviranja pupova asparagusa i graska (McAdams isur, 1991),
a za jabuku (Tyler i Stushnoff, 1988), krusku (Dereuddre i sur, 1990) i dud (Niino
i Sakai, 1992) to je obecavajuc¢a metoda cuvanja. S breskvom se, za sada, postizu
jo§ niske rate preZivljavanja, svega 10-20%, pa se intenzivno radi na poboljanju
metode (Paulus i sur, 1992).

S vinovom lozom su eksperimentirali Ganeshan i Alexander, (1990; prema
Ganeshan i sur., 1992a), a 30 postotnu generaciju loze i 80 postotnu regeneraciju
kruske postizu Plessis i sur. (1992). Danas se vrlo uspjeSno krioprezerviraju
meristemi jagode (Kartha i sur, 1989).

POSTUPAK KRIPREZERVACIJE EKSPLANTATA

Postupak zamrzavanja bi mogli pregledno prikazati u 6 faza.
1. Faza: suspenzija eksplantata (protoplasta, stanica, tkiva i organa) u tekuci
medij u kusalici ili Erlenmayer-tikvici uz hladenje u ledenoj kupki sve do sedi-
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mentiranja eksplantata se odvoji viSak tekucine iznad istaloZenog eksplantata i
potom odpipetira 1 ml koncentrirane suspenzije protoplasta ili stanica, ili odvoji
20 - 100 embrija ili vegetacijskih vrsaka. Uzorak se prebaci u sterilnu kusalicu.

2. Faza: predkultivranje uzorka

Uzorak eksplantata biljnog podrijetla uvijek u stanici sadrzi vode koja se lako
kristalizira, a vodeni kristali¢i mogu u tolikoj mjeri razoriti stanicu da ona ne
prezivi odmrzavanje (Engelmann, 1992). Stoga su sva predkultiviranja zapravo
postupci pripreme stanice kako do te kristalizacije ne bi ni doSlo u toku smrzavanja
ili odmrzavanja. Svi ti postupci imaju za cilj djelomi¢nu dehidraciju stanice u svrhu
sprjecavanja oStecenja od kristala vode u njoj. Danas se u literaturi navode tri
klasi¢na postupka predkultiviranja uzoraka za krioprezervaciju:

2.1.) suSenje uzorka

2.1.1.) desikacija uzorka,

2.1.2.) dehidracija enkapsuliranog uzorka.

2.2.) ododavanje supstanci (krioprotektanata) uzorku, Sto se u novije doba
podvodi pod pojam vitrifikacije,

2.3.) kombinacija djelovanja krioprotektanata i desikacije.

2.1.1.) Desikacija uzorka

Tehnika ukljucuje suSenje uzorkau struji proto¢nog sterilnog zraka u laminaru
u trajanju od dva do Cetiri sata §to je u svezi s veli¢inom eksplantata. najcesce se
koristi za isuivanje embrija, pa ¢ée za nezrele krace trajati, nego za vece, zrele
embrije. na duljinu suSenja utjecat ¢e temperatura i vlaznost zraka, a vlaga bi se
morala sniziti u tkivu s 50 - 60% na 10-16% (Engelmann, 1992). Dalja dehidracija
dovela bi do gubitka Zivotnosti stanice, jer bi se javila oSteéenja zbog dehidracije.
Kako su uvjeti suSenja u laminaru promjenljivi to i rezultate ovakve dehidracije
nije moguce uvijek ponoviti. Stoga Uragami i sur. (1990) preporucuju upotrebu
silikagela za dehidraciju aksilarnih (pazusnih) pupova asparagusa, koja omogucuje
dobivanje konzistentnijih rezultata suSenja.

2.1.2. Dehidracija enkapsuliranog uzorka (umjetnog sjemena).

U najnovije vrijeme Dereuddre (1992) preporuca dehidraciju zasSticenog
vegetacijskog vrska ili somatskog embrija.

Uzorci se suspenziraju u hranjivu  otopinu uz dodatak 3% Na- alginata.
Sterilnom pipetom se suspenzija prebaci na podlogu kojoj je dodano 100 mM
CaCI12

Kuglice od oko 4 mm u promjeru, koje sadrZze nekolimo (1 - 3 somatska
embrija ili vegetacijska vrska) rekultiviraju se nakon nekoliko dana na hranidbenu
podlogu koja sadrzi 0,3 - 1,5 M saharoze. Kuglaste nakupine se potom suse u struji
sterilnog zraka na sobnoj temperaturi do 6 sati, do vlaznosti 19 - 20 %. Iza suSenja
ovakvo umjetno sjeme se prebacuje u posebne kusalice (u kojima nema tekucine)
i hladne se direktnim uranjanjem kusalice u tekuéi dusik ili se hlade stupnjevito (u
2 faze): od 20°C na - 40°C, - 80°C ili -150°C, u prvom potezu, a potom se uzorak
uranja u tekuéi dusik na - 196°CV.

2.2.) Vitrifikacija - uz uporabu krioprotektanata

507



Renata Pavlina et al.: Krioprezervacija nasljedne plazme
Sjemenarstvo 11(94)6, str. 501-515

Vitrifikacija je pojava formiranja &vrste, staklu nalik strukture koja se formira
ispod temperature smrzavanja.

Jedan od najéeicih krioprotektanata je dimetisulfoksid (DMSO) kojeg su jos
Lovelock i Bishop (1959) koristili kao antifriz za Zivotinjske stanice. Medutim,
DMSO u koncentraciji od 10 - 15 % narusen metabolizam proteina, pa se mora
Kkoristiti u niZim i za uzorak primjerenim koncentracijama (Bajaj, 1979). Cesto se
koriste i drugi protuzamrzivaci kao §to su glicerol, saharoza, sorbitol, manitol 1
polietilenglikol, sami ili u kombinaciji.

Latta (1971) je dokazao da je sam DMSO u koncentraciji od 5%
neodgovarajuéi protuzamrzivag, ali da je kombinacija DMSO (2,5%), glicerola
(2,5%) i saharoze (6,5%) bila zadovoljavajuca za preZivljavanje stanica vrste
Ipomea.

Odvojena uporaba krioprotektanata je bolja za preZivljavanje somatskih em-
brija vrste Citrus sinensis (Marin i Duran-Vila, 1988).

To¢na uloga saharoze u dehidraciji je nepoznata. Misli se da, kao i drugi
krioprotektanti, tako i saharoza mijenja strukturu vode formirajuéi vodikove
mostove i povisujuéi viskozitet otopine oko uzorka, pospjesuje stvaranje staklaste
tvorevine, a spre¢ava kristalizaciju pri zamrzavanju i odmrzavanju (Franks, 1985;
prema Dereuddre, 1992). UspjeSnije je dugorocno Cuvanje stani¢nih suspenzija
ako su one dispergirane u teku¢em krioprotektivnom sredstvu, dok je enkapsuli-
rana dehidracija bolji predtretman za krioprezerviranje meristemskih vrsaka, zig-
otnih i somatskih embrija.

2.3. Kombinirana metoda predtretmana

Ova metoda uklju¢uje desikaciju iza koje slijedi tretman s krioprotektantima.
U nekih vrsta se pokazala bolja od pojedina¢ne desikacije ili samo obrade kriopro-
tektantima, npr. kod krioprezerviranja embrija graSka (Mzcock i sur. 1990; prema
Engelmann, 1992.).

3. Faza: Zamrzavanje uzorka

Ultra-dubokim zamrzavanjem stanica se mora dovesti u stanje mirovanja,
glede metabolickih i mitotskih aktivnosti. Metode dubokog zamrzavanja bi se
mogle svrstati u tri temeljne skupine.

3.1. Metode naglog zamrzavanja direktnim uranjanjem u tekuci dusik.

Ovom metodom se zbog vrlo velike brzine zamrzavanja, 48000C/min i naglog
odmrzavanja, 9000°C/min kod nekih vrsta kao §to je metvica (Towill, 1990)
postizu vrlo dobri rezultati u preZivljavanju (57% vegetacijskih vrSaka). Ova
metoda se pokazala pogodnom i za stanice mrkve (Sakai, 1971; prema Bajaj,
1979). Bajaj (1977 a i b) je dokazao da je moguce naglo zamrzavanje stanica
krumpira i konoplje, a Seibert (1976) je to isto dokazao za meristeme karanfila.

3.2. Dvofazno zamrzavanje ili predzamrzavanje

Progresivno se uzorak smrzava brzinom oko 0,5°C/min od 20°C na - 40°C,
-80°C ili -150°C, prije uranjanja u tekuéi dusik na -196°C (Dereuddre, 1992).

3.3. Stupnjevito zamrzavanje

Uzorak se sporo zamrzava u malim temperaturnim obrocima brzinom 1 do
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5°C u minuti. Za stani¢ne suspenzije je pogodna krioprezervacija upravo ovom
metodom i to s brzinom hladenja 2°C/min, a §to su ve¢ svojim istraZivanjima
dokazali Latta (1971), Dougal i Wetherell (1974), Henshow (1975), Nag 1 Street
(1975; prema Bajaj, 1979). Postupno hladenje je imalo jo§ bolji uspjeh, ako su
biljke donori tkiva ili organa za krioprezervaciju rasle pod hladnim uvjetima
uzgoja, a jednako pozitivno je djelovalo na povecan postotak prezivljavanja
predkultiviranje vegetacijskih vr§aka loze u otopini saharoze prije krioprezervacije
(Plessis i sur. 1991).

Pogresno bi bilo zakljuciti da je neka od metoda krioprezervacije najbolja.
Jednoznaéni zakljucak o primjeni samo jedne od ovih metoda bio bi ishitren, jer
je uspjesna primjena nekog tipa zamrzavanja uvelike ovisna o vrsti, kulturi s kojom
eksperimentiramo, a moZda i jo§ viSe ovisna o vrsti eksplantata i njihovom
fizioloskom statusu. Stoga treba koristiti iskustva iz prethodnih i dopuniti ih
vlastitim istraZivanjima.

4. Faza: Cuvanje duboko zamrznutih kultura

Temperatura uvanja mora biti konstantna temperatura tekuceg dusika -
1960C. Duljine ¢uvanja nakon koje ¢e biti zadovoljavajuce prezivljavanje su jos
u fazi ispitivanja. Za somatske embrije palme Engelmann (1991) prema Engel-
mann, (1992) tvrdi da su zadovoljavajuce preZivljavali nakon 15 mjeseci Cuvanja
u tekuéem dusiku.

5. Faza: Odmrzavanje

Ono moZze biti vrlo naglo (9000°C/min) kao $to je Towill (1990) odmrzavao
vegetacijske vrike metvice i postigao 57% preZivljavanje, a moZe biti i postupno
u vodenoj kupelji na temperaturi 40°C. Neke kulture jednako dobro podnose naglo
i postupno odmrzavanje bez oitecenja, kao §to je slucaj sa somatskim embrijima
uljane palme (Engelmann, 1992).

6. Faza: Prilagodba kultura po odmrzavanju

Kultiviranje nakon odmrzavanja se unekoliko razlikuje od standardnih postu-
paka za iste uzorke koji nisu zamrzavani. Nekim se kulturama reducira Secer u
hranidbenoj podlozi i uzgajaju se u mraku, §to rezultira pove¢anom regeneracijom
(Bertrand - Desbrunais, 1991; po Engelmann, 1992), nekima se doda auksin u
otopinu §to simulira reproliferaciju stanica (Engelmann i sur., 1985), dok je kod
zigotnih embrija inicijalni rast najéeSée brz, ali se razlike javljaju u odnosu na
kontrolu u kasnijim fazama razvitka.

ZAKLJUCAK

Veé je Bajaj (1979) upozoravao na potencijalne mogucnosti uporabe metode
zamrzavanja biljnog materijala kod ultra-niskih temperatura istiCuci prednosti
manipuliranja i konzerviranja biljnog materijala pred Zivotinjskim u moralnom,
socijalnom i zakonskom pogledu. Stoga bi valjalo razvijati mogucnosti i iskoristiti
prednosti konzerviranja gen-fonda na niskim temperaturama, a to su:

- krioprevencija omogucuje dugoro¢no Cuvanje biljnog materijala, Sto je
sigurno najveéa prednost pred klasi¢nim ¢uvanjem nasljedne plazme;
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- dugoro¢no Euvanje na niskim temperaturama (-196°C) usporava ili zaus-
tavlja metabolizam u stanicama, ali je jo§ uvijek o¢uvan morfogenetski potencijal
i totipotentnost biljne stanice;

- moguéne je dugoro¢no konzerviranje vegetativno-propagirajucih kultura,
§to je klasi¢nim postupcima ¢uvanja gotovo nemoguce postici;

- moguce je dugorocno ¢uvati ili u zamrznutom obliku razmjenjivati u prirodi
nezarazen ili kultiviranjem in vitro uzgojen zdrav sadni materijal;

- duboko zamrzavanje je 1 test na hladnocu ve¢ postojecih genotipova.

- Stedi se ljudski rad koji bi bio uloZen pri klasi¢noj obnovi sjemena u
sjemenskim zbirkama;

- Stedi se prostor: vanjski uzgojni prostor (nuZan za sjetvu poradi sjemena) i
unmutarnji (laboratorijski i uzgojni) u odnosu na isklju¢ivo in vitro odrZzavanje
banke biljnih gena.

- Stedi se na troSkovima odrZavanja; ¢ak kada se ide na in vitro odrZavanje,
koje ima svoje prednosti pred klasi¢nim poljskim, nuZno je barem povremeno
rekultiviranje, i time troSak, Sto bi se krioprezervacijom svelo na dugoroc¢no
spremanje nasljedne plazme i otklonila potreba povremene obnove.

- krioprezervacijom bi se mogla odrzavati genetska stabilnost konzerviranog
materijala

- moguce je dugorocno pohranjivanje peluda ili peludnih embrija bez gubitka
njihove vijabilnosti (Roberts, 1975; prema Bajaj, 1979).

Visestruka je korist od krioprevencije peluda:

a) u svrhu dugoroc¢nog konzerviranja nasljedne plazme,

b) za ostvarenje udaljenih kriZanja kada su kriZane biljke prostorno udaljene
i/ili se vremenski ne pokiapaju njihove fenofaze cvatnje.

c) cesto je pelud osloboden nekih patogena, pa se njegovim ¢uvanjem ujedno
¢uva i zdrav biljni materijal.

d) to je potencijalno uvijek pristupacan izvor opraSivaca koriStenih u
klasi¢nim oplemenjiva¢kim programima.

Nabrojene su samo neke moguce prednosti 1 moguénosti primjene metode
dugoro¢nog ¢uvanja biljnih materijala na vrlo niskim temperaturama, u odnosu na
klasi¢ne postupke konzerviranja nasljedne plazme. Dobri rezultati postignuti su u
¢uvanju slabije organiziranih biljnih struktura, iz kojih slijede postupci regener-
acije 1 in vitro manipulacije.

Stoga ce sve to potencijalne mogucnosti, koje pruza krioprezervacija postati
realnost u Siroj primjeni tek kada ¢e se razviti uspjesnije tehnike in vitro biljne
regeneracije i propagacije za vecinu poljoprivrednih kultura, a posebice vegeta-
tivno propagirajucih kulturnih vrsta.
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