Лекція  6
Кріозбереження живого рослинного матеріалу
План
1.  Кріозбереження рослинних клітин, тканин, пагонів та зародків. 
2. Особливості кріозбереження калюсних тканин та протопластів. 
3. Технологічні прийоми кріозбереження, кріопротекторів, швидкості заморожування і розморожування. 
4. Кріозбереження рослинного матеріалу - потенційне створення банків клітин і меристем з метою використання в біотехнології і селекції. 
5. Методи визначення життєдіяльності рослинного матеріалу після кріозбереження.
1. Кріозбереження рослинних клітин, тканин, пагонів та зародків. Найперспективнішим способом довготривалого зберігання насіння є кріо-консервування і зберігання його у парі рідкого азоту (-160 °С) або в рідкому азоті (-196 °С). Це насамперед стосується мікробіотиків . Одним із перспектив​них методів зберігання генетичної основи сортів є кріоконсервація пилку, який використовують у разі схрещування у селекційних і генно-інженерних дослід​женцях. У генетичних банках ряду країн (Польщі, Японії, Китаї, США) надій​ним засобом зберігання генофонду рослин є кріоконсервація .
Отже, на сьогодні єдиним способом необмеженого зберігання зародкової плазми, особливо у вигляді штамів клітин, тканин, органів, є кріозберігання. Цим терміном позначають складний багатоетапний процес, який використовують для тривалого зберігання у незмінному вигляді живих клітин, тканин і органів у стані анабіозу.
На відміну від традиційних способів зберігання, кріозберігання має істотні переваги, оскільки виключає втрати запасних речовин, накопичення токсинів, розпадання та інактивацію ферментативних комплексів, самоокислення ліпідів, деградацію функціональних і генетичних систем, а також чимало інших процесів, пов'язаних із старінням клітин.
Тільки зберігання в рідкому азоті в умовах кріогенних (ультранизьких) температур, за яких зупиняються майже всі метаболічні процеси, можна надійно призупинити ті генетичні зміни, що настають під час тривалого культивування тканин і клітин іп vitro. Отже, заморожування і зберігання органів, тка​нин і клітин рослин за ультранизьких температур забезпечує необхідні і надійні способи зберігання зародкової плазми і можливість обміну нею. Умови кріозберігання розроблені для такого рослинного матеріалу:
· верхівкових і пазушних меристем;
· культивованих клітин, клітинних агрегатів і соматичних ембріоїдів;
· ізольованих протопластів; мікробіотиків» — видів, насіння яких швидко втрачає схожість під час зберігання у звичайних умовах, а також культур, що вегетативно розмножуються і меристем іп vitro.
· інших органів рослин, таких, як зародки, ендосперм, генеративні бруньки,
пиляки, пилок і насіння.
Для створення банків порівняно з іншим рослинним матеріалом найбільше підходять меристемні рослини. Успішне кріозберігання застосовують для культивованих клітин рослин, їх перевага полягає в тому, що вони є зручною модельною системою для вивчення метаболічних процесів фундаментального характе​ру. Проте ті генетичні зміни, що виникають в клітинах до і після їх заморожу​вання, дещо знижують значимість культури клітин і тканин. Подібна ситуація спостерігається і у разі використання протопластів.

Залежно від мети дослідження використовують методи, що дають змогу зберігати рослини на різних рівнях організації. На сьогодні розроблені методи кріоконсервації при різних температурах охолодження для багатьох видів рослин, а саме: тютюну, моркви, петунії, картоплі, ри​су, цукрової тростини, тополі, пальми, гороху, арахісу. Основною проблемою залишається все ще порівняно низький відсоток життєздатності матеріалу після зберігання.
2. Методи кріоконсервації рослинних культур клітин.
Кріозберігання є способом збереження генофонду не лише культури клітин, а й рослин із вегетативним типом розмноження. Цей процес безпечний для тканин з незначною кількістю води (пилок, насіння), які можна безпосередньо занурю​вати у рідкий азот із наступним розморожуванням на повітрі у звичайних умо​вах. Для обводнених клітин, тканин та органів рослин кріозберігання є екстре​мальною ситуацією, тому йому передує процес підготовки (спеціальне попе​реднє культивування), що закінчується рекультивуванням із забезпеченням інтенсивного поділу клітин.
Глибоке охолодження рідким азотом (-196 °С), зберігання та розморожу​вання є стресовим фактором для клітин. Тому важливе значення мають процес утворення кристалів льоду та зневоднення клітин, застосування ефективних кріопротекторів і відповідна система охолодження та розморожування.
Основні методи кріозберігання усіх видів рослинних тканин, що культивуються іп vitro, в основному схожі. Здебільшого модифікують окремі етапи основної схеми кріозберігання:
· асептичне ізолювання і культивування рослинних тканин;
· адаптація до низьких температур (за необхідності);
· попереднє культивування матеріалу на відповідному живильному середовищі, доповненому кріопротекторами протягом певного періоду;
· додавання кріопротекторів до зразків на підготовчій стадії заморожування;
· контрольне охолодження і заморожування проб;
· зберігання в рідкому азоті;
· швидке розморожування рослинних тканин;
· відмивання кріопротекторів;
· повторне культивування відновлених тканин та індукція їх регенерації.
3. Заморожування бруньок і меристем.  Кріозберігання генетичних ресурсів меристемами  має переваги порівняно з іншими способами. Це пояснюється тим, що меристеми розвиваються безпосередньо в рослини за умови забезпечення високої генетичної стабільності, порівняно легко витримують заморожування, оскільки складаються з дрібних  клітин, в яких немає великих вакуолей.

Для заморожування меристем найчастіше використовують занурення в рідкий азот або заморожування з поступовим охолодженням. Обидва способи мають переваги і недоліки, жоден із них не є універсальним. Відомо, що під час такого заморожування життєздатність тканини зберігається тому, що в їхніх просторах не формуються кристали льоду, що руйнують клітину Цей метод успішно застосовують для верхівкових меристем картоплі і гвоздики. Позитивний ефект методу встановлений для меристем різноманітних клітинних культур.
Результати роботи з меристемами гороху і полуниці свідчать, що коли охолодження дорівнює 0,6—0,8 °С за 1 хв., зберігається достатньо висока життєздатність — 95 %, а після 8—26-тижневого зберігання в рідкому азоті залишається на рівні 73 %. Найбільший відсоток виживання меристем відзначений у разі повільного охолодження до -40 °С. Під час швидкого розморожування на водяній бані за температури 37—40 °С зберігається максимальна життєздатність зразків, заморожених повільним охолодженням. За повільного розморожування існує можливість рекристалізації дрібних несферичних часточок люду, і завершується механічним пошкодженням клітинних органел.
4. Особливості заморожування культур клітин і тканин. В даний час значна кількість видів рослин успішно зберігається в рідкому азоті. Основні засади кріозберігання культури клітин і тканин ті самі, що і для культури меристем. Використовують швидкоростучу суспензію клітин із поперед​нім встановленням чутливості фаз клітинного циклу до різних кріопротекторів. Крім того, уточнюють загальний фізіологічний стан: метаболічні резерви, вод​ний вміст, співвідношення цитоплазма — вакуолі, осмотичний стан клітин, про​никність мембран, а також ступінь щільності й життєздатність суспензії.
Відповідні зразки клітинних культур вміщають у спеціальні ампули з проб​ками, що загвинчуються, об'ємом 2 мл у стерильних умовах. У них звичайно ут​римують близько 1 мл клітин. Умови кріозбереження виключають можливість позаклітинного заморожування (дегідратації цитоплазми). Існують різні способи дегідратації: повільне охолодження з однаковою швидкістю; повільне охолодження з різною швидкістю і поступове заморожування під впливом низьких температур одно- або багаторазово; потім застосовують занурення в рідкий азот за температури -196 °С. І, звичайно, швидке розморожування застосовують для культури зародків. З рідкого азоту ампули переносять у водяну баню, де температура води близько 40 0 С. Розморожування здійснюють протягом 1—2 хв за умови, що пробірки по​гойдуються. Щоб уникнути повторної інфекції, обов'язково використовують стерильну воду для водяної бані і для протирання ампул перед їх відкриванням. Для усунення кріопротекторів після розморожування культури промивають за необхідністю. Встановлено, що розбавлення розморожених клітинних культур стандартними рідкими або напіврідкими живильними середовищами віднов​лює їх найбільше.
5. Заморожування протопластів. Протопласти значно відрізняються від суспензії клітин: у них відсутні клітин​на стінка і цитоплазматичний зв'язок із сусідніми клітинами.
Запобігання плазмолізному стресу протопластів є однією з найважливіших особливостей підготовчої стадії заморожування. Тому часто використовують суміш 5 % диметилсульфоксиду (ДМСО) і 10 % глюкози. Інші процедури в принципі не відрізняються від таких самих для культури клітин.
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