PROGRESS IN PLANT PROTECTION DOI: 10.14199/ppp-2022-021
62 (3): 181-189, 2022 Published online: 09.09.2022
elSSN 2084-4883

Received: 08.07.2022 / Accepted: 30.08.2022

ARTYKUL PRZEGLADOWY
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Streszczenie

Grzyby sg grupg organizmow bardzo zréznicowang i o ogromnym znaczeniu zaréwno dla biosfery, jak i gospodarki. Stagd wynika potrzeba
zabezpieczenia ich biordznorodnosci. Istnieje szereg metod laboratoryjnych zapewniajacych dtugotrwate przechowywanie. Ich podsta-
wowym zadaniem jest zapewnienie przezywalnosci oraz zabezpieczenie cech biologicznych. Tradycyjne metody sg proste, lecz praco-
chtonne, inne wymagaja specjalistycznego sprzetu. Do najbardziej popularnych krioprezerwacyjnych metod naleza: liofilizacja, mrozenie
w glicerolu w —80°C i przechowywanie w ciektym azocie. Obecnie za jedng z najlepszych metod przechowywania uznawana jest kriopre-
zerwacja w ciektym azocie, jednak nawet ona nie jest uniwersalna w stosunku do wszystkich izolatow.

Stowa kluczowe: dtugotrwate przechowywanie, krioprezerwacja, ciekty azot, liofilizacja, grzyby

Abstract

Fungi are extremly diverse and beneficial organisms both for environment and industry; thus we are obliged to secure it’s biodiversity.
There are several laboratory methods for fungi longterm preservation. The main goal is to secure their vitality and biological properties.
Some of them are simple but the same time laborious, other demand specific equipment. Among the most popular methods we find:
freez-drying, cryopreservation at —80°C and in liquide nitrogen. The most reliable is cryopreservation in liquid nitrogen. However even
this method is not universal and siutable for all cultures.
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Cele przechowywania grzyboéw / Purposes
of mushroom storage

Na Ziemi istnieje niewiele naturalnych $rodowisk, w kto-
rych grzyby nie wystepuja. Ich wzajemne zwiazki z pozo-
statymi organizmami biosfery odgrywaja dla niej kluczowa
role. Zasiedlajg zard6wno réznorodne substraty, jak i orga-
nizmy zywe. W relacji z ro$linami moga by¢ ich patoge-
nami, endofitami, symbiontami, a w koncu w stosunku do
pozostatej po nich materii organicznej saprobiontami (Gup-
ta i wsp. 2013); ponadto w $rodowisku wystepuja bardzo
licznie. Do tej pory opisanych zostalo okoto 100 tysiecy
gatunkow, rocznie przybywa blisko tysigc nowo opisanych
i jest to tylko niewielka ich cze$¢ sposrod zyjacych na Zie-
mi. Ocenia sig¢, ze z jednym gatunkiem roslin naczyniowych
zwigzanych jest wiele gatunkow grzybow, co wskazywato-
by na liczbe gatunkéow wedlug bardzo ostroznych szacun-
kéw znacznie przewyzszajaca milion (Hawksworth 2001;
Mueller i Schmit 2007). Grzyby wytwarzaja duza ilo$¢
metabolitow wtornych. Stosunkowo dobrze opisane sa te
z nich, ktérych obecnos¢ przektada si¢ na ekonomiczne lub
zdrowotne znaczenie, takie jak mikotoksyny, obecne w zyw-
nosci i paszach. Choroby roslin powodowane przez grzyby
wyrzadzaja powazne straty gospodarcze w uprawach roslin.
W odpowiedzi na zapotrzebowanie rynkowe rozwingt si¢
przemyst fitofarmaceutyczny generujacy wielomiliardowe
przychody i dynamicznie si¢ rozwijajacy. Ze wzgledu na
powyzsze, srodowiskowe znaczenie, konieczna jest ochro-
na bioréznorodnos$ci grzybow zar6wno in situ, jak rowniez
ex situ. Za ich zachowaniem przemawiaja takze potrzeby
naukowe, badawcze oraz przemystowe (biotechnologicz-
ne). Niezbedne jest zapewnienie izolatow referencyjnych,
materiatow dla celow szkoleniowych i edukacyjnych. Aby
sprosta¢ tym wymaganiom, konieczne jest zapewnienie
ich dlugotrwalego przechowywania. W przedsigwzigciach
z obszaru biotechnologii oraz badan naukowych utrata eko-
nomicznie wartosciowych, specyficznych wtasciwosci izo-
latow moze skutkowaé powaznymi stratami finansowymi
lub ogranicza¢ plany badawcze. Materialy badawcze prze-
chowywane sg zarowno w wyspecjalizowanych kolekcjach
gromadzacych zasoby szczepow 1 izolatow na potrzeby ca-
fego srodowiska naukowego i przemyshu, jak i mniejszych
kolekcjach zawodowych. Podstawowym celem jest dostar-
czenie izolatow wiasciwie zidentyfikowanych i opisanych
oraz przechowywanych w warunkach, ktore zapewniaja
zachowanie ich biologicznych wtasciwosci, takich jak: zy-
wotnos¢, cechy morfologiczne makroskopowe i mikrosko-
powe, charakterystyki fizjologiczne, stabilno$¢ genetyczna
(Homolka 2013).

Odpowiednie warunki przechowywania powinny nie
tylko zabezpieczy¢ zywotno$¢ organizmu, ale takze za-
pobiega¢ powstajacym zmianom cech morfologicznych
i biochemicznych. Pierwszymi zauwazalnymi zmianami
sa makroskopowe cechy kolonii, takie jak jej barwa, zwar-
tos¢, charakter grzybni oraz dynamika jej wzrostu (fot. 1).

Fot. 1.  Colletotrichum gloeosporioides, izolat 1258 Kolekcji

Mikroorganizméw Patogenicznych dla Roslin Upraw-
nych Instytutu Ochrony Roslin — PIB. Zrdznicowanie
morfologiczne pomigdzy réznymi probami (N. Luka-
szewska-Skrzypniak)

Photo 1. Colletotrichum gloeosporioides, culture 1258 of Mi-
crobial Collection of Plant Pathogens Institute of Plant
Protection — NRI. Morphological differences of the same
culture (N. Lukaszewska-Skrzypniak)

Dhugotrwale przechowywane izolaty nabieraja tendencji do
pleomorfizmu. W badaniu mikroskopowym ujawniajg si¢
zmiany morfologicznych cech strzepek i zarodnikow. Ob-
serwujemy trudno$ci w tworzeniu organdw rozmnazania
generatywnego, obnizenie intensywno$ci zarodnikowania
konidialnego az do jego zaniku. Dla zapewnienia stabilno-
$ci kultury nalezy ograniczy¢ ilo$¢ jej transferéw do nie-
zbednego minimum. Powaznym problemem jest utrata cech
fizjologicznych, zdolnosci do wytwarzania specyficznych
metabolitdw czy utrata ztozonych wilasciwosci, takich jak
patogenicznos$¢. Moze dochodzi¢ takze do zmian na pozio-
mie genetycznym.

Metody przechowywania / Storage methods

Metody dlugotrwalego przechowywania sg szeroko dys-
kutowanym tematem. Historycznie, badanie grzybow wy-
osobnionych w formie kultur, w warunkach laboratoryjnych
wymagalo zabezpieczenia tych materiatow badawczych.
Podstawowym celem jest utrzymanie ich zywotnosci. Ist-
nieje szereg metod wymagajacych minimalnych naktadow
finansowych i technicznych, a ich stosowanie jest tatwe
i dostepne. Jednym z najprostszych sposobdw utrzymywa-
nia kultur grzybowych jest ich sukcesywne przeszczepia-
nie na podtoza agarowe. Krotkotrwale mozna w tym celu
wykorzystywaé ptytki Petriego Iub cze¢sciej probowki albo
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butelki laboratoryjne wypelione podlozem agarowym.
Czestotliwos¢ transferu zalezy od gatunku oraz warunkow,
czasem wynosi od 2 do 4 tygodni, czesciej jednak sg to 2 lub
4 miesigce (von Arx i Schipper 1978; Smith i Onions 1994).
Tradycyjna metoda utrzymywania kultury przeszczepianej
ze starej na nowa pozywke statg nadal praktykowana jest
w wielu laboratoriach. Oprocz niewatpliwych zalet wiaza
si¢ z nig takze utrudnienia polegajace na wysokim zagro-
zeniu zakazeniami mikrobiologicznymi i braku zabezpie-
czenia przed zmianami cech genetycznych i fizjologicznych
(Onions 1971). Wymagane jest takze doswiadczenie per-
sonelu, ktory potrafi oceni¢ odstgpstwa od standardowych
cech morfologicznych. Przy tym jest bardzo pracochtonna,
co kaze uwzgledni¢ ten czynnik przy kalkulacji kosztow
prowadzenia kolekcji izolatow. Aby spowolni¢ wysychanie
pozywki, skosy agarowe pokrywa si¢ warstwg oleju mine-
ralnego (fot. 2). Dodatkowo spowalnia to tempo rozrostu
grzybni i oddychania organizmu, co wydtuza czas kolejne-
go odnowienia kultury (Sharma i Smith 1999). Aby wydtu-
zy¢ czas przechowywania utrzymuje si¢ obnizong tempe-
rature, ktora ogranicza tempo wysychania pozywki, przez
co zmienia dostgpnos¢ sktadnikoéw pokarmowych i wody.
Obnizenie temperatury do 4-7°C wydtuza nawet dwukrot-
nie czas pomiedzy odnowieniami kultury. Metoda ma jed-
nak negatywny wplyw na niektore gatunki i nie jest dla nich
zalecana, szczegblnie dla grzybdéw termofilnych. Podobnie
dla Oomycetes, ktore zaleca si¢ przeszczepia¢ co 6 miesie-
cy. Niestety, kultury przechowywane pod olejem stopniowo
adaptuja si¢ do warunkow i zagraza im powstawanie spon-
tanicznych mutacji, ktére moga zdominowac¢ kulture (Smith
i Onions 1994). Od dziesigcioleci stosowane sg metody nie-
wymagajace drogich srodkow technicznych. Izolaty utrzy-
mywane sg nie tylko pod warstwa oleju mineralnego, takze
w sterylnej wodzie oraz w szeregu nosnikow: perlicie, bi-

Fot. 2. Kolekcja Mikroorganizméw Patogenicznych dla Roslin

Uprawnych Instytutu Ochrony Ros$lin — PIB. Izolaty

grzybow na pozywkach agarowych zabezpieczonych

olejem mineralnym (A. Pukacka)

Photo 2. Microbial Collection of Plant Pathogens Institute of
Plant Protection — NRI. Fungi on solid media under mi-

neral oil (A. Pukacka)

bule, glebie lub piasku, zelu krzemionkowym i substratach
organicznych: skolonizowanych ziarniakach zboz, drewnie,
stomie, organach ro$linnych, porazonych owadach (Smith
i Onions 1994; Nakasone i wsp. 2004; Homolka 2013).

Izolaty mozna przechowywac w sterylnej wodzie desty-
lowanej w formie zawiesiny zarodnikdéw i grzybni w poko-
jowej temperaturze (Castellani 1963). Borman i wsp. (2006)
przedstawili wyniki przechowywania ta metoda kolekcji
176 izolatow dermatofitow nalezacych do 45 gatunkéw
w ciggu az do 20 lat. Utrzymywata si¢ u nich wysoka przezy-
walnos¢ wynoszaca 90%. Co ciekawe, czas przechowywa-
nia nie miat na nig decydujacego wptywu. Podobne wyniki
przezywalnosci uzyskali inni badacze (Hartung de Capriles
i wsp. 1989; Qiangqiang i wsp. 1998). Zrdéznicowanie prze-
zywalno$ci nalezy raczej przypisywac cechom gatunkowym
lub indywidualnym izolatow. Moze tez by¢ ono zwigzane ze
stanem fizjologicznym zaleznym od wieku kultury wykorzy-
stanej do sporzadzenia inokulum. Wysokiej zywotno$ci izo-
latow nie towarzyszy niestety zadowalajaca stabilno$¢ cech
morfologicznych obserwowana u 20% izolatow (Borman
iwsp.2006). [zolaty Oomycetes nalezy odnawiaé co dwalata,
mimo to s3 narazone na utrat¢ swoich wlasciwosci (Smith
i Onions 1994). Izolaty Aspergillus sp. przechowywane
w destylowanej wodzie wykazywaly pleomorfizm, nato-
miast te same izolaty w formie liofilizatu lub przechowywa-
ne w ciekltym azocie zachowaly cechy wyj$ciowe (Borman
i wsp. 2006).

Dazac do wieloletniego zachowania kolekcji licznych
izolatbw bez potrzeby ich pracochtonnego odnawiania
wykorzystuje si¢ metody oparte na dehydratacji. Propaga-
cyjne zarodniki konidialne, skleroty lub chlamydospory sg
wyposazone w szereg naturalnych przystosowan, takich
jak: pogrubione $ciany czy wyzszy udziat suchej masy za-
pewniajacych przetrwanie. Poniewaz dehydratacja komorki
radykalnie spowalnia metabolizm, przez dziesigciolecia ko-
rzystano wiec z absorbentow. W glebie dobrze przezywaja
gatunki rodzajow Fusarium nawet i dekade (Windels 1 wsp.
1993), Rhizopus, Alternaria, Aspergillus, Circinella, Peni-
cillium (Smith 1 Onions 1994). Po ozywieniu wiele kultur
nie powtarza cech wyj$ciowych izolatow, mimo ze zacho-
wuja zywotno$¢ nawet do 20 lat. Innym desykantem jest zel
krzemionkowy, w ktérym zarodnikujace kultury gatunkow
nalezacych do Ascomycota (Clavicipiales, Diaporthales,
Dothideales, Eurotiales, Heliotiales, Hypocreales, Pezi-
zales, Sordaliales, Sphaeriales) i grzybow mitosporowych
(Coelomycetes, Hyphomycetes) przechowywane 7-18 lat
w wigkszo$ci zachowaly zywotno$¢ i cechy morfologicz-
ne. Metody tej nie mozna zastosowac dla grzybow nieza-
rodnikujacych lub posiadajacych delikatne zarodniki, takze
dla Oomycetes np. gatunkéw Phytophthora czy Pythium
(Smith i Onions 1994).

Szczegdlnym problemem jest zabezpieczenie kultur
Basidiomycota (z wyjatkiem drozdzy), ktore w warunkach
in vitro wytwarzajg tylko grzybni¢. Wegetatywna grzybnia
wykazuje wrazliwo$¢ na warunki srodowiskowe i nie moz-
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na jej liofilizowa¢ (Homolka 2013). Najprostsza metoda
jest wige sukcesywne jej przeszczepianie, a najwygodnie;j-
sza zamrazanie w cieklym azocie. Patogeny drzew mozna
zachowa¢ w kawatkach zasiedlonego drewna. Zarodniki
podstawkowe zebrane w naturalnym $rodowisku z owoc-
nikow, poddaje si¢ liofilizacji. Rowniez pozostate meto-
dy przechowywania sg bardziej skuteczne w odniesieniu
do zarodnikéw niz do mycelium (Smith i Onions 1994).
Problematycznymi gatunkami w przechowaniu sg grzyby
rdzawnikowe, bedace pasozytami obligatoryjnymi. Roz-
wigzaniem jest ich konserwacja w ciektym azocie w formie
porazonych fragmentow rosliny lub zawiesiny zarodnikow.
Podobnie glowniowce (Ustilaginales), ktore na sztucznych
podiozach rosng bardzo stabo. Ich zarodniki mozna takze
liofilizowa¢ (Smith i Onions 1994).

Problem trwatego, dlugoletniego zabezpieczenia licz-
nych izolatow rozwigzano w potowie lat 40-tych XX wieku
(Raper i Alexander 1945) upowszechniajac proces liofili-
zacji. Ta metoda rowniez nie jest pozbawiona ograniczen.
Moze by¢ stosowana w przypadku kultur zarodnikujacych,
a wigc poza zasiggiem pozostawia organizmy niewytwa-
rzajace zarodnikow w kulturach in vitro, takie jak Phytoph-
thora czy Pythium oraz utrzymywane w kolekcjach in vitro
Basidiomycota. Pobrane w sterylnych warunkach zarodni-
ki poddaje si¢ dziataniu krioprotektanta, mrozi i w podci-
$nieniu dokonuje procesu sublimacji. Szczelnie zamknigty
liofilizat o wilgotno$ci 1-2% mozna przechowywac¢ bardzo
dtugo (fot. 3). Przechowywanie tak zabezpieczonych izo-
latow jest bardzo tanie. Liczne gatunki zachowuja wysoka
zywotnos¢, czgsto osiggajaca 100%, a ich przechowywanie
nie jest zagrozone zakazeniem (Smith i Onions 1994).

W naturalnych warunkach organizmy przezywajace
zime, szczegblnie te z obszardw arktycznych i borealnych
uaktywniaja swoje przystosowanie do przetrwania tempera-
tur ponizej 0°C. Stuzy temu gromadzenie w komorkach sub-
stancji, takich jak cukry, szczegodlnie sacharoza i trehaloza
oraz poliole arabitol i glicerol (ktorych obecnos$¢ przyczynia
si¢ do obnizenia punktu krzepnigcia), lipidy i zapobiegajace
zamarzaniu biatka AFP (Smith 1993; Robinson 2001). Tem-
peratura jest pierwszorzednym czynnikiem warunkujgcym
procesy metaboliczne na poziomie komorkowym. Wraz
Z jej obnizeniem metabolizm komdrkowy moze zwalniaé az
do jego zatrzymania, a takze przy ekstremalnie niskich tem-
peraturach doprowadzi¢ do $mierci komorki (Chian 2010).

Fot.3. Ampulki zliofilizowanych kultur grzybéw (A. Pukacka)
Photo 3. Fungi freeze-dryed ampoules (A. Pukacka)

Procesy zachodzace w warunkach naturalnych wystepuja
takze przy zastosowaniu metod kriogenicznych. Krystalizu-
jacy w komorce 16d tworzy si¢ z samej wody i w ten sposob
prowadzi do zaggszczenia roztworu komoérkowego. Powo-
duje szereg zjawisk, takich jak zmiany pH, przewodzenia
tadunkéw elektrycznych, oddziatywania jonow, wplywa
na stabilno$¢ biatek, zaburza réwnowage osmotyczna, co
jest zjawiskiem niekorzystnym dla wewnatrzkomorkowych
proceséw biochemicznych. Ostatecznie, wraz ze wzrostem
rozmiaru krysztatow lodu pojawia si¢ zagrozenie ich me-
chanicznego uszkodzenia. Zastosowanie krioprotektanta,
ktory modyfikuje te procesy ma na celu zapobiezenie $mier-
ci komorki. Nadal nastgpuje zageszczenie tresci komorki,
krystalizacja przebiega inaczej, gdyz obnizony jest punkt
krzepnigcia, dzigki czemu komorka zyskuje wigksze szan-
se przezycia. Do zamrozenia komoérki musi dojs¢ jeszcze
przed zabdjcza dehydratacja w taki sposob, aby zamarzta
roéwnomiernie cala jej tres¢ przed zwiazaniem wody przez
krystalizujacy 16d. Przy wyborze krioprotektanta koniecz-
ne jest uwzglednienie jego toksycznosci. Jego zadaniem
jest czeSciowa dehydratacja komorki, ktorej stuzy wstepne
kondycjonowanie préb przy obnizonej temperaturze. Wsrod
krioprotektantow wyrdzniamy substancje przenikajace z ta-
twoscia przez blong komorkowa, takie jak glicerol i dwume-
tylosulfotlenek (DMSO) Iub glikol polietylenowy. Do drugiej
grupy, chronigcej protoplast z zewnatrz naleza: sacharoza,
laktoza, glukoza, mannitol, sorbitol, dekstran, poliwinylo-
pirolidon i skrobia hydroksyetylowa (Ohmasa i wsp. 1992;
Chian 2010). Przy bardzo szybkim tempie obnizania tempe-
ratury, w ktorym nie dojdzie do nukleacji koniecznej do za-
inicjowania powstawania krysztalow, dochodzi do zestalenia
wody i jej roztworu bez krystalizacji (Chian 2010). Powyzsze
zjawisko witryfikacji jest jedna z nowszych, cho¢ rzadziej
stosowanych metod krioprezerwacji mikroorganizmow.
Metody kriogeniczne zabezpieczaja nie tylko wielo-
letnig przezywalnos¢ izolatow, ale takze niezmiennos$¢ ich
cech biologicznych, w tym genetycznych i fizjologicz-
nych. Kluczowe znaczenie odgrywa w nich skala obnize-
nia temperatury ponizej 0°C, zwykle —20°C, —80°C (za-
mrazarki niskotemperaturowe) (fot. 5) lub —150°C (opa-
ry ciektego azotu) i —196°C (ciekly azot). Podobnie jak
w przypadku liofilizacji kluczowym elementem procesu
jest taki dobor warunkow, aby tworzace si¢ krysztaty lodu
nie spowodowaty mechanicznego uszkodzenia komorek.
Wielko$¢ tworzacych sie dwojlomnych krysztatow zalezy
glownie od tempa zamrazania i sktadu soku komorkowe-
go. Krysztaty tworza si¢ zarowno na zewnatrz, jak i we-
wnatrz komorki. Rekrystalizacja lodu ustaje w temperaturze
—139°C (Homolka 2013). Przechowywanie kultur w tempe-
raturze od —20°C (w niedrogich, tatwo dostgpnych zamra-
zarkach) do —40°C moze by¢ rozwazane dla krétkotrwatego
przechowywania. W dtuzszych okresach zmniejsza si¢ ich
przezywalnos¢, a takze kultura zmienia lub traci swoje cha-
rakterystyczne wlasciwosci biologiczne. Penicillium expan-
sum wykazywalo zmiany morfologiczne juz w pierwszym
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roku przechowywania w —20°C. Podobnie izolaty rodzaju
Fusarium, ktore tracity zabarwienie oraz zywotno$¢ (Smith
i Onions 1994).

Podstawowym zatozeniem krioprezerwacji jest dazenie
do zatrzymania metabolizmu, a tym samym zapobieganie
zmianom zachodzacym w komorkach podczas dugotrwate-
go przechowywania z wykorzystaniem niskich temperatur.
W temperaturze okolo —80°C metabolizm komodrkowy jest
minimalny. Zdolno$¢ gatunkéw do zachowania zywotnosci
w warunkach kriogenicznych jest zréznicowana. Najtrud-
niejsze do utrzymania sg gatunki nalezace do rodzajow
Brevilegnia, Dictyuchus, Phytophthora oraz pewne gatunki
Achlya 1 Saprolegnia. Niektore gatunki, ktorych zywotnosé
badana wkrotce po zamrozeniu jest zachowana, tracg ja
gwattownie po kilku, zwykle 5—7 latach przechowywania.
Naleza do nich liczne Basidiomycota, a takze Rhizoctonia
solani (Ozerskayaiwsp. 2013). Gatunkirodzaju Saprolegnia
(Oomycetes): S. parasitica, S. australis, S. ferax przecho-
wywane na nasionach konopi i krazkach statej pozywki do
12 miesigcy w temperaturze —80°C zachowaty zywotnos¢ dla
nie mniej niz dwoch trzecich prob. Ich przezywalnos$¢ byta
zrdznicowana w zalezno$ci od gatunku i spadata wraz z wy-
dhuzaniem okresu przechowania (Eszterbauer i wsp. 2020).
Wykazano, ze dla optymalnego przechowania Oomycetes
(Phytophthora, Pythium) i niezarodnikujacych grzybow ro-
dzajow Sclerotinia i Rhizoctonia najlepsze warunki stwarza
wstepne kondycjonowanie prob w 4°C przed ich mrozeniem
w —80°C. Proby przechowywano do 12 miesigcy i w tym
czasie ich przezywalno$¢ wynosita minimum 70%. Dla ozy-
wiania prob najlepsze warunki stwarzata temperatura 37°C
(Juarros i wsp. 1993). Po 5 latach przechowywania w —80°C
na koralikach Microbank beads Rhizoctonia, Waitea i Cera-
tobasidium zachowaly zywotnos¢, podczas gdy te same izo-
laty w 4°C utracity zywotno$¢ juz po 24 miesiacach, podob-
nie jak te przechowywane takze w —80°C jednak na agaro-
wych krazkach (Lakshman i wsp. 2018). Gatunki pochodza-
ce z rejonow tropikalnych i subtropikalnych Zle przezywaja
w metodach kriogenicznych np. Gaeumannomyces graminis
var. graminis (Elliott 2005). W innym do$wiadczeniu spo-
srod Oomycetes, Zygomycota, Ascomycota, Basidiomy-
cota oraz grzyboéw mitosporowych, przechowywanych na
trocinach w 10% glicerolu po gwattownym zamrozeniu do
—85°C po 21 miesigcach odzyskano ponad 90% zywotnych
izolatow, a wigkszos¢ z nich przezyta takze 5-letni okres
(Kitamoto i wsp. 2002). Ito i Nakagiri (1996) odzyskali 88%
zywotnych izolatéw po 15-letnim okresie przechowania.
W trakcie wieloletnich badan prowadzonych w Kolekcji Or-
ganizmow Patogenicznych Instytutu Ochrony Roslin — PIB
zaobserwowano dobra przezywalno$¢ na przestrzeni 10 lat
licznych gatunkéw Ascomycetes (Lukaszewska-Skrzyp-
niak i wsp. 2012). Stwierdzono takze zachowanie pato-
geniczno$ci po 8 latach przechowywania w —80°C gatun-
kéw Alternaria radicina i Colletotrichum gloeosporioides
(fot. 4) (Lukaszewska-Skrzypniak i wsp. 2014).

Fot. 4. Kultury Colletotrichum gloeosporioides i Alternaria ra-
dicina wykazujace patogeniczno$¢ po 8 latach przecho-
wywania w —80°C (N. Lukaszewska-Skrzypniak)
Photo 4. Colletotrichum gloeosporioides and Alternaria radicina
cultures retaining their pathogenicity after 8 years cry-

opreservation at —80°C (N. Lukaszewska-Skrzypniak)

Fot.5. Proby przechowywane w temperaturze —80°C (A. Pu-

kacka)
Photo 5. Cryostorage of samples at —80°C (A. Pukacka)

Jak wspomniano powyzej, w przechowywaniu grzybow
niewytwarzajacych zarodnikow w warunkach in vitro wiele
metod jest zawodnych, takze u Basidiomycota. Ze wzgledu
na inaktywacje metabolizmu u grzybow podstawkowych
najlepsze wyniki daje krioprezerwacja (Hubalek 2003).
Hodowle mycelium z sukcesem prowadzi si¢ na podtozach,
takich jak perlit lub ziarniaki zb6z i w takiej formie, na sko-
lonizowanym podtozu sg zamrazane. W grupie 21 izolatéw
— 13 Agaricus spp. i 8 innych gatunkow (Lentinula, Len-
tinus, Macrocybe, Pleurotus, Schizophyllum), na zaszcze-
pionych ziarniakach pszenicy, zamrozonych w temperatu-
rze —80°C i przechowywanych w okresie 2 i 5 lat, badano
przezywalnos¢ poréwnujac skuteczno$é przy zastosowaniu
krioprotektanta (4% glukoza) i bez niego. Przezywalnosc¢
byta wysoka, $rednio na poziomie 80%, jednak w trzech
przypadkach spadta do zaledwie 7%, wszystkie znajdowaty
si¢ w grupie dtuzszego, 5-letniego przechowywania (Zaghi
Junior i wsp. 2020).

Dziatanie temperatury cieklego azotu moze przyczynic
si¢ zarowno do zniszczenia zywej komorki w przeciagu se-
kund, jak i jej utrwalenia na lata, a mozliwe, ze i na setki lat
(Chian 2010). W temperaturze —139°C metabolizm ustaje,
a wigc ustgpuje przyczyna sprawcza zmiennosci cech orga-
nizmu. Przyjmujac to zatozenie, dla wiekszo$ci kultur czas
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przechowywania nie powinien mie¢ praktycznie zadnego
wpltywu. Przezywalnos¢ i stabilno$¢ cech izolatéw przecho-
wywanych w kolekcjach w ciektym azocie lub jego oparach
jest bardzo wysoka (fot. 6). Dla bardzo wielu gatunkow jest
zblizona do 100%, szczegdlnie nalezacych do Zygomy-
cota, Ascomycota, Basidiomycota (Smith i Onions 1994).
Webb i wsp. (2011) zbadali przezywalnos¢ i patogeniczno$é
106 izolatéw Rhizoctonia solani przechowywanych az do
10 lat na ziarniakach jeczmienia w oparach cieklego azotu.
Z czasem przezywalnosc¢ si¢ pogarszala, natomiast wirulen-
cja utrzymywala si¢ na wyjSciowym poziomie.

Fot. 6. Naczynia Dewara z probami przechowanymi w ciektym

azocie (N. Lukaszewska-Skrzypniak)
Photo 6. Dewar vessel with samples in liquide nitrogen (N. Luka-
szewska-Skrzypniak)

W naturalnych ekosystemach, szczegdélnie lesnych, dla
interakcji pomigdzy rosling a gleba kluczowa rolg odgrywa-
ja grzyby mikoryzowe. Polega ona na udostgpnianiu roslinie
glebowych sktadnikéw pokarmowych w czym posrednicza
strzepki grzybni (Smith i Read 2008). Réwniez w procesach
biotechnologicznych znalazly zastosowanie grzyby two-
rzace ektomikoryzg. Zachowanie cigglosci badan wymaga
opracowania metod ich przechowywania. Wtasnie ta grupa
sposrod wszystkich Basidiomycetes wykazuje najstabsza
zywotno$¢ podczas krioprezerwacji (Tan i van Ingen 2004).
Nie tworzg one konidiéw, a na sztucznych podtozach spo-
radycznie wytwarzaja organy rozmnazania. Wegetatywne
strzepki sg bardziej od zarodnikéw wrazliwe na warunki za-
mrazania (Tan i wsp. 1991; Smith 1993). Zréznicowane ga-
tunki tych grzybow badane pod katem zywotno$ci mrozono
w temperaturze —139°C, aby przechowywac je w okresie do
6 miesigcy. Porownano dwie metody, w pierwszej grzybni¢
hodowano bezposrednio w krioprobéwkach na zmodyfiko-
wanej pozywce Friesa, w drugiej pobierana byta do stomek.
W charakterze krioprotektanta zastosowano 10% glicerol.
Dla niemal wszystkich gatunkéw wyzsza zZywotnos¢ uzy-
skano dla wariantu bez stomek. Ich zywotnos$¢ byta zroz-
nicowana, posrod 98 izolatow, 66 wykazato 100%, a tylko

5 nie przezyto (Crahay i wsp. 2013). W toku koewolucji
wytworzyly si¢ ztozone relacje pomigedzy organizmami. Do
ciekawszych nalezy zalezno$¢ zdolnosci kietkowania na-
sion storczykow od wystepowania grzybow mikoryzowych.
Obecnie, gdy wiele gatunkow storczykoéw zagrozonych jest
wyginieciem w swoich naturalnych siedliskach zabezpie-
czenie zasobu ich nasion musi uwzglednia¢ ten wysubli-
mowany mechanizm. Najtrwalsze efekty daje ich mrozenie
w cieklym azocie (Batty i wsp. 2001).

Badania naukowe prowadzone nad patogenami obliga-
toryjnymi zyskalyby techniczne utatwienie, gdyby mozna
byto unikna¢ transferowania ich kolejno na zywe rosliny
lub ich organy. Problem ten dotyczy organizméw biotro-
ficznych gléwnie powodujacych takie choroby, jak rdze,
maczniaki prawdziwe, $niecie i glownie. Tradycyjnie prze-
chowuje si¢ je w postaci zarodnikéw odtwarzajgc warunki
im sprzyjajace, takie jak w naturalnym $rodowisku. Z cza-
sem jednak ich zywotno$¢ zanika, tymczasem dla celow
naukowych i konserwacji ex situ wskazane bytoby wydtu-
zenie tego okresu. Czynnikiem sprzyjajacym jest obnizenie
temperatury do —80°C lub ponizej —140°C (Smith i Onions
1994). Grzyby rdzawnikowe wytwarzaja trzy typy zarod-
nikow: uredinospory, teliospory i bazydiospory, z ktérych
tylko uredinospory dosy¢ tatwo poddajg si¢ krioprezerwacji
w ciektym azocie bez krioprotektanta. Metodyke przecho-
wywania uredinospor wykorzystujaca niskie temperatury
do zaindukowania fazy spoczynkowej opracowali Loege-
ring 1 Harmon (1961). Dla Puccinia psidii krioprezerwacja
wydtuzyta zywotnos¢ cze¢sci uredinospor do 150 dni, pod-
czas gdy bez ingerencji w ciagu 30 dni spada ona do 1-2%
(Salustiano i wsp. 2008).

Zarodniki niektorych gatunkdéw np. Puccinia graminis
sg wrazliwe na zawilgocenie i przed mrozeniem nalezy pod-
da¢ je osuszeniu przez usuni¢cie wilgoci w podcisnieniu
(Cunningham 1973). Ze wzgledu na wysoka specjalizacje
grzybow rdzawnikowych wzgledem gospodarza sg one roz-
patrywane jako potencjalny $rodek ochrony biologicznej,
szczegblnie w stosunku do ekspansywnych chwastéw beda-
cych gatunkami inwazyjnymi. Przykltadem stuzy Puccinia
spegazzinii (Basidiomycota, Uredinales) porazajaca Mika-
nia micrantha (Asteraceae), wyjatkowo ucigzliwe pnacze
pochodzace z Ameryki, ktore stanowi zagrozenie dla na-
turalnych i rolniczych ekosystemow tropikalnych rejonow
poludniowo-wschodniej Azji. W przeciwienstwie do innych
rdzy, nie wytwarza ona uredinospor, mimo to podj¢to ba-
dania nad krioprezerwacja w oparach cieklego azotu telio-
spor i bazydiospor z wykorzystaniem 10% glicerolu w roli
protektanta. Nie zdotano utrzymac patogenicznos$ci zarod-
nikow, a w wigkszosci przypadkéw takze ich zywotnosci.
Jednakze przy zastosowaniu powolnego mrozenia w tempie
—1°C/min rewitalizowane uredinospory wytwarzaty sterig-
my i bazydiospory, a wigc byly zywotne, co juz jest suk-
cesem (Ryan i Ellison 2003). Grzyby $nieciowate rowniez
zaliczamy do patogendéw bezwzglednych, cho¢ jest mozli-
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we uzyskanie grzybni na laboratoryjnych pozywkach, jed-
nak zarodnikowanie poza zywym gospodarzem nalezy do
rzadkosci (Hoffmann 1982). Na roslinach zbdz w miejscu
ziarniaka powstajg sorusy wypetnione teliosporami. Mozna
je mrozi¢ w cieklym azocie zabezpieczone 10% roztworem
glicerolu. Tak przechowana Tilletia caries zachowuje pato-
geniczno$¢ do kolejnego sezonu wegetacyjnego. Kontrolna
kombinacja z zarodnikami przechowanymi w temperatu-
rze pokojowej dawata wigkszy udzial porazonych ktosow,
jednak takie zarodniki tracg z czasem zdolnosci infekcyjne
(Kubiak i wsp. 2011).

Nawet w obrebie dobrze reagujacych gatunkow istniejg
izolaty tzw. ,recalcitrant”, ktére tracg zywotno§¢ w trak-
cie przechowywania. Dla niektérych taksonéw mrozenie
w ciekltym azocie, ktore jest bardzo dobra metoda, nie jest
wystarczajace np. dla Oomycetes, Chytridiomycetes (Smith
i Onions 1994). Do uszkodzen komoérkowych dochodzi tak-
ze w trakcie rewitalizacji kultury. Wraz ze wzrostem tempe-
ratury zachodzi rekrystalizacja lodu (Smith i Onions 1994).
Woda przechodzac w stan ciekly zmienia gwattownie ste-
zenie soku komorkowego ze wszystkimi tego negatywny-
mi konsekwencjami. Raz rozmrozonych prob nie zaleca si¢
mrozi¢ ponownie, gdyz ich zywotno$¢ znaczaco pogarsza
si¢ (Nakasone i wsp. 2004).

Mimo licznych metod przechowywania, zadnej z nich
nie mozemy wskazaé jako najlepszej. Metoda wykorzystu-
jaca ciekty azot posiada bardzo liczne zalety: nie jest ogra-
niczona czasem, zabezpieczenie wilasnosci biologicznych
jest najlepsze, wigkszo§¢ gatunkow dobrze przezywa nie-
zaleznie od tego, czy izolat zarodnikuje, jednak nie jest to
metoda uniwersalna. Ogromna liczebnos¢ gatunkow grzy-
bow przektada si¢ na zréoznicowanie ich cech i dalej na tech-
niczne trudno$ci w doborze metody. Wybor ten ogromnie
utatwia klucz wlasciwego doboru protokotu dla przecho-
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