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Kr ioprezerwacja jest obecnie powszechnie 

wykorzystywan� metod� przechowywania materiaáu 
biologicznego w niezmienionym stanie. Mo*e byü stosowana 
tak*e do zachowania embr iogennego charakteru tkanki 
kalusowej pochodz� cej z kultur in vitro. Dla uzyskania 
odporno� ci komórki na stres niskiej t emperatury poddaje si

j � r ó*nego typu manipulacjom. Jedn� z dróg jest 
podniesienie st
 *enia sacharozy w po*ywce, czego 
konsekwencj � jest przeorganizowanie protoplastu.

Celem bada� byáo okre� lenie wpáywu przebudowy 
cytoplazmy komórek PEM-u na prze*ywalno�ü tkanki po 
traktowaniu LN2. 
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Materiaáem do bada� byáa embr iogenna tkanka kalusowa (PEM) pochodz� ca z zawiesin komórkowych Gentiana tibetica (8-

letniej) i G.kurroo (1-rocznej) , inicjowanej z hypokotyla. Kultury prowadzono w zmodyfikowanej , páynnej po*ywce MS (1962) 
zawieraj � cej: 1.0mg/l dicamby, 0.1mg/l NAA, 2.0mg/l BAP, 80.0mg/l siarczanu adeniny, z 3, 6 i 9% sacharoz� . Bada�
mikroskopowych i mro*enia PEM-u z wy*szych st
 *e� sacharozy, dokonywano po minimum 4-tygodniach przebywania tkanki 
w po*ywce z 6 lub 9% sacharoz� .

Tkank
 do obserwacj i w mikroskopie � wietlnym i elektronowym transmisyjnym przygotowywano wg procedury opisanej przez 
Mikuáa i wsp. (2001). Pochodziáa ona z po*ywki zawieraj � cej 3, 6 i 9% sacharoz
 .

Tkank
 kalusow� do mro*enia pobierano z kultur b
 d� cych w 6 lub 7-dniu po pasa*u. Umieszczano j � w ciekáym azocie stosuj � c 
program powolnego scháadzania od +20oC do -40oC co 1oC, bez dodatkowej kr ioochroony lub poddaj � c komórki uprzednio 
plazmolizie. Plazmolizy dokonywano dwustopniowo poprzez zanurzenie tkanki w 0,5M, a nast
 pnie 1M roztworze sacharozy. Po 
rozmro*eniu splazmoli zowanych komórek, tkank
 umieszczano bezpo� rednio w po*ywce z 6% sacharoz� na 5 i 24 godziny. Komórki 
rozmra*ano przez zanurzenie mikroprobówek w áa(ni wodnej o temp. 37oC na 10 min. Oceny prze*ywalno� ci tkanki dokonywano 
barwi� c j � 0,4% TTC rozpuszczonym w buforze fosforanowym o pH 7,4.

WYNIKI

Podniesienie st
* enia sacharozy z 3% (Fot. 
1a) do 6 i 9% spowodowaáo zmniej szenie 
wielko� ci komórek oraz znaczne zwi
 kszenie 
zawar to� ci skrobi skupionej w amyloplastach. 
W agregatach zawiesiny G. tibetica, 
hodowanych w podwy*szonym st
* eniu 
sacharozy w po*ywce (Fot. 1b), stwierdzono 
obecno�ü tr zech grup komórek: (1) 
intensywnie dziel� cych si
 , maáych, � ci� le do 
siebie przylegaj � cych, z drobn� skrobi� ; (2) 
zawieraj � cych mniejsze, lecz bardzo liczne 
amyloplasty i (3) komórek wi
 kszych, lu(no 
uáo*onych, z du*ymi amyloplastami. 
W agregatach G. kurroo wykazuj � cych 
strefowy ukáad komórek, zwi
 kszenie ci� nienia 
osmotycznego w po*ywce przyczyniáo si
 do 
powi
 kszenia strefy komórek P Dá\ FK��
LQWHQV\ZQLH� G]LHO� F\FK� VL
 � zawieraj � cych 
liczne amyloplasty (Fot. 1c).
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Fot. 1.
a) Komórki PEM-u G.tibetica SRFKRG]� FH�]� SR*\ZNL�]��� �
VDFKDUR]� ��b) Grupy komórek PEM-u G.tibetica (1-� �� ]� Uy*Q� �
]DZDUWR�FL� �DP\ ORSODVWyZ�� � ��VDFKDUR]D��
c) 3RZL
 NV]RQD�VWUHID�LQWHQV\ ZQLH�G] LHO� F\FK�VL
 �NRPyUHN�Z�
PEM-ie G.kurroo (6% sacharoza) bar=200mmc

I . Zmiany w masie praembr iogennej �3(0�� REVHUZRZDQH�Z�PLNURVNRSLH�� ZLHWOQ\P
Fot. 1.

Na poziomie ultrastruktury w komórkach 
PEM-X� KRGRZDQ\ FK� Z� SR*\ ZFH� ]� � ��
VDFKDUR] � �� stwierdzono Z\VW
 SRZDQLH�ZLHOX��
Uy*QHM� ZLHONR�FL� ZDNXRO� �)RW�� �D���
3RGQLHVLHQLH� VW
* HQLD�VDFKDUR]\� SURZDG] LáR�
do silnego zag
 szczenia cytoplazmy, rozbicia
F] 
 VWRcentralnie poáo*on\FK��GX*\ FK wakuol 
na wiele drobnych RUD]� ]Z L
 NV]HQLD� OLF]E\� L�
silnego rozbudowania amyloplastów (Fot. 
2b,c). 

II . Zmiany w komórkach PEM-u obserwowane na poziomie ultrastruktury

Fot. 2.

Fot. 2.
a) Ultrastrukturalny obraz komórek PEM-X�]�SR*\ ZNL�]� � ��V DFKDUR] � �zawieraj� cych du*e wakuole (V) (pow. 
4000x); b) Ultrastrukturalny obraz fragmentu agregatu komórkowego. Widoczne du*e amyloplasty silnie upakowane 
skrobi� (Am), liczne proplastydy (pPl) oraz bardzo liczne lecz drobne wakuole (V) (pow. 1400x); c) Liczne, maáe 
wakuole (V) ze záogami elektronowo g
 stej substancji wewn� trz oraz poá� czenia plasmodesmowe pomi
 dzy 
s� siednimi komórkami (Am-amyloplast) (pow. 4000x); d) Zag
 szczona cytoplazma zlicznymi ciaáami lipidowymi i  
bardzo maáymi wakuolami (V), widoczne mitochondria (M) i struktury Golgiego (GA) (pow. 10000x); e) Silnie 
rozbudowane szorstkie retikulum endoplazmatyczne (rER) (GA-struktury Golgiego, pPl-proplastydy, pl-
plasmodesmy) (pow. 10000x);

Wielko�ü organelli komórkowych takich jak: mitochondr ia, 
struktury Golgiego i ciaáa lipidowe w po*ywce z 9% sacharoz� , 
ulegáa znacznemu zmniejszeniu (Fot. 2d), podczas gdy rER
byáo bardzo rozbudowane i tworzyáo wielowarstwowe cysterny
(Fot. 2e). Aktywnie produkowane przez struktury Golgiego
p
 cherzyki wakuolarne, przyczyniaáy si
 do pogrubiania � cian 
komórkowych.

57,89  ±0,6239,88 ±1,221,10 ±0,11G.kurroo/H

62,83  ±0,7625,85 ±1,691,37 ±0,18G.tibetica

9% sacharoza6% sacharoza3% sacharozaGatunek 19,82 ±±0,8825,07 ±±0,1992,00 ±±0,8995,36 ±±1,48  9%

6,8 ±±0,4820,32 ±±0,5377,79 ±±2,06100,00 ±±2,07 6%

00,35 ±±0,1637,59 ±±0,6197,25 ±±2,38 3%

po 24 godz
w kulturze1

po 5 godz
w kulturze1

EH]SR�UHGQLR�SR�
UR] PUR*HQLX�

plazmolizie*Z�SR*\Z FH

SR�PUR*HQLXposacharozy
PEM-u (w %)3U] H*\Z DOQR�ü6W
 *HQLH

Obserwowane zmiany zwi� zane z przeorganizowaniem cytoplazmy 
bezpo� rednio przyczyniáy si
 do zwi
 kszenia tolerancj i tkanki na stres niskiej 
temperatury. Wraz z podniesieniem st
 *enia sacharozy w po*ywce 
stwierdzono wzrost prze*ywalno� ci tkanki po mro*eniu (Tab. 1). 3RGREQ� �
UHDNFM
 � REVHUZRZDQRrównie* po zastosowaniu plazmolizy (Tab. 2). 
Jednocze� nie komórNL�KRGRZDQH�Z�SR*\ ZFH�]� ��L�� ��VD FKDUR]� �Z\ND]\ ZDá\
wi
 ksz� tolerancj 
 na uszkodzenia ] DFKRG] � FH�Z�F]DVLHdeplazmolizy (Tab. 2).

Tab. 1. Prze*ywalno� ü PEM-u w zale*no� ci od st
* enia sacharozy 
w po*ywce, bez dodatkowej kr ioochrony (w %). Barwienie TTC 
przeprowadzono bezpo� rednio po rozmro*eniu tkanki

Tab. 2. Wpáyw st
 *enia sacharozy w po*ywce na prze*ywalno�ü PEM-u 
G. tibetica poddanego uprzednio plazmolizie 1M sacharoz� (w %)

*  tkanka nie mro*ona; ** barwienie TTC wykonano ok. 30 min. od rozmro*enia tkanki
1 tkank
 bezpo� rednio po rozmro*eniu umieszczano w po*ywce páynnej z 6% sacharoz�
(bez stopniowej deplazmolizy)

III . Przebudowa cytoplazmy a kr ioprezerwacja PEM-u

WNIOSKI:

Dáugotrwaáe (min. 4-tygodnie) 
podniesienie st
* enia 
sacharozy w po*ywce 
páynnej prowadziáo do:

1. przebudowy cytoplazmy 
komórek badanych zawiesin;

2. zwi
 kszenia tolerancj i 
komórek na stres niskiej 
temperatury;

3. zwi
 kszenia tolerancj i 
komórek na deplazmoliz
 .
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