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Wyizolowany protoplast jako jednosi:ka funkcjonalna zywej materii
sklada sie z cytoplazmy i jednego jadra komoérkowego. Tylko protoplasty
komorczakow zawierajg wiele jader. Odslonieta plazmelemma protoplas-
tow, znajdujgca sie w bezposrednim kontakcie ze Srodowiskiem zewne-
trznym nadaje protoplastom specyficzne wlasciwosci i stwarza duze
mozliwosci ich zastosowania przy rozwigzywaniu réznych zagadnien ba-
dawczych. '

Celem niniejszej pracy, w ktérej wykorzystano protoplasty wyizolo-
wane z liSci tytoniu zakazonego wirusem mozaiki tytoniu (WMT) bylo
wyhodowanie calych roslin i ustalenie udziatu ro$lin zdrowych i zawiru-
sowanych w otrzymanej tym sposobem populacji.

MATERIAL I METODA

Material wyjsciowy do badan stanowily rosliny tytoniu (Nicotiana ta-
bacum v. Samsun), zdrowe i zakazone wirusem mozaiki tytoniu (TMV
vulgare strain). Protoplasty izolowano z lisci tytoniu z objawami poraze-
nia ukladowego stosujgc metode Nagata i Takebe [5], zmodyfikowang
przez Powera i Cockinga [7]. Hodowle wyizolowanych protoplastow pro-
wadzono in vitro, w szalkach Petriego, w pozywce Nagata i Takebe [5]
utwardzonej agarem. Agregaty kalusowe wyrosle po uplywie 4-6 tygodni
przenoszono do szalek na zestalong agarem pozywke Murashiga i Sko-
oga [4] udoskonalong. przez Sacristan i Melchersa [8]. Otrzymane pgki
pedowe, w celu ukorzenienia, transplantowano na $wiezg pozywke Mu-
rashiga i Skooga. Ilo§é poszczegdlnych sktadnikéw w tej pozywce zmniej-
szono do 1/3 i uzupelniono kwasem naftalenooctowym w ilosci 0,1 mg/l.
Ukorzenione pedy wysadzano do doniczek z ziemig.
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WYNIKI I DYSKUSJA

W czasie realizacji postawionego na wstepie zadania napotkano na
dos¢ duze trudnosci i to zarowno przy otrzymywaniu protoplastow, jak
i przy hodowli powstalych z protoplastéw komorek, tkanek kalusowych
czy tez réznicujgcych sie z nich organéw. Stwierdzono, ze zywotne pro-
toplasty zakazone WMT bardzo szybko odbudowujg Sciany komoérkowe
i przechodzg wczes$niej niz zdrowe, poczatkowe podzialy komoérkowe [6].
Po tym okresie aktywno$ci nastepuje ostabienie tempa podzialéw i dalsze
etapy rozwojowe — agregaty komoérkowe czy tkanki kalusowe — przecho-
dza juz z duzym opoéznieniem w poréwnaniu z tymi, ktéore wyhodowano
z roslin zdrowych [3]. Z agregatow komérkowych, otrzymanych z roslin
porazonych WMT, przeszczepionych na pozywke Murashiga i Skooga,
wkroétce po przeniesieniu znaczny procent ginie. Z pozostalych przy zy-
ciu — mimo duzych trudnosci — mozna jednak wyhodowac¢ cale rosliny,
z tym ze w koncowym etapie, w czasie przenoszenia do doniczek, rosliny
najsilniej zdegenerowane i porazone WMT zasychajg i obumierajg.

W populacji roslin wyhodowanych z protoplastow wyizolowanych
z lisci zakazonych WMT liczebnie przewazajg ro$liny bardzo zdegenero-
wane, z wyraznymi objawami ukladowego porazenia wirusem mozaiki
tytoniu (rys. 1). Sporadycznie otrzymywano réwniez rosliny bez objawow
zewnetrznych wskazujgcych na zakazenie WMT. Sposréd tych roslin jed-
ne byly zdrowe i w ich komoérkach nie stwierdzano obecnosci czgsteczek
wirusowych, pozostale natomiast byly zakazone WMT, mimo braku ze-
wnetrznych objawéw porazenia wirusowego. Chandra i Hildebrandt [1]

Rys. 1. Tyton odmiany Samsun z objawa-
mi ukladowego porazenia WMT
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otrzymali podobne wyniki hodujgc rosliny tytoniu (Nicotiana tabacum
Havana) z pojedynczych komorek zakazonych wirusem mozaiki tytoniu.

Fakt wyhodowania roslin zdrowych w podanych uprzednio warunkach
sugeruje, ze nie wszystkie komorki w lisciach, z ktoérych izolowano pro-
toplasty byly opanowane przez wirus mozaiki tytoniu. Ze zdrowych pro-
toplastow wyrastaly wiec zdrowe, rosliny, mimo duzych mozliwosci za-
kazenia w czasie zachodzgcych podzialéw komoérek, tworzenia sie tkanki
kalusowej i roznicowania sie organéw przyszlych roslin. Do pozywki
utwardzonej agarem dostaja sie bowiem ze zniszczonych protoplastow
znaczne ilosci czgsteczek wirusa.

Esau i Gill [2] opierajac sie na badaniach wlasnych oraz Chandra
1 Hildebrandta [1] tlumaczg mozliwo$¢ uzyskania zdrowej rosliny rowniez
z komorki zawirusowanej. W czasie podzialu zakazonej komérki albo na-
stepuje rozdzielenie czgsteczek wirusa pomiedzy dwie komérki siostrzane,
albo wirus pozostaje tylko w jednej komorce. W tej drugiej sytuacji
z komorki wolnej od wirusa wyrasta zdrowa ros$lina.

Wyttumaczenie dlaczego sposréd otrzymanych z protoplastéw roslin
zawierajgcych w komorkach czgsteczki WMT, jedne sg silnie zdegenero-
wane i op6znione w rozwoju, a drugie nie wykazujg objawéw chorobo-
wych, wymaga dalszych do$wiadczen. By¢ moze pierwsze z nich wywb-
dzg sie z protoplastow, ktére zostaly opanowane. przez wirus mozaiki
tytoniu jeszcze wtedy, gdy znajdowaly sie w komoérkach liscia, a drugie
ulegly zakazeniu po wyizolowaniu, w trakcie hodowli in vitro.
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PETEHEPALINSI PACTEHUN TABAKA (NICOTIANA TABACUM V. SAMSUN)
N3 IMPOTOITNIACTOB IMTOPAXXEHHBIX BUPYCOM MO3AUKU TABAKA

Pe3omMme

W3 kynsTyp mpOTOIIACTOB M30JMPOBAaHHBIX M3 3apaxeHHbIX BMT mucteeB Tabaka (Nico-
tiana tabacum v. Samsun) BEIPAIICHO LieJIble PACTEHUs. B MOMIy4eHHO NOMy/IALMA YHCIEHHO Ipe-
o0/afa/ M CHIILHO BBHIDOAMBIOMECH PACTEHHS, C OTYET/MBBIMU IPH3HAKAMH IOPaXXEHHS BHDPYCOM

Mo3anku Tabaka. M3 OCTambHBIX HOPMaJIbHO Pa3BMTBIX DACTEHMH OAHM ObLIM 3apaXkeHbi, JPYTHeE
B KJIETKax He coaepXaiau 4actuuek BMT.

Edward Pojnar, Tadeusz Kobytko, Maria Lech

REGENERATION OF TOBACCO (NICOTIANA TABACUM V. SAMSUN)
PLANTS FROM PROTOPLASTS INFECTED WITH TMV

Summary

From cultures of protoplasts isolated from TMV-infected tobacco leaves, com-
plete plants were cultivated. The resulting population exhibited a quantitative pre-
dominance of greatly degenerated plants, with distinct symptoms of TMYV infection.
As concerns the remaining mormally developed plants, some were infected, whereas
other ones contained no TMV particles in the cells.
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