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Rosliny wyhodowane z wyizolowanych protoplastoéw s3 plodne, ale
czesto u otrzymanych ta droga roflin jest zmieniony wyglad zewnetrzny
i zachodzg réznice w liczbie chromosomoéw [8]. Czynnikami mutagenny-
mi w kulturach protoplastéw sg przypuszczalnie warunki termiczne, w
jakich przebiega ich hodowla. Napromienianie i fuzja somatyczna proto-
- plastéow wplynaé moga jeszcze w wiekszym stopniu na zmiany morfolo-
giczne ro§lin otrzymywanych z wyizolowanych protoplastow.

Na wyizolowanych protoplastach prze$ledzono etapy zakazenia wiru-
sowego i namnazania sie wirusa w komoérce roslinnej. Badania te przy-
czynily sie do dalszego wyjasnienia mechanizmu zakazenia wirusowego
u roélin [1, 4]. Istniejg réwniez mozliwosci wyhodowania z zakazonych,
wyizolowanych protoplastéw catych roélin. Jak wynika z maszych wczes-
niejszych badan [5], protoplasty wyizolowane z zakazonych wirusem
mozaiki tytoniu ro$lin odmiany Samsun, s mniejsze od protoplastow
otrzymanych z roflin zdrowych, a chloroplasty w nich zawarte sg zo6tto-
-zielone. Wolne protoplasty z roflin chorych sg zywotne i wykazujg
zdolnosé do odbudowy $éciany komérkowej. Zregenerowane z tych proto-
plastéw komoérki dzielg sie i formuja kalus wielokomoérkowy {5].

Doéwiadczenie przeprowadzono w celu ustalenia liczebnosci przezy-
wajgcych protoplastéw, ich tempa wzrostu, intensywnosci podzialéw ko-
mérek zregenerowanych z protoplastéw, stopnia opanowania ich przez
wirus mozaiki tytoniu oraz wykazania w jakim stopniu kalus, otrzymany
z zakazonych WMT roélin jest zdolny do réznicowania organéw (pedow
i korzeni).
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MATERIAL I METODYKA

Z ros$lin tytoniu (Nicotiana tabacum v. Samsun), zakazonych wirusem
mozaiki tytoniu i zdrowych, izolowano protoplasty wedlug zmodyfikowa-
nej metody Powera i Cockinga [6]. Wyizolowane i oczyszczone protopla-
sty przenoszono do pozywki Nagata i Takebe [3] o pH 5,8, do ktoérej
przed wysianiem protoplastéw dodawano 1,2%0 agaru. Kultury protopla-
stow zatopiono w pozywce z agarem w szalkach Petriego i hodowano w
o$wietlonym bocznie termostacie, przy natezeniu swiatta 2000 luksow 1 w
temperaturze 28°C. A

Wyroste po czterech tygodniach kalusy, o srednicy okolo 0,5 mm,
przenoszono na zmodyfikowang przez Sacristan i Melchersa [7] pozywke
Murashiga i Skooga [2], oznaczong przez autoréw symbolem Bj;. Na tej
pozywce po czterech dalszych tygodniach lub dluzszym nieco okresie (gdy
kalus jest zakazony WMT), z kalusa wyrastaly male, zielone, nieukorzenio-
ne pedy, ktére ukorzenialy sie po przeniesieniu na nowg pozywke Mura-
shiga i Skooga [7], ze zmniejszong do !/3 iloScig poszczegbélnych skiadmni-
kéw i z dodatkiem 0,1 mg/l kwasu naftaleno-octowego. Po ukorzenieniu
mate ro$linki przenoszono do doniczek z ziemis.

WYNIKI

Wyizolowane z ro§lin zakazonych WMT protoplasty sa poczatkowo
mniejsze od protoplastow z ro$lin zdrowych. W poéZniejszym okresie roz-
nice wyréwnuja sie, bowiem wzrost protoplastéw wyizolowanych z roslin

Tabelal

Tempo wzrostu protoplastéw wyizolowanych z lisci tytoniu v. Samsun
zdrowych i zakazonych WMT

Liczba dni po Srednie wielko$ci protoplastéw z lisci (w um)

wyizolowaniu zdrowych zakazonych WMT
1 41,0 35,1
2 48,1 46,6
3 55,1 53,3
4 60,2 60,3
5 61,1 61,5

Przyrost od 1 do
5 dnia 20,1 25,4

Przedzial ufnosci (P = 0,05) — 2,42.

zakazonych jest szybszy. Sredni przyrost w ciggu pieciu poczatkowych
dni dla protoplastéw zdrowych wynosi okoto 20,1 um, a dla protoplastow
zakazonych wirusem mozaiki tytoniu 25,4 um (tab. 1).
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Po czterech lub pigciu dniach Srednie wielkosci komorek zregenero-
wanych z protoplastéw wyizolowanych zaréwno z lisci tytoniu zdrowych,
jak i zakazonych WMT wynosily okolo 61 um (tab. 1). W tym czasie zau-
wazono réwniez zmiany w wielkosci protoplastow i komoérek, powstatych
z tych protoplastow. Wsréd zakazonych wirusem mozaiki tytoniu komo-
rek, obserwowano czesto komorki ,,giganty”, ktérych srednice wahaty
si¢ w granicach 70-80um (rys. 1). Komoérki te nie wykazywalty jednak
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Rys. 1. Liczba i wielko§é protoplastéw i komérek w poczatkowym etapie rozwoju
1 — zdrowe, 2 — zakazone WMT

tendencji do podzialu i mialy czasem ksztalt wydluzony lub rogalikowa-
ty. Komoérki giganty po pewnym czasie zamieraly. W kulturach komor-
kowych zregenerowanych z protoplastéw zdrowych, komorki giganty na-
lezaty do rzadkosci.

W czwartym lub pigtym dniu od momentu wyizolowania, powstale z
protoplastow komérki przechodzily stadia przygotowawcze do podziatéw.
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Komérki zakazone wirusem mozaiki tytoniu nieco wczesniej rozpoczy-
naly podzialy niz komoérki zregenerowane ze zdrowych protoplastow.
Zwykle przy pierwszych podzialach komérek zakazonych WMT, komorki
zdrowe znajdowaty sie w stadium przygotowawczym do podzialéw (tab. 2).

Tabela 2

Intensywnoé¢ podzialéow komoérkowych zregenerowanych z proto-
plastéw wyizolowanych z li§ci tytoniu v. Samsun

Procent dzielacych si¢ komérek w kolejnych

Protoplasty dniach hodowli protoplastéw
z rolin
5 6 7 8 9 10
Zdrowych gotowosé

do podzialéw 38,6 59,9 81,5 97,6 98,0
Zakazonych WMT  nieliczne
podziaty 31,1 51,4 57,6 62,8 63,0

W szo6stym i nastepnych dniach liczba dzielgcych sie komorek zdro-
wych znacznie wzrosta. Po uplywie dziesieciu dni prawie wszystkie zdro-
we komorki (98%0) kilkakrotnie dzielily sie, natomiast komoérki zregenero-
wane z protoplastéw zawirusowanych, dzielilty sie znacznie stabiej (63%0).
Reszta komoérek ginela, podobnie jak i komoérki giganty.

Kalusy z protoplastow otrzymanych z liSci zdrowych i zakazonych
wirusem tytoniu, przeniesione na pozywke Murashiga i Skooga [2], zmo-
dyfikowang przez Sacristan i Melchersa [7], przechodzily morfogeneze,
wytwarzajgc paki pedowe. W kalusie zakazonym WMT formowanie pg-
kow pedowych zachodzilo znacznie wolniej. Badania zawartosci wirusa
w pakach pedowych i kalusie zakazonym WMT wykazaly znaczne iloSci
czgsteczek wirusowych zaré6wno w kalusie, jak i w wyrastajacych z niego
pakach pedowych. Przeniesienie kalusa z jednej pozywki na drugg nie
eliminuje catkowicie czgsteczek wirusa z otoczenia kalusa, ktére mogg
by¢ rowniez zrodlem zakazenia dla zdrowych jeszcze komoérek.

W pakach pedowych uwodnionych, testowanych na poléwkach lisci
tytoniu odmiany Xanthi, bylo nieco wiecej czgsteczek wirusa w komor-
kach, w poréwnaniu z kalusem uwodnionym. Rozbieznosci te malaly
jesli dosSwiadczenie prowadzono z powietrznie suchymi pakami pedowy-
mi i kalusem. Widocznie iloSci wirusa w komorkach pgkéw pedowych
i w kalusie sg zblizone, a réznice byly uwarunkowane znacznym uwod-
nieniem kalusa (tab. 3).

Nastepny pasaz na !/3 pozywki Murashiga i Skooga [2], z dodatkiem
0,1 mg/l kwasu naftaleno-octowego prowadzit do ukorzenienia pgkéw pe-
dowych. Wyhodowane w ten sposéb z protoplastéw wyizolowanych z lisci
ro§lin zakazonych WMT, male roslinki, trudno jest utrzymac¢ przy zyciu
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Tabela 3

Zawarto$¢ WMT w komérkach kalusa i pgkach pedowych
w pierwszych etapach morfogenezy, (oznaczona testem biologicznym
na poléwkach lisci Nicotiana tabacum v. Xanthi)

Liczba plamek
Materiat I etap II etap
ro§linny? (poczatek rézni- (stadium ufor-
cowania pedu) mowanego pedu)
A Paki pedowe
(uwodnione) 80 A/B 95 A/B
B Kalus
(uwodniony) 61 1,3/1 23 4,1/1
C P3aki pedowe
(powietrznie suche) 69 C/D 68 C/D
D Kalus
(powietrznie suchy) 54 1,2/1 34 2,0/1
a 10 pakéw pedowych i odpowiednia ilo§¢ graméw $wiezej i powietrznie suchej
masy kalusa.

w warunkach szklarniowych. Roslinki te sg czesto silnie zdegenerowane
i cechuja sie bardzo wolnym rozwojem w poréwnaniu z ro$linami, ktére
otrzymano z protoplastéw wyizolowanych z lisci roslin zdrowych.

DYSKUSJA

Poczatkowy rozwéj protoplastéw wyizolowanych z zakazonych WMT
liSci tytoniu przebiegal doé¢ dynamicznie. Obserwowano znaczng stymu-
lacje wzrostu zakazonych WMT protoplastéw i komoérek z mich powsta-
tych oraz przyspieszenie pierwszych podzialéow komérkowych. Protoplasty
zatopione w pozywce zestalonej agarem znajdujg bowiem doskonale wa-
runki do wzrostu, regeneracji Scianki komoérkowej i dalszego rozwoju.

Dla wiruséw znajdujacych sie w pojedynczych, odosobnionych pro-
toplastach, a pézniej po zregenerowaniu $ciany komoérkowej w komoérkach
oderwanych od calo$ci organizmu ro§linnego, srodowisko to przypusz-
czalnie nie sprzyjalo ich namnazaniu. Wirus przechodzit (prawdopodobnie)
na krétki okres jakby w stan utajony. Mozliwe, ze i podioze w jakim
znajdujg sie protoplasty czy komérki, a wiec pozywka, w sklad ktorej
wchodzg nieorganiczne zwigzki i miektére substancje wzrostowe, wplywa
hamujgco na mamnazanie sie czgsteczek wirusa. Dlatego tez do chwili
pierwszych podzialéw wirus mozaiki tytoniu nie daje o sobie zna¢ i stad
obserwuje sie w tym okresie intensywny wzrost i rozwdj protoplastow
i komoérek powstatych z protoplastéw po zregenerowaniu $ciany komor-
kowej. Pézniej, kiedy po podzialach tworzy sie kalus kilkukomérkowy,
intensywne nammnazanie sie wirusa zwalnia tempo podzialéw komérko-
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wych. W dalszym etapie, gdy kalusy zdrowe zaczynajg roznicowaé paki
pedowe, kalusy zakazone wirusem mozaiki tytoniu, uformowane z nie-
licznych komoérek, sg dopiero w poczatkowym stadium rozwoju. Zwol-
nione obecnosciag wirusa tempo podzialéw komérkowych, op6znione wy-
twarzanie pgkéw pedowych, pocigga za soba trudnosci w ukorzenianiu sie
tych przyhamowanych w rozwoju pgkéw. Z matych roslin, stabo ukorze-
nionych, przeniesionych do doniczek z ziemisg, wsréd ktorych nieliczne
wykazujg czasem znaczny stopien degeneracji, tylko maly procent moze
kontynuowa¢ dalszy wzrost i rozwdj. -
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Tadeyw Kobviako, 208apd ITotinap, Mapus ITwuaycxa

POCT U IUDPDPEPEHIIMALINA KJIETOK PETEHEPUMPOBAHHBIX
U3 TIPOTOIIIACTOB M3OJMPOBAHHBIX U3 JUCTBEB TABAKA,
3APAZXEHHBIX BUPYCOM MO3AUMKU TABAKA

Pe3zmomMme

U3 nporonsacToB M30aMPOBaHHBIX M3 JUCTbeB Tabaka copra Samsun, 3apakeH-
HBIX BMPYCOM MoO3auMKu Talbaka, BeIpauleHbl HeOOJbIIMe pacTeHudAa. JViceyezoBaHO
TEMII POCTA ¥ DPa3BUTUA NPOTOIIACTOB 3apa’kEeHHBLIX BUPYCOM, a TaKiKe VHT@HCHUB~
HOCTb JeJIeHMiI KJIETOK pereHepMpOBAHHBLIX M3 IIPOTOILIACTOB KJETOK. ¥ CTAaHOBJEHO,
4YTO TOJIBKO B HAYaJIbHOM II€PHMOAE IPUCYTCTBUE BMUPYCa B MIOJMPOBAHHBIX IIPOTO-
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[LTacTax, a 3aTeM B 00pa30BaBLIMXCA M3 HMX KJETKaX — He OKa3bIBalT OOJbLIIEro
BJAMAHMSA Ha MX pocT M pasBurue., IIo3xKe 2Ke NPUCYTCTBUE BUPyCa B KJEeTKaxX TOpP-
MO3UT JaJbHelllee AeJieHMe KJEeTOK, o0pa3oBaHMe KaJjljiloca M II0Ye4yeK, a TaKiKe
KopHei1. HekoTopble MaJjible pacTeHus MNOJIyYeHHbIe U3 MPOTOILJIACTOB M30JMPOBaHHBLIX
u3 3apaxkeHHblx BMT nucrbeB Tabaka, CHMIbHO BLIPOAMBIUMECA M TOJbKO He3Ha4M-
TeJbHbIM IIPOLIEHT 3TUX pPacTeHMi1 crnocobeH K AalbHEeMIIeMy POCTy M Pa3BUTUIO.

Tadeusz Kobytko, Edward Pojnar, Maria Przyluska

GROWTH AND DIVISION OF THE CELLS REGENERATED FROM THE ISOLA-
TED TOBACCO LEAF PROTOPLASTS INFECTED BY TOBACCO MOSAIC
VIRUS

Summary

From the isolated tobacco leaf protoplasts (Samsun variety), infected by tobacco
mosaic virus, small plants have been cultivated. Growth rate and development
of the protoplasts infected by virus as well as intensity of division of the cells
regenerated from protoplasts were investigated. It was found that only in the
initial stage the presence of virus in the isolated protoplasts and subsequently
in the cells originated from them, did not exert any marked effect on their growth
and development. In a later stage, however, its presence was found to inhibit
further cell division and formation of callus, shoots and roots. Some smaller plants
obtained from the isolated tobacco leaf protoplasts infected by TMV were strongly
degenerated and only a small percent was capable of further growth and develop-
ment.



