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Uvod

Metode za izolaciju etioplasta, tj. plastida biljaka raslih u mraku
(Kirk i Tilney-Bassett 1967), znatno su manje razradene od
metoda za izolaciju hloroplasta.

Prema podacima literature izolacija etioplasta vrSena je za razliita
istraZzivanja. Deo tih istrazivanja odnosi se na proucavanje promena
strukturne grade kada se etioplasti izloZe uticaju svetlosti (Board-
man i Anderson 194, Kahn 196, Wellburn i Well-
burn 1971b), a deo na biohemijska proucavanja etioplasta u toku tih
promena, na razviée fotohemijske aktivnosti u toku formiranja strukture
hloroplasta (Anderson i Boardman 1964, Dodge i Whit-
ting ham 1966), na sintezu i transformaciju pigmenata, obrazovanje
hlorofila (Klein i Poljakoff-Mayber 1961b), na sintezu pro-
teina i lipida (Mego i Jagendorf 1961, Drumm i Margulies
1970), metabolizam nukleinskih kiselina (Gyldenholm 1968), dok su
Price i Hirvonen (1967) odredili sedimentacione koeficijente izo-
lovanih plastida.

Izvestan deo radova posebno se odnosi na metode izolovanja etiopla-
sta ili pojedinih komponenti i njihovu identifikaciju, koris¢enjem razli-
Citih mikroskopskih tehnika (Klein i Poljakoff-Mayber 191a,
Boardman i Wildman 1962, Orth i Cornwell 1963, Kahn
1968, Jacobson 1968, Farineau 1970, Wellburn i Well-
ourn 1971a, Stankovi¢ 1972).

U izolaciji plastida (a u ovom smislu i etioplasta) javljaju se izvesne
poteSkoce zbog specificne grade biljnog tkiva pa nema takve idealne me-
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tode, koja bi ispunila sve uslove za dobijanje Cistih intaktnih plastida.
Dobijanje intaktnih plastida od posebnog je znafaja za pojedina istra-
Zivanja. Podaci nekih istrazivanja sa izolovanim hloroplastima poka-
zuju da je biohemijska aktivnost intaktnih bila razli¢ita od oSteéenih
hloroplasta (Spenser i Unt 1965 Walker 1965 Heber et al
1967). Otuda je i raznovrsnost u pristupu ovom problemu, pocev od iz-
bora medijuma, nacina homogenizacije tkiva, rezima centrifugiranja i dr.
u pojedinim istrazivanjima. Stoga se mozZe samo govoriti o manjoj ili
vecoj pogodnosti nekog postupka, mada se i ¢vrstom primenom jedne
standardne metode javljaju izvesne razlike u toku rada (Ridley i
Leech 1968).

Kao objekti (materijal) za izolaciju etioplasta bile su najceSce ko-
ris¢éene biljne vrste pasulj, neSto manje kukuruz, dok se na drugim
objektima radilo znatno manje ili nije radilo nikako. -
vrsta sa ciljem da se utvrdi:

1) Pogodnost pojedinih biljaka za izolaciju etioplasta i

2) pogodnost medijuma za izolaciju Sto viSe intaktnih etioplasta i
njihovo odrzavanje u datom medijumu.

Materijal i metode

Biljni materijal. Za izolaciju etioplasta u ovom radu ko-
riS¢ene su sledece biljne vrste: Grasak (Pisum sativum L.), rotkvica
(Raphanus sativus var. radicula L), suncokret (Helianthus annuus L),
tikva (Cucurbita pepo L.), kukuruz (Zea mays L.), bob (Vicia faba L.),
kelj pupear (Brassica oleracea var. gemmifera L), goruSica (Sinapis
alba L.), pasulj (Phaseolus vulgaris L.), ricinus (Ricinus communis L.),
krastavac (Cucumis sativus L.), soja (Glycine hispida Maxim.), nosan
(Crupina vulgaris Cass.), ovas (Avena sativa L.), jecam (Hordeum sativum
Hack.) i pSenica (Triticum vulgare L.).

Od nabrojanih biljnih vrsta detaljnije je obradeno pet: graSak,
rotkvica, tikva, kukuruz i suncokret, dok je rad na ostalim biljnim
vrstama imao samo za cilj da se dobije uvid o njihovoj pogodnosti za
izolaciju etioplasta.

Gajenje biljaka. Seme pojedinih biljaka stavljano je na
bubrenje u destilovanoj vodi na temperaturi od 26°C u termostatu, a
zatim je prenoSeno u glinene posude sa vermikulitom. Biljke su gajene
u mracnoj sobi na temperaturi 26 + 10C. Sve biljke gajene su u istim
uslovima. Za izolaciju etioplasta koriSéeni su etiolirani listovi ili kotile-
doni biljaka razliCite starosti, u zavisnosti od biljne vrste i pogodnosti
materijala. NajceS¢e su biljke bile stare 10—12 dana.

Homogenizacija. Postupak u homogenizaciji tkiva bio je isti
za sav koriséeni materijal u odgovarajuéem medijumu. Materijal je
najpre iseckan, a zatim odmerena koli¢ina od jednog grama stavljena
je u ohladeni tarionik na 0°C, dodano 5ml ohladenog medijuma (2—
—3°C) i vrSena homogenizacija sa tutkom u trajanju oko 60 sek. Nakon
homogenizacije vrSeno je filtriranje kroz Miracloth papir, uz blago
istiskivanje usitnjenog materijala.

Medijum. Za izolaciju etioplasta koriséen je neSto modifikovan
medijum Jacobsonove (1968). Polazni medijum kod svih biljnih
vrsta bio je isti:
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A) 05M saharoza, 0,000 M MgCI2 0,2% GSA (govedi serum-albumin,
frakcija V, »Fluka«) i 0,1 M tris pufer (pH 7,4—7,8). Medutim, kako
je u toku izolacije kod pojedinih materijala dolazilo do izvesnih morfo-
loskih promena ili oStecenja etioplasta, to je sastav medijuma menjan.

Tako, pored navedenog, koriséeni su i medijumi:
B) 0,4 M saharoza, 0,001 M MgCI2 0,2% GSA, 0,1 M tris,
C) 0,4 M saharoza, 0,001 M MgCI2 2,0% GSA, 01 M tris i
D) 0,6 M saharoza. 0,001 M MgCI2 0,2% GSA, 0,1 M tris.

Centrifugiranj e lzdvajanje etioplasta vrSeno je diferencijal-
nim centrifugiranjem filtrata. Prvo centrifugiranje vrSeno je na 200 g
(centrifuga »Niko«, LC — 45, sa horizontalnim rotorom) u trajanju
3—5 min. Na ovaj nacin odstranjen je detritus, koji je sadrzavao ostatke
¢elijskih zidova, jedra, Skrobna zrna i delimi¢no cele i oStecene etioplaste,
a supernatant je ponovo centrifugiran na 500 g (centrifuga »Tehtnicag,
LC — 72, sa horizontalnim rotorom) u trajanju od 10 min. Supernatant
je odliven, a talog etioplasta (u daljem tekstu etioplasti I) fino resuspen-
dovan u 4 ml hladnog medijuma i centrifugiranje ponovljeno pri istom
rezimu. Ovakvim postupkom dobijen je talog etioplasta (u daljem tekstu
etioplasti Il) koji je koriS¢en za dalja istrazivanja.

U zavisnosti od sastava medijuma (molaritet) i vrste materijala, u
nekim slu€ajevima je do izvesne mere modifikovan opisani postupak.

U toku centrifugiranja temperatura se kretala od 0°C do 5°C. Da
ne bi dolazilo do zagrejavanja centrifugata u toku centrifugiranja, kivete
su bile izolovane od zida nosaca kiveta slojem stiropora.

Variranjem jacine, vremenskog trajanja i mikroskopskom kontrolom
dobijenih izolata, pri opisanom rezimu centrifugiranja dobijaju se zado-
voljavajuéi rezultati. Forsiranje duzeg ili jaCeg centrifugiranja nuzno
povlaci veée prisustvo nepozeljnih komponenata filtrata.

Svetioisno-mikroskopske metode. Za sva osnovha za-
pazanja, morfoloSke odlike, oCuvanost, Cistocu, brojnost izolovanih etio-
plasta i dr., kao polazni kriterijum za procenu uspeha izolacije bila su
posmatranja u obicnom svetlosnom, fazno-kontrastnom te fluorescent-
nom mikroskopu. Snimanje preparata vrseno je u fazno-kontrastnom mi-
kroskopu.

Odredivanje broja i veliCine etioplasta. Broj
etioplasta odredivan je posle svake preparacije, tj. u filtratu, suspenziji
etioplasta | i suspenziji etioplasta Il, pomoéu hematocitometra (komora
po Neubaueru ili Biirker-Tiirku) i izrazavan na 1 g sveze
materije lista odn. kotiledona.

Odredivanje veli€ine etioplasta vrseno je merenjem istih sa dobijenih
mikrofotografija ili merenjem uzetih kontura poveéane slike etioplasta
sa mikrofilma na listu hartije, kao i kombinacijom ovih nafina, pri
poznatim uvecanjima. Za svaku biljnu vrstu vrSeno je merenje preko
120 etioplasta, a dobijeni rezultati merenja prikazani su kroz distri-
buciju veli€ine etioplasta histogramima.

Elektronsko-mikroskopske metode. Talog etioplasta
Il uklopljen je u 1,5% agaru (Difco) u 0,1 M fosfatnom puferu (pH 7,2—
—7,4) uz dodatak saharoze, Ciji je molaritet odgovarao molaritetu izo-
lacijskog medijuma. Uklopljeni etioplasti u agaru fiksirani su u 5%
glutaraldehidu u trajanju od 2 sata na temperaturi od 1 do 5°C, a za-
tim je vrSena postfiksafija 1% osmijumtetroksidom u fosfatnom puferu
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(pH 7,2—7,4). Nakon 2-satne postfiksacije uklopljeni izolat etioplasta u
agaru kratko je ispran destilovanom vodom i vrSena dehidracija u seriji
etanola. Komadici tkiva (kontrola) preparirani su na opisani standardni
nacin.

Sve operacije — fiksiranje, ispiranje, postfiksacija i dehidracija —
obavljane su na niskoj temperaturi (1—5°C), a uklapanje u agar i fiksa-
cija izolata i tkiva vrSeno je pri slaboj zelenoj svetlosti.

Dehidrisan materijal uklapan je u araldit (Cargille 6005).

Ultratanki prerezi nacinjeni su ultramikrotomom Reichert Om U2
pomocu staklenih noZeva. Kontrastiranje prereza vrSeno je olovnim citra-
tom (Reynolds 1963).

Preparati su pregledavani i snimani na Siemensovom Elmiskopu I
pri 80 KV, u Institutu za biologiju SveuciliSta u Zagrebu.

Rezultati

Podaci o broju izolovanih etioplasta, prikazani na tabeli 1, pokazuju
da je on bio razli¢it kod pojedinih biljnih vrsta. Najveci broj etioplasta
uspeo se izolovati iz etioliranih listova graska, a najmanji iz kotiledona
suncokreta. Takode je i broj etioplasta posle pojedinih preparacija bio
razli¢it, medutim, relativne vrednosti broja izolovanih etioplasta u od-
nosu na pocetni filtrat pokazuju priblizno iste vrednosti.

Veli¢ina izolovanih etioplasta, kao i distribucija veliine varira kod
pojedinih biljnih vrsta i krec¢e se od 2—2,5 pm kod rotkvice (49%), 2,5—3
pm kod tikve (52%), kukuruza (45%) i graska (49%) te 3—35 pm kod
suncokreta, 3to je prikazano na histogramima 1—b5.

Dobijeni rezultati svetlosno i elektronsko-mikroskopskih proucava-
nja pokazuju da je uspeh izolacije u pojedinim medijumima i kod po-
jedinih biljaka bio razlicit.

Tabela 1 Broj izolovanih etioplasta po 1g sveze materije lista odn. ko-

tiledona.
Filtrat Etioplasti | Etioplasti 11
Biljna vrsta . . .
Broj % Broj % Broj %
Pisum sativum 33X 10 100 18 X 107 54 14 X 107 42

Raphanus sativus 23 X 10 100 11 X 107 48 9,2 X 1 40
var. radicula

Cucurbita pepo 2,0 X 107 100 9,8 X 10k 49 78 X 1 39

Zea mays 12 X 107 100 59 X 10« 49 44 X 1 36

Helianthus annuus 2,9 X 10 100 15 X 1 51 11 X 1 38

Izolovani etioplasti u medijumu A kod vecine biljnih vrsta pokazuju
dobru morfoloSku i strukturnu ofuvanost. U obi¢nom svetlosnom i fazno-
-kontrastnom mikroskopu etioplasti tikve (si. 6), krastavca, nosana (si. 1),
svih Zitarica (kukuruz, ovas, jeCam, pSenica) te rotkvice, gorusice, sunco-
kreta, boba i graSka imaju normalan morfoloSki izgled sa gustom stro-
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Distribucija veli€ine etioplasta izolovanih u medijumu A kod razliCitih

biljnih vrsta: Raphanus sativus var. radicula — hist. 1, Pisum sativum —
hist. 2, Cucurbita pepo — hist. 3, Zea mays — hist. 4 i Helianthus annuus
— hist. 5

Size distribution of the etioplasts isolated in medium A in different
plants: Raphanus sativus var. radicula — Hist. 1, Pisum sativum — Hist. 2,
Cucurbita pepo — Hist. 3, Zea mays — Hist. 4, and Helianthus annuus —
Hist. 5.
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1. Crupina vulgaris. Etioplasti izolovani u medijumu A (mikrofotografija).
2000 : 1.
1. Crupina vulgaris. Etioplasts isolated in medium A (micrograph). 2,000 :1.

2. Helianthus annuus. Etioplasti izolovani u medijumu A. Etioplasti (stre-
lice) sa svetlom stromom (mikrofotografija). 2000 :1.

2. Helianthus annuus. Etioplasts isolated in medium A. Etioplasts with
light (arrows) stroma (micrograph). 2,000 :1.

3. Vicia faba. Etioplasti izolovani u medijumu A. Etioplasti (strelice)
sa vakuolama (mikrofotografija). 2000 :1.

3. Vicia faba. Etioplasts isolated in medium A. Etioplasts (arrows)
with vacuoles (micrograph). 2,000 :1.

4. Pisum sativum. Etioplasti izolovani u medijumu A. lzraZzena pojava
vakuolizacije (mikrofotografija). 2000 :1.

4. Pisum sativum. Etioplasts isolated in medium A. The etioplasts are
highly vacuolated (micrograph). 2,000 :1.

5. Pisum sativum. Etioplasti izolovani u medijumu C (mikrofotografija).
2000 :1.

5. Pisum sativum. Etioplasts isolated in medium C (micrograph). 2,000 :

6. Cucurbita pepo. Etioplast izolovan u medijumu A.Fina struktura etio-
plasta o€uvana. Veliko prolamelarno telo (pb), u intaktnoj stromi
skrobno zrno (s). 32000 :1.

6. Cucurbita pepo. Etioplast isolated in medium A. The fine structure
of the etioplast is well preserved. Large prolamellar body (pb) and a
starch grain (s) in the dark stroma. 32,000 :1.

7. Helianthus annuus. Etioplasti izolovani u medijumu A sa tamnom
(@) i svetlom (b) stromom. 20000 :1.

7. Helianthus annuus. Etioplasts isolated in medium A with dark (a)
and with light (b) stroma. 20,000 :1.

8. Raphanus sativus var. radicula. Etioplast izolovan u medijumu A sa
velikom vakuolom. 40000 :1.

8. Raphanus sativus var. radicula. Etioplast isolated in medium A with
a large vacuole. 40,000 :1.

9. Pisum sativum. Etioplasti izolovani u medijumu B sa razli¢itim defor-
macijama (strelice). 24000 :1.

9. Pisum sativum. Etioplasts isolated in medium B with various defor-
mations (arrows). 24,000 :1.

10. Pisum sativum. Etioplast izolovan u medijumu C. 32000 :1.
10. Pisum sativum. Etioplast isolated in medium C. 32,000 :1.

11. Helianthus annuus. Etionlast izolovan u medijumu D. Uklopljena ci-
toplazma (strelica). 25000 :1.

11. Helianthus annuus. Etioplast isolated in medium D. Cytoplasm en-
closed by the etioplast (arrow). 25,000 :1.
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mom. Elektronsko-mikroskopska proucavanja takode pokazuju da je fina
struktura etioplasta ouvana. Etioplasti sadrze, slicno onima u tkivu,
prolamelarna tela, nesto tilakoida, plastoglobula, fitoferitin i gustu stromu
ispunjenu brojnim ribosomima. SpoljaSnja membrana etioplasta je ne-
oSte¢ena, intaktna (si. 6). Medutim, u ovom medijumu kod nekih biljaka
javlja se izvestan broj etioplasta koji su nabubreni ili deformisani (ame-
boidnog oblika). Tako kod etioplasta suncokreta dolazi do bubrenja, po-
veéanja njihove zapremine i pojave etioplasta sa svetlom stromom (si.
2, 7). Pojava nabubrelih etioplasta znatno je viSe izraZzena posle duZeg
vremena drzanja u izolacijskom medijumu. Kod etioplasta gorusice, rot-
kvice, boba (si. 3) i graska kod izvesnog broja etioplasta javlja se va-
kuolizacija. Vakuole nastaju izmedu spoljasSnje i unutrasnje opne spoljne
membrane etioplasta. Cesto su jako velike (si. 8) i ispunjene te¢noScu.
Kod etioplasta graska, pored pojava vakuola, javljaju se i razlicite de-
formacije (si. 4), koje su nakon duZeg stajanja izolata blaze ili sasvim
nestaju.

U medijumu B vrsena je izolacija etioplasta suncokreta i graSka. U
izolatu etioplasta suncokreta javlja se znatno veci broj oStecenih — na-
bubrelih etioplasta. Kod etioplasta graska javljaju se slitne promene
veé opisanim, sa neSto izrazenijom pojavom vakuolizacije i drugim de-
formacijama, Cesto u vidu nastavaka (si. 9).

Medijum C. U cilju dobijanja Sto viSe intaktnih etioplasta graska,
postojeéem medijumu B dodavan je 2% GSA. lzolovani etioplasti u ovom
medijumu pokazivali su bolji morfoloski izgled, i nakon duZeg drZanja
u medijumu (si. 5), kao i strukturu (si. 10), mada je bilo i deformisanih
etioplasta.

Medijum D je koriS¢en za izolaciju etioplasta suncokreta. lzolacijom
etioplasta u medijumu viSeg molariteta postignuti su bolji rezultati, tj.
dobiien je veci broj etioplasta sa oCuvanom finom strukturom (si. 11).

Izolacija etioplasta iz listova pasulja, ricinusa, soje i kelja pupcara
nije dala pozitivne rezultate, bez obzira na koris¢eni medijum. Posebno
je bilo interesa za izolaciju etioplasta pasulja. Medutim, veliko prisustvo
Skrobnih zrna onemogucéava izolaciju etioplasta, jer ih poput finog peska
drobi, tako da se u izolatu u masi Skrobnih zrna vidi tek po koji etio-
plast. Isti problem javlja se i u izolaciji etioplasta kelja pupCara, a kod
ricinusa i soje pored Skroba javlja se i povetan sadrzaj ulja. PokuSaji
da se Koristi stariji materijal takode su ostali bez uspeha.

Cisto¢a dobijenih izolata opisanim postupkom bila je razliita, u
zavisnosti od biljne vrste. Pri izolaciji etioplasta iz kotiledona tikve,
krastavca, suncokreta, kao i iz listova graSka, Cesto se javljaju ostaci
jedara. Kod izolata iz mladeg biljnog materijala izvesne poteSkoce pri-
Cinjava prisustvo Skroba (graSak, tikva), a kod zitarica prisustvo celij-
skih zidova, koji se poput iglica probijaju kroz Miracloth i prolaze u
toku filtriranja homogenata.

U izolaciji etioplasta suncokreta javlja se promena boje homogenata,
kao reakcija na pH sredine. Smanjenjem vrednosti pH ispod 7 boja ne-
staje. Verovatno da se boja javlja zbog prisustva nekih materija u koti-
ledonima, Cija priroda nije istrazena. Nakon ispiranja etioplasta | boja
nestaje.

IzloZzeni rezultati pokazuju da je uspeh izolacije etioplasta zavisio u
prvom redu od koriS¢enog medijuma i da bi taj problem trebalo dublje
istraziti. Svakako da on zavisi znatno i od biljne vrste.

75



Diskusij a

IzloZzeni rezultati pokazuju da je uspeh izolacije kod pojedinih
biljnih vrsta i u razliitim medijumima bio razliCit, te se donekle mogu
uporediti sa podacima iz literature koji se odnose na problem izolacije
etioplasta.

Broj izolovanih etioplasta razliCito je izrazavan od strane pojedinih
autora: po listu biljke ili na gram sveze materije. Cini se da je ovaj drugi
veli¢ina, debljina i druge osobine lista (kotiledona) znatno varirati u
okviru iste biljne vrste, a joS viSe izmedu razliCitin. Tako je Gylden-
holm (1968) dobio 2,1 X IO8plastida po jednom listu pasulja, a Kahn
(1968) 5—7 X 108 po listu pasulja. Dobijeni podaci u ovom radu poka-
zuju da su relativne vrednosti izolovanih etioplasta bliske podacima iz
literature (Jacobson 1968, Wellburn i Wellburn 1971a), ali
se apsolutne vrednosti dosta razlikuju. Svakako da ¢e broj izolovanih
etioplasta zavisiti od niza faktora i da je potrebno primeniti vise me-
toda za njegovo odredivanje, u cilju dobijanja pouzdanijih rezultata.

Literaturni podaci o veliCini etioplasta vrlo su oskudni. Prema M e-
gou i Jagendorfu (1961) veliCina etioplasta pasulja iznosi oko
3 pm. Dobijeni podaci u ovom radu pokazuju da je veli¢ina etioplasta
kod pojedinih biljnih vrsta bila razliCita, kao i da postoje izvesna vari-
ranja veliCine unutar iste vrste (si. 12, hist. 1—5). Sa dobijenih histograma
moze se videti da se distribucija veliine etioplasta kod biljaka sa ne-
znatnim brojem oStecenih (tikva) javlja u vrlo uskom intervalu, dok se
kod biljaka, kod kojih su etioplasti bili deformisani (grasak, rotkvica) ili
oSteceni (suncokret), distribucija veliCine javlja u Sirem intervalu. Po-
daci Ridleya i Leechove (1968) takode ukazuju da su oSteceni
hloroplasti bili znatno krupniji u odnosu na neoSteéene i da se iz do-
bijenih histograma moze dobiti slika odnosa oSteéenih i neoStecenih
plastida. Na histogramu za izolovane etioplaste suncokreta (si. 12, hist. 5)
jasno se zapaza pomeranje veli¢ine ka krupnijim etioplastima, a svetlo-
sno-mikroskopska i elektronsko-mikroskopska istrazivanja pokazuju da su
ti krupniji etioplasti i oSteceni.

Za izolaciju etioplasta koriséeni su razliCiti medijumi od strane
pojedinih autora, a svi medijumi pripremani su u vodenoj sredini. Za
osmotsku stabilizaciju rastvora obicno je koriSéena saharoza, rede NaCl.
Mego i Jagendorf (1961) su ukazali na to da se razlicite kombi-
nacije drugih komponenti (NaCl, KC1, polietilenglikol ili polivinilpiroli-
din sa saharoznim rastvorom, u fosfatnom ili tris puferu, sa ili bez EDTA)
nisu pokazale pogodnim za izolaciju etioplasta. Isti autori smatraju da je
saharozni medijum, u fosfatnom ili tris puferu, potpun kako za izolaciju
tako i za ispiranje i odrzavanje etioplasta. U novijim radovima javljaju
se i druge hemijske komponente u medijumu. Znacajno mesto dato je
govedem serum-albuminu. Gyldenholm i Whatley (1968) su
merenjem fotofosforilacije izolovanih hloroplasta, pri razli¢itim kon-
centracijama GSA, utvrdili da je optimalna koncentracija za visoku
aktivnost 0,25%> GSA. Isti autori posebno su ukazali da pokuSaji zamene
GSA sa jaj€anim albuminom, ili nekim drugim proteinom te amino Ki-
selinom ne daju tako dobre rezultate. Na pozitivan efekat GSA ukazali
su Honda et al. (1966) i drugi autori, a Wellburn i Wellburn
(1971a) ga nazivaju »esencijelnim« za izolaciju etioplasta. Koris¢enje
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drugih hemijskih komponenti, €esto dodavanih medijumu za izolaciju
hloroplasta ili drugih celijskih komponetni (Honda et. al. 1966) za
sada nisu nasle Siru primenu u izolaciji etioplasta.

Prikazani rezultati pokazuju da se medijum javlja kao osnovni faktor
za dobijanje intaktnih etioplasta i da je uspeh izolacije zavisio prven-
stveno o koriS¢enom medijumu. Takode se mozZe videti da razliCite biljne
vrste zahtevaju i razliCite medijume, tako da se ne moZe govoriti 0 ne-
kom univerzalnom medijumu.

Prema podacima literature za izolaciju etioplasta najcesce je ko-
riSéen pasulj, a ima izvestan broj radova gde je koriS¢en kukuruz i ne-
koliko pojedinatnih radova na drugim biljnim vrstama (raz, pSenica,
ovas, lan). IzloZeni rezultati ovog rada ukazuju da postoji i niz drugih
biljaka za izolaciju etioplasta i da su mogucnosti izbora daleko vece.
Interesantan je podatak, da se u najvecem broju radova kao materijal
koristio pasulj, a da su u ovom radu dobijeni negativni rezultati. Izgleda
da se ovde ne radi samo o biljnoj vrsti ve¢ o specificnoj sorti, pogodnoj
za izolaciju etioplasta. Na problem izolacije etioplasta pasulja takode su
ukazali Boardman i Anderson (1964) te Gyldenholm (1968),
koji su zato duze vremena gajili biljke, kako bi eliminisali Skrob. Na-
protiv, Drumm i Margulies (1970) su koristili vrlo mlad materijal
pasulja (6—8 dana) i dobili pozitivhe rezultate. Koriste¢i podatke ovog
rada, sve biljne vrste u odnosu na pogodnost za izolaciju etioplasta mogu
se svrstati u dve grupe: 1 pogodne — nosan, tikva, graSak, bob, krasta-
vac, rotkvica, gorusSica i sve zitarice i 2. nepogodne (zbog veceg sadrzaja
Skroba) — pasulj, ricinus i kelj pupcar. Veéi sadrzaj ulja u biljaka
(rotkvica, goruSica, suncokret, tikva) ne priinjava znatne poteSkoce u
izolaciji etioplasta, jer se najve¢im delom odstranjuje, nakon odlivanja
supernatanta i ispiranja izolata, tako da je koliina ovih primesa ne-
znatna. Problem koji se javlja u izolaciji etioplasta graSka, boba ili
rotkvice (pojava vakuola i deformacija) nije odlika biljne vrste, veé
pogodnosti medijuma za izolaciju.

Kriterijum za procenu uspeha izolacije bila su svetlosno i elektron-
sko-mikroskopska prou€avanja dobijenih izolata etioplasta. Elektronsko-
-mikroskopska zapaZanja pokazuju da bitnih razlika u gradi etioplasta
izmedu pojedinih biljaka nema. Etioplasti pokazuju tipi¢nu finu gradu,
koja se slaze sa podacima iz literature (Kirk i Tilney-Bassett
1967, Miihlethaler 1971). Gotovo kod svih istrazivanih biljaka,
manje ili viSe, unutrasnji sloj spoljaSnje membrane stvara invaginacije
u vidu tubula cineéi tzv. periferni retikulum. Nakupljanje fitoferitina
u stromi Cesto se javlja u plastidima koji nisu potpuno zavrSili svoju
diferencijaciju, ili u plastidima kod kojih je na neki nacin ukocena
fotosinteticka aktivhost (Robards i Robinson 1968), kakav je slu-
Caj i sa etioplastima.

O morfoloSkim promenama etioplasta i deformacijama do kojih
dolazi u toku izolacije, nema dovoljno podataka u literaturi. lzvesni
radovi (Leech 1966) ukazuju na neke osobenosti izolovanih hloro-
plasta razliitim metodama. U literaturi se obi¢no susreée pojam »oSte-
¢en« ili »razbijen« plastid. Tako su Ridley i Leech (1968) sve
plastide prema morfoloSkoj ocuvanosti podelili u tri klase: | — intaktni,
Il — oSteceni i 11l klasa — intermedijerni plastidi, tj. plastidi kod kojih
je oStecena spoljaSnja membrana, a ostali deo plastida je ofuvan. Re-
zultati ovog rada o izolaciji etioplasta suncokreta mogli bi se uklopiti
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u ovu podelu, dok su deformacije izolovanih etioplasta grasSka (si. 4, 9)
ili rotkvice (si. 8) reverzibilne i nakon duzeg drzanja u izolacijskom me-
dijumu nestaju.

Zakljucak

Na osnovu dobijenih rezultata mozZe se zakljuciti sledece:

Rezultati izolacije etioplasta kod pojednih biljaka bili su razli€iti i
pogodnim biljnim vrstama pokazale su se: graSak, bob, tikva, suncokret,
krastavac, nosan, rotkvica, goruSica i sve zitarice, a nepogodnim: pasulj,
ricinus, soja i kelj pupcar.

Najveci broj etioplasta izolovan je iz etioliranih listova graska, a
najmanji iz kotiledona suncokreta (tab. 1).

Distribucija veliCine etioplasta kod pojedinih biljaka bila je razliita
(hist. 1—5) i krece se od: 2—2,5 [xm kod rotkvice, 2,5—3 jjun kod graska,
tikve i kukuruza i 3—35 |jm kod suncokreta.

Sastav medijuma pokazao se znacajnim faktorom u izolaciji etio-
plasta. Kod vecine biljaka etioplasti se mogu izolovati u medijumu A
(vidi str. 71 i si. 1, 6), medutim, ovaj medijum se pokazao manje pogodnim
za izolaciju etioplasta boba (si. 3), rotkvice (si. 8) i suncokreta, i ne-
pogodnim za graSak (si. 4).

Dodavanjem stabilizirajuée komponente 2°/0 GSA postignut je bolji
rezultat u izolaciji etioplasta graska (si. 5, 10) Sto ukazuje na povoljno
delovanje ove komponente na stabilizaciju etioplasta.

Ova istrazivanja zapoceta su u Zavodu za biologiju Univerziteta u
Novom Sadu, a dovrSena u Botanickom zavodu Prirodoslovno-matematickog
fakulteta i Institutu »Ruder BoSkovié« u Zagrebu. Posebnu zahvalnost dugu-
jem profesoru dr Zvonimiru Devidéu, rukovodiocu ovog rada i dr Mercedes
Wrischer, visem nau¢nom suradniku Instituta »Ruder Bo3kovié« na sve-
srdnoj pomoc¢i u toku izrade i pisanja ovog rada.
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SUMMARY

CONTRIBUTION TO THE METHOD OF ETIOPLAST ISOLATION

Zivko Stankovic
(Faculty of Sciences, University of Novi Sad)

In the present study an attempt has been made to find more suitable
plants for etioplast isolation and to obtain a higher percentage of intact
isolated etioplasts.

Etioplasts have been isolated in 16 different plant species (broad
bean, pea, bean, mustard, kale, radish, cucumber, pumpkin, sunflower,
castor bean, soybean, crupina, barley, maize, oat and wheat). All isolated
etioplasts have been carefully observed by microscopic methods, especial-
ly by phase-contrast microscopy. In 5 plant species (pea, radish, sunflo-
wer, pumpkin and maize) the etioplasts have been investigated in detail
with electron microscope. Depending on plant species the isolation of
etioplasts has been attempted in different media, designated as medium
A, B, C and D. The basic medium — medium A — corresponds to a
slightly modified medium as used by Jacobson (1968). The following
results have been obtained:

Pea, broad bean, pumkin, sunflower, cucumber, crupina, radish,
mustard, and all cereals have proved to be suitable plants for etioplast
isolation, while bean, castor bean, soybean and kale have been shown to
be unsuitable.

The highest number of isolated etioplasts (Table 1) can be obtained
from the etiolated leaves of pea, and the lowest one from the cotyledon
of sunflower.

The size distribution of the etioplasts varies in different plants
(Hist. 1—5) and ranges from 2—25 jxm in radish, 25—3 uim in pea,
pumpkin and maize, and 3—35 pm in sunflower.

The composition of the medium proved to be an important factor in
the etioplast isolation. In most plants etioplasts can be successfully
isolated in the medium A (see p. 71 and Figs. 1, 6); this medium, however,
is less suitable for the isolation of etioplasts in broad bean (Fig. 3),
radish (Fig. 8), and sunflower (Figs. 2, 7), and unsuitable in pea (Fig. 4).

Better results can be obtained in isolating etioplasts in pea (Figs.
5, 10), by adding a stabilizing component — 2°/0 bovine serum albumin,
(medium C), which indicates that this component stabilizes the structure
of etioplasts.

Zivko Stankovi6

Zavod za biologlju
Univerziteta

21000 Novi Sad (Jugoslavia)
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