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PRZEMIANY KWASOW NUKLEINOWYCH
A MROZOODPORNOSC ROSLIN

Kwasy dezoksyrybonukleinowe

Kwasy nukleinowe odgrywajg wiodgcg role w przemianie materii po-
niewaz stan fizykochemiczny DNA, stopien jego spiralizacji i sita pola-
czenia z komponentami chromatyny decyduje o aktywnosci genowej ko-
morek [15, 40, 41]. Poprzez blokowanie i odblokowywanie gendéw naste-
puje regulacja jakosci i ilo$ci syntetyzowanego RNA, m.in. mRNA wa-
runkujgcego powstawanie biatek konstytucyjnych i enzymatycznych.
W ten sposéb DNA decyduje o kierunkach i intensywno$ci przemiany
materii [15, 40, 41]. W komorkach o wysokiej aktywnos$ei fizjologicznej
jadrowy DNA znajduje sie w formie labilnej, natomiast przejscie DNA
w forme stabilng, silnie spiralizowang, okrytg biatkami i fosfolipidami
prowadzi do oslabienia proceséow transkrypcji [43]. Stabilna forma DNA
charakteryzuje sie podwyzszong odpornos$cia na dzialanie czynnikow
denaturujgcych i hydrolizujacych. W niekorzystnych warunkach $rodo-
wiska DNA chromatyny przechodzi w forme stabilng. Obserwowano to
u roslin poddanych dzialaniu suszy, niskich temperatur, braku skladni-
kéw mineralnych w pozywce, inhibujacych wzrost dawek regulatoréw
wzrostu [15, 21, 33, 40, 41, 42]. Rowniez w okresie glebokiego spoczynku
u roslin drzewiastych czesto brak jest labilnego DNA, ktéry wybar-
wialby sie metodami histochemicznymi, poniewaz grupy fosforowane
DNA sg zablokowane przez biatka i fosfolipidy [71], przy tym jagdra
zmniejszajg swojg objetosé [3]. Zmiany te poglebiajg sie przy ujemnych
temperaturach, zwlaszcza u gatunkéw mrozoodpornych. Czuwaszina [16]
obserwowala, ze u slabo odpornych na mréz odmian jabloni jgdra komo-
rek przykambialnych kory jednorocznych pedéw z poczgtku zimy bar- .
wily sie pironing, co Swiadczylo o ich aktywnosci fizjologicznej, pod-
czas gdy jadra komoérek mrozoodpornej jabtoni tracily te zdolnosé juz
przy koncu sierpnia. Ponadto w zimie mrozoodporne odmiany jabloni
zawieraly wiecej stabilnego DNA anizeli stabo odporne [83].

Mrozoodporne odmiany zbdz ozimych w niskich dodatnich tempera-
turach wykazujg gtéwnie labilng forme DNA, bowiem hartowanie sprzy-
ja despiralizacji chromatyny [24, 33, 88, 89]. Podobnie dziata dokarmia-
nie cukrami [1]. Swiadezy o tym zwiekszenie ilosci wolnych grup fosfo-
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ranowych w chromatynie. Zmiany te sprzyjajg intensywnej transkrypciji,
syntezie RNA niezbednego do wytworzenia odpowiednich bialtek enzy-
matycznych kierujagcych m. in. powstaniem substancji ochronnych.
zwigkszajgcych mrozoodpornosé komoérek. Ze wzgledu na odblokowanie
okreslonych genéw w procesie hartowania obserwuje sie zmiane skladu
izoenzymowego wielu enzymow oraz ich wlasciwosei.

U gatunkéw i odmian mie odpornych w temperaturze okolo 0°C za-
chodzi proces odwrotny — DNA zwigksza swojg stabilno$é, co ujemnie
wplywa na wytwarzanie substancji potrzebnych do hartowania.

Przy stabym przemrazaniu ros§lin u mrozoodpornych odmian zb6z
ozimych nastepuje spiralizacja drobin DNA i szybkie, silne laczenie
w kompleksy z biatkami i lipidami, przez co obniza sie aktywnosé fizjo-
logiczna komorek [87, 88]. U odmian slabo odpornych tego nie obser-
wuje sig, a nawet moze zaczyna¢ sie rozpad juz istniejgcych kompleksow
i uwalnianie labilnego, tatwo ulegajacego denaturacji DNA [24, 33, 87,
88, 89]. Z powyzszych badan mozna wysnué wniosek, ze odporne odmia-
ny i gatunki roslin w niekorzystnych warunkach termicznych sg zdolne
do przeprowadzania znacznej czeSci DNA w forme zablokowang przez
biatka i fosfolipidy, fizjologicznie nieczynng i mniej podatng ma dziata-
nie czynnikéw zewnetrznych, natomiast u odmian stabo odpornych
w tych warunkach moze zaj$¢ denaturacja DNA. Ponadto u mrozoodpor-
nych roslin wigzanie DNA moze odbywaé sie przy nizszych tempera-
turach anizeli u stabo zimotrwatych [24, 89].

Bialkom histonowym przypisuje sie wazng role w blokowaniu DNA
w niskich temperaturach. Littau i wsp. [53] uwazaja histony F, (bogate
w lizyne) za substancje zwickszajgce stabilizacje DNA chromatyny i je-
go unieczynienie. Winogradowa [86] badala to zagadnienie na kietkach
pszenicy. Oznaczenia elektroforetyczne wykazaly, ze prz§ hartowaniu
nastepujg ilosciowe i jakoSciowe zmiany we frakcji histonow Fy,
zwieksza si¢ ich heterogennosé i trwalo$é wigzan z DNA; byé moze
histony ulegaja modyfikacjom na skutek fosforylacji i metylowania.

W niskiej temperaturze nastepuja zmiany w budowie i aktywnosci
chromosoméw. Wedlug Grifa [22] temperaturg progowsg podzialow ko-
morkowych u pszenicy ozimej jest 0°C. Gdy temperatura zbliza sie do
tego poziomu w metafazie pojawiajg sie skr-c’)cone, pogrubione frag-
menty chromosoméw, ktére przy dalszym obnizaniu temperatury zle-
piajg sie ze sobg [92]. Zmiany te w wyzszej temperaturze sg odwracalne
[23]. Podczas przemrazania kieltkow pszenicy, jadra poczatkowo ulegajg
wakuolizacji, a przy ginieciu komoérek rozpadajg sie, DNA denaturuje,
zlepia sie w wieksze agre\gaty, a nastepnie hydrolizuje pod wplywem
DN-az uwalnianych z lizosoméw na skutek uszkodzenia ich bton [14;
99]. Rowniez u innych roslin przy uszkadzaniu komorek przez mréz ob-
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serwowano d.efbrmacje jader [17], rozpad nukleoproteidéw [33] oraz de-
polimeryzacje DNA, co powodowalo obnizenie jego zawarto$ci w chro-
matynie [25, 46, 55], a cze§¢ DNA i produktow jego rozpadu przenikala
do cytoplazmy [28]. Odmiany mrozoodporne zawieraja DNA w formie
zwigzanej, odpornej na dzialanie niskich temperatur [24], tak, ze opisane
powyzej objawy zachodza u nich dopiero przy silnych mrozach.

Z powyzszego wynika, ze zmiany w zawarto$ci DNA i jego stanie fi-
zykochemicznym sg jednym z mechanizméw odpornosci roslin na niskag
temperature. Rosliny mrozoodporne w okresie pierwszej fazy hartowania
majg DNA gléwnie w formie labilnej, zdolnej do syntezy RNA, a przy
ujemnych temperaturach szybko przeprowadzajg w stan stabilny, okryty
histonami, co hamuje fizjologiczng aktywnos$é komoérek i zapewnia wy-
sokg odpornos¢ DNA na dzialanie niskiej temperatury. W okresie ocie-
plen zimowych rosliny te stabo reagujg wznowieniem wzrostu, natomiast
na wiosne, dzieki wysokiej zawartosci DNA mogg normalnie wegetowad,
w odréznieniu od form stabo mrozoodpornych, u ktérych silne mrozy -
powodujg rozkltad DNA i nieodwracalne uszkodzenie jgder.

Kwasy rybonukleinowe

Hartowanie. Zmiany w stanie fizykochemicznym DNA chroma-
tyny w procesie hartowania rzutuja réwniez ma procesy transkrypcji,
tj. na ilos¢ i jako$é syntetyzowanego RNA, zaréwno rybosomalnego jak
i matrycowego, a to z kolei wptywa na aktywnos¢ syntezy bialek i ich
budowe.

W procesie hartowania na 0got zwieksza sie poziom zawartosci DNA
i RNA w komorkach. Obserwowano to u pszenicy [3, 37, 48, 63], jecz-
mienia [8] lucerny [34, 78], bobiku [12], przy czym dotyczylo to wszyst-
kich frakcji RNA, zwlaszcza sSRNA i rRNA [25, 67]. Proces ten przebiega |
intensywniej u odmian mrozoodpornych [34, 67, 78]. Rowniez w okresie
jaryzacji nastepuje gromadzenie RNA [20, 82], a dokarmianie siewek
cukrami‘sprzyja temu procesowi [29]. Wedlug niektérych autoréw obser-
wuje sie dodatnig zalezno$¢ miedzy mrozoodpornoscig roslin a zawartos-
cig DNA i RNA [78] lub RNA [47, 72, 75].

Roéwniez u drzew w okresie spoczynku w jesieni zwieksza sie poziom
RNA w réznych organach osiggajac maksimum w zimie. Obserwowano
to w tkankach jabloni [30, 52, 70, 73, 74, 75, 83], czeresni [47], czerem-
chy [70, 73, 74, 75], akacji [79]. Sergejewa [73] podaje, ze zimotrwale
odmiany jabloni maja wyzsza zawartosé RNA w ciagu calego roku w sto-
sunku do slabo odpornych. Leonczenko [49] w korze i drewnie jabloni
w okresie spoczynku stwierdzit obnizenie zawarto$ci wolnego, a zwiek-
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szenie poziomu zwigzanego RNA zwlaszcza u odmian odpornych. Autor
ten uwaza, ze na podstawie dynamiki zmian w zawartosci i stanie RNA
mozna whnioskowaé o mrozoodpornosci odmian jabloni. Wedlug badan
Li i Weisera [51] oraz Siminovitcha [79] przeprowadzonych na jabloni
odmiany Haralsona w naturalnych warunkach podniesienie poziomu za-
wartosci RNA nastepuje na tydzien przed okresem szybkiego zwieksza-
nia stopnia mrozodporno$ci; w tym czasie, jak i podczas zwiekszania
mrozoodporno$ci zawarto$¢ sRNA i rRNA zwieksza sie o okolo 40%.
W innej pracy Li i Weiser [52] podajg, ze w pedach jabtoni przy harto-
waniu podnosi sie poziom tRNA i lekkiego rRNA a zwlaszcza silnie po-
ziom cigzkiego rRNA. Ponadto obserwuje sie dodatnig zalezno$¢ miedzy
mrozoodpornoscig a zawarto$cig RNA, np. jednorcczne pedy i paki cze-
remchy w okresie spoczynku zawieraja wiecej RNA anizeli analogiczne
organy jabtoni [72, 75]. Podobnie korelacje cdporno$ci na niskg tempera-
ture 1 zawartosci RNA w zimie obserwowano u pgkéw czeremchy [47].
Natomiast przy utracie odporno$ci na wiosne w pedach jabloni nastepuje
obnizenie poziomu ciezkiego i lekkiego rRNA [52]. Na podstawie tych
wynikéw mozna sgdzi¢, ze w okresie hartowania i spoczynku nagroma-
dzanie RNA, zwlaszcza TRNA zwieksza liczbe rybosoméw i zabezpiecza
zdolnos¢ komorek do syntezy bialek w niesprzyjajgcych warunkach ter-
micznych. Z innych prac wiadomo, ze przy niskiej temperaturze pow-
stajg biatka enzymatyczne bardziej odporne na dzialanie temperatury
oraz sg syntetyzowane substancje ochronne.

W niektorych pracach autorzy twierdza, ze przy hartowaniu roslin
zbozowych i drzewiastych obniza sie zawartosé RNA, przy czym u ga-
tunkow i odmian mrozoodpornych proces ten zaczyna sie wecezesSniej i za-
chodzi w silniejszym stopniu anizeli u form stabo odpornych [5, 13, 39,
57, 58, 62, 81, 91]. Uwazaja, ze moze by¢ to spowodowane wczesniejszym
wchodzeniem ro$lin mrozoodpornych w stan spoczynku [78] na skutek
czego zostaje zahamowana synteza RNA [10, 39, 61, 62, 81], a ponadto
przyspieszeniem rozkladu RNA. Niski stosunek RNA do DNA u tych od-
mian wediug Stawnego [81] $wiadezy o ,,pelniejszej likwidacji stanu
wzrostu”, a wedlug Babenki i Biriukowa [6] ostabia to réwniez reakcje
roslin na ocieplenie. Przypuszczenia te nie znalazty potwierdzenia
w dalszych badaniach, poniewaz jak wykazali Rochat i Therrien [65]
w procesie hartowania u mrozoodpornych odmian pszenicy zwieksza
si¢ zdolno$¢ -do syntezy RNA w niskich temperaturach, a ponadto po
zahartowaniu siewki tych odmian wykazujg nizsza aktywno$¢ RN-az
anizeli odmian stabo odpornych [18, 19, 65]. Byé moze obserwowane
przez niektérych autoréw obnizenie poziomu ogélnego RNA u zaharto-
wanych ro$lin zwlaszcza odmian odpornych jest pozorne, wynikajgce
ze zmian w strukturze RNA i silniejszego jego wigzania z biatkami, co
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utrudnia ekstrakcje jak réwniez wybarwianie w reakcjach histoche-
micznych.

Dodatni wplyw procesu hartowania na poziom RNA w tkankach ros-
lin zielnych ozimych i roslin drzewiastych jest logiczny jesli uwzgledni
sie fakt, ze podczas pierwszej fazy hartowania, zwlaszcza u form mrozo-
odpornych wystepuje labilny DNA, zdolny do syntezy RNA. Wedtug
Li i Weisera [51] sRNA, ktéry w jesieni osigga maksimum przed innymi
rodzajami kwaséw rybonukleinowych moze regulowa¢ calg synteze RNA
w systemie receptor-induktor. Dzieki wysokiej zawartosci RNA w nis-
kiej temperaturze nastepuje intensywna synteza biatek rozpuszczalnych
w wodzie i innych substancji ochronnych zwiekszajgcych mrozoodpor-
no$¢ komoérek. Poglad ten reprezentujg Sergejew i Sergejewa [72] oraz
Siminovitch [79], ktorzy uwazajg, ze nagromadzony RNA przy hartowa-
niu sprzyja mrozoodporno$ci roslin dzieki zwiekszonej zdolnosci roslin
do syntezy biatek, by¢ moze réowniez bialek specyficznych dla tego pro-
cesu.

O pozytywnej roli kwaséw nukleinowych i ich komponentéow
w ksztaltowaniu mrozoodpornosci $wiadczg réwniez badania zawartosci
zasad purynowych i pirymidynowych oraz dodatni wplyw na mrozood-
pornos¢ egzogennego stosowania tych substancji [35, 56, 64, 76, 77].
W badaniach Kydreva i Tsenowa [45] poddanie roslin pszenicy ozimej
dziataniu adeniny zmniejszalo szkodliwy wplyw subletalnej temperatury.

W procesie hartowania zmienia sie réwniez budowa i stan fizyko-
chemiczny kwaséw rybonukleinowych. Konarew [40] podaje, ze charak-
ter wiezi RNA z biatkami i fosfolipidami zalezy od stanu fizjologicznego
komorki. Przy intensywnych procesach zyciowych wigzania te sg slabe,
wiele grup fosforanowych RNA jest wolnych (na co wskazuje silna lumi-
nescencja), a przy zmniejszaniu aktywnosci wigzania te stajg sie silniej-
sze [54]. Winogradowa i wsp. [89] wykazali, ze u zahartowanych roslin
pszenicy RNA, podobnie jak DNA, wchodzi w kompleksy z biatkami,
a przez to staje sie bardziej odporny na denaturujgce dzialanie odwod-
nienia oraz na rozklad przez enzymy.

Li i Weiser [50] prawadzac badania na tkankach derenia czerwonego
(Cornus stolonifera) wykazali, ze przed, podczas i po hartowaniu skiad
nukleotydowy RNA ulega zmianom, natomiast DNA pozostaje niezmie-
niony. W okresie hartowania nastepuje synteza RNA bogatego w cytozy-
ne i guanine. Te rodzaje RNA odznaczaja sie wyzszg stabilnoscig i odpor-
noscig na dzialanie czynnikéw denaturujacych, poniewaz zostaje zwigk-
szona liczba wigzan wodorowych w drobinach RNA. Podwyzszenie sto-
sunku cytozyny i guaniny (C+G) do adeniny, uracylu i pseudouracylu
(A-+U) obserwowano w temperaturach hartujacych u kielkéw kukury-
dzy [4] i siewek biatej akacji [9]. RownieZz u pszenicy ozimej hartowane]
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w temperaturze 8°C w dzien i 2°C w nocy zwiekszala sie zawartosé
sRNA 1 rRNA oraz stosunek zawartych w nich nukleotydéw CHG
do A+U do 1,24—1,35 wobec 1,01—1,07 u niehartowanej kontroli; ta-
kiego zjawiska nie obserwowano u pszenicy jarej [67, 68]. Sarhan
1 D’Aoust [67] uwazaja, ze niska temperatura sprzyja u form ozimych
powstawaniu specyficznego RNA. Podobne zjawisko gromadzenia RNA
bogatego w C+G obserwowano rowniez w warunkach suszy u pszenicy
[62] 1 lisci oliwek [38]. Wedlug prac Bixby i Browna [9] zmiana stosunku
C+G do A+U w rRNA wplywa na zmiane struktury rybosoméw i krzy-
wg topnienia rRNA. Kessler i Frank-Tishel [38] uwazajg, ze wysoka
zawartos¢ C+G w RNA skorelowana jest z odpornoscig roslin na susze
1 niskg temperature, a zdolnos¢ do syntezy RNA bogatego w te zasady
jest podstawowym czynnikiem hartowania na mréz i susze.

Haber i Ernst [26] wysuneli przypuszczenie, ze w procesie hartowania
u mrozoodpornych gatunkéow powstajg jakie§ nukleoproteidy chronigce
btony cytoplazmatyczne przed uszkodzeniem mrozowym. W nastepnej
pracy autorzy ci z izolowanych, zahartowanych chloroplastow wydzielili
wysokodrobinowy kompleks sktadajacy sie z biatka i RNA, ktéry lepiej
chronil blony cytoplazmatyczne przed dzialaniem mrozu anizeli roztwor
sacharozy [27].

Podwyzszona zawarto$¢ kwasow nukleinowych oraz zmiana ich bu-
dowy i stanu fizycznego wplywa na mrozoodporno$é roslin nie tylko
poprzez synteze bialek i substancji ochronnych, ale réwniez dzieki zmia-
nom wiasciwosci protoplazmy. Jabtonski [32] u mrozoodpornych odmian-
jabloni obserwowat korelacje miedzy zawartoscig kwasow nukleinowych
a stopniem pecznienia koloidow komoérkowych. Iwanowa [31] u pszenicy
stwierdzila zalezno$¢ miedzy zawarto$cig kwasoéw nukleinowych, a ilos-
cig wody zwigzanej, ktoérej wspédtezynnik regresji dla RNA wynosil od
+0,88 do 40,99, a dla DNA +40,99. Kiriczenko i wsp. [39] i Priwalow
(cyt. wg [31]) wykazali, ze dzieki elektropolarnym grupom DNA wplywa
na uporzadkowanie czgsteczek wody do odleglosci okolo 1000 A od po-
wierzchni drobin.

Przemrazanie. W literaturze istnieje zgodnos$é pogladéw na to,
ze przy przemrazaniu roslin w ich komoérkach moze mastgpié¢ nie tylko
uszkodzenie DNA (co omdwiono powyzej), ale réwniez i RNA. Juz
w 1910 r. Schaffnitz (cyt. wg [14]) wysungl przypuszczenie, ze przemra-
zanie roslin prowadzi do uszkodzenia makromolekut. Na skutek odcigg-
nigcia otoczek wodnych nukleoproteidy koagulujg i rozpadajg sie. O roz-~
ktadzie nukleoproteidow w niskich temperaturach Swiadczy zwiekszenie
ilosci grup fosforanowych RNA wybarwianych pironing [14, 15, 59, 90].
RNA uwolniony z komplekséw latwo ulega denaturacji [14] i hydroli-
zie. Rozkiad RNA i obniZenie jego zawartoci przy przemrazaniu roslin

—_—
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stwierdzono u pszenicy [7, 14, 44, 81], kukurydzy [11, 44, 55, 66], ziem-
niakow [85], bukszpanu koreanskiego (Buxus microphylla) [25], ro$lin
drzewiastych [47]. U gatunkéw i odmian stabo odpornych zjawisko to
zachodzi przy mniejszych mrozach i w silniejszym stopniu anizeli
u form odpornych [4, 39, 62, 81]. Np. w badaniach Szerszewskiej i wsp.
[84] w wezlach krzewienia pszenicy w grudniu i w styczniu, w okresie
silnych mrozéw poziom RNA obnizal sie u mrozoodpornych odmian
o 4—18%, a u slabo odpornych o 10—50%. Jak wykazali Winter i Bu-
renkowa [90] obnizenie zawartosci nukleoproteidow i RNA u kukurydzy
przy przymrozkach jest podobne do tego, jakie obserwuje sie przy od-
wodnieniu komoérek. Rozklad RNA w ekstremalnych warunkach mozna
ttumaczy¢ ich denaturacja, a nastepnie depolimeryzacjg przez enzymy
hydrolityczne uwalniane z organelli lizosomopodobnych [14, 59, 60].

Wazng role w odpornosci roslin na dzialanie mrozéw odgrywa zdol-
nos¢ komoérek do resyntezy biatek po przemrazaniu. Siminovitch i wsp.
[80] uwazajg, ze jednym z podstawowych czynnikéw warunkujgcych
mrozoodporno$¢ jest zdolnos¢ do wytworzenia de movo skladnikéw pro-
toplazmy po przemrazaniu w wyniku nasilenia syntezy kwasow nuklei-
nowych i bialek. Poglad ten reprezentujg roéwniez Satarowa i Tworus
[69]. Tak wiec denaturacja i rozklad kwaséw nukleinowych podczas
dzialania mrozu jest jednym z powoddéw giniecia ro$lin, poniewaz zo-
staje uniemozliwiona odbudowa struktury protoplazmy.

* * *

Reasumujgc mozna stwierdzi¢, ze wedlug obecnego stanu wiedzy
w procesie hartowania u mrozoodpornych roslin:

a) nastepuje gromadzenie wszystkich frakecji RNA, dzieki zwieksze-
niu zdolnosci komoérek do syntezy tych substancji w niskich temperatu-
rach co wskazuje na labilny stan DNA chromatyny oraz adaptacji po-
limeraz RNA, ,

b) zmienia sie sklad nowo syntetyzowanych frakcji RNA i ich wlas-
ciwosci fizykochemicznych dzieki odblokowaniu odpowiednich genéw,

c) w sRNA i rRNA nastepuje zwiekszenie stosunku nukleotydow
C+Gi A4U waru.nkujace'wstza ich odpornos¢ na destruktywne dzia-
tanie mrozu, ’

d) zwieksza sie sita wigzania RNA- z biatkami,

e) zmiany w budowie i wlasciwosciach RNA umozliwiajg synteze
bialek w miskich temperaturach, zachodzi przy tym wytwarzanie nowych
rodzajow bialek, zmienia sie sklad izoenzymowy wielu enzyméw, zapew-
nia to synteze substancji ochronnych, ponadto prawdopodobnie wytwa-
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rzane sg specyficzne bialka chronigce cytoplazme przed uszkodzeniami
mrozowymi,

f) nagromadzenie kwaséw nukleinowych wplywa dodatnio na cechy
fizykochemiczne protoplazmy, m. in. na zwiekszenie hydrofilnosci bio-
koloidow,

g) w okresie mrozéw DNA przechodzi w stan stabilny, fizjologicznie
nieczynny, o zwiekszonej odpornosci na dzialanie czynnikow denaturu-
jacych i hydrolizujgcych.

U stabo odpornych gatunkéw i odmian zmiany te zachodzg w stabym
stopniu, lub nie wystepuja.

Za jedng z podstawowych przyczyn obumierania komoérek przy dzia-
taniu niskich temperatur nalezy przyja¢ zaburzenia w budowie jadra
oraz denaturacje, a nastepnie rozktad kwasoéw nukleinowych, co unie-
mozliwia resynteze RNA i bialek po ustaniu mrozu.
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