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POGLADY NA ISTOTE TEGO ZJAWISKA

Pojeciem ,,0dpornosé roslin na dzialanie mrozu” obejmuje si¢ zwykle
zar6wno te cechy, ktére pozwalajg roslinie unikng¢ zamarzniecia tkanki,
jak rowniez takie jej wilasciwosci, ktére umozliwiajg jej przetrzymanie
ujemnych skutké6w zamarzania. Sg to jednak dwa zupelnie rézne zjawiska.
W pierwszym przypadku rosliny wyksztalcajg np. dodatkowe elementy
okrywowe (np. okrywy zimujgcych pakéw), dzieki ktorym temperatura
tkanki nie spada ponizej jej punktu zamarzania. Moze tez czasami mie¢
miejsce wytwarzanie ciepla przez zimujaca tkanke (Levitt, 1966). Tego
rodzaju przystosowania nie zabezpieczajg jednak tkanki przed tak duzymi
spadkami temperatury, jakie maja miejsce w warunkach naturalnych.
Dlatego duzo wieksze znaczenie w przyrodzie i dla rolnictwa maja takie
mechanizmy, ktére zabezpieczajg tkanke przed skutkami zamarzania,
a wiec przede wszystkim przed skutkami powstawania w tkance lodu.
O tym wlagnie rodzaju odpornosci bedzie mowa w obecnym artykule.

Powstanie lodu w tkance moze prowadzi¢ do réznorodnych skutkow.
Obserwacje badaczy XVII i XVIII wieku doprowadzity do sformutowania
teorii uszkodzen znanej pod nazwg ,,teorii pekniec” (,,rppture theory” —
Levitt, 1956), ktora dlugo egzystowata, gdyz opierajac s’e na znanym zja-
wisku zwiekszania objetosci wody w czasie krystalizacji, wydawala sie
bardzo logiczna. Wedlug tej teorii tworzacy sie 16d mial rozsadzaé tkanki,
powodujac nieodwracalne szkody. W ten sposob tlumaczono gléwnie peka-
nie grubych pni w czasie silnych mrozéw. Jednak nie potrafiono wyttuma-
czyé znacznie czestszego powstawania uszkodzen w mtodych i cienkich
organach roglinnych, w ktérych nie dochodzilo do rozszczepienia tkanki,
mimo ze ich temperatura byla znacznie nizsza niz temperatura grubych
pni (Schiibler, 1827). Szczegdlowe obserwacje mikroskopowe nie wykazaly
sladéw mechanicznych uszkodzen Scian komorkowych (Goppert, 1830),
chociaz stwierdzono, ze sok komoérkowy daje si€ latwiej wycisnaé z,tlj:am—
ki uprzednio przemrozonej. Nie potrafiono wyttumaczy¢ dlacze.-go Sciany
komoérkowe nie wytrzymujg nacisku spowodowanego 101dgm’, mimo ze na
0g6! zdolne sa do wytrzymywania znacznie wigkszych napiec niz te, ktore
moéglby spowodowaé 16d powstaly z calej nawet wody zawarteJ. w ‘c].:«:ance.
Ostateczny cios teorii zadato stwierdzenie, ze pod wptywem niskiej tem-
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peratury komorki nie tylko nie zwiekszajg objetosci, ale sie kurczg (Miil-
ler-Thurgau, 1880).

W wyniku bardziej nowoczesnych badan mozna przyjac¢, ze skutki spo-
wodowane powstaniem lodu zalezg od miejsca jego krystalizacji. I tak,
w przypadku gwaltownego schladzania tkanki (np. z szybkoscig —5° do
—20°C/min) 16d moze powstaé¢ na terenie samej komoérki: m'edzy $ciana
komorkcwa a proteplastem, w protoplascie lub wreszcie w wakuoli. Jedy-
nie w pierwszym przypadku i tylko wtedy, gdy tajanie lodu zachodzi
wolno, kemérka ma szanse przezycia. Natcmiast wykrystalizowanie lodu
na terenie protoplastu powoduje porozrywanie delikatnych struktur cyto-
plazmatycznych i w efekcie zawsze powoduje smier¢ komarki. Wywotane
lodem uszkodzenia maja w tym wypadku charakter wyraznie mechanicz-
ny. Wykrystalizowanie lodu w wakuoli jest ostatnim etapem zamarzania
komorki i zachodzi juz po uszkodzeniu protoplastu.

Stosowane w laboratoriach ultraszybkie schiadzanie, w czasie ktorego
temperatura spada z szybkoscig 100 i nawet 10 000°C/sek., daje inny efekt:
16d pcwstaje na terenie protoplastu w postaci mikroskopijnych krysztalow,
ktére mieszczg sie w oczkach endoplazmatycznego reticulum i nie powo-
duja rozerwania struktury. W tym wypadku komoérka ma praw'e 100%
szanse przezycia.

Zaréwno szybkie, jak i ultraszybkie schladzanie zachodzi glownie
w warunkach lebeoratoryjnych, kiedy to mamy do czynienia z fragmenta-
mi resliny i z wymuszonym schladzaniem. W warunkach naturalnych za-
chodzi stosunkowo powolne schladzanie, ktorego szybkos¢ rzadko kiedy
przekracza 1—2°C/godz. W takich warunkach tksnka najpierw ulega zwy-
kle przechlodzeniu, a dopiero pézniej — w miare dalszego schladzania —
zaczyna sie tworzy¢ 16d. Najwczesniej 16d powstaje w naczyniach, kto6-
rych duza objetos¢ uniemozliwia wydatne przechtodzenie, a nastepnie —
w przestrzeniach miedzykomoérkowych. Drobne wymiary komérek, a takze
fakt, ze w sklad blony komoérkowej wchodzg zwigzki zawierajace ttuszeze
powoduja, ze zawartoé¢é komérki ulega przechlodzeniu i nie dochodzi do
powstawania lodu w jej wnetrzu. Lipidowe skladniki blon uniemozliwiajg
rowniez przenikanie krysztalow lodu do wnetrza komoérki.

Tworzenie sie lodu w przestrzeniach miedzykomoérkowych powoddje
tam spadek preznosci pary wodnej. Poniewaz jednak para wodna, zawar-
ta w przestrzeniach, znajduje si¢ w dynam‘cznej réwnowadze z waodg
znajdujacy sie w komérkach, powoduje to wydzielanie sie¢ wody z komor-
ki do przestrzeni. W miare, jak temperatura spada, coraz wieksze ilosci
wody odciggane sg z komorki, co deprowadza z kolei do zatezenia soku
komorkcwego, obnizenia jego punktu krzepniecia i w efekcie chroni za-
wartos¢ komorki przed zamarznieciem. Dowiedziono, ze spadki tempera-
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tury nawet ponizej 20 i 30°C nie powoduja zamarzniecia tre$ci komoérki
(Sakai, 1965).

Na czym wiec polega mechanizm uszkodzen spowodowanych lodem
krystal:zujagcym w przestrzeniach miedzykomorkewych? Na ten temat
istnieje kilka teorii, z ktérych jedynie teoria Iljina (1°33), ktérej rozwinie-
ciem i uzupelnieniem jest hipoteza Levitta (1262), tlumaczy najwiecej
obserwowanych zjawisk. Inne, jak np. teora bezpoérednich uszkodzen
spowodowanych iloscig lodu czy tez teoria stracen spowodowanych zbyt-
nim zasoleniem (,,the salt precipitation theory” — Gorke, 1306), maja
obecnie znaczenie raczej historyczne. Teoria stracen zakladala, ze bez-
posredn’y przyczyng uszkodzen mrozowych jest wytracenie bialtek przez
zbytnio stezony sok komérkowy.

Teoria stworzona przez Ilj'na, zwana inaczej teorig napie¢ mechanicz-
nych, zaklada, ze uszkodzenia mrozowe spowodowane sg zaré6wno duzym
odwodnieniem protoplastu, jek rowniez szybkim jego uwadnianiem w cza-
sie tajenia lodu. Odwodnienie protoplastu nie przebiega z jednakowsg
szybkoscig dla réznych jego elementéw, co pcwoduje powstawanie ol-
brzymich napie¢ w komorce. Wektory tych naple¢ majg bardzo zmienny
i przypadkowy kierunek i w rezultacie mogg spowodowaé rozerwanie
mniej wytrzymatych struktur. Jeszcze wieksze niebezpieczenstwo zagraza
wg. Iljina komoérce w czasie tajania lodu: woda, zgromadzona w przestrze-
niach miedzykomoérkowych w postaci lodu, w czasie szybkiego tajan‘a
wnika gwaltownie do komérki i powoduje rozerwanie wlékien cytoplazma-
tycznych w tkankach nieodpornych. Tkanki roslin bardziej odpornych
charakteryzujg sie wiekszg zdolnoscig do szybkiej readsorbcji uwalnianei
z lodu wodv.

Teoria Iljina ttumaczy wiele znanych z badan nad mrozoodpornoscig
faktéw. I tak np. w jej swietle zrozumiale staje sie znane zjawisko wigk-
szej cdpornoéci komoérek o mmiejszych rozmiarach (wigksza specyficzna
powierzchnia = mniejsze napiecie) lub korelacja odpornosci z zawartoscia
cukrow w komoérce (wieksze stezenie cukrow zabezpiecza przed zbyvt\r.li%;
utratg wody i zmniejsza przez to mozliwos¢ wystepowania duZyc.h napl.eic
w czasie migracji wody) lub wreszcie znaczenie wody tzw. ,zwigzane]”,
0 czym bedzie dalej mowa.

Teoria Iljina nie ttumaczy jednak obserwowanych czesto .fak.tc’)f\fv zamie-
rania przemrozonej tkanki dopiero w jaki$ czas po przemrozenu 1 odtaja-
niu, juz w czasie trwania na nowo podjetych proceséw meftak.)ohcznych.
To wlasnie zjawisko zdaje sie tlumaczy¢ najnowsza teori'a Levnttef (1362),
ktéra w duzym skrécie wyglada jak nastepuje. W oparciu o w.spol.c'zelsne
wiadomosci dotyczgce budowy biatek zarowno stml.kturrallnych, jak i enzy-
matycznych Levitt twierdzi, ze najwigksze znaczenie fila pormalnego prze-
biegu wielu proceséw zyciowych w protoplascie majg biatka zawierajace
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Rys. Postulowany mechanizm denaturacji bialek spowodowanej utworzeniem miedzy-
czgsteczkowych mostkéw siarczkowych podczas zamarzania (wg Levitta, 1962)

w swoich lancuchach wolne grupy sulfhydrylowe (—SH). W trakcie prze-
mrazania tkanki, ktére pocigga za sobg duze odwodnienie komorki, na-
stepuje zblizenie lancuchéw polipeptydowych (rys.). W takich warunkach
wolne grupy sulfhydrylowe moga ulec utlenieniu, co prowadzi do powsta-
nia mostkéw siarczkowych miedzy poszczegdlnymi tancuchami. Sila tego
wigzania wynosi 50—60 Kcal i przekracza wielokrotnie sile uprzednio
istniejgcego wigzania wodorowego (2—9 Kcal). W czasie tajania woda
wnika miedzy poszczegdlne lancuchy peptydowe i powoduje ich rozsu-
wanie. W tych warunkach silne wigzania siarczkowe przytrzymuja jak
kotwice rozsuwajgce sie lsncuchy biatek, a stabsze wigzania wodorowe
ustepujg pod wplywem napierajacej wody. Prowadzi to do zniszczenia
struktury biatek i w rezultacie — do ich denaturacji. Jesli sg to biatka
enzymatyczne, to w wyniku ich denaturacji mogg wystgpié¢ duze zakltéce-
nia w normalnym przebiegu proceséw metabolicznych i w dalszym eta-
pie — $mieré¢ komoérki. |

Levitt podkresla uodparniajgce znaczenie wszystkich tych czynnikéw,
ktére mogg zabezpieczy¢ wolne grupy sulfhydrylowe przed utlenieniem
(Levitt, 1964). Uwaza np., ze temperatura 5°C ma dlatego znaczenie uod-
parniajace poniewaz hamuje szybko$¢ ciemniowych (enzymatycznych)
procesow fotosyntezy i w rezultacie doprowadza do gromadzenia sie
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w tkance takich produktéw reakcji §wietlnych jak NADPH,. Zwigzek ten,
zwiekszajgc moc redukeyjng tkanki, nie dopuszeza do powstawania most-
kéw siarczkowych.

Teoria Levitta jest teorig bardzo atrakcyjng i poza odpornoscig mrozo-
wg znajduje réwniez zastosowanie do interpretacji uszkodzen spowodo-
wanych suszg. Ostatnio ukazuje si¢ wiele prac, w ktérych badacze zajmu-
ja sie¢ ustaleniem korelacji miedzy zawartoscig grup sulfhydrylowych
w tkance a jej odpornoscig mrozowa. Tym nie mniej jednak teoria ta nie
ttumaczy znaczenia takich zjawisk obserwowanych w czasie hartowania
Jak zmiana przepuszczalnosci blon cytoplazmatycznych dla wody, czy tez
zwigkszenie sit utrzymujacych wode w cytoplazmie.

Odporno$¢ roslin na mréz jest z jednej strony ich cecha genetyczna
(odmiany tego samego gatunku roéznig sie stopniem odpornosci), a z dru-
giej strony wlasciwo$¢ ta ma charakter dynamiczny, zmienny w czasie,
zalezny od fazy rozwojowej samej rosliny, a takze, i to w pierwszym rze-
dzie, od warunkéw $rodowiska. Ogélnie mozna przyjaé, ze te wszystkie
czynniki, ktére stymuluja wzrost rosliny, przede wszystkim jej wzrost
elongacyjny, zmnriéjs'zaja} jej odpornos$¢ mrozows. I tak, czynnikiem zmmniej-
szajacym odporno$é bedzie zasilenie roéliny azotem lub duza wilgotnosé
siedliska (Levitt, 1956). Natomiast czynnikami hartujacymi sg na pewno
temperatura bliska 0°C i §wiatto.

Na ogoél, spadkowi temperatury do okolo 5°C towarzyszy bardzo $cisle
zwigkszenie odpornosci na mroz, rejestrowane przez bardzo wielu bada-
czy. Przyjeta nawet zostala standardowa procedura hartowania roslin
przez ekspozycje ich na dzialanie temperatury 5°C (Kohn i Levitt, 196?,
Kacperska-Palacz et all, 1969). W niektérych wypadkach utrzymywanie
temperatury hartujgcej stale na tym samym poziomie jest p'ra\.ivi.e tak
efektywne jak stosowanie na zmiane temperatury niskiej i wysokie] (Tlfj
manow, 1931, Tysdal 1933, Angelo et all, 1939). Jednakze efedz:-tywnosc
bodzca temperaturowego jest wyraznie uzalezniona od pory roku i od f{i\zy
rozwojowej rosliny. Swiadeza o tym wyniki badan Piska (1953), ktéry
stwierdzil, ze najwieksze efekty hartowania otrzymuje si¢ na jesieni 1 na
poczatku zimy. Ponadto, roslina w stadium rozwoju Wegetat:,ywnego {r}O'
ze osiagnaé wiekszy stopien zahartowania niz roslina W.stadlum rozwija-
nia czesci generatywnych (Levitt, 1956). Jaryzacja oslabia ?dolnosc do za-
hartowania i mimo, ze sama temperatura jaryzacji ma pewien _Vf’p.ly’w har-
tujacy, to odmiany niejaryzowane poddane hartowaniu rozwijajg znacz-
nie wieksza odpornosé niz jaryzowane (Levitt, 1966).. . o

Jeszcze bardziej skomplikowany i do dzi$ nie zupelnie ,W?’Jalsmom_’
wplyw na zahartowanie ro$lin wywiera $wiatto. Wyrr}aga\ma S.Wle'.t ne.rze
§lin sg bardzo rézne i zaleza od gatunku. I tak np. W1.a-d0m(’}, _ZeTZlmui‘ZW
rosliny jednoroczne nie sg zdolne do hartowania w clemnosci (Tuma
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1931, Dexter 1¢33). Rosliny, zrzucajace liscie na zime, mogg by¢ wystar-
czajaco zahartowane w ciemmosci, o ile w okresie poprzedzajacym dziata-
nie temperatury hartujgcej zapewniono im dostep $wiatta (Steponkus
i Lanphear, 1368a). U roslin zielnych wielu badaczy stwierdzito obnizenie
odporgosel po przetrzymaniu tych roslin w ciemnoséci (Angelo et all 1833).

Na pcdstawie zebranych danych mozna przypuszczaé, ze dziatanie
¢wiatla ma dwojaki aspekt: fotosyntetyczny lub fotoperiodyczny. Niewat-
pliwie, fotosynteza jest tym procesem fozjologicznym dzigki ktoremu ro-
¢lina zdobywa niezbedne rezerwy weglowodanowe i dzigki ktéremu moze
mie¢ miejsce akumulacja cukroéw, o ktérych znaczeniu byla i bedzie jesz-
cze mowa. Ponadto, jesli Levitt ma racje — reakcje $wietlne fotosyntezy
dostarczaja roslinie czynnika redukujacego, ktory zapobiega utlenianiu
grup sulfhydrylewych i powstawaniu mostkéw s!arczkowych. Jednoczes-
nie jednak, ostatnie doswiadczenia Steponkusa i Lanpheara (196¢a), do-
tyczace wplywu réznej intensywnosci swiatla i roznej diugosci okresu
¢wieilnego, wskazuja, ze do zaspokojenia zapotrzebowania rosliny na
¢w atlo w procesie hartowania wystarczajaca jest zaréwno niska jego in-
tensywno$¢ jak i krotki okres dzialania. Ponadto, pozbawienie roslin do-
stepu dwutlenku wegla dalo w wyniku pewne oslabienie ich odpornosci,
ale nigdy do poziomu roslin kontrolnych z ciemnosci. Fakty te wskazywa-
lyby na inny aspekt dzialania $wiatla — aspekt fotoperiodyczny, a wigc
na podobng zaleznoéé stanu fizjologicznego rosliny od swiatla jaka wy-
stepuje przy kietkowaniu lub zakwitaniu roélin. Tego typu regulacja od-
pornosci przez $wiatto spowodowana bytaby zmianami w poziomie endo-
gennych regulatoréw wzrostu: hormonow roslinnych. I rzeczywiscie — ba-
dania z ostatnich lat amerykanskiej grupy uczonych z pracowni prof. Lan-
pheara (Mac Irving i Lanphear 1967a, b, 1968) wydajg si¢ wskazywa¢, ze
krotki dzien, dajgey lepsze efekty w trakcie hartowania temperaturg, po-
woduie w roslinie zmnieiszenie poziomu takich stymulatoréw wzrostu jak
gibereliny. Jednocze$nie badacze ci obserwowali pojawienie si¢ w rosli-
nie w trakcie hartowania jakiego$ inhibitora wzrostu, ktérego poziom byt
skoerelowany z mrozoodpornoscig. Dzialanie dlug'm dniem (16 godz.) dalo
efekty zupelnie odwrotne.

Wyniki tych badan muszg jeszcze zosta¢ potwierdzone na innych ros-
linach i ewentualnie w innych warunkach. Tym nie mniej juz w tej
chwili mozna by na ich podstawie wytlumaczyé rézng efektywnos$é har-
towania w lecie i na jesieni.

Zahartowaniu rosliny towarzyszy szereg zmian w jej wlasciwosciach
zeréwno morfologicznych jak i fizjologicznych. W zasadzie wiekszosé
prac nad mrozcodpornoscig roslin dotyczy poszukiwania takich jej cech,
ktore sg najlepiej z tg odpornoscig skorelowane. Ten kierunek poszuki-
wan ma podwojny cel: po pierwsze cecha taka moze stuzy¢ jako narzedzie
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pomiaru, przy pomocy ktérego latwo wyselekcjonowaé odmiany bardziej
odporne, lub bardziej podatne na hartowanie od odmian malo odpornych,
a po drugie — poznanie tych cech moze zblizy¢ badaczy do wyjasnienia
mechanizméw regulujgcych odpornosé roslin.

Na ogoét dosy¢ dobrg korelacje z mrozoodpornoscia wykazujg takie
cechy morfologiczne rodliny, jak dlugos$é i grubosé lisci i ogonkéw liscio-
wych, diugos¢ miedzywezli, wielkos¢ i ksztalt komoérek. Cechy te sg wy-
nikiem mniej lub bardziej bujnego wzrostu rosliny i jesli wskazujg na
zahamowanie wzrostu elongacyjnego — istnieje duze prawdopodobien-
stwo, Ze roslina jest bardziej odporna. Na odwrotng zalezno$¢ odpornosci

1
i wzrostu wskazuje Levitt (1966) wzorem: odpornos¢ = . Moze
wzrost

sie¢ jednak zdarzyé¢, ze roslina zakonczyla wzrost weze$niej niz podzialaty
czynniki hartujgce. W takim wypadku efektem hartowania moze by¢
podwyzszona jej odporno$¢ mimo, ze wymiary jej ma to nie wskazujs.
Ponadto, ostatnie wyniki doswiadczen Levitta (Cox i Levitt, 1969) swiad-
czg, ze wskaznikiem odporno$ci mie moze by¢ zahamowanie wzrostu
w sensie przyrostu masy i ilosci lisci. Stwierdzil on bowiem, ze liscie i ca-
te rosliny kapusty byly tym bardziej odporne im dluzej i im intensywniej
zachodzil ich wzrost w warunkach temperatury 5° i 0°C. Levitt sugeruje,
ze w tym wypadku o odpornosci tkanki decydowata ukierunkowana niskg
temperaturg intensywna synteza biatek. .

Zwigzek pomiedzy odporno$cig mrozows rosliny a jej cechami mor-
fologicznymi nie jest bezposéredni i zalezy przede wszystkim od zmian
w jej wlasciwosciach fizjologicznych. |

Do czynnikéw fizjologicznych nalezy miedzy innymi zawartos¢ wody
w tkance. Na ogé! obserwuje sie w trakcie hartowania spadek ogoélnej za-
wartosci wody (Levitt, 1956). Fakt ten komentowany jest przez wielu baj
daczy jako przejaw dzialania mechanizméw ograniczajacych zawarto.éc
wolnej, tatwej do wykrystalizowania wody w komoérce. Jednakze badania
przeprowadzone w naszej pracowni (Kacperska-Palacz, Egierszdorff, 1970)
wskazywalyby na inng przyczyne tego zjawiska, a mianowicie na ogra-
niczong dostepnosé wody zawartej w glebie dla korzeni ro§’1in poddanyf:h
dziataniu temperatury bliskiej 0°C. Jegli hartowanym roslinom zabfezple—
czono dobre zaopatrzenie w wode przez hodowle ich w hydTOqunlka'Ch,
wykazaly one wieksza zawarto§¢ wody niz rosliny kontrolne, nieharto-
wane. Rogliny hartowane charakteryzowaly sie przy tym sp:r.awme._]szym
oddawaniem wody w warunkach dzialania duzej sily ssace] p0W1eftrnza,
zwiekszong przepuszczalnoscig bton komérkowych dla wody, co na pewno
zabezpieczalo je przed wykrystalizowaniem lodu wewnatrz komorek.

Wielu badaczy (Levitt, 1936) obserwowalo, ze rosliny hartowane lub
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zahartowane charakteryzujg s’'e wyzszg zawartoscig tej frakcji wody ko-
morkowej, ktéra pozostaje w rownowadze z okreslong, niska preznoscig
pary wodnej w otoczeniu. Wode te okre$lono nazwg ,,wody zwigzanej”.
Sily, odpowiedzialne za utrzymywanie tej wody w komorce maja charak-
ter wyraznie osmotyczny lub koloidalny.

Hartowanie powoduje wyrazny wzrost pctencjalu osmotycznego soku
wakuoli. Zjawisko to bylo i jest obserwowane przez bardzo wielu badaczy,
miedzy innymi i przez nas (Kacperska-Palacz et all, 1969). Jak analizy
soku wykazaly, wzrost potencjalu osmotycznego nastepuje na skutek gro-
madzenia sie w nim przede wszystkim cukrow prostych (Steiner, 1333).
Co wiecej, mozna dodatkowo podnieé¢ odpornos¢ tkanek juz zahartowa-
nych lub z natury bardziej odpornych przez infiltracje ich roztworami
cukréw (Perkins i Andrew, wg Levitta 18€6). Natomiast duze nawet ste-
zenie cukrow w komoérce nie zwiekszy jej odpornosci o ile podziatamy
jakimg czynnikiem naruszajacym strukture poélprzepuszczalnych blon ko-
morkowych, np. chloroformem.

Przyczyna gromadzenia sie cukrow w czasie hartowania mogg byc¢
rézne zjawiska fizjolog'czne. I tak np. temperatura 5°C bardzo wyraZnie
hamuje oddychanie, natomiast mniej wplywa na szybkos¢ fotosyntezy,
co w rezultacie prowadzi do akumulacji cukréw. Ponadto obserwuje sie
wzmozong hydrolize skrobi w trakcie cbnizania temperatury (Sakai, 1266),
co rowniez powieksza zapas wolnych cukrow prostych.

Badan‘a dotyczace jakosci nagromadzonych cukréw wskazujg zardwno
na duzy udzial oligosacharydéw (prace Babenki i Geworkiana, 1967), jak
rowniez na specjalne znaczenie takich cukréow jak sacharoza (Steponkus
i Lanphear, 1968b), rafinoza lub maltoza (Filipowicz i Strasznowa, 1969).

Niewatpliwie, znaczen’e gromadzonych cukréw dla odpornosci mrozo-
wej bedzie zalezalo od miejsca ich akumulacji. Jesli bedzie nim wakuola,
bedg one wplywaly na poziom odpornosci poprzez utrzymywanie w ko-
mérce wiekszej ilosci wody niezdolnej do zamarzniecia, jak réwniez —
poprzez obnizenie punktu zamarzania soku wakuoli. Natomiast groma-
dzenie sie drobnych czasteczek cukréw w cytoplazmie moze przyczynié
sie do utrzymania struktury przestrzennej sktadnikéow protoplastu, prze-
de wszystkim b’atek, po ich odwodnieniu na skutek krystalizacji lodu
w przestrzeniach miedzykomoérkowych. Badania in vitro przeprowadzone
przez Gilesa i Mc Kay’a (wg. Levitta, 19€6) wykazaty, ze heksozy tworzg
w roztworach wodnych kompleksy z biatkami, przy pomocy wigzan wo-
dcrowych. |

Od lat piec¢dziesigtych notuje sie wzmozone zainteresowanie badaczy
korelacjg odpornosci na mréz z poziomem réznych organicznych zwigz-
kow azotowych. Badania Siminovitcha i Briggsa, opublikowane w 1953 r.,
a potem prace innych autoré6w wskazaly na istnienie zadziwiajgco $cislej
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korelacji miedzy odpornoscig na mroz a zawartoécig bialek rozpuszezal-
nych w wodzie. Odmiany bardziej odporne, jak réwniez rosliny hartowa-
ne wykazuja zwigkszong zawarto$¢ tych zwigzkéw w poréwnaniu do
roslin mniej odpornych. Notuje sie réwniez wzrost zawartosci wolnych
amindkwasoéw u niektérych roslin (Wilding et all, 1960). Wyczerpujace
badania Junga, Shiha i Sheltona (1967) wskazaly na duzy wzrost nie tylko
biatek rozpuszczalnych, ale rowniez kwaséw nukleinowych (przede
wszystkim DNA) w trakcie hartowania cdpornych odmian lucerny. Wska-
zuje to na zmiany w metaboliZmie organicznych zwigzkéw azotowych pod
wplywem hartowania, kontrolowane nie tylko bezposrednim wplywem
temperatury, ale i poSrednio poprzez endogenne regulatory wzrostu.

Wyniki prac dotyczacych wplywu fotoperiodu na zawartosé biatek
rozpuszczalnych (Hodgson 1964, Kohn i Levitt 19695), jak réwniez nasze
jeszcze nie opublikowane prace sugerujg ponadto, ze byé moze, zasadn’cze
znaczenie dla odpornosci tkanki ma n'e ogblna zawartoéé rozpuszczal-
nych biatek, ale jakas$ jej frakcja. Badania nad tym zagadnieniem trwaja
i na wyniki trzeba jeszcze poczekaé.

Co do innych skladnikéw komérkowych, to istniejg dane wskazujgce
na istnienie korelacji miedzy odpornoscig na mréz a zawartoscia tluszezy
w tkance, zawartos$cig tanin i antocjandéw, a nawet zawartoscig pektyn
(Levitt, 1956). Sg to jednak dane stosunkowo malo rozpracowane i reje-
strowane réznice moga by¢ wynikiem popelnionych btedéw metodycznych.

Podsumowujac zmiany, jakie zachodzg w roslinie w trakcle hartowa-
nia Levitt (1964) zaproponowal nastepujgcy schemat dzialania czynnikoéw
uodparniajgcych rogliny:

Czynniki zewnetrzne — Czynniki wewnetrzne

\

zmiany w szybkosci metabolizmu

a. spadek wzrostu

fotosynteza
b. wzrost stosunku »
oddychanie
czynniki przyczynowe czynniki wtérne
Wigledny wzrost reakcji s$wietl. wzgledny wzrost asymilacji C

3
A : \ s M
wzrost potencjalu redukcyjnego wzrost akumulacji produkt. fot.
wzrost albo ochrona grup SH wzrost suchej masy, cukroéw, po-
biatek tencjatu osmdtycznego, wody

{

wzrost odporno$ci na zamarzanie zwigzanej
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Jak wida¢ z tego schematu, Levitt wybijajac na pierwsze miejsce zna-
czenie grup sulfhydrolowych, pomija zupelnie sens takich obserwowanych
zjawisk, jak zmiany we wlasciwosciach fizycznych protoplastu w czasie
hartowania, zmiany we wlasciwosciach bton komoérkowych. Pomija tez
zupelnie mozliwosé regulacji odpornosci poprzez zmiany w poziomie re-
gulatorow wzrostu.

Znacznie pelniejszy obraz tego co sie ewentualnie dzieje w hartowanej
komorce daje teoria Tumanowa (1967), ktory operujgc faktami zaczerpnig-
tymi z prac réznych autoréow, stworzyt koncepcje mrozoodpornosci opartg
przede wszystkim na zmianach wlasciwosei fizycznych samego proto-
plastu.

Wg Tumanowa, zmiany prowadzace do powstania odpornosci naste-
pujg w okresie hartowania, ktoéry poprzedzany jest z reguly przejsciem
roslin w stan spoczynku zimowego. O ile roslina nie znajduje sie¢ w stanie
spoczynku — hartowanie trwa znacznie diuzej. Proces hartowania dzieli
Tumanow na dwie fazy: pierwsza przebiega w temperaturze obnizonej,
ale jeszcze powyzej 0°C, a druga w trakcie dalszego obnizania tempe-
ratury, prowadzgcego do powstawania lodu w tkance. Na istnienie tych
dwoéch faz hartowania wskazujg rowniez wyniki badan innych badaczy,
miedzy innymi i Levitta (Kohn and Levitt, 1965).

W trakcie I fazy hartowania nastepuje stopniowa zelatynizacja proto-
plastu komorki. Zjawisko zelatynizacji jest ogélnie znane dla roztworow
duzych, latwo peczniejacych czgsteczek poddanych dziataniu nizszej tem-,
peratury (np. zestalanie sie zelatyny). Zelatynizacje utrudniajg frakcje
drobnoczgsteczkowe. Zawarto$¢é normalnej, jeszcze niehartowanej ko-
morki istnieje zard6wno w postaci zolu jak i zelu. Wzajemny stosunek zolu
i zelu zalezy od wielu czynnikoéw, miedzy innymi od aktywnosci metabo-
licznej komorki. Szybkie procesy wzrostowe sprzyjaja przewadze zolu
w komorce. Natomiast zahamowanie wzrostu, zwigzane np. z przejsciem
komorki w stan spoczynku zimowego, sprzyja zelatynizacji protoplastu.
Hartowanie temperaturg 5°C poglebia ten proces, lub go rozpoczyna o ile
komorka posiada zdolnos¢ syntezy odpowiednich substancji, tzn. wielko-
czgsteczkowych bialek hydrofilnych. Zelatynizacja protoplastu zapewnia
komorce pewna stabilnosé, zabezpiecza jg przed mechanicznymi lub de-
hydratacyjnymi deformacjami.

W trakcie I fazy hartowania, poza zelatynizacja, ma rowniez miejsce
nagromadzanie drobnoczgsteczkowych substancji ochronnych — cukréw,
ktore rozproszone sg w, roztworze, w oczkach siatki zelu. Stopniowe od-
wadnianie komorki na skutek powstawania lodu w przestrzeniach miedzy-
komoérkowych powoduje zatezamie tego roztworu co ochrania- komoérke
przed utworzeniem w niej lodu.
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Na skutek spadku temperatury ponizej 0°C, w drugiej fazie hartowa-
nia ma miejsce odwadnianie zelu komérkowego i dalsze zwieranie oczek
siatki cytoplazmatycznego zelu. Doprowadzi¢ by to moglo do zbytniej
kruchosci komoérek i tkanek i duzej ich podatnosci na dzialanie czynnikéw
mechanicznych. Zjawisku temu przeciwdzialajg zdaniem Tumanowa na-
gromadzone zwigzki drobnoczgsteczkowe, ktére dzialaja jako substancje
zwiekszajgce plastycznosé zelu i powodujg jego rozluznienie. Tumanow,
opierajgc sie¢ na pracach Parkera twierdzi, ze przy obniZonej znacznie
temperaturze zel cytoplazmatyczny moze z powrotem zamieni¢ sie w zol.
(Fizyka zna takie przyklady substancji, ktore majg forme zelu w stosun-
kowo wysokiej temperaturze, a ktére po oziebieniu przechodzg w zol, np.
miozyna). Natomiast, w miare spadku temperatury, zelatynizacji ulega
sok wakuoli.

Duze znaczenie dla przezycia przez tkanke nawet bardzo niskiej tem-
peratury ma wg Tumanowa przepuszczalnoéé blon cytoplazmatycznych
dla wody. Twierdzi on, ze juz w I fazie hartowania, a nawet jeszcze
wczesniej — po wejsciu komérki w stan spoczynku, zwieksza sie ogrom-
nie przepuszczalno$¢ plazmolemmy. Ulatwia to przechodzenie wody do
przestrzeni. W koncu jednak, w trakcie coraz glebszego przemrazania,
nastepuje denaturacja plazmolemmy. Zdolnos¢ komoérek do szybkiej jej
regeneracji decyduje o wiekszej mrozoodpornosci tkanki.

Hipoteza Tumanowa tlumaczy wiele faktéw opisywanych wczesnie]
przez réznych badaczy. Niestety, opiera sie na danych zebranych z roz-
nych prac, wykonanych r6znymi metodami i na réznych gatunkach. W li-
teraturze mozna znalezé caly szereg prac wskazujacych na istnienie zja-
wisk zupelnie przeciwnych opisywanym, co moze byé oczywiscie spowo-
dowane zaréwno réznorodnoscig stosowanych metod jak i odmiennym
przebiegiem samego zjawiska. Tak np. badania Mac Irvinga i Lanpheara
(1967a) dowodzg, ze roslina moze osiagnaé stan zahartowania bez uprzed-
alego przejscia w stan spoczynku. Mozna chyba jednak przyjac, ze w ogol-
nych zarysach koncepcja Tumanowa jest stuszna, natomiast nalezy prze- .
badaé¢ poszczegoélne jej skladniki w miare mozliwosci jednorodnymi meto-
dami i na jednorodnym materiale.

W doswiadezeniach podjetych w Instytucie Botaniki UW préb*ujem.y
ustalic wplyw dwéch niezaleznych czynnikow hartujacych na wlasci-
wosci fizyczne protoplastu, a takze na jego sklad chemiczny. Rosling mo-
delowg jest ozimy rzepak, a czynnikami hartujgcymi temperatura 5°C
oraz retardant wzrostu CCC (chlorek chlrocholiny) — znany miedzy
innymi jako preparat podnoszacy mrozoodpornosé roslin (Marth, 1964).

Na podstawie dotychczas uzyskanych danych (Kacperska-.Pala-c?
i Egierszdorf, praca w druku), mozna by postulowa¢ istnienie co najmniej
trzech réwnoczesnie dzialajgcych mechanizmow hartujacych: o
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! — usprawniajacy migracje wody z komorki w trakcie przemrazania,
w oparciu o zwiekszong przepuszczalno$é blon cytoplazmatycznych
dla wody,

2 — zwiekszajgcy sily utrzymujace wode w komoéree; tu mialyby miejsce

obserwowane przez nas procesy nagromadzania sie cukréw redu-
kujgcych i biatek hydrofilnych (Kacperska-Palacz et all, 1969),

3 — zapewniajgcy tkance wiekszg odporno$é na odwcdnienie. Tu ewen-
tualnie mialyby miejsce procesy zapewniajgce utrzymanie struktury
przestrzennej protoplastu, przede wszystkim biatek, miedzy innymi
np. ochrona grup sulfhydrylowych przed utlenieniem.

Jednoczesnie w badaniach naszych rejestrujemy pozytywny wplyw
krotkiego dnia na pozicm odpornosci w poréwnaniu z dtugim dniem, kto6-
remu nie towarzyszy nagromadzamie bialek hydrofilnych lub tez czyn-
nika redukujgcego. Natomiast dlugi dzien i temperatura 5°C wyraznie
podwyzszajg zawarto$¢ tych dwoch czynnikow. Wyjasnienie tych zja-
wisk jest obecnie przedmiotem naszych badan.

Na podstawie dotychczas zebranych danych mozna by zaproponowaé
nastepujgcy schemat proceséw zachodzacych w pierwszej fazie hartowa-
nia, przy czym procesy przez has obserwowane zaznaczono linig ciggla,
a postulowane — przerywang (sg one obiektem badan). '

Czynniki zewnetrzne — Czynniki wewnetrzne —— Efekt odpornosciowy

_yrozluzZnienie struktury —ulatwiona migracja
plazmolemmy wody

_____ _ywzmozona synteza

Temperatura DNA i RNA<¢————-—
Zwiekszenie sil
utrzymujgcych
wode w proto-

—plascie i jego
zelatynizacja

!

yWzmozona synteza
bialek hydrofilnych

Swiatlo:

|

__>
__yakumulacja cukréw

zabezpieczenie

. struktury prze-
strzennej kompo-
nentéw protopla-
stu

N
efekt fotosyntetyczny —

———podwyzszenie potencjalu
redukcyjnego tkanki |
|

efekt fotoperiodyczny = ——— zmieniony poziom endogennych
regulatoré6w wzrostu——

Tak wiec, pierwsza faza hartowania mialaby charakter wyraznie meta-
boliczny i efektem jej bytoby przygotowanie komérki do znoszenia skut-
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kow powstajgcego w drugiej fazie lodu w przestrzeniach miedzykomor-
kowych. Natomiast w drugiej fazie nastepowatoby przede wszystkim stop-
niowe odwadnianie komoérek, przygotowujgce je do znoszenia bardzo nis-
kiej temperatury. Wg Sakai (1965) decydujace dla przezycia komorek
bedzie tempo schiadzania do temperatury — 40°C. W tej temperaturze
komoérka roslinna pozbawiona zostaje calej zawartosci zdolnej do zamar-
zania wody i dalsze schtadzanie nawet do temperatury —70°C juz prak-
tycznie nic w stanie komoérki n'e zmienia. Taka ultra niska temperatura
wystepuje w warunkach syberyjskiej tajgi, a odpornoéé¢ drzew na dziatanie
takiej temperatury jest przedmiotem zainteresowania japonskich badaczy
z Instytutu Niskich Temperatur w Sapporo. Wyniki ich badan, chociaz
bardzo interesujace, sg niezbyt przydatne w warunkach klimatu Polski
i dlatego w artykule tym zaniechano omawiania probleméw zwigzanych
z odpornosciag na ultra niskg temperature.
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