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Znanym, od dawna obserwowanym zjawiskiem jest rozna wrazliwo$é roslin
klimatu umiarkowanego na dzialanie mrozu. Wrazliwo$¢ ta jest nie tylko cecha
gatunkowa, czy odmianowa, ale réwniez jest wiasciwoscia zmienng w czasie, uza-
lezniona od warunkéw Srodowiska. Wspodlczesne poglady na istote tego zjawiska
zostaly omdwione przez autorkg w specjalnym artykule (Kacperska-Palacz,
1970). Istotnym zagadnieniem dla botanika, jak réwniez dla rolnika, lub hodowcy
nowych odmian, staje si¢ dobranie wlasciwej metody oceny uszkodzert mrozowych
w celu ustalenia poziomu odporno$ci mrozowej badanej roéliny czy tkanki.

Wplyw warunkéw testowania na rozmiar uszkodzen

Uszkodzenia wywolane przez mr6z spowodowane sa krystalizacja lodu w tkance.
Wielkoéé uszkodzen i ich skutek zalezg gtéwnie od miejsca, w jakim zachodzi
krystalizacja. I tak — powstanie lodu na terenie komoérki, w jej cytoplazmie, pro-
wadzi nieuchronnie do $mierci komérki. Natomiast krystalizacja lodu w przestrze-
niach miedzykomérkowych moze nie pociagnaé za soba $miertelnych dla komérki
skutkéw, o ile nie nastapi nadmierne odwodnienie protoplastu prowadzace do
nieodwracalnych zmian w strukturze bialek (m.i. Levitt, 1962). O miejscu po-
wstania lodu decyduje przede wszystkim szybko$§¢ schladzania tkanki: przy powol-
nym schladzaniu 16d krystalizuje w przestrzeniach migdzykomérkowych, natomiast
gwaltowne ochlodzenie tkanki moze wywola¢ krystalizacje wewnatrzkomérkowa.
Gwaltowne tajanie powstalego w przestrzeniach lodu moze réwniez spowodowa¢
powstanie uszkodzen wywolanych napierajaca na protoplast woda.

Na istnienie takiej wlasnie zaleznosci miedzy tempem schiadzania i tajania
a wielkoécia- powstalych uszkodzen wskazuje wielu badaczy, chociaz wyniki prze-
prowadzonych przez nich do$wiadczen czasami $wiadcza o braku podobnej zalez-
noéci, szczegélnie, jesli chodzi o poréwnywanie wrazliwosci réznych tkanek. Fakt
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ten tlumaczy Levitt (1966), wskazujac na istnienie trzech zakreséw ujemnej tem-
peratury, w stosunku do ktérych tkanka wykazuje rézng wrazliwosé (ryc. 1). Jesli
roélina poddana zostaje dzialaniu temperatury znacznie nizszej niz wynosi tempera-
tura jej zabicia, tkanka zostaje catkowicie zniszczona, niezaleznie od tego jak wolno
zostala zamrozona i odtajana. Je$li natomiast podziala si¢ na roSling temperatura
Wyzsza niz temperatura zabicia, tkanka jej przezyje, pomimo nawet bardzo gwal-
townego schiadzania i tajania. Pomigdzy tymi dwoma zakresami temperatury lezy
strefa po§rednia, mniej lub bardziej szeroka, rozciagajaca si¢ troch¢ ponad i prawdo-
podobnie nieco ponizej temperatury zabicia tkanki poddanej wolnemu zamrazaniu

g -10p Ty -10
g / //////////// “§§
S

30

Ryc. 1. Wplyw tempa zamrazania i tajania na rosling o umiarkowanej odpornosci (wg Levitta, 1966).
10. Zabita przy szybkim zamarzaniu i szybkim tajaniu; 13. Zabita przy szybkim zamarzaniu i powolnym
tajaniu; 15. Zabita przy powolnym zamarzaniu i szybkim tajaniu

i powolnemu ocieplaniu. Wewnatrz tej strefy stopieni uszkodzenia zalezy bezpo-
$rednio od szybkosci zamrazania i tajania, przy czym wydaje si¢, Ze szybko$¢ zamar-
zania jest czynnikiem bardziej istotnym dla przezycia tkanki niz szybko$¢ tajania.
Wynika to ze wspomnianego juz faktu powstawania lodu w protoplascie na skutek
gwaltownego zamarzania, co prowadzi do $mierci komoérki nawet wtedy, gdy sto-
sowana temperatura moglaby by¢ zupelnie nieszkodliwa, o ile 16d wykrystalizo-
walby w przestrzeniach migdzykomérkowych. Nalezy tu jednak zdaé sobie sprawe
Z tego co oznacza termin wolne lub gwaltowne schtadzanie lub schladzanie ultra-
szybkie. To ostatnie jak wiadomo, z powodzeniem stosowane jest w celu zacho-
wania nienaruszonej struktury zywych komorek i nosi nazwe witryfikacji lub ina-
czej — zeszklenia treSci komorkowej. W tym przypadku nie dochodzi do powsta-
wania krysztaléw lodu widzialnych pod normalnym mikroskopem. Badania Luyeta
(1954) przeprowadzone przy uzyciu promieni Rentgena wykazaly, ze w rzeczywi-



81

stosci dochodzi do powstania krysztatow lodu, ale rozmiary ich sa submikrosko-
powe. Nazwe witryfikacji zachowano dla odréznienia tego procesu od poprzednio
omdwionego, w ktérym powstaja krysztaly lodu o wymiarach mikroskopowych.

W tabeli I zestawiono stosowane terminy okre$lajace roézne tempa schltadzania
wycinkéw tkanki lub caltych roslin.

Z tabeli tej wynika, ze tempo schadzania skrawkéw moze by¢ znacznie szybsze
niz catych roélin. Ogdlnie biorac tempo to musi by¢ 60 razy wigksze, aby spowodo-
wac wewnatrzkomorkowa krystalizacje lodu w komorkach skrawkoéw, w porowna-
niu do calych roélin. Wynika to ze sprawniejszego przemieszczania si¢ czasteczek
wody z komorki skrawka do jego cze$ci powierzchniowych, gdzie ma miejsce kry-
. stalizacja lodu. W calych roélinach droga dyfundujacych czasteczek wody do miejsc

Tabela I

Przyblizone tempo schladzania przy réinych szybkosciach schladzania (wg Levitta 1966)

Szybkosé¢ schladzania Skrawki tkanek Cala roélina
Wolne 1—2°C/min. lub mniej 1—2°C/godz. lub mniej
Szybkie 5—20°C/min. 5—20°C/godz.
Ultraszybkie dla stosunkowo

suchej tkanki 100°C/sek. lub wigcej
Ultraszybkie dla uwodnionej
tkanki 10 000°C/sek. lub wigcej

krystalizacji lodu (np. do naczyn przewodzacych) jest znacznie dluzsza i fakt ten
zwieksza niebezpieczenistwo powstawania lodu w samych komoérkach, o ile zabraknie
czasu na usuniecie zdolnej do krystalizacji wody.

Mechanizm uszkodzeri spowodowanych gwaltownym tajaniem lodu nie jest
jeszcze zupelnie znany. By¢é moze wchodzi tu w gre zdolno§¢ komorki do regeneracji
plazmolemmy (Tumanow 1967) uszkodzonej zamarzaniem, a wi¢c sprawa szybkiego
zabezpieczenia komérki przed wymywaniem jej zawarto$ci przez wnikajaca gwal-
townie wode. 8

Wielokrotnie dyskutowane w literaturze bylo zagadnienie czy uszkodzenia
powstaja przy zamarzaniu, czy tez przy tajaniu tkanki. Czesto bowiem obserwuje
si¢ pierwsze objawy uszkodzen dopiero po pewnym czasie po odtajaniu. Zjawisko
to wystepuje gtéwnie przy krystalizacji lodu w przestrzeniach migdzykomérkowych,
poniewaz krystalizacja lodu wewnatrz komorki zawsze prowadzi do jej $mierci,
co zostalo juz oméwione. Obecnie przyjmuje sig, Ze istnieja cztery momenty, w czasie
ktorych moga wystapi¢ uszkodzenia w przypadku krystalizacji lodu na zewnatrz
komérki (Levitt, 1966): . '

1. W momencie zamarzania. Bezposrednic dowody na ten rodzaj uszkodzen
sa bardzo nieliczne. Niektére roéliny zmieniaja kolor w warunkach dla nich §mier-
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telnych, np. biala orchidea staje si¢ niebieska, a czerwone glony pomaranczowieja.
U innych roélin zaczyna wydobywaé si¢ z tkanki nowy zapach np. kumaryny.
Takie wiadnie zjawiska obserwowano przy zamarzaniu tych roélin. Zjawiska te
spowodowane sa prawdopodobnie wejéciem enzymu w bezpo$redni kontakt z sub-
stratem, od ktérego enzym ten byl przestrzennie rozdzielony w zywej komdrce.

2. Po ustaleniu si¢ rownowagi wlasciwej dla danej temperatury zamarzania. Na
ten moment uszkodzen wskazuje zwigkszenie si¢ uszkodzen w miar¢ przediuzania
czasu ekspozycji tkanki na dana temperatur¢ zamarzania.

3. Podczas tajania. Jak to juz zostalo wykazane, uszkodzenia mrozowe moga
byé wieksze jesli tajanie byto gwattowne. Wskazuje to na powstawanie dodatkowych
uszkodzen w trakcie tajania.

4. Po odtajaniu. Wielu badaczy np. Parker (1953), Larcher i Eggarter
(1960) wykazalo, ze jesli badany obiekt przetrzymano po odtajaniu w niskiej, ale
plusowej temperaturze, wowczas uszkodzenia sa mniejsze niz w przypadku przenie-
sienia préby od razu do temperatury pokojowej. Rowniez obserwacje mikrosko-
powe przeprowadzane zaraz po odtajaniu wykazaly, Ze komoérki moga by¢ jeszcze
wtedy zywe i wydawaé si¢ normalne, ale cala ro§lina moze zgina¢ po paru dniach.

Zdawanie sobie sprawy z tych czterech moment6éw uszkodzen jest nieodzownym
warunkiem poprawnego przeprowadzenia testu odpornosci mrozowej. Z gory
mozna bowiem przewidzie¢ konieczno§¢ ustandaryzowania warunkéw przemra-
Zania 1 tajania,

Metody pomiaréw odpornosci mrozowej roslin

Od dawna obserwowane réznice w odpornosci mrozowej roslin klimatu umiar-
kowanego wyrazano poczatkowo jakosciowo, postugujac si¢ terminami: rosliny
wrazliwe lub odporne, w odniesieniu do szkéd spowodowanych zima. Nieco pozniej
wprowadzono okreslenia posrednie: rosliny bardzo odporne, umiarkowanie od-
porne, mato odporne. Okreslenia te stosowano po ustaleniu procentowego prze-
zycia w warunkach polowych tzw. zimy testowej, a wigc zimy wystarczajaco surowej,
aby zabi¢ odmiany najbardziej wrazliwe i uszkodzi¢ odmiany o posredniej wrazli-
wosci. Podobne -warunki klimatyczne wystgpuja przecigtnie raz na dziesieC lat
i dlatego taki sposob oceny bezposredniego przezycia wymagal wielu lat doswiad-
czefi zanim mozna bylo wyciagaé jakie$ wnioski. Spowodowalo to rozw6j poszu-
kiwan takiego narzedzia pomiaru, ktére by pozwolito oceni¢ odpornos¢ roslin
posrednio, bez ich przemrazania. Narzedziem tym staly si¢ dla wielu badaczy rozne
czynniki wystepujace w samej roSlinie np. cukry redukujace, woda zwigzana, kto-
rych zawarto§¢ w wielu wypadkach wykazywata dobra korelacj¢ z odpornoscia
tkanki na mréz. Do dzi§ dnia poszukuje si¢ cech roslinnych dobrze skorelowanych
z mrozoodpornoécia. Wiele z nich, poczatkowo bardzo obiecujacych, nie wytrzy-
mato préby dalszych badan. Ostatnio, dosy¢ obiecujace wyniki daja pomiary zawar-
toéci grup sulfhydrylowych (Schmutz, 1962), decydujacych wg Levitta (1962)
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o elastycznoéci protoplastu w czasie zamarzania i tajania. Jednak za malo jeszcze
przebadano roélin, aby metode t¢ dokladnie ocenic.

Duzym usprawnieniem w przeprowadzaniu oceny odpornosci ro$lin sa
komory zamrazajace, po raz pierwszy zastosowane przez Harveya w 1918 roku
(Harvey, 1918). Daja one mozno$¢ przeprowadzenia szybkiej i iloSciowej oceny
odporno$ci roslin. Badane roéliny réznych odmian przemraza si¢ w okreslonej
temperaturze, co pozwala na uszeregowanie ich w zaleznosci od stopnia odpornosci
na te¢ temperatur¢. Badacze szwedzcy (Akerman, 1927) zastosowali umowna
skale odpornosci od 1—10 i tg skala postugiwali si¢ przy uszeregowaniu réznych
odmian pszenicy w zaleznoéci od ich odpornoéci na mréz. Duzym minusem tej
metody jest to, Ze nie pozwala ona na bezpo$rednie poréwnanie odpornosci odmian
i gatunkéw wymagajacych zastosowania zupelnie réznej temperatury zamrazania
do oceny ich odpornosci.

Najlepszym, jak si¢ wydaje, sposobem wyrazania odpornosci mrozowej réznych
roélin jest podanie ich punktu zabicia mrozem (tzw. killing point), tzn. temperatury,
ktéra powoduje zabicie 509 tkanki roslinnej (Levitt, 1956). Czasami podaje si¢
,sostateczny punkt zabicia mrozem®, dajacy 1009, zabicie tkanki lub ,,poczatkowy
punkt zabicia mrozem¢, czyli temperature, ktéra zaczyna powodowa¢ uszkodzenia
(Pisek 1958, Larcher i Eggarter, 1960). Ten ostatni sposéb wyrazania jest
wg Larchera (Larcher i Eggarter, 1960) najbardziej odpowiednia miara odpor-
noéci na mréz u lidci i galazek, poniewaz daje si¢ wymierzy¢ z najwigksza doklad-
noscig. Jednakze daje sie¢ on zastosowaé do oceny tylko delikatnych gatunkow.
Natomiast badacze szwedzcy wielokrotnie wykazali, Za najlatwiejszym do okreslenia
i najbardziej warto$ciowym jest punkt 509 zabicia, czyli temperatura $redniej
szkody wg terminologii Larchera (Larcher i Eggarter, 1960). Ten spos6b wyra-
zania odpornosci jest obecnie szeroko stosowany.

Mrozowy punkt zabicia powinien by¢ okre§lany w warunkach standardowych.
Nie istnieje jednak jeden, przez wszystkich przyjety, ustandaryzowany sposob
wyznaczania tego punktu. Levitt (1966) zaleca stosowanie nast¢gpujacej procedury.
Z ro§lin genetycznie czystej linii, wyroslych w identycznych warunkach §rodowiska,
pobiera si¢ seri¢ pedéw lub liéci. Zawiesza si¢ je w komorze zamrazajacej w tem-
peraturze 0°C i po wyréwnaniu si¢ temperatury ucigte powierzchnie przysypuje si¢
$niegiem, aby zapobiec znacznemu przechtodzeniu tkanki. Nastgpnie obniza si¢
temperature z szybkoécia 1°C/godz. Z kazdej serii temperaturowej lezacej w po-
blizu spodziewanego punktu zabicia tkanki pobiera si¢ po kilka pedéw lub lisci
i przenosi szybko do pomieszczenia o temperaturze tuz powyzej 0°C, gdzie przecho-
dza one tajanie i moga si¢ zregenerowaé w ciggu 24 godzin. Po tym czasie przenosi
si¢ je do pomieszczenia o temperaturze pokojowej i zanurza ucigtymi koricami do
wody. Okresla si¢ procent uszkodzen zaraz po wyraznym ich wystapieniu, tzn po
2—7 dniach, zaleznie od gatunku. Poszukiwana temperatura jest ta, po ktorej
wystapito 50 procentowe uszkodzenie badanych tkanek. Oczywiscie, przedstawiony
tu tok postgpowania nie zawsze si¢ daje zastosowaé we wszystkich szczegélach.

6#
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Zalezy to gtéwnie od mozliwosci technicznych kazdej pracowni. Jednakze koniecz-
nym warunkiem poprawnego przeprowadzenia testu jest ustandaryzowanie wszyst-
kich jego etapow. ’ '

W wigkszo$ci przypadkow, ustaleniec mrozowego punktu zabicia tkanki jest
wszystkim czego, wymaga si¢ dla oceny odpornoéci. Jednakze w przypadku bardziej
teoretycznych rozwazan zaproponowano (Levitt, 1966) okreslanie odpornosci
jako roznicy pomiedzy punktem zabicia a punktem zamarzania soku:
H= — (Txso0—T,), gdzie H = odpornoéé, T,s mrozowy punkt zabicia przy
50 procentowym uszkodzeniu tkanki, T, punkt zamarzania. Pozwala to na
uzyskanie wartosci 0 dla roSlin zabijanych przy najlzejszym nawet mrozie oraz
wzrastajacych wartosci dla ro$lin bardziej odpornych. Poza tym eliminuje si¢ tu
ewentualny wplyw rdéznego stezenia soku komoérkowego na obniZenie punktu
krzepniecia i w rezultacie — na zawyzenie warto$ci charakteryzujacych odpornos¢.

Metody oceny stopnia uszkodzen

Przy wyznaczaniu mrozowego punktu zabicia tkanki istotng bardzo sprawg
staje si¢ znalezienie szybkiej i obiektywnej metody oceny stopnia uszkodzen. Ujawnie-
nie si¢ uszkodzen wymaga okresu czasu, w ktorym roslina moze kontynuowac
wzrost i trwa czasami pare tygodni. Bezpo$rednie obserwacje uszkodzen nie
zawsze s3 mozliwe np. w przypadku tkanek glebiej potozonych lub nawet pakdow.
Dlatego szuka si¢ metod posrednich.

W uzyciu znajduje si¢ obecnie kilka takich metod, ktére mozna z grubsza po-
dzieli¢ na trzy zasadnicze grupy:

Metody plazmolityczne. Do plazmolizy zdolne sg tylko zywe, nicuszkodzone
komoérki. Obserwacje mikroskopowe, wykonane na skrawkach przemrozonej
uprzednio tkanki pozwalaja dokfadnie oceni¢ jaki procent komérek pozostat zywy.
W niektorych jednak wypadkach moze mie¢ miejsce zjawisko tzw. pseudoplazmo-
lizy mrozowej: odwodniony na skutek krystalizacji lodu w przestrzeniach proto-
plast ulegt skurczeniu i zabiciu i nie powrécit juz do swojej poprzedniej objgtosci
po powtérnym: wniknigciu wody do komorki. Dlatego wielu badaczy (Scarth
i Levitt, 1937; Siminovitch i Levitt, 1941; Siminovitch i Briggs, 1953;
Sakai, 1955;) stosuje metode deplazmolizy, obserwujac pod mikroskopem ilo$¢
komérek zdolnych do calkowitej deplazmolizy. Metoda ta jednak tylko wtedy
daje rezultaty, jesli plazmoliza trwa wystarczajaco diugo np. par¢ godzin.

Pomiary konduktometryczne. Przeprowadzane sa one albo w roztworze
wodnym, w ktérym znajduje si¢ badana tkanka, albo tez w samej tkance.

Metode pomiaru przewodnictwa elektrolitycznego wody, w ktérej umieszczono
badana, uprzednio przemrozona tkanke wprowadzit w 1930 r. Dexter (Dexter,
1932) i do dzi$ stosowana jest ona regularnie przez wielu badaczy (Wilner, 1961;
Bula i Smith, 1954; Hodgson i Bula, 1956; Kacperska-Palacz et al, 1969).
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Zawarto$é zabitych mrozem komoérek, na skutek zaniku péiprzepuszczalnych wia-
§ciwosci blon cytoplazmatycznych wylewa si¢ do przestrzeni migdzykomérkowych,
skad dyfunduje do wody, w ktorej pograzona jest tkanka. Przewodnictwo elektro-
lityczne takiej wody wzrasta proporcjonalnie do ilosci wnikajacego do niej elektro-
litu, a ta z kolei zalezy od ilo$ci uszkodzonych tkanek. Zmiany przewodnictwa
oblicza si¢ w stosunku do przewodnictwa wody, w ktorej znajdowala si¢ tkanka
nieprzemrazana, przechowywana w temperaturze powyzej 0°C przez okres réwny
okresowi przemrazania. Operujac podobna masa tkanki i objgtoscia wody mozna
w ten sposéb oceni¢ wielko§é uszkodzenia spowodowanego dang temperatura.
Dexter (1932) stosuje jedna temperature festujgca, za pomoca ktdérej poréwnuje '
odpornoéé réznych roélin uprawnych. Jednakze mozna przy uzyciu tej metody
oznaczy¢ réwniez punkt zabicia tkanki przemrazajac probki w réznych odpowiednio
dobranych gradientach temperatury. Hodgson (1964) zmodyfikowal nieco metode
Dextera okreslajac zimoodporno$¢ jako procentowa zawartosc elektrolitow uwolnio-
nych z tkanki na skutek dzialania mrozu, w stosunku do ogdlne;j iloéci elektrolitow
zawartych w badanej tkance. Ta ostatnia warto$¢ ustalal przez pomiar przewod-
nictwa elektrolitycznego wody, w ktdrej zagotowano przemrozona tkanke po uprzed-
nim wykonaniu normalnych pomiaréw przewodnictwa. Ten spos6b przeprowa-
dzenia testu umozliwia unikna¢ bledu spowodowanego réing ewentualnie iloscia
i jakoscia elektrolitow zawartych w tkance i daje mozno$¢ poréwnywania odpor-
noéci réznych tkanek u réznych gatunkéw. Jednakze i ten sposéb nie eliminuje
wplywu bardzo waznego czynnika jakim jest zmiana wlasciwosci péiprzepuszezal-
nych hlon cytoplazmatycznych pod wplywem np. hartowania w temperaturze
bliskiej 0°C.

Pomiary konduktometryczne przeprowadzane w tkance roélinnej polegaja na
pomiarze oporu stawianego przez tkanke przy przeplywie przezen slabego pradu
zmiennego. W tkance, w ktorej pewna ilo§¢ komoérek ulegla zabiciu i zawarto$¢
ich wylala si¢ do przestrzeni mig¢dzykomérkowych, warto$¢ mierzonego oporu
bedzie nizsza od wartoéci charakteryzujacej nieuszkodzona tkanke kontrolng i moze
nawet spaéé do 5% tej ostatniej (Olien, 1964). Tego rodzaju pomiary zastosowane
zostaly juz przez Osterhouta (1918) do oceny uszkodzen spowodowanych przez
rézne czynniki, np. przez trucizny, szoki elektryczne, st¢Zone roztwory soli. Polegaja
one na wprowadzeniu do licia dwéch cienkich elektrod (lub przyloZenie elektrod
w postaci blaszek do powierzchni licia) i pomiarze przewodnictwa roztworu, ktéry
zwilza lub wypelnia przestrzenie migdzykomoérkowe, przy uzyciu konduktometru
zbudowanego na zasadzie mostku Wheatston’a. Elektrody w postaci blaszki maja
te przewage nad iglowymi, ze nie kalecza tkanki i nie wywoluja dodatkowego
wycieku soku do przestrzeni migdzykomérkowych. Jednakze uzycie ich wymaga
dodatkowego zabezpieczenia w postaci pasty uszczelniajacej miejsca styku elektrod
z powierzchnia liscia. Olien (1961, 1964), ktéry uzywat takich wlasnie elektrod,
stosowal odpowiednio przyrzadzona past¢ z wegla drzewnego 1 agaru. Katz
i Reinhold (1964) stosowali jako elektrody zwykle igly iniekcyjne do zastrzykow
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podskérnych. W naszych do$wiadczeniach metodycznych zastosowali$my igly
platynowe, umieszczone na specjalnej ,lapce zapewniajacej staly i rowny docisk
ich do powierzchni liScia (Kacperska-Palacz, 1970). StwierdziliSmy, Ze odstep
miedzy elektrodami nie powinien by¢ mniejszy niz 4 mm. Poniewaz warto$¢ przylo-
zonego napi¢cia moze mie¢ wplyw na blony cytoplazmatyczne, podawane sa naste-
pujace ograniczenia: Olien podaje goérna, dopuszczalng granicg dla stosowanego
napigcia 3 volty (Olien, 1961), Katz 1 Reinhold (1964) stosowali prad o czgsto-
tliwosci 2 kHz i roznice potencjalow 7 voltow w oparciu o pracg Hobera (1945),
Teske (1965) stosowal napigcia nawet wyzsze niz 10 V, natomiast wg naszych
badan przeprowadzonych na rzepaku i kapuscie, warto$¢ przylozonego napigcia
nie powinna przekraczaé 6 voltow (Kacperska-Palacz, 1970 a). Czgstotliwo$¢
pradu zmiennego powyzej 1 kHz nie ma wplywu na mierzona wielko$¢.
Pomiary konduktometryczne przeprowadzane w tkance daja mozliwos¢ rejestro-
wania zmian w przepuszczalno$ci blon cytoplazmatycznych zachodzacych w trakcie
schtadzania lub pod wplywem innych czynnikéw. Daja tez mozliwo$¢ szybkiego
rozpoznania miejscowego, nicodwracalnego uszkodzenia tkanki (Kacperska-Pa-
lacz, 1970 a), natomiast nie bardzo nadaja si¢ do oceny stopnia uszkodzenia calej

tkanki.

Metody oparte na przyzyciowym barwieniu komorek. Zywa cyto-
plazma w przeciwienstwie do martwej, ma zdolne$¢ akumulowania takich barwni-
kéw jak eozyna, erytrozyna, chryzoidyna, rodamina (Hofler, 1953). Stosuje sig
réowniez podawanie fluorochromu np. fluorosceiny. Zywa tkanka fluoryzuje z6tto-
zielono, natomiast martwa odmawia przyjecia fluorochromu (Hofler, Ziegler
i Luhan, 1956).

Do oceny poziomu aktywnosci zyciowej komoérek zastosowano réwniez zmiane
wlasciwosci optycznych niektorych barwnikéw np. bigkitu metylowego lub zwiazkow
tetrazoliowych po przejSciu ich na inny stopieri ultenienia. Istnicjace w zywej tylko
komorce uklady enzymatyczne powodujac utlenienie lub redukcje zwiazku wpro-
wadzonego do komorki wywoluja zmiang barwy. Metodg ta stosowano poczatkowo
w nasiennictwie w celu oceny zdolnosci nasion do kietkowania, uzywajac réznych
zwiazkéw. Ostatecznie Lakon (1954) zalecit stosowanie chlorku 2,3,5-tr6jfenylo-
tetrazoliowego w celu wykazania aktywnoéci enzymatycznej w nasionach pozosta-
jacych w stanie spoczynku. Badacze tacy jak Parker (1953, 1955), Torssell
i Hellstron (1955), Larcher i Eggarter (1960), Larcher (1969), z powodzeniem
zastosowali ten zwiazek do oceny uszkodzern mrozowych.

Chlorek 2,3,5, trojfenylotetrazoliowy (w skrocie TTC) jest zwigzkiem bezbarw-
nym, latwo rozpuszczalnym w wodzie. W $rodowisku alkalicznym fatwo ulega
redukcji do formazanu (ryc. 2), ktérego krysztaly maja barwe karminowo-czerwona
i sa w wodzie nierozpuszczalne. Natomiast dobrze rozpuszczajq si¢ w rozpuszczal-
nikach organicznych i olejkach eterycznych. Dehydrogenazy zywej komorki fatwo
redukujg TTC do formazanu, ktéry juz z tkanki nie dyfunduje. Martwe czgsci
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tkanki wyraznie odrézniaja si¢ od Zywych brakiem zabarwienia i pozostaja takie
calymi dniami, poniewaz proces redukcji TTC jest odwracalny tylko w specjalnych
warunkach (Jerchel i Mohle 1944), ktére nie wystepujg w zywej tkance.

Przy stosowaniu TTC duza rol¢ odgrywa zaréwno st¢zenie tego zwiazku, jak
i pH buforu, w ktérym zachodzi reakcja. Wg Marré i Arrigoni (1954) najlepsze
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Ryec. 2. Redukcja chlorku trojfenylotetrazoliowego do formazanu
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Ryc. 3. Widmo absorbeyjne 1) zredukowanego TTC, 2) 959 ekstraktu etanoﬁowego z krazkow lisci inku-

bowanych w roztworze 0,6% TTC w 0,05 M NaH,PO, — KH,PO, buforze przez 15 godz., 3) 957, ekstrakt

ctanolowy z krazkéw lisci inkubowanych w 0,05 M Na,PO; — KH,PO, buforze przez 15 godz. (wg Ste-
ponkusa i Lanpheara, 1967)

rezultaty uzyskuje si¢ przy stosowaniu stgzen TTC w zakresie 1—1,59;. Wyzsze
stezenia moga by¢ dla tkanki szkodliwe. Przy niskich steZzeniach poziom TTC
w tkance moze by¢ za niski w stosunku do calej mocy redukcyjne;j tkanki. Nietrwalo$é
TTC w roztworze alkalicznym powyzej pH 9 w obecnoéci §rodkéw redukujacych
takich, jak: pyl metaliczny, siarczki, biatka zawierajagce grupy sulfhydrylowe,
z gbry wykluczaja prace z roztworami o pH powyzej 8. Z kolei nizsze wartosci pH
wplywaja na przenikanie TTC do komorek (Parker 1953). Marré i Arrigoni
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(1954) ustalili, Ze optymalnym pH, w ktérym zachodzi maksymalna redukcja TTC
jest pH bliskie 7.

Larcher i Eggarter (1960) stosowali TTC gtéwnie do zlokalizowania i jako-
$ciowego ustalenia szk6d mrozowych w galazkach drzew. W 1967 ukazala si¢ praca
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Ryc. 4. Zalezno$¢ migdzy faktycznym przezyciem zamrazania przez lis¢é a procentowa redukcja TTC.
1 — tkanka zabita, 2 — tkanka Zywa

Steponkusa i Lanpheara (Steponkus i Lanphear 1967), ktéra dala moznosé
precyzyjnego, kolorymetrycznego pomiaru odpornosci mrozowej w oparciu o re-
dukcj¢ TTC. Badacze ci, pracujac z lisémi i galazkami Hedera helix, inkubowali
przemrozong tkank¢ o masie 100 mg +10 w 0,6% roztworze TTC w 0,05 M
buforze NaH,PO-KH,PO, (pH 7,4) + 0,059 czynnika zwilzajacego, w tempe-
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‘raturze 30°C w ciemnoéci. Powstaly w tkance formazan ekstrahowali 95 9 etanolem
w temperaturze wrzacej wody i oznaczali ekstynkcj¢ roztworu przy 530 nm. Ta
dtugo$¢ fali umozliwiala wg tych autoréw uniknigcia zakidcenn spowodowanych
absorpcja §wiatla przez endogenne barwniki ro$linne (ryc. 3). Aby okresli¢ stopien
uszkodzenia mrozowego tkanki, ilo§¢ wytworzonego przez przemrozong tkanke
formazanu wyraza si¢ jako procent w stosunku do ilosci formazanu wytworzonego
przez tkanke kontrolna, przetrzymang w temperaturze 5°C. Miara ilosci formazanu
jest warto$é ekstynkcji. Zmniejszenie ekstynkcji o 509, w stosunku do kontroli
wyznacza 509 punkt zabicia tkanki. Metoda Steponkusa i Lanpheara zostala
sprawdzona w naszej pracowni. Podobnie jak i oni otrzymaliémy duza zgodnos¢
miedzy otrzymanymi danymi a faktycznym przezyciem tkanki (ryc. 4). Stosowa-
lismy 0,4 % stezenie TTC i inkubacje¢ 22 godzinna. Ze wzgledu na stosunkowo duzg
jeszcze absorpcje $wiatla przez chlorofil przy 530 nm zdecydowali§my si¢ na ozna-
czanie tej absorpcji przy kazdej probie i odejmowanie tej warto$ci od wartosci
ekstynkcji otrzymanej dla badanych prébek.

Pomiar redukcji TTC moze by¢ obarczony duzym bledem, jesli dojdzie do
zakazenia probki roélinnej bakteriami lub grzybica. Jesli jednak test przeprowadza
sic na zdrowych, §wiezo pobranych tkankach, redukcja TTC wywolana przez
bakterie w czasie inkubacji w 30°C nie przekracza 29, ogo6lnej wartosci ekstynkcji
(Steponkus i Lanpheara 1967). Ogdlnie biorac, technika zaproponowana przez
tych badaczy ma duze walory szybkiej, dokfadnej i obiektywnej metody pomiaru.

Instytut Botaniki Uniwersytetu Warszawskiego
Zespél Badania Wzrostu i Rozwoju Roslin
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