Adres do korespondenciji

Franciszek Dubert,
Instytut Fizjologii Roslin,
Polska Akademia Nauk,

ul. Niezapominajek 21,
30-239 Krakow;

e-mail;
f.dubert@ifr-pan.krakow.pl

biotechnolcxjia
4 (75) 49-63 2006

PRACE PRZEGLADOWE

Czas jako czynnik wzrostu i rozwoju
roslin nie tylko w kulturach in vitro

Franciszek Dubert-", Agnieszka Ptazek”

" Instytut Fizjologii Roslin, Polska Akademia Nauk, Krakow
2 Katedra Fizjologii Roslin, Akademia Rolnicza, Krakow

Time as a growth and development factor of plants not only in in vitro
cultures

Summary

The paper deals with time as a physical (space-time coordinate with specific
properties and measure methods) as well as biological concept. Biological time
is running differently taking in account various organizational levels like cell,
cell organelles, whole organism and, finally, population or species. Time is a fac-
tor that regulates plant ontogenesis. In many plant species, time regulates seed
dormancy and plant vernalization, photoperiodism and circadian rhythms. Time
sets in motion the “biological clock” which controls physiological and biochemi-
cal processes in plant, particularly the rate of enzymatic reactions, oscillation
processes (circadian or annual rhythms), as well as internal “cell clock” deciding
upon the length of cell life as well as the rate of cell ageing processes. Senes-
cence or death of particular cells do not mean death of the whole organism. In
numerous plant species, death of individual cell is even a factor determining
survival of the whole plant. The plant senescence is regulated by phytohor-
mones such as abscisic acid, cytokinins or auxins. Time gathers new meaning in
in vitro cultures. It may differ with respect to stable cell suspension culture in
many cases maintaining an ability for cell multiplication for many years as com-
pared to another fast regenerating cultures. The influence of various stress fac-
tors under in vitro conditions enables the “switching on” the clock controlling
the processes of cell multiplication and differentiation.
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1. Wstep

Przedmiotem rozwazan zawartych w tym artykule jest czas. Czas jest frapujacy
nie tylko jako pojecie fizyczne, ale réwniez jako okresSlenie dtugosci trwania zycia
jedno- i wielokomorkowych organizmdw roslin i zwierzat oraz ludzi. Czas kojarzy
sie czesto jako czynnik destrukcyjny, zblizajacy kazdy organizm do nieuchronnej
$mierci, ale przeciez czas to czynnik wptywajacy przede wszystkim na inicjacje zy-
Cia, jego rozwoj i dojrzewanie. Czas wystepujagcy razem z innymi czynnikami streso-
wymi indukuje najrozmaitsze reakcje organizméw, a w przypadku roslin wymusza
odpowiedz zaréwno pojedynczych komdrek hodowanych in vitro, jak rowniez calej
rosliny.

1.1. Czas jako pojecie fizyczne

Czas jest jednym z czterech podstawowych wymiaréw czasoprzestrzeni. Dla lo-
kalizacji jakiego$ zdarzenia nalezy bowiem poda¢ trzy wspotrzedne X, Y i Z okres-
lajace jego potozenie w przestrzeni oraz czas jako wspétrzedna okreslajgca mo-
ment, w ktérym zdarzenie to nastgpito. Zmienna czasowa rozni sie jednak od zmien-
nych przestrzennych, poniewaz, o ile mozna okresli¢ nieruchomy w przestrzeni
punkt A o wspdtrzednych Ax, Ay i AN, a nawet mozna przesuwac ten punkt w kierun-
ku poczatku uktadu, to warto$§¢ zmiennej czasowej powieksza sie ze stalg predkos-
cig, co nazywamy uptywem czasu. Nie mozna zatem (przynajmniej wg obecnego sta-
nu wiedzy i w warunkach, w ktérych zycie bytoby mozliwe), zatrzymac czasu ani go
cofnaé, na przyklad do poczatku czasu i wszechswiata. Pomiaru czasu dokonuje sie
zazwyczaj poprzez wyznaczenie liczby pewnych cyklicznych zdarzen, jak liczba ude-
rzen serca (pomiar stosowany przez starozytnych Grekdéw), przesypywanie piasku
w klepsydrze, ruch wahadta, a ostatnio oscylacje atoméw. Im czestsze sg oscylacje
bedace podstawg dziatania zegara, tym dokladniej mozna mierzy¢ czas. Stad tez ze-
gar oparty na pomiarze oscylacji atoméw wykazuje maksymalny biad dobowy nie
przekraczajacy | miliardowej sekundy, co oznacza, ze skumulowany bigd wielkosci
I minuty nastgpi po okoto 165 min lat.

Czas jako jedna z czterech zmiennych jest z pozostatymi zwigzany w sposéb opi-
sany przez szczeg0lna teorie wzglednosci Einsteina. Wynikajg z niej paradoksy ta-
kie, jak niemoznos$¢ przekroczenia przez obiekty materialne predkosci Swiatta, nie-
moznos$¢ arytmetycznego dodawania predkosci, czy spowolnienie czasu w obiek-
tach poruszajacych sie wzgledem siebie. Podobno Einstein, poproszony kiedys
przez miodg dziennikarke o wyjasnienie w prostych stowach zasady wzglednosci
czasu stwierdzit, ze godzina w parku spedzona z kobietg mija jak minuta, a minuta
siedzenia na gorgcym piecu diuzy sie jak godzina.
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1.2. O$ czasu z wybranymi kamieniami milowymi

Teoretycznie, skala czasu obejmuje okoto 61 rzedow, poniewaz najkrétszy odci-
nek czasu, tzw. czas Plancka wynosi 10" sekundy, natomiast najdtuzszy z mozli-
wych odcinek czasu stanowi wiek wszechswiata, czyli czas od wielkiego wybuchu
do chwili obecnej szacowany jest na 14 do 20 mld lat, tj. okoto 6 x 10°" sekund.
Wszystkie inne wydarzenia mieszczg sie wewnatrz tego maksymalnego przedziatu
czasowego.

Do najwazniejszych wydarzen kosmicznych, jak réwniez w skali ziemskiej moz-
na zaliczy¢ powstanie naszej galaktyki (okoto 10 mid lat temu), czy naszego uktadu
stonecznego (4,5 mld lat), pojawienie sie zycia na Ziemi (okoto 2 mld lat), pojawie-
nie sie rodzaju Homo (2-2,5 min lat), uksztattowanie sie wygladu ludzi podobnego
do wspétczesnego (120 tys. lat), czy przywedrowanie cztowieka do Europy (40 tys.
lat).

2. Czas zycia obiektow biologicznych

Czas moze stanowi¢ miare dtugosci trwania gatunku, mierzony od ewolucyjnego
wyodrebnienia do wyginiecia lub do chwili obecnej, a w jego obrebie mozna wyréz-
ni¢ czas zycia lokalnych populacji. Czas w skali indywidualnego organizmu okresla
okres od jego narodzin do $mierci. Niektérym pustynnym drzewom przypisuje sie
maksymalny wiek nawet ponad 20 tys. lat, dtugos¢ zycia sekwoi kalifornijskiej okre-
$la sie na 2 do 4000 lat, dtugo$¢ zycia z6twia morskiego ok. 200 lat, stonia kilkadzie-
sigt lat, a jetki jednodniowki - przystowiowy | dzien.

Wedtug hipotezy telomerowej dtugos¢ zycia organizmu jest zakodowana gene-
tycznie poprzez tzw. licznik liczby mitoz od stadium zygoty. Replikaza DNA nie
moze bowiem prowadzi¢ tego procesu ,,wiszac” niejako w powietrzu, a z kolei, jesli
jest przytwierdzona na koncu czasteczki DNA, to tego korica nie moze zreplikowag.
Stad tez wedtug tej hipotezy w trakcie kolejnych mitoz czasteczki DNA sg systema-
tycznie skracane na koncach, czyli od strony telomeréw. Powoduje to, ze po prze-
kroczeniu pewnej liczby mitoz komdrka traci zdolno$¢ do dalszych podziatéw. Caty,
nawet bardzo duzy organizm, pochodzi z zaptodnionej komdrki jajowej, ktora
w tym celu odbyfa pewna liczbe podziatéw. W miare jak w organizmie gromadzg sie
komérki, ktérych licznik telomerowy zbliza sie do wartosci granicznej, organizm
ten starzeje sie i zbliza do $mierci. W tym sensie liczba zakodowanych mitoz mo-
ghaby stanowi¢ owa hipotetyczna, genetycznie zapisang dtugos¢ zycia organizmow
danego gatunku, zaktadajac, ze dtugos¢ cyklu komoérkowego, czyli odstep czasu po-
miedzy kolejnymi mitozami jest tez w jaki$ sposob genetycznie kodowany.

Okreslenie czasu zycia komdrki nastrecza problemy. Jak bowiem go liczy¢? jesli
przyja¢, ze mitoza nie oznacza przerwania ciggtosci zycia tylko jest kontynuacjg zy-
cia komorki matecznej przez komorki potomne, to nalezatoby przyja¢ skumulowany
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wiek wszystkich komorek, ktére ewolucyjnie ja poprzedzity. Czas zycia kazdej ko-
morki bytby zatem réwny okresowi, jaki uptynagt od wyksztatcenia sie pierwszych or-
ganizméw jednokomorkowych. Alternatywa jest przyjecie, ze wiek komorki liczy sie
jako czas uptywajacy od konca mitozy, w ktérej ta komorka powstata. Tak liczony
czas zycia komorek jest bardzo zrdznicowany - od wielu lat dla komorek zlokali-
zowanych w poblizu powierzchni pnia drzewa, ale nie powstatych w wyniku dzia-
fania kambium, lub neurytéw w tkance nerwowej u zwierzat w podesztym wieku do
szybko dzielacych sie komérek w merystemach wierzchotkowych, czy w nabton-
kach.

Czas zycia organelli komoérkowych moze by¢ albo réwny czasowi zycia komorki,
jakto jest w przypadku jgdra komoérkowego, albo czesciowo z nim skorelowany, jak
to jest w przypadku autonomicznych pod tym wzgledem chloroplastow i mitochon-
driéw.

3. ,,Czas zycia” innych obiektéw

Czas zycia roéznych czasteczek jest niezwykle zréznicowany. Wsrod izotopow ra-
dioaktywnych mozna wymieni¢ Lw™ z okresem poéttrwania 8 sec, Rn - 3,8 dnia,
p32 - 14 dni, T - 12,5 roku, Ra - 1590 lat, C’* - 4700 lat, Pu 239 _ 24 000 lat
czy - 4,5 mld lat. Z zestawienia tego wynika dlaczego wiasnie radioaktywny
wegiel zrobit taka kariere w archeologii. Dla poréwnania czas trwania niektérych
czastek elementarnych: mezonu p - 10" sec czy mezonu n - 10°™ sec.

Przeanalizujmy czas zycia r6znych molekut komérkowych. Molekuty DNA zyjg
dtugo, przynajmniej przez okres od mitozy do mitozy, tylko, ze w wyniku replikacji
mamy wéwczas czasteczki w potowie stare, a w potowie nowe. Trudno zatem zdefi-
niowa¢ dokiadnie, jak rozumieé czas zycia DNA. RNA zyje krotko - zwilaszcza
mRNA, ktéry zyje dopdty, dopoki jest zwigzany z rybosomami, bo to oznacza, ze
jest zapotrzebowanie w komdrce na kodowane przezen biatko, jesli zapotrzebowa-
nie na to biatko wygasnie kompleks mRNA-rybosom rozpada sie, a nukleazy rozci-
naja ,,uwolniony” mRNA na fragmenty, koriczagc tym samym jego zywot. Z kolei
w przypadku enzymow ich liczba obrotowa miesci sie w przedziale ponad czterech
rzedéw wartosci, w zakresie 100 - 3 000 000/sec. Wynika stad, ze czas pojedyn-
czego cyklu katalitycznego wynosi od 10 000 do 0,3 mikrosekundy, przy czym do
»hajpowolniejszych” enzymdw naleza replikaza DNA oraz Rubisco, czyli oksygena-
za/karboksylaza RuDP, a do najszybszych katalaza. Czas zycia molekut biatkowych
jest trudny do wyznaczenia. Niektore ,,agresywne enzymy”, np. trypsyna lub pepsy-
na, syntetyzowane sg jako nieaktywne prekursory. Wéwczas ich czas zycia rozpo-
czyna sie z chwilg przejscia w forme aktywna, a konczy wtedy, kiedy enzym traci ak-
tywnos¢ w wyniku, przyktadowo, zmiany $srodowiska w nastepnym odcinku uktadu
pokarmowego.
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4. Problem wieku roslinnych organizméw wielokomdrkowych

u organizméw wielokomoérkowych mozna wprowadzi¢ pojecie ,,czasu ogolne-
go” i ,,lokalnego”. Przez ,.czas ogolny” rozumiemy okres np. od wysiewu nasion lub
w kulturach in vitro od otrzymania regeneratow do chwili obecnej. Natomiast czas
»lokalny” to wiek poszczegélnych organéw w obrebie jednego organizmu. Specy-
fikg roslin jest to, ze w odrdznieniu od zwierzat rosng przez cafe zycie. POzniej wy-
tworzone organy sg miodsze od wyksztatconych wczesniej, jest to szczegélnie wi-
doczne w momencie wchodzenia roéliny w faze generatywna. Skfada sie ona wow-
czas z organow wytworzonych jeszcze w okresie wegetatywnym i miodszych orga-
néw generatywnych. W przypadku wieloletnich drzew, na tle starzejacego sie pnia
i konardéw wystepuja jednosezonowe liscie i owoce. U motylkowatych, np. u bobiku
sytuacja komplikuje sie jeszcze bardziej, poniewaz idac od dotu w gére todygi, na-
potykamy strefy coraz miodsze - od najstarszej tezacej pod strefg owocowania,
poprzez generatywng z niemal dojrzatymi strgkami, generatywng z napetniajgcymi
sie nasionami, miodg generatywng z mtodymi strgkami, ktdére przetrwaty okres od-
padania, miodsza ze $wiezo zawigzanymi strgkami (jeszcze nie wiadomo, ktére
z nich odpadng), jeszcze miodszg z kwiatami, najmtodszg generatywng z pagkami
kwiatowymi i najwyzsza, tak mtoda, ze jeszcze wegetatywna. Kazde pietro rostiny
ma zatem charakterystyczny dla siebie wiek i faze rozwojowa. W trakcie wegetacji
granice poszczegdlnych faz przemieszczajg sie w gore todyqgi.

Innym zagadnieniem jest, czy roslina rozmnaza sie generatywnie tylko jeden jedy-
ny raz w zyciu, czy tez proces ten sie powtarza. Krotko moéwiac, chodzi o to, czy istnie-
je mozliwosé ,,resetowania” wewnetrznego zegara rosliny i uruchamiania go na nowo,
czy tez zegar raz wigczony ,.idzie wcigz naprzod” i wyznacza koniec zycia rostiny. Wie-
loletnie rosliny majg zwykle mozliwo$¢ restartu zegara i rozpoczynania na nowo fazy
generatywnej, cho¢ z wyjatkami takimi, jak agawa, czy niektore bambusy, ktére wcho-
dza w faze generatywna tylko raz wzyciu, po wielu latach fazy wegetatywnej,

Istnieje jeszcze jedna trudno$¢ w ustaleniu relacji pomiedzy wiekiem organizmu
a wiekiem jego sktadowych komérek. Trwanie organizmu jest bowiem stale okupy-
wane $miercia mnostwa komorek. Wiele komoérek musi umrzeé, aby organizm kon-
tynuowat zycie. Sa to pojedyncze komorki, ktére umierajg w procesie apoptozy,
czyli programowanej $mierci komorek. Komoérki te nie umierajg z powodu letalnego
defektu, ate dla nadrzednego celu, jakim jest rozwdéj organizmu. To dzieki apopto-
zie nasze dionie majg wyksztatcone palce. W rozwoju zarodkowym kazdego z nas
pewna liczba komérek umarta po to, by poszczeg6tne palce mogty sie rozdzielic.
Gdyby nie to, mielibySmy dtonie biologicznie gotowe do gry w tenisa stotowego bez
dodatkowego sprzetu. Na mechanizmie apoptozy opiera sie proces nabywania
przez organizmy koncowego ksztattu poszczegdlnych organéw. Troche podobien-
stwa wykazuje reakcja nadwrazliwosci (ang. hypersensitive response), jest to jeden
z mechanizméw obronnych roslin przeciwko patogenom (1,2). Polega on na tym, ze
po ataku patogena do komorek otaczajacych miejsce ataku wysytany jest sygnat ak-
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tywujacy geny kodujagce bardzo aktywne enzymy hydrolityczne. USmiercajg one wias-
ng komorke poprzez rozkiad jej gtownych sktadnikdéw. Mikroorganizm penetrujacy
tkanke rosliny zostaje zatem otoczony pierscieniem komérek martwych, ktorych
Sciana komorkowa wysycona suberyng i ligning staje sie bariera odgradzajaca pa-
sozyta od wody i asymiiatéw, prowadzac do jego $mierci. U roslin mozna pokazac
jeszcze bardziej drastyczny proces. Niektére komorki, takie jak elementy naczyn,
sklerenchymy, czy okrywajacej tkanki kory stajg sie dla catego organizmu zyciowo
wazne dopiero, wtedy gdy same zakorcza zywot, przeksztatcajac sie np. w Scianki
naczyn ksylemu. RAwniez erytrocyty stajg sie dla nas zyciowo wazne dopiero, gdy
zaniknie w nich jadro komoérkowe. Roéliny okresowo odrzucajg duze czesci swoich
organdw naziemnych - jest to masowy pogrom juz nie pojedynczych komorek ani
organow, ale duzych partii roélin, czesto stanowigcych okoto 80" masy catej rosliny.
Takie odrzucanie organdw jest konieczne dla rozpoczecia po raz kolejny fazy gene-
ratywnej. Przykladowo, jabtonie uprawiane w cieptym i wilgotnym klimacie, gdzie
nie ma warunkéw do odpadania suchych lisci, nie bedg owocowaty zanim im recznie
czy mechanicznie nie oberwiemy lisci.

Jaka jest gtéwna roznica zwigzana z czasem pomiedzy komérkami somatyczny-
mi i generatywnymi? Otdz, o ile nawet aktualny wiek obydwu typéw komorek moze
by¢ zblizony, jako ze wszystkie one wywodzg sie od pierwszych ,,prakomarek”, o ty-
le inaczej zupelnie wyglada sprawa z czasem zycia liczonym od chwili obecnej
w przod. Komorki somatyczne umierajg razem z catym organizmem, podczas gdy
nieliczne gamety, ktérym bylo dane utworzy¢ nowy organizm, zyja w nim nadal, po
$mierci ich organizmu macierzystego. W tym nowym organizmie, znowu nieliczne
majg szanse rozwingC sie w gamety i da¢ poczatek howemu organizmowi. Tym spo-
sobem linia komorek gametycznych staje sie nieSmiertelna i trwa w kolejnych poko-
leniach, a na czas kazdego z nich otrzymuje nowg otoczke z okresowych komorek
somatycznych. Oczywiscie, nie chcemy nikomu sprawié przykrosci twierdzeniem, ze
jest on tylko tymczasowsa otoczkg dla swoich gamet. Kazdy organizm jest bowiem
spadkobiercg niewyobrazalnie wielu pokoleri organizméw, ktére go poprzedzity
ewolucyjnie, takze tych najprostszych. Ten szereg ewolucyjny przodkéw kazdego
z zyjacych organizméw ma te specyficzng ceche, ze jest to ciag tylko tych organi-
zmow, ktére odniosty sukces ewolucyjny i wydaty potomstwo, zanim same zakon-
czyty zywot. Oznacza to, ze biologicznym celem kazdego organizmu jest starac sie
przedtuzy¢ ten cigg, aby to wiasnie na nim 6w wielomiliardowy ciag ,,organiz-
mow-szczesciarzy” sie nie zakoriczyt.

5. Czas jako czynnik regulujacy ontogeneze rosliny

Zagadnienie regulacji ontogenezy ma wielorakie podtoze. Mozemy je rozumiec
jako ciggty pomiar uptywajacego czasu tub tez czas mierzony liczbg pewnych oscyla-
cji. W pierwszym przypadku mozemy rozumie¢ czas jako cigglta zmienna, ktérej po-
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Step umozliwia powstawanie nowych organdw, np. pieter todygi. Ich liczba w pew-
nym momencie osigga wartos¢, ktora stanowi sygnat do rozpoczecia fazy genera-
tywnej. Czy mozna roéline oszuka¢, czyli zasugerowac jej inny czas? Czasami usu-
niecie lisci jest sposobem na przyspieszenie kwitnienia. Podobnie, jesli uda sie uko-
rzeni¢ odciety ped ze starszego krzewu lub drzewa, czesto bywa tak, ze ta sadzonka
rozwija sie w rosline kwitnaca szybciej anizeli inna roslina podobnej wielkosci, tyle
ze wyrosta z nasiona. W ramach wcze$niejszych badan (badania wiasne, nie publiko-
wane) przeprowadzono eksperyment, ktory miat na celu ,,przekonanie” roslin na-
lezacych do kilku gatunkéw, ze ich czas zycia mierzony liczbg dni jest rozny, co
osiggnieto poprzez eksperymentalne zréznicowanie dtugosci doby. Na podstawie
uzyskanych wynikéw wskazuje sie, ze do pewnego stopnia rozwoj niektérych roslin
poddat sie narzuconemu rytmowi, podczas gdy innym bylo wszystko jedno jak
dtugo trwa doba. Badania te wykonane przed laty miaty na celu wyfacznie zaspoko-
jenie ciekawosci naukowej, natomiast obecnie mozna by dla ich wynikéw znalez¢
ciekawe zastosowania, np. w systemach uprawy roslin na skale przemystowg w wa-
runkach sztucznego oswietlenia lub dla przyszitej uprawy roslin na stacjach kosmicz-
nych, gdzie dostepnosc energii stonecznej moze nie podlega¢ dobowym rytmom.
Czas jest czynnikiem wigczajacym procesy rozwojowe u wielu rodlin. Dzieje sie
tak nie tylko podczas reakcji fotoperiodycznej, ale tez, zaskakujaco, podczas werna-
lizacji. Trzeba pamietaé, ze aby wernalizacja byfa skuteczna, musi trwac przez okre-
$lony, minimalny czas. Mozna zatem powiedzie¢, ze w tym procesie temperatura
petni funkcje przekaZnika, ktory wiacza licznik czasu (zegar, a moze raczej kalen-
darz, poniewaz czas ten mierzy sie¢ w tygodniach) tylko, wtedy gdy temperatura
spadnie ponizej pewnej granicy. W praktyce wptyw temperatury na pomiar czasu
jest bardziej ztozony, poniewaz wernalizacja zachodzi w pewnym przedziale tempe-
ratury, a przetgcznik sterowany temperaturg wigczajgcy pomiar czasu ma pewien
niezbyt wielki zakres pracy, w dodatku zalezny od warunkéw S$wietlnych. U zbh6z
wernalizacja w ciemnosci jest mozliwa w przedziale temperatur od ok. -1 do 5-7°C
z optimum okoto 2°C, natomiast na Swietle zakres aktywnych temperatur przesuwa
sie 0 kilka stopni wzwyz. Mozna zatem stwierdzi¢, ze wptyw Swiatla na tempo
dziatania zegara jest tak samo silny, jak wptyw temperatury. W przypadku wernali-
zacji wystepuje pewien paradoks. Ot6z, wzrost temperatury przyspiesza z reguly
przebieg reakcji chemicznych, zwykle dwu-, trzykrotnie przy wzroscie temperatury
0 10°C. Wskaznik ten nazywamy wspotczynnikiem temperaturowym Qio- Stopien
zaindukowania generatywnego rosliny uzyskany w wyniku wernalizacji powinien
wynika¢ z postepu pewnych reakcji chemicznych, jak na razie brak alternatywnych,
niechemicznych hipotez indukcji. Tymczasem indukcja generatywna postepuje
szybciej w nizszej temperaturze (2°C) anizeli w temperaturze wyzszej (np. 7°C).
Oznacza to, ze procesy biochemiczne zaangazowane w indukcje generatywna roslin
ozimych powinny charakteryzowa¢ sie wartoscig wspotczynnika Qio mniejsza od 1.
To z kolei oznaczatoby ujemng energie aktywacji tych reakcji. Nieznane sg reakcje
chemiczne o takiej wiasciwosci. Inny ciekawy zwigzek temperatury i pomiaru czasu
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w procesie wernalizacji przejawia sie w tym, ze czas wernalizacji biegnie szybciej
(wernalizacja jest efektywniejsza), gdy temperatura oscyluje wokdt pewnej wartosci
Sredniej anizeli, gdy odbywa sie w stalej temperaturze. Jak dotad nie potrafimy
wyttumaczy¢ przyczyn tego zjawiska. Roslinny zegar lub kalendarz, aktywny pod-
czas wernalizacji, ma jeszcze jedng ciekawa wasciwos¢. Otdz, dostatecznie wysoka
temperatura (np. 20°C) resetuje zegar, a zatem czas wernalizacji nalezy liczy¢ pra-
wie od zera. Badano, co sie stanie, kiedy zegar ten zresetowac wiecej niz jeden raz,
nawet do dziesieciu razy. Okazuje sie, ze jesli liczba wylaczen zegara zwieksza sie,
a zatem okresy jego pracy skracajg sie do kilku dni, po ktorych nastepuje dzien
przerwy cieplnej, zegar sie rozregulowuje i zaczyna odmierzaé czas szybciej, w wy-
niku czego szybciej rosnie efektywnos$¢ wernalizacji. Mozliwe, ze przy coraz czest-
szych przerwach zaczynamy sie zbliza¢ do ujawnienia korzystnego wptywu oscyla-
cji-

: Inne czynniki mogg takze wptywac na szybkos$¢ fizjologicznej lokalnej percepcji
czasu. Przyktadowo, u kapustnych zegar mierzacy czas wernalizacji moze by¢ wia-
czany tylko u starszych, kilkulisciowych roslin, podczas gdy u zb6z zegar ten wigcza
sie w kazdym wieku, nawet u niedojrzatych zarodkéw okoto dwa tygodnie po zapy-
leniu. Z innych czynnikdw wplywajacych na bieg zegara roslinnego jest zywienie mi-
neralne. Obfito$¢ dostepnego azotu zwykle op6Znia kwitnienie roslin, czyli spowal-
nia bieg ich zegara, podczas gdy stabe zywienie lub niedostatek asymilatéw powo-
duja, ze rosliny wprawdzie plonujg nisko, ale za to nieco wczesniej. Ich zegar biolo-
giczny biegnie zatem troche szybciej.

Dla porzadku nalezy tez wspomnie¢, ze byé moze czas jest tylko posrednim
czynnikiem wernalizacji, a gtbwnym czynnikiem jest to, jaka czes¢ komorek w mery-
stemie wierzchotkowym bedacym receptorem wernalizacji, powstata w niskiej tem-
peraturze. jesli powstata minimalna ,ilos¢ progowa” zwernalizowanych komorek,
wolweczas jest mozliwe ukierunkowanie catego merystemu w strone generatywnego
rozwoju.

Innym procesem, w ktérym czas steruje rozwojem roslin jest spoczynek nasion.
Spoczynkowy zarodek w nasieniu ma jakby wytgczony zegar. Moze bowiem pozo-
stawa¢ w fazie spoczynkowej przez diugi czas, w przypadku nasion niektorych
chwastdéw mierzony nawet dziesigtkami lat. Spoczynek ten moze zosta¢ przerwany
btyskiem Swiatta, ktore uruchamia zegar zaczynajacy odlicza¢ wiek rosliny. Zegar
rusza w momencie przerwania spoczynku, niezaleznie od tego, z jakiej przyczyny
sie to stato. Na przykfad, podczas stratyfikacji nasion, czyli indukcji zdolnosci na-
sion do kietkowania w wyniku okresowego dziatania niskg temperaturg okazuje sie,
ze w nasionach dziatajg dwa zegary. Pierwszy uruchamiany pod wplywem niskiej
temperatury wiacza sie na poczatku stratyfikacji, odmierzajac dtugos¢ jej trwania.
Kiedy sie zatrzyma, wigcza sie drugi zegar, ktéry zaczyna odmierza¢ czas zycia
rosngcej rosliny.

W pozostatych przypadkach, dotyczacych spoczynku nasion, mozna przyjac, ze
wewnetrzny zegar zarodkéw wiacza sie w momencie przerwania spoczynku i startu-
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je od zerowego stanu, poniewaz dalszy rozwdj siewek nie zalezy od tego, czy spo-
czynek zostat przerwany wczesniej, czy pozniej.

Zadaniem wewnetrznego zegara roslin jest synchronizacja ich procesoéw fizjolo-
gicznych z cyklicznie zmieniajagcymi sie warunkami zewnetrznymi, jednakze warun-
ki zewnetrzne zmieniajg sie cyklicznie z dwojaka czestotliwoscia: jako cykl roczny
i jako cykl okotodobowy. Dlatego tez w wielu roslinach funkcjonuja dwa typy zega-
ra: odmierzajacy dtugie odcinki czasu, zsynchronizowany z rytmem rocznych zmian
warunkéw klimatycznych (czyli rodzaj kalendarza) oraz rodzaj stopera, ktdéry po
uptywie doby jest zerowany i mierzy czas na nowo tak, jak nasze zegary, synchroni-
zujac swojg prace z rytmem okotodobowym. Warto zauwazyé, ze u roslin wrazli-
wych nie tylko na dobowy fotoperiod, ale tez na to, czy dzien sie wydtuza czy tez
skraca (u roslin typu SLDP, ang. short-long day plants lub LSDP, ang. long-short day
plants) nastgpito potgczenie funkcji obydwu zegaréw, poniewaz zegar okotodobowy
poprzez rejestracje tendencji zmian diugosci dnia w kolejnych dobach informuje
0 tym, w ktorym miesigcu roku aktualnie sie znajduje roslina, np. czy jest to kwie-
cien czy tez sierpien.

Rosliny sg w stanie zaskakujaco precyzyjnie dostosowywac sie do biegu zegara
okotorocznego. Wszyscy pracujacy z kulturami in vitro wiedza, ze kultury lepiej
rosng w pewnej porze roku, zwykle wiosng i latem, a najgorzej rosng zima. Wyda-
watoby sie, ze w warunkach in vitro rosliny lub ich komérki rosng w kompletnej izo-
lacji od warunkdéw zewnetrznych. Hodowla kultur tkankowych powinna zapewnic
bowiem mozliwos¢ petnej regulacji lub stabilizacji warunkéw w oderwaniu od pory
roku lub pory dnia, a jednak obiekty te, jak sie wydaje, majag zakodowang praw-
dziwg date wyznaczong przez zewnetrzny kalendarz.

We weczesniejszych pracach zaobserwowaliSmy tez inne zadziwiajgce zdarzenie
(3). Podczas eksperymentdéw, w ktorych wykorzystywano kalus rzepaku ozimego
[ jarego indukowany z hipokotyli siewek, odnotowalismy w kolejnych eksperymen-
tach zaktadanych co pewien czas w okresie dwoch lat okresowe zmiany szybkosci
wzrostu kalusa. Byta to w zasadzie okotoroczna rytmika z tym, ze odmiana jara i o-
zima reagowaly z Kkilkumiesiecznym przesunieciem. Reakcja tych odmian stata sie
zrozumiata dopiero, wtedy gdy odniesliSmy jg do terminu siewu - jarej odmiany
w kwietniu, a 0zimej w sierpniu. Tak zatem, obydwie odmiany rosty w warunkach in
vitro najlepiej w tym okresie, w ktérym bytyby wysiane w polu.

Najszerzej badane byly zjawiska zwigzane z okotodobowymi rytmami w rosli-
nach. Sztandarowym przyktadem jest rytmiczne otwieranie sie i zamykanie kwiatow
niektérych gatunkoéw roslin, nastepujace o okreslonej godzinie. Obrazuje to zegar
kwiatowy Linneusza. Innym przyktadem sg okotodobowe oscylacje stopnia rozwar-
cia aparatow szparkowych, ktdre trwajg jeszcze jaki$ czas po przeniesieniu roslin
do petnej ciemnosci. Rytmy te odpowiadajg ruchom aparatéw szparkowych roslin
znajdujacych sie w warunkach naturalnych. Smiato mozna powiedzieé, ze zapewne
wszystkie procesy fizjologiczne i biochemiczne zachodzace w roslinie, a zatem nie
tylko kierunek wymiany gazowej, wykazujg dobowe oscylacje. W licznych badaniach
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wykazano, ze aktywno$¢ analizowanych enzymoOw zmienia sie w ciggu doby, a ste-
zenie kazdego zapewne metabolitu komdrkowego wykazuje mniejsze lub wieksze
oscylacje dobowe (4,5). Oscylacje te zwigzane sg gtdwnie z naturalnym rytmem dnia
i nocy, poniewaz zmienny doptyw materiatdw pokarmowych moze byé poteznym
bodZzcem do pozostatych zmian metabolicznych.

Fotoperiodyzm Jest takze bardzo powszechnie znanym i od lat badanym proce-
sem zaleznym od dobowego rytmu zmian $wiatta i ciemnosci. Najbardziej wrazli-
wym fotoperiodycznie roslinom wystarczy pojedynczy, odpowiedniej dtugosci foto-
period, aby okresli¢, czy pora roku Jest odpowiednia do indukcji kwitnienia, przy
czym dbugo$¢ granicznego fotoperiodu moze by¢ przez roéliny rozpoznana z do-
ktadnoscig do kwadransa. Ten tak doktadny zegar biologiczny zlokalizowany Jest
w wyro$nietych, ale w petni aktywnych fizjologicznie lisciach. Udziat roslinnego fi-
tochromu w regulacji fotoperiodyzmu dawno przestat by¢ tylko hipoteza. Fotore-
ceptor ten wystepuje w dwoch gtéwnych konformacjach, rozroznianych przez to, ze
Jedna z nich absorbuje $wiatlo czerwone o X = 660 nm (stad nazwa tej formy Peeo)-
druga absorbuje dalekg czerwien o = 730 nm (stagd nazwa tej formy Pyso)- Obydwa
procesy sa odwracalne tzn. P550 absorbujac Swiatto czerwone przechodzi w forme
P730, a ta albo w ciemnosci spontanicznie, albo tez pod wptywem dalekiej czerwieni
przechodzi w forme P56g- Procesy absorpcji $wiatta indukujgce zmiany konformacyj-
ne fitochromu sg procesami biofizycznymi i Jako takie sg mato zalezne od tempera-
tury. Fakt ten nalezy podkresli¢, poniewaz $wiadczy o specyfice tego mechanizmu,
dzieki ktéremu zmiany konformacji fitochromow sg bardzo stabilne. Warunki pogo-
dowe sg zmienne i danego dnia w roku wszystkie czynniki klimatu (np. natezenie
promieniowania stonecznego, temperatura, wilgotnos¢ powietrza) moga sie zmie-
niac, a tylko dtugos¢ dnia Jest z roku na rok taka sama. Fakt ten mégt by¢ Jednak wy-
korzystany tylko w takim procesie fizjologicznym, ktéry mozliwie mato zalezathy od
temperatury. Pomiar proporcji pomiedzy liczbg czasteczek obydwu form fitochro-
mu moze zatem informowa¢ rosling o dtugosci dnia.

Oczywiscie Swiat roslin Jest bogatszy niz prosta klasyfikacja dokonywana przez
cztowieka. Oprécz rostin dnia krotkiego - SDP (ang. short day plants) i dtugiego -
LDP (ang. long day plants), wystepuja takze rosliny SLOP i LSDP reagujace odpowied-
nio na dzien wydtuzajacy sie i skracajacy, rosliny dnia neutralnego czyli NDP (ang.
neutral day plants) i wreszcie rosliny (np. pomidor), u ktérych kwitnienie indukuje nie
dtugos¢ dnia, ale zgromadzenie odpowiedniej ilosci materiatdw zapasowych. Zabu-
rzenie rownowagi pomiedzy donorami i akceptorami asymilatow takze wptywa na
szybko$¢ pracy zegara roslinnego. Na przyktadzie bobiku przekonano sie, ze usu-
niecie wierzchotka wzrostu pedu powstrzymuje odrzucanie strgkow, ktore w wiek-
szej liczhie eksploatujg liscie (6). W tych warunkach nastepuje szybsze zasychanie
lisci, strakdw i catej rosliny, co oznacza, ze zmniejszenie dostepnosci asymilatow
przyspiesza bieg zegara. Dla kontrastu, usuniecie czesci lub wszystkich strakdw
opOznia procesy starzenia lisci, ktore dtuzej pozostajg zielone. Wynika z tego, ze
wieksza obfitos¢ asymilatéw spowalnia bieg zegara roslinnego.
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6. Biologiczny pomiar czasu - przypuszczalne mechanizmy dziatania
zegara biologicznego

Na wstepie wspomniano 0 najpowszechniejszym sposobie pomiaru czasu przez
ludzi, opartym na zliczaniu liczby cykli pewnych oscylujacych proceséw. Czy taka
sama zasada mogtaby stanowi¢ podstawe dziatania zegara biologicznego? Wyobraz-
my sobie nastepujacy ciag zdarzen w komorce: wystepuje niedobdr metabolitu X,
uruchamia to transkrypcje odpowiedniego genu, transkrypt inicjuje biosynteze no-
wych czgsteczek enzymu, co przyspiesza reakcje syntezy metabolitu X, nastepuje
wzrost stezenia tego metabolitu. Po przekroczeniu pewnego Krytycznego stezenia
nastepuje zablokowanie syntezy nowych czasteczek enzymu, dochodzi do rozpadu
kompleksu rybosom-mRNA i degradacji mRNA. Proteazy komorkowe stopniowo de-
gradujg kolejne czasteczki enzymu, wywotujac tym samym spowolnienie syntezy
metabolitu X - nastepuje jego niedobdr i tym sposobem cykl zdarzen sie zamyka.

Oscylacje stezenia metabolitu X opisuje 10 wymienionych etapow. Liczba takich
oscylacji mogtaby napedzaé zegar biologiczny. Problem tylko w tym, ze jest to ogol-
ny mechanizm samoregulacyjny, wedtug ktérego mogtaby nastepowaé oscylacja ste-
zen wielu metabolitéw, niekoniecznie zwigzanych z pomiarem czasu. Ewentualnego
»Kandydata” nalezatoby szuka¢ wsrdd proceséw o wartosci wspotczynnika tempera-
turowego bliskiej 1, poniewaz hipotetyczny zegar biologiczny powinien by¢ mato
zalezny od temperatury.

Inng mozliwoscig pomiaru czasu mogtaby by¢ ilos¢ przetworzonego substratu.
Taki zegar przypominatby bardziej klepsydre niz oscylator i wykazywatby te samg
niedoskonato$¢ co poprzedni, tzn. szybkos$¢ uptywu czasu bytaby zalezna od tempe-
ratury.

Zegar odmierza czas nie tylko calego organizmu, ale takze poszczegdlnych ko-
morek. Niezaleznie od tego, jak liczy¢ wiek komdrki i niezaleznie od ewentualnych
nagtych zdarzen powodujacych $mier¢ komorki, takze i w nich funkcjonuje zegar
odmierzajacy czas i regulujacy sukcesje faz cyklu komdérkowego lub procesy rozni-
cowania komorkowego. Zegar ten resetuje sie podczas mitozy. Niektore procesy ta-
kie, jak nagromadzenie nieusunietych mutacji lub zbyt daleko zaawansowane pro-
cesy cytodyferencjacji uniemozliwiajg zrestartowanie zegara biologicznego. Komér-
ka taka bedzie starzata sie bez mozliwosci mitotycznego odmiodzenia. Z komorek
niezdolnych do mitozy zbudowane sg w roslinach tzw. tkanki niemerystematyczne
czyli state.

0 ile zahamowanie zdolnosci do mitoz, jak sie wydaje, jest zwigzane ze starze-
niem sie komorki, o tyle proces przeciwny, czyli niekontrolowana zdolnos¢ do po-
dziatbw komorek, moze oznacza¢, ze zachowuja one ciggta mtodos¢. Wynikiem
tego jest nadmierny rozrost grupy komorek, nazywany nowotworem. Nie jest to
jednak specjalno$¢ organizméw zwierzecych, poniewaz bodaj - czy nie jeszcze
czesciej - zjawisko przywracania zdolnosci do podziatu komorek w tkankach sta-
tych wystepuje u roslin.
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Mozna wymieni¢ takie procesy naturalne, jak zabliZznianie ran, atak niektorych
owadéw powodujacych lokalny gwattowny rozrost tkanek roslinnych w postaci gala-
sow czy struktur szyszkopodobnych na mtodych pedach Swierka, atak bakterii z ro-
dzaju Rhizobium, wynikiem czego sa tumory (po ataku Agrobacteriuni tumefaciens) tub
splatana struktura wtosnikopodobna (po ataku Agrobacteriuni rhizogenes). Rdwniez
generalnie pozytywny proces symbiozy roslin motylkowatych z bakteriami Rhizobium
lub Bradyrhizobium przebiega poprzez niespodziewany reset zegara w komdrkach
korzenia, wznowienie ich podziatow i wytworzenie brodawek symbiotycznych.

W trakcie starzenia sie komorki zachodzi w niej sporo niekorzystnych procesow
takich, jak nagromadzanie sie mutacji w DNA oraz przede wszystkim akumulacja
RFT - reaktywnych form tlenu (nadtlenku wodoru, rodnika ponadtlenkowego i hy-
droksylowego), ktorej naturalne systemy antyoksydacyjne nie sg zdolne powstrzy-
mac. RFT przyczyniajg sie do dalszych proceséw degradacyjnych w komérce, w tym
zmian konformacyjnych biatek, zmian struktury i utraty funkcji plazmotemy, perok-
sydacji lipidow btonowych, czy wreszcie kumulacji réznych zwigzkéw fenolowych,
ktoére przyczyniajg sie do dalszej degradacji sktadnikéw komorki, gtéwnie biatek.
W ten sposob dochodzimy do okres$tenia nowego czynnika stresowego jakim jest
stres starzenia. Oznacza to, ze czas moze by¢ postrzegany jako czynnik indukujacy
stres, czyli jak stresor, pamietajac jednak, ze najczesciej to whasnie rézne stresy bio-
tyczne i abiotyczne przyspieszaja procesy starzenia w rostinach, czyli przyspieszajg
bieg rodlinnego zegara.

Hormony roélinne mogg wptywa¢ na szybko$¢ proceséw starzenia komorek,
a zatem tak, jakby wptywaé na szybko$¢ odmierzania czasu przez zegar komorko-
wy, przyspieszaé go, spowatnia¢, a nawet cofa¢! Wyglada na to, ze rostinne hormony
moga zrobic¢ to, czego ludzie by¢ moze nigdy nie opanujg - cofa¢ lokalny czas ko-
morki. Rozumujac w ten sposéb mozemy powiedzie, ze:

- cytokininy cofajg, a nawet zerujg zegar komdrkowy, indukujac lub przywra-
cajac zdolnos¢ komorek do podziatu i zmniejszajac natezenie stresu oksydacyjnego,

- auksyny gtéwnie zwiekszajg etastycznos¢ Sciany komorkowej dojrzatych ko-
morek, upodabniajac jg do Sciany pierwotnej, jak u mtodych komoérek, w kutturach
in vitro indukuja zdotno$¢ komérek do podziatu; mozna zatem powiedzie¢, ze auk-
syny gtownie spowalniajg zegar komérkowy, a jedynie w kulturach tkankowych,
dziatajac w stezeniach o kitka rzeddw wiekszych niz w roétinach mogg wyzerowac
zegar komorkowy,

- kwas abscysynowy i czasami takze etyten przyspieszajg procesy starzenia ko-
morek, a zatem tak, jakby przyspieszaty bieg zegara komorkowego.

7. Czas w kulturach in vitro

Czas w kulturach in Wtro, jak sie wydaje, podlega innym regulacjom. Generalnie
indukcja kalusa oznacza odmiodzenie komdérek poprzez przywrdcenie im zdotnosci
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do mitozy. Odbywa sie to dzieki zwiekszeniu dostepnosci substancji mineralnych
i pokarmowych, a takze zwiekszenie o kilka rzedéw stezenia auksyn i cytokinin i u-
wolnienie tkanek roslinnych od patogendéw i zakazen. Aby utrzymaé komdrki w sta-
nie odmtodzenia nalezy co pewien czas odnawia¢ pozywke, czyli pasazowac kultu-
ry. W ten spos6b niektére kultury tkankowe moga pozostawaé w stanie niemal nie-
zmienionym przez bardzo dtugi okres, jak to jest ze znang i utrzymywang przez
wiele lat kulturg kalusa marchwi. Natomiast w innych kulturach kalusowych po okre-
sowym zatrzymaniu lub nawet cofnieciu zegara, zaczyna on ponownie przyspieszac.
Kultury sie starzeja w tym sensie, ze nagromadza sie w nich coraz wiecej starych ko-
morek, spada tempo wzrostu, akumulujg sie fenole i w koricu kalus zamiera. Proces
ten mozna jeszcze przez jaki$ czas powstrzymywacé poprzez pasazowanie najszyb-
ciej rosnacych jasnych fragmentéw kalusa, jako zrodta nowych komorek.

Innym przyktadem kultury, w ktérej czas sie zatrzymat, jest ustabilizowana ptyn-
na kultura zawiesinowa. Odnawianie tej kultury nastepuje zazwyczaj poprzez okre-
sowe rozdzielenie zawartosci kolby hodowlanej do nowych kolb i uzupetnienie
pozywka do poczatkowej objetosci. W kulturze tej nastepuje ciggte namnazanie ak-
tywnych miodych komérek, podczas gdy w wyniku pasazowania do nowej pozywki
stezenie komorek starzejacych sie ulega zmniejszeniu i stad cata kultura moze
osiggng¢ stabilnie miody stan, jak gdyby ich zegary komdrkowe sie zatrzymaty.

Zgodnie z wczesniejszymi rozwazaniami, réznicowanie komorki jest oznakg po-
czatkdw starzenia, jako ze potem nastgpi blokada jej zdolnosci do mitozy. W tym
znaczeniu czas kalusa niezdolnego do réznicowania, ktdrego komdrki dzielg sie
i pozostajg niezréznicowane, zatrzymuje sie albo przynajmniej znacznie zwalnia.
W przeciwienstwie do tego rodzaju kalusa, w tatwo réznicujagcym kalusie nastepuje
wiaczenie zegara komorkowego. Regeneracja bowiem nieuchronnie prowadzi do
wytworzenia centréw réznicowania wymagajacych specjalizacji komorek, a to jest
symbolem poczatku starzenia. Nie zmienia to faktu, ze czasami r6znicowanie doty-
czy tylko pewnych pojedynczych komorek, podczas gdy pozostata masa komorek
kalusa pozostaje mtodociana. Kalus ten wowczas bedzie przez pewien, czasami na-
wet dtugi, czas pozostawat zdolny do embriogenezy. W kazdym takim kalusie jednak-
ze stopniowo przybywa komorek z wigczonym zegarem, chyba, ze bedziemy syste-
matycznie izolowa¢ powstajace embriony dajac mtodszym komoérkom wieksze szan-
se do dominacji w kulturze.

Kultury in vitro sg jedna z gtownych technik umozliwiajacych uzyskanie roslin ha-
ploidalnych na drodze androgenezy. Zmuszenie ziaren pytku do zmiany roli genera-
tywnej na somatyczng nie zawsze jest sprawg tatwg (7,8). Aby wywotaé ten efekt
poddaje sie niedojrzate kwiatostany wptywowi réznych czynnikéw stresowych. Do
najczesciej stosowanych nalezy stres solny, czy wptyw niskiej temperatury. Stres
jednak nie moze dziata¢ w zbyt duzym natezeniu, wywotatby bowiem nieuchronng
degeneracje ziaren pyiku. Dlatego tez wkracza tu drugi czynnik - oczywiscie czas.
Wedtug Lichtenthalera (9) ,,stres to taka sytuacja, w ktorej limit tolerancji zostat
przekroczony i zdolno$¢ do adaptacji wyczerpana, wynikiem czego dochodzi do
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trwatych uszkodzen lub nawet $mierci”. Ten sam autor (10) uwaza tez, ze tagodny
stres moze aktywowa¢ metabolizm komérki, indukowaé wzrost aktywnosci fizjolo-
gicznej roslin i nie powoduje zadnych uszkodzen nawet podczas dtugiego czasu
dziatania. Lagodny stres moze nawet by¢ korzystny dla rodlin. Efekt dziatania streso-
ra zalezy od kondycji (fizjologicznego stanu) rosliny, natezenia czynnika stresowego
oraz czasu jego oddziatywania. Reasumujac, chcac wywotaé reakcje rosliny, bez ry-
zyka jej $mierci musimy dobra¢ odpowiednie natezenie czynnika stresujacego oraz
czas jego dziatania.

Na zakonczenie pare stow o protoplastach. Zwykle myslac o specyfice protoplas-
tow podkreslamy fakt, ze sa to komorki pozbawione $ciany komorkowej. Mniej na-
tomiast uwagi przywigzuje sie do tego, ze sg to komdrki, w ktérych doszto do zer-
wania plazmodesm, tgczacych je w tkance z innymi komaérkami. Moze fakt zerwania
kontaktu z innymi komorkami jest bogatszy w konsekwencje, biorgc pod uwage to,
Ze regeneracja strawionej $ciany komdrkowej nastepuje niewiele godzin po izolacji.
Zerwanie kanatow informacyjnych taczacych protoplast z innymi komérkami moze
oznacza¢ dla niego kompletng ,,dezorientacje". Niektdrzy naukowcy wyrazajg dosé
kontrowersyijng, cho¢ ciekawa opinig, ze roslina (przenieSmy to na komorke) pozba-
wiona sygnatow docierajacych ze Srodowiska traci orientacje w kwestii optymal-
nych reakcji i procesow, jakie majg w niej zachodzi¢. W kulturach protoplastow
przywrdcona zostaje zdolno$¢ do podziatow mitotycznych, czyli ich zegar wew-
netrzny zostaje zresetowany tak, jak w innych komaérkach w hodowli in vitro. Zerwa-
nie wiezi miedzykomdrkowych indukuje jednak nowa jakos$¢. Czy nie jest tak, ze
protoplasty pod wzgledem rozwojowym zblizajg sie nie tylko do komdrek meryste-
matycznych, ale nawet do komdrek gametycznych lub zygoty? Komérki te, jako
zaczatek nowego organizmu, mogg wiasnie potrzebowac uwolnienia sie od kontak-
tow, czasami nawet krepujacych ich swobode, z innymi komérkami. By¢ moze dlate-
go protoplasty wykazujg zdolnos¢ do somatycznej fuzji z innymi komérkami (pod
wzgledem fizycznym podobnej do fuzji gametycznej), a takze do fuzji ich genomow.
Nastepowatoby wéwczas nie tylko resetowanie zegara komorkowego, ale takze wy-
zerowanie licznika cykli mitotycznych, a zatem pojawienie sie swoistej ,,petli czaso-
wej”. Opisane zjawiska wigzg sie z tak duzym stresem, ze tylko niektdre protoplasty
sg zdolne go przezy¢ i rozpoczaé od nowa procesy rozwojowe.

8. Podsumowanie

Zamiarem autorow byto przedstawienie rozwazan nad réznymi aspektami po-
strzegania czasu w tak ztozonych obiektach, jak wielokomoérkowe organizmy oraz
w ich uproszczonych modelach, jakimi sg kultury in vitro. Zdawaé by sie mogto, ze
dla kazdego organizmu uptyw czasu oznacza tylko jedno - nieuchronne zblizanie
sie do konca zycia. Tymczasem, do jego funkcjonowania, dojrzewania, osiggniecia
wszystkich faz rozwojowych potrzeba wiasnie czasu. Zatrzymanie czasu w miejscu
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Czas jako czynnik wzrostu i rozwoju roélin nie tylko w kulturach in vitro

nie przyniostoby zatem korzysci ani roslinom, ani organizmom zwierzecym, czy lu-
dziom. Mamy nadzieje, ze udato nam sie spowodowac by Czytetnicy sami zatrzymali
sie w zadziwieniu nad ztozonoscia tej jednej z czterech zmiennych otaczajacej nas

czasoprzestrzeni.
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