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ROLA PROLINY U ROSLIN WYZSZYCH
W WARUNKACH STRESU ABIOTYCZNEGO

Role of proline in higher plants under conditions of abiotic stress

Piotr KAROLEWSKI

Summary. In this review the influence of abiotic stress factors on the level of proline in different plant organs is discussed.
This is very difficult because the content of proline is also depends on the influence of many interacting intrinsic (age and
stage of developement) and external (temperature, humidity of air, water status, nutrition etc.) factors.

Results of much research indicates that influences of abiotic factors, such as toxic gases and metals, salinity, drought,
low and high temperature affect free proline in a similar fashion. It is characterized by three stages: an initial lack of
significant changes, followed by a rapid increase, and finally a reduction in the level of this imino acid, depending on the
dose of the acting stress factor. These changes have a similar course, irrespective of the sensitivity of the plants. This
indicates that in the sphere of proline metabolism, we are dealing with a qualitatively identical mechanism of plant
reactions, irrespective of the the type of stress factor and the degree of plant tolerance. However, more sensitive plants
respond earlier, at lower concentrations or interactions of the stress factors than do more tolerant plants. The stages refered
to above correspond respectively to: 1) defence reactions, 2) unfavourable metabolic changes and 3) degradation processes
leading in effect to the death of plants. The active participation of proline in the defence reactions of plants against the
injurious effects of stress factors can take place only at relatively low levels of the stress factor, i.e. until the period of rapid
increase in the level of this imino acid. On the other hand, excessive levels of free proline accumulation expresses the degree

of stress already experienced.
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WSTEP

Bioindykacyjne  badania  biochemiczne
zmierzaja do znalezienia czutych i specyficz-
nych wskaZnikéw metabolicznych, ktdrych
zmiany bedg przydatne do oceny wplywu czyn-
nikéw stresowych na §rodowisko oraz zréznico-
wania w tolerancji ro§lin. W tym kontekscie, od
szeregu lat, w centrum zainteresowania znajduje
sie prolina. Zmiany jej poziomu nastgpuja pod
wptywem wielu czynnikéw stresowych: toksy-
cznych znieczyszczenn przemystowych, nad-
miernego zakwaszenia, zasolenia, niedoboru i
nadmiaru wody, niskiej 1 wysokiej temperatury.
Jest wigc wskaZnikiem niespecyficznym co de-
cyduje, ze pomiary poziomu wolnej proliny ma-

ja ograniczone zastosowanie w badaniach tere-
nowych, do oceny stopnia wpltywu pojedyncze-
go czynnika stresowego. Natomiast zmiany za-
wartosci proliny moga by¢ z powodzeniem sto-
sowane do oceny réznic w reakcji roslin w do-
$wiadczeniach z kontrolowanym wptywem jed-
nego czynnika.

Ukazalo si¢ dotychczas kilka przegladowych
prac dotyczacych udziatu proliny w reakcji ro-
§lin na réznego typu stresy [8, 15, 34, 94]. Zna-
czna czg§é z opisywanych w nich wynikéw i
wnioskow jest nadal aktualna i powszechnie uz-
nawana. Pozostaje jednak wiele niejasnosci co
do roli proliny w reakcji roslin na czynniki abio-
tyczne. Czy wzrost zawartosci wolnej proliny
zwiazany jest z ochraniajaca funkcja tego imi-
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nokwasu, a jej poziom jest wskaznikiem toleran-
cji, czy odwrotnie — akumulacja proliny jest re-
zultatem doznanego przez ro§ling stresu, a jej
poziom odzwierciedla stopien ,uszkodzenia”
roslin? Jakie sa mozliwosci wykorzystywania
pomiaréw poziomu wolnej proliny do oceny na-
tezenia wpltywu réznych czynnikéw na rosliny
oraz zréznicowania w stopniu wrazliwosci ro-
§lin? Préby odpowiedzi na te pytania sa istotny-
mi elementami tego artykutu.

POZIOM PROLINY W ROSLINACH

Badanie wplywu abiotycznych czynnikéw
stresowych na poziom proliny u ro§lin wymaga
wzigcia pod uwage zaleznoSci tego poziomu od
wielu wewnetrznych (wiek i stadium rozwojowe
roSliny) oraz zewngtrznych (temperatura, wil-
gotnos$¢, natgzenie Swiatla, Zywienie mineralne
itp.) czynnikéw $rodowiska.

Poziom wolnej i zwigzanej z biatkami proli-
ny w tkankach réznych organéw roslinnych jest
zréznicowany. Na istotng funkcje¢ proliny w pro-
cesach wzrostu i rozwoju roslin wskazuje wyso-
ka zawarto$¢ wolnej proliny w organach genera-
tywnych, a takze w nasionach oraz paczkach, w
okresie bezpo$rednio poprzedzajacym ich roz-
woj [15, 62, 108]. Na ogdt zawartos¢ wolnej pro-
liny ksztaltuje si¢ nastgpujaco: w pytku > pylni-
kach > stupkach > lisciach. W poréwnaniu do
pytku jej poziom w lisciach, pedach i korzeniach
jest stosunkowo niski, a kolejno$¢ jest nastepu-
jaca: w todygach > liSciach > korzeniach [6, 75].

W bioindykacji wielko$¢ zmian proliny pod
wplywem czynnika stresowego, jest wazniejsza
od jej poziomu w okre§lonym organie. Takie
czynniki jak niska temperatura, susza i NaCl,
powoduja na ogét najwigkszy wzrost zawartosci
wolnej proliny w lisciach, mniejszy w todygach,
a najmniejszy w korzeniach [90, 105, 95]. W
warunkach silnego stresu moga nastgpowac
trwale uszkodzenia tkanek roslin. W takim przy-
padku zawarto$¢ proliny, mierzona w catych or-
ganach, jest wypadkowg zmian jej poziomu w
tkankach z i bez nekroz, a wynik jest zalezny od
ilosci i wielko$ci nekroz [54].

Liczne badania wskazuja, ze zawarto$¢ wol-
nej proliny zalezy od wieku oraz stadium rozwo-

jurosliny i jej organéw. Rosliny mlodsze posia-
daja wyzsza zawarto$¢ wolnej proliny w lisciach
niz starsze, jak réwniez mtodsze liscie zawieraja
jej wiecej od starszych lisci [2, 63, 105, 108].
Zalezno$¢ pomigdzy wiekiem ro§lin i poziomem
wolnej proliny jest bardziej skomplikowana u
roslin w warunkach stresu. Naidu i wsp. [75] su-
geruja, ze przyczyna wigkszej wrazliwosci, a
przez to wyzszej zawartosci wolnej proliny, w
mtodszych niz w starszych roslinach w warun-
kach suszy, moga by¢ réznice w glebokosci sy-
stemdw korzeniowych.

Zawarto$¢ wolnej proliny w poszczegdlnych
organach ro§lin uzalezniona jest od okresu w se-
zonie wegetacyjnym. Jej akumulacj¢ w pacz-
kach i igtach drzew iglastych obserwowano od-
powiednio — wiosng i péZnym latem [58, 108].
W czasie spoczynku drzew prolina uczestniczy
w magazynowaniu azotu w korzeniach, a wyko-
rzystywana jest na wiosng przez rozwijajace si¢
intensywnie organy [57]. Badajac wplyw czyn-
nikéw stresowych na zawarto$¢ wolnej proliny
nalezy uwzgledni¢ por¢ dnia. U Picea abies, P.
glauca i Pinus sylvestris poziom proliny w pacz-
kach i korzeniach wykazywal duzy wzrost w
ciagu prawie calego dnia [25, 108]. Odwrotnie
w igtach — obnizenie poziomu proliny wyst¢po-
wato przy duzym nastonecznieniu. Dobowe
zmiany w poziomie wolnej proliny uzaleznione
sa od kondycji roslin. Igty drzew uszkodzonych
przez zanieczyszczenia przemystowe w malym
stopniu wykazywaty staby wzrost poziomu pro-
liny w godzinach popotudniowych, a mocno
uszkodzonych duzy, dwukrotnie — po potudniu i
wieczorem [64].

WPLYW CZYNNIKOW STRESOWYCH NA
POZIOM PROLINY

Poniewaz w pracy zestawiono szereg wyni-
kéw badarn zmian poziomu wolnej proliny pod
wplywem zanieczyszczen przemystowych (Ta-
bela 1), zasolenia (Tabela 2), suszy (Tabela 3),
ten rozdzial ograniczono do podania rezultatow
badar innych czynnikéw,

Wyniki badan zmian zawartos$ci wolnej pro-
liny na skutek stresu temperaturowego sa jedno-
znaczne. Zaréwno wysoka, jak i niska tempera-
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Tabela 1. Wplyw zanieczyszezei przemystowych na zmiany poziomu wolnej proliny na podstawie wynikéw doswiadezen
przeprowadzonych w warunkach laboratoryjnych (1) i terenowych (1), (d — dziefi, t — tydziefi, m — miesigc,
T — wazrost, L — obnizenie, .~ - brak zmian, ,+" — korelacja dodatnia zawartodci proliny ze stopniem toleran-
¢ji roslin, .~ — korelacja ujemna, 0™ ~ brak korelacji, Me - toksyczne metale).

Table 1. Influence of industrial pollutants on the change of free proline level on the basis of experiments conducted in labo-

ratory (1) and field (1) conditions, (d — day, t = week, m — month, T

— increase, 4 — decrease, .~ — without

change, .+ positive correlation of proline content with degree of plant tolerance, ..~ — negative correlation,
.07 = no correlation, Me — toxic metals).

Rosliny, Plants Dawka, Dose Prolina, Proline
Factor Gatunek Organ Stez., Conc. | Czas Exper. Zmiany | Korelacja References
Species Organ (ppm) Time Changes | Correlation
S0; | Phaseolus vulgaris | Liscic — Leaves 0.7 1-72h 1 Lit 31
50 Pinus banksiana | 1gly — Needles 0.34:0.51 96h 1 Lo 71
S0, Picea abies lgly — Needles t T 43
SO: Picea abies Igly — Needles 0.4-0.7 10d-5m | tl T 106, 108
SO2 Weigela Liscie — Leaves 2.0 12h 1 T - 49
S0 Orvza sativa Liscie — Leaves 0.75 4d(2h/d) | T + 3
SO | Pinus sylvestris lgty — Needles 0.75 30h 1 T - 52
SO Picea abies gty — Needles 0.034 17122t 1 - 60
SO Picea abies Igty — Needles 0.82 31h 1 - 63
5021 Picea abies lgty — Needles 0.5-24m T
02403 | Abies alba tely — Needles | *00 00| qin2 | 0 10
Fagus sylvatica Liscie — Leaves ’ ’ h/d) T
SO2+03 | Picea abies Iglty — Needles | 0.034+0.043 | 1722t 1 T 60
|S024NO2 | Oryza sativa Liscie — Leaves | 0.75+#0.3 |4d(2h/d)| | T + 3
SO24NOQ2 | Picea abies Igly — Needles 0.56+0.21 80h | - 63
SO:+NH1 | Oryza sativa Liscie — Leaves | 0.75+10.0 | 4d(2Zh/d) 1 T + 3
SO2+NO2 | Oryza sativa Liscie — Leaves 0.75+0.3
ANH; oo |4dChid | T + 3
NO2 i Oryza sativa Liscie — Leaves 0.3 4d(2h/d) 1 T + 3
NO: | Picea abies Igly — Needles 1.05 45h | - 63
03 | Picea abies Igly — Needles 0.025 0.5-24m T
Abies alba Igly — Needles 0,09 (712 vl T 10
{ Fagus svlvatica Liscie — Leaves ) h/d) T
|03 Picea abies lgly — Needles 0.065 171211t 1 T 60
[oF Picea abies Igly — Needles 0.25 30h 1 - 63
03 Pinus taeda Igly — Needles 8m
2 rody — Stock 0.007-0.116 (12h/d) vl 72
NH- Oryza sativa Liscie — Leaves 10.0 4d(2h/d) | + 3
|HF Picea abies Igly — Needles t 43
\CdCo, |Cajanuscajan  |Liscienie, pedy i
| Pb.Z Vig - i .
Pb.Zn Ifg',r?a mungo korzenie 10d | it 1
Triticum aestivum | — Cotyledons
shoots and roots
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Tabela 2. Wplyw zasolenia na zmiany poziomu wolnej proliny. Oznaczenia jak w tabeli 1.

Table 2. Influence of salinity on the change of free proline level. Same symbols as in table 1.

Rosliny, Plants Dawka, Dose Prolina, Proline Lite-
Czynnik Dosw. ratura
Fagios Gatunek Organ Stez., Cone. | Czas Exper. Zmiany(C Korelacja Refe-
Species Organ (ppm) Time hanges | Correlation rences
NaCl 5 gat. i 3 odm. roélin e 2
zielnych — 5 species and | L2081 1 Korzenie —) 4 oo, 3t I 0 ~ 104
£ Shoots and roots
3 varieties of herbs
NaCl Hordeum vulgare Liscie — Leaves 24h 1 Til 20
NaCl Nmonar.m Izolowane komérki 257 0-10d | 1 _ 2
sylvestris — Isolated cells
e :.""“’“‘ Liscie — Leaves 1.7-170 t 1 39
ippocastanum
NaCl Nicotiana tabacum Izolowane komorki 0-100 1 1 " 116
— Isolated cells
NaCl Hordeum vulgare Liscie — Leaves 410 0-24h 1 it 7
Hecl jsgalodmian | Ligcie, korzenie
Prawnyci == | jodygi — Leaves 0300 | o7n | 1 | -i? - 23
18 species and varieties of
: roots and stems
cultivated plants ]
NaCl Nicoriar?a Izolowane komérki 0-342 2 | T . 59 |
sylvestris — Isolated cells |
NaCl Hordeum vulgare Liscie — Leaves 205;410 12h 1 T 115
NaCl Hordeum vulgare Liscie — Leaves 205 0-24h 1 T 102 |
NaCl 5 gatunkéw t.raw — Liscie — Leaves 170 -11d | 1 5 110
5 grass species
NaCl 5 gatunkow traw — Liscie — Leaves 342:547:804 2 | 1 5 38
5 grass species
NaCl Melaleuca lanceolata Lifcie — Leaves 0;200;500 25d 1 T 75
NaCl  |Nicotiana tabacum Kalus 100 72h 1 Til 27
NaCl |Dolichasbifiorws ' \qiouni o Soodtings | 86:171:257 | 120k 1 l 0 77
9 odmian — 9 varieties
NaCl Lycopersion esculentum
3 odm. — 3 varieties LiScie — Leaves 140 3t 1 T 82
i L. pennellii —
NaCl+ |Spartina Lidcie i korzenie —| 0-600+ 0-2m | 1 s
NH4Cl |alterniflora Leaves and roots 0.0025-0.52
NaCl+ 2o Liscie i todygi 0;750; 150 "
o~ Sesbania bispinosa o Laves sadstenis| - 057518 6t 1 Til 33
KCl1 Hordeum vulgare Liscie — Leaves 24h 1 Til 20
KCL | ISgaviodmian 1 igeie korzenie
? i itodygi — Leaves, 150 1;2h 1 i 23
18 species and varieties of ol
cultivated plants . Gl
CaCly,
MgCla, |Hordeum vulgare Liscie — Leaves 24h 1 Til 20
Naz2S04
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Tabela 3. Wplyw suszy na zmiany poziomu wolnej proliny (S — susza atmosferyczna, N — niepodlewanie, O — odcigcie,
PEG - glikol polietylenowy, Sach — sacharoza, Mann — mannit). Oznaczenia jak w tabeli 1.

Table 3. Influence of drought on the change of free proline level (S — atmospheric drought, N — no watering, O — cutting,
PEG - polyethylene glycol, Sach — saccharose, Mann — mannitol). Same symbols as in table 1.

. Rosliny, Plants Prolina, Proline .
Czynnik Czas Dosw. Literatura
Factor Gatunek Organ Time Exper. Zmiany | Korelacja | References
Species Organ Changes | Correlation
N, PEG Hardeun:l fuigare 2 odm. DS s Firves 4d lit 1 o 35
— 2 varieties
N Hordeum vulgare G o
10 odmisn — 10 dhtetier Liécie — Leaves 5d 1t T + 68
PEG Zea mays Li§cie — Leaves 24h | T 0 70
6 odmian — 6 varieties | Korzenie — Roots T o
N Picea abies Igly — Needles 2-4h 1 T 106
PEG Li§cie — Leaves T -
Cicer arietinum Pedy — Shoots 1-8d 1 Til + 96
| Korzenie — Roots Til
| M :
|Mann  |}Raa s Ciodutig Siewki — Seedlings | 4d I 1 + 109
| — 2 varieties
H o mays 4'odmlany Liscie — Leaves 0-16d 1 T - 42
— 4 varieties
PEG Phaseolus vulgaris Lidcie — Leaves 10d 1 T + 48
]
@ Solanum 11 kultywarow | jqcie _ Leaves 4d 1 1 12
— 2 varieties
O,PEG |Hordeumvulgare Liécie — Leaves 0-32h 1 T 103
0 Lycopersion esculentum | Liscie — Leaves 0-32h 1 T -
e Atriplex canescens i 1 s
Sach TIPSHGBOE Pedy — Shoots 3d | T - 21
Hilaria jamesii
Mann T
Mann Zea mays Kalus — Callus 17d 1 T 24
: N Liécie — Leaves T
| Melaleuca lanceolata Liscie — Leaves 4d 1 1 75
Melaleuca uncinata Lodygi — Stems 4d 1 l
Korzenie — Roots T
PEG Brassica Li§cie — Leaves T
oleifera nepus Lodygi — Stems | 3,7,14,21d 1 T 90
Korzenie — Roots T
N Sorghum bicolor Liscie — Leaves 49d t i + 08
. 6 linii — 6 lines Liscie — Leaves 78d 1 T +
[N Liscie — Leaves, Til
| Dolichos biflorus Lodygi — Stems 7,14,21d 1 Tid 78
Korzenie — Roots Til
PEG Hordeum vulgare Liscie — Leaves li2d 1 T 74
PEG Lycopersion esculentum
3 odm. — 3 varieties i L.|Liscie — Leaves 3t 1 T 82
pennellii
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tura powoduje w ro§linach wzrost jej poziomu
[19, 62, 112].

Na zawarto$¢ proliny istotny wptyw ma po-
ziom makro — i mikroelementéw w glebie. Nie-
dobor siarki powoduje wzrost poziomu wolnej
proliny [4]. Przyczyna zwigkszenia zawartosci
proliny jest naruszenie réwnowagi pomiedzy N i
S, a przez to intensywniejsza biosynteza zwiaz-
kéw, w ktorych efektywnie wigzany jest nad-
miar azotu. Na zmiany poziomu wolnej proliny
wplywa poziom azotu, gléwnie w formie NH3.
Jego nadmiar, a szczegdlnie niedobdr, przyczy-
nial si¢ do akumulacji proliny w igtach, tody-
gach i korzeniach Picea glauca oraz Pinus ban-
ksiana [26]. Wzrost poziomu proliny powoduje
takze niedobér Ca, Mg, P, K i Fe [90].

Na poziom wolnej proliny istotnie wplywa
Swiatto [58]. Jest on wyzszy w liciach rosna-
cych od nastonecznionej niz zacienionej strony
[105]. Akumulacja proliny zachodzi tak na
Swietle jak i w ciemnoéci, ale jest stymulowana
przez $wiatlo [36, 47].

Analiza wynikéw jest ztozona, gdy mamy do
czynienia z wplywem kilku czynnikéw streso-
wych. Stwierdzono, ze kolejne dziatanie SO,
niskiej temperatury i suszy, powodowalo w
igtach Swierka wigkszy wzrost zawartosci wol-
nej proliny niz powodowat to kazdy z tych czyn-
nikéw oddzielnie [106, 107]. Ponadto, wielkosé
zmian poziomu wolnej proliny zalezata od ko-
lejnosci wpltywu tych czynnikow.

Jednoczesne dzialanie dwu lub wiecej
czynnikéw moze mie¢ charakter synergisty-
czny lub neutralizujacy. Przyktadem syner-
gistycznego oddziatywania sa wyniki badan,
w ktérych stwierdzono, ze dzialanie SO2 na
sadzonki Swierka pospolitego nie wywolywa-
fo w igtach istotnych zmian poziomu wolnej
proliny, O3 powodowalo 1,5-krotny wzrost, a
mieszanina tych gazéw zwickszata prawie 6-
krotnie jej zawartos¢ [60]. Zwigkszenie za-
wartoSci wolnej proliny w lisciach sadzonek
topoli, pod wpltywem SOz, NaCl i PEG, byto
wyzsze w warunkach podwyzszonej (35°C) i
obnizonej temperatury (3°C) niz przy opty-
malnej (15°C) [53]. Jednocze$nie, w poréwny-
walnych temperaturach, dziatanie SO2+NaCl i
SO2+PEG powodowato wigkszy wzrost pozio-

mu proliny, niz ktérykolwiek z tych czynnikéw
dziatajacy oddzielnie.

Poniewaz akumulacj¢ wolnej proliny u ro-
§lin powoduja przede wszystkim czynniki wy-
wolujace u nich stres wodny, o wielkosci tego
wplywu w duzym stopniu decyduja: temperatu-
ra oraz wilgotno$¢ powietrza i gleby [19, 74].
Sugeruje si¢, ze poziom proliny moze byc
wykorzystywany jako wskaZznik stresu wodnego
tylko w warunkach, w ktérych nie mamy do
czynienia ze zmiang temperatury [105, 112].
Zmiany zawarto$ci wolnej proliny, nastgpujace
pod wplywem czynnikéw stresowych, zaleza od
poziomu azotu. Dziatanie SO2, NO2 i NH3 po-
wodowato wigkszy wzrost zawartoSci proliny
przy nadmiernej i niedostatecznej dawce azotu
[3]. Roéwniez forma N ma wplyw na zawartosé
proliny. Dodanie do Srodowiska z NaCl azotu w
formie azotanowej obniza [5], a amonowej —
podwyzsza [5, 17] jej poziom.

Przytoczone powyzej wyniki badan ukazuja,
jak wnikliwa musi by¢ znajomosé zaleznosci
zmian poziomu proliny od wielu czynnikéw, by
mozliwe byto do oceny stopnia wptywu okreslo-
nego czynnika stresowego i zroznicowania w re-
akcji roSlin.

BIOSYNTEZA 1 METABOLIZM PROLINY
W WARUNKACH STRESU

W warunkach optymalnych oraz stresu o
niewielkim natgzeniu, mozliwa jest kontrola in-
tensywnosci biosyntezy i dalszych przemian
proliny uroélin (Ryc. 1). Przy silnym stresie ma-
my do czynienia z akumulacja proliny wynika-
jaca z jej niekontrolowanej biosyntezy, ograni-
czenia utleniania, zahamowania wlaczania w
biatka, a nawet uwalniania z biatek na skutek
proteolizy.

NADMIERNA AKUMULACIJA PROLINY

Rozpad skrobi i akumulacja cukrow na sku-
tek wptywu suszy lub wysokiej [30] i niskiej
temperatury [73] oraz SOz [73], jest przyczyna
podwyzszenia poziomu o—ketoglutaranu. Ten w
reakcji z NH3, powstajacym takze w niekorzyst-
nych warunkach prowadzi, poprzez glutami-
nian, do podwyzszenia zawartoSci proliny [4,
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Ryc.|. Schemat biosyntezy i przemian proliny.

Fig.1. Pathway of biosynthesis and metabolism of proline.

31}, Rowniez zwigkszenie poziomu kwasow
trojkarboksylowych w roslinach przy deficycie
wody jest przyczyna akumulacji proliny [114].
Toksyczne gazy powoduja wzrost poziomu glu-
taminianu tylko przy nieduzych ich stezeniach
[44]. Przy wyzszych stezeniach ma miejsce ob-
nizenie zawarto$ci glutaminianu, a wzrost po-
ziomu proliny [71].

Badania z izotopami prekursoréw proliny
wykazaly, ze synteza proliny w lisciach jecz-
mienia pod wplywem stresu wodnego nastgpuje
wylacznie z kwasu glutaminowego [14]. Na in-

tensywna syntezg proliny z glutaminianu u tyto-
niu, pod wptywem NaCl, wskazuja tez Kir'yan i
Shevyakova [59]. Jednakze autorzy stwierdzili,
ze u odpornej na NaCl linii akumulacja imino-
kwasu jest takze wynikiem zwigkszenia szybko-
$ci jego syntezy z argininy — = ornityny. Larher
i Petrivalsky [65] twierdza, Ze rodzaj czynnika
stresowego ma duzy wplyw na droge prowadza-
ca do akumulacji wolnej proliny.

Wzrost zawartosci proliny na skutek stresu
wodnego moze by¢ spowodowany jednoczesnie
zwigkszeniem jej biosyntezy, jak i zahamowa-
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niem procesu utleniania [ 14]. Autorzy wykazali
tez, ze synteze proliny limituje etap tworzenia -
pirolino-5-karboksylanu z glutaminianu, a nie
redukcja -pirolino-5-karboksylanu do proliny.
Sells i Koeppe [93] badajac izolowane mito-
chondria pedow kukurydzy stwierdzili, ze stres
osmotyczny powoduje znaczniejsza inhibicje
utleniania proliny niz innych metabolitow. Jed-
nakze przy ponownym uwodnieniu regeneracja
utleniania proliny jest wigksza niz pozostalych
substratow. Przy dtugotrwatym lub silnym stre-
sie wodnym nastepuja uszkodzenia tkanek, kto-
rym towarzysza procesy proteolizy. To jest ko-
lejna przyczyna nagromadzania si¢ nadmier-
nych ilosci wolnej proliny [87].

BIOSYNTEZA 1 DEGRADACJA PROLINY

Enzymy biosyntezy proliny zlokalizowane
sa w cytoplazmie, a jej utleniania w mitochon-
driach. Jedna z przyczyn akumulacji proliny w
warunkach stresu wodnego jest wigksza wrazli-
wos¢ enzymow jej utleniania niz biosyntezy.
Enzymy biosyntezy proliny sa stosunkowo od-
porne na nadmiar soli, a nawet wymagaja jej dla
osiagnigcia maksimum aktywnosci [94]. Nawet
wysoki poziom zasolenia (NaCl, KCI, Na2SO4)
powoduje aktywacje enzymow biosyntezy pro-
liny: syntetazy i dehydrogenazy glutaminiano-
wej oraz reduktazy pirolino-5-karboksylanowe;j.
a zahamowania aktywnosci enzymu jej degrada-
cji — dehydrogenazy prolinowej [94, 111]. Tak-
ze SO2 powoduje wzrost aktywnosci dehydro-
genazy glutaminianowej, katalizujacej redukcje
o—ketoglutaranu do glutaminianu [44].

Sugeruje sig, ze enzymem odpowiedzialnym
w najwigkszym stopniu za akumulacje proliny u
ro$lin w stresie wodnym [45] i zasolenia [41]
jest reduktaza pirolino-5-karboksylanowa. Pod-
kresla si¢ natomiast hamujacy wplyw suszy i
NaCl na utlenianie proliny — duza wrazliwos¢
utleniajacej formy reduktazy pirolino-5-karko-
ksylanowej [13]. W badaniach z mitochondria-
mi kukurydzy wykazano, ze inhibicja aktywno-
$ci oksydazy proliny nastgpuje juz przy mniej-
szym, ujemnym potencjale wodnym niz zabu-
rzone zostaja przepuszczalno$¢ membran i nate-
zenie oddychania [93].

W normalnych warunkach prolina fatwo

przechodzi przez membramy do mitochon-
driéw, gdzie jest utleniana [15]. Czynniki stre-
sowe powoduja zaburzenia w przepuszczalno-
$ci, a nawet uszkadzanie membran [69]. Na ich
dziatanie bardziej wrazliwe sa membrany mito-
chondriéw niz chloroplastow [94].

WEACZANIE PROLINY W BIALKA 1 PROCES
HYDROKSYLACII

Dzialanie czynnikow stresowych (SO2.
NaCl) o niewielkim nat¢zeniu, praktycznie nie
zmienia poziomu proliny zwigzanej z biatkami,
natomiast obserwuje si¢ wzrost zawartosci hy-
droksyproliny [49, 95]. Zmiana stosunku proli-
na:hydroksyprolina na korzy$¢ hydroksyproliny
jest zjawiskiem podobnym do zachodzacego w
starzejacych sig tkankach roslin [89].

Zasolenie o duzym st¢zeniu powoduje zaha-
mowanie wlgczania proliny w biatka [32].
Stwierdza si¢ inhibicj¢ syntezy biatek Scian ko-
moérkowych i zmiany wlasciwosci fizykochemi-
cznych $cian na etapie glikolizacji 1 wigzania
hydroksyproliny polipeptydow z polisacharyda-
mi. RGwniez SO21 5032‘ w wigkszych dawkach
powoduja spadek poziomu zwigzanej proliny i
hydroksyproliny [54, 56].

WYPLYW PROLINY NA ZEWNATRZ

W warunkach stresu poziom wolnej proliny
wzrasta w wigkszym stopniu w nadziemnych
czesciach roslin niz w korzeniach. Przyczyna te-
go moze by¢ wyplyw iminokwasu na zewnatrz.
Tesche [106] stwierdzil, ze dziatanie SO2, suszy
i niskiej temperatury powoduje u siewek Swier-
ka wyptyw proliny z korzeni na zewnatrz. na
skutek uszkodzenia membran. Podobnie dziata-
nie jonéw siarczynu na siewki fasoli powoduje
wyplyw proliny do medium zewngtrznego [56].

WSPOLNE MECHANIZMY REAKCIJI ROSLIN NA
STRES

Ze wzrostem natezenia stresu, obserwuje sig
poczatkowo brak lub niewielki wzrost zawarto-
$ci proliny, nastgpnie gwaltowng akumulacje i
ostatecznie obnizenie poziomu iminokwasu.
Stwierdza si¢ to u réznych gatunkéw roshin w
badaniach z wptywem siarczynu [56], toksycz-
nych metali [91], zasolenia [27, 95], suszy [42.
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78] oraz niskiej temperatury [55]. Swiadczy to,
ze w kontekscie zmian zawartosci wolnej proli-
ny, mamy do czynienia z jednakowg reakcja ro-
slin na dziatanie réznych abiotycznych czynni-

kow stresowych. Rowniez zmiany zwiazanej z

biatkami proliny oraz hydroksyproliny, przebie-
gaja podobnie pod wptywem takich czynnikow
Jak SO [56] 1 NaCl [95]. Potwierdza to konce-
pcje niektorych badaczy sugerujacych urucha-
mianie przez ro$liny zintegrowanych fizjologi-
czno-biochemicznych mechanizméw przeciw-
stawiania si¢ wplywowi roznego typu stresow
[18.46].

FIZJOLOGICZNA ROLA PROLINY W
ROSLINACH

ADAPTACJA ROSLIN DO WARUNKOW
STRESOWYCH

Zwigkszona zawartos¢ wolnej proliny jest
uwazana za przejaw adaptacji roslin do warun-
kow zasolenia [59, 116, 111], wpltywu toksycz-
nych gazow |3, 61] oraz suszy (68, 116]. Wska-
zuje sig tez, ze jest ona zwigzana z ekspresja od-
powiedzialnych za nia genow [116, 66] i przeja-
wia si¢ produkowaniem bialek odpornoscio-
wych, zawierajacych duze ilosci proliny i hydro-
ksyproliny [28, 97].

Udziat proliny w procesach adaptacji roslin
do warunkow stresu wodnego moze polegac
takze na redukcji zakwaszenia [113]. To w du-
Zzym stopniu wyjasnialoby udziat proliny w ad-
aptacji roslin nie tylko do warunkow suszy i ni-
skiej lub wysokiej temperatury, ale i do toksycz-
nych gazéw o charakterze kwasowym.

Czes¢ badaczy uwaza, ze prolina nie uczest-
niczy w procesach adaptacyjnych, lecz wzrost
je] poziomu odzwierciedla stopien doznanego
przez rosling stresu. Ich wyniki nie zaprzeczaja
jednak hipotezie o udziale proliny w procesach
adaptacyjnych, gdyz na ogét dotyczy dziatania
stresu w bardzo duzym jego natgzeniu.

AKTYWNE PROCESY OBRONNE ROSLIN PRZED
SKUTKAMI STRESU

O udziale proliny w przeciwstawianiu si¢
wptywowi niekorzystnych czynnikéw swiadcza
wyniki badan, w ktorych rosliny traktowano tym

iminokwasem. Powodowalo to podwyzszenie
progu ich tolerancji na SOz [50], NaCl [59, 9],
niska [112, 38] i wysoka [62] temperature. Jed-
nakze stosujac proling w zbyt duzym stezeniu
uzyskano ujemny skutek [59]. Wskazuje to, ze
prolina pelni ochraniajaca funkcje, ale tylko do
okreslonego poziomu.

Za podstawowa, ochraniajaca funkcj¢ wol-
nej proliny u roslin uwazana jest osmotyczna re-
gulacja uwodnienia komérek. Sadzi sig, Zze geny
odpowiedzialne za osmotyczng tolerancjg steru-
ja produkcja takich czasteczek jak prolina i be-
taina [66]. Przy wysokim zasoleniu podioza,
prolina funkcjonuje u roslin jako efektywny we-
wnatrzkomoérkowy osmotyk [101]. Rozpuszczo-
na w cytoplazmie prolina dziata jako substancja
rownowazgca nadmiar soli na zewnatrz cytopla-
zmy [115]. Udziat proliny w osmoregulacji zale-
zy od gatunku roslin. W badaniach wptywu za-
solenia u 5 gatunkéw traw wykazano, ze u 3 z
nich prolina pelni rolg¢ gléwnego, organicznego
osmoregulatora, a u pozostalych jest substancja
wspdluczestniczaca w osmoregulacji i funkcje
t¢ pelnia inne substancje [88]. Czg¢$¢ badaczy
bardziej stanowczo neguje udzial proliny w pro-
cesach osmoregulacji. Sugeruja oni, ze w po-
rownaniu do cukréw, kwaséw organicznych i
zwigzkow nieorganicznych, wolna prolina po-
siada znikomy udzial we wplywie na obnizenie
potencjalu osmotycznego u roslin bedacych pod
dziataniem NaCl i PEG [82].

Prolina stanowi réwniez ochrone dla rézne-
go typu struktur biatkowych komérek. Tworzy z
woda agregaty, ktére sa zdolne taczy¢ si¢ z hy-
drofobowymi grupami funkcyjnych biatek i
przez obnizenie ich hydrofobowosci powoduje
zwigkszenie ich stabilnosci [92]. Ponadto, proli-
na stabilizuje enzymy przed denaturacyjnym
wplywem wolnych rodnikéw, powstajacych w
czasie stresu [99]. Ochraniajace dziatanie proli-
ny na elementy bialkowe enzymow jest uwaza-
ne za gtéwny mechanizm w przeciwdziataniu
przed ich dezaktywacja lub destrukcja [79, 85].
Wykazano, ze prolina posiada ochraniajgce
dziatanie przed wptywem wysokiej temperatury
na enzymy mitochondrialne (dehydrogenaze
izocytrynianowa i jabtczanowa oraz fumarazg)
[76]. Mechanizm ten polega prawdopodobnie na
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utrzymywaniu konformacji bialka, korzystnej
dla aktywnosci enzymu [83]. Prolina w cytopla-
zmie stabilizuje struktury biatkowe takze przed
denaturacjg na skutek stresu wodnego [84]. Sto-
pieni ochrony byt tym wigkszy, im w medium za-
wierajacym proteiny stgzenie proliny byto wy-
zsze. Ochrona skladnikéw biatkowych przed de-
naturacja jest jednym z elementéw zabezpiecza-
jacych membrany. W badaniach z egzogenna
prolina wykazano, ze ma ona stabilizujacy
wplyw na membrany podczas stresu wywotane-
go niska temperaturg [37].

Stosunkowo dobrze poznana jest mozliwosé
udziatu proliny w biosyntezie i odbudowie chlo-
rofilu u roslin w warunkach wptywu suszy [15] i
toksycznych gazow [51]. W badaniach z SO2 u
topoli wykazano jednak, ze utrzymywanie stale-
go poziomu chlorofili ma miejsce tylko do mo-
mentu akumulacji wolnej proliny [50].

Prolina jest gléownym aminokwasem u drzew
w stanie spoczynku [25, 57]. Chociaz jej wegiel
jest wbudowywany w szkielety weglowe wielu
zwiazkow, to nie stanowi efektywnego sktadni-
ka magazynujacego wegiel (C:N = 5:1) [34].
Jest natomiast istotnym, zapasowym Zrédlem
azotu w metabolizmie roélin [16]. Wykazano to
w badaniach z "N u siewek soi w warunkach
stresu wodnego [29]. Giéwnie jest ona donorem
grup aminowych [86].

Przede wszystkim jednak wolna prolina sta-
nowi zapasowe 7Zrodio energii [12, 40]. W od-
roznieniu od braku zmian poziomu innych
osmoprotektantow, po ustapieniu stresu zasole-
nia [17] lub suszy [98] zawartos¢ proliny szybko
obniza si¢. Stewart [100] wykazal, Zze gdy po-
ziom weglowodanéw byt duzy, obnizenie to by-
lo niewielkie, a prolina byla przeksztalcana
gléwnie w proling biatkowa. Natomiast przy ni-
skim poziomie weglowodanéw prolina w du-
zym stopniu byta utleniana az do COz. Stymula-
cj¢ oddychania komoérek uzyskano tez w do-
Swiadczeniach z egzogenng proling [ 15, 86].

Prolina pelni jeszcze inna wazng rolg, maja-
cg najwigksze znaczenie w ekstremalnych wa-
runkach stresu. Gdy zachodza juz proteoliza i
dezaminacja, nastgpuje w tkankach wydzielanie
toksycznego amoniaku. Wykazano to w przy-
padku wpltywu suszy [87] i SO2 [31]. W neutra-

lizacji nadmiaru amoniaku u roslin, w warun-
kach zasolenia, uczestniczy szereg aminokwa-
sow, wsrad ktoérych przewazaja prolina i argini-
na [5]. Akumulacja wolnej proliny przyczynia
si¢ do neutralizacji amoniaku takze u roshin w
warunkach suszy [87] i niskiej temperatury [67].
Jednoczesnie nawet duzy nadmiar proliny nie
jest szkodliwy, ze wzgledu na jej obojetnosc
wzgledem wielu enzymow w komaorkach roslin-
nych [80].

PROLINA W ROSLINACH JAKO WSKAZNIK
WRAZLIWOSCI NA STRES

Najwigcej kontrowersji budzg wnioski z ba-
dai wptywu czynnikéw stresowych na poziom
wolnej proliny u roslin o réznym stopniu wrazli-
wosci. W zaleznosci od stopnia tolerancji roslin
i poziomu akumulacji iminokwasu, autorzy su-
geruja ochraniajaca rolg proliny [59, 68, 112],
neguja ja [35, 70, 96] lub twierdzy, ze wyraza
ona tylko wielkos¢ doznanego przez roSling
stresu [22, 104]. Tego typu badania opieraja sig
czgsto na stosowaniu tylko jednej dawki czynni-
ka stresowego lub wigcej dawek, ale tylko dwu
odmian roslin. Za miar¢ wrazliwosci przyjmo-
wane sg najczesciej przezywalnosé lub wielkosé
widocznych objawow uszkodzen (chlorozy, ne-
krozy). lub stopien zahamowania ich wrostu,
Takie objawy wystepuja tylko w warunkach sil-
nego stresu u roslin. Akumulacja wolnej proliny
jest wowcezas tym wigksza, im bardziej ,,uszko-
dzone” sq rosliny na skutek wplywu: suszy [42].
suszy 1 niskiej temperatury [11], wysokiej i ni-
skiej temperatury [19], SO2, NOg2, HF [52] oraz
metali [91].

Dowodem na to, ze wolna prolina jest wska-
Znikiem doznanego przez rosling stresu sg wyni-
ki badan z gatunkami roslin o réznych wymaga-
niach termicznych. Oztiirk i Szaniawski [81]
wykazali, ze podnoszenie temperatury indukuje
stres i powoduje wzrost proliny w korzeniach i
liSciach owsa, natomiast u cieptolubnego gatun-
ku — kukurydzy, zachodzg identyczne zmiany
wraz z jej obnizaniem.

Niejednokrotnie autorzy wysuwali wnioski
w oparciu o Srednie [110], maksymalne [1] lub
przeprowadzone dopiero po kilku dniach trwa-
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nia silnego stresu [98] pomiary zawartosci proli-
ny. Nie pozwalato to na okreslenie przebiegu
zmian poziomu iminokwasu. Natomiast Dreier
[23] wykazal, 7e do oceny stopnia wrazliwosci
roslin niezbedne jest okreslenie momentu, od
ktérego zaczyna si¢ akumulacja iminokwasu.
Nast¢puje ona tym szybciej im roSliny sa bar-
dziej wrazliwe. Potwierdza si¢ to w badaniach
nad wplywem NaCl [22, 95], siarczynu [56]
oraz niskiej temperatury [55].

PODSUMOWANIE

Analiza wynikéw badan przytoczonych w
tej pracy pozwala na postawienie hipotezy, ze
mozliwy jest zaréwno udzial proliny w proce-
sach adaptacyjnych i obronnych, jak i jej nad-
mierna akumulacja moze wyraza¢ wielkos¢ do-
znanego przez rosling stresu. W celu okreslenia
zroznicowania w reakcji roslin na dany czynnik
stresowy, nalezy przeanalizowa¢ zmiany pozio-
mu wolnej proliny lub przynajmniej okreslié
moment rozpoczg¢cia intensywnej akumulacji
iminokwasu. W badaniach terenowych nie ma
takiej mozliwosci. Jednak przytoczone wczes-
niej wyniki wskazuja, ze gdy wystapity juz wi-
doczne uszkodzenia, wzrost poziomu wolnej
proliny odzwierciedla stopient doznanego przez
roSling stresu. Oceniajac wielko$¢ wplywu
czynnika stresowego, nawet w tym samym miej-
scu i u tych samych roélin, nalezy jednak uwz-
glednic interakcje z innymi czynnikami, zmien-
no$é zwiazang z wiekiem, stadium rozwoju ro-
slin itp.

Na podstawie analizy wynikéw badan,
przedstawionych w tej publikacji mozna stwier-
dzic, ze:

1. Ochraniajaca rola proliny ma miejsce przy
nieduzym natgzeniu stresu, gdy mozliwe jest
wykorzystywanie jej do syntezy bialek, chloro-
filu lub w przemianach zwigzanych z uzyskiwa-
niem energii.

2. Dzialanie réznych, abiotycznych czynni-
kow stresowych powoduje u roslin podobne
zmiany poziomu wolnej proliny, kolejno: nie-
wielki wzrost, duza akumulacjg i obnizenie. Jest
to niezalezne od typu czynnika stresowego i sto-
pnia wrazliwosci ro$lin. Jednak im rosliny sa

bardziej wrazliwe, tym zmiany te nast¢puja przy
nizszym natgzeniu stresu.

3. Akumulacja wolnej proliny jest wska-
Znikiem stopnia doznanego przez roling stresu
— przebiegu procesow przyspieszonego dojrze-
wania i starzenia si¢, a obnizenie jej poziomu
charakteryzuje rozklad tkanek.

4. Jednoczesne dzialanie kilku czynnikéw
stresowych powoduje wigksza akumulacje wol-
nej proliny, niz kazdy z nich oddzielnie.

5. Istnieje zréznicowanie w poziomach wol-
nej proliny i zwiazanych w biatkach proliny i
hydroksyproliny, w zaleznoSci od rodzaju ,usz-
kodzenia” tkanek lisci: nekroz i wizualnie zdro-
wych czesci.

6. Wykorzystywanie w badaniach tereno-
wych pomiaréw zawarto$ci wolnej proliny w
celach diagnostycznych jest mato przydatne ze
wzgledu na mata specyficzno$¢ iminokwasu.
Natomiast duza czuto$¢ zmian zawartosci proli-
ny na czynniki stresowe preferuje ten zwigzek
do stosowania w badaniach kontrolowanego
wplywu danego czynnika i do oceny zréznico-
wania w reakcji ro§lin. Wymaga to jednak wy-
znaczania momentu rozpoczecia si¢ akumulacji
iminokwasu.
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