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Summary

The effect of water deficit caused by soil drought on the content of free
proline as well as the degree of cell membrane damages in the leaves of three
cultivated plant species having different farm usefulness and water requirements
have been studied. The used plants were: poinsettia (Euphorbia pulcherrima Willd.,
'Regina’ and 'Cortez') grown for decorative purposes, a green vegetable of broccoli
(Brassica oleracea var. botrytis, subvar. cymosa, 'Colonel' and "Marathon') and a
cereal plant of barley (the wild form Hordeum spontaneum and Hordeum vulgare
'Maresi'). The examined species differed in the size of the experienced stress, the
largest RWC reduction was found in broccoli leaves, while somewhat smaller — in
barley. In poinsettia leaves, the reduction of RWC level was not large or did not
occur at all. The accumulation of free proline in the species under study was also
variable. The largest amount of this amino acid tended to accumulate in broccoli
leaves, whereas the increase of its level took place only at a strong dehydration of
tissues. The increase of proline level was smaller in barley leaves than in broccoli,
but that was found already at a small dehydration of tissues. In poinsettia leaves,
a several fold increase of proline level was found at the early stage of the stress.
The level of that amino acid gradually increased at consecutive times and did not
depend on tissue dehydration. Damage of cell membranes amounted to 8.5-9.5%
in barley leaves, about 3% in brocolli and to 0-2.6% in poinsettia. The role of
proline in prevention of leaf dehydration and in alleviation of dehydration effects
in the studied species has been discussed.
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vulegare, water deficit, proline



58 Hanna Bandurska

WSTEP

Najezestsza przyczyna deficytu wody jest susza glebowa spowodowana bra-
kiem opadéw atmosferycznych. Jednakze deficyt wody moze wystepowac takze gdy
1los¢ wody w glebie jest wystarczajgea, ale jej pobieranie jest ograniczone przez nisky
temperaturg gleby, zasolenie, niedotlenienie czy uszkodzenie systemu korzeniowego
lub w warunkach niskiej wilgotnosci wzglednej powietrza wywolanej wysoky tempe-
raturg albo silnymi wysuszajacymi wiatrami. Warunki sprzyjajace powstawaniu defi-
cytu wody w roslinach mogg wystgpowac w czasie uprawy wielu roslin.,

Obnizenie stanu uwodnienia komérek i tkanek wywoluje w roslinie szereg
zmian fizjologiczno-biochemicznych. Jedng z najwcezesniejszych jest znaczny wzrost
poziomu wolnej proliny (Hanson i Hitz, 1982; Hare i Cress, 1997; Bandur-
ska, 1999). Po raz pierwszy akumulacj¢ wolnej proliny stwierdzono w wigdngcych
lisciach ryzu, juz w roku 1954 (Kemble i MacPherson). Obecnie wiadomo, ze
akumulacja tego aminokwasu w warunkach deficytu wody ma miejsce u duzej ilosci
organizmow od bakterii 1 grzybow po rosliny wyzsze (Delauney i Verma, 1993;
Heuer, 1994). Wysoki poziom wolnej proliny obserwowano réwniez u wielu gatun-
kow roslin w efekcie dziatania mmnych stresowych czynnikéw srodowiska takich jak
niska oraz wysoka temperatura, mrdz, zasolenie, deficyt sktadnikéw mineralnych,
gazowe zanieczyszcezenia powietrza, metale cigzkie, infekcja patogenow (Bandur-
ska, 1991; Alia 1 Saradhi, 1991; Hare 1 Cress, 1997; Bandurska i in.,
1994; Koztowska i in., 2002). Badania zmierzajgce do poznania roli proliny
w reagowaniu roslin na deficyt wody prowadzone sg na réznych gatunkach i odmia-
nach oraz w réznych uktadach doswiadczalnych. Odwodnienie komorek i1 tkanek,
prowadzi do zmian w strukturze i funkcjonowaniu blon cytoplazmatycznych (Blum
i Ebercon, 1981; Premachandra i Shimada,1987). Wyniki wielu prac po-
zwalajg sadzic, ze prolina peini rolg adaptacyjng do niekorzystnych warunkéw stresu
wodnego przyczyniajge si¢ do tagodzenia ujemnego wplywu odwodnienia na funk-
cjonowanie blon komdrkowych (Smirnoff i Cumbes, 1989; Rensberg iin,
1993; Hare i Cress, 1997; Bandurska, 1998, 1999).

Celem prezentowanej pracy byto zbadanie wplywu deficytu wody na zawar-
tos¢ wolnej proliny oraz stopieni uszkodzenia bton komorkowych w lisciach trzech
gatunkdw roslin uprawnych o réznej przydatnosei gospodarczej i réznych wymaga-
niach wodnych. Do badai wybrano: uprawiang dla celéw dekoracyjnych poinsecje
(Euphorbia pulcherrima Willd., 'Regina'i 'Cortez'), rosling warzywniczq brokut (Bras-
sica oleracea var. botrytis, subvar. cymosa, 'Colonel' 1 'Marathon’) oraz rosling zbozo-
wq jeczmien (forma dzika Hordeum spontaneum oraz Hordeum vulgare 'Maresi'). Sto-
sunkowo najwigkszymi wymaganiami wodnymi charakteryzuje si¢ brokul, ktéry po-
siada plytki system korzeniowy (Kaniszewski, 1967). Jeczmieri charakteryzuje
si¢ stosunkowo niewielkg wrazliwoscig na niedostatek opadéw (Stanca
iin., 1996), ale z uwagi na sposéb uprawy czesto narazony jest na niekorzystne warun-
ki klimatyczno-glebowe wynikajace z braku opadéw atmosferycznych. Natomiast
poinsecja jest rosling, ktdra toleruje krétkotrwate 1 niewielkie niedobory wody, a jest
wrazliwa na nadmiar wody w podlozu (Preising, 1996; Nowak,Strojny, 1997).
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MATERIALY I METODY

Material roslinny

Rozsade brokuta 'Colonel' i 'Marathon' otrzymano ze Stacji Doswiadczalnej
Katedry Warzywnictwa Akademii Rolniczej im. Augusta Cieszkowskiego w Pozna-
niu. Rosliny 5-cio tygodniowe wysadzono pojedynczo do doniczek o srednicy 12 cm
wypelnionych glebg. Rosliny rosty w pokoju hodowlanym w nastgpujgcych warun-
kach: temperatura 20-23°C, swiatlo lamp fluorescencyjnych (TLD 58W/840) o natg-
zeniu 130 umol m? s PAR, fotoperiod 12h/12h. Wilgotnos¢ podioza w doniczkach
utrzymywano na poziomie 60% polowej pojemnosci wodnej. Po 7 dniach wzrostu
w tych warunkach u czgsci roslin. wstrzymano nawadnianie. W czasie trwania stresu
po 3, 5, 7, 8 dniach wstrzymania nawadniania pobierano proby lisci do oznaczania
wzglednej zawartosci wody oraz poziomu proliny. W ostatnim dniu stresu pobierano
préby do oznaczania stopienia uszkodzenia blon komérkowych w lisciach.

Trzytygodniowe sadzonki poinsecji ‘Cortez' i 'Regina’ otrzymano z przedsie-
biorstwa , Owiplant” w Owinskach. Rosliny rosty pojedynczo w doniczkach o sred-
nicy 12 cm w wyzej podanych warunkach pokoju hodowlanego i wilgotnosci podto-
za. Po 10 dniach u czesci roslin wstrzymano nawadnianie. W czasie trwania stresu po
2.4,7.9 i 15 dniach pobierano proby lisci do oznaczania wzglednej zawartosci
wody, poziomu proliny oraz w ostatnim dniu stresu do oznaczania stopnia uszkodze-
nia bton komérkowych.

Jeczmien (‘Maresi' i dzika forma /. spontanewm) uprawiano w warunkach szklar-
niowych w wazonowych kulturach glebowych z zastosowaniem podstawowego na-
wozenia NPK. Ziarniaki otrzymano z Instytutu Genetyki Roslin PAN w Poznaniu.
Rosliny rosty w wazonach o pojemnosci 10 litrow (po 7 sztuk), kazdy wazon zawieral
7 kg gleby. Wilgotnos¢ gleby utrzymywano na poziomie 60% pelnej pojemnosci
wodnej. Po okolo 65 dniach wzrostu, tj. do poczatku fazy kloszenia wstrzymano
nawadnianie czesci roslin. W czasie trwania stresu po 2, 4 1 7 dniach pobierano préby
lisci do oznaczania wzglednej zawartosci wody oraz poziomu proliny, a w ostatnim
dniu stresu stopnia uszkodzenia blon komérkowych.

Metodyka oznaczen fizjologiczno-biochemicznych

Wzgledng zawartos¢ wody (RWC) oznaczano wg metody Weatherley'a
(1950) zgodnie z procedurg podang w pracy Bandurskiej i Stroinskiego
(2003). Z kazdej kombinacji pobierano pig¢ jednakowych fragmentow lisci, ktore
wazono na wadze analitycznej, nastgpnie zanurzano na 4h w wodzie w celu uzyskania
pelnego turgoru. Po tym czasie préby ponownie wazono, suszono w temp. 70°C
i jeszceze raz wazono. Wzgledng zawarto$¢ wody w lisciach obliczano wg wzoru:

Swieza masa — sucha masa
RWC=—— o %100%
swieza masa po wysyceniu wodq — sucha masa
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Uszkodzenie blon komérkowych oznaczano wg metody Dextera (1932)
zgodnie z procedurg podang w pracy Bandurskiej i wsp. (2003). Z kazdej kombi-
nacji pobierano pigé jednakowych fragmentéw lisci, ptukano trzykrotnie w wodzie
odjonizowanej, umieszczano w 30 ml zlewkach i zalewano 10 ml wody odjonizowa-
nej. Préby pozostawiano przez okres 24h w temp. 10°C. Po tym czasie doprowadzano
temp do 20"C 1 mierzono przewodnos¢ ptynu. Nastgpnie préby autoklawowano przez
15 min. i po ochtodzeniu do temp. 20°C mierzono ponownie przewodnosé. Uszko-
dzenie blon komérkowych obliczano na podstawie wzoru:

—(T1/T?
=1- : U l-f- 2) x100%, gdzie C1 1 C2 odpowiadajg przewodnosci préb
1-(C1/C2)

kombinacji kontrolnej, odpowiednio przed i po autoklawowaniu, T1 1 T2 odpowiada-
ja przewodnosci préb poddanych stresowi, odpowiednio przed i po autoklawowaniu.
Poziom wolnej proliny

Proby o masie 0,3 g mrozono w cieklym azocie i przechowywano w temp -20°C
do czasu przeprowadzenia analiz. Zawartos¢ wolnej proliny oznaczano wg Bates’a
i in. (1973). Metoda polega na kolorymetrycznym oznaczaniu ilosci barwnego pro-
duktu reakcji proliny z odczynnikiem ninhydrynowym przy fali o dtugosci 515 nm.
Ilos¢ proliny obliczano na podstawie krzywej standardowej i wyrazano w mg g’!
suchej masy.
Analiza statystyczna wynikow

Prezentowane wyniki sg srednig z co najmniej trzech powtdrzen, dla ktdrej
obliczono wartos¢ odchylania standardowego przedstawionego na wykresach jako
pionowy odcinek.

WYNIKI

Wzgledny zawartosé wody w lisciach (RWC) przyjeto jako wskaznik stresu
doznanego przez rosliny. U brokuta (rys. 1) w warunkach kontrolnych RWC w lisciach
obu badanych odmian byta w granicach 92-94%. Stres wodny spowodowat obnizenie
RWC. W ciggu 5 dni od powstrzymania nawadniania nastgpito obnizenie RWC
w lisciach obu odmian do okoto 80% oraz dalszy spadek w kolejnych dniach.
Po 8 dniach stresu RWC w lisciach obnizyt si¢ do 42% i 35% odpowiednio u 'Mara-
thon' i 'Colonel'. Deficyt wody spowodowal wzrost poziomu wolnej proliny w li-
§ciach brokuta (rys. 1). W lisciach roslin kombinacji kontrolnej poziom tego amino-
kwasu byl zasadniczo podobny u obu odmian, jednak rézny w poszczegdlnych termi-
nach oznaczen miescit si¢ w granicach 0,05-0,2 mg - g suchej masy. Po 7 dniach
stresu stwierdzono gwaltowny wzrost poziomu tego aminokwasu oraz dalszy juz
mniejszy wzrost po 8 dniach. W tym terminie poziom wolnej proliny wynosit okoto
13 oraz 15 mg - g' suchej masy odpowiednio u 'Marathon' i 'Colonel'. Uszkodzenie
bton komorkowych (rys. 1) byto niewielkie i wynosito 3,15% u 'Colonel' oraz 2,97%
u ‘Marathon'.
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Rys. 1
Wplyw deficytu wody na wzglgdng zawartosé wody (RWC), zawarto$¢ wolnej proliny
oraz uszkodzenic blon komérkowych w lisciach dwéch odmian brokuta
The effect of water deficit on relative water content (RWC), free proline level and membrane
injury in the leaves of two broccoli cultivars

W lisciach poinsecji wskaznik RWC u roslin kontrolnych byt w granicach
87-89% u obu badanych odmian (rys. 2). Stres wodny nie spowodowat znaczacego
obnizenia wzglgdnej zawartosci wody; widoczne, ale przejsciowe obnizenie RWC
stwierdzono po 7 dniach stresu tylko w lisciach 'Regina’. Zawartos¢ wolnej proliny
w lisciach roslin kombinacji kontrolnej byta zasadniczo podobna u obu odmian (rys.
2). W kolejnych terminach oznaczeii poziom proliny byl rézny i wzrastat u obu od-
mian w trakcie trwania doswiadczenia od okoto 0,01 do okolo 0,5 mg - g' suchej
masy. W lisciach roslin poddanych stresowi stwierdzono okolo 5-cio krotny wzrost
poziomu tego aminokwasu juz po 4 dniach stresu oraz dalszy stopniowy wzrost
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Rys. 2
Wplyw deficytu wody na wzgledng zawarto§é wody (RWC), zawartos¢ wolnej proliny
oraz uszkodzenie bton komérkowych w lisciach dwdéch odmian poinsecyi
The effect of water deficit on relative water content (RWC), free proline level and membrane
injury in the leaves of two cultivars of poinsettia

w kolejnych terminach. Po 15 dniach stresu zawartos¢ wolnej proliny w lisciach
'Cortez' wynosita 2,42, a'Regina’ 2,38 mg - g "' suchej masy. U odmiany 'Cortez' nie
stwierdzono uszkodzen bton komdérkowych, natomiast u odmiany 'Regina’ uszkodze-
nie bton byto niewielkie i wynosito 2,61%.

Wzgledna zawartos¢ wody w lisciach obu genotypéw jeczmienia byla na
poziomie okoto 92-93% (rys. 3). W warunkach deficytu wody nastgpito obnizenie
RWC do okoto 81% u H. spontaneum oraz okolo 78% u "Maresi' po 2 dniach oraz
odpowiednio do okolo 61% i 57% po 7 dniach stresu. Zawartos¢ wolnej proliny
w lisciach kombinacji kontrolnej byta podobna u obu genotypéw i wahata sig¢
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w granicach 0,18-0,37 mg - ¢! suchej masy. Pod wplywem deficytu wody nastapii
wzrost poziomu wolnej proliny (rys. 3); po dwdch oraz czterech dniach stresu zawar-
tos¢ aminokwasu wzrosta do okoto 3.5 mg - ¢! suchej masy u H. spontanewm oraz do
okofo 4.3 mg - g suchej masy u 'Maresi'. Po 7-miu dniach stresu poziom proliny
zwigkszyl si¢ do 8.5 oraz 6.2 mg - ¢! suchej masy odpowiednio u H. spontanewm oraz
'Maresi'. Uszkodzenie blon komérkowych wynosito u H. spontaneum okoto 9,5%,
a u 'Maresi' okoto 8,5% (rys. 3).
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Rys. 3
Wplyw deficytu wody na wzgledng zawartosé wody (RWC), zawartosé wolnej proliny
oraz uszkodzenie blon komérkowych w lisciach dwéch genotypéw jeczmienia
The effect of water deficit on relative water content (RWC), free proline level and membrane
injury in the leaves of two barley genotypes
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DYSKUSJA

Deficyt wody w lisciach badanych gatunkéw roglin tj. jeczmienia, brokuta
oraz poinsecji przyczynit si¢ do akumulacji wolnej proliny w tych organach. Wzrost
poziomu proliny w lisciach oraz korzeniach jgczmienia, a takze innych gatunkow
roslin jednolisciennych zaréwno uprawnych jak i dziko rosngcych pod wplywem
deficytu wody stwierdzono juz w badaniach wezesniejszych (Delauney iin., 1993;
Heuer, 1994; Bandurska, 1991, 2000, 2002). Sposréd gatunkéw roslin warzyw-
niczych akumulacj¢ wolnej proliny w reakcji na deficyt wody stwierdzono wczesniej
u pomidora, fasoli, grochu, ogérka i szpinaku (Delauney iin., 1993). Indukowang
stresem wodnym akumulacj¢ wolnej proliny obserwowano takze w lisciach takich
gatunkow roslin ozdobnych jak Saintpaulia oraz Chrysanthemwmn (Amberger iin,
1988). Otrzymane w prezentowanej pracy wyniki potwierdzaja pewng powszechnosé
i uniwersalnos¢ reagowania roslin w warunkach deficytu wody.

W optymalnych warunkach wzrostu poziom wolnej proliny w komérkach or-
ganéw wegelatywnych jest w granicach 0,2-0,7 mg - ¢ suchej masy (Levitt, 1980).
U badanych gatunkéw poziom tego aminokwasu w lisciach miescit si¢ w tym zakresie
i byt zasadniczo podobny u brokuta oraz poinsecji. Zawartos¢ proliny w lisciach
jeczmienia byla $rednio nieco wyzsza. Biorge pod uwage doniesienia literaturowe
swiadczgee o regulacyjnym wplywie swiatla na poziom proliny (Hanson, 1979,
Bandurska, 1991), te réznicg nalezatoby przypisa¢ innym warunkom swietlnym
w jakich uprawiano jgczmien (szklarnia). We wczesniejszych badaniach z jgczmie-
niem uprawianym w warunkach pokoju hodowlanego zawartos¢ tego aminokwasu
byta nizsza i zblizona do poziomu stwierdzonego w lisciach brokuta oraz poinsecji
(Bandurska i Stroiiski, 2003).

Badane gatunki roslin réznity si¢ wielkoscig doznanego stresu (RWC). Naj-
wieksze obnizenie poziomu RWC stwierdzono u brokuta, a nieco mniejsze u jeczmie-
nia. W lisciach poinsecji obnizenie poziomu RWC bylo bardzo male. Zgodnie
z klasyfikacjg Hsiao (1973) w lisciach brokula wystapil stres silny, w lisciach jecz-
mienia stres sredni, a w lisciach poinsecji stres byt umiarkowany, wzglednie nie wy-
stgpit w ogole.

Inaczej tez ksztattowala si¢ akumulacja wolnej proliny u badanych gatunkow.
Najwigcej proliny gromadzito sig¢ w lisciach brokuta. U tego gatunku wzrost poziomu
proliny mial miejsce w trzecim terminie stresu, dopiero przy silnym odwodnieniu
tkanek. W lisciach jeczmienia stopniowy wzrost poziomu proliny stwierdzono po-
czqwszy od pierwszego terminu stresu. Wzrost ten byt mniejszy niz u brokuta i byl
skorelowany ze stopniowym cho¢ réwniez mniejszym niz u brokuta odwodnieniem
tkanek. Otrzymane wyniki potwierdzajg wczesniej obserwowang zaleznos¢ pomig-
dzy stopniem odwodnienia tkanki a akumulacjq proliny (Hanson iin., 1977; Ra-
jagopal iin., 1977, Bandurska, 1999, 2000). W lisciach poinsecji kilkakrotny
wzrost poziomu proliny stwierdzono juz w pierwszym terminie stresu. Poziom tego
aminokwasu wzrastal stopniowo w terminach kolejnych, pomimo iz nie stwierdzono
odwodnienia tkanki lub byto ono niewielkie. Wartos¢ progowa stopnia odwodnienia
tkanki dla akumulacji proliny byta wigc rézna u badanych gatunkéw.
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Istotng rolg w percepcji deficytu wody odgrywaja korzenie. W tych organach
nastepuje synteza ABA, ktory transportowany przez ksylem do pgdu peini rolg
sygnatu o zagrozeniu deficytem wody, przyczynia si¢ do zamknigcia aparatow szpar-
kowych i na tej drodze zapobiega odwodnieniu lisci (Sauter iin., 2001). Posrednim
dowodem wskazujacym, ze w lisciach poinsecji nastgpito zamknigcie aparatow szpar-
kowych w warunkach deficytu wody, a co za tym idzie ograniczenie pobierania dwu-
tlenku wegla byt brak skrobi w lisciach roslin poddanych stresowi (dane nie publiko-
wane). Kwas abscysynowy wplywa rowniez na syntezg proliny, ktéra jako substancja
osmotycznie czynna ulatwia pobieranie wody i utrzymywanie jej w organizmie (Boh-
nert i Jensen, 1996; Yoshiba i in., 1997). Wydaje sig, ze obok zamknigcia
aparatow szparkowych akumulacja tego aminokwasu mogla by¢ czynnikiem zapo-
biegajgcym odwodnieniu lisci poinsecji. Podobnie szybka akumulacja wolnej proli-
ny w lisciach jeczmienia mogla by¢ czynnikiem ograniczajgcym odwodnienie. Nale-
7y dodac, ze istotnym czynnikiem zapobiegajacym odwodnieniu lisci poinsecji jest
ich budowa anatomiczna, tj. aparaty szparkowe po spodniej stronie oraz pokrycie
lisci wloskami. Nieznaczne uszkodzenie blon komorkowych lub jego brak u poinse-
¢ji wynikato, jak si¢ wydaje, z niewielkiego odwodnienia lisci tej rosliny. Prolinie
przypisuje si¢ rowniez funkcje ochronng polegajaca na tagodzeniu skutkéw odwod-
nienia(Bandurska, 1999). Niewielkie uszkodzenie blon komérkowych przy znacz-
nym odwodnieniu lisci brokula moze wskazywac, ze u tej rosliny wolna prolina
nagromadzona w warunkach deficytu wody zapobiegata uszkodzeniu blon komérko-
wych.
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Streszczenie

Badano wplyw deficytu wody spowodowanego suszg glebowa na zawartosc
wolnej proliny oraz stopien uszkodzenia bton komoérkowych w lisciach trzech gatun-
kow roslin uprawnych o réznej przydatnosci gospodarczej i réznych wymaganiach
wodnych. Do badain wybrano: uprawiang dla celéw dekoracyjnych poinsecje (Eu-
phorbia pulcherrima Willd., 'Regina' 1'Cortez'), rosling warzywniczg brokut (Brassi-
ca oleracea var. botrytis, subvar. cymosa, 'Colonel' i 'Marathon') oraz rosling zbozowg
jeczmien (forma dzika Hordeum spontaneum oraz Hordeum vulgare "Maresi”). Bada-
ne gatunki réznity si¢ wielkoscig doznanego stresu, najwigksze obnizenie poziomu
RWC stwierdzono w lisciach brokuta, a nieco mniejsze u jeczmienia. W lisciach poin-
secji obnizenie poziomu RWC bylo niewielkie lub nie wystgpito w ogéle. R6znie tez
ksztatltowata sig akumulacja wolnej proliny u badanych gatunkéw. Najwigce] tego
aminokwasu gromadzito si¢ w lisciach brokuta, ale wzrost jego poziomu miat miejsce
dopiero przy silnym odwodnieniu tkanek. W lisaciach jeczmienia wzrost poziomu
proliny byl mniejszy niz u brokuta, ale stwierdzono go juz przy niewielkim odwod-
nieniu tkanek. W lisciach poinsecji kilkakrotny wzrost poziomu proliny stwierdzono
we wczesnym etapie stresu. Poziom tego aminokwasu wzrastal stopniowo
w kolejnych terminach i nie zalezal od odwodnienia tkanki. Uszkodzenie bion ko-
moérkowych wynosito w lisciach jeczmienia 8,5-9,5%, brokuta okoto 3%, a poinse-
cji 0-2,6%. W pracy dyskutowana jest rola proliny w zapobieganiu odwodnieniu lisci
oraz w fagodzeniu skutkéw odwodnienia badanych gatunkéw.
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