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Streszczenie

Nadprodukcja proliny jest czesto obserwowana u roslin doswiadczajgcych réznego rodzaju streséw,
szczegolnie suszy, ktéra wigze sie z obnizeniem turgoru komoérek. Oznaczenie koncentracji tego
aminokwasu, wraz z innymi parametrami molekularnymi, moze umozliwi¢ analize mechanizmdow
molekularnych uruchamianych w roslinach w odpowiedzi na stres. Dlatego podjeto prace nad
optymalizacjg mikroptytkowej metody oznaczania L-proliny pod katem jej wykorzystania do badania
wplywu suszy na zawarto$¢ tego aminokwasu w roSlinach ziemniaka.

Stowa kluczowe: susza, tolerancja odmian ziemniaka na susze, L-prolina

Abstract

Overproduction of proline is often observed in plants experiencing a variety of stresses, particularly
drought stress, which is associated with lowered cell turgor. Determining the concentration of this
amino acid along with other molecular parameters may facilitate analysis of molecular mechanisms
activated in plants in response to stress. Therefore, the study has been undertaken on the
optimization of the microplate L-proline assay for its use to investigate the effect of drought on the
content of this amino acid in potato plants.
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Susza jest najwazniejszym ze streséw abiotycznych, bowiem ma najwiekszy wptyw na
plonowanie wszystkich roslin uprawnych. W zwigzku z postepujgcym globalnym ociepleniem
klimatu zaczyna dotykaC rowniez te regiony naszej planety, gdzie wczesniej wystepowata
sporadycznie. W strefach o klimacie umiarkowanym wzrasta ilos¢ opaddéw w okresie
zimowym przy jednoczesnym ich spadku w sezonie wegetacyjnym (Haverkort, Verhagen
2008). W Polsce od roku 1983 do 2002 lata z optymalnym dla uprawy ziemniakéw poziomem
opadow wystgpity tylko pie¢ razy (za Boguszewska-Mankowska 2016), a zagrozenie
ziemniakow suszg raportowano w okresie 2009-2011 (Boguszewska-Mankowska 2016).

Wspdtczesnie uprawiane odmiany ziemniaka majg duze wymagania wodne i przez to sg
bardzo wrazliwe na niedobér wody w glebie. Pomimo to ich zdolno$¢ do tolerowania suszy
jest bardzo zréznicowana. Stwarza to mozliwos¢ racjonalnego doboru odmian pod wzgledem
wysokiej tolerancji na susze (Boguszewska 2014, Boguszewska-Mankowska 2016). Jednym
z mechanizméw lezgcych u podstaw zdolnosci roslin do tolerowania suszy jest akumulacja
substancji obnizajgcych cisnienie osmotyczne (osmoprotektantéw), ktéra zapobiega utracie
wody z komorki (Boguszewska-Mankowska 2016). Odmiany ziemniaka dobrze tolerujgce
susze charakteryzujg sie szybkg akumulacjg L-proliny (Bundig i in. 2017). Dlatego celem
pracy byta optymalizacja metody oznaczania tego osmoprotektanta i ocena wpltywu suszy na
jego akumualacje w odmianach ziemniaka o zréznicowanej tolerancji na susze.

Materiat i metody
Optymalizacja warunkéw ekstrakcji L-proliny. L-proline oznaczano wg Carillo i innych
(2008) z modyfikacjami. Liscie ziemniaka utarto na proszek w cieklym azocie. Z proszku



odwazono szes¢ serii préb po 20 mg kazda. Kazda seria byta wykonana w 3 powtdérzeniach.
Do trzech serii dodano 200 nmoli L-proliny na kazde 20 mg tkanki (10 nmoli/mg). Proby
zawieszono w 1 ml 96-proc. etanolu lub 1 ml 70-proc. etanolu, lub 1 ml wody. Nastepnie
wytrzgsano przez 10 min i inkubowano przez 20 min w 95°C. Po odwirowaniu (14
000xg/4°C/5 min) supernatanty (0,05 ml) przeniesiono do probowek zawierajgcych 0,1 ml
roztworu ninhydryny (1-proc. ninhydryna w 60-proc. kwasie octowym i 20-proc. etanolu).
Préby inkubowano w 95°C przez 20 min. Po ochtodzeniu oraz odwirowaniu (2500xg/1 min)
0,1 ml supernatantu przeniesiono do studzienek mikroptytki i wykonano pomiar absorbang;ji
w 520 nm.

Koncentracje L-proliny obliczono z krzywej kalibracyjnej, uzyskanej dla wzorcowych
roztworow o znanej koncentracji L-proliny. Wydajnosc¢ ekstrakcji L-proliny obliczono z réznicy
koncentracji L-proliny dodanej do badanych préb i oznaczonej po ekstrakcji. Pomiar
koncentracji L-proliny wykonano w mikroptytkach, a absorbancje mierzono za pomocg
spektrofotometru mikroptytkowego Epoch (BioTek).

Wplyw suszy na koncentracje L-proliny w lisSciach ziemniaka. Do badania odmian
zastosowano ekstrakcje wodg. Oznaczono zawartos¢ L-proliny w grupie 6 odmian
réznigcych sie podatnoscig na stres suszy: Gwiazda, Oberon, Cekin, Tajfun, Bogatka,
Gawin. Odmiany podzielono na dwie grupy, jedng podlewano, drugg poddano stresowi
suszy. Po 20 dniach uprawiania w fitotronie oznaczono w badanych odmianach zawartosé
proliny. Réwnolegle te same odmiany badano w doswiadczeniu wazonowym, w ktérym
okreslono wptyw suszy na plon bulw.

Wyniki i dyskusja

W badaniach wazonowych najmniejszym spadkiem plonu pod wplywem suszy
charakteryzowata sie odmiana Gwiazda (10%), a najwiekszym — Cekin (46%). Niski spadek
plonu bulw charakteryzowat grupe Bogatka, Tajfun i Satina. Wysoki spadek plonu bulw miaty
Oberon i Gawin. Wydajno$¢ ekstrakcji L-proliny z tkanki ziemniaka byta wysoka niezaleznie
od tego, czy stosowano do ekstrakcji etanol, czy wode (rys. 1).
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Rys. 1. Wydajno$¢ ekstrakcji L-proliny z tkanki ziemniaka etanolem w réznym stezeniu i wodg.
A — do préb dodawano po 10 nmoli L-proliny na 1 mg $wiezej masy (dodana), kontrole stanowity
proby, do ktorych nie dodawano L-proliny (niedodana). B — wydajnos¢ ekstrakcji L-proliny obliczona po
odjeciu stezenia L-proliny naturalnie wystepujgcej w tkance ziemniaka. Stupki btedu reprezentujg
odchylenie standardowe

Ekstrakcja etanolem pozwolita na 90-96-proc. odzysk dodanej do tkanki L-proliny,
podczas gdy ekstrakcja wodg umozliwita catkowite odzyskanie dodanego aminokwasu (rys.
1B). Nieznacznie lepszy wynik uzyskano, stosujgc wode. Koncentracja L-proliny w tkance
Ziemniaka, do ktérej nie dodano L-proliny, wynosita ok. 1-2 nmoli/mg tkanki (rys. 1A, panel
niedodana L-prolina). W prébach, do ktorych dodano 10 nmoli L-proliny na 1 mg tkanki,
koncentracja tego aminokwasu miescita sie w zakresie 10-12 nmoli/mg (rys. 1A, panel
dodana L-Prolina).



Réznica miedzy etanolem a wodg zastosowanymi do ekstrakcji proliny nie jest istotna.
Dlatego do oznaczania poziomu stezenia L-proliny w odmianach ziemniaka podlewanych i
poddanych stresowi suszy wybrano ekstrakcje wodg, gdyz dzieki temu metoda jest prostsza i
tansza. Koncentracja L-proliny w grupie odmian podlewanych wahata sie w zakresie od 1
(Bogatka, Gawin) do 1,6-1,7 (Oberon, Tajfun) nmola/mg swiezej masy (rys. 2 Kontrola, tab.
1).
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Rys. 2. Wzrost stezenia L-proliny w $wiezej masie (FW) badanych odmian ziemniaka
pod wptywem suszy. Stupki btedu reprezentujg odchylenie standardowe

Poréwnanie stezenia L-proliny w Swiezej masie odmian podlewanych ze stezeniem tego
aminokwasu w Swiezej masie odmian poddanych suszy wykazato znaczny wzrost jej
koncentracji, indukowany przez susze. Koncentracja L-proliny wzrosta 14-16 razy w Swiezej
masie odmian Oberon i Tajfun, 22-25 razy w odmianach Gawin i Gwiazda i 30-34 razy w
odmianach Bogatka i Cekin (rys. 2 Susza, tab. 1).

Najnizsze stezenie L-proliny w warunkach suszy glebowej stwierdzono u odmian Gawin i
Oberon (21,3 i 23,5 nmola/mg $wiezej masy). Tajfun, Bogatka i Gwiazda miaty zblizong
koncentracje L-proliny, pomiedzy 27-33,5 nmola/mg $wiezej masy. Najwyzsze stezenie L-
proliny (47 nmoli/mg) stwierdzono w Swiezej masie odmiany Cekin (tab. 1). Pod wzgledem
kryterium rolniczego odmiana ta charakteryzowata sie najwiekszym spadkiem plonu w
warunkach suszy glebowej, sposréd badanych odmian.

Tabela 1
Stezenie L-proliny (nmol/mg swiezej masy) oznaczone dla odmian
podlewanych (Kontrola) i odmian poddanych 20-dniowemu stresowi suszy (Susza)

. Kontrola Susza Wzrost

Odmiana -

nmol/mg SD N nmol/mg SD N krotnos¢
Gwiazda 1,357 0,410 3 33,43 7,47 6 24,6
Oberon 1,619 0,297 3 23,50 3,99 6 14,5
Cekin 1,371 0,480 6 46,89 15,53 6 34,2
Tajfun 1,736 0,272 3 27,27 7,40 6 15,7
Bogatka 1,006 0,193 3 30,21 2,42 6 30,0
Gawin 0,943 0,015 3 21,26 4,00 6 22,5

SD - odchylenie standardowe, N — liczba powtérzen. Wzrost stezenia L-proliny pod wptywem suszy
obliczano, dzielgc koncentracje L-proliny w swiezej masie roslin poddanych suszy przez koncentracje
tego aminokwasu w swiezej masie roslin podlewanych

W doswiadczeniu wykonanym w pomieszczeniu fitotronowym jedynym czynnikiem
stresowym byta susza glebowa, pozostate parametry, takie jak temperatura czy wilgotnosé
powietrza, miaty wartosci optymalne. W doswiadczeniach wazonowych czy polowych



dodatkowym czynnikiem zazwyczaj jest stres termiczny. Dlatego w celu znalezienia zwigzku
pomiedzy dziataniem stresu a odpowiedzig roslin polegajacg na zmianach stezenia L-proliny,
W powigzaniu z poziomem strat w plonie, prowadzone sg dalsze badania, rozszerzone o
wplyw stresu termicznego na koncentracje tego aminokwasu w tkankach ziemniaka.

Podsumowanie

Wydajnos¢ ekstrakcji L-proliny z tkanki ziemniaka wynosi ponad 90% niezaleznie od tego,
czy do ekstrakcji stosuje sie etanol, czy wode. Zastosowana metoda pozwala na szybkie
oznaczenie stezenia L-proliny w duzej liczbie prob. Stres suszy indukuje znaczny wzrost
stezenia L-proliny we wszystkich badanych odmianach ziemniaka. Najmniejszy wzrost
stezenia L-proliny pod wptywem suszy obserwowano u odmian Oberon i Tajfun, a najwyzszy
u odmian Bogatka i Cekin. Dwie ostatnie odmiany w znaczgcym stopniu réznig sie spadkiem
plonu w odpowiedzi na susze. Dlatego w $wietle uzyskanych wynikow nie mozna stwierdzié¢
zwigzku pomiedzy indukowanym przez susze wzrostem koncentracji L-proliny w badanych
odmianach a poziomem spadku plonu bulw. Poznanie roli L-proliny w odpowiedzi odmian
ziemniaka na susze wymaga dalszych badan.
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