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Streszczenie. Badania dotyczace wptywu niedoboru wody na przepuszczalnos¢ bton komorko-
wych lisci 1 korzeni siewek jeczmienia jarego odmian Ella i Kucyk przeprowadzono w kontrolowanych
warunkach. Oceny przepuszczalnosci blon komorkowych dokonano zmodyfikowang metoda konduk-
tometryczng. Obliczono wzgledny wyciek elektrolitow (EL) na podstawie wartosci przewodnictwa
elektrycznego. Za pomoca metody spektrofotometrycznej wyznaczono wzgledny wspotezynnik wycie-
ku (RLR). Stwierdzono, ze wartosci zarowno EL, jak i RLR wzrastaja wraz ze wzrostem niedoboru
wody. Moze to $wiadczy¢ o zmianach w blonach komoérkowych i utracie przez nie wlasciwosci potprze-
puszczalnych pod wptywem niedoboru wody. Zaobserwowano wyzsze wartosci wspotczynnika RLR
w poréwnaniu do warto$ci wskaznika EL podczas oceny uszkodzen bton komorkowych lisci i korzeni
siewek obu odmian jgczmienia.

Stowa kluczowe: przepuszczalno$¢ bton, niedobor wody, jeczmien, metoda konduktome-
tryczna, metoda spektrofotometryczna

WSTEP

Jednym z najistotniejszych abiotycznych czynnikéw stresowych jest zjawisko
suszy. Skutki stresu spowodowanego niedoborem wody destabilizujg prawidlowe
funkcjonowanie organizmu, gdyz w organizmach zywych woda jest niezbedna do
utrzymania procesow metabolicznych. Susza wywotuje szereg zmian morfologicz-
nych, fizjologicznych i biochemicznych u roslin, ograniczajgc ich wzrost i rozwoj
(Kocheva i in. 2014, Kaur i Asthir 2017, Sourour i in. 2017).

Blony komérkowe sg jednym z pierwszych celow w czasie oddzialywania wielu
stresOw 1 uwaza sig, ze utrzymanie ich integralnosci strukturalnej i stabilnosci ich
funkcji w czasie stresu moze by¢ miarg tolerancji na ten stres (Blum i1 Ebercon 1981,
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Blum 1988, Bajji i in. 2001). Uszkodzenia bton komorkowych przez rézne czynniki
stresowe mozna latwo oszacowa¢ poprzez pomiar wyplywu elektrolitow z komodrek
(Bajjiiin. 2001, Demidchik i in. 2014). Wyptyw elektrolitoéw towarzyszy odpowiedzi
ro$lin na stresy takie jak: zasolenie (Lutts i in. 1996, Vieira Santos i in. 2001), wysoka
temperatura (Wilson i in. 2014), niska temperatura (Matuszak-Slamani i Brzostowicz
2015), susza (Bajji i in. 2001, Assaha i in. 2016, Scotti-Campos i Pham-Thi 2016).
Mechanizmy i rola fizjologiczna tego zjawiska nie sa do konca wyjasnione. Najnowsze
badania wskazuja, ze wyciek elektrolitow jest zwigzany gtéwnie z utratg jonow K"
z komorek roslinnych, ktore posrednicza w przewodnictwie kationdw przez btong.
Badania Demidchik i in. (2014) wykazaly rowniez, ze przewodnictwo to obejmuje
komponenty o rdznej kinetyce aktywacji i selektywnosci kationow. Autorzy ci podaja,
ze wyplyw elektrolitow jest wykrywany niemal natychmiast po aplikacji czynni-
ka stresowego 1 trwa od kilku minut do kilku godzin. Jest to spowodowane przede
wszystkim wyptywem K i tzw. przeciwjonow (CI-, HPO,>", NO*), ktore przenosza
si¢ w celu zrownowazenia wyptywu dodatnio natadowanych jonéw potasu (Palta i in.
1977, Bajji i in. 2001).

Pomiar wyptywu elektrolitow moze by¢ skorelowany z innymi fizjologiczny-
mi i biochemicznymi parametrami warunkujacymi odpowiedz ro$liny na stres np.
z warto$cig potencjatu osmotycznego (Premachandra i in. 1989), zawartoscia lipi-
dow w blonach (Lauriano i in. 2000), zawartoscig proliny (Bandurska 2000), czy
obecnoscig reaktywnych form tlenu (Assaha i in. 2016). Inng kwestig jest fakt, ze
pomiar wyptywu elektrolitow okresla catkowita ilos¢ wszystkich substancji roz-
puszczonych w roztworze, nie dostarcza informacji na ich temat (nie rozréznia
wktadu poszczegdlnych jonow z przedziatdéw komorkowych do catkowitej ilosci
wycieku) (Kocheva i in. 2014). Warto$¢ przewodnictwa elektrycznego roztworu
zalezy od wypltywu zaréwno czgstek organicznych, jak i nieorganicznych (Palta
iin. 1977). Pomimo licznych zalet danej metody stwierdzono, ze wyptyw elektroli-
tow zalezy od roznych warunkow doswiadczenia miedzy innymi od: intensywnosci
i czasu dziatania glikolu polietylenowego (Blum i Ebercon 1981, Vasquez-Tello
i 1in. 1990), czasu trwania okresu dehydratacji (Bandurska i in. 1997) oraz od ga-
tunku ro§liny (Vasquez-Tello i in. 1990).

Metoda stosowana do okreslenia uszkodzen bton komoérkowych spowodowa-
nych stresem jest rowniez metoda spektrofotometryczna i wyznaczony wzgledny
wspotczynnik wycieku (RLR) (Redmann i in. 1986, Bajji i in. 2001, Vieira Santos
iin. 2001). Metoda ta jest stosunkowo szybka, prosta i nie ma wad metody konduk-
tometrycznej (Redmann i in. 1986).

Celem pracy byta konduktometryczna i spektrofotometryczna ocena przepusz-
czalno$ci bton komoérkowych lisci i korzeni siewek jeczmienia odmian Ella i Kucyk
rosnacych w warunkach niedoboru wody.
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MATERIAL I METODY

Badania miaty miejsce w kontrolowanych warunkach temperatury i o$wietle-

nia, w minifitotronach, na dwdéch odmianach jeczmienia jarego Ella i Kucyk.

Doswiadczenie prowadzono w kulturach wodnych z pozywka Hoaglanda.
Zastosowano nastepujace warianty: kontrola (K) oraz dwa poziomy niedoboru wo-
dy S1 i S2. Kontrole stanowit roztwor pozywki Hoaglanda. Stres niedoboru wody
w wariantach S1 1 S2 otrzymano, stosujac glikol polietylenowy o masie czgstecz-
kowej 6000 (PEG 6000). Potencjaty osmotyczne —0,5 MPa (S1) i —1,0 MPa (S2)
uzyskano, dodajac do pozywki Hoaglanda odpowiednio 185 g i 275 g PEG 6000
(wg. Michell i Kauffman 1973).

Ziarniaki roztozono w kietkownikach (po 100 sztuk), umieszczono w pojemnikach
i zalano wcze$niej przygotowanymi roztworami. Tak przygotowany material umiesz-
czono w minifitotronie w warunkach kontrolowanych: temperatura 20°C, ggstos¢
strumienia fotonow fotosyntetycznie aktywnych 350 pmol-m *+s™!, fotoperiod 14h/10h
dzien/noc. Od drugiego dnia doswiadczenia stopniowo (2°C na dobg) obnizano tempe-
rature do +12°C. Po 2 tygodniach wzrostu ro$liny poddano stresowi niedoboru wody.

Przepuszczalno$¢ membran oznaczono w lisciach i korzeniach zmodyfikowang
metoda konduktometryczng i spektrofotometryczng po 2 tygodniach wzrostu sie-
wek w warunkach niedoboru wody.

Do metody konduktometrycznej fragmenty lisci (4,5 c¢cm) i korzenie (ucig-
te tuz przy ziarniaku) trzykrotnie przeptukano woda redestylowana. Nast¢pnie
umieszczono je w osobnych probéwkach z 7 ml wody redestylowanej i wytrzasano
w temperaturze pokojowej (150 c.p.m.) przez 4 h. Przewodnictwo elektryczne (C,)
powstatych roztwordéw oznaczono przy uzyciu konduktometru CPC—551 (Elmetron,
Polska). Roztwor po pomiarze wlewano z powrotem do probowki, w ktorej byt
umieszczony fragment rosliny. Nastepnie, w celu wywotania maksymalnych uszko-
dzen, zalane woda w probowkach fragmenty roslin przeniesiono do zamrazarki
o temperaturze — 30°C na 24 h. Po szybkim rozmrozeniu i ogrzaniu do temperatury
pokojowej, po uptywie 4 godzin od wyjecia (w tym 2 godziny na wytrzasarce), wy-
konano ponownie pomiary przewodnictwa elektrycznego (C,). Wyciek elektrolitu
(EL) obliczono jako wzgledng warto$¢ przewodnictwa elektrycznego roztworu:

Cl

EL= o 1009, (h

Przepuszczalno$¢ membran oznaczono takze zmodyfikowang metoda wedtug
Redmann i in. (1986). Podobnie jak w przypadku metody konduktometryczne;j
fragmenty lisci 1 korzenie umieszczano w osobnych proboéwkach z 7 ml wody
redestylowanej i wytrzgsano. Pomiary absorbancji (A,g) uzyskanych roztworow
wykonano przy dlugosci fali 280 nm na skomputeryzowanym spektrofotometrze
Specord M-40 z oprogramowaniem Aspekt (Carl Zeiss Jena). Uzyto kwarcowych
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kuwet o pojemnosci 5 ml. Po pomiarze roztwor z powrotem wlewano do probow-
ki i umieszczano w zamrazarce o temperaturze — 30°C na 24 h. Po rozmrozeniu
1 ogrzaniu do temperatury pokojowej po uptywie 4 godzin od wyj¢cia (w tym 2 go-
dziny na wytrzasarce) ponownie zarejestrowano absorbancje przy 280 nm (A’»g).
Wzgledny wspotczynnik wycieku (RLR) obliczono jako :

RLRzﬂ-wo% )
280
Otrzymane wyniki opracowano statystycznie, poréwnujac ich $rednie wartosci.
Wykorzystujac dwuczynnikowa analize wariancji i test Tukeya, wydzielono grupy
jednorodne przy poziomie istotnosci o < 0,05. Dane opracowano statystycznie przy
pomocy programu Statistica, wersja 12,0.

WYNIKI I DYSKUSJA

Btony komérkowe sg ztozonymi i dynamicznymi strukturami, zbudowanymi
z lipidow 1 biatek. Odgrywaja wazng role w odpornosci komoérek roslinnych na
stresy srodowiskowe (Yordanov i in. 2000).

Na rysunku 1 przedstawiono wptyw niedoboru wody na wielkos¢ wyptywu
elektrolitow (EL) oszacowanego metoda konduktometryczng z tkanki lisciowej
oraz korzeni siewek jeczmienia odmiany Ella i Kucyk. Wigkszy w porownaniu
do kontroli o okoto 60% wyplyw elektrolitow z tkanki liSciowej zaobserwowano
u siewek odmiany Kucyk, rosnacych w warunkach niedoboru wody przy potencja-
le osmotycznym roztworu —0,5 MPa (S1) (rys. 1). Wzrost wyptywu elektrolitow
z tkanki liSciowej pod wptywem stresu suszy zaobserwowali rowniez Assaha i in.
(2016). Oceniajac wyptyw elektrolitdw z korzeni obu odmian jgczmienia, za-
uwazono , ze w przypadku odmiany Ella tylko siewki rosngce przy wariancie S2
charakteryzowaty si¢ istotnie wigkszymi wartosciami EL. Natomiast w przypadku
odmiany Kucyk istotny wzrost wyplywu elektrolitow o 15 1 50% w pordéwna-
niu do kontroli zaobserwowano odpowiednio przy wariantach S1 i S2 (rys. 1b).
Wartosci stosunku C1/C2 byty wieksze w przypadku oceny wyptywu elektrolitow
z korzeni niz tkanki lisciowej (rys. la i b). W przypadku lisci szacowaty si¢ na
poziomie od 3,5 do okoto 7%, za$ korzeni w zakresie od 16 do okoto 25%. Wzrost
wyptywu elektrolitow, a wiec wzrost wzglednej wartosci przewodnictwa elektrycz-
nego roztworu z tkanki lisciowej i korzeni siewek jeczmienia, zwlaszcza odmiany
Kucyk, wraz ze wzrostem niedoboru wody swiadczy o wzro$cie przepuszczalnosci
membran. Wnetrze komorki roslinnej jest wypetlione wodnym roztworem rézno-
rodnych substancji organicznych i nieorganicznych. Wigksza cze$¢ tych substancji
jest zdysocjowana, co sprawia, ze sok komorkowy jest do§¢ dobrym przewodni-
kiem pradu elektrycznego. Btony komorkowe sg wysoce selektywnymi barierami
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przepuszczalno$ci, ale nie sg caltkowicie izolujace, poniewaz zawieraja specyficzne
kanaly, przenos$niki i pompy. Te systemy regulujg molekularny i jonowy sktad $ro-
dowiska wewnatrzkomoérkowego. Nieuszkodzona blona komorkowa przepuszceza
czasteczki wody do wnetrza komorki, natomiast stanowi bariere dla czasteczek
substancji rozpuszczonych w soku komoérkowym. Im wigkszy stopien uszkodzenia
bton przez czynniki stresowe, tym wigksza cze$¢ zawartosci komorki wyptynie na
Zewnatrz.

Zwickszony wyplyw elektrolitow jest wskaznikiem zmian przepuszczalno$ci
bton komérkowych pod wplywem stresu suszy. Wyplywowi elektrolitow wywo-
fanemu stresem zawsze towarzyszy generowanie i akumulacja reaktywnych form
tlenu (ROS), co prowadzi do zaprogramowanej $§mierci komorki (PCD) (Demidchik
1in. 2014). Gléwnym celem ROS sa btony komoérkowe. ROS powoduje peroksyda-
cj¢ lipidow membranowych, co jest czgsto zwigzane ze zmiang przepuszczalnosci
bton, sktadu i ich struktury (Bajjiiin. 2001, Gill i Tuteja 2010, Kocheva i in. 2014).
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Rys. 1. Wplyw niedoboru wody na wyptyw elektrolitéw (EL) z lisci (A) oraz korzeni (B) siewek
jeczmienia odmiany Ella i Kucyk (wartosci oznaczone tymi samymi literami nie rdznig si¢ istotnie
przy poziomie istotnosci oo = 0,05; test Tukeya). K — kontrola, S1 — potencjat osmotyczny —0,5 MPa,
S2 — potencjat osmotyczny —1,0 MPa

Fig. 1. Effect of water deficit on electrolyte leakage (EL) from leaves and roots of barley seedlings
cv Ella and Kucyk cultivars. Values marked by the same letter do not differ significantly according to
Tukey’s test, at p = 0.05. K — control, S1 — osmotic potential -0.5 MPa, S2 — osmotic potential —1.0 MPa
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Oceniajac przepuszczalnos¢ bton komorkowych metodg spektrofotometryczna,
zaobserwowano podobng tendencje jak przy metodzie konduktometrycznej.

Istotnie wigksze warto$ci wskaznika RLR z tkanki liSciowej w porownaniu do
kontroli zaobserwowano u siewek odmiany Kucyk rosnacych przy wariantach S1
1 S2, natomiast dla siewek odmiany Ella tylko przy wariancie S2 (rys. 2a). Wartosci
wskaznika RLR wzrosty o 100 i 180% w poréwnaniu do kontroli odpowiednio
przy wariantach S1 1 S2 dla siewek odmiany Kucyk i o 70% w przypadku odmia-
ny Ella. Warto$¢ wskaznika RLR z korzeni badanych siewek jest istotnie wyzsza
w stosunku do kontroli tylko w przypadku siewek odmiany Kucyk rosnacych przy
wariancie S2, odpowiadajacym niedoborowi wody rzedu —1,0 MPa (rys. 2b).

W przyjetych warunkach do$wiadczenia nie stwierdzono istotnych réznic mig-
dzy badanymi odmianami jeczmienia w reakcji na stres niedoboru wody (rys. 11 2).
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Rys. 2. Wplyw niedoboru wody na wartos¢ wzglednego wspotczynnika wycieku (RLR) lisci (A) oraz
korzeni (B) siewek jeczmienia odmiany Ella i Kucyk (warto$ci oznaczone tymi samymi literami nie r6z-
nig sig istotnie przy poziomie istotnosci a = 0,05; test Tukeya). K — kontrola; S1 — stres niedoboru wody
o potencjale osmotycznym —0,5 MPa; S2 — stres niedoboru wody o potencjale osmotycznym —1,0 MPa

Fig. 2. Effect of water deficit on relative leakage ratio (RLR) from leaves and roots of barley seedlings
cv Ella and Kucyk cultivars. Values marked by the same letter do not differ significantly according to
Tukey’s test, at p = 0.05. K — control; S1 — osmotic potential 0.5 MPa; S2 — osmotic potential —1.0 MPa
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Vieira Santos i in. (2001) oceniajac przepuszczalno§¢ membran metoda kon-
duktometryczng (EC) i na podstawie absorpcji UV (RLR), zaobserwowali wzrost
wartosci wskaznika RLR oraz wyptywu elektrolitow wraz z czasem trwania do-
swiadczenia. W ich badaniach KCI zwigkszyt uszkodzenia btony, przy czym efekt
ten byl bardziej widoczny w lisciach niz w korzeniach. Stwierdzili oni réwniez
spadek zawartosci Ca w pgdach pod wptywem KCI. Sugeruja, ze spadek ten moze,
oprocz innych efektow, znaczaco wplywac na strukturg blony i przepuszczalnosc,
kompozycje $ciany komorkowej i inne procesy fizjologiczne.

Dane literaturowe podaja, ze stres dehydratacyjny moze prowadzi¢ do zmian
w strukturze biatek i lipidow oraz duzego zageszczenia jonow zarowno w wakuoli,
jak 1 w cytoplazmie, powodujac denaturalizacje biatek zlokalizowanych w btonach,
wynikiem czego jest wzrost przepuszczalnos$ci bton, powodujacy niekontrolowany
wyptyw elektrolitow (Starck i in. 1995). Sktad lipidowy btony komorkowej, czyli
zawartos¢ kwasow thuszczowych nasyconych i nienasyconych, fosfolipidow w du-
zym stopniu ma wplyw na uszkodzenia bton komoérkowych. Stres niedoboru wody
prowadzi do licznych zmian sktadu lipidow btonowych, ktore odgrywaja kluczowa
role w metabolizmie komorki, utrzymaniu integralno$ci komorki oraz zapewnieniu
aktywnosci bialek zwigzanych z blong (Yordanov i in. 2000, Wyka 2004, Scotti-
Campos i Pham-Thi 2016).

WNIOSKI

1. Wartos$ci zaréwno przewodnictwa elektrycznego, jak i wzglednego wspot-
czynnika wycieku w wiekszosci przypadkow wzrastaja wraz ze wzrostem niedoboru
wody. Moze to $wiadczy¢ o zmianach w blonach komorkowych i utracie przez nie
wlasciwosci potprzepuszczalnych pod wptywem niedoboru wody.

2. Wyzsze wartosci przewodnictwa elektrycznego roztworu oraz wzglednego
wspotczynnika wycieku pod wptywem niedoboru wody stwierdzono w przypadku
korzeni niz lici badanych odmian jeczmienia.

3. Zaobserwowano wyzsze wartosci wspotczynnika wzglednego wycieku
elektrolitéw w poréwnaniu do wartosci wskaznika wyplywu elektrolitow podczas
oceny uszkodzen bton komoérkowych lisci i korzeni siewek obu odmian jgczmienia.
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EVALUATION OF CELL MEMBRANE PERMEABILITY
OF BARLEY SEEDLINGS IN CONDITIONS OF WATER DEFICIT
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Abstract. The impact of water deficit on cell membrane permeability of leaves and roots of
spring barley seedlings cultivars Ella and Kucyk was studied in controlled conditions. The evaluation
of membrane permeability was conducted using a modified conductometric method. The relative elec-
trolyte leakage (EL) was calculated on the basis of relative electrical conductivity values. The relative
leakage ratio (RLR) was determined by a spectrophotometric method. The values of electrolyte leakage
and relative leakage increased with increasing water deficit. This may indicate changes in membrane
permeability, stability and integrity due to water deficit. Higher RLR values were observed compared
to the EC value when evaluating damage to cell membrane of leaf and roots of both barley cultivars.

Keywords: membrane permeability, water deficit, barley, conductometric method, spectrop-
hotometric method



