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S t r e s z c z e n i e. Badania dotyczące wpływu niedoboru wody na przepuszczalność błon komórko-
wych liści i korzeni siewek jęczmienia jarego odmian Ella i Kucyk przeprowadzono w kontrolowanych 
warunkach. Oceny przepuszczalności błon komórkowych dokonano zmodyfikowaną metodą konduk-
tometryczną. Obliczono względny wyciek elektrolitów (EL) na podstawie wartości przewodnictwa 
elektrycznego. Za pomocą metody spektrofotometrycznej wyznaczono względny współczynnik wycie-
ku (RLR). Stwierdzono, że wartości zarówno EL, jak i RLR wzrastają wraz ze wzrostem niedoboru 
wody. Może to świadczyć o zmianach w błonach komórkowych i utracie przez nie właściwości półprze-
puszczalnych pod wpływem niedoboru wody. Zaobserwowano wyższe wartości współczynnika RLR 
w porównaniu do wartości wskaźnika EL podczas oceny uszkodzeń błon komórkowych liści i korzeni 
siewek obu odmian jęczmienia.

S ł o w a  k l u c z o w e: przepuszczalność błon, niedobór wody, jęczmień, metoda konduktome-
tryczna, metoda spektrofotometryczna

WSTĘP

Jednym z najistotniejszych abiotycznych czynników stresowych jest zjawisko 
suszy. Skutki stresu spowodowanego niedoborem wody destabilizują prawidłowe 
funkcjonowanie organizmu, gdyż w organizmach żywych woda jest niezbędna do 
utrzymania procesów metabolicznych. Susza wywołuje szereg zmian morfologicz-
nych, fizjologicznych i biochemicznych u roślin, ograniczając ich wzrost i rozwój 
(Kocheva i in. 2014, Kaur i Asthir 2017, Sourour i in. 2017). 

Błony komórkowe są jednym z pierwszych celów w czasie oddziaływania wielu 
stresów i uważa się, że utrzymanie ich integralności strukturalnej i stabilności ich 
funkcji w czasie stresu może być miarą tolerancji na ten stres (Blum i Ebercon 1981, 
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Blum 1988, Bajji i in. 2001). Uszkodzenia błon komórkowych przez różne czynniki 
stresowe można łatwo oszacować poprzez pomiar wypływu elektrolitów z komórek 
(Bajji i in. 2001, Demidchik i in. 2014). Wypływ elektrolitów towarzyszy odpowiedzi 
roślin 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 Brzóstowicz 
2015), susza (Bajji i in. 2001, Assaha i in. 2016, Scotti-Campos i Pham-Thi 2016). 
Mechanizmy i rola fizjologiczna tego zjawiska nie są do końca wyjaśnione. Najnowsze 
badania wskazują, że wyciek elektrolitów jest związany głównie z utratą jonów K+ 
z komórek roślinnych, które pośredniczą w przewodnictwie kationów przez błonę. 
Badania Demidchik i in. (2014) wykazały również, że przewodnictwo to obejmuje 
komponenty o różnej kinetyce aktywacji i selektywności kationów. Autorzy ci podają, 
że wypływ elektrolitów jest wykrywany niemal natychmiast po aplikacji czynni-
ka stresowego i trwa od kilku minut do kilku godzin. Jest to spowodowane przede 
wszystkim wypływem K+ i tzw. przeciwjonów (Cl–, HPO4

2–, NO3–), które przenoszą 
się w celu zrównoważenia wypływu dodatnio naładowanych jonów potasu (Palta i in. 
1977, Bajji i in. 2001).

Pomiar wypływu elektrolitów może być skorelowany z innymi fizjologiczny-
mi i biochemicznymi parametrami warunkującymi odpowiedź rośliny na stres np. 
z wartością potencjału osmotycznego (Premachandra i in. 1989), zawartością lipi-
dów w błonach (Lauriano i in. 2000), zawartością proliny (Bandurska 2000), czy 
obecnością reaktywnych form tlenu (Assaha i in. 2016). Inną kwestią jest fakt, że 
pomiar wypływu elektrolitów określa całkowitą ilość wszystkich substancji roz-
puszczonych w roztworze, nie dostarcza informacji na ich temat (nie rozróżnia 
wkładu poszczególnych jonów z przedziałów komórkowych do całkowitej ilości 
wycieku) (Kocheva i in. 2014). Wartość przewodnictwa elektrycznego roztworu 
zależy od wypływu zarówno cząstek organicznych, jak i nieorganicznych (Palta 
i in. 1977). Pomimo licznych zalet danej metody stwierdzono, że wypływ elektroli-
tów zależy od różnych warunków doświadczenia między innymi od: intensywności 
i czasu działania glikolu polietylenowego (Blum i Ebercon 1981, Vasquez-Tello 
i in. 1990), czasu trwania okresu dehydratacji (Bandurska i in. 1997) oraz od ga-
tunku rośliny (Vasquez-Tello i in. 1990).

Metodą stosowaną do określenia uszkodzeń błon komórkowych spowodowa-
nych stresem jest również metoda spektrofotometryczna i wyznaczony względny 
współczynnik wycieku (RLR) (Redmann i in. 1986, Bajji i in. 2001, Vieira Santos 
i in. 2001). Metoda ta jest stosunkowo szybka, prosta i nie ma wad metody konduk-
tometrycznej (Redmann i in. 1986).

Celem pracy była konduktometryczna i spektrofotometryczna ocena przepusz-
czalności błon komórkowych liści i korzeni siewek jęczmienia odmian Ella i Kucyk 
rosnących w warunkach niedoboru wody.
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MATERIAŁ I METODY

Badania miały miejsce w kontrolowanych warunkach temperatury i oświetle-
nia, w minifitotronach, na dwóch odmianach jęczmienia jarego Ella i Kucyk.

 Doświadczenie prowadzono w kulturach wodnych z pożywką Hoaglanda. 
Zastosowano następujące warianty: kontrola (K) oraz dwa poziomy niedoboru wo-
dy S1 i S2. Kontrolę stanowił roztwór pożywki Hoaglanda. Stres niedoboru wody 
w wariantach S1 i S2 otrzymano, stosując glikol polietylenowy o masie cząstecz-
kowej 6000 (PEG 6000). Potencjały osmotyczne –0,5 MPa (S1) i –1,0 MPa (S2) 
uzyskano, dodając do pożywki Hoaglanda odpowiednio 185 g i 275 g PEG 6000 
(wg. Michell i Kauffman 1973).

Ziarniaki rozłożono w kiełkownikach (po 100 sztuk), umieszczono w pojemnikach 
i zalano wcześniej przygotowanymi roztworami. Tak przygotowany materiał umiesz-
czono w minifitotronie w warunkach kontrolowanych: temperatura 20°C, gęstość 
strumienia fotonów fotosyntetycznie aktywnych 350 µmol·m–2·s–1, fotoperiod 14h/10h 
dzień/noc. Od drugiego dnia doświadczenia stopniowo (2°C na dobę) obniżano tempe-
raturę do +12°C. Po 2 tygodniach wzrostu rośliny poddano stresowi niedoboru wody.

Przepuszczalność membran oznaczono w liściach i korzeniach zmodyfikowaną 
metodą konduktometryczną i spektrofotometryczną po 2 tygodniach wzrostu sie-
wek w warunkach niedoboru wody. 

Do metody konduktometrycznej fragmenty liści (4,5 cm) i korzenie (ucię-
te tuż przy ziarniaku) trzykrotnie przepłukano wodą redestylowaną. Następnie 
umieszczono je w osobnych probówkach z 7 ml wody redestylowanej i wytrząsano 
w temperaturze pokojowej (150 c.p.m.) przez 4 h. Przewodnictwo elektryczne (C1) 
powstałych roztworów oznaczono przy użyciu konduktometru CPC – 551 (Elmetron, 
Polska). Roztwór po pomiarze wlewano z powrotem do probówki, w której był 
umieszczony fragment rośliny. Następnie, w celu wywołania maksymalnych uszko-
dzeń, zalane wodą w probówkach fragmenty roślin przeniesiono do zamrażarki 
o temperaturze – 30°C na 24 h. Po szybkim rozmrożeniu i ogrzaniu do temperatury 
pokojowej, po upływie 4 godzin od wyjęcia (w tym 2 godziny na wytrząsarce), wy-
konano ponownie pomiary przewodnictwa elektrycznego (C2). Wyciek elektrolitu 
(EL) obliczono jako względną wartość przewodnictwa elektrycznego roztworu:

o
o

2

1 100
C
C

LE ⋅= (1)

Przepuszczalność membran oznaczono także zmodyfikowaną metodą według 
Redmann i in. (1986). Podobnie jak w przypadku metody konduktometrycznej 
fragmenty liści i korzenie umieszczano w osobnych probówkach z 7 ml wody 
redestylowanej i wytrząsano. Pomiary absorbancji (A280) uzyskanych roztworów 
wykonano przy długości fali 280 nm na skomputeryzowanym spektrofotometrze 
Specord M-40 z oprogramowaniem Aspekt (Carl Zeiss Jena). Użyto kwarcowych 
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kuwet o pojemności 5 ml. Po pomiarze roztwór z powrotem wlewano do probów-
ki i umieszczano w zamrażarce o temperaturze – 30°C na 24 h. Po rozmrożeniu 
i ogrzaniu do temperatury pokojowej po upływie 4 godzin od wyjęcia (w tym 2 go-
dziny na wytrząsarce) ponownie zarejestrowano absorbancję przy 280 nm (A’280). 
Względny współczynnik wycieku (RLR) obliczono jako :

o
o

280
'
280 100

A
ARLR ⋅= (2)

Otrzymane wyniki opracowano statystycznie, porównując ich średnie wartości. 
Wykorzystując dwuczynnikową analizę wariancji i test Tukeya, wydzielono grupy 
jednorodne przy poziomie istotności α < 0,05. Dane opracowano statystycznie przy 
pomocy programu Statistica, wersja 12,0.

WYNIKI I DYSKUSJA

Błony komórkowe są złożonymi i dynamicznymi strukturami, zbudowanymi 
z lipidów i białek. Odgrywają ważną rolę w odporności komórek roślinnych na 
stresy środowiskowe (Yordanov i in. 2000). 

Na rysunku 1 przedstawiono wpływ niedoboru wody na wielkość wypływu 
elektrolitów (EL) oszacowanego metodą konduktometryczną z tkanki liściowej 
oraz korzeni siewek jęczmienia odmiany Ella i Kucyk. Większy w porównaniu 
do kontroli o około 60% wypływ elektrolitów z tkanki liściowej zaobserwowano 
u siewek odmiany Kucyk, rosnących w warunkach niedoboru wody przy potencja-
le osmotycznym roztworu –0,5 MPa (S1) (rys. 1). Wzrost wypływu elektrolitów 
z tkanki liściowej pod wpływem stresu suszy zaobserwowali również Assaha i in. 
(2016). Oceniając wypływ elektrolitów z korzeni obu odmian jęczmienia, za-
uważono , że w przypadku odmiany Ella tylko siewki rosnące przy wariancie S2 
charakteryzowały się istotnie większymi wartościami EL. Natomiast w przypadku 
odmiany Kucyk istotny wzrost wypływu elektrolitów o 15 i 50% w porówna-
niu do kontroli zaobserwowano odpowiednio przy wariantach S1 i S2 (rys. 1b). 
Wartości stosunku C1/C2 były większe w przypadku oceny wypływu elektrolitów 
z korzeni niż tkanki liściowej (rys. 1a i b). W przypadku liści szacowały się na 
poziomie od 3,5 do około 7%, zaś korzeni w zakresie od 16 do około 25%. Wzrost 
wypływu elektrolitów, a więc wzrost względnej wartości przewodnictwa elektrycz-
nego roztworu z tkanki liściowej i korzeni siewek jęczmienia, zwłaszcza odmiany 
Kucyk, wraz ze wzrostem niedoboru wody świadczy o wzroście przepuszczalności 
membran. Wnętrze komórki roślinnej jest wypełnione wodnym roztworem różno-
rodnych substancji organicznych i nieorganicznych. Większa część tych substancji 
jest zdysocjowana, co sprawia, że sok komórkowy jest dość dobrym przewodni-
kiem prądu elektrycznego. Błony komórkowe są wysoce selektywnymi barierami 
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przepuszczalności, ale nie są całkowicie izolujące, ponieważ zawierają specyficzne 
kanały, przenośniki i pompy. Te systemy regulują molekularny i jonowy skład śro-
dowiska wewnątrzkomórkowego. Nieuszkodzona błona komórkowa przepuszcza 
cząsteczki wody do wnętrza komórki, natomiast stanowi barierę dla cząsteczek 
substancji rozpuszczonych w soku komórkowym. Im większy stopień uszkodzenia 
błon przez czynniki stresowe, tym większa cześć zawartości komórki wypłynie na 
zewnątrz. 

Zwiększony wypływ elektrolitów jest wskaźnikiem zmian przepuszczalności 
błon komórkowych pod wpływem stresu suszy. Wypływowi elektrolitów wywo-
łanemu stresem zawsze towarzyszy generowanie i akumulacja reaktywnych form 
tlenu (ROS), co prowadzi do zaprogramowanej śmierci komórki (PCD) (Demidchik 
i in. 2014). Głównym celem ROS są błony komórkowe. ROS powoduje peroksyda-
cję lipidów membranowych, co jest często związane ze zmianą przepuszczalności 
błon, składu i ich struktury (Bajji i in. 2001, Gill i Tuteja 2010, Kocheva i in. 2014).
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Rys. 1. Wpływ niedoboru wody na wypływ elektrolitów (EL) z liści (A) oraz korzeni (B) siewek 
jęczmienia odmiany Ella i Kucyk (wartości oznaczone tymi samymi literami nie różnią się istotnie 
przy poziomie istotności α = 0,05; test Tukeya). K – kontrola, S1 – potencjał osmotyczny –0,5 MPa, 
S2 – potencjał 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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Oceniając przepuszczalność błon komórkowych metodą spektrofotometryczną, 
zaobserwowano podobną tendencję jak przy metodzie konduktometrycznej. 

Istotnie większe wartości wskaźnika RLR z tkanki liściowej w porównaniu do 
kontroli zaobserwowano u siewek odmiany Kucyk rosnących przy wariantach S1 
i S2, natomiast dla siewek odmiany Ella tylko przy wariancie S2 (rys. 2a). Wartości 
wskaźnika RLR wzrosły o 100 i 180% w porównaniu do kontroli odpowiednio 
przy wariantach S1 i S2 dla siewek odmiany Kucyk i o 70% w przypadku odmia-
ny Ella. Wartość wskaźnika RLR z korzeni badanych siewek jest istotnie wyższa 
w stosunku do kontroli tylko w przypadku siewek odmiany Kucyk rosnących przy 
wariancie S2, odpowiadającym niedoborowi wody rzędu –1,0 MPa (rys. 2b). 

W przyjętych warunkach doświadczenia nie stwierdzono istotnych różnic mię-
dzy badanymi odmianami jęczmienia w reakcji na stres niedoboru wody (rys. 1 i 2).
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Rys. 2. Wpływ niedoboru wody na wartość względnego współczynnika wycieku (RLR) liści (A) oraz 
korzeni (B) siewek jęczmienia odmiany Ella i Kucyk (wartości oznaczone tymi samymi literami nie róż-
nią się istotnie przy poziomie istotności α = 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) oceniając przepuszczalność membran metodą kon-
duktometryczną (EC) i na podstawie absorpcji UV (RLR), zaobserwowali wzrost 
wartości wskaźnika RLR oraz wypływu elektrolitów wraz z czasem trwania do-
świadczenia. W ich badaniach KCl zwiększył uszkodzenia błony, przy czym efekt 
ten był bardziej widoczny w liściach niż w korzeniach. Stwierdzili oni również 
spadek zawartości Ca w pędach pod wpływem KCl. Sugerują, że spadek ten może, 
oprócz innych efektów, znacząco wpływać na strukturę błony i przepuszczalność, 
kompozycję ściany komórkowej i inne procesy fizjologiczne.

Dane literaturowe podają, że stres dehydratacyjny może prowadzić do zmian 
w strukturze białek i lipidów oraz dużego zagęszczenia jonów zarówno w wakuoli, 
jak i w cytoplazmie, powodując denaturalizację białek zlokalizowanych w błonach, 
wynikiem czego jest wzrost przepuszczalności błon, powodujący niekontrolowany 
wypływ elektrolitów (Starck i in. 1995). Skład lipidowy błony komórkowej, czyli 
zawartość kwasów tłuszczowych nasyconych i nienasyconych, fosfolipidów w du-
żym stopniu ma wpływ na uszkodzenia błon komórkowych. Stres niedoboru wody 
prowadzi do licznych zmian składu lipidów błonowych, które odgrywają kluczową 
rolę w metabolizmie komórki, utrzymaniu integralności komórki oraz zapewnieniu 
aktywności białek związanych z błoną (Yordanov i in. 2000, Wyka 2004, Scotti-
Campos i Pham-Thi 2016).

WNIOSKI

1. Wartości zarówno przewodnictwa elektrycznego, jak i względnego współ-
czynnika wycieku w większości przypadków wzrastają wraz ze wzrostem niedoboru 
wody. Może to świadczyć o zmianach w błonach komórkowych i utracie przez nie 
właściwości półprzepuszczalnych pod wpływem niedoboru wody.

2. Wyższe wartości przewodnictwa elektrycznego roztworu oraz względnego 
współczynnika wycieku pod wpływem niedoboru wody stwierdzono w przypadku 
korzeni niż liści badanych odmian jęczmienia.

3. Zaobserwowano wyższe wartości współczynnika względnego wycieku 
elektrolitów w porównaniu do wartości wskaźnika wypływu elektrolitów podczas 
oceny uszkodzeń błon komórkowych liści i korzeni siewek obu odmian jęczmienia.
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EVALUATION OF CELL MEMBRANE PERMEABILITY 
OF BARLEY SEEDLINGS IN CONDITIONS OF WATER DEFICIT
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A b s t r a c t. 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.

K e y w o r d s: membrane permeability, water deficit, barley, conductometric method, spectrop-
hotometric method


