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Abstract

The effect of water deficiency in vitro and in a greenhouse on the concentra-
tion of free proline in the leaves of explants and raspberry plants of the ‘Canby” and
‘Polka’ cultivars was examined. The purpose of this work was to determine whether
proline may be a marker of drought stress and whether its application to the in vitro
medium or foliarly on plants in the greenhouse will increase the concentration of
endogenous free proline. In in vitro cultures, polyethylene glycol (PEG) and/or L-
proline was added to media with different growth regulators, and the plants in the
greenhouse were sprayed with L-proline. The concentration of free proline in the
leaves was determined at different stress period. The addition of PEG and L-proline
to the medium increased the concentration of free proline in the leaves in proportion
to the concentration in the medium of these compounds and depending on the com-
position of growth regulators in the medium. The highest proline concentration was
found in the leaves from medium without growth regulators, and the lowest in leaves
from medium with IBA. Stress marker was not revealed on this medium. The con-
centration of free proline in the leaves of plants growing in the greenhouse increased
many times due to the lack of water. Also spraying plants with L-proline increased
the concentration of free proline in the leaves. The proline concentration in the leaves
may be a marker of the raspberry reaction to water scarcity, both in in vitro shoot
tests on medium without growth regulators, and in greenhouse tests.
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WSTEP
Malina jest jedng z wazniejszych roslin jagodowych w polskim ogrod-
nictwie. Jest uprawiana na duzg skale ze wzglgedu na warto$ci odzywcze, die-
tetyczne 1 lecznicze. Krzewy malin sg bardzo wrazliwe na niedobor wody, co
wynika z plytkiego systemu korzeniowego (Morales i in. 2013). Wedtug tych
autorow deficyt wody obnizal plonowanie w biezacym i nastepnym roku od-
mian owocujacych na pedach 2-letnich i przyspieszat wchodzenie w okres
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spoczynku roslin odmian powtarzajacych. Szczegolne zapotrzebowanie na
wod¢ wystepuje W czasie owocowania. W warunkach klimatu umiarkowa-
nego rosliny narazone sg na niedobory wody i okresowy stres suszy wynika-
jace z niekorzystnego rozktadu opadéw w czasie sezonu wegetacyjnego. Pier-
wotny czynnik stresowy, jakim jest susza, wywotuje stres osmotyczny, ktory
moze powodowac nieodwracalne zmiany na poziomie subkomoérkowym. Od-
powiedzig obronng roslin na stres osmotyczny jest zwigkszona produkcja
i akumulacja osmoprotektantow (Karolewski 1996; Chotuj i in. 2008).
Zwiazki te nie sg toksyczne w wyzszych stezeniach, powoduja jedynie obni-
zenie potencjalu wody, zapobiegajac jej wyptywowi z komorki. Jednym
z osmoprotektantow jest prolina, ktorej zmiany ilosciowe, w wyniku odpo-
wiedzi rosliny na czynniki stresowe, od szeregu lat sg przedmiotem badan
(Karolewski 1996). Cho¢ prolina jest wskaznikiem niespecyficznym, wytwa-
rzanym i akumulowanym przez rosliny pod wptywem stresOw réznego po-
chodzenia, to jej stezenie moze by¢ wskaznikiem dla oceny reakcji roslin na
kontrolowany czynnik stresowy. Zdolnos¢ do produkcji proliny jest uwarun-
kowana genetycznie i skorelowana z tolerancjg suszy i zasolenia (Georgieva
i in. 2004; Chaitanya i in. 2009; Mafakheri i in. 2010; Morales i in. 2013).
W zwigzku z powyzszym czynione byly proby, aby egzogenne zastosowanie
proliny wykorzysta¢ do zwigkszenia odpornosci na susze i zasolenie (Roy
i in. 1993; Gadallah 1999; Heuer 2003; Ali i in. 2008; Athar i in. 2009; Huang
i in. 2009; Dawood i in. 2014). W Polsce, podobnie jak w innych krajach
naszej strefy klimatycznej, wystgpuja dlugotrwate okresy suszy glebowe;j,
ktore hamujg wzrost i obnizaja plonowanie maliny.

Celem niniejszych badan byto poznanie reakcji dwoch odmian maliny
czerwonej na stres spowodowany deficytem wody w warunkach in vitro
I w szklarni, wyrazonej przez zmiany st¢zenia proliny w liciach oraz stwier-
dzenie, czy poziom proliny moze by¢ markerem reakcji maliny na stres. Ba-
dano takze wptyw egzogennie podanej proliny, do pozywki oraz na liScie ro-
§lin w szklarni w formie oprysku, na jej stezenie w lisciach, w celu uzyskania
informacji na temat mozliwosci regulowania skutkéw stresu wodnego.

MATERIALY | METODY

Doswiadczenia w warunkach in vitro

Przedmiotem badan byty pedy z ustalonej kultury in vitro dwoch od-
mian maliny — ‘Canby’ (owocujaca na pedach 2-letnich) i ‘Polka’ (powtarza-
jaca). Namnazanie pedow do doswiadczen wykonywano na pozywce zawie-
rajacej sole mineralne wedhug Murashige i Skoog (1962) (MS), 30 g-dm™
sacharozy, witaminy (Woody Plant Medium — WPM) (Lloyd i McCown
1980), 50 mg-dm™ chelatu zelaza (FeEDDHA), agar Plant 5,5 g-dm™ oraz
0,8 mg-dm= BAP i 0,1 mg-dm™ kwasu indolilo-3-octowego (IAA). Ukorze-
nianie prowadzono na pozywce agarowej 0 zmniejszonym o % stezeniu soli
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MS, zawierajacej witaminy WPM, z dodatkiem 1,0 mg-dm™ kwasu indolilo-
3-mastowwego (IBA). Wykonano 3 do§wiadczenia w warunkach in vitro.
Doswiadczenie 1

Badano wptyw glikolu polietylowego 6000 (PEG) w stezeniach 0, 0,5,
1i 2 g-dm= dodanego do pozywek w celu symulowania warunkéw suszy.
Jedna pozywka nie zawierata regulatoréw wzrostu, do drugiej dodano BAP
I IAA. Reakcje na stres suszy mierzono przez oznaczanie st¢zenia wolnej pro-
liny w lisciach mikropedow przez 4 tygodnie, co 7 dni. Zawarto$¢ proliny
oznaczano w reakcji ninhydrynowej, wedlug metody Bates i in. (1973).
W tym celu ucierano 0,5 g lisci dodajac 10 ml 3% kwasu 5-sulfosalicylo-
wego, nastgpnie homogenat filtrowano przez bibute Whatman nr 2. Do 2 ml
filtratu dodawano 2 ml kwasu ninhydrynowego i 2 ml kwasu octowego lodo-
watego. Mieszaning inkubowano w bloku termicznym w temperaturze
100 °C przez 1 h, a nast¢pnie chtodzono na lodzie. Do chtodnej mieszaniny
reakcyjnej dodawano 4 ml toluenu i intensywnie mieszano przez wortekso-
wanie przez 15 sek. Z gornej warstwy mieszaniny pobierano 1 ml i mierzono
ekstynkcje przy dlugosci fali 520 nm. Jako probe 0 uzywano toluenu. Zawar-
to$¢ proliny (w pg-g?! $wiezej masy) obliczano z krzywej regresji wyznaczo-
nej na podstawie standardu.
Doswiadczenie 2

Badano wplyw dodatku L-proliny do pozywki na st¢zenie wolnej proliny
w lisciach. Zastosowano 4 stezenia proliny: 0, 115,1; 230,2 i 345,3 mg-dm (0,
1, 2 i 3 mM). Proling dodawano do pozywki bez regulatorow wzrostu, do
pozywki do namnazania pedéw z dodatkiem BAP i IAA oraz do ukorzeniania
z dodatkiem IBA. St¢zenie wolnej proliny w liciach oznaczano po 4 tygo-
dniach. Oceniano wplyw proliny na ukorzenianie pedow oOraz na parametry
wzrostu mikroros$lin posadzonych w szklarni.
Doswiadczenie 3

Badano akumulacj¢ wolnej proliny w lisciach eksplantatow pedowych
rosnacych przez 4 tygodnie na pozywkach bez regulatorow, z dodatkiem
2 g-dm= PEG lub 2 mM proliny oddzielnie oraz tacznie. W szklarni po 2
miesigcach od posadzenia oceniano takze wptyw wymienionych zwiazkow
dodanych do pozywki na ukorzenianie oraz na wysoko$¢ pedu, liczbe lisci,
suchg mase oraz zawartos¢ chlorofilu (Chlorofil Content Meter CCM-200
Opti-Sciences).
Doswiadczenia szklarniowe
Doswiadczenie 1

Oceniano wplyw przesuszenia roslin maliny na stezenie proliny w li-
sciach mtodych (pierwszy dobrze uksztattowany li§¢, zazwyczaj drugi od
wierzchotka) 1 starszych (5-6 od wierzchotka). Doswiadczenie wykonano po
4 miesigcach od posadzenia roslin w szklarni. Rosliny rosty w doniczkach
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0 pojemnosci 1 dm® wypehionych podlozem z przewagy substratu torfo-
wego. Czes$¢ roslin podlewano codziennie do pelnej pojemnosci wodnej,
cz¢$¢ nie byla podlewana przez 3 dni. Temperatura w szklarni wahata si¢ od
16 °C w nocy do 25 °C w dzien. Liscie z 5 roslin pobierano do analizy po 3
dniach od zaprzestania podlewania. W kombinacji byto 5 roslin.
Doswiadczenie 2

Na roslinach w tym samym wieku i prowadzonych w podobny sposob,
oceniano wptyw L-proliny zastosowanej w formie opryskiwania w st¢zeniach
1, 31 6 mM, dwukrotnie co 10 dni na rosliny nawadniane i nienawadniane.
Oceng stezenia wolnej proliny wykonano na lisciach z 3 roslin, pobranych po
10 dniach od drugiego oprysku.
Analiza statystyczna

Dos$wiadczenie I w kulturach in vitro byto analizowane w modelu po-
wtarzanych pomiaréw, natomiast wyniki pozostatych do§wiadczen w mode-
lach jedno- i dwuczynnikowych kompletnie losowych. Po zastosowaniu ana-
lizy wariancji dla istotnych efektow poroéwnania wielokrotne $rednich wyko-
nano wedtug procedury Duncana przy p = 0,05. Wszystkie analizy wykonano
oddzielnie dla kazdej odmiany ze wzgledu na fakt, ze a priori zré6znicowane
wzrostowo odmiany dobrane zostaly do doswiadczen. Obliczenia wykonano
w pakiecie statystycznym Statistica v. 13 (Dell 2016).

WYNIKI

Doswiadczenia w warunkach in vitro
Doswiadczenie 1

Wszystkie czynniki: stgzenie PEG, obecno$¢ regulatoréw wzrostu
W pozywce oraz dlugos¢ okresu stresowania wykazaly istotny wpltyw na ste-
zenie proliny w odmianie ‘Polka’. Istotne znaczenie miaty takze interakcje
pomigdzy badanymi czynnikami. W odniesieniu do odmiany ‘Canby’ nie
stwierdzono istotnego wplywu dtugos$ci trwania stresu ani istotnej interakcji
stezenia PEG i dtugosci trwania stresu (tab. 1). St¢zenie wolnej proliny w li-
$ciach maliny obydwu odmian bylo wyzsze w pedach rosngcych na pozywce
bez regulatoréw wzrostu niz z pedéw rosnacych na pozywce z regulatorami,
przy kazdej dlugosci trwania stresu 1 niezaleznie od obecnosci i stezenia PEG,
z wyjatkiem dhugosci stresu 14 dni (rys. 1 A, B). Szczegolnie duze roznice
wystgpity po 21 i 28 dniach stresu, kiedy na pozywce z regulatorami wzrostu
nastapito Kilkakrotne obnizenie stezenia proliny. Na pozywce bez regulato-
roOw wzrostu stezenie proliny u obydwu odmian wzrastalo wraz z czasem
I stezeniem PEG. W pozywce z regulatorami wzrostu stgzenie proliny w li-
Sciach takze zwigkszato si¢ wraz ze wzrostem stezenia PEG, z wyjatkiem
trwania stresu przez 14 dni przy stezeniu 1 g-dm? u odmiany ‘Canby’
i 2 g-dm=u odmiany ‘Polka’. W probach badanych po 21 i 28 dniach stezenie
proliny w lisciach nie zwigkszato si¢ w reakcji na obecno$¢ PEG w pozywce.
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Rys. 1. Wptyw PEG i regulatoro6w wzrostu w pozywce na stezenie wolnej proliny w li-
$ciach eksplantatow pedowych maliny odmiany ‘Canby’ (A) i1 ‘Polka’ (B) w zaleznoSci
od terminu analizy. Pionowe kreski prezentuja wartosci btedu standardowego. Srednie
oznaczone tg samg literg dla danego terminu pomiaru i regulatora wzrostu nie r6znig si¢
istotnie wedhug testu Duncana przy p = 0,05

Fig. 1. The effect of PEG and growth regulators in the medium on the concentration of
free proline in the leaves of raspberry explants of ‘Canby’ (A) and ‘Polka’ (B), depend-
ing on the time of analysis. The vertical bars present standard error. Averages marked
with the same letter for a given measurement date and growth regulator do not differ
significantly according to Duncan’s test at p = 0.05
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Tabela 1. Syntetyczne wyniki analizy wariancji w uktadzie powtarzanych pomiaréw
wplywu glikolu polietylenowego (PEG), regulatoréw wzrostu w pozywce (Reg) i ter-
minu analizy (Ter) na st¢zenie proliny w liciach kultur pedowych in vitro
Table 1. Synthetic results of the analysis of variance in a system of repeated measurements
of the effect of PEG, growth regulators in the medium and the term of analysis on the
concentration of free proline in the raspberry leaves of in vitro shoot cultures

Zrédto zmiennosci Df F

Source of variation ‘Polka’ ‘Canby’
PEG 3 167,9%** 48,8***
Regulatory wzrostu w pozywce; 1 878,6*** 193,1***
Regulators in the medium (Reg)
PEG x Reg 3 89,7*** 13,9%**
Terminy analizy; The term of analysis (Ter) 3 11,1%** 1,8 ns
PEG x Ter 9 6,3*** 0,9 ns
Reg x Ter 3 49,1*** 20,1***
PEG x Reg x Ter 9 8,3*** 3,5**

*** p <0,001; ** p <0,01; ns — p>0,05; F — statystyka testu Fishera; Fisher’s statistic

Doswiadczenie 2

Wszystkie badane czynniki miaty istotny wptyw na st¢zenie proliny
w li$ciach. Istotna byla takze interakcja pomigdzy rodzajem pozywki i stgze-
niem proliny (tab. 2). Najwiecej proliny akumulowaty liscie z pozywki bez
regulatoréw wzrostu, znacznie mniej z pozywki z dodatkiem BAP i IAA (do
namnazania pedow), a najmniej z pozywki z dodatkiem IBA (do ukorzenia-
nia) (rys. 2 A, B). Stezenie proliny w li$ciach rosto wraz z jej stezeniem w po-
zywce w kombinacjach bez regulatorow wzrostu 1 z dodatkiem BAP 1 TAA.
Takiej zaleznoS$ci nie stwierdzono w liSciach pobranych z pedéw rosnacych
na pozywce z dodatkiem IBA. St¢zenie proliny w liSciach z pozywek bez
dodatku proliny byto najnizsze z pozywki z auksyna, a najwyzsze z pozywki
bez regulatoréw wzrostu.

Tabela 2. Syntetyczne wyniki analizy wariancji wplywu proliny dodanej do pozywki i regu-
latoréw wzrostu w pozywce na stezenie proliny w lisciach kultur pedowych in vitro

Table 2. Synthetic results of analysis of the variance of the effect of proline added to the
medium and growth regulators in the medium on the proline concentration in raspberry
leaves of in vitro cultures

Zrodto zmiennosci Df F
Source of variation ‘Polka’ ‘Canby’
Prolina; Proline (Prol) 3 142,9*** 101,2***

Regulatory wzrostu w pozywce; Regula- 5 726, 5%% 535 3%#*
tors in the medium (Reg)
Prol x Reg 6 54,7*** 26,4***

*** _p <0,001; F — statystyka testu Fishera; Fisher’s statistic
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Rys. 2. Wptyw L-proliny i rodzaju regulatorow wzrostu w pozywce na stezenie wol-
nej proliny w lisciach eksplantatéw pedowych maliny ‘Canby’ (A) i ‘Polka’ (B) po
4 tygodniach kultury. Pionowe kreski oznaczaja wartosci btedu standardowego.
Srednie oznaczone ta samg litera dla danego regulatora wzrostu nie roznig si¢ istotnie
wedtug testu Duncana przy p = 0,05

Fig. 2. The effect of L-proline and growth regulators in the medium on the concen-
tration of free proline in the leaves of explants of raspberry ‘Canby’ (A) and ‘Polka’
(B) after 4 weeks of culture. The vertical bars indicate the values of the standard
error. Averages marked with the same letter for a given growth regulator do not differ
significantly according to Duncan’s test at p = 0.05
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Doswiadczenie 3

Stwierdzono znaczny wzrost stezenia wolnej proliny w lisciach maliny od-
miany ‘Canby’ rosngcych na pozywce z dodatkiem 2 mM L-proliny, nato-
miast prolina w pozywce nie miala wptywu na stezenie tego zwigzku w li-
$ciach odmiany ‘Polka’ (rys. 3). Obecnos¢ PEG w pozywce wptywata na
zwigkszenie stezenia wolnej proliny w lisciach, przede wszystkim odmiany
‘Polka’. Najwyzsze st¢zenie stwierdzono w lisciach obydwu odmian z pedow
rosngcych na pozywce z dodatkiem PEG i L-proliny, przy czym u odmiany
‘Polka’ byto ono wynikiem wytacznie obecno$ci PEG. Roéliny z tego do-
swiadczenia posadzono w szklarni. Po wyjeciu ukorzenionych mikropedow
Z pozywki stwierdzono hamujacy wptyw L-proliny w pozywce na ukorzenia-
nie obydwu odmian (tab. 3). Srednia dtugos¢ korzeni wyrostych na pozywce
z L-proling wynosita 0,4 i1 0,5 mm, a korzeni z kombinacji kontrolnej — odpo-
wiednio 4,4 dla ‘Canby’ i 7,8 mm dla ‘Polki’. PEG rowniez zmniejszat dtu-
go$¢ korzeni odpowiednio do 1,6 i 2,6 mm, a na pozywce z proling i PEG
dlugos$¢ korzeni byta $rednia.
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Rys. 3. Wplyw PEG 6000 i L-proliny w pozywce bez regulatordw wzrostu na stezenie wolnej
proliny w liSciach eksplantatow pedowych maliny ‘Canby’ i ‘Polka’ po 4 tygodniach kultury.
Pionowe kreski oznaczaja warto$ci bledu standardowego. Srednie oznaczone ta sama litera
dla danej odmiany nie r6znig si¢ istotnie wedtug testu Duncana przy p = 0,05

Fig. 3. The effect of PEG 6000 and L-proline in the medium without growth regulators on
the concentration of free proline in the leaves of raspberry explants ‘Canby’ and ‘Polka’ after
4 weeks of culture. The vertical bars indicate the values of the standard error. Averages
marked with the same letter for a given variety do not differ significantly according to the
Duncan’s test at p = 0.05
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Tabela 3. Wptyw dodatku L-proliny i PEG do pozywki na parametry wzrostu, za-
warto$¢ chlorofilu oraz suchej masy mikrosadzonek po dwdch miesigcach od posa-
dzenia w szKklarni

Table 3. Influence of the of L-proline and PEG in the medium on growth parameters,
chlorophyll content and dry matter of raspberry microcuttings after two months from
planting in a greenhouse

Dt. korzeni Po 2 miesiagcach wzrostu w szklarni
odm przeq After 2 months of growth in the glasshouse
Culti-. Pozyyvka sadzeniem Wos. pedu Zawarto$é Sucha masa
var  Medium - Rootlength S35 DECL Liczba lisei  chlorofilu "1™
before planting 9" No. of leaves Chlorophyll y 0
(cm) (cm) content (%)

Kontrola; control  4,4*+0,6 a 15,9+0,7a 13,2+0,7a 18,9+0,6 a 20,7+0,6 a
Prolina 3 mM 0,4+0,04 ¢ 1524+2,1a 11,4+0,7ab 16,7+0,8 a 17,0+1,5 ab
‘Canby’ PEG 2 g-dm™ 1,6£0,4 b 16,9£1,3a 11,2+0,6 ab 16,7+0,8a 17,3+1,5 ab

PEG 2 g-dm™ +
prolina 3 mvi

Kontrola; control  7,8+0,6 a 24,6£1,0a 14,4+1,0a 15,7+0,6a 18,9+0,6 a
Prolina 3 mM 0,5+0,0 ¢ 23,5+1,7ab 11,6+0,7b 10,7£0,6 b 16,5+1,1 ab
‘Polka’ PEG 2 g-dm?®  2,6+1,1 b 18,4422 ¢ 92+0,4c 11,240,5b 14,440,7 be

PEG 2 g-dm?3 +
prolina 3 mM

0,6£0,04 bc 14,1+2,0a 9,4+0,8b 17,0+0,8a 15,0+1,3b

1,4+0,2bc  19,0+0,9bc 9,0+0,3c 10,2+0,5b 13,6+0,9 ¢

* $rednie +SE oznaczone w kolumnie tg sama literg dla kazdej odmiany nie r6znig si¢ istotnie
wedlug testu Duncana przy p = 0,05; means +SE in columns followed by the same letter do
not differ significantly for each cultivar at p = 0.05 according to Duncan’s test

Ocena ro$lin po 2 miesigcach wykazata brak istotnych r6znic w wyso-
kosci pedow odmiany ‘Canby’, natomiast rosliny odmiany ‘Polka’ ukorze-
nione na pozywce zawierajacej PEG miaty istotnie krotsze pedy niz w kon-
troli. Najwiecej liSci wytworzyly rosliny odmiany ‘Canby’ ukorzenione na
pozywce bez dodatku PEG 1 proliny, a istotnie mniej rosliny ukorzenione na
pozywce z dodatkiem obydwu substancji. Podobnie u odmiany ‘Polka’, naj-
wiecej lisci wytworzyly rosliny z pozywki kontrolnej, a dodatek PEG i pro-
liny w pozywce do ukorzeniania wptywal na obnizenie liczby lisci. Najwiecej
chlorofilu stwierdzono w lisciach obu odmian z pozywki kontrolnej, jednak
tylko u roslin odmiany ‘Polka’ ukorzenianych na pozywkach z ww. dodat-
kami réznice byty istotne. Podobna tendencja zostata stwierdzona w zawar-
tosci suchej masy w lisciach. Najwigksza procentowa zawarto$¢ suchej masy
stwierdzono w lisciach pedow ukorzenionych na pozywce kontrolnej, a naj-
mniejszg na pozywce z obydwoma dodatkami.
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Doswiadczenia szklarniowe

Doswiadczenie 1

Gorne liscie roslin niepodlewanych wiedly po 3 dniach, ale po podlaniu tur-
gor powracal. Krotkotrwala susza (3 dni bez podlewania) spowodowata 2-
I 3-krotne zwigkszenie stezenia proliny w lisciach roslin odmiany ‘Polka’, za-
roéwno miodych, jak i starszych (rys. 4). W lisciach roslin odmiany ‘Canby’
zwickszenie stezenia proliny pod wptywem niedostatku wody byto 6- i 5-
krotne w poréwnaniu do stezenia proliny w lisciach roslin podlewanych.

700
O Podlewane - Watered

600 | B Niepodlewane - Not watered
500

' 400

300

Stezenie proliny w lisciach - Proline concentration in leaves
(mg g"' éwiezej masy - fresh mass)

Liscie miode Liscie starsze Liscie mtode Liscie starsze
Young leaves Older leaves Young leaves Older leaves
Polka Canby

Rys. 4. Wplyw niedoboru wody na stezenie wolnej proliny w lisciach roslin maliny ‘Canby’ i ‘Po-
lka’ rosngcych w szklarni, podlewanych i niepodlewanych przez 3 dni, po 3 dniach od zaprzesta-
nia podlewania. Pionowe kreski oznaczaja warto$ci btedu standardowego. Srednie oznaczone
ta sama literg dla danej odmiany nie r6znig si¢ istotnie wedlug testu Duncana przy p = 0,05
Fig. 4. The effect of water deficiency on the concentration of free proline in the leaves of rasp-
berry ‘Canby’ and ‘Polka’ plants growing in the greenhouse, watered and not treated for 3 days,
after 3 days from cessation of watering. The vertical bars indicate the values of the standard
error. Averages marked with the same letter for a given variety do not differ significantly ac-
cording to the Duncan’s test at p = 0.05

Doswiadczenie 2

Opryskiwanie roslin roztworami L-proliny w stezeniach: 1, 3 1 6 mM mialo
istotny wptyw na stezenie proliny w lisciach podlewanych roslin ‘Canby’,
natomiast nie wptywato na stezenie proliny w liSciach podlewanych roslin
odmiany ‘Polka’ (rys. 5 A i B). Stezenie proliny w lisciach niepodlewanych
ro$lin ‘Canby’ byto wieksze okoto 5 razy w przypadku opryskiwania woda,
a po opryskiwaniu proling wzrosto od 12 do 7 razy, w zaleznos$ci od stgzenia
proliny, a najwicksze po opryskiwaniu proling w stezeniu 1 mM. Zwigkszenie
stezenia proliny w liciach roslin niepodlewanych i opryskiwanych proling
bylo od 5 do 12 razy wigksze, w zaleznos$ci od stezenia proliny, a najwigksze
w opryskiwanych proling w stgzeniu 6 mM.
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Rys. 5. Wpltyw L-proliny zastosowanej 2-krotnie dolistnie na stezenie wolnej proliny
w lisciach roélin maliny odmiany ‘Canby’ (A) i ‘Polka’ (B) rosnacych w szklarni,
podlewanych i niepodlewanych, po 10 dniach od drugiej aplikacji. Srednie ozna-
czone tg samg literg nie r6znig si¢ istotnie wedtug testu Duncana przy p = 0,05

Fig. 5. Effect of L-proline applied 2-fold foliar on the concentration of free proline
in the leaves of raspberry ‘Canby’ (A) and ‘Polka’ (B) plants growing in the green-
house, watered and not watered, after 10 days from the second application. The ver-
tical bars indicate the values of the standard error. The means marked with the same
letter do not differ significantly according to the Duncan’s test at p = 0.05
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DYsKUSsJIA

Czynniki stresowe, takie jak susza czy zasolenie, wywotujg stres osmo-
tyczny, powodujac denaturacj¢ biatek oraz zaburzenie rownowagi jonowej.
Jedna z reakcji ro$lin na stres osmotyczny jest zwiekszone wytwarzanie i gro-
madzenie substancji o charakterze osmoprotektantow, ktore wspierajg adap-
tacje rosliny do warunkow stresowych przez obnizenie potencjatu osmotycz-
nego, co zapobiega wyptywowi wody z komoérki. Do nich nalezy m.in. prolina.
Aminokwas ten wystepuje powszechnie u roslin wyzszych i zwykle w odpo-
wiedzi na stresy Srodowiskowe gromadzi si¢ w duzych ilosciach, przede
wszystkim w lisciach, szczeg6lnie mtodych (Amberger-Ochsenbauer i Oben-
dorfer 1988; Ali i in. 2008; Oztiirk i Demir 2002; Hsu i in. 2003; Kavi Kishor
i in. 2005). Oprocz petnienia roli regulatora ci$nienia osmotycznego prolina
przyczynia si¢ do ustabilizowania bton komérkowych i biatek, usuwa wolne
rodniki i peni rolg bufora komorkowego potencjatu redoks w warunkach
stresu. Jest takze zrodtem energii oraz rezerwuarem wegla i azotu, co umoz-
liwia szybka regeneracje po ustapieniu stresu (Karolewski 1996; Verbruggen
i Hermans 2008). Zawartos¢ proliny w ro$linach zalezy od wielu czynnikow,
takich jak: wiek, stadium rozwojowe, organ, genotyp, a takze od rodzaju i na-
silenia niekorzystnych czynnikow srodowiskowych. Wyzej wymienione wia-
$ciwosci sprawiajg, ze prolina moze by¢ jednym z markeréw odpowiedzi ro-
slin na stres. Z racji swej niespecyficzno$ci ma szczegdlne zastosowanie
w do$wiadczeniach, gdzie mozna zastosowaé kontrolg¢ zmiennych. Niektore
doswiadczenia nad stresem suszy prowadzono w kulturach in vitro, gdzie
w statych warunkach temperatury, o§wietlenia, wilgotnosci i sktadu pozywki
tatwiej mozna oceni¢ wpltyw danego czynnika na produkcje proliny. Stres
niedostatku wody w warunkach in vitro moze by¢ indukowany m.in. przez
wilaczenie do pozywki glikolu polietylenowego (PEG), ktory w wersji 6000
nie jest przyswajany przez rosliny (Georgieva i in. 2004; Orlikowska i in.
2009) lub mannitolu (Watanabe i in. 2000). Wptyw PEG 6000 na kultury pro-
liferacyjne pigciu genotypéw Rubus byt przedstawiony w pracy Orlikowskiej
i in. (2009). Wszystkie odmiany reagowaty na dodatek PEG do pozywki
zmniejszeniem liczby pedow bocznych i zwigkszeniem stezenia wolnej pro-
liny w liSciach, a sita reakcji zalezata od stezenia PEG w pozywce, czasu od-
dziatywania i genotypu. Takze w omawianych badaniach czynnikiem stymu-
lujacym wzrost stezenia wolnej proliny w lisciach maliny in vitro byt stres
indukowany obecnosciag PEG 6000. Natezenie reakcji na stres zalezato w bar-
dzo duzym stopniu od sktadu pozywki. Najsilniej stres wystapit w pedach
rosngcych na pozywce bez regulatorOw wzrostu, W mniejszym stopniu w pe-
dach rosngcych na pozywce z BAP i [AA, a najstabiej na pozywce z dodatkiem
auksyny. L-prolina dodana do pozywki zwickszata takze stgzenie tego zwiazku
w lisciach, co mogloby oznaczac, ze byta z pozywki pobierana przez pedy lub
jej produkcja w lisciach jest stymulowana obecnoscia proliny w pozywce albo
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byla czynnikiem wplywajacym na zmian¢ potencjatu osmotycznego po-
zywki. Podobnie jak w doswiadczeniach z PEG wigksze stezenie wolnej pro-
liny obserwowano w lisciach roslin z pozywki bez regulatoréw wzrostu. Bar-
dzo mate stezenie wolnej proliny w lisciach roslin z pozywki zawierajgcej
IBA, zarowno w kombinacji kontrolnej, jak i w kombinacjach z dodatkiem
PEG i L-proliny nalezy wigza¢ z obecnosciag w pozywce auksyny lub z poja-
wieniem si¢ korzeni, poniewaz ocena stezenia proliny byta wykonana po 4
tygodniach, gdy zaczatki korzeni byty widoczne. By¢ moze korzenie, nawet
krotkie, zwigkszyly mozliwo$¢ pobierania wody z pozywki, co znosito wa-
runki stresowe. Obecno$¢ BAP w pozywce mogla wpltywaé na zmniejszenie
reakcji stresowych zwigzanych z mniejsza mozliwoscig pobierania wody
przez pedy (Pospisilova i in. 2008). Badania Shi i in. (2014) prowadzone na
roslinach Arabidopsis wykazatly, ze IAA podana dolistnie zwigkszata odpor-
nos¢ na stres suszy, jednak ta odpowiedz nie byta testowana przy stosowaniu
réznych stezen wolnej proliny. Prolina dodana do pozywki w ilosci 3 mM
powodowata redukcj¢ dtugosci korzeni do 0,2 mm, jednakze tak krotkie ko-
rzenie w czasie sadzenia w szklarni nie hamowaty wzrostu ro$lin. De Klerk
(2002) podkreslat pozytywny wplyw dodatku proliny (1 mM) do pozywki do
ukorzeniania na aklimatyzacj¢ mikrosadzonek jabtoni do warunkéw szklarni,
co mozna wigza¢ z lepsza tolerancja na stres, ktory rosliny dotyka w czasie
zmiany $rodowiska zyciowego. Wpltyw proliny na ukorzenianie in vitro jest
kontrowersyjny. Wedhug Orlikowskiej (1988) 200 mg-dm™ proliny zwiek-
szalo liczbe ukorzenionych pedow i korzeni oraz ograniczato kalusowanie
podstawy pedu podktadki gruszy — pigwy S1. Jednak w doswiadczeniach nad
ukorzenianiem podkladek jabtoni, prolina w pozywce w stezeniu 200 mg-dm
ograniczata dtugo$¢ korzeni podktadki P60 (Orlikowska 1991) oraz zmniej-
szalta liczbe korzeni podktadki P2 (Orlikowska 1992). Naturalng konsekwen-
cja zwiazku wzrostu stezenia proliny w roslinach ze zwigkszona tolerancja na
stresy osmotyczne byto sprawdzenie, czy podana egzogennie prolina (doko-
rzeniowo lub dolistnie) takze spowoduje zwigkszenie tolerancji na stresy. Do-
$wiadczenia z zastosowaniem proliny prowadzono na szeregu roslin. Roy i in.
(1993) dodawali proling do pozywki, w ktorej uprawiano ryz stresowany do-
datkiem NaCl w celu poznania mozliwos$ci zwigkszenia odpornosci na zaso-
lenie. Stwierdzono, ze dodatek proliny w st¢zeniu 30 mM znosit stres solny
i toksyczny efekt NaCl, co sugeruje mozliwos¢ zastosowania jej w praktyce.
Aliiin. (2008) opryskiwali rosliny kukurydzy proling i stwierdzili, ze w ste-
zeniu 30 mM przeciwdzialata ona szkodliwemu dziataniu stresu wodnego na
pobieranie sktadnikéw mineralnych. Dawood i in. (2014) stwierdzili, ze do-
listna aplikacja proliny w ste¢zeniu 25 mM minimalizowata szkodliwy wplyw
zasolenia, poprawiajac parametry wzrostu, ilo$¢ chlorofilu, zasobnos¢
w skfadniki mineralne i zmniejszenie iloci jonow Na* i ClI" w ro$linach Vicia

29



D. Kucharska i in.

faba. W doswiadczeniach z tym samym gatunkiem Gadallah (1999) obser-
wowat redukcj¢ uszkodzenia bton komorkowych 1 wigksze pobieranie jonow
K*. Athar i in. (2009) donosili o korzystnym wplywie proliny w stezeniach
11 5 mM na kietkowanie rzepaku w zasolonym srodowisku. Podobne wyniki
otrzymal Heuer (2003) w do$wiadczeniach z mlodymi roslinami pomidora.
Kumar i in. (2010) z pozytywnym skutkiem stosowali zanurzanie pedow rozy
w roztworze proliny w celu przedtuzenia zywotnosci kwiatow cietych. Przy
stezeniu 5 mM warto$¢ ozdobna byta wydtuzona 0 3 dni. W naszych wstep-
nych doswiadczeniach potwierdzilismy, ze zastosowanie krotkotrwatego
stresu wodnego stymuluje produkcje proliny w lisciach maliny rosngcych
w szklarni, a oprysk proling, podobnie jak jej obecnos¢ w warunkach in vitro
zwigksza jej stezenie w lisciach. Jednakze wptyw zewnetrznego podania pro-
liny na wzrost i kondycje¢ roslin maliny rosnacych w warunkach stresu nalezy
zbada¢ w doswiadczeniu dtugoterminowym.

WNIOSKI

1. Dodatek PEG i L-proliny do pozywki wplywat na zwigkszenie stezenia
wolnej proliny w lisciach obu odmian w kulturach pedowych in vitro. Przy
réwnoczesnym podaniu efekty nie sumowaly sie.

2. Najwiecej wolnej proliny akumulowaty liscie z pozywki nie zawierajace;j
regulatorow wzrostu, nastepnie liscie z mikropgdéw rosnacych na po-
zywce z BAP i IBA, a najmniej na pozywce z dodatkiem IBA. Ta tenden-
cja nie byla zalezna od obecnosci PEG ani L-proliny.

3. Obecnos¢ L-proliny w pozywce bez regulatorow wzrostu hamowata
wzrost korzeni. Dodatek L-proliny i PEG rozdzielnie i tacznie wptywat
nastepczo na wzrost roslin w szklarni, powodujac zmniejszenie liczby li-
Sci, stezenia chlorofilu i1 udziatu suchej masy.

4. Obnizenie stopnia nawodnienia podtoza w szklarni do etapu wigdnigcia
najmtodszych lisci, powodowato wielokrotny wzrost st¢zenia proliny w li-
Sciach obu odmian.

5. Zastosowanie oprysku roslin proling zwigkszato st¢zenie proliny w li-
$ciach roslin, szczegodlnie roslin stresowanych niedostatkiem wody.

6. Stezenie proliny w liSciach maliny moze by¢ markerem reakcji na niedo-
statek wody, zarowno w testach na pgdach w warunkach in vitro na po-
zywce bez regulatorow wzrostu, a takze w testach szklarniowych.
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