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Aktywnos¢ endoproteinaz cysteinowych
wskaznikiem odpornosci pszenicy
na mroz 1 Susze

Cysteine endoproteinases activity as an indicator of wheat resistance
to frost and drought

Poziom mrozoodpornosci siewek pszenicy ozimej dwudziestu odmian i rodéw zaaklimatyzo-
wanych do niskiej temperatury jest silnie dodatnio skorelowany z poziomem tolerancji odwodnienia (r
= 0,862) tych siewek. Aktywno$¢ endoproteinaz cysteinowych siewek kontrolnych, nie
zaaklimatyzowanych do niskiej temperatury, nie wykazywata korelacji z poziomem odpornosci na
mréz badanych siewek (r = -0,0028). Po 10-dniowym okresie aklimatyzacji, aktywno$¢ enzymow
odmian odpornych nie ulegata zmianie lub obnizata si¢, a odmian nieodpornych zwigkszata si¢ i byta
wysoce negatywnie skorelowana z poziomem mrozoodpornosci badanych odmian (r = -0,853).
Przeprowadzone doswiadczenia wskazuja, ze poziom indukcji endoproteinaz cysteinowych
odzwierciedla poziom odpornosci na mrdz i susz¢ pszenicy ozimej w fazie siewki. Opisana metoda
moze shizy¢ jako prosty test laboratoryjny do poréwnawczej oceny odpornosci materialow
hodowlanych pszenicy ozimej na te dwa powszechne stresy srodowiskowe.

Stowa kluczowe: endoproteinazy cysteinowe, mrozoodpornosé, odpornosé na suszg, pszenica ozima

Frost resistance of seedlings of twenty cultivars and strains of winter wheat was significantly
positively correlated with their dehydration tolerance (r = 0.862). Cysteine endoproteinase activity of
control seedlings, non-acclimated to low temperature, was not correlated with the level of frost
resistance (r =-0.0028). After 10 day acclimation period, cysteine endoproteinase activity in seedlings
of frost resistant cultivars remained unchanged or even lowered, but increased in seedlings of
susceptible cultivars and was significantly negatively correlated with the level of frost resistance (r = -
0.853). The experiments showed that the extent of cysteine endoproteinase induction reflects the level
of resistance of winter wheat to frost and water deficiency in the seedling phase. The described
procedure seems to be useful as a simple laboratory test for comparative estimation of the resistance
level of breeding materials of winter wheat to the both most common abiotic stresses.

Key words: cysteine endoproteinases, drought resistance, frost resistance, winter wheat
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WSTEP

Degradacja bialek jest waznym mechanizmem pozwalajgcym roslinie utrzymaé
homeostaze, szczegolnie podczas rozwoju lub odpowiedzi na dziatanie niekorzystnych
czynnikow $rodowiska. Odpowiedz metaboliczna rosliny wyraza si¢ zmianami w ilosci 1
sktadzie bialek rozpuszczalnych (Callis, 1995). Rosliny potrafig syntetyzowaé amino-
kwasy de novo, ale znaczna cze$¢ nowo powstajacych biatek pochodzi z recyklizacji
aminokwasow (Vierstra, 1993). Tak wigc proteoliza wydaje si¢ by¢ podstawowym
mechanizmem umozliwiajgcym roslinie przebudowe biatek komorkowych. Chociaz stresy
srodowiskowe powodujg obnizenie intensywnosci syntezy bialek to roéwnoczeSnie
powoduja zwigkszenie syntezy réznorodnych biatek stresowych umozliwiajacych roslinie
przetrwaé okres niesprzyjajacy wegetacji 1 zapobiega¢ powstawaniu nieodwracalnych
uszkodzen (Callis, 1995; Zhu, 2001). Proteoliza jest ztozonym procesem, w ktory
zaangazowanych jest wiele enzymow hydrolitycznych (Zagdanska, 2001). W $wietle
najnowszych badan najwazniejszym typem endoproteinaz wydajg si¢ by¢ endoproteinazy
cysteinowe, gdyz enzymy te odpowiedzialne s3, migdzy innymi za aktywng odpowiedz
ro§lin na dziatanie réznych stresow $rodowiskowych zaréwno biotycznych, jak i
abiotycznych (Grudkowska i Zagdanska, w druku).

W odpowiedzi na deficyt wody aktywno$¢ endoproteinaz cysteinowych zwigksza si¢
(Guerrero 1 in., 1990; Jones i Mullet, 1995; Zagdanska i Wisniewski, 1996; Vincent i
Brewin, 2000; Wisniewski i Zagdanska, 2001). Podobng indukcje endoproteinaz
cysteinowych obserwowano w przypadku niskiej (chtodowej) temperatury dziatajacej na
rosliny pomidora (Schaffer i Fisher, 1988, 1990). Zwigkszenie ekspresji genu kodujacego
endoproteinaze cysteinowa w owocach pomidora pod wplywem niskiej temperatury
(Schaffer i Fischer, 1988, 1990), genow kodujacych endoproteinazy cysteinowe u grochu
pod wplywem zmniejszajacego si¢ turgoru (Guerrero i in., 1990) oraz zwickszenie
aktywnos$ci endoproteinaz cysteinowych kodowanych przez geny rd przez wzrastajacy
deficyt wody w pedach Arabidopsis thaliana (Koizumi i in., 1993) wskazuja, ze
endoproteinazy moga zmienia¢ metabolizm poprzez przyspieszenie obrotu biatek (protein
turnover) lub aktywowac specyficzne biatka. Ponadto przypuszcza si¢, ze enzymy te moga
degradowa¢ biatka wystepujace w wakuolach organéw wegetatywnych, a zwigkszone
stezenie aminokwasow prowadzi do obnizania potencjalu wody i tym samym utatwia
roslinie dostosowanie osmotyczne (Guerrero i in., 1990). Mozna tez przypuszczaé, ze
aminokwasy uzyskane z hydrolizy biatek sg wykorzystywane do syntezy wielu biatek
indukowanych przez stres, np. akwaporyn ulatwiajacych roslinie funkcjonowanie w
warunkach stresu.

Dlatego celem obecnych doswiadczen bylo sprawdzenie na szerszym materiale
ro$linnym, czy stopien indukcji endoproteinaz cysteinowych odzwierciedla poziom
odpornos$ci badanych genotypdw pszenicy ozimej na suszg¢ i czy inny stres sSrodowiskowy,
np. niska temperatura powoduje podobna indukcj¢ endoproteinaz cysteinowych, zalezng
od poziomu tolerancji mrozowej.
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MATERIAL I METODY

Material roslinny

Doswiadczenia przeprowadzono na dwudziestu odmianach i rodach pszenicy ozimej
(Triticum aestivum L.) rosnacych w warunkach fitotronowych (kamery KTLK 1250 firmy
Ilka). Ziarniaki (w czterech powtdrzeniach po 25 szt.) wyktadano na paski wilgotnej bibuly
filtracyjnej jeden obok drugiego w odlegtosci 1 cm od gornej krawedzi, zarodkami w dot.
Nasiona przykrywano takimi samymi paskami bibuty, a nastgpnie zwijano je w rulony i
wstawiano pionowo w pudetka polistyrenowe zawierajace wode destylowang. Po
skietkowaniu  ziarniakow wode zastgpowano pozywka Knoppa wzbogacong
mikroelementami wg Hoaglanda. W ciaggu pierwszych 10 dni wzrostu utrzymywano
temperatur¢ 18° C w dzien i 14° C w nocy, przy 16 godzinnym fotoperiodzie i natgzeniu
$wiatta ok. 120 W 1 m?i wilgotno$ci wzglednej powietrza 70-80%. Nastepne 10 dni
wzrostu przebiegalo w temperaturze +2° C, 24-godzinnym fotoperiodzie i przy natezeniu
$wiatta okoto 40 W m2i wilgotnoéci wzglednej powietrza 80%. (hartowanie).

Oznaczenie tolerancji odwodnienia

Deficyt wodny tkanki oznaczono na odcietych od ro$liny blaszkach lisciowych siewek
pszenicy po okresie hartowania. Tkanke roslinng umieszczono nad bezwodnym CaCl, w
eksykatorze prozniowym i odwadniano w prézni (2,7 x 10 2 Pa) przez 2 i 4 godziny. Deficyt
wody badanych lisci okreslono metodg Stockera (1929). Wielko$¢ deficytu wodnego
wyliczono ze wzoru:

Ws _Wa

WSD = x100%,,

S w

W;s — zawarto$¢ wody wtkance przy petnym turgorze,

W, — aktualna zawarto$¢ wody w tkance,

Dw — sucha masa tkanki.

Uwadnianie liScia do petnego turgoru prowadzono w ciemno$ci przez 24 godziny w
kamerze wysyconej parg wodng w temperaturze 20-22° C. Obliczong w ten sposob warto§¢
deficytu wodnego wyrazono w procentach.

Oceng uszkodzen wywotanych deficytem wodnym przeprowadzono metoda kondu-
ktometryczna okreslajac ilos¢ elektrolitow wewnatrzkomérkowych uwolnionych z tkanki
na skutek uszkodzenia komorek (Diugokecka i Kacperska-Palacz, 1978). Uszkodzong
tkanke (pod wptywem odwadniania w eksykatorze prézniowym) przetrzymywano w
probowce z wodg destylowang przez 24 godziny w temp. 5° C i wyplukiwano z niej
elektrolity uwolnione z komorek. Nastepnie mierzono przewodnictwo elektrolityczne
wycieku przy pomocy konduktometru i poréwnywano do ogélnej ilosci elektrolitow
zawartych w tkance. Ogolnag ilos¢ elektrolitow w tkance okreslono po zabiciu wszystkich
komorek przez zagotowanie. Pomiar przewodnictwem otrzymanego roztworu przeprowa-
dzono po schtodzeniu do temperatury pokojowej. Wskaznik uszkodzenia tkanki (Ip)
obliczono ze wzoru (Dlugokecka i Kacperska-Palacz, 1978):
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Iy :ﬁxlOO%,
L

D

Lo — wyciek elektrolitdw z tkanki poddanej desykacji w stosunku do ogdlnej

zawartosci elektrolitow,

Lo — wyciek elektrolitow z tkanki kontrolnej w stosunku do ogdlnej zawarto$ci

elektrolitow.

7 wykresu przedstawiajacego zalezno$¢ stopnia uszkodzenia tkanki od wielkosci
deficytu wodnego odczytywano za pomocg interpolacji warto$¢ deficytu wodnego
powodujacego 50% uszkodzen tkanki (krytyczny deficyt wodny).

Oznaczenie poziomu mrozoodpornoSci

Oceng mrozoodpornosci badanych form pszenicy ozimej przeprowadzono metoda
laboratoryjng (Zagdanska i Rybka, 1984).

Po 10-dniowym okresie hartowania rosliny przemrazano w temperaturze — 6° C przez
20 godzin przy spadku temperatury 1,5° C-godz. Po rozmrozeniu roélin (z szybkoscig
wzrostu temperatury 1,5° C-godz?) ro$liny przetrzymywano przez 24 godziny w
temperaturze +2° C, a nastgpnie przez dalsze 24 godziny w temperaturze +10° C, przy
natezeniu $wiatla ok. 40 W 1 m? i 24-godzinnym fotoperiodzie. Ocene przezywalnosci
siewek prowadzono wizualnie, przyjmujac za kryterium odrost lisci i korzeni po 8-9 dniach
po przemrozeniu. Wyniki podano w procentach przezycia, porownujac liczbe zywych
roslin po przemrozeniu z liczbg zdrowych siewek przed przemrozeniem.

Oznaczenie aktywnos$ci endoproteinaz cysteinowych

Okoto 1 g lisci homogenizowano w cieklym azocie i enzymy ekstrahowano 5 ml
ozigbionego buforu ekstrakcyjnego (50 mM TRIS-HCl pH 7,2) zawierajacego 0,2 g
nierozpuszczalnego PVP i 5 mM merkaptoetanol. Ekstrakt filtrowano i wirowano przez 10
min przy 15000 g w 4° C. Aktywno$¢ enzymatyczng oznaczano w supernatancie. Aby
oznaczy¢ aktywnos$¢ endoproteinaz cysteinowych, do 0,5 ml 0,25 M buforu cytryniano-
wego (pH 5,0) dodawano 0,1 ml ekstraktu enzymatycznego i 0,1 ml 1,0 mM jodooctanu
(inhibitor endoproteinaz cysteinowych). Mieszaning inkubowano w temperaturze 37° C.
Po godzinnej inkubacji, do mieszaniny dodawano 0,3 ml 0,5% azokazeiny. Po 2-godzinnej
inkubacji w temperaturze 37° C, reakcj¢ przerywano przez dodanie 2 ml 12% kwasu
trojchlorooctowego (TCA). Calkowitg aktywno$¢ azokazeinolityczng mierzono nastgpu-
jaco: do 0,6 ml 0,25 M buforu cytrynianowego dodawano 0,1 ml ekstraktu enzymatycznego
oraz 0,3 ml 0,5% azokazeiny) i mieszaning¢ inkubowano przez 2 godziny w temperaturze
37°  C. Aktywno$¢ proteolityczng  mierzono  spektrofotometrycznie  przy
340 nm. Za jednostke aktywnosci proteolitycznej przyjeto ilo§é enzymu powodujgcego
0,01 przyrost absorbancji. Zawarto$¢ biatka w ekstrakcie oznaczano metoda Bradforda
(1976).

Opracowanie statystyczne wynikow

Wszystkie wyniki zostaly poddane analizie statystycznej postugujac si¢ programem
komputerowym Statistica 5.97.
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WYNIKI

Sposrod badanego materialu (18 rodéw z do$wiadczen i 2 odmiany) najwyzsza
mrozoodpornoscig oceniang metodg laboratoryjng charakteryzowat si¢ rod OLH 9109 (tab.
1). Odmiana Kobra, stosowana jako jeden ze wzorcéw mrozoodpornosci w ocenie tej cechy
charakteryzowata si¢ poziomem mrozoodpornosci trochg¢ wyzszym od przecietnej (64%
przezycia). Wsrod rodow o niskiej mrozoodpornosci (przezywalno$é siewek < 20%)
znalazly si¢ cztery rody z Olesnicy. Zdolnos¢ pszenicy do tolerowania odwodnienia,
oznaczona rowniez po 10-dniowym okresie hartowania tzn. w tej samej fazie rozwoju
ro$lin byta najwyzsza dla rodu o najwyzszej mrozoodpornosci (tab. 1). Podobnie odporno$¢
badanego materialu na odwodnienie byta najnizsza u rodéw wykazujacych najnizsza
mrozoodpornos¢. Przeprowadzona analiza regresji wykazata, ze istnieje $Scista zaleznos¢
pomiedzy odpornoscia pszenicy ozimej na mroz i susz¢ (rys. 1). Wyliczony przy pomocy
programu komputerowego wspotczynnik korelacji dla tych dwoch cech wynidst 0,862.

Tabela 1
Mrozoodpornos¢ (przezywalnosé roslin w %) i tolerancja odwodnienia (krytyczny deficyt wodny w %)
odmian wzorcowych i rodéw hodowlanych pszenicy ozimej
Frost resistance (plant survival in %) and dehydration tolerance (critical WSD in %) of standard
cultivars and strains of winter wheat

Przezywalnosé¢ Przezywalnosé¢
Odmiana / R6d "adlin Krytyezny WSD |y ianar Rod "adlin Krytyczny WSD
] . . Critical WSD . - . Critical WSD
Cultivar/ Strain | Survival of plants %) Cultivar / Strain | Survival of plants %)
(%) (%)
OLH 9109 83 96 OLH 9142 33 72
KOC 3473/94 74 84 Jawa 31 71
KOC 3473/94 69 84 STH 775 29 67
Kobra 64 79 STH 724 25 67
OLH 9173 64 77 SMH 5476 21 70
SOD 3387/92 61 70 SMH 3648 17 57
STH 572 56 76 OLH 9120 16 62
STH 731 51 59 OLH 9557 10 53
STH 152 45 84 OLH 9131 5 50
OLH 9558 37 68 OLH 9513 0 51

Intensywno$¢ proteolizy, mierzona jako aktywno$¢ azokazeinolityczna w ekstraktach
otrzymanych z siewek badanych rodow i odmian, wahata si¢ w granicach 5,0-10,5 u mg*
biatka-h™ w siewkach roslin kontrolnych tj. nie aklimatyzowanych do warunkéw mrozu
(rys. 2). Ogodlna aktywnos¢ proteolityczna tych siewek nie wykazywala zadnego zwigzku
z oznaczong wezesniej mrozoodpornoscia (r=-0,307). Poddanie siewek ro$lin kontrolnych
10-dniowemu dziataniu niskiej dodatniej temperatury nie spowodowato istotnych réznic w
aktywnosci azokazeinolitycznej badanego materiatu, ktéra pozostawata na poziomie 5,5-
10,5 u mg?! biatka-h® (rys. 3). Wspolczynnik korelacji pomiedzy aktywnoscig
proteolityczng badanych rodéw i odmian a poziomem ich mrozoodpornosci zwigkszyt si¢
tylko nieznacznie (r = 0,356) i pozostawat na niskim poziomie.
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Rys. 1. Zalezno$¢ pomiedzy mrozoodpornoscia (wyrazona w % przezywalnoSci siewek) a tolerancja
odwodnienia (wyrazona w % jako krytyczny deficyt wody) w badanych odmianach
i rodach pszenicy ozimej
Fig. 1. Relationship between frost resistance (expressed in % as seedling survival) and dehydration
tolerance (expressed in % as critical WSD) of cultivars and strains of winter wheat
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Rys. 2. Aktywnos$¢ azokazeinolityczna (wyrazona w jednostkach aktywnoS$ci na mg bialka na godzing)
w siewkach roslin kontrolnych
Fig. 2. Azocaseinolytic activity (expressed in units mg* protein h') in control non- acclimated seedlings

Aktywno$¢ endoproteinaz cysteinowych wahata si¢ w granicach 0,5-1,8 u mg?
biatka-h™ w siewkach roslin kontrolnych (rys. 4). Aktywno$¢ tych enzymow nie wykazy-
wata zadnego zwiazku z poziomem odpornosci na mroz i susz¢ badanego materiatu. W
wyniku natomiast harowania (aklimatyzacji), tj. zwigkszenia odporno$ci na mroéz w
aktywnos$ci endoproteinaz cysteinowych nastgpity widoczne zmiany (rys. 5). U form
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wrazliwych na mroz (przezywalnos¢ do 30%) i susze (krytyczny deficyt wody okoto 65%)
aktywno$¢ enzymow nieznacznie zwigkszyla sie do 1,4 u mg? biatka-h?, natomiast u
rodéw i odmian odpornych zmniejszyla sie prawie trzykrotnie do okoto 0,4-0,6 u mg™
biatka-h™ . Przeprowadzona analiza regresji wykazata, ze istnieje $cista ujemna korelacja
pomiegdzy aktywnoscig endoproteinaz cysteinowych a poziomem mrozoodpornoscia i
odpornosci na susze badanych odmian i rodow pszenicy ozimej zaaklimatyzowanych do
niskiej temperatury (r = -0,853).
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Rys. 3. Aktywnos$¢ azokazeinolityczna w hartowanych siewkach pszenicy
Fig. 3. Azocaseinolytic activity in acclimated wheat seedlings
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Rys. 4. Aktywnos$¢ endoproteinaz cysteinowych w siewkach roslin kontrolnych
Fig. 4. Cysteine endoproteinases activity in control non- acclimated seedlings
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Rys. 5. Aktywnos¢ endoproteinaz cysteinowych w hartowanych siewkach pszenicy
Fig. 5. Cysteine endoproteinases activity in acclimated wheat seedlings

DYSKUSJA

Mrozoodporno$¢ nie jest cecha konstytutywna roslin, ale indukowana w odpowiedzi na
niska dodatnig temperatur¢. Takie przystosowanie do przezycia mrozu, okreslane jako
hartowanie (zabieg doswiadczalny) lub aklimatyzacja (zachodzaca w warunkach natural-
nych) jest nieodlacznym elementem testow przeprowadzanych dla oceny mrozoodpornosci
(Zagdanska i Rybka, 1984; Gut i Witkowski, 1987; Rybka, 1992). Porownanie roznych
metod oceny mrozoodpornosci wykazato, ze rdéznice w ocenie wynikaja jedynie z
warunkéw w jakich zachodzi aklimatyzacja ro$lin (Rybka i in., 1994).W przypadku
laboratoryjnej metody oceny mrozoodpornosci ten problem jest pominigty, gdyz
hartowanie zachodzi w takich samych warunkach dla wszystkich badanych form pszenicy
ozimej. Odpornos$¢ na susze zalezy gtéwnie od zdolnosci rosliny do tolerowania odwod-
nienia czyli od mozliwosci znoszenia skutkow deficytu wody albo od efektywnosci
naprawy uszkodzen powstatych wskutek odwodnienia. Jednym z kryteriow oceny
zdolnos$ci tkanki do tolerowania odwodnienia jest wielko$¢ tzw. krytycznego deficytu
wody, tj. takiego deficytu (wyrazonego w procentowej utracie wody przez badang tkanke
w stosunku do catkowitej ilosci wody w tkance w pelnym turgorze), ktory powoduje 50%
uszkodzen tkanki ocenianych poziomem wycieku elektrolitdw wewnatrzkomorkowych
uwalnianych do $rodowiska (woda redestylowana) w wyniku powstania uszkodzen dehy-
dratacyjnych (Zagdanska, 1992). Taka ocena zdolnosci tkanki do tolerowania odwodnienia
wydaje si¢ by¢ najbardziej znaczacym wskaznikiem aktywnos$ci metabolicznej rosliny i
mozliwos$ci przezycia w warunkach suszy. Wielkos¢ krytycznego deficytu wody wykazuje
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duza zgodno$¢ ze spadkiem plonu pszenicy jarej (Kozhushko, 1976; Zagdanska i
Pacanowska, 1976; Blum, 1988).

Wysoki stopien korelacji pomigdzy poziomem mrozoodpornosci badanych form
pszenicy ozimej zaaklimatyzowanych do warunkow niskiej temperatury a odpornoscia na
suszg (tolerancja odwodnienia) jest potwierdzeniem wczesniejszych obserwacji (Levitt,
1980; Wisniewski i in., 1997; Thomashow, 1998). Obnizanie si¢ temperatury otoczenia
powoduje silne odwodnienie protoplastu, ktorego wynikiem moze by¢ denaturacja biatek
prowadzaca do nieodwracalnych uszkodzen komorki (Callis, 1995; Thomashow, 1998;
1999). Zwigkszona ekspresja genéw regulowanych przez czynnik transkrypcyjny CBF (C-
repeat/dehydratiom-responsive element binding factor) wptyngta na podwyzszenie
tolerancji mrozowej i tolerancji odwodnienia Arabidopsis thaliana (Jaglo-Ottosen i in.,
1998; Liu i in., 1998; Kasuga i in., 1999; Gilmour i in., 2000) oraz rzepaku (Jaglo i in.,
2001). Podobnie badania przeprowadzone w wielu laboratoriach wykazuja, ze zarowno
mroz jak i susza powoduja praktycznie takie same zmiany w ekspresji genow i jak dotad
nie znaleziono genow, ktorych zmieniona ekspresja roznicuje odpowiedz rosliny na oba
stresy (Ingram i Bartels, 1996; Thomashow, 1999).

Prezentowane wyniki jednoznacznie wykazaly, ze stopien indukcji endoproteinaz
cysteinowych odzwierciedla poziom odpornosci pszenicy ozimej na deficyt wody i poziom
tolerancji mrozowej. Obserwacje te, przeprowadzone na zyczenie hodowcow dla
peniejszego uwiarygodnienia przeprowadzonego testu, zostaly potwierdzone na 35
odmianach pszenicy ozimej pochodzacych z kolekcji roboczej Zaktadu Roslin Zbozowych
IHAR w Krakowie (sprawozdanie za 2001 rok)). Wiadomo, ze dehydratacja komorki,
spowodowana zaréwno dziataniem niskiej temperatury na rosling, susza glebowa lub
atmosferyczna, a takze zasoleniem zazwyczaj prowadzi do zmian w natywnej konformacji
biatek lub do utraty ich aktywnosci. Dlatego zdolnos¢ rosliny do tolerowania odwodnienia
musi by¢ zwigzana z efektywnymi mechanizmami reperujagcymi uszkodzone bialka,
usuwajacymi zdenaturowane biatka 1 w ten sposob zapobiegajacymi powstawaniu
uszkodzen metabolicznych oraz usuwajacymi biatka zbedne tzn. takie, ktére w okreslonej
sytuacji metabolicznej przestaja odgrywac swoja specyficzng role (Ingram i Bartels, 1996).
Odpowiedziag metaboliczng ros§liny na stresy S$rodowiskowe jest wiec indukcja
endoproteinaz cysteinowych. Jednakze badania przeprowadzone na dziesieciu odmianach
pszenicy jarej rézniacych si¢ zdolnoscia do tolerowania odwodnienia i do aklimatyzacji
wykazuja, ze wysoka tolerancja odwodnienia pszenicy zaré6wno w fazie strzelania w
zdzbto, jak i1 kloszenia wigze si¢ ze zmniejszona, a nie ze zwickszong aktywnoscig
endoproteinaz cysteinowych (Wisniewski i Zagdanska, 2001). Cytowane wyniki sa
dodatkowo potwierdzone przez obserwacje, ze odmiany pszenicy ozimej o najwyzszej
mrozoodpornosci i odpornosci na susze¢ charakteryzowaty si¢ trzykrotnie nizsza
aktywnoscia endoproteinaz cysteinowych. Mechanizm obserwowanych zmian dla rosliny
nie jest w petni wyjasniony.

Przeprowadzone badania na znacznej liczbie (65 odmian i rodéw pszenicy ozimej i
jarej) o rdznej tolerancji na susze i na oba stresy jednocze$nie (55 odmian i rodéw pszenicy
ozimej) mogg wskazywa¢ na udziat innych niz endoproteinazy cysteinowe uktadéw
proteolitycznych wspotdziatajacych i kompensujacych obnizong aktywno$¢ endoproteinaz
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cysteinowych u odmian odpornych. Moze nimi by¢ szlak degradacji bialek zalezny od ATP
(Wisniewski 1 Zagdanska, 2001; Zagdanska, 2001). Nie jest jednak wykluczone, ze
odmiany tolerancyjne nie wymagajg tak glebokiej przebudowy swoich biatek (Fukuda,
1996). Jakkolwiek jednak proponowany test oparty jest na negatywnej korelacji z
tolerancja pszenicy na stresy abiotyczne to niewatpliwie jest on bardzo przydatny dla
hodowcow, gdyz umozliwia szybka selekcje materiatdéw hodowlanych pszenicy odpornych
w fazie siewki zar6wno na mroz jak i susze. Zaletg proponowanej metody jest stosunkowo
niski koszt oznaczen, szybko$¢ 1 nieskomplikowany, niezbyt kosztowny sprzet
laboratoryjny.
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