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Wstep

Nasiona ro$lin straczkowych podczas rozwoju i dojrzewania gromadza
znaczne iloSci oligosacharydéw, reprezentowanych powszechnie przez cukry
rodziny rafinozy (RFO), a u niektérych gatunkéw réwniez galaktozylocyklitole
[HorBOWICZ, OBENDORF 1994]. Obie grupy a-D-galaktozyddw opréez funkceji zapa-
sowych mogg uczestniczy¢ w ochronie tkanek przed szkodliwymi nastgpstwami
odwodnienia [OBENDORF 1997]. Dzialanie ochronne tlumaczy si¢ zaréwno stabili-
zujacym wplywem na strukture blon komérkowych [CROWE i in. 1984] jak i wytwa-
rzaniem si¢ w komoérkach fazy ,cicklego szkla”. Pojgcie to okredla roztwdér o
stopniu nasycenia tak wysokim, ze migracja czasteczek jest silnie ograniczona lub
niemozliwa [LEOPOLD i in. 1994].

W naturalnych warunkach intensywna akumulacja a-D-galaktozydéw zacho-
dzi pod koniec dojrzewania nasion i zbiega si¢ z uzyskiwaniem przez nasiona to-
lerancji na desykacj¢ [BLACKMAN i in. 1992; GORECKI i in. 2000a]. W nasionach ro$-
lin straczkowych galaktozylocyklitole (Gal-C) sa gromadzone w wielokrotnie
mnicjszych ilo$ciach niz RFO [HorBowicz, OBENDORF 1994]. Z tego powodu ich
funkcje fizjologiczne nic sg wyjasnione. Najnowsze doniesienia wskazuja, ze Gal-
C mogg zastgpowadé cukry rodziny rafinozy w ich funkcjach fizjologicznych [HoRr-
BOWICZ i in. 1998]. W badaniach wiasnych podj¢to wige prébe poréwnania akumu-
lacji obu grup a-D-galaktozydéw w dojrzewajacych nasionach wyki drobnokwiato-
wej poddawanych desykacji.

Material i metody
Na podstawie wynikéw badan skladu weglowodanéw rozpuszczalnych w

ekstraktach z dojrzatych nasion kilkunastu gatunkéw wyki [LAHUTA i in. 2001] do
do$wiadczen wybrano dziko rosnaca wykg drobnokwiatowa (Vicia hirsuta (L.)

! Praca finansowana z grantu Komitetu Badafh Naukowych 3P04C 03622.
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S. E GRray), charakteryzujacg sig¢ wysoka zawartoscia RFO i Gal-C w nasionach
oraz krétkim okresem dojrzewania nasion. Roéliny uprawiano w kontrolowanych
warunkach szklarniowych (16-18°C/dziefi, 12-14°C/noc, 14 godzinny fotoperiod).
Oznaczano daty zakwitania poszczegélnych kwiatostanéw. Dojrzewajace nasiona
zbierano z dwdch pierwszych kwiatostandéw w odstgpach 2—4-dniowych od 14 do
36 dnia po kwitnieniu (DPK). Bezposrednio po zbiorze oznaczano zawarto$¢
Swiezej i suchej masy {ISTa 1996] oraz cukrowcéw rozpuszczalnych (metodg chro-
matografii gazowe] wg GORECKIEGO i in. [1997]). W celu okrcSlenia zdolnoSci
nasion do kietkowania nasiona poddawano rgcznej skaryfikacji (przy uzyciu igly
preparacyjnej, w warunkach sterylnych) i umieszczano w szalkach Petriego na
wilgotnych krazkach z bibuly filtracyjnej. Po 14 dniach inkubacji (w temperaturze
22°C) liczono ilos¢ kietkujacych nasion.

Stres desykacyjny indukowano poprzez umieszczenie nasion w eksykatorach
o kontrolowanej wilgotnosci wzglednej powietrza (RH). Wykonano dwa ckspery-
menty rézniace si¢ szybko$cia odwadniania tkanek. Szybkie odwadnianie (ang.
fast drying, FD) polegalo na umieszczaniu nasion nad nasyconym roztworem
chlorku litu (12% RH) w temperaturze 22°C przez 6 dni. W tedcie powolnej
desykacji (ang. slow drying, SD) nasiona odwadniano w atmosferze o stopniowo
malejacej wilgotnosci wzglednej (od 95 do 12% RH, nad nasyconymi roztworami
odpowiednich soli, wg GORECKIEGO i in. [1997]). Po wysuszeniu nasion (do wilgot-
nosci 6% Swiezej masy) analizowano w nich zawarto$¢ cukrowcéw oraz okreslano
zdolno$¢ nasion do kietkowania, ktérej wartoéé przyjeto za wskaznik odpornoéci
tkanek na odwodnienie.

Wyniki i dyskusja
Rozwdj i dojrzewanie nasion

Pierwsza prébeg nasion pobrano w 14 dniu po kwitnieniu (DPK), gdy zaro-
dek wykazywal zréznicowanie na o§ zarodkows 1 li§cienie. W dynamice wzrostu
obserwowano trzy etapy (rys. 1A). W pierwszym, do 22 DPK wzrost nasion pole-
gal na réwnoczesnej akumulacji suchej masy i pobieraniu wody. W drugim etapic
(do 26 DPK) intensywnej akumulacji suchej masy towarzyszylo stopniowe obniza-
nie si¢ zawartoéci wody, nasiona osiggaly najwicksze rozmiary. Etap trzeci, od 28
do 36 DPK - to okres zahamowania wzrostu zarodka, charakteryzujacy si¢ szybka
utratg wody. Obserwowana etapowo$¢ wzrostu wyki drobnokwiatowej odpowiada-
ta schematowi dynamiki wzrostu nasion wigkszosci uprawnych gatunkéw roslin
straczkowych [GORECKI i in. 2000a].

Rozwijajace si¢ nasiona wyki uzyskiwaly 50% zdolno$¢ do kietkowania w 22
DPK (rys. 1B). Przez nastgpne 4 dni tracily tg zdolno$¢ i do konca dojrzewania
wykazywaly cechy nasion spoczynkowych (twardych). Tak gleboki spoczynek
moze by¢ cechg gatunkowa, zwiazana z wytwarzaniem nieprzepuszczalnych dla
wody i gazéw okryw nasiennych. U niektdrych gatunkéw wyki spoczynck moze
by¢ przerywany przez niskie [ISTA 1996] lub wysokie temperatury [MOSIDIS,
ZHANG 1995], badZ zabieg chemicznej, lub mechanicznej skaryfikacji [TOMER,
SINGH 1993]. W badaniach wlasnych zabieg skaryfikacji nic przerywat spoczynku
nasion, natomiast zaskakujaco, powolne i szybkie odwadnianic nasion zcbranych
po 24 DPK stymulowalo ich kictkowanie.
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Rys. 1. A. Akumulacja $wiezej (Sw.m.) i suchej masy (s.m.) oraz zmiany zawartosci

wody (WC) w dojrzewajacych nasionach wyki drobnokwiatowej. Wartosci $red-
nic = $redni blad standardowy (SEM) z czterech powtdrzefi; B. Zdolnosé
nasion do kietkowania przed (C) i po: szybkiej (FD) lub powolnej desykacji
(SD). Wartosci Srednic = $redni btad standardowy (SEM) z trzech powtdrzen

Fig. 1. A. Accumulation of fresh weight (FM), dry weight (DM) and changes in water
content (WC) in developing Vicia hirsuta seeds. Vertical bars represent *+ SE;
B. Seed germinability before (C) and after fast (FD) or slow drying (SD). Ver-
tical bars represent = SE

Gromadzenice a-D-galaktozydow

W 14 DPK nie stwicrdzono w nasionach obecnos$ci RFO i Gal-C. Nasiona
zawieraly sacharozg, cukry proste, maltozg, myo-inozytol, D-pinitol i galaktinol.
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Zawartos¢ galaktinolu (zasadniczego donora reszty galaktozowej do syntezy RFO
i Gal-C) wzrastata do 26 DPK, po czym stopniowo obnizala sig. Réwnoczesnie
malata zawarto§¢ wolnego myoe-inozytolu. Pomigdzy 18-22 DPK rozpoczynata si¢
akumulacja rafinozy, stachiozy, galaktopinitolu A i di-galaktopinitolu A (rys. 2).
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Rys. 2. Akumulacja cukréw rodziny rafinozy (A) i galaktozylopinitoli A (B) w dojrze-
wajacych nasionach wyki drobnokwiatowej. Raf - rafinoza, Sta — stachioza,
Ver — werbaskoza, GPA - galaktopinitol A, DGPA - di-galaktopinitol A,
TGPA - tri-galaktopinitol A. Wartosci Srednic = Sredni blad standardowy
(SEM) z trzech powtdrzen

Fig. 2. Accumulation of raffinose family oligosaccharides (A) and galactosyl cyclitols
(B) in developing Vicia hirsuta secds. Raf — raffinosc, Sta — stachyosc, Ver -
verbascose, GPA - galactopinitol A, DGPA - di-galactopinitol A, TGPA — tri-
galactopinitol A. Vertical bars represent £ SE
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Werbaskoza i tri-galaktopinitol A pojawily si¢ w 24 DPK. Wraz z pdzZniej-
szym odwadnianiem tkanck dominujacym kicrunkiem w akumulacji RFO bylo
gromadzenie werbaskozy, natomiast wréd Gal-C — wzrastala zawarto§¢ mono- i
di-galaktopinitolu A. Cho¢ akumulacja obu grup galaktozydow rozpoczynala sig
w tym samym czasie, to jej intensywno$¢ i zmiany jako$ciowe wykazywaly
odmienny charakter. Przez caly okres dojrzewania nasion ilo§¢ RFO trzykrotnie
przewyzszala ilo§¢ gromadzonych Gal-C. Wéréd RFO dominowal kierunek bio-
syntezy werbaskozy, natomiast u Gal-C - galaktopinitolu A. Wydaje si¢, ze domi-
nujaca akumulacja RFO w nasionach wyki drobnokwiatowej jest cccha gatunko-
wg. Rowniez w nasionach innych ro§lin straczkowych obserwuje si¢ wiclokrotnie
wyzszg zawarto§¢ RFO niz Gal-C [HorBowiCz, OBENDORF 1994]. Nie wiadomo,
czy wysokie stgzenia myo-inozytolu oraz D-pinitolu w nasionach niedojrzalych
hamowaly rozpoczgcie biosyntezy a-D-galaktozyddw.

Wplyw desykacji na sklad i zawarto$¢ oligosacharydow

Nicdojrzale nasiona (14-22DPK) wykazywa{y najwyzsza wrazliwo$¢ na
odwodnicnic (rys. 1B). Nie byly zdolne do przezycia stresu szybkiego odwadnia-
nia, natomiast po powolnym wysuszeniu ich zdolno$¢ do kietkowania obnizyla si¢
0 5-10% w stosunku do nasion przed suszeniem. Nasiona starsze (26-32DPK)
wykazywaly blisko 100% odporno$é na powolne odwadnianie. Szybkie suszenie
obnizalo ich zdolno$¢ do kietkowania do 50-80%.

Nie stwierdzono wickszego wplywu suszenia dojrzewajacych nasion (po
24DPK) na zmiany zawarto$ci RFO i Gal-C. Nasiona mlodsze (14-22DPK) rea-
gowaly na desykacje rozpoczecicm i intensywng akumulacjg obu grup galaktozy-

déw (rys. 3).
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Rys. 3. Zawarto$¢ RFO i Gal-C w rozwijajycych si¢ nasionach wyki drobnokwiatowe;j

przed desykacjg (C ), po szybkiej (FD) i po powolnej desykacji (SD). Wartosci
$rednie * $redni blad standardowy (SEM) z trzech powtdrzefi

Fig. 3. The content of RFO and Gal-C in developing Vicia hirsuta seeds before dry-
ing (C ), after fast (FD) and slow drying (SD). Vertical bars represent + SE
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Znacznie silniejsza akumulacjg RFO 1 galaktopinitoli obscrwowano w
nasionach poddawanych powolnemu wysychaniu, niz w nasionach odwadnianych
szybko. W reakcji na szybka dehydratacje tkanki gromadzity wigcej D-pinitolu i
galaktopinitolu A, niz po powolnej desykacji. Podobnc zmiany w skladzie cukro-
wcow rozpuszezalnych wywolywane odwodnicnicm obscrwuje sie w nasionach soi
[OBENDOREF i in. 1998], lubinu [GORECKI i in. 1997], grochu [GORECKI i in. 2000b].
Pojawianic sig, lub wzrost zawarto§ci RFO i galaktopinitoli w odpowiedzi na
odwodnienie sugeruje, ze pclnig one funkcje ochronne. Intensywnicjsze groma-
dzenie RFO wskazuje, ze ta grupa zwiazkéw w wigkszym stopniu, niz Gal-C
moze by¢ zwigzana z ochrong tkanek. Obscrwowany wzrost zawartodci D-pinitolu
w odpowicdzi na szybka desykacj¢ potwierdza osmoprotckeyjg rolt, tego zwigzku
w tkankach nasicnnych [Kuo i in. 1997]. Powyzsze wyniki przemawiajg za istotnym
udzialem RFO w ochronie tkanek nasiennych przed odwodnicniem oraz poten-
cjalnym wspdtuczestnictwem cyklitoli i Gal-C w tym dziataniu.

Literatura

BLACKMAN S.A., OBENDORF R.L., LEOPOLD A.C. 1992. Maturation proteins and sugars in
desiccation tolerance of developing soybean seeds. Plant Physiology 100: 225-230.

CROWE L.M., MOURADIAN R., CROWE J.H., JACKSON S.A., WOMERSLEY C. 1984. Effects of
carbohydrates on membrane stability at low water activities. Biochim. Biophys. Acta
769: 141-150.

GORECKI R.J., PIOTROWICZ-CIESLAK A.l.,, LAHUTA L.B., OBENDORF R.L. 1997. Solible
carbohydrates in desiccation tolerance of yellow lupin seeds during maturation and
germination. Sced Science Research 7: 107-115.

GORECKI R.J., FORDONSKI G., HALMAJAN I1., HORBOWICZ M., JONES R., LAHUTA L.B,,
2000a. Seed physiology and biochemistry, in: Carbohydrates in Legume Seeds. C.
Hedley (Ed.). CAB International: 117-144.

GORECKI R.J., LAHUTA L.B., HEDLEY C., JONES A. 2000b. Soluble sugars in maturing pea
seeds of different lines in relation to desiccation (olerance, in: Seed Biology:
Advances and Applications. CAB International, M. Black, K.J. Bradford,
I. Vasquez-Ramos (Eds): 67-74.

HORBOWICZ M., OBENDORF R.L. 1994. Seed desiccation tolerance and storability:
Dependence on flatulence-producing oligosaccharides and cyclitols — review and
survey. Sced Science Research 4: 385-405.

HorBOWICZ M., BRENAC P, OBENDORF R.L. 1998. Fagopyritol Bl, O-a-D-galactosylpy-
ranosyl-(1->2)-D-chiro-inositol, a galactosyl cyclitol in maturing buckwheat seeds
associated with desiccation tolerance. Planta 205: 1-11.

ISTA (International Seed Testing Association) 1996. International rules for seed
testing. Secd Science and Technology 24, Supplement.

Kuo T.M., LOWELL C.A., NESLEN T. 1997. Occurrence of pinitol in developing soybean
seed tissues. Phytochemistry 45(1): 29-35.

LAHUTA L., GORECKI R.]J., HorpyNsKi C., HORBOWICZ M. 2001. The sceds of genus Vicia
(Leguminosae) as an object for study on metabolism of raffinose series of oligosacc-
harides and galactosyl cyclitols. 4th European Conference on Grain Legumes,
Cracow”: 366-367.



AKUMULACJA a-D-GALAKTOZYDOW SACHAROZY 1 D-PINITOLU ... 241

LEOPOLD A.C., SUN W.Q., I. BERNAL-LUGO 1994. The glassy state in seeds: analysis and
Junction. Sced Scicnce Research 4: 267-274.

MOSIIDIS J.A., ZHANG X. 1995. Seed germination and root growth of several Vicia spe-
cies at different temperatures. Seed Sci. Technol. 23: 749-759.

OBENDORF R.L., DICKERMAN A.M., PFLUM M., KACALANOS M.A., SMITH M.E. 1998. Drying
rate alters soluble carbohydrates, desiccation tolerance and subsequent seedling
growth of soybean (Glycine max L. Merr:) zygotic embryos during in vitro matura-
tion. Plant Science 132: 1-12.

OBENDORF R.L. 1997. Oligosaccharides and galactosyl cyclitols in seed desiccation
tolerance (Review Update). Sccd Science Research 7: 63-74.

TOMER R.PS., SINGH K. 1993. Hard seed studies in rice bean (Vigna umbellata). Seed
Sci. Technol. 21: 679-683.

Stowa kluczowe:  wyka drobnokwiatowa, nasiona, rafinoza, galaktozylocyklitole,
desykacja

Streszczenie

Akumulacja cukrow rodziny rafinozy i galaktozylocyklitoli w rozwijajacych
SIQ nasionach wyki drobnokwiatowej (Vicia hirsuta (L) S. E. Gray) rozpoczynala
si¢ na poczatku fazy intensywnego wzrostu liScieni i gromadzenia suchej masy.
Intensywniej przebiegata w okresie odwadniania nasion. Zasadniczym kierunkiem
w biosyntezie cukréw rodziny rafinozy byla akumulacja werbaskozy, natomiast
wéréd galaktozylocyklitoli dominowata synteza mono- i di-galaktopinitolu A. Nie-
dojrzate nasiona w odpowiedzi na wymuszong dehydratacje reagowaly rozpocze-
ciem i bardzo intensywng biosyntezg wszystkich cukréw rodziny rafinozy, a takze
wzrostem zawartosci D-pinitolu I galaktopinitolu A. Wraz ze wzrostem zawartosci
obu grup a-D-galaktozydéw wzrastala odporno$¢ nasion na odwodnienie.

ACCUMULATION OF a-D-GALACTOSIDES OF SUCROSE
AND D-PINITOL IN DEVELOPING SEEDS OF Vicia hirsuta (L.) S. F. GrRay
DURING DESICCATION
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Summary
Accumulation of raffinose family oligosaccharides (RFO) and galactosyl
cyclitols in developing Vicia hirsuta seeds began in the phase of intensive seed

growth. The most intensive biosynthesis of both groups of «-D-galactosides
occurred in the maturation phase, when seeds undergo dehydration. Desiccation
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of unripe seeds resulted in accumulation of raffinose, stachyose, and verbascose.
The higher accumulation of D-pinitol and galactopinitol A was associated with
fast drying. The presence of RFO in unripe secd after seed drying coincides with
seed desiccation tolerance.
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