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Wstep

Temperatura naleczy do podstawowych czynnikéw warunkujacych wzrost i
rozw(j roélin. Wymagania termiczne roflin sg bardzo réznorodne, zaleza od
organu, fazy rozwojowej i wicku rosliny. Rosliny wickszosci stref klimatycznych sa
przystosowane do wzrostu w warunkach periodycznych zmian temperatury wywo-
fanych réznicami temperatury nocy i dnia. Zakres temperatur, ktére rosliny tole-
rujg jest zwykle ograniczony przez temperaturg gérna, w ktérej zachodzi koagu-
lacja bialck i dolng, w ktdrej komérki ulegaja przechtodzeniu. Wysoka tempera-
tura jest czynnikicm wyraZnie ograniczajacym uprawe lubindw, szczegdlnie w
bascnie morza §rédzicmnego [GLADSTONES 1998]. Wymagania termiczne tubindw
uprawianych w Polsce nic sa duze. Lubin z6lty kietkuje w temperaturze 4-5°C i
znosi przymrozki do —8°C [JAsINSKA, KOTECKI 1999].

Wszystkie organizmy, zaréwno roflinne jak i zwierzgce reaguja na wzrost
temperatur uszkodzeniem blon biologicznych i niekorzystnymi zmianami w obrg-
bie struktury biatck. Nast¢pujc synteza zestawu specyficznych bialek (HSP), row-
noczeénic rofliny ograniczaja poziom bialek typowych [PARSELL, LINDQIUST 1993;
PORANKIWICZ, GWOZDZ 1995]. Szczegdlnie duzg tcrmowrazliwoscig ccchuje sig
plazmalemma, cytoszkielet i jadro komoérkowe [CZARNECKA-VERNER i in. 1995].
Wplyw tempcratury na akumulacj¢ oligosacharydéw, cyklitoli i galaktozylocykli-
toli nic jest poznany. Skiad chemiczny nasion jest regulowany przez czynniki
genetyczne, w duzej mierze jednak jest modyfikowany przez klimat [Boyer 1982].
Weglowodany uwazane sg za skladniki komorki, ktére podlegaja najmniejszym
zmianom ilo§ciowym i jakoSciowym pod wplywem czynnikéw §rodowiska [SZARA-
row 1989].

Celem pracy bylo okreslenie wplywu temperatury na zawarto$¢ oligosacha-
rydéw, cyklitoli i galaktozylocyklitoli w nasionach tubinu zéttego odmiany Teo.

Material i metody

Doswiadczenie przeprowadzono w Katedrze Fizjologii i Biotechnologii
Rodlin Uniwersytetu Warminsko-Mazurskicgo w Olsztynic. Rofliny tubinu zolte-
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go (Lupinus luteus L.) odmiany Teo uprawiano w komorach klimatycznych w
wazonach zawierajacych 4 kg ziemi $redniozwigziej. Do kazdcgo wazonu wysie-
wano 7 nasion. Do momentu zakwitni¢cia rodlin w komorze klimatycznej zastoso-
wano temperature w ciggu dnia 22°C i w ciggu nocy 15°C. Dlugosé dnia wynosita
12 godzin. Po zakwitnigciu roélin zastosowano temperaturg 15, 20 i 28°C w ciagu
dnia i nocy. Dlugosé dnia i nocy pozostawala niezmieniona. Nasiona zbierano w
fazie pelnej dojrzalosci fizjologicznej i okre§lono w nich zawarto$¢ cukréw rozpu-
szczalnych oraz ich wigor i zywotno$¢é [Aosa 1993].

Zawarto§¢ cukrow rozpuszczalnych oznaczano w calych nasionach. Do
materiatu ro§linnego stanowigcego ok. 30 mg tkanki dodawano 2 ml etanolu 50%
(v/v) oraz 100 pg standardu wewngtrznego — fenylo-a-D-glukopiranozydu (1 mg
fenylo-a-D-glukopiranozydu w 1 ml 50% etanolu). Cato$§¢ homogenizowano w
mozdzierzu porcelanowym i przenoszono do probéwek Eppcndorfa (2,5 ml).
Préby ogrzewano w temp. 75°C celem dezaktywacji bialek cnzymatycznych.
Ekstrakty schtadzano do temperatury pokojowej i wirowano w mikrowiréwce (typ
MPW-365, 16 000 g, 20 min). Okoto 500 ul supernatantu przenoszono do filtréw
Micro-Spin (0,2 um, Nylon, 10 000 WM) firmy Lida (Kenosha, USA) i ponownie
wirowano jak wyzej. Klarowny przesacz (okoto 200 ul) przenoszono do naczyn
sililacyjnych 1 zaggszezano do sucha w strumieniu azotu. Wolng od wody prébe
sililanizowano 200 ul mieszaniny sililacyjnej, skladajacej si¢ z trimetyloimida-
zol : pirydyna (1 : 1, v/v) w temperaturze 70°C przez 40 min. Analizy cukréw roz-
puszczalnych (w 1 ul préby) przeprowadzano droga chromatografii gazowe;.
Chromatograf (GC-14A Shimadzu) wyposazony byl w kolumn¢ SPB-1 (15 m x
0,53 mm, 0,5 um film: firma Supelco) i detektor plomieniowo-jonizacyjny. Roz-
dzial pochodnych cukréw prowadzono stosujac nast¢pujgce parametry: tempera-
tura poczatkowa 150°C, wzrost tempceratury do 200°C (wzrost o 3°C w czasic
1 min), wzrost temperatury do 325°C (wzrost o 7°C w czasic 1 min), temperatura
koncowa 325°C utrzymujgca si¢ przez 40 min, temperatura iniektora 335°C, dete-
ktora 350°C, gaz nosny (hel) o predkosci przeplywu 3 ml w ciggu 1 min, dctcktor
zaopatrywany w woddr o predkosei przeplywu 20 ml w ciggu 1 min, powietrze o
predkoscei przeptywu 200 ml w ciggu 1 min.

Identyfikacje oligosacharydéw rodziny rafinozy, cyklitoli i glaktozylocyklitoli
przeprowadzono na podstawic standardéw, za$§ ich zawartoSci obliczano ze sto-
sunku powierzchni piku badanego zwigzku do powierzchni standardu wewngtrz-
nego, uwzgledniajgc rdwnania regresji wyznaczone dla kazdego wzorcea.

Wyniki i dyskusja

Zdolno$¢ kietkowania oraz niektorc parametry wigoru (clektroprzcwodni-
ctwo cksudatéw nasiennych, szybko§¢ kietkowania i dtugos$¢ korzenia zarodko-
wcgo) nasion tubinu zéltego przedstawiono w tabeli 1. Nasiona bez wzglgdu na
temperatur¢ w ktérej byly uprawiane charakteryzowaly si¢ duzg zdolnodcig do
kietkowania. Temperatura réwniez nie wplywala na wigor nasion, jedynie nicco
wyzsze elektroprzewodnictwo wykazywaly nasiona pochodzgce z ro$lin uprawia-
nych w temperaturze 28°C. Zaobserwowano ogdlng tendencj¢ skracania czasu
uzyskiwania przez nasiona dojrzatosci fizjologicznej przy temperaturach najwyz-
szych. Roéliny wyroste w temperaturze 15°C, potrzebowaly na uzyskanic pelnej
dojrzalosei fizjologicznej okoto 90 dni. Roéliny uprawiane w temperaturze 28°C
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od chwili zakwitni¢cia do wyksztalcenia nasion o pelnej dojrzatosci fizjologicznej
potrzebowaly 35 dni. Temperatura jest czynnikiem wyraZnie regulujagcym dlugosé
wegetacji ro§lin tubinu [PERRY i in. 1998]. RoSliny dojrzewajace w temperaturze
15°C charakteryzowaly si¢ duzo wigksza masa nasion niz nasiona roslin uprawia-
nych w temperaturze 28°C (§wieza masa tych nasion wynosita odpowiednio 230,
193 mg - tab. 2). Podobne tendencje wplywu temperatury na akumulacj¢ suchej
masy nasion byly obserwowane w nasionach tubinu bialego [CLAPHAM, WILLCOTT
1994).

Tabela 1; Table 1

Zdolnos¢ kietkowania, szybko$§¢ kietkowania, dtugos¢ korzenia zarodkowego
i elektroprzewodnictwa nasion lubinu zéitego (Srednia z trzech powtérzen = SD)

Germination capacity, germination rate, radicle length and conductivity
in yellow lupin seeds (data are the means of three replicates + standard deviation)

Temperatura; Temperature 15°C 20°C 28°C
Zdolnos¢ kietkowania; Germination capacity (%) 96 +2 962 952
Szybkos¢ kietkowania; Germination rate (%) 76%4 882 71£2
Dtugosé korzenia zarodkowego; Radicle length (mm) 866 120x11 589
Elektroprzewodnictwo; Conductivity (uS x100 seeds) 242%23 241%32 267+29

Tabela 2; Table 2

Zawarto$¢ cukréw rozpuszczalnych w nasionach tubinu zéttego
(Srednia z trzech powtérzefi + SD)

The content of soluble carbohydrates in yellow lupin seeds
(Data are the means of three replicates + standard deviation)

Cukry rozpuszczalne ° o 0

Soluble carbohydrates (mg-g™') 15 e wC
Fruktoza; Fructose 0.63x0,07 0,73+0,19 0,52+0,28
Sacharoza; Sucrose 23,25+425 | 21,48=1,73 | 2429+2735

Cyklitole; Cyclitols
D-pinitol; D-pinitol 0,23+0,06 0,73+0,20 0,750,222
D-chiro-inozytol; D-chiro-inositol 2,45+0,56 4,02+0,52 4,23+0,29
Myo-inozytol;, Myo-inositol 2,76+0,87 6,11%£0,51 7,23+1,39
Galaktozylocyklitole; Galactosyl cyclitols
Fagopyritol B1; Fagopyritol Bl 5,64+0,74 7,03%1,13 7,86+0,97
Galaktinol; Galactinol 7,75+1,04 7,56+0,34 8,93+124
Ciceritol; Ciceritol 12,45£2,06 | 14,89+0,45 | 16,35+0,87
Fagopyritol B2; Fagopyritol B2 734+145 8,77%+1,98 9,46+224
Digalakto-myo-inozytol; Digalacto-myo-inositol 3,87+4,25 3,57+1,26 4,76+0,18
Trigalaktopinitol; Trigalactopinitol 00 2,56x1,05 437+1,24
Oligosacharydy rodziny rafinozy; Raffinose family oligosaccharides

Rafinoza; Raffinose 10,67+0,57 10,60+1,48 942243
Stachioza; Stachyose 67,34+422 59,4+1,60 52,63+1,98
Werbaskoza; Verbascose 52,3+0,37 50,8+2,94 43,89+553
Suma RFO; Sum of RFO 130,3 120,8 105,9
Suma cukréw rozpuszez.; Sum of soluble carbohydrates 196,6 198,2 194,6
Suma galaktozylocyklitol; Sum of galactosyl cyclitols 36,99 443 51,7
Masa nasienia; Fresh mass (mg) 230 210 192
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W nasionach lubindw dojrzewajacych w temperaturze 15, 20 i 28°C stwier-
dzono obecno$¢ nastgpujacych cukréw rozpuszczalnych (tab. 2):

1. polioli: D-pinitol (3-0-metyl D-chiro-inositol), D-chiro-inositol, myo-inositol
II. galaktozylocyklitoli:

1. seria myo-inositolu - galactinol (0-a-D-galaktopyranosyl-(1->3)-D-
myo-inositol), digalacto-myo-inositol (0-a-D-galaktopyranosyl-(1—6)-
0-a-D-galaktopyranosyl-(1—2)-D-myo-inositol)

2. seria pinitolu A - ciceritol (0-a-D-galactopyranosyl-(1-»6)-0-a-D-gala-
ctopyranosyl-(1—2)-4-0-metyl-D-chiro-inositol), trigalactopinitol (0-a-
D-galactopyranosyl-(1—6)-0-a-D-galactopyranosyl-(1—6)-0-a-D-gala-
ctopyranosyl-(1—2)-4-0-metyl-D-chiro-inositol)

3. seria chiro-inositolu — galacto-chiro-inositol (fagopyritol B1, 0-a-D-
galactopyranosyl-(1—2)-D-chiro-inositol), digalacto-chiro-inositol (fago-
pyrytol B2, 0-a-D-galactopyranosyl-(1—6)-0-a-D-galactopyranosyl-
(1-2)-D-chiro-inositol), trigalactopinitol B (0-a-D-galactopyranosyl-
(1-6)-0-a-D-galactopyranosyl-(1—6)-0-a-D-galactopyranosyl-(1—2)-3-
0-metyl-D-chiro-inositol).

II1. oligosacharydéw rodziny rafinozy
IV. fruktozy

V. sacharozy

Oligosacharydy rodziny rafinozy (rafinoza, stachioza i wcrbaskoza) stano-
wily zasadniczy komponent cukréw rozpuszczalnych w nasionach. Taka prawidlo-
wo$¢ obserwowana byla réwniez w nasionach innych tubinéw [PioTrRoOwICZ-CIE-
SLAK i in. 1999]. Stachioza bez wzglgdu na temperaturg dojrzewania byla dominu-
jacym weglowodanem rozpuszczalnym i jej zawarto§é wynosita 67,3; 59,4 1 52,6
mg'g-! odpowiednio dla nasion wyrostych w temperaturze 15, 20 i 28°C. Nasiona
pochodzace z uprawy w temperaturze 15°C syntetyzowaly 130 mg-g-! oligosacha-
rydéw rodziny rafinozy, suma zakumulowanych galaktozylocyklitoli w tych nasio-
nach wynosita 37 mg-g-'. W nasionach uprawianych w temperaturze 28°C, poziom
zawarto$ci oligosacharyddw rodziny rafinozy znaczaco zmalal w odniesieniu do
nasion dojrzewajacych w temp. 15°C i wynosit 106 mg-g-!, istotnie wzrastala nato-
miast syntcza galaktozylocyklitoli i ich zawarto$¢ byla na poziomie 52 mg-g
Wsrdéd galaktozylocyklitoli wzmozong syntezg charakteryzowaly si¢ galaktozylo-
cyklitole serii D- pinitolu. Zawarto$¢ tych sktadnikéw wzrosta o 6% w poréwna-
niu do nasion dojrzewajacych w temperaturze 15°C. Gromadzenic galaktozylocy-
klitoli serii D-pinitolu bylo obserwowane u rodlin tropikalnych w odpowiedzi na
stres cieplny [BEVERIDGE i in. 1977; GANTER i in. 1991]. Wzrost zawartosci cyklitoli i
ich galaktozylowych pochodnych byl czgsto obserwowany w warunkach odpowie-
dzi na strcs wodny oraz wysokiej i niskiej temperatury [KELLER, LupLow 1993;
BOHNERT i in. 1995; Porp i in. 1997].
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Stowa kluczowe:  nasiona, tubin z6lty, temperatura, cukry rozpuszczalne
Streszczenie
Rodliny uprawiano w fitotronie w temperaturach 15°C, 20°C i 28°C przy 12

godzinnej dlugosci dnia. W pelnej dojrzalosci fizjologicznej nasiona byly zebrane
i okreslono w nich zawarto$¢ oligosacharyddw rodziny rafinozy, galaktozylocykli-
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toli i cyklitoli. Stachioza byla cukrem dominujacym bez wzgl¢du na temperaturg
dojrzewania. Nasiona dojrzewajace temp. 15°C mialy wigksza mase, niz nasiona
uprawiane w temp. 28°C. Tempcratura modyfikowala gromadzenie oligosacha-
rydéw rodziny rafinozy. Nasiona uprawiane w temp. 28°C gromadzily znaczace
ilosci galaktozylocyklitoli serii D-pinitolu. Nasiona dojrzewajace w temp. 28°C
charakteryzowaly si¢ wzmozong syntczg wyzszych galaktozylooligomeréw, tj. cice-
ritolu, digalacto-myo-inositolu.

THE EFFECT OF TEMPERATURE STRESS
ON THE CONTENT OF SOLUBLE SUGARS
AND PHYSIOLOGICAL QUALITY OF MATURE YELLOW LUPIN SEEDS

Agnieszka 1. Piotrowicz-CieSlak
Department of Plant Physiology and Biotechnology,
University of Warmia and Mazuria, Olsztyn

Key words:  sceds, yellow lupin, temperature, soluble sugars
Summary

The plants were cultivated in phytotrone at 15°C, 20°C and 28°C with 12
hour illumination. Seeds being in full physiological maturity werc collected and
the levels of oligosaccharides of raffinose family, galactosyl cyclitols and cyclitols
were estimated. Stachyose was a dominant oligosaccharide regardless the ripe-
ning temperature of the sceds. The seeds ripening at 15°C had a much bigger
mass of the seed than the plants grown at 28°C. The temperature also modified
the accumulation of raffinose family oligosaccharides. The seeds grown at 28°C
accumulated significant amounts of galactosyl cyclitols of D-pinitol series. Sceds
maturation at 28°C also favored accumulation of higher galactosyl oligomers
(ciceritol, digalacto-myo-inositol).
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