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Wstep

Skiad chemiczny nasion, choé zdeterminowany genetycznie moze ulegaé
silnym modyfikacjom pod wplywem rdéznorodnych czynnikéw Srodowiskowych
[HEDLEY 2001]. Stresy abiotyczne w pierwszej kolejnosci oddzialywuja na organy
wegetatywne, w nastepstwie zaburzeniom ulega dystrybucja fotoasymilatéw w
obrebie calych roSlin {ZaMski, SCHAFFER 1996]. Nie wiadomo, w jakim stopniu
zmienia si¢ zaopatrzenie zarodka w zwigzki odzyweze. Niekorzystne czynniki §ro-
dowiskowe, takie jak: susza, niskie lub wysokie temperatury powietrza prowadza
do zmian zaréwno w plonie rodlin, jak tez w jakodci fizjologicznej nasion i ich
skladzie chemicznym [LACHUTA i in. 1999; GORECKI 2001]. W nasionach roslin stra-
czkowych powszechnie gromadzone sa oligosacharydy rodziny rafinozy (RFO).
Jako zwiazki zapasowe sa wykorzystywane w pierwszych godzinach kietkowania
[Bau i in. 1997; LAHUTA i in. 1998]. Zawarto§¢ RFO waha si¢ od kilku do kilkuna-
stu procent suchej masy nasion [HORBOWICZ, OBENDORF 1994]. Zwickszong aku-
mulacje RFO obserwuje si¢ w nasionach poddawanych naturalnej, lub wymuszo-
nej desykacji [OBENDORF 1997]. RFO nalezq do zwigzkéw antyzywieniowych, ogra-
niczajacych mozliwosci wykorzystania nasion w diecie czlowieka i zwierzat gospo-
darskich [Kozrowska 2001]. Zrozumiale jest wigc dazenie hodowcedw do ich eli-
minacji z nasion. Z drugiej jednak strony moga chroni¢ tkanki nasion przed
uszkodzeniami wywolywanymi stresami abiotycznymi, zwiazanymi z dehydrataeja
komorek [OBENDORF 1997). Dazenie wige do pelnego poznania ich fizjologicznych
funkcji w nasionach wydaje si¢ uzasadnione.

Celem przeprowadzonych badafi bylo okrelenie wplywu zréznicowanych
warunkéw termicznych podczas wegetacji roélin na dynamik¢ akumulacji i kon-
cowa zawarto$¢ cukrowcéw rozpuszczalnych w nasionach wyki drobnokwiatowej
Vicia hirsuta (L) S. F. GRrAy.

Materiat i metody

Dwuletnie (2000-2001) do$wiadczenia przeprowadzono na rozwijajacych sig
nasionach pobieranych z ro§lin uprawianych w 6-ciu wariantach temperaturo-
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wych. RoSliny uprawiano w szklarni (przy 16-godzinnym fotoperiodzie) w kontro-
lowanych warunkach temperaturowych: 14-18, 20-25, 25-30 i 30-35°C podczas
dnia (temperatury nocg byly nizsze o 4-6°C). Przeprowadzono réwniez dwa dos-
wiadczenia polowe. W pierwszym z nich roS§liny wysiewano na poletkach doswiad-
czalnych na poczatku maja, w drugim — na poczatku sicrpnia. Srednie dzienne
temperatury powictrza podczas rozwoju generatywnego wyki w tych doswiadcze-
niach wynosily odpowiednio: 18-20°C i1 5-10°C. W tabeli 1 przedstawiono wplyw
zréznicowanych warunkéw termicznych na dlugo$é embriogenezy i koficowa masg
dojrzalych nasion wyki. Préby nasion pobierano w odst¢pach 2—4-dniowych, po-
czawszy od 10 dnia po kwitnieniu (DPK), do pelnej dojrzalosci nasion (zawartos§¢
suchej masy > 90%). W kazdej prébie oznaczano $wiezg i suchg mas¢ nasion
oraz zawarto$§¢ wody. Trzy partic nasion (po 20-30 sztuk kazda) wazono bezpo-
§rednio po izolacji ze strakéw, poddawano 2-minutowemu dzialaniu mikrofal
{moc 300 wat, w celu dezaktywacji enzyméw), a nast¢pnie Suszono w suszarce
nawiewowej przez 24 godziny w temperaturze 80°C. Zawarto$¢ wody okreslano
jako réznic¢ pomigdzy $wieza i sucha (po 24 godzinnym suszeniu) masg nasion.
W wysuszonych nasionach oznaczano zawarto$¢ cukrowcdw rozpuszczalnych
metodg chromatografii gazowej [wg GORECKIEGO i in. 1997). Zdolnos§¢ nasion do
kietkowania oznaczano zgodnie z normami IsTa [1996). Z kazdego terminu zbioru
wybierano losowo trzy partie nasion (po 30 sztuk kazda). Nasiona poddawano
skaryfikacji przy uzyciu igly preparacyjnej i umieszczano na wilgotnej bibule w
szalkach Petriego. Po 14 dniach inkubacji w temperaturze 20°C (w ciemnoSci)
liczono ilo§é skietkowanych nasion, przyjmujac za kryterium kietkowania przebi-
cie przez korzen zarodkowy okrywy nasicnnej.

Wyniki

Zréznicowane warunki termiczne zmodyfikowaly diugo$é rozwoju 1 dojrze-
wania nasion. Na rolinach rosnacych w temperaturach 18-20 i 20-25°C nasiona
osiagaly pelng dojrzato$é w 22-24 DPK. Temperatury 25-30°C skrocily dojrzewa-
nie nasion do 20 dni, natomiast 30-35°C — do 18 dni (tab. 1).

Tabela 1; Table 1

Wplyw zréznicowanych warunkéw temperaturowych na dtugo$¢ embriogenczy
i koficowa masg dojrzatych nasion
wyki drobnokwiatowej (Vicia hirsuta (L.) S. . GRAY)

The effect of different temperatures on duration of embryogenesis and final fresh mass
of mature seeds of Vicia hirsuta (L.) S. E GRAY

Doswiadczenia
polowe
Field experiments

Wyszczegdlnienie Doswiadczenia szklarniowe
Specification Experiments in greecnhouse

Temperatura (°C)

Temperature (°C) 14-18 20-25 25-30 30-35 18-20 5-10

Masa nasienia (mg)*

Seed fresh mass (mg)" 7,78+0,111 7,57+0,03 { 7,17+0,09 | 7,16+0,02 {7,27x0,07 | 5,02+0,01

Dlugosé embriogenezy
(dni); Duration of 36 22 20 18 24 72
embryogenesis (days)

* ~  wartosci §rednie z trzech powtdrzefi + Sredni blad standardowy; means £ SE (n = 3)
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A. Akumulacja $wiezej (§w.m.) i suchej masy (s.m.) oraz zmiany zdolnosci do
kietkowania (Ger) dojrzewajacych nasion wyki drobnokwiatowej (Vicia hirsuta
(L) S. E GRAY) poczawszy od 10 dnia po kwitnieniu (DAF). Wartosci éred-
nie z trzech powtdrzen * biad standardowy (SE); B. Akumulacja RFO i Gal-
C i zmiany zawartoéci wody (WC) w dojrzewajacych nasionach wyki drobno-
kwiatowej (Vicia hirsuta (L.) S. F. GRAY). Wartosci Srednie z trzech powtdrzen
+ blad standardowy (SE)

A. Accumulation of fresh matter (FM) and dry matter (DM) and changes in
germinability (Ger) of developing Vicia hirsuta seeds, beginning from the 10th
day after flowering (DAF). Means + SE (n= 3); B. Changes in RFO, Gal-C
and water content (WC) in developing Vicia hirusta seeds. Means = SE (n =
3)

Niskie temperatury powietrza sprzyjaly wydtuzonej wegetacji roslin, nasiona
dojrzewaly od 36 do 72 dni (w 14-18 i 5-10°C, odpowiednio). W konsekwencji
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dojrzale nasiona réznily si¢ koficowa masa: od 5,02 mg/nasicnic (msmna z roSlin
rosngcych w 5-10°C) do 7,78 mg (w 14-18°C). Srednia masa nasion dojrzewaja-
cych w temperaturach 18-20 i 20-25°C wynosita 7,42 mg, natomiast w warunkach
wysokich temperatur ( 25-30 i 30-35°C) — 7,16 mg.

Niezaleznie od warunkéw termicznych obserwowano jednakowy przcbicg
akumulacji $wiezej 1 suchej masy, ksztaltowania si¢ zdolnodci nasion do kietkowa-
nia oraz kolejnodci akumulacji RFO i galaktozylocyklitoli (Gal-C). Przy 22-24
dniowe]j embriogenezie (w temp. 20-25°C) faza histodyfercencjacji zarodka kon-
czyla sig ok. 10 DPK, przez kolejne 6-8 dni dominowal intensywny wzrost li§cieni
i akumulacja suchcj masy. Od 18-20 DPK nasiona zaczynaly traci¢ wodg (rys.
1A). Temperatury niskic (14-18, 5-10°C) wydluzaly okres wzrostu nasion i opdz-
niaty ich naturalne odwadnianie. Temperatury wysokie (25-30 i 30-35°C) przc-
ciwnie — skracaly okres wzrostu zarodka i przyspieszaly desykacje nasion.

Stosunkowo wczesnie — w 12 DPK - rozwijajace si¢ nasiona uzyskiwaly
wysoka (75%) zdolnoé¢ do kietkowania (rys. 1A). Wraz z osiagnicciem maksy-
malnej §wiezej masy nasiona wchodzily w stan gi¢bokicgo spoczynku. Identyczny
przebieg we wezesnym uzyskiwaniu wysokiej zdolnosci do kietkowania a nast¢p-
nie wyksztatcaniu si¢ glebokicgo spoczynku obserwowano w nasionach z wszyst-
kich wariantéw temperaturowych, za wyjatkiem temperatur najnizszych (5-10°C).
Nasiona pobicrane z roélin rosnacych w warunkach chiodu nie byly zdolne do
kielkowania.
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Rys 2. Zawarto$¢ RFO i Gal-C w nasionach wyki drobnokwiatowej dojrzewajacych w

zréznicowanych warunkach termicznych. Wartosci Srednie z trzech powtérzei
+ blad standardowy (SE)

Fig. 2. The content of RFO and Gal-C in mature sceds of Vicia hirsuta in relation to
different temperature conditions during secd development and maturation.
Means * SE (n = 3)

Gléwnymi cukrowcami rozpuszczalnymi dojrzatych nasion wyki byly: sacha-
roza, oligosacharydy rodziny rafinozy (RFO) i galaktozylocyklitole (Gal-C). Aku-
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mulacja oligosacharydéw rozpoczynala si¢ podczas uzyskiwania przez nasiona
najwyzszej $wiezej masy, lecz najintensywniej przebiegala pod koniec dojrzewania
- gdy nasiona zaczynaly traci¢ wodg (rys. 1B). W akumulacji RFO dominowatla
synteza werbaskozy, poprzcdzona okresowym zwigkszeniem si¢ zawartoSci rafino-
zy i stachiozy. W grupic galaktozylocyklitoli zidentyfikowano dwie serie @-D-gala-
ktozydéw D-pinitolu: mono-, di- 1 trigalaktopinitole scrit A i serii B, przy czym
dominowatly galaktopinitole serii A. Zawarto$¢ tych zwiazkéw podczas dojrzewa-
nia nasion byla wiclokrotnie nizsza niz RFO. Zasadniczy wzrost poziomu galak-
topinitoli, podobnic jak RFO, wiazal si¢ z faza naturalnej desykacji nasion (rys.
1A i B). Nasiona dojrzcwajgce w skrajnych warunkach termicznych (5-10 i
30-35°C) gromadzily 3,5-krotnie wigcej RFO, niz nasiona dojrzewajace w tempe-
raturach: 14-18, 18-20, 20-25 i 25-30°C. Wysoka tcmperatura (30-35°C) 3-kro-
tnie zwigkszala zawarto§¢ Gal-C (rys. 2). Wzrost poziomu RFO wigzal sie z
intensywng akumulacjg werbaskozy, natomiast Gal-C - ze wzmozonym groma-
dzeniem mono- i digalaktopinitolu A.

Dyskusja

Nasiona roélin strgczkowych w odpowiedzi na wysoka temperaturg, lub
susz¢ glebowa, rcagujg zwigkszeniem zawarto§ci RFO [Guo, OOSTERHUIS 1995;
GORECKI i in. 2000; LAHUTA i in. 2000; ZALEWSKI i in. 2001] lub galaktozylocyklitoli
[GORECKI i in. 1996]. Zwickszona zawarto§¢ RFO pozytywnie korelujc z odporno-
Scig tkanck na dchydratacj¢ [OBENDORF 1997]. W badaniach wilasnych wysokic
temperatury (30-35°C), a w konsckwencji przyspieszone i szybkie odwadnianie
nasion sprzyjalo ponad 3-krotnemu zwigkszeniu si¢ zawartoéci RFO i Gal-C, co
wskazuje na potencjalne ochronne funkcje badanych galaktozydéw. Z drugiej
strony moze wigzac si¢ z unicczynnianicm doplywajacych do nasion zwigzkéw
odzywczych w formg oligosacharydéw niercdukujgcych. Réwnie silny wzrost RFO
w nasionach dojrzewajacych w warunkach chlodu (5-10°C) mozna ttumaczy¢
dziatanicm osmoprotekeyjnym RFO na tkanki [BACHMANN i in. 1994]. W tkankach
wegetatywnych RFO uczestniczg w ich adaptacji do chlodu [HINESLEY i in. 1992;
BACHMANN i in. 1994]. W nasionach chiéd podwyzsza aktywno$¢ syntazy galaktino-
lowej (enzymu odpowiedzialnego za powstawanie galaktinolu i pierwsze etapy
syntczy RFO), co moze prowadzi¢ do zwigkszenia nat¢zenia syntezy RFO [Cas-
TILLO i in. 1990j.

Zaobscrwowana zbiczno$¢ w nasileniu akumulacji RFO 1 Gal-C w warun-
kach wysokich 1 niskich temperatur sugcruje istnienie wspélnego czynnika stymu-
lujacego akumulacje a-D-galaktozydéw. Rozpoczecie syntezy RFO i Gal-C zbic-
galo si¢ z wchodzeniem nasion w gl¢boki spoczynek. Zabieg skaryfikacji nasion
przeprowadzany bezpoSrcdnio po ich zbiorze umozliwial wnikanie do nasion
wody, lecz nie przerywal ich spoczynku. Przyczyn uspienia nasion nalezatoby wiec
szuka¢ w obecnoSci inhibitoréw wzrostu. Brak analiz poziomu cndogennego
kwasu abscyzynowego (ABA) w nasionach wyki, nic pozwala odpowiedzie¢ na
pytanic, czy ten inhibitor stymulowat syntez¢ RFO i Gal-C. W $wietle doniesien z
ostatnich lat [PERATA i in. 1990; SKRIVER, MUNDY 1990}, potwicrdzajacych wspot-
udzial ABA w odpowicdzi tkanck na stresy abiotyczne, wydaje si¢ to mozliwe i
wymaga przeprowadzenia dalszych badan.
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Stowa kluczowe:  Vicia hirsuta (L.) S. F. GRAY, nasiona, oligosacharydy, galak-
tozylocyklitole, temperatura

Streszczenie

Przeprowadzono badania nad wplywem rdéznych temperatur powietrza
(5-10, 14-18, 18-20, 20-25, 30-35°C) podczas rozwoju i dojrzewania nasion wyki
drobnokwiatowej (Vicia hirsuta (L) S. E GRAY) na zawarto$¢ cukrowcéw rozpusz-
czalnych i ich sklad jakoSciowy w dojrzalych nasionach. Przy temperaturach
18-20 i 20-25°C nasiona osiggaly pelna dojrzalo$¢ po 22-24 dniach od zapylenia.
Temperatury nizsze wydtuzaly dojrzewanie (do 36 i 72 dni przy 14-18 i 5-10°C,
odpowiednio), natomiast temperatury 30-35°C skrécily dojrzewanie nasion do 18
dni. W warunkach wydtuzonej (do 72 dni) i skréconej (do 18 dni) embriogenezy
nasiona akumulowaly 3-krotnie wigcej oligosacharydéw rodziny rafinozy (RFO),
niz nasiona dojrzewajace w przedziale temperatur 14-25°C. Wysoka temperatura
(30-35°C) powodowala réwnie intensywne gromadzenie galaktozylocyklitoli (Gal-
C), gléwnie mono- i digalaktopinitolu A. Zwigkszona zawarto§¢ RFO i Gal-C
sugeruje, ze zwigzki te moga chronig tkanki nasion przed szkodliwymi nast¢p-
stwami przyspieszonego odwadniania (wywolanego wysoka temperatura), badz
dlugotrwalego dziatania chiodu.

THE EFFECT OF DIFFERENT TEMPERATURES
ON THE SOLUBLE SUGARS ACCUMULATION
IN DEVELOPING Vicia hirsuta (L) S. E GrRay SEEDS

Ewa Gojlo, Lestaw B. Lahuta, Ryszard J. Gérecki
Department of Plant Physiology and Biotechnology,
University of Warmia and Mazury, Olsztyn

Key words:  Vicia hirsuta (L) S. E GRaAY, seeds, oligosaccharides, galactosyl
cyclitols, temperature
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Summary

The paper provides an analysis of the effect of various air temperatures
(5-10°C, 14-18°C, 18-20°C, 20-25°C, 30-35°C) during development and matura-
tion of V hirsuta seeds on soluble carbohydrates content in mature seeds.

At temperatures 18-20°C and 20-25°C seeds achieved full maturity in
22-24 days after pollination. Lower temperatures prolonged maturation to 36
and 72 days (at 14-18°C and 5-10°C, respectively). During shortened (18 days)
and prolonged (72 days) embryogenesis, seeds accumulated 3-fold more of the
raffinose family oligosaccharides than seeds maturing at temperature rangc
14-25°C. High temperature (30-35°C) resulted in intensive accumulation of gala-
ctosyl cyclitols, mainly mono- and digalactopinitol A. Increased contents of RFO
and Gal-C suggest that these compounds can be involved in tissuc protection
against damages caused by accelerated dehydratation (due to high temperature)
or by exposure to prolonged low temperature.
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