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1. WSTEP

Kluczowym etapem w procesie kietkowania nasion jestznienie nazywane
imbibicja, ktére odbywa si bardzo szybko. Pobér wody odbywae gorzez zwazki
hydrofilowe, ktore budujsciany komorkowe i cytoplazmatyczne. Temperaturazmecacy
wplyw na tempo tego procesu: im #gga, tym szybciej nasiona wchiagiajode. Pecznienie
w chiodzie mimo, ze przebiega wolniej, jest bardziej niebezpieczne wi wyzszej
temperaturze. Niezaadaptowane do chtodu membramyokmwe mog nie wytrzyma
cisnienia wody i mog zost& przerwane. O tym zjawisku decyduje gtdwnie skipaiowy
membran. Im wicej reszt kwasow tluszczowych nasyconych zawiesadbkomaérkowa, tym
bardziej jest ona natana na rozerwanie podczascpnienia w niskiej temperaturze. Btony te
traca rowniez zdolng¢ do selektywnego poboru jondéw. Wynikiem tego procgst szybki
wyptyw jondw i roztworow metabolitow o niskiej masczsteczkowej z komoérek [Bewleya
1997]. Rcznienie w chiodzie jest szczegdlnie niebezpiecgdg,zawarté¢ wody w suchych
nasionach nie przekracza 10% suchej masy [Pollogkp. 1967]. Uszkodzeniu mggilec
zwtaszcza btony nasion silnie wysuszonych, a zajieych duo biatek, np. nasiona soi czy
lubindw. Uszkodzenia spowodowane szybkim naptywemwdywdo komérek mag by¢
ograniczone, j@ nasiona zostapwczeniej nawizone w wyszej temperaturze [Dubert i
Filek 1995]. Inm metod, adaptacji bton cytoplazmatycznych do chtodu jesipisiowa
aklimatyzacja w zimnie, ktora inicjuje przebudpwion komoérkowych, a w szczegdkud
zmiany w sktadzie kwaséw ttuszczowych. Reorganadipny wymaga pewnego czasu w
nizszej temperaturze i me trwa& kilka dni [Steponkus 1984]. W praktyce jednak, igys
nasion odbywa gibezpdrednio do chtodnej gleby, jak to na przyktad zachad przypadku
tubinu waskolistnego.

Proces kietlkowania jest kontrolowany przez wielewmgrznych czynnikow
srodowiskowych, jak rownie przez regulatory wzrostu, zwlaszcza gibereliny JGAwas
abscysynowy (ABA). Proces kietkowania zaleod stosunku pomdzy GA i ABA.
Gibereliny przerywaj spoczynek i indukaj ekspresj gendéw kodujcych takie enzymy, jak
endog-1,3$-glukanazy, 1,4-endohydrolazy mannanu, a w ziamiemadzacym zwitaszcza
skrobk - a-amylazy [Bewleya 1997, Lee i wsp. 2002]. Enzymyhtgrolizug bielmo i
niwelujs hamugce dziatanie ABA na wzrost zarodkow [Bewleya 199nhym rodzajem
zwigzkow inicjujagcych proces kietkowania nasion, a zwlaszcza przajgps spoczynek
nasion g karrikiny. § one zdefiniowane chemicznie jako rodzina reguétowzrostu rélin

odkrytych w dymie ze spalania materiallmmnego [Water and Smith 2013]. Dziatanie



indukujgce proces kietkowania wykazuje rowhieoda przepuszczona przez dym, nazywana
wodg dymn.

W Polsce w ostatnich latach obserwujetendencje zwikszenia areatu uprawy din
stragczkowych. Rolnicy zaniechali uprawy tej grupylio ze wzgkdu na ich dig wrazliwosé
na niekorzystne warunkrodowiska oraz zawod®dé plonowania. Ponadto, Polska sprowadza
wysokobiatkowe pasze dla zwigtz zagranicy, co jest bardzo kosztowne. Paszaweezap
gtéwnie biatko transgenicznej soi. Z tych wadppw zostaty stworzone specjalne programy,
ktorych celem jest reaktywowanie uprawylio straczkowych jako cennegarodia biatka. W
programach tych zaangawane g firmy hodowlane oraz placowki naukowe, ktorych
zadaniem jest dostarczenie rolnikom nowych odmiavigiszej tolerancji na chtod, susk
choroby. Giéwny nacisk zostat patmy na upraw tubindw. Uprawa tych &in korzystnie
wptywa na struktuy gleby ze wzgldu na ich diugi system korzeniowy, zdadd@o absorpcji
azotu, jak réwnig wysolky zawartd¢ biatka [Wolko i wsp. 2011]. Wszystkie te cechy
wplywaja na pozytywn ich ocer jako raliny uprawnej, pozostawigfe] po sobie bardzo

dobre stanowisko dla ¢tin nastpczych.

1.1. Wpiyw chtodu na proces wzrostu i rozwoju rdélin

Rosliny wystepuja w réznych rejonachéwiata, przez co zajmaljtereny o ranych
strefach klimatycznych. Raice klimatyczne dotyeztemperatury, iléci opadéw, a take
stopnia nastonecznienia. W wynikwgiych zmian klimatu, rdiny musz adaptowa si¢ do
warunkéw panujcych na terenie ich wygtowania. Polska znajdujeesw strefie klimatu
umiarkowanego, a zatemélimy u nas uprawianegsnaraone na rane czynniki stresowe
(abiotyczne i biotyczne). Jednym z takich czynnikj@st stres termiczny, wywotany nigsk

lub wysolg temperatuy [Starck 2015].

Stres wywotany nisk temperatuy (stres chtodu) eliminuje lub znacznie ogranicza
wzrost ra@lin oraz ich plonowanie w warunkach klimatu umiaslemego. Biogc pod uwag
zakres temperatury letalnej oraz mechanizmy odpiagee za odporni& na niskie

temperatury megemy wyr@ni¢ trzy kategorie réin:

» Raliny wrazliwe na chtéd, ktére ulegajpowaznym uszkodzeniom w temperaturach
wyzszych od temperatury zamarzania wody tj. 5°C, 18°@awet 15°C. Przyczyn

uszkodzé 3 zmiany w strukturze biton, zaburzenia w dostawieergin oraz



transporcie metabolitow. Do grupy tej zaliczamy rglozasiedlajce ciepte wody
oceandw, niektére grzyby, gkisza¢ roslin zielnych oraz niektére étiny drzewiaste
klimatu gogcego.

» Rasliny wrazliwe na zamarzanie, tolegge obnkenie temperatury tylko do momentu,
w ktorym rozpoczyna sikrystalizacja wody w tkankachaSv stanie przey¢ spadek
temperatury dzki mechanizmom, ktére powoduj op&nianie zamarzania.
Mechanizmy te obggjg temperatuy krystalizacji wody oraz zwkszap zakres
przechtodzenia wody komorkowej. Przyktadem takioblim sg glony zasiedlajce
chtodne wody oceandw, glony wod stodkichiliroy drzewiaste strefy tropikalnej oraz
subtropikalnej, a tate r&ne raliny klimatu umiarkowanego.

» Rasliny tolerujgce zamarzaniagszdolne przetrwé@ pozakomorkow krystalizacg
wody oraz zwjzane z tym zjawiskiem odwodnienie komoérek. Do tejpy mazemy
zaliczy¢ niektore glony stodkowodne, glony ze strefy ptywadwnchy wszystkich stref
klimatycznych, a take dwu- i wieloletnie réliny ladowe, ktore zasiedlgjtereny z

mroznymi zimami [Kacperska 2015].

Szybka¢ powstawania uszkodieraz ich zakres zatg od temperatury oraz czasu jej
dziatania. Bardzo szkodliwy jest nagly spadek terajpey tzw. szok termiczny. Zakres
uszkodzé jest tym wekszy, im nisza jest temperatura i diszy czas jej dziatania. Krenie
cytoplazmy i procesy fotosyntetyczne najszybciegah odwracalnym zaktoceniom. Z kolei
uszkodzenia nieodwracalne najszybciej pojayvékj w btonach tylakoidow. Inne btony takie
jak plazmolema i tonoplast, ulegajszkodzeniom po dhszym czasie ekspozycji i 40
uszkodzenia nieodwracalne. Najbardziej Xivea na dziatanie niskiej temperatury jest btona
tylakoidéw, podobnie jak pod wptywem innych stresdszkodzeniu ulega przede wszystkim
fotouktad Il. Silna radiacja wygbujaca podczas dziatania chtodwdh zaraz po nim wzmaga
uszkodzenia oraz opnia ich napraw, co jest wywotane zjawiskiem fotoinhibicji oraz
fotooksydacyjg destrukc chlorofilu [Kacperska 2015].

W odpowiedzi na obnajacg sie temperatuy rosliny wrazliwe na chiéd mog
zwigkszy¢ odporn@dé na ten stres, jednak pod warunkiepe, temperatura nie agneta
poziomu letalnego. Zwkszenie tej odporrigi nastpuje w wyniku przebudowy bton,
dochodzi do udziatu wielonienasyconych kwaséw ttasevych w fosfo- i galaktolipidach
bton, a take do zwékszenia udziatu lipidow, ktoére zawiegajduze grupy polarne
(fosfatydyloetanoloamina i fosfatydylocholina). Bl@i biotechnologii i dotychczasowym

osiggnicciom w zakresie tej dziedziny statae shazliwe zwiekszenie stopnia nienasycenia
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kwasow tluszczowych w btonach éfim. Jest to spowodowane transformaatych ralin
genami desaturaz)® lub A!!, pochodzcymi z raliny odpornej na chtéd (np. ziemniak).
Niemniej jednak wzng role w aklimatyzacji rélin do chtodu odgrywaj hormony rglinne,

przede wszystkim ABA i etylen [Kacperska 2015].

1.2. Przebieg procesu kietkowania nasion

Podczas kietkowania nasion dochodzi do wielu znsmakturalnych oraz przemian
metabolicznych. Zmiany te przebiegay okreslonej kolejngci i w skoordynowany sposéb,
zapewniggc w ten sposoéb uruchomienie wszystkich podstawowg&hywndaci, ktore
warunkug harmonijny rozwoj i wzrost siewek. Procesami kaxapymi (warunkujcymi
przebieg kietkowania)asprzemiany, ktore prowadzdo generowania energii metabolicznej

oraz tworzenia substratéw dla syntezy sktadnikémdek rospcych siewek [Lewak 2015].

W trakcie kietkowania wyrinia sk trzy fazy, ktore okrdane g jako faza imbibicji,
kataboliczna oraz anaboliczna. Pgikpwy okres kietkowania czyli faza imbibicji cegbu
sie gwaltownym wzrostem oddychania, ktoremu towarzyisegnsywne pobieranie wody. Z
poczatku dominuje oddychanie beztlenowe (glikoliza powjada gromadzenie etanolu),
potem dochodzi do oddychania tlenowego. Dochodzi sopniowego uruchamiania
mitochondrialnego aparatu enzymatycznego, czylirzdovania” mitochondriéw. pojawigj
siec nowe mitochondria, a tak czsto wystpuja ograniczenia dogpu tlenu do zarodka (w
wyniku nieprzepuszczaldoi tupiny). Oddychanie jestrodiem ATP oraz wysokiej wardoi
energii, ktéra pojawia sibardzo wczénie, zaraz po rozpogeiu pecznienia nasion [Lewak
2015].

W kietkujagcych nasionach substratami oddychania magromadzone substancje
zapasowe. Pogikkowo s to cukry proste, gtéwnie fruktoza i glukoza, kolej to
oligosacharydy zapasowe (np. sacharoza), polispdharsciany komérkowej oraz
podstawowe substancje zapasowe nasienia: polisathabiatka tkanek spichrzowych i
lipidy. Rys. 1 przedstawia schematycznie koléfnaruchamiania substancji zapasowych
podczas kietkowania nasion. Do mobilizacji niektdryrezerw dochodzi u w fazie
imbibicji, jednak staje siprocesem dominggym dopiero w fazie katabolicznej. Poniewa
wieksza¢ substancji zapasowych to zki wielkoczsteczkowe, pierwszym etapem

mobilizaciji jest rozszczepienie hydrolityczne doigzkdw niskoczasteczkowych. Powstgge



w skutek hydrolizy polisacharydéw cukry prostezstipko substraty glikolizy oraz innych
podstawowych szlakéw katabolicznych takich jak oisydacyjny szlak pentozofosforanowy
lub cykl kwaséw trikarboksylowych, ktore geneyupubstraty do syntezy i eneggi
metaboliczg. Z kolei wiele produktow hydrolizy innych subst@inzapasowych ulega
dalszym przeksztatlceniom, zaningdhy mogtby by uzyte w katabolicznych procesach.
Produktami kacowymi hydrolizy biatek zapasowyclhy aminokwasy, sty one do syntezy
nowych biatek komorkowych w fazie anabolicznej opmdczas wzrostu siewek. Hydroliza
lipidow prowadzi do glicerolu i kwasow tluszczowychktore musz ulec degradacji do
acetylokoenzymu A (Ac-CoA) na drodgeoksydacji, zanim ¢da wiaczone do przemiany w
cyklu Krebsa [Lewak 2015].
FAZA IMBIBICJI

FAZA KATABOLICZNA FAZA ANABOLICZNA

zapasowe lipidy

! ]

| kwasy thiszczowe | oddychanie
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_'
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| oddychanie syntezy

‘
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[ [
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zapasowe biatka :>
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Rys. 1. Kolejné¢ uruchamiania substancji zapasowych podczas kietk@wnasion.
Opracowanie wiasne na podstawie: Lewak S. 201508Vzrozwdj rélin. Kietkowanie
nasion. W: Fizjologia rdin. Kopcewicz J., Lewak S. Wydawnictwo Naukowe P\SA.

Warszawa. str. 512.



Hydroliza substancji zapasowych, przemiany oraz okzgstanie jej produktow
wymagag aktywnaci enzymatycznych. Wae jest by enzymy byly aktywowane w
odpowiedniej kolejnéci oraz miejscu (komorce, tkance lub w przedziaten&rkowym).
Niektore biatka enzymatyczne syntetyzowane jeszcze w trakcie embriogenezy,vwaddty
natomiast uleggj podczas uwodnienia nasienia. Przyktademmeszymy glikolityczne lub
lipazy. Synteza biatka w kietkagych nasionach rozpoczynag sprzed zakaczeniem
imbibicji, tuz przed uaktywnieniem procesu transkrypcji. Rtikkawo w tej syntezie
uczestniczy mRNA, ktory jest nagromadzony w dojragaym nasieniu. Jego translacja jest
hamowana przez kwas abscysynowy w ostatnim etagreedvania. Fragment tego mRNA
ulega aktywaciji, jest to spowodowane uwodnieniersigma oraz zmniejszeniemestnia
ABA. Z kolei aktywacja zapasowego MRNA wymaga pidiaylacji poprzedzagej
translacg. Biatka enzymatyczne syntetyzowane i aktywowanelcpas pierwszej fazy
kietkowania powstaj wskutek translacji tego mRNA. Zaréwno transkrype@powiedzialna
za powstawanie zapasowego MRNA, jak réwn@yxzniejsza transkrypcja gendéw jest
wynikiem przejczenia podczas dehydratacji nasion z tzw. prograrozwojowego

~.embriogeneza” na program ,kietkowanie”.

Jak wspomniano, na przebieg kietkowania gndjry wptyw regulatory wzrostu.
Hormony rd@linne spetniaj swop role poprzez regulagj aktywnaci enzymow, ktére
uczestnica w najwaniejszych procesach kietkowania. Syntezaamylazy (enzym
hydrolizujgcy skrobe w bielmie ziarniakbw zhd) zachodzi w komdédrkach warstwy
aleuronowej, ktéra otacza bielmo. Z kolei giberglinpowstajca w czasie imbibicji,
dyfunduje do warstwy aleuronowej i aktywuje tam rapdiosyntezy biatka, a ta& indukuje
transkrypag genu a-amylazy. Transkrypcja tego genu jest hamowana zprkevas
abscysynowy (ABA). Gibereliny unibwiaja rowniez transport zsyntetyzowanego bialka
amylazy przez btop komorek aleuronowych oraz jego wydzielanie dorbégl W bardzo
podobny sposéb giberelina aktywuje sygt@anych enzymow hydrolitycznych (nukleazy,
proteazy). Synteza licznej grupy innych enzymowydtuczestnicgw kietkowaniu, nie jest
regulowana przez hormony, ale ich obegnstymuluje Bdz hamuje aktywn& wielu tych
enzymow. Przykladowo cytokininy i gibereliny powgglaktywacg liazy izocytrynianowej

oraz lipazy [Lewak 2015].

Procesy metaboliczne zachade réznych czsciach nasienia. Hydroliza przebiega w
tkankach spichrzowych, generowanie energii w zawodikb osi zarodkowej, z kolei

degradacja skladnikdwcian komoérkowych w tupinie nasiennej i tkankachcbprowych.
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Harmonijny przebieg kietkowania wymaga wspotdzigatych procesow. W takiej integracji
duza role odgrywa przekazywanie informaciji oraz transportahelitéw. Rys. 2 przedstawia
zaleenos¢ miedzy gtdwnymi procesami zachagzmi w kietkugcym nasieniu. Ukiad
wyzwalapcy stanowd receptory bogcow, ktore warunkuj rozpoczcie kietkowania.
Wynikiem percepcji botta jest pojawienie i oraz przekazanie sygnatu do tkanek.
Nastpnie w tych tkankach rozpoczynajsic procesy metaboliczne. Takim sygnatem
najczsciej jest hormon, ale mggvystepowa réwniez inne formy przekazywania informacji.
Adresatem tego sygnatu jest przede wszystkim tkapkahrzowa, alegsnimi rowniez tkanki
zarodka. Dotarcie sygnatu do adresata powodujekazénie si aktywndci niektorych
enzymow. Maltocgsteczkowe produkty, ktoregswynikiem dziatania tych enzymoéw,a s
transportowane do tkanek, a r@stie w nich zaywane jako substraty oddechowe oraz do
syntezy ranych zwipzkéw. Przebieg syntezy nowych skfadnikéw komorkolwye
odpowiedni szybkdcig decyduje o aktywacji zarodka i w ten sposob dimga wzrost, a
takze podziaty komérkowe [Lewak 2015].

BODZIEC
(uwodnienie, w—

$wiatlo, temp.)

0S ZARODKOWA
ATP
\
l synteza RNA | = WZROST
cykl Krebsa synteza biatka '
,L 4 A\
SYGNAL /
(hormon) cukry
i kwasy aminokwasy  celulaza uwolnienie
thiszczowe i pektynaza
— synteza l T
aktywacja
sekrecja *+—— TKANKA
l SPICHRZOWA

amylazy — skrobia

lipazy —> tluszcze

proteazy — bialka

Rys 2. Wspdétdziatanie procesow kardynalnych digkieania, przebiegagych w r@&nych
tkankach nasienia. Opracowanie wiasne na podstheveak S. 2015. Wzrost i rozwoj 4.
Kietkowanie nasion. W: Fizjologia §bn. Kopcewicz J., Lewak S. Wydawnictwo Naukowe
PWN SA. Warszawa. str. 514.

10



1.3. Rola dehydrogenaz w procesie oddychania

W procesie glikolizy, dehydrogenaza aldehydu 3dgbEerynowego przenosi
protony wodoru na NAD+ redukag go do NADH. W cyklu Krebsa (Rys.3.) reakcja
odwodorowania zachodzi czterokrotnie, reakcje gekatalizowane przez dehydrogenaz
izocytrynianow, a-ketoglutaranow, bursztynianowy, a take jabiczanow. Zredukowane
koenzymy NADH + H+ oraz FADH2 przechagna taxcuch oddechowy, po czym oddaj
protony wodoru. W taki sposéb biorpasredni udziat w fosforylacji oksydacyjnej.
Dehydrogenazy uczestnige w cyklu kwasu cytrynowegaog swazane za punkty kontrolne,
ktore regulug caly proces. Jako enzymy edpowiedzialne za proces odwodorowania. W
cyklu Krebsa od NAD+ wolny atom H+ ulega prayzeniu do formy zredukowanej NADH.
Podczas catego szlaku oddechowego, proces odwodnr@vprzebiega pciokrotnie, przy
obecndci enzymu dehydrogenazy. Pierwsze utlenienie zaghedylikolizie, gdzie dochodzi

do rozktadu glukozy do acetylo CoA.
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Rys. 3. Schemat przebiegu cyklu Krebsa.
Zrodto: www.wikipedia.org
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GLIKOLIZA

glukoza

ATP
heksokinaza
ADP
glukozo-6-fosforan

\l izomeraza glukozofosforanowa

fruktozo-6-fosforan

ATP
fosfofruktokinaza
ADP

fruktozo-1,6-bisfosforan

aldolaza / \:Idolm

aldehyd 3-fosfoglicerynowy fosfodihydroksyaceton
izomeraza
NAD® + P, triozofosforanowa
NADH + H*
dehydrogenaza aldehyd 3-fosfoglicerynowy
3-fosfoglice SRRy
-fosfoglicerynowego
. dehydrogenaza
NADH + H aldehydu

3fosfoglicerynowego

2 1,3-bisfosfoglicerynian
2 ADP
kinaza
2 ATP; fosfoglicerynianowa
2 3-fosfoglicerynian
A
fosfogliceromutaza
2 2-fosfoglicerynian

\
H,0 enolaza

2 fosfoenolopirogronian
2 ADP
kinaza

2 pirogronian

Rys.4. Schemat glikolizy.
Zrédto: www.wikipedia.org

1.4. Charakterystyka tubinu waskolistnego

Uprawa ré@lin straczkowych niesie ze sabwiele korzyci. Rasliny te wnosz do
gleby azot atmosferyczny, odzyskujvymyte sktadniki pokarmowe, poprawjagtruktue
gleby poprzez pozostawianie kanatow powietrznycpbrzede wszystkim zostawiabardzo
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dwzo resztek psniwnych, co przyczynia si do zwkkszenia pojemri@i sorpcyjnej
kompleksu gleby oraz zawastd prochnicy. Powszechnie unask, ze raliny straczkowe §
bardzo dobrym przedplonem dla wielu gatunkowling gdyz zostawiag po sobie bardzo
dobre stanowisko. Wymienione wgj czynniki wptyway na uzyskanie dwo wyzszych

plonéw w uprawie réliny nastpczej [Florek 2012].

Pochodzenie i historia uprawy

W obrbie rodzajuLupinus L. mazna wyr&ni¢ ponad 200 gatunkoéw. Gatunki
amerykaskie, pomijagc tubin andyjski .. mutabilis Sweet) ma bardzo drobne nasionad s
w  wigkszasci bylinami  gérskimi. Z kolei gatunki europejskieg sjednoroczne i
wielkonasienne, pochodz nadbrzenych réwninsrédziemnomorskich. W Polsce uprawiane
sa trzy gatunki tubinu: biaty I(. albus L.), zoity (L. luteus L.) oraz wgskolistny (.
angustifoliusL) [Kotecki 2003].

tubin wgskolistny w stanie naturalnym wygplije w basenie Morza
Srodziemnomorskiego. Pogtkowo byt uprawiany jako mina ozdobna oraz na zielony
nawéz. Pierwsze proby wykorzystania tubingskolistnego jako paszy pochadz koca
XIX wieku. W tym czasie Sempotowskiemu udate wsiyodrebni¢ genotypy tubinu o rinym
zabarwieniu kwiatéw. Z kolei w okresie dwudziestide midzywojennego Sypniewski
wyhodowat dwie odmiany, ktére charakteryzowaky stybkim rytmem wzrostu. Jednak do
udomowienia tego gatunku najbardziej przyczyngt lglikotajczyk po Il wojnie swiatowej,

ktory jest wspottworg wiekszaci wspotczesnych odmian [Kotecki 2003].

Znaczenie gospodarcze

W zalenosci od rejonuswiata znaczenie gospodarcze poszczegdélnych gatunkow
lubinu jest zranicowane. W Ameryce Potudniowej ¢isze znaczenie ma tubin andyjski (
mutabilis L), natomiast w Australii na dych obszarach (okoto 1,1 min ha) uprawiany jest
tubin wgskolistny. W Europie ji od dawna uprawia situbin biaty, a od ubiegtego stulecia
takze z6Mty i waskolistny [Kotecki 2003].

Wartas¢ gospodarcza tubinu askolistnego jest nieco mniejszazrtubinu zbttego,

zawiera on bowiem mniej biatka, a sktadniki pokaweow nasionachgasgorzej trawione.
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Zalety natomiast jest krotszy okres wegetacyjrgdnio o 10-12 dni, w pordwnaniu z tubinem
z0ttym, dziki czemu mana go uprawi@ na potnocy Polski. Lubin yskolistny ma dae
mozliwosci plonotworcze, w przeginych warunkach mama otrzymé okoto 1,5 — 2,7 t
nasion z 1 hektara. Masa pozostawianych resztekiywoych oraz sktadnikow mineralnych

takze przewysza w poréwnaniu z tubinendttym [Kotecki 2003].

Charakterystyka botaniczna

tubin waskolistny ma najkrotszy okres wegetacji §@al wszystkich uprawianych
lubinbéw. Szybkie tempo wzrostu w patzowym okresie powodujee nadaje si on do
uprawy w poplonachicierniskowych. W uprawie najegciej mazemy spotké nastpujace
odmiany botanicznevar. leucantho biatych kwiatach oraz biatych lulditych nasionach,
var. roseuso r&owych kwiatach oraz pigmentowanych nasionaghr. coeruleuso
niebieskich kwiatach oraz nasionach silnie pigmeato/ch z ciemniejszym rysunkiem oraz
var. violaceuso nasionach silnie pigmentowanych zamwym odcieniem [Ceglarek 2002].

Uprawiane gatunki tubindbw w Polsce charakteryzwgic silnym systemem
korzeniowym z rozwinitym korzeniem palowym. Tak rozwgty system korzeniowy
umazliwia im dziatanie fitomelioracyjne, magbez problemu drenowagicbsze warstwy
gleby. Dzeki temu wyptukiwane do gbszych warstw gleby skitadniki pokarmowe s
odzyskiwane. tubin wskolistny ma nieco krotszy konzepalowy od tubinuzoéttego, ale
znacznie lepiej rozgetiony. Brodawki korzeniowe znajdupic w wigkszaci na korzeniu

palowym, niewielkie iléci wyskpuja na korzeniach bocznych [Ceglarek 2002].

todyga tubindéw jest bardzo sztywna, gruba, agkx na przekroju i zakmzona
kwiatostanem. tubin wskolistny posiada przekrdj nieco smuklejszy, todyaggatzia st od
potowy wysokdci i tworzy rozgagzienia pierwszego i drugiego edu. Liscienie g
wydtuzone, sptaszczone oraz silnie zabarwione antocyjaihanstronie gornej troghmniej
zmarszczone, natomiast na dolnej wpsia delikatne bruzdki. lscie palczasto-zimne,
ogonkowe z przylistkami. Kwiaty tubinuaskolistnego s zazwyczaj koloru niebieskiego lub
fioletowego, rzadko wysgpuja o barwie biatej lub réowej. Kwiaty § samopylne, a proces
pylenia nasipuje wczeéniej niz otwarcie kwiatéw. Sgki tubinu waskolistnego s proste,
stabo owlosione i tatwoghaja wzdtuz szwéw. Posiada on od 4 do 7 nasion. Nasigrgrisbe
i wypukie. Cech pozwalagca odr@ni¢ nasiona od pozostatych gatunkéw tubinu jest
wystepowanie trojlgtnej plamki. Znak ten widoczny jest niezale od zabarwienia okrywy
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nasiennej. Masa 1000 nasiona dla tego gatunku wi30s230 g. Nasiona zawiega?9-34%
biatka oraz okoto 5% tluszczu. W zatesci od zawartéci alkaloidow mana wyr&ni¢

odmiany hodowlane stodkie i gorzkie [Ceglarek 2002]

Wymagania klimatyczno-glebowe

Lubin waskolistny ma mniejsze wymagania cieplne i stabaguge na zwikszapca
sie liczbe dni pochmurnych w poréwnaniu do tubinattego. Ma jednak wksze wymagania
wodne. W rejonach Polski o umiarkowanym nastones®nii nieco chtodniejszej pogodzie
rozwija st normalnie. Jest jednak bardzo whay na wystpowanie suszy glebowej i
atmosferycznej. Podczas suchego lataodiatwiej ulega chorobom i daje wyrde niszy

plony nasion [Ceglarek 2002].

Najlepiej udaje si na glebach brunatnych i bielicowych, z@ejszych i dobrze
zatrzymugcych wod, s to klasy bonitacyjne lllb oraz IVa. W rejonach @zej wilgotnych,
nadmorskich mze by uprawiany na glebach klasy IVb a zakV. Odczyn gleby powinien
by¢ zblizony do obajtnego, woéwczas lepiej énie. Najlepszym przedplonem dla tubinu
uprawianego na nasiona zbaza. Uprawa bezpgoednio po rélinach okopowych na oborniku
powoduje,ze tubin wgskolistny rozwija s nadmiernie wegetatywnie i przez to przediu
SWOjg wegetacje — nie sprzyja to dobremu plonowaniukbdlajystniej dla jego uprawy jest
unikanie stanowisk po ziemniakach z uwagi nalmms¢ zakaenia chorobami. Bezpiecznie
jest uprawia tubin dopiero w trzecim roku po oborniku. tubingskolistny maemy
uprawi& na tym samym polu nie ¢xiej niz co 4-5 lat [Kotecki 2003].

Przebieg kietkowania nasion

Faza kietkowania u &tin straczkowych rozpoczyna siz chwily pecznienia nasion, a
konczy w momencie pojawieniagstodyzki lub liscieni na powierzchni gleby. Aby nasiona
nagczniaty potrzebnegsduze ilosci wody, okoto 150% masy nasienia. dRoy stragczkowe
kietkuja 7-14 dni, zaley to od wilgotndci oraz temperatury. Gdy wilgoto jest niska, a
temperatura wynosi 4°C, woéwczas kietkowaniezenarwa nawet do 30 dni. Wksza¢
gatunkow kietkuje w temperaturze 1-3°C. Groch i aypotrzebuj 1-2°C, tubiny i bobiki
3°C, natomiast soja wymaga 8°C. Ul straczkowych wyré@niamy dwa typy kietkowania:

epigeiczne i hypogeiczne [Ceglarek 2002].
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Kietkowanie epigeiczne wydhia st pocztkowo intensywnym rozwojem ¢gci
podliscieniowej todyki - hypokotyla, w czasie kietkowania pojawgagic na powierzchni
gleby liscienie. Tym typem kietkowania charakterygzusic tubiny oraz soja. Z kolei
kietkowanie hypogeiczne wyr@ia st pocatkowo intensywnym rozwojem egci nad
liscieniowej todyki czyli epikotyla. W tym typie kietkowaniadcienie pozostajw glebie, a
na powierzchnie pojawigjsiec pierwsze Kcie. Przyktadem r@din posiadagcym ten rodzaj

kietkowania g§ bobiki, grochy oraz wyki [Ceglarek 2002].

1.5. Biostymulatory wykorzystywane w nowoczesnym rolnictie

W ostatnich latach mmma zaobserwowazwigkszone zainteresowanie substancjami
wykazupcymi aktywndé regulatorow wzrostu i rozwoju §lin. Jest to zwjzane z
intensyfikacyj bada w tej dziedzinie, a w rezultacie z odkryciematbhieznanych zvgzkow
[Matysiak 2009].

Regulatory wzrostu i rozwoju §bn to substancje organiczne, ktoérych nawet
niewielkie ilasci modyfikujg funkcje fizjologiczne zachodze w rdlinie [Harms 1988].
Modyfikacja reakcji réliny polega na wspomaganiugdz hamowaniu proceséw wzrostu
oraz rozwoju takich jak: kietkowanie, zaygiywanie owocow, tworzenie korzeni czy starzenie
sie roslin. Wykorzystywane w uprawie hormonystimne rzadko g substancjami naturalnymi,
najczsciej wykorzystuje s ich syntetyczne odpowiedniki. Przetom w hodowlisliro
stanowito odkrycie w latach 40. i 50. ubiegtego kuditohormondéw oraz mechanizmow ich
dziatania. Kada rglina posiada 5 kluczowych hormonéw wzrostowych oaj@mnych
oddziatywaniu. Substancje te dziatapa zasadzie réwnowagi, co oznaczea, wszystkie
zaktécenia w biosyntezie jednego z nich od razyvalifa lub dezaktywuj funkcjonowanie
innego hormonu. Do grupy podstawowych fitohormongalicza s¢ auksyny, gibereliny,
cytokininy, etylen oraz kwas abscysynowy [Matyse409].

Karrikiny

Wiele lat temu zauwano, ze substancje emitowane do atmosfery wskutetaiov
laséw pobudzaj kietkowanie nasion. Pierwsze doniesienia tego yd&r pojawity s¢ w
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literaturze w 1990 roku. Badania zostaly przepra@oa& na gatunkach natywnych,
rosmcych na terenie klimatu ggrego, w miejscach, gdzie dozawdéw dochodzi najeicie]

— gtownie w Afrycea Potudniowej, Australii oraz Kalnii. Wielokrotnie zauwaono, ze po
pozarach pojawiaj sic nowe gatunki réin, co jednoznacznie wskazywato na te,dochodzi
do aktywacji nasion zalegmjych w glebie. Pierwotnie przypuszczarm® to emitowane
ciepto przyczynia sido stymulacji kietkowania, jednak badania wykazag/temperatura nie
ma wpltywu. Przyczymokazaty st substancje chemiczne, produkty spalania matetinreej.
Wykazano,ze nasiona ponad 1200 gatunkowlig z 80 rodzajow rosgtych w polowych
warunkach s wrazliwe na dym emitowany wskutek parow. Wraliwe gatunki znaleziono
wsrod raslin wyzszych, okryto- i nagozatkowych, form drzewiastych, krzewdw, stim
zielonych oraz rdin jednorocznych i bylin. Zaliczane do tych grugtgnki zasiedlaj rézne
strefy klimatyczne i réne ekosystemy. Nate do nich rownie rosliny uzytkowe takie jak
kukurydza Zea maysL.), salata l(actuca satival.), seler Apium graveolend..) oraz
chwasty m.in. owies gluchyAgena fatual.). Zwiazki wystpujace w dymie przerywaty
spoczynek nasion, wykazano to wielokrotnie zaréwndoswiadczeniach polowych, jak i
laboratoryjnych. W wikszasci bada laboratoryjnych wykorzystywano roztwér powstaj
PO jego rozpuszczeniu w wodzie, jednak taka wodderata mieszanigiréznych substanciji,
ktore nie tylko stymulowaty, ale ta& hamowaty kietkowanie nasion. Poznanie doktadnego
sktadu chemicznego tej mieszaniny wymagato wykamazolacji zwgzkOw, oczyszczenia i
identyfikacji [Janas 2010].

Punktem przetomowym w badaniach nadgzakami powstajcymi wskutek paarow
materiatu rélinnego byto zidentyfikowanie bioaktywnych substianoraz okrélenie ich
struktury jako pochodne butanolidu (3-methyl-2hef@;3-c]pyran-2-on). Udato sipozna
analogi tego zvezku o dziataniu stymulggym na kietkowanie nasion. Pochodne butanolidu
wystepuja rowniez w grzybach, jednak nie stwierdzono ich wptywu riatdowanie czy
wzrost. Aby wec rozr@ni¢ te zwhpzki od grzybowych, nadano im nagwarrikiny (KAR) i
zaliczono je do grupy karrikinolidow. Nazwa ta wyaeo sk od stowa w¢zyku australijskich
Aborygenow Nyungar - karrik — oznaczeq zwipzki powstajce po paarach w Nyungar.
Pierwszy odkryty zwizek z grupy Karrikinolidow czyli butenolid zostakraczony jako
karrikina 1 (KAR.). Inne zsyntetyzowane pochodne butenolidu oznackofejnymi cyframi
KAR2, KAR3 oraz KAR, — podobnie jak KAR réwniez stymulowaty kietkowanie nasion.
KAR: zastosowana w warunkach laboratoryjnych gestiach redu 10° M, okazata si byé
silnym stymulatorem kietkowania, co jednoznacznykazano w biotestach wykonanych na
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fotoblastycznych nasionach satatyatuca satival.) odmiany Grand Rapids oraz wielu
innych gatunkach z 26 filogenetycznie rozproszonyetizin pochodacych z obszaréw
Australii (Conostylis aculeata),Potudniowej Afryki Syncarpha vesi)aoraz gatunkow
potnocnoamerykigskich (Nicotiana attenuath Zaobserwowano rownie ze w nasionach
pomidora Solanum esculentulill.) kietkujacych w obecn&ci KAR31, udziat procentowy
jader komérkowych o zawaroi 4C DNA byt wyzszy w porownaniu do kontroli. Nasiona
kietkowaty szybciej, a korzenie i hipokotyle siewbidy diuzsze ni u siewek kontrolnych.
Badanie to wykazalo nitiwos¢ zastosowania KAR do kondycjonowania nasion $tm
uzytkowych [Janas 2010].

Wyniki wykonywanych bada jednoznacznie wskazyjze karrikiny § nowg klag
zZwigzkow regulugjcych kietkowanie nasion oraz wzrostlin. Przerywag stan spoczynku
nasion wielu gatunkéw i dziatgjnie tylko na réliny wrazliwe na dym ale rownie map
znacznie wrod okrytonasiennych. Nie moa jednak odrzuéimazliwosci, ze karrikiny mog
rowniez powszechnie wyspowa w srodowisku. Przykladowo magpojawia sie wskutek
chemicznej lub mikrobiologicznej degradacji podczesgetacji rélin w odpowiedzi na
zachodzce w glebie procesy. Istnieje rownidipoteza,ze karrikiny mog naladowa
dziatanie endogennych hormondéw o budowie terpenwiddnv ten sposéb kontrolowa

kietkowanie nasion [Janas 2010].

Gibereliny

Gibereliny zajmuj istotrg pozycg w regulacji wzrostu i rozwoju &tin. Wptywaja na
wiele proceséw zachogeych w rdlinie, regulup kietkowanie nasion, wzrost wydtaniowy
hypokotyli oraz mgdzywezli, rozrost léci, indukcg kwitnienia, a take rozwoj kwiatow oraz
dojrzewanie owocéw. Zgodnie ze zmardefinicjs hormonu, casteczki giberelin
naturalnymi substancjami organicznymi, ktdre chemgkup sic aktywndciag w niewielkich
stezeniach okoto 18 mol/l, powszechnym wyspbowaniem oraz zdoldoia do

przemieszczaniagiv roslinie [Marciniak 2012].

Wszystkie gibereliny oznaczone zostaly numeramidrek nadano im w pogaku
chronologicznym w zalaosci od okresu identyfikacji. W chwili obecnej znahyjest ponad
130 w petni scharakteryzowanychagsieczek. Prawie wszystkie zostaty zidentyfikowane u
roznych gatunkow rdin naczyniowych, zaledwie kilka u bakterii i grayw. GA g
tetracyklicznymi, diterpenowymi kwasami karboksylowi, ktérych struktura bazuje na
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szkielecie wglowym entgiberelanu. Maemy wyr@ni¢ GA o rdzeniu zbudowanym z
dziewitnastu (Go-GA) oraz dwudziestu (-GA) atomow wgla. Druga grupa posiada przy
czwartym atomie wgla grug karboksylow, natomiast u -GA pomkdzy czwartym i
dziesiatym atomem zawsze powstajegaanie laktonowe. Zdarzaesiéwniez, ze pomedzy
dziewigtym i pictnastym atomem yggla powstaje dodatkowy pigien cyklopropanowy.
Pozycja i stereochemia wszystkich tych podstawni@st bardzo istotna, gdywptywa na
aktywnai¢ biologiczry czastek hormonu [Marciniak 2012].

Na pocatku przyjmowano,ze gtowry giberelimp u railin jest GA. Zostalo to
potwierdzone na przyktadzie wielu gatunkéwslio m.in kukurydzy Zea maypi grochu
(Pisum sativumn Obecnie ja wiadomo, ze istoty role odgrywa rownie GAs. Badania
potwierdzagce to dotyczyly modelowej sbny dnia diugiego, rzodkiewnikaAfabidopsis
thaliang oraz wielu innych z rodziny dyniowatyciC(curbitaceag ,Réznica w budowie
pomiedzy tymi dwiema GA polega na obednbd(GA:) lub braku (GA) grupy hydroksylowej
przy trzynastym atomie ¢gla dohczane] przy udziale domniemanej 13-oksydazy
giberelinowej (GA130x), ktorej identyfikacja urdovitaby wyjasnienie potencjalnej tmnicy

w ich funkcjonowaniu” [Marciniak 2012].

Nie ma wgtpliwosci, ze gibereliny stanowi bardzo liczg i nadal powkszajca sie

grupg zwigzkow hormonalnych.

2. CEL PRACY

Celem pracy byto sprawdzenie dziatania naturalretgmulatora wzrostu butenolidu,
Zwigzku wystpujacego w tzw. wodzie dymnej, gibereliny (@Aoraz trzygodzinnego
moczenia w temperaturze pokojowej na stymulowam@gsu kietkowania W badaniach
przeprowadzono anatiz wigoru kietkowania nasion, anaiz wyptywu elektrolitow,
aktywnasci puli dehydrogenaz oraz aktywdmpoa-amylazy.
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3. MATERIAL | METODY

3.1. Materiat nasienny

Badania wykonano na nasionach 100 linii /odmian inub waskolistnego,
pochodacych z r@nych regionéw Europy. Zostaly uzyskane ze Stacjddvdi Raslin w
Przelgdowie oraz Poznekiej Hodowli Ralin w Wiatrowie.

Nasiona byly powierzchniowo sterylizowane w 70%neta i przemywane trzy razy
sterylm wody. Szalki osrednicy 9 cm z bibut filtracyjna wypetniono 15 crh roztworow:
wody destylowanej (kontrola i trzygodzinne moczemietemperaturze pokojowej), wody
dymnej (roztwér/woda destylowana 1: 1000 V/V) lubdsu giberelowego (Sigma-Aldrich)
(10 mg dn?).

Po 15 nasion z jednej liniifodmiany wysiewanoszalke. Kazda szalle traktowano
jako jedno powtérzenie, a eksperyment przeprowamlaenb powtdrzeniach (5 szalek dla
kazdego traktowania i temperatury dlazkaj linii/odmiany). Nasgpnie szalki przeniesiono

do lad chtodniczych do statej temperatury 7 °C18I°C. Nasiona kietkowaty w ciem#éa.

3.2. Ocena wigoru kietkowania nasion

Wspotczynnik wigoru kietkowania nasion (V) w 13 8€eniano po 2 dniach, podczas
gdy w 7 °C po 4 dniach od momentu wysiania. Tani@a czasu w ocenie V wynika z faktu,
ze kietkowanie nasion w 7 °C byto znacznie wolniejsz w 13 °C.

Ocena procesu kietkowania byta oparta o wizgigkat (0-4) diugaci kietkow: 0 -
nasiona nieskietkowane, 1 - didgohipokotylu 1 mm, 2 - dilug@ hipokotylu 2-3 mm, 3 -
dtugci¢ hipokotylu 4-7 mm, 4 - hipokotyl diszy niz 7 mm.

Wspotczynnik V obliczono dla kalego powtérzenia, zgodnie ze wzorem: V 3 n
0 + ... + n x 4)]/N%, gdzie: n — oznacza liczp odpowiadajca kadej ocenie diugiri

hipokotyla, N — to catkowita liczba nasion w szalce

3.3. Ocena wyptywu elektrolitow z komérek nasion
Nasiona zbierano po 24 godzinach zdgj linii/odmiany i kombinacji temperatury/
traktowania. Zostaty one umieszczone w fiolkachigzaapcych 13 cm wody redestylowanej
I wytrzagsano je (100 rpm) w temperaturze 20 °C. Po 24 mewodndé elektryczra (E1)

mierzono z uyciem konduktometru (Cl 317 Elmetron, Polska). Nasie, fiolki z probkami

20



zostaly zamroone w temperaturze -80 °C na 1 dzipo czym rozmrzano je i wytrasano
ponownie. Przewodn6é ponownie zmierzono, a wako ta reprezentowata catkowit
zawartdc¢ jonow (E2) w nasieniu. Przepuszczdifhimembrany zostata wyrana jako procent
catkowitego wyptywu elektrolitow wedtug wzoru: (EL100)/E2. Pomiary przeprowadzono

w 10 powtdrzeniach biologicznych.

3.4. Analiza aktywnosci dehydrogenaz biogcych udziat w procesie

oddechowym

Aktywnos¢ puli dehydrogenazy w nasionach zmierzono wedlugp@&tkus i
Lamphear (1967) z niewielkimi modyfikacjami. Nasiormbierano po 24 godzinach zzHaj
linifodmiany i kombinacji temperatury/traktowaniaNasiona waono, a naspnie
umieszczano w fiolkach zawiesajch 3 cni mieszaniny reakcyjnej sktadagj st z 1,5 crd
0,4% (v/iw) wodnego roztworu chlorku 2,3,5-trifentdtvazoliny (TTC) oraz 1,5 chD,1 M
buforu fosforanowego o pH 7,5. Nasiona inkubowanrep 3 h w temperaturze 37°C w
ciemndci. Nastpnie nasiona homogenizowano z 5 3cf@6% etanolu do ekstrakgi
trifenyloformazanu, produktu redukcji TTC przez gétogenazy uzyskane z nasion. Ekstrakt
wirowano przy 16 000 x g przez 5 minut i ostateezalbsorbangj mierzono przy 485 nm
stosugc spektrofotometr Ultrospec 2100. Aktywi#to dehydrogenazy mierzono w 5
powtérzeniach biologicznych.

3.5. Analiza aktywnosci alfa amylazy w kietkujacych nasionach

Nasiona zbierano po 24 godzinach zdegj linii/odmiany i kombinacji temperatury/
traktowania. Nasiona wano i homogenizowano w 5 érbuforu fosforanowego (pH 7,0), a
nastpnie wirowano przy 16 000 x g przez 5 min. Miesmansktadajca sie z 1 cn?
supernatantu, 10@ odczynnika Lugola i 200ul 0,5% roztworu skrobi, wytesano i
natychmiast mierzono absorban¢pierwszy pomiar) przy 595 nm, stostijspektrofotometr
Ultrospec 2100. Drugi pomiar absorbancji zostat endny po 10 minutach. Aktywgeé o-
amylazy wyraono jakoAABS g! FW nasion. Analigz przeprowadzono w 5 powtdrzeniach

biologicznych.
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3.6. Analiza statystyczna
Analize wariancji i poréwnanie uzyskanych wynikdw na peade wielokrotnego
testu Duncana przy P<0,05 przeprowadzono za pgpakietu statystycznego STATISTICA
10,0 (Stat-Soft, Inc., USA). Istotédkorelacji liniowej (wspoétczynnik Pearsona) oszaaow
przy P <0,05.

4. WYNIKI

4.1. Charakterystyka wszystkich badanych odmian

Analiza statystyczna wykazala znace r&nice pomgdzy wszystkimi badanymi
parametrami 100 badanych linii/odmian, jak réwnignacacy wplyw temperatury i
stosowanego traktowania. Nasiona kietkowaty wolmey °C niz w 13 °C. W wekszaci
przypadkow ostateczna liczba nieskietkowanych magiahtodzie byta wiksza nk w 13 °C.
Na podstawie energii kietkowania nasion kontrolny@h) przy 7 °C, 30 linii zostato
wybranych i podzielonych na trzy grupy (10 linii @brebie jednej grupy): grupa | - stabo
kietkujace, grupa Il - dobrze kietkage oraz grupa Ill - bardzo dobrze kielieg odmiany.

Tabela 1 pokazuje wplyw temperatury na badane petrgrdla trzech grup #&tin, bez
brania pod uwag traktowania nasion. Kietkowanie nasion przy 13 G40 bardziej
zroznicowane i w 7 °C i wyranie dzielito te trzy grupy. Grupa | zbita sk znacaco od
innych pod wzgidem liczby nasion nieskietkowanych w obu tempegathr W przypadku
grupy |, liczba niewykietkowanych nasion w temparae 7 °C byla 2,3 razy whksza nk w
13 °C, natomiast w przypadku grupy Il i Il bytsbIrazy weksza.

Wartasci EL | TTC w nasionach wszystkich odmian bylygye w temperaturze 7 °C
niz w 13 °C, natomiast aktyw®’é a-amylazy byta wysza w 13 °C i w chiodzie. Nasiona z
grupy | wykazaty wysz przepuszczalriié btony w obydwu temperaturach w poréwnaniu do
nasion z grupy Il i lll. Aktywné¢ dehydrogenaz w 7 °C bytazsrza w stabo kietkggpych
nasion nt w dobrze i bardzo dobrze kiellsoych. Aktywnaé a-amylazy w obydwu
temperaturach byta znaczniezsia w stabo kietkgcych nasionach niw bardzo dobrze
kietkujacych.

Tabela 2 pokazuje ogdlny wptyw traktowania na wig@gtkowania (V) nasion w

trzech grupach w obu temperaturach. Imbibicja pi&eydziny w temperaturze pokojowej
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znacznie poprawita wigor kietkowania nasion, széheig w przypadku grup 11 i il
natomiast najstabsze dziatanie wykazata:GAak pokazano w Tabeli 3, we wszystkich
badanych rélinach kondycjonowanie nasion generalnie ¢gkszato wigor kietkowania i
rownoczénie zmniejszato wyptyw jonéw z komorek nasion, e gdy GA dziatata
przeciwnie. Traktowanie nasion nie zmienito zr@coz aktywndci dehydrogenazy -
amylazy, w poréwnaniu do kontroli. Analiza statystya wykazataze wigor kietkowania w
temperaturze 7 °C i 13 °C zadd istotnie od EL (r =-0,76 i r = -0,64; p <0,08pmwiednio) i
aktywnasci amylazy (r = 0,6 oraz r = 0,51; p < 0,05, odpedviio). Aktywnd¢ tego enzymu
w 7°C byla skorelowana dodatkowo z EL (r = 0,3Z0705) i TTC (r = 0,64; p <0,05).

Tab.1. Wspoiczynnik kietkowania (V), procentowy wyptyw jow (EL), aktywndé
dehydrogenazy (TTC) i aktywsé a-amylazy (Amylaza) w nasionach linii/odmian trzech
roznych grup tubinu wskolistnego: grupa | - stabo kiellggge, grupa Il - dobrze kietkage,
grupa Il - bardzo dobrze kietkage.

Amylaza
[AABS g* FW]
7°C | 13°c| 7°c| 13°c] 7°c|] 13°d 7°C 13 °¢
| 1.35b | 0.82c| 1854 154h 1519b 1.465a 0.1dob ®OB2
I 226a| 159b| 13.4H 119h 1.978a 1.467a 0.156@N57 abp
W | 227a| 214a] 1400 117 181da 1576a 0.212a 5802

0,
Grupa Vv EL [%] TTC [ABS]

Analize przeprowadzono dla 10 linii kdej grupy i wszystkich traktowtarazem.Srednie w
ramach kadej linii oznaczone gt samy literg nie r&nig sie istotnie (wielokrotny testu

Duncana, p <0,05).
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Tab.2. Wptyw GAsz, wody dymnej i trzygodzinnej imbibicji (3h) w tematurze pokojowej
na wigor kietkowania nasion (V) linii/odmian trzegmup tubinu wgskolistnego: grupa | -

stabo kietkugce, grupa Il - dobrze kietkage, grupa Il - bardzo dobrze kietlgap.

Traktowanie Grupa | Grupa llf  Grupa llf
Kontrola 1.053 ab 1.912b 2.143 Iy
GA; 0.782 ¢ 1.493 c 1.953 b
But 1.113 ab 1941 b 2.188 I

3h 1.416 a 2.368 a 2.535a

Analiz¢ przeprowadzono dla 10 lini/fodmian zzki@j grupy, dla traktowania i temperatury
razem. Srednie w ramach Kalej linii oznaczone at samy litera nie r&nia si¢ istotnie

(wielokrotny test Duncana, p <0,05).

Tab.3. Wplyw kwasu giberelowego (@A wody dymnej (But) i trzygodzinnej imbibicji w
temperaturze pokojowej (3h) na wigor kietkowania),(Wyptyw jonéw (EL), aktywnéc
dehydrogenazy (TTC) w-amylazy (Amylazy) w nasionach wszystkich badanyuhi

/odmian tubinu wskolistnego.

Traktowanie \ EL TTC Amylaza
Kontrola 1.80b 13.6ab 1.658 ap 0.181 @
GA3 152c 14.8 a 1.673 ab 0.179 &
But 1.84b 14.4b 1.716 a 0.165 &
3h 220 a 12.6 c 1.507 b 0.181 &

Analiz¢ przeprowadzono dla obu temperatur raz8radnie w ramach danej linii oznaczone

ta sam literg nie r@nia si¢ istotnie (wielokrotny test Duncana, p <0,05).
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4.2. Grupal - stabo kietkujace nasiona

Wigksza¢ liniifodmian naleacych do grupy | byly znacznie bardziej ive na
wptyw temperatury (Tab. 4). W przypadkunau z nich wykazano wksz liczbe
niekietkujgcych nasion w temperaturze 7 °C. Odmiany BrianBi/83 i Sethes Fruehe Rote
kietkowatly bardzo stabo zaréwno w 7 °C i 13 °C, gmaks gdy odmiana Determinant-4
wykazata najmniejsgliczbe niewykietkowanych nasion kietkagych w obu temperaturach.
Kazda linia/odmiana reaguje specyficznie na zastoseweaktowanie stymulacji nasion. W
wi¢kszaci przypadkdéw, wspne moczenie przez 3 godziny w temperaturze polkajjow
znacznie poprawito V, tylko w pciu przypadkach zmniejszyto to liczlniekietkupcych
nasion przy 7 °C. Traktowanie to rowaiemniejszyto wyptyw jondw w nasionachepiu
linifodmian w poréwnaniu z kontrgl W przypadku odmiany Kazan, wszystkie traktowania
znacznie zmniejszyly przepuszczal@omembran w poréwnaniu do nasion kontrolnych.
Woda dymna &daca drugim zwiazkiem, zwekszapcym zywotnas¢ nasion w temperaturze 7
°C, a GA wykazaly najstabszy wptyw na wyptyw jonow. Aktywdtodehydrogenazy byta
stabo wraliwa na sposob traktowania nasion w obu tempereturaN wikszaci
przypadkow kondycjonowanie nasion (gmta imbibicja w temperaturze pokojowej) i But
zmniejszyly aktywné& a-amylazy, a kwas gibereliowy nie wpiinna wartd¢ tego
parametru.

Wplyw temperatury i traktowania nasion na takie apaetry, jak V, EL, TTC i
amylazy we wszystkich odmianach grupy | przedstawiov Tab. 5. Jedynie &ndd wartaci
V byly obserwowane znagze r&nice. Najwiksza byla w przypadku nasion
kondycjonowanych w temperaturze 7 °C, jediealkfekt ten réni sie znacaco jedynie od
nasion kietkugcych w GA. Hormon ten zwikszyt przepuszczaldé btony komorkowej w
nasionach kietkacych w chtodzie. Pozostate parametry nie ulegtyame pod wptywem
temperatury i czynnika stymuhligego. Analiza korelacji mdzy badanymi parametrami
kietkowania dla liniifodmian grupy | wskazyjze kietkowanie nasion w 7 °C jest negatywnie
skorelowane z EL (r = -0,52, p <0,05) i TTC (r =3®, p <0,05 ). Ponadto, EL jest
skorelowane z TTC (r = 0,37; p <0,05). W 13 ° Cgavikietkowania nasion jest skorelowany
tylko z amylazy (r = 0,42; p <0,05).
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Tab.4. Wspotczynnik kietkowania (V), procent ziargaskietkowanych, procentowy wyptyw
jonéw (EL), aktywné¢ dehydrogenazy (TTC) oraa-amylazy (Amylase) nasiohupinus
angustifolius linifodmian naleacych do grupy | - stabo kietkagych, pod wptywem
nastpujacych traktowa: Kontrola - kietkowanie nasion w wodzie, @Akietkowanie nasion
w roztworze gibereliny, But - kietkowanie nasionwedzie dymnej, 3h - nasiona moczone
przez 3 godziny w wodzie w temperaturze pokojoSegdnie oznaczone w affrie kazdej
kolumny dla kadej lini/odmiany t samy literg nie r&nia si¢ istotnie (wielokrotny test

Duncana, p <0,05). Powtorzenia dla El n = 10, pates = 5.

% Amylaza
ey, Goln \ nieskielk_owanych EL [%)] TTC [ABS] [AABS g* FW]
nasion
7°C 13°C 7°C 13°C 7°C 13°C 7°C | 13°C 7°C 13°C
NO-444 Kontrola 0.53b 0.38a 2.9 0 17.0ab 11.9a 1.180a 24.48 0.110a 0.0974
Russia GA3 0.33c 0.41a 6.1 0 20.44 11.7a 1.134a 1.628a 0.g45b 0.p48b
But 0.31c¢ 0.44¢ 2.¢ 2.¢ 20.0¢ 12.4¢ 1.133¢ | 1.350: | 0.045t [ 0.037t
3h 0.79a 0.26b 8.8 2.6| 15.4 14.6a 0.841b 0.9[L9b 0.0580b084a
Brianskij 237/83 Kontrola 0.76a 0.13d 41.7 30. 16.1c 24.1 0.674b 0.671b| 0.0874 0.044a
Russia GA3 0.21c 0.49b 37.4 23.1 37.79 13.8p 0.54pb  1.699a  0.064b &b(35
But 0.80a 0.63a 37.1 7.5 15.7¢ 14.5p 1.12ba 1.4$8a 0.039c 50aD.p
3h 0.44b 0.21c 28.1 2.6 20.64 20.5a 0.656b 0.80sb  0.d23c 8W.p2
Graf Kontrola 1.33b 0.99a 4.8 0 9.9ab 9.98b 2.191a 1.567a1248 | 0.146a
Poland GA3 0,68c 0.47b 3.2 0 9.3ah 12.14 2.271a 1.563a 0.122a 0.p57¢c
But 1.46k 0.63t 6.8 1.4 12.3¢ 12.2¢ 2.263¢ 1.619: 0.092t 0.097t
3h 1.62¢ 1.14:¢ 3.( 0 5.1k 8.1k 1.698f | 1.528: | 0.103f [ 0.088t
Kazan Kontrola 1.46b 0.88b 11.1 0 21.8a 12.9b 1.398b  1.540a1250 | 0.137a
Poland GA3 0.87c 0.60c 12.7 11.1 14.44 16.2a 1.64pa 1.543a 0.134b 3M0.p6
But 1.71ab 0.89b 19.4 0 16.84 17.1a 1.56pba 1.709a 0.209a 5014
3h 2.06a 1.52a 12.5 0 14.34 13.2p 1.466ab  1.3fila 0.099c b0.p87
Sethes Fruehe R¢ Kontrola 0.35¢ 1.01¢ 40.€ 22.¢ 34.7t 17.2¢ 1.263¢ 1.215¢ 0.085t 0.111c
Germany GAs3 0.30c 0.96a 28.6 27.9 51.14 17.7p 1.275a 1.2p5a  0.149b b0J148
But 0.58b 1.44a 49.2 13.6 32.44 10.9p 1.24Pa 0.555b 0.336a181d.
3h 0.74a 1.06a 30.8 3.1 30.0l 17.1p 1.16b 0.8p4b  0.053c 7H0.n3
Determi-nant-< C 1.80al 0.60k 3.( 0 20.3¢ 14.3¢ 1.315t | 1.297: | 0.082F [ 0.111¢
Belarus GA3 1.49b 0.80ab 1.6 0 20.14 16.6a 1.04pc 1.421a 0.089%b 0.p59b
But 1.69t 0.64t 9] Q 20.0¢ 15.9¢ 1.605¢ 1.000: 0.156¢ 0.052t
3h 2.46¢ 1.06¢ 0 0 15.3k 13.4¢ 1.025¢ | 1.216: | 0.094f [ 0.054t
Kadryl Kontrola 1.44b 0.78b 13.4 6.6 20.0 14.7b 1.978a 7h54 0.038d| 0.031b
Poland GA3 0.97c 0.72b 9.0 3.3 21.29 13.1b 1.549c 1.318a 0.168a &.p49
SW 1.18c 1.04ab| 11.8 2.7 18.94b 20.3a 1.742b  1.399a  0.136l9320
3h 2.19a 1.51a 45 4.0 17.24 11.3p 1.422d 1.395a  0.104c 31W.p
R-7009 x Chittic Kontrola 1.92¢ 1.21¢ Q BIE 10.1c¢ 20.4t 1.037t 1.266¢ 0.123: 0.067¢
Poland GAs 1.63b 0.59¢ 5.8 6.8 17.14 26.7 1.37pa  0.788a  0.101b  0.p53b
But 2.08a 1.03b 2.0 2.9 15.8ap 14.5¢ 0.751lc 1.2$9a 0.105b 53W.p
3h 2.02a 0.85b 2.0 3.8 13.74 18.6b 0.81Bc  0.999a 0.d4a5c  .p63
Bojar Kontrola 2.20ab 0.78b 10.9 5.8 15.7p 14.5 1.950b  Db4B40.061a | 0.024c
Poland GAz 1.41c 0.67b 10.3 10.0 15.44 14.1 1.70%c 1.842a 0.0p4a 0.094a
But 2.15t 0.79t 8.€ 5.€ 15.5t 17.4 1.420¢ | 1.667al [ 0.063: 0.053t
3h 2.52a 1.30a 8.6 2.9 18.3 13.% 2.440a 2.2]8a 0.053a 6a0)j08
Zeus Kontrola 1.56b 0.96b 0 1.5 11.38 15.1 2.790a  2.932a 3#®.130.114c
Poland GA3 1.38c 0.64c 9.5 1.4 14.149 10.4 2.58%2b 2.679a 0.045b 0.127b
But 1.69b 0.99b 6.2 4.3 13.04 12.3 2.83fla 2.594a  0.058b 11©.1L
3h 2.80a 1.78a 3.1 0 13.54 10. 2.504b 2.634a 0.127a 0.171a
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Tab. 5. Wplyw temperatury i traktowania na wspofozi kietkowania (V), procentowy
wyptyw jonow (EL), aktywné¢ dehydrogenazy (TTC)d-amylazy (Amylaza) w nasionach
linifodmian naleacych do grupy | - stabo kietkegych pod wptywem nagpujacych
traktowa: Kontrola - kietkowanie nasion w wodzie, @A kietkowanie nasion w roztworze
gibereliny, But - kielkowanie nasion w wodzie dymqn8h - nasiona moczone przez 3
godziny w temperaturze pokojowe].

Temperatura : EL TTC Amylaza
[E: 5 Traktowanie \ %] [ABS] [AABS g FW]
7 Kontrola 1.34 ab 17.7b 1572 & 0.097 a
7 GAs 0.93 bc 221 a 1.532 3 0.100 a
7 But 1.38 ab 18.0b 1.569 4 0.124 a
7 3h 1.76 & 16.3 b 1.404 a 0.081 a
13 Kontrola 0.77 @ 1550b 1.500 a 0.089 a
13 GAg 0.58¢c 15.2 b 1.516 4 0.073 a
13 But 0.85 bc 148 b 1.456 g 0.081 a
13 3h 1.07 bc 16.0b 1.386 a 0.083 a

Analize przeprowadzono dla 10 linii / odmian grupytednie dla kadej kolumny oznaczone

tg samy literg nie r&nig sie istotnie (wielokrotny test Duncana; p <0,05).
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4.3. Grupa Il - dobrze kietkuj ace nasiona

W tej grupie kondycjonowanie nasion poprawito V iz °C w przypadku odmian
Salsa, Emir i Regent (Tab. 6). Natomiast przy 13 WCkazdym przypadku - z wyjkiem
odmiany Neptun — wspne traktowanie nasion poprawito zngmz wigor kietkowania.
Wsréd odmian naleycych do tej grupy, tylko odmiana Emir wykazata nigksz liczbe
nasion kietkugcych w obu badanych temperaturach. Jedynie wcipi przyktadach
kondycjonowanie zmniejszyto licgb niekietkugcych nasion w chiodzie, a w trzech
przypadkach przy temperaturze 13 °C. Woda dymné) (Baprawita kietkowanie nasion
tylko w trzech odmianach. Podobnie jak w grupiegiberelina nie poprawita zdol&®
kietkowania, a cgsto nawet zmniejszata wigor kietkowania. Ogdlnieaz biogc, chtod nie
wplynat istotnie na EL w kietkujcych nasion. Jedynie w przypadku odmian Emir, Regen
Kupaty srednie wartéci EL we wszystkich traktowaniach byly wsze ni w 13 °C.
Interesujce jest to,ze w chiodzie But znacznie zgWkiszyt EL z nasion we wszystkich
odmianach, z wygkiem odmiany Neptun. Przy 13 °C, efekt ten byt eaowany w
przypadku odmiany Salsa i Emir. Woda dymna réwipiewodowata wzrost wargoi TTC w
nasionach wszystkich odmian kietgaych w temperaturze 7 °C, z wkiem odmiany
Danja. M@na przypuszcza ze But indukuje procesy metaboliczne zzane ze szlakiem
oddechowym. Nie odnotowano natomiast zgageh r&nic w wartgciach aktywnéci
amylazy.

Analizujac wszystkie odmiany z grupy Il wykazan®, temperatura znagzo wptywa
na wigor nasion, ktéry byt wygzy w chiodzie i przy 13 °C (Tab. 7). Najwgzy wartasé
tego parametru (2,69) zaobserwowano w przypadkiomggczniepcych w temperaturze
pokojowej po 3 godzinnym moczeniu. Najgsag wartas¢ V' (1,20) odnotowano w
kietkujacych nasion w 13 °C pod wptywem @AGeneralnie, temperatura nie wpiianna EL
I aktywnas¢ amylazy. Najwyszy aktywna¢ TTC odnotowano w nasion kietlggych w 7 °C
pod wptywem GA i But; jednake, wartdci te nie ra@nia sie znacaco od innych. Wigor
kietkowania nasion w 7 °C jest negatywnie skorelosva EL (r = -0.69; P <0,05), ktora z
kolei korelowata z TTC (r = 0,67; p <0,05) i aktywéoia amylazy (r = 0,56; p <0,05). W
nasionach kietkacych w 13°C, wykazano korelgcpomidzy EL i aktywndciag amylazy (r
=0,591; p <0,05).
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Tab. 6. Wspotczynnik kietkowania (V), procent ziaraie skietkowanych, procentowy

wyptyw jonéw (EL), aktywné¢ dehydrogenazy (TTC) oraz-amylazy (Amylase) nasion

Lupinus angustifoliuslini/odmian naleacych do grupy Il - dobrze kietkagych, pod

wptywem traktowania: Kontrola - nasiona kiethcg w wodzie, GA - nasiona kietkujce w

roztworze gibereliny, But - nasiona kietgog w wodzie dymnej, 3h - nasiona moczone przez

3 godziny w wodzie w temperaturze pokojow&jednie oznaczone w affrie kazdej

kolumny dla kadej lini/odmiany t samy literg nie r&nia si¢ istotnie (wielokrotny test

Duncana, p <0,05). Powtorzenia dla El n = 10, ptdes =5 .

% Amylaza
L Vv nieskietkowanych EL [%0] TTC [ABS] o
L X
inie e [AABS g~ FW]
7°C 13°C 7°C 13°C 7°C | 13°C 7°C 13°C 7°C 13°C
Salsa Kontrola 2.29b 1.40b| 1.5 4.1 13.1b 10.9b 1.459b 2a.40 0.053c 0.1584
Poland GA3 2.25b 1.12c 1.5 [0} 13.1b 11.1H 1.531b 1.63Ba 0.099b 0.150a
But 2.36L 1.12c 1.4 0 22.2¢ 16.6¢ 2.005¢ 0.971t 0.130:¢ 0.073t
3h 3.17¢ 1.97¢ 0] Q 12.7¢t 12.3t 1.160¢ 1.184t 0.114t 0.153k
Emir Kontrola 1.38b 1.50b 17.2 5.2 26.4a 17.9b 2.956b 5h5p 0.479c 0.7974
Poland GA3 1.16c 1.61ab 15.6 13.0 28.64 21.6p 3.943a 2.0B4a 0.847a 4a0/61
But 1.13c 1.71a 14.7 8.3 23.4ab 18.1ab 2.459c 1.6pP5b 19.$50.471b
3h 1.68a 1.75a 16.9 8.7 18.2Ib 11.0c 3.328ab 2.085a 0.5438B57a0
Regent Kontrola 2.15b 1.50b| 3.2 3.4 16.9b 12.2a 2.6p6a 372.% 0.084a 0.098hQ
Poland GA3 1.62c 1.18c 3.4 10.4 14.7h 12.0a 2.71%a 2.909a 0.g65b 0.p81b
But 2.12b 1.30b 4.8 10.6 20.64 12.0a 2.33pb 2.600a 0.348c 06.11
3h 3.31a 2.00a 0 2.3 15.44 11.7a 2.710a 2.6R1a 0.088a a0/158
Lazur Kontrola 2.61a 1.47b 7.7 1.5 8.74 10.7pb 1.121c  94.719 0.124b 0.099b|
Poland GA3 2.21a 0.88c (0] 3.1 7.3a 9.2l 1.308b 1.472a 0.140b 0.076¢c
But 2.83a 1.41b 0 2.8 9.2a 12.8a 1.566a 1.285a 0.4g87c  kD.129
3h 2.82a 1.95a 0 0 7.7a 10.9db 0.75pd 1.482a 0.388a 0.[140a
Mandelug Kontrola 2.37a 1.42h| 4.5 3.1 9.4a 10.5a 2.3B81b333a. 0.137b 0.0394
Austria GA3 1.50b 1.16¢c 6.3 3.1 9.2a 9.1a 2.301b 1.490a 0.1J75a 0.p42
But 2.21¢ 1.39k 1.€ 2.¢ 11.7¢ 9.8¢ 2.719: 1.423¢ 0.139t 0.096¢
3h 2.54¢ 2.05¢ a 3.2 8.9¢ 10.3¢ 1.957¢ 1.000¢ 0.141t 0.107:
Danja Kontrola 2.48a 1.51b 0 0 8.99 9.4a 1.878b 1.7p9a 248.08 0.050b
Austria GA3 2.24a 1.34b 1.5 1.5 8.1a 10.0a 1.92[la 1.5%4a 0.470a 0.097a
But 2.36a 1.56b 3.2 0 10.73| 9.7a 1.62]lc 1.908a 0.063a &0.p91
3h 2.93a 2.04a 0 0 8.4a 7.7b 1.968a 1.612a 0.069a 0.117a
Remik Kontrola 2.22a 1.66b 1.6 1.5 10.9h 11.0a 2.043c 8al?8 0.116b 0.1714
Poland GA3 1.33b 1.30b 1.6 0 12.1a 11.34 2.53%b 1.448a 0.1f10b 0.122b
But 2.74a 1.86a 6.3 0 13.24 11.0a 2.63pa 0.9%4b 0.480c 0.D89c
3h 2.28a 1.92a 9.4 6.3 11.44 10.4a 2.281c 1.147b 0.137a 49001
Kurant Kontrola 2.73ab 1.17c 1.5 0 14.4b 12.1a 1.365b 1.2p4a120b 0.044a
Poland GA3 2.27b 1.02c 4.7 1.4 13.50 12.1a 1.61B8a 0.686b 0.054d @D.055
But 2.44b 1.62b 1.5 1.4 18.79 13.0a 1.56[7a 1.586a 0.091c0301D.
3h 3.14¢ 2.53¢ 3.1 Q 11.9t 12.3¢ 1.224¢ 0.879t 0.155:¢ 0.060:
Kupale Kontrols 2.38¢ 1.63t .3 o] 17.0t 12.3al 1.882t 1.209:¢ 0.087: 0.111t
Russia GAs3 1.45b 1.10c 7.8 3.4 17.5h 14.1a 1.83Pb 2.079a 0.072a a.]135
But 2.24¢ 1.94¢ 3.2 3.1 20.4¢ 14.8¢ 2.162¢ 1.805tk 0.069t 0.062(
3h 2.56a 2.29a 2.9 1.6 12.4 10.3b 1.598c 1.116¢C 0.467b 18W.11
Neptun Kontrola 2.42a 1.953| 5.8 1.4 7.2 10.2ab 1,368b 162.2 0.080c 0.098(¢]
Poland GA3 1.85b 1.30b 7.4 2.8 7.2a 12.54 1.158c 1.4Q3b 0.13b 0.126b
But 2.29ab 2.19a 3.9 0 8.8a 11.9a 1.44Pa 1.517b 0.4J65d 0.149a
3h 2.49a 1.93a 8.2 1.5 5.3b 8.1b 0.72Bd 1.066b 0.151a 1&.14
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Tab. 7. Wplyw temperatury i traktowania na wspotozi kietkowania (V), procentowy
wyptyw jonow (EL), aktywné¢ dehydrogenazy (TTC)d-amylazy (Amylaza) w nasionach
linifodmian naleacych do grupy Il - dobrze kietkage pod wptywem nagpujacych
traktowa: Kontrola - kietkowanie nasion w wodzie, @A kietkowanie nasion w roztworze
gibereliny, But - kielkowanie nasion w wodzie dymqn8h - nasiona moczone przez 3

godziny w wodzie w temperaturze pokojowe;j.

Temperatura : EL TTC Amylaza
Traktowanie Vv [AABS g FW]
[°C] [%0] [ABS]
7 Kontrola 2.30 b 13.2 a 1.905 ab 0.136 a
7 GA3 1.79 cd 13.1 a 2.085 34 0.175 a
7 But 227 b 15.9 a 2.151 4 0.133 a
7 3h 2.69 a 11.2 a 1.770 ab 0.181 a
13 Kontrola 1.52d 11.7 a 1.649 ab 0.167 a
13 GAg 1.20 e 12.3 a 1.669 gb 0.150 a
13 But 1.61d 13.0a 1.566 ab 0.130 a
13 3h 2.04bg 105a 1.416 b 0.180 a

Analize przeprowadzono dla 10 liniifodmian w grupie3tednie kadej kolumny oznaczone

tg samy literg nie r&nig sie istotnie (wielokrotny test Duncana; p <0,05).
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4.4. Grupa lll - bardzo dobrze kietkuj ace nasiona

Odmiany nalegce do tej grupy charakteryzowaly ¢sinajwyzszym wigorem
kietkowania, ktory wahat giod 1,00 do 3,33 w obu badanych temperaturach @allakie
linie/odmiany, jak DG-64, Vitabor i Sonet wykazadyzsze wartéci V nasion kietkugcych
w temperaturze 7 °C, natomiast Ignis, Bordako i786-w 13 °C. Linia DG-64 byta najmniej
wrazliwa na zimno i charakteryzowatagsnajmniejsz liczbg niekietkugpcych nasion w
temperaturze 7 °C (3,2%), a najbardziej ivag na chtod byta linia Treb-4 (38,2%
nieskietkowanych nasion). Linia 95925 byta najl¢ietkujaca w 13 °C (wszystkie nasiona
kietkowaty). W przypadku poszczegdllnych linii/odmianalegcych do grupy Il nie
stwierdzono znaczej poprawy kietkowania pod wptywem zastosowanyetktowa (Tab.
9), jednake dane przedstawione w Tab. 2 wykazug ogoélnie, zarowno w odniesieniu do
dwoch temperatur, wgbna imbibicja w temperaturze pokojowej podsgyta zywotnasé
kietkowania nasion w chtodzie. Wszystkie odmianykeszaty wikszy wyptyw jonéw z
kietkujagcych nasion w chiodzie hiw 13 °C. Najwysze wartéci TTC stwierdzono w
nasionach odmian Vitabor i Mirela, kiellkgych w 7 °C. Zastosowane czynniki
wspomagajce kietkowanie wptywaty niespecyficznie na aktywéadehydrogenazy -
amylazy. Analiza wykazataze kondycjonowanie nasion pozytywnie wpgo na wigor
kietkowania, zmniejszenie przepuszczdtnbtony, jak rownie aktywna¢ dehydrogenazy w
chtodzie, ale obrito wartas¢ tego parametru w 13 °C. Efekt ten nie byt jednakystycznie
potwierdzony w kadym przypadku. Zmniejszenie TTC bytzaey w 13 °C ni w
temperaturze 7 °C, podczas gdy nie stwierdzonmicomigdzy wartgciami aktywndci
amylazy w chtodzie i 13°C. Wado V z linifodmian naleacych do grupy Ill, w
temperaturze 7 °C korelowaly tylko z aktywom amylaz (r = 0,68; p <0,05), oraz z EL i
TTC (r=0,441ir=0,68; p <0,05, odpowiednio).
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Tab. 8. Wigor kietkowania (V), procent nasion nietkowanych, procentowy wyptyw jonéw

(EL), aktywna¢ dehydrogenaz (TTC) oram-amylazy nasionLupinus angustifolius

linifodmian naleacych do grupy Il - bardzo dobrze kiellgog pod wptywem nagpujacych

traktowar: Kontrola - nasiona kietkage w wodzie, GA - nasiona kietkujce w roztworze

gibereliny, But - nasiona kietkage w wodzie dymnej, 3h - nasiona moczone przezdzigy

w wodzie w temperaturze pokojowe§rednie oznaczone w afirie kazdej kolumny dla

kazdej linii/lodmiany § sam literg nie r&nia sie istotnie (wielokrotny test Duncana, p <0,05).

Powtorzenia dla El n = 10, pozostate n = 5.

% Amylaza
- \Y% nieskietkowanych EL [% TTC [ABS R
Linia - 4 ] L 1 [AABS g' FW]
7°C 13°C 7°C 13°C 7°C 13°C 7°C 13°C 7°C 13°C
Mirela Kontrols 2.32al 2.38¢ 2.8 7.4 17.2¢ 18.4¢ 3.037: 2.430¢: 0.244t 0.283«
Poland GAs 1.94b 2.55a 0 5.8 13.24| 20.5¢ 2.50¢ib 1.494b 0.2b4b 0.417b
But 2.13b 2.13a 7.1 1.4 16.44 17.2p 2.792b 2.2P0a 0.382a283c
3h 2.66¢ 2.22¢ 3.1 4.2 15.2¢ 11.9t 2.281t 1.341t 0.379: 0.605:¢
DG-64 Kontrola 2.94a 2.06b 0 4.3 12.74 10.8a 1.346a 1.439a176a 0.070b
Belarus GAs 2.93a 2.43a 0 0 11.14a] 11.64 1.30Pa 1.438a 0.161b 0.041a
But 2.89¢ 1.91k 1.€ 1.2 11.1¢ 10.2¢ 1.344: 1.552¢ 0.104¢ 0.049:
3h 3.25a 2.62a 1.6 2.9 8.54 10.9p 1.393a 1.2[70a 0.132d440
Vitabor Kontrola 2.13b 2.67b 7.9 1.6 14.3a 12.1a 3.0444.013c 0.931a 2.3374
Germany GA3 3.19a 2.51bc 1.5 1.7 15.54 13.1a 2.4716b 2.2b5a ®©.692.920b
But 3.14¢ 2.96¢ 1.€ Q 12.8¢ 9.0: 3.347: 1.622t 0.876t 1.958t
3h 3.07a 2.33c o] 0 11.24] 10.29b 3.69pa 1.024c 0.957a 1.p32c
96133k of Matrii Kontrola 1.71a 2.84a 12.1 1.4 9.2p 7.2a 3%H| 1.141c 0.095c¢c 0.361a
- GAs 1.64a 2.60b 9.4 4.3 15.84 2.6b 1.583b 1.7%6a 0.131b12310.
But 1.81a 2.71ab 5.9 7.4 10.8p 6.4a 1.539b  1.3%8ab 76®.1 0.032c
3h 2.05a 2.99a 10.8 10.1 13.34b 7.4a 1.795a  1.4882b  0.p9B©O29c
95925* Kontrola 2.97a 3.00a 3.2 0 10.24b 9.2a 1.6f7a 446.9 0.102a 0.1564
Russia GAs3 2.00b 1.95c 3.1 0 13.53] 11.64 1.68Ba 1.221c 0.10l1a 0.142a
But 3.20¢ 2.39t 1.t o) 12.1¢ 13.6¢ 1.711:¢ 1.700:¢ 0.068¢ 0.155¢
3h 3.00a 2.56b 0 0 9.8 10.23 1.55Yb  1.43pab  0.082b 0.148a
St. Treb. — 4 Kontrola 1.83a 2.864 6. 4. 15.8a 10{7a.140¢ 1.748a 0.086H4 0.207a
Germany GAs 1.00c 2.82a 15.4 8.5 17.94 9.0p 1.117¢c 1.6B6a 0.118a 8W0.17
But 1.16b 2.61la 11.9 5.3 16.14 8.7a 2.905a 1.3B0b 0.082061d
3h 1.31k 2.85¢ 7.€ 5.¢ 14.1¢ 6.1t 1.428t 1.380t 0.111¢ 0.168t
Sone Kontrols 2.66¢ 2.53k 5.¢ 4.2 18.5t 13.7b¢ 2.091¢ 1.472t 0.407¢ 0.283¢
Poland GA3 2.87bc 2.76ab 1.4 5.3 27.94 21.7a 2.030c 1.0p6c  ®.729.417b
But 3.04b 2.85a 4.5 4.2 25.04 15.6p 2.206b 1.466b 0.505b2836
3h 3.33¢ 3.06 ¢ o) 1.4 27.3¢ 10.7t 2.411: 1.672¢ 0.408¢ 0.605:¢
Ignis Kontrola 2.11a 3.06a 6.4 5.8 12.4p 11.0a 2.287a 26a.1 0.114c 0.107h
Poland GAs 2.28a 3.13a 6.3 1.4 14.04 11.1p 1.808b 1.663b 0.172a 0aD.12
But 2.21a 3.12a 4.5 4.3 15.94 9.0a 1.796¢c 1.7p4b 0.160b109b
3h 2.97a 2.87a 6.2 4.2 11.24 9.8a 1.639d 1.767b 0.1724109k0
Bordako Kontrola 2.20a 3.274] 7.7 5.8 12.4a 7.pc 1.2p60.770c 0.132b 0.1294
German GAs 2.19¢ 3.16¢ 3.2 2.¢ 13.1¢ 13.4¢ 1.654: 1.010t 0.119¢ 0.117t
But 2.25a 2.80a 7.8 1.4 12.44 7.4c 1.323b 1.4p4a 0.138b150a
3h 2.42a 3.26a 4.6 0 11.34 11.1p 0.840c  1.2Qlab  0.147a 9a0/15
No-730 Kontrola 2.49a 3.34a 3.2 1.4 20.4a 10.4la 1.716a4744.| 0.132b 0.1184Q
Russi: GAs 2.26¢ 3.57¢ 1.2 Q 14.7¢t 8.7¢ 1.470t 1.272t 0.119¢ 0.143:
But 1.87b 3.30a 0 1.4 18.24 11.3a 1.17[Lc 1.234b 0.133b  ®.099
3h 2.40a 3.32a 4.5 1.4 11.0 8.4a 1.147c 1.4[18a 0.147a071c0
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Tab. 9. Wplyw temperatury i traktowania na wspofozi kietkowania (V), procentowy
wyptyw jonow (EL), aktywné¢ dehydrogenazy (TTC)d-amylazy (Amylaza) w nasionach
linifodmian naleacych do grupy Il — bardzo dobrze kiellgag pod wptywem nagpujacych
traktowa: Kontrola - kietkowanie nasion w wodzie, @A kietkowanie nasion w roztworze
gibereliny, But - kielkowanie nasion w wodzie dymqn8h - nasiona moczone przez 3
godziny w temperaturze pokojowéjrednie z kadej kolumny oznaczone sam litera nie

roznia si¢ istotnie (wielokrotny test Duncana; p <0,05).

Temperatura Traktowanie Vv EL TTC Amyliza
[AABS g~ FW]
[°C] [%0] [ABS]
7 Kontrola 2.17ad 14.3ah 1.823 ab 0.202 a
7 GA;3 1.99b | 14.4ab| 1.808 ab 0.208 a
7 But 2.25abl 14.8a 1.930 A 0.213 a
7 3h 2.64a| 12.6abc 1.718 ab 0.226 a
13 Kontrola 2.11ah 11.6bac 1.494 bc 0.291 a
13 GAg 1.92b | 13.1aba 1.479RQc 0.270 a
13 But 2.12ah 12.0abg 1.569 bc 0.223 a
13 3h 2.43 ab 10.3 c 1.324c 0.248 a
5. DYSKUSJA

Kietkujagce nasiona i wzrastgje siewki § naraone na rane stresy abiotyczne
wystepujace blisko powierzchni gleby,asbardzo niebezpieczne dlaskia. Do czynnikow
tych nalea susza, zasolenie oraz chtdd [Dodd i Donoval 199&jsiona z oggnieciem
dojrzatcci w stanie bardzo odwodnionym mpgwykaz& dramatyczne zmiany w
metabolizmie [Tommasi i wsp. 2001]. Po wchigmii wody, suche nasiona szybkazywaja
tlen potrzebny do fosforylacji oksydacyjnej, ktodostarcza energi do intensyfikaciji
procesdw metabolicznych. Fosforylacja oksydacyjnaydroliza zwjzkoéw zapasowych
generuy
antyoksydanty powodaijbardzo silne strukturalne i funkcjonalne uszkodaem komorkach

reaktywne formy tlenu (RFT), ktore niewystargza ,zmiatane” przez
[Hourmant i Pradet 1981]. Ekspozycja wiraeych siewek na schiadzanie powoduje
zmniejszenie liczby wykietkowanych nasion, zmniejsie wzrostu korzeni iguléw, oraz
wyciek roztworow metabolitu o niskiej masiegsteczkowej z komoérek na skutek utraty

integralndci btony komaérkowej [Posmyk i wsp., 2005].
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Chtod odgrywa réwnie kluczowg role w przerywaniu spoczynku nasion, gdyoze
indukowa& biosyntez giberelin podczas wczesnych etapdéw kietkowania bg2@ijon i
Koornneef 2000]. Kady z gatunkow rélin wymaga specyficznego optymalnego zakresu
temperatur do kietkowania, chtédszamaze indukowa syntez biatek (CSDP) lub czynnikow
transkrypcyjnych wptywagcych na kietkowanie nasion [Penfield i wsp., 2083yk i wsp.
2009]. tubin wskolistny nie jest wprawdzie wikwy na chiéd i wysiewa i go wczesa
wiosrg, natomiast w badaniu wykazanze niskie temperatury znagmo wydtwyly czas
niezkedny do kietkowania.

W niniejszym badaniu stwierdzono istotneznite w odniesieniu do zdoléa
kietlkowania w chiodzie mdzy 100 liniami tubinu wskolistnego. Obliczanie wigoru
kietkowania nasion pozwolito podziélbadane rédiny na trzy grupy: stabo, dobrze i bardzo
dobrze kietkujce oraz poszukarelacji pomedzy zdolndcig kietkowania w chtodzie i innych
fizjologicznych i biochemicznych procesach zaamgenych w nagczanie nasion i wzrost
hipokotyla. W przypadku wkszaci badanych odmian niektéregzi nasion nie kietkowaty
w temperaturze 7 °C, nawet 6 dni po wysianiu. Wpgr stabo kietkujcych linii 2,5 razy
wiegcej nasion nie kietkowato w chtodzie,zniv temperaturze kontrolnej. W grupach 11 i lll
stosunek pomgdzy liczly nasion nieskietkowanych w 7 i 13 °C, byt znaczmieszy. Wyniki
te g zgodne z wynikami Foolad i wsp. (1999), ktorzy ayéali, ze zdolnd¢ kietkowania
nasion pomidora pod wptywem stresu chtodu jest tyemaie kontrolowana i koreluje z
fenotypem réliny.

Nasiona wszystkich grup wykazaty ekszy wyptyw jonéw z komérek w chtodzie, w
poréwnaniu do 13 °C. Kaur i wsp. (2008) odnotowstdek wigoru kietkowania nasid@®icer
arietinumz jednoczesnym wyciekiem elektrolitu oraz spadelukeji TTC w nasionach pod
wptywem zimna. W naszym badaniu, we wszystkich galralin wigor kietkowania nasion
zalezat od przepuszczaldoi btony komoérkowej. Kondycja bton komorkowych wplgt na
wszystkie procesy metaboliczne, zwitaszcza fosfopylaoksydacyja w kietkujacych
nasionach. Wedlug Leopolda i Musgrave (1979) zrsmexie aktywngi dehydrogenaz
moze sugerowa utrat stabilngci mitochondrialnej. W przypadku grupy |, wigor
kietkowania byt zaleny od przepuszczaldo membran oraz aktywsdoi dehydrogenaz, w
grupie Il wartdci V korelowaly z aktywnéciag dehydrogenaz #-amylazy, podczas gdy w
grupie Il tylko a-amylazy. Aktywnd¢ tego enzymu skorelowana jest z wigorem kietkowania
nasion i aktywnécig dehydrogenazy w obu zarowno w dobrze i bardzozpkretkupcych
odmianach. Ten zwzek mae by wyjasniony poprzez konieczié zapewnienia energii do

syntezy wielu zwjzkow de novo i hydrolizz zwigzkdw przechowywanych w bielmie.
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Rasliny z grupy | charakteryzowaty ginajnizszy aktywndcia a-amylazy w poréwnaniu z
grupa Il lll, ale trudno jest powiedzig czy te posiadaty mato esteczeka-amylazy czy ich
aktywnai¢ byta zbyt niska w chtodzie.

Jednym z celow naszego badania byta poprawa kietk@v nasion tubinu
waskolistnego w niskiej temperaturze poprzez zastasoev GA lub wody dymnej, jak
rowniez 3 godzinnego moczenia w temperaturze pokojoweyskieme wyniki wskazygj ze
wstepne moczenie nasion w temperaturze pokojowej zmaczwickszyto zywotnas¢
kietkowania wszystkich odmian w ramach badania.aeltm pocztkowe uwodnienie nasion
zmniejszyto przepuszczalfio membrany. Podobne wyniki uzyskat Dubert i Fileloq3),
stwierdzili, ze 100% osmokondycjonowanych nasion soi kietkuje°@, hie wykazujc przy
tym zadnych uszkodze

Woda dymna byta drugim zabiegiem pobudegin kietkowanie nasion odmian
badanych linii. Ma@na by przypuszcZa ze woda dymna mobilizuje metabolizm poprzez
aktywacg dehydrogenaz zaangavanych w glikoliz i cykl Krebsa. Zostato réwnie
ustalone,ze karrikininy zawarte w wodzie dymnej akszaty kietkowanie okoto 1200
gatunkéw rélin na catyms$wiecie [Dixon i wsp. 2009], jednak nale zauway¢, ze w
wigkszasci bada nad wptywem wody dymnej na kietkowanie nasion praevadzono w
odniesieniu do przerywania ich spoczynku. Chiocereechanizm molekularny tego zjawiska
pozostaje nieznany, niektore badania wykazaly klwgzrole giberelin i NQ w dymie w
pobudzeniu kietkowania nasion [Nelson i wsp. 2008eley i Fotheringham 1998]. Nasiona
wielu gatunkow rélin pochodacych z r@nych regiondéwéwiata wykazug pozytywry reakcg
na dziatanie zwizkdw dymu [Kepczynski i wsp. 2010]. Daws i wsp. (2007) zaobserwowali,
ze dym oraz zawarty w nim butenolid wplywapa wzrost siewek #mych gatunkow
chwastow. Podobne wyniki otrzymat Kulkarni i ws2006, 2007), traktgg butenolidem
nasiona dzikiego pochrzynDipscorea dregeana ryzu siewnego@Qryza satival..), z kolei
Kepczynski i wsp. (2010) potwierdzili stymulagy wptyw dymu na owies gtuchyAgena
fatua L.). Van Staden i wsp. (2006) udowodnite kondycjonowanie dymem ma rowhie
wptyw na raliny wykorzystywane w rolnictwie i warzywnictwie.rBeprowadzit badania na
nasionach pomidoraLycopersicon esculenturMill), kukurydzy (Zea maysL.), fasoli
(Phaseolus vulgarig.) oraz okry Abelmoschus esculent(ls) Moench).

Zaskakugcym wynikiem byt bardzo staby wptyw GAia wigor kietkowania nasion, a
takze aktywndci o-amylazy. Fakt ten nmmma wytlumaczy malh zawartdciag skrobi w

nasionach tubinu, ktére przechowgtéwnie biatko. Ponadto, najgksza przepuszczalbd
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bton spowodowana byta traktowaniem &Aoo mogto by gtdwnym powodem stabego
kietkowania.

6. WNIOSKI

- Zywotnas¢ kietkowania nasion tubinu agkolistnego w chiodzie zalg gtéwnie od
genotypu, stopnia uszkodzenia bton komorkowych akdywndci a-amylazy.

- Moczenie nasion w temperaturze pokojowej stynaulljietkowanie nasion tubinu
waskolistnego w chiodzie.

- Woda dymna stymuluje kietkowanie nasion tubinaskolistnego poprzez aktywagcj
dehydrogenaz zaangavanych w fosforylagj oksydacyja.

- Kwas giberelowy zmniejszazywotnas¢ kietkowania nasion wskutek zgkiszenia

przepuszczalni btony komérkowe;.
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leakage, pool dehydrogenase andmylase activity
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of narrow-leaf lupine seeds via activation

dehydrogenases engaged in oxida
phosphorylation. Seed conditioning at ro
temperature stimulated germination vigour at c
in turn gibberellic acid decreased seed germing
vigour due to an increase of cell membrg

permeability.

ke
ture
cte

eds

cale

r of
yte

ition
of
[ive
bm
pld,
tion

ane

41



