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Wstęp 
  

Nasiona to główny produkt rolniczy. Oprócz wielu cech wpływających na wartość 

siewną nasion główne miejsce zajmuje odporność na desykację. Definicję tolerancji 

na wysychanie określić można jako zdolności kiełkowania nasion zaraz po zbiorze 

lub sztucznym suszeniu [18, 34]. Wszystkie nasiona roślin rolniczych charakteryzują 

się wysoką tolerancją na wysychanie. Jednak wrażliwość na desykację uzależniona 

jest od ich etapu rozwojowego. Pierwszy etap obejmuje zapłodnienie i kształtowanie 

endospermu (prabielma), drugi — zasadniczy rozwój zarodka [40], a trzeci — groma- 

dzenie białek zapasowych, tłuszczów lub skrobi, wzrasta wówczas sucha masa na- 

sion. Kulminacją dojrzewania jest zgromadzenie rezerw i desykacja (rys. 1). Desyka- 

cja jest powiązana z redukcją metabolizmu i wchodzeniem w stan spoczynku [27]. W 

zależności od tolerancji na wysychanie wyróżniono trzy typy nasion: ortodoksyjne 

(orthodox), wrażliwe (recalcitrant) i pośrednie. Nasiona ortodoksyjne charakteryzują 

się tolerowaniem strat wody do poziomu 5—10% świeżej masy, co oznacza, że mogą 
stracić 90—-95% wody [17]. Nasiona te charakteryzują się bardzo dobrą żywotnością, 

nawet po długim ich przechowywaniu w warunkach niskiej wilgotności i temperatury. 

Zapewnia to dobre rozprzestrzenianie gatunku i chroni jednocześnie przed stresami 

środowiskowymi [30]. 

Nasiona wrażliwe na desykację charakteryzują się brakiem wysychania podczas 

dojrzewania. Powoduje to w konsekwencji niską żywotność i krótki czas przechowy- 

wania nasion. Podczas ontogenezy nasiona te mają wysoką zawartość wody 1 nie są 

zdolne do tolerowania jej ubytku [4]. Należą do tej grupy nasiona drzew i traw tropi-
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Rysunek 1. Akumulacja suchej masy i podstawowe etapy ontogenezy nasion na przyktadzie 
łubinu żółtego 

kalnych oraz niektóre nasiona drzew klimatu umiarkowanego, jak dąb czy klon [20, 
21, 34, 39, 42]. Nasiona trzeciego typu, pośredniego, tolerują desykację pod warun- 
kiem, że ubytek wody nie był zbyt wysoki. Nasiona takie nie są odporne na stresy Śro- 
dowiskowe [24]. Należy podkreślić, że we wczesnym etapie ontogenezy nasiona 
wszystkich tych trzech typów nie tolerują ubytku wody [19]. 

Zmiany zachodzące w nasionach pod wpływem desykacji zasadniczo można po- 
dzielić na dwie grupy: 
— zmiany w obrębie DNA i ich następstwa, 
— akumulacja związków o charakterze osmoprotekcyjnym. 

Zmiany w obrębie DNA to najnowsza teoria uzyskiwania tolerancji na wysycha- 
nie. Związki o charakterze osmoprotekcyjnym przez lata uważano za najważniejsze 
w uzyskiwaniu tolerancji na wysychanie. 

Zmiany w obrębie DNA 
  

Utrzymywanie integralności i naprawa materiału genetycznego w trakcie odwad- 

niania to najważniejsze cechy komórki. W warunkach pełnego uwodnienia cząstecz- 

ka DNA jest zbudowana z dwóch prawoskrętnych łańcuchów polinukleinowych 
o konformacji helikalnej. Splecione są one w podwójny helis wokół hipotetycznej osi 
wspólnej [3]. Dzięki temu zasady azotowe znajdują się wewnątrz, a łańcuch cukro- 

wo-fosforanowy na zewnątrz powstałej struktury, taka a-helisa określana jest jako 
forma B. Wzajemne oplatanie się dwóch łańcuchów wytwarza w helisie dwa rowki, 
mniejszy i większy (rys. 2). W wyniku utraty wody polinukleotydy DNA ulegają prze-
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Rysunek 2. Model DNA z zaznaczonymi rowkami większym i mniejszym 

kształceniu, co w konsekwencji prowadzi do powstania superzwojów i nici różnych 

kształtów. W ten sposób naturalna forma B przechodzi stopniowo w lewoskrętną for- 

mę A, a następnie w formę Z, typową dla desykowanych nasion ortodoksyjnych [37]. 

W tym czasie dochodzi do inaktywacji transkrypcji mRNA, która powiązana jest 

zmetylacją DNA i prawdopodobnie towarzyszy konwersji formy B do postaci Z DNA 

[47]. Helis B jest stabilizowany poprzez uwodnienie fosforanów rowka mniejszego. 

W tej formie cząsteczki wody przyłączone są osobno do każdej grupy fosforanowej. 

Podczas odwadniania woda jest sukcesywnie wycofywana. Zwiększa się ilość par za- 

sad przypadających na jeden skręt helisy. Liczba par zasad rośnie od 10,5 w formie B, 

do 11 par zasad w formie A i do 12 podczas odwodnienia w formie Z. Zwiększenie 
liczby par zasad zmienia również odległości pomiędzy atomami tlenu w grupach fos- 

foranowych DNA. W formie Z odległość ta wynosi 6,6 A, w formie A — 5,3 A iw for- 
mie Z — 4,4 A. Zmiany konformacyjne powodują, że w formie Z przeważają dekamery 

AATT, w formie A oktamery — TATA, w formie Z zaś — heksamery GCGC [37]. 

W odwodnionych nasionach dominują pary zasad GC, które mają zdolność przy- 

łączania o jedną cząsteczką wody mniej niż pary zasad AT [43]. 

Oprócz zmian w obrębie DNA podczas desykacji obserwowane są zmiany w stop- 
niu upakowania chromatyny. W nasionach ortodoksyjnych, tolerujących desykację, 
chromatyna jest zwarta, skondensowana i taki jej stan utrzymywany jest w nasionach 

do chwili ponownej hydratacji. Uwodnienie powoduje, że chromatyna zwarta ulega 

rozluźnieniu [37], co jest bezpośrednią przyczyną, że kiełkujące nasiona nie tolerują 

desykacji. 

W nasionach wielu gatunków wyizolowano specyficzne mRNA i białka induko- 
wane podczas odwadniania tkanek [41]. Wśród białek kodowanych genami induko- 

wanymi poprzez deficyt wody należą białka LEA (białka późnej embriogenezy).
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Białka te zostały dobrze poznane [49]. Przypisuje się im funkcje osmoprotekcyjne, 

funkcje białek opiekuńczych (chaperonów), rolę w sekwertacji jonów, zdolność do 

wiązania wody oraz funkcję białek (dehydryn) chroniących przed uszkodzeniami de- 

hydratacyjnymi [8]. Poznano również sekwencję dehydryn. Najważniejsza ich funk- 

cja to ochronna białek enzymatycznych, stabilizują bowiem ich strukturę i przywra- 

cają konformację w częściowo rozwiniętych łańcuchach białkowych [14]. Proces ten 

jest związany z właściwościami hydrofilowymi i hydrofobowymi domen wystę- 

pujących w pobliżu końca N bogatego w glicynę [16, 48]. Geny białek LEA są przy- 

puszczalnie zawsze obecne w nasionach, natomiast ich mRNA-zy występują tylko 

podczas dojrzewania. Białka LEA są hydrofilowe, zależne od ABA i wysokiej tempe- 

ratury. Pełnią one kluczową rolę podczas dojrzewania [45]. Podstawą takiej sugestii 

jest często obserwowana wysoka ekspresja genów LEA przy równoczesnym braku 

wrażliwości na wysychanie [27]. Spośród białek zaangażowanych w uzyskiwanie to- 

lerancji na wysychanie na uwagę zasługują również białka stresu termicznego (HSP), 

których rola szczególnie silnie jest akcentowana u roślin rezurekcyjnych Craterostig- 

ma plantagineum [2]. 

Zmiany w metabolizmie kwasów nukleinowych, podobnie jak białek, zależą od 

długotrwałości i intensywności dehydratacji. Mały deficyt wody nie zmienia zawarto- 

Ści kwasów nukleinowych w roślinach, natomiast duży jej niedobór wywołuje 

zmniejszenie się poziomu kwasów nukleinowych, zwłaszcza RNA [27]. 

W warunkach dehydratacji następuje zmiana ekspresji wielu genów odpowie- 

dzialnych za zmiany w metabolizmie pierwotnym komórki. Do tej grupy genów na- 

leżą między innymi geny kodujące enzymy odpowiedzialne za dehydratację 3-gli- 

ceroaldehydu, karboksylację PEP oraz aktywność proteinaz cysteinowych. Dehydra- 

tacja zmienia też ekspresję genów odpowiedzialnych za skład i właściwości błon 

(syntaza S-adenozylometioniny) oraz genów usprawniających liczbę obrotu poszcze- 

gólnych białek i genów kodujących syntezę ubikwityny [13]. 

Akumulacja związków o charakterze osmoprotekcyjnym 
  

Podczas desykacji zidentyfikowano w nasionach rozliczną grupę związków che- 

micznych zapobiegających niekorzystnym zmianom podczas ubytku wody. Należą 

do nich fruktany, glicyno-betaina, glutamina, karnityna, mannitol, poliole, prolina, 

sorbitol, trechaloza, sacharoza i oligosacharydy rodziny rafinozy (RFO). Związki te 

są zróżnicowane pod względem chemicznym, ale ich działanie i rola są bardzo podob- 

ne. Wszystkie włączane są na powierzchni białek, osłaniają je i utrzymują w stanić 

uwodnionym [50, 51]. Spośród osmoprotektantów dobrze poznane są sacharoza 1 oli- 

gosacharydy rodziny rafinozy (RFO). Rola RFO i prawdopodobnie galaktozylocykh- 

toli (GC) polega na współtworzeniu stanu szklistego [38] i udziale w tzw. hipotetycz” 
nym zastąpieniu wody [15]. W czasie dehydratacji RFO i GC zastępują cząsteczki



Molekularne podstawy ksztaltowania tolerancji ... 17 

wody naturalnie związanej z powierzchnią membran. Zastąpienie wody przez grupy 
hydroksylowe cukrów [44] utrzymuje prawidłową przestrzeń pomiędzy członami li- 
pidów, chroniąc je przed destrukcją. Usunięcie wody powoduje przejście fazowe lipi- 
dów i śmierć komórki. W procesach tych błony biologiczne stają się bardziej sztywne 
i wzrasta energia aktywacji umiejscowionych w nich enzymów. Zmiany te noszą na- 
zwę termotropowej zmiany fazy lipidów. 

Temperatura zmienia również stan uporządkowania reszt kwasów tłuszczowych. 
Kwasy tłuszczowe wielonienasycone trudniej ulegają uporządkowaniu aniżeli kwasy 
tłuszczowe nasycone. Zmiana płynności błony biologicznej lub pewnych jej domen, 
wywołana przez temperaturę, modyfikuje strukturę i funkcje białek błonowych [1 1]. 
Reakcja błon na zmianę temperatury zależy również od zawartości steroli w błonie 
oraz ich oddziaływań pomiędzy sobą i innymi związkami organicznymi [52]. Dla 
większości roślin chłodno-wodnych przejście fazowe przypada na temperature 10°C. 
Jeżeli cząsteczka fosfatydyloglicerolu zawiera kwasy tłuszczowe nasycone (mające 
wysoką temperaturę topnienia), wówczas łatwo dochodzi do przejścia fazowego fos- 
folipidów. Dopiero przejście fazowe fosfatydyloglicerolu daje początek przejściom 
tazowym innych fosfogalaktolipidów sąsiadujących z fosfatydyloglicerolem. 

Stan szklisty (krystaliczny) uzależniony jest od samej komórki [1]. Charakteryzu- 
je się wysokim współczynnikiem elastyczności i lepkości [22]. Powstaje w niskiej 
temperaturze, przy małej zawartości wody, co wpływa korzystnie na przedłużanie ży- 
wotności nasion [9]. W stanie szklistym szczególnie porządane są oligosacharydy ro- 
dziny rafinozy i galaktozylocyklitole, bowiem ich wysoka masa cząsteczkowa przy- 
czynia się do podwyższenia temperatury przejścia fazowego fosfolipidów [20]. 
Szczególnie duże ilości oligosacharydów i galaktozylocyklitoli akumulują nasiona 
roślin strączkowych [39] i dlatego spośród nasion roślin rolniczych najlepiej tolerują 
suszę. Sugerowano, że obecność rafinozy, stachiozy i werbaskozy w nasionach hamu- 
je krystalizację sacharozy podczas wysychania [29]. Sacharoza dość łatwo krystalizu- 
je, wątpliwa jest jednak rola rafinozy w zapobieganiu lub całkowitym hamowaniu jej 
krystalizacji [12, 28]. Szybkość krystalizacji in vitro uzależniona jest od temperatury, 
co istotnie podważa rolę RFO w zapobieganiu krystalizacji sacharozy [10]. Obecność 
sacharozy nie jest na pewno wystarczającym czynnikiem, aby zapewnić tolerancję na 
wysychanie [7]. Jednak udział RFO i GC w uzyskiwaniu tolerancji na wysychanie jest 
bezsprzeczny. W nasionach, w których nie występują oligosacharydy rodziny rafino- 
zy, tolerancję na wysychanie zapewniają galaktozylocyklitole. Występują one w na- 
sionach gryki, która akumuluje w odpowiedzi na stres desykacyjny [35] fagopyritol 
(galakto-chiro-inozytol). Zarodki somatyczne lucerny również akumulują galaktozy- 
locyklitole podczas uzyskiwania tolerancji na wysychanie [25]. Inną zaletą RFOi GC 
jest zmniejszanie poziomu monosacharydów, glukozy, fruktozy i galaktozy. Substraty 
te są zużywane bowiem do syntezy oligasacharydów [31]. Z drugiej strony niski po- 
ziom monocukrów ogranicza reakcje Mailarda, które są niszczycielskie wobec białek 
[5]. Sacharoza, oligosacharydy rodziny rafinozy 1 galaktozylocyklitole mogą działać
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jak „zmiatacze wolnych rodników”, co ma szczególne znaczenie w tkankach wrażli- 
wych (recalcitrant) na wysychanie [46]. Przed formami wolnorodnikowymi dojrze- 
wające nasiona mogą być chronione także przez enzymatyczne (dysmutazy, katalazy, 
peroksydazy) 1 nieenzymatyczne antyutleniacze (barwniki fotosyntetyczne, gluta- 
tion, askorbinian, tokoferol). Koncentracje tych związków zmieniają się w zależności 

od typu tkanki i gatunku. Rola procesów antyoksydacyjnych w ograniczaniu uszko- 

dzeń podczas suszenia jest procesem powszechnie znanym [32]. 

Ostatnie badania fizjologiczne [6], molekularne [23] i biofizyczne [20] dowodzą, 

że związki o charakterze osłaniającym nie są bezpośrednim i na pewno nie jedynym 

czynnikiem zapewniającym uzyskiwanie tolerancji na wysychanie. Mechanizm uzy- 

skiwania tolerancji na wysychanie przez nasiona jest wielopłaszczyznowy i jeden 

z wymienionych czynników nie zapewnia tolerancji na wysychanie. Uzyskanie tole- 

rancji na wysychanie wymaga określonych zmian w obrębie DNA, białek, lipidów jak 

również odpowiedniego poziomu akumulacji związków o charakterze osmoprotek- 

cyjnym. 

Podsumowanie 
  

Praca obejmuje najnowsze osiągnięcia fizjologii dojrzewania nasion. Kształtowa- 

nie się tolerancji na wysychanie zależy od zmian konformacyjnych DNA, akumulacji 
białek późnej embriogenezy i akumulacji związków o charakterze osmoprotekcyj- 

nym. Zmiany w metabolizmie dojrzewających nasion warunkują długotrwałość i in- 

tensywność dehydratacji. Obecnie wiadomo, że związki o charakterze osmoprotek- 

cyjnym nie są jedynymi kształtującymi tolerancję na wysychanie, a ich rola ogranicza 

się tylko do zmniejszenia skutków dehydratacji. Najbardziej prawdopodobną hipo- 

tezą przyszłościową są zmiany konformacyjne DNA. Należy sadzić, że pełne wyjaś- 

nienie tego procesu jest możliwe tylko na poziomie molekularnym. 
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Summary 

Traditionally the seeds have been divided into three storage behaviour classes: re- 
calcitrant, desiccation-sensitive (orthodox) and intermediate. Desiccation tolerance is 

one of fundamental properties of the orthodox seeds. Desiccation evolves a water 

stress that leads to many physiological, phenological and morfological changes. Seve- 

ral hypotheses were proposed to explain the physiological basis of desiccation tole- 

rance, including accumulation of osmoprotectants, protein synthesis and genes with 

upregulated expression in response to dehydratation. Numerous studies on the seeds 

demonstrated their accumulation of soluble sugars during the acquisition of desicca- 

tion tolerance.


