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Wstep

Nasiona to gléwny produkt rolniczy. Oprécz wielu cech wptywajacych na wartos¢
siewna nasion gldwne miejsce zajmuje odpornos¢ na desykacje. Definicje¢ tolerancji
na wysychanie okresli¢ mozna jako zdolnosci kietkowania nasion zaraz po zbiorze
lub sztucznym suszeniu [18, 34]. Wszystkie nasiona roslin rolniczych charakteryzuja
si¢ wysoka tolerancja na wysychanie. Jednak wrazliwo$¢ na desykacje¢ uzalezniona
Jest od ich etapu rozwojowego. Pierwszy etap obejmuje zaptodnienie i ksztattowanie
endospermu (prabielma), drugi — zasadniczy rozwoj zarodka [40], a trzeci — groma-
dzenie biatek zapasowych, thuszczéw lub skrobi, wzrasta wowczas sucha masa na-
sion. Kulminacjs dojrzewania jest zgromadzenie rezerw i desykacja (rys. 1). Desyka-
cja jest powiazana z redukcja metabolizmu i wchodzeniem w stan spoczynku [27]. W
zalezno$ci od tolerancji na wysychanie wyrozniono trzy typy nasion: ortodoksyjne
(orthodox), wrazliwe (recalcitrant) i posrednie. Nasiona ortodoksyjne charakteryzuja
si¢ tolerowaniem strat wody do poziomu 5-10% $wiezej masy, co oznacza, Ze€ moga
straci¢ 90-95% wody [17]. Nasiona te charakteryzuja si¢ bardzo dobra zywotnoscia,
nawet po dlugim ich przechowywaniu w warunkach niskiej wilgotnosci i temperatury.
Zapewnia to dobre rozprzestrzenianie gatunku i chroni jednoczesnie przed stresami
Srodowiskowymi [30].

Nasiona wrazliwe na desykacje charakteryzuja si¢ brakiem wysychania podczas
dojrzewania. Powoduje to w konsekwencji niska zywotnos¢ i krotki czas przechowy-
Wania nasion. Podczas ontogenezy nasiona te maja wysoka zawarto$¢ wody 1 nie sg
zdolne do tolerowania jej ubytku [4]. Naleza do tej grupy nasiona drzew 1 traw tropi-
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Rysunek 1. Akumulacja suchej masy i podstawowe etapy ontogenezy nasion na przyktadzie
tubinu zéttego

kalnych oraz niektére nasiona drzew klimatu umiarkowanego, jak dab czy klon [20,
21, 34, 39, 42]. Nasiona trzeciego typu, posredniego, toleruja desykacje pod warun-
kiem, ze ubytek wody nie byt zbyt wysoki. Nasiona takie nie sa odporne na stresy Sro-
dowiskowe [24]. Nalezy podkresli¢, ze we wczesnym etapie ontogenezy nasiona
wszystkich tych trzech typéw nie toleruja ubytku wody [19].

Zmiany zachodzace w nasionach pod wptywem desykacji zasadniczo mozna po-
dzieli¢ na dwie grupy:
— zmiany w obrebie DNA i ich nastepstwa,
— akumulacja zwiazkoéw o charakterze osmoprotekcyjnym.

Zmiany w obrgbie DNA to najnowsza teoria uzyskiwania tolerancji na wysycha-
nie. Zwigzki o charakterze osmoprotekcyjnym przez lata uwazano za najwazniejsze
w uzyskiwaniu tolerancji na wysychanie.

Zmiany w obrebie DNA

Utrzymywanie integralnosci i naprawa materialu genetycznego w trakcie odwad-
niania to najwazniejsze cechy komorki. W warunkach penego uwodnienia czastecz-
ka DNA jest zbudowana z dwdch prawoskretnych tancuchéow polinukleinowych
o konformacji helikalnej. Splecione sa one w podwéjny helis wokot hipotetycznej osi
wspolnej [3]. Dzigki temu zasady azotowe znajduja si¢ wewnatrz, a fancuch cukro-
wo-fosforanowy na zewnatrz powstatej struktury, taka o-helisa okreslana jest j&lk.O
forma B. Wzajemne oplatanie si¢ dwdch tancuchéw wytwarza w helisie dwa rowki,
mniejszy i wigkszy (rys. 2). W wyniku utraty wody polinukleotydy DNA ulegaja prze-
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— rowek wiekszy

-

Rysunek 2. Model DNA z zaznaczonymi rowkami wigkszym 1 mniejszym

ksztatceniu, co w konsekwencji prowadzi do powstania superzwojow i nici réznych
ksztattow. W ten sposob naturalna forma B przechodzi stopniowo w lewoskretng for-
me A, a nast¢gpnie w forme Z, typowa dla desykowanych nasion ortodoksyjnych [37].
W tym czasie dochodzi do inaktywacji transkrypcji mRNA, ktéra powigzana jest
zmetylacja DNA i prawdopodobnie towarzyszy konwersji formy B do postaci Z DNA
[47]. Helis B jest stabilizowany poprzez uwodnienie fosforanow rowka mniejszego.
W tej formie czasteczki wody przylaczone sa osobno do kazdej grupy fosforanowe;.
Podczas odwadniania woda jest sukcesywnie wycofywana. Zwigksza sig ilo$¢ par za-
sad przypadajacych na jeden skret helisy. Liczba par zasad ros$nie od 10,5 w formie B,
do 11 par zasad w formie A i do 12 podczas odwodnienia w formie Z. Zwigkszenie
liczby par zasad zmienia réwniez odleglosci pomiedzy atomami tlenu w grupach fos-
foranowych DNA. W formie Z odlegto$¢ ta wynosi 6,6 A, w formie A —5,3 A i w for-
mie Z-4,4 A. Zmiany konformacyjne powoduja, ze w formie Z przewazaja dekamery
AATT, w formie A oktamery — TATA, w formie Z zas — heksamery GCGC [37].
W odwodnionych nasionach dominuja pary zasad GC, ktére maja zdolno$¢ przy-
faczania o jedna czasteczka wody mniej niz pary zasad AT [43].

Oprécz zmian w obrebie DNA podczas desykacji obserwowane sa zmiany w stop-
niu upakowania chromatyny. W nasionach ortodoksyjnych, tolerujacych desykacjg,
chromatyna jest zwarta, skondensowana i taki jej stan utrzymywany jest w nasionach
do chwili ponownej hydratacji. Uwodnienie powoduje, ze chromatyna zwarta ulega

rozluznieniu [37], co jest bezposrednia przyczyna, ze kietkujace nasiona nie toleruja
desykacii.

W nasionach wielu gatunkéw wyizolowano specyficzne mRNA i biatka induko-
Wane podczas odwadniania tkanek [41]. Wsrod biatek kodowanych genami induko-
Wanymi poprzez deficyt wody naleza bialka LEA (biatka pdznej embriogenezy).
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Bialka te zostaly dobrze poznane [49]. Przypisuje si¢ im funkcje osmoprotekcyjne,
funkcje bialek opiekunczych (chaperonéw), role w sekwertacji jonéw, zdolnosé do
wigzania wody oraz funkcje biatek (dehydryn) chroniacych przed uszkodzeniami de-
hydratacyjnymi [8]. Poznano rowniez sekwencj¢ dehydryn. Najwazniejsza ich funk-
cja to ochronna bialek enzymatycznych, stabilizujg bowiem ich strukture 1 przywra-
caja konformacj¢ w czgsciowo rozwinigtych tancuchach biatkowych [14]. Proces ten
jest zwiazany z wilasciwosciami hydrofilowymi 1 hydrofobowymi domen wyste-
pujacych w poblizu konca N bogatego w glicyng [16, 48]. Geny biatek LEA sa przy-
puszczalnie zawsze obecne w nasionach, natomiast ich mRNA-zy wystepuja tylko
podczas dojrzewania. Bialka LEA sa hydrofilowe, zalezne od ABA 1 wysokiej tempe-
ratury. Pelnia one kluczowa rol¢ podczas dojrzewania [45]. Podstawa takiej sugestii
jest czgsto obserwowana wysoka ekspresja genow LEA przy rownoczesnym braku
wrazliwos$ci na wysychanie [27]. Sposrod biatek zaangazowanych w uzyskiwanie to-
lerancji na wysychanie na uwage zastuguja rowniez biatka stresu termicznego (HSP),
ktoérych rola szczegolnie silnie jest akcentowana u roslin rezurekcyjnych Craterostig-
ma plantagineum [2].

Zmiany w metabolizmie kwaséw nukleinowych, podobnie jak bialek, zaleza od
dhugotrwalos$ci 1 intensywnosci dehydratacji. Maty deficyt wody nie zmienia zawarto-
$ci kwasow nukleinowych w roslinach, natomiast duzy jej niedobér wywotuje
zmniejszenie sie poziomu kwasow nukleinowych, zwlaszcza RNA [27].

W warunkach dehydratacji nastepuje zmiana ekspresji wielu genéw odpowie-
dzialnych za zmiany w metabolizmie pierwotnym komorki. Do tej grupy genéw na-
leza miedzy innymi geny kodujace enzymy odpowiedzialne za dehydratacje 3-gli-
ceroaldehydu, karboksylacje PEP oraz aktywno$¢ proteinaz cysteinowych. Dehydra-
tacja zmienia tez ekspresje genéw odpowiedzialnych za sklad i wlasciwosci bion
(syntaza S-adenozylometioniny) oraz genow usprawniajacych liczbg obrotu poszcze-
golnych biatek 1 genéw kodujacych synteze ubikwityny [13].

Akumulacja zwigzkéw o charakterze osmoprotekcyjnym

Podczas desykacji zidentyfikowano w nasionach rozliczna grupg zwiazkow che-
micznych zapobiegajacych niekorzystnym zmianom podczas ubytku wody. Nal.ezac
do nich fruktany, glicyno-betaina, glutamina, karnityna, mannitol, poliole, prollpa,
sorbitol, trechaloza, sacharoza i oligosacharydy rodziny rafinozy (RFO). Zwiazki te
sa zroznicowane pod wzgledem chemicznym, ale ich dziatanie i rola sa bardzo podol?-
ne. Wszystkie wlaczane sa na powierzchni bialek, ostaniaja je i utrzymujg w St.am_e
uwodnionym [50, 51]. Sposréd osmoprotektantéw dobrze poznane sa sacharozal 01}-
gosacharydy rodziny rafinozy (RFO). Rola RFO i prawdopodobnie galaktozleCykll'
toli (GC) polega na wspéltworzeniu stanu szklistego [38] i udziale w tzw. hipotetycz”
nym zastapieniu wody [15]. W czasie dehydratacji RFO i GC zastgpuja czasteczkl
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wody naturalnie zwiazanej z powierzchniag membran. Zastapienie wody przez grupy
hydroksylowe cukréw [44] utrzymuje prawidtowa przestrzen pomigdzy cztonami li-
pidow, chroniac je przed destrukcja. Usunigcie wody powoduje przejscie fazowe lipi-
dow 1 $mier¢ komorki. W procesach tych blony biologiczne staja sie bardziej sztywne
1 wzrasta energia aktywacji umiejscowionych w nich enzymow. Zmiany te nosza na-
zwe¢ termotropowej zmiany fazy lipidow.

Temperatura zmienia rowniez stan uporzadkowania reszt kwaséow tluszczowych.
Kwasy thuszczowe wielonienasycone trudniej ulegaja uporzadkowaniu anizeli kwasy
thuszczowe nasycone. Zmiana ptynnosci btony biologiczne;j lub pewnych jej domen,
wywotana przez temperaturg, modyfikuje strukture i funkcje biatek blonowych [1 1].
Reakcja bton na zmiang temperatury zalezy réwniez od zawartos$ci steroli w blonie
oraz ich oddziatywan pomigdzy sobg i innymi zwiazkami organicznymi [52]. Dla
wigkszosci roslin chtodno-wodnych przejscie fazowe przypada na temperaturg 10°C.
Jezeli czasteczka fosfatydyloglicerolu zawiera kwasy tluszczowe nasycone (majace
wysoka temperaturg topnienia), wowczas fatwo dochodzi do przejscia fazowego fos-
folipidéw. Dopiero przejscie fazowe fosfatydyloglicerolu daje poczatek przejsciom
fazowym innych fosfogalaktolipidow sasiadujacych z fosfatydyloglicerolem.

Stan szklisty (krystaliczny) uzalezniony jest od samej komérki [1]. Charakteryzu-
Je si¢ wysokim wspétczynnikiem elastycznosci i lepkosci [22]. Powstaje w niskie;j
temperaturze, przy matej zawartosci wody, co wptywa korzystnie na przedtuzanie zy-
wotnosci nasion [9]. W stanie szklistym szczegdlnie porzadane sa oligosacharydy ro-
dziny rafinozy i galaktozylocyklitole, bowiem ich wysoka masa czasteczkowa przy-
czynia si¢ do podwyzszenia temperatury przejscia fazowego fosfolipidow [20].
Szczegblnie duze ilosci oligosacharydéw i galaktozylocyklitoli akumuluja nasiona
roslin straczkowych [39] i dlatego sposréd nasion roslin rolniczych najlepiej toleruja
Suszg. Sugerowano, ze obecnos¢ rafinozy, stachiozy i werbaskozy w nasionach hamu-
Jekrystalizacje sacharozy podczas wysychania [29]. Sacharoza do$é latwo krystalizu-
Je, watpliwa jest jednak rola rafinozy w zapobieganiu lub calkowitym hamowaniu je;
krystalizacji [12, 28]. Szybkos¢ krystalizacji in vitro uzalezniona jest od temperatury,
co istotnie podwaza rolg RFO w zapobieganiu krystalizacji sacharozy [10]. Obecnos¢
sacharozy nie jest na pewno wystarczajacym czynnikiem, aby zapewnicé tolerancje na
wysychanie [7]. Jednak udziat RFO i GC w uzyskiwaniu tolerancji na wysychanie jest
bezsprzeczny. W nasionach, w ktérych nie wystepuja oligosacharydy rodziny rafino-
zy, tolerancj¢ na wysychanie zapewniaja galaktozylocyklitole. Wystepuja one w na-
sionach gryki, ktéra akumuluje w odpowiedzi na stres desykacyjny [35] fagopyritol
(galakto-chiro-inozytol). Zarodki somatyczne lucerny réwniez akumuluja galaktozy-
locyklitole podczas uzyskiwania tolerancji na wysychanie [25]. Inng zaleta RFO i GC
Jest zmniejszanie poziomu monosacharydow, glukozy, fruktozy i galaktozy. Substraty
te s3 zuzywane bowiem do syntezy oligasacharydéw [31]. Z drugiej strony niski po-
ziom monocukréw ogranicza reakcje Mailarda, ktére sq niszczycielskie wobec bialek
[5]. Sacharoza, oligosacharydy rodziny rafinozy 1 galaktozylocyklitole moga dziataé
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jak ,,zmiatacze wolnych rodnikow”, co ma szczegdlne znaczenie w tkankach wrazli-
wych (recalcitrant) na wysychanie [46]. Przed formami wolnorodnikowymi dojrze-
wajace nasiona moga by¢ chronione takze przez enzymatyczne (dysmutazy, katalazy,
peroksydazy) 1 nieenzymatyczne antyutleniacze (barwniki fotosyntetyczne, gluta-
tion, askorbinian, tokoferol). Koncentracje tych zwiazkow zmieniaja si¢ w zaleznosci
od typu tkanki 1 gatunku. Rola proceséw antyoksydacyjnych w ograniczaniu uszko-
dzen podczas suszenia jest procesem powszechnie znanym [32].

Ostatnie badania fizjologiczne [6], molekularne [23] i biofizyczne [20] dowodza,
ze zwiazki o charakterze ostaniajacym nie sg bezposrednim i na pewno nie jedynym
czynnikiem zapewniajacym uzyskiwanie tolerancji na wysychanie. Mechanizm uzy-
skiwania tolerancji na wysychanie przez nasiona jest wieloptaszczyznowy i jeden
z wymienionych czynnikow nie zapewnia tolerancji na wysychanie. Uzyskanie tole-
rancjina wysychanie wymaga okreslonych zmian w obrgbie DNA, biatek, lipidow jak
rowniez odpowiedniego poziomu akumulacji zwiazkéw o charakterze osmoprotek-
cyjnym.

Podsumowanie

Praca obejmuje najnowsze osiagnigcia fizjologii dojrzewania nasion. Ksztalttowa-
nie si¢ tolerancji na wysychanie zalezy od zmian konformacyjnych DNA, akumulacji
biatek pdznej embriogenezy i akumulacji zwiazkéw o charakterze osmoprotekcyj-
nym. Zmiany w metabolizmie dojrzewajacych nasion warunkuja dlugotrwatos¢ i in-
tensywnos¢ dehydratacji. Obecnie wiadomo, ze zwiazki o charakterze osmoprotek-
cyjnym nie sa jedynymi ksztattujacymi tolerancje¢ na wysychanie, a ich rola ogranicza
si¢ tylko do zmniejszenia skutkéw dehydratacji. Najbardziej prawdopodobna hipo-
teza przyszlo$ciowa sa zmiany konformacyjne DNA. Nalezy sadzi¢, ze pelne wyjas-
nienie tego procesu jest mozliwe 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.



