POSTEPY BIOLOGII KOMORKI TOM 332006 NR 3 (543-553)

ROLA REAKTYWNYCH FORM TLENU W PROCESIE
ROZWOJU I KIELKOWANIA NASION*

FUNCTION OF REACTIVE OXYGEN SPECIES IN SEED
DEVELOPMENT AND GERMINATION

Lukasz WOJTYLA, Matgorzata GARNCZARSKA, Lech RATAJCZAK

Zaktad Fizjologii Ro$lin, Uniwersytet im. A. Mickiewicza, Poznan

Streszczenie: Reaktywne formy tlenu (RFT) powstaja w nasionach nie tylko w wyniku dziatania czyn-
nikow stresowych, lecz rowniez w procesach zachodzacych w warunkach fizjologicznych. Stwierdzono,
ze RFT powstaja w nasionach na kazdym etapie ich rozwoju i kietkowania, tj. podczas rozwoju zarodka,
desykacji nasion, starzenia, pgcznienia, mobilizacji substancji zapasowych, jak rdwniez w momencie
przebicia tupiny nasiennej przez o$ zarodkowa. RFT moga powodowaé powazne uszkodzenia komorek
zarodka podczas wczesnej embriogenezy oraz desykacji, uniemozliwiajac wyksztatcenie prawidtowych
nasion. W trakcie dtugotrwatego przechowywania nasion RFT moga przyspieszac utratg zdolnosci kiel-
kowania. RFT moga takze chroni¢ nasiona, a szczeg6lnie kietkujacy zarodek, przed atakiem patogenow
poprzez tzw. wybuch tlenowy, jaki obserwuje si¢ w momencie przebicia tupiny nasiennej przez o$
zarodkowa. W biologii nasion szczegdlnie istotna funkcje pelnia systemy antyoksydacyjne odpowie-
dzialne za regulacjg poziomu RFT i ich usuwanie.

Stowa kluczowe: antyoksydanty, enzymy antyoksydacyjne, reaktywne formy tlenu, rozwdj i kietkowa-
nie nasion.

Summary: Generation of reactive oxygen species (ROS) occurs in seed not only during stress conditions,
but also as a result of physiological processes. ROS are produced in seed in all developmental and
germination phases like embryogenesis, including desiccation, seed ageing, imbibition, mobilization of
storage reserves and germination manifested in radicle protrusion. Increase in ROS level during early
embryogenesis and desiccation may lead to serious damage of embryo’s cells and disturb developmental
processes. ROS generated during prolonged storage may promote the inability of seed to germinate.
Reactive oxygen species may also protect seed and particulary the emerging seedling against attack by
pathogens by oxidative burst which occurs when the expanding embryo ruptures the seed coat. In seed
biology systems responsible for regulation of ROS production and scavenging play a key role.

Keywords: antioxidants, antioxidative enzymes, reactive oxygen species, seed development and germina-
tion.
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Skroty: AOX — oksydaza alternatywna, APX — peroksydaza askorbinianowa, AsA — zredukowany
askorbinian, DHA — dehydroaskorbinian, CAT — katalaza, GSSG (gluthatione disulfid) — dwusiarczek
glutationu, GSH — glutation, HSP (Heat Shock Proteins) — bialka szoku cieplnego, LEA (Late-Embryoge-
nesis-Abundant) — biatka gromadzace si¢ w czasie poznej embriogenezy, PUMP (Plant Uncoupling
Mitochondrial Protein) —biatko rozprzegajace, RFT (reactive oxygen species — ROS) —reaktywne formy
tlenu, SOD — dysmutaza ponadtlenkowa

1. WSTEP

W cyklu zyciowym roslin wazna rol¢ odgrywa nasienie. Jak definiuje Jankun w
Encyklopedii Biologicznej, nasienie to twor charakterystyczny dla roslin nasiennych
(Spermatophyta), forma przetrwalnikowa, stuzaca jednocze$nie do rozsiewania i
rozprzestrzeniania gatunku [23]. Zarowno budowa, jak i sktad nasion wykazuja istotne
roéznice w zaleznosci od gatunku. Wigkszos¢ nasion w stanie dojrzatym zawiera bardzo
mate ilosci wody, czgsto ponizej 10%, jedynie czg$¢ gatunkow (w tym wiele ro$lin
tropikalnych, drzew i roslin wodnych) wyksztatca nasiona, ktore zamieraja, gdy zawarto$¢
wody spadnie w nich ponizej 20% [3, 29, 50]. Ze wzgledu na zawarto$¢ wody w dojrzatych
nasionach wyrdznia si¢ dwie kategorie nasion. Do tzw. nasion typu ,,orthodox” zalicza
si¢ nasiona, ktore w trakcie rozwoju ulegaja silnemu odwodnieniu i zachowuja w tym
stanie zdolno$¢ do kielkowania nawet przez wiele lat. Typ ,,recalcitrant” obejmuje nasiona,
ktore osiagaja dojrzatos¢ w stanie uwodnionym i traca zdolno$¢ do kietkowania podczas
podsuszania nawet do stosunkowo wysokiego poziomu wody (20-30%) [43]. Reaktywne
formy tlenu (RFT) powstaja w nasionach na kazdym etapie ich rozwoju i kietkowania, tj.
podczas rozwoju zarodka, w tym jego odwadniania, podczas starzenia nasion, w wyniku
pecznienia, mobilizacji substancji zapasowych, jak rowniez w momencie przebicia przez
o$ zarodkowa tupiny nasiennej [3, 17, 26, 40, 45, 47]. Istotny wplyw na Zywotnos¢ nasion
maja zdolno$ci antyoksydacyjne zapobiegajace gromadzeniu sig¢ reaktywnych form tlenu.
Nadmiar RFT prowadzi do stresu oksydacyjnego, uszkodzen komorek i w konsekwencji
do zaburzen procesu kietkowania, a nawet $§mierci zarodka [3, 40,47, 52]. RFT powoduja
uszkodzenia struktur wewngtrznych, degradacje blon komérkowych, uposledzenie funkcji
biatek i enzymodw, uszkodzenia kwasow nukleinowych oraz dziataja mutagennie [3, 26,
31]. Prawidlowe dzialanie systemow antyoksydacyjnych w nasionach jest zatem konieczne
do wiasciwego przebiegu procesu kietkowania. Proces kielkowania jest waznym etapem
w zyciu rosliny, decydujacym o kondycji mtodej siewki 1 wptywajacym na dalsze etapy
wzrostu 1 rozwoju. W tym czasie zachodza istotne zmiany w metabolizmie nasion; z
poczatkowo powolnego, uspionego stanu anabiozy komorki przechodza do bardzo
intensywnego metabolizmu [3].

Ostatnio coraz czesciej dyskutowana jest pozytywna rola reaktywnych form tlenu
w komorkach roslinnych. Postuluje si¢ ich udziat w procesach rozwojowych, w
systemach transdukcji sygnatu, w ochronie komérek przed atakiem patogenow,
modyfikacji §cian komorkowych oraz w rozluznianiu ich struktury, co utatwia wzrost
komorkom [3, 33, 45]. Rola jaka RFT petlnia w komoérkach zalezy w duzym stopniu od
ich stezenia, dlatego istotny wplyw na prawidtowy przebieg proceséw rozwoju i
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kietkowania nasion, a takze na zachowanie zdolnos$ci do kietkowania w trakcie
przechowywania nasion maja systemy regulujace poziom RFT. Systemy antyoksy-
dacyjne dzielimy na enzymatyczne i nieenzymatyczne. Te pierwsze wykorzystuja
aktywnos¢ takich enzymow, jak: dysmutaza ponadtlenkowa (SOD EC 1.15.1.1), katalaza
(CAT EC 1.11.1.6), a takze enzymow zaangazowanych w cykl askorbinianowo-
glutationowy: peroksydaza askorbinianowa (APX EC 1.11.1.11), reduktaza
monodehydroaskorbinianu (MDHAR EC 1.6.5.4), reduktaza dehydroaskorbinianu
(DHAR EC 1.8.5.1) oraz reduktaza glutationu (GR EC 1.6.4.2) [35]. Systemy
nieenzymatycznej obrony komorek przed dziataniem RFT obejmuja gtownie
niskoczasteczkowe zwiazki antyoksydacyjne rozpuszczalne w wodzie, takie jak:
askorbinian i glutation oraz rozpuszczalny w ttuszczach a-tokoferol [47].

2. REAKTYWNE FORMY TLENU W ROZWOJU NASION

2.1.Wczesna embriogeneza

W zarodkach niektérych nasion na wczesnych etapach rozwoju zachodzi proces
fotosyntezy, bedacy jednym z gtéwnych zrédet reaktywnych form tlenu w zielonych
tkankach roslin. Proces ten jest uznawany za gtdwne zrodto tlenu singletowego oraz
anionorodnika ponadtlenkowego. Réwniez mitochondrialny tancuch transportu
elektrondéw jest waznym zrodtem RFT podczas rozwoju nasion, kiedy procesy
oddechowe zachodza z duza intensywnoscia [3]. W normalnych warunkach w wyniku
tzw. przecieku mitochondrialnego okoto 1% tlenu zuzywanego przez rosliny w procesie
oddychania mitochondrialnego ulega niepeinej redukc;ji stajac si¢ zrodlem reaktywnych
form tlenu, glownie anionorodnika ponadtlenkowego, ktory w wyniku dysmutacji
przeksztatcany jest do nadtlenku wodoru [34]. Waznym miejscem powstawania RFT
sa takze peroksysomy. W organellach tych wytwarzany jest w procesie fotooddychania
nadtlenek wodoru oraz anionorodnik ponadtlenkowy w peroksysomowym tancuchu
przenosnikéw elektrondw. Peroksysomy maja takze udziat w procesie usuwania RFT.
Organelle te zaangazowane sg bowiem w cykl askorbinianowo-glutationowy, sa takze
miejscem wystgpowania dysmutazy ponadtlenkowej oraz katalazy uczestniczacej w
rozktadzie H,O,. Peroksysomy sa rowniez zrodtem tlenku azotu, czasteczki sygnalne;j,
ktéra uczestniczy migdzy innymi w procesach obrony komorki przed dziataniem
czynnikow stresowych, a ponadto moduluje odpowiedz komorkowego systemu
antyoksydacyjnego [8, 18, 24]. W komorkach roslinnych zrodtem reaktywnych form
tlenu sa takze oksydazy NADPH, pH-zalezne peroksydazy $sciany komorkowej oraz
aminooksydazy apoplastowe [1, 3,7, 30, 32]. Ich znaczenie w biologii nasion nie zostato
jeszcze w petni poznane i wymaga dalszych badan w celu scharakteryzowania ich roli
w trakcie procesu rozwoju i kietkowania nasion.
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Powstajace podczas embriogenezy reaktywne formy tlenu, w tym takze H,O,, moga
pehni¢ istotng rolg w prawidtowym rozwoju nasienia. Zmiany stezenia H,O, wptywaja
na poziom ekspresji niektorych genoéw. Stwierdzono ze, w komoérkach rzodkiewnika
pospolitego (Arabidopsis thaliana) wystawionych na dziatanie podwyzszonego st¢zenia
H,O, zmianie ulegl poziom ekspresji 175 gendw, z ktorych czgsS¢ stanowity geny kodujace
enzymy uczestniczace w procesach obrony komoérek przed RFT [10]. Istotna role w
procesie embriogenezy petni askorbinian (AsA). W poczatkowych etapach rozwoju
zarodka, kiedy brak mu zdolno$ci do samodzielnej syntezy, askorbinian jest w catosci
dostarczany przez rosling mateczng [2]. AsA petni wazna rolg w cyklu komorkowym
poprzez pobudzanie i kontrole podziatdéw komdrek merystematycznych [9, 38]. W trakcie
rozwoju nasion typu ,,orthodox” zawarto$¢ askorbinianu stopniowo spada, wzrasta
natomiast st¢zenie dehydroaskorbinianu (DHA). Rownoczes$nie spada takze aktywnos¢
peroksydazy askorbinianowej [51].

2.2. Desykacja

Szkodliwe dziatanie reaktywnych form tlenu na nasiona ma miejsce w trakcie ich desykacji
i przechodzenia w stan anabiozy. Nasiona, ktore osiagnely dojrzatosé, nie prowadza
fotosyntezy, sa w stanie silnego odwodnienia i ich metabolizm jest znacznie spowolniony.
Proces desykacji jest naturalnym etapem rozwoju nasion typu ,,orthodox”, w wyniku ktorego
moga one poprzez ograniczenie metabolizmu przetrwac dhugi okres w niekorzystnych
warunkach, zachowujac zdolno$¢ do kietkowania. Najwazniejszym zrodtem REFT w dojrzatych
nasionach jest mitochondrialny fancuch transportu elektronow [3]. Spadek zawartosci wody
ponizej 0,25 g na gram suchej masy nasion ogranicza do minimum proces oddychania
mitochondrialnego. Prawdopodobnie jest to takze skuteczny sposob zmniejszenia produkcji
RFT przez mitochondria [3, 4]. Nasiona typu ,,orthodox” charakteryzuja si¢ wysoka
odpornoscia na odwodnienie poprzez unikanie negatywnych skutkéw dziatania RFT. Nasiona
wrazliwe na wysuszenie (,,vecalcitrant”) wraz z utrata wody traca swoja zywotnos¢. Dodat-
kowo obserwuje si¢ w nich szereg objawow stresu oksydacyjnego, takie jak: zwigkszenie
stezenia tiobarbituranow, uwalnianie etanu i akumulacj¢ stabilnych form rodnikéw
organicznych [12, 21]. Uszkodzenia spowodowane deficytem wody w komorkach nasion
typu ,,recalcitrant” przypisuje sig¢ zwigkszonej produkcji RFT w potaczeniu z obnizeniem
zdolnosci antyoksydacyjnej systemow ochronnych [28].

Nasiona wyksztalcity mechanizmy obrony antyoksydacyjnej na stres oksydacyjny
spowodowany deficytem wody polegajace na regulacji aktywnosci enzymow odpowie-
dzialnych za usuwanie RFT, jak rowniez na zmianach st¢zenia czasteczek o wlasciwos-
ciach przeciwutleniajacych [5, 28]. Suche nasiona typu ,,orthodox”, w odréznieniu od
nasion typu ,,recalcitrant” charakteryzuja si¢ niska zawartoscia lub brakiem askorbinia-
nu (AsA). Stwierdzono w nich réwniez brak aktywnosci APX [51]. Istnieje rowniez
grupa nasion, ktore pomimo silnego odwodnienia nie sa w petni pozbawione AsA i
aktywnosci peroksydazy askorbinianowej. [lustruja to wyniki uzyskane w przypadku
nasion buka zwyczajnego (Fagus sylvatica), co sugeruje posredni charakter tych nasion
[40]. Gloéwnym zwiazkiem o charakterze antyoksydacyjnym w suchych nasionach jest
glutation [9, 26]. W suchych nasionach grochu (Pisum sativum) obserwuje si¢ szczegolnie
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wysoki poziom glutationu i to zaréwno jego formy zredukowanej GSH, jak i utlenionej
GSSG, jednak w porownaniu ze §wiezymi tkankami forma disulfidowa stanowi wigkszy
procent catkowitego glutationu [27, 52, 55]. Oprocz funkceji antyoksydacyjnej, glutation,
a doktadniej stosunek GSH/GSSG, reguluje synteze biatek i wptywa na aktywnos$¢
enzymow poprzez reakcje z grupami cysteinowymi biatek [52]. Glutation uczestniczy
takze w regulacji cyklu komorkowego [38]. W suchych, dojrzatych nasionach typu
,,0rthodox” obserwuje si¢ rowniez wysoka aktywno$¢ reduktazy glutationowej [4,
27]. Innym waznym elementem przystosowujacym nasiona do stanu silnego odwod-
nienia jest wzrost st¢zenia rozpuszczalnych cukrow w tkankach [4, 19, 39, 41]. Podobny
mechanizm zaobserwowano takze u roslin rezurekcyjnych (,,zmartwychwstajacych”)
iporostow [22, 26]. Proces odwodnienia nasion jest zwigzany z powstawaniem wolnych
rodnikow i reaktywnych form tlenu. Mechanizm ich powstawania oraz aktywacji
systemu antyoksydacyjnego zostal doktadnie opisany dla nasion typu ,,recalcitrant”
poddanych odwodnieniu w warunkach laboratoryjnych [28]. Niewiele prac poswigcono
roli systemu antyoksydacyjnego w nabywaniu tolerancji na desykacj¢ podczas rozwoju
nasion in planta. Zmiana aktywnosci enzymow antyoksydacyjnych zachodzaca podczas
dojrzewania nasion i stopniowej utraty wody wydaje si¢ by¢ sposobem ich przystosowania
do obrony przed RFT w warunkach silnego odwodnienia. Stwierdzono, ze w trakcie
dojrzewania nasion niewrazliwych na desykacj¢ spada aktywnos$¢ dysmutazy ponadtlen-
kowej, co moze prowadzi¢ do akumulacji anionorodnika ponadtlenkowego oraz wzrasta
stezenie H,O, w tkankach zarodka [4]. Réwnoczesnie wzrasta aktywno$¢ katalazy i
spada aktywno$¢ peroksydazy askorbinianowej. W trakcie desykacji nastepuje
stopniowe obnizenie zawartosci H,0,, co sugeruje rolg CAT w usuwaniu nadtlenku
wodoru [5]. Regulacja ekspresji form izoenzymatycznych CAT badana byla w trakcie
rozwoju ziaren kukurydzy. W badaniach tych wykazano czasowo i przestrzennie
zroéznicowana ekspresje réznych form katalaz [44].

Silnemu odwodnieniu nasion towarzyszy wiele komdrkowych i1 biochemicznych
przemian. Zalicza si¢ do nich modyfikacje ultrastruktury komorkowej, takie jak
waskularyzacja oraz syntezg biatek LEA (Late-Embryogenesis-Abundant), bialek
szoku cieplnego (HSP — Heat Shock Proteins), aktywacje systemow antyoksyda-
cyjnych oraz akumulacjg oligosacharydow [4]. Synteza bialek zaliczanych do grupy
LEA (naleza do nich rowniez dehydryny) rozpoczyna si¢ wraz z poczatkiem procesu
desykacji. Dominujacymi czasteczkami mRNA wystepujacymi w nasionach w stanie
odwodnionym sa mRNA kodujace biatka LEA. Ich synteza spada stopniowo juz po
kilku godzinach od momentu, kiedy suche nasiona zaczynaja pobiera¢ wode w procesie
pecznienia [22, 50]. Dehydryny, biatka zaliczane do klasy 2 bialek LEA, moga by¢
zaangazowane w proces usuwania RFT [3]. Ze wzgledu na silnie hydrofilowy charakter
biatek LEA postuluje si¢ ich udziat w wiagzaniu wody, co zapewnia minimalna jej ilos¢,
niezbedna do przezycia [22]. Odwodnienie nasion prowadzi do ograniczenia metabolizmu
1zmniejszenia zuzycia tlenu, nie powoduje to jednak calkowitego zatrzymania proceséw
metabolicznych. W celu podtrzymania metabolizmu i produkcji ATP nasiona stopniowo
przechodza na szlak oddychania beztlenowego. Aktywacje torow fermentacyjnych
obserwowano przy spadku zawartosci wody ponizej 0,6 g na gram $wiezej masy tkanki
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[28], jednak aktywno$¢ dehydrogenazy alkoholowej ujawniala si¢ juz na wezesnych
etapach rozwoju zarodka [15, 20].

2.3. Starzenie si¢ nasion

Reaktywne formy tlenu moga spowodowac utrate przez nasiona zdolnosci do
kietkowania w trakcie ich dlugotrwatego przechowywania. Akumulacja RFT w trakcie
spoczynku nasion uznawana jest za jedna z glownych przyczyn ich starzenia. RFT
moga albo reagowac bezposrednio ze sktadnikami komorek, powodujac ich uszkodzenia,
albo zosta¢ zwiazane w strukturach wewnatrzkomorkowych [3].

Jak juz wspomniano powyzej, dojrzate nasiona typu ,,orthodox” zawieraja bardzo
mate ilo$ci wody, ale nawet bardzo niskie st¢zenia wody moga podtrzymywac przebieg
nieenzymatycznych procesOw samoutleniania si¢ niektorych zwiazkow, glownie
lipidowych, prowadzacych do powstawania wolnych rodnikow [53]. Powstajace w
tych procesach wolne rodniki moga kumulowac¢ si¢ w tkankach powodujac ich
uszkodzenia i obnizajac zywotno$¢ nasion, gtdéwnie w wyniku peroksydacji lipidow.
Prowadzi to do zmian w strukturze wielonienasyconych kwaséw thuszczowych obecnych
w blonach komérkowych oraz w ciatach thuszczowych nasion oleistych. Reakcje tego
typu sa prawdopodobnie gtéwnym zroédtem RFT w dojrzatych, suchych nasionach [3,
26]. W komorkach w stanie silnie odwodnionym aktywno$¢ enzymatyczna jest bardzo
ograniczona. Rowniez enzymy antyoksydacyjne nie sa w stanie w petni uczestniczy¢
w procesach obrony komorek przed dziataniem RFT, dlatego funkcje ochronne petnia
wowczas niskoczasteczkowe antyoksydanty. Rowniez warunki przechowywania nasion,
takie jak: temperatura i wilgotno$¢ powietrza, maja wptyw na powstawanie RFT i
aktywnos$¢ enzymdw antyoksydacyjnych [3, 40].

3. ROLA REAKTYWNYCH FORM TLENU PODCZAS
KIEL.KOWANIA NASION

3.1. Pecznienie

Proces pgcznienia jest pierwszym etapem kietkowania nasion. Kietkowanie mozna
podzieli¢ na trzy gtowne fazy. Poczatkowa faza charakteryzuje si¢ gwaltownym
pobieraniem wody przez nasiona, w wyniku czego szybko wzrasta masa nasion oraz
zuzycie tlenu przez nasiona. Faza druga okreslana jest jako metaboliczne plateau, jednak
w tym okresie rozpoczyna si¢ synteza kwasow nukleinowych i biatek, przygotowujac
o$ zarodkowa do wzrostu. Ostatnia trzecia faza kietkowania jest etapem charaktery-
zujacym si¢ ponownym wzmozonym poborem wody i tlenu przez nasiona i zwigzana
jest z wydostaniem si¢ osi zarodkowej na zewnatrz okrywy nasiennej. Moment ten
powszechnie uwaza si¢ za zakonczenie procesu kietkowania [3, 6, 17, 48]. W niektorych
przypadkach, zwtaszcza w rolnictwie, za zakonczenie kietkowania uznaje si¢ ukazanie
si¢ liscieni lub pierwszego liScia, a czasem uzyskanie przez siewke autotrofii [29].
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Intensywne pobieranie wody podczas pecznienia suchych nasion moze powodowac
uszkodzenia zwiazane z gwattownym wzrostem st¢zenia wody, wptywajace na obnizenie
efektywnosci kietkowania, a nawet prowadzace do utraty tej zdolnosci przez czgsé
nasion. Na negatywne skutki pecznienia narazone sa gldwnie nasiona przechowywane
przez dhugi czas w stanie silnie odwodnionym [48]. Podczas procesu pgcznienia nastepuje
powrdt do intensywnego metabolizmu. Rowniez ponowne wejscie na tor fosforylacji
oksydacyjnej jest zrodtem RFT. Istotnym zrodlem RFT w peczniejacych i kietkujacych
nasionach moga by¢ uwalniane w wyniku pgcznienia i mobilizacji substancji zapasowych
rodniki zwiazane przez gromadzone w trakcie dojrzewania nasion zwiazki [3].

3.2. Przebicie okrywy nasiennej

Moment przebicia okrywy nasiennej przez o$ zarodkowa jest najbardziej widocznym
symptomem kietkowania i rozpoczgcia wzrostu. Proces przebicia okrywy nasiennej
thumaczg trzy r6zne koncepcje. Pierwsza z mozliwosci zaktada, ze poczatkowe etapy
wzrostu osi zarodkowej sa wynikiem wzrostu turgoru komorek. Pod koniec kietkowania
potencjat osmotyczny w komorkach osi zarodkowe;j staje si¢ bardziej ujemny na skutek
wzrostu st¢zenia substancji osmotycznie czynnych pochodzacych z hydrolizy materiatow
zapasowych zgromadzonych w komorkach osi zarodka. Prowadzi to do zwigkszonego
pobierania wody przez komorki i wzrostu ich objgtosci [6]. Wedtug drugiej koncepcji
wzrost elongacyjny komorek osi zarodkowe;j jest mozliwy dzigki rozluznieniu struktury
$cian komorkowych i zwigkszeniu ich rozciagliwosci. Trzecia mozliwos¢ zaktada
rozluznienie struktur okrywy nasiennej utatwiajace przebicie osi zarodkowej na zewnatrz.
Wzrost osi zachodzi przez wydtuzanie si¢ komorek spowodowane dziataniem potencjatu
cisnienia, ktory w sytuacji, kiedy wzrost komorek nie jest ograniczony poprzez otaczajace
struktury, jest wystarczajaco wysoki [6].

Przebicie okrywy nasiennej zmienia w sposob istotny warunki, w jakich rozwija si¢
kietkujace nasienie. W poczatkowych etapach kietkowania nasiona narazone sg na
stan przejsciowe]j anaerobiozy bedacy wynikiem stabej przepuszczalnosci okrywy
nasiennej dla gazow, nastepuje wowczas aktywacja torow fermentacyjnych [15].
Warunki te charakterystyczne sa dla stanu hipoksji. Podczas hipoksji zmniejsza si¢
wydajnos¢ mechanizméw antyoksydacyjnych [7]. Pgknigcie okrywy nasiennej i wydo-
stanie si¢ osi zarodkowej na zewnatrz zwigksza doptyw tlenu do komoérek. Towarzyszy
temu intensywny wzrost stezenia RFT okreslany jako tzw. wybuch tlenowy. Obecnie
postuluje sig, ze RFT moga by¢ gtdéwna przyczyna zamierania skietkowanych nasion,
ktore po okresie hipoksji eksponowane sa na warunki tlenowe [13, 14]. RFT powstaja
w tym okresie gldownie w mitochondriach, co jest wynikiem wzmozonej aktywnosci
oddechowej tkanek spowodowanej zwigkszona dostgpnoscia tlenu. Wykazano, ze w
nasionach grochu i tubinu wzrasta poziom wolnych rodnikéw pochodzenia semichinono-
wego w momencie przebicia okrywy nasiennej przez o$ zarodkowa [16, 55]. Wzrost
stezenia H,0, zaobserwowano migdzy innymi podczas kietkowania nasion fubinu [16],
soi [17] i rzodkiewki [45]. Procesowi kietkowania towarzyszyt takze wzrost poziomu
rodnika hydroksylowego i anionorodnika ponadtlenkowego [17, 45]. Sugeruje sig, ze
glownym miejscem wytwarzania RFT w trakcie kietkowania sa: o$ zarodkowa, okrywa
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nasienna i warstwa aleuronowa [3, 17]. Zjawisko zwigkszonej produkcji RFT
zaobserwowano u roslin rowniez w sytuacji kontaktu komorek z patogenem lub
czasteczka elisytora [54]. Schopfer i wsp. [45] wykazali gwaltowny wzrost stezenia
RFT w kietkujacych nasionach rzodkiewki (Raphanus sativus) na krotko przed
przebiciem przez o$ zarodkowa okrywy nasiennej i to nie tylko w tkankach, ale rowniez
w $rodowisku otaczajacym kietkujace nasienie. Autorzy ci postuluja udziat RFT w
procesach obronnych przed atakiem patogendéw w trakcie kietkowania nasion. RFT
uczestniczg rowniez w procesie depozycji lignin i rozluznieniu struktury $ciany
komorkowej, co utatwia wzrost elongacyjny komorkom osi zarodkowej [3]. Stwierdzono
takze udziat RFT w programowanej $mierci komorek warstwy aleuronowej w ziarnia-
kach jeczmienia (Hordeum vulgare) w trakcie ich kietkowania [11].

Doniesienia literaturowe z ostatnich lat wskazuja na udzial oksydazy alternatywne;j
(AOX) i biatka rozprzegajacego PUMP (Plant Uncoupling Mitochondrial Protein)
w obronie komorek roslinnych przed RFT, ale dotychczas brak danych potwierdzajacych
ich rolg w obronie przed RFT wytwarzanymi w procesach rozwoju i kietkowania nasion
[25, 49]. Wigkszo$¢ badan poswigconych mechanizmom obrony antyoksydacyjnej
uruchamianym podczas kietkowania nasion dotyczy roli enzymow i metabolitow cyklu
askorbinianowo-glutationowego. W trakcie kietkowania obserwuje si¢ wzrost zawartosci
askorbinianu. W poczatkowym okresie pgcznienia thumaczy sig to wzrostem aktywnosci
reduktazy dehydroaskorbinianu, ktdra uczestniczy w przeksztatcaniu DHA do askorbinia-
nu. Gwaltowny wzrost stezenia askorbinianu w kietkujacym zarodku nastepuje dopiero
po aktywacji szlakow biosyntezy AsA, zwlaszcza w momencie przebicia przez o$
zarodkowa tupiny nasiennej [16, 36, 37, 55]. Zmianie ulega réwniez st¢zenie innych
substancji niskoczasteczkowych majacych zdolnos$ci antyoksydacyjne migdzy innymi
o-tokoferolu i y-tokoferolu [46, 47]. Innym miejscem powstawania RFT sa glioksysomy,
bedace funkcjonalna klasa peroksysomow, ktorych gtowna funkcja jest katabolizm
kwasow ttuszczowych. Uczestnicza one w produkcji RFT w procesie 3-oksydacji lipidow
katalizowanym przez oksydazg acylo-CoA, jak rowniez w cyklu glioksalowym [42].
Procesy te sa znaczacym zrédtem RFT szczegolnie w nasionach oleistych.

PODSUMOWANIE

Nie ulega watpliwosci, ze reaktywne formy tlenu petnig istotna funkcje w biologii
nasion. Pojawiaja si¢ we wszystkich stadiach zycia nasion poczawszy od rozwoju az
po kietkowanie. Wytwarzanie RFT towarzyszy dramatycznym zmianom uwodnienia i
aktywnosci metabolicznej nasion. Ostatnie lata przyniosty znaczacy postep w badaniach
zarowno nad rola RFT w fizjologii nasion, jak i systemami antyoksydacyjnymi
aktywowanymi na poszczegodlnych etapach zycia nasion. Pomimo nasilenia tych badan
wiele kwestii pozostaje niewyjasnionych. Zbyt mato jeszcze wiadomo na temat roli
RFT w procesie kietkowania. Nie mniej jednak wydaje si¢ juz niemal pewne, ze
wzmozonej produkcji reaktywnych form tlenu nie nalezy rozpatrywa¢ wytacznie w
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kategoriach stresu oksydacyjnego, lecz jako przejaw aktywnosci biologicznej nasion
znajdujacej si¢ pod kontrola rozwojowa. Poznanie mechanizméw lezacych u podstaw
oddziatywania reaktywnych form tlenu z hormonami dostarczy nowych danych na
temat nabywania tolerancji na desykacje oraz przetamywania spoczynku nasion.
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