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Streszczenie: Reaktywne formy tlenu (RFT) powstaj¹ w nasionach nie tylko w wyniku dzia³ania czyn-
ników stresowych, lecz równie¿ w procesach zachodz¹cych w warunkach fizjologicznych. Stwierdzono,
¿e RFT powstaj¹ w nasionach na ka¿dym etapie ich rozwoju i kie³kowania, tj. podczas rozwoju  zarodka,
desykacji nasion, starzenia, pêcznienia, mobilizacji substancji zapasowych, jak równie¿ w momencie
przebicia ³upiny nasiennej przez o� zarodkow¹. RFT mog¹ powodowaæ  powa¿ne uszkodzenia komórek
zarodka podczas wczesnej embriogenezy oraz desykacji, uniemo¿liwiaj¹c wykszta³cenie prawid³owych
nasion. W trakcie d³ugotrwa³ego przechowywania nasion RFT mog¹ przyspieszaæ utratê zdolno�ci kie³-
kowania. RFT mog¹ tak¿e chroniæ nasiona, a szczególnie kie³kuj¹cy zarodek, przed atakiem patogenów
poprzez tzw. wybuch tlenowy, jaki obserwuje siê w momencie przebicia ³upiny nasiennej przez o�
zarodkow¹. W biologii nasion szczególnie istotn¹ funkcjê pe³ni¹ systemy antyoksydacyjne odpowie-
dzialne za regulacjê poziomu RFT i ich usuwanie.

S³owa kluczowe: antyoksydanty, enzymy antyoksydacyjne, reaktywne formy tlenu, rozwój i kie³kowa-
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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Skróty: AOX � oksydaza alternatywna, APX � peroksydaza askorbinianowa, AsA � zredukowany
askorbinian, DHA � dehydroaskorbinian, CAT � katalaza, GSSG (gluthatione  disulfid) � dwusiarczek
glutationu, GSH � glutation, HSP (Heat Shock Proteins) � bia³ka szoku cieplnego, LEA (Late-Embryoge-
nesis-Abundant) � bia³ka gromadz¹ce siê w czasie pó�nej embriogenezy, PUMP (Plant Uncoupling
Mitochondrial Protein) �bia³ko rozprzêgaj¹ce, RFT (reactive oxygen species � ROS)  � reaktywne formy
tlenu, SOD � dysmutaza ponadtlenkowa

1. WSTÊP

W cyklu ¿yciowym ro�lin wa¿n¹ rolê odgrywa nasienie. Jak definiuje Jankun w
Encyklopedii Biologicznej, nasienie to twór charakterystyczny dla ro�lin nasiennych
(Spermatophyta), forma przetrwalnikowa, s³u¿¹ca jednocze�nie do rozsiewania i
rozprzestrzeniania gatunku [23]. Zarówno budowa, jak i sk³ad nasion wykazuj¹ istotne
ró¿nice w zale¿no�ci od gatunku. Wiêkszo�æ nasion w stanie dojrza³ym zawiera bardzo
ma³e ilo�ci wody, czêsto poni¿ej 10%, jedynie czê�æ gatunków (w tym wiele ro�lin
tropikalnych, drzew i ro�lin wodnych) wykszta³ca nasiona, które zamieraj¹, gdy zawarto�æ
wody spadnie w nich poni¿ej 20% [3, 29, 50]. Ze wzglêdu na zawarto�æ wody w dojrza³ych
nasionach wyró¿nia siê dwie kategorie nasion. Do tzw. nasion typu �orthodox� zalicza
siê nasiona, które w trakcie rozwoju ulegaj¹ silnemu odwodnieniu i zachowuj¹ w tym
stanie zdolno�æ do kie³kowania nawet przez wiele lat. Typ �recalcitrant� obejmuje nasiona,
które osi¹gaj¹ dojrza³o�æ w stanie uwodnionym i trac¹ zdolno�æ do kie³kowania podczas
podsuszania nawet do stosunkowo wysokiego poziomu wody (20�30%) [43]. Reaktywne
formy tlenu (RFT) powstaj¹ w nasionach na ka¿dym etapie ich rozwoju i kie³kowania, tj.
podczas rozwoju zarodka, w tym jego odwadniania, podczas starzenia nasion, w wyniku
pêcznienia, mobilizacji substancji zapasowych, jak równie¿ w momencie przebicia przez
o� zarodkow¹ ³upiny nasiennej [3, 17, 26, 40, 45, 47]. Istotny wp³yw na ¿ywotno�æ nasion
maj¹ zdolno�ci antyoksydacyjne zapobiegaj¹ce gromadzeniu siê reaktywnych form tlenu.
Nadmiar RFT prowadzi do stresu oksydacyjnego, uszkodzeñ komórek i w konsekwencji
do zaburzeñ procesu kie³kowania, a nawet �mierci zarodka [3, 40, 47, 52]. RFT powoduj¹
uszkodzenia struktur wewnêtrznych, degradacjê b³on komórkowych, upo�ledzenie funkcji
bia³ek i enzymów, uszkodzenia kwasów nukleinowych oraz dzia³aj¹ mutagennie [3, 26,
31]. Prawid³owe dzia³anie systemów antyoksydacyjnych w nasionach jest zatem konieczne
do w³a�ciwego przebiegu procesu kie³kowania. Proces kie³kowania jest wa¿nym etapem
w ¿yciu ro�liny, decyduj¹cym o kondycji m³odej siewki i wp³ywaj¹cym na dalsze etapy
wzrostu i rozwoju. W tym czasie zachodz¹ istotne zmiany w metabolizmie nasion; z
pocz¹tkowo powolnego, u�pionego stanu anabiozy komórki przechodz¹ do bardzo
intensywnego metabolizmu [3].

Ostatnio coraz czê�ciej dyskutowana jest pozytywna rola reaktywnych form tlenu
w komórkach ro�linnych. Postuluje siê ich udzia³ w procesach rozwojowych, w
systemach transdukcji sygna³u, w ochronie komórek przed atakiem patogenów,
modyfikacji �cian komórkowych oraz w rozlu�nianiu ich struktury, co u³atwia wzrost
komórkom [3, 33, 45]. Rola jak¹ RFT pe³ni¹ w komórkach zale¿y w du¿ym stopniu od
ich stê¿enia, dlatego istotny wp³yw na prawid³owy przebieg procesów rozwoju i
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kie³kowania nasion, a tak¿e na zachowanie zdolno�ci do kie³kowania w trakcie
przechowywania nasion maj¹ systemy reguluj¹ce poziom RFT. Systemy antyoksy-
dacyjne dzielimy na enzymatyczne i nieenzymatyczne. Te pierwsze wykorzystuj¹
aktywno�æ takich enzymów, jak: dysmutaza ponadtlenkowa (SOD EC 1.15.1.1), katalaza
(CAT EC 1.11.1.6), a tak¿e enzymów zaanga¿owanych 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 komórek przed dzia³aniem RFT obejmuj¹ g³ównie
niskocz¹steczkowe zwi¹zki antyoksydacyjne rozpuszczalne w wodzie, takie jak:
askorbinian i glutation oraz rozpuszczalny w t³uszczach α-tokoferol [47].

2. REAKTYWNE FORMY TLENU W ROZWOJU NASION

2.1.Wczesna embriogeneza

W zarodkach niektórych nasion na wczesnych etapach rozwoju zachodzi proces
fotosyntezy, bêd¹cy jednym z g³ównych �róde³ reaktywnych form tlenu w zielonych
tkankach ro�lin. Proces ten jest uznawany za g³ówne �ród³o tlenu singletowego oraz
anionorodnika ponadtlenkowego. Równie¿ mitochondrialny ³añcuch transportu
elektronów jest wa¿nym �ród³em RFT podczas rozwoju nasion, kiedy procesy
oddechowe zachodz¹ z du¿¹ intensywno�ci¹ [3]. W normalnych warunkach w wyniku
tzw. przecieku mitochondrialnego oko³o 1% tlenu zu¿ywanego przez ro�liny w procesie
oddychania mitochondrialnego ulega niepe³nej redukcji staj¹c siê �ród³em reaktywnych
form tlenu, g³ównie anionorodnika ponadtlenkowego, który w wyniku dysmutacji
przekszta³cany jest do nadtlenku wodoru [34]. Wa¿nym miejscem powstawania RFT
s¹ tak¿e peroksysomy. W organellach tych wytwarzany jest w procesie fotooddychania
nadtlenek wodoru oraz anionorodnik ponadtlenkowy w peroksysomowym ³añcuchu
przeno�ników elektronów. Peroksysomy maj¹ tak¿e udzia³ w procesie usuwania RFT.
Organelle te zaanga¿owane s¹ bowiem w cykl askorbinianowo-glutationowy, s¹ tak¿e
miejscem wystêpowania dysmutazy ponadtlenkowej oraz katalazy uczestnicz¹cej w
rozk³adzie H

2
O

2
. Peroksysomy s¹ równie¿ �ród³em tlenku azotu, cz¹steczki sygnalnej,

która uczestniczy miêdzy innymi w procesach obrony komórki przed dzia³aniem
czynników stresowych, a ponadto moduluje odpowied� komórkowego systemu
antyoksydacyjnego [8, 18, 24]. W komórkach ro�linnych �ród³em reaktywnych form
tlenu s¹ tak¿e oksydazy NADPH, pH-zale¿ne peroksydazy �ciany komórkowej oraz
aminooksydazy apoplastowe [1, 3, 7, 30, 32]. Ich znaczenie w biologii nasion nie zosta³o
jeszcze w pe³ni poznane i wymaga dalszych badañ w celu scharakteryzowania ich roli
w trakcie procesu rozwoju i kie³kowania nasion.
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Powstaj¹ce podczas embriogenezy reaktywne formy tlenu, w tym tak¿e H
2
O

2
, mog¹

pe³niæ istotn¹ rolê w prawid³owym rozwoju nasienia. Zmiany stê¿enia H
2
O

2
 wp³ywaj¹

na poziom ekspresji niektórych genów. Stwierdzono ¿e, w komórkach rzodkiewnika
pospolitego (Arabidopsis thaliana) wystawionych na dzia³anie podwy¿szonego stê¿enia
H

2
O

2
 zmianie uleg³ poziom ekspresji 175 genów, z których czê�æ stanowi³y geny koduj¹ce

enzymy uczestnicz¹ce w procesach obrony komórek przed RFT [10]. Istotn¹ rolê w
procesie embriogenezy pe³ni askorbinian (AsA). W pocz¹tkowych etapach rozwoju
zarodka, kiedy brak mu zdolno�ci do samodzielnej syntezy, askorbinian jest w ca³o�ci
dostarczany przez ro�linê mateczn¹ [2]. AsA pe³ni wa¿n¹ rolê w cyklu komórkowym
poprzez pobudzanie i kontrolê podzia³ów komórek merystematycznych [9, 38]. W trakcie
rozwoju nasion typu �orthodox� zawarto�æ askorbinianu stopniowo spada, wzrasta
natomiast stê¿enie dehydroaskorbinianu (DHA). Równocze�nie spada tak¿e aktywno�æ
peroksydazy askorbinianowej [51].

2.2. Desykacja

Szkodliwe dzia³anie reaktywnych form tlenu na nasiona ma miejsce w trakcie ich desykacji
i przechodzenia w stan anabiozy. Nasiona, które osi¹gnê³y dojrza³o�æ, nie prowadz¹
fotosyntezy, s¹ w stanie silnego odwodnienia i ich metabolizm jest znacznie spowolniony.
Proces desykacji jest naturalnym etapem rozwoju nasion typu �orthodox�, w wyniku którego
mog¹ one poprzez ograniczenie metabolizmu przetrwaæ d³ugi okres w niekorzystnych
warunkach, zachowuj¹c zdolno�æ do kie³kowania. Najwa¿niejszym �ród³em RFT w dojrza³ych
nasionach jest mitochondrialny ³añcuch transportu elektronów [3]. Spadek zawarto�ci wody
poni¿ej 0,25 g na gram suchej masy nasion ogranicza do minimum proces oddychania
mitochondrialnego. Prawdopodobnie jest to tak¿e skuteczny sposób zmniejszenia produkcji
RFT przez mitochondria [3, 4]. Nasiona typu �orthodox� charakteryzuj¹ siê wysok¹
odporno�ci¹ na odwodnienie poprzez unikanie negatywnych skutków dzia³ania RFT. Nasiona
wra¿liwe na wysuszenie (�recalcitrant�) wraz z utrat¹ wody trac¹ swoj¹ ¿ywotno�æ. Dodat-
kowo obserwuje siê w nich szereg objawów stresu oksydacyjnego, takie  jak: zwiêkszenie
stê¿enia tiobarbituranów, uwalnianie etanu i akumulacjê stabilnych form rodników
organicznych [12, 21]. Uszkodzenia spowodowane deficytem wody w komórkach nasion
typu �recalcitrant� przypisuje siê zwiêkszonej produkcji RFT w po³¹czeniu z obni¿eniem
zdolno�ci antyoksydacyjnej systemów ochronnych [28].

Nasiona wykszta³ci³y mechanizmy obrony antyoksydacyjnej na stres oksydacyjny
spowodowany deficytem wody polegaj¹ce na regulacji aktywno�ci enzymów odpowie-
dzialnych za usuwanie RFT, jak równie¿ na zmianach stê¿enia cz¹steczek o w³a�ciwo�-
ciach przeciwutleniaj¹cych [5, 28]. Suche nasiona typu �orthodox�, w odró¿nieniu od
nasion typu �recalcitrant� charakteryzuj¹ siê nisk¹ zawarto�ci¹ lub brakiem askorbinia-
nu (AsA). Stwierdzono w nich równie¿ brak aktywno�ci APX [51]. Istnieje równie¿
grupa nasion, które pomimo silnego odwodnienia nie s¹ w pe³ni pozbawione AsA i
aktywno�ci peroksydazy askorbinianowej. Ilustruj¹ to wyniki uzyskane w przypadku
nasion buka zwyczajnego (Fagus sylvatica), co sugeruje po�redni charakter tych nasion
[40]. G³ównym zwi¹zkiem o charakterze antyoksydacyjnym w suchych nasionach jest
glutation [9, 26]. W suchych nasionach grochu (Pisum sativum) obserwuje siê szczególnie
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wysoki poziom glutationu i to zarówno jego formy zredukowanej GSH, jak i utlenionej
GSSG, jednak w porównaniu ze �wie¿ymi tkankami forma disulfidowa stanowi wiêkszy
procent ca³kowitego glutationu [27, 52, 55]. Oprócz funkcji antyoksydacyjnej, glutation,
a dok³adniej stosunek GSH/GSSG, reguluje syntezê bia³ek i wp³ywa na aktywno�æ
enzymów poprzez reakcje z grupami cysteinowymi bia³ek [52]. Glutation uczestniczy
tak¿e w regulacji cyklu komórkowego [38]. W suchych, dojrza³ych nasionach typu
�orthodox� obserwuje siê równie¿ wysok¹ aktywno�æ reduktazy glutationowej [4,
27]. Innym wa¿nym elementem przystosowuj¹cym nasiona do stanu silnego odwod-
nienia jest wzrost stê¿enia rozpuszczalnych cukrów w tkankach [4, 19, 39, 41]. Podobny
mechanizm zaobserwowano tak¿e u ro�lin rezurekcyjnych (�zmartwychwstaj¹cych�)
i porostów [22, 26]. Proces odwodnienia nasion jest zwi¹zany z powstawaniem wolnych
rodników i reaktywnych form tlenu. Mechanizm ich powstawania oraz aktywacji
systemu antyoksydacyjnego zosta³ dok³adnie opisany dla nasion typu �recalcitrant�
poddanych odwodnieniu w warunkach laboratoryjnych [28]. Niewiele prac po�wiêcono
roli systemu antyoksydacyjnego w nabywaniu tolerancji na desykacjê podczas rozwoju
nasion in planta. Zmiana aktywno�ci enzymów antyoksydacyjnych zachodz¹ca podczas
dojrzewania nasion i stopniowej utraty wody wydaje siê byæ sposobem ich przystosowania
do obrony przed RFT w warunkach silnego odwodnienia. Stwierdzono, ¿e w trakcie
dojrzewania nasion niewra¿liwych na desykacjê spada aktywno�æ dysmutazy ponadtlen-
kowej, co mo¿e prowadziæ do akumulacji anionorodnika ponadtlenkowego oraz wzrasta
stê¿enie H

2
O

2
 w tkankach zarodka [4]. Równocze�nie wzrasta aktywno�æ katalazy i

spada aktywno�æ peroksydazy askorbinianowej. W trakcie desykacji nastêpuje
stopniowe obni¿enie zawarto�ci H

2
O

2
, co sugeruje rolê CAT w usuwaniu nadtlenku

wodoru [5]. Regulacja ekspresji form izoenzymatycznych CAT badana by³a w trakcie
rozwoju ziaren kukurydzy. W badaniach tych wykazano czasowo i przestrzennie
zró¿nicowan¹ ekspresjê ró¿nych form katalaz [44].

Silnemu odwodnieniu nasion towarzyszy wiele komórkowych i biochemicznych
przemian. Zalicza siê do nich modyfikacje ultrastruktury komórkowej, takie jak
waskularyzacja oraz syntezê bia³ek LEA (Late-Embryogenesis-Abundant), bia³ek
szoku cieplnego (HSP � Heat Shock Proteins), aktywacjê systemów antyoksyda-
cyjnych oraz akumulacjê oligosacharydów [4]. Synteza bia³ek zaliczanych do grupy
LEA (nale¿¹ do nich równie¿ dehydryny) rozpoczyna siê wraz z pocz¹tkiem procesu
desykacji. Dominuj¹cymi cz¹steczkami mRNA wystêpuj¹cymi w nasionach w stanie
odwodnionym s¹ mRNA koduj¹ce bia³ka LEA. Ich synteza spada stopniowo ju¿ po
kilku godzinach od momentu, kiedy suche nasiona zaczynaj¹ pobieraæ wodê w procesie
pêcznienia [22, 50]. Dehydryny, bia³ka zaliczane do klasy 2 bia³ek LEA, mog¹ byæ
zaanga¿owane w proces usuwania RFT [3]. Ze wzglêdu na silnie hydrofilowy charakter
bia³ek LEA postuluje siê ich udzia³ w wi¹zaniu wody, co zapewnia minimaln¹ jej ilo�æ,
niezbêdn¹ do prze¿ycia [22]. Odwodnienie nasion prowadzi do ograniczenia metabolizmu
i zmniejszenia zu¿ycia tlenu, nie powoduje to jednak ca³kowitego zatrzymania procesów
metabolicznych. W celu podtrzymania metabolizmu i produkcji ATP nasiona stopniowo
przechodz¹ na szlak oddychania beztlenowego. Aktywacjê torów fermentacyjnych
obserwowano przy spadku zawarto�ci wody poni¿ej 0,6 g na gram �wie¿ej masy tkanki
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[28], jednak aktywno�æ dehydrogenazy alkoholowej ujawnia³a siê ju¿ na wczesnych
etapach rozwoju zarodka [15, 20].

2.3. Starzenie siê nasion

Reaktywne formy tlenu mog¹ spowodowaæ utratê przez nasiona zdolno�ci do
kie³kowania w trakcie ich d³ugotrwa³ego przechowywania. Akumulacja RFT w trakcie
spoczynku nasion uznawana jest za jedn¹ z g³ównych przyczyn ich starzenia. RFT
mog¹ albo reagowaæ bezpo�rednio ze sk³adnikami komórek, powoduj¹c ich uszkodzenia,
albo zostaæ zwi¹zane w strukturach wewn¹trzkomórkowych [3].

Jak ju¿ wspomniano powy¿ej, dojrza³e nasiona typu �orthodox� zawieraj¹ bardzo
ma³e ilo�ci wody, ale nawet bardzo niskie stê¿enia wody mog¹ podtrzymywaæ przebieg
nieenzymatycznych procesów samoutleniania siê niektórych zwi¹zków, g³ównie
lipidowych, prowadz¹cych do powstawania wolnych rodników [53]. Powstaj¹ce w
tych procesach wolne rodniki mog¹ kumulowaæ siê w tkankach powoduj¹c ich
uszkodzenia i obni¿aj¹c ¿ywotno�æ nasion, g³ównie w wyniku peroksydacji lipidów.
Prowadzi to do zmian w strukturze wielonienasyconych kwasów t³uszczowych obecnych
w b³onach komórkowych oraz w cia³ach t³uszczowych nasion oleistych. Reakcje tego
typu s¹ prawdopodobnie g³ównym �ród³em RFT w dojrza³ych, suchych nasionach [3,
26]. W komórkach w stanie silnie odwodnionym aktywno�æ enzymatyczna jest bardzo
ograniczona. Równie¿ enzymy antyoksydacyjne nie s¹ w stanie w pe³ni uczestniczyæ
w procesach obrony komórek przed dzia³aniem RFT, dlatego funkcje ochronne pe³ni¹
wówczas niskocz¹steczkowe antyoksydanty. Równie¿ warunki przechowywania nasion,
takie jak: temperatura i wilgotno�æ powietrza, maj¹ wp³yw na powstawanie RFT i
aktywno�æ enzymów antyoksydacyjnych [3, 40].

3. ROLA REAKTYWNYCH FORM TLENU PODCZAS
KIE£KOWANIA NASION

3.1. Pêcznienie

Proces pêcznienia jest pierwszym etapem kie³kowania nasion. Kie³kowanie mo¿na
podzieliæ na trzy g³ówne fazy. Pocz¹tkowa faza charakteryzuje siê gwa³townym
pobieraniem wody przez nasiona, w wyniku czego szybko wzrasta masa nasion oraz
zu¿ycie tlenu przez nasiona. Faza druga okre�lana jest jako metaboliczne plateau, jednak
w tym okresie rozpoczyna siê synteza kwasów nukleinowych i bia³ek, przygotowuj¹c
o� zarodkow¹ do wzrostu. Ostatnia trzecia faza kie³kowania jest etapem charaktery-
zuj¹cym siê ponownym wzmo¿onym poborem wody i tlenu przez nasiona i zwi¹zana
jest z wydostaniem siê osi zarodkowej na zewn¹trz okrywy nasiennej. Moment ten
powszechnie uwa¿a siê za zakoñczenie procesu kie³kowania [3, 6, 17, 48]. W niektórych
przypadkach, zw³aszcza w rolnictwie, za zakoñczenie kie³kowania uznaje siê ukazanie
siê li�cieni lub pierwszego li�cia, a czasem uzyskanie przez siewkê autotrofii [29].
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Intensywne pobieranie wody podczas pêcznienia suchych nasion mo¿e powodowaæ
uszkodzenia zwi¹zane z gwa³townym wzrostem stê¿enia wody, wp³ywaj¹ce na obni¿enie
efektywno�ci kie³kowania, a nawet prowadz¹ce do utraty tej zdolno�ci przez czê�æ
nasion. Na negatywne skutki pêcznienia nara¿one s¹ g³ównie nasiona przechowywane
przez d³ugi czas w stanie silnie odwodnionym [48]. Podczas procesu pêcznienia nastêpuje
powrót do intensywnego metabolizmu. Równie¿ ponowne wej�cie na tor fosforylacji
oksydacyjnej jest �ród³em RFT. Istotnym �ród³em RFT w pêczniej¹cych i kie³kuj¹cych
nasionach mog¹ byæ uwalniane w wyniku pêcznienia i mobilizacji substancji zapasowych
rodniki zwi¹zane przez gromadzone w trakcie dojrzewania nasion zwi¹zki [3].

3.2. Przebicie okrywy nasiennej

Moment przebicia okrywy nasiennej przez o� zarodkow¹ jest najbardziej widocznym
symptomem kie³kowania i rozpoczêcia wzrostu. Proces przebicia okrywy nasiennej
t³umacz¹ trzy ró¿ne koncepcje. Pierwsza z mo¿liwo�ci zak³ada, ¿e pocz¹tkowe etapy
wzrostu osi zarodkowej s¹ wynikiem wzrostu turgoru komórek. Pod koniec kie³kowania
potencja³ osmotyczny w komórkach osi zarodkowej staje siê bardziej ujemny na skutek
wzrostu stê¿enia substancji osmotycznie czynnych pochodz¹cych z hydrolizy materia³ów
zapasowych zgromadzonych w komórkach osi zarodka. Prowadzi to do zwiêkszonego
pobierania wody przez komórki i wzrostu ich objêto�ci [6]. Wed³ug drugiej koncepcji
wzrost elongacyjny komórek osi zarodkowej jest mo¿liwy dziêki rozlu�nieniu struktury
�cian komórkowych i zwiêkszeniu ich rozci¹gliwo�ci. Trzecia mo¿liwo�æ zak³ada
rozlu�nienie struktur okrywy nasiennej u³atwiaj¹ce przebicie osi zarodkowej na zewn¹trz.
Wzrost osi zachodzi przez wyd³u¿anie siê komórek spowodowane dzia³aniem potencja³u
ci�nienia, który w sytuacji, kiedy wzrost komórek nie jest ograniczony poprzez otaczaj¹ce
struktury, jest wystarczaj¹co wysoki [6].

Przebicie okrywy nasiennej zmienia w sposób istotny warunki, w jakich rozwija siê
kie³kuj¹ce nasienie. W pocz¹tkowych etapach kie³kowania nasiona nara¿one s¹ na
stan przej�ciowej anaerobiozy bêd¹cy wynikiem s³abej przepuszczalno�ci okrywy
nasiennej dla gazów, nastêpuje wówczas aktywacja torów fermentacyjnych [15].
Warunki te charakterystyczne s¹ dla stanu hipoksji. Podczas hipoksji zmniejsza siê
wydajno�æ mechanizmów antyoksydacyjnych [7]. Pêkniêcie okrywy nasiennej i wydo-
stanie siê osi zarodkowej na zewn¹trz zwiêksza dop³yw tlenu do komórek. Towarzyszy
temu intensywny wzrost stê¿enia RFT okre�lany jako tzw. wybuch tlenowy. Obecnie
postuluje siê, ¿e RFT mog¹ byæ g³ówn¹ przyczyn¹ zamierania skie³kowanych nasion,
które po okresie hipoksji eksponowane s¹ na warunki tlenowe [13, 14]. RFT powstaj¹
w tym okresie g³ównie w mitochondriach, co jest wynikiem wzmo¿onej aktywno�ci
oddechowej tkanek spowodowanej zwiêkszon¹ dostêpno�ci¹ tlenu. Wykazano, ¿e w
nasionach grochu i ³ubinu wzrasta poziom wolnych rodników pochodzenia semichinono-
wego w momencie przebicia okrywy nasiennej przez o� zarodkow¹ [16, 55]. Wzrost
stê¿enia H

2
O

2
 zaobserwowano miêdzy innymi podczas kie³kowania nasion ³ubinu [16],

soi [17] i rzodkiewki [45]. Procesowi kie³kowania towarzyszy³ tak¿e wzrost poziomu
rodnika hydroksylowego i anionorodnika ponadtlenkowego [17, 45]. Sugeruje siê, ¿e
g³ównym miejscem wytwarzania RFT w trakcie kie³kowania s¹: o� zarodkowa, okrywa
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nasienna i warstwa aleuronowa [3, 17]. Zjawisko zwiêkszonej produkcji RFT
zaobserwowano u ro�lin równie¿ w sytuacji kontaktu komórek z patogenem lub
cz¹steczk¹ elisytora [54]. Schopfer i wsp. [45] wykazali gwa³towny wzrost stê¿enia
RFT w kie³kuj¹cych nasionach rzodkiewki (Raphanus sativus) na krótko przed
przebiciem przez o� zarodkow¹ okrywy nasiennej i to nie tylko w tkankach, ale równie¿
w �rodowisku otaczaj¹cym kie³kuj¹ce nasienie. Autorzy ci postuluj¹ udzia³ RFT w
procesach obronnych przed atakiem patogenów w trakcie kie³kowania nasion. RFT
uczestnicz¹ równie¿ w procesie depozycji lignin i rozlu�nieniu struktury �ciany
komórkowej, co u³atwia wzrost elongacyjny komórkom osi zarodkowej [3]. Stwierdzono
tak¿e udzia³ RFT w programowanej �mierci komórek warstwy aleuronowej w ziarnia-
kach jêczmienia (Hordeum vulgare) w trakcie ich kie³kowania [11].

Doniesienia literaturowe z ostatnich lat wskazuj¹ na udzia³ oksydazy alternatywnej
(AOX) i bia³ka rozprzêgaj¹cego PUMP (Plant Uncoupling Mitochondrial Protein)
w obronie komórek ro�linnych przed RFT, ale dotychczas brak danych potwierdzaj¹cych
ich rolê w obronie przed RFT wytwarzanymi w procesach rozwoju i kie³kowania nasion
[25, 49]. Wiêkszo�æ badañ po�wiêconych mechanizmom obrony antyoksydacyjnej
uruchamianym podczas kie³kowania nasion dotyczy roli enzymów i metabolitów cyklu
askorbinianowo-glutationowego. W trakcie kie³kowania obserwuje siê wzrost zawarto�ci
askorbinianu. W pocz¹tkowym okresie pêcznienia t³umaczy siê to wzrostem aktywno�ci
reduktazy dehydroaskorbinianu, która uczestniczy w przekszta³caniu DHA do askorbinia-
nu. Gwa³towny wzrost stê¿enia askorbinianu w kie³kuj¹cym zarodku nastêpuje dopiero
po aktywacji szlaków biosyntezy AsA, zw³aszcza w momencie przebicia przez o�
zarodkow¹ ³upiny nasiennej [16, 36, 37, 55]. Zmianie ulega równie¿ stê¿enie innych
substancji niskocz¹steczkowych maj¹cych zdolno�ci antyoksydacyjne miêdzy innymi
α-tokoferolu i γ-tokoferolu [46, 47]. Innym miejscem powstawania RFT s¹ glioksysomy,
bêd¹ce funkcjonaln¹ klas¹ peroksysomów, których g³ówn¹ funkcj¹ jest katabolizm
kwasów t³uszczowych. Uczestnicz¹ one w produkcji RFT w procesie β-oksydacji lipidów
katalizowanym przez oksydazê acylo-CoA, jak równie¿ w cyklu glioksalowym [42].
Procesy te s¹ znacz¹cym �ród³em RFT szczególnie w nasionach oleistych.

PODSUMOWANIE

Nie ulega w¹tpliwo�ci, ¿e reaktywne formy tlenu pe³ni¹ istotn¹ funkcjê w biologii
nasion. Pojawiaj¹ siê we wszystkich stadiach ¿ycia nasion pocz¹wszy od rozwoju a¿
po kie³kowanie. Wytwarzanie RFT towarzyszy dramatycznym zmianom uwodnienia i
aktywno�ci metabolicznej nasion. Ostatnie lata przynios³y znacz¹cy postêp  w badaniach
zarówno nad rol¹ RFT w fizjologii nasion, jak i systemami antyoksydacyjnymi
aktywowanymi na poszczególnych etapach ¿ycia nasion. Pomimo nasilenia tych badañ
wiele kwestii pozostaje niewyja�nionych. Zbyt ma³o jeszcze wiadomo na temat roli
RFT w procesie kie³kowania. Nie mniej jednak wydaje siê ju¿ niemal pewne, ¿e
wzmo¿onej produkcji reaktywnych form tlenu nie nale¿y rozpatrywaæ wy³¹cznie w
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kategoriach stresu oksydacyjnego, lecz jako przejaw aktywno�ci biologicznej nasion
znajduj¹cej siê pod kontrol¹ rozwojow¹. Poznanie mechanizmów le¿¹cych u podstaw
oddzia³ywania reaktywnych form tlenu z hormonami dostarczy nowych danych na
temat nabywania tolerancji na desykacjê oraz prze³amywania spoczynku nasion.
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