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REGULACYJNA ROLA TLENKU AZOTU
W KIELKOWANIU NASION*
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Streszczenie: Tlenek azotu (NO) jest wolnym rodnikiem, co warunkuje jego wysoka reaktywnos$¢ w
uktadach biologicznych. Jest obecny w srodowisku glebowym jako produkt reakcji nitryfikacji i denitry-
fikacji, w komorkach roslinnych moze by¢ syntetyzowany w wyniku reakcji enzymatycznych (katali-
zowanych przez ro$linna syntazg tlenku azotu i/lub reduktazg azotanowa) lub powstawaé spontanicznie
w wyniku reakcji nieenzymatycznych. Podobnie jak w organizmach zwierz¢cych petni rolg czasteczki
sygnatowej. Donory NO (nitroprusydek sodu, S-nitrozo-N-acetylopenicyloamina czy nitrozoglutation)
stymuluja kietkowanie nasion wielu gatunkow roslin. Produkcje endogennego NO wykazano we wceze-
snych etapach kietkowania nasion, co wskazuje, ze NO moze by¢ endogennym regulatorem tego procesu.
Jednakze mechanizm jego dziatania w regulacji kietkowania nasion nie jest w petni poznany. Prawdopo-
dobnie, NO uruchamia ,,fitochromowy” szlak transdukcji sygnatu prowadzacy do przerwania spoczyn-
ku i rozpoczgcia kietkowania w przypadku nasion fotoblastycznych. Ponadto, funkcja NO jako czynni-
ka stymulujacego kietkowanie moze dotyczy¢ wspotdziatania NO z hormonami roslinnymi uczestnicza-
cymi w indukcji procesu kietkowania nasion.

Stowa kluczowe: fitochrom, hormony roslinne, kietkowanie nasion, tlenek azotu, spoczynek nasion.

Summary: Nitric oxide (NO) is an inorganic free radical, that plays an important role in regulation of
variety processes in living organisms. Soils are an important source of NO, produced during denitrifica-
tion, nitrification and reduction of NO , to NH 4+. In plants NO production depends on the activity of
nitric oxide synthase and/or nitrate reductase as well as non enzymatic generation of NO can be detected.
Similarly as in animals, in plant cells NO is widely regarded as a signaling molecule. There are a number of
data proving that different NO donors (sodium nitroprusside, S-nitrosoglutathione, S-nitroso-N-acetyl-
D-penicillamine) stimulate seed germination of many plants. Moreover endogenous synthesis of NO
during seed germination was reported, indicating its role as a link to activation of embryonic axes. Al-
though it is not questionable that NO acts as mediator of seed germination its mode of action in this
process is still known only fragmentary. NO stimulates germination of photoblastic seeds, by activation
of phytochrome signal transduction pathway. On the other hand NO interact with classical phytohormo-
nes (ethylene, abscisic acid, gibberellins) involved in regulation of seed germination.

*Praca powstata w trakcie realizacji grantu JMRektora SGGW nr 504-01020017.
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Skroty: ABA — kwas abscysynowy, ACC — kwas 1-aminocyklopropano-1-karboksylowy, ACO — oksyda-
za ACC, ACS —syntaza ACC, cADPR — cykliczna ADP-ryboza, cGMP — cykliczny guanozynomonofos-
foran, cPTIO (2-/4-carboxyphenyl]-4,4,5,5-teramethylimidazoline-1-oxyl 3-oxide) — 3-N-tlenek 2-[4-kar-
boksyfenylo]-4,4,5,5-terametylo-1-oksyimidazolu, DAF-FM DA — dwuoctan 3-amino-4(N-metyloami-
1n0)-2"7 dwufluorofluoresceina, GA — giberelina, GSNO — S-nitrozoglutation, nGA , —azotyn kwasu gibe-
relinowego, NOS — syntaza tlenku azotu, NR — reduktaza azotanowa, RFT (reactive oxygen species-ROS)
— reaktywne formy tlenu, SNAP — S-nitrozo-N-acetylopenicyloamina, SNP — nitroprusydek sodu.

1. WIELOKIERUNKOWE DZIALANIE TLENKU AZOTU

Przyznanie w 1998 roku Nagrody Nobla z dziedziny medycyny i fizjologii za opisanie
roli tlenku azotu (NO) w regulacji uktadu naczyniowo-sercowego cztowieka zapoczat-
kowato wybuch zainteresowania funkcja NO w organizmach roslinnych. Pierwsze
doniesienia dotyczyty NO jako czasteczki sygnatowej w odpowiedzi rosliny na atak
patogenu [19,21]. W ciagu kolejnych lat ukazato si¢ szereg prac o udziale NO w regulacji
podstawowych procesoéw fizjologicznych ro$lin, takich jak: oddychanie [37], fotosynteza
[71], kietkowanie [11], kwitnienie [33], starzenie, dojrzewanie owocow [48] czy odpowiedz
ro$lin na warunki stresowe [34, 39, 44, 66, 70]. Stwierdzono rowniez wspotdziatanie NO
z niektérymi hormonami roslinnymi. W ostatnich latach ukazaty si¢ prace dotyczace
zalezno$ci pomigdzy NO i auksyna w indukcji tworzenia korzeni [53, 58], stymulacji
wygiecia grawitropicznego korzeni [35], interakcji pomigdzy NO i ABA w regulacji ruchow
aparatow szparkowych [55], wspodtdziatania NO z etylenem w procesie dojrzewania
owocow [48], a takze kwasem jasmonowym w reakcji na zranienie [36]. Chociaz
proponowana przez Beligni i Lamattina [7] koncepcja uznania NO za nowy hormon
roslinny nie spotkata si¢ z pozytywna reakcja fizjologdw roslin, nie ulega watpliwosci, ze
NO pelni niezwykle istotna funkcje w regulacji wzrostu i rozwoju organizmow roslinnych.

Tlenek azotu jest wolnym rodnikiem. Latwo reaguje z tlenem tworzac dwutlenek
azotu, ktory z kolei reaguje z organicznymi zwiazkami nienasyconymi tworzac wolne
rodniki, z niesparowanym elektronem na atomie wegla. Dalsze reakcje, w ktorych
uczestnicza rodniki, prowadza do powstawania rodnikéw ponadtlenkowych ROO,
alkoksylowych RO" i kolejnych czasteczek dwutlenku azotu. NO reaguje tez z
anionorodnikiem ponadtlenkowym O,”, w wyniku czego powstaje nadtlenoazotyn
ONOO:r, ten za$ wywotuje uszkodzenia komorek reagujac z grupami tiolowymi biatek
i wielonienasyconymi resztami kwasow ttuszczowych w lipidach [67]. Ponadto NO
reaguje tatwo z jonami metali przejSciowych, takimi jak: Fe, Cu, Zn. Tak duza
reaktywnos¢ sprawia, ze NO uczestniczy w regulacji aktywnosci wielu enzymow i
aktywacji czynnikdw transkrypcyjnych [47]. Grun i wsp. [31] w pracy przegladowej
podaja nawet liste genow, ktorych transkrypcja w warunkach stresowych (gtownie
zranienia i ataku patogenu) jest regulowana przez NO.

Transdukcja sygnatu NO w komorkach roslinnych odbywa si¢, podobnie jak w
komorkach zwierzecych, przez aktywacije cyklazy guanylanowej i wzrost st¢zenia
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cyklicznego guanozynomonofosforanu (cGMP) [21]. Opis wielokierunkowego dziatania
NO zuwzglednieniem roli sygnatowe;j tej czasteczki znajdzie zainteresowany Czytelnik
w pracach przegladowych w jezyku polskim, ktére ukazaty si¢ w Postepach Biologii
Komoérki [54], w Kosmosie [27] oraz XII tomie Na Pograniczu Chemii i Biologii [45].

Niniejsza praca stanowi probg kompleksowego opisu udzialu NO w regulacji procesu
kietkowania nasion z uwzglednieniem mechanizméw dziatania tej czasteczki w usuwaniu
spoczynku umozliwiajacym kietkowanie nasion.

2. ZRODLA TLENKU AZOTU

Tlenki azotu NO_ (np. NO,, NO) emitowane do atmosfery sa w wigkszo$ci
wynikiem procesow biologicznych zachodzacych w glebie lub produktami reakcji
spalania biomasy roslinnej [23]. Czg$¢ (20%) NO obecnego w atmosferze pochodzi
z gleby. Zarowno N, O, jak i NO sa produktami reakcji denitryfikacji, nitryfikacji i
redukcji azotandw do jonoéw amonowych [17]. Okazuje si¢, ze wzrost nawozenia
azotowego przyczynia sig do zwigkszonej emisji NO i N,O, przy czym natgzenie
emisji NO zalezy od rodzaju uprawy, temperatury gleby i dostgpnosci wody [47].
Emisja tlenkéw azotu w procesach spalania materii organicznej dotyczy w szczegol-
nosci obszarow klimatu goracego i zwiazana jest z wystgpowaniem pozarow lasow,
sawanny lub tez spalania pozostatosci roslin uprawnych [2,42]. Kolejne istotne zrodto
NO stanowia gazy spalinowe [63].

Natomiast w praktyce laboratoryjnej najczgsciej stosowanymi donorami tlenku azotu
sa: nitroprusydek sodu (SNP), S-nitrozoglutation (GSNO) oraz S-nitrozoacetylo-
penicyloamina (SNAP). Roznia si¢ one zardwno iloscia emitowanego NO, jak tez
kinetyka tego procesu. Poréwnanie emisji NO z r6znych donorow wykazato, ze
najwigksze ilosci tego gazu powstaja przy zastosowaniu roztworu SNAP (30 pM),
nastgpnie GSNO (12 uM) 1 SNP (6 uM), przy czym maksymalna emisja NO z 0,5 mM
roztworow poszczegdlnych donorow przypada na pierwsza godzing po o§wietleniu w
przypadku SNAP, piata godzing dla GSNO i druga godzing dla SNP [22]. Z kolei czas
pottrwania stosowanych donoréw okreslono na okoto 12 godzin dla SNP, 3 godziny dla
SNAP i 7 godzin dla GSNO [22]. Jako zmiatacze NO stosowane sa dwa zwiazki:
PTIO (3-N-tlenek 2-fenylo-4.,4,5,5-terametylo-1-oksyimidazolu) oraz jego pochodna
c-PTIO (3-N-tlenek 2-[4-karboksyfenylo]-4,4,5,5-terametylo-1-oksyimidazolu), ktore
reaguja z NO, tworzac azotyny [29].

3. EGZOGENNY TLENEK AZOTU STYMULUJE KIELKOWANIE
NASION

Kietkowanie nasion obejmuje przemiany poprzedzajace wzrost, podziaty komorek i
ich réznicowanie, poczawszy od pecznienia (imbibicji) nasion, konczac na indukcji
wzrostu elongacyjnego osi zarodkowej [ 13]. Poczatek wzrostu, objawiajacy sig przebi-
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TABELA 1. Przyklady roslin, u ktoérych wykazano stymulacj¢ kietkowania nasion przez NO

Roélina (nazwa polska i tacinska) Zwiazek chemiczny Literatura
bedacy donorem NO

Proso rézgowate (Panicum virgatum), SNP, NO,” w kwasnym pH | [61]

Palczatka gerarda (Andropogon gerardii)

Sorghastrum nutans

Satata (Lactuca sativa) SNP, SNAP [6]

Paulownia cesarska (Paulownia tomentosa) | SNP, SNAP, (SIN-1), NO, | [26, 30]
w kwasnym pH

Rzodkiewnik (Arabidopsis thaliana) SNP, nitrogliceryna [4]
SNP, SNAP, [10,12]
gazowy NO [52]

Paulownia cesarska (Paulownia tomentosa), | nGA, [41]

Gwiazdnica pospolita (Stellaria media) SNP [24]

Pszenica (Triticum aestivum) SNP [69]

Suaeda salsa SNP [51]

Stulicha psia (Descurainia Sophia) SNP [50]

Lubin 26ty (Lupinus luteus) SNP [44]

Jablon (Malus domestica) SNP, SNAP [16, 28]

ciem okrywy nasiennej przez korzen zarodkowy, oznacza zakonczenie kietkowania i
rozpoczecie fazy wzrostu zarodka. Definicja ta odpowiada powszechnie przyjetemu okresleniu
,wezesne kietkowanie” (early germination) [13] lub , kielkowanie sensu stricto” [49].

Wykazano, ze donory tlenku azotu stymuluja kietkowanie nasion wielu gatunkow
roslin (tab. 1). Kietkowanie w ciemnos$ci nasion salaty odmiany Grand Rapids byto
stymulowane przez SNP lub SNAP, a efekt ten byt odwracany przez cPTIO [6].
Podobny efekt obserwowano dla nasion paulownii cesarskiej (Paulownia tomentosa)
[26] 1 gwiazdnicy pospolitej (Stellaria media) [24]. SNP przerywat spoczynek i
stymulowat kielkowanie rowniez nasion innego chwastu — stulichy psiej (Descurainia
sophia) [50]. Kielkowanie nasion stulichy, podobnie jak nasion salaty i paulownii, jest
stymulowane przez §wiatto czerwone (R) i hamowane przez daleka czerwien (FR), a
ponadto pozostaje pod kontrola giberelin. Wykazano, ze podanie unikonazolu (inhibitora
syntezy giberelin) ograniczato stymulujacy wplyw NO na kietkowanie stulichy [50], co
moze sugerowac wspotdziatanie GA 1 NO w regulacji kietkowania nasion.

SNP wykazywat tez wyraznie stymulujacy efekt na kietkowanie nasion lubinu zoltego
(Lupinus luteus) [44]. Kietkowanie nasion tubinu nie podlega regulacji przez swiatto, u
nasion tych nie obserwuje si¢ tez spoczynku, a zatem mechanizm dziatania NO w tym
przypadku jest prawdopodobnie inny. Jednoczesnie obserwowano spadek wrazliwosci
nasion tubinu traktowanych NO na niekorzystne warunki sSrodowiskowe, tj. obecnos¢
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metali cigzkich (otowiu lub kadmu) i zasolenie. Podobnie, SNP stymulowat kietkowanie
nasion Suaeda salsa, jednego z halofitow wystepujacych w Chinach, w warunkach
zasolenia (800 lub 400 mM NacCl) [51]. Analogicznie, kietkowanie nasion traw, takich
jak: proso (Panicum virgatum), palczatka (Andropogon gerardii) 1 Sorghastrum nutans,
bylo stymulowane przez roztwdér SNP [61]. Dodatkowo zaobserwowano, ze NO
uwolniony z azotynow w kwasnym pH wywiera duzo lepszy anizeli SNP wptyw na
kietkowanie nasion prosa. Bethke i wsp. [9,10,12] zastosowali interesujacy model
eksperymentalny, w ktorym nasiona rzodkiewnika (Arabidopsis thaliana) kietkowaty
W obecnos$ci par wydzielajacych si¢ z wodnego roztworu SNP. Zaobserwowali oni
ponad 80% kietkowanie spoczynkowych nasion Arabidopsis, natomiast 50 lub 100
UM roztwor cPTIO redukowat kietkowanie badanych nasion do 13 14% [9]. Podobnie,
potraktowanie spoczynkowych nasion jgczmienia (Hordeum vulgare) wodnym roztworem
SNP powodowato zwigkszenie ich kietkowania [9]. Ponadto, podanie cPTIO nie wptywato
na kielkowanie nasion niespoczynkowych, co sugeruje, ze zmiatacz NO nie hamuje
kietkowania (nasion niespoczynkowych) w warunkach, gdy spoczynek nasion jest usuwany
przez czynniki sSrodowiskowe, takie jak np. niska temperatura [9]. Zatem dzialanie NO
mogloby polegaé na regulacji usuwania spoczynku nasion.

Nasiona jabtoni charakteryzuja si¢ gtgbokim spoczynkiem zarodkowym, ktory moze
by¢ usuniety pod wptywem kilkunastotygodniowej chtodnej (5°C) stratyfikacji. Zarodki
izolowane ze spoczynkowych nasion jabtoni kietkuja bardzo stabo (w okoto 10%), a
wyrastajace z nich siewki wykazuja liczne anomalia rozwojowe, polegajace miedzy
innymi na skroceniu hypokotyla i nierownomiernym wzroscie i zielenieniu obu li§cieni
[14]. Przetamanie spoczynku i stymulacja kietkowania izolowanych zarodkow jabtoni
nastgpuje w wyniku krotkotrwatego traktowania ich cyjanowodorem (1 mM, 6 godz.),
a ponadto nastgpuje wowczas zniwelowanie wyzej opisanych anomalii rozwojowych
siewek [14]. Zastosowanie donorow NO (SNP i SNAP) wywotuje efekt podobny jak
uzycie cyjanowodoru [16,28]. Krotkotrwate (3 godz.) podanie SNP (5 mM) powoduje
znaczna stymulacje kietkowania spoczynkowych zarodkow, a wyrastajace z nich siewki
nie wykazuja anomalii typowych dla siewek wyrastajacych ze spoczynkowych nasion.
Takze zastosowanie azotynu w kwasnym pH jako zrodta NO powoduje usunigcie
spoczynku i prowadzi do kietkowania prawie w 60% zarodkdéw, ktdrych liscienie
réwnomiernie si¢ rozwijaja i zazieleniaja (dane wtasne niepublikowane). Réwnoczesnie,
podanie cPTIO we wszystkich przypadkach niweluje stymulujacy efekt NO [28].
Prezentowane powyzej dane dowodza uczestnictwa egzogennego NO w regulacji
kietkowania nasion roznych roslin.

4. TLENEK AZOTU JEST SYNTETYZOWANY W NASIONACH
W CZASIE KIELKOWANIA

Rosliny nie tylko reaguja na NO obecny w $rodowisku, ale takze zdolne sa do jego
syntezy. Biosynteza tego gazu w tkankach roslinnych moze zachodzi¢ w réznych
strukturach komoérkowych [3, 8, 32, 60, 64]. Przypuszczalnie, wigkszos¢ NO w
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komorkach roslin powstaje w wyniku reakcji katalizowanej przez zaleznag od NAD(P)H
reduktaze azotanowa (NR), chociaz nie mozna pomina¢ udziatu w tym procesie rowniez
syntazy tlenku azotu (NOS) [18].

Istnieje szereg dowodow wskazujacych na wzrost biosyntezy NO w nasionach
podczas przerywania spoczynku i kietkowania. Produkcja NO w osi zarodkowe;j
kietkujacych nasion sorgo zostata stwierdzona przy uzyciu metody elektronowego
rezonansu paramagnetycznego (EPR) [62]. Autorzy tej pracy okreslili ponadto drogi
syntezy NO w osiach zarodkowych sorgo. Zaobserwowali oni, ze wzrost emisji NO
byl skorelowany ze wzrostem aktywno$ci NR pomiedzy 24 a 30 godzina imbibicji nasion
w obecnosci NO,. W tym samym czasie wystgpowalo tez maksimum aktywnosci
NADPH-diaforazy wrazliwej na L-NAME (inhibitor NOS). Wyniki te sugeruja istotna
rolg obu enzymow (NR 1 NOS) w produkcji NO we wczesnych etapach kietkowania
nasion sorgo. Kilka lat wcze$niej pierwszej proby wykrycia NO przy zastosowaniu tej
samej metody dokonali Giba i wsp. [26], wykazujac nieznaczna produkcje NO po 3
godzinnej inkubacji napeczniatych nasion paulownii cesarskiej w 1 mM roztworze
nitrogliceryny.

Produkcje endogennego NO w czasie kielkowania nasiona prosa stwierdzono rowniez
oznaczajac emisj¢ NO metoda fluorescencyjna [61]. Fluorescencja ze znacznikiem
fluorescencyjnym dla NO (DAF-FM DA) byta obserwowana zarowno dla nasion
kietkujacych w wodzie, jak tez dla nasion poddanych dziataniu SNP lub katechiny z
azotanami (zrédto NO). Najwyzsza fluorescencje obserwowano w koncowej fazie
kietkowania i zaraz po przebiciu okrywy nasiennej przez korzen zarodkowy [61].
Obecnos¢ zmiatacza NO — PTIO powodowata zanik sygnatlu fluorescencyjnego w
wszystkich badanych nasionach. Podobnie, zwigkszona emisj¢ NO (zmierzona metoda
fluorescencyjng) po 30 godzinach imbibicji nasion jeczmienia (Hordeum vulgare)
obserwowali Desel i Krupinska [20]. Jednocze$nie wykazali oni korelacje pomigdzy
emisja NO 1 zawartos$cia Yy-tokoferolu w nasionach. Zaobserwowali, ze ilo$¢
emitowanego NO jest odwrotnie proporcjonalna do zawartosci y-tokoferolu w tkance.
Sugeruje to, ze y-tokoferol w nasionach moze petni¢ funkcj¢ zmiatacza NO, a obecno$¢
tokoferoli moze modulowa¢ znaczenie NO jako czynnika regulacyjnego w procesie
kietkowania nasion.

Przedstawione dane dostarczaja argumentow przemawiajacych na korzys¢ pogladu,
w mysl ktérego tlenek azotu moze by¢ uwazany za endogenna czasteczke o charak-
terze sygnatowym uczestniczaca w regulacji kietkowania nasion. Nie mozna ponadto
wykluczy¢, ze podobna role moze petni¢ jon peroksynitrylowy (nadtlenoazotyn —
ONOO") powstajacy w reakcji NO z anionorodnikiem ponadtlenkowym, tym bardziej
ze wzrostowi aktywnos$ci oddechowej we wezesnych etapach kietkowania towarzy-
szy wyrzut reaktywnych form tlenu (RFT) [1]. Obszerna pracg przegladowa w jezyku
polskim na temat roli RFT w procesie kietkowania nasion znajdzie zainteresowany
Czytelnik w Postgpach Biologii Komorki [68]. Zatem, NO moze wspotuczestniczy¢
z RFT w regulacji kietkowania, a notowany brak emisji NO tuz przed pojawieniem
si¢ korzenia zarodkowego u nasion niektorych gatunkow roslin moze by¢ wynikiem
tworzenia nadtlenoazotynow.



REGULACYJNA ROLA TLENKU AZOTU W KIELKOWANIU NASION 437

5. MECHANIZM DZIAL.ANIA TLENKU AZOTU W REGULACJI
KIELKOWANIA NASION

Znanych jest szereg czynnikow egzogennych ($wiatlo, temperatura, wilgotnos¢) i
endogennych (fitohormony), bioracych udziat w regulacji ustgpowania spoczynku i
kietkowania nasion. Podczas ust¢gpowania spoczynku maleje stgzenie ABA, a zwigksza
si¢ zawarto$¢ giberelin i cytokinin w wielu nasionach [46]. Waznym hormonem
uczestniczacym w regulacji kietkowania nasion jest rowniez etylen [43]. Przy czym,
obserwuje si¢ $cista zaleznos¢ pomig¢dzy wzrostem biosyntezy etylenu i spadkiem
wrazliwo$ci na endogenny ABA w kietkujacych nasionach [46]. Wzrost wydzielania
etylenu nastgpuje najczgsciej w ostatniej fazie kietkowania nasion wielu gatunkow roslin
[46]. Sugeruje si¢ udzial tego hormonu w regulacji procesow istotnych dla kietkowania
(germination ,,sensu stricto”), jak rowniez procesu wzrostu (post-germination) mtodej
rozwijajacej si¢ siewki.

Stymulacja kietkowania nasion przez NO zostata wykazana dla nasion wrazliwych
na $wiatto, takich jak: salata czy paulownia (rozdziat 3). Stymulacja kietkowania tych
nasion zachodzi pod wplywem $wiatta czerwonego (R, o dtugosci fali 660 nm), efekt
ten ulega odwrdceniu po naswietlaniu §wiattem dalekiej czerwieni (FR, o dtugosci fali
730 nm). Giba i wsp. [25] sugeruja wptyw NO na kietkowanie nasion fotoblastycznych
za posrednictwem fitochromu — receptora $wiatla R 1 FR, wystgpujacego w pigciu
roznych typach, oznaczonych literami A, B, C, D i E [65]. Wrazliwo$¢ nasion na $wiatto
moze by¢ regulowana przez dwa mechanizmy:

(1) $wiatlo stymuluje biosynteze giberelin lub zwigksza wrazliwo$¢ nasion na gibereliny
za posrednictwem fitochromow albo

(i1) $wiatto (przez uktad fitochroméw) lub giberelina wptywa na zawartos¢ ABA w
nasionach (przez regulacj¢ biosyntezy lub katabolizmu ABA).

Badania z zastosowanie mutantow Arabidopsis niezdolnych do syntezy fitochromu
A lub fitochromu B, albo tez podwdjnych mutantéw wykazaty, ze regulacja kietkowania
przez NO moze obywac sig¢ za posrednictwem fitochromu A [4]. Batak 1 wsp. [4]
postuluja, ze mechanizm dziatania NO w tym przypadku moze polegaé na indukc;ji S-
nitrozylacji apoproteiny fitochromu A lub tez, ze takiej modyfikacji ulegaja inne biatka
zaangazowane w fitochromowy szlak transdukcji sygnatu. Ponadto, mechanizm dziatania
NO w tym przypadku moze by¢ zwiazany ze stymulacja syntezy cyklicznego guano-
zynomonofosforanu (cGMP), ktérego biosynteza jest regulowana przez NO w reakcji
ro$lin na patogeny [21]. Jednoczes$nie wiadomo, Ze czasteczka ta wystgpuje w szlaku
transdukcji sygnatu uruchamianym przez fitochrom A [25]. Interesujaca probg okreslenia
wspotdziatania NO i gibereliny w procesie kietkowania nasion Paulownia tomentosa
1 Stellaria media podjeli Jovanovic i wsp. [41], stosujac azotyn kwasu giberelinowego
(nGA,), majacy dwie grupy -O-NO w miejscu grup hydroksylowych. Nasiona paulownii
do indukgcji kietkowania bezwzglednie wymagaja o$wietlenia swiattem czerwonym,
podczas gdy nasiona S. media kietkuja rowniez w ciemnoSci. GA, moze zastapi¢
dziatanie $wiatta w przypadku nasion paulownii, umozliwiajac ich kietkowanie w
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ciemno$ci, natomiast GA, jest nieefektywna w przypadku kietkowania nasion S. media.
nGA, stymulowal kietkowanie nasion paulownii, tylko po o$wietleniu $wiattem
czerwonym (puls 10 min.), co sugeruje aktywnos$¢ tej substancji jako donora NO;
podobna indukcje kietkowania obserwowano w obecnosci SNP lub nitrogliceryny.
Dodatkowo, nGA, stymulowal kietkowanie nasion S. media w ciemnosci, mimo ze
nasiona te sa niewrazliwe na gibereliny. Dziatanie nGA, w tym przypadku, jak sugeruja
autorzy, wynikato z aktywnosci nGA, jako donora NO i wspotdziatania NO z aktywna
forma fitochromu obecna w nasionach [41].

Powiazanie pomigdzy GA, a NO byty rozpatrywane rowniez w kietkujacych
ziarniakach zbdz [69]. Gibereliny stymuluja synteze de novo d-amylazy w warstwie
aleuronowej ziarniakow podczas kietkowania [65]. Wzrost aktywno$ci 0-amylazy w
kietkujacych ziarniakach poprzedza wzrost aktywnosci [3-amylazy, ktora w przeci-
wienstwie do O-amylazy jest obecna w dojrzatym nasieniu w formie zwigzanej
(nieaktywnej). Zhang i wsp. [69] wykazali, ze stymulujacy efekt NO na kietkowanie
pszenicy (Triticum aestivum) jest zwiazany z indukcja B-amylazy podczas pierwszych
12 godzin kietkowania. SNP powodowal wzrost aktywnos$ci tylko B-amylazy, nie
wplywajac na aktywno$¢ a-amylazy, rownoczesnie nie obserwowano wzrostu aktyw-
nosci B-amylazy w odpowiedzi na GA,. Autorzy uwazaja, ze dziatanie NO w tym
przypadku moze polegac na stymulacji uwalniania aktywnego enzymu z form zwiaza-
nych [69]. Na podstawie prezentowanych wynikow badan mozna przypuszczaé, ze
NO moze dziata¢ jako stymulator aktywnosci 3-amylazy we wczesnej (inicjalnej) fazie
kietkowania ziarniakéw, podczas gdy gibereliny reguluja procesy zachodzace w pozniej-
szych fazach kietkowania. Jednocze$nie badania Bethke i wsp. [8] wykazaty synteze
NO droga nieenzymatyczna w warstwie aleuronowe;j ziarniakoOw jeczmienia (Hordeum
vulgare) traktowanych gibereling oraz zaobserwowano wzrost aktywnosci a-amylazy
w warstwie aleuronowej ziarniakow [5]. Wydaje si¢ wigc, ze NO moze dziata¢ jako
czynnik koordynujacy w czasie metaboliczna aktywacje osi zarodkowej, tarczki i
warstwy aleuronowej. NO z uwagi na stosunkowo krotki czas trwania moze pehic
funkcje sygnatu krotkoterminowego, podczas gdy hormony roslinne, np. giberelina lub
ABA, moglyby dziata¢ jako czynniki dlugoterminowe [8].

Obserwuje si¢ wyrazne podobienstwo dziatania NO i cyjanowodoru (HCN) w
regulacji przerywania spoczynku i kietkowania nasion réznych gatunkéw roslin [10, 12,
16]. Wyniki badan przeprowadzonych dotychczas w naszym laboratorium wykazaty,
ze HCN stymuluje kietkowanie spoczynkowych zarodkéw jabtoni poprzez zwigkszenie
emisji etylenu, czemu towarzyszy wzrost transkrypcji genéw kodujacych dwa kluczowe
enzymy szlaku biosyntezy etylenu (syntazg ACC i oksydazg ACC) (dane wtasne
niepublikowane). Ponadto, krotkotrwate traktowanie zarodkoéw jabtoni HCN stymuluje
produkcje wolnych rodnikow tlenowych [15]. Przejsciowy wzrost st¢zenia RFT jest
warunkiem koniecznym dla prawidtowego przebiegu procesu kietkowania [1] i
odpowiada za wzrost stezenia biatek utlenionych w kietkujacych nasionach, co z kolei
moze by¢ niezbedne do rozpoczegcia wzrostu siewki [40]. Wyniki badan prowadzonych
w naszym laboratorium wskazujg, ze rola NO w regulacji przerywania glgbokiego
spoczynku zarodkow jabtoni moze by¢, podobnie jak w przypadku dziatania HCN, zwiazana
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ze zmianami w zawarto$ci fitohor-
monow w tkance. Krotkotrwale dzia-
fanie donorem NO powoduje stymu-
lacje kietkowania zarodkoéw jabtoni,
ktoérej towarzyszy wzmozona emisja
etylenu [28]. Jednocze$nie obniza si¢
wrazliwos¢ tych zarodkow na egzo-
genny ABA [28]. Ponadto obserwuje
si¢ zwigkszona zawartos¢ H,O, w
zarodkach traktowanych NO po pierw-
szych 24 godzinach kietkowania, co
moze sugerowac wspotdziatanie NO i
H,0, w przefamywaniu spoczynku
badanych nasion (dane wtasne niepubli-
kowane). Dochodzi tez do wzrostu
zawartosci transkryptow gendw kodu-
jacych ACS i ACO w zarodkach
jabtoni po 2 dniach od traktowania RYCINA 1. Regulacja przefamywania spoczynku i

. _ kietkowania nasion przez NO i hormony ro$linne
SNAP lub SNP (dane wlasne, niepub- oo i "A B A etylen). Giberelina i ABA stymuluja

likowane). Podobny wzrost transkrypc;ji synteze NO droga nieenzymatyczng w kwasnym pH i
genow kodujacych biatka ACS1 ACO  obecnosci jonow NO, ™. NO stymuluje biosyntezg etyle-

w odpowiedzi na SNP zaobserwowano nu. Etylen obniza wrazliwos¢ nasion na ABA

w siewkach 4. thaliana [57]. Sugero-

wane powiazanie pomigdzy NO i hormonami roslinnych w regulacji kietkowania nasion
przedstawiono na rycinie 1.

PODSUMOWANIE I PERSPEKTYWY

Ostatnie lata przyniosty wiele doniesien na temat udziatu NO w regulacji procesu
kielkowania nasion. We wczesnych etapach kietkowania obserwuje si¢ wzrost produkc;ji
NO w nasionach. Stwierdzono réwniez, ze egzogenny NO przerywa spoczynek i
umozliwia kielkowanie nasion wielu gatunkdw roslin. Istnieja tez przestanki wskazujace
na synergistyczne dziatanie NO i $wiatla w regulacji kietkowania nasion fotoblas-
tycznych. Stwierdzono takze Sciste wspotdziatanie NO z hormonami roslinnymi (ABA,
etylen i gibereliny) uczestniczacymi w regulacji kietkowania. Nadal jednak mechanizm
dziatania NO w regulacji przetamywania spoczynku i kietkowania nie jest w petni
poznany. Prawdopodobnie zastosowanie szeregu mutantoéw niewrazliwych na fito-
hormony lub niezdolnych do ich syntezy pozwoli w przysztosci na poznanie drog
wspotdziatania i wzajemnych zalezno$ci pomigdzy NO a hormonami roslinnymi w
regulacji procesu kietkowania nasion.

Wydaje sig jednak, ze kluczem do odpowiedzi na pytanie dotyczace mechanizmu
dziatania NO w regulacji procesdw fizjologicznych w organizmach roslinnych bytaby
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identyfikacja docelowego miejsca dziatania tej czasteczki. Najczgsciej typowanymi
biatkami mogacymi petnic te funkcje sa: katalaza, hemoglobina, oksydaza cytochromu
¢, cyklaza guanylanowa, a takze peroksydazy i dysmutazy ponadtlenkowe [11].
Hemoglobina jest niezwykle interesujaca ze wzgledu na zdolnos¢ wiazania NO [39,
59], tym bardziej ze obecnos$¢ tzw. niesymbiotycznych hemoglobin wykazano w
nasionach [38]. Szlak transdukcji sygnatu uruchamianego przez NO zostal poznany w
przypadku odpowiedzi roslin na atak patogenu. Uwzglednia on wspotdziatanie NO z
wtornymi przekaznikami sygnatowymi, takimi jak: cGMP i cADPR (cADP-ryboza)
oraz jony Ca?'[21]. Podobnie, Giba i wsp. [26] sugeruja, ze wspotdziatanie NO i
fitochromu w regulacji kietkowania nasion wymaga aktywacji cyklazy guanylanowe;j
przez NO, chociaz brak jak na razie danych jednoznacznie potwierdzajacych te hipoteze.
Nie do konca poznane jest rowniez wspotdziatanie NO i RFT w regulacji procesu
kietkowania. Mozna przypuszcza¢, ze modyfikacja aktywnosci biatek przez NO moze
zachodzi¢ bezposrednio przez S-nitrozylacjg lub nitracje, albo tez wyrzut ROS w
odpowiedzi na NO moze prowadzi¢ do utleniania niektorych biatek, istotnych dla procesu
kietkowania. Wskazuja na to zmiany profilu biatek utlenionych w nasionach stonecznika
kietkujacych po krotkotrwalym traktowaniu ich HCN i RFT [56]. Stad tez, niezwykle
interesujace bytoby zbadanie profilu biatek utlenionych w nasionach, ktorych kietkowanie
jest stymulowane w obecno$ci donoréw NO.
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