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ROLA ROS W FIZJOLOGII NASION

WSTEP

Wytwarzanie nasion stanowi jedna z wie-
Iu adaptacji roSlin sprzyjajacych przetrwaniu
i ekspansji gatunku w Srodowisku natural-
nym. Stan spoczynku (glebokiego) to czaso-
wa, przejsciowa blokada dalszego rozwoju
organizmu, umozliwiajaca unikanie nieko-
rzystnych czynnikow otoczenia. Czas trwania
spoczynku nasion zalezy od gatunku roSliny.
Zastosowanie radioaktywnego wegla przy
datowaniu pozwolito ustali¢c wiek nasion
daktylowca wlasciwego (Phoenix dactylife-
ra) na okoto 2000 lat (SALLON i wspolaut.
2000). Kietkowanie nasion, bedace zespo-
tem procesow fizjologiczno-biochemicznych,
jest mozliwe po usuni¢ciu wszystkich blo-
kad zwiazanych z utrzymaniem spoczynku.
Proces kielkowania sensu stricto rozpoczyna
sie pobieraniem wody przez suche nasio-
na, a konczy aktywacja metaboliczna zarod-
ka, wiodaca do przebicia okryw nasiennych
przez korzen zarodkowy (COME i CORBINEAU
1989, KUCERA i wspolaut. 2005). Reaktywne
formy tlenu (ang. reactive oxygen Species,
ROS) biora udzial w regulacji metabolizmu
nasion na roznych etapach rozwoju (BAILLY
i wspotaut. 2008). Niekompletna redukcja
czasteczki tlenu (O,) prowadzi do powstania
ROS, takich jak anionorodnik ponadtlenkowy
(0,) czy nadtlenek wodoru (H,O,), ktore
bardzo szybko wchodza w reakcje z podsta-
wowymi skladnikami komorek, zatem pro-
dukowane w nadmiarze moga powodowac

uszkodzenia prowadzace nawet do Smierci
(BARTOSZ 2004). Z drugiej strony, zwiazki te
sa niezb¢dne do prawidlowego funkcjonowa-
nia organizmow jako przekazniki informacji
drugiego rzedu. W zwiazku z tym, zapropo-
nowano nowe okreSlenie dzialania ROS na
komorki — sygnal oksydacyjny, ktore mogto-
by zastapi¢ powszechnie stosowany termin
— stres oksydacyjny (FOYER i NOCTOR 2005).
W biologii nasion ROS, w zaleznoSci od ste-
zenia, pelnia rozne funkcje. Nadmiar ROS w
tkankach powoduje przyspieszanie procesow
zwiazanych ze starzeniem, jednak ich obec-
noSc jest konieczna zarowno podczas dojrze-
wania, przelamywania spoczynku, jak i kiel-
kowania nasion (BAILLY i wspoOtaut. 2008).
Produkcja ROS w czasie kielkowania nasion
rzodkwi (Raphanus sativus) jest niezbed-
na do pozniejszego prawidlowego wzrostu i
rozwoju siewek (SCHOPFER i wspotaut. 2001).
Wykazano, ze zwiazki te uczestnicza w pro-
cesach wzrostowych komorek osi zarodko-
wych, jak ma to miejsce w przypadku nasion
soi (Glycine max) (PUNTARULO i wspoOlaut.
1988). ROS stanowia takze istotny czynnik
rOznicowania si¢ komorek w czasie morfo-
genezy korzeni, wloSnikow korzeniowych i
lisSci u rzodkiewnika (Arabidopsis thaliana)
(CAROL i DOLAN 2006). Badania na poziomie
proteomicznym dowiodly udzialu ROS w po-
translacyjnej modyfikacji bialek (utlenianiu
bialek), ktore uczestnicza w podstawowych
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szlakach metabolicznych zachodzacych na
roznych etapach w fizjologii nasion (JOB i
wspoétaut. 2005).

Z uwagi na dwojaki charakter natury
ROS, pozwalajacy na okresSlanie ich dziatania
wyrazeniem ,zwiazki tworzace sygnal oksy-
dacyjny”, autorzy niniejszej pracy starali si¢
odpowiedzie¢ na pytanie jaka role odgrywaja
te czasteczki w regulacji rozwoju, kietkowa-
nia i starzenia nasion. Podstawowe informa-
cje dotyczace tego zagadnienia znajdzie zain-
teresowany czytelnik w pracy przegladowej

opublikowane;j kilka lat temu w 33 tomie Po-
stepow Biologii Komorki (WOJTYLA i wspot-
aut. 20006). Jednocze$nie nalezy podkreslic,
ze w przypadku rozwazania funkcji ROS w
procesach rozwojowych korzystne byloby za-
stapienie terminu ,system antyoksydacyjny”
terminem ,system modulowania ROS”, ozna-
czajacym system regulujacy stezenie ROS w
komorkach. Zagadnienie to zostalo szczegoto-
WO opisane ponizej.

POWSTAWANIE ROS W NASIONACH

Jednoelektronowa redukcja O, prowa-
dzi do powstania anionorodnika ponadtlen-
kowego (O,™), ktorego czas polowicznego
rozpadu wynosi od okoto 0,2 ms do 20 ms
(zazwyczaj mniej niz 1 ms). W procesie zwa-
nym dysmutacja (proces dysproporcjonowa-
nia) nastepuje spontaniczne samoprzeksztal-
canie O, do nadtlenku wodoru (H,O0) i O,
(BARTOSZ 2004, FOYER i NOCTOR 2005). Pro-
ces ten ulega znacznemu przyspieszeniu w
obecnosci dysmutazy ponadtlenkowej (SOD)
(BOWLER i wspotaut. 1994). Bardziej stabil-
na formg ROS jest H,0O,, ktory posiada zdol-
nos¢ do swobodnego przemieszczania si€
przez btony biologiczne kanatami wodnymi,
akwaporynami, lub specyficznymi kanalami
zwanymi peroksykanatami (NEILL i wspot-
aut. 2002, BIENERT i wspotaut. 2007). Moze
zatem oddziatywa¢ z r6znymi sktadnikami
komorki, np. modyfikowac strukture bialek
(reagowanie z grupami sulthydrylowymi -SH
reszt aminokwasow) poza miejscem, w kto-
rym powstaje (SCANDALIOS i wspotaut. 1997).
Ze wzgledu na tatwoS¢ przemieszczania sic,
H,O, pelni bardzo wazng funkcje przekazni-
ka drugiego rzedu w przenoszeniu sygnatu
w komorkach roSlinnych (FOYER i NOCTOR
2005). Wytwarzanie H,0, zachodzi nie tylko
w wyniku samorzutnego dysproporcjonowa-
nia O, ale tez na drodze redukgji O,”, przy
udziale takich reduktantow komoérkowych
jak askorbinian (AsA), glutation (GSH) oraz
inne zwiazki zawierajace grupy -SH (ASADA
1999). Najbardziej ,agresywna” forma ROS,
zwlaszcza w stosunku do komoérkowego
DNA, jest rodnik hydroksylowy (OH), ktory
nie tylko moze niszczyC strukture deoksyry-
bozy, ale rOwniez zasad purynowych, jak i
pirymidynowych. Nagromadzanie 8-hydroksy-
guanidyny jest najczeSciej obserwowana mo-
dyfikacja wynikajaca z dzialania tlenu single-

towego ('O,), zaliczanego do ROS (BARTOSZ
2004, MOLLER i wspotaut. 2007). Ponadto ‘OH
natychmiast wchodzi w reakcje ze wszystki-
mi skladnikami komorki, ktore znajduja si¢
w jego poblizu, reaguje z wolnymi cukrami
i poliolami, a gtdownym produktem tej reak-
¢ji jest szkodliwy kwas mrowkowy (MO@LLER
i wspotaut. 2007, M@LLER i SWEETLOVE 2010).
Stezenie ROS w komoérce dodatkowo wzra-
sta w wyniku reakcji Fentona, w ktorej, przy
udziale H,0, i O, w obecnosci takich kata-
lizatorow jak jony zelaza (Fe*") czy miedzi
(Cu"), dochodzi do zwickszonej produkcji
‘OH (CHEN i SCHOPFER 1999, BARTOSZ 2004).
Czynnikami Srodowiskowymi (biotyczny-
mi i abiotycznymi) stymulujacymi wzrost wy-
twarzania ROS w nasionach na réznych eta-
pach ich rozwoju sa m.in.. promieniowanie
jonizujace, promieniowanie nadfioletowe,
nadmierna energia Swietlna, ozon, utlenianie
zredukowanych form niskoczasteczkowych
sktadnikow komorek, reakcje enzymatycz-
ne oraz metale ciezkie (RUCINSKA i wspol-
aut. 1999, BARTOSZ 2004, BAILLY i wspolaut.
2008), atak patogenow oraz dzialanie ekstre-
malnych temperatur (WOJTASZEK 1997, BoOL-
WELL i wspotaut. 2002, BLOKHINA i wspotaut.
2003). Ponadto, wzrost stezenia ROS w ko-
morkach nasion powodowany jest rOwniez
modyfikacja metabolizmu. Enzymami zaan-
gazowanymi w wytwarzanie ROS sa przede
wszystkim oksydazy: oksydaza NADPH, oksy-
daza glikolanowa, oksydaza glukozowa, oksy-
daza poliaminowa, oksydaza ksantyny, ami-
nooksydaza apoplastowa (AsADA 1992, WojJ-
TASZEK 1997), a takze lipooksygenaza oraz
pH-zalezne peroksydazy zwiazane ze Scia-
na komoérkowa (BOLWELL i wspotaut. 2002,
NEILL i wspotaut. 2002). Oksydaza NADPH
zwiazana z plazmolema katalizuje produkcje
O,~ z O,, wykorzystujac NADPH jako do-
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nor elektron6w (FOREMAN i wspotaut. 2003,
M@LLER i wspotaut. 2007). Innymi zrodtami
ROS sa rowniez: oksydoreduktaza ksantyny
i cytochrom P450 oraz reduktaza cytochro-
mu P450 (BARTOSZ 2004, MOLLER i wspotaut.
2007, BAILLY i wspotaut. 2008).

Organella komorkowe nasion, w ktorych
produkowane sa ROS, to przede wszystkim
peroksysomy i mitochondria (BAILLY i wspoOt-
aut. 2008). Peroksysomy roSlinne odpowie-
dzialne sa za wewnatrzkomorkowa produk-
cje glownie H,O,, ponadto jak wykazano w
ostatnich latach, biora rowniez udzial w syn-
tezie zarowno O, jak i tlenkow azotu (NO )
(CorrAS i wspotaut. 2001, DEL Rio i wspotaut.
2002). Znaczne iloSci ROS sa wytwarzane w
kietkujacych nasionach lipidowych, takich
roslin jak stonecznik (Helianthus annuus) i
jabton (Malus domestica) w specyficznych
peroksysomach (glioksysomach), gdzie zacho-
dzi proces p-oksydacji kwasow ttuszczowych
(BOGATEK i wspotaut. 2003, BAILLY i wspotaut.
2008). Ponadto ROS powstaja w wyniku enzy-
matycznej reakcji z udzialem oksydaz flawino-
wych (DEL Rio i wspotaut. 2002, FOYER i NOC-
TOR 2003). Wzrost stezenia ROS w matriks
peroksysomow zwiazany jest takze z utlenia-
niem ksantyny do kwasu uronowego, w re-
akcji katalizowanej przez oksydaze ksantyny
(CorraAs i wspotaut. 2001). We wczesnych
etapach dojrzewania nasion pewnych gatun-
kow roslin, takich jak pomidor (Lycopersicon
esculentum), marchew zwyczajna (Daucus
carota), kapusta (Brassica oleracea) czy tu-
bin (Lupinus luteus), dodatkowe zZroédlo ROS
stanowi fotosyntetyczny transport elektronow
w chloroplastach (JALINK i wspotaut. 1999,
GARNCZARSKA i wspotaut. 2009).

W procesie oddychania mitochondrialne-
go, w warunkach fizjologicznych, obserwo-
wane jest zjawisko tzw. przecieku mitochon-
drialnego. Polega ono na niepelnej redukcji
tlenu (okoto 1-2%) zuzywanego przez ro-
sliny. Prowadzi to do wytwarzania glownie
O, ktory z kolei ulega dysmutacji do H,O,.
Podstawowym miejscem powstawania ROS
w laficuchu transportu elektronéw w mito-

chondriach sa kompleks I (oksydoreduktaza:
NADH-ubichinon) i kompleks III (oksydore-
duktaza: ubichinol — cytochrom c¢) (MO@LLER
i wspotaut. 2007). Zatem mozna przyjac, ze
wzrost produkcji ROS w mitochondriach jest
zwigzany ze zmiana intensywnoSci oddycha-
nia. Dodatkowo ROS (glownie H,0,) moga
powstawac rowniez podczas glukoneogenezy
(GRAHAM 2008).

Kietkowanie, to proces rozpoczynajacy
sic gwaltownym pobieraniem wody (imbi-
bicja) przez nasiona. W tym czasie obserwo-
wany jest wzrost stezenia ROS. Uwodnienie
komorek umozliwia metaboliczna aktywacje
zarodka, zwiazana z mobilizacja substancji
zapasowych i indukcja oddychania mitochon-
drialnego, ktore stanowia podstawowe zrodto
ROS (BAILLY i wspotaut. 2008). Wzrost we-
whnatrzkomorkowego stezenia ROS moze byc
uwazany za jedna z charakterystycznych cech
kietkowania sensu stricto (BAILLY i wspolaut.
2008, GNIAZDOWSKA i wspotaut. 2010a). Wcze-
sne etapy kielkowania zwiazane sa ze zmiana
objetosci przez peczniejace komorki. W regu-
lacji wydluzania komorek uczestnicza m.in.
auksyny, ktore dodatkowo przyczyniaja sie do
apoplastycznej produkcji ROS (CAROL i Do-
LAN 20006). Wykazano, ze hamowanie wzrostu
wydtuzeniowego komorek, indukowanego au-
ksyna, nastepuje w obecnoSci zwiazkoéw sto-
sowanych jako zmiatacze ROS (gléwnie OH)
(ScHOPFER 2001). W procesach rozluzZniania
struktury Scian komoérkowych uczestnicza
rowniez peroksydazy apoplastowe stymulu-
jace wytwarzanie OH. W ten sposoéb ROS
przyspieszaja rozluznianie struktury Scian ko-
morkowych, umozliwiajac szybszy wzrost wy-
dtuzeniowy komorek i ulatwiajac przebicie
korzenia zarodkowego przez okrywy nasienne
(SCHOPFER i wspotaut. 2002, MULLER i wspot-
aut. 2009). ROS moga tez oddzialywa¢ na
kietkowanie nasion poprzez utlenianie zwiaz-
kow fenolowych, obecnych np. w perykarpie,
a uwazanych za inhibitory kietkowania, jak
ma to miejsce w przypadku nasion cynii wy-
twornej (Zinnia elegant) (BAILLY i wspoOtaut.
2008).

AKTYWNOSC BIOLOGICZNA ROS

Toksyczne dzialanie ROS polega na ich
ogromnej reaktywnoSci z roznymi skladni-
kami zywej komorki takimi jak: lipidy, bial-
ka (w tym enzymy), kwasy nukleinowe i
cukry. Prowadzi to do wielu modyfikacji
struktury i funkcji tych czasteczek (oksy-

dacja lipidow, inaktywacja enzymow, bia-
tek transportujacych, receptorow i kanatow
jonowych, uszkodzenie struktury kwasow
nukleinowych, depolimeryzacja polisacha-
rydow) (BARTOSZ 2004, M@LLER i wspolaut.
2007, BAILLY i wspotaut. 2008). Dzialanie
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to moze by¢ zaro6wno posrednie (utlenianie
okresSlonych zwiazkéw, ktore poprzez taka
modyfikacje staja si¢ przekaznikami informa-
¢ji), jak i bezposrednie, m.in. poprzez mody-
fikacje czynnikow transkrypcyjnych i w kon-
sekwencji zmian¢ ekspresji genow (FOYER
i NOCTOR 2005, M@LLER i SWEETLOVE 2010).
Wzrost stezenia ROS (gtownie H,O,) w da-
nym organellum komoérkowym, ktore reagu-
je na czynnik stresowy (np. mitochondrium
lub chloroplast), nie stanowi specyficznego
sygnatu przekazywanego dalej do jadra ko-
morkowego. W zaleznoSci od rodzaju bodz-
ca stresowego i jego lokalizacji potrzebne s3
odpowiednie produkty transkrypcji, ktore po
dotarciu do miejsca docelowego umozliwia-
tyby reakcje na ten stres. Zaproponowano, ze
takim specyficznym sygnatem oksydacyjnym,
stymulujacym transkrypcje okreslonych bia-
tek, moga by¢ wtorne przekazniki informacji
powstajace lub modyfikowane lokalnie (w
konkretnym organellum) w wyniku dziala-
nia ROS, np. odpowiednie kinazy biatkowe
czy peptydy utlenione (M@LLER i SWEETLOVE
2010).

Wykazano, ze podwyzszone stezenie H,O,
w kulturze zawiesinowej komorek rzodkiew-
nika wywoluje zmian¢ ekspresji ponad 100
genow kodujacych m.in. enzymy nalezace
do systemu zmniejszajacego st¢zenie ROS:
S-transferaze  glutationowg, amoniakoliaze
L-fenyloalaniny, katalaze. ROS zwigkszaja po-
nad 2-krotnie ekspresje genow kodujacych
wymienione biatka oraz kodujacych biatka
zwigzane ze starzeniem i naprawa uszkodzo-
nego DNA (DESIKAN i wspotaut. 2001, HAN-
COCK i wspotaut. 2001). ROS kontroluja row-
niez aktywacje bialek kinazowych aktywowa-
nych mitogenami (MAP) (BAILLY i wspolaut.
2008). Specyficzna kinaza, ktora ulega regu-
lacji za poSrednictwem ROS u rzodkiewnika
jest OXI1 (ang. oxidative signal-inducible 1),
ktora uczestniczy w sygnale kinaz biatko-
wych MAP (AtMPK3 i AtMPKG) (RENTEL i
wspotaut. 2004). Z drugiej strony, ROS ha-
muja aktywnos$¢ fosfataz typu 2C (PP2C),
ABI1 i ABI2, bedacych elementami szlaku
transdukcji sygnalu indukowanego przez
kwas abscysynowy (ABA), fitohormon utrzy-
mujacy spoczynek nasion (BAILLY i wspol
aut. 2008). ROS modyfikuja stezenie jonow
wapnia (Ca**) w komorkach. U rzodkiewni-
ka wykazano zwickszony naptyw jonow Ca*
do komorek pod wplywem dziatania ROS,
ktore aktywowaly kanaly wapniowe (MORI i
SCHROEDER 2004). Proponuje si¢, ze kanatami
podlegajacymi aktywacji przez ROS sa anek-

syny (LAOHAVISIT i wspotaut. 2010). Sugero-
wana jest takze regulacja stezenia ROS na za-
sadzie sprzezenia zwrotnego. Pod wplywem
zmian zawartosSci Ca** w komorkach nastepu-
ja zmiany ilosci ROS (CAROL i DOLAN 2000).
Ponadto w Sciezkach sygnalowych indukowa-
nych przez H,O, uczestnicza Ca** i kalmodu-
lina (DESIKAN i wspotaut. 2001).

ROS modyfikuja potencjat redoks w ko-
morce m.in. w wyniku oddzialywania na
zmiane wartoSci stosunku glutationu w for-
mie zredukowanej do formy utlenionej (GSH/
GSSG) (BAILLY i wspoétaut. 2008). Wykazano,
ze aktywnoS¢ niektorych bialek zaangazowa-
nych w regulacje procesoOw zwiazanych z pro-
dukcja energii podlega modyfikacjom przez
H,O,. Takim biatkiem jest np. dehydrogenaza
aldehydu 3-fosfoglicerynowego (GAPDH) wy-
stepujaca u rzodkiewnika w dwu izoformach:
cytozolowej i zlokalizowanej w Scianie komor-
kowej (HANCOCK i wspotaut. 2005). Aktyw-
no$¢ GAPDH wyizolowanej z zawiesiny ko-
morkowej rzodkiewnika ulega odwracalnemu
hamowaniu pod wplywem ROS, a ponadto
reakcja ta jest zalezna od stezenia H,O, (HAN-
COCK i wspotaut. 2005). AktywnoS¢ GAPDH
podlega rowniez inaktywacji przez NO, a
efekt ten jest odwracalny w obecnosci reduk-
tantow np. ditiotreitolu (DTT) (LINDERMAYR i
wspolaut. 2005). H,O, moze wspoldziatac z
NO w modyfikacji innych biatek, dzialajac na
grupy sulthydrylowe (-SH) i umozliwiajac ich
nitrozylacje. Innymi biatkami podlegajacymi
modyfikacjom przez ROS sa: dehydrogenaza
alkoholowa, syntaza glutaminowa i transfera-
za S-adenozylometioniny (jeden z komponen-
tow szlaku biosyntezy etylenu i poliamin). W
przypadku tego ostatniego enzymu, odwracal-
nemu utlenieniu przez ROS ulega reszta cy-
steiny (Cys), ktora rowniez podlega modyfika-
cjom przez NO (HANCOCK i wspotaut. 2005).
ROS (glownie H,0,) wspolnie z NO, stymu-
luja oddychanie droga niewrazliwa na cyjan-
ki (CN") i azydki, poprzez aktywacje genow
kodujacych alternatywna oksydaze (AOX), np.
AOX1a w liSciach tytoniu (EDERLI i wspoétaut.
2009). Wzrost ekspresji AOX1a pod wplywem
dziatania H,O, wykazano rowniez dla siewek
kukurydzy (Zea mays) (POLIDOROS i wspolaut.
2005). AOX moze zapobiega¢ nadmiernej pro-
dukcji ROS w mitochondriach podczas zabu-
rzenia transportu elektronéw, spowodowane-
go réznymi czynnikami stresowymi (JUSZCZUK
i RYCHTER 2003).

W wyniku oddziatywania ROS, w biatkach
utlenianiu ulegaja okreSlone reszty amino-
kwasowe m.in. Cys i metionina (Met). ROS
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powoduja utlenianie grupy -SH w Cys do
mostkow disiarczkowych. Cys moze tez byc¢
przeksztatlcana do kwasu sulfinowego cyste-
iny (R-SO,H) z wytworzeniem metabolitu
posredniego, kwasu sulfenowego cysteiny
(R-SO,H). Reszta Met ulega odwracalnemu
pojedynczemu lub podwojnemu utlenianiu
do sulfotlenku i sulfonu metioniny (M@LLER i
wspotaut. 2007, REINDERS i SICKMANN 2007).
Nieodwracalna modyfikacja biatek przez ROS
jest utlenianie reszt tryptofanowych (Trp) do
N-formylokynureniny (NFK) (M@LLER i wspot-
aut. 2007). Analiza bialek wyizolowanych z
mitochondriéw ziemniaka (Solanum tubero-
sum) i ryzu (Oryza sativa), przeprowadzona
metoda spektrometrii masowej, pozwolila na
zidentyfikowanie szeregu enzymoéw podlega-
jacych takim modyfikacjom. Obecnie uwaza
sie, ze utlenianie reszt aminokwasOw w bial-
kach przez ROS nie jest szkodliwe, ale raczej
stanowi potranslacyjna zmiane ich aktywno-
Sci (M@LLER i wspotaut. 2007). Jedna z takich
najwazniejszych modyfikacji jest utlenianie
biatek, bedace najprawdopodobniej proce-
sem nieodwracalnym. Utlenianie w biatkach
reszt aminokwasowych: argininy (Arg), hi-
stydyny (His), lizyny (Lys), proliny (Pro),
treoniny (Thr) i tryptofanu (Trp) powoduje
powstawanie wolnych grup karbonylowych
(C=0). Bialka wiazace jony metali przejScio-
wych sa zdecydowanie bardziej narazone na
karbonylacje, gdyz rodniki OH (powstale w
wyniku redukcji H/O,) reaguja z aminokwa-
sami znajdujacymi si¢ w ich najblizszym s3-
siedztwie (M@LLER i wspoétaut. 2007). Analiza
poziomu utleniania bialek wystepujacych w
peroksysomach obielma kietkujacych nasion
racznika pospolitego (Ricinus communis)
wykazala wystepowanie grup karbonylowych
w stezeniu okoto 4 nmol w mg biatka catko-
witego (NGUYEN i DONALDSON 2005). Ponad-
to obserwowano ponad 8-krotny wzrost ilo-
Sci grup utlenionych po dwu godzinnej inku-
bacji tych bialek w obecnosci askorbinianu i
jonow miedzi. Warunki sprzyjajace utlenianiu
aminokwasoéw umozliwily identyfikacje bia-
tek najbardziej podatnych na omawiane dzia-
tanie ROS. Zaobserwowano zatem okoto 80%
hamowanie aktywnosci CAT oraz 50-100%
hamowanie aktywnosci syntazy jablczanowe;j,
liazy izocytrynianowej i dehydrogenazy jabt-
czanowej (NGUYEN i DONALDSON 2005). Now-
sze badania wykazaly, ze czasteczki CAT i
syntazy jablczanowej podlegaja utlenianiu w
kilku réznych miejscach (ANAND i wspotaut.
2009). Powstawanie grup karbonylowych w
biatkach pod wplywem dziatania ROS stano-

wi obecnie powszechnie stosowany znacz-
nik w badaniach nad utlenianiem bialek (JOB
i wspotaut. 2005). Metoda pozwalajaca na
oznaczanie grup karbonylowych jest ich ko-
walencyjne wiazanie z 2,4-dinitrofenylohy-
drazyna (DNPH). Powstaje woOwczas stabil-
ny produkt 24-dinitrofenylohydrazon, ktory
mozna oznaczal spektrofotometrycznie lub
znakowac za pomoca przeciwcial. Jednakze
ostatnie doniesienia wskazuja na mniejsza
niz poczatkowo sadzono specyficznoS¢ tej
metody. Okazuje si¢, ze DNPH reaguje row-
niez ze zmodyfikowanymi resztami Cys, two-
rzac pochodne hydrazonowe (DALLE-DONNE i
wspoétaut. 2009).

Badania zwiazane z karbonylacja biatek
w nasionach prowadzone sa przez grupe¢ ba-
dawcza pod kierunkiem Dominique i Clau-
dette Job (Laboratoire mixte CNRS / Bayer
Crop Science, Lyon). Wykazano, ze w czasie
dojrzewania nasion rzodkiewnika nastepuje
gromadzenie biatek zapasowych, struktural-
nych, enzymatycznych i transkryptow bial-
kowych. Proces desykacji nasion powoduje
wzrost stezenia ROS w komorkach i jedno-
czesne stopniowe obnizanie aktywnoSci en-
zymOw regulujacych zawartoS¢ tych reaktyw-
nych zwiazkow. Takie warunki fizjologiczne
sprzyjaja intensywnemu procesowi utleniania
biatek. IloS¢ bialek karbonylowanych dodat-
kowo moze ulec zwickszaniu w trakcie im-
bibicji (pierwszej fazy kielkowania nasion).
Analizy proteomiczne udowodnily nie tylko
selektywnos¢ procesu karbonylacji, ale i ko-
niecznos$¢ jego wystepowania na roznych
etapach rozwoju nasion. Badania te pozwo-
lity na uzyskanie obrazu zmian iloSciowych
i jakoSciowych bialek utlenionych, podczas
dojrzewania i kielkowania nasion. W trakcie
dojrzewania nasion utlenianiu ulegaly gtow-
nie bialka zapasowe zaliczane do B 11-12S
globulin, u rzodkiewnika zwane krucyfery-
nami. Grupy karbonylowe wykryto w obu
podjednostkach krucyferyny, chociaz stopief
karbonylacji dla poszczegolnych podjedno-
stek byl r6zny. Najprawdopodobniej modyfi-
kacja ta ma zwiazek z pozniejszym, szybszym
wykorzystaniem tych biatek jako Zrodla azotu
do syntezy innych zwiazkéw (JOB i wspotaut.
2005). Poza biatkami zapasowymi, utlenianiu
w czasie dojrzewania nasion ulegaja takze
biatka szoku cieplnego (ang. heat shock pro-
teins, HSP) biatka p6Znej embriogenezy (ang.
late-embryogenesis-abundant, LEA), enolaza i
biatko podlegajace indukcji kwasem jasmo-
nowym (JA) (JoB i wspoétaut. 2005). Intere-
sujace jest, ze w czasie kielkowania nasion
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rzodkiewnika wykazano wzrost karbonylacji
wickszej podjednostki karboksylazy/oksyge-
nazy rybulozo-1,5-bisfosforanu (RuBisCO),
bialek HSP, biatek chaperonowych, biatek
nalezacych do rodziny 1 hydrolaz glikozydo-
wych, cytozolowej GAPDH, aminopeptydaz,
podjednostki B F F-ATPazy i wielu czynni-
kow transkrypcyjnych (JOB i wspotaut. 2005).
Karbonylacja biatek podczas kietkowania na-
sion zostala wykazana rOwniez w zarodkach
stonecznika (ORACZ i wspoétaut. 2007), w kto-
rych nieodwracalnemu utlenianiu przez ROS
ulegaly dehydrogenaza alkoholowa, enolaza,
hydrolaza epoksydowa oraz czynnik wzro-
stu 2. JednoczeSnie karbonylacja tych bialek
zwiazana byla z ustapieniem spoczynku za-
rodkow stonecznika.

ROS moga bra¢ udzial rOwniez w po-
wstawaniu reaktywnych form elektrofilo-
wych oksylipin (ang. reactive electrophilic
oxylipins, RES). Zwiazki te jak wykazano dla
rzodkiewnika powstaja nie tylko w wyniku
utleniania wielonienasyconych kwasow ttusz-
czowych (ang. polyunsaturated fatty acid,
PUFA) bton komoérkowych, ale rowniez utle-
niania wolnych kwasow tluszczowych. RES
reaguja z bialkami oraz kwasami nukleino-
wymi, zatem w wyzszych stezeniach sa tok-
syczne (MUELLER i BERGER 2009). Z drugiej
strony, stwierdza si¢ stale, niewielkie steze-
nie RES nawet w tkankach i komorkach nie
poddanych dzialaniu czynnik6w stresowych.
RES zmieniaja metabolizm m.in. na drodze
indukcji ekspresji genow, w tym rowniez
tych, ktore uczestnicza w detoksykacji ROS,
jak np. transferaza S-glutationowa. Poza tym
RES modyfikuja aktywnoS¢ biatek bogatych
w grupy tiolowe (MUELLER i BERGER 2009).

W czasie dojrzewania nasion niewrazli-
wych na desykacje (nasiona ortodoksyjne)
dochodzi do zmiany aktywnoSci enzymow
zaangazowanych w usuwanie ROS. Nast¢puje
spadek aktywnosci SOD i wzrasta akumulacja
ROS w tkankach zarodka (BAILLY i wspotaut.
2008). Jednoczesnie, wzrost aktywnoSci CAT
zabezpiecza przed zbyt wysokim st¢zeniem
ROS. Dlugotrwate przechowywanie nasion
lub/i niewlasciwe warunki (temperatura, wil-
gotnosS¢ powietrza) prowadza do obnizenia
zdolnosci do kietlkowania. Jest to zwiazane
m.in. ze zmiang aktywnoSci biologicznej, a w
konsekwencji rowniez nagromadzaniem ROS
w nasionach. Pomimo silnego odwodnienia,
nawet niewielka iloS¢ wody znajdujaca si¢ w
suchych nasionach moze sprzyja¢ powstawa-
niu ROS, gléwnie na drodze nieenzymatycz-
nego samoutleniania niektorych zwiazkow

organicznych, w tym lipidow (BAILLY i wspot-
aut. 2008). Mimo niskiej aktywnoSci metabo-
licznej w suchych nasionach moze docho-
dzi¢ do degradacji biatek i DNA w wyniku
nagromadzania sie¢ ROS, Wzrost stezenia ROS
zwiazany jest z seria reakcji chemicznych,
tzw. reakcji Amadori-Maillard zainicjowanych
obecnoscia cukrow redukujacych i reszt ami-
nokwasow o charakterze zasadowym. W wie-
loetapowym lancuchu reakcji Amadori-Mail-
lard nastepuje uszkodzenie struktury bialek,
hydroliza cukrow oraz uszkodzenie bton ko-
morkowych, co sprzyja procesom starzenia
nasion (BAILLY i wspotaut. 2008).

Oprocz toksycznej roli ROS nalezy szcze-
g0lnie podkresli¢ pozytywne znaczenie tych
zwiazkow w fizjologii nasion. Kietkowanie
nasion wielu gatunkow roSlin jest stymulo-
wane przez H,O,. Regulagji takiej podlegaja
m.in. spoczynkowe nasiona jeczmienia (Ave-
na sativa) (BAILLY i wspoétaut. 2008), ryzu
(NAREDO i wspotaut. 1998) i zarodki jabto-
ni (BOGATEK i wspotaut. 2003). W pracach
prowadzonych na kietkujacych nasionach
soi zaobserwowano wzrost stezenia ROS,
zarbwno w osi zarodkowej jak i w okrywie
nasiennej. Wzmozona syntez¢ H,O, w osiach
zarodkowych i okrywach nasiennych wykaza-
no rowniez w przypadku kietkujacych nasion
rzodkwi (SCHOPFER i wspotaut. 2001), osiach
zarodkowych stonecznika (ORACZ i wspotaut.
2009) oraz w osiach zarodkowych jabtoni
(GNIAZDOWSKA 1 wspotaut. 2010a). Wzrost
stezenia ROS zaobserwowano rowniez w
osiach zarodkowych tubinu tuz po przebiciu
okrywy nasiennej (GARNCZARSKA i wspoOlaut.
2009). Utlenianie specyficznych polisacha-
rydow Sciany komorkowej nasion pieprzycy
siewnej (Lepidium sativum) przez -OH sty-
mulowato ich kietkowanie (MULLER i wspol-
aut. 2009), podobnie jak wzrost elongacyjny
koleoptyli siewek kukurydzy. Ponadto dzia-
lanie ROS na rozluznianie struktury Scian
komorkowych bylo tkankowo-specyficzne i
podlegato hormonalnej regulacji przez gibe-
reliny (GA) i ABA (MULLER i wspotaut. 2009).
Wzrost stezenia ROS podczas kietkowania
zarodkoéw stonecznika nie przyczynial sie do
nagromadzania malonylodialdehydu (MDA)
- wskaznika peroksydacji lipidow (ORACZ i
wspolaut. 2009), stad autorzy sugeruja, ze
glowna rola ROS w tym przypadku zwiazana
jest z funkcja informacyjna. Zmian¢ zawar-
tosci ROS stwierdzono nie tylko in situ, ale
rowniez w podlozu bezposrednio otaczaja-
cym kietkujace nasiona soi (FRAHRY i SCHOP-
FER 1998). Takze podczas prowadzenia kultu-
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ry zarodkow jabtoni zaobserwowano wzrost
stezenia ROS (H,0,) w podtozu (GNIAZDOW-
SKA i wspotaut. 2010a). Proces ten moze byc¢
zatem wskaznikiem ustepowania spoczynku.
Niewatpliwie, wydzielanie ROS do Srodowi-
ska zewnetrznego przez kielkujace nasiona
i rozwijajace sie¢ siewki wzmaga si¢ podczas
ataku patogenow, co jest zwiazane z anty-
septycznym dzialaniem tych reaktywnych
zwiazkOw (FRAHRY i SCHOPFER 1998, SCHOP-
FER i wspotaut. 2002). Jednakze wykazano, ze
korzenie wydzielaja do podloza H,O,, nawet
mimo braku patogenéw, czy innych elicyto-
row (FRAHRY i SCHOPFER 1998).

Warunki hipoksji wystepujace w nasio-
nach podczas pierwszych etapow kietkowa-
nia przyczyniaja si¢ do nagromadzania ROS.
Ograniczony dostep tlenu do zarodka, spo-
wodowany obecnosScia okryw nasiennych,
powoduje zmniejszenie aktywnoSci enzy-
mow uczestniczacych w  detoksykacji ROS
(BOGATEK i wspotaut. 2003). Po przebiciu tu-

piny nasiennej obserwuje si¢ wzrost zawarto-
Sci ROS, zwiazany ze stymulacja aktywnoSci
mitochondrialnej, co w skrajnych przypad-
kach moze prowadzi¢ nawet do obumarcia
kietkujacych nasion (GARNCZARSKA i wspol-
aut. 2009).

Istnieje wiele hipotez wyjasniajacych
udzial ROS w usuwaniu spoczynku i stymu-
lacji kietkowania nasion. BAILLY i wspolaut.
(2008) zaproponowali model tzw. ,okna
oksydacyjnego”, opisujacy krytyczne wartoSci
ROS determinujace dalszy los nasion. Zbyt
wysokie stezenie ROS (powyzej wartoSci
okreslonej jako okno oksydacyjne) powoduje
uszkodzenie komorek, spadek wigoru nasion
tj. kietkowanie ulega zahamowaniu lub/i wy-
ksztalcaja si¢ nieprawidlowe siewki (Ryc. 1).
Stopniowo nasiona ulegaja starzeniu lub na-
wet dochodzi do Smierci w wyniku licznych
uszkodzen sktadnikéw komoérkowych. Z dru-
giej strony nasiona sa zdolne do kietkowania
dopiero gdy stezenie ROS w ich komoérkach

Nasiona niespoczynkowe B
Uszkodzenie stukturyi U SZKOdZenle
Nickorzystne czynniki Bralk kielkcowania funkeji kwasdw 2
c srodowiska mukleinowych, biatek oraz OksydaCYJne
= fipidew
= (| Nasiona zestarzate
e g
E E Kietkowanie nasion +Zmiana ekspresji genow
e Korzystne czynniki Ok +Zmiana potencjatu redoks Sygnal
: : no r i iatal
srodowiska +Modyfikacje biatek ¥ M
. oksydacyjny
oksydacyjne Modyfikacie lipidérw
*Zmiany hormonalne
Nasiona spoczynkowe
\ Brak ldelkkowania

Zawartosé ROS

podczas imbibicji

Ryc. 1. Model okna oksydacyjnego opisujacy podwojna funkcje ROS w fizjologii nasion.

Wzrost zawartoSci ROS w nasionach podczas imbibicji przedstawia strzatka podzielona na fragmenty repre-
zentujace konkretne st¢zenie tych reaktywnych zwiazkow. Okno oksydacyjne odpowiada takiemu stezeniu
ROS, ktére musi zosta¢ osiagniete aby nasiona mogly rozpoczaé proces kietkowania. Ponizej tego stezenia
ROS, nasiona pozostaja w stanie spoczynku. Zbyt wysokie stezenie ROS (powyzej okna oksydacyjnego) po-
wstale na skutek procesOw starzenia badz niekorzystnych warunkoéw Srodowiskowych uniemozliwia kietko-
wanie nasion. Wg. (BAILLY i wspotaut. 2008) zmodyfikowany.
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osiagnie progowa wartoS¢. Ponizej tego kry-
tycznego stezenia ROS nasiona nie kietkuja
i pozostaja w stanie spoczynku. Jak wykaza-
no dla nasion kasztana jadalnego (Castanea
sativa), nalezacych do nasion wrazliwych na
odwodnienie (ang. recalcitrant), zewnatrzko-
morkowa produkcja ROS zwigksza tolerancje
na niewielka desykacje (ROACH i wspotaut.
2010). Zywotnos¢ odwodnionych w niewiel-
kim stopniu (do 38% zawartoSci wody) ca-
tych nasion oraz izolowanych z nich osi za-
rodkowych wzrastala po podaniu H,O, (Ro-
ACH i wspotaut. 2010).

Wielokrotnie wykazano, ze obnizone kiel-
kowanie nasion w warunkach odbiegajacych
od optymalnych jest zwiazane z dodatkowa
produkcja i akumulacja ROS w komorkach.
Nagromadzanie ROS moze powodowac ha-
mowanie kielkowania w niesprzyjajacych wa-
runkach Srodowiskowych. Wrazliwe na chtod
nasiona soi, poddane imbibicji w 5°C, wykazy-
waly intensywna peroksydacje lipidow. Hamo-
wanie kielkowania zwigzane z nadmiernym
utlenianiem tluszczy przez nagromadzanie
ROS bylo wynikiem dziatania niskiej tempe-
ratury jako czynnika stresowego (POSMYK i
wspotaut. 2001). Imbibicja nasion stonecznika
w zbyt wysokiej temperaturze (powyzej 40°C)
rowniez prowadzila do wzrostu zawartoSci
ROS oraz obnizenia kielkowania (CORBINEAU
i wspotaut. 2002). Obecnos¢ w Srodowisku
specyficznych zwiazkOw chemicznych, allelo-
zwiazkoéw, moze takze ograniczac kietkowanie
nasion roznych gatunkow roslin w wyniku
nadmiernej produkgcji i akumulacji ROS w ich
tkankach. Kietkowanie nasion gorczycy bialej
(Sinapis alba) bylo hamowane allelozwiaz-
kami pochodzacymi z lisci stlonecznika. Efekt
ten byl wynikiem zwi¢kszonej akumulacji
ROS, zwigkszonej przepuszczalnosci bton ko-
morkowych i peroksydacji lipidow (BAILLY i
wspotaut. 2008).

Prowadzono rowniez badania nad interak-
cja pomiedzy ROS i ABA w regulacji spoczyn-
ku nasion; pod wpltywem dziatania H,O, zaha-
mowaniu ulega nie tylko droga sygnalu wywo-
lanego ABA. Traktowanie spoczynkowych na-
sion jeczmienia (Hordeum vulgare) donorami
ROS prowadzilo takze do spadku stezenia ABA
w tkankach (WANG i wspotaut. 1998). BOGATEK

i wspotaut. (2003) wykazali, ze poddanie za-
rodkow jabtoni dziataniu czynnikow zwieksza-
jacych stezenie ROS w komorkach powoduje
spadek zawartoSci ABA. Traktowanie spoczyn-
kowych nasion rzodkiewnika H,O, powodowa-
fo stymulacje ekspresji genow CYP707A zwia-
zanych z katabolizmem ABA (LiU i wspoiaut.
2010). Z drugiej strony podanie ABA znosilo
stymulujacy efekt dziatania H,O, w przypadku
kietkujacych nasion grochu (Pisum sativum)
(BARBA-ESPIN i wspotaut. 2010). ROS poza od-
dzialywaniem z ABA, moga wspoldziata¢ z in-
nymi fitohormonami uczestniczacymi w regu-
lacji procesu kietkowania nasion, takimi jak
GA, etylen czy brasinosteroidy (BARBA-ESPIN i
wspotaut. 2010). Wykazano, ze poza przyspie-
szaniem degradacji ABA, H,O, stymuluje bio-
synteze GA (wzrost ekspresji genow GA3ox i
GAw20ox) podczas kielkowania nasion rzod-
kiewnika (LU i wspotaut. 2010). ROS stymulu-
ja wydzielanie etylenu dzialajac na jego bezpo-
sredni prekursor — ACC (kwas l-aminocyklo-
propanokarboksylowy). W czasie pierwszych
faz kietkowania zarodkow jabloni obserwuje
si¢ jednoczesny wzrost stezenia ROS i spadek
stezenia ACC przy niskiej aktywnoSci oksydazy
ACC (ACO) (GNIAZDOWSKA i wspotaut. 2010Db).
Przeksztalcanie ACC do etylenu pod wpltywem
dzialania ROS moze stanowi¢ kolejny mecha-
nizm regulacji usuwania glebokiego spoczynku
nasion. Udzial ROS w etylenowym szlaku trans-
dukgji sygnatu zostal potwierdzony przez wy-
niki badan ORACZ i wspotaut. (2009). Autorzy
wykazali wzrost ekspresji genow ETR2 i ERFI
w kietkujacych zarodkach stonecznika pod
wplywem dzialania ROS. Zwickszona trans-
krypcja ERF1, czynnika odpowiedzi na etylen,
w zarodkach stonecznika byla réwniez obser-
wowana pod wplywem dzialania HCN i same-
go etylenu. Wyniki te wskazuja na powiazanie
ROS, HCN i etylenu w ustepowaniu spoczynku
nasion (ORACZ i wspotaut. 2009).

Rozw6j nowych metod badawczych po-
zwala na identyfikacje w komorkach coraz
wickszej liczby zwiazkow, ktore podlegaja
posrednim badz bezposrednim modyfika-
cjom przez ROS. Prowadzi to do lepszego
poznania mechanizméw zwiazanych z po-
wstawaniem, usuwaniem spoczynku i regula-
cja kielkowania nasion.

REGULACJA STEZENIA ROS

Rownolegle z produkcja ROS, aktywacji
ulega system modulujacy ich stezenie w ko-
morkach roslinnych. System ten mozna po-

dzieli¢ na: enzymatyczny i nieenzymatyczny.
Do pierwszego z nich zalicza si¢: dysmutaze
ponadtlenkowa (SOD, EC 1.15.1.1), katalaze
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(CAT, EC 1.11.1.6), enzymy zaangazowane
w cykl glutationowo-askorbinianowy (zwa-
ny tez cyklem Halliwell-Asada): peroksydaze
askorbinianowa (APX, EC 1.11.1.11), reduk-
taze monodehydroaskorbinianowa (MDHAR,
EC 1.6.5.4), reduktaz¢ dehydroaskorbinianu
(DHAR, EC 1.8.5.1) oraz reduktaze glutatio-
nowa (GR, EC 1.6.4.2) (BARTOSZ 2004, BAILLY
i wspotaut. 2008). Ponadto enzymami zaan-
gazowanym w metabolizm ROS sa peroksy-
dazy (POx, EC 1.11.1.7) w tym glownie pe-
roksydaza glutationowa (GPX, EC 1.11.1.9)
(CHANG i wspotaut. 2009). W przypadku mi-
tochondrium, enzymem regulujacym stezenie
ROS jest alternatywna oksydaza (AOX), ktora
katalizuje redukcje O, z pominieciem kom-
pleksu IIT i IV szlaku cytochromowego (Jusz-
CzZUK i RYCHTER 2003). Reduktaza benzochi-
nonu (BR; EC 1.6.5.7) stanowi kolejny enzym
regulujacy stezenie ROS w komorkach roSlin.
Zaliczany jest on do rodziny oksydoreduktaz,
bierze udzial w przenoszeniu dwoch elektro-
now z NAD(P)H na flawiny z pominieciem
wytworzenia wolnych rodnikoéw. Jak wykaza-
no dla siewek grochu traktowanie ich H,O,
powodowalo wzrost aktywnoSci tego enzy-
mu (BARBA-ESPIN i wspotaut. 2010).

Do nieenzymatycznego systemu modulu-
jacego stezenie ROS zalicza sie¢ gtownie drob-
noczasteczkowe zmiatacze ROS, rozpuszczal-
ne w wodzie: askorbinian i glutation oraz
rozpuszczalne w thluszczach, gtownie tokofe-
role i karotenoidy (BARTOSZ 2004). Antyok-
sydacyjne dzialanie tokoferoli zwiazane jest
przede wszystkim z usuwaniem wtornych
rodnik6w organicznych i przerywaniem tan-
cuchowych reakcji wolnorodnikowych lipi-
dow (BLOKHINA i wspotaut. 2003). Innymi
czasteczkowymi skladnikami systemu detok-
sykacji ROS sa: polifenole, flawonoidy, anto-
cyjany i peroksyredoksyny (PER), homologi
tioredoksyn (AALEN 1999). PER redukuja -OH
i H,O, oraz redukuja mostki disiarczkowe w
biatkach ochraniajac je przed utlenieniem.
Zwiazki te, gromadzone s3 w nasionach w
czasie dehydratacji m.in. w celu ochrony ma-
terialu genetycznego. PER biora takze udzial
w regulacji stezenia ROS podczas wczesnych
faz kielkowania nasion (imbibicja) (AALEN
1999). W usuwaniu ROS uczestnicza rOwniez
dehydryny, biatka nalezace do grupy bialek
LEA, ktore biora udziat w reakcjach toleran-
¢ji na odwodnienie w czasie dojrzewania
nasion roznych gatunkéw roSlin, m.in. buku
zwyczajnego (Fagus sylvatica). Podobna
role ochronna pelnia bialka HSP (KALEMBA i
PUKACKA 2008). Innymi biatkami bioracymi

udzial w metabolizmie ROS s3 bialka zdol-
ne do redukcji dehydroaskorbinianu (DHA).
AktywnoS¢ tych biatek zanotowano zarOw-
no w zarodkach, jak i endospermie nasion
sosny pinii (Pinus pinea) oraz w zarodkach
pszenicy (Triticum durum) i bobu (Vicia
faba) (ToMMASI i wspotaut. 2002). Biatka
redukujace DHA wystepuja tylko we wcze-
snych etapach kietkowania, zwlaszcza na-
sion niewrazliwych na desykacje, co korelu-
je z poczatkowym brakiem aktywnoSci APX.
Bialka redukujace DHA powoduja wzrost
stezenia AsA (gromadzonego gltownie jako
DHA), ktory stanowi niezbedny substrat do
dalszych procesow fizjologicznych zachodza-
cych podczas kietkowania nasion (TOMMASI i
wspoétaut. 2002). Glownym, czasteczkowym
antyutleniaczem nasion typu ortodoksyjnego
jest glutation, w przeciwienstwie do nasion
wrazliwych na odwodnienie (typu recalci-
trant) (TOMMASI i wspolaut. 2002). Najnow-
sze badania sugeruja, ze melatonina, hormon
syntetyzowany w szyszynce, regulujacy rytmy
okotodobowe u ssakow, petni funkcje modu-
lujaca stezenie ROS rowniez w komorkach
roSlinnych, takze w kietkujacych nasionach
(JAaNAS i wspotaut. 2005). Ponadto, glowne
zrodto fosforu w nasionach, kwas fitynowy
(szesSciofosforan inozytolu), ma zdolnos¢ do
chelatowania Fe*', zatem ogranicza produk-
cje ROS. Ostatnio wykazano, ze u mutantow
(Ipal1-241) kukurydzy o obnizonej zawartoSci
kwasu fitynowego w nasionach obserwowa-
no nizsza zdolnos¢ kietkowania m.in. w wy-
niku nagromadzania sic ROS (DORIA i wspot-
aut. 2009).

CZASTECZKOWY SYSTEM REGULACJI ROS W
NASIONACH

Askorbinian (witamina C) wystepuje w
komérkach w dwoch podstawowych  for-
mach: zredukowanej, jako kwas L-askorbinowy
(AsA), oraz utlenionej, jako rodnik monodehy-
droaskorbinianu i monodehydroaskorbinian
(DHA) (SMIRNOFF 2000). W nasionach typu re-
calcitrant, jak i typu przejsciowego gtowna for-
ma askorbinianu jest AsA. Ponadto, jak wyka-
zano dla nasion buku zwyczajnego, glownym
miejscem akumulacji AsA jest o$ zarodkowa
(PUKACKA i RATAJCZAK 2005). W czasie dojrze-
wania nasion typu ortodoksyjnego poczatkowa
wysoka zawartoS¢ AsA spada, a wzrasta steze-
nie DHA, co ma najprawdopodobniej zwiazek
z utrzymywaniem ich metabolizmu na mini-
malnym poziomie (TOMMASI i wspolaut. 2002,
GARNCZARSKA i wspotaut. 2009). Askorbinian
(gtéwnie AsA) przede wszystkim pelni funkcje
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antyoksydacyjna (bezposrednio i poSrednio),
ale jest rowniez kofaktorem wielu enzymow,
zwlaszcza tych, ktore zawieraja jony meta-
li przejSciowych (CONKLIN i wspotaut. 20006).
Stanowi donor elektronow w reakcjach kata-
lizowanych przez APX i stymuluje ekspresje
genow kodujacych APX (ASADA 1999), uczest-
niczy w reakcjach regeneracji o-tokoforoli i
B-karotenu z ich postaci rodnikowych (SHARMA
i BUETTNER 1993, Azzl i STOCKER 2000), regu-
luje potencjal redoks oraz wraz z glutationem
podzialy komorkowe (POTTERS i wspotaut.
2002). Askorbinian stymuluje rowniez synte-
ze nukleotydow purynowych i pirydynowych
(STASOLLA 2010). U mutantow (vic) rzodkiew-
nika o obnizonej zdolnosSci do syntezy askor-
binianu obserwowano wzrost wrazliwoSci na
ROS, zwiazany z dzialaniem czynniko6w stre-
sowych (SMIRNOFF 2000, CONKLIN i wspolaut.
20006). Poza tym, askorbinian uczestniczy w
regulacji wzrostu i réznicowania si¢ komorek
oraz w procesach zwiazanych z rozwojem Scia-
ny komorkowej, wakuolizacja i wytwarzaniem
korzeni (SMIRNOFF 2000, TOMMASI i wspotaut.
2002). Zatem synteza askorbinianu w zarod-
kach nasion zaréwno typu ortodoksyjnego jak
i wrazliwych na desykacje jest konieczna do
prawidlowego przebiegu procesow zwiaza-
nych z kielkowaniem oraz wzrostem i rozwo-
jem siewek (TOMMASI i wspotaut. 2002). Inku-
bacja nasion w roztworze askorbinianu stymu-
luje kietkowanie halofitow, niwelujac szkodli-
we dziatanie nadmiaru soli w podtozu (KHAN
i wspotaut. 2006). W nasionach, AsA stymuluje
aktywnoS$¢ enzymOw uczestniczacych w synte-
zie niektorych fitohormonéw miedzy innymi
takich jak: ACO (powodujac wzrost syntezy
etylenu), hydroksylazy GA i dioksygenazy 9-ci-
s-epoksykarotenoidowej (zwigzanej z metaboli-
zmem ABA) (DE TULLIO i ARRIGONI 2003). Nie
zawsze jednak AsA zmniejsza stezenie ROS.
Przy obnizonej zawartoSci wody w tkankach
AsA reagujac z Fe** powoduje wzrost stezenia
‘OH (DE TULLIO i ARRIGONI 2003).

Glutation (y-Glu-Cys-Gly), to wazny ma-
gazyn reszt tiolowych w komorkach roSlin-
nych. Wystepuje w dwoch postaciach: zredu-
kowanej (GSH) i utlenionej (GSSG). W stan-
dardowych warunkach kietkowania nasion
dominujaca forma glutationu jest forma zre-
dukowana i stanowi ona ponad 90% ogolnej
jego zawartoSci. Wykazano, ze w suchych na-
sionach sosny pinii, nalezacej do nasion typu
ortodoksyjnego, stezenie GSSG stanowi okoto
50% calkowitej zawartoSci glutationu i spa-
da do okoto 4% podczas imbibicji (TOMMASI
i wspotaut. 2002). Podobnie, w przypadku

nasion buku i lubinu w czasie dojrzewania
wzrastala zawartoS¢ GSSG, przewyzszajac ste-
zenie GSH (PUKACKA i RATAJCZAK 2005, GARN-
CZARSKA i wspotaut. 2009). Stwierdzono, ze
akumulacja GSSG w suchych nasionach moze
sprzyja¢ utrzymaniu glebokiego spoczynku,
prawdopodobnie na skutek obnizania aktyw-
noSci metabolicznej, w tym hamowania bio-
syntezy bialek (TOMMASI i wspotaut. 2002).
Poczawszy od pierwszej fazy kietkowania na-
sion typu ortodoksyjnego nastepuje gwattow-
ny wzrost stezenia GSH (TOMMASI i wspot-
aut. 2002). W nasionach GSH pelni funkcje
ochronna w stosunku do bialek narazonych
na dzialanie stresu oksydacyjnego stabilizu-
jac grupy tiolowe aminokwasOw. Stanowi
on ponadto prekursor fitochelatyn (NOCTOR
i wspotaut. 2002). GSH, poza regulacja ste-
zenia ROS, umozliwia tolerowanie procesow
zwiazanych z desykacja w czasie dojrzewa-
nia nasion réznych gatunkoéw roslin. GSH
jest niezbednym magazynem reszt Cys wyko-
rzystywanych do biosyntezy bialek podczas
dojrzewania nasion rzodkiewnika (CAIRNS i
wspotaut. 2006). Utrzymanie odpowiedniego
stosunku GSH/GSSG podczas kietkowania od-
powiada za komorkowa homeostaze poten-
cjalu redoks i uczestniczy w aktywacji eks-
presji niektorych genow (NOCTOR i wspol-
aut. 2002). Istnieja rowniez przestanki Swiad-
czace o tym, ze glutation reguluje aktywnosc
mitotyczna komorek. Od jego stezenia zalezy
dalszy los komorki tj. wejscie w faze S (faza
poprzedzajaca mitoze), badz w faze G1 (MAY
i wspotaut. 1998, POTTERS i wspotaut. 2002).
GSH stanowi bezpoSredni donor elektro-
now w reakcjach katalizowanych przez GPX.
Uczestniczy on w reakcjach odtwarzania AsA
z MDA, stymulujac aktywnoS¢ reduktazy de-
hydroaskorbinianowej (STASOLLA 2010).
Tokoferole (witamina E), to rozpuszczal-
ne w lipidach czasteczkowe antyoksydanty,
posiadajace amfipatyczny charakter, obec-
ne we wszystkich roslinach oraz niektorych
algach i cyjanobakteriach. Mozna wyr6znic
cztery podstawowe typy tokoferoli: o, B, v i
9, ktore roznia sie miedzy soba iloScia i miej-
scem podstawienia grup metylowych w pier-
Scieniach chromanolu (SATTLER i wspotaut.
2004). Najwyzsze stezenie tokoferoli obser-
wuje si¢ w nasionach takich gatunkow roslin
jak pszenica, stonecznik i soja (Azzi i STOC-
KER 2000). Tokoferole, poza bezpoSrednim
reagowaniem z ROS, moga neutralizowac
nadtlenki lipidow, a powstaly w tej reakcji
rodnik tokoferylowy przeksztalcany jest do
formy wyjSciowej przy udziale m.in. askorbi-
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nianu (AzzZI i STOCKER 2000, SATTLER i wspol-
aut. 2004). Zatem gtowna funkcja tokoferoli
w nasionach jest ich ochronne dzialanie w
stosunku do wielonienasyconych kwasow
tluszczowych przed szkodliwym dzialaniem
ROS, poza tym reguluja potencjal redoks w
komorkach. Tokoferole przeciwdzialaja pro-
cesom starzenia nasion co wykazano dla
rzodkiewnika (SATTLER i wspoétaut. 2004).

ENZYMATYCZNY SYSTEM REGULACJI ROS W
NASIONACH

Dysmutazy (SOD) zalicza sie¢ do gioéwnych
enzymOw uczestniczacych w pierwszej ko-
lejnoSci w modulacji stezenia ROS (BARTOSZ
2004). Rozne izoformy SOD moga wystepo-
wac¢ w roznych czeSciach komorki: w matriks
mitochondrium, peroksysomach i glioksyso-
mach — MnSOD (tetramer, zawierajacy man-
gan w centrum aktywnym, ztozony z czterech
podjednostek o masie czasteczkowej okoto
20 kDa), w stromie chloroplastow — Cu,Zn-
SOD (homodimer zawierajacy miedzZ i cynk w
centrum aktywnym, zlozony z dwoch podjed-
nostek o masie czasteczkowej okoto 16 kDa),
oraz izoforma zawierajaca zelazo — FeSOD,
a w cytozolu — Cu,ZnSOD (LEE i wspolaut.
2010). Wszystkie z wymienionych izoform
SOD charakteryzuje r6zna wrazliwos¢ na H,0O,
i HCN. Izoforma Cu,ZnSOD jest wrazliwa za-
rowno na H,0, jak i HCN, FeSOD jest wraz-
liwa tylko na H,O,, a MnSOD jest odporna
na oba inhibitory (BOWLER i wspotaut. 1994,
BARTOSZ 2004, MOLLER i wspotaut. 2007). Nie
wszystkie izoformy SOD wykazuja taka sama
aktywnoS¢ Kkatalityczna. Najbardziej aktywna
jest izoforma Cu,ZnSOD. Aktywnos¢ SOD za-
lezy od wieku i stadium fizjologicznego tka-
nek. W przypadku MnSOD najwyzsza aktyw-
nos¢ odnotowano w zarodkach rzodkiewnika
i lubinu we wczesnych etapach ich rozwoju
(GARNCZARSKA i wspotaut. 2009). Do konsty-
tutywnych enzymoéw zalicza sie Cu,ZnSOD
obecna w cytozolu, a aktywno$S¢ MnSOD pod-
lega regulacji za posSrednictwem takich czyn-
nikow jak tlen czy obecnos¢ innych silnych
utleniaczy i jest zwiazana z reakcja na stresy
srodowiskowe (BLOKHINA i wspotaut 2003,
BARTOSZ 2004). Przyspieszone starzenie na-
sion i hamowanie kielkowania sa konsekwen-
¢ja ich przedluzonego przechowywania oraz
niekorzystnych czynnikow Srodowiska. Na-
siona transgenicznego tytoniu z nadekspresja
genow kodujacych Cu,ZnSOD i APX (w pla-
stydach) charakteryzuje prawidlowy rozwoj,
lepsza zywotnosS¢ podczas ich przediluzonego
przechowywania i wyzsza zdolnos¢ do kietko-

wania w réznych warunkach srodowiska (LEE
i wspotaut. 2010).

Katalazy (CAT) sa enzymami zaangazowa-
nymi w metabolizm ROS. To tetrametry, kto-
re katalizuja dwuetapowa reakcje dysmutacji
H,0, do H,O i O, (BARTOSZ 2004, MOLLER i
wspotaut. 2007). Aktywnos¢ CAT nie wymaga
obecnosci sily redukcyjnej, ale enzym ten ma
nizsze powinowactwo do substratu niz POx
(FOYER i NOCTOR 2003). CAT naleza do meta-
lo-enzymow, w centrum aktywnym zawieraja
jony zelaza (Fe). Istnieja CAT, ktore, zamiast Fe,
posiadaja w centrum aktywnym mangan (Mn).
Te CAT, zwane tez pseudokatalazami, charakte-
ryzuje niewrazliwos¢ na HCN i azydki (YASUKI-
SA i FRIDOVICH 1983). W nasionach rzodkiew-
nika CAT (zawierajace Fe) sa kodowane przez
rodzine genow (CAT-CATS8) (BAILLY i wspotaut.
2008). Glowne miejsce wystepowania CAT to
peroksysomy, w kietkujacych nasionach gliok-
sysomy, ale w przypadku kukurydzy, izoforme
CAT 3 wykryto w mitochondriach (SCANDALIOS
i wspotaut. 1997). Ponadto w czasie dojrze-
wania nasion kukurydzy wykazano czasowo-
przestrzennie zroznicowana ekspresje roznych
izoform CAT (SCANDALIOS i wspotaut. 1997).
W czasie dojrzewania nasion wyzsza aktyw-
noS¢ CAT zabezpiecza przed nadmiarem ROS
powstajacych podczas dehydratacji. Sugeruje
sie, ze CAT chronia nasiona przed procesem
starzenia. Podczas kielkowania obserwowany
jest wzrost aktywnosci CAT. W tym przypadku
enzym zabezpiecza nasiona przed nadmiernym
wzrostem stezenia ROS zwiazanym z rehydrata-
¢ja tkanek i aktywacja metabolizmu. W kietku-
jacych nasionach stonecznika zaobserwowano
wzrost aktywnoS$¢ GR i CAT tuz przed przebi-
ciem okryw nasiennych przez korzenie zarod-
kowe. Aktywnos¢ tych enzymow byla zwiazana
z usuwaniem nadmiaru ROS i hamowaniem
procesu peroksydacji lipidow (BAILLY i wspot-
aut. 2008). Podobny wzrost aktywnosci CAT w
czasie kietkowania zaobserwowano w przypad-
ku nasion kukurydzy (SCANDALIOS i wspotaut.
1997), soi (PUNTARULO i wspotaut. 1988), rzod-
kiewnika (GALLARDO i wspotaut. 2001) i sosny
zwyczajnej (Pinus sylvestris) (TOMMASI i wspOt-
aut. 2002). Wysokie stezenie O, w komor-
kach nasion moze hamowac aktywnoS¢ FeCAT.
Zjawisko to jest zwigzane ze specyficzna budo-
wa centrum aktywnego CAT, ktora warunkuje
wysokie powinowactwo substratowe enzymu
do matych czasteczek, w tym rowniez O,™. Nie
jest wykluczone, ze w takiej sytuacji glowna
izoforma CAT moze by¢ MnCAT niewrazliwa
na azydki i HCN. Enzym ten wyizolowano z
Lactobacillus plantarum i wykazano jego zde-
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cydowanie wyzsza stabilnos¢ w stosunku do
izoformy, ktéra zawiera Fe w centrum aktyw-
nym (YASUKISA i FRIDOVICH 1983).

Reduktaza glutationowa (GR), to hete-
rotetramer, sktadajacy sie z podjednostek o
masie czasteczkowej okoto 60 kDa i 32 kDa
(KALT-TORRES i wspotaut. 1984). GR Kkatalizuje
reakcje redukcji GSSG do GSH w obecnosci
NADPH, ktory réwnoczesSnie ulega utlenieniu
do NADP*. Wzrost aktywnosSci GR jest zinte-
growany ze zwickszona produkcja NADPH
(donor elektronéw dla GR) w szlaku pentozo-
fosforanowym (PPP), ktory rowniez ulega akty-
wacji w czasie kielkowania nasion (BOGATEK i
wspotaut. 2003, BARBA-ESPIN i wspotaut. 2010).
Aktywnos¢ GR w nasionach jest wysoka, sty-
mulowana dodatkowo dzialaniem ROS. Wzrost
aktywnoSci GR obserwowano m.in. w czasie
dojrzewania nasion réznych gatunkow roslin,
zwlaszcza typu ortodoksyjnego oraz podczas
procesu kietkowania (BOGATEK i wspotaut.
2003, BAILLY i wspotaut. 2008, GARNCZARSKA i
wspotaut. 2009). Aktywnos¢ tego enzymu zlo-
kalizowano gtownie w osi zarodkowej, jak ob-
serwowano w przypadku nasion buku (PUKAC-
KA i RATAJCZAK 2005).

Peroksydazy (POx, EC1.11.1.7, obecnie
nazywane Prxs), to grupa enzymow korzysta-
jacych z r6znych donorow elektronow, w za-
leznosci od katalizowanej reakcji. POx naleza-
ce do Kklasy III peroksydaz wystepuja glownie
w wakuoli i Scianie komorkowej, biora udziat
m.in. w reakcjach roSlin na czynniki stresowe,
rozluznianiu struktur polisacharydow, biosyn-
tezie lignin, degradacji IAA oraz w biosyntezie
etylenu (ALMAGRO i wspoétaut. 2009). Ich dzia-
lanie zwiazane jest nie tyle z usuwaniem nad-
miaru ROS, ale raczej z produkcja tych zwiaz-
kow. W centrum aktywnym POx bedacych
glikoproteinami, znajduja si¢ jony Fe. Osobna
grupe POx (nie nalezacych do glikoprotein),
typowych zmiataczy ROS, stanowia: APX (wy-
korzystujaca AsA jako donor elektronow), wy-
stepujaca glownie u roslin i GPX (wykorzystu-
jaca GSH jako donor elektronéw), charaktery-
styczna dla ssakow (ASADA 1992).

Peroksydazy glutationowe (GPX EC1.11.1.9)
rodzina enzymow katalizujgca redukcje H,O,,
organicznych nadtlenowodorow i lipidowych
nadtlenowodorow, z udzialem GSH jako do-
nora elektronow. GPX naleza do tetramerow
o masie czasteczkowej okoto 80 kDa. Brak
jonow zelaza w centrum aktywnym czastecz
ki GPX odr6znia ja od innych POx (FOYER i
NoOCTOR 2003). Do niedawna uwazano, ze
GPX wystepuja glownie w organizmach zwie-
rzecych, dopiero pod koniec XX w. oznaczo-

no ich aktywnoS¢ w tkankach roSlinnych.
Obecnos¢ GPX wykazano w cytozolu, chlo-
roplastach, mitochondriach i retikulum en-
doplazmatycznym (CHANG i wspoétaut. 2009).
GPX nie jest enzymem konstytutywnym, stad
wynikaja trudnosSci w jego identyfikacji. Poza
tym nie wyizolowano jeszcze roSlinnej GPX|
ktora posiadataby w centrum aktywnym sele-
nocysteing, jak ma to miejsce u ssakow (FOoy-
ER i NOCTOR 2003). Z kietkujacych ziarniakOw
jeczmienia wyizolowano bialko, ktore wyka-
zywalo typowa, zalezna od selenu aktywnoS¢
GPX (HUANG i wspotaut. 1994). Indukcja syn-
tezy GPX zachodzi w odpowiedzi na czynnik
stresowy, w tym stres oksydacyjny. W przy-
padku zarodkow jabtoni, czynnikiem stymu-
lujacym aktywnosS¢ GPX-podobna bylo krot
kotrwate dzialanie zwiazkow stymulujacych
wytwarzanie ROS: HCN lub NO (KRASUSKA
2009). Biorac pod uwage wysokie stezenia
H,0, wystepujace w komorkach roslinnych,
mozna stwierdzi¢, ze aktywnoS¢ GPX jest
nizsza w stosunku do catkowitej aktywnosSci
POx, a takze nizsza niz aktywnoS¢ ssaczych
GPX (FOYER i NOCTOR 2003). Uwaza sie, ze
GPX uczestnicza gléwnie w usuwaniu nad-
tlenkow lipidow i nadtlenkéw alkilowych,
aczkolwiek maja rowniez wysokie powino-
wactwo do H,O, (CHANG i wspotaut. 2009).

Peroksydazy askorbinianowe (APX) katali-
zuja reakcje redukcji H,0, do H,O, przy wspol-
udziale AsA jako donora elektronow (ASADA
1999). Enzymy te r6znia si¢ strukturalnie od
POx, mimo iz zawieraja protoporfiryne IX
jako grupe prostetyczna (KARYOTOU i DONALD-
SON 2005). Poza wystepowaniem w chloropla-
stach i cytozolu, izoforme¢ APX zlokalizowano
w glioksysomach kielkujacych nasion takich
gatunkow roSlin jak racznik pospolity, dynia
(Cucurbita pepo), bawetna (Gossypium hirsu-
tum) czy szpinak (Spinacia oleracea) (KARY-
OTOU i DONALDSON 2005). APX chloroplastowe
sa zdecydowanie bardziej wrazliwe na brak
askorbinianu niz izoformy cytozolowe tego en-
zymu (YOSHIMURA i wspotaut. 2000). Najwyzsza
aktywnoS¢ APX obserwowano w przypadku
zarodkow milorzebu (Ginko biloba) i buku,
poniewaz wlasnie w nich zawartoS¢ AsA jest
najwicksza (PUKACKA i RAaTAJCZAK 2005, TOMMA-
SI i wspotaut. 20006).

Z jednej strony ROS w nizszych stezeniach
reguluja procesy fizjologiczne nasion, z drugiej,
wysoka zawartoS¢ tych zwiazkOw moze prowa-
dzi¢ nawet do Smierci organizmu. Nasiona wy-
ksztalcity zatem dobrze funkcjonujacy system
modulujacy ilos¢ ROS w komorkach. Autorzy
niniejszej pracy sugeruja nie tyle dzialanie an-
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Ryc. 2. Regulacja zawartoSci ROS w nasionach.

Enzymatyczne
modulatory ROS

Zmiany zawartoSci metabolitow i aktywnosci enzymow systemu modulujacego ROS w komorkach przedsta-

wiono roznicujac wielkoS¢ czcionki.

tyoksydacyjne zwiazkOw wyzej omawianych,
co glownie dzialanie regulujace aktualna za-
wartoS¢ ROS w nasionach. Odpowiednie ste-

zenie ROS umozliwia nasionom dojrzewanie,
zapadanie w stan spoczynku badz rozpoczecie
procesu kietkowania (Ryc. 2).

PODSUMOWANIE

Zmiany stezenia ROS stanowia wazny
element kaskady sygnalow determinujacych
przelamanie spoczynku, kielkowanie lub sta-
rzenie nasion. Zastosowanie proteomiki i
metabolomiki umozliwia poznanie mecha-
nizmow dzialania ROS w nasionach. Coraz
czeSciej podkreSla sie pozytywna funkcje
tych czasteczek. Biatka i/lub lipidy utlenione

powstajace przy udziale ROS moga by¢ sto-
sowane jako znaczniki jakoSci nasion, podob-
nie jak zmiana sktadu i zawartoSci zwiazkow
regulujacych stezenie ROS. Otwiera si¢ dzieki
temu mozliwoS¢ poszukiwania specyficznych
regulatorow ekspresji genow aktywowanych
przez ROS powstajace w okreSlonych prze-
dziatach komo6rkowych.

ROLA ROS W FIZJOLOGII NASION

Streszczenie

Reaktywne formy tlenu (ROS) pelnia w nasio-
nach podwojna funkcje, sa zarowno czasteczkami sy-
gnalowymi determinujacymi kolejne etapy fizjologii
nasion, jak tez zwiazkami toksycznymi, wywotujacy-
mi nieodwracalne zmiany strukturalne prowadzace
do starzenia nasion. Zmiany stezenia ROS, szczegol-
nie w osi zarodkowej, decyduja o tym czy nasiona
pozostana w stanie spoczynku, czy tez rozpocznie
sie proces kielkowania, a nastepnie wzrost siewki.
Zalezno$¢ pomiedzy stezeniem ROS w nasionach, a
realizacja kolejnych faz fizjologicznych opisuje mo-
del tzw. ,okna oksydacyjnego”. Zbyt niskie st¢zenie
ROS w osi zarodkowej sprawia, ze nasiona pozostaja
w stanie spoczynku, nie kietkuja, z kolei nadmiernie
wysokie stezenie ROS - toksyczne dla komoérek pro-
wadzi do nieodwracalnych zmian, ktorych wynikiem
jest starzenie nasion. Rozpoczecie kietkowania na-
sion jest mozliwe gdy stezenie ROS osiaga wartos¢

optymalna dla tego procesu. Regulacyjna rola ROS
zwigzana jest z ich bezpoSrednim i poSrednim dzia-
laniem na elementy strukturalne komorki. Ponadto
modyfikacja metabolizmu nasion przez ROS zachodzi
poprzez zmiane potencjatu redoks i wspotdziatanie z
reaktywnymi formami azotu (RNS), a takze tworze-
nie innych czasteczek sygnalowych np. reaktywnych
elektrofilowych oksylipin. Istotna funkcja ROS jest
modyfikacja biatek np. przez tworzenie grup karbo-
nylowych w konkretnych resztach aminokwasowych.
Tak zmodyfikowane biatka, tzw. biatka utlenione, wy-
tworzone w okreSlonym organellum komoérkowym
biora udziat w kaskadzie specyficznego sygnalu wy-
wotanego przez ROS. Zmiany stezenia ROS podlega-
ja precyzyjnej kontroli za poSrednictwem systemu
odpowiednich enzyméw oraz czasteczkowych anty-
oksydantow komorkowych. Z uwagi na jego funkcje
regulujaca stezenie ROS w komorkach sugeruje sig,
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aby dotychczasowa nazwe ,system antyoksydacyjny”
zastapi¢ wyrazeniem ,system modulujacy stezenie
ROS”, jako lepiej obrazujacym jego prawdziwa rolg.

Niniejsza praca przedstawia najnowsze poglady na
temat roli ROS w regulacji rozwoju, kietkowania i
starzenia nasion.

ROLE OF ROS IN SEED PHYSIOLOGY

Summary

Reactive oxygen species (ROS) are involved in
various aspects of seed physiology. They are gen-
erated during seed development, germination and
ageing. Despite acting as toxic molecules ROS par-
ticipate also in signal transduction pathways dur-
ing different phases of seed development leading
to modification in gene expression. In the present
paper we explain the model of “oxidative window”
describing dual role of ROS in seed physiology. ROS
regulate seed metabolism via cellular redox status,
interaction with reactive nitrogen species (RNS) and

initiation of generation of reactive electrophyllic ox-
ilipine species (RES). One of the key functions of
ROS is oxidation of proteins. Oxyproteins generated
in distinct compartment may act as ROS-mediated
specific signal molecules. ROS content is precisely
regulated by detoxifying enzymes and cellular anti-
oxidant compounds responsible for ROS scaveng-
ing. Taking into account an informational function
of ROS, it is suggested that expression “oxidative
stress” should be replaced by the phrase “oxidative
signal”.
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