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ROLA ROS W FIZJOLOGII NASION

WSTĘP

Wytwarzanie nasion stanowi jedną z wie-
lu adaptacji roślin sprzyjających przetrwaniu 
i ekspansji gatunku w środowisku natural-
nym. Stan spoczynku (głębokiego) to czaso-
wa, przejściowa blokada dalszego rozwoju 
organizmu, umożliwiająca unikanie nieko-
rzystnych czynników otoczenia. Czas trwania 
spoczynku nasion zależy od gatunku rośliny. 
Zastosowanie radioaktywnego węgla przy 
datowaniu pozwoliło ustalić wiek nasion 
daktylowca właściwego (Phoenix dactylife-
ra) na około 2000 lat (Sallon i współaut. 
2000). Kiełkowanie nasion, będące zespo-
łem procesów fizjologiczno-biochemicznych, 
jest możliwe po usunięciu wszystkich blo-
kad związanych z utrzymaniem spoczynku. 
Proces kiełkowania sensu stricto rozpoczyna 
się pobieraniem wody przez suche nasio-
na, a kończy aktywacją metaboliczną zarod-
ka, wiodącą do przebicia okryw nasiennych 
przez korzeń zarodkowy (Côme i CorBineaU 
1989, KUCera i współaut. 2005). Reaktywne 
formy tlenu (ang. reactive oxygen species, 
ROS) biorą udział w regulacji metabolizmu 
nasion na różnych etapach rozwoju (Bailly 
i współaut. 2008). Niekompletna redukcja 
cząsteczki tlenu (O2) prowadzi do powstania 
ROS, takich jak anionorodnik ponadtlenkowy 
(O2

–.) czy nadtlenek wodoru (H2O2), które 
bardzo szybko wchodzą w reakcje z podsta-
wowymi składnikami komórek, zatem pro-
dukowane w nadmiarze mogą powodować 

uszkodzenia prowadzące nawet do śmierci 
(Bartosz 2004). Z drugiej strony, związki te 
są niezbędne do prawidłowego funkcjonowa-
nia organizmów jako przekaźniki informacji 
drugiego rzędu. W związku z tym, zapropo-
nowano nowe określenie działania ROS na 
komórki — sygnał oksydacyjny, które mogło-
by zastąpić powszechnie stosowany termin 
— stres oksydacyjny (Foyer i noCtor 2005). 
W biologii nasion ROS, w zależności od stę-
żenia, pełnią różne funkcje. Nadmiar ROS w 
tkankach powoduje przyspieszanie procesów 
związanych ze starzeniem, jednak ich obec-
ność jest konieczna zarówno podczas dojrze-
wania, przełamywania spoczynku, jak i kieł-
kowania nasion (Bailly i współaut. 2008). 
Produkcja ROS w czasie kiełkowania nasion 
rzodkwi (Raphanus sativus) jest niezbęd-
na do późniejszego prawidłowego wzrostu i 
rozwoju siewek (sChopFer i współaut. 2001). 
Wykazano, że związki te uczestniczą w pro-
cesach wzrostowych komórek osi zarodko-
wych, jak ma to miejsce w przypadku nasion 
soi (Glycine max) (pUntarUlo i współaut. 
1988). ROS stanowią także istotny czynnik 
różnicowania się komórek w czasie morfo-
genezy korzeni, włośników korzeniowych i 
liści u rzodkiewnika (Arabidopsis thaliana) 
(Carol i dolan 2006). Badania na poziomie 
proteomicznym dowiodły udziału ROS w po-
translacyjnej modyfikacji białek (utlenianiu 
białek), które uczestniczą w podstawowych 
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opublikowanej kilka lat temu w 33 tomie Po-
stępów Biologii Komórki (wojtyla i współ-
aut. 2006). Jednocześnie należy podkreślić, 
że w przypadku rozważania funkcji ROS w 
procesach rozwojowych korzystne byłoby za-
stąpienie terminu „system antyoksydacyjny” 
terminem „system modulowania ROS”, ozna-
czającym system regulujący stężenie ROS w 
komórkach. Zagadnienie to zostało szczegóło-
wo opisane poniżej.

szlakach metabolicznych zachodzących na 
różnych etapach w fizjologii nasion (joB i 
współaut. 2005). 

Z uwagi na dwojaki charakter natury 
ROS, pozwalający na określanie ich działania 
wyrażeniem „związki tworzące sygnał oksy-
dacyjny”, autorzy niniejszej pracy starali się 
odpowiedzieć na pytanie jaką rolę odgrywają 
te cząsteczki w regulacji rozwoju, kiełkowa-
nia i starzenia nasion. Podstawowe informa-
cje dotyczące tego zagadnienia znajdzie zain-
teresowany czytelnik w pracy przeglądowej 

POWSTAWANIE ROS W NASIONACH

Jednoelektronowa redukcja O2 prowa-
dzi do powstania anionorodnika ponadtlen-
kowego (O2

–·), którego czas połowicznego 
rozpadu wynosi od około 0,2 ms do 20 ms 
(zazwyczaj mniej niż 1 ms). W procesie zwa-
nym dysmutacją (proces dysproporcjonowa-
nia) następuje spontaniczne samoprzekształ-
canie O2

–. do nadtlenku wodoru (H2O2) i O2 
(Bartosz 2004, Foyer i noCtor 2005). Pro-
ces ten ulega znacznemu przyspieszeniu w 
obecności dysmutazy ponadtlenkowej (SOD) 
(Bowler i współaut. 1994). Bardziej stabil-
ną formą ROS jest H2O2, który posiada zdol-
ność do swobodnego przemieszczania się 
przez błony biologiczne kanałami wodnymi, 
akwaporynami, lub specyficznymi kanałami 
zwanymi peroksykanałami (neill i współ-
aut. 2002, Bienert i współaut. 2007). Może 
zatem oddziaływać z różnymi składnikami 
komórki, np. modyfikować strukturę białek 
(reagowanie z grupami sulfhydrylowymi -SH 
reszt aminokwasów) poza miejscem, w któ-
rym powstaje (sCandalios i współaut. 1997). 
Ze względu na łatwość przemieszczania się, 
H2O2 pełni bardzo ważną funkcję przekaźni-
ka drugiego rzędu w przenoszeniu sygnału 
w komórkach roślinnych (Foyer i noCtor 
2005). Wytwarzanie H2O2 zachodzi nie tylko 
w wyniku samorzutnego dysproporcjonowa-
nia O2

–., ale też na drodze redukcji O2
–·, przy 

udziale takich reduktantów komórkowych 
jak askorbinian (AsA), glutation (GSH) oraz 
inne związki zawierające grupy -SH (asada 
1999). Najbardziej „agresywną” formą ROS, 
zwłaszcza w stosunku do komórkowego 
DNA, jest rodnik hydroksylowy (·OH), który 
nie tylko może niszczyć strukturę deoksyry-
bozy, ale również zasad purynowych, jak i 
pirymidynowych. Nagromadzanie 8-hydroksy-
guanidyny jest najczęściej obserwowaną mo-
dyfikacją wynikającą z działania tlenu single-

towego (1O2), zaliczanego do ROS (Bartosz 
2004, møller i współaut. 2007). Ponadto ·OH 
natychmiast wchodzi w reakcję ze wszystki-
mi składnikami komórki, które znajdują się 
w jego pobliżu, reaguje z wolnymi cukrami 
i poliolami, a głównym produktem tej reak-
cji jest szkodliwy kwas mrówkowy (møller 
i współaut. 2007, møller i sweetlove 2010). 
Stężenie ROS w komórce dodatkowo wzra-
sta w wyniku reakcji Fentona, w której, przy 
udziale H2O2 i O2

–. w obecności takich kata-
lizatorów jak jony żelaza (Fe2+) czy miedzi 
(Cu+), dochodzi do zwiększonej produkcji 
·OH (Chen i sChopFer 1999, Bartosz 2004). 

Czynnikami środowiskowymi (biotyczny-
mi i abiotycznymi) stymulującymi wzrost wy-
twarzania ROS w nasionach na różnych eta-
pach ich rozwoju są m.in.: promieniowanie 
jonizujące, promieniowanie nadfioletowe, 
nadmierna energia świetlna, ozon, utlenianie 
zredukowanych form niskocząsteczkowych 
składników komórek, reakcje enzymatycz-
ne oraz metale ciężkie (rUCińsKa i współ-
aut. 1999, Bartosz 2004, Bailly i współaut. 
2008), atak patogenów oraz działanie ekstre-
malnych temperatur (wojtaszeK 1997, Bol-
well i współaut. 2002, BloKhina i współaut. 
2003). Ponadto, wzrost stężenia ROS w ko-
mórkach nasion powodowany jest również 
modyfikacją metabolizmu. Enzymami zaan-
gażowanymi w wytwarzanie ROS są przede 
wszystkim oksydazy: oksydaza NADPH, oksy-
daza glikolanowa, oksydaza glukozowa, oksy-
daza poliaminowa, oksydaza ksantyny, ami-
nooksydaza apoplastowa (asada 1992, woj-
taszeK 1997), a także lipooksygenaza oraz 
pH-zależne peroksydazy związane ze ścia-
ną komórkową (Bolwell i współaut. 2002, 
neill i współaut. 2002). Oksydaza NADPH 
związana z plazmolemą katalizuje produkcję 
O2

–. z O2, wykorzystując NADPH jako do-
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chondriach są kompleks I (oksydoreduktaza: 
NADH-ubichinon) i kompleks III (oksydore-
duktaza: ubichinol — cytochrom c) (møller 
i współaut. 2007). Zatem można przyjąć, że 
wzrost produkcji ROS w mitochondriach jest 
związany ze zmianą intensywności oddycha-
nia. Dodatkowo ROS (głównie H2O2) mogą 
powstawać również podczas glukoneogenezy 
(graham 2008).

Kiełkowanie, to proces rozpoczynający 
się gwałtownym pobieraniem wody (imbi-
bicja) przez nasiona. W tym czasie obserwo-
wany jest wzrost stężenia ROS. Uwodnienie 
komórek umożliwia metaboliczną aktywację 
zarodka, związaną z mobilizacją substancji 
zapasowych i indukcją oddychania mitochon-
drialnego, które stanowią podstawowe źródło 
ROS (Bailly i współaut. 2008). Wzrost we-
wnątrzkomórkowego stężenia ROS może być 
uważany za jedną z charakterystycznych cech 
kiełkowania sensu stricto (Bailly i współaut. 
2008, gniazdowsKa i współaut. 2010a). Wcze-
sne etapy kiełkowania związane są ze zmianą 
objętości przez pęczniejące komórki. W regu-
lacji wydłużania komórek uczestniczą m.in. 
auksyny, które dodatkowo przyczyniają się do 
apoplastycznej produkcji ROS (Carol i do-
lan 2006). Wykazano, że hamowanie wzrostu 
wydłużeniowego komórek, indukowanego au-
ksyną, następuje w obecności związków sto-
sowanych jako zmiatacze ROS (głównie ·OH) 
(sChopFer 2001). W procesach rozluźniania 
struktury ścian komórkowych uczestniczą 
również peroksydazy apoplastowe stymulu-
jące wytwarzanie ·OH. W ten sposób ROS 
przyspieszają rozluźnianie struktury ścian ko-
mórkowych, umożliwiając szybszy wzrost wy-
dłużeniowy komórek i ułatwiając przebicie 
korzenia zarodkowego przez okrywy nasienne 
(sChopFer i współaut. 2002, müller i współ-
aut. 2009). ROS mogą też oddziaływać na 
kiełkowanie nasion poprzez utlenianie związ-
ków fenolowych, obecnych np. w perykarpie, 
a uważanych za inhibitory kiełkowania, jak 
ma to miejsce w przypadku nasion cynii wy-
twornej (Zinnia elegant) (Bailly i współaut. 
2008).

nor elektronów (Foreman i współaut. 2003, 
møller i współaut. 2007). Innymi źródłami 
ROS są również: oksydoreduktaza ksantyny 
i cytochrom P450 oraz reduktaza cytochro-
mu P450 (Bartosz 2004, møller i współaut. 
2007, Bailly i współaut. 2008). 

Organella komórkowe nasion, w których 
produkowane są ROS, to przede wszystkim 
peroksysomy i mitochondria (Bailly i współ-
aut. 2008). Peroksysomy roślinne odpowie-
dzialne są za wewnątrzkomórkową produk-
cję głównie H2O2, ponadto jak wykazano w 
ostatnich latach, biorą również udział w syn-
tezie zarówno O2

-. jak i tlenków azotu (NOx) 
(Corpas i współaut. 2001, del río i współaut. 
2002). Znaczne ilości ROS są wytwarzane w 
kiełkujących nasionach lipidowych, takich 
roślin jak słonecznik (Helianthus annuus) i 
jabłoń (Malus domestica) w specyficznych 
peroksysomach (glioksysomach), gdzie zacho-
dzi proces β-oksydacji kwasów tłuszczowych 
(BogateK i współaut. 2003, Bailly i współaut. 
2008). Ponadto ROS powstają w wyniku enzy-
matycznej reakcji z udziałem oksydaz flawino-
wych (del río i współaut. 2002, Foyer i noC-
tor 2003). Wzrost stężenia ROS w matriks 
peroksysomów związany jest także z utlenia-
niem ksantyny do kwasu uronowego, w re-
akcji katalizowanej przez oksydazę ksantyny 
(Corpas i współaut. 2001). We wczesnych 
etapach dojrzewania nasion pewnych gatun-
ków roślin, takich jak pomidor (Lycopersicon 
esculentum), marchew zwyczajna (Daucus 
carota), kapusta (Brassica oleracea) czy łu-
bin (Lupinus luteus), dodatkowe źródło ROS 
stanowi fotosyntetyczny transport elektronów 
w chloroplastach (jalinK i współaut. 1999, 
garnCzarsKa i współaut. 2009).

W procesie oddychania mitochondrialne-
go, w warunkach fizjologicznych, obserwo-
wane jest zjawisko tzw. przecieku mitochon-
drialnego. Polega ono na niepełnej redukcji 
tlenu (około 1–2%) zużywanego przez ro-
śliny. Prowadzi to do wytwarzania głównie 
O2

–., który z kolei ulega dysmutacji do H2O2. 
Podstawowym miejscem powstawania ROS 
w łańcuchu transportu elektronów w mito-

AKTYWNOŚĆ BIOLOGICZNA ROS

Toksyczne działanie ROS polega na ich 
ogromnej reaktywności z różnymi składni-
kami żywej komórki takimi jak: lipidy, biał-
ka (w tym enzymy), kwasy nukleinowe i 
cukry. Prowadzi to do wielu modyfikacji 
struktury i funkcji tych cząsteczek (oksy-

dacja lipidów, inaktywacja enzymów, bia-
łek transportujących, receptorów i kanałów 
jonowych, uszkodzenie struktury kwasów 
nukleinowych, depolimeryzacja polisacha-
rydów) (Bartosz 2004, møller i współaut. 
2007, Bailly i współaut. 2008). Działanie 
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syny (laohavisit i współaut. 2010). Sugero-
wana jest także regulacja stężenia ROS na za-
sadzie sprzężenia zwrotnego. Pod wpływem 
zmian zawartości Ca2+ w komórkach następu-
ją zmiany ilości ROS (Carol i dolan 2006). 
Ponadto w ścieżkach sygnałowych indukowa-
nych przez H2O2 uczestniczą Ca2+ i kalmodu-
lina (desiKan i współaut. 2001). 

ROS modyfikują potencjał redoks w ko-
mórce m.in. w wyniku oddziaływania na 
zmianę wartości stosunku glutationu w for-
mie zredukowanej do formy utlenionej (GSH/
GSSG) (Bailly i współaut. 2008). Wykazano, 
że aktywność niektórych białek zaangażowa-
nych w regulację procesów związanych z pro-
dukcją energii podlega modyfikacjom przez 
H2O2. Takim białkiem jest np. dehydrogenaza 
aldehydu 3-fosfoglicerynowego (GAPDH) wy-
stępująca u rzodkiewnika w dwu izoformach: 
cytozolowej i zlokalizowanej w ścianie komór-
kowej (hanCoCK i współaut. 2005). Aktyw-
ność GAPDH wyizolowanej z zawiesiny ko-
mórkowej rzodkiewnika ulega odwracalnemu 
hamowaniu pod wpływem ROS, a ponadto 
reakcja ta jest zależna od stężenia H2O2 (han-
CoCK i współaut. 2005). Aktywność GAPDH 
podlega również inaktywacji przez NO, a 
efekt ten jest odwracalny w obecności reduk-
tantów np. ditiotreitolu (DTT) (lindermayr i 
współaut. 2005). H2O2 może współdziałać z 
NO w modyfikacji innych białek, działając na 
grupy sulfhydrylowe (-SH) i umożliwiając ich 
nitrozylację. Innymi białkami podlegającymi 
modyfikacjom przez ROS są: dehydrogenaza 
alkoholowa, syntaza glutaminowa i transfera-
za S-adenozylometioniny (jeden z komponen-
tów szlaku biosyntezy etylenu i poliamin). W 
przypadku tego ostatniego enzymu, odwracal-
nemu utlenieniu przez ROS ulega reszta cy-
steiny (Cys), która również podlega modyfika-
cjom przez NO (hanCoCK i współaut. 2005). 
ROS (głównie H2O2) wspólnie z NO, stymu-
lują oddychanie drogą niewrażliwą na cyjan-
ki (CN–) i azydki, poprzez aktywację genów 
kodujących alternatywną oksydazę (AOX), np. 
AoX1a w liściach tytoniu (ederli i współaut. 
2009). Wzrost ekspresji AoX1a pod wpływem 
działania H2O2 wykazano również dla siewek 
kukurydzy (Zea mays) (polidoros i współaut. 
2005). AOX może zapobiegać nadmiernej pro-
dukcji ROS w mitochondriach podczas zabu-
rzenia transportu elektronów, spowodowane-
go różnymi czynnikami stresowymi (jUszCzUK 
i ryChter 2003). 

W wyniku oddziaływania ROS, w białkach 
utlenianiu ulegają określone reszty amino-
kwasowe m.in. Cys i metionina (Met). ROS 

to może być zarówno pośrednie (utlenianie 
określonych związków, które poprzez taką 
modyfikację stają się przekaźnikami informa-
cji), jak i bezpośrednie, m.in. poprzez mody-
fikację czynników transkrypcyjnych i w kon-
sekwencji zmianę ekspresji genów (Foyer 
i noCtor 2005, møller i sweetlove 2010). 
Wzrost stężenia ROS (głównie H2O2) w da-
nym organellum komórkowym, które reagu-
je na czynnik stresowy (np. mitochondrium 
lub chloroplast), nie stanowi specyficznego 
sygnału przekazywanego dalej do jądra ko-
mórkowego. W zależności od rodzaju bodź-
ca stresowego i jego lokalizacji potrzebne są 
odpowiednie produkty transkrypcji, które po 
dotarciu do miejsca docelowego umożliwia-
łyby reakcję na ten stres. Zaproponowano, że 
takim specyficznym sygnałem oksydacyjnym, 
stymulującym transkrypcję określonych bia-
łek, mogą być wtórne przekaźniki informacji 
powstające lub modyfikowane lokalnie (w 
konkretnym organellum) w wyniku działa-
nia ROS, np. odpowiednie kinazy białkowe 
czy peptydy utlenione (møller i sweetlove 
2010). 

Wykazano, że podwyższone stężenie H2O2 
w kulturze zawiesinowej komórek rzodkiew-
nika wywołuje zmianę ekspresji ponad 100 
genów kodujących m.in. enzymy należące 
do systemu zmniejszającego stężenie ROS: 
S-transferazę glutationową, amoniakoliazę 
L-fenyloalaniny, katalazę. ROS zwiększają po-
nad 2-krotnie ekspresję genów kodujących 
wymienione białka oraz kodujących białka 
związane ze starzeniem i naprawą uszkodzo-
nego DNA (desiKan i współaut. 2001, han-
CoCK i współaut. 2001). ROS kontrolują rów-
nież aktywację białek kinazowych aktywowa-
nych mitogenami (MAP) (Bailly i współaut. 
2008). Specyficzną kinazą, która ulega regu-
lacji za pośrednictwem ROS u rzodkiewnika 
jest OXI1 (ang. oxidative signal-inducible 1), 
która uczestniczy w sygnale kinaz białko-
wych MAP (AtMPK3 i AtMPK6) (rentel i 
współaut. 2004). Z drugiej strony, ROS ha-
mują aktywność fosfataz typu 2C (PP2C), 
ABI1 i ABI2, będących elementami szlaku 
transdukcji sygnału indukowanego przez 
kwas abscysynowy (ABA), fitohormon utrzy-
mujący spoczynek nasion (Bailly i współ-
aut. 2008). ROS modyfikują stężenie jonów 
wapnia (Ca2+) w komórkach. U rzodkiewni-
ka wykazano zwiększony napływ jonów Ca2+ 
do komórek pod wpływem działania ROS, 
które aktywowały kanały wapniowe (mori i 
sChroeder 2004). Proponuje się, że kanałami 
podlegającymi aktywacji przez ROS są anek-
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wi obecnie powszechnie stosowany znacz-
nik w badaniach nad utlenianiem białek (joB 
i współaut. 2005). Metodą pozwalającą na 
oznaczanie grup karbonylowych jest ich ko-
walencyjne wiązanie z 2,4-dinitrofenylohy-
drazyną (DNPH). Powstaje wówczas stabil-
ny produkt 2,4-dinitrofenylohydrazon, który 
można oznaczać spektrofotometrycznie lub 
znakować za pomocą przeciwciał. Jednakże 
ostatnie doniesienia wskazują na mniejszą 
niż początkowo sądzono specyficzność tej 
metody. Okazuje się, że DNPH reaguje rów-
nież ze zmodyfikowanymi resztami Cys, two-
rząc pochodne hydrazonowe (dalle-donne i 
współaut. 2009).

Badania związane z karbonylacją białek 
w nasionach prowadzone są przez grupę ba-
dawczą pod kierunkiem Dominique i Clau-
dette Job (Laboratoire mixte CNRS / Bayer 
Crop Science, Lyon). Wykazano, że w czasie 
dojrzewania nasion rzodkiewnika następuje 
gromadzenie białek zapasowych, struktural-
nych, enzymatycznych i transkryptów biał-
kowych. Proces desykacji nasion powoduje 
wzrost stężenia ROS w komórkach i jedno-
czesne stopniowe obniżanie aktywności en-
zymów regulujących zawartość tych reaktyw-
nych związków. Takie warunki fizjologiczne 
sprzyjają intensywnemu procesowi utleniania 
białek. Ilość białek karbonylowanych dodat-
kowo może ulec zwiększaniu w trakcie im-
bibicji (pierwszej fazy kiełkowania nasion). 
Analizy proteomiczne udowodniły nie tylko 
selektywność procesu karbonylacji, ale i ko-
nieczność jego występowania na różnych 
etapach rozwoju nasion. Badania te pozwo-
liły na uzyskanie obrazu zmian ilościowych 
i jakościowych białek utlenionych, podczas 
dojrzewania i kiełkowania nasion. W trakcie 
dojrzewania nasion utlenianiu ulegały głów-
nie białka zapasowe zaliczane do β 11–12S 
globulin, u rzodkiewnika zwane krucyfery-
nami. Grupy karbonylowe wykryto w obu 
podjednostkach krucyferyny, chociaż stopień 
karbonylacji dla poszczególnych podjedno-
stek był różny. Najprawdopodobniej modyfi-
kacja ta ma związek z późniejszym, szybszym 
wykorzystaniem tych białek jako źródła azotu 
do syntezy innych związków (joB i współaut. 
2005). Poza białkami zapasowymi, utlenianiu 
w czasie dojrzewania nasion ulegają także 
białka szoku cieplnego (ang. heat shock pro-
teins, HSP) białka późnej embriogenezy (ang. 
late-embryogenesis-abundant, LEA), enolaza i 
białko podlegające indukcji kwasem jasmo-
nowym (JA) (joB i współaut. 2005). Intere-
sujące jest, że w czasie kiełkowania nasion 

powodują utlenianie grupy –SH w Cys do 
mostków disiarczkowych. Cys może też być 
przekształcana do kwasu sulfinowego cyste-
iny (R-SO2H) z wytworzeniem metabolitu 
pośredniego, kwasu sulfenowego cysteiny 
(R-SO3H). Reszta Met ulega odwracalnemu 
pojedynczemu lub podwójnemu utlenianiu 
do sulfotlenku i sulfonu metioniny (møller i 
współaut. 2007, reinders i siCKmann 2007). 
Nieodwracalną modyfikacją białek przez ROS 
jest utlenianie reszt tryptofanowych (Trp) do 
N-formylokynureniny (NFK) (møller i współ-
aut. 2007). Analiza białek wyizolowanych z 
mitochondriów ziemniaka (Solanum tubero-
sum) i ryżu (oryza sativa), przeprowadzona 
metodą spektrometrii masowej, pozwoliła na 
zidentyfikowanie szeregu enzymów podlega-
jących takim modyfikacjom. Obecnie uważa 
się, że utlenianie reszt aminokwasów w biał-
kach przez ROS nie jest szkodliwe, ale raczej 
stanowi potranslacyjną zmianę ich aktywno-
ści (møller i współaut. 2007). Jedną z takich 
najważniejszych modyfikacji jest utlenianie 
białek, będące najprawdopodobniej proce-
sem nieodwracalnym. Utlenianie w białkach 
reszt aminokwasowych: argininy (Arg), hi-
stydyny (His), lizyny (Lys), proliny (Pro), 
treoniny (Thr) i tryptofanu (Trp) powoduje 
powstawanie wolnych grup karbonylowych 
(C=O). Białka wiążące jony metali przejścio-
wych są zdecydowanie bardziej narażone na 
karbonylację, gdyż rodniki ·OH (powstałe w 
wyniku redukcji H2O2) reagują z aminokwa-
sami znajdującymi się w ich najbliższym są-
siedztwie (møller i współaut. 2007). Analiza 
poziomu utleniania białek występujących w 
peroksysomach obielma kiełkujących nasion 
rącznika pospolitego (Ricinus communis) 
wykazała występowanie grup karbonylowych 
w stężeniu około 4 nmol w mg białka całko-
witego (ngUyen i donaldson 2005). Ponad-
to obserwowano ponad 8-krotny wzrost ilo-
ści grup utlenionych po dwu godzinnej inku-
bacji tych białek w obecności askorbinianu i 
jonów miedzi. Warunki sprzyjające utlenianiu 
aminokwasów umożliwiły identyfikację bia-
łek najbardziej podatnych na omawiane dzia-
łanie ROS. Zaobserwowano zatem około 80% 
hamowanie aktywności CAT oraz 50–100% 
hamowanie aktywności syntazy jabłczanowej, 
liazy izocytrynianowej i dehydrogenazy jabł-
czanowej (ngUyen i donaldson 2005). Now-
sze badania wykazały, że cząsteczki CAT i 
syntazy jabłczanowej podlegają utlenianiu w 
kilku różnych miejscach (anand i współaut. 
2009). Powstawanie grup karbonylowych w 
białkach pod wpływem działania ROS stano-
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organicznych, w tym lipidów (Bailly i współ-
aut. 2008). Mimo niskiej aktywności metabo-
licznej w suchych nasionach może docho-
dzić do degradacji białek i DNA w wyniku 
nagromadzania się ROS, Wzrost stężenia ROS 
związany jest z serią reakcji chemicznych, 
tzw. reakcji Amadori-Maillard zainicjowanych 
obecnością cukrów redukujących i reszt ami-
nokwasów o charakterze zasadowym. W wie-
loetapowym łańcuchu reakcji Amadori-Mail-
lard następuje uszkodzenie struktury białek, 
hydroliza cukrów oraz uszkodzenie błon ko-
mórkowych, co sprzyja procesom starzenia 
nasion (Bailly i współaut. 2008).

Oprócz toksycznej roli ROS należy szcze-
gólnie podkreślić pozytywne znaczenie tych 
związków w fizjologii nasion. Kiełkowanie 
nasion wielu gatunków roślin jest stymulo-
wane przez H2O2. Regulacji takiej podlegają 
m.in. spoczynkowe nasiona jęczmienia (Ave-
na sativa) (Bailly i współaut. 2008), ryżu 
(naredo i współaut. 1998) i zarodki jabło-
ni (BogateK i współaut. 2003). W pracach 
prowadzonych na kiełkujących nasionach 
soi zaobserwowano wzrost stężenia ROS, 
zarówno w osi zarodkowej jak i w okrywie 
nasiennej. Wzmożoną syntezę H2O2 w osiach 
zarodkowych i okrywach nasiennych wykaza-
no również w przypadku kiełkujących nasion 
rzodkwi (sChopFer i współaut. 2001), osiach 
zarodkowych słonecznika (oraCz i współaut. 
2009) oraz w osiach zarodkowych jabłoni 
(gniazdowsKa i współaut. 2010a). Wzrost 
stężenia ROS zaobserwowano również w 
osiach zarodkowych łubinu tuż po przebiciu 
okrywy nasiennej (garnCzarsKa i współaut. 
2009). Utlenianie specyficznych polisacha-
rydów ściany komórkowej nasion pieprzycy 
siewnej (Lepidium sativum) przez .OH sty-
mulowało ich kiełkowanie (müller i współ-
aut. 2009), podobnie jak wzrost elongacyjny 
koleoptyli siewek kukurydzy. Ponadto dzia-
łanie ROS na rozluźnianie struktury ścian 
komórkowych było tkankowo-specyficzne i 
podlegało hormonalnej regulacji przez gibe-
reliny (GA) i ABA (müller i współaut. 2009). 
Wzrost stężenia ROS podczas kiełkowania 
zarodków słonecznika nie przyczyniał się do 
nagromadzania malonylodialdehydu (MDA) 
– wskaźnika peroksydacji lipidów (oraCz i 
współaut. 2009), stąd autorzy sugerują, że 
główna rola ROS w tym przypadku związana 
jest z funkcją informacyjną. Zmianę zawar-
tości ROS stwierdzono nie tylko in situ, ale 
również w podłożu bezpośrednio otaczają-
cym kiełkujące nasiona soi (Frahry i sChop-
Fer 1998). Także podczas prowadzenia kultu-

rzodkiewnika wykazano wzrost karbonylacji 
większej podjednostki karboksylazy/oksyge-
nazy rybulozo-1,5-bisfosforanu (RuBisCO), 
białek HSP, białek chaperonowych, białek 
należących do rodziny 1 hydrolaz glikozydo-
wych, cytozolowej GAPDH, aminopeptydaz, 
podjednostki β F0F1-ATPazy i wielu czynni-
ków transkrypcyjnych (joB i współaut. 2005). 
Karbonylacja białek podczas kiełkowania na-
sion została wykazana również w zarodkach 
słonecznika (oraCz i współaut. 2007), w któ-
rych nieodwracalnemu utlenianiu przez ROS 
ulegały dehydrogenaza alkoholowa, enolaza, 
hydrolaza epoksydowa oraz czynnik wzro-
stu 2. Jednocześnie karbonylacja tych białek 
związana była z ustąpieniem spoczynku za-
rodków słonecznika. 

ROS mogą brać udział również w po-
wstawaniu reaktywnych form elektrofilo-
wych oksylipin (ang. reactive electrophilic 
oxylipins, RES). Związki te jak wykazano dla 
rzodkiewnika powstają nie tylko w wyniku 
utleniania wielonienasyconych kwasów tłusz-
czowych (ang. polyunsaturated fatty acid, 
PUFA) błon komórkowych, ale również utle-
niania wolnych kwasów tłuszczowych. RES 
reagują z białkami oraz kwasami nukleino-
wymi, zatem w wyższych stężeniach są tok-
syczne (mUeller i Berger 2009). Z drugiej 
strony, stwierdza się stałe, niewielkie stęże-
nie RES nawet w tkankach i komórkach nie 
poddanych działaniu czynników stresowych. 
RES zmieniają metabolizm m.in. na drodze 
indukcji ekspresji genów, w tym również 
tych, które uczestniczą w detoksykacji ROS, 
jak np. transferaza S-glutationowa. Poza tym 
RES modyfikują aktywność białek bogatych 
w grupy tiolowe (mUeller i Berger 2009). 

W czasie dojrzewania nasion niewrażli-
wych na desykację (nasiona ortodoksyjne) 
dochodzi do zmiany aktywności enzymów 
zaangażowanych w usuwanie ROS. Następuje 
spadek aktywności SOD i wzrasta akumulacja 
ROS w tkankach zarodka (Bailly i współaut. 
2008). Jednocześnie, wzrost aktywności CAT 
zabezpiecza przed zbyt wysokim stężeniem 
ROS. Długotrwałe przechowywanie nasion 
lub/i niewłaściwe warunki (temperatura, wil-
gotność powietrza) prowadzą do obniżenia 
zdolności do kiełkowania. Jest to związane 
m.in. ze zmianą aktywności biologicznej, a w 
konsekwencji również nagromadzaniem ROS 
w nasionach. Pomimo silnego odwodnienia, 
nawet niewielka ilość wody znajdująca się w 
suchych nasionach może sprzyjać powstawa-
niu ROS, głównie na drodze nieenzymatycz-
nego samoutleniania niektórych związków 
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piny nasiennej obserwuje się wzrost zawarto-
ści ROS, związany ze stymulacją aktywności 
mitochondrialnej, co w skrajnych przypad-
kach może prowadzić nawet do obumarcia 
kiełkujących nasion (garnCzarsKa i współ-
aut. 2009). 

Istnieje wiele hipotez wyjaśniających 
udział ROS w usuwaniu spoczynku i stymu-
lacji kiełkowania nasion. Bailly i współaut. 
(2008) zaproponowali model tzw. „okna 
oksydacyjnego”, opisujący krytyczne wartości 
ROS determinujące dalszy los nasion. Zbyt 
wysokie stężenie ROS (powyżej wartości 
określonej jako okno oksydacyjne) powoduje 
uszkodzenie komórek, spadek wigoru nasion 
tj. kiełkowanie ulega zahamowaniu lub/i wy-
kształcają się nieprawidłowe siewki (Ryc. 1). 
Stopniowo nasiona ulegają starzeniu lub na-
wet dochodzi do śmierci w wyniku licznych 
uszkodzeń składników komórkowych. Z dru-
giej strony nasiona są zdolne do kiełkowania 
dopiero gdy stężenie ROS w ich komórkach 

ry zarodków jabłoni zaobserwowano wzrost 
stężenia ROS (H2O2) w podłożu (gniazdow-
sKa i współaut. 2010a). Proces ten może być 
zatem wskaźnikiem ustępowania spoczynku. 
Niewątpliwie, wydzielanie ROS do środowi-
ska zewnętrznego przez kiełkujące nasiona 
i rozwijające się siewki wzmaga się podczas 
ataku patogenów, co jest związane z anty-
septycznym działaniem tych reaktywnych 
związków (Frahry i sChopFer 1998, sChop-
Fer i współaut. 2002). Jednakże wykazano, że 
korzenie wydzielają do podłoża H2O2, nawet 
mimo braku patogenów, czy innych elicyto-
rów (Frahry i sChopFer 1998). 

Warunki hipoksji występujące w nasio-
nach podczas pierwszych etapów kiełkowa-
nia przyczyniają się do nagromadzania ROS. 
Ograniczony dostęp tlenu do zarodka, spo-
wodowany obecnością okryw nasiennych, 
powoduje zmniejszenie aktywności enzy-
mów uczestniczących w detoksykacji ROS 
(BogateK i współaut. 2003). Po przebiciu łu-

Ryc. 1. Model okna oksydacyjnego opisujący podwójną funkcję ROS w fizjologii nasion.

Wzrost zawartości ROS w nasionach podczas imbibicji przedstawia strzałka podzielona na fragmenty repre-
zentujące konkretne stężenie tych reaktywnych związków. Okno oksydacyjne odpowiada takiemu stężeniu 
ROS, które musi zostać osiągnięte aby nasiona mogły rozpocząć proces kiełkowania. Poniżej tego stężenia 
ROS, nasiona pozostają w stanie spoczynku. Zbyt wysokie stężenie ROS (powyżej okna oksydacyjnego) po-
wstałe na skutek procesów starzenia bądź niekorzystnych warunków środowiskowych uniemożliwia kiełko-
wanie nasion. Wg. (Bailly i współaut. 2008) zmodyfikowany.
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i współaut. (2003) wykazali, że poddanie za-
rodków jabłoni działaniu czynników zwiększa-
jących stężenie ROS w komórkach powoduje 
spadek zawartości ABA. Traktowanie spoczyn-
kowych nasion rzodkiewnika H2O2 powodowa-
ło stymulację ekspresji genów CYP707A zwią-
zanych z katabolizmem ABA (liU i współaut. 
2010). Z drugiej strony podanie ABA znosiło 
stymulujący efekt działania H2O2 w przypadku 
kiełkujących nasion grochu (Pisum sativum) 
(BarBa-espin i współaut. 2010). ROS poza od-
działywaniem z ABA, mogą współdziałać z in-
nymi fitohormonami uczestniczącymi w regu-
lacji procesu kiełkowania nasion, takimi jak 
GA, etylen czy brasinosteroidy (BarBa-espin i 
współaut. 2010). Wykazano, że poza przyspie-
szaniem degradacji ABA, H2O2 stymuluje bio-
syntezę GA (wzrost ekspresji genów GA3ox i 
GAw20ox) podczas kiełkowania nasion rzod-
kiewnika (liU i współaut. 2010). ROS stymulu-
ją wydzielanie etylenu działając na jego bezpo-
średni prekursor — ACC (kwas 1-aminocyklo-
propanokarboksylowy). W czasie pierwszych 
faz kiełkowania zarodków jabłoni obserwuje 
się jednoczesny wzrost stężenia ROS i spadek 
stężenia ACC przy niskiej aktywności oksydazy 
ACC (ACO) (gniazdowsKa i współaut. 2010b). 
Przekształcanie ACC do etylenu pod wpływem 
działania ROS może stanowić kolejny mecha-
nizm regulacji usuwania głębokiego spoczynku 
nasion. Udział ROS w etylenowym szlaku trans-
dukcji sygnału został potwierdzony przez wy-
niki badań oraCz i współaut. (2009). Autorzy 
wykazali wzrost ekspresji genów ETR2 i ERF1 
w kiełkujących zarodkach słonecznika pod 
wpływem działania ROS. Zwiększona trans-
krypcja ERF1, czynnika odpowiedzi na etylen, 
w zarodkach słonecznika była również obser-
wowana pod wpływem działania HCN i same-
go etylenu. Wyniki te wskazują na powiązanie 
ROS, HCN i etylenu w ustępowaniu spoczynku 
nasion (oraCz i współaut. 2009). 

Rozwój nowych metod badawczych po-
zwala na identyfikację w komórkach coraz 
większej liczby związków, które podlegają 
pośrednim bądź bezpośrednim modyfika-
cjom przez ROS. Prowadzi to do lepszego 
poznania mechanizmów związanych z po-
wstawaniem, usuwaniem spoczynku i regula-
cją kiełkowania nasion. 

osiągnie progową wartość. Poniżej tego kry-
tycznego stężenia ROS nasiona nie kiełkują 
i pozostają w stanie spoczynku. Jak wykaza-
no dla nasion kasztana jadalnego (Castanea 
sativa), należących do nasion wrażliwych na 
odwodnienie (ang. recalcitrant), zewnątrzko-
mórkowa produkcja ROS zwiększa tolerancję 
na niewielką desykację (roaCh i współaut. 
2010). Żywotność odwodnionych w niewiel-
kim stopniu (do 38% zawartości wody) ca-
łych nasion oraz izolowanych z nich osi za-
rodkowych wzrastała po podaniu H2O2 (ro-
aCh i współaut. 2010).

Wielokrotnie wykazano, że obniżone kieł-
kowanie nasion w warunkach odbiegających 
od optymalnych jest związane z dodatkową 
produkcją i akumulacją ROS w komórkach. 
Nagromadzanie ROS może powodować ha-
mowanie kiełkowania w niesprzyjających wa-
runkach środowiskowych. Wrażliwe na chłód 
nasiona soi, poddane imbibicji w 5°C, wykazy-
wały intensywną peroksydację lipidów. Hamo-
wanie kiełkowania związane z nadmiernym 
utlenianiem tłuszczy przez nagromadzanie 
ROS było wynikiem działania niskiej tempe-
ratury jako czynnika stresowego (posmyK i 
współaut. 2001). Imbibicja nasion słonecznika 
w zbyt wysokiej temperaturze (powyżej 40°C) 
również prowadziła do wzrostu zawartości 
ROS oraz obniżenia kiełkowania (CorBineaU 
i współaut. 2002). Obecność w środowisku 
specyficznych związków chemicznych, allelo-
związków, może także ograniczać kiełkowanie 
nasion różnych gatunków roślin w wyniku 
nadmiernej produkcji i akumulacji ROS w ich 
tkankach. Kiełkowanie nasion gorczycy białej 
(Sinapis alba) było hamowane allelozwiąz-
kami pochodzącymi z liści słonecznika. Efekt 
ten był wynikiem zwiększonej akumulacji 
ROS, zwiększonej przepuszczalności błon ko-
mórkowych i peroksydacji lipidów (Bailly i 
współaut. 2008). 

Prowadzono również badania nad interak-
cją pomiędzy ROS i ABA w regulacji spoczyn-
ku nasion; pod wpływem działania H2O2 zaha-
mowaniu ulega nie tylko droga sygnału wywo-
łanego ABA. Traktowanie spoczynkowych na-
sion jęczmienia (Hordeum vulgare) donorami 
ROS prowadziło także do spadku stężenia ABA 
w tkankach (wang i współaut. 1998). BogateK 

REGULACJA STĘŻENIA ROS

Równolegle z produkcją ROS, aktywacji 
ulega system modulujący ich stężenie w ko-
mórkach roślinnych. System ten można po-

dzielić na: enzymatyczny i nieenzymatyczny. 
Do pierwszego z nich zalicza się: dysmutazę 
ponadtlenkową (SOD, EC 1.15.1.1), katalazę 
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udział w metabolizmie ROS są białka zdol-
ne do redukcji dehydroaskorbinianu (DHA). 
Aktywność tych białek zanotowano zarów-
no w zarodkach, jak i endospermie nasion 
sosny pinii (Pinus pinea) oraz w zarodkach 
pszenicy (Triticum durum) i bobu (Vicia 
faba) (tommasi i współaut. 2002). Białka 
redukujące DHA występują tylko we wcze-
snych etapach kiełkowania, zwłaszcza na-
sion niewrażliwych na desykację, co korelu-
je z początkowym brakiem aktywności APX. 
Białka redukujące DHA powodują wzrost 
stężenia AsA (gromadzonego głównie jako 
DHA), który stanowi niezbędny substrat do 
dalszych procesów fizjologicznych zachodzą-
cych podczas kiełkowania nasion (tommasi i 
współaut. 2002). Głównym, cząsteczkowym 
antyutleniaczem nasion typu ortodoksyjnego 
jest glutation, w przeciwieństwie do nasion 
wrażliwych na odwodnienie (typu recalci-
trant) (tommasi i współaut. 2002). Najnow-
sze badania sugerują, że melatonina, hormon 
syntetyzowany w szyszynce, regulujący rytmy 
okołodobowe u ssaków, pełni funkcję modu-
lującą stężenie ROS również w komórkach 
roślinnych, także w kiełkujących nasionach 
(janas i współaut. 2005). Ponadto, główne 
źródło fosforu w nasionach, kwas fitynowy 
(sześciofosforan inozytolu), ma zdolność do 
chelatowania Fe3+, zatem ogranicza produk-
cję ROS. Ostatnio wykazano, że u mutantów 
(lpa1-241) kukurydzy o obniżonej zawartości 
kwasu fitynowego w nasionach obserwowa-
no niższą zdolność kiełkowania m.in. w wy-
niku nagromadzania się ROS (doria i współ-
aut. 2009).

CZąSTECZKOWY SYSTEM REGULACJI ROS W 
NASIONACH

Askorbinian (witamina C) występuje w 
komórkach w dwóch 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 przejściowego główną for-
mą askorbinianu jest AsA. Ponadto, jak wyka-
zano dla nasion buku zwyczajnego, głównym 
miejscem akumulacji AsA jest oś zarodkowa 
(pUKaCKa i ratajCzaK 2005). W czasie dojrze-
wania nasion typu ortodoksyjnego początkowa 
wysoka zawartość AsA spada, a wzrasta stęże-
nie DHA, co ma najprawdopodobniej związek 
z utrzymywaniem ich metabolizmu na mini-
malnym poziomie (tommasi i współaut. 2002, 
garnCzarsKa i współaut. 2009). Askorbinian 
(głównie AsA) przede wszystkim pełni funkcję 

(CAT, EC 1.11.1.6), enzymy zaangażowane 
w cykl glutationowo-askorbinianowy (zwa-
ny też cyklem Halliwell-Asada): peroksydazę 
askorbinianową (APX, EC 1.11.1.11), reduk-
tazę monodehydroaskorbinianową (MDHAR, 
EC 1.6.5.4), reduktazę dehydroaskorbinianu 
(DHAR, EC 1.8.5.1) oraz reduktazę glutatio-
nową (GR, EC 1.6.4.2) (Bartosz 2004, Bailly 
i współaut. 2008). Ponadto enzymami zaan-
gażowanym w metabolizm ROS są peroksy-
dazy (POx, EC 1.11.1.7) w tym głównie pe-
roksydaza glutationowa (GPX, EC 1.11.1.9) 
(Chang i współaut. 2009). W przypadku mi-
tochondrium, enzymem regulującym stężenie 
ROS jest alternatywna oksydaza (AOX), która 
katalizuje redukcję O2 z pominięciem kom-
pleksu III i IV szlaku cytochromowego (jUsz-
CzUK i ryChter 2003). Reduktaza benzochi-
nonu (BR; EC 1.6.5.7) stanowi kolejny enzym 
regulujący stężenie ROS w komórkach roślin. 
Zaliczany jest on do rodziny oksydoreduktaz, 
bierze udział w przenoszeniu dwóch elektro-
nów z NAD(P)H na flawiny z pominięciem 
wytworzenia wolnych rodników. Jak wykaza-
no dla siewek grochu traktowanie ich H2O2 
powodowało wzrost aktywności tego enzy-
mu (BarBa-espin i współaut. 2010). 

Do nieenzymatycznego systemu modulu-
jącego stężenie ROS zalicza się głównie drob-
nocząsteczkowe zmiatacze ROS, rozpuszczal-
ne w wodzie: askorbinian i glutation oraz 
rozpuszczalne w tłuszczach, głównie tokofe-
role i karotenoidy (Bartosz 2004). Antyok-
sydacyjne działanie tokoferoli związane jest 
przede wszystkim z usuwaniem wtórnych 
rodników organicznych i przerywaniem łań-
cuchowych reakcji wolnorodnikowych lipi-
dów (BloKhina i współaut. 2003). Innymi 
cząsteczkowymi składnikami systemu detok-
sykacji ROS są: polifenole, flawonoidy, anto-
cyjany i peroksyredoksyny (PER), homologi 
tioredoksyn (aalen 1999). PER redukują .OH 
i H2O2 oraz redukują mostki disiarczkowe w 
białkach ochraniając je przed utlenieniem. 
Związki te, gromadzone są w nasionach w 
czasie dehydratacji m.in. w celu ochrony ma-
teriału genetycznego. PER biorą także udział 
w regulacji stężenia ROS podczas wczesnych 
faz kiełkowania nasion (imbibicja) (aalen 
1999). W usuwaniu ROS uczestniczą również 
dehydryny, białka należące do grupy białek 
LEA, które biorą udział w reakcjach toleran-
cji na odwodnienie w czasie dojrzewania 
nasion różnych gatunków roślin, m.in. buku 
zwyczajnego (Fagus sylvatica). Podobną 
rolę ochronną pełnią białka HSP (KalemBa i 
pUKaCKa 2008). Innymi białkami biorącymi 



122 UrszUla KrasUsKa i współaut.

nasion buku i łubinu w czasie dojrzewania 
wzrastała zawartość GSSG, przewyższając stę-
żenie GSH (pUKaCKa i ratajCzaK 2005, garn-
CzarsKa i współaut. 2009). Stwierdzono, że 
akumulacja GSSG w suchych nasionach może 
sprzyjać utrzymaniu głębokiego spoczynku, 
prawdopodobnie na skutek obniżania aktyw-
ności metabolicznej, w tym hamowania bio-
syntezy białek (tommasi i współaut. 2002). 
Począwszy od pierwszej fazy kiełkowania na-
sion typu ortodoksyjnego następuje gwałtow-
ny wzrost stężenia GSH (tommasi i współ-
aut. 2002). W nasionach GSH pełni funkcję 
ochronną w stosunku do białek narażonych 
na działanie stresu oksydacyjnego stabilizu-
jąc grupy tiolowe aminokwasów. Stanowi 
on ponadto prekursor fitochelatyn (noCtor 
i współaut. 2002). GSH, poza regulacją stę-
żenia ROS, umożliwia tolerowanie procesów 
związanych z desykacją w czasie dojrzewa-
nia nasion różnych gatunków roślin. GSH 
jest niezbędnym magazynem reszt Cys wyko-
rzystywanych do biosyntezy białek podczas 
dojrzewania nasion rzodkiewnika (Cairns i 
współaut. 2006). Utrzymanie odpowiedniego 
stosunku GSH/GSSG podczas kiełkowania od-
powiada za komórkową homeostazę poten-
cjału redoks i uczestniczy w aktywacji eks-
presji niektórych genów (noCtor i współ-
aut. 2002). Istnieją również przesłanki świad-
czące o tym, że glutation reguluje aktywność 
mitotyczną komórek. Od jego stężenia zależy 
dalszy los komórki tj. wejście w fazę S (faza 
poprzedzająca mitozę), bądź w fazę G1 (may 
i współaut. 1998, potters i współaut. 2002). 
GSH stanowi bezpośredni donor elektro-
nów w reakcjach katalizowanych przez GPX. 
Uczestniczy on w reakcjach odtwarzania AsA 
z MDA, stymulując aktywność reduktazy de-
hydroaskorbinianowej (stasolla 2010). 

Tokoferole (witamina E), to rozpuszczal-
ne w lipidach cząsteczkowe antyoksydanty, 
posiadające amfipatyczny charakter, obec-
ne we wszystkich roślinach oraz niektórych 
algach i cyjanobakteriach. Można wyróżnić 
cztery podstawowe typy tokoferoli: α, β, γ i 
δ, które różnią się między sobą ilością i miej-
scem podstawienia grup metylowych w pier-
ścieniach chromanolu (sattler i współaut. 
2004). Najwyższe stężenie tokoferoli obser-
wuje się w nasionach takich gatunków roślin 
jak pszenica, słonecznik i soja (azzi i stoC-
Ker 2000). Tokoferole, poza bezpośrednim 
reagowaniem z ROS, mogą neutralizować 
nadtlenki lipidów, a powstały w tej reakcji 
rodnik tokoferylowy przekształcany jest do 
formy wyjściowej przy udziale m.in. askorbi-

antyoksydacyjną (bezpośrednio i pośrednio), 
ale jest również kofaktorem wielu enzymów, 
zwłaszcza tych, które zawierają jony meta-
li przejściowych (ConKlin i współaut. 2006). 
Stanowi donor elektronów w reakcjach kata-
lizowanych przez APX i stymuluje ekspresje 
genów kodujących APX (asada 1999), uczest-
niczy w reakcjach regeneracji α-tokoforoli i 
β-karotenu z ich postaci rodnikowych (sharma 
i BUettner 1993, azzi i stoCKer 2000), regu-
luje potencjał redoks oraz wraz z glutationem 
podziały komórkowe (potters i współaut. 
2002). Askorbinian stymuluje również synte-
zę nukleotydów purynowych i pirydynowych 
(stasolla 2010). U mutantów (vtc) rzodkiew-
nika o obniżonej zdolności do syntezy askor-
binianu obserwowano wzrost wrażliwości na 
ROS, związany z działaniem czynników stre-
sowych (smirnoFF 2000, ConKlin i współaut. 
2006). Poza tym, askorbinian uczestniczy w 
regulacji wzrostu i różnicowania się komórek 
oraz w procesach związanych z rozwojem ścia-
ny komórkowej, wakuolizacją i wytwarzaniem 
korzeni (smirnoFF 2000, tommasi i współaut. 
2002). Zatem synteza askorbinianu w zarod-
kach nasion zarówno typu ortodoksyjnego jak 
i wrażliwych na desykację jest konieczna do 
prawidłowego przebiegu procesów związa-
nych z kiełkowaniem oraz wzrostem i rozwo-
jem siewek (tommasi i współaut. 2002). Inku-
bacja nasion w roztworze askorbinianu stymu-
luje kiełkowanie halofitów, niwelując szkodli-
we działanie nadmiaru soli w podłożu (Khan 
i współaut. 2006). W nasionach, AsA stymuluje 
aktywność enzymów uczestniczących w synte-
zie niektórych fitohormonów między innymi 
takich jak: ACO (powodując wzrost syntezy 
etylenu), hydroksylazy GA i dioksygenazy 9-ci-
s-epoksykarotenoidowej (związanej z metaboli-
zmem ABA) (de tUllio i arrigoni 2003). Nie 
zawsze jednak AsA zmniejsza stężenie ROS. 
Przy obniżonej zawartości wody w tkankach 
AsA reagując z Fe3+ powoduje wzrost stężenia 
.OH (de tUllio i arrigoni 2003). 

Glutation (γ-Glu-Cys-Gly), to ważny ma-
gazyn reszt tiolowych w komórkach roślin-
nych. Występuje w dwóch postaciach: zredu-
kowanej (GSH) i utlenionej (GSSG). W stan-
dardowych warunkach kiełkowania nasion 
dominującą formą glutationu jest forma zre-
dukowana i stanowi ona ponad 90% ogólnej 
jego zawartości. Wykazano, że w suchych na-
sionach sosny pinii, należącej do nasion typu 
ortodoksyjnego, stężenie GSSG stanowi około 
50% całkowitej zawartości glutationu i spa-
da do około 4% podczas imbibicji (tommasi 
i współaut. 2002). Podobnie, w przypadku 
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wania w różnych warunkach środowiska (lee 
i współaut. 2010). 

Katalazy (CAT) są enzymami zaangażowa-
nymi w metabolizm ROS. To tetrametry, któ-
re katalizują dwuetapową reakcję dysmutacji 
H2O2 do H2O i O2 (Bartosz 2004, møller i 
współaut. 2007). Aktywność CAT nie wymaga 
obecności siły redukcyjnej, ale enzym ten ma 
niższe powinowactwo do substratu niż POx 
(Foyer i noCtor 2003). CAT należą do meta-
lo-enzymów, w centrum aktywnym zawierają 
jony żelaza (Fe). Istnieją CAT, które, zamiast Fe, 
posiadają w centrum aktywnym mangan (Mn). 
Te CAT, zwane też pseudokatalazami, charakte-
ryzuje niewrażliwość na HCN i azydki (yasUKi-
sa i FridoviCh 1983). W nasionach rzodkiew-
nika CAT (zawierające Fe) są kodowane przez 
rodzinę genów (CAT-CAT8) (Bailly i współaut. 
2008). Główne miejsce występowania CAT to 
peroksysomy, w kiełkujących nasionach gliok-
sysomy, ale w przypadku kukurydzy, izoformę 
CAT 3 wykryto w mitochondriach (sCandalios 
i współaut. 1997). Ponadto w czasie dojrze-
wania nasion kukurydzy wykazano czasowo-
przestrzennie zróżnicowaną ekspresję różnych 
izoform CAT (sCandalios i współaut. 1997). 
W czasie dojrzewania nasion wyższa aktyw-
ność CAT zabezpiecza przed nadmiarem ROS 
powstających podczas dehydratacji. Sugeruje 
się, że CAT chronią nasiona przed procesem 
starzenia. Podczas kiełkowania obserwowany 
jest wzrost aktywności CAT. W tym przypadku 
enzym zabezpiecza nasiona przed nadmiernym 
wzrostem stężenia ROS związanym z rehydrata-
cją tkanek i aktywacją metabolizmu. W kiełku-
jących nasionach słonecznika zaobserwowano 
wzrost aktywność GR i CAT tuż przed przebi-
ciem okryw nasiennych przez korzenie zarod-
kowe. Aktywność tych enzymów była związana 
z usuwaniem nadmiaru ROS i hamowaniem 
procesu peroksydacji lipidów (Bailly i współ-
aut. 2008). Podobny wzrost aktywności CAT w 
czasie kiełkowania zaobserwowano w przypad-
ku nasion kukurydzy (sCandalios i współaut. 
1997), soi (pUntarUlo i współaut. 1988), rzod-
kiewnika (gallardo i współaut. 2001) i sosny 
zwyczajnej (Pinus sylvestris) (tommasi i współ-
aut. 2002). Wysokie stężenie O2

–· w komór-
kach nasion może hamować aktywność FeCAT. 
Zjawisko to jest związane ze specyficzną budo-
wą centrum aktywnego CAT, która warunkuje 
wysokie powinowactwo substratowe enzymu 
do małych cząsteczek, w tym również O2

–·. Nie 
jest wykluczone, że w takiej sytuacji główną 
izoformą CAT może być MnCAT niewrażliwa 
na azydki i HCN. Enzym ten wyizolowano z 
Lactobacillus plantarum i wykazano jego zde-

nianu (azzi i stoCKer 2000, sattler i współ-
aut. 2004). Zatem główną funkcją tokoferoli 
w nasionach jest ich ochronne działanie w 
stosunku do wielonienasyconych kwasów 
tłuszczowych przed szkodliwym działaniem 
ROS, poza tym regulują potencjał redoks w 
komórkach. Tokoferole przeciwdziałają pro-
cesom starzenia nasion co wykazano dla 
rzodkiewnika (sattler i współaut. 2004).

ENZYMATYCZNY SYSTEM REGULACJI ROS W 
NASIONACH

Dysmutazy (SOD) zalicza się do głównych 
enzymów uczestniczących w pierwszej ko-
lejności w modulacji stężenia ROS (Bartosz 
2004). Różne izoformy SOD mogą występo-
wać w różnych częściach komórki: w matriks 
mitochondrium, peroksysomach i glioksyso-
mach — MnSOD (tetramer, zawierający man-
gan w centrum aktywnym, złożony z czterech 
podjednostek o masie cząsteczkowej około 
20 kDa), w stromie chloroplastów — Cu,Zn-
SOD (homodimer zawierający miedź i cynk w 
centrum aktywnym, złożony z dwóch podjed-
nostek o masie cząsteczkowej około 16 kDa), 
oraz izoforma zawierająca żelazo — FeSOD, 
a w cytozolu — Cu,ZnSOD (lee i współaut. 
2010). Wszystkie z wymienionych izoform 
SOD charakteryzuje różna wrażliwość na H2O2 
i HCN. Izoforma Cu,ZnSOD jest wrażliwa za-
równo na H2O2, jak i HCN, FeSOD jest wraż-
liwa tylko na H2O2, a MnSOD jest odporna 
na oba inhibitory (Bowler i współaut. 1994, 
Bartosz 2004, møller i współaut. 2007). Nie 
wszystkie izoformy SOD wykazują taką samą 
aktywność katalityczną. Najbardziej aktywną 
jest izoforma Cu,ZnSOD. Aktywność SOD za-
leży od wieku i stadium fizjologicznego tka-
nek. W przypadku MnSOD najwyższą aktyw-
ność odnotowano w zarodkach rzodkiewnika 
i łubinu we wczesnych etapach ich rozwoju 
(garnCzarsKa i współaut. 2009). Do konsty-
tutywnych enzymów zalicza się Cu,ZnSOD 
obecną w cytozolu, a aktywność MnSOD pod-
lega regulacji za pośrednictwem takich czyn-
ników jak tlen czy obecność innych silnych 
utleniaczy i jest związana z reakcją na stresy 
środowiskowe (BloKhina i współaut 2003, 
Bartosz 2004). Przyspieszone starzenie na-
sion i hamowanie kiełkowania są konsekwen-
cją ich przedłużonego przechowywania oraz 
niekorzystnych czynników środowiska. Na-
siona transgenicznego tytoniu z nadekspresją 
genów kodujących Cu,ZnSOD i APX (w pla-
stydach) charakteryzuje prawidłowy rozwój, 
lepsza żywotność podczas ich przedłużonego 
przechowywania i wyższa zdolność do kiełko-
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no ich aktywność w tkankach roślinnych. 
Obecność GPX wykazano w cytozolu, chlo-
roplastach, mitochondriach i retikulum en-
doplazmatycznym (Chang i współaut. 2009). 
GPX nie jest enzymem konstytutywnym, stąd 
wynikają trudności w jego identyfikacji. Poza 
tym nie wyizolowano jeszcze roślinnej GPX, 
która posiadałaby w centrum aktywnym sele-
nocysteinę, jak ma to miejsce u ssaków (Foy-
er i noCtor 2003). Z kiełkujących ziarniaków 
jęczmienia wyizolowano białko, które wyka-
zywało typową, zależną od selenu aktywność 
GPX (hUang i współaut. 1994). Indukcja syn-
tezy GPX zachodzi w odpowiedzi na czynnik 
stresowy, w tym stres oksydacyjny. W przy-
padku zarodków jabłoni, czynnikiem stymu-
lującym aktywność GPX-podobną było krót-
kotrwałe działanie związków stymulujących 
wytwarzanie ROS: HCN lub NO (KrasUsKa 
2009). Biorąc pod uwagę wysokie stężenia 
H2O2 występujące w komórkach roślinnych, 
można stwierdzić, że aktywność GPX jest 
niższa w stosunku do całkowitej aktywności 
POx, a także niższa niż aktywność ssaczych 
GPX (Foyer i noCtor 2003). Uważa się, że 
GPX uczestniczą głównie w usuwaniu nad-
tlenków lipidów i nadtlenków alkilowych, 
aczkolwiek mają również wysokie powino-
wactwo do H2O2 (Chang i współaut. 2009). 

Peroksydazy askorbinianowe (APX) katali-
zują reakcję redukcji H2O2 do H2O, przy współ-
udziale AsA jako donora elektronów (asada 
1999). Enzymy te różnią się strukturalnie od 
POx, mimo iż zawierają protoporfirynę IX 
jako grupę prostetyczną (KaryotoU i donald-
son 2005). Poza występowaniem w chloropla-
stach i cytozolu, izoformę APX zlokalizowano 
w glioksysomach kiełkujących nasion takich 
gatunków roślin jak rącznik pospolity, dynia 
(Cucurbita pepo), bawełna (Gossypium hirsu-
tum) czy szpinak (Spinacia oleracea) (Kary-
otoU i donaldson 2005). APX chloroplastowe 
są zdecydowanie bardziej wrażliwe na brak 
askorbinianu niż izoformy cytozolowe tego en-
zymu (yoshimUra i współaut. 2000). Najwyższą 
aktywność APX obserwowano w przypadku 
zarodków miłorzębu (Ginko biloba) i buku, 
ponieważ właśnie w nich zawartość AsA jest 
największa (pUKaCKa i ratajCzaK 2005, tomma-
si i współaut. 2006).

Z jednej strony ROS w niższych stężeniach 
regulują procesy fizjologiczne nasion, z drugiej, 
wysoka zawartość tych związków może prowa-
dzić nawet do śmierci organizmu. Nasiona wy-
kształciły zatem dobrze funkcjonujący system 
modulujący ilość ROS w komórkach. Autorzy 
niniejszej pracy sugerują nie tyle działanie an-

cydowanie wyższą stabilność w stosunku do 
izoformy, która zawiera Fe w centrum aktyw-
nym (yasUKisa i FridoviCh 1983). 

Reduktaza glutationowa (GR), to hete-
rotetramer, składający się z podjednostek o 
masie cząsteczkowej około 60 kDa i 32 kDa 
(Kalt-torres i współaut. 1984). GR katalizuje 
reakcję redukcji GSSG do GSH w obecności 
NADPH, który równocześnie ulega utlenieniu 
do NADP+. Wzrost aktywności GR jest zinte-
growany ze zwiększoną produkcją NADPH 
(donor elektronów dla GR) w szlaku pentozo-
fosforanowym (PPP), który również ulega akty-
wacji w czasie kiełkowania nasion (BogateK i 
współaut. 2003, BarBa-espin i współaut. 2010). 
Aktywność GR w nasionach jest wysoka, sty-
mulowana dodatkowo działaniem ROS. Wzrost 
aktywności GR obserwowano m.in. w czasie 
dojrzewania nasion różnych gatunków roślin, 
zwłaszcza typu ortodoksyjnego oraz podczas 
procesu kiełkowania (BogateK i współaut. 
2003, Bailly i współaut. 2008, garnCzarsKa i 
współaut. 2009). Aktywność tego enzymu zlo-
kalizowano głównie 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 enzymów korzysta-
jących z różnych donorów elektronów, w za-
leżności od katalizowanej reakcji. POx należą-
ce do klasy III peroksydaz występują głównie 
w wakuoli i ścianie komórkowej, biorą udział 
m.in. w reakcjach roślin na czynniki stresowe, 
rozluźnianiu struktur polisacharydów, biosyn-
tezie lignin, degradacji IAA oraz w biosyntezie 
etylenu (almagro i współaut. 2009). Ich dzia-
łanie związane jest nie tyle z usuwaniem nad-
miaru ROS, ale raczej z produkcją tych związ-
ków. W centrum aktywnym POx będących 
glikoproteinami, znajdują się jony Fe. Osobną 
grupę POx (nie należących do glikoprotein), 
typowych zmiataczy ROS, stanowią: APX (wy-
korzystująca AsA jako donor elektronów), wy-
stępująca głównie u roślin i GPX (wykorzystu-
jąca GSH jako donor elektronów), charaktery-
styczna dla ssaków (asada 1992). 

Peroksydazy glutationowe (GPX EC1.11.1.9) 
rodzina enzymów katalizująca redukcję H2O2, 
organicznych nadtlenowodorów i lipidowych 
nadtlenowodorów, z udziałem GSH jako do-
nora elektronów. GPX należą do tetramerów 
o masie cząsteczkowej około 80 kDa. Brak 
jonów żelaza w centrum aktywnym cząstecz-
ki GPX odróżnia ją od innych POx (Foyer i 
noCtor 2003). Do niedawna uważano, że 
GPX występują głównie w organizmach zwie-
rzęcych, dopiero pod koniec XX w. oznaczo-
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żenie ROS umożliwia nasionom dojrzewanie, 
zapadanie w stan spoczynku bądź rozpoczęcie 
procesu kiełkowania (Ryc. 2).

tyoksydacyjne związków wyżej omawianych, 
co głównie działanie regulujące aktualną za-
wartość ROS w nasionach. Odpowiednie stę-

PODSUMOWANIE

Ryc. 2. Regulacja zawartości ROS w nasionach. 

Zmiany zawartości metabolitów i aktywności enzymów systemu modulującego ROS w komórkach przedsta-
wiono różnicując wielkość czcionki.

Zmiany stężenia ROS stanowią ważny 
element kaskady sygnałów determinujących 
przełamanie spoczynku, kiełkowanie lub sta-
rzenie nasion. Zastosowanie proteomiki i 
metabolomiki umożliwia poznanie mecha-
nizmów działania ROS w nasionach. Coraz 
częściej podkreśla się pozytywną funkcję 
tych cząsteczek. Białka i/lub lipidy utlenione 

ROLA ROS W FIZJOLOGII NASION

Streszczenie

powstające przy udziale ROS mogą być sto-
sowane jako znaczniki jakości nasion, podob-
nie jak zmiana składu i zawartości związków 
regulujących stężenie ROS. Otwiera się dzięki 
temu możliwość poszukiwania specyficznych 
regulatorów ekspresji genów aktywowanych 
przez ROS powstające w określonych prze-
działach komórkowych. 

Reaktywne formy tlenu (ROS) pełnią w nasio-
nach podwójną funkcję, są zarówno cząsteczkami sy-
gnałowymi determinującymi kolejne etapy fizjologii 
nasion, jak też  związkami toksycznymi, wywołujący-
mi nieodwracalne zmiany strukturalne prowadzące 
do starzenia nasion. Zmiany stężenia ROS, szczegól-
nie w osi zarodkowej, decydują o tym czy nasiona 
pozostaną w stanie spoczynku, czy też rozpocznie 
się proces kiełkowania, a następnie wzrost siewki. 
Zależność pomiędzy stężeniem ROS w nasionach, a 
realizacją kolejnych faz fizjologicznych opisuje mo-
del tzw. „okna oksydacyjnego”. Zbyt niskie stężenie 
ROS w osi zarodkowej sprawia, że nasiona pozostają 
w stanie spoczynku, nie kiełkują, z kolei nadmiernie 
wysokie stężenie ROS – toksyczne dla komórek pro-
wadzi do nieodwracalnych zmian, których wynikiem 
jest starzenie nasion. Rozpoczęcie kiełkowania na-
sion jest możliwe gdy stężenie ROS osiąga wartość 

optymalną dla tego procesu. Regulacyjna rola ROS 
związana jest z ich bezpośrednim i pośrednim dzia-
łaniem na elementy strukturalne komórki. Ponadto 
modyfikacja metabolizmu nasion przez ROS zachodzi 
poprzez zmianę potencjału redoks i współdziałanie z 
reaktywnymi formami azotu (RNS), a także tworze-
nie innych cząsteczek sygnałowych np. reaktywnych 
elektrofilowych oksylipin. Istotną funkcją ROS jest 
modyfikacja białek np. przez tworzenie grup karbo-
nylowych w konkretnych resztach aminokwasowych. 
Tak zmodyfikowane białka, tzw. białka utlenione, wy-
tworzone w określonym organellum komórkowym 
biorą udział w kaskadzie specyficznego sygnału wy-
wołanego przez ROS. Zmiany stężenia ROS podlega-
ją precyzyjnej kontroli za pośrednictwem systemu 
odpowiednich enzymów oraz cząsteczkowych anty-
oksydantów komórkowych. Z uwagi na jego funkcję 
regulującą stężenie ROS w komórkach sugeruje się, 
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Niniejsza praca przedstawia najnowsze poglądy na 
temat roli ROS w regulacji rozwoju, kiełkowania i 
starzenia nasion.

aby dotychczasową nazwę „system antyoksydacyjny” 
zastąpić wyrażeniem „system modulujący stężenie 
ROS”, jako lepiej obrazującym jego prawdziwą rolę. 

ROLE OF ROS IN SEED PHYSIOLOGY

Summary
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