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RODNIK HYDROKSYLOWY — MALA CZASTECZKA
O DUZYM ZNACZENIU W BIOLOGII
KOMORKI ROSLINNEJ

Hydroxyl radical — small molecule of a great importance in plant cell biology
Krystyna ORACZ

Katedra Fizjologii Roslin, Szkota Gtowna Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie

Streszczenie: Rodnik hydroksylowy (OH’) posiadajacy niesparowany elektron i charakteryzuja-
cy sie bardzo krotkim okresem poéttrwania (107 s) jest najbardziej reaktywng formg tlenu (ang.
Reactive Oxygen Species, ROS), zdolna do wchodzenia w reakcje ze wszystkimi substancjami
w komorce. Do niedawna uznawany byt gtownie za produkt uboczny metabolizmu tlenowego, wy-
kazujacy niezwykle szkodliwy wplyw na zycie organizmow. Jednakze, coraz wigcej nowych dow-
odow potwierdza istotna, pozytywna rolg OH" w prawidtowym funkcjonowaniu komorek roslin-
nych. Jego silne wlasciwosci utleniajace maja istotne znaczenie w regulacji kietkowania, wzrostu,
otwierania i zamykania aparatéw szparkowych, reprodukcji, indukowania reakcji odpornosci, czy
tez aklimatyzacji do warunkow stresowych. W apoplascie i we wnetrzu komorek OH' jest produ-
kowany przez szereg peroksydaz, dysmutaz ponadtlenkowych i oksydaz NADPH, jak rowniez moze
powstawac na drodze nieenzymatycznej. Poziom komoérkowego OH' ijego dziatanie musza by¢
Scisle kontrolowane, zar6wno w celu uniknigcia uszkodzen komorek, jak i ze wzgledu na zdolnosc
dyfuzji tego rodnika. Niniejszy artykul przedstawia najnowsze odkrycia dotyczace powstawania
i mechanizmoéw dziatania OH' oraz szereg dowodow na to, ze czasteczka ta jest waznym regula-
torem wzrostu i rozwoju roslin.

Stowa kluczowe: kietkowanie, reaktywne formy tlenu, rodnik hydroksylowy, stresy biotyczne i abi-
otyczne, transdukcja sygnatu, wzrost elongacyjny

Summary: Hydroxyl radical (OH") having an unpaired electron and a very short half-life (10 s) is
the most reactive oxygen species (ROS), capable of entering into reactions with all cellular sub-
stances. Until now, it was regarded mainly as a co-product of oxygen metabolism, showing an ex-
tremely harmful effect on living organisms. However, more new evidences confirm its significant,
positive role for the proper functioning of plant cells. Its strong oxidizing properties play an impor-
tant role in the regulation of germination, growth, opening and closing of stomata, reproduction and
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responses or acclimation to stress conditions. In the apoplast and inside cells OH" is produced by
a variety of peroxidases, superoxide dismutases and NADPH oxidases, as well as may be formed in
non-enzymatic reactions. The cellular level of OH" and its mode of action must be strictly controlled,
both to avoid damages of cells and due to its diffusion ability. This particular article presents recent
discoveries concerning sources and mechanisms of action of OH" and a range of new evidences in-
dicating that this molecule is an important regulator of plant growth and development.

Key words: biotic and abiotic stresses, elongation growth, germination, hydroxyl radical, reactive
oxygen species, signal transduction

WSTEP

Tlen, powszechnie wystepujacy na Ziemi pierwiastek, cho¢ jest niezbgdny do
utrzymania funkcji zyciowych, to paradoksalnie ze wzgledu na wysoka reaktyw-
no$¢ powstajacych z niego form moze takze wykazywac szkodliwy wptyw na zy-
cie komorek roslinnych. Wsrod najwazniejszych ROS wymienia si¢ m.in.: anio-
norodnik ponadtlenkowy (O, "), nadtlenek wodoru (H,0,), rodnik hydroksylowy
(OH’) oraz tlen singletowy ('O,). Przez wiele lat ROS uwazane byly gtownie za
czasteczki o destrukcyjnym dziataniu. Jednak od niedawna zwraca si¢ uwage na
fakt, ze ROS sa takze istotnymi regulatorami wzrostu i rozwoju roslin, odgrywa-
jacymi wazna role w adaptacji tych niemobilnych organizmoéw do zmieniajacych
si¢ 1 nieprzewidywalnych warunkow srodowiska [40, 53, 72]. W badaniach doty-
czacych metabolizmu tlenowego i stresu oksydacyjnego u roslin, sposrod wszyst-
kich ROS duzo uwagi poswigcono H,O, i O,", natomiast stosunkowo niewiele
informacji mozna znalez¢ na temat roli OH". Inspiracj¢ do napisania niniejszego
artykutu przegladowego stanowita niedawno opublikowana publikacja autorstwa
Richards i wspotpracownikow [53], w ktorej omowiono wybrane dowody po-
twierdzajgce pozytywna role OH". Coraz wigcej dowodow wskazuje bowiem na
to, ze OH' uznany za najbardziej reaktywny z ROS i zdolny do oddzialywania
z wszystkimi czasteczkami znajdujacymi si¢ w jego bezposrednim otoczeniu, od-
grywa rowniez istotng rol¢ w regulacji roznych procesow zachodzacych w orga-
nizmach roslinnych. Dowiedziono, iz OH" jest jednym z kluczowych czynnikéw
regulujacych homeostazg wapnia oraz pelni istotng funkcj¢ w transdukcji sygnatu
indukowanego w warunkach stresowych. Ponadto wykazano, ze OH" uczestniczy
w regulacji reprodukcji, ustepowania spoczynku nasion, kietkowania, wzrostu
elongacyjnego, ruchow komorek aparatow szparkowych, jak rowniez petni waz-
ng funkcje w indukcji programowanej smierci komorki [9, 11, 30, 31, 49, 53, 60,
71, 74] (ryc. 1). W kolejnych rozdziatach tej publikacji s3 oméwione nowe fakty
dotyczace miejsc powstawania, sposobow detoksykacji i roli OH" w biologii ko-
morki roslinnej.
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POWSTAWANIE I DETOKSYKACJA OH' W KOMORCE
ROSLINNEJ

W komorkach roslinnych OH' jest wytwarzany glownie w takich organellach
jak chloroplasty, mitochondria, peroksysomy, btona i $ciana komorkowa (ryc.
1). Rodnik ten moze by¢ generowany w wyniku przemian enzymatycznych, jak
i nieenzymatycznych. Wykazano, iz obecnos¢ jonow metali grup przejsciowych
(np.: zelaza, Fe?; miedzi, Cu*") sprzyja powstawaniu OH’, tak jak to ma miejsce
w reakcji Fentona, gdzie rodnik ten powstaje w wyniku katalizy H,O,:

H,O, + Fe** — OH' + OH" + Fe**

W reakcji tej dochodzi do utlenienia jonu Fe** do Fe*, ktory nast¢pnie w obec-
nosci O, moze zosta¢ ponownie zredukowany:

Fe’*+ 0, —» Fe* + 0,

Znanych jest wiele mechanizmow utrzymujacych homeostaze ROS w zy-
wych komorkach, chronigcych przed ich negatywnym dziataniem, jak rowniez
umozliwiajacych sprawowanie pozytywnych funkcji przez te czasteczki. Strate-
gia obrony przed prekursorami OH’, tj. O, i H,O,, obejmuje reakcje¢ dysmutacji
0,” z udzialem dysmutazy ponadtlenkowej (SOD, EC 1.15.1.1) (1), a nastgpnie
hydrolizy powstatego H,O, przez katalazg (CAT, EC 1.11.1.6) (2):

(1) O,;+0,+2H,0—2H0,
(2) 2H,0,—2H,0+0,

Natomiast w przypadku OH" dotychczas nie zidentyfikowano enzymow odpo-
wiedzialnych za jego detoksykacje. Przypuszcza sig, iz ro§liny wyewoluowaly raczej
w kierunku, aby przy pomocy réznych czgsteczkowych przeciwutleniaczy (np.: gluta-
tionu, kwasu askorbinowego, tokoferolu, karotenoidow i zwigzkéw fenolowych) nie
dopuszcza¢ do wzrostu poziomu OH" oraz przeciwdziata¢ powstawaniu mozliwych
uszkodzen powodowanych przez ten rodnik. Coraz wigcej dowodow wskazuje na to,
iz mechanizmem ochronnym przed negatywnym dzialaniem OH’, jest gromadzenie
proliny i poliamin w komérkach roslinnych [7, 63]. Najnowsze doniesienia nauko-
we sugeruja takze, ze reakcje nieenzymatyczne weglowodanow z OH  moga stanowié
integralng cz¢$¢ mechanizmow antyoksydacyjnych przyczyniajacych si¢ do utrzyma-
nia homeostazy ROS w komorkach roslinnych [38]. Wtasciwosci ochronne przed ne-
gatywnym dzialaniem OH' wykazuja rowniez alkohole cukrowe (tzw. cukrole) takie
jak np.: sorbitol, mannitol, myo-inositol. Oprocz bezposredniego uczestnictwa w de-
toksykacji OH", cukrole moga by¢ zaangazowane w ochrong struktur komérkowych
i transdukcje sygnatu indukowanego przez ten rodnik [7, 68].

U r6znych gatunkéw roslin zidentyfikowano rodzing genéw kodujacych pe-
roksydazy (POX, EC 1.11.1.7) zawierajace jony zelaza, ktore zlokalizowane
w $cianie komorkowej mogg uczestniczy¢ nie tylko w katalizie H,O,, ale rowniez
w wytwarzaniu OH' [42]. Wykazano rowniez, iz poszczegdlne POX moga réznié
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sic swoimi wtasciwosciami. Dowody wskazuja na to, ze OH" jest czg¢Sciej wy-
twarzany przy udziale POX charakteryzujacych si¢ statym, dynamicznym dzia-
laniem, niz przez enzymy o oscylacyjnie zmieniajacej si¢ aktywnosci, a niskie
pH w apoplascie moze dodatkowo zwigkszac ich aktywnos¢ i tym samym pro-
dukcje OH' [53]. Z drugiej jednak strony, wysoki poziom OH' wynikajacy z za-
chwiania rownowagi pomig¢dzy powstawaniem tego rodnika, a jego usuwaniem
przez nieenzymatyczne antyoksydanty, moze prowadzi¢ do inaktywacji POX
[17, 53]. U roslin, za wytwarzanie H,O,, ktory nastgpnie moze by¢ przeksztalca-
ny w OH' sa odpowiedzialne takze apoplastyczne oksydazy poliaminowe (PAO,
EC 1.5.3.3). Enzymy te uczestniczg w reakcji utleniania spermidyny w wyniku,
ktorej powstaje 1,3-diaminopropan i H,O, i/lub alternatywnie putrescyna i H,0O,
[73]. Z kolei, badania prowadzone na fragmentach $cian komorkowych wyizolo-
wanych ze strgkdéw grochu wykazaly, iz jednym z produktow reakcji autooksy-
dacji kwasu hydroksycynamonowego, bedacego skladnikiem tej organelli, moze
by¢ O,". Powstaly O, moze by¢ nast¢pnie przeksztalcony w H,O, przez zwigzang
ze $ciang komoérkowa manganowa SOD, a ten z kolei — stuzac jako substrat dla
enzymu POX — przyczyni¢ si¢ do powstawania OH' [29]. Udowodniono takze,
ze zlokalizowana w $cianach komoérkowych miedziowo-cynkowa SOD wykorzy-
stujgca jony Cu*" jako katalizator, wytwarza OH' z H,O, [2]. Co wigcej, zgroma-
dzone na terenie apoplastu jony Cu* sprzyjaja wytwarzaniu OH’, w konsekwencji
prowadzac miedzy innymi do utlenienia lipidow i uszkodzen bton komoérkowych.
Aby zapobiec szkodliwemu oddziatywaniu OH"z innymi czasteczkami znajduja-
cymi si¢ w jego bezposrednim otoczeniu istotne jest wigzanie jonéw Cu** przez
specyficzne biatka ochronne, np. CCH (ang. Cooper Chaperone Proteinl) [57].
Zrodlem apoplastycznego OH' moga réwniez by¢ enzymy zlokalizowane
w btonie komoérkowej [19] (ryc. 1). W niewielkim stopniu OH' moze by¢ wy-
twarzany poprzez zwigzane z btong POX. Jak wykazaty badania przeprowadzone
w warunkach in vitro, aktywno$¢ blonowych POX jest stosunkowo niska w po-
rownaniu do ich odpowiednikow zlokalizowanych w $cianie komdrkowej. Zwro-
cono takze uwagg na fakt, iz w blonach intensywnie rosnacych czgsci roslin, OH*
raczej nie powstaje z udziatem btonowych POX, ale na drodze nieenzymatycz-
nych przemian w obecnosci jondw metali grup przejsciowych (np. w reakcji Fen-
tona). Natomiast w innych, mniej aktywnych tkankach zrédtem tego rodnika sa
takze niewielkie ilosci blonowych POX [19]. Zdecydowanie wigksza role w wy-
twarzaniu apoplastycznego OH' odgrywaja NADPH oksydazy (ang. Nicotinamide
Adenine Dinucleotide Phosphate Oxidase) zlokalizowane w nierozpuszczalnych
mikrodomenach btony komérkowej, tzw. ,tratwach lipidowych” [19, 28] (ryc.
1). Roslinne NADPH oksydazy w czegsci N-koncowej maja zbudowany z okoto
300 reszt aminokwasowych cytoplazmatyczny fragment, z dwoma motywami
EF-hand wiazacymi Ca*, z ktorym moga oddzialywa¢ monomeryczne biatka G
z rodziny Rop oraz kinaza CDPK (ang. Calcium-Dependent Protein Kinase) fos-
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RYCINA 1. Schemat przedstawia potencjalne zrodta reaktywnych form tlenu (ROS) w komorce ro-
$linnej, ze szczegdlnym uwzglgdnieniem rodnika hydroksylowego (OH’). W apoplascie i we wngtrzu
komorek OH' jest produkowany przez szereg enzymow, takich jak peroksydazy (POX), dysmutazy po-
nadtlenkowe (SOD) i oksydazy NADPH (RBOH), jak rowniez moze powstawa¢ na drodze nieenzy-
matycznej w obecnosci jonow metali (np. Fe*”). Inne enzymy uczestniczace w metabolizmie ROS, np.:
katalaza (CAT) iperoksydaza glutationowa (GPX) takze sg uwzglgdnione. Zaproponowano mozliwe
mechanizmy dziatania i funkcje OH", ktory reagujac ze skladnikami komoérkowymi, takimi jak mRNA,
biatka, lipidy i polisacharydy, powoduje ich modyfikcaje wyzwalajac tym samym kaskadg reakcji umoz-
liwiajacych przebieg wielu proceséw w roslinach i nasionach

FIGURE 1. The scheme shows potential sources of reactive oxygen species (ROS) in a plant cell with
a particular focus on hydroxyl radical (OH"). In the apoplast and in the cytosol OH"is generated by seve-
ral enzymes, such as peroxidases (POX), superoxide dismutases (SOD) and NADPH oxidases (RBOH),
as well as in nonenzymatic reactions in the presence of metal ions (e.g. Fe*"). The other enzymes involved
in ROS metabolism, such as catalase (CAT) and glutathione peroxidase (GPX) are also indicated. The
possible mechanisms of action and functions of OH" are presented. It is suggested that OH' reacts with
cellular components, such as mRNA, proteins, lipids and polysaccharides, causes their modifications,
thus, triggering a cascade of reactions that allow the course of many processes in plants and seeds

forylujaca potozone w tym samym odcinku dwie reszty seryny [32]. Dziatanie
NADPH oksydaz polega na utlenieniu NADPH (dinukleotyd nikotynoamidoade-
ninowy), a nastepnie przeniesieniu elektronéw na tlen wytwarzajac w rezultacie
O,". W czasie tej reakcji w komoérkach obserwuje sig¢ tzw. ,,wybuch tlenowy”,
charakteryzujacy si¢ duzym zuzyciem tlenu [44]. Wykorzystanie tak ogromne;j
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ilosci tlenu wigze si¢ bezposrednio z pojawieniem O,”, ktory bardzo szybko jest
dysmutowany do H,O,. U 4. thaliana zidentyfikowano 10 genéw RBOH (ang. Re-
spiratory Burst Oxidase Homologue) oznaczonych kolejno od RBOHA do RBOHJ,
kodujace specyficzne NADPH oksydazy RBOH [32, 44]. Dotychczasowe analizy
transkryptomiczne sugeruja, iz wszystkie dziesie¢ genow RBOH moze wykazywac
swoiste profile ekspresji w specyficznych tkankach i organach, zmieniajace si¢ pod
wpltywem roznego rodzaju czynnikow [40, 72]. Lokalizacja biatka RBOH w btonie
komoérkowej potencjalnie umozliwia kontrole wytwarzania OH" w $cisle okreslo-
nych miejscach, co ma kluczowe znaczenie dla regulacji wielu procesow zachodza-
cych w komorkach. Zagadnienie to jest omowione w dalszej czgsci tego artykutu.
Rozpatrujac wewnatrzkomorkowe zrodta OH' nalezy zwroci¢ uwage na role
organelli, takich jak chloroplasty, mitochondria i peroksysomy, ktore wytwarzajac
0,71 H,0,, posrednio mogg przyczyniac si¢ do wzrostu poziomu OH" we wngtrzu
tych organelli oraz w cytozolu [55]. W chloroplastach OH® wytwarzany jest pod-
czas fotolizy wody z wydzieleniem tlenu w fotosystemie II (PSII), a jony Mn*
i Fe?* pelnia funkcje¢ katalizatorow w tym procesie. Wzmozona produkcja OH*
i jego prekursoréw ma miejsce podczas stresu swietlnego i/lub termicznego, gdy
reakcje fazy ciemnej sg wolniejsze niz te zachodzace podczas fazy jasnej. W kon-
sekwencji dochodzi do nadmiernej redukcji elementéw tancucha fotosyntetycz-
nego, a wysoki poziom OH® we wnetrzu chloroplastoéw prowadzi do fotoinhibicji
[50]. Natomiast w przypadku mitochondriow, gtéwnym miejscem powstawania
OH iinnych ROS jest tancuch oddechowy, podczas ktorego ma miejsce trans-
port elektronéw z NADH na atom tlenu [25, 55]. Do wzmozonego ,,wycieku”
elektroné6w z mitochondrialnego tancucha oddechowego dochodzi w warunkach
nadmiernej redukcji jego elementdéw. Z taka sytuacjg mamy do czynienia, gdy
w mitochondriach przy obecnosci substratu oddechowego, obserwuje si¢ deficyt
akceptora fosforanu ADP (adenozyno-5'-difosforan) oraz spadek aktywnos$ci ok-
sydazy cytochromowej. Mitochondria roslinne, w odréznieniu od zwierzecych,
charakteryzujg si¢ wystepowaniem alternatywnej drogi oddechowej, ktéra kata-
lizujac przeniesienie elektronow z puli ubichinonu na tlen, z pomini¢ciem drogi
cytochromowej ogranicza powstawanie ROS [55]. Kolejnym zrodtem wewnatrz-
komorkowych ROS, w tym i OH’, sa peroksysomy. Organelle te uczestniczac
w licznych szlakach metabolicznych wytwarzaja ROS jako produkt uboczny.
Peroksysomalny proces f-oksydacji rozpoczyna si¢ od wprowadzenia czastecz-
ki nasyconych kwasow ttuszczowych jako acyloCoA (acylokoenzym A) do pe-
roksysomow za pomoca btonowego biatka transportujacego ALDP, nalezacego
do nadrodziny biatkowych transporterow btonowych ABC (ang. ATP-Binding
Cassette Transporters), zawierajacych kasete wigzaca ATP (adenozyno-5'-trifos-
foran). Uaktywniona czasteczka kwasu tluszczowego ulega nastgpnie reakcjom
procesu utleniania. Ostatnie wyniki badan przyczynily si¢ do zmiany oceny sta-
tusu peroksysomow jako autonomicznych organelli komorkowych. Wykazano, ze
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peroksysomy wspoétpracujac z mitochondriami i retikulum endoplazmatycznym,
czesto sg miejscem, w ktorym zachodzi jeden lub kilka etapow z wieloetapo-
wych, metabolicznych proceséw komorkowych [62]. W peroksysomach znajduje
si¢ kompleks antyoksydacyjnych enzymow (m.in.: CAT, SOD, POX), ktore kon-
troluja poziom ROS. Jednakze w sytuacjach zachwiania homeostazy ROS, moze
dojsc¢ do silnego utlenienia peroksysomow, przez co stajg si¢ one podatne na au-
tofagiczng degradacje [53].

Przedstawione tu przyktady réznych sposobow i miejsc powstawania OH", pod-
kreslaja powszechno$¢ wystepowania tego rodnika w zywych komorkach roslinnych.
Liczne argumenty na to, ze OH"jest waznym regulatorem wzrostu i rozwoju ro$lin sg
omowione w kolejnych czgsciach tej publikacji.

ROLA OH' I INNYCH ROS W BIOLOGII NASION

Znanych jest szereg czynnikow egzogennych ($wiatlo, temperatura, wilgot-
no$¢) i endogennych (fitohormony, ROS), bioragcych udziat w regulacji procesow
zachodzacych w nasionach. Kolejne wyniki badan dostarczajag dowodow potwier-
dzajgcych pozytywne dziatanie ROS, takich jak: OH", O,", H,O, w biologii nasion.
Czasteczki te w sposob posredni — inicjujac kaskade sygnatow komorkowych, lub
bezposredni — oddziatujac ze specyficznymi sktadnikami komérkowymi, decyduja
m.in. o tym czy nastapi przetamanie spoczynku, a nasiono wykietkuje i rozwinie
si¢ w zdrowa rosling [12, 43, 45, 48, 49] (ryc. 1). ROS powstaja w sposob cig-
gly, a zmiany w ich metabolizmie towarzysza wszelkim procesom zachodzacym
w nasionach. Rozpoczecie kietkowania nasion jest mozliwe w sytuacji, gdy apo-
plastyczny i wewnatrzkomorkowy poziom ROS osiggnie warto§¢ optymalng dla
tego procesu [3]. W przypadku nasion spoczynkowych charakteryzujacych sig¢
niewystarczajagcym dla stymulacji kietkowania poziomem ROS, egzogenna apli-
kacja zwigzkow bedacych ich zrodlem i/lub wzmagajacych ich wytwarzanie (np.:
parakwat, menadion, nadtlenek wodoru) przelamuje spoczynek ipobudza kietl-
kowanie wielu gatunkéw nasion, takich jak np.: Helianthus annuus, A. thaliana
i Malus domestica [6, 33, 45, 47, 48]. W specyficznych organach, jakimi sg na-
siona, ROS generowane s3 na drodze nieenzymatycznej oksydacji lipidow, przez
tancuch oddechowy znajdujacy si¢ w mitochondriach, ale takze w peroksysomach
i z udziatem btonowej oksydazy RBOH [3] (ryc. 1). Wykazano, iz imbibicja nasion
w obecnosci DPI (jodonian dwufenylenowy), inhibitora RBOH zmniejsza wytwa-
rzanie O, 1 hamuje kietkowanie nasion Hordeum vulgare 1 Helianthus annuus [22,
48]. Badania na kietkujacych nasionach Lepidium sativum wykazaly, iz znajdujacy
si¢ w apoplascie OH" oddziatujac bezposrednio z polisacharydami (takimi jak np.
pektyny i ksyloglukany), wchodzacymi w sktad $ciany komorkowej komorek ko-
rzonka zarodkowego i bielma modyfikuje jej strukturg, a w konsekwencji sprzyja
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intensyfikacji wzrostu elongacyjnego i przebiciu bielma przez wydhizajaca si¢ os$
zarodkowa [43, 49, 71] (ryc. 1). Sprzyjajace kietkowaniu modyfikacje struktury
1 wlasciwosci Sciany komorkowej w wyniku bezposredniego oddzialywania OH" sg
narazone na zaklocenia wywotane obecnoscia metanolu powstajacego w wyniku
aktywnos$ci metyloesteraz pektynowych. W oparciu o uzyskane wyniki badan za-
proponowano model, w ktorym mechanizm regulacji kietkowania nasion L. sativum
jest Scisle zwiazany z czasowo-przestrzenng kontrolg zmian w poziomie esteryfi-
kacji pektyny oraz wytwarzaniu OH'" [49, 56]. Wykazano takze, iz produkcja OH’
i skorelowane z nig rozluznianie bielma sa hamowane przez podawany egzogennie
kwas abscysynowy (ABA), podczas gdy efekt ten jest odwracany po zastosowaniu
gibereliny (GA) lub etylenu (ET), ktore w odroznieniu do ABA promujg powsta-
wanie OH". W regulacji wydtuzania komorek podczas pecznienia nasion uczestni-
czg takze auksyny (IAA), ktore podobnie jak GA i ET dodatkowo przyczyniajg si¢
do produkcji apoplastycznych ROS. Dane te wskazuja na to, ze hormony roslinne
pelnig wazng funkcj¢ w kontroli produkcji apoplastycznego OH' i skorelowanymi
z tym modyfikacjami $ciany komorkowej w kietkujgcych nasionach [15].

W dziedzinie badan nad mechanizmem dziatania ROS w biologii nasion przeto-
mowe okazaty si¢ analizy na poziomie proteomicznym, ktore dowiodty, iz potrans-
lacyjne modyfikacje bialek, takie jak karbonylacja, moga petni¢ pozytywna role
w regulacji wielu procesow zachodzacych w nasionach [12, 45] (ryc. 1). Podczas
karbonylacji biatek, w wyniku oddziatywan ROS (np. OH") lub produktéw ubocz-
nych reakcji utleniania lipidow, aminokwasow lub weglowodanéw z resztami ami-
nokwasow, takimi jak: lizyna, prolina, treonina czy arginina, dochodzi do utworze-
nia grupy karbonylowej (ketonowej lub aldehydowej) [12]. W wyniku utlenienia
biatka moze doj$¢ do zmiany jego konformacji, co z kolei wptywa na jego funkcje.
Tego rodzaju potranslacyjna modyfikacja jest nieodwracalna, a utlenione biatko sta-
je si¢ bardziej podatne na proteasomalna degradacj¢. W badaniach nad regulacja
ustgpowania spoczynku i kietkowania nasion H. annuus dowiedziono, ze zwigk-
szanie poziomu karbonylacji biatek, takich jak: EF2 (ang. Elongation Factor 2),
PPDK (ang. Pyruvate Orthophosphate Dikinase) i globulina 7S skorelowane jest
z postepujacym procesem dojrzewania posprzetnego [45]. Autorzy zaproponowa-
li, ze karbonylacja EF2 podczas przechowywania suchych nasion moze zakonczy¢
synteze tych biatek, ktore sg $cisle zwigzane z procesami rozwojowymi. Poniewaz
uznaje si¢, ze biatko PPDK zaangazowane jest bardziej w rozwoj nasion niz pro-
cesy kietkowania, jego karbonylowanie podczas dojrzewania posprzetnego moze
obniza¢ pozostata aktywnos¢ tego enzymu [45]. Karbonylacja biatek zapasowych
ma miejsce takze w kietkujacych nasionach Pisum sativum, co moze sugerowac, ze
proces ten sprzyja mobilizacji tego rodzaju materialow zapasowych podczas imbi-
bicji i umozliwia szybsza ich degradacj¢ i wykorzystanie jako zrodet energetycz-
nych niezebgdnych dla kietkujacego nasienia i rozwijajacej si¢ siewki [4]. Ponadto,
majac na uwadze wzglednie duza ilo$¢ biatek zapasowych wystepujacych w na-
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sionach mozna rowniez uzna¢, iz ich karbonylacja stanowi doskonaty mechanizm
obronny komorek przed ROS intensywnie powstajacymi np. podczas kietkowania.

Rodniki tlenowe takie jak OH" moga bezposrednio oddzialywac¢ takze z guani-
ng bedaca sktadnikiem kwasoéw nukleinowych, co prowadzi do powstawania zmo-
dyfikowanej zasady zwanej 8-hydroksyguanozyna (8-OHG) [12] (ryc. 1). Ostatnie
doniesienia wskazuja na to, ze selektywne utlenianic mRNA zmagazynowanego
w suchych nasionach H. annuus jest zwigzane z ustgpowaniem spoczynku podczas
posprzetnego dojrzewania [5]. Zmodyfikowane w ten sposob mRNA nie moze by¢
wykorzystane w procesie translacji, co w konsekwencji przyczynia si¢ do obnize-
nia syntezy okreslonych rodzajow bialek podczas imbibicji nasion. Co ciekawe,
selektywnemu utlenianiu podlegaja transkrypty gendow zaangazowanych w reakcje
na stres oksydacyjny oraz w sygnalizacj¢ komorkows, jak np. fosfataza 2C PPHI.
W zwigzku z tym postuluje si¢, iz mechanizm ten jest rodzajem modulowania trans-
dukcji sygnatu indukowanego przez ROS, uczestniczacym w ustgpowaniu spoczyn-
ku i stymulacji kietkowania [5, 12] (ryc. 1).

Modulowanie poziomu ROS jest niezbedne dla wlasciwego przebiegu dojrze-
wania nasion, przetamywania spoczynku, czy tez stymulacji kietkowania, gdyz
wystepowanie tych czasteczek w nadmiarze moze przyspieszac starzenie si¢ tych
organdw, obniza¢ ich wigor i zywotno$¢. Wyniki badan wskazuja na to, ze wa-
runki stresowe moga hamowac¢ kietkowanie wlasnie poprzez nadprodukcje ROS
[46]. Z drugiej jednak strony istniejg takze dowody na to, iz starzejace si¢ nasio-
na, o niskim wigorze charakteryzujg si¢ ograniczong zdolnos$cig do generowania
O, podczas kietkowania [27]. Przedstawione tu przykiady dobrze wkompono-
wuja si¢ w koncepcje tzw. ,,okna oksydacyjnego”, w ktérym odpowiedni poziom
ROS jest niezbgdny do stymulacji proceséw zachodzacych w nasionach, jednak
nadmiar ROS prowadzi do powstawania uszkodzen, a w skrajnych przypadkach
do $mierci nasion [3].

REGULACJA WZROSTU ELONGACYJNEGO Z UDZIALEM OH’
1 JEGO PREKURSOROW

Intensywny wzrost elongacyjny determinuje ksztalt i rozmiar ro$lin, jak rowniez
decyduje o wielu ich innych cechach. W poprzednim rozdziale omoéwiona zostata
m.in. rola OH' w rozluZznianiu struktury bielma, utatwiajacego jego przebicie przez
zwickszajgcy rozmiary korzonek zarodkowy podczas kietkowania. O tym, czy na-
siono wykietkuje, decydujg réznego rodzaju oddzialywania pomigdzy warstwami
okrywajacymi zarodek (bielmo, okrywa nasienna) a wydtuzajacym si¢ elongacyjnie
korzonkiem zarodkowym. Ze wzgledu na fakt, iz podczas kietkowania nie naste-
puja podziaty komorkowe, to zwigkszanie si¢ rozmiar6w peczniejacego zarodka
jest w gtdownej mierze wynikiem aktywnego wzrostu wydtuzeniowego. Ten rodzaj
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wzrostu towarzyszy roslinie w trakcie caltego cyklu zyciowego, a rola ROS jest nie-
zwykle wazna dla przebiegu tego procesu. Wykazano, ze wytwarzane w apoplascie
O,” 1 OH" uczestniczg w regulacji wzrostu elongacyjnego korzonka zarodkowego
kietkujacych nasion Lepidium sativum 1 Lactuca sativa [49, 71, 75]. Intensywne
wytwarzanie O,” w apoplascie przez RBOH, POX ina drodze lipoksygenazy jest
skorelowane takze z wydtuzaniem komorek korzenia podczas kietkowania i w fazie
rozwoju siewek P. sativum [27]. W ciemnosci wzrost elongacyjny komorek roz-
wijajacej si¢ etiolowanej siewki A. thaliana tylko poczatkowo dominuje w strefie
korzeniowej, po czym zaczyna przewaza¢ w czgsci hypokotylowej. Tego rodzaju
zjawiska nie obserwuje si¢ natomiast w obecnosci $wiatta. Udowodniono takze, ze
siewki A. thaliana rozwijajace si¢ w ciemnos$ci, w obecnosci glutationu i dithiothre-
itolu wykazuja specyficzne zmiany w morfologii. Zastosowanie wyzszych st¢zen
w/w przeciwutleniaczy skutkowato odpowiednio wigkszym zahamowaniem wzro-
stu hypokotyli. Na podstawie uzyskanych wynikéw zaproponowano, iz mechanizm
regulacji wzrostu elongacyjnego przez $wiatto ma zwigzek z wptywem szlakow
sygnatowych indukowanych przez ATP oraz tlenek azotu na dystrybucje i wytwa-
rzanie O, przez NADPH oksydaz¢ [65]. Inne doniesienia naukowe sugerujg, iz
elongacja zarodkow kietkujacych nasion L. sativum moze by¢ zaktocona przez sub-
stancje allelopatyczne, jak np. MyA (ang. Myrigalone A). Wykazano, iz zwiazek
ten wykazuje wlasciwosci antyoksydacyjne i hamuje kietkowanie nasion L. sativum
poprzez obnizenie poziomu oraz perturbacje w dystrybucji O, 1 OH', wymaganych
do stymulacji wzrostu elongacyjnego zarodka i przebicia bielma przez wydtuzajacy
si¢ korzonek zarodkowy. Co wiecej, negatywny efekt MyA spotegowany byt bar-
dziej w ciemno$ci niz na $wietle [45, 71].

W badaniach in vitro iin vivo wykazano, iz wytwarzanie OH" w obecno$ci
jonow Cu” i/lub Fe*", kwasu askorbinowego i H O, moze pozytywnie wptywac
na rozluznianie struktury $ciany komoérkowej i zwigkszanie rozmiarow komo-
rek, a niskie pH w apoplascie dodatkowo sprzyja temu procesowi [53]. Uwaza
si¢, iz nie tylko poziom, ale takze i lokalizacja askorbinianu w apoplascie od-
grywaja kluczowa rolg w regulacji wzrostu wydluzeniowego. Ten czasteczkowy
przeciwutleniacz moze detoksykowa¢ OH® wytwarzany w $cianie komorkowej,
przy czym w aktywnie rosngcych organach roslin obserwuje si¢ jego niski po-
ziom [70]. Sugeruje si¢ rowniez, ze indukowany przez [AA wzrost poziomu OH
moze by¢ zaangazowany w modyfikacje Sciany komorkowej, prowadzace — w za-
leznosci od stezenia IAA — do jej wydluzenia, usztywnienia i drewnienia. Udo-
wodniono, iz wzrost poziomu OH' indukowanego przez IAA w wydtuzajacych
si¢ koleoptylach Zea mays moze by¢ hamowany przez aplikowane egzogennie
czasteczkowe ,,zmiatacze” ROS. Co wigcej, wykazano, iz aktywnie rosnace strefy
korzeni Z. mays 1 H. vulgare produkuja wigcej zewnatrzkomorkowego OH® niz
dojrzate regiony. Natomiast zahamowanie wydtuzania korzenia P. sativum przez
odpowiednie stezenie IAA skorelowane jest ze wzrostem poziomu OH' [53, 64].
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W innych pracach zademonstrowano, iz pojawienie si¢ O,"~ czgsciej obserwuje
si¢ wzdhuz strefy wydtuzeniowej korzenia, podczas gdy obecnos¢ H,O, stwierdza
si¢ glownie w strefie r6znicowania i wtosnikow korzeniowych. Badania z wyko-
rzystaniem mutanta upbeatl (upbl) A. thaliana dostarczyly dowodoéw na to, iz
wzrost stgzenia O, przy jednoczes$nie obnizonym poziomie H,O, w wierzchotku
korzenia stymuluje wzrost elongacyjny merystemu, jak i innych komorek korze-
nia [23]. Nadal jednak nie jest jasne, czy indukowane przez IAA zmiany poziomu
O, "1 H,0, przyczyniajg si¢ do zwigkszenia wytwarzania OH'.

Z obserwacji wynika réwniez, ze stymulacja aktywnos$ci btonowej H*ATP-a-
zy sprzyja zwigkszaniu poziomu OH" w rosngcych korzeniach Z. mays. Wyrzut
protonow przez H*ATP-azg zakwaszajac apoplast, w obecnosci jonéw Cu* i/lub
Fe*'sprzyja powstawaniu OH' [34]. Wzrost ilosci apoplastowego H" moze réwniez
prowadzi¢ do hyperpolaryzacji btony komdrkowej i1 stymulacji wytwarzania elek-
tronow, a co za tym idzie takze produkcj¢ pozakomorkowego O, przez oksydazg
RBOH [41]. W wyniku aktywnosci H'ATP-azy asymetrycznie rozmieszczone H*
generuja gradient elektrochemiczny, ktory jest wykorzystywany w komorce w pod-
stawowych procesach fizjologicznych, takich jak regulacja wewnatrzkomoérkowego
pH, ruchy komorek aparatow szparkowych, czy tez wzrost elongacyjny [76].

Zaobserwowano rowniez, ze kanaty formowane przez aneksyny (ANN1) ak-
tywowane przez zewnatrzkomorkowy OH® (powstajacy w obecnosci Cu”, askor-
binianu i H,0,), moga uczestniczy¢ w regulacji naptywu jonéw Ca*" i K* [31].
Kanaly te sg zlokalizowane w btonach komérkowych wierzchotkow wlosnikow
korzeniowych oraz komorek gtéwnych epidermy korzenia i wykazuja wigksza
aktywno$¢ w rejonach aktywnie wydtuzajacych si¢ komorek. Mutanty annl A.
thaliana charakteryzuja sie brakiem zdolno$ci btonowego przewodnictwa Ca?*
1 K* w komorkach wilosnikéw korzeniowych oraz komoérek gtownych epider-
my korzenia w odpowiedzi na sygnat indukowany przez OH'. W konsekwencji
wzrost korzenia 1 wlo$nikow w mutantach annl jest silnie zahamowany [31]. Ka-
naty jonowe o zblizonej do ANNI strukturze i funkcjach zostaty zidentyfikowane
takze w btonie komorek epidermy korzeni P. sativum 1 H. vulgare. Wykazano, ze
ich aktywnos$¢ moze by¢ stymulowana poprzez przylaczenie poliamin, w wyniku
czego nastepuje uwrazliwianie kanalu na obecnos¢ OH' [69, 74].

Rodnik OH' pemni istotng role w procesie wytwarzania pylnikow kwiatowych
i ziaren pytku oraz wzrostu tagiewki pytkowej. Cho¢ zrodta i miejsce oddziatywa-
nia OH" w gametoficie meskim nie sg jeszcze poznane to istnieja dowody na to, ze
bogate w cysteing biatko MT-1-4b, zdolne do wigzania jondéw metali jest kluczo-
wym regulatorem wytwarzania OH" podczas rozwoju meskich narzadéw genera-
tywnych. Wykazano bowiem, ze w przypadku braku tego biatka wyksztatcane sa
pylniki i pytek o nieprawidlowej strukturze [21]. Ostatnio zaproponowano réwniez,
iz OH" i H,0, mogg pei¢ przeciwstawne role w regulacji kietkowania ziaren pyt-
ku tytoniu [60]. Zademonstrowano, ze podczas gdy OH® w wyniku bezposrednie-
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go oddzialywania z polisacharydami przyczynia si¢ do rozluznienia wewngtrzne;j
sciany komoérkowej kietkujacych ziaren pyltku, przez ktora przedziera sie rozwi-
jajaca tagiewka, to H,O, wzmacnia i usztywnia pozostalg czes¢ sciany. Podobnie
jak w przypadku elongacyjnego wzrostu wiosnikow, tak i w przypadku wydtuza-
nia fagiewki pytkowej wazng rol¢ odgrywaja rowniez O, wytwarzane przez bial-
ko RBOH oraz H,0, generowany z udziatem enzymu PAO [51, 73]. Nadal jednak
rola zewnatrzkomorkowego OH® w procesie wydhluzania tagiewki pytkowej nie jest
dobrze poznana. Wiadomo tylko, ze w momencie gdy tagiewka dotrze do wejscia
zenskiego gametofitu, OH" zaczyna by¢ dominujacym ROS wytwarzanym przez
zenski gametofit, co zapewne umozliwia rozluznienie $ciany komorkowej tagiewki
ijej peknigcie prowadzace do zaptodnienia. Proces ten zalezy takze od obecnosci
jonoéw Ca?" i aktywowanych przez OH' btonowych kanatéw wapniowych, jednak
mechanizm dziatania nie jest jeszcze scharakteryzowany [11].

Zaprezentowane w/w przyklady stanowia niezbite dowody na to, ze OH" oraz
jego prekursory petnia pozytywna role w modulowaniu wzrostu elongacyjnego (ryc.
1), a ich funkcja nie zawsze zwigzana jest z niszczycielskim w skutkach dziataniem.

ZNACZENIE OH' I INNYCH ROS W REAKCJI
ROSLINY NA STRESY

W Zyciu niemobilnych organizmow, jakimi sg rosliny, szybka reakcja na zmie-
niajace si¢ warunki srodowiska, a w szczegolnosci w sytuacji zagrozenia wywola-
nego przez biotyczne i/lub abiotyczne czynniki stresowe, moze decydowaé o ich
przetrwaniu. ROS odgrywaja niewatpliwie wazng role w transdukcji sygnatu ko-
morkowego inicjujacego kaskadg reakcji w odpowiedzi na docierajace bodzce.
Komoérki roslinne moga rejestrowa¢ zmiany dotyczace miejsca, ilosci, rodzaju
i szybkosci wytwarzania ROS w celu indukcji specyficznej odpowiedzi [10]. Nadal
jednak nie sg zidentyfikowane typowe receptory ROS. Postuluje si¢, ze nie tylko
stosunek ilosci poszczegodlnych form ROS, ale i czasowo-przestrzenna dynamika
metabolizmu konkretnego ROS decyduje o tym, czy i jakie reakcje obronne zosta-
ng zainicjowane w roslinie w odpowiedzi na niekorzystne warunki srodowiskowe
[54]. W pierwszych etapach reakcji na dziatanie szkodliwego czynnika, ROS — jako
czasteczki sygnatowe — indukuja kaskade zdarzen majaca na celu ochrong organi-
zmu. Natomiast pod wptywem dtugotrwatego, nasilajacego si¢ stresu, gdy zosta-
je zachwiana homeostaza ROS, doj$s¢ moze do uszkodzenia komorek, a nawet ich
$mierci [46]. W przypadku OH" istniejg dowody na to, iz w reakcji rosliny na stre-
sy moze on petnic takze pozytywna role i wystgpowac w roli przekaznika sygnatu
komoérkowego, a nie jak dotychczas sadzono, ze jest on tylko jednym z gtownych
sprawcOow uszkodzen komorkowych. Rosliny sg nieustannie narazone na oddziaty-
wanie w tym samym czasie réznych stresow biotycznych i abiotycznych. Postuluje
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si¢, iz OH" indukowany podczas jednego rodzaju stresu moze jednocze$nie modu-
lowa¢ odpowiedzi komérkowe indukowane w wyniku oddziatujacego innego typu
czynnika stresogennego. Jednakze odpowiedZ na pytanie, czy tego rodzaju inte-
rakcja wywotuje efekt pozytywny czy negatywny, powinna uwzglednia¢ zawsze
konkretny problem badawczy [10]. Analizujac oddziatywania biotyczne wykazano,
iz korzenie roslin Z. mays, P. sativum 1 Raphanus sativus narazone na dziatanie
zwigzkow allelopatycznych, takich jak: kwas ferulowy i p-kumarowy wytwarzaja
zwigkszone ilosci OH" [13]. Podobnie, w wyniku ataku grzybowych patogenow,
takich jak Rhizoctonia solani, Aspergillus, Alternaria i/lub pod wpltywem dziatania
ich elicytorow réwniez obserwuje si¢ wzrost poziomu OH' w komorkach roslinnych
[8, 36, 59]. Znaleziono dowody na to, ze OH' moga negatywnie regulowac reakcje
nadwrazliwo$ci HR (ang. Hypersensitive Response) u Nicotiana tabacum wywo-
lanej atakiem bakterii Xanthomonas spp. i obecnoscia jej toksyn. Indukowana za
posrednictwem OH® programowana $§mier¢ komorki jest charakterystyczna rowniez
dla ataku grzyboéw nekrotroficznych. Wykazano, ze nekrozy indukowane podczas
HR w odpowiedzi na zakazenie Botrytis moga by¢ zmniejszone poprzez chelatacje
jonow zelaza, co sugeruje, ze OH" pelni w tym procesie funkcje sygnatowa [14].

Oddzialtywaniu czynnikdéw stresowych czgsto towarzyszy wzrost poziomu po-
liamin, ktére maja za zadanie chroni¢ komorki przed stresem oksydacyjnym. Pa-
radoksalnie, ich katabolizm z udziatem oksydazy aminowej AOX stanowi zrodto
H,0, iinnych ROS (w tym takze OH"). Istniejg dowody, iz sygnat indukowany
przez produkty posrednie rozktadu poliamin (H,O,, OH"), aktywujac kanaty jono-
we K+, uczestniczy w regulacji rozwoju rosliny, programowanej $mierci komor-
kowej, a takze odpowiedziach obronnych, generowanych na skutek oddzialywania
stresoOw biotycznych i abiotycznych. Wykazano, ze zar6wno OH'jak i poliaminy
moga aktywowac Ca**-ATPaze, zaburzaé przeptyw H* oraz transdukcj¢ sygnatu
indukowanego przez jony Ca**. Co wigcej, tego rodzaju efekt czgsciej wystepuje
u odmian wrazliwych na stres solny niz u odpornych [52].

W wigkszosci przypadkéw brak lub zmniejszona ekspresja RBOH skorelowa-
na jest z obnizeniem poziomu produkcji ROS, wynikajacym ze zmian reakcji roslin
w zakresie $§mierci komorkowej i odpornosci na patogeny [37]. Badania na mutantach
gendw kodujacych poszczegdlne biatka RBOH (u 4. thaliana geny od RBOHA do
RBOHJ) wykazaty, ze u kazdego z mutantow rboh A. thaliana okreslony rodzaj pato-
genu moze wywota¢ rozne reakcje. Wyniki te potwierdzaja ztozonos¢ i specyficznosé
mechanizméw kontrolujacych zalezng od aktywnosci NADPH oksydazy odpowiedz
komodrkows, w trakcie oddziatywan patogenow na organizm roslinny. Stanowia tez
istotny argument przemawiajacy za tym, ze ROS generowane przez ten enzym nie
dzialajg tylko jako toksyczne zwiazki prowadzace do $§mierci komorki, ale sa réwniez
waznym elementem systemu obronnego zywych organizméw [37, 66].

Zmiany w poziomie OH' towarzysza takze podczas oddziatywania streso-
wych czynnikoéw abiotycznych na rosling. Wywolane nagta ekspozycja na $wiatto
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wigdniecie roslin P. sativum pierwotnie uprawianych w ciemnosci, skorelowane
jest z wytwarzaniem duzych ilosci OH" w epikotylach [20]. Sugeruje sie, ze OH*
moze negatywnie regulowac przeptyw wody w tkankach roslinnych. Jak wykaza-
no u zielonych glonow z rodzaju Chara, wytwarzany OH' powodowal zamykanie
wodnych kanalow (akwaporyn) i zmniejszenie przeptywu wody podczas ekspo-
zycji na $wiatto o wysokim nat¢zeniu, a efekt ten byt podobny do tego induko-
wanego przez metale przejsciowe uczestniczace w reakcji Fentona w lisciach Z.
mays [26]. Te pozorng sprzeczno$¢ mozna wyjasni¢ tym, iz tkanki etiolowane
majac slabiej rozwinigty system antyoksydacyjny sa bardziej wrazliwe na nega-
tywne dziatanie ROS, a utrata wody moze by¢ wynikiem powodowanych przez
ROS uszkodzen bton komérkowych. Wiadomo rowniez, iz UV moze stymulowac
wytwarzanie apoplastycznego OH’, powodujacego tymczasowe zmiany ksztattu
peroksysomoéw, ktore w postaci wydtuzonych, splaszczonych kanalikéw uktada-
ja sie w jednej linii wraz z pecherzykami retikulum endoplazmatycznego wokot
chloroplastow [39]. Tego rodzaju modyfikacja ksztattu peroksysomow poprze-
dza etap ich rozszczepiania, prowadzac do zwigkszenia populacji peroksysomow
i stanowigc tym samym dodatkowy mechanizm zabezpieczajacy przed stresem
oksydacyjnym [58].

Ekspozycja roslin na gazowy ozon (O,) takze zwigksza wytwarzanie ROS
(w tym OH") w apoplascie wokot komorek przyszparkowych [24]. Ozon wnikajac
przez aparaty szparkowe inicjuje szkodliwy stres oksydacyjny, ktory moze przypo-
minac¢ sytuacje¢, jaka ma miejsce podczas ataku patogenow, chociazby ze wzgledu
na fakt, Zze uczestniczy w nim takze RBOH [67]. Wytwarzane ROS reguluja ruch
komorek aparatow szparkowych, a u 4. thaliana ma to zwiazek z wystepujacymi
w ich btonie selektywnie dziatajacymi kanatami K* (ang. Guard Cell Outwardly
Rectyfying K*, GORK) [67]. Wykazano, ze podobne do tego rodzaju kanaty jono-
we wystepujace w komorkach korzeni sg aktywowane przez zewnatrzkomorkowy
OH’ [9]. Mechanizm ten nie zostat jeszcze potwierdzony in vivo w przypadku
kanatow wystepujacych w btonie komorek aparatu szparkowego. Niemniej jed-
nak, niski poziom egzogennego OH" wygenerowanego w obecnosci jondéw me-
tali przejsciowych reakcji Fentona promuje otwieranie aparatéw szparkowych,
podczas gdy wysoki poziom OH' stymuluje ich zamykanie [18]. Warunki glebo-
we mogg mie¢ istotny wptyw na wytwarzanie OH' w komorkach korzeni roslin-
nych. Susza zwigksza dostepnosé jonow Fe?* i Cu*’, co moze powodowac wzrost
wytwarzania OH" w reakcji Fentona. Z kolei, niedobor azotu moze stymulowaé
powstawanie OH’, prowadzac w konsekwencji do peroksydacji lipidow i starze-
nia si¢ Triticum aestivum [61]. Pobieranie metali ciezkich przez rosliny réwniez
powoduje wytwarzanie zwigkszonych ilosci OH'. Aluminium moze indukowaé
stres oksydacyjny, poprzez aktywacj¢ zwigzanych ze $ciang komorkowg POX [1].
Obecno$¢ manganu (Mn) moze wyrzadzi¢ powazne szkody przez jego zdolno$¢
do katalizowania OH’, chociaz jak to wykazano w przypadku Cucumis sativus
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jego negatywne w skutkach dziatanie moze by¢ ztagodzone obecnoscig krzemu,
ktory zmniejsza aktywno$¢ POX i poziom Mn [35]. Takze kadm (Cd) powoduje
wzrost wytwarzania H,O, w korzeniach C. sativus, Glycine max i H. vulgare, ha-
muje produkcje OH", a efekt ten moze by¢ tagodzony przez obecnos¢ jonéw Ca**
[64]. Czgsciowo wynika to z hamujacego wptywu Cd na ekspresje RBOH, jak i na
aktywnos$¢ biatka kodowanego przez ten gen [16]. Ponadto wykazano, iz stres
solny promuje powstawanie OH® w korzeniach A4. thaliana [9]. Reakcja ta zalezy
od aktywnosci RBOH oraz petni role sygnatows, aktywujac naptyw Ca** do apo-
plastu poprzez ANN1-zalezny transport, do czasu wywolania odpowiednich reak-
cji adaptacyjnych [30]. Moze to réwniez prowadzi¢ do indukcji programowane;j
$mierci komorki, na skutek utraty jonow K* we wnetrzu komorki, wypompowy-
wanych przez aktywowane OH' kanaty GORK [9]. Stres solny rowniez powoduje
akumulacj¢ zewnatrzkomorkowych poliamin, co moze nasila¢ wytwarzanie OH"
i w konsekwencji utrate K™ w komodrkach korzeniowych.

Opisane tu wybrane przyktady dowodza, iz OH'i inne ROS s3 istotnymi czg-
steczkami sygnatowymi zaangazowanymi w indukcje¢ i transdukcje sygnatu ko-
morkowego podczas reakcji odpornosciowych, odpowiedzi na warunki stresowe
oraz programowanej $mierci komorki.

PODSUMOWANIE I PRZYSZLE PERSPEKTYWY

Dotychczasowe badania pozwolity lepiej zrozumie¢ znaczenie i mechanizmy
dziatania ROS. Chociaz wiadomo, ze OH' modyfikuje sktadniki komdrkowe, takie
jak kwasy nukleinowe, biatka, lipidy, polisacharydy i peini wazng funkcj¢ sygna-
lowa, to nadal nie sg znane szczegdty dotyczace jego mechanizmu dzialania. Bez
odpowiedzi nadal pozostaja liczne pytania np.: jakie sg kluczowe elementy szlaku
sygnatlowego OH" i ekspresja ktorych gendéw jest modyfikowana w odpowiedzi na
sygnat wzbudzany przez ten rodnik? Czy sygnat indukowany przez OH® wchodzi
w interakcje ze szlakami sygnatowymi $wiatta, hormonow roslinnych i innych cza-
steczek sygnatowych oraz jaki jest mechanizm tych oddziatywan? Te i inne zagad-
nienia beda ciekawym tematem badan realizowanych w najblizszej przysztosci,
a nowe wyniki dostarcza kolejnych argumentow na to, ze OH" paradoksalnie uznany
za najszkodliwszy z ROS, jest takze waznym regulatorem wzrostu i rozwoju roslin.
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