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Wstep

Starzenie si¢ nasion, podobnie jak wszystkich organizméw zywych, jest proce-
sem nieuchronnym. Proces starzenia si¢ nasion objawia si¢ zwykle zamieranim po-
szczegolnych tkanek oraz powstawaniem osrodkow nekrotycznych. Zmniejsza sig
woéwczas dynamika, a nastgpnie zdolno$¢ kietkowania. Kietki oraz siewkl wyroste
z nasion starych s czesto nienormalne, co jest wynikiem uszkodzen jacer komorko-
wych oraz zwigzanych z nimi aberracji chromosomowych. Nastgpstwem tych nienor-
malnosci jest obnizenie plonu roslin i jego jakosci. Natgzenie zmian destrukcyjnych,
powodujacych starzenie nasion podczas ich przechowywania, uwarunkowane jest za-
réwno czynnikami zewnetrznymi — srodowiskowymi, jak i wewngtrznymi — gene-
tyczno-fizjologicznymi. W toku ewolucji rosliny wyksztalcity wiele mechanizmow
zabezpieczajacych je przed przedwczesnym zestarzeniem si¢ i $miercia, szczegolnie
dotyczy to mechanizméw zapobiegajacych lub naprawiajacych uszkodzenia po-
wstate wskutek dziatania wolnych rodnikéw. Niestety, czgstokro¢ stanowia one nie-
dostateczng ochrone, a efektywnos¢ ich maleje wraz ze starzeniem sig nasion. Dlatego
tak istotna sprawa jest mozliwo$é aktywacji naturalnych mechanizméw obronnych
1 reperacyjnych poprzez aplikacje antyutleniaczy nieenzymatycznych lub kondycjo-
nowanie, zwigkszajac potencjalne mozliwosci obrony przed reakcjami wolnorodni-
kowymi lub ich skutkami i tym samym wigor nasion.
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Czynniki genetyczno-fizjologiczne warunkujgce
starzenie si¢ nasion

Wiasciwosci genetyczne

Zasadniczy wplyw na zywotnos$¢ nasion maja wiasciwosci genetyczne. Nasiona
réznych gatunkéw zachowuja zywotnosé przez rozny okres — od kilku dni (wierzby
topole), do wielu tysigcy lat (fubin arktyczny — 11 tys. lat) [6]. Ta ogromna rozpigtos¢
dhugosci zycia nasion uwarunkowana jest przede wszystkim wiasciwosciami gene-
tycznymi i bedaca ich konsekwencja budowa nasion. Ale 1 w obrgbie gatunkow
stwierdzono réznice odmianowe podczas przechowywania nasion soi, fasoli, wyki,
prosa, sorgo, pszenicy i koniczyny [34]. Na zywotno$¢ nasion moze wplywac takze
stopien ploidalnosci. Stwierdzono, ze wsrdd di-, tri- 1 tetraploidalnych nasion bura-
kéw odmiany anizoploidalnej najszybciej tracity Zywotnos¢ nasiona tetraploidalne,
a potem triploidalne [33]. Istnieje niewielki zwiazek pomig¢dzy wysoka zawartoscia
thuszczu w nasionach réznych gatunkow a ich wzglednie krotka zywotnoscia [34].
W badaniach nasion kukurydzy stwierdzono, ze nasiona twarde i szkliste niektérych
odmian pozostajq zywotne dtuzej niz odmian o wyzszej zawartosci skrobi oraz od-
mian stodkich. Z danych tych wynika, ze istnieje mozliwos¢ poprawy zywotnosci
droga selekcji [34]. Zatem o ,,dlugowiecznosci” nasion decyduje w pierwszym rzg-
dzie zakodowany genetycznie program starzenia si¢ i Smierci.

Synteza lotnych zwiazkdéw toksycznych

Podczas przechowywania nasion, nawet w optymalnych warunkach, nast¢puje
synteza lotnych zwigzkow. Najbardziej rozpowszechnionymi substancjami lotnymi
produkowanymi przez nasiona réznych gatunkéw sa: aldehyd octowy, metanol, eta-
nol iaceton. Najbardziej toksyczny sposrod nich jest aldehyd octowy, gdyz przy st¢ze-
niu 1 mmol moze spowodowa¢ catkowita utrat¢ Zywotnosci nasion [54]. Wyzsze ho-
mologi aldehydu octowego, np. butanol, pentanol, heksanol, ze wzgledu na dtuzszy
tancuch hydrofobowy majg utrudniong penetracj¢ w obrgbie tkanek nasion, przez co
staja si¢ mniej toksyczne. Niemniej, wymienione aldehydy nagromadzaja si¢ w tra-
cacych wigor i zywotnos¢é nasionach oraz w ich otoczeniu nawet podczas przechowy-
wania ich w optymalnych warunkach. Szczegélnie procesy te maja miejsce podczas
przechowywania nasion o niskiej wilgotnosci w warunkach hermetycznych, ze
wzgledu na brak mozliwo$ci wydostania si¢ aldehydow na zewnatrz. Mechanizm tok-
sycznego wplywu aldehydu octowego na nasiona polega na reagowaniu w sposéb nie-
enzymatyczny z grupami aminowymi bialek i DNA, podobnie jak w reakcjach Mail-
larda. Stwierdzono bowiem, ze w nasionach wielu gatunkéw, przechowywanych
przez dlugi okres w obnizonej temperaturze i wilgotnosci powietrza, nagromadzaja
si¢ kompleksy aldehydu octowego z biatkiem [54].
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Reakcje Maillarda

Podczas przechowywania nasion, szczegélnie w niekorzystnych warunkach, za-
chodzi szereg zlozonych reakcji chemicznych, w ktorych cukry proste reaguja z ami-
nokwasami, biatkami lub kwasami nukleinowymi. Reakcje te zwane s3 ciemnieniem
nieenzymatycznym, reakcjami melanoidynowymi lub tez Maillarda. Na poczatku tej
reakcji cukier redukujacy (najczesciej glukoza) reaguje za pomoca swej grupy alde-
hydowej z wolng grupa aminowa biatka lub aminokwasdw, tworzac glikozyloamine.
Prowadzi to do wytworzenia ciemnych produktéw reakcji glikozylacji, bedacych
zmodyfikowanymi biatkami i kwasami nukleinowymi [52]. Nie ulega watpliwosci, ze
biatka enzymatyczne i kwasy nukleinowe zmodyfikowane przez udziat w reakcjach
Maillarda nie wykazuja swej normalnej aktywnosci biologicznej, co w konsekwencii
prowadzi do obnizenia wigoru i zywotnos$ci nasion.

Procesy utleniania

Najistotniejsza jednak przyczyna fizjologiczng starzenia si¢ nasion sa procesy
oksydacyjne i peroksydacyjne przebiegajace stale, nawet w warunkach matej zawar-
tosci wody w nasionach, gdy niemozliwe jest oddychanie mitochondrialne [49].
W ich wyniku powstaja wolne rodniki, czyli atomy lub czasteczki, majace jeden lub
wigcej niesparowanych elektronow. Sa one zdolne do samodzielnego istnienia, ale
charakteryzuje je na og6t wysoka reaktywnos$¢. Daza do sparowania elektronéw po-
przez pozbycie si¢ nadmiarowego elektronu lub przylaczenie elektronu od innej
czasteczki. Woéwczas, zazwyczaj szybko, wchodza w reakcje z wieloma réznymi
czasteczkami, zmieniajac ich wlasciwosci chemiczne i fizyczne [4]. Do wazniejszych
reaktywnych biologicznie form tlenu wystepujacych w komérkach nasion naleza;
anionorodnik ponadtlenkowy O °, nadtlenek wodoru H;0,, rodnik hydroksylowy
(wodorotlenowy) "OH oraz dwuatomowa czasteczka tlenu w stanie singletowym 'O,.
Najwigcej wolnych rodnikow powstaje w obrebie mitochondriéw, gdzie przebiegaja
procesy oddechowe, oraz w sasiedztwie DNA. Dlatego struktury te najbardziej nara-
zone sa na ich dzialanie i jako pierwsze ulegajq degradacji [15].

Najlepiej poznanym i udokumentowanym biologicznym tancuchowym procesem
wolnorodnikowym jest proces peroksydacji fosfolipidéw btonnych, od ktérego roz-
poczynaja si¢ najprawdopodobniej dalsze uszkodzenia oksydacyjne [53]. W skiad
fosfolipid6w wchodza reszty wielonienasyconych kwaséw thuszczowych, ktére z lat-
woscig ulegaja utlenieniu do nadtlenkéw tych zwiazkow. Czynnikami inicjujacymi
peroksydacj¢ lipidow moga byé: rodnik wodorotlenowy "OH, rodniki organiczne
(nadtlenkowy LOO", alkoksylowy LO", badz alkilowy L"), jak réwniez ozon, tlenek
1 dwutlenek azotu, dwutlenek siarki [25]. Reakcja inicjacji przeksztatca czasteczke
kwasu ttuszczowego w wolny rodnik alkilowy L', po czym nastgpuje przegrupowanie
Wiazan podwéjnych, w wyniku ktérego powstaja wiazania sprz¢zone. Pojawienie sie
tych wigzan jest oznaka przebiegu peroksydacji i umozliwia $ledzenie tego procesu [2].
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W kolejnym etapie rodniki alkilowe L' reaguja z tlenem, tworzac wolne rodniki nad-
tlenkowe LOQO", ktére z kolei zdolne sa do odrywania atoméw wodoru od kolejnych
czasteczek wielonienasyconych kwasow thuszczowych LH, prowadzac do powstania
nadtlenkow kwaséw thuszczowych LOOH. Taki cykl reakcji moze powtarzaé sie wie-
lokrotnie. Ostatecznie dochodzi do reakcji pomigdzy wolnymi rodnikami z wytwo-
rzeniem produktu, niebedacego wolnym rodnikiem, a zmodyfikowana forma kwaséw
tluszczowych (np. dimery fosfolipidéw, keto- lub hydroksykwasy ttuszczowe). Te
zwiazki, jako bardzo niestabilne, ulegaja rozpadowi, tworzac kilku-, kilkunastowe-
glowe fragmenty: aldehydy i hydroksyaldehydy. Najpopularniejszy i najczesciej
identyfikowany jest dialdehyd malonowy MDA [2].

Wolne rodniki powstajace podczas peroksydacji lipidow moga reagowaé
z biatkami blon, tworzac wolne rodniki bialek. Te natomiast moga uczestniczyé w re-
akcjach z wolnymi rodnikami kwaséw tluszczowych, tworzac mieszane potaczenia
biatkowo-lipidowe [4].

Negatywnych skutkéw peroksydacji lipidéw blonnych jest bardzo wiele. Produkty
peroksydacji modyfikuja wiasciwosci fizyczne blon komérkowych, zwigkszajac ich
przepuszczalno$c dlajonow H' i innych substancji polarnych. Peroksydacja lipidow de-
polaryzuje blony. Powoduje réwniez zahamowanie aktywnosci enzyméw btonnych
1 bialek transportujacych. Ostatecznym wynikiem tych procesow jest utrata integralnos-
ci blon wewnatrzkomoérkowych i komérkowych [42]. Zaréwno nadtlenki kwasow
tluszczowych, jak i aldehydowe produkty peroksydacji sa czynnikami rozprzegajacymi
fosforylacjg oksydacyjna w mitochondriach, czyli ostabiaja zaleznosé pomigdzy trans-
portem elektronéw przez fancuch oddechowy a synteza ATP w mitochondriach. Praw-
dopodobnie giéwnym mechanizmem takiego dziatania produktéw peroksydacji lipi-
dow jest niwelowanie przez nie réznicy stgzen protonéw po obu stronach wewnetrznej
blony mitochondrialnej, ktéra powstaje wskutek aktywnosci fancucha oddechowego
1ktéra napedza syntezg ATP. Zachodzi to prawdopodobnie w wyniku zwigkszenia przez
produkty peroksydacji lipidéw przepuszczalnosci blony dla proton6éw [4].

Reaktywne formy tlenu moga reagowa¢ z biatkami, modyfikujac reszty amino-
kwasowe oraz grupy prostetyczne bialek ztozonych i doprowadzajac do agregacji lub
fragmentacji czasteczek bialkowych [4]. Najczesciej mediatorem uszkodzenia biatek
jest rodnik wodorotlenowy ‘OH, rzadziej anionorodnik ponadtlenkowy O * i nadtle-
nek wodoru H,0, (utlenianie grup tiolowych —SH). Zazwyczaj uszkodzenie oksyda-
cyjne prowadzi do utraty aktywnosci biologicznej biatka.

Kwasy nukleinowe sa zwiazkami bardziej stabilnymi niz biatka i lipidy, ale réwniez
moga by¢ uszkadzane przez rodnik wodorotlenowy "OH i tlen singletowy 'O,. Reakcje
rodnika wodorotlenowego z kwasami nukleinowymi mogg prowadzié do uszkodzenia
zasad nukleinowych, reszt cukrowych lub rozerwania wiazan fosfodiestrowych
taczacych nukleotydy, czyli powstawania peknieé nici kwaséw nukleinowych [4].
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Tabela 3. Wykaz systemow naprawczych funkcjonujacych w zywych nasionach, ktére na-
prawiaja lub usuwaja uszkodzenia wywotane dziataniem wolnych rodnikow [4, 7]

Systemy naprawcze Lokalizacja Dzialanie

Naprawa bialek:

proteinazy, cytoplazma, odcinaja utlenione biatka, a nastgpnie rozkiadaja je
proteazy blony na poj jedyncze ammokwasy, ktére moga ponownie
1 peptydazy komorkowe zosta¢ uzyte do syntezy bialek

Naprawa lipidow:

fosfolipazy, wszystkie wycinaj utlenione fragmenty lipidow z bton,
acetylotransferazy, struktury umozliwiajac i Innym enzymom naprawe uszkodzo-
peroksydazy bloniaste nych segmentow;

glutationowe;j w komorce wymieniaja kwasy thuszczowe oddzielone od lipi-

1 transferazy dow lub wspomagaja naprawg utlenionych kwasow

ttuszczowych bez koniecznosci wycinania duzych
fragmentéw bton

Naprawa DNA:

egzo- i endo- mitochondria, wycinaja zniszczone przez wolne rodniki fragmen-
nukleazy, jadro ty DNA;

glikozylazy komorkowe wypetniaja ubytki powstate po dziataniu egzo-

1 polimerazy, 1 endonukleaz;

ligazy lacza naprawiane fragmenty

Nadtlenki aminokwasdw, bialek, zasad kwaséw nukleinowych 1 kwaséw nukle-

inowych sa stosunkowo nietrwate w poréwnaniu z nadtlenkami kwasoéw ttuszczo-
wych i dlatego peroksydacja lipidow jest procesem duzo lepiej poznanym.

Reasumujac, nalezy wysuna¢ twierdzenie, ze reaktywne formy tlenu moga uszka-

dza¢ wszystkie gléwne klasy skladnikow komorek (zwiazki niskoczasteczkowe,
biatka, lipidy i kwasy nukleinowe), powodujac:

utlenianie zwiazkéw niskoczasteczkowych (glutation, askorbinian, nukleotydy
nikotynamidoadeninowe);

inaktywacje enzymow;

inaktywacje bialek transportowych;

peknigcia nici DNA, uszkodzenia zasad DNA, degradacje¢ rybozy;
uszkodzenia chromosomow;

peroksydacje lipidéw bton;

inhibicje fosforylacji oksydacyjnej w mitochondriach;

zaburzenia wewnatrzkomoérkowej homeostazy Ca2+;

zaburzenia struktury cytoszkieletu;

zmiany morfologii komorek;

powstawanie mutacji [4].

Wszystkie te zmiany prowadza do zaburzen fizjologii nasion, spadku wigoru,

a nast¢pnie do zamierania zarodka i zaniku zdolnosci kietkowania.
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Naturalne mechanizmy obronne
przed reakcjami wolnorodnikowymi

Destrukcyjny wptyw wolnych rodnikéw i reaktywnych form tlenu jest ograniczany
przez funkcjonowanie w zywych komorkach mechanizméw obronnych. W toku ewolu-
cji rosliny przystosowaty sie do funkcjonowania w obecnosci reaktywnych form tlenu.
Poziom ich w komoérkach jest bowiem zdeterminowany pojemnoscia i1 aktywnoscia
systemu antyoksydacyjnego [1, 12]. W roslinach istnieje kilka mechanizméw funkcjo-
nowania systemu antyoksydacyjnego, zapobiegajacego uszkodzeniom lub napra-
wiajacego te, powstale wskutek dziatania wolnych rodnikéw. Ochronng rolg przed tok-
sycznym i mutagennym dziataniem aktywnych form tlenu pelnia antyutleniacze enzy-
matyczne, katalizujace reakcje rozktadu nadtlenkow, antyutleniacze nieenzymatycz-
ne, zwiazki majace wysoki potencjat redukcyjny i fatwo reagujace z wolnymi rodnika-
mi (z tego powodu zwane zmiataczami wolnych rodnikéw), oraz systemy naprawcze,
ktore degraduja, naprawiajg lub usuwaja uszkodzenia wywolane dziataniem wolnych
rodnikéw. Rd6wnowaga mig¢dzy wytwarzaniem a usuwaniem reaktywnych form tlenu
jest zatem $cisle kontrolowana. Stan, w ktérym ta rownowaga przesunigta jest w strong
wytwarzania reaktywnych form tlenu, okreslany jest mianem stresu oksydacyjnego
[13]. Wazne jest, aby ochrona przed stresem oksydacyjnym byla wystarczajaca, a taka
odporno$é na stres gwarantuje tylko zbilansowany poziom réznych antyutleniaczy,
bioracych udzial w usuwaniu reaktywnych form tlenu.

Sposoby indukcji mechanizmow obronnych
przed stresem oksydacyjnym

Aplikacja antyutleniaczy

Jedna z form zapobiegania reakcjom wolnorodnikowym w starzejacych sig nasio-
nach moze by¢ aplikacja antyutleniaczy. S to niskoczasteczkowe zwiazki majace
wysoki potencjat redukcyjny i tatwo reagujace z wolnymi rodnikami. Stosuje si¢ za-
réwno antyutleniacze naturalnie wyst¢pujace w komorkach roslinnych, jak i synte-
tyczne zwiazki [3, 14]. Pierwsza grupa zwiazk6w przedstawiona zostata w rozdziale
omawiajacym naturalne mechanizmy obronne przed reakcjami wolnorodnikowymi.
Do drugiej grupy zaliczy¢ mozna m.in.: butylohydroksytoluen (BHT), butylohydrok-
syanisol (BHA), dihydroksyanisol (Tiron), dimetylu sulfotlenek (DMSO), kwas sali-
cylohydroksamonowy (SHAM), czy gallusan propylu. Wszystkie te zwiazki hamuja
utlenianie poprzez wchodzenie w reakcje z czynnikami utleniajacymi (dziatanie pre-
wencyjne) lub z produktami posrednimi utleniania, jakimi sa zwykle wolne rodniki
(dzialanie interwencyjne), skierowujac reakcje na tory terminacji, czyli przerwania
tancuchowych reakcji wolnorodnikowych. Wyniki badan sa jednak dos¢ kontrower-
syjne i niejednoznaczne, dlatego odczuwa si¢ niedosyt zwiazany z brakiem jed-
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nogtosnej koncepcji na temat udziatlu antyutleniaczy w reakcjach z wolnymi rodnika-
mi 1 ich wplywu na zdolnos¢ kietkowania i wigor nasion. Przeciwko wyprowadzone;j
przez Harmana wolnorodnikowe;j teorii starzenia si¢ [23, 24] oponowali Pristley i in.
[35, 36], twierdzac, ze poziom wolnych rodnikéw oraz pozipm antyoksydantow z gru-
py tokoferoli nie zmienial si¢ w starzejacych si¢ nasionach soi, niezaleznie od sposobu
starzenia. Zwigkszajaca si¢ zas ilo$¢ wolnych rodnikéw w osiach zarodkowych soi,
starzejacych si¢ w warunkach wysokiego uwodnienia, nie byta wynikiem zwiekszo-
nej ich generacji, lecz uwalniania z putapek istniejacych w nasionach odwodnionych.
Innego zdania jest Senaratna i in. [41], odnotowujac spadek poziomu tokoferoli w na-
sionach soi podczas starzenia, co sugerowatoby ich udziat i zuzywanie w reakcjach
z wolnymi rodnikami, powstajacymi podczas starzenia sie nasion. Gérecki i Harman
[14] probowali natomiast dowie$é na przykladzie nasion grochu, ze w warunkach
przeciwdziatajacych pojawianiu si¢ wolnych rodnik6w (zastosowanie kilku antyutle-
niaczy) nasiona dluzej zachowaly wigor i zywotnosé. W innych badaniach nieko-
rzystny wptyw wolnych rodnikéw powstajacych w starzejacych sig platkach irysa byt
skutecznie ograniczany poprzez moczenie ich w roztworach antyutleniaczy [3].

Odwrotnie, potraktowanie nasion substancjami generujacymi wolne rodniki, jak
np. paraquat [18] lub AAPH [45], powodowato obnizenie ich zdolnosci kietkowania
1 przyspieszenie starzenia. To moze przekonywa¢ o znaczacej roli wolnych rodnikéw
w procesach starzenia. Niekorzystny wptyw tych substancji eliminowany byt przez
skutecznie funkcjonujacy antyoksydacyjny i naprawczy system aktywowany poprzez
matrykondycjonowanie nasion [18, 45].

Jednakze wcigz niewiele jest pozyciji literatury dotyczacych poprawy jakosci na-
sion pod wplywem traktowania antyutleniaczami. Przyczyna tego jest by¢ moze wy-
soki koszt stosowania substancji chemicznych o wilasciwosciach redukujacych
1 spetniajacych funkcje antyutleniaczy w zywych komérkach lub tez skierowanie
uwagi w ostatnich latach na ekologiczny aspekt prowadzonych badan. W zwiazku
z tym poszukiwanie i stosowanie antyutleniaczy pochodzenia naturalnego wydaje si¢
by¢ perspektywicznym kierunkiem do prowadzenia badan nad wptywem antyutlenia-
¢zy na zdolno$¢ kietkowania, wigor i mozliwosci przechowalnicze nasion, szczeg6l-
nie gatunkéw roslin uprawianych w celach konsumpcyjnych.

Aktywacja enzymatycznych systemow antyoksydacyjnych
i naprawczych

Catkowicie ekologicznymi i stosunkowo niedrogimi metodami, stosowanymi
W celu indukcji mechanizméw obtonnych i naprawczych, sa metody kondycjonowa-
nia, bazujace na stosunkach wodnych nasion. Nasiona suche, majace wilgotnosé
nizsza od tzw. wilgotnoéci kondycjonalnej, nie sa w stanie regenerowaé uszkodzen
powstatych w wyniku procesoéw utlenienia [50]. Obserwowano natomiast regeneracje
uszkodzen zestarzeniowych i funkcjonalnych w nasionach znajdujacych sie przez
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wiele lat w glebie, w stanie napgczniatym, spoczynkowym, niekietkujacym [5]. Wy-
nika z tego wniosek, ze aparat naprawczy nasion musi mie¢ zapewnione odpowiednie
warunki do podj¢cia aktywnosci. Podobnie jest z aktywnoscia enzymatycznych syste-
mow antyoksydacyjnych. W nasionach suchych aktywno$¢ enzymow jest minimalna
[42]. Aby pobudzi¢ enzymatyczne systemy antyoksydacyjne 1 naprawcze w komor-
kach, konieczne jest uwilgotnienie nasion, ale tylko do scisle okreslonej granicy. Za-
bieg taki nazywany jest ogélnie kondycjonowaniem nasion. Przy optymalizacji wa-
runkéw kondycjonowania niezb¢dna jest znajomos¢ wplywu poszczegélnych para-
metréw kondycjonowania (réznych dla nasion poszczegélnych gatunkéw, odmian,
a nawet partii), takich jak: wilgotnos$¢ wyjsciowa i szybkos¢ wnikania wody do na-
sion, dawka wody i dlugos¢ okresu kondycjonowania (inkubacji), temperatura kondy-
cjonowania oraz dostepnosc tlenu podczas kondycjonowania (ze wzgl¢du na aktywa-
cj¢ procesow oddechowych). Dobrze wykonany zabieg kondycjonowania powoduje
przyspieszenie i wyréwnanie kietkowania nasion 1 wschodoéw siewek, szczegolnie
w niekorzystnych warunkach srodowiskowych [20], zwigkszenie aktywnosci wielu
enzymoOw, w tym o dzialaniu antyoksydacyjnym — katalazy, oksydazy ponadtlenko-
wej, reduktazy glutationowej [2, 26], poprawe¢ integralnosci struktur komoérkowych
[2, 17], nierzadko wplywa réwniez na spowolnienie procesOw starzenia w przecho-
wywanych po tym zabiegu nasionach [16, 29]. Dodatkowo kondycjonowanie moze
poprawié¢ zdrowotno$¢ nasion wskutek wymywania szkodliwych patogenéw z ich po-
wierzchni 1 wnetrza [31]. Czestokro¢ jednak obserwowano, ze wysoka wilgotnos¢
i do$¢é wysoka temperatura podczas kondycjonowania nasion sprzyjaja namnazaniu
si¢ grzybow i wzmozonej penetracji podczas imbibicji [21, 32, 48].

Techniki kondycjonowania podzielone zostaly przez McDonalda [30] na cztery
grupy, biorac pod uwage sposoby uwilgatniania nasion: hydrokondycjonowanie,
osmokondycjonowanie, matrykondycjonowanie 1 podkietkowywanie.

Hydrokondycjonowanie — metoda ta oparta jest na swobodnym wnikaniu wody
do nasion, regulowanym jedynie jej dostgpnoscia i sita ssacq nasion. W zaleznosci od
tego, w jaki sposob nasiona kontaktujq si¢ z woda, uszczegétowiono rodzaje hydro-
kondycjonowania.

Moczenie nasion polega na zanurzeniu i przetrzymywaniu ich w wodzie przez
okreslony czas, w Scisle okreslonych warunkach (temperatura, napowietrzanie). Za-
bieg ten i natychmiastowy wysiew nasion powoduje czg¢stokro¢ przyspieszenie
kielkowania i wschoddw siewek [17, 20] oraz moze zmniejszy¢ niekorzystny wplyw
warunkow srodowiskowych na poczatkowy wzrost roslin. Jednakze kondycjonowa-
nie ta metoda wymaga duzego doswiadczenia, a niewlasciwe jego wykonanie moze
doprowadzi¢ do zmniejszenia wartosci siewnej nasion. Podczas moczenia suchych
nasion woda wnika zbyt gwattownie do tkanek i mamy do czynienia z tzw. zjawiskiem
stresu wodnego, skutkiem ktoérego moga by¢ fizyczne uszkodzenia struktur komarko-
wych [38]. Niedostateczna dost¢gpnos$¢ tlenu do zarodka, wywolana zalaniem nasion,
rowniez moze negatywnie wptyna¢ na ich kietkowanie.
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Pokrywanie nasion, bedacych w rotacyjnym ruchu, rozpylong woda ma na celu
zaabsorbowanie jej na powierzchni wszystkich nasion i nastgpnie wnikniecie do wne-
trza zarodka. Stuzy to spowolnieniu wnikania wody i réwnomiernemu oraz jedno-
czesnemu uwilgotnieniu wszystkich nasion. Metoda ta nazwana zostata ,,drum pri-
ming” i1 opisana przez Rowse [40]. Modyfikacja tej metody jest aplikowanie dawek
wody w odstegpach czasowych do nasion bedacych w ruchu [19, 51]. Kondycjonowa-
ne w ten sposob nasiona charakteryzowaly si¢ wyzsza zdolnoscia i krétszym srednim
czasem kietkowania oraz wyzszym wigorem, ocenianym predkoscia utraty zywotno-
sci w tescie przyspieszonego starzenia [19].

Osmokondycjonowanie jest powszechnie znanym zabiegiem stosowanym w celu
przyspieszenia kietkowania nasion. Polega ono na kontrolowanym uwilgatnianiu na-
sion w okreslonej temperaturze i czasie, w roztworach substancji osmotycznie czyn-
nych, o niskim potencjale osmotycznym (KNOs, K;PO,4, KH,PO,4, MgSO,, NaCl, gli-
cerol, mannitol, glikol polyetylenowy). Pobrana przez nasiona okreslona ilos¢ wody
umozliwia tzw. kietkowanie sensu stricte, czyli przebieg proceséw metabolicznych
poprzedzajacych kielkowanie wlasciwe, nie wystarcza natomiast do rozpoczecia
wzrostu zarodk6w i przebicia przez nie okrywy nasiennej. Wigkszos¢ nasion kondy-
cjonuje si¢ ta metoda w roztworach osmotycznie czynnych o potencjale od —0,8 do
-2,0 MPa, w temperaturze 15-20°C, przez okres od kilku godzin do kilku dni [27].
Tak traktowane nasiona ptucze sie, suszy i przechowuje w stanie suchym przez okres-
lony czas. Wysiane do gruntu w dogodnym terminie nasiona natychmiast kietkuja,
czgsto w niekorzystnych warunkach srodowiskowych [27]. Metoda osmokondycjo-
nowania w roztworach osmotycznie czynnych, mimo opisanych zalet i opracowan
w ponad 2000 publikacjach, nie znalazta szerokiego zastosowania w praktyce. Powo-
dem tego s3 prawdopodobnie do$¢ duze koszty stosowania, ograniczona dostepnosé
tlenu do nasion oraz trudnosci z jednoczesnym kondycjonowaniem duzej ilosci mate-
riatu siewnego. '

Matrykondycjonowanie — to metoda uwilgatniania nasion, w ktorej stosuje si¢

- nosnik wody, zwiazek nieorganiczny (wermikulit, torf, Celite, Micro-Cel, Zonolite,
Calflo), charakteryzujacy si¢ niskim potencjalem osmotycznym i duza powierzchnia

- absorpcyjng (czyli mozliwoscia utrzymywania duzej ilosci wody), nietoksycznoscia
W stosunku do nasion i przylepnos$cia do ich powierzchni. Pierwsze proby stosowania
te] metody opisali Kubik i in. [28] oraz Taylor i in. [46], a opatentowana zostala

- W 1990 roku [10]. Jest obecnie powszechnie uznana metoda uszlache:niania nasion.
- Zabieg matrykondycjonowania polega na zmieszaniu nasion w odpowiednich pro-
- porcjach z woda i substancja no$na oraz inkubowaniu ich w temperaturze korzystnej
dla kietkowania, zwykle 15-25°C, przez 1-14 dni, co jest uzaleznione od gatunku
' [27]. Nastepnie substancja ta jest odsiewana lub wymywana, a nasiona odpowiednio
- Suszone i przechowywane do czasu siewu. Przeprowadzone dotychczas badania wy-
| kgza{y, ze matrykondycjonowanie nasion wielu gatunkow przyspiesza 1 wyrownuje
- kielkowanie, szczegOlnie w niskich temperaturach [20, 37, 47]. W poddanych temu



30 A.M. Karsznicka, M. Grzesik

zabiegowi nasionach stwierdzono wigkszg integralnos¢ membran cytoplazmatycz-
nych [17, 47] oraz wyzszy wigor. Wyrazone to zostato intensywnym wydzielaniem
etylenu, wyzsza aktywnoscig in vivo oksydazy ACC oraz dehydrogenaz [17, 22}, ko-
rzystniejszymi wschodami siewek [20], jak rowniez zaawansowaniem w degradacji
materialéow zapasowych [8]. Kondycjonowane nasiona marchwi, bezposrednio po
uszlachetnieniu, zawieraly wyzsze ilosci sacharozy niz nasiona kontrolne [11]. Bada-
nia cytologiczne za pomoca mikroskopu §wietlnego i elektronowego wykazaty znacz-
ne przyspieszenie procesdw metabolicznych w osiach zarodkowych matrykondycjo-
nowanych nasion [17, 22]. Koicowym efektem tych proceséw byl szybszy wzrost
i rozwdj roslin w szklarni, po ich posadzeniu w polu oraz wyzszy plon nasion [9]. Na
podstawie uzyskanych wynikow i obserwacji cytologicznych mozna przypuszczac,
ze matrykondycjonowanie powoduje uruchomienie proceséw reperacyjnych, a na-
stepnie zapoczatkowuje procesy metaboliczne, ktore sprzyjaja przyspieszeniu row-
nomiernego kietkowania nasion i wschodow siewek, szczegélnie w warunkach stre-
sowych. Badania wykazaly, ze matrykondycjonowane nasiona mozna przechowy-
waé, najlepiej w niskiej temperaturze (3°C) i wilgotnosci wzglednej powietrza (RH;
40%), czyli w warunkach korzystnych dla przechowywania nasion typowych (orto-
doksyjnych) [16].

Podkietkowywanie — metoda ta polega, odmiennie niz w prezentowanych powy-
zej trzech technikach kondycjonowania, na doprowadzeniu metabolizmu nasion do
punktu, w ktérym nastgpuje przebicie okrywy nasiennej przez korzen zarodkowy
[30]. Metoda ta zatem stuzy nie tyle pobudzeniu ezymatycznych systemow, co mak-
symalnemu zaawansowaniu procesow metabolicznych sktadajacych sig na kietkowa-
nie nasion.

Badanie fizycznych i chemicznych czynnikéw oraz proceséw metabolicznych,
zachodzacych w nasionach podczas ich kondycjonowania metodami opartymi wy-
lacznie na stosunkach wodnych, rzuca nowe $wiatto na te zagadnienia. Dotychczas
zabiegi takie stosowane byly do$¢ powszechnie na nasionach ,,$wiezych”, niezesta-
rzatych, celem przyspieszenia ich kietkowania i wschodéw siewek w polu. Ostatnio
optymalizuje si¢ metody kondycjonowania do celéw poprawy wigoru nasion czescio-
wo zestarzalych i podejmowane sa proby przediuzania zywotnosci nasion.
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Seeds ageing and protective mechanisms counteracting
oxidation stress
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Summary

Ageing of all organisms is a genetically coded inevitable consequence of life pro-
Cesses, which are modified by external factors. Peroxidation processes, synthesis of
toxic compounds and Maillard reaction, are the most important processes in seeds,
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affecting ageing rate. A counter balance for them is provided by natural defence mecha-
nisms including anti-oxidation processes and repair systems. Stimulation of natural de-
fence mechanisms and application of antioxidants may be the methods counteracting
negative reactions and decreasing ageing of seeds. The more efficient the anti-oxidation
system, the higher seed vigour. High quality of seeds thanks to selection, optimal stora-
ge conditions and conditioning can significantly increase the longevity of seeds.



