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Starzenie nasion jest procesem prowadzacym do nieodwracalnych zmian powodujacych utrate ich warto$ci siewnej
w czasie. W proces ten zaangazowanych jest wiele wzajemnie powiazanych zmian molekularnych, biochemicznych,
fizjologicznych oraz metabolicznych. W zwiazku z degradacja srodowiska naturalnego wymagana jest intensywna
ochrona gatunkowa roslin. Zachowanie zdolnosci do kietkowania nasion odgrywa kluczowa role w ochronie
bioréznorodnos$ci gatunkowej. Przeprowadzone dotychczas badania wskazuja na udzial miRNA w dynamicznym
procesie kietkowania nasion. Jednak niewiele wiadomo na temat zagadnien dotyczacych regulacji miRNA 1 ich
gendow docelowych, ktore sg potencjalnie waznymi czynnikami przyczyniajacymi si¢ do starzenia nasion podczas
dtugotrwatego przechowywania.

Praca obejmuje przeglad wybranej literatury dotyczacej badania roli miRNA w regulacji proceséw zaangazowanych
w starzenie i kietkowanie nasion.

Stowa klucze: miRNA, starzenie nasion, zywotnos¢, kietkowanie

The ageing of seeds is a process that leads to irreversible changes that cause the loss of seed value over time. Many
interrelated molecular, biochemical, physiological and metabolic processes are involved in it. The degradation
of the natural environment requires intensive plant species protection. Preserving germination capacity plays a key
role in protecting the biodiversity damaged by genetic erosion. The studies conducted so far show that miRNAs
are involved in the dynamic germination process of seeds. However, little is known about the state of specific miRNA
regulations and their targets. These, are potentially important factors contributing to the ageing of seeds during long-
term storage. germination germination
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leading to seed ageing and germination.
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Wstep

Zywotnoé¢ nasion miala znaczenie dla ludz-
kosci od czasow rewolucji neolitycznej, kiedy
nastapilo przejscie od magazynowania zywnos$ci
do jej produkcji, a czgs¢ zbiorow musiata zostaé
zachowana na nastgpny sezon. Pierwsze informa-
cje dotyczace starzenia si¢ nasion zostaty podane
juz w starozytnej Grecji, kiedy Teofrast z Erezos
zauwazyl, ze przechowywanie nasion w prze-
wiewnych miejscach na duzych wysokosciach
przedluza ich zywotnos$¢. Ponadto zaobserwo-
wal, Ze nasiona cebuli tracg zywotno$¢ znacznie
szybciej, niz nasiona prosa. W I wieku Lucjusz
Lunius Moderatus Columella dostrzegt negatyw-
ny wptyw wilgotnos$ci na proces przechowywania
nasion. W $redniowieczu Ibn al-’Awwam stwo-
rzyt rozpraw¢ naukowg pt. ,Kitab al-fila-hah”,

zawierajacy informacje, jak prawidtowo przecho-
wywac¢ nasiona. Francuski botanik Henri-Louis
Duhamel du Monceau w X VIII wieku zaobserwo-
watl zréznicowanie w zywotnos$ci nasion w zalez-
nosci od gatunku rosliny (Priestley, 1986).

Celem pracy jest przeglad wybranej literatu-
ry dotyczacej regulacyjnej roli miRNA w szla-
ki metaboliczne zwigzane z procesem starzenia
1 kietkowania nasion.

Starzenie Nasion

Starzenie jest to dtugotrwaly i nieodwracal-
ny proces zachodzacy w rozwoju osobniczym
zywych organizmdw. Proces ten polega na postg-
pujacych w czasie zmianach w komorkach,
ktorych ostatecznym skutkiem jest $mier¢ orga-
nizmu. Dlugo$¢ zycia to czynnik, ktory znaczaco
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roznicuje organizmy (Roberts, 1979). U roslin
jego rozpigtos$¢ jest znacznie wigksza, niz u zwie-
rzat, przyktadem czego sg osobniki Pinus aristata
w White Mountain w Kalifornii, ktorych wiek szacu-
je sie na okoto 5000 lat (Currey, 1965). W 1877 r.
znaleziono ,,probke wiedenska”, ktorg przechowy-
wano w hermetycznie zamknigtych pojemnikach
w temperaturze 10 — 15°C i wilgotnosci 3,13%
przez ponad 110 lat. Wérdd probek znajdowaty sie
nasiona jeczmienia wykazujace 90% zywotnosci,
owsa 81%, podczas gdy pszenica posiadala niska
zdolno$¢ kietkowania, a zyto catkowicie stracito
zywotno$¢ (Steiner i Ruckenbauer, 1995). Nasiona
wigkszo$ci gatunkdw roslin mogg przetrwaé nawet
do kilku tysiecy lat, np. nasiona Nelumbo nucifera,
ktorych wiek byt datowany na ok. 1300 lat, miaty
zdolno$¢ kietkowania na poziomie 84% (Shen-Mil-
ler, 2002).

Starzenie nasion prowadzi do nieodwracal-
nych zmian powodujacych utratg wartosci siewnej
w czasie. W efekcie starzenia nasiona tracg wigor
oraz zywotnos¢. W 1876 r. Nobbe stwierdzit wyste-
powanie réznic w zakresie kietkowania i wzrostu
w obregbie partii materialu siewnego nazywajac
zjawisko,, sita napedowa”, czyli,, wigorem nasien-
nym” (Sun i in., 2007). W 1976 r. stowarzyszenie
ISTA (ang. International Seed Testing Association)
opracowato definicje wigoru nasion jako sume tych
wlasciwosci nasion, ktore okreslaja poziom ich
aktywnos$ci i zachowania si¢ podczas kietkowa-
nia 1 wzrostu siewek. Zaobserwowano, iz spadek
wigoru nasion nastepuje duzo wczesniej niz spadek
zdolnosci kietkowania; jest to zwigzane z proce-
sem starzenia, ktory rozpoczyna si¢ juz w fazie
przedzniwnej. O poziomie wigoru nasion decyduja
trzy gtéwne czynniki: aspekt genetyczny, srodowi-
sko rozwoju 1 warunki przechowywania (Sun i in.,
2007).

W proces starzenia nasion zaangazowanych
jest wiele wzajemnie regulujgcych si¢ mechani-
zmow na poziomie molekularnym, fizjologicznym,
biochemicznym 1 metabolicznym (Boczkowska
i in., 2019; Sarkar Das i in., 2018). Mimo wielu
prob poznania przyczyn starzenia si¢ nasion nie
wyjasniono, ktére czynniki majg zasadniczy wpltyw
na dhlugo$¢ zycia nasion oraz jakie mechanizmy
prowadza do utraty zywotno$ci. Dotychczasowe
badania wskazuja, ze w proces ten zaangazowane
sa czynniki zewngtrzne i wewnetrzne.

Do najwazniejszych czynnikéw egzogennych
nalezg: warunki pogodowe w czasie wzrostu rosliny
1 zbioru nasion, technologia przygotowania nasion
do przechowywania oraz warunki przechowywa-
nia. W oparciu o odpornos¢ nasion na odwodnienie,
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podzielono je na trzy grupy: (I) nasiona,, orthodox”
wykazujace tolerancje na odwadnianie ponizej 5%
wilgotnosci; oraz (II) nasiona,, recalcitrant”, ktore
wykazujg brak tolerancji na odwadnianie i ging
w trakcie suszenia do 20-50% oraz (III) ,,subotho-
dox” nasiona z umiarkowang tolerancja na suszenie
(Ellis et al., 1990; Roberts, 1979). Zgodnie z zasa-
da Harringtona, zywotno$¢ nasion typu,, orthodox”
podwaja si¢ po obnizeniu temperatury o 5°C i obni-
zeniu wilgotnosci o 1% (Harrington, 1963).

Wraz z postgpujacym procesem starzenia
w btonach komoérkowych nasion dochodzi do poja-
wienia si¢ nieciaglosci. Ponadto wzrasta czesto-
tliwo$¢ aberracji chromosomowych oraz mutacji
genowych. Wraz ze spadkiem wigoru nasion,
rbosomalne RNA 28S, 1 18S rRNA ulegaja stopnio-
wej degradacji (Sun i in., 2007). Wykazano takze,
ze degradacja RNA 1 starzenie si¢ nasion soi prze-
biega w podobnym tempie (Fleming i in. 2017).

Ze wzgledu na r6zng zywotno$¢ nasion w
procesie naturalnego starzenia, wielu naukow-
cow prowadzi badania w warunkach sztucznych,
w ktorych przyspiesza si¢ naturalny proces starze-
nia poprzez podniesienie temperatury i wilgotnosci.
Wedhug dostepnych danych literaturowych symula-
cja ta nie odzwierciedla jednak zmian zachodzacych
podczas starzenia si¢ suchych nasion (Gutiérrez
iin., 1993; Neto i in., 2016).

Prowadzono wiele badan dotyczacych starzenia
i kietkowania nasion (Priestley, 1986; Ventura i in.,
2012; Wang i in., 2011), brak jednak odpowiedzi
na pytanie: jakie konkretnie mechanizmy mole-
kularne 1 w jaki sposob odpowiadajg za starzenie
i kielkowanie nasion poddanych dhugotrwatemu
przechowywaniu. Odkrycie matych, niekodujacych
RNA, ktore zaangazowane s3 w wiele procesow
rozwojowych, przetozylo si¢ na wzrost zaintereso-
wania ich rolg w procesach kietkowania i starzenia
si¢ nasion.

miRNA

Matoczasteczkowe RNA (ang. small RNA,
sRNA) obejmujg kilka klas krotkich niekoduja-
cych RNA: miRNA (mikroRNA, ang. microRNA,),
siRNA (male interferujace RNA, ang. small interfe-
ring RNA) oraz piRNA (niekodujace czasteczki RNA
wykazujace aktywnos$¢ malych regulatorowych
RNA, ang. piwi-interacting RNA), ktore reguluja
ekspresje gendw na poziomie potranskrypcyjnym
(Wang 1 in., 2011). Liczba sRNA w komorkach
roslinnych jest na tyle duza, aby sugerowac regula-
cyjna role tych czasteczek (Wang i in., 2011). Najle-
piej scharakteryzowang klasa sSRNA roslinnych jest
miRNA (Wang i in., 2011).
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MikroRNA (miRNA) to okoto 21 nukleotydowe
endogeniczne nickodujace RNA, ktore odgrywaja
wazng role w potranskrypcyjnej regulacji ekspre-
sji gendw. W wyniku dziatania miRNA dochodzi
do przeciecia lub blokowania translacji docelowych
mRNA (Hu i in., 2016; Rogers and Chen, 2013;
Wang i in., 2019).

Biogeneza miRNA

Biogeneza miRNA jest procesem wieloetapo-
wym (ryc.1). Dojrzale miRNA powstaje z wlasnych
podjednostek transkrypcyjnych. Przy udziale poli-
merazy II RNA dochodzi do transkrypcji genow
MIR i powstania pierwotnego transkryptu pri-miR-
NA. W kolejnym etapie generowany jest prekur-
sor miRNA (pre-miRNA) o strukturze ,,spinki
do wlosow” (ang. hairpin RNA, hpRNA). Proces
powstania pre-miRNA zachodzi przy udziale
kompleksu biatka serrate (SE), hyponastic leaves
(HYL-1) oraz dicer like 1 (DCL1) (Reinhart, 2002).
Niskoczasteczkowa  metylotransferaza ~ HENI
metyluje wystajace konce 3’ i transportuje dupleks
miRNA/miRNA* z jadra do cytoplazmy. Nastep-
nie dochodzi do enzymatycznego rozszczepienia
dupleksu na dwie nici. Jedna z nich (ni¢ prowadza-
ca— miRNA) jest wlaczana do kompleksu wycisza-
jacego RNA (ang. RNA-induced silencing complex,
RISC). Wbudowane dojrzate miRNA ukierunko-
wuje kompleks RISC na mRNA zawierajace gen
docelowy prowadzac do jego degradacji. W rezul-
tacie kompleks RISC negatywnie reguluje ekspre-
sje docelowego mRNA (Wang i in., 2011). Koniec
5’ miRNA, zwlaszcza w pozycji 2—8 nukleotydow
jest kluczowy dla interakcji z transkryptem genu
docelowego (Brennecke i in., 2005). Miejsce doce-
lowe wykazuje prawie doskonatag komplementar-
no$¢ z sekwencjag miRNA. Wigkszos¢ docelowych
mRNA jest przecinana przez RISC, chociaz istnieja
przyktady gdzie translacja mRNA ttumiona jest bez
rozcigcia (Chen, 2004). Regulacyjna rola miRNA
zostata wykazana dla kluczowych etapéw rozwo-
ju korzeni, pedow, lisci oraz kwiatoéw. Dodatkowo
uczestnicza one w odpowiedzi na fitohormony,
sktadniki odzywcze i stresy srodowiskowe (Wang
iin., 2011).

Roslinne miRNA i ich rola w regulacji
ekspresji genow docelowych

Dotad scharakteryzowano 14 197 dojrzalych
miRNA ro$linnych i zdeponowano je w ogo6lnodo-
stepnej bazie miRBase (miRBAse ver.22.1) [http://
www.mirbase.org/]. Wigkszos¢ z nich stanowig
miRNA pochodzace z kukurydzy, ryzu i Arabi-
dopsis thaliana (Wang 1 in., 2011). Wang i in.

(2011) potwierdzili obecno$¢ 115 znanych miRNA
oraz wykryli 167 nowych miRNA w kietkujacych
nasionach kukurydzy. Badania ro$liny dwuliscien-
nej Nelumbo nucifera potwierdzity obecnos¢ 145
znanych i1 wykazaty 78 nowych miRNA (Hu i in.,
2016). Sarkar Das i in. (2018) podczas badan nad
kietkujacymi ziarniakami A. thaliana zidentyfiko-
wali 58 znanych miRNA nalezacych do 30 r6znych
rodzin.

U Arabidopsis thaliana, pigtnascie sposrod
zidentyfikowanych miRNA oraz ich geny docelo-
we wykazywaly istotne roznice w poziomie ekspre-
sji w stanie suchym oraz po 12, 24 i 48 godzinach
imbibicji nasion. Zasugerowano, ze dynamika
zmian ekspresji miRNA i ich genow docelowych
(tab. 1) ma wplyw na regulacj¢ kietkowania nasion
A. thaliana (Sarkar Das 1 in., 2018). miR417
poprzez oddziatywanie na geny C2 domain- conta-
ining protein, RARP, SNF ARF ujemnie reguluje
kietkowanie nasion pod wplywem stresu zasole-
nia, natomiast nadekspresja miR402 ktoérego celem
jest gen DML3, zwigksza zdolno$¢ kietkowania
nasion w warunkach nadmiernego zasolenia (Jung
and Kang, 2007; Kim i in., 2010). Z kolei nadeks-
presja miR160 powoduje zmniejszenie czulosci
reakcji na kwas abscysynowy (ang. abscisic acid,
ABA) podczas kietkowania (Hu i in., 2016). Ponad-
to Mallory i in. (Mallory i in., 2005) wykazali
role miR160 w regulacji ekspresji czynnika odpo-
wiedzi auksynowej ARF17 (ang. auxin response
factor) w A. thaliana. Geny z rodziny GAMYB sa
zaangazowane w transdukcje sygnatu giberelinowe-
g0 (GA) w aleuronie, a ponadto biorg udziat w akty-
wacji promotora o-amylazy oraz innych genow
regulowanych przez GA niezbednych do mobilizacji
rezerw endospermy. Podczas nadekspresji miR159
zaobserwowano zmniejszenie poziomu MYB33,
opozniajacego czas kwitnienia A. thaliana (Millar,
2005). Gen LECI (NF-YBY) jest kluczowym regu-
latorem dojrzewania nasion u A.thaliana. Muta-
cje prowadzace do utraty funkcji LECI powoduja
powazne nieprawidtowosci w rozwoju zarodkow
i nasion, podczas gdy nadekspresja LECI powoduje
przejscie ze stanu wegetatywnego do embrionalne-
go i akumulacje¢ zwigzkow zapasowych w tkankach.
Ponadto stwierdzono, ze niektére geny z rodzi-
ny NF-Y sa zaangazowane w kontrolg kwitnienia,
odpornos¢ na susze oraz rozwoj korzeni (Mu i in.,
2013). Wykazano, ze nadekspresja miR169, regulu-
jacego dzialanie rodziny genéw NF-YA spowodo-
wata nadwrazliwo$¢ na ABA podczas kietkowania
(Mu 1 in., 2013). Oksydaza L-askorbinowa, ktora
moze usuwacé reaktywne formy tlenu produko-
wane podczas stresu oksydacyjnego, jest genem
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docelowym dla miR408. Hu i in. (2016) zaobser-
wowali ze, wszystkie miRNA z rodziny miR408
r6znily si¢ istotnie poziomem ekspresji w poszcze-
g6lnych stadiach kietkowania, jednoznacznie wska-
zujac na zaangazowanie miR408 w przebieg tego
procesu (Hu i in., 2016).

Wykazano, ze mutacje w genie ARFI0 (czyn-
nik odpowiedzi auksynowej 10, ang. auxin respon-
se factor 10), bedacym genem regulowanym przez
miR160, np. ABI3 powoduja wady rozwojowe:
zabkowanie li$ci, deformacje todygi i kwiatow oraz
skrecanie tuszczyn w efekcie dzialania ekspres;ji
genow indukujacych ABA (Liu i in., 2007). Nato-
miast miR159 reguluje rozwdj kwiatéw, ptodnosé
i kietkowanie nasion poprzez obnizanie poziomu
ekspresji czynnika transkrypcyjnego MYB (Reyes
and Chua, 2007).

Znokautowanie genu kodujacego GAMYB u
ryzu powoduje wady rozwojowe pylnikow i pytku.
Nadekspresja miR159 wptywata na kartowacenie
pylnikéw u ryzu oraz meska sterylno$é u rzodkiew-
nika (Achard i in., 2008).
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Table 1

miRNA oraz geny docelowe o istotnych réznicach w pozio-
mie ekspresji zidentyfikowane u A. thaliana (Sarkar Das i
in., 2018; Millar, 2005) .

miRNA Geny docelowe
miR165 PHB, ATHB15
miR166 PHB, ATHB15
miR172 AP2, TOEI, TOE2, TOE3
miR160 ARF10, ARF16, ARF17
miR156 SPC

miR157 SPC

miR164 NACI, CUCI, cUC2
miR169 NF-Y

miR161 PPR

miR399 PHO2

miR824 AGCI6
miR834 DMC2, CIPI
miR854 R3H
miR2112 ERG4, PRR
miR159 MYB33

5'Kap ﬁér
RISC S'kap
b

poli(A)

poli(A)
poli(A)

4

CYTOPLASM

Rys. 1. Schemat biogenezy roslinnych miRNA.
RNA pol II, RNA II polimeraza; DCLI1, dicer like I; HYL1, hyponastic leaves 1; SE, bialko serrate; HEN1, wzmaczniacz transkrypcji HUA;
HASTY, bialko HASTY 1; RISC, kompleks wyciszajacy RNA (wedlug: Rogers i in. 2013; Wang i in. 2019).

Fig. 1. miRNA biogenesis in plants.
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W wyniku sekwencjonowania degradomu
z nasion N. nucifera wykazano obecno$¢ genow
docelowych: SPL, NAC, ARF, TIR like, NFY,
GAMYB, LAO odpowiednio dla miR156, miR164,
miR160, miR393, miR169, miR159 oraz miR408.
Zidentyfikowane geny stanowily gldwnie czynniki
transkrypcyjne (Hu i in., 2016). Biatka PPR (ang.
pentatricopeptide repeat) wplywajace na ekspre-
sje gendw w mitochondriach i chloroplastach u M.
nucifera s3 regulowane przez niektore miRNA:
miR168, miR2673 oraz nowe miR7 i miR40 (Wang
iin., 2011). Hu i in. (2016) podczas badan kietku-
jacych nasion N. nucifera potwierdzili ekspresje
miR168, miR2673 oraz zidentyfikowali nowe miR7
1 miR40, ktore reguluja ekspresje genow koduja-
cych powstawanie biatek PPR, co moze sugero-
wac regulacje przez nie przebiegu poszczego6lnych
etapow fotosyntezy oraz gromadzenia si¢ lipidow
podczas kietkowania nasion w N. nucifera. Geny
NF-Y zaangazowane sg w regulacj¢ roznych proce-
sOw rozwojowych i reakcje na stres. NF-Y (jadro-
wy czynnik Y, ang. nuclear transcription factor Y),
ktéry ma wptyw na rozwdj nasion u wielu gatun-
kow, jest genem docelowym dla miR169. W wyniku
analiz degradomu zidentyfikowano NFYA2, NFYA3
i NFYA10 bedace docelowymi genami miR169 u M.
nucifera (Hu i in., 2016).

Przedstawiony w artykule rys literaturowy
wskazuje na udzial duzej liczby miRNA w dyna-
micznym procesie kietkowania nasion. Zaangazo-
wanie licznych rodzin miRNA w proces kietkowania
nasion moze zatem wskazywaé iz odgrywaja one
role takze w procesie starzenia nasion. Pomimo
zwigkszajacego si¢ stanu wiedzy na temat regulacji
procesow zyciowych przez miRNA nadal niewie-
le wiadomo na temat wptywu miRNA 1 ich genow
docelowych na procesy starzenia nasion (Hu i in.,
2016). W Krajowym Centrum Roslinnych Zaso-
bow Genowych, IHAR-PIB prowadzone sg bada-
nia obejmujace tematyke starzenia i kietkowania
nasion poddanych dilugotrwalemu przechowywa-
niu, mi¢dzy innymi w ramach projektu badawczego
NCN Preludium nr 2019/35/N/NZ9/01046 (2020
— 2023), oraz pracy doktorskiej realizowanej przez
Autorke artykulu; promotorem pracy jest dr hab.
Maja Boczkowska natomiast promotorem pomoc-
niczym — dr Jolanta Groszyk.

Podsumowanie

Doglebne poznanie przyczyn procesu starze-
nia i zachowanie zdolnosci kietkowania nasion
odgrywa kluczowg rol¢ w ochronie ré6znorodnosci
biologicznej w bankach genéw. Nasiona stano-
wig idealny model do analizy procesow starzenia,

ich przyczyn oraz zachowania zdolno$ci do kietko-
wania. Dotychczas przeprowadzone badania wska-
zuja na udzial miRNA w dynamicznym procesie
kietkowania 1 starzenia nasion. Obecnie scharak-
teryzowano 14 197 dojrzatych miRNA roslinnych
i zdeponowano je w ogélnodost¢pnej bazie miRBa-
se, jednak nadal ich rola w procesach starzenia
i kietkowania nasion nie zostata szczegotowo zdefi-
niowana. Autorzy w literaturze $wiatowej sugeruja
koniecznos$¢ kontynuacji badan dotyczacych wply-
wu miRNA na procesy starzenia i kietkowania.
Dalsze badania miRNA i ich gendéw docelowych
w nasionach umozliwig glebsze zrozumienie sieci
regulacyjnej, w ktorej uczestnicza miRNA podczas
procesu starzenia i kietkowania. Przyczynig si¢ one
do zwigkszenia wiedzy na temat sposobow utrzy-
mania efektywnego funkcjonowania komorek przez
dhugi czas.
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