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Starzenie si¢ nasion — zlozony problem bankow gendow.
Praca przegladowa

Aging of seeds — a complex problem of gene banks. A review

Streszczenie. Starzenie prowadzace do $mierci jest procesem uniwersalnym dotyczacym
wszystkich zywych organizméow bez wzgledu na stopien ich zlozono$ci. Dhlugosé zycia,
warunkowana tempem zachodzenia procesoOw starzenia, jest bardzo zrdéznicowana, a rosliny
wykazuja najwigkszy zakres jej zmienno$ci. Procesy starzenia dotycza rdéwniez nasion
zgromadzonych w przechowalniach dhugoterminowych bankéw gendéw. Zachowanie zywotnych
nasion ma zasadnicze znaczenie dla ochrony réznorodnoéci biologicznej, ktora jest skutecznie
i systematycznie niszczona. Dotychczasowe badania nad starzeniem si¢ nasion dotyczyly m.in.
wyciszenia metabolizmu, powstawania reaktywnych form tlenu i efektow, jakie ich obecnos¢
wywoluje, uszkodzen biomolekul, metylacji DNA, a ostatnio takze matych niekodujacych
czasteczek RNA. Celem pracy jest przyblizenie ztozonego, wielopoziomowego procesu, ktory
zachodzi w nasionach w trakcie dlugotrwatego przechowywania.

Stowa Kkluczowe: Starzenie si¢ nasion, zasoby genowe, metabolizm, uszkodzenia biomolekut,
reaktywne formy tlenu, zmiany epigenetyczne

WSTEP

Starzenie si¢ prowadzace do $mierci nie dyskryminuje zadnego z zywych organi-
zmow, jest naturalne i uniwersalne. Kazda zywa istota zaczyna si¢ starze¢ w momencie,
w ktorym powstaje. Dlugo$¢ Zzycia jest cecha charakteryzujaca si¢ wysokim poziomem
zréznicowania wsrod zywych organizmow. Rosliny wykazuja wigksza jej zmienno$¢ niz
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ludzie czy inne zwierzeta. Szacuje sig, ze niektdre osobniki sosny oScistej (Pinus aristata
Engelm.) rosnagce w Kalifornii i Newadzie maja prawie 5000 lat [Currey 1965].
W odniesieniu do roslin, ktére rozmnazaja si¢ wegetatywnie, wiek ramet moze siegaé
nawet kilkudziesieciu tysiecy lat — lomatia tasmanica (Lomatia tasmanica W.M.Curtis)
42 000 lat [Lynch i in. 1998]. Réwniez w przypadku nasion mamy do czynienia z réznym
tempem procesoOw starzenia i w efekcie z réznym czasem, w ktorym nasiona pozostaja
zywotne. W literaturze odnotowano spektakularne przypadki dtugosci zycia nasion, ktora za
pomoca znakowania radiowgglowego okreslono u daktylowca wiasciwego (Phoenix dacty-
lifera L.) na okoto 2000 lat [Sallon i in. 2008], a u lotosu orzechodajnego (Nelumbo nucife-
ra Gaertn.) na okoto 1300 lat [Shen-Miller 2002]. Nasiona zb6z zachowuja zywotnos¢
przez zdecydowanie krotszy czas. Najstarsze zywotne nasiona jeczmienia i owsa miaty
124 lata [Bewley i Black 1982]. Celem ponizszej pracy jest przyblizenie ztozonego, wielo-
poziomowego procesu, ktdry zachodzi w nasionach w trakcie dtugotrwatego przechowywa-
nia.

Rys historyczny

Zywotno$é nasion ma znaczenie dla ludzkosci od czasu ,rewolucji neolityczne;j”,
kiedy to nastapito przejécie od gromadzenia zywnosci do jej produkcji, tj. cze$¢ plondw
musiata, wigc zosta¢ zachowana na nastgpny sezon. Stanowiska archeologiczne w potu-
dniowo-zachodnich Stanach Zjednoczonych wskazaty, ze nasiona kukurydzy na nadcho-
dzace zasiewy byly przechowywane oddzielnie od tych przeznaczonych do konsumpcji
[Amsden 1976]. Swiadomo$¢ zréznicowanej dlugoéci Zycia nasion réznych gatunkow
towarzyszy ludzkosci od co najmniej starozytnej Grecji. Ojciec botaniki — Teofrast z
Eresos (ok. 372-278 p.n.e.) napisal, Zze nasiona cebuli tracity zywotno$¢ znacznie szyb-
ciej niz nasiona prosa. Zauwazyl rowniez, ze przechowywanie nasion na duzych wysoko-
sciach, w przewiewnych miejscach pozwolito zachowaé ich zywotno$¢ przez znacznie
dtuzszy czas, tj. do okolo czterdziestu lat [Priestley 1986]. W starozytnym Rzymie Lu-
cjusz Iunius Moderatus Columella (I w.n.e.) zauwazyt, ze duza wilgotnos¢ powodowata
pogorszenie jakosci nasion. Podobna obserwacja zostata dokonana niezaleznie przez Fan
Sheng-zhi Shu (I w.n.e.) w starozytnych Chinach [Priestley 1986]. Wybitne $rednio-
wieczne dzielo na temat rolnictwa ,,Kitab al-fila-hah,, stworzone przez Ibn al-'Awwam,
zawierato do$¢ wyrafinowane porady dotyczace przechowywania nasion. Zgodnie z tym
dojrzate nasiona powinny by¢ wyczyszczone, wysuszone i umieszczone w odpowiednim
naczyniu, uszczelnione gling i przechowywane w suchym miejscu [Priestley 1986].
W XVIII w. francuski inzynier i botanik Henri-Louis Duhamel du Monceau stwierdzit
z pewng doktadno$cig zréznicowanie dtugosci zycia réznych gatunkow nasion. Staral si¢
rowniez przedtuzyé zywotno$¢ nasion poprzez kontrole temperatury i wilgotnosci
[Priestley 1986]. W nastgpnym stuleciu rozpoczeta si¢ nowoczesna era badan nad starze-
niem si¢ nasion. Szwajcarski botanik Augustin Pyrame de Candolle w ,Physiologie
végétale” wskazal, ze ograniczenie lub wykluczenie od jednego do wszystkich czynni-
koéw niezbednych do kietkowania nasion (tlenu, optymalnej temperatury i wody) powin-
no pomoc w zachowaniu nasion w stanie zywotnym [Priestley 1986]. W tym czasie upo-
wszechnily sig, dostarczane poprzez podreczniki rolnicze i1 ogrodnicze, informacje
o przewidywanej dlugowieczno$ci nasion najpowszechniejszych gatunkdéw. Rozwoj
w XX w. skutecznych technik przechowywania nasion jest owocem pracy naukowcow
z konca XIX w., m.in. Friedricha Haberlandta i Nicolausa Dimitriewicza [Priestley
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1986]. Chociaz od tego czasu systematycznie rozwijana jest wiedza na temat dhugo-
wieczno$ci nasion, proces ich starzenia si¢ i jego determinanty pozostaja niejasne. Do-
tychczas nie ma jednoznacznej i pelnej odpowiedzi na pytanie, ktére czynniki (i w jakim
stopniu) decyduja o tempie starzenia si¢ nasion. Zdecydowanie sg to, zar6wno czynniki
endo-, jak i egzogenne. Wsrdd najwazniejszych czynnikdw zewnetrznych nalezy wymie-
ni¢: stan rosliny rodzicielskiej, przebieg pogody podczas dojrzewania i zbioru nasion,
technologi¢ przygotowania nasion do przechowywania, czas miedzy zbiorem a przecho-
wywaniem oraz warunki przechowywania [Contreras i in. 2008, 2009]. Zgodnie z zasada
Harringtona zywotno$¢ nasion podwaja si¢ wraz ze zmniejszajaca si¢ zawartoscig wilgo-
ci 0 1% i obnizeniem temperatury o 5°C [Harrington 1963]. Zasada ta dotyczy jednak
tylko nasion typu orthodox, ktore sa bardzo odporne na suszenie i mrozenie. Na podsta-
wie odpornosci na odwadnianie nasiona dzieli si¢ na trzy kategorie: nasiona orthodox
(tolerancja wysychania), ,recalcitrant” (brak tolerancji na suszenie) lub posrednie
(umiarkowana tolerancja na wysychanie) [Roberts 1973, Ellis i in. 1991]. Do nasion
orthodox zalicza si¢ wigkszo$¢ gatunkow roslin uprawnych, ktore wystgpuja w regionach
$wiata o umiarkowanym klimacie.

Starzenie si¢

Starzenie si¢ nasion zostato zdefiniowane jako proces prowadzacy do nieodwracal-
nych zmian powodujacych utrate wartosci siewnej w czasie [Priestley 1986]. Widocznym
efektem tego procesu jest zmniejszenie wigoru i Zywotno$ci nasion. Starzenie nasion jest
ztozong cecha biologiczng, w ktorg zaangazowanych jest wiele wzajemnie powigzanych
proceséw molekularnych, biochemicznych, fizjologicznych i metabolicznych. W ostat-
nich latach wtozono wiele wysitku w badania nad procesami starzenia si¢ nasion, a mimo
to podtoze starzenia si¢ nasion nie zostalo jeszcze w pelni odkryte. Badano wiele r6z-
nych aspektow aktywnosci nasion, takich jak cykl rozwojowy nasion, kietkowanie, zy-
wotno$¢, wigor i dtugowiecznos¢.

Dojrzate nasiona typu orthodox nie prowadza fotosyntezy, sg silnie odwodnione i ich
metabolizm jest znaczaco spowolniony. W trakcie dojrzewania tych nasion aktywowane
sg rozne procesy ochronne w celu zachowania integralnosci DNA i bton komoérkowych
podczas wysychania. Nalezy tu wspomnie¢ m.in. o obecnosci systemow antyoksydacyj-
nych i biomolekut ochronnych, takich jak liczne biatka p6znej embriogenezy (LEA late-
embryogenesis abundant proteins) oraz aktywacji mechanizméw naprawczych podczas
uwadniania jako o procesach komoérkowych zwigzanych z tolerancja na odwodnienie
i przydatnoscig do dlugotrwatego przechowywania w stanie suchym. Podczas dtugotrwa-
tego przechowywania te mechanizmy stabng i wraz z uptywem czasu mogg prowadzi¢ do
starzenia si¢ nasion i obnizenia zywotnosci. Wiele innych czynnikéw i mechanizmow
réwniez zostato zidentyfikowanych jako kluczowe dla procesu starzenia, tj. zaprogra-
mowana $mier¢ komorki, zmiany mitochondrialne i epigenetyczne, zaburzenia w struktu-
rze blon komoérkowych, zmiany w strukturze DNA, degradacja biomolekul, reaktywne
formy tlenu, peroksydacja lipidow czy brak rownowagi regulatorow wzrostu [Rajjou
i Debeaujon 2008, Nonogaki i in. 2010, Ventura i in. 2012, Sreenivasulu i Wobus 2013].

Wyciszenie metabolizmu

W celu przetrwania w stanie suchym nasiona orthodox ,,opracowaly” kilka komor-
kowych mechanizmow ochronnych. Gdy zawarto$¢ wody jest niska lub bardzo niska,
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kluczowa cecha jest wylaczenie aktywnosci metabolicznej. Najbardziej rozpowszechnio-
nym mechanizmem jest zwigkszanie lepkosci komorkowej poprzez akumulacj¢ rozpusz-
czalnych, nieredukujacych oligosacharydéw (sacharoza, oligosacharydy z rodziny rafi-
noz — RFO) oraz przeksztalcanie cytoplazmy w stan szklisty. Wykazano bardzo silng
korelacje pomiedzy mobilno$cig molekut wewnatrz komorek a zywotno$cia nasion [Bui-
tink i Leprince 2008]. W stanie szklistym RFO chronig bialka przed rozwinigciem
i ograniczaja zaburzenia membranowe, zastepujac wod¢ w miejscach wigzania wodoru
i zachowujac odstepy miedzy fosfolipidami [Prestrelski i in. 1993, Crowe i in. 1997,
1998]. Szklista cytoplazma jest stabilizowana réwniez przez biatka (LEA), np. LEA 1
i LEA 4 [Wolkers i in. 2001, Shih i in. 2010, Shimizu i in. 2010]. Faldowanie tych hy-
drofilowych bialek jest indukowane przez desykacje podczas wysychania nasion, co
sugeruje, ze pelnig rozne funkcje w zalezno$ci od zawartosci wody. Biatka LEA sa ko-
dowane przez duza rodzing genoéw, na przykltad u Arabidopsis zidentyfikowano 51 ge-
noéw LEA. Zwiazek bialek LEA z dlugowieczno$cig nasion tego gatunku zostat zweryfi-
kowany dla RABI8, XERO, LEAI i LEA4. Spadek poziomu transkryptéw tych genow
wplywat na dtugos¢ zycia nasion [Hundertmark i in. 2011]. W mutancie grochu (vip-1),
ktory charakteryzuje si¢ nietolerancja na przechowywanie w stanie suchym, stwierdzono
istotng redukcje poziomu tanskryptu genu SBP65 i biotynylowanego biatka SBP65
(3 grupa biatek LEA). Uwaza si¢, ze funkcja tego biatka polega na przechowywaniu
biotyny w okresie dojrzewania oraz uwalnianiu wolnej biotyny w okresie kietkowania
nasion w celu wznowienia aktywnosci metabolicznej [Dehaye i in. 1997]. Nie mozna
jednak wykluczy¢ funkcji strukturalnej SBP65 w ochronie struktur komérkowych pod-
czas suszenia i przechowywania nasion [Boudet i in. 2006]. W nasionach istnieje wiele
réznych biatek LEA, ale ich wzgledny udzial w tolerancji na wysuszenie lub dlugo-
wieczno$¢ nasion nie zostal jeszcze w pelni zbadany. Niezbgdne sa dalsze badania, aby
wykazaé, w jaki sposob biatka LEA modulujg dlugowieczno$¢ nasion. Bialka szoku
cieplnego (HSPs — heat shock proteins), obficie wystepujace w dojrzalych nasionach,
réwniez odgrywaja istotng role w dtugosci zycia nasion. HSPs s3 biatkami chaperono-
wymi, odgrywajacymi wazng role w faldowaniu i stabilnosci bialek, a takze w ochronie
biatek przed uszkodzeniami oksydacyjnymi [Job i in. 2005]. Nasiona transgenicznej linii
Arabidopsis, ktore nadmiernie akumulowaly czynnik transkrypcyjny stresu cieplnego
(HSF) wykazywaly zwickszona akumulacje HSP i zwickszona tolerancje na starzenie
[Prieto-Dapena i in. 2006].

Detoksykacja

Pomimo wyciszenia metabolizmu i niskiej zawartosci wody podczas przechowywa-
nia dojrzatych nasion typu orthodox moze w nich dochodzi¢ do przemian molekularnych
i metabolicznych, w czasie ktorych zachodzi jednostronny proces dysymilacji, polegaja-
cy na nieenzymatycznym czgsciowym rozktadzie zwigzkow organicznych podczas reak-
¢ji utleniania i peroksydacji. Reaktywne formy tlenu (RFT) powstaja w wyniku redukcji
czasteczek tlenu (O,) do nadtlenku wodoru (H,0,), rodnikéw hydroksylowych (OH),
tlenu singletowego ('O,) i anionorodnika ponadtlenkowego (O*). Zmiany w zawartosci
reaktywnych form tlenu sg regulowane przez caly okres zycia nasion. Wraz ze stresem
oksydacyjnym, ktory powoduja, RFT sa powszechnie uwazane za gtdwny inicjator natu-
ralnego starzenia si¢ nasion. Wérdd RFT szczegdlnie reaktywny jest rodnik hydroksylo-
wy, ktory reaguje z wigkszo$ciag zwigzkow organicznych, takich jak biatka, kwasy nukle-
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inowe, cukry i lipidy, powodujac zaburzenia funkcji komorek [Meller i1 in. 2007]. Prze-
ciwutleniacze, takie jak flawonoidy, tokoferol, tokotrienole lub  kwas
yv-aminomastowy (GABA), ktore sa gromadzone w nasionach podczas pdéznego dojrze-
wania, przyczyniajg si¢ do kontroli potencjatu dtugowiecznosci [Bouché i in. 2003, Sat-
tler 1 in. 2004, Horvath i in. 2006, Stevenson i Hurst 2007]. Zaburzenia réwnowagi
w stezeniach peroksydantéw i antyoksydantéw moga powodowal stres oksydacyjny
i prowadzi¢ do postepujacej akumulacji RFT. Skala degradacji komoérek zalezy od zdol-
nosci nasion do eliminacji czynnikdéw utleniajacych za pomoca enzymatycznych i nieen-
zymatycznych systemow antyoksydacyjnych, ktore wystepuja zaréwno w suchych nasio-
nach, jak i podczas kietkowania [Nandi i in. 1997, Oracz i in. 2007]. Enzymatyczny
system antyoksydacyjny sktada si¢ z kilku enzyméw, w tym katalazy (CAT), dysmutazy
ponadtlenkowej (SOD), peroksydazy askorbinianowej (APX) i reduktazy glutationowej
(GR) [przeglad w Bailly 2004]. Utrata wigoru nasion jest rdwniez zwigzana z obnize-
niem poziomu enzymu sulfotransferazy f-merkaptopirogronianowej (MST), ktory katali-
zuje transfer siarki z merkaptopirogonianu do akceptorow siarki (tiole lub cyjanek)
i prawdopodobnie przyczynia si¢ do detoksykacji cyjankéw [Papenbrock i Schmidt
2000a, 2000b, Rajjou i in. 2008]. Hemoprotiny, jak rowniez peroksydazy i katalazy
moga by¢ hamowane przez cyjanek, wiec w celu ochrony struktur komérkowych nasiona
muszg zachowa¢ zdolno$¢ do ich detoksykacji [Ellis i Dunford 1968, Garcia i in. 2007,
Rajjou 1 in. 2008]. W suchych nasionach pobér wody jest konieczny do kietkowania i
aktywacji enzymdéw antyoksydacyjnych. Reaktywuje on rdézne procesy metaboliczne,
przyczyniajac si¢ w ten sposob do produkeji i odktadania si¢ RFT, ktore moga hamowac
kietkowanie [Wituszynska i in. 2015]. Z drugiej strony produkcja reaktywnych form
tlenu, takich jak H,0,, O% i rodnikéw hydroksylowych (OH), jest bezposrednio zwigzana z
kietkowaniem [Schopfer i in. 2001]. Dlatego tez skuteczne kietkowanie w duzej mierze zalezy
od efektywnos$ci proceséw antyoksydacyjnych, ktore moga utrzymaé wystarczajaco niski
poziom RFT [De Gara i in. 1997].

Uszkodzenia makromolekul

Akumulacja uszkodzen makromolekularnych (biatek, kwaséw nukleinowych) wyni-
kajacych z aktywnosci RFT jest uwazana za jeden z czynnikoOw zwigzanych z procesami
starzenia. Liczba pgknie¢ pojedynczej lub podwdjnej nici DNA zwigksza si¢ wraz
z wiekiem nasion, a fragmentacja DNA moze prowadzi¢ do aberracji chromosomowych
(strukturalnych i liczbowych), a w konsekwencji do zmniejszenia zywotnosci. Peknigcia
DNA musza by¢ naprawione podczas pierwszej fazy kietkowania, tj. imbibicji [Liu i in.
2005, Waterworth i in. 2015]. Dotychczas wiedza na temat mechanizméw naprawczych
u roslin jest ograniczona. Przypuszcza si¢, ze wiodgcymi szlakami naprawczymi DNA sg
naprawa przez wyci¢cie nukleotydu lub zasady (NER — nucleotide-excision repair, BER
— ang. base-excision repair), rekombinacja homologiczna (HR — homologous recombina-
tion) i taczenie niehomologicznych zakonczen (NHEJ — non-homologous end joining)
[Ventura i in. 2012]. Potwierdzono, ze specyficzna dla ro$lin ligaza DNA VI jest glow-
nym regulatorem jakosci i dlugowiecznosci nasion Arabidopsis. Mutant AtLIG6 charak-
teryzowal si¢ opoznionym kielkowaniem, nadwrazliwos$cig na starzenie si¢ nasion
1 zmniejszong zywotno$cig w poréwnaniu z roslinami dzikimi [Waterworth i in. 2010].
U drozdzy, ssakow i roslin ligaza DNA IV pelni specyficzng role w procesie naprawy
podwojnych peknie¢ poprzez taczenie niehomologicznych zakonczen [Ellenberger
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i Tomkinson 2008]. Podwdjny mutant Arabidopsis z uszkodzonym AtLIG4 i AtLIG6
mial mniejsza zywotnos¢ po przyspieszonym starzeniu w poréwnaniu z typem dzikim
[Waterworth i in. 2010]. Ponadto locus cechy ilosciowej (QTL) Germination Ability
After Storage 6, kontrolujacej dlugowieczno$¢ nasion, naklada si¢ na region genomowy
zawierajacy AtLIG4 [Nguyen i in. 2012]. Dlatego tez naprawa pgknie¢ podwdjnej nici
DNA za posrednictwem ligaz DNA moze by¢ jednym z wyznacznikow dlugowiecznosci.
Roéwniez enzymy naprawiajace utlenione DNA poprzez usuwanie utlenionych zasad, tj.
glikozylaza formamidopirymidynowa (FPG) i glikozylaza / liaza 8-oksoguaniny (OGG1),
ktére peiniag podobne role w $Sciezce BER. Profile ekspresji genow MtOGGI i1 MtFPG
wskazywatly na regulacje obu genéw podczas imbibicji nasion Medicago truncatula. W
rezultacie moga by¢ wazne dla naprawy DNA w procesie kietkowania [Macovei i in.
2011]. Nadekspresja AtOGG1 w liniach transgenicznych Arabidopsis zwigkszyta odpor-
no$¢ na kontrolowane starzenie w poréwnaniu z roslinami dziko rosngcymi. Oznacza to,
ze naprawa przez wycigcie nukleotydu przez AtOGGI odgrywa wazng role w diugo-
wiecznos$ci nasion [Chen i in. 2012].

Na wczesnym etapie kietkowania nasion syntetyzowane sg bialka potrzebne w tym
procesie. Powstaja na matrycy mRNA, ktore zostaly zgromadzone w dojrzatych nasio-
nach [Rajjou i in. 2004, Sano i in. 2012]. W dojrzatych suchych nasionach Arabidopsis
wykryto ponad 10 000 rodzajéw mRNA [Nakabayashi i in. 2005]. Postuluje si¢, ze szyb-
kie przywrdécenie metabolizmu nasion podczas imbibicji wynika z wczesnej translacji
przechowywanych mRNA [Sano i in. 2015]. Integralno§¢ RNA, jak réwniez DNA,
wplywa na dlugowiecznos$¢ nasion. Spadkowi zywotnos$ci towarzyszy zmniejszenie cal-
kowitej zawartosci RNA 1 integralnosci RNA [Kranner i in. 2011]. Molekularne mecha-
nizmy ochrony i naprawy RNA pozostaja nieznane.

Podczas dlugotrwalego przechowywania biatka, tak samo jak DNA i RNA, kumuluja
uszkodzenia, ktére czesto dezaktywuja ich funkcje [Rajjou i Debeaujon 2008]. Dlatego
tez trwalo$¢ nasion zalezy roéwniez od systemow naprawy biatek. Utlenione biatka moga
by¢ odwracalnie naprawiane przez reduktazg sulfotlenku metioniny (MSR). Aktywnos$¢
MRS byta dodatnio skorelowana z dlugowiecznos$cia nasion Arabidopsis i Medicago
truncatula [Chatelain i in. 2013]. Zwigzana z wiekiem utrata funkcji przez biatka wynika
réwniez z konwersji reszt L-aspartylowych lub asparaginylowych do anormalnych reszt
izoaspartylowych (isoAsp) [Lowenson i Clarke 1992]. Te nieprawidlowe reszty moga
by¢ naprawiane przez O-metylotransferaza L-izoaspartylu (PIMT). Zwigkszony poziom
nienaprawionych reszt isoAsp odpowiadat zmniejszonej zdolnosci kietkowania nasion
jeczmienia poddanych procesowi starzenia w stanie statym lub uwodnionym [Mudgett i
in. 1997]. Rowniez podczas kietkowania nasion Nelumbo nucifera obserwowano wysoka
aktywnos¢ PIMT i jak juz wcze$niej wspomniano, gatunek ten jest absolutnym rekordzi-
sta w dlugowiecznos$ci nasion [Shen-Miller 2002]. Nadmierna ekspresja CaPIMTI i
CaPIMT?2 w Arabidopsis zwigksza dtugowiecznos¢ nasion [Verma i in. 2013]. Sugeruje
to, ze naprawa biatka przez PIMT jest waznym sktadnikiem dtugowiecznosci nasion.

Chromosomy eukariotyczne sg zakonczone specjalnymi strukturami nukleoprotei-
nowymi zwanymi telomerami. Do tej pory wpltyw telomeréw na starzenie si¢ nasion i ich
dlugowiecznos$¢ nie jest do konca jasny, cho¢ wyniki kilku badan wykazaly zwigzek
miedzy starzeniem si¢ nasion a dlugo$cia telomerow. Z powodu utraty zywotnosSci za-
rodkéw sekwencje telomerow znikngty z DNA o duzej masie czasteczkowej, podczas
gdy w tym samym czasie pojawity si¢ we frakcji o malej masie czasteczkowej. Tworze-
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nie telomeréw pozachromosomalnych byto skorelowane z ogdlna fragmentacja genomo-
wego DNA, ktéra zachodzi podczas przechowywania nasion w stanie suchym.
W nasionach zywotnych w ciggu 3—6 godzin imbibicji, sekwencje telomerow powrocilty
do frakcji o duzej masie czasteczkowej DNA, co sprawia ze moga by¢ zwigzane z proce-
sami naprawy w nasionach [Bucholc i Buchowicz 1992, 1995, Boubriak i in. 2007, Bale-
strazzi i in. 2011]. Zauwazono réwniez, ze degradacja telomeréw jest powodowana przez
powazne uszkodzenia oksydacyjne [Wang i in. 2010]. Ekspresj¢ genu kodujacego telo-
meraz¢ TERT obserwowano podczas kielkowania nasion Arabidopsis [Balestrazzi i in.
2011]. Jest to zgodne ze zwickszong aktywnoscia telomerazy w koncéwkach korzeni
kietkujacych nasion lepnicy bialej (Silene latifolia Poir.) [Riha i in. 1998]. Ponadto
szczyt ekspresji kompleksu CST utrzymujacego integralno$¢ telomeréw zaobserwowano
na wczesnym etapie imbibicji nasion Arabidopsis [Balestrazzi i in. 2011].

Zmiany epigenetyczne

Podejrzewa sig¢, ze metylacja DNA odgrywa istotng role w procesie starzenia si¢
i dlugosci zycia nasion. Udzial metylacji DNA w procesie kielkowania nasion zostat
potwierdzony przez wrazliwe na metylacje markery MSAP (methylation-sensitive ampli-
fication polymorphism) [Meng i in. 2012]. Poziom metylacji DNA byt ujemnie skorelo-
wany z zawarto$cig wody w nasionach gruszy [Michalak i in. 2013]. Wraz z czasem
przechowywania nasion pszenicy obserwowano wzrost poziomu metylacji [Singh i in.
2013]. Metylacja DNA byta rowniez inhibitorem kietkowania nasion Arabidopsis [Cho
iin. 2012].

Male niekodujace czasteczki RNA

W ostatnim czasie uwaga biologéw molekularnych skupia si¢ na matych niekodujacy
czasteczkach RNA (miRNA). Sa to krotkie, tj. 20-24 nukleotydy dlugie, endogenne,
niekodujace RNA, ktére odgrywaja wazng role w potranskrypcyjnej regulacji ekspresji
gendéw. Niewiele wiadomo o roli miRNA w kietkowaniu nasion. W kukurydzy geny
biorace udziat we wezesnym stadium kietkowania nasion (24 h) byty regulowane przez
115 miRNA [Wang i in. 2011]. Podczas kietkowania N. nucifera zidentyfikowano 145
znanych miRNA nalezacych do 47 grup i 78 nowych miRNA [Hu i in. 2016]. Sugeruje
si¢, ze wiele miRNA moze by¢ zaangazowanych w regulacj¢ kietkowania nasion i dtu-
gowiecznosci. Dalsze badania s3 niezb¢dne do rozpoznania funkcji miRNA w procesie
starzenia si¢ nasion i dlugowiecznosci.

PODSUMOWANIE

Dhugoterminowa ochrona ex situ 7,4 min obiektow, ktore obecnie znajduja si¢
w bankach genow na catlym $wiecie, jest misja stanowiaca wyzwanie, aby zapewni¢ lu-
dziom bezpieczenstwo zywnosciowe i zachowaé bior6znorodnos¢ [FAO 2010]. Postep,
jaki dokonat si¢ w ostatnich latach w zakresie biologii nasion i w badaniach multi-
omicznych, tworzy perspektywe bardziej efektywnego zarzadzania plazmag zarodkowa
w przechowalniach dlugoterminowych. Diugoterminowe przechowywanie nasion mimo
swojej skuteczno$ci nie pozwala na calkowite zahamowanie proceséw starzenia nasion,
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ktére manifestuja si¢ poprzez utrate zdolnos$ci kietkowania w czasie [Van Treuren i in.
2013]. Mimo iz opracowano normy, ktére powinny gwarantowac utrzymanie zywotnosci
nasion, i wdrozono je w postaci procedur efektywnego zarzadzania bankami genow, to
dlugo$¢ zycia nasion rozni si¢ w zaleznosci od gatunku i genotypu, a przechowywane
nasiona i tak z czasem stracg zywotno$¢ do poziomu, na ktorym wymagana jest ich rege-
neracja [Nagel i in. 2009, Van Treuren i in. 2013, FAO 2014]. Regeneracja jest procedu-
ra kosztowna i moze mie¢ negatywny wplyw na integralno$¢ genetyczng zgromadzonych
obiektow poprzez ryzyko wystapienia dryfu genetycznego, selekcji, zamieszania i ble-
déw ludzkich. Dlatego tak istotne jest, aby zmaksymalizowaé dtugos$é okresu, w ktorym
nasiona pozostaja zywotne, a to nie dokona si¢ bez przetomu w badaniach nad starze-
niem si¢ nasion.
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Summary. Aging leading to death is a universal process affecting all living organisms regardless
their degree of complexity. Life longevity, determined by the pace of aging processes, is very
diverse and plants show the largest range of variability. Aging processes also affect the seeds
stored in long-term gene bank units. Preservation of viable seeds is essential for the protection of
biodiversity, which is effectively and systematically destroyed. Studies on aging of seeds
conducted so far have concerned, among others, silencing of metabolism, formation of reactive
oxygen species and effects their presence causes, damage to biomolecules, DNA methylation, and
recently, also small non-coding RNA molecules. The aim of this work is to present a complex,
multilevel process that takes place in seeds during the long-term storage.
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