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STRESZCZENIE
Nalot woskowy jest elementem lipidowej warstwy, kutykuli, ktéra pokrywa nadziemne
organy roélin i stanowi gléwna bariere zapobiegajaca pozaszparkowej utracie wody.
Warstwa woskowa pomaga takze chroni¢ powierzchnie roslin przed patogenami i promie-
niowaniem ultrafioletowym oraz wplywa na interakcje miedzy roslinami i owadami. Aku-
mulacja wosku kutykularnego to jeden z mechanizméw przystosowawczych do stresu su-
szy, jednak szereg badan zwiazku miedzy woskami kutykularnymi a odpornoscia roslin na
susze dotyczy rosliny modelowej jaka jest rzodkiewnik pospolity (Arabidopsis thaliana). W
zwiazku z ogromnym znaczeniem konsumpcyjnym zb6z, niniejsza praca traktuje o zwiazku
woskow kutykularnych i odpornosci na susze u tej grupy roslin. Zaprezentowano dotych-
czasowe osiagniecia z zakresu badania zwiazku miedzy biosynteza wosku a reakcja roslin
na stres suszy z wykorzystaniem linii bliskoizogenicznych o sinoszarej i transparentnej war-
stwie woskowej oraz badania roli genéw biosyntezy i transportu woskéw kutykularnych
oraz regulujacych je czynnikow transkrypcyjnych z wykorzystaniem mutantéw o zaburzo-
nym formowaniu pokrywy woskowej.

WPROWADZENIE

Prognozy klimatyczne sugeruja, ze ekstremalne zjawiska cieplne beda w
przyszlodci coraz czestsze i powazniejsze, a czestotliwos¢ wystepowania susz
moze ulec zwiekszeniu [1,2]. Konieczne jest zatem dostosowanie globalnego
systemu produkcji zbéz do pojawiajacych sie ekstreméw klimatycznych oraz
zrozumienie kluczowych proceséw prowadzacych do strat w plonach [3]. Pré-
by uzyskania odmian o zwigkszonej odpornosci na stres suszy, na drodze tra-
dycyjnych metod hodowlanych byly utrudniane przez niska odziedziczalnosé
cech zwiagzanych z plonowaniem, szczegélnie w warunkach suszy glebowej, a
takze przez niekorzystny wplyw interakcji miedzy genotypem a srodowiskiem
[4-6]. Interakcje Srodowiskowe opieraja sie na wzajemnych oddziatywaniach, w
ktoérych kluczowa role odgrywaja warstwy wierzchnie roslin, co ma szczegdlne
znacznie dla organizméw o duzej powierzchni funkcjonalnej takich jak rosliny.
W wiekszosci przypadkéw wierzchnia warstwe pierwotnych roslin wyzszych
stanowi hydrofobowa kutykula, ktéra sklada sie z kutyny i woskéw kutykular-
nych, ktére odgrywaja kluczowa role w ograniczaniu transpiracji kutykularnej
[7,8]. Liczne doniesienia literaturowe [9-11] dowodza, Ze geny oraz czynniki
transkrypcyjne biosyntezy wosku petnig wazna role w podnoszeniu odpornosci
na susze u roélin, miedzy innymi poprzez akumulacje woskow epikutykular-
nych oraz zmiany w ich sktadzie chemicznym. Zmieniona ekspresja genéw bio-
syntezy i transportu komponentéw kutikuli moze prowadzi¢ do zmiany odpor-
noéci na susze u roslin zbozowych takich jak ryz, kukurydza, jeczmieni i pszenica
[12]. Naturalne jest zatem zwiekszajace sie zainteresowanie nalotem woskowym
pokrywajacym nadziemne organy roslinne w kontekscie streséw abiotycznych
i biotycznych [13-16].

WOSKI EPIKUTYKULARNE

UMIEJSCOWIENIE I STRUKTURA

W epidermie, tkance otaczajacej organy roslinne wchodzace w sklad pedu,
zachodzi biosynteza wosku, ktéry nastepnie jest deponowany na zewnetrznej
Scianie komérkowej epidermy (tzw. Sciana peryklinalna) (Ryc. 1). Wosk kuty-
kularny jest jednym z dwoch gléwnych skladnikow kutykuli, ktéra stanowi li-
pidowa warstwe o niejednorodnym skladzie chemicznym pokrywajaca organy
roélin ladowych [17]. Rozrézniamy woski intra- i epi-kutykularne, ktére stano-
wig obszerna grupe zwiazkéw chemicznych, a réznica miedzy nimi wynika z
ich umiejscowienia w obrebie kutykuli [12,18]. Oprocz lipofilowych woskow
kutykularnych (intra- i epi-kutykularnych), podatnych na ekstrakcje rozpusz-
czalnikami organicznymi, w sktad kutykuli wchodzi takze lipofilowa kutyna,
ktora jednak nie moze zosta¢ wyekstrahowana rozpuszczalnikami ze wzgledu
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Rycina 1. Schemat budowy kutykuli liscia. A. Wosk epikutykularny krystaliczny;
B. Wosk epikutykularny amorficzny; C. Kutykula wiasciwa (kutyna osadzona w
wosku intrakutykularnym); D. Warstwa kutykularna bedaca mieszaning kutyny;
wosku i polisacharydéw (celuloza i pektyny); E. Lamella pektynowa; F. celulozo-
wa Sciana komoérek epidermy - Sciana peryklinalna.

na posiadanie struktury biopolimerowej [18,19]. Czasem,
poza kutyna w kutykuli stwierdza sie takze obecnos¢ inne-
go biopolimeru, kutanu, jednakze zawiera on nieulegajace
hydrolizie wiazania, ktére znacznie ograniczaja badania
strukturalne [20]. Woski intrakutykularne odkfadane sa
wewnatrz macierzy odpornego mechanicznie biopolimeru
kutyny, tworzac wspdlnie warstwe kutykuli wlasciwiej, na
powierzchni ktérej nastepuje deponowanie woskéw epiku-
tykularnych, ktére fatwo ulegaja uszkodzeniom mechanicz-
nym. Pod warstwa kutykuli wlasciwej wystepuje warstwa
kutykularna, ktéra jest mieszaning substancji lipidowych i
polisacharydéw (celuloza i pektyny) (Ryc. 1). Woski epiku-
tykularne (powierzchniowe) czesto stanowia gladka i trans-
parentng warstwe wierzchnig wiekszosci roédlin (Ryc. 2A),
jednak w przypadku wielu gatunkéw: liscie, todygi, czy
owoce, a w przypadku zb6z takze ktosy lub wiechy, pokry-
te sg sinoszara matowq powloka woskéw epikutykularnych
[21] (Ryc. 2B). Woski te stanowia najbardziej zewnetrz-
na, hydrofobowa warstwe kutykuli i wystepuja w postaci
amorficznego filmu woskowego o grubosci <1.0 pm pokry-
wajacego kutykule wlasciwg oraz w postaci struktur krysta-
licznych o réznorodnej formie odkladanych na filmie wo-
skowym [13,22,23] (Ryc. 1, Ryc. 2C, D). Krysztaty wosku sa
na tyle duze, Ze zmieniaja wlasciwosci optyczne powierzch-
ni, powodujac, ze w niektérych przypadkach odbieramy te
strukture rosliny jako sinoszarg, a nie transparentna [21].
Rozmiary krysztaléw moga wahac sie od 0.2 do 100 pm [13,
21]. Uwage zwraca réwniez wystepowanie ogromnej r6zno-
rodnosé morfologii krysztalow woskéow epikutykularnych
(Ryc. 1, Ryc. 2C, D), wséréd ktérych mozna zidentyfikowac
takie formy jak: plytki o regularnych lub nieregularnych
brzegach, preciki, nitki, rurki itp. [13,24]. Wzorce orientacji
i agregacji krysztatéw takze s réznorodne. Moga dotyczy¢
utozenia kilku pojedynczych krysztatow wzgledem sie-
bie (np. rozety), jak i regularnosci utozenia krysztatéw na
wiekszej powierzchni [13,21]. Warto zauwazy¢, ze nie tylko
obecnosé, ale przede wszystkim rodzaj struktury wosku be-
dzie determinowat wiasciwosci optyczne powierzchni rosli-
ny (sinoszara lub transparentna warstwa) [24]. Morfologia
struktury woskéw epikutykularnych nie jest stata, zalezy
od gatunku rosliny, organu, tkanki, a takze ulega cigglym
zmianom podczas rozwoju ontogenetycznego oraz moze
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Rycina 2. Linia zyta (Secale cereale L.) o transparentnej (A) i sinoszarej (B) okrywie
woskowej oraz mikrofotografie wosku epikutykualrnego okrywajacego odosio-
wa powierzchnie liscia flagowego Zyta, ktorego krysztaty przyjmuja forme ptytek
(C) lub tubul (D) (skala 10 pm).

podlega¢ modyfikacjom pod wplywem czynnikéw Sérodo-
wiskowych [11,21,24-26].

SKEAD CHEMICZNY I BIOSYNTEZA

W yjeciu chemicznym warstwa woskéw epikutykular-
nych jest ztozona i zréznicowana strukturalnie (zwiazki tan-
cuchowe i pierscieniowe) mieszaning diugotaficuchowych
kwasow ttuszczowych (VLCFAs, ang. very long chain fatty
acids) oraz ich pochodnych z takich klas zwigzkéw chemicz-
nych jak wielkoczasteczkowe weglowodory, estry wosko-
we, pierwszo- i drugo-rzedowe alkohole, aldehydy, ketony,
a takze niealifatyczne komponenty takie jak triterpenoidy,
flawonoidy i sterole, a dlugosci taficucha weglowego po-
szczego6lnych komponentéw moga siega¢ od C, do okoto
C,,-C,, w szeregu homologicznym [12,18,25]. Podobnie jak
w przypadku morfologii krysztatéw wosku epikutykular-
nego, w zaleznosci od badanego gatunku roéliny, organu,
tkanki czy komorki, a takze etapu rozwoju lub czynnikéw
srodowiskowych sklad tej warstwy bedzie rézny [11,24,
25,27-29]. Inicjacja biosyntezy de novo wosku nastepuje w
chloroplastach komoérek epidermalnych. Poczatkowo do-
chodzi do biosyntezy prekursoréw woskowych szkieletow
weglowych w postaci kwaséw ttuszczowych C, i C,, kto-
re nastepnie sa transportowane ze stromy plastydéw do
membran retikulum endoplazmatycznego, gdzie nastepu-
je ich wydluzanie poprzez szereg reakcji enzymatycznych
do nasyconych VLCFAs C,-C,, [18,30]. Dalsze przeksztat-
cenia VLCFAs moga zachodzi¢ na drodze trzech szlakéw
biosyntezy (i-iii) [12,18]. Przez szlak formowania alkoholi
(i) VLCFAs moga by¢ przeksztalcone do zbudowanych z
parzystej liczby atoméw wegla alkoholi I-rzedowych i da-
lej zestryfikowane z kwasami ttuszczowymi C,, do estrow
woskowych. W wyniku przeksztatcert VLCFAs przez szlak
formowania alkanéw (ii) powstaja alkany, aldehydy, alko-
hole II-rzedowe i ketony. Dodatkowo, u gatunkéw Triticum
odnotowano przeksztatcanie VLCFAs przez sciezke biosyn-
tezy p-diketonow (iii) [18,31]. Zsyntetyzowane komponen-
ty tworza mieszanine woskéw kutykularnych, a nastepnie
transportowane sg droga apoplastyczng i osadzane w obre-
bie kutykuli [32,33]. Formacja krysztaléw wosku jest zwig-
zana z jego chemicznych skladem [34]. Wedlug niektérych
doniesien literaturowych [18,35-37] tworzenie krysztalow
z klasy platkéw na powierzchni tkanki roslinnej zwigzane
jest z wystepowaniem duzej iloci alkoholi pierwszorzedo-
wych w wosku epikutykularnym i powstawaniem fenotypu
o transparentnej powierzchni, natomiast obecnoé¢ tubular-
nych krysztalow p-diketonowych wiaze sie z wystepowa-
niem sinoszarej powierzchni organéw roslinnych [34,38].
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FUNKCJE PELNIONE U ORGANIZMOW ROSLINNYCH

Woskom epikutykularnym przypisuje sie kilka waznych
funkcji oprécz pelnienia roli jednostki strukturalnej [39].
Odgrywaja one wazna role jako bariera ochronna przed
stresami Srodowiskowymi [15]. Dotychczasowe doniesie-
nia dotyczace ochronnej funkcji wosku przed nadmierna
utratg wody sugerowaly, ze zwiekszona akumulacja wo-
sku powierzchniowego wiazala si¢ z mniejsza pozaszpar-
kowa utratg wody [30,40-42]. Inng istotng funkcja woskéw
epikutykularnych jest ochrona tkanek roslinnych przed
uszkodzeniami spowodowanymi nadmiernym promienio-
waniem UV, co jest mozliwe dzieki duzej skutecznosci war-
stwy wosku powierzchniowego w odbijaniu lub ostabianiu
promieniowania UV. Dodatkowo, iloé¢ i charakterystyka
spektralna odbitego promieniowania zalezy od ksztaltu,
$rednicy i rozmieszczenia krysztaléw wosku na powierzch-
ni tkanki roslinnej [43]. Wlasciwosci woskéw powierzchnio-
wych, ich grubos¢, struktura, sktad chemiczny, a takze zwil-
zalnos¢ i przepuszczalnosé powierzchni liscia, zapewniaja
ochrone przed patogenami, zapobiegaja atakom wiruséw,
bakterii i grzybow chorobotwérczych, a takze moga warun-
kowa¢ interakcje roslin z owadami, poprzez ochrone przed
zerowaniem owadoéw lub sktadaniem jaj [33,44-47]. Woski
epikutykularne wchodza takze w interakcje z zewnetrzny-
mi czynnikami chemicznymi, co ma szczegélne znaczenie
w przypadku opryskoéw srodkami ochrony roslin, poprzez
oddzialywanie na zatrzymanie opryskéw na powierzchni
rosliny, penetracje przez warstwy kutykuli oraz ich wigza-
nie [39,48]. Krysztaly wosku epikutykularnego moga takze
wplywacé na rozmieszczenie zanieczyszczen powietrza na
powierzchni roslin. Geste rozmieszczenie krysztaléw moze
zapobiega¢ osadzaniu sie czastek zanieczyszczeni w celu
zachowania funkcji aparatéw szparkowych [49]. Istnieja
réowniez doniesienia literaturowe wskazujace na degrada-
cje woskow epikutykularnych w przypadku oddziatywania
zanieczyszczen gazowych (SO, lub NO,) oraz kwasnego
deszczu, co posrednio moze nies¢ za soba takie skutki jak
obnizenie odpornosci na susze u roslin narazonych na za-
nieczyszczenia powietrza [39,50].

ZWIAZEK MIEDZY WOSKAMI EPIKUTYKULARNYMI
A ODPORNOSCIA NA SUSZE U ZBOZ

BADANIA Z WYKORZYSTANIEM LINII
BLISKOIZOGENICZNYCH O SINOSZARE] I
TRANSPARENTNE] WARSTWIE WOSKOWE]

Stres suszy postrzegany jest jako jeden z gléwnych czyn-
nikéw abiotycznych, ktéry dotyka rézne regiony Swiata,
oraz wplywa na biosynteze i modyfikacje skladu wosku
epikutykularnego u roslin zbozowych [12,30]. Dotychcza-
sowe opracowania na temat roli wosku epikutykularnego
w adaptacji zb6z do stresu suszy przede wszystkim odnosi-
ty sie do badari na poziomie molekularnym [12,15,30]. Na-
tomiast, analizy fizjologiczne i biochemiczne obejmowaty
glownie ilosciowa i jakodciowa analize woskéw kutykular-
nych, badanie przepuszczalnosci kutykuli oraz okreslenie
skladowych plonu, a rzadko poszerzano doswiadczenia o
pomiary wymiany gazowej, fluorescencji chlorofilu a oraz
analize zawartosci barwnikéw fototsynteteycznych, osmo-
protektantéw, antyoksydantéw czy poziomu dialdehydu
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malonowego (MDA) jako markera uszkodzenia blon ko-
morkowych [12,15].

Niewiele jest badan dotyczacych kompleksowych analiz
cech morfologicznych, fizjologicznych i biochemicznych
powiazanych z odpornoscia na stres suszy, u roslin zbozo-
wych fenotypowo réznigcych sie rodzajem pokrywy wo-
skowej. Do tej pory badania tego typu byly mozliwe dzieki
uzyskaniu linii bliskoizogenicznych pszenicy zwyczajnej
(Triticum arestivum L.) [11,51], czy zyta zwyczajnego (Secale
cereale L.) [24,52].

Analizowane linie bliskoizogeniczne charakteryzowa-
ly sie réznym typem pokrywy woskowej (sinoszarym lub
transparentnym). Wedlug wielu autorow [24,51,52] r6zni-
ce te wynikajg z odmiennej morfologii krysztatéw wosku,
a tym samym skfadu nalotu woskowego. Linie bliskoizo-
geniczne zostaly opracowane dla wielu gatunkéw roslin
uprawnych metoda krzyzowania wstecznego i stanowig
pare/grupe roélin o prawie identycznym podlozu gene-
tycznym, z wyjatkiem pojedynczego fragmentu/locus na
jednym chromosomie [53]. Ich wykorzystanie pozwala na
zbadanie czy geny warunkujace tworzenie powtoki wosko-
wej wykazuja zaangazowanie wspominanych czynnikéw w
inne reakcje fizjologiczne wazne dla zwiekszenia odporno-
ci na susze. Badania z wykorzystaniem linii bliskoizoge-
nicznych pozwalalo na analize odmiennosci miedzy liniami
réznigcymi sie typem pokrywy woskowej w wyksztatceniu
réznych cech morfologicznych, fizjologicznych i bioche-
micznych w odpowiedzi na stres suszy glebowej. Wyniki
Guo i wsp. (2016) [11] pokazuja, Ze wosk epikutykularny u
sinoszarych linii pszenicy wplynal na utrzymanie stosun-
kowo wysokiego potencjalu wodnego w lisciu flagowym,
niska utrate wody i wysoka wzgledna zawarto$é wody. We-
dtug Guo i wsp. (2016) [11] skutkowalo to wzglednie wyso-
ka aktywnoscia fotosystemu 1I (PSII) w poréwnaniu do linii
o transparentnej pokrywie woskowej. Linie sinoszare od-
znaczaly sie mniejszym spadkiem maksymalnej wydajnosci
fotochemicznej PSII (F /F ) oraz ogdélnego wskaZnika funk-
cjonowania PSII (PI), natomiast charakteryzowat je wiekszy
wzrost przeplywu strumienia fotonéw zaabsorbowanych
przed czasteczki chlorofilu anten PSII w przeliczeniu na
centrum reakcji (ABS/RC) oraz wydajnosci fotosyntezy (P,)
i masy ziarna w warunkach stresu suszy glebowej. Dodat-
kowo, Guoiwsp., (2016) [11] zasugerowali, ze odpowiednio
zaprojektowany protokot przesiewowy w oparciu o zawar-
tos¢ wosku w lisciach flagowych bylyby w stanie odzwier-
ciedli¢ wplyw stresu suszy na plon ziarna pszenicy i wska-
zywac bardziej lub mniej odporne na susze jej odmiany. Z
kolei badania Su i wsp. (2020) [51] dotyczace linii bliskoizo-
genicznych pszenicy dowiodly, Ze linie sinoszare odporne
na susze utrzymywaly wzrost i fotosynteze podczas trwa-
nia stresu suszy przez zwiekszenie zawartosci f-diketonéw
i catkowitej ilosci wosku oraz utrzymanie przewodnictwa
mezofilu i aparatéw szparkowych, natomiast u odpornych
na susze linii o transparentnym nalocie woskowym nastg-
pito to przez zmiany w proporcji alkanéw, zmniejszenie
przewodnictwa mezofilu i zwiekszenie zamkniecia apara-
tow szparkowych [24,52] Su i wsp. (2020) [51] wykazali, ze
cecha sinoszarej pokrywy woskowej u pszenicy nie zawsze
wskazywala odpornos¢ na stres suszy. Su i wsp. (2020) [51]
przeanalizowali réwniez korelacje miedzy skladnikami po-
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Tabela 1. Geny zaangazowane w biosynteze i transport woskow kutykularnych u zbéz, dla ktérych wykazano powigzanie z odpornoscia na stres suszy.

Pszenica zwyczajna

TaCERI-1A (Triticum aestivum L.)
OsGLL1 (Oryas saioa L)
OsGL1-2 (Oryas saiva L)
OsGLL3 Oryan ot L)
OsGLL6 (Oryas saiva L)
Kukurydza zwyczajna
gl6 (Zea mays L.)
S
DWAI (Orgen saton L)
LOC_Os05¢48260/WSD1 Fg fyif:;;ym L)

Pszenica zwyczajna

TaSHN1 (Triticum arestioum L.)
i rcay
ORI Orgen satoa L)
oR2 Orgen saton L)
ZmEDL1/MYB4 é‘f;ﬁz;szi)zwycmjm
DHS Oryaa i L)

Biosynteza i transport woskéw kutykularnych/
Dekarbonylaza aldehydowa

Biosynteza i transport woskow kutykularnych
/Dekarbonylaza aldehydowa

Biosynteza i transport woskéw kutykularnych/
Hydroksylaza kwasow ttuszczowych

Biosynteza i transport woskéw kutykularnych/
Dekarbonylaza aldehydowa

Biosynteza i transport woskow kutykularnych
/Dekarbonylaza aldehydowa

Wewnatrzkomérkowy transport i akumulacja
woskéw kutykularnych /Biatko transportowe

Biosynteza i transport woskéw kutykularnych
/Biatko transportowe wigzace ATP

Biosynteza i transport woskéw kutykularnych/
Kompleks wieloenzymatyczny

Syntaza estréw woskowych/
Diacyloglicerolowa O-acyltransferaza

Czynnik transkrypcyjny z rodziny AP2/ERF
Czynnik transkrypcyjny z rodziny AP2/ERF
Czynnik transkrypcyjny z rodziny AP2/ERF
Czynnik transkrypcyjny z rodziny AP2/ERF
Czynnik transkrypcyjny z rodziny MYB

Czynnik transkrypcyjny/Ligaza E3 typu RING

Liiwsp., 2019 [59]

Qin i wsp., 2011 [40]
Islam i wsp., 2009[55]
Zhou i wsp., 2015 [57]
Zhou i wsp., 2013 [56]
Liiwsp., 2019 [61]
Nguyen i wsp., 2018 [62]
Zhu i Xiong, 2013 [63]
Choi i wsp., 2022 [64]

Bi i wsp., 2018 [58]

Djemal i wsp., 2018 [67],
Djemal i Khoudi, 2021 [68]

Wang i wsp., 2012 [9]
Zhou i wsp., 2014 [10]
Castorina i wsp., 2022 [69]

Wang i wsp., 2018 [70]

krywy woskowej a cechami fizjologicznymi. Analiza ta wy-
kazala, ze stosunek zawartosci f-diketonéw w wosku byt
pozytywnie zwigzany z miedzykomoérkowym stezeniem
CO,. Badania dotyczace okrywy woskowej i stresu suszy u
zyta, rbwniez nie wskazujg na jednostronna przewage ro-
§lin o sinoszarym lub transparentnym fenotypie pokrywy
woskowej w warunkach niedoboru wody [24,52]. Poréw-
nanie reakcji na susze u trzech réznych par linii bliskoizo-
genicznych zyta wskazato, Ze odpornosé¢ na susze jest spe-
cyficzna dla danej linii i genotypu i moze by¢ zwigzana ze
Sciezkami biosyntezy wosku zaangazowanymi w reakcje
fizjologiczne i biochemiczne wazne dla zwiekszenia odpor-
nosci na susze [52]. We wlasnych badaniach wykazalismy
[24] korelacje miedzy skladnikami wosku epikutykularnego
(zawartosc estrow i kwasow ttuszczowych) liscia flagowego
zyta a jego parametrami fizjologicznymi (parametry fluore-
scencji chlorofilu ) i biochemicznymi (zawarto$¢ pigmen-
tow fotosyntetycznych i drobnoczasteczkowych przeciw-
utleniaczy takich jak tokoferole). Réwniez nasze badania
dotyczace linii bliskoizogenicznych zyta [52] potwierdzily
zréznicowane reakcje linii o odmiennym typie warstwy
woskowej, wskazujac na fakt stabilnej liczby ziaren i masy
tysigca ziaren obserwowanych w warunkach suszy glebo-
wej u linii o transparentnej pokrywie woskowej. Badania te
[52] zwrocity takze uwage na reakcje biochemiczne obser-
wowane u tej linii, takie jak okoto 60% wzrost MDA, czy
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okoto dwukrotny wzrost ilosci wosku, ktére byly wyraznie
wyzsze w poréwnaniu do jej sinoszarego odpowiednika i
innych linii z pozostatych badanych par. Biorac pod uwage
istotne réznice miedzy badanymi liniami o odmiennym ty-
pie powloki woskowej pod wzgledem parametréw fizjolo-
gicznych i biochemicznych, powyzsze wyniki potwierdzity
interakcje miedzy genotypem, typem warstwy woskowej
oraz czynnikami srodowiskowymi. Powyzsze badania su-
geruja istnienie zwigzku miedzy biosynteza wosku a reakcjg
roélin na stres suszy. Ponadto, dokladne badania w zakresie
fizjologicznych, biochemicznych i agronomicznych reakcji
na susze i ich zwiazek ze struktura i skladem chemicznym
wosku kutykularnego beda istotnym uzupelnieniem badan
molekularnych [15].

ZWIAZEK MIEDZY WOSKAMI EPIKUTYKULARNYMI
A ODPORNOSCIA NA SUSZE U ZBOZ

BADANIA MOLEKUALRNE U MUTANTOW
WYKAZUJACYCH ZABURZENIA W FORMOWANIU
WLEASCIWE] POKRYWY WOSKOWE]

Zwiazek miedzy morfologia struktury, zawartoscia i
skladem chemicznym wosku kutykularnego a odpornoscia
na stres suszy jest tematem wielu badan i opracowan na-
ukowych, a jego zrozumienie jest coraz wieksze, jednak na-
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dal wymaga doglebnych badan. Dotychczas metodami ge-
netyki molekularnej zidentyfikowano wiele genéw zaanga-
zowanych w biosynteze wosku kutykularnego lub jej regu-
lacje u roélin i wykazano ich &ciste powigzanie ze stresem
suszy [12,15,54]. Indukcja biosyntezy wosku kutykularne-
go, w tym aktywacja genéw biosyntezy przez stres suszy
zostala zaobserwowana w szerokim zakresie gatunkow ro-
§lin, a z posréd roslin zbozowych przede wszystkim sku-
piano sie na takich gatunkach jak: ryz siewny (Oryza sativa
L.), pszenica zwyczajna (Tritucum aestivum L.), jeczmienn
zwyczajny (Hordeum vulgare L.), sorgo zwyczajne (Sorhgum
bicolor (L.) Moench) oraz kukurydza zwyczajna (Zea mays
L.) [29,30,55-61] (Tabela 1). Wedtug danych literaturowych
[12,15] geny kodujace enzym dekarbonylaze aldehydowa
(kodowang przez gen CERI), biatko transportowe wigzace
ATP (ang. ATP-binding cassette transporter, ABCG9), kom-
pleks wieloenzymatyczny genu DWAI1 (ang. Drought-In-
duced Wax Accumulation 1, DWAT), czy gen WSD1 (ang. Wax
Ester Synthase/Acyl-Coenzyme A:Diacylglycerol Acyltransfera-
se, WSD1) naleza do grupy genéw kontrolujacych synteze
wosku i koduja enzymy zwigzane z synteza wosku kutyku-
larnego lub biatka zaangazowane w transport zwigzkéw
woskowych [12,15]. Zbadano, ze stres suszy aktywowat
ekspresje TaCERI-1A u pszenicy zwigkszajac znaczaco bio-
synteze diugotaficuchowych alkanéw [59]. Substytucyjna
linia nullisomiczno-tetrasomiczna pszenicy, pozbawiona
genu TaCERI-1A, miala znaczaco obnizong ilo$¢ alkanow
C,, podczas gdy rosliny ryzu z nadekspresja TaCERI-1A
wykazywaty znaczny wzrost iloéci alkanéw C,.-C,, w sto-
sunku do kontrolnych roslin typu dzikiego [59]. Li i wsp.
(2019) [59] stwierdzili, ze gen TaCERI-1A odgrywa wazna
role w biosyntezie alkanéw wosku u pszenicy i bierze udziat
w reakgji na susze i inne stresy srodowiskowe. Wiele donie-
sien literaturowych [12,15,57] skupialo si¢ na badaniu ge-
néw GLI u ryzu, bedacych homologami genu CER1 wyka-
zujac jego powigzanie z odpornoscia na susze [57]. U ryzu
nadeskpresja genu OsGL1-1 i OsGL1-2 wigzala si¢ ze wzro-
stem grubosci warstwy wosku epikutykularnego i jego sil-
niejsza krystalizacja, podczas gdy u mutantéw osgl1-1 i
0sgl1-2 o obnizonej masie wosku kutykularnego stwierdzo-
no wieksza wrazliwo$¢ na susze w poréwnaniu z roslinami
wykazujacymi nadekspresje OsGL1-1 i OsGL1-2 oraz rosli-
nami typu dzikiego [40, 55]. Mutant knockdown osgli1-3 cha-
rakteryzowal sie zmniejszong krystalizacja i masa wosku
kutykularnego na powierzchni lisci, a nadekspresja OsGL1-
3 skutkowala zwiekszeniem krystalizacji wosku kutykular-
nego na powierzchni lisci i znaczny wzrost jego akumulacji
[57]. Wedlug Zhou i wsp. (2015) [57] do powyzszych obser-
wagji u roslin wykazujacych nadekspresje OsGLI-3 przy-
czynila sie bardzo wyrazna zmiana zawartosci aldehydéw
C,,-C,, i alkoholi pierwszorzedowych C,. U roélin tych od-
notowano zmniejszenie szybkosci utraty wody i zwieksze-
nie odpornosci na deficyt wody na réznych etapach rozwo-
jowych, co sugeruje istotng role OsGLI-3 w odpornoéci na
susze u ryzu. Natomiast utrata funkcji genu OsGLI-6u mu-
tanta ryzu o0sg/1-6 spowodowala znaczne obnizenie biosyn-
tezy alkanéw w wosku kutykularnym i nadwrazliwo$¢ na
susze [56]. Z kolei Li i wsp. (2019) [61] w badaniach nad ge-
nem gl6 u kukurydzy wykazali, Ze biatko GL6 moze by¢ za-
angazowane w wewnatrzkomérkowy transport woskéw
kutykularnych. Badacze zaobserwowali, ze mutant gl6 o
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zmniejszonej akumulacji wosku epikutykularnego, w sto-
sunku do typu dzikiego, wykazywat zwiekszona przepusz-
czalnos¢ kutykuli, a w efekcie ostabiona odpornoéc¢ siewek
kukurydzy na susze [61]. Nguyen i wsp. (2018) [62] stwier-
dzili, ze biatko transportowe OsABCGY przyczynia sie do
prawidlowego rozwoju roslin ryzu w fazie wegetatywnej
oraz spetnia kluczowa funkcje podczas transportu wosku
epikutykularnego oraz pelni wazna role w utrzymaniu sta-
bilnosci warstwy woskowej u ryzu. Autorzy Ci wykazali, ze
mutant osabcg9-1, o obnizonej krystalizacji i masie wosku
oraz zawartosci aldehydow C, i C,,, a takze kwasow ttusz-
czowych w szeregu homologicznym C,.-C,, charakteryzo-
wal sie zwiekszona wrazliwoscia na susze¢ w poréwnaniu
do roslin typu dzikiego [62]. Innym przykladem genu zaan-
gazowanego w biosynteze wosku, ktéry ma zwigzek z od-
pornoscia roslin na susze jest gen ryzu DWA1 kodujacy biat-
ko zawierajace wiele struktur enzymatycznych i wykazujg-
ce preferencyjna ekspresje w tkankach naczyniowych i war-
stwach epidermalnych [63]. Gen DWA1 podlegat silnej in-
dukcji w wyniku stres suszy, a doniesienia literaturowe su-
geruja, ze moze on kontrolowac¢ odpornoéc¢ na susze u ryzu
poprzez regulacje wywolanego susza odkiadania sie¢ wosku
epikutykularnego [63]. Mutant knockout dwal odznaczat sie
znacznie wieksza wrazliwoscia na stres suszy w poréwna-
niu z roélinami typu dzikiego, w warunkach suszy charak-
teryzowat sie zmniejszona akumulacja wosku kutykularne-
go oraz silnie zmodyfikowanym skladem chemicznym
glownie w wyniku obnizenia poziomu diugotaficuchowych
kwasow ttuszczowych [63]. Wyselekcjonowany podczas ba-
dan przesiewowych w kierunku odpornosci na susze nie-
wrazliwy na susze mutant ryzu (ditl1), posiadajacy mutacje
w genie LOC_0s05¢48260 bedacym przypuszczalnie ortolo-
giem genu WSD1 u rzodkiewnika pospolitego (Arabidopsis),
w warunkach stresu suszy wykazywat znaczaco zmniejszo-
na utrate wody, przepuszczalnoé¢ kutykuli, zwijanie sie li-
§ci, akumulacje H,O, oraz akumulowat wiecej wosku kuty-
kularnego, alkanéw i alkoholi niz rosliny typu dzikiego
[64]. Na podstawie badan dotyczacych odpornosci na susze
u sorga dwubarwnego [Sorghum bicolor (L.) Moench] stwier-
dzono, ze genotypy odporne na nig wykazywaly przyrost
alkanow, ktére stanowily skuteczna bariere, pozwalajaca na
kontrolowanie strat wody, a geny SbWINL1, FATB i CER1
odgrywaja wazna role w wywolywaniu biosyntezy wosku
bedacej efektem suszy [65]. Jedna ze strategii stosowanych
w badaniach nad poprawg odpornosci na stresy abiotyczne
u roélin jest nadekspresja czynnikéw transkrypcyjnych [66].
W badaniach nad rola wosku kutykularnego w odpornosci
na susze u zb6z analizowano takze role czynnikéw trans-
krypcyjnych zaangazowanych w biosynteze wosku [12,15].
Wiadomo, ze przedstawiciele typu SHN1 z rodziny czynni-
koéw transkrypcyjnych AP2/ERF odgrywaja kluczowa role
w odpornosci roslin na stresy abiotyczne i coraz wieksza ich
liczba jest identyfikowana i charakteryzowana u réznych
gatunkéw [12]. Wykazano, ze nadekspresja m. in. genéw
SHNT1 (TaSHN1 i HvSHN1) oraz MYB94 (ZmFDL1/MYB94)
bedacych czynnikami transkrypcyjnymi biosyntezy wosku,
powodowata zwigkszong akumulacje wosku kutykularne-
go lub kutyny, co przyczynialo sie do zwiekszonej odporno-
Scina stres suszy [12]. Bi i wsp. (2018) [58] zaobserwowali u
pszenicy, ze nadekspresja czynnika transkrypcyjnego Ta-
SHN1 spowodowala zwigkszong odpornos¢ na susze u ro-
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slin transgenicznych, na co mogta mie¢ wplyw zwiekszona
akumulacja alkanéw w wosku lisci flagowych i obnizona
gestos¢ aparatow szparkowych. Te zmiany prawdopodob-
nie przyczynily sie do zmniejszenia odwodnienia lisci i lep-
szych wskaznikow przezywalnosci transgenicznych sadzo-
nek pszenicy w trudnych warunkach suszy [58]. Bi i wsp.
(2018) [58] poprzez molekularng charakterystyke TaSHN1
wykazali, ze dziala on jako aktywator transkrypcji i jest ho-
mologiczny do OsWR1 z ryzu. Czynnik transkrypcyjny
typu SHN1, HvSHN1 badano réwniez u roslin jeczmienia i
stwierdzono, Ze byt silnie indukowany przez rézne stresy
abiotyczne, w tym susze, co wskazuje na jego mozliwe za-
angazowanie w tolerancje na stresy abiotyczne [67]. Ponad-
to nadekspresja HvSHN1 w transgenicznych roslinach tyto-
niu byla zwiagzana z ich zwiekszona odpornoécig na susze w
poréwnaniu do roslin typu dzikiego [68]. Z kolei w bada-
niach Castorina i wsp. (2020) [69] utrata funkcji czynnika
transkrypcyjnego ZmFDL1/MYB94 u mutanta kukurydzy
fdl1-1 w stadium siewek doprowadzila do zmniejszenia bio-
syntezy zaréwno wosku kutykularnego jak i kutyny, reduk-
qji poziomu dlugotaricuchowych pierwszorzedowych alko-
holi (stanowia gléwne skladniki woskéw siewek kukury-
dzy) i estrow woskowych, oraz spowodowala nadwrazli-
wos¢ na wysychanie. Stwierdzili oni, ze czynnik ten jest
kluczowym regulatorem odkfadania sie kutykuli i posred-
niczy w aktywnej odpowiedzi na warunki niedoboru wody,
aczkolwiek prawdopodobnie jego aktywnos¢ zalezy od
fazy rozwoju [69]. Gen OsWR1, homolog SHN1, okazat sie
by¢ pozytywnym regulatorem genéw zwiagzanych z biosyn-
teza wosku u ryzu poprzez zmiany jakosciowe i iloéciowe
dtugotaricuchowych kwaséw tluszczowych i alkanéw,
ajego nadekspresja u roélin transgenicznych przyczynita sie
do zmniejszonej utraty wody, zmniejszonej przepuszczal-
noéci kutykuli i zwiekszonej odpornosci na susze w poréw-
naniu do typu dzikiego [9]. Ponadto, OsWR1 aktywowat
ekspresje gendéw zwiazanych z odpowiedzia na stres oksy-
dacyjny i stabilno$cig btony komérkowej [9]. Homolog genu
OsWR1, gen OsWR2, ktéry réwniez przyczynia sie do trans-
krypcyjnej regulacji biosyntezy wosku kutykularnego i ku-
tyny, gléwnie kontroluje przepuszczalnosé epidermy [10].
W badaniach Zhou i wsp. (2014) [10] nadekspresja OsIWR2
powodowala wzrost masy wosku kutykularnego oraz za-
wartosci zwigzkow z grupy aldehydoéw. Liscie charaktery-
zowaly sie obnizona szybkoscia utraty wody i zwiekszona
odpornoécia na susze [10]. Autorzy Ci stwierdzili, ze
OsWR2 dziata jako transkrypcyjny regulator zaréwno wo-
sku kutykularnego, jak i biosyntetycznych éciezek kutyny, a
jego mechanizm(-y) wyraznie réznig sie od jego homolo-
gow Arabidopsis WIN1/SHN1 i OsWR1 [10]. Z kolei w do-
$wiadczeniach Wang i wsp. (2018) [70] stwierdzono, ze na-
dekspresja DHS kodujacego czynnik transkrypcyjny u ryzu
hamowata akumulacje wosku kutykularnego i obnizata od-
pornoé¢ na susze u ro$lin transgenicznych. W Tabeli 1
przedstawiono oméwione w niniejszej pracy geny zaanga-
zZowane w biosynteze i transport woskéw kutykularnych u
zboz.

DALSZE PERSPEKTYWY W BADANIACH
NAD BIOSYNTEZA WOSKU U ZBOZ

Niewiele wiadomo na temat molekularnych podstaw
biosyntezy wosku u pozostatych zbéz takich jak: zyto, pro-
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so, pszenzyto czy owies oraz zwigzku genéw biosyntezy
wosku z odpornoscia na susze. W przypadku zyta, wyka-
zano, ze gen wal jest zwigzany z kutikulg charakteryzujaca
sie brakiem wosku i zostal on zmapowany do chromosomu
7R [71]. W kolejnych latach dalszy postep w identyfikacji
gendéw zaangazowanych w biosynteze kutikuli u zyta osia-
gnieto przez zmapowanie locus wax (gen WAXI) w érod-
kowej czedci chromosomu 2R, co bylo pierwszym donie-
sieniem o tej lokalizacji [72]. Marker DArT-Silico 3585843,
Scisle powiazany z segregacja nalotu woskowego, zostal
wskazany jako jeden z kandydatéw kontrolujacych forma-
cje wosku epikutykularnego [72]. Zlozenie genomu zyta
»,L07” [73] pozwoli na dalsze kroki w kierunku identyfikacji
genu WAX1 i poprawe zrozumienia biosyntezy kutikuli na
poziomie molekularnym [74]. Varshney i wsp. (2017) [75]
przedstawili sekwencje genomowa genotypu referencyjne-
go Tift 23D2B1-P1-P5 prosa pertowego [Cenchrus america-
nus (L.) Morrone], w ktérej pokazano poszerzong o nowe
pozycje grupe genéw biosyntezy wosku oraz genéw odpo-
wiedzialnych za synteze lipidéw i eksport makroczasteczek
prosa perfowego. Wedlug autoréw opracowanie to moze
stanowi¢ zaséb do poprawy cech agronomicznych prosa
w $érodowiskach suchych. W literaturze brakuje réwniez
bardziej ztozonych badan dotyczacych zwiazku wosku epi-
kutykularnego z adaptacja owsa zwyczajnego (Avena sativa
L.) do warunkéw deficytu wodnego [76,77].

Temat roli woskéw kutykularnych w adaptacji roslin
do streséow srodowiskowych jest coraz czesdciej omawiany
u réznych roslin [12, 15], jednak szereg badan do tej pory
przeprowadzono przede wszystkim na roslinie modelowej
jaka jest rzodkiewnik pospolity (Arabidopsis) [32]. Wosk
kutykularny moze w sposéb bezposredni pelni¢ funkcje
ochronng przed skutkami stresu suszy u roslin zbozowych
przez ograniczenie utraty wody i transpiracji kutykular-
nej, ale jak dowodza powyzej oméwione badania réwniez
geny i czynniki transkrypcyjne biosyntezy wosku (Tabe-
la 1) moga mie¢ zwiazek z reakcjami fizjologicznymi i bio-
chemicznymi roslin zbozowych na stres wodny. Fakt silnej
zaleznodci miedzy profilem woskowym nadziemnych or-
gandw roslinnych a faza rozwojowa rosliny oraz istotnego
wplywu czynnikéw abiotycznych stwarza duze pole do
popisu w kontekscie planowanych kolejnych badan, szcze-
gblnie w przypadku roslin zbozowych odznaczajacych sie
ditugim okresem wegetacyjnym. Wazne jest takze zbadanie
nalotu woskowego i jego zwigzku z susza w przypadku
innych niz 1ié¢ flagowy organéw roslinnych takich jak klos
czy todyga. W obecnych czasach, gdy rolnictwo mierzy sie
z bardzo skrajnymi przyktadami skutkéw ocieplenia klima-
tycznego, szczeg6lnie istotng i warta podejmowania tema-
tyka badawcza staje sie rola wosku w adaptacji do stresu
suszy na réznych etapach rozwoju rosliny.
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ABSTRACT

The wax coating is an element of the lipid protective layer, the cuticle, which covers the above-ground organs of plants and is the main barrier
that prevents non-stomatal water loss. Wax layer protects plant surfaces from pathogens and ultraviolet radiation and influences interactions
between plants and insects. Accumulation of cuticular wax is one of the adaptive mechanisms of plants to drought stress. As a result, there
are more and more reports on the relationship between cuticular wax and plant resistance to drought. This article deals with the relationship
between cuticular waxes and drought resistance in cereals. The paper presents the achievements to date on (i) the relationship between wax
biosynthesis and plant response to drought stress using glaucous and non-glaucous near-isogenic lines and (ii) investigating the role of genes
for cuticular wax biosynthesis and transport and the transcription factors that regulate
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