
		
			[image: ]
		

		
			
				104	https://postepybiochemii.ptbioch.edu.pl/

			

		

		
			[image: ]
		

		
			
				mgr inż. Kamila Laskoś✉,

				dr hab. inż. Ilona Mieczysła-wa Czyczyło-Mysza

				Instytut Fizjologii Roślin imienia Franciszka Górskiego Polskiej Akademii Nauk, Kraków

				https://doi.org/10.18388/pb.2021_483

				✉autor korespondujący: k.laskos@ifr-pan.edu.pl

				Słowa kluczowe: wosk epikutykularny, susza, zboża

				Wykaz skrótów: ABS/RC – przepływ strumie-nia fotonów zaabsorbowanych przed cząstecz-ki chlorofilu anten fotosytemu II w przelicze-niu na centrum reakcji; Fv/Fm – maksymalna wydajność fotochemiczna fotosystemu II; MDA – zawartość dialdehydu malonowego; PI – ogólny wskaźnik funkcjonowania fotosys-temu II; Pn – intensywność fotosyntezy; PSII - fotosystem II; VLCFAs – długołańcuchowe kwasy tłuszczowe

			

		

		
			
				Wosk epikutykularny liści jako cecha warunkująca odporność na suszę u zbóż

			

		

		
			
				STRESZCZENIE

				Nalot woskowy jest elementem lipidowej warstwy, kutykuli, która pokrywa nadziemne organy roślin i stanowi główną barierę zapobiegającą pozaszparkowej utracie wody. Warstwa woskowa pomaga także chronić powierzchnie roślin przed patogenami i promie-niowaniem ultrafioletowym oraz wpływa na interakcje między roślinami i owadami. Aku-mulacja wosku kutykularnego to jeden z mechanizmów przystosowawczych do stresu su-szy, jednak szereg badań związku między woskami kutykularnymi a odpornością roślin na suszę dotyczy rośliny modelowej jaką jest rzodkiewnik pospolity (Arabidopsis thaliana). W związku z ogromnym znaczeniem konsumpcyjnym zbóż, niniejsza praca traktuje o związku wosków kutykularnych i odporności na suszę u tej grupy roślin. Zaprezentowano dotych-czasowe osiągnięcia z zakresu badania związku między biosyntezą wosku a reakcją roślin na stres suszy z wykorzystaniem linii bliskoizogenicznych o sinoszarej i transparentnej war-stwie woskowej oraz badania roli genów biosyntezy i transportu wosków kutykularnych oraz regulujących je czynników transkrypcyjnych z wykorzystaniem mutantów o zaburzo-nym formowaniu pokrywy woskowej.

				WPROWADZENIE

				Prognozy klimatyczne sugerują, że ekstremalne zjawiska cieplne będą w przyszłości coraz częstsze i poważniejsze, a częstotliwość występowania susz może ulec zwiększeniu [1,2]. Konieczne jest zatem dostosowanie globalnego systemu produkcji zbóż do pojawiających się ekstremów klimatycznych oraz zrozumienie kluczowych procesów prowadzących do strat w plonach [3]. Pró-by uzyskania odmian o zwiększonej odporności na stres suszy, na drodze tra-dycyjnych metod hodowlanych były utrudniane przez niską odziedziczalność cech związanych z plonowaniem, szczególnie w warunkach suszy glebowej, a także przez niekorzystny wpływ interakcji między genotypem a środowiskiem [4–6]. Interakcje środowiskowe opierają się na wzajemnych oddziaływaniach, w których kluczową rolę odgrywają warstwy wierzchnie roślin, co ma szczególne znacznie dla organizmów o dużej powierzchni funkcjonalnej takich jak rośliny. W większości przypadków wierzchnią warstwę pierwotnych roślin wyższych stanowi hydrofobowa kutykula, która składa się z kutyny i wosków kutykular-nych, które odgrywają kluczową rolę w ograniczaniu transpiracji kutykularnej [7,8]. Liczne doniesienia literaturowe [9–11] dowodzą, że geny oraz czynniki transkrypcyjne biosyntezy wosku pełnią ważną rolę w podnoszeniu odporności na suszę u roślin, między innymi poprzez akumulację wosków epikutykular-nych oraz zmiany w ich składzie chemicznym. Zmieniona ekspresja genów bio-syntezy i transportu komponentów kutikuli może prowadzić do zmiany odpor-ności na suszę u roślin zbożowych takich jak ryż, kukurydza, jęczmień i pszenica [12]. Naturalne jest zatem zwiększające się zainteresowanie nalotem woskowym pokrywającym nadziemne organy roślinne w kontekście stresów abiotycznych i biotycznych [13–16].

				WOSKI EPIKUTYKULARNE

				UMIEJSCOWIENIE I STRUKTURA

				W epidermie, tkance otaczającej organy roślinne wchodzące w skład pędu, zachodzi biosynteza wosku, który następnie jest deponowany na zewnętrznej ścianie komórkowej epidermy (tzw. ściana peryklinalna) (Ryc. 1). Wosk kuty-kularny jest jednym z dwóch głównych składników kutykuli, która stanowi li-pidową warstwę o niejednorodnym składzie chemicznym pokrywającą organy roślin lądowych [17]. Rozróżniamy woski intra- i epi-kutykularne, które stano-wią obszerną grupę związków chemicznych, a różnica między nimi wynika z ich umiejscowienia w obrębie kutykuli [12,18]. Oprócz lipofilowych wosków kutykularnych (intra- i epi-kutykularnych), podatnych na ekstrakcję rozpusz-czalnikami organicznymi, w skład kutykuli wchodzi także lipofilowa kutyna, która jednak nie może zostać wyekstrahowana rozpuszczalnikami ze względu 
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				na posiadanie struktury biopolimerowej [18,19]. Czasem, poza kutyną w kutykuli stwierdza się także obecność inne-go biopolimeru, kutanu, jednakże zawiera on nieulegające hydrolizie wiązania, które znacznie ograniczają badania strukturalne [20]. Woski intrakutykularne odkładane są wewnątrz macierzy odpornego mechanicznie biopolimeru kutyny, tworząc wspólnie warstwę kutykuli właściwiej, na powierzchni której następuje deponowanie wosków epiku-tykularnych, które łatwo ulegają uszkodzeniom mechanicz-nym. Pod warstwą kutykuli właściwej występuje warstwa kutykularna, która jest mieszaniną substancji lipidowych i polisacharydów (celuloza i pektyny) (Ryc. 1). Woski epiku-tykularne (powierzchniowe) często stanowią gładką i trans-parentną warstwę wierzchnią większości roślin (Ryc. 2A), jednak w przypadku wielu gatunków: liście, łodygi, czy owoce, a w przypadku zbóż także kłosy lub wiechy, pokry-te są sinoszarą matową powłoką wosków epikutykularnych [21] (Ryc. 2B). Woski te stanowią najbardziej zewnętrz-ną, hydrofobową warstwę kutykuli i występują w postaci amorficznego filmu woskowego o grubości <1.0 μm pokry-wającego kutykulę właściwą oraz w postaci struktur krysta-licznych o różnorodnej formie odkładanych na filmie wo-skowym [13,22,23] (Ryc. 1, Ryc. 2C, D). Kryształy wosku są na tyle duże, że zmieniają właściwości optyczne powierzch-ni, powodując, że w niektórych przypadkach odbieramy tę strukturę rośliny jako sinoszarą, a nie transparentną [21]. Rozmiary kryształów mogą wahać się od 0.2 do 100 μm [13, 21]. Uwagę zwraca również występowanie ogromnej różno-rodność morfologii kryształów wosków epikutykularnych (Ryc. 1, Ryc. 2C, D), wśród których można zidentyfikować takie formy jak: płytki o regularnych lub nieregularnych brzegach, pręciki, nitki, rurki itp. [13,24]. Wzorce orientacji i agregacji kryształów także są różnorodne. Mogą dotyczyć ułożenia kilku pojedynczych kryształów względem sie-bie (np. rozety), jak i regularności ułożenia kryształów na większej powierzchni [13,21]. Warto zauważyć, że nie tylko obecność, ale przede wszystkim rodzaj struktury wosku bę-dzie determinował właściwości optyczne powierzchni rośli-ny (sinoszara lub transparentna warstwa) [24]. Morfologia struktury wosków epikutykularnych nie jest stała, zależy od gatunku rośliny, organu, tkanki, a także ulega ciągłym zmianom podczas rozwoju ontogenetycznego oraz może 

			

		

		
			
				podlegać modyfikacjom pod wpływem czynników środo-wiskowych [11,21,24–26].

				SKŁAD CHEMICZNY I BIOSYNTEZA

				W ujęciu chemicznym warstwa wosków epikutykular-nych jest złożoną i zróżnicowaną strukturalnie (związki łań-cuchowe i pierścieniowe) mieszaniną długołańcuchowych kwasów tłuszczowych (VLCFAs, ang. very long chain fatty acids) oraz ich pochodnych z takich klas związków chemicz-nych jak wielkocząsteczkowe węglowodory, estry wosko-we, pierwszo- i drugo-rzędowe alkohole, aldehydy, ketony, a także niealifatyczne komponenty takie jak triterpenoidy, flawonoidy i sterole, a długości łańcucha węglowego po-szczególnych komponentów mogą sięgać od C20 do około C40-C46 w szeregu homologicznym [12,18,25]. Podobnie jak w przypadku morfologii kryształów wosku epikutykular-nego, w zależności od badanego gatunku rośliny, organu, tkanki czy komórki, a także etapu rozwoju lub czynników środowiskowych skład tej warstwy będzie różny [11,24, 25,27–29]. Inicjacja biosyntezy de novo wosku następuje w chloroplastach komórek epidermalnych. Początkowo do-chodzi do biosyntezy prekursorów woskowych szkieletów węglowych w postaci kwasów tłuszczowych C16 i C18, któ-re następnie są transportowane ze stromy plastydów do membran retikulum endoplazmatycznego, gdzie następu-je ich wydłużanie poprzez szereg reakcji enzymatycznych do nasyconych VLCFAs C20-C34 [18,30]. Dalsze przekształ-cenia VLCFAs mogą zachodzić na drodze trzech szlaków biosyntezy (i-iii) [12,18]. Przez szlak formowania alkoholi (i) VLCFAs mogą być przekształcone do zbudowanych z parzystej liczby atomów węgla alkoholi I-rzędowych i da-lej zestryfikowane z kwasami tłuszczowymi C16 do estrów woskowych. W wyniku przekształceń VLCFAs przez szlak formowania alkanów (ii) powstają alkany, aldehydy, alko-hole II-rzędowe i ketony. Dodatkowo, u gatunków Triticum odnotowano przekształcanie VLCFAs przez ścieżkę biosyn-tezy β-diketonów (iii) [18,31]. Zsyntetyzowane komponen-ty tworzą mieszaninę wosków kutykularnych, a następnie transportowane są drogą apoplastyczną i osadzane w obrę-bie kutykuli [32,33]. Formacja kryształów wosku jest zwią-zana z jego chemicznych składem [34]. Według niektórych doniesień literaturowych [18,35–37] tworzenie kryształów z klasy płatków na powierzchni tkanki roślinnej związane jest z występowaniem dużej ilości alkoholi pierwszorzędo-wych w wosku epikutykularnym i powstawaniem fenotypu o transparentnej powierzchni, natomiast obecność tubular-nych kryształów β-diketonowych wiąże się z występowa-niem sinoszarej powierzchni organów roślinnych [34,38].

			

		

		
			
				Rycina 1. Schemat budowy kutykuli liścia. A. Wosk epikutykularny krystaliczny; B. Wosk epikutykularny amorficzny; C. Kutykula właściwa (kutyna osadzona w wosku intrakutykularnym); D. Warstwa kutykularna będąca mieszaniną kutyny; wosku i polisacharydów (celuloza i pektyny); E. Lamella pektynowa; F. celulozo-wa ściana komórek epidermy – ściana peryklinalna.
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				Rycina 2. Linia żyta (Secale cereale L.) o transparentnej (A) i sinoszarej (B) okrywie woskowej oraz mikrofotografie wosku epikutykualrnego okrywającego odosio-wą powierzchnię liścia flagowego żyta, którego kryształy przyjmują formę płytek (C) lub tubul (D) (skala 10 μm).
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				FUNKCJE PEŁNIONE U ORGANIZMÓW ROŚLINNYCH

				Woskom epikutykularnym przypisuje się kilka ważnych funkcji oprócz pełnienia roli jednostki strukturalnej [39]. Odgrywają one ważną rolę jako bariera ochronna przed stresami środowiskowymi [15]. Dotychczasowe doniesie-nia dotyczące ochronnej funkcji wosku przed nadmierną utratą wody sugerowały, że zwiększona akumulacja wo-sku powierzchniowego wiązała się z mniejszą pozaszpar-kową utratą wody [30,40–42]. Inną istotną funkcją wosków epikutykularnych jest ochrona tkanek roślinnych przed uszkodzeniami spowodowanymi nadmiernym promienio-waniem UV, co jest możliwe dzięki dużej skuteczności war-stwy wosku powierzchniowego w odbijaniu lub osłabianiu promieniowania UV. Dodatkowo, ilość i charakterystyka spektralna odbitego promieniowania zależy od kształtu, średnicy i rozmieszczenia kryształów wosku na powierzch-ni tkanki roślinnej [43]. Właściwości wosków powierzchnio-wych, ich grubość, struktura, skład chemiczny, a także zwil-żalność i przepuszczalność powierzchni liścia, zapewniają ochronę przed patogenami, zapobiegają atakom wirusów, bakterii i grzybów chorobotwórczych, a także mogą warun-kować interakcję roślin z owadami, poprzez ochronę przed żerowaniem owadów lub składaniem jaj [33,44–47]. Woski epikutykularne wchodzą także w interakcje z zewnętrzny-mi czynnikami chemicznymi, co ma szczególne znaczenie w przypadku oprysków środkami ochrony roślin, poprzez oddziaływanie na zatrzymanie oprysków na powierzchni rośliny, penetrację przez warstwy kutykuli oraz ich wiąza-nie [39,48]. Kryształy wosku epikutykularnego mogą także wpływać na rozmieszczenie zanieczyszczeń powietrza na powierzchni roślin. Gęste rozmieszczenie kryształów może zapobiegać osadzaniu się cząstek zanieczyszczeń w celu zachowania funkcji aparatów szparkowych [49]. Istnieją również doniesienia literaturowe wskazujące na degrada-cję wosków epikutykularnych w przypadku oddziaływania zanieczyszczeń gazowych (SO2 lub NO2) oraz kwaśnego deszczu, co pośrednio może nieść za sobą takie skutki jak obniżenie odporności na suszę u roślin narażonych na za-nieczyszczenia powietrza [39,50].

				ZWIĄZEK MIĘDZY WOSKAMI EPIKUTYKULARNYMI A ODPORNOŚCIĄ NA SUSZĘ U ZBÓŻ

				BADANIA Z WYKORZYSTANIEM LINII BLISKOIZOGENICZNYCH O SINOSZAREJ I TRANSPARENTNEJ WARSTWIE WOSKOWEJ

				Stres suszy postrzegany jest jako jeden z głównych czyn-ników abiotycznych, który dotyka różne regiony świata, oraz wpływa na biosyntezę i modyfikacje składu wosku epikutykularnego u roślin zbożowych [12,30]. Dotychcza-sowe opracowania na temat roli wosku epikutykularnego w adaptacji zbóż do stresu suszy przede wszystkim odnosi-ły się do badań na poziomie molekularnym [12,15,30]. Na-tomiast, analizy fizjologiczne i biochemiczne obejmowały głównie ilościową i jakościową analizę wosków kutykular-nych, badanie przepuszczalności kutykuli oraz określenie składowych plonu, a rzadko poszerzano doświadczenia o pomiary wymiany gazowej, fluorescencji chlorofilu a oraz analizę zawartości barwników fototsynteteycznych, osmo-protektantów, antyoksydantów czy poziomu dialdehydu 

			

		

		
			
				malonowego (MDA) jako markera uszkodzenia błon ko-mórkowych [12,15].

				Niewiele jest badań dotyczących kompleksowych analiz cech morfologicznych, fizjologicznych i biochemicznych powiązanych z odpornością na stres suszy, u roślin zbożo-wych fenotypowo różniących się rodzajem pokrywy wo-skowej. Do tej pory badania tego typu były możliwe dzięki uzyskaniu linii bliskoizogenicznych pszenicy zwyczajnej (Triticum arestivum L.) [11,51], czy żyta zwyczajnego (Secale cereale L.) [24,52].

				Analizowane linie bliskoizogeniczne charakteryzowa-ły się różnym typem pokrywy woskowej (sinoszarym lub transparentnym). Według wielu autorów [24,51,52] różni-ce te wynikają z odmiennej morfologii kryształów wosku, a tym samym składu nalotu woskowego. Linie bliskoizo-geniczne zostały opracowane dla wielu gatunków roślin uprawnych metodą krzyżowania wstecznego i stanowią parę/grupę roślin o prawie identycznym podłożu gene-tycznym, z wyjątkiem pojedynczego fragmentu/locus na jednym chromosomie [53]. Ich wykorzystanie pozwala na zbadanie czy geny warunkujące tworzenie powłoki wosko-wej wykazują zaangażowanie wspominanych czynników w inne reakcje fizjologiczne ważne dla zwiększenia odporno-ści na suszę. Badania z wykorzystaniem linii bliskoizoge-nicznych pozwalało na analizę odmienności między liniami różniącymi się typem pokrywy woskowej w wykształceniu różnych cech morfologicznych, fizjologicznych i bioche-micznych w odpowiedzi na stres suszy glebowej. Wyniki Guo i wsp. (2016) [11] pokazują, że wosk epikutykularny u sinoszarych linii pszenicy wpłynął na utrzymanie stosun-kowo wysokiego potencjału wodnego w liściu flagowym, niską utratę wody i wysoką względną zawartość wody. We-dług Guo i wsp. (2016) [11] skutkowało to względnie wyso-ką aktywnością fotosystemu II (PSII) w porównaniu do linii o transparentnej pokrywie woskowej. Linie sinoszare od-znaczały się mniejszym spadkiem maksymalnej wydajności fotochemicznej PSII (Fv/Fm) oraz ogólnego wskaźnika funk-cjonowania PSII (PI), natomiast charakteryzował je większy wzrost przepływu strumienia fotonów zaabsorbowanych przed cząsteczki chlorofilu anten PSII w przeliczeniu na centrum reakcji (ABS/RC) oraz wydajności fotosyntezy (Pn) i masy ziarna w warunkach stresu suszy glebowej. Dodat-kowo, Guo i wsp., (2016) [11] zasugerowali, że odpowiednio zaprojektowany protokół przesiewowy w oparciu o zawar-tość wosku w liściach flagowych byłyby w stanie odzwier-ciedlić wpływ stresu suszy na plon ziarna pszenicy i wska-zywać bardziej lub mniej odporne na suszę jej odmiany. Z kolei badania Su i wsp. (2020) [51] dotyczące linii bliskoizo-genicznych pszenicy dowiodły, że linie sinoszare odporne na suszę utrzymywały wzrost i fotosyntezę podczas trwa-nia stresu suszy przez zwiększenie zawartości β-diketonów i całkowitej ilości wosku oraz utrzymanie przewodnictwa mezofilu i aparatów szparkowych, natomiast u odpornych na suszę linii o transparentnym nalocie woskowym nastą-piło to przez zmiany w proporcji alkanów, zmniejszenie przewodnictwa mezofilu i zwiększenie zamknięcia apara-tów szparkowych [24,52] Su i wsp. (2020) [51] wykazali, że cecha sinoszarej pokrywy woskowej u pszenicy nie zawsze wskazywała odporność na stres suszy. Su i wsp. (2020) [51] przeanalizowali również korelację między składnikami po-
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				krywy woskowej a cechami fizjologicznymi. Analiza ta wy-kazała, że stosunek zawartości β-diketonów w wosku był pozytywnie związany z międzykomórkowym stężeniem CO2. Badania dotyczące okrywy woskowej i stresu suszy u żyta, również nie wskazują na jednostronną przewagę ro-ślin o sinoszarym lub transparentnym fenotypie pokrywy woskowej w warunkach niedoboru wody [24,52]. Porów-nanie reakcji na suszę u trzech różnych par linii bliskoizo-genicznych żyta wskazało, że odporność na suszę jest spe-cyficzna dla danej linii i genotypu i może być związana ze ścieżkami biosyntezy wosku zaangażowanymi w reakcje fizjologiczne i biochemiczne ważne dla zwiększenia odpor-ności na suszę [52]. We własnych badaniach wykazaliśmy [24] korelację między składnikami wosku epikutykularnego (zawartość estrów i kwasów tłuszczowych) liścia flagowego żyta a jego parametrami fizjologicznymi (parametry fluore-scencji chlorofilu a) i biochemicznymi (zawartość pigmen-tów fotosyntetycznych i drobnocząsteczkowych przeciw-utleniaczy takich jak tokoferole). Również nasze badania dotyczące linii bliskoizogenicznych żyta [52] potwierdziły zróżnicowane reakcje linii o odmiennym typie warstwy woskowej, wskazując na fakt stabilnej liczby ziaren i masy tysiąca ziaren obserwowanych w warunkach suszy glebo-wej u linii o transparentnej pokrywie woskowej. Badania te [52] zwróciły także uwagę na reakcje biochemiczne obser-wowane u tej linii, takie jak około 60% wzrost MDA, czy 

			

		

		
			
				około dwukrotny wzrost ilości wosku, które były wyraźnie wyższe w porównaniu do jej sinoszarego odpowiednika i innych linii z pozostałych badanych par. Biorąc pod uwagę istotne różnice między badanymi liniami o odmiennym ty-pie powłoki woskowej pod względem parametrów fizjolo-gicznych i biochemicznych, powyższe wyniki potwierdziły interakcję między genotypem, typem warstwy woskowej oraz czynnikami środowiskowymi. Powyższe badania su-gerują istnienie związku między biosyntezą wosku a reakcją roślin na stres suszy. Ponadto, dokładne badania w zakresie fizjologicznych, biochemicznych i agronomicznych reakcji na suszę i ich związek ze strukturą i składem chemicznym wosku kutykularnego będą istotnym uzupełnieniem badań molekularnych [15].

				ZWIĄZEK MIĘDZY WOSKAMI EPIKUTYKULARNYMI A ODPORNOŚCIĄ NA SUSZĘ U ZBÓŻ

				BADANIA MOLEKUALRNE U MUTANTÓW WYKAZUJĄCYCH ZABURZENIA W FORMOWANIU WŁAŚCIWEJ POKRYWY WOSKOWEJ

				Związek między morfologią struktury, zawartością i składem chemicznym wosku kutykularnego a odpornością na stres suszy jest tematem wielu badań i opracowań na-ukowych, a jego zrozumienie jest coraz większe, jednak na-

			

		

		
			
				Tabela 1. Geny zaangażowane w biosyntezę i transport wosków kutykularnych u zbóż, dla których wykazano powiązanie z odpornością na stres suszy.
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					Pozycja literatury
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					Pszenica zwyczajna

					(Triticum aestivum L.)

				

				
					Biosynteza i transport wosków kutykularnych/Dekarbonylaza aldehydowa

				

				
					Li i wsp., 2019 [59]
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					Ryż siewny
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					Zhou i wsp., 2015 [57]

				

				
					OsGL1-6

				

				
					Ryż siewny

					(Oryza sativa L.)

				

				
					Biosynteza i transport wosków kutykularnych /Dekarbonylaza aldehydowa

				

				
					Zhou i wsp., 2013 [56]

				

				
					gl6

				

				
					Kukurydza zwyczajna

					(Zea mays L.)

				

				
					Wewnątrzkomórkowy transport i akumulacja wosków kutykularnych /Białko transportowe

				

				
					Li i wsp., 2019 [61]
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					Jęczmień zwyczajny
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					Djemal i wsp., 2018 [67], Djemal i Khoudi, 2021 [68]
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					Wang i wsp., 2018 [70]
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				dal wymaga dogłębnych badań. Dotychczas metodami ge-netyki molekularnej zidentyfikowano wiele genów zaanga-żowanych w biosyntezę wosku kutykularnego lub jej regu-lację u roślin i wykazano ich ścisłe powiązanie ze stresem suszy [12,15,54]. Indukcja biosyntezy wosku kutykularne-go, w tym aktywacja genów biosyntezy przez stres suszy została zaobserwowana w szerokim zakresie gatunków ro-ślin, a z pośród roślin zbożowych przede wszystkim sku-piano się na takich gatunkach jak: ryż siewny (Oryza sativa L.), pszenica zwyczajna (Tritucum aestivum L.), jęczmień zwyczajny (Hordeum vulgare L.), sorgo zwyczajne (Sorhgum bicolor (L.) Moench) oraz kukurydza zwyczajna (Zea mays L.) [29,30,55–61] (Tabela 1). Według danych literaturowych [12,15] geny kodujące enzym dekarbonylazę aldehydową (kodowaną przez gen CER1), białko transportowe wiążące ATP (ang. ATP-binding cassette transporter, ABCG9), kom-pleks wieloenzymatyczny genu DWA1 (ang. Drought-In-duced Wax Accumulation 1, DWA1), czy gen WSD1 (ang. Wax Ester Synthase/Acyl-Coenzyme A:Diacylglycerol Acyltransfera-se, WSD1) należą do grupy genów kontrolujących syntezę wosku i kodują enzymy związane z syntezą wosku kutyku-larnego lub białka zaangażowane w transport związków woskowych [12,15]. Zbadano, że stres suszy aktywował ekspresję TaCER1-1A u pszenicy zwiększając znacząco bio-syntezę długołańcuchowych alkanów [59]. Substytucyjna linia nullisomiczno-tetrasomiczna pszenicy, pozbawiona genu TaCER1-1A, miała znacząco obniżoną ilość alkanów C33, podczas gdy rośliny ryżu z nadekspresją TaCER1-1A wykazywały znaczny wzrost ilości alkanów C25-C33 w sto-sunku do kontrolnych roślin typu dzikiego [59]. Li i wsp. (2019) [59] stwierdzili, że gen TaCER1-1A odgrywa ważną rolę w biosyntezie alkanów wosku u pszenicy i bierze udział w reakcji na suszę i inne stresy środowiskowe. Wiele donie-sień literaturowych [12,15,57] skupiało się na badaniu ge-nów GL1 u ryżu, będących homologami genu CER1 wyka-zując jego powiązanie z odpornością na suszę [57]. U ryżu nadeskpresja genu OsGL1-1 i OsGL1-2 wiązała się ze wzro-stem grubości warstwy wosku epikutykularnego i jego sil-niejszą krystalizacją, podczas gdy u mutantów osgl1-1 i osgl1-2 o obniżonej masie wosku kutykularnego stwierdzo-no większą wrażliwość na suszę w porównaniu z roślinami wykazującymi nadekspresję OsGL1-1 i OsGL1-2 oraz rośli-nami typu dzikiego [40, 55]. Mutant knockdown osgli1-3 cha-rakteryzował się zmniejszoną krystalizacją i masą wosku kutykularnego na powierzchni liści, a nadekspresja OsGL1-3 skutkowała zwiększeniem krystalizacji wosku kutykular-nego na powierzchni liści i znaczny wzrost jego akumulacji [57]. Według Zhou i wsp. (2015) [57] do powyższych obser-wacji u roślin wykazujących nadekspresję OsGL1-3 przy-czyniła się bardzo wyraźna zmiana zawartości aldehydów C30-C32 i alkoholi pierwszorzędowych C30. U roślin tych od-notowano zmniejszenie szybkości utraty wody i zwiększe-nie odporności na deficyt wody na różnych etapach rozwo-jowych, co sugeruje istotną rolę OsGL1-3 w odporności na suszę u ryżu. Natomiast utrata funkcji genu OsGL1-6u mu-tanta ryżu osgl1-6 spowodowała znaczne obniżenie biosyn-tezy alkanów w wosku kutykularnym i nadwrażliwość na suszę [56]. Z kolei Li i wsp. (2019) [61] w badaniach nad ge-nem gl6 u kukurydzy wykazali, że białko GL6 może być za-angażowane w wewnątrzkomórkowy transport wosków kutykularnych. Badacze zaobserwowali, że mutant gl6 o 

			

		

		
			
				zmniejszonej akumulacji wosku epikutykularnego, w sto-sunku do typu dzikiego, wykazywał zwiększoną przepusz-czalność kutykuli, a w efekcie osłabioną odporność siewek kukurydzy na suszę [61]. Nguyen i wsp. (2018) [62] stwier-dzili, że białko transportowe OsABCG9 przyczynia się do prawidłowego rozwoju roślin ryżu w fazie wegetatywnej oraz spełnia kluczową funkcję podczas transportu wosku epikutykularnego oraz pełni ważną rolę w utrzymaniu sta-bilności warstwy woskowej u ryżu. Autorzy Ci wykazali, że mutant osabcg9-1, o obniżonej krystalizacji i masie wosku oraz zawartości aldehydów C30 i C32, a także kwasów tłusz-czowych w szeregu homologicznym C26-C32, charakteryzo-wał się zwiększoną wrażliwością na suszę w porównaniu do roślin typu dzikiego [62]. Innym przykładem genu zaan-gażowanego w biosyntezę wosku, który ma związek z od-pornością roślin na suszę jest gen ryżu DWA1 kodujący biał-ko zawierające wiele struktur enzymatycznych i wykazują-ce preferencyjną ekspresję w tkankach naczyniowych i war-stwach epidermalnych [63]. Gen DWA1 podlegał silnej in-dukcji w wyniku stres suszy, a doniesienia literaturowe su-gerują, że może on kontrolować odporność na suszę u ryżu poprzez regulację wywołanego suszą odkładania się wosku epikutykularnego [63]. Mutant knockout dwa1 odznaczał się znacznie większą wrażliwością na stres suszy w porówna-niu z roślinami typu dzikiego, w warunkach suszy charak-teryzował się zmniejszoną akumulacją wosku kutykularne-go oraz silnie zmodyfikowanym składem chemicznym głównie w wyniku obniżenia poziomu długołańcuchowych kwasów tłuszczowych [63]. Wyselekcjonowany podczas ba-dań przesiewowych w kierunku odporności na suszę nie-wrażliwy na suszę mutant ryżu (ditl1), posiadający mutację w genie LOC_Os05g48260 będącym przypuszczalnie ortolo-giem genu WSD1 u rzodkiewnika pospolitego (Arabidopsis), w warunkach stresu suszy wykazywał znacząco zmniejszo-ną utratę wody, przepuszczalność kutykuli, zwijanie się li-ści, akumulację H2O2 oraz akumulował więcej wosku kuty-kularnego, alkanów i alkoholi niż rośliny typu dzikiego [64]. Na podstawie badań dotyczących odporności na suszę u sorga dwubarwnego [Sorghum bicolor (L.) Moench] stwier-dzono, że genotypy odporne na nią wykazywały przyrost alkanów, które stanowiły skuteczną barierę, pozwalającą na kontrolowanie strat wody, a geny SbWINL1, FATB i CER1 odgrywają ważną rolę w wywoływaniu biosyntezy wosku będącej efektem suszy [65]. Jedną ze strategii stosowanych w badaniach nad poprawą odporności na stresy abiotyczne u roślin jest nadekspresja czynników transkrypcyjnych [66]. W badaniach nad rolą wosku kutykularnego w odporności na suszę u zbóż analizowano także rolę czynników trans-krypcyjnych zaangażowanych w biosyntezę wosku [12,15]. Wiadomo, że przedstawiciele typu SHN1 z rodziny czynni-ków transkrypcyjnych AP2/ERF odgrywają kluczową rolę w odporności roślin na stresy abiotyczne i coraz większa ich liczba jest identyfikowana i charakteryzowana u różnych gatunków [12]. Wykazano, że nadekspresja m. in. genów SHN1 (TaSHN1 i HvSHN1) oraz MYB94 (ZmFDL1/MYB94) będących czynnikami transkrypcyjnymi biosyntezy wosku, powodowała zwiększoną akumulację wosku kutykularne-go lub kutyny, co przyczyniało się do zwiększonej odporno-ści na stres suszy [12]. Bi i wsp. (2018) [58] zaobserwowali u pszenicy, że nadekspresja czynnika transkrypcyjnego Ta-SHN1 spowodowała zwiększoną odporność na suszę u ro-
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				ślin transgenicznych, na co mogła mieć wpływ zwiększona akumulacja alkanów w wosku liści flagowych i obniżona gęstość aparatów szparkowych. Te zmiany prawdopodob-nie przyczyniły się do zmniejszenia odwodnienia liści i lep-szych wskaźników przeżywalności transgenicznych sadzo-nek pszenicy w trudnych warunkach suszy [58]. Bi i wsp. (2018) [58] poprzez molekularną charakterystykę TaSHN1 wykazali, że działa on jako aktywator transkrypcji i jest ho-mologiczny do OsWR1 z ryżu. Czynnik transkrypcyjny typu SHN1, HvSHN1 badano również u roślin jęczmienia i stwierdzono, że był silnie indukowany przez różne stresy abiotyczne, w tym suszę, co wskazuje na jego możliwe za-angażowanie w tolerancję na stresy abiotyczne [67]. Ponad-to nadekspresja HvSHN1 w transgenicznych roślinach tyto-niu była związana z ich zwiększoną odpornością na suszę w porównaniu do roślin 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 doprowadziła do zmniejszenia bio-syntezy zarówno wosku kutykularnego jak i kutyny, reduk-cji poziomu długołańcuchowych pierwszorzędowych alko-holi (stanowią główne składniki wosków siewek kukury-dzy) i estrów woskowych, oraz spowodowała nadwrażli-wość na wysychanie. Stwierdzili oni, że czynnik ten jest kluczowym regulatorem odkładania się kutykuli i pośred-niczy w aktywnej odpowiedzi na warunki niedoboru wody, aczkolwiek prawdopodobnie jego aktywność zależy od fazy rozwoju [69]. Gen OsWR1, homolog SHN1, okazał się być pozytywnym regulatorem genów związanych z biosyn-tezą wosku u ryżu poprzez zmiany jakościowe i ilościowe długołańcuchowych kwasów tłuszczowych i alkanów, a jego nadekspresja u roślin transgenicznych przyczyniła się do zmniejszonej utraty wody, zmniejszonej przepuszczal-ności kutykuli i zwiększonej odporności na suszę w porów-naniu do typu dzikiego [9]. Ponadto, OsWR1 aktywował ekspresję genów związanych z odpowiedzią na stres oksy-dacyjny i stabilnością błony komórkowej [9]. Homolog genu OsWR1, gen OsWR2, który również przyczynia się do trans-krypcyjnej regulacji biosyntezy wosku kutykularnego i ku-tyny, głównie kontroluje przepuszczalność epidermy [10]. W badaniach Zhou i wsp. (2014) [10] nadekspresja OsWR2 powodowała wzrost masy wosku kutykularnego oraz za-wartości związków z grupy aldehydów. Liście charaktery-zowały się obniżoną szybkością utraty wody i zwiększoną odpornością na suszę [10]. Autorzy Ci stwierdzili, że OsWR2 działa jako transkrypcyjny regulator zarówno wo-sku kutykularnego, jak i biosyntetycznych ścieżek kutyny, a jego mechanizm(-y) wyraźnie różnią się od jego homolo-gów Arabidopsis WIN1/SHN1 i OsWR1 [10]. Z kolei w do-świadczeniach Wang i wsp. (2018) [70] stwierdzono, że na-dekspresja DHS kodującego czynnik transkrypcyjny u ryżu hamowała akumulację wosku kutykularnego i obniżała od-porność na suszę u roślin transgenicznych. W Tabeli 1 przedstawiono omówione w niniejszej pracy geny zaanga-żowane w biosyntezę i transport wosków kutykularnych u zbóż.

				DALSZE PERSPEKTYWY W BADANIACH NAD BIOSYNTEZĄ WOSKU U ZBÓŻ

				Niewiele wiadomo na temat molekularnych podstaw biosyntezy wosku u pozostałych zbóż takich jak: żyto, pro-

			

		

		
			
				so, pszenżyto czy owies oraz związku genów biosyntezy wosku z odpornością na suszę. W przypadku żyta, wyka-zano, że gen wa1 jest związany z kutikulą charakteryzującą się brakiem wosku i został on zmapowany do chromosomu 7R [71]. W kolejnych latach dalszy postęp w identyfikacji genów zaangażowanych w biosyntezę kutikuli u żyta osią-gnięto przez zmapowanie locus wax (gen WAX1) w środ-kowej części chromosomu 2R, co było pierwszym donie-sieniem o tej lokalizacji [72]. Marker DArT-Silico 3585843, ściśle powiązany z segregacją nalotu woskowego, został wskazany jako jeden z kandydatów kontrolujących forma-cję wosku epikutykularnego [72]. Złożenie genomu żyta „Lo7” [73] pozwoli na dalsze kroki w kierunku identyfikacji genu WAX1 i poprawę zrozumienia biosyntezy kutikuli na poziomie molekularnym [74]. Varshney i wsp. (2017) [75] przedstawili sekwencję genomową genotypu referencyjne-go Tift 23D2B1-P1-P5 prosa perłowego [Cenchrus america-nus (L.) Morrone], w której pokazano poszerzoną o nowe pozycje grupę genów biosyntezy wosku oraz genów odpo-wiedzialnych za syntezę lipidów i eksport makrocząsteczek prosa perłowego. Według autorów opracowanie to może stanowić zasób do poprawy cech agronomicznych prosa w środowiskach suchych. W literaturze brakuje również bardziej złożonych badań dotyczących związku wosku epi-kutykularnego z adaptacją owsa zwyczajnego (Avena sativa L.) do warunków deficytu wodnego [76,77].

				Temat roli wosków kutykularnych w adaptacji roślin do stresów środowiskowych jest coraz częściej omawiany u różnych roślin [12, 15], jednak szereg badań do tej pory przeprowadzono przede wszystkim na roślinie modelowej jaką jest rzodkiewnik pospolity (Arabidopsis) [32]. Wosk kutykularny może w sposób bezpośredni pełnić funkcję ochronną przed skutkami stresu suszy u roślin zbożowych przez ograniczenie utraty wody i transpiracji kutykular-nej, ale jak dowodzą powyżej omówione badania również geny i czynniki transkrypcyjne biosyntezy wosku (Tabe-la 1) mogą mieć związek z reakcjami fizjologicznymi i bio-chemicznymi roślin zbożowych na stres wodny. Fakt silnej zależności między profilem woskowym nadziemnych or-ganów roślinnych a fazą rozwojową rośliny oraz istotnego wpływu czynników abiotycznych stwarza duże pole do popisu w kontekście planowanych kolejnych badań, szcze-gólnie w przypadku roślin zbożowych odznaczających się długim okresem wegetacyjnym. Ważne jest także zbadanie nalotu woskowego i jego związku z suszą w przypadku innych niż liść flagowy organów roślinnych takich jak kłos czy łodyga. W obecnych czasach, gdy rolnictwo mierzy się z bardzo skrajnymi przykładami skutków ocieplenia klima-tycznego, szczególnie istotną i wartą podejmowania tema-tyką badawczą staje się rola wosku w adaptacji do stresu suszy na różnych etapach rozwoju rośliny.
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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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STRESZCZENIE

alot 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 roélin przed patogenami i promie-
niowaniem ultrafioletowym oraz wplywa na interakcje migdzy rolinami i owadami. Aku-
mulacja wosku kutykularnego to jeden z mechanizméw przystosowawezych do stresu su-
szy, jednak szereg badaf zwiazku migdzy woskami kutykularnymi a odpornoscia roélin na
suszg dotyczy rosliny modelowej jaka jest rzodkiewnik pospolity (Arabidopsis thaliana). W
2wigzku z ogromnym znaczeniem konsumpcyjnym zb6z, niniejsza praca traktuje o zwiazku
woskéw kutykularnych i odpornoéci na susze u tej grupy roslin. Zaprezentowano dotych-
czasowe osiggnigcia z zakresu badania zwiazku migdzy biosynteza wosku a reakeja 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 czynnikéw transkrypeyjnych z wykorzystaniem mutantéw o zaburzo-
nym formowaniu pokrywy woskowej.

WPROWADZENIE

Prognozy Klimatyczne sugeruja, ze ekstremalne zjawiska cieplne beda w
przyszlosci coraz czestsze i powazniejsze, a czestotliwosé wystepowania susz
moze ulec zwiekszeniu [1,2]. Konieczne jest zatem dostosowanie globalnego
systemu produkdji zb6z do pojawiajacych sie ekstreméw klimatycznych oraz
zrozumienie kluczowych proceséw prowadzacych do strat w plonach [3]. Pré-
by uzyskania odmian o zwiekszonej odpornosci na stres suszy, na drodze tra-
dycyjnych metod hodowlanych byly utrudniane przez niska odziedziczalnose
cech zwiazanych z plonowaniem, szczegolnie w warunkach suszy glebowej, a
takze przez niekorzystny wplyw interakji miedzy genotypem a srodowiskiem
[4-6]. Interakje srodowiskowe opieraja sie na wzajemnych oddzialywaniach, w
ktérych kluczowa role odgrywaja warstwy wierzchnie roslin, co ma szczegoine
znacznie dla organizméw o duzej powierzchni funkcjonalnej takich jak rosliny.
W wigkszosci przypadkéw wierzchnia warstwe pierwotnych roélin wyzszych
stanowi hydrofobowa kutykula, ktéra sklada sie z kutyny i woskéw kutykular-
nych, ktére odgrywaja kluczowa role w ograniczaniu transpiradji kutykularnej
[7,8]. Liczne doniesienia literaturowe [9-11] dowodza, ze geny oraz czynniki
transkrypcyjne biosyntezy wosku pelnia wazna role w podnoszeniu odpornosci
na susze u toslin, miedzy innymi poprzez akumulacje woskow epikutykular-
nych oraz zmiany w ich skladzie 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, jeczmier: 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 komorkowej epidermy (tzw. sciana peryKlinalna) (Ryc. 1). Wosk kuty-
Kularny jest jednym z dwéch gléwnych skladnikow kutykuli, ktéra stanowi li-
pidowa warstwe o niejednorodnym skladzie chemicznym pokrywajaca organy
roslin 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 ekstrakdje rozpusz-
czalnikami organicznymi, w sklad kutykuli wehodzi takze lipofilowa kutyna,
Ktéra jednak nie moze zosta¢ wyekstrahowana rozpuszczalnikami ze wzgledu
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