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Obecny stan wiedzy na temat regulacji
powstawania oraz funkcjonowania strefy
odcinania kwiatow Lupinus luteus

The current stage of knowledge concerning regulation of floral abscission zone
differentiation and functioning in Lupinus luteus

Aktywno$¢ strefy odcinania (AZ, ang. abscission zone) warunkuje separacje organow od rosliny
macierzystej. U Lupinus luteus AZ kwiatow powstaje u podstawy szypulek tych organow. Zmiany na
poziomie komérkowym sg skorelowane ze zmieniajaca si¢ ekspresjg BLADE-ON-PETIOLE (LIBOP).
Poziom mRNA tego genu regulowany jest takze przez hormonalne stymulatory odcinania kwiatow —
etylen (ET) i kwas abscysynowy (ABA) — co wskazuje, ze LIBOP jest zaangazowany nie tylko w
powstawanie AZ, ale takze w pozniejsze etapy jej funkcjonowania. Kwas abscysynowy wptywajac na
akumulacj¢ transkryptow gendéw kodujacych enzymy biosyntezy etylenu ET (syntaz¢ i oksydazg
kwasu 1-aminocyklopropano-1-karboksylowego (ACC) i jednoczesnie powodujagc wzrost poziomu
prekursora tego fitohormonu w AZ, posrednio reguluje czas odcinania kwiatow L. luteus.

Stowa kluczowe: etylen, fitohormony, kwas abscysynowy, tubin, odcinanie organow, strefa
odcinania

The activity of abscission zone (AZ) determines the separation of organs from plant body. In L.
luteus floral AZ develops at the base of the pedicel. Changes observed at the cellular level are
correlated with fluctuations in BLADE-ON-PETIOLE (LIBOP) expression. The mRNA content of this
gene is regulated by phytohormonal stimulators of flower separation — ethylene (ET) and abscisic
acid (ABA) — suggesting that LIBOP is involved not only in the AZ differentiation, but also further
stages of its functioning. Abscisic acid causing an accumulation of transcripts of genes, encoding
ethylene biosynthesis enzymes (synthase and oxidase of 1-aminocyclopropano-1carboxylic acid,
ACC), and at the same time increasing the level of ethylene precursor, indirectly regulates the time of
flower separation in L. [uteus.
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WSTEP

Odcinanie organéw od rosliny macierzystej, np. lisci, elementéw okwiatu czy pedow,
jest zjawiskiem fizjologicznym wpisanym w realizacj¢ jej programu rozwojowego.
Jednak przedwczesna separacja kwiatow oraz owocoéw, zwlaszcza u gatunkow
uzytkowych o waznym znaczeniu gospodarczym, stanowi duzy problem ekonomiczny.
Przyczyn odcinania organéw generatywnych upatruje si¢ w niedostatecznym zapyleniu,
zaplodnieniu lub stresie wywolanym niedoborem wody i/lub sktadnikoéw mineralnych.
Bez wzgledu na rodzaj dzialajacego bodzca separacja kwiatow i owocow, podobnie jak
innych organdw, jest mozliwa dzigki aktywnosci warstwy wyspecjalizowanych komorek
tworzacych tzw. strefe odcinania (AZ, ang. abscission zone) (Estornell i in., 2013).
Wyniki badan prowadzonych m.in. na rzodkiewniku pospolitym (Arabidopsis thaliana),
soi zwyczajnej (Glycine max), pomidorze zwyczajnym (Solanum lycopersicum),
cytrusach (Citrus), liczi (Litchi chinensis), grochu zwyczajnym (Pisum sativum) oraz
lucernie (Medicago truncatula) wykluczajg istnienie uniwersalnego mechanizmu
regulujacego powstawanie i funkcjonowanie AZ. Mozna natomiast wyrdzni¢ pewne
podstawowe 1 wspolne dla wszystkich gatunkow roslin etapy przebiegu tego procesu. Po
wytworzeniu AZ, komoérki tej strefy nabywaja kompetencji do percepcji sygnatow
aktywujagcych odcinanie, w konsekwencji dochodzi do dojrzewania poktadu
rozdzielajgcego (ang. separation layer), separacji organu 1 wytworzenia tkanki
zabezpieczajacej powierzchni¢ powstalej blizny (Estornell i in., 2013). Analizy dotyczace
molekularnej regulacji tego procesu prowadzono gléwnie na A. thaliana. Niemnigj
jednak, niektére mechanizmy poznane u A. thaliana nie funkcjonuja u innych gatunkow.
Dlatego obecnie istnieje potrzeba znalezienia nowych modeli badawczych, zwlaszcza
wsrod roslin uzytkowych, w tym straczkowych. Zgodnie z trendem ekologicznego
rolnictwa, jaki panuje obecnie na §wiecie, moga one stanowi¢ bogate zrddlo biatka.
Doskonatym kandydatem na nowa rosling modelowa jest tubin (Lupinus L.), gtéwnie ze
wzgledu na tatwe do identyfikacji miejsce odcinania organéw generatywnych, co
umozliwia dokladng analize zmian zachodzacych w AZ, a takze precyzyjne zebranie
materiatu do badan molekularnych. Dodatkowo, tubin posiada szereg zalet ekono-
micznych, proekologicznych oraz agronomicznych. Istotnym problemem bezposrednio
rzutujacym na niski areal upraw tego gatunku w Polsce jest obnizone plonowanie
wynikajace z naglego i nadmiernego odcinania kwiatow. U tubinu zoltego (L. luteus L.)
na pierwszym pigtrze kwiatostanu opada do 60%, na drugim niemal 90%, a na
pozostatych pietrach kwiatostanu wszystkie zawigzane kwiaty (Prusinski i Borowska,
2002; Frankowski i in., 2017). Zatem opisanie molekularnych i biochemicznych
czynnikow odpowiedzialnych za regulacj¢ powstawania oraz funkcjonowania AZ u L.
luteus, a takze wyselekcjonowanie gendéw, enzymoéw lub fitohormondéw bedacych
potencjalnymi markerami tego procesu ma nie tylko charakter poznawczy, ale takze
praktyczny i jest istotne dla podejmowania dziatan zmierzajagcych do poprawy
plonowania. Jest to wazne zwlaszcza u odmian samokonczacych, ktore charakteryzuja si¢
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wysokim potencjalem produktywnosci fotosyntetycznej oraz wyzszym, w poroOwnaniu
z formami  tradycyjnymi,  wspotczynnikiem  plonowania, a takze  wigksza
rownomiernoscig dojrzewania i krotszym okresem wegetacji.

Celem niniejszej pracy jest podsumowanie obecnego stanu wiedzy na temat regulacji
powstawania oraz funkcjonowania strefy odcinania kwiatow L. luteus.

POWSTAWANIE STREFY ODCINANIA KWIATOW L. LUTEUS

Z uwagi na fakt, ze miejsce wystgpowania i czas réznicowania AZ u poszczegolnych
gatunkow roSlin s zaprogramowane genetycznie, na poczatku doswiadczen
prowadzonych przez nasz zespo6t badawczy kluczowa kwestig byto okreslenie lokalizacji
tkankowej oraz czasu powstawania AZ kwiatow L. luteus. Wykonalismy analiz¢
histologiczng utrwalonych preparatow szypulek kwiatow pochodzacych z roéznych
stadiow rozwoju tych organdéw (Frankowski i in., 2015). W pelni wyksztalcona AZ
wystepowata u podstawy szyputek rozwinigtych kwiatow. Obserwowano w niej wyraznie
zréznicowane, mate, ciasno utozone komorki (Frankowski i in., 2015). Co wigcej
wykazaliSmy, ze podczas powstawania AZ zmieniata si¢ aktywno$¢ transkrypcyjna nowo
zidentyfikowanego homologa genu BLADE ON PETIOLE (LIBOP). Maksymalng
relatywna ekspresj¢ LIBOP obserwowano w AZ w pelni rozwini¢tych kwiatow 1 byto to
skorelowane z przemianami zachodzacymi na poziomie komorkowym (Frankowski in.,
2015). Podobne wyniki, wskazujace na zaangazowanie BOP w powstawanie AZ opisano
u A. thaliana i tytoniu szlachetnego (Nicotiana tabacum) (Couzigou i in., 2012; Khan i
in., 2014; McKim i in., 2008; Wu i in., 2012). U obydwu gatunkéw obserwowane zmiany
dotyczyly jedynie elementow okwiatu, a mutacje w genach BOP skutkowaly
zahamowaniem wytwarzania AZ.

Czynnikiem koordynujacym przemiany anatomiczne i fizjologiczne zachodzace
w powstajacej AZ sa fitohormony. U L. [uteus podczas roznicowania AZ kwiatow
wzrastal poziom mRNA genu kodujgcego syntaze kwasu 1-aminocyklopropano-1-
karboksylowego (ACC) odpowiedzialng za przeksztatcenie S-adenozylometioniny do
ACC (prekursora ET) oraz oksydaze ACC (LIACO) katalizujaca utlenienie prekursora do
ET (Frankowski i in., 2017). Fitohormon ten wptywajac na ekspresj¢ genow kodujacych
enzymy hydrolityczne oraz samg aktywno$¢ ich biatkowych produktow np.
poligalakturonaz, peroksydaz i esteraz, bierze czynny udzial w reorganizacji struktury
scian komorkowych, przez co bezposrednio wptywa na rozpuszczenie blaszki srodkowe;j
faczacej sasiadujace komorki (Roberts 1 in., 2000; Taylor i Whitelaw, 2001; Van Doorn,
2002). Poniewaz fitohormony wchodza w liczne interakcje, nie mozna wykluczy¢ roli
takze innych, m.in. kwasu abscysynowego (ABA), auksyn, giberelin, cytokinin i
jasmoniandéw (JAs) w regulacji powstawania AZ. Dowodem sg doniesienia naukowe
dotyczace kontrolowanej przez ABA i JAs ekspresji gendéw kodujacych enzymy
odpowiedzialne za remodelowanie $ciany komorkowej towarzyszace odcinaniu
elementow okwiatu u 4. thaliana (Estornell i in., 2013).
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FUNKCJONOWANIE STREFY ODCINANIA KWIATOW L. LUTEUS

Wytworzenie AZ nie gwarantuje separacji organu, musi dojs¢ do aktywacji komorek
w tej strefie. Konsekwencja tego sa zmiany struktury scian komorkowych. Dane
literaturowe wskazuja, ze w AZ nierozpuszczalne pektyniany wapnia przeksztatcane sg w
kwas pektynowy i rozpuszczalng pektyng. Wskutek dziatania enzyméw hydrolitycznych
dochodzi do rozpuszczenia blaszki $§rodkowej spajajacej ze sobg Sciany sgsiadujacych
komorek, a w konsekwencji odrzucenia organu (Estornell i in., 2013).

Analizy dotyczace funkcjonowania AZ u L. luteus prowadzilismy w trzech warian-
tach. W pierwszym badano przemiany zachodzace w naturalnie aktywnej AZ, w drugim
zastosowano zabieg jej sztucznej aktywacji przez usunigcie kwiatu u nasady, z kolei
w trzecim — kontrolnym, zbierano fragment zawierajacy nieaktywna AZ z szypulek
kwiatow utrzymywanych na roslinach (Frankowski i in., 2015). Nieaktywna AZ byla
zbudowana z okraglych, luzno utozonych komorek, podczas gdy komorki aktywnej AZ
ulegaly intensywnym podzialom czego przejawem bylo wystepowanie nowo
zakladajacych si¢ $cian komorek potomnych. Obecnos$¢ duzych jader komorkowych
w aktywnej AZ, licznych ziarnistosci cytoplazmatycznych, pecherzykow oraz
plazmodesm $wiadczyla o intensywnych przemianach metabolicznych tych komorek.
Sztuczna aktywacja strefy odcinania, powodowala zmiany komérkowe, podobne do tych
ktore obserwowano w AZ naturalnie odpadajgcych kwiatow (dane nieopublikowane).

Co ciekawe, podczas aktywacji tej strefy zmienial si¢ takze poziom mRNA L/BOP. Po
dobie byl on ponad siedmiokrotnie wyzszy w odniesieniu do kontroli, natomiast w
naturalnie aktywnej AZ osiggal niemal polowe wartosci, ktorg obserwowano w
aktywowanej strefie. Zwigkszona akumulacja transkryptu L/IBOP w sztucznie
aktywowanej AZ wynika prawdopodobnie z jego udziatu w regulacji wezesnych etapow
aktywacji, kiedy dochodzi do uruchomienia mechanizméw indukujacych odcinanie.
Natomiast zmiany obserwowane w naturalnie aktywnej AZ sa wynikiem przemian
zwigzanych z degradacja komorek. Dane przedstawiajace fluktuacje w poziomie mRNA
genu L/BOP byly pierwszym opublikowanym dotychczas dowodem sugerujacym, ze
moze on by¢ zaangazowany nie tylko w powstawanie AZ, tak jak ma to miejsce u innych
gatunkow roélin, ale takze w jej aktywacje i pozniejsze funkcjonowanie. Potwierdzity to
wyniki pionierskich badan, w ktoérych hormonalne modulatory odcinania kwiatow L.
luteus, m.in. ABA 1 ET wptywaly na aktywno$¢ transkrypcyjng LIBOP (Frankowski i in.,
2015). Wykazali$my, ze najsilniejszym hormonalnym stymulatorem odcinania kwiatow
L. luteus jest ET (Frankowski i in., 2017). Efekt wywotany przez ten fitohormon byt
czesciowo odwracany przez aminoetoksywinyloglicyne (AVG) — inhibitor biosyntezy
ET lub calkowicie znoszony przez zablokowanie jego dziatania norbornadienem (NBD).
Co wigcej, w aktywnej AZ kwiatow poziom ekspresji kluczowych gendéw biosyntezy ET
LIACS (syntaza kwasu l-aminocyklopropano-1-karboksylowego) i LIACO (oksydaza
kwasu 1-aminocyklopropano-1-karboksylowego) byt wyzszy niz w badaniu kontrolnym.

Stopniowg akumulacj¢ mRNA badanych genow powodowata sztuczna aktywacja AZ.
Analizy z uzyciem przeciwcial znakowanych fluorescencyjnie (anty-ACC) wykazaty
obecno$¢ prekursora ET na terenie cytoplazmy dzielacych si¢ komorek aktywnej AZ.

88



Emilia Wilmowicz ...

Silny sygnal obserwowano rowniez w elementach wigzek przewodzacych szyputki
kwiatu, a takze w jej czesci proksymalnej (Frankowski i in., 2017).

Nieco stabszy od ET efekt fizjologiczny wywotywat ABA (Wilmowicz i in., 2016).
Niemniej jednak endogenny poziom tego fitohormonu w aktywnej AZ byl ponad
dwukrotnie wyzszy w porownaniu do kontroli (Wilmowicz i in., 2016). Co wigcej,
zaobserwowano silng fluorescencje po reakcji z przeciwciatem anty-ABA potwierdzajaca
obecno$¢ tego fitohormonu w centralnej czesci aktywnej AZ. Analizy chromatograficzne
i mikroskopowe wykazaly, Zze aplikacja inhibitora biosyntezy ABA — kwasu
nordihydrogwajaretowego (NDGA) skutecznie obnizata jego poziom w komorkach AZ
(Wilmowicz i in., 2016).

Kolejne doswiadczenia wykazaly, ze jednoczesna aplikacja ABA i NBD skutkowata
utrzymaniem kwiatow na ros$linach (Wilmowicz i in., 2016). Te interesujace wyniki
wytyczyly nowy nurt badawczy naszego zespotu. Powstato zatem pytanie, czy ABA jest
czynnikiem wystarczajacym do aktywacji AZ? Czy moze dziala jedynie przez ET tak, jak
w przypadku kontroli wzrostu wydtuzeniowego korzenia, rozwoju nasion lub
fotoperiodycznej indukcji kwitnienia (Ghassemian i in., 2000; Wilmowicz i in., 2008)?
Kwas abscysynowy powodowal akumulacj¢ transkryptow genow zaangazowanych w
biosynteze ET. Kontynuujac nasze badania zaobserwowali§my, ze podnosit takze poziom
ACC w komorkach AZ. Efekt ten byt znoszony przez NDGA (Wilmowicz i in., 2016).
Podobny wzorzec lokalizacji ACC, jak w przypadku aktywnej AZ, obserwowano cztery
godziny po aplikacji ABA. Na poziomie komérkowym prekursor ET wystepowat
w postaci drobnych agregatow rozsianych na terenie cytoplazmy (Frankowski i in.,
2017).

Reasumujac, odcinanie kwiatow wywotane ABA moze wynika¢ z jego stymulujacego
wptywu na ekspresje kluczowych genéw biosyntezy ET (LIACS i LIACO), poziom ACC,
a co za tym idzie wzrost produkcji tego fitohormonu — gtownego efektora odcinania.

PODSUMOWANIE

W ostatnim czasie badania dotyczace poznania mechanizmu regulujacego odcinanie
organow generatywnych spotykaja si¢ z bardzo duzym zainteresowaniem S$rodowisk
naukowych, glownie ze wzgledu na praktyczne zastosowanie uzyskiwanych wynikow.
Istnieje potrzeba prowadzenia tego typu analiz u roslin straczkowych, ktore zgodnie ze
swiatowymi tendencjami propagowania ekologicznego rolnictwa dla ochrony $srodowiska
naturalnego powinny zwigkszy¢ areal upraw w Polsce. W celu zmniejszenia w
przysztosci realnych strat, wynikajacych z odcinania kwiatow i owocow L. luteus,
niezbedne jest poznanie kolejnych elementdéw szlaku transdukcji sygnatu prowadzacego
do aktywacji AZ, m.in. gendéw zwiazanych z funkcjonowaniem (HAE/HSL2, NEV)
i aktywacja (IDA) komorek AZ, okreslenie wplywu fitohormondéw na ich ekspresje,
sprawdzenie czy zidentyfikowane geny koduja funkcjonalne biatka, wykazujace
aktywno$¢ enzymatyczng. Opisanie tego zagadnienia na wielu poziomach i1 przy
zastosowaniu roznorodnych technik badawczych umozliwi nam w niedalekiej przysztosci
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utworzenie zintegrowanego modelu hormonalnej i molekularnej regulacji odcinania
kwiatéw L. luteus.
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