Qualita nella micropropagazione ed estrazione di metaboliti secondari

Ruolo dell’auxina e della sensibilita delle piante alla luce nella dominanza

apicale e proliferazione di ‘Colt’
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Apical dominance and proliferation
of cherry rootstock ‘Colt’: the role
of the interaction between auxin
and diverse sensitivity of plant to
the light

Abstract. Shoot branching is influenced by many
factors and among them the apical dominance is one
of the main processes. The shoot tip through apical
dominance exerts a control on the outgrowth of axillary
buds, and the suppression of growth also occurs by
the correlative inhibition exerted by other growing buds
or shoots. The level and/or flow of the plant hormone
auxin in stems and buds is thought to be involved in
these processes. Auxin inhibitors usually break the
basipetally polar transport of endogenous auxin, the
indole-3-acetic acid (IAA), which usually occurs via
phloem and/or via active transport across the cells.
Plants are sessile organisms that are rich in a plethora
of biological sensors with which they perceive changes
in the surrounding environment. For plants, light is the
essential energy source and, as well as, an important
environmental factor that regulates and controls the
development and social coexistence of plants in a het-
erogeneous and/or homogeneous community. Plant
chromoproteins translate the physical light signal into
biochemical signals, which in turn regulate gene
expression and physiological and phenological events.
Phytochrome members are one of the chromoprotein
families and they are active and respond to the relative
amounts of red (610-690) and far-red (700-800) pho-
tons of the incident radiation, generating, for each phy-
tochrome, a gradient of concentrations between the
active form P, and the inactive form P_. Phytochromes
can control apical dominance and correlative inhibition
through the syndrome of shade avoidance response.
Results indicate that transgenic lines show a physio-
logical background different between themselves and
with Colt-wt line. Lateral buds development was inhib-
ited by IBA especially in Colt-wt. The inhibition was
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reduced in the plantlets of transgenic lines. The addi-
tion of the IAA-inhibitors into the medium promoted an
almost complete transformation of lateral buds into
shoot. The increase of branching percentage cannot
be attributed, however, to the increased growth of
fresh weight of cluster, since the increase of fresh
weight of Colt-PO1, Colt-PO2 and Colt-PA plantlets
was less in the presence of inhibitors. In in vitro
plantlets of Prunus and apple, phytochrome levels
induced greater branching and higher number of buds
developed in new shoots. This work confirms a posi-
tive action of phytochrome on lateral branching even
in cherry rootstock, playing a role in the regulation of
apical dominance.

Key words: auxin-transport inhibitors, phytochrome
A, plant vigor, Prunus, shoot proliferation.

Introduzione

La correlazione inibitiva esercitata dal meristema
apicale di un germoglio sulle gemme laterali sotto-
stanti € in parte spiegata con |’azione esercitata dal-
I’auxina endogena prodotta che quando viene traslo-
cata, sia per via floematica sia tramite il trasporto atti-
vo attraverso le cellule, ne blocca la crescita nei meri-
stemi laterali (Cline 1994; Petrasek & Friml 2009).
Gli inibitori dell’auxina endogena, 1’acido indol-3-
acetico (IAA), interrompono il flusso basipeto e 1’ac-
cumulo di TAA nelle cellule dei meristemi laterali,
come avviene con |’inibitore auxinico acido 2,3,5,-
triitodo benzoico(TIBA) e I’ acido 1-N-naftalemico
(NPA), o competono per il sito di riconoscimento,
come ad esempio 1’acido 2-(p-clorofenossi) isobutirri-
co (PCIB), di molte proteine AUX/IAA (Tiwari et al.
2001) o del sito di riconoscimento di proteine ARF
(Li et al. 2016), le quali trasferiscono il segnale auxi-
nico nel nucleo, attivando e/o reprimendo 1’espressio-
ne di geni. Le variazioni del contenuto di IAA nei
meristemi laterali regolano I’attivazione della divisio-



ne cellulare e crescita delle gemme in germogli latera-
li (Zazimalova et al. 2010).

La luce nei suoi aspetti fisici (intensita, durata,
qualita, direzione), ¢ fondamentale per lo sviluppo e
la crescita delle piante, le quali traducono 1’energia
del sole in energia chimica (glucosio). Le piante sono
ricche di una pletora di sensori biologici con cui per-
cepiscono ’ambiente circostante ed i suoi cambia-
menti. La luce ¢ anche un fattore di segnalazione
ambientale che regola e controlla lo sviluppo e la con-
vivenza sociale delle piante sia nelle comunita etero-
genee sia in quelle omogenee (Cirvilleri et al. 2008;
Muleo et al. 2003; Muleo & lacona 2007).
L’interazione competitiva tra piante determina il suc-
cesso di un individuo e/o di una specie ¢ si manifesta
con sindromi tra le quali la sindrome di fuga dall’om-
bra, che controlla la dominanza apicale e 1’inibizione
correlativa (Franklin & Whitelam. 2005). Le cromo-
proteine delle piante traducono il segnale fisico della
luce in segnale biochimico e regolano 1’espressione
genica e gli eventi fisiologici e fenologici della rispo-
sta. I fitocromi sono cromoproteine sensibili alle
quantita relative di fotoni rossi (610-690) e rossi lon-
tani (700-800) della radiazione incidente, e generano
un segnale regolante lo sviluppo delle piante, anche di
quelle coltivate in vitro (Morini & Muleo 2003).

L’obiettivo di questo lavoro ¢ stato quello di com-
prendere come I’inibizione della auxina IAA intera-
gisse con stati fisiologici differenti per la sensibilita
alla luce in piante quasi isogeniche del portinnesto
Colt (P. avium x P. cerasus). La differente sensibilita
era stata indotta da un arricchimento del fitocromo A
(phyA) di riso, inserito nel genoma di Colt. Al fine di
valutare il comportamento delle piante sono state
osservate la dominanza apicale e lo sviluppo e la cre-
scita dei rami laterali, in condizioni di coltura in vitro.

Materiali e metodi

1l materiale vegetale ed i mezzi di coltura: le piantine
delle linee Colt

Le linee transgeniche del portinnesto di ciliegio
Colt sono state ottenute come riportato in Muleo et al.
(2003) e Cirvilleri et al. (2008). Le linee transgeniche
sono state coltivate in vitro su mezzo DKW (Driver &
Kuniyuki, 1984), addizionato di 20 g L' di saccaro-
si0; sono stati inoltre aggiunti i seguenti fitoregolatori:
BAP (1,5 mg L"), IBA (0,1 mg L"), GA, (0,1 mg L°
N. Tl pH ¢ stato titolato a 5,8 e prima del ciclo di steri-
lizzazione in autoclave, a 120°C per 20 minuti, la
gelificazione del mezzo ¢ stata attuata aggiungendo 7
g L' di Bacto-Agar (Difco). La temperatura della
camera di crescita € stata mantenuta a 24 +1°C, con
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fotoperiodo di 16/8. La fonte luminosa bianca ¢ stata
ottenuta con lampade fluorescenti Philips TDL
18W/35 con una irradianza di 40 uM m? s!. Lo stes-
so mezzo DKW ¢ stato impiegato nelle prove, senza
I’aggiunta di 0,1 mg L' di IBA, tranne che nel tratta-
mento impiegato come controllo. Sono state impiega-
te piantine, quasi isogeniche, delle seguenti linee
Colt-PA7, Colt-PO1, Colt-PO2, Colt-PA con diversa
sensitivita alla luce, dovuta all’arricchimento del gene
phyA, con quello di riso, e la linea del Colt-w.t.
Cinque piantine di ciascuna linea sono state poste su
50 ml di mezzo in contenitori di vetro di 250 mL

Impiego di inibitori auxinici, trattamenti

Gli inibitori sono stati sciolti in poche gocce di
etanolo assoluto e portati a volume con acqua tiepida.
Le piantine sono state sottoposte a quattro trattamenti
per ciascun inibitore: per il TIBA i trattamenti sono
stati 0,01, 0,1, 1, e 2 mg L', mentre per i trattamenti
con PCIB e NPA le quantita impiegate sono state
0,01, 0,1, 0,5 e 1 mg L' Infine, sono stati effettuati
due ulteriori trattamenti che sono stati impiegati come
controllo: il primo senza IBA esogena e senza inibito-
ri ed il secondo con I’aggiunta di IBA 0,1 mg L,
senza inibitori.

Per ciascun trattamento farmacologico sono stati
impiegati 5 contenitori, ciascuno contenente 5 germo-
gli ciascuno, per un totale di 25 piantine per tratta-
mento. Le prove sono state ripetute tre volte ed hanno
avuto una durata di 21 giorni. I parametri rilevati
sono stati: peso fresco e peso secco totale del cluster,
accrescimento del germoglio principale, numero di
nodi neoformati ed il numero di gemme schiuse,
allungamento dei germogli laterali, distanza apicale.

Analisi statistica

I dati sono stati sottoposti ad analisi della varianza
e poiché non sono state rilevate differenze statistiche
per ciascun trattamento per ciascuna linea tra le tre
ripetizioni, le piantine delle tre ripetizioni sono state
analizzate insieme. La separazione delle medie ¢ stata
effettuata con il test Tukey, per P = 0,05.

Risultati

Gli inibitori auxinici alle due quantita maggiori
bloccano lo sviluppo delle piantine delle linee Colt-
PO1, Colt-PO2 e Colt-PA, pertanto non ¢ stato possi-
bile rilevare delle differenze nello sviluppo dei carat-
teri delle piantine tra 1’inizio del trattamento e la fine
dello stesso.

L’antagonista auxinico NPA, che compete per il
sito di riconoscimento della proteina trasportatore
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PIN, indipendentemente dalla sensitivita alla luce
delle line Colt, ha bloccato in egual misura la forma-
zione di nuovi nodi. Nelle piantine della linea Colt-
PA7, alle due piu basse quantita dell’inibitore, ¢ stata
osservata la formazione significativa di numero mag-
giore di nodi. Le piantine delle linee vigorose, Colt-wt
e Colt-PA7 sono insensibili alle basse quantita di
PCIB, manifestando uno sviluppo di nuovi nodi.

L’allungamento del germoglio ¢ stato inibito da
IBA nelle piantine del Colt-wt, ma non in quelle delle
linee arricchite con phyA. I due inibitori del trasporto,
TIBA e NPA hanno bloccato la crescita del germo-
glio, tranne che nella linea vigorosa Colt-PA7, che,
con la linea Colt-wt, ¢ risultata insensibile alle basse
quantita di PCIB.

Il tasso di sviluppo di fitomeri, determinato come
numero di gemme laterali formate per centimetro di
crescita del germoglio, ¢ stato condizionato negativa-
mente sia da TIBA ¢ NPA sia dall’antagonista del-
I’auxina, PCIB. Solo a quantita elevate di PCIB, nelle
linee Colt-wt e Colt-PA7, e a quantita basse nella
linea Colt-PA, ¢é stato osservato un incremento di svi-
luppo di fitomeri.

Sia gli inibitori TIBA e NPA sia ’antagonista
PCIB hanno indotto il rapido sviluppo e crescita delle
gemme laterali sottostanti 1’apice del germoglio.
Infatti, la distanza apicale, indicante il numero di
gemme laterali, all’ascella delle foglie espanse, che
intercorrono tra le gemme laterali in attiva crescita e
I’apice del germoglio, ¢ stata ridotta o nulla indicando
che ’auxina endogena ¢ stata inibita nella sua azione.
Questo comportamento ¢ stato molto accentuato nelle
linee Colt-PO1, Colt-PO2 e Colt-PA.

11 tasso di proliferazione ¢ stato significativamente
maggiore nelle linee arricchite con phyA, alle due
condizioni di controllo, ed ¢ risultato accentuato nelle
linee meno vigorose (tab. 1), indicando che le linee
phyA hanno una diversa sensitivita alla luce e back-
ground fisiologico. A quantita inferiori di NPA e
TIBA i genotipi modificati producono piu germogli
laterali del Colt-wt, mentre alle quantita maggiore non
sono osservabili differenze. Un comportamento analo-
go ¢ stato osservato con I’antagonista dell’auxina.

La presenza di IBA 0,1 riduce il peso fresco del
cluster, significativamente nella linea Colt-wt, e nei
genotipi arricchiti con fitocromo, eccetto che nella
linea Colt-PA7 (tab. 1). Il Colt-wt ¢ meno sensibile,
alle quantita piu basse, al PCIB.
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Discussione e conclusioni

I risultati indicano che i germogli delle linee tran-
sgeniche hanno un background fisiologico diverso da
quelle della linea Colt-wt. Lo sviluppo delle gemme
laterali in germogli ¢ inibito dall’IBA presente nel
mezzo, ¢ ’inibizione ¢ maggiore nel Colt-wt.
L’inibizione ¢ parzialmente soppressa allorché I’ag-
giunta nel mezzo di IBA ¢ stata omessa. L’ampiezza
di questa inibizione si ¢ ridotta nei germogli delle
linee transgeniche, ed in Colt-PA, Colt-PO1 e Colt-
PO2 non ¢ stata osservata differenza statistica tra
quelli trattati con IBA rispetto a quelle non trattati.
Poiché la schiusura delle gemme laterali, e la loro cre-
scita in germogli, ¢ regolata dall’lAA, I’aggiunta nel
mezzo colturale degli inibitori ha determinato la tra-
sformazione quasi completa delle gemme laterali in
germogli sin dalle piu basse quantita di inibitori
impiegati. Lo sviluppo di una maggiore ramificazione
non puo esser attribuito a una maggiore crescita in
massa fresca del cluster, poiché le linee Colt-POI,
Colt-PO2 e Colt-PA, in presenza di inibitori sono cre-
sciuti di meno. In piantine di Prunus (Muleo et al.
2001) e in piantine di melo (Muleo & Morini 2008),
la quantita di fitocromo attivo ¢ un prodromo per lo
sviluppo di una maggiore ramificazione ed aumento
del numero di gemme sviluppate in nuovi germogli.
L’azione positiva del fitocromo sulla schiusura delle
gemme laterali ¢ stato gia osservato in Colt-wt (Muleo
e lacona 2009), attribuendo al complesso dei fitocro-
mi un ruolo di regolazione della dominanza apicale.

Riassunto

Due inibitori del trasporto e un competitore del-
I’auxina sono stati impiegati in linee transgeniche del
portinnesto ‘Colt’, con diversa sensibilita alla luce
indotta dal gene fitocromo A di riso, con ’obiettivo di
valutare il ruolo dell’auxina e della vigoria della pian-
ta. Il trattamento ha evidenziato una complessa intera-
zione tra I’auxina endogena, da una parte, e la sensibi-
lita delle linee alla luce, la quale ¢ connessa con la
vigoria della pianta. L’interazione evidenzia come la
riduzione della vigoria sia associata ad una riduzione
della dominanza apicale ed induca un incremento della
ramificazione del cluster e della proliferazione.

Parole chiave: fitocromo A, inibitori trasporto auxi-
nico, proliferazione, Prunus, vigoria.



Orali

pu pu T+ Ma pu pu I +M3d pu pu I +M3d vd

pu pu I+ M3 pu pu $°0+ M3a pu pu S0+ M3Id vd

L6 FS9LE '€ F¥96 1°0 + M3 9°L F8°0¢€¢€ 001 1°0 + MJIA S8FI°ThP 001 1°0 + MJd vd
99T F L°GSS Y€ F T8 10°0+ MJIA | €°€TFSTHS C'CF688 10°0+MJIA | €71 F5996 0°¢ €68 10°0 + MJA vd
0°6 ¥ 0°68S 0TFT6L vdal+ MJd | 06 F0°68S 0CFT6L vdl+M3Id | 06 F0°68S 0CFT6L vdl + M3d vd
0°ST F6°L89 9CTF 68 0+ M3d 0°ST F6°L89 9T F6C8 0+ M3d 0°ST F0°889 9TF6C8 0+ M3a vd
pu pu T+ Ma pu pu [ +M3d pu pu I+ M3 tod

pu pu [ +M3d pu pu S0+ MJA pu pu S0+ M3Id 0od
LOT F €0T 001 10+ MJA S8 FOPEE 8T F1°66 'O+ M3A | +'STF88LY 81T 166 1°0 + M3A 0d
SI1FToLY L€ FS8LY [10°0+MAd | 6STF6EIS €'EFSS6 10°0+MA | TSTF689¢ 6TF V8 10°0 + MIA 0od
8°GT F8'LLS CTFTIS vdl+MId | 8CT F8LLS CTFTIS vdl+MId | 8CT F8LLS CTFII8 vdl + mId od
L°LT F868L YTFCLS 0+ M3Id L°LT F868L YTFCLS 0+ M3Id L°LT F8°68L vTFCLS 0+ M3d 0od
pu pu (. (| ‘pu pu I+ M3d pu pu [+ M3 10d

pu pu I +M3d pu pu S0+ m3Ia pu pu S0+ mJId 10d

98 F I'ped 001 10+ M3Id 0TI FT°L6E YTFT86 1°0 + MJIA TI1 F6°80S 9TF1°86 1°0 + MJA 10d
01 FO°LSS vTF 88 10°0+MJA | #LF0°6SS 8T F 88 10°0+ MJA | S°CT FI1°T9¢ TEF988 10°0 + MMA 10d
€1 F 9709 9°TF 08 vdl+ MId | €°€T F9409 9CTFT08 vdl+ MIA | €°€T F9409 9°TF 08 vdl + M3 10d
ST FOLIL YT F 668 0+ M3JIa SYIFILIL YT F6°8 0+ M3 SYIFLLIL YT F6°68 0+ M3Ia 10d
¥01 T ¥°20€ 001 T+ MIa Y6 FI°ISE 001 I +M3a S'9F Sope 001 I +M3d LvVd
€8 F 0V 001 I +M3d 88 F 1°¢6¢ 001 SO+ MIA | 001 F6°90F 001 S0+ M3Id Lvd
S‘6 F80LL 8TFILS 10+ MJd LTI FTLOS 6TFI1C8 10 + MJd 8°0T F9°LSS CTFECIS 1°0 + MJA Lvd
9°9 F T9¢L 6TFI9L 10°0 + MIA 09 F0°stTS 9T FS6L 10°0 + MJA S6 F 959 STFELL 10°0 + MJA LVd
08 FSI¢EL 0°€FSL9 vdal+ MJd | 08 FSTEL 0°€FSL9 vdl+M3Id | 08 FSTEL 0°€ FSL9 vdl + M3d Lvd
8L F¥69L 8TTFI6L 0+ M3Id 8L F¥69L 8TFI6L 0+ M3Id 8L FH69L 8TFI6L 0+ M3a LvVd
19 F LYTE 001 7+ Ma 9'8 F 1°86C 001 [ +M3d L6 F £00€ 001 I +M3d adAy prim
8°6 F0VLE Y€EFT96 [ +M3d 8°6 F T°S6C 001 S0+ MJIA 16 F L'Stb LTFL06 S0+ M3Id adAy prim
88 FT68Y '€ FT8L [0+ M3A | 9°01 FO9LY 9TF IS8 10 + MJA ¥'9F60L9 LTFI98 1°0 + MJA adAy prim
9°GT F SIS TEFS69 100+ MMA | 901 F L66T 9TFSOL 10°0+ MJA | S9F6°99S Y'TFSL9 10°0 + MA adAy prim
91T F €108 8TFIIS vdal+MId | 91T F €108 STFIIS vdl+mId | 911 F€T10S 8TFIIS vl + MId ad&y prim
6°ST F6°189 TTFEYY 0+ Md 6°STFS°L89 TTFEYY 0+ MId 6°ST FS°L89 TTFEY9 0 +Mm3d ad4&y prim

(Sw) 1938 JuoIZed (Sw) 1995 JuoIzed (Sw) 1938 JuoIZRd
L\:o OOwo(@ 0S9d Aﬁamu :U osse], 022N |—\:o OOmGz@ 0S3d -@_Ewh M@ osse], 022N A:o Oomo.@ 0S3d |@ME~§ :u osse], 022N ﬁOU OOEMA
vdIL VdN da10d 210)1qIU]

‘A31a1715U2S 1Y 31] JUA2[J1p UMOYS ‘Saul] 1]0)) dS.LaA1p Y] Jo s1a13uv]d JO YINOLS JYS10M YSa.Lf pun 23p.4 SUIYOUD.LG UO SI0NqGIYUI-F ] JO 2]0Y - [ “qD]
"20N] B[[€ BIANISUIS BSIOAIP BUN JUIAL 9]0 IP doul] 9[[op dunueld 9[[op BSSBUI B[[9p ©IIISAIO O QUOIZBOIJIWE] IP 0SSE) [NS YV, [[9P HOJqIUI 1[SOp 0Nl H - [ "qel,

23



Qualita nella micropropagazione ed estrazione di metaboliti secondari

Bibliografia

CIRVILLERI G., SPINA S., IacoNAa C., CATARA A., MULEO R.,
2008. Study of rhizosphere and phyllosphere bacterial communi-
ty and resistance to bacterial canker in genetically engineered
phytochrome A cherry plants. J. Plant Physiol., 165: 1107-1119.
CLINE M.G., 1994. The role of hormones in apical dominance.
New approaches to an old problem in plant development.
Physiol. Plant., 90: 230-237.

DrivEr & KUNIYUKI, 1984. In vitro propagation of paradox wal-
nut rootstock. HortScience, 19(4): 507-509.

FrRANKLIN K.A., WHITELAM G.C., 2005. Phytochromes and
shade-avoidance responses in plants. Annals Bot. 96: 169-175.
Iacona C., MULEO R., 2009. L azione della qualita della luce nei
diversi stadi della propagazione in vitro e post vitro del portinne-
sto Colt. ITALUS HORTUS, 16: 271-273.

L1 S.-B., XIE Z.-Z., Hu C.-G., ZHANG J.-Z., 2016. A review of
auxin response factors (ARFs) in plants. Front. Plant Sci., 7: 47.
MoriINI S., MULEO R., 2003. Effects of light quality on micro-
propagation of woody species. In: S. Mohan Jain and Katsuaki
Ishii ed., Micropropagation of woody trees and fruits. Kluwer
Academic Publisher (Dordrecht, Boston, London): 3-35.

MULEO R., MORINI S., CAsANO S., 2001. Photoregulation of

24

growth and branching of in vitro cultured plum shoot (P.
cerasifera Mr.S 2/5): physiological evidence for two photosys-
tems activity. In Vitro Cell Dev. Biol.-Plant, 37: 609-617.

MULEO R., IAcONA C., NICESE F., INTRIERI M.C., BOSCHERINI G.,
Loreti F., Buiatti B., THOMAS B., 2003. Overexpressing PhyA
changes the cherry plant sensibility to the proximity of light sig-
nal. In: 7th Int. Conf. Plant. Mol. Biol, Barcellona, 23-28 June.
Barcellona, 23-28 June, ISPMB

MuLEO R., IacoNA C., 2007. Light Perception and Timekeeping
Systems in Plants: The Biological Value of the Domain of Time.
RIVISTA DI BIOLOGIA, 100: 16-21.

MULEO R., MORINI S., 2008. Physiological dissection of blue and
red-light regulation of apical dominance and branching in M9
apple rootstock growing in vitro. J. Plant Physiol., 165: 1838-
1846.

PETRASEK J., FRIML J., 2009. Auxin transport routes in plant
development. Development, 136(16): 2675-88.

Tiwari S.B., WaNG X.J., HAGEN G., GuILFOYLE T.J., 2001.
AUX/IAA proteins are active repressors, and their stability and
activity are modulated by auxin. Plant Cell 13(2): 2809-2822.
ZAZIMALOVA E., MURPHY A.S., YANG H., HOYEROVA K., AND
HoS$ek P., 2010. Auxin Transporters - Why So Many? Cold
Spring Harb Perspect Biol. 2:a001552.



