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ABSTRAKT

Predkladana praca bola za pouzitia dvoj-nédového modelového systému hrachu (Pisum
sativum L.) zamerana na vyrastanie axilarnych pupenov po odstraneni stonkového
apexu dekapitaciou. V praci bola zaroven sledovana délezitost’” polarneho toku auxinu
v hlavnej stonke v inhibicii vyrastania pupenov. Rozdielne experimentdlne pristupy
potvrdili nevyhnutnost' auxinového toku v hlavnej stonke rastliny v udrzani apikalne;
dominancie a zabraneni vyrastania axilarnych pupenov, vzhl'adom na to, Ze preruSenie
polarneho auxinového toku v hlavnej stonke ¢i uz mechanicky alebo inhibitorom
polarneho transportu auxinu viedlo K iniciacii rastu axilarnych pupenov. Vysledky
uvedené v praci tiez ukazujl, Ze medzi jednotlivymi pupeiimi dochddza po dekapitacii
ku kompeticii o vytvorenie nového zdroja auxinu a dominujiceho vyhonu. Na zaklade
vykonanych experimentov bolo d’alej zistené, Ze po inicidcii rastu axildrneho pupena je
pre formovanie potencidlne nového dominujuceho laterdlneho vyhonu potrebny
sustavny export auxinu z daného pupena. Tieto vysledky, v sulade s tedriou kanalizacie
auxinového transportu, potvrdzuji kl'aCovl ulohu auxinu v apikalnej dominancii.

Dalsia Cast’ prace je zamerana na ulast cytokininov v regulacii stonkového
vetvenia na lokalnej a aj na systémovej urovni. Na zéklade vykonanych experimentov
bolo odhalené, ze exogénne aplikovany cytokinin benzyladenin (BA) urychl'uje polarnu
lokalizaciu PIN1 proteinov, ¢im dochadza k stimulacii auxinového transportu.
Na systémovej urovni celej rastliny bolo zistené, ze zvySena hladina cytokininov
v xylémovom exsudate (X-CK) stimuluje stonkové vetvenie, zatial' ¢o hladina X-CK
moéze byt vyznamne zniZzena auxinom exogénne aplikovanym v podobe kyseliny
indoly-3-octovej (IAA), ¢o stucasne vedie k inhibicii alebo prinajmensom obmedzeniu
stonkového vetvenia. Tieto vysledky su dalsim dokazom vyznamnej role auxinu
vudrzani apikalnej dominancie a zaroven antagonistického vztahu auxinov
a cytokininov v utvarani stonkovej architektary. Na zaklade pouzitia mutantnych linii
hrachu ramosus (rmsl a rms2) bolo tiez potvrdené, Ze v ramci celého procesu apikalnej
dominancie je auxin primarnym regulacnym faktorom. AvSak pre harmonické utvaranie
morfologickych Struktir nadzemnej Casti rastliny v odpovedi na podmienky okolitého
prostredia je potrebné koordinované spolupdsobenie auxinu nielen s cytokininom, ale

tiez s rastlinnym horménom strigolakténom.

Kracové slova: auxin, cytokinin, apikadlna dominancia, polarny transport auxinu



ABSTRACT

This work is focused on axillary bud outgrowth after removal of the shoot apex by
decapitation using two-nodal model system of pea plants (Pisum sativum L.). Moreover,
in this work importance of polar auxin transport in the main stem in inhibition of
axillary bud outgrowth was observed. Interruption of the polar auxin transport in the
stem performed mechanically or chemically by polar auxin transport inhibitor led to
initiation of axillary bud outgrowth. The different experimental procedures proved
essential role of auxin flow in the main stem in apical dominance maintenance and in
inhibition of axillary bud outgrowth. This work also showed that axillary buds after
decapitation compete with each other to establish new auxin source and new dominant
branch. After axillary bud activation and initiation of its growth, sustained auxin export
from this bud is crucial for forming the new dominant lateral branch.

These results, which are in accordance with auxin transport canalization theory
confirmed the central role of auxin in apical dominance.

Next part of this work is focused on implication of hormone cytokinin in shoot
branching regulation on local and also on systemic level. Based on the performed
experiments was revealed that exogenously applied cytokinin benzyladenin (BA)
accelerates polarization of PIN1 proteins which promotes auxin transport. On the
systemic level of whole plant was found that increased endogenous level of cytokinins
in xylem exudate (X-CK) stimulated shoot branching, while decreased cytokinins level
by exogenously applied auxin indolyl-3-acetic acid (IAA) led to inhibition or at least
limited shoot branching. These findings proved important role of auxin in maintenance
of apical dominance and also antagonistic relationship between auxin and cytokinin in
formation of shoot architecture.

Based on the experiments with mutant lines of pea plants ramosus (rmsl and
rms2) was confirmed that in developmental processes of apical dominance auxin
represents the primary regulation factor. However, highly coordinated interaction of
auxin with cytokinin and also with plant hormone strigolactone is necessary for optimal
formation of morphological structures of shoot in response to different environmental

conditions.

Key words: auxin, cytokinin, apical dominance, polar auxin transport
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1 UVOD

Rastliny st bez moznosti pohybu pocas celého svojho Zivotného cyklu vystavované
neustdle sa meniacim podmienkam okolitého prostredia. Aj ked rastliny nemaja
schopnost’ uniknit’ z podmienok malo vhodnych pre svoj rast, maja unikéatnu schopnost’
S tymito nepriaznivymi podmienkami sa vyrovnat’ a prispdsobit’ sa. Jednym takymto
rysom vyvojovej flexibility rastlin je aj ich schopnost’ dynamicky menit’ architektiru
nadzemnej Casti prostrednictvom regulacie stonkového vetvenia. Zmeny a optimalizacia
stonkovej architektiry v zavislosti od rychlo sa Illmeniacich okolitych podmienok sa
deje vramci fyziologického procesu apikalnej dominancie, ktory je pozorovany,
Studovany a vyuzivany uz pocas desatro¢i. Velky vyznam apikalnej dominancie
z agronomického hladiska z dovodu moznosti zvySovania vynosov hospodarsky
vyznamnych plodin viedol k zaujmu a usiliu pochopit’ podstatu a mechanizmus procesu
apikalnej dominancie.

Stonkové vetvenie ma pre urCovanie architektiry rastlinného tela dolezity
vyznam, vzhladom na to, Ze predstavuje vysoko plasticki determinantu, ktora
umoziuje rastlindm odpovedat’ na zmeny v okolitom prostredi. Stonkové vetvenie je
kontrolované komplexom vzajomnych interakcii medzi hormondlnymi, vyvojovymi,
genetickymi a environmentalnymi faktormi. Na zdklade mnohych Studii bolo zistené, ze
vo vyvojom procese apikalnej dominancie hrd z hormondlnych faktorov doleziti tilohu
rastlinny hormoén auxin. Postupom c¢asu bolo pozorované, ze v radmci regulacie
stonkového vetvenia a vyrastania pupeniov je tieZ vyznamna interakcia auxinu s d’al§imi
rastlinnymi horménmi a rastovymi regulatormi. V priebehu ¢asu boli navrhované
a formulované viaceré hypotézy ateodrie, v snahe objasnit mechanizmus tohto
fyziologického procesu. Mnohymi pozorovaniami ardéznymi experimentalnymi
pristupmi sa znalosti o mechanizme reguldcie stonkového vetvenia a apikalnej
dominancie stale rozSiruju, avSak pre presné definovanie hormonalnej podstaty
apikalnej dominancie, ktora stile zostdva otvorenou otazkou, su potrebné esSte d’alSie

experimentalne podloZené doklady.



2 CIEL: PRACE

1. Ziskanie novych poznatkov o regulacii fyziologického procesu apikalnej dominancie
a stonkového vetvenia rastlinnymi horméonmi.

2. Vramci experimentdlnej Casti vykonanie experimentov aanalyz zameranych
na stadium tulohy rastlinného horménu auxinu v procese apikalnej dominancie, jeho
ucasti v regulécii vyrastania axilarnych pupeniov a stonkového vetvenia.

3. Sledovanie zapojenia rastlinného horménu cytokininu do procesu apikalnej
dominancie ajeho interakcie srastlinnym horménom auxinom prostrednictvom
odlisnych experimentalnych pristupov.

4. Spracovanie ziskanych vysledkov zvykonanych experimentov a analyz

do zaverecnej prace.
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3 LITERARNY PREHIAD

3.1 Fytohormonalna regulacia apikalnej dominancie

Rastliny, ako usadlé organizmy, ktorym chyba schopnost’ uniknut’ zo stale sa meniacich
¢1 nepriaznivych podmienok svojho prostredia, si zndme typickym vysokym stupiiom
plasticity. Tato plasticita, nutna pre prezitie rastlin sa prejavuje schopnostou maximalne
prisposobit’ vyvojovy program odpovedi rastliny k zmenam v okolitom prostredi.

Pocas embryogenézy je urastlin zakladand hlavna stavba rastlinného tela
zahriiujuca apikdlno-bazalnu osu, ktord je definovand stonkovym apikdlnym
meristémom na apexe osi a koreiovym apikalnym meristémom na bazalnom konci 0si
(Weijers et al, 2006). Aktivita obidvoch meristtmov vedie v priebehu
postembryondlneho vyvoja, k formovaniu Specifickych stonkovych ¢i korenovych
organov a sekundarnych meristémov, ktoré mézu mat’ ten isty vyvojovy potencial ako
primarne meristémy. Vyvojovy plan pre architektiru rastlinného tela je takto
kontinudlne modifikovany pocas celého zivotného cyklu rastliny, umoziujiuc
prisposobenie sa prevladajicim podmienkam prostredia (Laux a Jirgens, 1997,
De Smet a Jiirgens, 2007).

Typickym prikladom vyvojovej plasticity u rastlin je kontrola stonkového
vetvenia. Pocas tohto procesu su v uzl'abi kazdého listu v podobe axilarnych pupeniov
vytvarané sekundirne stonkové meristémy (axildirne meristémy) s potencidlom
formovat’ laterdlne vyhony. Tieto axildrne pupene mézu byt neskor aktivované a dat’
zaklad pre rast lateralneho vyhonu alebo mo6zu zostat' v dormantnom stave (Stafstrom
a Sarup, 2000; Rameau et al., 2002). Kone¢ny pocet vyhonov nadzemne;j Casti rastliny
je preto definovany poctom axildrnych meristémov a aktivitou axildrnych pupeniov.
Vicsina vyvojovej plasticity v ramci stonkového vetvenia vSak pochadza z regulacie
aktivity axilarnych pupenov a regulécie ich vyrastania. Dormancia ¢i aktivacia pupenov
pritom mdze byt kontrolované a zabezpecovana predovsetkym endogénnymi signalmi -
rastlinnymi horménmi, atiez exogénnymi signalmi pochadzajucimi z okolitého
prostredia, ktoré vedu k internalnym zmenam v statuse pupena (Lang et al., 1987).

V ramci rastlinnej bioldgie a fyziologie je regulacii vyrastania axilarnych
pupeitiov z dovodu dolezitosti jej uplatnenia v rastlinnej produkcii pri zvySovani
vynosov venovana velka pozornost’. Specificky déraz je pritom kladeny na fenomén

apikalnej dominancie. Je zname, ze hlavny stonkovy vrchol ma inhibi¢ny efekt
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na aktivitu axildrnych pupenov umiestnenych pod nim, priCom odstranenie apexu vedie
k aktivacii pupefiov (Snow, 1929) (obr. la, 1b). Dalsie $tadie umoznili identifikaciu
inhibi¢nej substancie, ktora je produkovana v stonkovom vrchole av je stonke
transportovana bazipetalne, smerom ku korefiu. Touto substanciou bola kyselina
indolyl-3-octova, ¢len triedy rastlinnych horménov znamych ako auxiny. V pripade, ze
je auxin aplikovany na dekapitovanu plochu stonky, dokéze nahradit’ efekt pritomného
stonkového apexu a obnovit’ represiu vyrastania pupenov (Thimann a Skoog, 1933)
(obr. 1c). Z tohto dévodu sa rastlinnému hormoénu auxinu pripisuje hlavna a kIaGova
uloha v regulacii procesu apikdlnej dominancie, pricom auxin tento fyziologicky proces
kontroluje areguluje za sucinnosti d’alSich rastlinnych horménov, predovsetkym

cytokininov a strigolaktonov.

© b Dekapitovana € Auxi

pﬂ stonka ﬂ
Q/ %/
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n o A

Obr. 1: Klasické fyziologické experimenty demonStrujuce existenciu apikalnej dominancie.
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Stonkovy apex inhibuje vyrastanie axilarnych pupeniov (a). Odstranenie stonkového apexu
dekapitaciou spdsobuje aktivaciu axilarnych pupeniov a formovanie lateralnych vyhonov (b).
Aplikacia auxinu namiesto apexu na dekapitovanu stonku vedie k obnove inhibicie stonkového

vetvenia (c) (upravené podl'a Domagalska a Leyser, 2011).

3.2 Auxiny

Auxin je najdlhSie zndmym rastlinnym hormoénom, klI'i¢ovym pre mnoZstvo aspektov
vyvoja a rastu rastlin na embryonalnej i postembyonalnej urovni (Benkova et al., 2003,;

Friml et al., 2003; Zhao, 2010). Pre vlastny objav auxinu bolo zakladom S§tidium
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fototropizmu a gravitropizmu, na ktorom pracoval uz Charles Darwin. Pre potvrdenie
existencie auxinu boli najdolezitejsie tie experimenty, v ktorych Darwin pozoroval
ohybanie koleoptili klicnych rastlin lesknice kanarskej (Phalaris canariensis L.)
po aplikacii jedosmerného svetla. Podobne aj Went (1926) na zaklade dalSich
experimentov s rastlinami ovsa (Avena sativa L.) preukazal, ze zo Spiciek koleoptili
ovsa difunduje do agaru latka nimi vytvdrand, ktora ma stimulujici ucinok
na predlzovaci rast. Nasledne sa zacal Kogl zaoberat chemickou povahou tejto
substancie, ktora v pozorovaniach s koleoptile ovsa (Avena sativa L.) vykazovala
aktivitu avroku 1933 zl'udského mocu izoloval latku pomenovani heteroauxin,

identifikovanu ako kyselinu indolyl-3-octovu (IAA).

3.2.1 Endogénne auxiny

NajdolezitejSieho zastupcu signdlnych molekul zo skupiny auxinov predstavuje kyselina
indolyl-3-octova (IAA), ktora bola dlhu dobu jedinym zndmym prirodzene sa
vyskytujucim auxinom v rastlindch. Az nésledne zavedenim novsich citlivejSich metod
boli v rastlinach zistené i d’alSie endogénne auxiny ako je kyselina indolyl-3-maslova
(IBA) (Ludwig-Miiller a Epstein, 1991; Ludwig-Miiller, 2000), kyselina fenyloctova
(PAA) (Wightman a Lightly, 1982) akyselina 4-chlor-indolyl-3-octova (4-CI-1AA)
(Reinecke, 1999) (obr. 2).

IBA pritom tvori priblizne 25-30 % podiel celkového auxinu pritomného v rastlinach
arabovky Thalovej (Arabidopsis thaliana L.) (Ludwig-Miiller et al., 1993), pricom IBA
moze byt konvertovand na IAA, ¢im predstavuje dolezity zdroj IAA pre regulaciu
vyvojovych procesov (Epstein a Ludwig-Miiller, 1993; Zolman et al., 2008).

PAA je vramci Styroch znamych endogénnych auxinov (obr. 2) jedinym
fenylovym derivatom a v porovnani s [AA vykazuje slabsi efekt (Prochazka et al., 1983;
Small a Morris, 1990). Naopak 4-CI-IAA, ako d’alsi endogénny auxin, ktory je aktivny
Vv roznych, s auxinom suvisiacich fyziologickych odpovediach, moéze vykazovat
silnej$iu aktivitu nez IAA v pripade, Zze je aplikovana exogénne (Porter a Thimann,

1965; Reinecke, 1999).
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(TAA) (IBA) (4-C1-IAA) (PAA)

Obr. 2: Chemicka Struktura endogénnych auxinov.

3.2.2 Syntetické auxiny

Medzi syntetické auxiny sa zaraduju slabé organické kyseliny, ktoré maju podobné
rastové ucinky ako IAA a st delené do 5 skupin (Machackova, 2003):
1. indolové kyseliny: kyselina indolyl-3-propionova (IPA),
2. naftalénové kyseliny: a-naftyloctova (aNAA), B-naftyloctova (BNAA),
3. chlorfenoxykyseliny: 2,4-dichlorfenoxyoctova (2,4-D),
2,4, 5-trichlorfenoxyoctova (2,4,5-T), 2-metyl-4chlorfenoxyoctova (MCPA),
4. benzoové kyseliny: 2,3,6- a 2,4,5- trichlorbenzoova, dicamba,

5. derivaty kyseliny pikolinovej: picloram.

3.2.3 Metabolizmus auxinu v rastlinach

Rastliny maji vyvinuty domyselny systém pre kontrolu koncentricie auxinu s ¢asovou
a priestorovou presnost’ou v odpovedi k stimulom z okolitého prostredia a k vyvojovym
signalom na Urovni biosyntézy rovnako ako aj na Urovni degradacie. Kyselina indolyl-
3-ocotva (IAA) ako hlavny prirodzene sa vyskytujuci auxin, méze byt v rastlinach
produkovana prostrednictvom de novo biosyntézy. Dalej moze byt volna IAA, ktora je
povazovana za aktivnu formu, tiez uvolfiovand z IAA konjugatov zahriiujucich IAA
estery, IAA-aminokyseliny a IAA-sacharidy. Tretim pravdepodobnym spdsobom tvorby
IAA je jej vznik enzymatickou premenou z kyseliny indolyl-3-maslovej (IBA).
V pripade, Ze rastliny potrebuji hladinu auxinu zniZit’, aktivuju niekol'’ko mechanizmov
deaktivujucich TAA, pricom [AA modZze byt rychlo konvertovana na IAA-konjugaty,
ktoré predstavuju prvy krok v pripadnej konecnej degradéacie (Normanly, 2010).

14



Biosyntéza auxinu

Biosyntéza auxinu vychadza z chorizmatu, priCom v bode, kedy dochadza k premene
naindol sa draha vetvi. Nasledné drahy biosyntézy IAA su klasifikované ako drahy
zavislé na tryptofane, v ramci ktorych je IAA odvodena cez metabolizmus tryptofanu
a na drahy na tryptofane nezavislé, kedy dochadza k tvorbe 1AA cez kyselinu indolyl-3-
pyruatova (Normanly, 2010).

Tryptofan predstavuje prekurzor pre mnohé metabolity (indolyl-3-pyruat,
tryptamin, indolyl-3-acetaldoxim, indolyl-3-acetamid, indolyl-3-acetonitril), ktoré mézu
mat’ auxinovu aktivitu alebo mézu byt nasledne v rastlindch premiefiané na IAA.
Rastliny arabovky Thalovej (Arabidopsis thaliana L.) podobne ako mnohé dalSie
rastliny maji schopnost’ produkovat’ vsetky tieto intermedidty v danych vyvojovych
Stadiach (Ouyang et al., 1999; Sugawara et al., 2009).

Na zéklade genetickych a biochemickych studii vykonanych préve na rastlinach
arabovky (Arabidopsis thaliana L.) bola ako hlavna biosynteticka draha auxinu
stanovena TAA/YUC dvojkrokova draha zavisld na tryptofdne, ktord je v ramci
rastlinnej riSe vysokokonzervovana. V tejto drahe je tryptofan najprv premienany
na indolyl-3-pyruat (IPA) pomocou TAA (Tryptofan Aminotransferase of Arabidopsis)
rodiny aminotransferaz a nasledne je kyselina indolyl-3-octovd (IAA) produkovana
zIPA za tucasti YUCCA (YUC) rodiny flavinovych monooxygenaz v procese
oxidativnej dekarboxylacie (Mashiguchi et al., 2011; Stepanova et al., 2011; Won et al.,
2011; Dai et al., 2013; Zhao, 2012).

Gény YUCCA (YUC) boli identifikované ako kl'icové gény kodujuce enzymy
flavinové monooxygendzy (FMO), katalyzujice krok v biosyntéze auxinu, ktory
limituje jej rychlost’ (Zhao et al., 2001). Genom arabovky Thalovej (Arabidopsis
thaliana L.) zahriiuje 11 ¢lenov YUC génovej rodiny, pricom zvySena expresia prvého
identifikovaného génu YUC1 rovnako ako aj zvySena expresia d’alSich YUC génov
vedie urastlin arabovky (Arabidopsis thaliana L.) k fenotypu typickému
pre nadprodukciu auxinu. YUC gény sa vo svojej funkcii vzajomne prekryvaja
a inaktivacia jedného génu nespdsobuje ziadne zrejmé vyvojové defekty. Analyza
viacnasobnych yuc mutantnych rastlin arabovky (Arabidopsis thaliana L.) vSak
odhalila, Ze aktivita YUC génov je podstatnd pre vicSinu hlavnych vyvojovych
procesov, akymi su embryogenéza, kliCenie, tvorba vaskularnych spojeni alebo

formovanie rastlinnej architektury (Cheng et al., 2006; Cheng et al., 2007).
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Gény Tryptofan Aminotransferase of Arabidopsis (TAA) koéduju rodinu
aminotransferaz, dalSich kltiovych enzymov v biosyntéze auxinu. taa mutantné
rastliny vSeobecne produkuji vyrazne menej volnej IAA v porovnani so Standardnym
typom, ¢o moze viest k nedostatkom vo formovani vaskularnych spojeni a vyvoji
kvetov, ktoré vykazuju taal mutantné rastliny arabovky (Arabidopsis thaliana L.)
(Stepanova et al., 2008; Tao et al., 2008; Yamada et al., 2009).

Ireverzibilna konjugdcia a oxiddcia IAA

Oxidativna degradacia auxinu hra zékladna tlohu v udrziavani auxinovej homeostazy
vrastlinach a v regulacii vyvoja rastlin. Katabolizmus IAA moéze prebichat
enzymatickou oxidaciou indolového kruhu TAA, kedy je vytvarana ox-1AA forma alebo
ox-lAA-konjugaty, alebo oxidativnou dekarboxyldciou IAA postranného retazca
(Normanly, 2010).

Vzhladom na to, ze IAA nemdze byt zkonjugitov formovanych z IAA
a glutamatu (IAA-Glu) alebo z IAA a aspartitu (IAA-Asp) hydrolyzou uvolnena,
predstavuje tato draha konjugacie katabolicky proces veduci k degradacii IAA (Ostin
et al., 1998; Tam et al., 2000; Kowalczyk a Sandberg, 2001).

Dalsou moznostou pre znizenie hladiny auxinu a udrzanie jeho homeostazy
Vv rastlinnych bunkéach je ireverzibilnd oxidacia IAA na ox-IAA, ktord predstavuje
hlavni katabolickti drahu v metabolizme IAA (Ostin et al.,, 1998; Kowalczyk
a Sandberg, 2001).

Reverzibilna konjugdcia IAA

Okrem ireverzibilnej konjugicie sa v rastlinach vyskytuje aj reverzibilny spdsob
premeny IAA na konjugaty, ktorych hydrolyza na aktivnu IAA ma doéleZity vyznam
V udrziavani homeostdzy auxinu v rastlinnych bunkach. Pocas tohto procesu dochadza
k reakcii medzi IAA a d’alSou, najcastejsie nizkomolekularnou latkou. Vacsina reakcii
IAA-konjugat podlieha spdtnovédzbove] regulacii prostrednictvom IAA. Proces
konjugacie IAA je zvySovany za vysokej hladiny IAA v bunke, zatial' ¢o hydrolyza
konjugétov je podporovand nizkymi hladinami vol'nej IAA. NajcastejSie je rozSirena
reverzibilnd konjugacia IAA s aminokyselinami ako je alanin (IAA-Ala) alebo leucin
(IAA-Leu) aglukozou (Bialek a Cohen, 1986). Okrem toho modze byt IAA tiez

vytvarana konverziou sprostredkovanou peroxizomalnymi [B-oxida¢nymi enzymami
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z kyseliny indolyl-3-maslovej (IBA), ktora predstavuje stabilni zasobni formu IAA
(Epstein a Ludwig-Miiller, 1993; Woodward a Bartel, 2005; Zolman et al., 2008).

Uvolnenie IAA z jej konjugovanych foriem a z IBA tak okrem de novo biosyntézy
a transportu auxinu z okolitych buniek predstavuje d’alsi spdsob zabezpecenia dostupne;j
volnej IAA v danej bunke (Woodward a Bartel, 2005).

Délezitost’ konjugatov bola zistena napriklad pri kliceni obilky kukurice (Zea mays
L.), pocas ktorého st konjugaty IAA hydrolyzované, ¢im predstavuju vyznamny zdroj
auxinu pre rast stonky (Normanly, 2010). Rovnako vyznamna je aj konverzia IAA
z IBA u kli¢nych rastlin arabovky (Arabidopis thaliana L.) v procese expanzie buniek
kliénych listov a elongacie korenovych vlaskov (Strader et al., 2010).

Sthrnne, reverzibilné konjugaty IAA predstavuju biologicky inaktivnu, zasobnu
a transportnd formu auxinu, prostrednictvom ktorej je IAA chranend pred degradaciou

(Normanly, 2010).

3.2.4 Hladina auxinu v rastlinach

Auxin reguluje morfogenézu rastlin  prostrednictvom pletivovo-$pecifickych
koncentra¢nych gradientov, ktoré su formované procesmi auxinovej biosyntézy,
konjugacie a degradacie (Normanly, 2010), ako aj intracelularnou (Petrasek a Friml,
2009) a intercelularnou distribiciou auxinu (Mravec et al., 2009). JAA ma v tomto
procese ulohu ako chemicky prenaSac¢ Sirokého spektra externdlnych a interndlnych
signalov.

IAA uplatiiuje svoj efekt formovanim lokalnych gradientov a maxim/minim
IAA, s cielom dosiahnut’ r6zne bunkové odpovede, ktoré su zakladom pre zachovanie
stvislych rastovych a vyvojovych procesov a tiez pre rychle prispdsobenie sa rastliny
k meniacim sa okolitym podmienkam. Z tohoto dévodu je regulacia IAA koncentracie
kl'icova v mnohych rastovych a vyvojovych procesoch rastlin. Koncentracné gradienty
IAA v pletivach arabovky Thalovej (Arabidopsis thaliana L.) su podobne ako aj
Vv pletivach d’alSich rastlin nevyhnutné pre embryogenézu (Friml et al., 2003),
organogenézu korefla 1nadzemnej Casti rastliny, zahrilujic aj proces apikalnej
dominancie (Reinhardt et al., 2000; Benkova et al., 2003; Dubrovsky et al., 2008),
vyvoj vaskularnych pletiv (Mattsson et al., 2003) a rozdielny rast pocas tropickych
odpovedi (Friml et al., 2002b).
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ZaloZenie auxinového maxima zavisi na lokalnej biosyntéze IAA a vo velkej
miere aj na uvolnovani IAA z konjugatov v jednej alebo niekol’kych mélo bunkach,
nasledkom ¢oho v nich dochadza k lokédlnej akumulacii auxinu. Aj ked’ je vyznamny
podiel TAA syntetizovany v mladych listoch, takmer kazdé pletivo arabovky
(Arabidopsis thaliana L.) vykazuje schopnost” de novo biosyntézy IAA (Ljung et al.,
2001). Okrem toho, nielen auxinova akumuldcia, ale aj vytvorenie minima IAA
Vv niekol’kych bunkiach pomocou IAA konjugacie alebo degradacie méze mat’ kl'acovy
vyznam v auxinom regulovanych vyvojovych odpovediach (Sorefan et al., 2009).

Metabolizmus IAA vyznamne prispieva k formovaniu auxinovych gradientov
dolezitych pre efektivny rast a vyvoj rastlin. Hlavnu determinujiucu tlohu vo vytvarani
gradientu IAA avSak ma rozdielna distriblicia auxinu, ktora sa uskutociiuje
prostrednictvom aktivneho intercelularneho auxinového transportu, kontrolovaného

rozmanitymi environmentalnymi a vyvojovymi signalmi (Vanneste a Friml, 2009).

3.2.5 Transport auxinu v rastlinach

V rastlinach prevazuje polarny sposob distribicie auxinu, ktory predstavuje vel'mi
aktivny proces vyzadujuci energiu. V ramci zaloZenej apikalno-bazalnej osy rastliny sa
auxin pohybuje v stonke bazipetalne a Vv koreni akropetdlne. Auxinovy transport je
dosiahnuty pohybom auxinu od bunky k bunke, pricom st pre tento aktivny transport
vyzadované auxin-transportujice proteiny vyskytujice sa na cytoplazmatickej
membrane, sprostredkujice vstup auxinu do bunky, rovnako ako aj jeho vystup z bunky
(Bennett et al., 1996; Galweiler et al., 1998; Luschnig et al., 1998).

Ako tri hlavné rodiny proteinov zabezpecujucich prenos auxinu boli
identifikované AUXIN-RESISTANT1 (AUX1)/AUX1-LIKE (LAX) proteiny pre vstup
auxinu do bunky (Bennett et al., 1996; Swarup et al., 2008; Jones et al., 2009), PIN-
FORMED (PIN) proteiny (Petrasek et al., 2006; Yang a Murphy, 2009) a niekol'ko
ATP-binding-cassette B (ABCB)/P-glykoprotein (PGP) ¢lenov pre umoznenie vystupu
auxinu z bunky (Geisler et al., 2005; Petrasek et al., 2006; Cho et al., 2007a). Dalsim
typom auxin-transportnych proteinov su PIN-likes (PILS) proteiny, ktoré su zapojené
do intracelularneho transportu auxinu (Barbez et al., 2012).

Aktivny polarny transport auxinu prebieha vo vaskularnom meristéme
a vo vaskularnych pletivach, konkrétne v prokambiu, v kambiu a v parenchymatickych
bunkach xylému, (Gélweiler et al., 1998; Aloni, 2001; Booker et al., 2003).
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Auxin moze byt tieZ v mensej miere transportovany aj nepolarne floémom z listov
do d’alsich casti rastliny spolo¢ne s asimilatmi, priCom sa jedna o tzv. rychly transport.
Tento nepolarny auxinovy tok nie je mozné blokovat’ inhibitormi auxinového transportu

(Morris a Thomas, 1978; Cambridge a Morris, 1996).

3.2.6 Polarny transport auxinu

Zakladnou podstatou polarneho transportu auxinu ako jedine¢ného mechanizmu
pre prenos priestorovych a casovych signdlov, na ktorych zavisi rast a vyvoj rastlin
v danom prostredi, je jeho presne kontrolované smerovanie od bunky Kk bunke
(Gélweiler et al., 1998; Friml et al., 2003; Sorefan et al., 2009).

Smerovanie polarneho auxinového toku je definované predovsetkym
subcelularnou lokalizaciou PIN1 proteinov (Petrasek et al., 2006; Wisnievska et al.,
2006). V priebehu odpovede rastliny na rozne vyvojové ¢i environmentalne signaly sa
moze polarna lokalizacia PIN proteinov dynamicky menit’ s cielom upravit’ smerovanie
toku auxinu, a tym zabezpecit’ vhodnt odpoved’ rastliny k zmenédm v okolitom prostredi

(Friml et al., 2002b; Benkova et al., 2003; Reinhardt et al., 2003; Heisler et al., 2010).

Chemiosmoticka hypotéza

Na trovni jednej bunky je polarny transport auxinu vysvetlovany chemiosmotickou
hypotézou (Rubery a Sheldrake, 1974; Raven, 1975). V slabokyslom prostredi bunkove;j
steny (priblizna hodnota pH 5,5) sa okolo 15 % IAA vyskytuje v jej protonovanej
(nedisociovanej) forme (IAAH). Tato nenabita, lipofilnd molekula prechadza
cez cytoplazmaticki membranu pasivne diftiziou, bez ucasti transportnych proteinov.
V prostredi cytoplazmy, s pribliznou hodnotou pH 7,0, tieto molekuly IAAH disociuju
na aniénovi (disociovant) formu (IAA"), ktord nemdze volne prestupovat’
cez cytoplazmaticki membranu. Z tohoto dovodu st pre vystup auxinu z bunky
potrebné transportné proteiny, ktorych asymetrickd lokalizacia v bunke urcuje

smerovanie toku auxinu (Goldsmith, 1977; Petrasek a Friml, 2009).

3.2.7 AUX1/LAX transportné proteiny

Zatial’ ¢o sa okolo 15 % IAA v prostredi apoplastu vyskytuje v nedisociovanej forme,

vicsina IAA molekul (takmer 85 %) je disociovanych. Pre vstup tejto formy auxinu
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do bunky je preto potrebny aktivny transport, ktory je mozny vdaka aktivite
AUXI1/LAX malej rodine auxinovych proteinov podobnych permeazam (Yang et al.,
2006; Kerr a Bennett, 2007; Péret et al., 2012).

Genoém arabovky Thalovej (Arabidopsis thaliana L.) koéduje jeden AUXIN
RESISTANT 1 (AUX1) a tri LIKE AUXIN RESISTANT 1 (LAX1, LAX2 a LAX3)
proteiny, pricom AUXI1 a LAX maji sekvencnu podobnost aminokyselin priblizne
80 % (Parry et al., 2001). Vd’aka tymto transportnym proteinom vstupuju disociované
molekuly auxinu do bunky cez H*symport (Bennett et al., 1996; Swarup et al., 2008).

AUXI1/LAX su zapojené do auxinom regulovanych biologickych funkcii ako je
koretiovy gravitropizmus, formovanie laterdlnych korenov, rast korenovych vlaskov
alebo tvorba vaskularnych spojeni (Bennett et al., 1996; Swarup et al., 2001; Cho et al.,
2007b; Jones et al., 2009; Péret et al., 2012). Aj ked’ strata funkcie génu AUX1 nema
zasadny vplyv na vyvoj embrya (Swarup et al., 2004), mutacie v AUX1 vedu
k viacerych vyvojovym defektom poukazujucim navyznam AUXI1 proteinu
V auxinovom transporte. Mutantné jedince auxl vykazuju agravitropizmus a znizeny
pocet lateralnych korenov (Swarup et al., 2001).

Zatial ¢o si AUXI1 proteiny lokalizované bud polarne alebo nepolarne
Vv zavislosti na bunkovom type (Bennett et al., 1996; Swarup et al., 2001), LAX
proteiny nevykazuju polarnu lokalizaciu (Swarup et al., 2008; Péret et al., 2012).
Transport auxinu na dlhé vzdialenosti je zo stonky do korefa zaistovany AUXI
proteinmi, naopak primarnou funkciou LAX proteinov je udrZanie lokalnych
auxinovych gradientov (Swarup et al., 2002, 2004, 2008).

NajcastejSie  Studovany AUXI1 protein zrodiny AUXI/LAX je viacSinou
lokalizovany antagonisticky k PIN proteinu. V korefiovych protofloémovych bunkach je
AUX1 umiestneny na apikalnej strane bunky, kde zohrava kl'icovu tlohu pri vystupe
auxinu z nepoldrneho transportného systému - floému do AUXI1- PIN zavislého
polarneho systému a bazalne je AUX1 lokalizovany v korenovej ¢iapocke lateralnych
korenov (Bennett et al., 1996; Swarup et al., 2001). Naopak, v L1 vrstve apikalneho
meristému je AUXI1 na tej istej strane buniek ako PINI, kde mdze pdsobit’ proti
lateralnej difuzii a obmedzit’ prechod auxinu do vonkajsSej bunkovej vrstvy, v ktorej
dochadza k zakladaniu fylotaxie (Vieten et al., 2007).

Na subcelularnej urovni sa AUXI1 protein vyskytuje nielen na cytoplazmaticke;j
membrane, ale tiez v interndlnych kompartmentoch ako je Golgi aparat a endozoémy

(Kleine-Vehn et al.,, 2006). Zacielovanie AUXI1 proteinu na konkrétne miesto
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cytoplazmatickej membrany v bunke je na rozdiel od PIN proteinov sprostredkované
odlisnou drdhou, pre ktort je vyzadovany AUXIN-RESISTANT 4 (AXR4) protein
endoplazmatického retikula (Dharmasiri et al., 2006). Sucasne je pre zabezpecenie
potrebnej vnutrobunkovej dynamiky proteinu AUXI striktne vyzadovany aktinovy
cytoskelet, pricom udrziavanie apikdlneho umiestnenia AUX1 v bunke je tiez zavislé
na obsahu sterolov v cytoplazmatickej membrane (Kleine-Vehn et al., 2006).

Transport auxinu do bunky sprostredkovany aktivitou AUX1 proteinu moze byt
Specificky blokovany kyselinou 2,3,5-trijodbenzoovou (TIBA), kyselinou 1-
naftoxyacetovou (1-NOA) a kyselinou 2-naftoxyacetovou (2-NOA) (Parry et al., 2001;
Kleine-Vehn et al., 2006; Yang et al., 2006).

3.2.8 PIN transportné proteiny

PIN-FORMED (PIN) proteiny st integralnymi membranovymi proteinmi, ktoré su
kodované PIN génmi. Charakterizované boli na zaklade pin-formedl (pinl) mutantnych
rastlin arabovky Thalovej (Arabidopsis thaliana L.) a s polarnym transportom auxinu
boli spojené koncom 20. storoCia (Gilweiler et al., 1998). Prave na zaklade
charakterizacie tychto mutantnych jedincov pinl bolo zistené, ze PIN proteiny maju
zékladnu a kl'i¢ova tGlohu v zabezpeceni vystupu auxinu z bunky (Okada et al., 1991,
Gilweiler et al., 1998). Navyse, mutantné rastliny pinl vykazuji zretelné abnormality
hlavne v zlozeni kvetu, ale aj listu a fylotaxii. Rovnaké zmeny vo vyvojovych
procesoch boli navodené aplikidciou chemickych inhibitorov transportu auxinu, co
viedlo k zaveru, ze polarny auxinovy transport, determinovany PIN proteinmi, je
nevyhnutny pre spravny vyvoj celistvej rastliny (Okada et al., 1991). Podobe aj d’alsie
experimenty ukazali (Blakeslee et al., 2004; Friml et al., 2003; Petrasek et al., 2006), ze
transportnd funkcia PIN proteinov spolone s ich asymetrickou subceluldrnou
lokalizaciou na cytoplazmatickej membrane urcuje smerovanie lokéalnej auxinovej
distribtcie ako zaklad vyvojovych procesov v rastlinach.

U arabovky Thalovej (Arabidopsis thaliana L.) bolo identifikovanych 8 ¢lenov
PIN rodiny proteinov (Galweiler et al., 1998; Miiller et al., 1998; Friml et al., 20023;
Friml et al., 2002b; Friml et al., 2003; Mravec et al., 2009), ktoré sa rozdel'uju na dve
podtriedy rozdielne v dizke hydrofilnej slu¢ky, ktord sa nachddza v strede ich

polypeptidového ret'azca. Medzi tymito dvoma podtriedami PIN proteinov bola zistena
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vysoka sekvencna homoldgia, ¢o znamend, ze pocas diverzifikacie obidvoch tried doslo
len k malo vyraznym zmenam v celkovej Struktare (Mravec et al., 2009).

Vsetky PIN proteiny maju dve sady piatich transmembranovych slu¢iek v N-
terminalnej a C-terminalnej oblasti vzajomne spojenych rozdielne dlhou centralnou
hydrofilnou slu¢kou v zavislosti na type PIN proteinu (Ganguly et al., 2010; 2012a;
2012b; Kiecek et al., 2009).

Tzv. "dlhé" PIN proteiny, PINI - PIN4 a PIN7 maju dlha hydrofilna slucku
a vykazuja predovSetkym asymetricki poldrnu lokalizdciu na cytoplazmaticke;j
membrane v roznych typoch buniek. Smerovanie toku auxinu a formovanie auxinovych
gradientov je primarne zavislé na subcelularnej lokalizacii tychto "dlhych" PIN
transportnych proteinov v kazdej bunke, ktora auxin transportuje (Petrasek et al., 2006;
Wisniewska et al., 2006, Yang a Murphy, 2009).

Napriek polarnemu umiestneniu PIN proteinov na cytoplazmatickej membrane,
sa Vtejto ich danej pozicii nevyskytuji stabilne. Naopak dochadza k dynamickému
konstitutivnemu cyklovaniu PIN proteinov, ktoré prebieha medzi cytoplazmatickou
membranou a endozomalnymi kompartmentami spdsobom zavislym na aktinovom
cytoskelete (Geldner et al., 2001). Toto konstitutivne cyklovanie uréuje mnozstvo PIN
proteinov, ktoré sa vyskytuje na cytoplazmatickej membrane. Stcasne je endocyticky
krok cyklovania regulovany samotnym auxinom, ktory tento krok konstitutivneho
cyklovania inhibuje, nasledkom ¢oho dochadza k zvySeniu mnozZstva PIN proteinov
na cytoplazmatickej membrane. Tymto dochadza kregulacii hladiny auxinu
vystupujuceho z bunky, pocas ktorej sa PIN proteiny orientuji smerom k vysokej
koncentracii auxinu (Paciorek et al., 2005).

Druhé podtrieda tzv. "kratkych" PIN proteinov, PINS, PIN6 a PIN8 ma centralnu
hydrofilnti sluc¢ku vyrazne redukovanu. Téato skupina PIN proteinov je lokalizovana
predovSetkym v internalnych kompartmentoch ako je endoplazmatické retikulum
(Kiecek et al., 2009; Mravec et al., 2009; Ganguly et al., 2010; Ding et al., 2012), ¢o
znamena ich Ucast’ pri transporte auxinu z cytozolu do lumenen endoplazmatického
retikula. Tymto sa znizuje hladina auxinu pristupné pre vystup z bunky sprostredkovany
proteinmi na cytoplazmatickej membrane.

Na zaklade pozorovanej rozdielnej lokalizadcie dvoch podtried PIN proteinov je
predpokladané, ze hydrofilna slucka zahrnuje Specifické sekvencie pre intracelularne
smerovanie PIN proteinov. Hydrofilna slu¢ka "dlhych" PIN proteinov pritom

pravdepodobne obsahuje rozne sekvencie pre Kklatrinom sprostredkovanti endocytdzu,
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ubiquitinaciu a fosforylaciu, ktoré dohromady moduluji zacielovanie, stabilitu
a subcelularnu polaritu PIN proteinov (Grunewald a Friml, 2010; Kleine-Vehn et al.,
2011; Ganguly et al., 2012b).

Faktory uréujuce lokalizaciu PIN proteinov

Subcelularna polarita PIN proteinov determinuje smerovanie toku auxinu von z danej
bunky, a tym koordinuje PIN lokalizaciu v ramci celého ret'azca buniek transportujucich
auxin (Wisniewska et al., 2006; Dhonukshe et al., 2008, Dhonukshe et al., 2010).
Z tohoto dovodu je polarna lokalizacia PIN proteinov zdkladnym a nevyhnutnym
faktorom pre determinovanie smerovania polarneho transportu auxinu pocas
embryogenéze i organogenéze (Benkova et al., 2003; Friml et al., 2003; Reinhardt
et al., 2003; Dhonukshe et al., 2008), pri¢om prave PIN proteiny predstavuju primarny
nastroj pre dynamické presmerovavanie auxinového toku, nevyhnutné
pre sprostredkovanie rychlych a plastickych rastovych odpovedi (Friml et al., 2002b;
Blakeslee et al., 2004; Robert a Friml, 2009).

Rychla adynamickd cykléza PIN proteinov zahrfiuje ich internalizaciu
z cytoplazmatickej membrany klatrinom sprostredkovanou endocytickou drahou
a recyklovanie spat’ na cytoplazmaticki membranu cez ARF-GEF regulované polarne
recyklovanie (Geldner et al., 2001; Friml et al., 2002a; Dhonukshe et al. 2008; Kleine-
Vehn et al., 2008).

Proteinova fosfataza 2A (PP2A) a serin/treoninova proteinova kinaza PINOID
su jednymi z hlavnych determinantov urcujucich polarnu lokalizaciu PIN proteinov
(Christensen et al., 2000; Benjamins et al., 2001; Michniewicz et al., 2007; Dhonukshe
et al., 2010). Okrem toho st do intracelularneho smerovania PIN proteinov zapojené aj
d’alSie proteiny a signalne molekuly, ktoré dohromady moduluji polarnu lokalizéciu

auxinovych transportérov (Geldner et al., 2003; Kleine-Vehn et al., 2008).

Fosforylacia PIN proteinoy

Fosforylacia proteinov ma v regulacii transportu auxinu zasadny vyznam. V bunkach
tabakovej suspenzie je inhibitor proteinovej kindzy schopny inhibovat vystup auxinu
z bunky a inhibitor fosfatazy je okrem vystupu auxinu z bunky schopny inhibovat’ aj
vstup auxinu do bunky (Delbarre et al., 1998).
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Proteinova fosfataza 2A (PP2A) ma u arabovky Thalovej (Arabidopsis thaliana
L.) negativny efekt na auxinovy transport (Rashotte et al., 2011), zatial' ¢o PINOID
(PID) serin/treoninova proteinova kinaza pozitivne ovplyviiuje auxinovy export z bunky
(Lee a Cho, 2006), ¢o znamena, ze fosforylacia PIN1 proteinov sprostredkovana PID-
kindzou je v antagonistickom vzt'ahu k PP2A (Michniewicz et al., 2007).

PINOID (PID) je primarny auxin-responzivny gén kodujuci serin/treoninovu
proteinovil kinazu, ktord sa podiela na polarnom zacieleni PIN proteinov
na cytoplazmaticki membranu. Expresia génu PID je indukovana exogénnym auxinom
a zaroven funguje ako pozitivny regulator polarneho transportu auxinu (Christensen
etal., 2000; Benjamins et al., 2001). PID mRNA sa najviac vyskytuje v mladych
kvetnych pupenoch, v pletivaich vaskuldrnych cievnych zvézkov mladych listov,
V parenchymatickych bunkach xylému a endodermis obklopujucej vaskulatiru
(Benjamins et al., 2001).

Mutécia v PID serin/treoninovej proteinovej kinaze je spojend so silnymi
defektami v auxinovom transporte a spdsobuje fenotyp podobny fenotypu mutantnych
jedincov pinl, ktory vznika v dosledku narusenia toku auxinu (Bennett et al., 1995;
Christensen et al., 2000; Benjamins et al., 2001). U mutantnych jedincov pinl a pid
nedochadza k iniciacii organov pocas reproduktivnej fazy, maju naruSené formovanie
kli¢cnych listov a vykazuju defekty vo formovani lateralnych organov (Furutani et al.,
2004). Podobne ako pinl mutant, tak aj pid ma redukovany polarny transport auxinu
v stonke (Bennett et al., 1995). Vzijomné fungovanie génu PID a génu PIN1 je
vo vel'kej miere zodpovedné za bilaterdlnu symetriu rastlinného tela a vyrastanie
kli¢nych listov (Furutani et al., 2004).

Aktivita PID proteinu v bunke determinuje apikélne alebo bazalne zacielenie
PIN1, PIN2 a PIN4 proteinov v korenovych bunkach arabovky Thalovej (Arabidopsis
thaliana L.) (Friml et al., 2004) na zaklade fosforylacie Specifickych motivov
V hydrofilnej slucke (Dhonukshe et al., 2010; Huang et al., 2010), ¢im je
sprostredkované smerovanie polarneho transportu auxinu (Friml et al., 2004). PID je
tiez stCastou spdtnej vdzby medzi auxinovou signalizdciou a transportom auxinu
v désledku ¢oho je expresia PID regulovana a kontrolovana auxinom (Benjamins et al.,
2001).

U pid mutantnych linii si PIN proteiny preferen¢ne zacielené na bazalnu stranu
cytoplazmatickej membrany (Friml et al., 2004), zatial’ ¢o strata funkcie PP2A fosfatazy

vedie K preferencne apikadlnemu smerovaniu PIN proteinov v embryach a korenoch
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arabovky (Arabidopsis thaliana L.) (Michniewicz et al., 2007). Fosforylacia PIN
proteinu PID proteinovou kindzou preto vedie k zacieleniu na apikdlnu stranu,
defosforylacia sprostredkovanad PP2A fosfatdzou smeruje PIN proteiny na bazalnu
stranu bunky (Michniewicz et al., 2007). Antagonisticky vyznam proteinovej fosfatazy
PP2A aPID kinazy na fosforylaciu PIN proteinov a ovplyviovanie ich apikalno-
bazalnej lokalizacie demonsStruje tiez apikalne zacielenie PIN proteinov spdsobené
mutaciou génu kodujiceho PP2A alebo zvySenou expresiou PID kinazy. Naopak pid
mutanti alebo mutacie veduce k strate fosforylacie PIN proteinov indukuju bazalnu
polarizaciu PIN proteinov (Friml et al., 2004; Michniewicz et al., 2007; Huang et al.,
2010; Zhang et al., 2010).

Miera fosforylacie PIN proteinov zaroven ovplyviiuje ich senzitivitu
Kk cytokininom, ktora koreluje so stuptiom fosforylacie PIN proteinov, pricom
S0 zvysujucim sa stupnom fosforyldcie PIN1 proteinov sa ich citlivost’ k cytokininom
znizuje. Cytokininy zvysSuju vyprazdnenie PIN1 proteinov zo Specifickych polarnych
domén cytoplazmatickej membrany, ¢im reorganizuju PIN1 bunkovt lokalizaciu, a tym
priamo reguluju smerovanie auxinového toku. Miera senzitivity PIN proteinov
K cytokininom primarne zavisi viac na PIN polarnej lokalizacii, nez na type bunky
v ramci rastlinného pletiva alebo vyvojovom kontexte. V bunkach korenia arabovky
(Arabidopsis thaliana L.) dochadza v dosledku posobenia cytokininov k znizovaniu
mnozstva PIN1 proteinov lokalizovanych na bazélnej, ale nie na apikalnej strane
membrany, ¢im cytokininy selektivne podporuji degradaciu PIN1 proteinov z bazalnej
strany cytoplazmatickej membrany. U mutantnych linii, u ktorych je zvysSena
fosforylacia PIN1 proteinov, a tym padom aj apikdlna lokalizacia, je degradacia PINI

proteinov menej senzitivna k cytokininom (Marhavy et al., 2014).

Zapojenie ARF-GEF GNOM v poldrnom recyklovani PIN proteinov

GNOM (GN) koduje brefeldin A (BFA) senzitivne guanin-nuklotidové vymenné faktory
(GEF) pre GTPazy ARF triedy, ktoré zabezpecujii formovanie exocytickych vezikul
na endozomoch, nevyhnutnych pri implementacii PIN1 proteinov predovsetkym
na bazalnej strane cytoplazmatickej membrany (Steinmann et al., 1999; Geldner et al.,
2003; Vieten et al.,, 2007). GNOM proteiny sa vyskytuju na cytoplazmatickej
membrane i vV endozomoch (Steinmann et al., 1999; Geldner et al., 2003) a vyskytuju sa

Vv blizkosti PIN proteinov. Transcytéza PIN proteinov zévisla na GNOM regulécii je
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kla¢ova pre skoru bunkovi polarizaciu. Genetickym potlatenim ARF-GEF aktivity
alebo chemickou inhibiciou hubovym brefeldinom A (BFA), ktory je inhibitorom
pre GNOM (Steinmann et al., 1999), dochadza k blokovaniu konstitutivneho cyklovania
PIN proteinov. Tymto je tiez inhibovany kI'aiCovy krok transportu auxinu, ktory je
predpokladom pre rychle zmeny v PIN proteinovej lokalizacii (Geldner et al., 2001,
Friml et al., 2003).

Spravna funkcia GNOM je klucova predovsetkym pre bazélne zacielenie PIN
proteinov, vzhl'adom na to, Ze apikalne sprostredkované smerovanie je ugnom
mutantnym linii vyznamne menej ovplyvnené (Kleine-Vehn et al., 2008). Podobne nie
je ugnom mutantnych linii ovplyvnené ani apikalne zacielenic AUXI proteinov
potrebnych pre transport auxinu do bunky (Dharmasiri et al., 2006; Kleine-Vehn et al.,
2006). Zatial ¢o po oSetreni buniek brefeldinom A sa AUX1 akumuluje v BFA-
kompartmentoch, ¢o znamend, ze pre transport AUXI1 proteinov na cytoplazmatickll
membranu je potrebna ARF-GEF draha senzitivna k BFA, avSak nezavisla na GNOM
(Grebe et al., 2002; Fischer et al., 2006; Kleine-Vehn et al., 2006).

Kompozicia membranovych lipidov

Dalsim faktorom zuéastiujicim sa  kontroly lokalizacie PIN  proteinov
na cytoplazmatickej membrane st STEROL METHYLTRANSFERASE1 (SMT1)
transferaza a CYCLOPROPYLSTEROL ISOMERASEI (CPIl) izomeraza, ktoré su
potrebné pre syntézu hlavnych membranovych sterolov. Prave kompozicia sterolov
Vv cytoplazmaticke] membrane ma dolezZity vyznam pri urovani PIN polarity. Mutantné
jedince stml acpil vykazuju poruchy v bunkovej polarnej lokalizacii PIN proteinov,
distribtcii auxinu a naslednom, auxinom regulovanom vyvoji (Willemsen et al., 2003,;

Men et al., 2008; Carland et al., 2010).

3.2.9 ABCB transportné proteiny

Rodina rastlinnych ATP-binding cassette (ABC) transportnych proteinov tvori
najvacsiu skupinu membranovych transportérov, ktorej jednotlivy ¢lenovia mézu byt
zapojeny do procesov, akymi st rezistencia vo¢i chorobam ¢i transport rozli¢nych
substratov. VSeobecne st ABC transportné proteiny spojené s pohybom rdéznych malych
molekul, zivin a xenobiotik. Mala podtrieda ABC rodiny, ABC-B/multidrug
resistance/P-glycoprotein (ABCB/MDR/PGP) zahriuje 21 ¢lenov, z ktorych najmenej
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pat je spojenych s transportom auxinu alebo auxinovymi derivatmi. U ardbovky
Thalovej (Arabidopsis thaliana L.) je tato podtrieda, v suvislosti so zapojenim
do auxinového transportu, najlepSie reprezentovani ABCB1, ABCB4 a ABCB19
proteinmi (Noh et al., 2001; Multani et al., 2003; Geisler et al., 2005; Cho et al.,
2007b), pricom sa aj ABCB14 a ABCBI5 proteiny pravdepodobne podielaju
na transporte auxinu (Titapiwatanakun a Murphy, 2009). V rastlinnych bunkach tito
zastupcovia ABCB proteinov funguju predovsetkym ako prenasace auxinu von z bunky
(Geisler et al., 2005; Cho et al., 2007b; Kubes et al., 2012).

ABCB proteiny, podobne ako aj PIN proteiny, sa priamo podiel’aju na transporte
auxinu z bunky. Aktivita PIN1 proteinu vSak nie je vyhradne zavisla na funkcii ABCB
proteinov, ¢o viedlo k zaveru, ze PIN a ABCB tvoria dva odlisné transportné systémy
(Petrasek et al., 2006; Sieberer et al., 2006; Mravec et al., 2008). Stuc¢asne napriklad
ABCB19 moze ovplyvilovat =zacielovanie PIN1 proteinu na cytoplazmaticku
membranu a zarovenn stabilizovat’ PIN1 protein v mikrodoménach cytoplazmaticke;j
membrany (Titapiwatanakun et al., 2009).

Auxin transportujuice ABCB proteiny su na cytoplazmatickej membrane
konzistentne lokalizované predovsetkym nepolarnym spdsobom, aj ked’ v urcitych
bunkach moéze byt lokalizacia ABCB transportérov aj polarna (Geisler et al., 2005;
Blakeslee et al., 2007; Cho et al., 2007b, 2012; Mravec et al., 2008). Vdaka primarne
nepolarnemu vyskytu méZzu ABCB auxin transportujice proteiny kontrolovat’ mnoZstvo
auxinu dostupné pre jeho polarny transport sprostredkovany PIN proteinmi (Mravec
et al., 2008). Medzi ABCB a PIN proteinmi pritom moze dochadzat’ k priamej interakcii
Vv koordinacii polarneho auxinového transportu (Blakeslee et al., 2007), pricom tato
interakcia je dolezitd v embryogenéze rovnako ako aj v organogenéze (Mravec et al.,
2008).

Funkcia ABCB proteinov mdze byt inhibovana napriklad inhibitorom transportu
auxinu kyselinou 1-N-naftylftalamovou (NPA), avSak na rozdiel od PIN proteinov st
ABCB proteiny k inhibicii NPA menej senzitivne (Sieberer et al., 2006). V porovnani
SPIN proteinmi, ktoré maji dynamicky udrziavané cyklovanie, st nepolarne
lokalizované ABCB proteiny, ktoré naopak nevyzaduju aktivne recyklovanie,
rezistentné vocCi posobeniu inhibitoru brefeldinu A (BFA) (Geisler et al., 2005; Cho
etal., 2012).
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3.2.10 Inhibitory polarneho transportu auxinu

Inhibitory polarneho transportu auxinu predstavuji nenahraditelny ndstroj,
prostrednictvom ktorého je mozné sledovat’ prave tUlohu a ddlezitost’ polarneho
transportu auxinu v regulécii rastu a vyvoja rastlin.

Exogénna aplikacia latok inhibujicich bud’ vstup auxinu do bunky alebo jeho
vystup z bunky vedie K interferencii inhibitorov s auxinovou distribuciou. Tymto je
polarny transport silne inhibovany, v désledku ¢oho dochddza k réznym rastovym
a vyvojovym abnormalitam (Horton, 1993; Scanlon, 2003; Elhiti a Stasolla, 2011;
Amijima et al., 2014). Inhibitory polarneho transportu auxinu pritom primarne
nespdsobuju zmeny v zdkladnej bunkovej ultrastruktire aich efekt je tiez uplne
reverzibilny (Dhonukshe et al., 2008).

Transport auxinu do bunky moéze byt Specificky blokovany kyselinou
1-naftoxyoctovou (1-NOA), kyselinou 2- naftoxyoctovou (2-NOA) alebo kyselinou
3-chloro-4-hydroxyfenyloctovou (CHPAA) (Parry et al., 2001; Yang et al., 2006).
Kyselina 2,3,5-trijodbenzoova (TIBA), kyselina 1-N-naftylftalamova (NPA) ¢i
brefeldin A (BFA) spdsobuju inhibiciu transportu auxinu von z bunky, pricom vystup
auxinu z bunky naruSuju bez toho, aby priamo interagovali so samotnymi prenaSacmi

(Geldner et al., 2001; Kleine-Vehn et al., 2006).

Kyselina 1-N-naftylftalamovd

Kyselina 1-N-naftylftalamova (NPA) je klasifikovana ako synteticky fytotropin, ktory
silne inhibuje rast rastlin (Morgan, 1964; Katekar a Geissler, 1980) na zéiklade
efektivnej redukcie transportu auxinu v nadzemnej cCasti rastliny 1V koreni (Benkova
et al., 2003; Bhalerao et al., 2002; Casimiro et al., 2003).

NPA sa s vysokou afinitou viaze na Specifické miesto asociované s aktinovym
cytoskeletom, lokalizované na cytoplazmatickej membrane, tvorené¢ NPA-vizbovym
periférnym membranovym proteinom (Bernasconi et al., 1996; Muday a DeLong, 2001;
Muday a Murphy, 2002). NPA touto vdzbou spdsobuje akumulaciu auxinu v bunke
v dosledku blokovania jeho vystupu z bunky, ktory je sprostredkovany predovsetkym
PIN proteinmi (Petrasek et al., 2002; Paciorek et al., 2005). Pritom sa vSak predpoklada,
7ze PIN proteiny nefunguju ako vlastné NPA-vidzbové proteiny (Rojas-Pierce et al.,
2007, Kim et al., 2010), vzhl'adom na to, Ze auxinovy transportny komplex pre vystup

auxinu von zbunky je pravdepodobne zloZzeny znajmenej dvoch proteinov:
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integralneho membranového transportného proteinu a NPA-vézbovej regulacnej
podjednotky (Michalke et al., 1992; Cox a Muday, 1994; Bernasconi et al., 1996).
Auxinovy transport pritom moéze byt inhibovany napriklad u koleoptile kukurice (Zea
mays L.) uz v priebehu 1 mintaty od aplikacie NPA (Thomson et al., 1973).

Aplikacia NPA vedie k podobnému fenotypu ako strata funkcie PIN1 génu u pin
mutantnych rastlin arabovky Thalovej (Arabidopsis thaliana L.) (Okada et al., 1991),
na zéklade coho bolo navrhované, Zze NPA blokuje polarny transport auxinu
ovplyvilovanim zaciel'ovania vezikal a cyklovania auxinovych transportnych proteinov
ako je prave PIN1 (Geldner et al., 2001). NPA inhibuje internalizaciu proteinov
lokalizovanych na cytoplazmatickej membrane, aj ked’ NPA cyklovanie PIN1 proteinov
neovplyviiuje priamo (Geldner et al., 2001; Petrasek et al., 2003) a na rozdiel od TIBA,
NPA neovplyviiuje endoplazmatické retikulum, aktinovy cytoskelet bunky, a primarne
ani na mikrotubuly (Petrasek et al., 2003; Dhonukshe et al., 2008).

AvsSak okrem PIN transportného auxinového mechanizmu ovplyviiuje NPA
Ciastoéne aj vystup auxinu z bunky sprostredkovany ABCB proteinmi (Mravec et al.,
2008), vzhl'adom na to, ze ABCB1 a ABCB19 boli tiez identifikované ako ciel'ové
proteiny pre NPA (Geisler et al., 2005; Rojas-Pierce et al., 2007; Nagashima et al.,
2008; Kim et al., 2010).

Na zéklade naruSenej distribucie auxinu vznikaji urastlin ako nasledok
aplikacie NPA vyznamné embryondlne abnormality, ako je napriklad neurcita
apikalno-bazalna os (Friml et al., 2003). Podobne st aplikaciou NPA narusené aj
vyvojoveé procesy na postembryondlnej urovni, kedy dochédza k zabraneniu bunkového
delenia alebo diferenciacii xylémovych elementov (Yoshida et al., 2009) ¢i inhibicii
gravitropickej odpovede korena a blokovaniu d’alsich fyziologickych aspektov rastlin
kontrolovanych polarnym transportom auxinu (Thomson et al., 1973; Burton et al.,
2008; Kim et al., 2010).

Kyselina 2,3,5-trijodbenzoovd (TIBA)

Kyselina 2,3,5-trijodbenzoova (TIBA) ako inhibitor polarneho transportu auxinu
(Morris et al., 1973; Katekar a Geissler, 1980) zabranuje na jednej strane internalizacii
PIN1 proteinov lokalizovanych na cytoplazmatickej membrdne a na strane druhej
inhibuje zaciel'ovanie internalizovanych PIN1 proteinov na cytoplazmatickii membranu

(Geldner et al., 2001). Pohyb vezikul obsahujucich PIN1 proteiny je blokovany ako
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nasledok stabilizacie aktinovych filament, pricom TIBA pravdepodobne pdsobi
na faktor stabilizujci aktin alebo inaktivuje aktinovy depolymerizacny faktor. Tymto
TIBA vyznamne narusuje bunkovi dynamiku a pohyb vezikil s PIN1 proteinmi,
v dosledku ¢oho dochadza k redukcii odtoku auxinu z bunky (Dhonukshe et al., 2008).
Aplikacia TIBA stcasne okrem konstitutivnej endocyklézy a zacielovania PIN1
proteinov na membranu blokuje aj subcelularne zacielovanie AUX1 proteinov. Prave
subcelularne cyklovanie AUXI1 proteinu zavislé na aktinovom cytoskelete je vyrazne
citlivejSie k posobeniu TIBA nez endocykléza PIN1 proteinu (Kleine-Vehn et al.,
2006).

Zaroven sa predpoklada, ze TIBA sa viaze k odliSnému receptorovému miestu
nez NPA, vzhl'adom na to, ze TIBA nesut'azi s NPA 0 Specifické NPA-vizbové miesto,
¢o znamena pravdepodobnu existenciu roznych vézobnych miest pre rézne triedy
inhibitorov polarneho transportu auxinu (Sussman a Goldsmith, 1981).

Rovanko ako aplikacia inych inhibitorov transportu auxinu, tak aj aplikacia
TIBA vedie kblokovaniu mnohych fyziologickych prejavov a odpovedi u rastlin
regulovanych polarne transportovanym auxinom (Thomson et al., 1973; Liu et al.,
1993; Fujita a Syono, 1997), pricom TIBA, podobne ako NPA inhibuje auxinovy
transport vel'mi rychlo po aplikacii, uz v priebehu 1-20 mintt (Thomson et al., 1973).

Brefeldin A

Fungalny toxin brefeldin A (BFA) inhibuje aktivitu ARF-GEF GNOM faktoru,
na ktorom je zavislé subcelularne cyklovanie a endocyt6za PIN proteinov smerom
Kk bazalnej strane cytoplazmatickej membrany korefiovych buniek. Pdsobenie BFA
vedie K vytrateniu PIN1 proteinov z cytoplazmatickej membrany a ich intracelularne;
akumulacii v tzv. BFA-kompartmentoch, pricom tento efekt brefeldinu A je
reverzibilny (Steinmann et al., 1999; Geldner et al., 2001; Geldner et al., 2003;
Paciorek et al., 2005; Kleine-Vehn et al., 2008).

Distribucia a zacielovanie AUXI1 proteinu na cytoplazmaticki membranu je
na rozdiel od PIN1 proteinu BFA-insenzitivne (Kleine-Vehn et al., 2006). Aj ked je
pre subcelularnu dynamiku translokdcie AUXI1 proteinu tiez potrebnd aktivita BFA-
senzitivneho ARF-GEF faktoru (Grebe et al., 2002), vzhl'adom na to, ze sa AUXI1
protein tiez reverzibilne agreguje v BFA kompartmentoch, nie je translokacia AUX1
zavisla na funkcii GNOM faktore (Kleine-Vehn et al., 2006).
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Aplikacia brefeldinu A dokaze viest k velmi rychlej akumulacii IAA v bunke
(Delbarre et al., 1998; Morris a Robinson, 1998). Rovnako ako TIBA, tak ani v pripade
BFA nedochadza k vizbe k $pecifickému NPA-vizbovému miestu, ¢o poskytuje d’alsi
dokaz o tom, ze NPA-vizbovy protein je odliSny protein od proteinu zabezpecujuceho

transport auxinu z bunky (Robinson et al., 1999).

Centralna tloha v procese apikalnej dominancie je pripisovand horménu auxinu. Aj ked’
je jeho funkcia v regulécii stonkového vetvenia kI'icova, auxin je nedeliteInou stcast’ou
celého komplexu vzdjomne interagujicich prvkov kontrolujucich tento proces,

zahrnujuci predovsetkym d’alSie rastlinné hormoény cytokininy a strigolaktony.

3.3 Cytokininy

Izolaciou aktivnej substancie v roku 1955 (Miller et al., 1955), pomenovanou kinetin
anaslednou identifikaciou trans-zeatinu (Letham, 1963) bola objavend d’alSia trieda
rastlinnych hormoénov — cytokininov, nazvanych podla ich schopnosti podporovat
cytokinézu.

Cytokininy st fytohormoény odvodené od adeninu s postrannym retazcom
v polohe NO. Prirodzene sa vyskytujlice cytokininy st vseobecne rozdel'ované do dvoch
tried podla typu postranného retazca na izoprenoidné a na aromatické, ktoré su
v rastlinach vzacnejSie (obr. 3) (Strnad et al., 1997; Mok a Mok, 2001). Izoprenoidné
cytokininy, ktoré sa v rastlindich vyskytuju castejSie, sa rozdeluju na dva typy -
izopentenyladeninovy typ, ktory ma v polohe N® adeninu izopentenylovy postranny
retazec, a zeatinovy typ, s hydroxylovanym izopentenylovym postrannym retazcom
v polohe N® adeninu (obr. 4). Vlastna aktivita trans-zeatinu (tZ) a cis-zeatinu (cZ) je
pritom ovplyviiovanad poziciou hydroxylovej skupiny, pricom tZ sa vyznacuje

vyznamne vysSou biologickou aktivitou nez ¢Z (Letham et al., 1983).

OH OH
N
Ty Y C LY
e - v
benzyladenin orto-topolin meta-topolin
(BA) (oT) (mT)
Obr. 3: Chemicka Strukttira vybranych aromatickych cytokininov.
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Obr. 4: Chemicka §trukttira vybranych izoprenoidnych cytokininov.

Cytokininy sa v rastlinach vyskytuju vo forme volnych bdz, ribozidov alebo
ribotidov. Za biologicky aktivne su povazované predovsetkym volné bazy, ktoré
narozdiel od cytokininovych konjugatov ribozidov aribotidov vykazuji vysSiu
schopnost’ priamej vdzby na cytokininovy receptor (Yamada et al., 2001; Spichal et al.,
2004; Romanov et al., 2006). Medzi syntetické cytokininy sa zarad'uje napriklad
difenylmocovina ajej derivaty, napriklad thidiazuron (TDZ), ktoré vykazuji
cytokininov aktivitu (Thomas a Katterman, 1986; Mok a Mok, 2001).

Cytokininy maji kIicova ulohu v regulacii proliferacie a diferencidcie
rastlinnych buniek, reguluju v rastlindich mnoho vyvojovych a rastovych procesov ako
je oddalovanie senescencie (Gan a Amasino, 1995), kontrola rovnovdhy medzi
nadzemnou a podzemnou ¢astou rastliny (Werner et al., 2001; Werner et al., 2003),

a tiez su zapojené do procesu apikalnej dominancie (Cline, 1991; Kalousek et al., 2010).

3.3.1 Metabolizmus cytokininov v rastlinach

Biosyntéza cytokininov

KTItaéovu ulohu v biosyntéze cytokininov ma enzym koédovany génom ISOPENTENYL
TRANSFERASE (IPT), ktory katalyzuje prenos izopentenylu z dimetylallyldifosfatu
(DMAPP) na N® poziciu adenosin-5-fosfatu (AMP, ADP alebo ATP). Na rozdiel
od niektorych fytopatogénnych mikroorganizmov (napr. Agrobacterium tumefaciens),
u ktorych je hlavnym akceptorom izopentenylu AMP (Sakakibara, 2006), u vysSich
rastlin (napr. Arabidopsis thaliana L.) IPT katalyzuje prenos izopentenylu
predovsetkym na ADP a ATP (Takei et al., 2001). Prave u arabovky Thalovej
(Arabidopsis thaliana L.) moze byt enzym IPT kodovany deviatimi génmi z génovej
rodiny ISOPENTENYL TRANSFERASE (AtIPT1-9 ) (Kakimoto, 2001; Takei et al.,
2001; Sun et al., 2003).
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Dalsim spdsobom biosyntézy izoprenoidnych cytokininov u rastlin je tRNA
prenylacia adeninu katalyzovand enzymom tRNA-izopentenyltransferdzou na 3~ konci
antikodonu (Golovko et al., 2002), pricom u arabovky (Arabidopsis thaliana L.) moze
byt tRNA-IPT kodovana dvomi génmi AtIPT2 a AtIPT9 (Miyawaki et al., 2006).

Konjugdcia a degraddcia cytokininov

Metabolizmus cytokininov je klasifikovany do dvoch skupin, z ktorych prva suvisi
s adeninovym kruhom a druha s postrannym retazcom. Dynamické uvoliiovanie
najaktivnejsich foriem cytokininov - ich volnych baz, prostrednictvom enzymatickej
aktivity z nukleozidovych ¢i nukleotidovych foriem, ako aj ich opdtovné vytvaranie
predstavuje doleziti sucast’ udrziavania potrebnej hladiny aktivnych cytokininov
Vv rastlinnych bunkach (Allen et al., 2002).

Hladina aktivnych cytokininov moéze byt dalej regulovana vytvaranim
konjugatov (N- alebo O-glukozidov). V procese N-glykozilacie s ireverzibilne
formované biologicky neaktivne formy cytokininov, s vynimkou ciasto¢ne aktivnych
N3-glukozidov. Naopak proces O-glykozilacie je reverzibilny, pricom deglykozilacia je

katalyzovana enzymom B-glukozidazou (Brzobohaty et al., 1993).

Hladina cytokininov v rastlindch

Vseobecne je biosyntéza a homeostaza cytokininov kontrolovand internymi a externymi
faktormi. Medzi tieto faktory patri pletivovo a organovo Specifickd reguldcia expresie
IPT génov, reguldcia expresie kI'icovych génov pre metabolizmus cytokininov d’als§imi
rastlinnymi horménmi - auxinom a Kyselinou abscisovou alebo regulacia v zavislosti
na dostupnosti zivin (Miyawaki et al., 2004; Takei et al., 2004).

Homeostaza aktivnych cytokininov v rastlinnych bunkéich je determinovana
pomerom medzi uvolfiovanim cytokininovych bdz z konjugovanych foriem,
degradaciou cytokininov a inaktivujicou konjugéciou. Cytokininova
oxidaza/dehydrogenaza (CYTOKININ OXIDASE/DEHYDROGENASE; CKX)
katalyzuje irevezibilnu degradaciu odstiepenim postranného retazca (Schmiilling et al.,
2003; Galuszka et al., 2004), zatial ¢o glykosyltransferazy inaktivuju cytokininy
glykozilaciou (Hou et al., 2004).
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Transport cytokininov v rastlindch

Cytokininy st syntetizované bud’ v koreni, z ktorého sa pohybuju v ramci apikalno-
bazalnej osi rastliny akropetdlne do stonky xylémom (Bangerth, 1994) alebo su
syntetizované lokdlne, pricom hlavnym subcelularnym kompartmentom biosyntézy
cytokininov sprostredkovanej IPT st plastidy (Faiss et al., 1997; Schmiilling, 2002;
Kasahara et al., 2004).

Vzhl'adom na to, Ze biosyntéza cytokininov katalyzovana IPT je bunkovo
a pletivovo Specificka, je potrebné, aby boli cytokininy transportované na cielové
miesto bud’ difuziou alebo selektivnym transportnym systémom. Predstava selektivneho
transportu vychadza z poznatkov, ze rastlinné bunky s schopné prijimat’ cytokininové
bazy a nukleozidy, rovnako ako aj akumulovat’ tZ-typ a iP-typ cytokininov v xyléme
a floéme (Lejeune et al., 1994; Biirkle et al., 2003; Corbesier et al., 2003).

U arabovky Thalovej (Arabidopsis thaliana L.) boli identifikované dva gény
AtPUP1 a AtPUP2 koédujuce purinové permedzy, ktoré sprostredkovéavaji transport
cytokininovych baz (Gillissen et al., 2000; Biirkle et al., 2003).

NajcastejSim typom cytokininu vyskytujicim sa v xyléme je tZR (Beck
aWagner, 1994; Lejeune et al.,, 1994), zatial Co listové exsudaty obsahuju

predovsetkym iP-typ cytokininov (Corbesier et al., 2003).

3.4 Strigolaktony

Strigolaktony, ako sekundarne metabolity predstavujii novy typ rastlinnych hormoénov,
ktoré¢ maji vyznam ako stimulatory klicenia parazitickych rastlin zahriiujacich rody
Striga, Orobanche, Alectra a Phelipanche (Xie et al., 2010). Prvy prirodzene sa
vyskytujlci strigolakton, strigol, stimulujici kli¢enie parazitickej rastliny Striga
lutea L., bol prvy krat izolovany z korenového exsudatu baviniku (Cook et al., 1966).
Nasledne bolo zistené, ze strigolaktony st produkované a exsudované predovSetkym
prave korefimi v Sirokom spektre druhov rastlin (Kohlen et al., 2011; Delaux et al.,
2012; Yoneyama et al., 2013). Okrem toho bola aktivita strigolaktonov tiez zistena
vramci dalSich interakcii rastlin - stimulujd hyfalne vetvenie symbiotickych
arbuskularnych mykorhizalnych hub (Xie et al., 2010) apodporuji symbiotické
interakcie medzi rastlinami a baktériami rodu Rhizobium (Soto et al., 2010; Foo
a Davies, 2011).
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Dalgiu ulohu, ktort strigolaktony ako rastlinné hormény maju je regulacia
stonkového vetvenia. Tato funkcia bola prvy krat zistena na zaklade sledovania
prenosného signalu u mutantnych rastlin so zvySenym vetviacim fenotypom (Beveridge
et al., 1997b; Stirnberg et al., 2002). Len nedavno bol tento novy signal definovany ako
strigolakton, ¢o potvrdilo, ze strigolaktony su endogénne reguldtory rastu avyvoja
rastlin (Gomez-Roldan et al., 2008; Umehara et al., 2008).

Dalsie funkcie, ktoré strigolaktony maji st kontrola sekundarneho rastu kambia
(Agusti et al., 2011), utvaranie koretiovej architektary (Ruyter-Spira et al., 2011),
formovanie adventivnych korenov (Rasmussen et al., 2012) ¢i regulacia vyvoja listov
(Beveridge et al., 1996; Snowden et al., 2005). Viacsina tychto vplyvov strigolaktonu
narast a vyvoj rastlin je spojend s procesmi zavislymi na ¢innosti auxinu (Shinohara

etal., 2013).

3.4.1 Biosyntéza strigolaktonu

Prirodzene sa vyskytujuce strigolaktony st zli€eniny pozostavajice z butenolidového
kruhu (kruh D) spojeného enol-étherovym mostikom s menej konzervovanou
sekundarnou cast'ou. Prave na zdklade sekundéarnej Casti su strigolaktony rozdel'ované
do dvoch skupin na: (a) tricyklické laktony s ABC kruhom zahriiujice zli€eniny ako je
strigol a orobanchol a (b) strigolaktony bez tricyklického laktonového kruhu ako je
napriklad karlakton (Ueno et al., 2011; Xie et al., 2013) (obr. 5).

0.,

5D i, =0 " 0
Qo | 0 ng
5-deoxystrigol 4-deoxyorobanchol karlakton

O4, 0O s 0) ,, O,
strigol orobanchol GR24

Obr. 5: Struktira strigolaktonov strigolového, orobancholového a karlaktonového typu.
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Na zaklade izolacie mutantnych rastlin ramosus (rms) u hrachu (Pisum sativum L.),
more axillary growth (max) u arabovky Thalovej (Arabidopsis thaliana L.), dwarf
(d)/high tillering dwarf (htd) u ryze (Oriza sativa L.) a decreased apical dominance
(dad) u peptanie (Petunia hybrida L.), ktoré vykazuji zvySeny pocet lateralnych
stonkovych vyhonov a trpasli¢i vzrast, boli identifikované gény MAX, RMS, D a DAD
(tab. 1), kédujice enzymy zapojené do biosyntézy strigolaktonov (Beveridge et al.,
1996, 1997; Sorefan et al., 2003; Brooker et al., 2004, 2005; Zou et al., 2005, 2006;
Brewer et al., 2013; Ruyter-Spira et al., 2013) (tab. 1).

Tab. 1: Prehl'ad génov kodujucich enzymy zapojené do biosyntézy strigolaktonu (upravené podl'a
Al-Babili a Bouwmeester, 2015).

Nazov génu
Funkeia proteinu arabovka hrach ryza pettinia
9-cis/trans-p-karoténova i i
izomeraza AtD27 D27
Karotenoidy Stiepiaca
dioxygenaza 7 (CCD7) MAX3 RMS5 HTD1/D17 DAD3
Karotenoidy Stiepiaca
dioxygenaza 8 (CCDS) MAX4 RMS1 D10 DAD1
Cytochrém P450, ) )
cytochréom 711 (CYP711) MAX1 PhMAX1

Strigolaktony st v rastlinach odvodené od karotenoidovych prekurzorov
(Matusova et al., 2005) prostrednictvom aktivity niekolkych enzymov, zahriujuc
karotenoidovti izomerazu (DWARF27; D27) a dve, karotenoidy S$tiepiace dioxygenazy
(CCD; CCD7 (MAX3, RMS5, D17/HTD1) a CCD8 (MAX4, RMSI1, D10)), ¢innostou
ktorych vznika produkt nazvany karlakton (Lin et al., 2009; Alder et al., 2012).
Naslednt kI'icovu premenu karlaktonu na aktivne strigolaktony katalyzuje d’alsi enzym,
pravdepodobne cytochrom P450 monooxygenaza, cytochrom 711 (CYP711) kédovany
u arabovky Thalovej (Arabidopsis thaliana L.) génom MAX1 (Booker et al., 2005;
Waters et al., 2012; Seto et al., 2014).

V stcasnej dobe je znamych viacero strigolaktonovych analogov s biologickou
aktivitou (Prandi et al., 2011; Zwanenburg a Pospisil, 2013). NajznamejSim
syntetickym a biologicky aktivnym strigolaktonom je GR24 (Gomez-Roldan et al.,
2008; Umehara et al., 2008).
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3.4.2 Transport strigolaktonu

Strigolaktony st v rastlinach syntetizované predovsetkym v korenioch (Sorefan et al.,
2003; Bainbridge et al., 2005; Brooker et al., 2005) a suc¢asne mézu byt produkované aj
v Casti stonky (Morris et al., 2001). Nasledne moézu byt strigolaktony z korena
Vv rastlinach transportované aktivne (Kretzschmar et al., 2012) akropetalne,
do nadzemnej casti rastliny, ¢o bolo potvrdené na zaklade pritomnosti niektorych
znamych strigolaktonov, predovsetkym orobancholu v xylémovej S$tave arabovky
Thalovej (Arabidopsis thaliana L.) a rajc¢iaku jedlého (Solanum lycopersicum L.).
Prostrednictvom tychto experimentov s vrublovanymi mutantnymi rastlinami
a rastlinami Standardného typu bola tiez demonstrovand inhibicia stonkového vetvenia
u strigolakton-deficientnych vrabl'ov navriblovanych na koreni Standardného typu, ¢o
opat’ poukazuje na transport strigolaktonov alebo strigolaktonovych derivatov z korena
do stonky (Kohlen et al., 2011, Kohlen et al., 2012).

Okrem strigolaktonov transportovanych z korena do stonky je pravdepodobne
rovnakym sposobom ako strigolaktony translokovany aj intermediat karlakton,
vznikajiici v biosyntetickom kroku dréhy strigolaktonu katalyzovanom enzymom
MAX4. Toto ukézali experimenty, v ktorych koren resp. podzemna cast’ mutantnej
rastliny max1 je schopna zvratit' vetviaci fenotyp navrublovanych nadzemnych casti
mutantnych rastlin max3 a max4 (Brooker, et al., 2005). Tieto zistenia boli potvrdené
stanovenim lokalizacie transkriptov biosyntetického génu MAX4 u arabovky
(Arabidopsis thaliana L.), ktory vykazuje vysoku hladinu expresie v koreni, zatial' ¢o
expresia MAX4 v pletivach v oblasti axilarnych pupenov je nizka a V pupenoch
samotnych nedetekovatel'na (Sorefan et al., 2003; Bainbridge et al., 2005). Naopak
expresia génu MAX1 dosahuje vysokych hladin predovsetkym v axilarnych oblastiach
listov a kvetov a v pletivach asociovanych s vaskulatirou. Expresia génu MAX1 je
detekovatel'na v koreni len v centralnom valci nad zonou diferenciacie, ¢o je v sulade
s konceptom, podl'a ktorého ma MAX1 tlohu mobilného substratu transportované¢ho
cez xylém (Brooker, et al., 2005).

Okrem transportu strigolaktonov z korenia do nadzemne;j Casti rastliny mozu byt
tiez strigolaktony uvolfiované v ramci aktivneho transportného procesu do rhizosféry,
kde pdsobia ako faktory podporujuce symbiotické interakcie s arbuskularnymi

mykorhizalnymi hubami napr. s Glomus intraradices (Kretzschmar et al., 2012).
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3.5 Apikalna dominancia

Vyvoj rastlin zavisi na aktivite stonkového apikalneho meristému, ktory je lokalizovany
na vrchu stonkovej osi — stonkovy apex. Rast nadzemnej Casti rastliny sa deje ako
dosledok kontinualnej aktivity stonkového apikalneho meristému. Tento postupne
produkuje zdkladné funkéné jednotky pozostavajice zo stonkovych segmentov
S pridruzenymi listami a axilarnymi meristémami, ktoré st polozené v uzl'abi listov.
Miesto pripojenia listu k hlavnej stonke sa oznacuje ako nod a internodium je usek
stonky medzi jednotlivymi nddmi (obr. 6). Axilarne meristémy st sekundarne stonkové
apikdlne meristémy srovnakym vyvojovym potencidlom ako primarne stonkové
meristémy. Axildrny meristém sa postupne vyvija na axilarne pupene, ktoré¢ mozu bud’
zostat' v dormancii alebo sa mozu stat’ aktivnymi - vyrastat’ a vytvarat’ vyhony. Proces,
v ktorom st axilarne meristémy formované a aktivované sa oznacuje ako stonkové
vetvenie. Stonkové vetvenie, a tym aj vysledna architektira rastliny su determinované
prave frekvenciou aktivacie sekundarnych meristémov, kontrolou vyrastania axilarnych
pupenov, rovnako ako aj naslednou dynamikou rastu laterdlneho vyhonu. Tieto
zakladné parametre sa moézu menit’ v zavislosti na druhu rastliny a genetickej
predispozicii, atiez moézu byt charakteristicky modifikované v priebehu odpovedi
k okolitym environmentalnym podmienkam. KIa¢ovym faktorom pocas tychto
modifikécii je aktivita axilarnych pupeniov, priCom stonkové vetvenie je potlaCované
alebo aspon redukované stonkovym apexom prostrednictvom komplexného regulacného
systému nazvaného apikdlna dominancia (Dostal, 1908; Sebanek, 1971; Stafstrom
a Sussex, 1988; Cline, 1991; Prochazka a Truska, 1999; Shimizu-Sato a Mori, 2001,
Sussex a Kerk, 2001; Bennett a Leyser, 2006).
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Obr. 6: Architektara dvojkli¢nolistove;j rastliny (upravené podl'a Teichmann a Muhr, 2015).

Existencia a zdkladné principy apikalnej dominancie boli demons$trované
klasickymi fyziologickymi experimentami na zaklade odstranenia stonkového apexu
dekapitaciou, ktoré¢ vedie prave k aktivacii a vyrastaniu axilarnych pupenov (Snow,
1929; Thimann a Skoog, 1933). Termin apikalna dominancia oznacuje fyziologicky
proces vyvojovej koreldcie rastlin, v ktorom stonkovy apex kontroluje vyrastanie
lateralnych pupenov (Cline, 1997). V pripade, Ze je u niektorych druhov rastlin apex
stonky odstraneny alebo inhibovany, jeden alebo viac axildrnych pupenov je
uvolnenych z vplyvu apikélnej dominancie a zacnu vyrastat’ (Hillman, 1984). Nasledne,
uz niekol’ko hodin po dekapitacii, sa dizka aktivovaného axilarneho pupetia zviésuje,
postupne dochadza k jeho elongacii a vyvoju na laterdlny vyhon (Tamas, 1987,
Turnbull et al., 1997). Tieto zmeny nastavaju v priebehu Styroch vyvojovych Stadii:
formovanie lateralneho pupentia (1. Stadium), inhibicia rastu axilarneho pupena
v dosledku pdsobenia apikalnej dominancie (2. Stddium), uvolnenie axilarneho pupena
po dekapitacii z apikalnej dominancie a iniciacia jeho rastu (3. Stadium), elongacia
axilarneho pupena a vyvoj lateralneho vyhonu (4. §tddium) (Cline, 1997).

Prechod kazdym S§tadiom je presne regulovany odliSnou ¢innost'ou rastlinnych
hormoénov, predovSetkym auxinov, cytokininov a strigolaktonov, ktorych zapojenie

do mechanizmu apikalnej dominancie bolo navrhované v postupne navrhovanych
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tedriach snaziacich sa objasnit’ podstatu tohto fyziologického procesu. Vzhl'adom na to,
ze dekapitaciou je apikalna dominancia najlepSie demons$trovana, predstavuje tento
experimentalny pristup vychodisko pre §tidium vyrastania axildrnych pupeniov a prave
na zaklade experimentov s dekapitovanymi rastlinami boli formulované klasické tedrie

0 podstate apikalnej dominancie.

3.5.1 Nutritivna tedria apikalnej dominancie

Podla jednej z prvych tedrii o apikalnej dominancii, ktord formuloval Goebel (1900),
dochadza medzi stonkovym apexom a axildrnymi pupefimi k sutaZzeniu o zékladné
nutricné latky. Stonkovy apex pritom v ramci nutritivnej tedrie predstavuje centrum,
ktoré pritahuje ziviny, ¢im su axilarne pupene v dosledku nedostupnosti tychto

vyzivnych latok oslabené a preto neschopné rastu.

3.5.2 Teodria priamej auxinovej inhibicie

Postupne bolo na zaklade d’al$ich experimentov s rastlinami hrachu (Pisum sativum L.)
predpovedané, ze nadvlada stonkového apexu moze byt sposobend nielen vplyvmi
nutriénymi, ale aj vplyvmi hormondlnymi (Dostal, 1908). Nasledne Thimann a Skoog
(1933, 1934) za pouzitia dekapitovanych rastlin a substancii aplikovanych namiesto
odstranené¢ho apexu demonstrovali, ze apikalna dominancia mé6ze byt’ sprostredkovana
rastlinnym horménom auxinom a vyslovili teériu priamej auxinovej inhibicie. V tejto
tedrii navrhuju, Ze auxin syntetizovany v stonkovom apexe je z neho transportovany
v hlavnej stonke bazipetalne Kk axilarnym pupeniom, do ktorych auxin vstupuje

a zabezpecuje ich inhibiciu rastu.

3.5.3 Teodria nepriamej auxinovej inhibicie

Dokaz o posobeni auxinu na dlhé vzdialenosti viedol v navrhu tedérie nepriame;j
auxinovej inhibicie, podla ktorej auxin inhibuje vyrastanie axildrnych pupenov tak, ze
reguluje produkciu tzv. ,,druhého posla®“, ktory je potom transportovany do axilarneho
pupeiia a zabraiiuje jeho vyrasteniu (Snow, 1937). Snow (1937) v tejto teorii navrhuje,
ze ,,druhym poslom* je latka rozdielna od auxinu, pdsobiaca na rast axildrnych pupenov

ako Specificky inhibitor, pred ktorej inhibicnym vplyvom je apex stonky bohaty
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na auxin chraneny tymto vlastnym auxinom, zatial ¢o axilarne pupene, na auxin

chudobnejsie, inhibi¢énému vplyvu ,,druhého posla“ podliehaji a nevyrastaju.

3.5.4 Nutri¢ne diverzna teoria

Teoriu nutricne diverznu prvy krat formuloval Went (1936). V tejto hypotéze, ktora
predstavovala modifikédciu tedrie nutricnej, navrhoval, ze latky vyzivné s prednostne
translokované do oblasti rastliny svysokou koncentraciou auxinu. Na rozdiel
od nutri¢nej teodrie, podl'a ktorej s Ziviny v rastline prepravované vyhradne v zavislosti
na koncentratnom gradiente, su ziviny podla teérie nutricne diverznej translokované
na zaklade fyziologickych efektov auxinu smerujucich tok metabolitov a zaroven

efektov odlisnych od tych, ktoré podporujucich rast.

3.5.5 Tedria o vaskularnych spojeniach

Na zéklade d’alSich experimentov s dekapitovanymi rastlinami bolo predpokladané, ze
inhibicia vyrastania axilarnych pupenov je spdsobend Uc¢inkom auxinu na vaskularne
spojenia medzi hlavnou stonkou a axilarnym pupeiiom (Van Overbeek, 1938).

Nasledne bolo zistené, Ze diferenciacia xylémovych elementov medzi axilarnym
pupeiiom a hlavnou stonkou je skutofne ovplyviiovana posobenim IAA, ¢im je
ovplyviiovana distribucia vyzivnych latok do pupena dolezitych pre jeho rast (Sorokin
a Thimann, 1964).

Neskor Tepper (1993) zistil, Ze zatial’ o 6-dnové rastliny hrachu (Pisum sativum
L.) nemali medzi stonkou a axilarnym pupeniom druhého nédu vytvorené ziadne
vaskuldrne spojenia, 9-dilové a 13-diiové rastliny uz mali tieto spojenia medzi pupefiom
a stonkou formované. Aj napriek vytvorenym vaskularnym spojeniam axilarne pupene
nezacali vyrastat’ a zostavali nad’alej inhibované. Na zdklade tohto Tepper (1993)
predpokladal, Ze v axilarnych pupenoch dochddza k pomalejSej diferenciacii
vaskularnych spojeni nez v hlavnej stonke rastliny, ¢im si pupene izolované

od vyzivnych latok transportovanych v hlavnej stonke.

3.5.6 Tedria autoinhibicice

Teoria autoinhibicie bola formulovana na predpoklade, Ze polarny transport auxinu

z primarne indukovaného alebo inym spdsobom dominujuceho orgdnu zabranuje
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exportu auxinu z organov indukovanych neskor alebo organov inhibovanych (Bangerth,
1989). Touto inhibiciou polarneho transportu auxinu medzi dominantnym (stonkovy
apex) a subordinovanym organom (axilarny pupen) dochadza k zamedzeniu auxinového
toku zo zainhibovaného organu, ktorym je napriklad axilarny pupen, ¢im auxin podla
tejto hypotézy predstavuje korelacne inhibi¢ny signal. Bangerth (1989) zaroven
predpokladd, Ze transport auxinu z daného organu ma pre jeho rast kI'aiCovy vyznam.
V pripade, Ze je export auxinu inhibovany v ddsledku autoinhibicie, k iniciacii rastu

prislusného organu nedochadza alebo je jeho rast podstatne redukovany.

3.5.7 Systémova regulacia apikalnej dominancie

Rastliny maji vyvinuty Specializovany transportny systém, ktory umoziiuje pohyb
roznorodych signalnych molekul medzi jednotlivymi pletivami a organmi. Tento
transport na dlhé vzdialenosti je vyznamnou cestou pre prenos informdacii medzi
organmi, ¢im koordinuje vyvojové procesy medzi koreflom a nadzemnou castou,
zahriiujuc regulaciu stonkovej architektury. Rastlinné hormoény su prominentné v ramci
signalov transportovanych touto drahou. Ich systémové fungovanie je nevyhnutné
pre kontrolu vetvenia (Wolters a Jiirgens, 2009), pricom do regulacie vyrastania
axilarnych pupeiiov su zapojené predovSetkym tri skupiny fytohorménov: auxiny,
cytokininy a strigolaktony. Auxin transportovany bazipetalne v polarnom auxinovom
toku inhibuje vetvenie stonky nepriamo (Snow, 1929; Thimann a Skoog, 1933), zatial’
¢o cytokininy syntetizované hlavne v koreni, transportované akropetalne v xyléme maja
v procese regulacie stonkového vetvenia funkciu ako aktivatori vyrastania pupeiiov
(Sachs a Thimann, 1967; Chen et al., 1985; Nordstrom et al., 2004; Tanaka et al.,
2006). Strigolaktony, syntetizované rovnako ako cytokininy predovsetkym v koreni
atiez nabaze stonky, su transportované v xyléme akropetalne s cielom reprimovat
aktivitu pupenov (Beveridge et al., 1996; Beveridge et al., 1997; Morris et al., 2001;
Napoli, 1996; Simons et al., 2007; Turnbull et al., 2002; Sorefan et al., 2003; Booker
et al., 2004; Booker et al., 2005; Umehara et al., 2008, Gomez-Roldan et al., 2008;
Kohlen et al., 2011).

Na zéklade mnohoro¢nych fyziologickych experimentov, genetickych
a biochemickych aanalyz, ako aj predchadzajucich tedérii o postate apikalnej
dominancie su v sucasnej dobe vramci systémovej regulacie apikalnej dominancie

a stonkového vetvenia navrhované dva hlavné hypotézy pre proces inicidcie rastu
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axilarnych pupenov, pricom ziadna ztychto hypotéz zatial nebola jednoznacne
potvrdend, avSak ani vyvratena:

1. Teoria kanalizacie auxinového transportu

- podla tejto prvej hypotézy moze auxinovy transport v hlavnej stonke inhibovat
vyrastanie axilarnych pupenov regulaciou schopnosti axilarneho pupena zalozit' svoj
vlastny polarny transport auxinu za ucelom exportovat’ auxin do hlavnej stonky (Li
a Bangerth, 1999).

2. Teoria sekundarnych poslov

- podl'a druhej hypotézy ma auxin Glohu v regulécii hladiny vzostupného mobilného
signalu - tento signal potom na rozdiel od auxinu vstupuje do pupena a moze priamo

regulovat’ jeho aktivitu (Snow, 1929; Sachs a Thimann, 1967; Bangerth, 1994).

Teoria kanalizdcie auxinového transportu

Teodria kanalizacie auxinu bola povodne navrhovana Sachsom (1981) na zaklade
sledovania polarnej, jednosmernej diferencidcie provaskularnych zvédzkov, ktora
nasledne viedla k formovaniu vaskularnych elementov s cielom objasnit’ proces
formovania vaskularnych spojeni napriklad v listovej Zilnatine alebo po€as obnovovania
vaskularnych spojeni preruSenych poranenim. Podla tedrie kanalizacie auxinového
transportu je inicialny tok auxinu zo zdroja do sinku postupne kanalizovany do suborov
buniek s vysokou schopnostou transportovat’ auxin (obr. 7). Proces kanalizacie zavisi
na kontrole pozitivnej spétnej odpovede: auxinovy tok zintenziviiuje a polarizuje svoj
vlastny transport v smere svojho toku (Sachs, 1981). Toto vedie k formovaniu stiborov
buniek s vysokym stupfiom auxinového transportu polarizovaného smerom
K auxinovému sinku. Tieto bunkové subory funguju ako auxinové transportné kanaly
spojujuce zdroj auxinu s jeho sinkom, pri¢om tieto subory buniek sa neskor mézu
diferencovat’ na vaskularne spojenia. Sucasne bolo na zéklade pozorovani regeneracie
vaskularnych pletiv okolo mechanicky vykonaného poranenia v stonke zistené, Ze
proces kanalizdcie auxinového toku postupuje cez niekol'ko krokov: najprv vsetky
bunky v oblasti poranenia a naruSenia cievneho systému predstavuju ekvivalentné
transportéry auxinu, postupne niektoré¢ bunky vykazuji vyssiu schopnost’ transportovat’
auxin a ich kapacita rastie s auxinovym tokom, nésledne st bunky transportujiice auxin
indukované k diferenciacii na provaskularne pletivd, ¢im si determinované ako

prioritné¢ auxinové kandly. Tento proces nakoniec vedie k oddeleniu stiboru buniek
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schopnych prenasSat’ tok induktivneho auxinového signdlu. Auxin je z okolitych buniek
vycerpany, ¢o nasledne vedie k zabraneniu ich diferenciécii na vodivé pletiva (Sachs,
1981; Nelson a Denglar, 1997). Na bunkovej Grovni su regulacia a smerovanie
auxinového toku realizované auxinom indukovanymi zmenami v polarite PIN1
proteinov a stabilizaciou PIN1 na cytoplazmatickej membrane (Sauer et al., 2006).

Koncentricia auxinn PIN proteiny
Vysoka Nizka

Auxinovy transportny kanal

/_T\_‘\_"\

Awxinovy tok

Obr. 7: Model kanalizacie auxinového transportu (upravené podl'a Domagalska a Leyser, 2011).

Prave identifikacia PIN proteinov (Sauer et al., 2006; Scarpella et al., 2006)
silne podporila hypotézu kanalizacie auxinu, vzhl'adom na to, ze je mozné sledovat
progresivne zvySovanie poctu a polarizacie PIN proteinov, generujice sibory auxin-
transportujucich buniek, ktoré spojuju auxinovy zdroj s jeho sinkom. Kontrola spétnej
pozitivnej odpovede medzi auxinom a jeho transportom tiez prebieha na Urovni
zvySovania expresie PIN génov a inhibicie odstrailovania PIN proteinov
z cytoplazmatickej membrany (Heisler et al., 2005; Paciorek et al., 2005; Vieten et al.,
2005; Robert et al., 2010).

V kontexte aktivacie pupeniov predstavuje zaloZenie auxinového exportu
Zpupena a auxinovd kanalizdcia hlavny mechanizmus kontrolujuci apikalnu
dominanciu, atym aj stonkové vetvenie rastlin. V pripade, ze maji byt pupene
aktivované, je prave export auxinu z axildrneho meristému nevyhnutny pre umoznenie
novej iniciacie listov a ich naslednej expanzie (Bayer et al., 2009). Stac¢asne je podla
teorie kanalizacie auxinového transportu cely proces regulovany polarnym auxinovym
transportnym tokom (PAT) v hlavnej stonke a pozitivnou korelaciou medzi aktivitou
pupena a PAT tokom v prislusnej stonke axilarneho pupena (Li and Bangerth, 1999).
Ststavny export auxinu z pupena vyzaduje zalozenie PAT toku do stonky pupena.
Auxin je syntetizovany v mladych expandujucich listoch, preto st axilarne pupene

potencidlnym auxinovym zdrojom s primarnou hlavnou stonkou fungujucou ako
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auxinovy sink vzhl'adom k jej schopnosti transportovat’ auxin ku koreniu. Pokial’ je
auxinovy tok z pupena dostato¢ny, bude dochadzat’ aj k dostato¢nej pozitivnej odpovedi
vV zdroji kanalizacného procesu, k zosilneniu tohoto inicidlne slabého toku
a k formovaniu polarneho auxinového transportu smerom z pupena, ktorého vysledkom
bude spojenic pupena s PAT tokom v hlavnej stonke. V pripade, Ze nedochadza
k amplifikacii nizkeho pociato¢ného auxinového toku, nebude dochadzat ani
ku kanalizacii auxinu a pupen zostane v dormantnom stave (Sachs, 1981; Sachs, 2000;
Paciorek et al., 2005; Vernoux et al., 2010).

Dolezitost’ optimdlnej urovne PAT v aktivdcii pupetia bola tiez zistena
za pouzitia rastlin arabovky (Arabidopsis thaliana L.) mutantnych v strigolaktonove;j
biosyntetickej drahe more axillary growth (max). Tieto mutantné linie vykazuju
zvySenl mieru vetvenia, ale zaroveil maju aj zvySeny PAT v hlavnej stonke, rovnako
ako aj zvySené mnozstvo PIN proteinov (Bennett et al., 2006, Prusinkiewicz et al.,
2009). Thimann a Skoog (1933), rovnako ako aj Snyder (1949), vo svojich
experimentoch naopak pozorovali, ze zvysené vetvenie korelovalo s redukovanym
auxinovym transportom v stonke. Tiez zistili, ze blokovanie PAT zvySuje pocet vetvi,
zatial’ ¢o obnovenie auxinového toku zo stonkového apexu inhibuje stonkové vetvenie.
Pre tieto pozorovania, ze zvySena i znizena hladina auxinového transportu moze viest
k zvySenému vetveniu stonky, poskytuje prave teoria kanalizacie auxinového transportu
zodpovedajuce vysvetlenie, pretoZe podla tejto teorie koncentracia auxinu v hlavnej
stonke determinuje silu jeho sinku, a tym aj rozsah pociato¢ného toku auxinu z pupena
do stonky. Auxin, ktory je uz v hlavnej stonke v polarnom auxinovom transportnom
toku (PAT) je exportovany z uz aktivneho rastiiceho stonkového apexu, redukuje silu
sinku v stonke pre dodato¢ny auxin z d’alSieho zdroja. Tymto zabranuje axildrnym
pupeiiom v exporte ich vlastného auxinu. V pripade dekapiticie alebo oslabenia
stonkového apexu je apikdlny zdroj auxinu odstraneny, ¢o vedie k zvySeniu sily sinku
v stonke. Vysledkom toho je, Ze moédze dochddzat ku kanalizacii auxinu
transportovaného z axilarnych pupenov a pupene tak moézu zacat vyrastat. Tento
systém umoziuje apikélne odvodenému auxinu pohybovat’ sa v hlavnej stonke smerom
dole ku koreiiu a regulovat’ aktivaciu pupenov nepriamym sposobom. NavySe tedria
kanalizacie auxinového transportu sucasne navrhuje, ze pokial’ su zalozené dva zdroje
auxinu, dochadza medzi nimi ku kompeticii, pri¢om jeden zdroj méze inhibovat’ tvorbu
auxinového kandlu zo zdroja druhého. Sucasne, pokial je pritomny primarny zdroj

auxinu, zabranuje tento primarny zdroj v priebehu vyvoja arastu rastliny exportu
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auxinu z potencialneho sekundarneho auxinového zdroja. Export a kanalizacia auxinu
zo sekundarneho zdroja moéze prebichat jedine ak je primarny auxinovy zdroj
odstraneny alebo oslabeny (Balla et al., 2011).

Dva axilarne pupene, ako dva potencialne zdroje auxinu, medzi sebou sutazia
0 pristup k hlavnej dradhe PAT toku smerovaného ku koreiu. V ramci kompetitivnej
kanalizacie auxinu toto znamend, ze pokial’ nie su pupene aktivované takmer zaroven,
pupen, v pupeni, ktory bol aktivovany ako prvy zalozi auxinovy export do hlavnej
stonky a zabranuje d’alSim pupetiom v aktivacii a exporte auxinu. V pripade, Ze je
rastlina dekapitovand, transport auxinu sa z aktivovanych pupenov rychlo zvysuje.
Tento auxinovy export je sprevadzany postupnou polariziciou PIN1 proteinov
Vv aktivovanom pupeni, ktoré urcuju zakladanie smerovaného auxinového toku von
Z pupeiia. Bunkové subory exprimujice PIN1 proteiny spojujlice axilarny pupen s PAT
tokom hlavnej stonky oznacuju buduce vaskularne spojenia medzi pupetiom a stonkou.
Dolezité je, ze pritomnost’ silného auxinového zdroja, podobne akym je aj intaktny
stonkovy apex alebo auxin aplikovany na dekapitovani plochu stonky, zabranuje
polarizacii PIN1 proteinov, auxinovému exportu a aktivacii d’alSicho pupena (Balla

etal., 2011).

Teoria sekunddrnych poslov

Podla klasického modelu sekundarnych poslov, auxin kontroluje hladinu
signalov prenaSanych zkoreta do stonky, nasledne transportovanych priamo
do axilarneho pupena s cielom regulovat’ jeho aktivitu (Snow, 1929; Sachs a Thimann,
1967). Zahlavnych sekundarnych poslov, pomocou ktorych je auxinovy signal
prenasany, si povazované rastlinné hormény cytokininy a strigolaktony (Cline, 1991,
Brewer et al., 2009). Regulacia hladin strigolaktonov a cytokininov auxinom je pritom
sprostredkovana prostrednictvom AXR1 - AFB (AUXIN RESITANCE PROTEIN 1 -
AUXIN SIGNALLING F-BOX PROTEIN) dependentnej auxinovej signalnej drahy
(Nordstrom et al., 2004; Hayward et al., 2009).

Zapojenie cytokininov do vyrastania pupeniov aregulacie apikalnej dominancie
bolo prvy krat zistené na zédklade exogénnej aplikacie cytokininov priamo na dormantny
pupeni, ktora viedla k vyrastaniu oSetreného pupena (Wickson a Thimann, 1958; Sachs
a Thimann, 1967). Tymto cytokininy predstavuji zatial jedini triedu rastlinnych

hormonov, o ktorej je zndme, Ze priamo podporuje vyrastanie axilarnych pupeniov
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dokonca aj v pripade, ked’ je rastlina intaktna a auxin produkovany apexom je pritomny
(Sachs a Thimann, 1967).

Mechanizmus, ktorym cytokininy pupene aktivuju zatial’ nie je presne znamy. Je
vsak jasné, ze lokalne zmeny v biosyntéze alebo katabolizme cytokininov v prislusnom
node pupena, atiez zvySenie hladiny cytokininov v axildrnom pupeni koreluju
s aktivitou pupena. NavySe exogénna aplikacia cytokininov na pupenn koreluje
so zvySenim hladiny auxinu v pupeni, a tym aj s exportom auxinu z axilarneho pupena
(Li a Bangerth, 2003), ¢o pravdepodobne poskytuje spojenie medzi cytokininmi z teorie
sekundérnych poslov a tedriou kanalizdcie auxinového transportu. V rdmci regulacie
hladiny cytokininov auxinom, auxin méze regulovat’ hladinu cytokininov zvySovanim
expresie génu CYTOKININ OXIDASE 2 (CKX2), ktory koduje protein katalyzujuci
degradaciu aktivnych cytokininov (Shimizu-Sato et al., 2009). Naopak auxin redukuje
biosyntézu cytokininov regulaciou expresie ¢lenov génovej rodiny ISOPENTENYL
TRANSFERASE (IPT), ktoré¢ maja kI"iovy vyznam v biosyntéze cytokininov (Turnbull
et al., 1997; Werner et al., 2001; Nordstrom et al., 2004; Tanaka et al., 2006). U hrachu
(Pisum sativum L.) bola zistena silna korelacia medzi hladinou transkriptu PSIPT génov
vV danom ndde stonky a vyrastanim pupeila tomuto nodu prisluSného (Ferguson
a Beveridge, 2009). V kontexte apikalnej dominancie je expresia dvoch génov PSIPT1
a PsIPT2 u hrachu rapidne zvySovand v internddiach stonky po dekapitacii, ktora
koreluje uz v priebehu 3-6 hodin po odstraneni apexu so zvySenim hladiny cytokininov
najprv Vv internoédiach aaz potom v axilarnych  pupenioch. Na zaklade tohto je
predpokladané, Ze cytokininy st do dormantného pupena transportované zo stonky
s cielom stimulovat’ jeho vyrastanie. K tomuto zvySovaniu, ¢i uz expresie IPT génov
alebo vlastnej hladiny cytokininov, nedochadza, pokial’ je na plochu dekapitovanej
stonky aplikovany auxin (Tanaka et al., 2006). Vplyvom aplikacie cytokininu
na axilarny pupeinl hrachu dochédza tiez k zmendm v expresii génov PSAUX1 a PsPIN1,
ktora sa po oSetreni rychlo zvysuje, ¢o je spojené aj S polarizaciou PsPIN1 proteinov
v prokambiadlnych bunkach (Kalousek et al., 2010). Okrem toho, cytokininy tiez
stimuluju export IAA z apikalnych aj z laterdlnych pupenov, reguluji celkovy auxinovy
tok a jeho kapacitu a ovplyviuju polarizaciu PIN proteinov, ¢im modifikujii smerovanie
auxinového toku (Marhavy et al., 2014). Po aplikacii cytokininu na apikalny vrchol
dochadza k zvySeniu koncentracie IAA nielen v oSetrenom vrchole, ale aj
Vv internddiach stonky pod apexom. Export a transportnd kapacita auxinu sa zvySuje

V pritomnosti cytokininov, preto cytokininy pdsobia vo vztahu k auxinu skor ako
) y
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stimulacny faktor, nez ako antagonista (Li a Bangerth, 2003). VSeobecne sa vSak
predpokladd, ze predovsetkym vzdjomny pomer hladin tychto dvoch hormoénov, auxinu
a cytokininu, skor nez absolutna koncentracia samostatne jedného znich je
rozhodujicim faktorom, na ktorom vyrastanie axilarnych pupenov zavisi (Emery et al.,
1998; Shimizu-Sato a Mori, 2001).

Na rozdiel od cytokininov moézu strigolaktony aplikované priamo na pupen
u hrachu (Pisum sativum L.) a arabovky (Arabidopsis thaliana L.) vyrastanie pupena
inhibovat’. Tento efekt strigolaktonu je v stlade s teoriou sekundarnych poslov (Gomez-
Roldan et al., 2008; Brewer et al., 2009; Dun et al., 2013), a sucasne tieZ s teoriou
kanalizacie auxinového transportu. Prave na zédklade modelu kanalizécie auxinového
transportu je navrhované, ze strigolaktony aplikované na pupenn dekapitovanych rastlin
mozu z tohto oSetreného pupena vytvarat’ slabSiecho kompetitora v porovnani s d’alSimi
axilarnymi pupenimi v kontexte schopnosti auxinového exportu, ¢im je vysvetl'ovana
schopnost’ strigolaktonu zabranovat’ vyrastaniu pupena (Prusinkiewicz et al., 2009).
Preto nema bazalna aplikécia strigolaktonu na izolovany stonkovy segment nesuci len
jediny pupen ziadny vplyv na aktivaciu a vyrastanie tohto pupena, zatial’ ¢o v pripade,
ze su nastonkovom segmente ponechané dva pupene, mdze byt pozorovany rast
jedného znich (Crawford et al., 2010; Liang et al., 2010). Je predpokladané, ze
strigolakton ako jeden z hlavnych navrhovanych sekundarnych poslov hra zaroven aj
v stlade s tedriou kanalizcie auxinového transportu tlohu v regulacii akumulédcie PIN
proteinov na cytoplazmatickej membrane. Tato hypotéza bola testovand postidenim
fenotypu strigolaktonovych mutantnych linii maxl, max3 a max4 u ardbovky
(Arabidopsis thaliana L.). V stlade stouto hypotézou, bolo zistené, Ze strigolakton
redukuje auxinovy transport v stonkovych segmentoch a tiez redukuje akumulaciu PIN
proteinov na bazélnej strane cytoplazmatickej membrany parenchymatickych buniek
xylému (Crawford et al., 2010), atiez, ze mutantné linie ardbovky (Arabidopsis
thaliana L.) aryze (Oryza sativa L.) v strigolaktonovej drahe vykazuju zvyseny
auxinovy transport (Bennet et al., 2006; Lazar a Goodman, 2006; Li et al., 2009).
Na zéklade tohto je predpokladané, Ze strigolaktony systematicky znizuji PAT, co
vedie k zvySovaniu kompeticie medzi pupenimi pre ich spolo¢ny auxinovy sink. Pokial’
je celkova hladina strigolaktonov v rastline nizka, moéZe byt aktivovanych viacero
pupenov, ktoré mézu exportovat’ auxin. Naopak, v pripade, Ze je hladina strigolaktonov
vysoka, pupene, ktoré su aktivované ako prvé budu exportovat’ auxin a nasledne

dominovat’ systému, ¢im buda zabranovat d’al§Sim pupeitiom v aktivacii. Rozhodnutie,
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ktory pupen bude aktivovany ako prvy zavisi na lokélnej konkurencieschopnosti
pupena, ¢o je pravdepodobne determinované lokalne vyvojovym Stadiom pupena
Vv zévislosti na genetickych a tiez environmentalnych faktoroch. Toto umoziuje rastline
kontrolovat’ celkové mnozstvo pupenov, ktoré budu aktivované abuda vytvarat
vyhony. Vzhl'adom na to, ze vSetky meristémy na rastline st spojené auxinovym
transportnym a signalnym systémom, strigolaktony mézu ovplyvilovat’ tento systém
globélne, ¢im sa mézu podielat’ na trovni kompeticie medzi auxinovymi zdrojmi
(Crawford et al., 2010). Nazéaklade réznych S$tadii je jasné, Ze funkcia auxinu
a strigolaktonu je Uzko spojend spétnovdzbovou odpovedou, v ktorej strigolaktony
inhibuji  auxinovy transport aauxin podporuje expresiu strigolaktonovych
biosyntetickych génov. Tieto vzajomne prepojené hormonalne drahy vedu k zvyseniu
produkcie strigolaktonov, ¢o naopak méze viest’ k redukcii auxinového toku. Produkcia
strigolaktonov je apikalne odvodenym auxinom regulované cez zvySovanie transkripcie
MAX3 a MAX4 biosyntetickych génov u arabovky (Arabidopsis thaliana L.) (u hrachu
homolégy RMS3 aRMS5), ¢o vedie knaslednému zvySeniu vlastnej biosyntézy
strigolaktonov (Sorefan et al., 2003; Foo et al., 2005; Johnson et al., 2006; Arite et al.,
2007; Foo et al., 2007; Brewer et al., 2009; Hayward et al., 2009; Liang et al., 2010).
Naopak odstranenie primarneho zdroja auxinu dekapitdciou sposobi silné zniZenie
hladiny transkriptov tychto strigolaktonovych biosyntetickych génov, a tym aj zniZenie
v produkcii samotnych strigolaktonov (Foo et al., 2005; Johnson et al., 2006; Arite
et al., 2007; Brewer et al., 2009; Hayward et al., 2009).

Obidva navrhované mechanizmy reguldcie apikalnej dominancie, v teorii
kanalizacie auxinového transportu a teoérii sekundarnych poslov, mézu byt aktivne
a funk¢né stcasne, ¢im dohromady vytvaraji vysoko komplexny systém pre kontrolu
stonkového vetvenia. Zatial ¢o teoéria kanalizécie auxinového transportu definuje
dolezity centralny mechanizmus pre reguldciu aktivacie axilarnych pupeiiov, teoria
sekundarnych poslov navrhuje kontrolu na d’alSej trovni regulacie, ktorej cielom je
udrZanie celého systému vo vyvazenom a optimalne fungujicom stave. Regulacia
hladiny cytokininov a strigolaktonov auxinom je povaZovana za sucast’ spatno-vizbove;j
odpovede s tym, ze aktivita axilarnych pupenov je kontrolovana zalozenim auxinového
transportu von z pupena, pricom exportovany auxin dalej reguluje biosyntézu
cytokininov a strigolaktonov. NavySe je biosyntéza vSetkych troch horménov
pod vlastnou negativnou spétno-vézbovou kontrolou, vzhl'adom na to, Zze u mutantnych

linii s naruSenou signalnou drahou dochadza k akumulacii daného hormoénu (Ljung
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et al., 2001; Foo et al., 2005; Arite et al., 2007; Umehara et al., 2008; Hayward et al.,
2009).

3.5.8 Regulacia apikalnej dominancie na lokalnej arovni

Okrem regulacie stonkového vetvenia na systémovej urovni sprostredkovanej signalmi
transportovanymi na dlhé vzdialenosti, ako je auxin, cytokinin a strigolakton, prispieva
ku kontrole apikalnej dominancie a aktivacii pupeiia aj regulécia na urovni lokalne;j,
priamo Vv axilarnom pupeni.

V sucasnej dobe je jedinym dobre popisanym, pupetiovo Specifickym
regulatorom gén TEOSINTE BRANCHED 1 (TB1), ktory bol pdvodne popisany
u kukurice (Doebley et al., 1997). Nasledne boli identifikované jeho homology
u dalsich rastlinnych druhov zahriiujuc arabovku (Arabidopsis thaliana L.)
(BRANCHED 1 (BRC1 a BRC2) (Aguilar-Martinez et al., 2007), hrach (Pisum sativum
L.) (PsBRC1) (Braun et al., 2012), s6ju (Glycine max L.) (SbTB1) (Kebrom et al.,
2006), ryzu (Oryza sativa L.) (FINE CULM 1/0OsTB1 (FC1) (Takeda et al., 2003)
arajciak (Solanum lycopersicum L.) (SLBRCla a SLBRC1b) (Martin-Trillo et al.,
2011). Tieto gény koduju transkripéné faktory s TCP (TB1 CYCLOIDEA PCF)
doménou. Expresia TB1, BRC1, BRC2 a FCl génov je vyznamne S$pecificka
pre axilarne meristémy a pupene, na zéklade ¢oho je predpokladané, Ze maji priamu
regulaéna tlohu v regulacii aktivacie pupeniov (Doebley et al., 1997; Takeda et al.,
2003; Kebrom et al., 2006; Aquilar-Martinez et al., 2007). V sulade s tymto vedie strata
funkcie génov TB1, BRC1, BRC2 a FC1 Kk vyrastaniu axilarnych pupenov a vetveniu,
zatial' ¢o zvySend expresia spdsobuje inhibiciu tvorby laterdlnych vyhonov. Toto
ukazuje na negativnu korelaciu medzi aktivitou pupenov a expresiou génov TB1, BRC1
alebo BRC2, atiez na nevyhnutnost’ expresie tychto génov pre inhibiciu vyrastania
pupenov (Doebley et al., 1997; Hubbard et al., 2002, Takeda et al., 2003; Kebrom
et al., 2006; Aquilar-Martinez et al., 2007; Minakuchi et al., 2010).

Zaroven je gén BRC1 povazovany za hlavny integrator endogénnych
a environmentalnych signdlov zapojenych do regulacie stonkového vetvenia.
V axilarnych pupenoch hrachu (Pisum sativum L.) je hladina transkriptu PsBRC1
zvySovana strigolaktonmi a znizovana cytokininmi (Braun et al., 2012; Mason et al.,
2014). Expresia PSBRCL1 je pritom strigolaktonmi zvySovana bez akejkol'vek de novo

syntézy proteinov, na zaklade ¢oho je predpokladané, ze PSBRC1 je primarnym génom
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v strigolaktonovej odpovedi (Dun et al., 2012). Hladina transkriptu BRC1 je dalej
redukovana v max mutantnych rastlinach arabovky (Arabidopsis thaliana L.), atiez
po odstraneni apikalneho vrcholu stonky dekapitaciou. Naopak, mnozstvo transkriptu sa
zvySuje v pripade, Ze rastliny rasta v porastoch s vysokou hustotou rastlin na jednotku
plochy alebo v podmienkach snizkym pomerom R:FR ¢erveného svetla, ¢o vedie
k inhibicii stonkového vetvenia (Aguilar-Martinez et al., 2007; Gonzalez-Grandio et al.,
2013). Rastliny arabovky (Arabidopsis thaliana L.) mutantné stcasne v génoch BRC1
a MAX nemaji zvySeny stupen vetvenia v porovnani s jednoduchymi mutantnymi
rastlinami (Aguilar-Martinez et al., 2007), a exogénnou aplikaciou strigolakténu nie je
mozné vetvenie ubrcl afcl mutantnych rastlin potlacit (Brewer et al., 2009;
Minakuchi et al., 2010). BRC1 sa tak stava sG¢astou modelu sekundarnych poslov,
vramci ktorého je predpokladana jeho funkcia v sulade anadvédznosti s funkciou

strigolaktonu v linedrnej signalnej dréhe.
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4 MATERIAL A METODY

4.1 Stanovenie génovej expresie v axilarnych puperioch
4.1.1 Rastlinny material a kultiva¢né podmienky

Pre Cast’ experimentov boli pouzité rastliny hrachu siateho (Pisum sativum L.) odroda
Vladan (Semo a.s., Smrzice). Semend najprv namocené¢ pocas 24 hodin vo vode
pri laboratornej teplote boli vysiate do perlitu, v ktorom 3 az 4 dni kli¢ili. Po kliceni boli
rastliny presadené do kultiva¢nych nadob s perlitom a Richterovym Zivnym roztokom,
Vv ktorych boli pestované v podmienkach klimaboxu pri teplote 20/10 °C, fotoperidde
16/8 hod (defi/noc) a intenzite svetla 125 pumol.m2.s?. Za ucelom ziskania rastlin
s predizenymi internédiami pre experimentélny variant, v ktorom bol sledovany vplyv
dizky dekapitovanej stonky na rychlost zmien v génovej expresii, boli rastliny hrachu
siateho (Pisum sativum L.) najprv 7 dni kultivované v zatemnenych podmienkach
v prostredi klimaboxu a nésledne za ucelom deetiolozacie 3 dni pri teplote 20 °C,
intenzite svetla 125 umol.m™.s a fotoperiode 16/8 hod (defi/noc).

Dalsi typ experimentov bol vykonany na mutantnych rastlinich rmsl a rms2 na
pozadi Standardného typu hrachu siateho (Pisum sativum L.) odroda Parvus (Imperial
College London). Semena najprv namocené poc¢as 12 hodin vo vode pri laboratornej
teplote boli nésledne vysiate a pestované v kultivaénych nddobach v zmesi raselina :
vermikulit (3 : 1). Kultivacia rastlin prebiehala v podmienkach klimaboxu pri teplote

20/10 °C, fotoperidéde 16/8 hod (defi/noc) a intenzite svetla 125 pmol.m?2.s™.

4.1.2 OSetrenie rastlin inhibitormi a hormonmi

Kompeticia medzi dvomi axilarnymi pupenimi bola sledovand na zéklade stanovenia
expresie vybranych génov v axilarnych pupeiioch 7-diiovych (pocitané od vysevu)
dekapitovanych rastlin. Na druhy axildrny pupen (axilarny pupenl v ramci apikalno-
bazalnej osi stonky rastliny blizSie kapexu stonky, obr. 8a) bola v zavislosti
od experimentalneho variantu aplikovana lanolinova pasta bud’ s 1 % kyseliny 1-N-
naftylftalamovej (NPA, Sigma-Aldrich), 1 % kyseliny 2,3,5-trijodbenzoovej (TIBA,
Sigma-Aldrich), 1 % brefeldinom A (BFA, Sigma-Aldrich) alebo 1 % cykloheximidom
(CHX, Sigma-Aldrich) (obr. 8b) alebo ¢ista lanolinova pasta ako kontrolny variant (obr.

8c). Aplikacia inhibitorov na druhy pupen bola vykonana 4 hodiny pred dekapitaciou
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rastliny, pricom prvy axilarny pupen (axilarny pupein v ramci apikalno-bazalnej osi
stonky rastliny blizsie k baze stonky, obr. 8a) oSetreny nebol. Nasledne boli odoberané
prvé neoSetrené axilarne pupene a oSetrené druhé axilarne pupene v Casovych

intervaloch 0, 1, 3, 6, 12, 24, 48 a 120 hodin po dekapitacii.

(a) (b) ()
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pupen 5, 0,
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pupen

Obr. 8: Schéma experimentu: intaktna neoSetrena rastlina s prvym a druhym axilarnym pupeiiom
(a), dekapitovana rastlina s prvym neoSetrenym axilarnym pupeniom a S druhym axilarnym pupenom
osetrenym lanolinovou pastou s 1 % TIBA. Hviezdicka indikuje aplikaciu lanolinovej pasty s 1 %
NPA, 1% BFA alebo 1 % CHX na druhy pupen pre dalSie experimentilne varianty (b),
dekapitovana rastlina sneoSetrenym prvym pupeiiom adruhym pupeiiom oSetrenym Cistou
lanolinovou pastou pre kontrolny variant (C).

Pre sledovanie vplyvu dizky dekapitovanej stonky na expresiu vybranych génov
v axilarnych pupenoch boli pouzit¢ 10-dilové (pocitané od vysevu) deetiolované
rastliny. Deetiolované rastliny boli v zavislosti 0d experimentalneho variantu
dekapitované bud’ 60 mm, 90 mm (obr. 9a) alebo tesne (5 mm) nad druhym axildrnym
pupetiom (obr. 9b). Pre stanovenie expresie vybranych génov boli odobrané druhé

axilarne pupene v ¢asovych intervaloch 0, 1, 3, 6, 12, 24, 48 a 120 hodin po dekapitacii.
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Obr. 9: Schéma experimentu: deetiolované rastliny dekapitované 60 mm/90 mm nad druhym
axilarnym pupeniom (@) a deetiolované rastliny hrachu dekapitované 5 mm nad druhym axilarnym
pupetiom (b).

Pre sledovanie dolezitosti polarneho toku auxinu v hlavnej stonke Vv inhibicii
vyrastania axilarnych pupenov bola expresia vybranych génov sledovand v prvom
a druhom axilarnom pupeni 7-dilovych (pocitané od vysevu) intaktnych rastlin. Rastliny
boli oSetrené pod apexom stonky prstencom lanolinovej pasty s 1 % TIBA (Sigma-
Aldrich) (obr. 10a) alebo c¢istou lanolinovou pastou pre kontrolny variant (obr. 10b).
Axilarne pupene boli odoberané v ¢asovych intervaloch 0, 1, 3, 6, 12, 24, 48 a 120
hodin po aplikécii TIBA-lanolinovej pasty.

(a) (b)

apex
TIBA lanolinova
pasta
2. axilarny
pupen
1. axilarny
pupen

Obr. 10: Schéma experimentu: intaktna rastlina oSetrena prstencom lanolinovej pasty s 1 % TIBA

(a) alebo ¢istej lanolinovej pasty pre kontrolny variant (b) pod apexom stonky.

Podobne bol vplyv prerusenia auxinového toku v hlavnej stonke na vyrastanie

axilarnych pupeiiov sledovany aj na 7-dilovych (pocitané od vysevu) dekapitovanych
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rastlinach oSetrenych prstencom lanolinovej pasty s1 % TIBA (Sigma-Aldrich)
na stonke medzi dvomi axilarnymi pupefimi (obr. 1la), pricom aplikdcia TIBA-
lanolinovej pasty bola vykonana 4 hodiny pred dekapitaciou rastliny. U rastlin
pre kontrolny variant bol aplikovany prstenec lanolinovej pasty bez pridania inhibitoru
transportu auxinu TIBA (obr. 11b). Prvé a druhé axilarne pupene boli odoberané
v ¢asovych intervaloch 0, 1, 3, 6, 12, 24, 48 a 120 hodin po aplikécii TIBA-lanolinove;j
pasty a dekapitacii.

(a) (b)

2. axilarny
pupen

TIBA lanolinova

t
1. axilérny pasta

pupen

Obr. 11: Schéma experimentu: dekapitovana rastlina oSetrena prstencom lanolinovej pasty s 1 %
TIBA (a) alebo prstencom ¢istej lanolinovej pasty pre kontrolny variant (b) medzi prvym a druhym
axildrnym pupefiom.

Pre kazdu vzorku jedného biologického opakovania jednotlivych, vyssie
uvedenych, experimentdlnych variantov boli odoberané axilarne pupene z 30 rastlin,
pricom analyzované boli dve biologické opakovania v technickych duplikatoch.
Odobrané pupene v mikroskimavkach zo vsetkych experimentdlnych variantov boli
thned’ po odobrani zmrazené v tekutom dusiku a nasledne uloZené do hlbokomraziaceho
boxu pri teplote -80 °C.

Vplyv hladiny cytokininov v xylémovom exsudite na vyrastanie resp.
na dormantny stav axilarnych pupeiiov bol sledovany prostrednictvom stanovenej
expresie vybranych génov v prvom a druhom axildrnom pupeni intaktnych mutantnych
rastlin rmsl a rms2, oSetrenych prstencom lanolinovej pasty s 1 % kyseliny indolyl-3-
octovej (IAA, Sigma-Aldrich) pod apexom stonky (obr. 12a). Rovnakym sp6sobom ako
mutantné rastliny boli prstencom lanolinovej pasty s 1 % IAA pod apexom stonky
oSetrené aj intaktné rastliny Standardného typu. Ako Kontrolny variant boli pouzité
intaktné rastliny Standardného typu a mutantné rastliny rmsl a rms2, u ktorych bol

pod apex stonky aplikovany prstenec lanolinovej pasty bez pridania IAA (obr. 12b).
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Axilarne pupene boli odoberané v ¢asovych intervaloch 0 a 6 hodin po oSetreni rastlin
IAA-lanolinovou pastou. Pre kazdi vzorku jedného biologického opakovania
jednotlivych experimentalnych variantov boli odoberané axilarne pupene z 30 rastlin,
pricom analyzované boli dve biologické opakovania v technickych duplikatoch.
Odobrané pupene v mikroskimavkach zo vsetkych experimentdlnych variantov boli
ihned’ po odobrani zmrazené v tekutom dusiku a nasledne ulozené do hlbokomraziaceho

boxu pri teplote -80 °C.
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Obr. 12: Schéma experimentu: intaktna rastlina Standardného typu a mutantnych rastlin rms1 a rms2
oSetrena prstencom lanolinovej pasty s1 % IAA (a) alebo prstencom ¢istej lanolinovej pasty

pre kontrolny variant (b) pod apexom stonky.

4.1.2 Izolacia RNA, reverzna transkripcia, real-time PCR

Izolacia RNA z axilarnych pupenov hrachu siateho (Pisum sativum L.) odrody Vladan
bola vykonana podl’a ndvodu k produktu RNAeasy Plant Mini Kit (Qiagen) za pouzitia
origindlnych roztokov. Princip izoldcie RNA pomocou centrifuganych RNA
viazbovych koloniek je zaloZeny na kombinacii vdzbovych vlastnosti silikdnovej
membrany, centrifugacii s premyvacim roztokom avyviazanim RNA elu¢nym
roztokom alebo vodou. Nasledné pouzitie endonukledzy DNdazy 1 zabezpecuje
odstranenie DNA z RNA vzorky, ¢im sa zvysi jej Cistota.

RNA z axilarnych pupeniov mutantnych rastlin rmsl arms2 na pozadi
Standardného typu hrachu siateho (Pisum sativum L.) odroda Parvus bola izolovana
V ramci Ucasti na zahrani¢nej stazi na Imperial College London v Spojenom kralovstve
za pouzitia TRIzolovej reagencie (TRI Reagent®, Sigma-Aldrich) podla protokolu,

ktory napisal Rio et al. (2010). TRIzol je jednofazovy roztok fenolu a guanidin
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izotiokyanatu, ktory sucCasne rozpusta biologicky material a denaturuje proteiny.
Nasledné pridanie chloroformu vedie k separécii jednotlivych faz, pocas ktorej su
proteiny extrahované v organickej faze, DNA v interfdze a RNA zostava vo vodnej
faze.

Vytaznost' izolovanej RNA bola vd’aka schopnosti $pecifickej absorpcie UV
ziarenia nukleovymi kyselinami stanovena meranim absorbancie jednotlivych vzoriek
pomocou spektrofotometru picodrop (PICO100, East Port) pri vinovej dizke 260 nm.

Integrita RNA bola overend prostrednictvom agarozovej elektroforeticke;j
separacie. Na zaklade pouzitia interkalaéného farbiva etidium bromidu (Sigma-Aldrich)
boli rozdelené fragmenty vizualizované v prostredi UV Ziarenia ako dva celistvé pruhy
tvorené 28S RNA a 18S RNA. Nasledne bola izolovand celkovd RNA prepisana
na cDNA (komplementarna DNA) v procese reverznej transkripcie, katalyzovanom
enzgmom RNA-dependentnou-DNA-polymerazou z M-MLV (Moloney Murine
Leukemia Virus) virusu za pouzitia kitu SuperScript® III Reverse Transcriptase (RT)
(Invitrogen). Reakénd zmes pre reverznu transkripciu bola pripravend pipetovanim

objemov jednotlivych komponentov (tab. 2) do mikroskiimaviek.

Tab. 2: ZloZenie reakénej zmesi pre reverznu transkripciu.

chemicka latka objem [pl]

1. krok reverznej transkripcie

H.0 -

0,5 pg templatovda RNA -

10 mM mix deoxyribonukletidov (ANTP mix) 2

50 uM oligo (dT)20 primer 2

2. krok reverznej transkripcie

5x pufer 8
0,1M DTT (dithiothreitol) 4
reverzna transkriptdza SuperScript® 11l RT 0,5
celkovy objem 40 pl

S7



Pre reverznu transkripciu bolo pouzitych vzdy 0,5 ug RNA z kazdej vzorky,
pri¢om vysledny objem templatovej RNA bol vypocitany na zédklade koncentracie RNA
stanovenej v elu¢nom roztoku. Objem vody bol rovnako vypocitany pre kazdu vzorku
zvlast, tak aby vysledny objem reakcnej zmesi tvoril 40 pl. Pocas 1. kroku reverznej
transkripcie bola pripravena reakénd zmes zreagencii (SuperScript® 11l Reverse
Transcriptase, Invitrogen) uvedenych vtab. 2 inkubovand pri teplote 72 °C
v termocykléri (Techne Progene FPROG02D) 10 minut, v priebehu ktorych dochadzalo
k denaturacii sekundarnej struktury RNA. Tymto bola umozZnena efektivnejsia reverzna
transkripcia. Po ukonceni inkubécie boli vzorky vychladené v drvenom lade, k reakéne;j
zmesi boli pridané d’alsie komponenty (SuperScript® Il Reverse Transcriptase,
Invitrogen) uvedené v tab. 2 (2. krok reverznej transkripcie) anasledne prebiehala
Vv prostredi termocykléru vlastna reverznd transkripcia pri teplote 42 °C pocas 50 minut.
Po ukonceni procesu bola ziskana cDNA ulozena do mraznicky pri -20 °C.

Pre vlastni real-time PCR reakciu bola ako templdt pouzitd cDNA
z predchadzajuceho kroku reverznej transkripcie v objeme 0,5 pl zkazdej vzorky.
K cDNA bola pipetovanim pridand reakéna zmes pripravena za pouzitia kitu

LightCycler® 480 SYBR Green I Master (Roche) podl’a tab. 3.

Tab. 3: Zlozenie reakénej zmesi pre real-time PCR.

chemicka latka objem [pl]
H20 14
Forward (F) primer 0,8
Reverse (R) primer 0,8
SYBR Green | Master 50
cDNA 2,0
celkovy objem 10 pl

Amplifikacia cielovych sekvencii ¢cDNA pomocou Specifickych primerov
(tab. 4) prebiehala v prostredi termocykléru (C1000 Touch™/CFX96™, Bio-rad)
v danych teplotnych rezimoch (tab. 5).
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Tab. 4: Sekvencie pouzitych $pecifickych primerov pre vybrané gény.

Psp-Tubulin-F 5-GCTCCCAGCAGTACAGGACTCT-3'
Psp-Tubulin-R S-TGGCATCCCACATTTGTTGA-3'
PsActin-F 5-TGTCAGCCACACTGTCCCTATC-3'
PsActin-R 5'-CAAGACGAAGGATGGCATGT-3
PsEFlo-F S-CTGTCATGGATGCACCT -3
PsEFIa-R S-TCCTTAGAGATACCGGCT T -3
PsDRM1-F 5-AACTCACCACCACCCTCAAAGATG -3
PsDRM1-R S-GATGTAGACACGTGGCAGAAGATG-3'
PsBRC1-F 5-AGGCAAGAGAAAGAGCAAGG-3'
PsBRC1-R S-TTGCATTGCTTTGAGTTTGA-3'
PsAUX1-F 5-GGGTTTGGGTTTGGAGGATGGGC-3'
PsAUX1-R 5-TGGTGGTGGAGGCTTGCATTGG-3'
PsPIN1-F 5-CTGCGTCCGACAATATAGAT-3'
PsPIN1-R S-AGTTATGCCACCAGCTAG-3'
PsCDC2-F S-ATCTAGTATGCTTCGCTTG -3'
PsCDC2-R S-TTTGAAGAAAATAGCACGGAT-3'
PsYUC1-F S-ATGGTGCAAAATTTATGGAT -3'
PsYUC1-R 5-TCACTTCCCTTAAGCCAAC-3

Real-time PCR bola vyhodnotend prostrednictvom softwaru pre C1000
Touch™/CFX96™ (Bio-rad), pricom relativna expresia sledovanych génov bola
normalizovand pomocou normalizacného faktoru vypocCitaného =z expresie
konstitutivnych génov Pspg-Tubulin, PsActin a PsEFIa za pouzitia programu geNorm
(Microsoft Excel, 2002). Analyzované boli vzorky z dvoch biologickych opakovani
v technickych duplikatoch. Smerodajnd odchylka bola determinovana z jednotlivych

opakovani kazdého variantu. Statisticky vyznamné rozdiely medzi jednotlivymi
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variantmi  boli

1dentifikované

prostrednictvom  Studentovho

a a=0,01**) (Microsoft Excel, 2010).

Tab. 5: Reakéné podmienky real-time PCR reakcie.

t-testu  (a=0,05*

krok real-time PCR reakcie | pocet cyklov | teplota [°C] ¢as [s]

pociatocna denaturacia 1 95°C 600

denaturacia 35 95°C 15

nasadanie primerov

Psp-Tubulin, PsActin, 58 °C

PsEF1a, PsSDRM1, PsAUX1, 35 58 °C 15

PsYUC1 58 °C

PsPIN1, PsCDC2 55°C

PsBRC1 62 °C

elongécia 40 72 °C 15

zavereCna elongécia 1 72 °C 30

meltingova analyza - 70-93 °C I's na kazdjch
0,2 °C

4.1.3 Imunolokalizacia PIN1 proteinov

Rastlinny materidl, kultivacné podmienky, oSetrenie inhibitormi a hormonmi

Pre imunohistochemicktl analyzu PIN1 proteinov boli pouzité rastliny hrachu siateho

(Pisum sativum L.) odroda Vladan (Semo a.s., Smrzice). Semend hrachu najprv

namocené pocas 24 hodin vo vode pri laboratérnej teplote boli nasledne vysiate

do perlitu, v ktorom 3 az 4 dni klic¢ili. Po kliceni boli rastliny presadené do kultiva¢nych

nadob s perlitom a Richterovym zivaym roztokom, v ktorych boli pestované

Vv podmienkach klimaboxu pri teplote 20/10 °C, fotoperiode 16/8 hod (deii/noc)

a intenzite svetla 125 pmol.m?.s,

V ramci pozorovania kompeticie medzi dvomi axilarnymi pupenimi, bola

analyzovana lokalizacia PINI1 proteinov v prvom a druhom axilarnom pupeni 7-

diovych (pocitané od vysevu) dekapitovanych rastlin a v druhom axilarnom pupeni
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oSetrenom v zavislosti od experimentalneho variantu lanolinovou pastou bud’ s 1 %
NPA (Sigma-Aldrich), 1 % TIBA (Sigma-Aldrich), 1 % BFA (Sigma-Aldrich) alebo
1% CHX (Sigma-Aldrich) (obr. 13b). Pre kontrolny variant bola na druhy pupen
aplikovana cCista lanolinova pasta (obr. 13c). Aplikacia inhibitorov na druhy pupei bola
vykonanad 4 hodiny pred dekapitaciou rastliny, priCom prvy axilarny pupein oSetreny
nebol. Axilarne pupene boli odoberané v casovych intervaloch 6, 12 a 24 hodin

po dekapitacii rastliny.

(a) (b) ()

apex

K

>
o’z:\l\"
<

2. axilarny )’0
pupefi 7.

1. axilarny
pupen

Obr. 13: Schéma experimentu: intaktna neoSetrena rastlina s prvym a druhym axilarnym pupetiom
(a), dekapitovana rastlina sprvym neoSetrenym pupefiom a S druhym pupetiom oSetrenym
lanolinovou pastou s 1 % TIBA. Hviezdi¢ka indikuje aplikaciu lanolinovej pasty s 1 % NPA, 1 %
BFA alebo 1 % CHX na druhy pupeii pre d’alSie experimentalne varianty (b). Dekapitovana rastlina
sneoSetrenym prvym pupenom a druhym pupeiiom oSetrenym Cistou lanolinovou pastou

pre kontrolny variant (C).

Pre sledovanie vplyvu preruSenia polarneho transportu auxinu v hlavnej stonke
na lokalizaciu PIN1 proteinov boli dopestované intaktné 7-dilové (pocitané od vysevu)
rastliny oSetrené prstencom lanolinovej pasty s 1 % TIBA (Sigma-Aldrich) na hlavna
stonku medzi apexom a druhym axildrnym pupeniom (obr. 14a). Lokalizacia PIN1
proteinov bola pozorovana v prvom a druhom axildrnom pupeni takto oSetrenych rastlin
a v odobranych 5 mm dlhych segmentoch stonky z miesta, kde bola aplikovand TIBA
(obr. 14a). Axilarne pupene a segmenty stonky boli z oSetrenych rastlin odoberané
v ¢asovom intervale 24 hodin po aplikidcii TIBA-lanolinovej pasty. Pre kontrolny

variant bola lokalizacia PIN1 proteinov pozorovana v zodpovedajucich stonkovych
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segmentoch alebo axilarnych pupenioch odobranych z rastlin oSetrenych prstencom

Cistej lanolinovej pasty pod apexom stonky (obr. 14b).

(a) (b)
apex
TIBA lanolinova
pasta
2. axilarny
pupen
1. axilarny
pupen

Obr. 14: Schéma experimentu: intaktna rastlina o$etrend prstencom lanolinovej pasty s 1 % TIBA
(a) alebo prstencom &istej lanolinovej pasty pre kontrolny variant (b) pod apexom stonky. Cervene

ohrani¢end oblast’ oznacuje miesto odberu stonkového segmentu.

Vplyv cytokininu na rychlost’ zmien v lokaliz4cii PIN1 proteinov bol sledovany
v druhom axildrnom pupeni 7-diiovych (pocitané od vysevu) intaktnych rastlin,
osetrenom lanolinovou pastou s 1 % cytokininu benzyladeninu (BA, Sigma-Aldrich)
(obr. 15a). Pre kontrolny variant bola na druhy pupen aplikovana ¢istd lanolinovéa pasta.
Pupene pre analyzu boli odoberané v ¢asovych intervaloch 1, 2, 3, 4, 5 a 6 hodin
po aplikacii BA. Efekt exogénne pridaného cytokininu (BA) kauxinu (IAA)
na formovanie PIN1 auxinovych kanalov bol sledovany v stonkovych segmentoch
dekapitovanych rastlin, u ktorych bola na reznt plochu dekapitovanej stonky namiesto
odstraneného apexu aplikovana lanolinova pasta s 0,5 % IAA (Sigma-Aldrich) a 0,5 %
BA (Sigma-Aldrich). Z oSetrenych rastlin boli odoberané¢ 5 mm dlhé segmenty
dekapitovanej stonky z miesta aplikdcie horménov (obr. 15b). Ako kontrolny variant
boli v tomto experimentalnom usporiadani pouzité 5 mm segmenty stonky z rastlin
osetrenych 0,5 % [AA-lanolinovou pastou na dekapitovanej stonke (obr. 15¢). Stonkové
segmenty boli odoberané v casovych intervaloch 96 a 120 hodin po dekapitacii

a aplikacii hormoénov.

62



(a) (b) (c)

apex

IAA+BA
& 2. axilarny
hd pupen
1. axilarny
pupen

Obr. 15: Schéma experimentu: intaktna rastlina oSetrend BA-lanolinovou pastou na druhom

axilarnom pupeni (a). Dekapitovana rastlina oSetrena IAA+BA-lanolinovou pastou (b) alebo IAA-

lanolinovou pastou (b) na rezna plochu dekapitovanej stonky namiesto apexu. Cervene ohranit¢ena

oblast’ oznacuje miesto odberu stonkového segmentu.

Fixacia vzoriek

Vsetky odobrané vzorky axilarnych pupenov a stonkovych segmentov urcenych

pre imunohistochemicktl analyzu boli ihned’ po odobrani zafixované pomocou fixacnej

zmesi metanol : kyselina octovd v pomere 3 : 1 a skladované pocas 12-24 hodin

pri teplote -20 °C. Nasledne boli vzorky s cielom odstranenia fixa¢nej zmesi 3-krat

premyté vzdy pocas 15 minut v PBS pufre (tab. 6) s hodnotou pH 7,4.

Tab. 6: Zlozenie PBS pufru.

chemicka latka

hmotnost’ [g]

KH2PO4 0,21
NaCl 9,0
Na;HPO4 . 12 H.0 1,0

uprava pH na hodnotu 7,4

doplnenie ultracistou H20 na celkovy objem 1 000 ml

Odvodnenie a zalievanie vzoriek do parafinu

Nasledne boli vzorky po vymyti fixa¢nej zmesi postupne dehydrované v etanolovom

rade 10/30/50/70/90 % vzdy pocas 15 minut, 2-krat pocas 45 mintit v 96 % etanole a 2-
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krat pocas 45 mintt v 100 % etanole. Po dehydratacii boli vzorky infiltrované xylénom
v roztokoch etanolu a xylénu v nasledujtcich pomeroch:

- etanol : xylén 3 : 1 poc€as 60 minut

- etanol : xylén 1 : 1 pocas 60 minut

- etanol : xylén 1 : 3 pocas 60 minut

- 100 % xylén pocas 60 minut

- 100 % xylén pocas 12 hodin

K vzorkam axildrnych pupeniov a stonkovych segmentov v xyléne bol dalej

postupne pridavany parafin Paraplast Plus (Leica Biosystems) s teplotou topenia 56 °C.
Vzorky v roztoku parafinu a xylénu boli najprv ponechané 12 hodin pri laboratorne;j
teplote. Po tejto dobe bol znovu pridany parafin a roztok bol inkubovany 12 hodin
pri42 °C a 4 hodiny pri 58 °C. Nasledne bol roztok xylénu s parafinom postupne
odstraniovany a nahradzovany ¢istym parafinom pri teplote 58 °C, az boli vzorky uplne
prevedené do Cistého parafinu. Nakoniec boli jednotlivé vzorky pupenov a stonkovych
segmentov zaliate Cistym parafinom do bloc¢kov, ktoré boli rychlo schladené na l'ade

a skladované pri -20 °C.

Priprava mikroskopickych prepardtov

Pripravené parafinové blo¢ky s jednotlivymi axilarnymi pupenmi a stonkovymi
segmentami boli narezané na rotatnom mikrotome (RM2125 RTS, Leica Biosystems)
na rezy tenké 12 um. Rezy axilarnych pupeniov a stonkovych segmentov boli nasledne
zehlené vo vodnom kupeli pri teplote 42 °C a prenesené na podlozné skla s pozitivnym
nabojom (Super Frost Plus, Menzel-Gléser). Narezané vzorky na podloznych sklach

boli nasledne temperované 2 az 3 hodiny pri 42 °C.

Deparafindcia a rehydratdacia vzoriek

Narezané vzorky na podloZznych sklach boli inkubované 20 minut v prostredi 100 %
xylénu, d’alej 10 minat v roztoku xylén : etanol 1 : 1 a nakoniec 10 minut
Vv prostredi 100 % etanolu. VysuSené podlozné skld so vzorkami boli potom umiestnené
pocas 30 minut pri teplote -20 °C. Vzorky boli nasledne rehydrované v etanolovom rade
10/30/50/70/90 % vzdy pocas 10 minat a nakoniec premyvané 10 minut v 1x PBS
pufre.

64



Blokovanie a inkubdcia s primarnou protilatkou

Na kazdé podlozné sklo s narezanymi vzorkami bolo pridanych 500 pl blokovacieho
roztoku zlozeného z 1xPSB pufru a 3 % bovinneho sérového albuminu (BSA; Sigma-
Aldrich). Blokovanie prebiechalo 1 hodinu pri laboratérnej teplote. Po odstraneni
blokovacieho roztoku bolo nakazdé podlozné sklo pridanych 100 pl primarne;
protilatky (anti-PIN1, riedenie 1 : 200 v blokovacom roztoku). Nasledne boli podlozné
skla prikryté parafilmom M (Sigma-Aldrich) z dovodu zabranenia vysuSenia vzoriek
a inkubované v zatemnenom prostredi s vysokou vzdusnou vlhkost'ou (90-100 %) pocas
12 hodin pri laboratornej teplote. Po odstraneni protilatky boli podlozné skla 3-krat
premyté v 1XPBS pufre s 0,2 % Tween-20 (Sigma-Aldrich) vzdy poc¢as 10 mindt.

Blokovanie a inkubdcia so sekunddrnou protilatkou

Na kazdé podlozné sklo bolo opit’ pridanych 500 pl blokovacieho roztoku (1xPBS
pufer +3 % BSA) a nasledne boli vzorky inkubované pri laboratornej teplote pocas
30 minat. Po odstraneni blokovacieho roztoku bolo na kazd¢ podlozné sklo pridanych
100 pl sekundarnej protilatky konjugovanej s fluorescencnym farbivom (polyklonalny
Cy3-antirabbit, Sigma-Aldrich, riedenie 1 : 200 v blokovacom roztoku). Podlozné skla
boli zakryté parafilmom M a inkubované v zatemnenom prostredi s vysokou vzdusnou
vlhkost'ou (90-100 %) 4 hodiny pri teplote 37 °C. Nasledne boli skl4 so vzorkami 3-krat
premyté v roztoku 1xXPBS s 0,2 % Tween-20 (Sigma-Aldrich) vzdy pocas 10 mindt.

Nakoniec boli podloZné skl inkubované eSte 10 minat v 1xPBS.

Finadlna uprava prepardatov a mikroskopické pozorovanie objektoy

Vzorky na podloznych sklach boli nakoniec zaliate zalievacim médiom (Citifluor,
AgarScientific) a prikryté krycimi sklami. Pripravené preparaty boli pozorované
prostrednictvom konfokalneho laserového mikroskopu BX 60 LSM Fluoview 200
(Olympus). Pouzity bol argoénovy laser vinovej dizky 568 nm, bariérovy filter BA 585
IF a objektiv UPlanFI 20x/0,5, pricom sledované objekty boli nasnimané za pouzitia

Fluoview 5.0 softwaru.
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4.1.4 Analyza transportu auxinu [*H] znaéenou IAA

Rastlinny materidl, kultivacné podmienky, oSetrenie hormonmi a analyza exportu
I1AA

Pre analyzu transportu auxinu boli pouzité rastliny hrachu siateho (Pisum sativum L.)
odroda Vladan (Semo a.s., Smrzice). Semena najprv namocené pocas 24 hodin vo vode
pri laboratornej teplote boli nasledne vysiate do perlitu, v ktorom 3 az 4 dni klicili.
Po kli¢eni boli rastliny presadené do kultivaénych nadob s perlitom a Richterovym
zivnym roztokom, v ktorych boli pestované v podmienkach klimaboxu pri teplote 20/10
°C, fotoperidde 16/8 hod (defi/noc) a intenzite svetla 125 pmol.m2.s2.

Pre hodnotenie auxinového exportu bol v zavislosti od experimentalneho
variantu pouzity roztok bud’ 0,5 ul alebo 1 ul [5-3H]-indolyl-3-octovej kyseliny
(American Radiolabeled Chemicals, 925 Gbg.mmol™?, 6666 Bq. ult) v 50 % etanole.
Pre kazdy experimentalny variant boli z 10 rastlin odobrané stonkové segmenty, ktoré
boli nasledne inkubované pocas 12 hodin v kvapalnom dioxinovom scintilaénom
roztoku. Aktivita [*H] v stonkovych segmentoch bola merana za pouzitia scintilaéného
spektrofotometru Packard TRI/Carb 2000 (Packard).

Pre analyzu exportu auxinu z apexu stonky boli 7-dnové (pocitané od vysevu)
intaktné rastliny subapikalne oSetrené prstencom lanolinovej pasty s 1 % TIBA (Sigma-
Aldrich) (obr. 16a) alebo cistou lanolinou pastou pre kontrolny variant (obr. 16b).
24 hodin po aplikacii TIBA-lanolinovej pasty alebo C¢istej lanolinovej pasty bol
na $picku apexu aplikovany 1 ul [®H]-IAA apo dalsich 2 hodinach boli odoberané
4 mm dlhé stonkové segmenty so vzdialenostou 0-4 mm a4-8 mm od miesta

oSetreného TIBA-lanolinovou pastou alebo ¢istou lanolinovou pastou (obr. 16).
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Obr. 16: Schéma experimentu: intaktna rastlina o$etrena prstencom lanolinovej pasty s 1 % TIBA
(a) alebo prstencom &istej lanolinovej pasty pre kontrolny variant (b) pod apexom stonky. Cervene

ohrani¢ena oblast’ oznacuje miesto odberu stonkovych segmentov.

Analyza exportu auxinu z vyrastajiceho pupena a jeho nésledného transportu
Vv hlavnej stonke bola vykonana na 7-dni (pocitané od vysevu) starych dekapitovanych
rastlinach oSetrenych prstencom lanolinovej pasty s 1 % TIBA (Sigma-Aldrich) (obr.
17a) medzi prvym a druhym axilarnym pupeniom, pricom aplikacia TIBA-lanolinovej
pasty bola vykonanad 4 hodiny pred dekapitaciou rastliny. Pre kontrolny variant bol
na rastliny medzi prvy a druhy axildrny pupen aplikovany prstenec Cistej lanolinove;j
pasty (obr. 17b). Po 3 diloch od oSetrenia bol na vyrastajuci druhy axildrny pupeni resp.
na formujuci sa lateralny vyhon aplikovany 1 pl [*H]-IAA a po d’alsich 2 hodinach boli
odoberané 4 mm dlhé stonkové segmenty zo vzdialenosti 0-4 a4-8 mm od miesta

aplikacie TIBA-lanolinovej pasty (obr. 17).

(a) (b)
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Obr. 17: Schéma experimentu: dekapitovana rastlina oSetrena prstencom lanolinovej pasty s 1 %
TIBA (a) alebo prstencom ¢istej lanolinovej pasty pre kontrolny variant (b) medzi prvym a druhym

axilarnym pupeniom. Cervene ohranicend oblast’ oznacuje miesto odberu stonkovych segmentov.
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Export auxinu z druhého axilarneho pupenia bol stanoveny na 7-diovych
(pocitané od vysevu ) dekapitovanych rastlindch, ktoré mali druhy pupenn oSetreny
lanolinovou pastou bud’ s 1 % NPA (Sigma-Aldrich), 1 % TIBA (Sigma-Aldrich), 1 %
BFA (Sigma-Aldrich) alebo 1 % CHX (Sigma-Aldrich) (obr. 18a), pricom aplikacia
lanolinovej pasty s inhibitormi bola vykonana 4 hodiny pred dekapitaciou rastliny.
Pre kontrolny variant bol druhy axilarny pupenl oSetreny Cistou lanolinou pastou (obr.
18b). 6 hodin po dekapitacii bolo na druhy oSetreny pupetr aplikovanych 0,5 ul [3H]-
IAA a po dalsich 2 hodinach boli z internédia odobrané 4 mm dlhé stonkové segmenty

zo vzdialenosti 0-4 mm a 4-8 mm od druhého pupena (obr. 18).
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Obr. 18: Schéma experimentu: dekapitovana rastlina s prvym neoSetrenym axilarnym pupetiom
a s druhym axilarnym pupeniom oSetrenym lanolinovou pastou s 1 % TIBA. Hviezdi¢ka indikuje
aplikaciu lanolinovej pasty s 1 % NPA, 1% BFA alebo 1 % CHX na druhy pupen pre d’alSie
experimentalne varianty (a). Kontrolny variant s druhym pupefiom o$etrenym ¢istou lanolinovou

pastou (b). Cervene ohraniéena oblast’ oznacuje miesto odberu stonkovych segmentov.

4.1.5 Analyza hladiny cytokininov v xylémovom exsudate

Rastlinny material, kultivacné podmienky, oSetrenie hormonmi

Pre stanovenie hladiny cytokininov v xylémovom exsudate (X-CK) boli dopestované
rastliny zo semien hrachu (Pisum sativum L.) namocenych najprv pocas 12 hodin
vo vode pri laboratornej teplote, nésledne vysiatych a pestovanych v kultivaénych
nadobach v zmesi raselina : vermikulit (3 : 1). Kultivacia rastlin prebichala
Vv podmienkach klimaboxu pri teplote 20/10 °C, fotoperiode 16/8 hod (defi/noc)
aintenzite svetla 125 umol.m2.s?. Pre analyzu pouzité intaktné mutantné rastliny

hrachu rmsl a rms2 na pozadi Standardného typu hrachu siateho (Pisum sativum L.)
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odroda Parvus (Imperial College London) boli oSetrené prstencom 1 % IAA-lanolinove;j
pasty pod apexom stonky (obr. 19a). Rovnakym sposobom ako mutantné rastliny boli
prstencom lanolinovej pasty s 1 % IAA pod apexom stonky oSetrené aj intaktné rastliny
Standardného typu. Ako kontrolny variant boli pouzité intaktné rastliny Standardného
typu a mutantné rastliny rmsl a rms2, u ktorych bol aplikovany prstenec lanolinovej
pasty bez pridania IAA (obr. 19b).

(a) (b)

apex
1AA lanolinova
pasta
2. axilarny
pupen
1. axilarny
pupen

Obr. 19: Schéma experimentu: intaktna rastlina Standardného typu a mutantnych rastlin rms1 a rms2
oSetrend prstencom lanolinovej pasty s1 % IAA (a) alebo prstencom ¢&istej lanolinovej pasty

pre kontrolny variant (b) pod apexom stonky.

Odber xylémového exsuddatu

Pre analyzu X-CK bol xylémovy exsudat zbierany z rastlin hrachu dekapitovanych
pod prvym axilarnym pupefiom za mierncho podtlaku podla postupu popisaného
Lejeune et al. (1988). Pruzna silikonova hadicka dizky priblizne 15 mm, s vnatornym
priemerom 2-3 mm, pripojena k $picke 2 ml striekac¢ky bola napojena na dekapitovanu
stonku rastliny hrachu a pevne stiahnuta v mieste napojenia. Podtlak v strickacke bol
vytvoreny povytiahnutim piesta, priCom xylémovy exsudat bol za tychto podmienok
odoberany pocas 2 hodin. Z jednotlivej rastliny bolo po 2 hodinach ziskanych 50-200 pl
xylémového exsudatu. Pre kazdy experimentalny variant bolo pouzitych 10 rastlin,
pri¢om po odbere bol xylémovy exsudat ihned’ zmrazeny v tekutom dusiku a nasledne

skladovany pri -80 °C.
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Analyza cytokininov

Pred analyzou bol ku kazdej vzorke na zédklade zmeraného objemu pridany deutériom
znadeny cytokininovy interny $tandard (10 ng/ml exsudatu; [?Hs]Z, [?Hs]ZR, [?Hs]ZRP,
[?H3s]DHZ, [°H3]DHZR, [?He]iP, [?He]iPR, [*He]iPRP, [*Hs]tZ9G, [*H3]DHZ9G
a [°H6]IP9G; Olchemim). Extrakt bol centrifugovany pri 10 000 g a4 °C 10 mindt.
Supernatant bol nasledne preneseny do LC-MS vialky.

LC-MS (Liquid chromatography-mass spectrometry) analyza bola vykonana
v spolupraci s Imperial College London, pricom LC-MS bola upravena podla Foo et al.
(2007). Vzorky boli vstrekované na Phenomenex 3 um Cig Luna 100 X 2-mm kolonu
za pouzitia Agilent 1100 Binary LC systému spojen¢ho s Applied Biosystems Q-Trap
hybridnym hmotnostnym spektrometrom vybavenym Turbolonspray elektrosprejovym
zdrojom operujiicim v pozitivhom ibnovom MRM (Multi Reaction Monitoring) mode.
Pouzita bola gradientova elucia acetonitrilom v 10 mM octane aménnom (pH 3,4),
najprv 5 % pocas 4 minut, potom zvySenie koncentracie na 14 % pocas 20 minut
a nakoniec 32 % pocas 25 minit s prietokom 200 pl min™. Cytokininy boli detegované

pomocou MRM s integraénym ¢asom 30 milisekind pre kazdii hmotnostnu analyzu.

4.1.6 Hodnotenie dizky axilarnych pupeiiov a laterilnych vyhonov

Rastlinny materidl a kultivacné podmienky

Pre stanovenie dizky axilarnych pupetiov a z nich formovanych lateralnych vyhonov
boli pouzité rastliny hrachu siateho (Pisum sativum L.) odroda Vladan (Semo a.s.,
Smrzice). Semena najprv namocené pocas 24 hodin vo vode pri laboratdorne;j teplote boli
nasledne vysiate do perlitu, v ktorom 3 aZ 4 dni klicili. Po kli¢eni boli rastliny presadené
do kultiva¢nych nadob s perlitom, v ktorych boli pestované v podmienkach klimaboxu
pri teplote 20/10 °C, fotoperiéde 16/8 hod (defi/noc) a intenzite svetla 125 pmol.m2.s2.

Pre d’alSie experimentalne varianty boli pouzité mutantné rastliny rmsl a rms2
na pozadi Standardného typu hrachu siateho (Pisum sativum L.) odroda Parvus (Imperial
College London). Semena najprv namocené pocas 24 hodin vo vode pri laboratornej
teplote boli nésledne vysiate a pestované v kultivaénych nadobach v zmesi raselina :
vermikulit (3 : 1). Kultivacia rastlin prebichala v podmienkach klimaboxu pri teplote
20/10 °C, fotoperidéde 16/8 hod (defi/noc) a intenzite svetla 125 pmol.m?2.s™.

70



Pre hodnotenie dizky axilarnych pupefiov a z nich formovanych laterdlnych
vyhonov v zavislosti od experimentalnych variantov v sulade s variantmi uvedenymi
vysie v Casti 4. MATERIAL A METODY boli vzdy intaktné alebo dekapitované 7-
dinové (pocitané od vysevu) rastliny hrachu oSetrené bud’ horménmi (IAA, BA) alebo
inhibitormi (NPA, TIBA, BFA, CHX). Pre kontrolny variant bola na prislusné cCasti
rastliny (axilarne pupene, stonka) aplikovand ¢ista lanolinova pasta. Dizka pupetiov
a vyhonov bola merand kazdych 24 hodin v priebehu nasledujucich 5 alebo 6 dni
od oSetrenia rastliny.

Vplyv toku auxinu v hlavnej stonke na vyrastanie axilarnych pupeniov bol
sledovany na 7-diiovych (pocitané do vysevu) intaktnych rastlindch, pricom u tychto
rastlin bol za i¢elom mechanického prerusenia poldrneho transportu auxinu formovany
v hlavnej stonke laterdlny zarez bud’ medzi apexom stonky a druhym axilarnym
pupeniom (obr. 20a) alebo medzi prvym a druhym axildrnym pupeniom (obr. 20b).
Z doévodu zamedzenia tvorby novych vaskularnych spojeni umoziujucich rychlu
obnovu toku auxinu v stonke bol do kazdého zarezu vlozeny plastovy stitok (obr. 20).

(@ (b)

apex

—=mmll plastovy Stitok
2. axilarny
pupen

1. axilarny plastowvy Stitok, Ms—
pupen

Obr. 20: Schéma experimentu: intaktna rastlina s formovanym lateralnym zarezom v hlavnej stonke
medzi apexom a druhym axilarnym pupetiom (a) alebo medzi prvym a druhym axilarnym pupetiom

(b).
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5 VYSLEDKY A DISKUSIA

5.1 Apex reguluje vetvenie stonky u hrachu

Rastliny su charakteristick¢ vysokym stupiiom schopnosti prispdsobovat’ svoj vyvojovy
program a dynamicky tak reagovat’ na zmeny v okolitom prostredi. Nevyhnutnou
sucastou vyvojovej plasticity rastlin je formovanie stonkovej architektury, ktora je
determinovanad regulaciou aktivity axilarnych pupenov v ramci procesu apikalnej
dominancie. Tento fyziologicky jav sa vyznauje inhibi¢nym vplyvom apexu stonky
na vyrastanie axilarnych pupenov (obr. 21a, obr. 22a, 22¢). V hlavnej stonke intaktnych
rastlin st PINI transportné proteiny auxinu lokalizované v parenchymatickych bunkach
xylému polarne, ¢o znamena silny polarny auxinovy transport (obr. 23c). Naopak PIN1
proteiny V prokambidlnych bunkdch axilarnych pupeiov inhibovanych vo vyrastani
nevykazuju polarnu lokalizaciu (obr. 23a). Oslabenie apexu ¢i jeho odstranenie
dekapitaciou uvoltiuje axilarne pupene z vplyvu apikélnej dominancie a umoznuje ich
vyrastanie (obr. 21b, obr. 22b), pricom v takto vyrastajicich pupenoch su PIN1 proteiny
v prokambialych bunkach lokalizované polarne (obr. 23b), podobne ako v hlavnej
stonke. Tato inhibicia vyrastania pupefiov moze byt spdsobena kompeticiou apikalneho
a lateralnych zdrojov auxinu o primarnu kanalizdciu auxinového transportu

do auxinového toku v hlavnej stonke (Balla et al., 2011).

(a) (b)
1AA
1AA
1AA * 1AA
1AA 1AA

Obr. 21: Schéma experimentu (zelena Sipka indikuje vyrastanie pupefia): intaktna rastlina. Auxin

transportovany z apexu (ako primarneho zdroja auxinu) do stonky zabranuje kanalizacii auxinu
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a jeho exportu z axilarneho pupena (sekundarneho zdroja auxinu) (a). Dekapitovana rastlina. Apex
ako primarny zdroj auxinu je odstraneny, ¢im moéZze byt auxin syntetizovany v axilarnom pupeni
z neho exportovany, ¢o vedie k aktivacii a po¢iatocnému vyrastaniu prvého i druhého axilarneho
pupena. Pociato¢né vyrastanie sa zmeni na kompeticiu, ktora nakoniec vyusti v dominanciu druhého
pupenia nad prvym (b).

Pre blizSie sledovanie kompeticie primarneho zdroja auxinu (apex)
a jeho potencialnych sekundarnych zdrojov (axilarne pupene) bol pouzity dvojnodovy
modelovy systém (obr. 21a, 21b) na rastlinach hrachu siateho (Pisum sativum L.)

odroda Vladan, ktory ma geneticky podmienenu silnu apikélnu dominanciu.

@ (b) © ' ‘

Obr. 22: Rastliny hrachu siateho (Pisum sativum L.) odroda Vladan. 7-ditova (pocitané od vysevu)
intaktnd rastlina (a), rastlina 5 dni po dekapiticii s inhibovanym prvym axilirnym pupefiom
a dominantnym vyrastajucim druhym axilarnym pupetiom (b). Intaktna rastlina v rovnakom c¢ase

S axilarnymi pupenimi zadrzanymi v dormancii (c).

Obr. 23: Imunolokalizacia PIN1 proteinov pozorovana prostrednictvom konfokalneho mikroskopu

zobrazujuca nepolarnu lokalizaciu v prokambialnych bunkach inhibovaného axilarneho pupena

intaktnej rastliny (a), polarnu lokalizaciu v prokambialnych bunkach vo vyrastajicom pupeni
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dekapitovanych rastlin 24 hodin po dekapitacii (b) a polarnu lokalizaciu PIN1 v parenchymatickych
bunkach xylému hlavnej stonky intaktnej rastliny (c). Objektiv 20x, mierka predstavuje velkost
100 pm.

U intaktnych rastlin hrachu s pritomnym apexom ako primarnym zdrojom
auxinu nebolo pozorované ziadne vyrastanie axilarnych pupeiiov (obr. 24). Sucasne
bolo zistené, ze prvy axilarny pupen je morfologicky mensi v porovnani s druhym
pupenom. Velkost prvého axilarneho pupena je u intaktnych rastlin resp. rastlin
pred dekapitaciou priblizne polovi¢na nez velkost druhého pupena. Po odstraneni
apikdlneho vrcholu stonky dekapitaciou zacal vyrastat’ prvy i druhy axilarny pupen
rovnakou mierou (obr. 24). Tri dni po dekapitacii vyhon, ktory sa zacinal formovat’
Z prvého pupena vyznamne spomalil svoj rast, zatial ¢o vyhon formovany z druhého
pupena dalej pokratoval vo svojom raste, az sa postupne stal jednoznacne
dominantnym (obr. 24).

Blazkova et al. (1999) zistili, Ze dekapitacia vedie k rapidnemu a vyznamnému
znizeniu hladiny IAA v axilarnych pupenoch uz po 6 hodinach od dekapitacie, pricom
po 24 hodinach od odstranenia apexu dochadza k opidtovnému narastu IAA hladiny
Vv axilarnych pupenoch. Toto mdZe indikovat, Ze po dekapitacii dochadza k rychlemu
exportu akumulovaného auxinu z pupena, co koreluje s pozorovanim, Ze k polarizacii
PIN1 proteinov dochadza v priebehu 6 hodin po dekapitacii (Balla et al., 2011). Tymto
je umoznené formovanie PIN1 znafenych auxinovych kandlov a nésledny export auxinu
Z pupena. Proces kompeticie o vytvorenie nového zdroja auxinu preto moze byt
aplikovany aj pocas vyrastania axilarnych pupenov po dekapitdcii, o znamend, Ze
druhy axilarny pupeni inhibuje prvy pupen v raste, av§ak jednozna¢na dominancia nie je

stanovend thned’ po dekapitacii.
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Obr. 24: Rastova krivka predstavujica dizku axilarnych pupefiov a z nich formovanych vyhonov,
kde 1li = prvy pupeni intaktnej rastliny, 2i = druhy pupen intaktnej rastliny, 1d = prvy pupen
dekapitovanej rastliny, 2d = druhy pupen dekapitovanej rastliny. Statisticky vyznamné rozdiely
(identifikované Studentovym t-testom) o = 0,05* a o =0,01** Chybové usecky predstavuju
smerodajni odchylku (n = 60).

Tieto sledované morfologické zmeny axilarnych pupeniov boli sprevadzané
s oakavanymi zmenami v expresii génu PSDRM1 (DORMANCY-ASSOCIATED
PROTEIN 1), ktory ako marker dormancie ukazuje inhibovany alebo rastici stav
pupenia resp. pletiv. V obidvoch pupenioch po dekapitacii jeho expresia Klesla
v priebehu 6 hodin k nulovym hodnotam, ¢o indikuje, ze obidva pupene boli
po dekapitacii  aktivované a dochadzalo medzi nimi ku kompeticii, avSak
po 120 hodinach od dekapitacie sa v prvom pupeni jeho expresia mnohonasobne zvysila
Vv porovnani s druhym pupeniom, v ktorom zostdvala expresia génu PSDRM1 stale
na nizkej Grovni (obr. 25a).

Podobny expresny profil bol zisteny aj u génu PSBRC1, ktorého expresia je
nevyhnutnd pre udrzanie dormantného stavu axilarneho pupenia. AtBRC1
pravdepodobne predstavuje kIi¢ovy prvok v integracii roznych signalnych drah
kontrolujucich vetvenie u arabovky (Arabidopsis thaliana L.), pricom jeho expresia sa
meni po dekapitacii velmi rychlo (Aquilar-Martinez et al., 2007). V druhom pupeni
nebola expresia PSBRC1 po kontinualnom znizovani v priebehu 6 hodin od dekapitacie
detekovatelna, zatial ¢o v prvom pupeni Sa po prvotnom znizeni expresia
po 120 hodinach od dekapitacie vyznamne zvysila (obr. 25b).

Okrem génov suvisiacich s dormantnym stavom pupeniov bola sledovand aj
expresia génov kodujucich transportné proteiny auxinu PSAUX1 (obr. 25c), PsPIN1
(obr. 25d) a génu PsCDC2 (CELL DIVISION CONTROL 2) (obr. 25¢) zapojeného
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do procesu bunkového delenia. Zmeny v expresii tychto génov, ktoré boli zistené

v prvom pupeni korelovali so zmenami v druhom pupeni (obr. 25¢, 25d, 25¢). Podobny

expresny profil bol zaznamenany aj u génu biosyntetickej drahy auxinu PSYUCL, aj ked’

zmeny v expresii v prvom pupeni boli vyraznejsie nez v druhom pupeni (obr. 25f). Toto

moze byt vysvetlené tym, ze v ramci kompeticie dochadza v morfologicky menSom

prvom pupeni K intenzivnejsej aktivite na transkripénej Urovni S cielom ziskat

dominanciu nad druhym pupenom. Suhrnne, vysledky zo

stanovenia expresie

vybranych génov opit’ naznacuju, ze prvy pupenl bol dekapitaciou uvolneny z inhibicie

rovnako ako pupen druhy. Prostrednictvom morfologickych a molekularnych markerov

tak bola odhalena kompeticia o dosiahnutie dominancie medzi axilarnymi pupeiimi

uvol'nenymi z dormancie.
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Obr. 25: Relativna expresia génu PSDRM1 (a), PsBRC1 (b), PsAUX1 (c), PsPIN1 (d), PsCDC2 (e)
a PsYUC1 (f) v prvom a druhom axilarnom pupeni dekapitovanych rastlin. Statisticky vyznamné
rozdiely (identifikované Studentovym t-testom) o = 0,05% aa=0,01** Chybové usecky
predstavujt smerodajnt odchylku (n = 4).

Podl'a teodrie kanalizacie auxinového transportu je apikdlna dominancia
determinovana tokom auxinu v hlavnej stonke rastliny. Stonkovy meristém, ¢i uz je
apikdlny alebo axilarny moéze rast' jedine v pripade, ze aktivne exportuje auxin
polarnym transportnym systémom (Morris, 1977; Bangerth, 1989; Bennett et al., 2006;
Mouchel a Leyser, 2007; Ongaro a Leyser, 2008). Polarny auxinovy transportny systém
zahriiuje mnoZstvo transportnych PIN1 proteinov, ktoré vytvaraju auxinové spojenie
medzi jednotlivymi bunkami a generujil jednosmerny bazipetalny tok hormoénu z apexu
cez hlavnu stonku (Friml et al., 2003). Rastlina s uplnym fenotypom apikalnej
dominancie ma ¢innost polarneho auxinového transportu v hlavnej stonke
na maximalnej kapacitnej urovni, ¢im uz PIN1 proteiny nemaji dostato¢nu dispoziciu
transportu pre d’al$i auxin prichadzajici z pupenov (Bennett et al., 2006; Mouchel
a Leyser, 2007; Ongaro a Leyser, 2008). V tomto pripade predstavuje auxin
transportovany z apexu stonky zasadny faktor pre reguldciu vyrastania pupenov, ktory
zabranuje exportu auxinu z pupenia, ¢im inhibuje jeho vyrastanie. Export auxinu
Z pupena moze prebiehat’ jedine vtedy, ked dojde k zmene v tejto regulacii, bud’
zniZzenim hladiny auxinu alebo zvySenim poctu auxinovych transportérov. Redukovanie
endogénnej hladiny TAA dekapitdciou (Thimann a Skoog, 1933; Thimann a Skoog,
1934; van Overbeek, 1938; White et al., 1975; Morris et al., 2005) preto moze viest’
Kk vytvoreniu dostato¢ne silného sinku pre kanalizaciu auxinu z druhého axilarneho
pupeiia, ktorého vyrastanie bolo po dekapitacii pozorované (obr. 24). Aj ked

po odstraneni apexu dekapitaciou dochadza v dosledku zniZzenej hladiny auxinu
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k po¢iato¢nému vyrastaniu tieZ prvého pupena (obr. 24) a jeho kompeticii s pupefiom
druhym, jeho trvaly rast je inhibovany tokom auxinu prave z vyrastajiiceho druhého
pupena. Kone¢né formovanie jedného dominantného vyhonu je pritom pravdepodobne
determinované kapacitou PIN1 proteinov a mierou auxinového transportu z kazdého
jedného pupena (Bangerth, 1989; Bangerth et al., 2000; Bennett et al., 2006; Ongaro
a Leyser, 2008).

5.2 Dizka ponechanej dekapitovanej stonky ovplyviiuje rychlost’
uvol’nenia axilarnych pupenov z dormancie

Pre lepsSie pochopenie ddlezitosti bazipetalneho auxinového toku v stonke v regulacii
vyrastania pupefiov boli pouZité deetiolované rastliny s predizenymi internodiami, ktoré
boli dekapitované 60 mm alebo 90 mm nad druhym axilarnym pupeniom (obr. 26a),
narozdiel od kontrolného wvariantu, v ktorom boli rastliny dekapitované 5 mm

nad druhym pupeiiom (obr. 26b).

(a) 1AA (b)

*

— 60 mm/
90 mm

S
! 1

Obr. 26: Schéma experimentu: Rastlina s dlhym internédiom dekapitovana 60 mm alebo 90 mm

nad druhym pupeiiom (a). Rastlina dekapitovana 5 mm nad druhym pupetiom (b).

Pre determinovanie €asu uvolnenia pupeiiov z dormancie a ich vyrastani bol
pouzity marker dormancie gén PSDRM1 a represor stonkového vetvenia gén PSBRC1,
ktorych expresna dynamika bola sledovana v druhom axilarnom pupeni rastlin
dekapitovanych spdsobom uvedenym vyssie (obr. 26). VSeobecne bol zisteny priblizne
6-hodinovy posun u variantu s 60 mm dlhou dekapitovanou stonkou (obr. 27a, 27b)

a 12-hodinovy posun u variantu s 90 mm dlhou dekapitovanou stonkou (obr. 28a, 28b)
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v expresnom profile obidvoch génov PSDRM1 a PsBRC1 v porovnani s kontrolnym
variantom, kde boli rastliny dekapitované 5 mm nad druhym axilarnym pupeiiom (obr.
27a, 27D, 28a, 28b). Vplyv dizky dekapitovanej stonky bol d’alej sledovany aj v pripade
expresie génov PSAUX1, PsPIN1, PsCDC2 a PsYUCL1 v druhom axilarnom pupeni, kde
bol tiez zaznamenany podobny casovy posun v rychlosti zmien v expresii tychto
sledovanych génov po dekapitacii u variantu s 60 mm alebo 90 mm dlhou
dekapitovanou stonkou v porovnani s kontrolnym variantom, kde dekapitovana stonka
mala 5 mm (obr. 27c, 27d, 27e, 27f, 28c, 28d, 28e, 28f)).

Vzhl'adom na to, zZe priemernd rychlost’ poldrneho transportu auxinu je priblizne
10 mm.h? (Goldsmith, 1977), tieto vysledky ukazuji, Ze vy&erpanie auxinu v stonke
alebo prinajmensom znizenie jeho hladiny po odstraneni apexu ako jeho primarneho
zdroja mdze mat’ vplyv na rychlost’ vyrastania axilarneho pupena.

Podobne i Blazkova et al. (1999) pozorovali po dekapitacii zvySenu rychlost’
vyrastania axilarneho pupenia blizsie k apexu (5. nddu) uz po 24 hodinach, zatial' ¢o
axilarny pupen na bazalnejsej pozicii (2. nodu) v ramci hlavnej stonky zacal vyrastat’

Z ur¢itym oneskorenim.
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Obr. 27: Relativna expresia génu PSDRM1 (a), PsBRC1 (b), PsAUX1 (c), PsPIN1 (d), PsCDC2 (e)
a PSYUCL1 (f) v druhom axilarnom pupeni rastlin dekapitovanych 60 mm nad druhym pupetiom (dlha

stonka) alebo 5 mm nad druhym pupeiiom (kratka stonka). Statisticky vyznamné rozdiely

(identifikované Studentovym t-testom) o =0,05* ao =0,01** Chybové uselky predstavuju

smerodajnu odchylku (n = 4).
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Obr. 28: Relativna expresia génu PSDRM1 (a), PsBRC1 (b), PsAUX1 (c), PsPIN1 (d), PsCDC2 (e)
a PSYUCL1 (f) v druhom axilarnom pupeni rastlin dekapitovanych 90 mm nad druhym pupetiom (dlha
stonka) alebo 5 mm nad druhym pupeiiom (kratka stonka). Statisticky vyznamné rozdiely
(identifikované Studentovym t-testom) o =0,05* ao =0,01** Chybové uselky predstavuju
smerodajnu odchylku (n = 4).

Podla tedrie kanalizdcie auxinového transportu je vyrastanie pupenov
regulované tokom auxinu v stonke (Bangerth, 1989; Bennett et al., 2006; Mouchel
a Leyser, 2007; Ongaro a Leyser, 2008). Po odstraneni primarneho zdroja auxinu -
apexu, dochadza k redukcii jeho hladiny v hlavnej stonke (Thimann a Skoog, 1933;
Thimann a Skoog, 1934; van Overbeek, 1938; White et al., 1975; Morris et al., 2005)
pravdepodobne do tej doby, nez je vytvoreny novy aktivny zdroj auxinu, ktorym moéze
byt axilarny pupenl. Na zaklade toho je mozné usudzovat’, zZe Casovy interval medzi
odstranenim pdvodného primarneho zdroja auxinu a zalozenim jeho nového zdroja
moZze byt determinovany mierou auxinu dostupného pre polarny transport PIN1
proteinmi lokalizovanymi na useku stonky medzi apexom a axilarnym pupeniom. Aj
ked’ niektoré Stadie ukazali, ze inicidcia vyrastania pupefia po dekapitacii nie vzdy
koreluje s lokalnym vycerpanim auxinu v stonke (Morris et al., 2005; Ferguson et al.,
2009; Renton et al., 2012; Mason et al., 2014), tieto rozdiely mézu byt sposobené
odliSnym experimentadlnym usporiadanim, vzhl'adom na to, Ze v tychto Studiach boli
pre experimenty pouZzité 20-dni staré rastliny. Experimentdlne usporiadanie pouZité
V tejto praci vSak zretel'ne ukézalo, ze dynamika vyrastania axilarnych pupefiov mdze
byt ovplyvitovana dizkou dekapitovanej stonky, v ktorej po odstraneni apexu dochadza

k zmenam v hladine auxinu.
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5.3 Prerusenie poliarneho transportu auxinu v hlavnej stonke uvoliiuje
axilarne pupene z dormancie

Pre potvrdenie predchédzajucich vysledkov a pre dalSie testovanie kltucovej
ulohy auxinového toku v hlavnej stonke v inhibicii vyrastania pupenov, boli vykonané
experimenty, Vv ktorych bol redukovany auxinovy tok v intaktnej rastline hlbokym
zarezom do hlavnej stonky. Pokial' bol zarez vytvoreny nad druhym axilarnym
pupeniom (obr. 29a), bol tento pupent uvol'neny z dormancie a zacal sa z neho formovat’
lateralny vyhon (obr. 29¢). Prvy pupen zostal aj nad’alej zadrzany v dormancii tokom
auxinu exportovaného do stonky z vyrastajuceho druhého pupeiia, pricom hlavna stonka
s apikalnym vrcholom d’alej pokracovala v raste (obr. 29c).

Ako dalsi pristup preruSenia auxinového toku bol bazipetalny transport auxinu
Vv hlavnej stonke inhibovany aplikdciou inhibitoru transportu auxinu, kyseliny 2,3,5-
trijodbenzoovej (TIBA) v lanolinove] paste medzi intaktny stonkovy apex a druhy
axilarny pupeil (obr. 29b). Tento prstenec TIBA-lanolinovej pasty efektivne blokoval
stonkovy auxinovy transport, ako bolo zistené na zdklade merania auxinového
transportu za pouzitia [°H] znateného auxinu (obr. 30b). Tiez vtomto pripade
preruSenie toku auxinu zapexu do hlavnej stonky viedlo k vyrastaniu druhého

axilarneho pupena, zatial’ o prvy pupen zostal zadrzany v dormancii (obr. 30a).

(a) (b) (c)
1AA 1AA
l TIBA
1AA * 1AA
1AA 1AA

Obr. 29: Schéma experimentu (zelené §ipky vedla pupeiiov indikuju vyrastanie pupenia): intaktna
rastlina s lateralnym zarezom do hlavnej stonky nad druhym pupeniom. Oslabenie stonkového
auxinového toku umoziuje export auxinu z druhého pupena a jeho vyrastanie. Prvy pupen zostava
zadrzany v dormancii v dosledku toku auxinu do stonky z druhého pupenia (a). Intaktna rastlina

osetrena TIBA-lanolinovou pastou pod apex. Inhibitor transportu auxinu blokuje auxinovy tok
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z apexu aumoznuje druhému pupenu stat’ sa novym primarnym zdrojom auxinu, ktory dalej
pokracuje v zabratiovani exportu auxinu z prvého pupena (b). Intaktna rastlina hrachu s lateralnym
zirezom nad druhym axildrnym pupeiiom. Cierna $ipka ukazuje laterdlny vyhon formovany

z druhého axilarneho pupetia (C).
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Obr. 30: Dizka axilarnych pupeiiov a z nich formovanych vyhonov, kde 1i = prvy pupef intaktnej
rastliny, 2i = druhy pupen intaktnej rastliny, 1liTpa = prvy pupen intaktnej rastliny oSetrenej TIBA
pod apexom, 2iTpa = druhy pupen intaktnej rastliny oSetrenej TIBA-lanolinovou pastou
pod apexom (a). Statisticky vyznamné rozdiely (identifikované Studentovym t-testom) o = 0,05*
aa=0,01** Chybové Gsecky predstavujui smerodajni odchylku (n = 60). [*H]IAA transport
v hlavnej stonke merany v dvoch stonkovych segmentoch so vzdialenostou 0-4 mm a 4-8 mm
pod miestom aplikacie TIBA-lanolinovej pasty pod apexom stonky intaktnej rastliny. [*H]IAA bola
zbierana zbazy stonkového segmentu (b). Statisticky vyznamné rozdiely (identifikované
Studentovym t-testom) o = 0,05* a a = 0,01**. Chybové usecky predstavuju smerodajnii odchylku
(n =10).

Morfologicky pozorovany stav vyrastania pupenov alebo ich zadrzania
V dormancii bol potvrdeny expresiou PSDRM1 dormantného markeru a PSBRC1
represoru stonkového vetvenia, ktorych expresia sa vo vyrastajicom druhom pupeni
znizila k nulovym hodnotdm, zatial’ ¢o v prvom pupeni bola expresia obidvoch génov
udrziavand na vys$Sej urovni (obr. 31a, 31b). Sledovana bola tiez expresia génov
PsAUX1 (obr. 31c), PsPIN1 (obr. 31d) a PSCDC2 (obr. 31e), kde boli rovnako zistené
rozdiely medzi druhym a prvym pupeniom korelujice s morfologickymi zmenami (obr.
30a) sposobenymi prerusenim toku auxinu zapexu do hlavnej stonky. NavySe
imunohistochemicka analyza PIN1 proteinu tieZ preukdzala, ze v intaktnych rastlinach
osetrenych TIBA-lanolinovou pastou medzi apexom a druhym pupeniom (obr. 29b),
vV druhom vyrastajicom pupeni dochadzalo k polarizacii PIN1 proteinov za ucelom

zaloZenia exportu auxinu z pupena (obr. 32b), zatial' ¢o v prvom pupeni zadrzanom
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v dormantnom stave neboli detegované Ziadne znamky polarizacie (obr. 32a). V stonke

samotnej neboli po 24 hodinach zistené ziadne zmeny v PIN1 polarizacii v mieste

aplikacie TIBA-lanolinovej pasty alebo okolo miesta aplikacie (obr. 32c¢).
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Obr. 31: Relativna expresia génu PSDRM1 (a), PSBRC1 (b), PsAUX1 (c), PsPIN1 (d) a PsCDC2 (e)

Vv prvom a druhom axildrnom pupeni intaktnych rastlin oSetrenych TIBA-lanolinovou pastou medzi
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apexom a druhym pupeiiom. Statisticky vyznamné rozdiely (identifikované Studentovym t-testom)

a =0,05* a a = 0,01**, Chybové tsecky predstavujii smerodajnti odchylku (n = 4).

Obr. 32: Imunolokalizacia PIN1 proteinu pozorovana prostrednictvom konfokalneho mikroskopu
zobrazujuca nepoldrnu lokalizdciu PIN1 v prokambidlnych bunkach prvého axilarneho pupeiia
inhibovaného vo vyrastani (@), polarnu lokalizaciu v prokambiadlnych bunkach druhého
vyrastajuceho pupetia (b) a polarnu lokalizaciu v parenchymatickych bunkach xylému hlavnej
stonky v mieste aplikacie TIBA-lanolinovej pasty 24 hodin po aplikacii (c). Objektiv 20x, mierka
predstavuje velkost’ 100 pum.

Rovnako ako navrhuje tedria kanalizacie auxinu (Bangerth, 1989; Bennett et al.,
2006; Mouchel a Leyser, 2007; Ongaro a Leyser, 2008), tak aj uvedené vysledky
indikuju, ze ststavny tok auxinu z apexu do hlavnej stonky je nevyhnutny pre udrzanie
dormancie axilarnych pupenov a jeho prerusenie alebo inhibicia uvoliuju druhy pupeni
z dormancie. NaruSenie auxinového toku v hlavnej stonke sa prejavilo zmenami
v expresii markeru dormancie, ako aj d’alSich sledovanych génov, a tiez polarizaciou

PIN1 transportnych proteinov auxinu.

5.4 PreruSenie polarneho transportu auxinu v hlavnej stonke medzi
pupeiimi uvoliiuje prvy pupei z dormancie

V nasledujucich experimentoch bol preruSeny auxinovy tok v hlavnej stonke intaktnej
rastliny medzi axilarnymi pupeiimi. Pokial’ bol hlboky zarez vytvoreny pod druhym
axilarnym pupeniom (alebo kdekol'vek medzi prvym a druhym axilarnym pupeiiom)
(obr. 33a), tak bol prvy pupen uvolneny z inhibicie a ndsledne bol z neho formovany
lateralny vyhon (obr. 34a). Druhy pupen zostal aj nad’alej zadrzany v dormancii
v dosledku toku auxinu z apexu. Okrem toho, ze prvy pupen formoval vyhon, hlavny

stonkovy vyhon d’alej pokracoval vo svojom raste (obr. 34a).
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Obr. 33: Schéma experimentu (zelena Sipka vedl’a pupeiiov indikuje ich vyrastanie): intaktna
rastlina s lateralnym zarezom pod druhym pupetiom. Oslabenie stonkového toku auxinu umoziuje
export auxinu zo spodného pupenia a tym jeho vyrastanie. Druhy pupenn zostava dalej zadrzany
v dormancii v désledku toku auxinu z apexu (a). Intaktna rastlina oSetrena TIBA-lanolinovou pastu
medzi prvym adruhym axilarnym pupeniom. Inhibitor transportu auxinu blokuje tok auxinu
v hlavnej stonke a umoZiluje export auxinu z prvého pupena, ¢o vedie k jeho vyrastaniu (b).
Dekapitovand rastlina oSetrend TIBA-lanolinovou pastou medzi prvym adruhym axilarnym
pupeniom. Kompeticia medzi vyrastajicimi pupenmi je eliminovana aplikaciou inhibitoru transportu
auxinu, ktory izoluje prvy pupenn od auxinu exportovaného z druhého pupena, vysledkom coho je

rovnocenné formovanie vyhonov z obidvoch vyrastajticich pupetiov (c).

V pripade, Ze namiesto zarezu bol na hlavnl stonku intaktnej rastliny medzi prvy
a druhy axilarny pupen aplikovany prstenec TIBA-lanolinovej pasty (obr. 33b), bolo
opédt’ pozorované vyrastanie prvého axilarneho pupena, zatial' ¢o druhy pupeit zostal

v dormantnom stave (obr. 34b).
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Obr. 34: Intaktn rastlina hrachu s laterdlnym zarezom pod druhym axilarnym pupetiom. Cierna

Sipka ukazuje lateralny vyhon formovany z prvého axilarneho pupenia (a). Rastové krivky
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predstavujtce vel'kost’ pupenov a z nich formovanych lateralnych vyhonov, kde 1i = prvy axilarny
pupeil na intaktnej rastline, 2i = druhy axilarny pupeni na intaktnej rastline, 1iTm = prvy pupeni
na rastline oSetrenej TIBA-lanolinovou pastou medzi prvym a druhym pupetiom, 2iTm = druhy
pupeti, rovnaké odetrenie (b). Statisticky vyznamné rozdiely (identifikované Studentovym t-testom)
o =0,05* a a = 0,01**. Chybové usecky predstavuju smerodajnu odchylku (n = 60).

V d’alSom experimentalnom variante bol auxinovy transport v hlavnej stonke
znovu inhibovany aplikéaciou prstenca TIBA-lanolinovej pasty medzi prvym a druhym
axilarnym pupeniom, avSak na stonku dekapitovanej rastliny (obr. 33c). TIBA ako
inhibitor transportu auxinu izolovala dva pupene od seba v zmysle auxinového
transportu, ako bolo potvrdené [*H] znaenym auxinom (obr. 35b). Aplikaciou TIBA-
lanolinovej pasty bolo medzi takto izolovanymi dvomi pupeiimi zamedzené ich
kompeticii, ¢o viedlo k rovnocennému formovaniu lateralnych vyhonov z obidvoch

vyrastajucich axilarnych pupetiov (obr. 35a).

(a) 40 - o (b) 4000
—-m---2d —--#--- 2dTm Odekapitacia ~ OTIBA
%5 | 3500 T
—— 1d 1dTm
3 = 3000 l
= 0
E 25 . 8. 2500 - T
2 g
520 - L 2 2000
a m
g 151 . . L 1500 4 J
5 g i ‘T { 1000
5 =i 500
| ks '[_‘_‘-———f *E* £k
0 = T — T T T D T — 1
il 1 bl 3 4 5 0-4 mm 4 -8 mm
Cas [defi] Vzdialenost’ segmentu od miesta aplikacie [mm]

Obr. 35: Rastové krivky predstavujuce velkost’ pupenov a z nich formovanych lateralnych vyhonov,
kde 1d =prvy axilary pupen dekapitovanej rastliny, 2d = druhy pupeit dekapitovanej rastliny,
1dTm = prvy pupen dekapitovanej rastliny oSetrenej TIBA-lanolinovou pastou medzi prvym
adruhym pupetiom, 2dTm =druhy pupen, rovnaky experimentilny variant (a). Statisticky
vyznamné rozdiely (identifikované Studentovym t-testom) o = 0,05* a o = 0,01**, Chybové usecky
predstavuju smerodajnii odchylku (n = 60). [*H]IAA transport v hlavnej stonke merany v dvoch
stonkovych segmentoch so vzdialenostou 0-4 mm a 4-8 mm pod miestom aplikdcie TIBA-
lanolinovej pasty medzi dvomi axilarnymi pupeiimi dekapitovanych rastlin. [*H]IAA bola zbierana
Z bazy stonkového segmentu (b). Statisticky vyznamné rozdiely (identifikované Studentovym t-

testom) a. = 0,05* a o = 0,01**. Chybové usec¢ky predstavuju smerodajni odchylku (n = 10).

Analyzou expresie markeru dormancie génu PSDRM1 a represoru stonkového
vetvenia génu PSBRCL1 bolo zistené, ze v prvom a druhom pupeni klesala expresia

po dekapitécii a TIBA aplikécii v obidvoch pupenioch rovnakou mierou (obr. 36a, 36b).
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Navyse ani v expresii génov PSAUX1, PsPIN1 a PsCDC2 neboli pozorované v skorych

casovych intervaloch po dekapitacii a TIBA aplikacii vyznamné rozdiely medzi prvym

a druhym pupetiom (obr. 36¢, 36d, 36¢). Vzhl'adom na to, ze aplikaciou prstenca TIBA-

lanolinovej pasty bol v hlavnej stonke preruSeny polarny transport auxinu, ¢o tiez

potvrdzujii zmeny v expresii Sledovanych génov, dohromady uvedené vysledky

indikuju, ze obidva pupene boli aktivované a zacali vyrastat’ sucasne. ZvySenie

expresie génov PSPIN1 a PSCDC2 v druhom pupeni v neskorych ¢asovych intervaloch

po oSetreni rastliny moze byt spdsobené akumulaciou auxinu v pletivach nad prstencom

TIBA-lanolinovej pasty ako nasledok zamedzenia toku auxinu az do korena.
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Obr. 36: Relativna expresia génu PSDRM1 (a), PsBRC1 (b), PsAUX1 (c), PsPIN1 (d) a PsCDC2 (e)
v prvom a druhom axilarnom pupeni dekapitovanych rastlin oSetrenych TIBA-lanolinovou pastou
medzi prvym adruhym axilarnym pupefiom. Statisticky vyznamné rozdiely (identifikované
Studentovym t-testom) a=0,05* a a=0,01**. Chybové usecky predstavuju smerodajni odchylku
(n=4).

Pokial’ je tok auxinu transportovaného z apexu akokol'vek preruseny, ¢i uz
hlbokym zarezom, aplik4ciou inhibitoru alebo Gplnym odstranenim apexu dekapitaciou,
toto prerusenie auxinového toku je vzdy spojené s vyrastanim pupeniov. K vyrastaniu
daného pupena pritom dochadza v zavislosti od jeho schopnosti a moZnosti exportovat’
dostatoné mnoZzstvo auxinu pre obnovenie nepretrzitého toku auxinu v hlavnej stonke.
Podobne aj Panigrahi a Audus (1966) a Tamas et al. (1989) zistili, ze preruSenie
transportu auxinu v hlavnej stonke vedie k vyrastaniu pupenov.

Rovnako ako za pouzitia predchadzajuceho experimentadlneho usporiadania, tak
aj v tomto pripade experimentalneho variantu bola potvrdend dolezitost’ stistavného
auxinového toku v hlavnej stonke pre udrZanie apikdlnej dominancie a axilarnych

pupenov v dormantnom stave.

5.5 Inhibicia polarneho transportu auxinu z druhého axilarneho
pupeina uvoliiuje prvy axilarny pupei z dormancie

Nasledujucim experimentalnym pristupom bolo zasahované do kompeticie axilarnych
pupenov o vytvorenie nového primarneho zdroja auxinu inhibiciou auxinového exportu
priamo z druhého pupena. Ako je uvedené vyssie, po odstraneni apexu ako primarneho
zdroja sa po pociatocnej kompeticii medzi pupenimi jednozna¢ne dominantnym stane
druhy axilarny pupenl. V tomto experimentdlnom usporiadani bol inhibovany export

auxinu priamo z tohto pupena.
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Obr. 37: Schéma experimentu (zelena Sipka vedl'a pupenia indikuje jeho vyrastanie): druhy axilarny
pupeni dekapitovanej rastliny oSetreny TIBA-lanolinovou pastou. Hviezdicka indikuje, ze v d’alSich
experimentalnych variantoch bol druhy pupen dekapitovanej rastliny oSetreni bud’ NPA-lanolinovou

pastou, BFA-lanolinovou pastou alebo CHX-lanolinovou pastou.

Najprv bol sledovany efekt inhibitoru transportu auxinu TIBA aplikovaného
V podobe lanolinovej pasty na druhy pupenn dekapitovanych rastlin (obr. 37). Ako bolo
ocakavané, kontinualne rastuci vyhon bol formovany z prvého axilarneho pupena, zatial
¢o druhy oSetreny pupen sa v dosledku aplikacie inhibitoru navratil do stavu dormancie
po kratkej peridde pociatocného rastu (obr. 38a). Pre dalSie testovanie kompeticie
medzi pupefimi bola na druhy pupeil aplikovana kyselina 1-N-naftylftalamova (NPA)-
d’al$i inhibitor transportu auxinu s odliSnym mechanizmom inhibicie (Sussman
a Goldsmith, 1981). Po dekapitacii a NPA aplikacii boli zistené rovnaké morfologické
zmeny ako v pripade pouzitia TIBA-lanolinovej pasty. Z prvého pupena bol formovany
lateralny vyhon, zatial’ o druhy pupeni bol v raste inhibovany (obr. 38b). Nasledne bolo
vyrastanie druhého pupenia ovplyvnené pouzitim brefeldinu A (BFA), ktory inhibuje
subcelularnu endocyklozu PIN1 proteinu, a tym blokuje export auxinu z bunky (Morris
a Robinson, 1998; Geldner et al., 2001). Zisteny vysledok po aplikacii BFA bol
podobny ako po oSetreni druhého pupena NPA alebo TIBA (obr. 38c), ¢o opit
umoznilo formovanie lateralneho vyhonu z pupeiia prvého (obr. 38d). Nakoniec bola
kompeticia medzi dvomi pupenmi narusend aplikaciou inhibitoru proteinovej syntézy
cykloheximidu (CHX) (Baliga et al., 1969; Schneider-Poetsch et al., 2010), ktora viedla

k rovnakému vysledku ako u predchadzajucich variantov.
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Obr. 38: Rastové krivky predstavujuce vel'kost’ pupetiov a z nich formovanych lateralnych vyhonov,
kde 1d=prvy axilarny pupen dekapitovanej rastliny, 2d = druhy axilarny pupenn dekapitovanej
rastliny, 1tiba = prvy pupet dekapitovanej rastliny s druhym pupefiom osetrenym TIBA-lanolinovou
pastou, 2tiba = druhy pupen, rovnaky experimentalny variant (a), 1d = prvy pupeni dekapitovane;j
rastliny, 2d =druhy pupenn dekapitovanej rastliny, lnpa=prvy pupeii dekapitovanej rastliny
s druhym pupenom oSetrenym NPA-lanolinovou pastou, 2npa= druhy pupen, rovnaky
experimentalny variant (b), 1d = prvy pupeii dekapitovane;j rastliny, 2d = druhy pupeni dekapitovanej
rastliny, 1bfa = prvy pupen dekapitovanej rastliny s druhym pupetiom oSetrenym BFA-lanolinovou
pastou, 2bfa = druhy pupen, rovnaky experimentalny variant (c), 1d = prvy pupein dekapitovanej
rastliny, 2d = druhy pupeii dekapitovanej rastliny, 1chx = prvy pupefi dekapitovanej rastliny
S druhym pupefiom oSetrenym CHX-lanolinovou pastou, 2chx = druhy pupen, rovnaky
experimentalny variant (d). Statisticky vyznamné rozdiely (identifikované Studentovym t-testom)

a =0,05*a o= 0,01**, Chybové tsecky predstavujii smerodajnti odchylku (n = 60).

Inhhibicia transportu auxinu z druhého axilarneho pupena oSetreného réznymi
inhibitormi bola overena testovanim exportu auxinu z tohto pupenia dekapitovanych
rastlin za pouzitia [*H] znaGenej IAA. Analyza ukazala, ze NPA, TIBA, BFA i CHX st

silnymi inhibitormi exportu auxinu (obr. 39).
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Obr. 39: [*H]IAA export z druhého axilarneho pupetia dekapitovanej rastliny oSetreného bud’
TIBA-, NPA-, BFA- alebo CHX-lanolinovou pastou merany v dvoch stonkovych segmentoch
s0 vzdialenost'ou 0-4 mm a 4-8 mm od druhého pupetia. [(H]IAA bola zbierana z bazy stonkového
segmentu. Statisticky vyznamné rozdiely (identifikované Studentovym t-testom) o= 0,05*
a a = 0,01** Chybové tsecky predstavuju smerodajni odchylku (n = 10).

Zistené morfologické zmeny boli v stlade s vysledkami ziskanymi z analyzy
expresie génov PSDRM1 a PsBRC1, ktoré opét reflektovali rastici stav prvého pupena,
zatial' ¢o niekol’kondsobné zvySenie ich expresie v oSetrenom druhom pupeni bolo
Vv korelacii s jeho navratom do dormancie (obr. 40a, 40b, 40c, 40d, 41a, 41b, 41c, 41d).
Sledované docasné znizenie expresie génov PSDRM1 a PsBRC1 v druhom pupeni
oSetrenom inhibitormi, naznacuje, Ze po dekapitacii dochadza aj u tohto pupena
K uvolneniu z dormancie a iniciacii vyrastania. AvSak v dosledku inhibicie transportu
auxinu nie je tento pupeit schopny konkurovat’ pupeiiu prvému, ktory exportuje auxin
do hlavnej stonky, preto sa druhy pupen po kratkej dobe navracia spit do stavu
dormancie.
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rastliny oSetrenom bud® TIBA-lanolinovou pastou (a), NPA-lanolinovou pastou (b), BFA-

lanolinovou pastou (¢) alebo CHX-lanolinovou
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Obr. 41: Relativna expresia génu PSBRC1 v prvom a druhom axilarnom pupeni dekapitovane;j
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lanolinovou pastou (c) alebo CHX-lanolinovou pastou (d). Statisticky vyznamné rozdiely
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(identifikované Studentovym t-testom) o =0,05* ao =0,01** Chybové uselky predstavuju
smerodajna odchylku (n = 4).

V pripade génov PSAUX1 a PsSPIN1 bola zistena vySSia Groven expresie
V druhom oSetrenom axildrnom pupeni v porovnani s prvym neoSetrenym pupefiom
(obr. 42a, 42b, 42c, 42d, 43a, 43b, 43c, 43d). Vzhl'adom na to, ze tieto gény koéduju
transportné proteiny auxinu a auxin v ramci vlastnej spitno-vidzbovej odpovede
stimuluje svoj vlastny transport (Benkova et al., 2003; Vieten et al., 2005; Scarpella
et al., 2010; Bennett et al., 2016), je mozné predpokladat’, Ze k zvySeniu expresie tychto
génov dochadzalo v dosledku akumulédcie auxinu v druhom pupeni neschopnom
exportovat’ auxin do hlavnej stonky. Zna¢né zvySenie génovej expresie v druhom
pupeni oSetrenom CHX mozZe byt spdsobené stimuldciou expresie skorych auxin-

responzivnych génov tymto inhibitorom proteinovej syntézy (Soeno et al., 2010).
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Obr. 42: Relativna expresia PSAUX1 v prvom a druhom axilarnom pupeni dekapitovanej rastliny

o$etrenom bud’ TIBA-lanolinovou pastou (&), NPA-lanolinovou pastou (b), BFA-lanolinovou pastou
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(c) alebo CHX-lanolinovou pastou (d). Statisticky vyznamné rozdiely (identifikované Studentovym
t-testom) a = 0,05* a a = 0,01**. Chybové usecky predstavuji smerodajni odchylku (n = 4).
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Obr. 43: Relativna expresia PSPIN1 v prvom a druhom axilarnom pupeni dekapitovanej rastliny
oSetrenom bud’ TIBA-lanolinovou pastou (&), NPA-lanolinovou pastou (b), BFA-lanolinovou pastou
(c) alebo CHX-lanolinovou pastou (d). Statisticky vyznamné rozdiely (identifikované Studentovym
t-testom) a = 0,05* a a. = 0,01**, Chybové usecky predstavuji smerodajni odchylku (n = 4).

Dalej bola sledovana expresia PSCDC2 a PsYUC1 génov, ktorych expresia sa
vyznamne zvySovala v prvom pupeni rastlin s oSetrenym druhym pupenom TIBA-
lanolinovou pastou (obr. 44a, obr. 45a). Zatial' ¢o po aplikacii NPA neboli zistené
vyznamné rozdiely v expresii PSCDC2 a PsYUC1 medzi prvym a druhym pupeiiom
(obr. 44b, obr. 45b), inhibicia vyrastania pupena BFA-lanolinovou pastou spdsobila
mierny narast expresie obidvoch génov v druhom pupeni v porovnani s prvym (obr.
44c, obr. 45c). U rastlin, kde bol na druhy pupen aplikovany CHX doslo k narastu
expresie Vtomto oSetrenom pupeni aV prvom pupeni bola expresia udrziavana

na priblizne podobnej urovni (obr. 44d, obr. 45d).
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Obr. 44: Relativna expresia génu PSCDC2 v prvom a druhom axilarnom pupeni dekapitovane;j

rastliny oSetrenom bud TIBA-lanolinovou pastou (@), NPA-lanolinovou pastou (b), BFA-

lanolinovou pastou (c) alebo CHX-lanolinovou

pastou (d). Statisticky vyznamné rozdiely

(identifikované Studentovym t-testom) a=0,05* aa =0,01** Chybové usedky predstavuju

smerodajnu odchylku (n = 4).
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Obr. 45: Relativna expresia génu PSYUCL v prvom a druhom axilarnom pupeni dekapitovanej
rastliny oSetrenom bud® TIBA-lanolinovou pastou (a), NPA-lanolinovou pastou (b), BFA-
lanolinovou pastou (c) alebo CHX-lanolinovou pastou (d). Statisticky vyznamné rozdiely
(identifikované Studentovym t-testom) o = 0,05% ao = 0,01** Chybové Gsedky predstavuju
smerodajnu odchylku (n = 4).

Rozdiely v pociatocnom vyrastani druhého pupenia, a tiez v expresii vybranych
génov medzi jednotlivymi variantmi s réznymi aplikovanymi inhibitormi moézu byt
vysvetlené ich odlisnym podsobenim na PIN transportné proteiny. TIBA blokuje cely
pohyb vezikul aorganel medzi cytoplazmatickou membranou a endozomélnymi
kompatrmentami stabilizaciou aktinovych filamentov (Dhonukshe et al., 2008), ¢o
vedie k PIN1 akumulécii na cytoplazmatickej membrane. Podobne aj NPA inhibuje
internalizaciu PIN1 proteinov lokalizovanych na cytoplazmatickej membrane, aj ked
primarne neovplyviuje aktinovy cytoskelet bunky (Nick et al., 2009). Naopak BFA
vedie k internalizacii a PIN1 vycCerpaniu z cytoplazmatickej membrany (Geldner et al.,
2001).

V nasledujicom kroku bolo zistované pdsobenie aplikovanych inhibitorov
na lokalizaciu PIN1 proteinov. Ako bolo pozorované v predchadzajucich
experimentoch, PIN1 proteiny mozu byt vizualizované v prokambialnych zvizkoch
axilarnych pupenov intaktnych rastlin, avSak nie polarnym spdsobom a ich polarizacia
sa objavuje az pocas uvolnovania pupena z dormancie (Balla et al., 2011). Napriek
popisanému efektu na subcelularnu endocyklézu PIN1 proteinov TIBA-, NPA- alebo
BFA-lanolinova pasta aplikovana na druhy pupenni nezabranila inicidlnej PIN1
polarizacii alebo viditeIne neovplyvnila PIN1 polarnu lokalizdciu ani 24 hodin
po aplikacii (obr. 46a, 46b, 46¢). Aj ked’ st tieto vysledky neocakavané, predovsetkym

pri variante s BFA, je pravdepodobné, ze efektivna koncentracia pouzitych inhibitorov
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na pletivd je dostatoénd k inhibicii auxinového exportu, ako bolo potvrdené [°H]
znaCenou IAA (obr. 39), ale pritom nezasahuje do PIN1 lokalizacie. Okrem toho je
zname, ze PIN proteiny su transportované bud’ BFA-senzitivnou alebo odlisnou BFA-
insenzitivnou drahou, ktoré boli charakterizované predovSetkym v korenoch arabovky
(Arabidopsis thaliana L.) (Geldner et al., 2001, Kleine-Vehn et al., 2011). Na zaklade
tohto je mozné usudzovat, ze pociatocna PIN1 polarizécia v nadzemnej Casti hrachu v
porovnani s korefiom arabovky (Arabidopsis thaliana L.) vyzaduje odlisny typ
regulatorov transportu PIN1 proteinov, pravdepodobne ten, ktory je zapojeny do BFA-
insenzitivnej drdhy. NavySe, imunohistochemicka analyza pupeiiov oSetrenych CHX,
ktoré boli tiez efektivne zadrzané v dormancii, rovnako ukéazala po 24 hodindch
Standardni PIN1 polarizaciu (obr. 46d), podobne ako bolo popisané v korenioch
arabovky (Arabidopsis thaliana L.), kde aplikacia CHX nemala ziadny detekovatelny
efekt na lokalizaciu PIN1 proteinov na cytoplazmatickej membrane (Geldner et al.,

2001).

Obr. 46: Imunolokalizacia PIN1 proteinu pozorovana prostrednictvom konfokalneho mikroskopu
zobrazujuca polarnu lokalizaciu PIN1 v prokambidlnych bunkdch druhého axilarneho pupena
24 hodin po jeho oSetreni TIBA-lanolinovou pastou (a), NPA-lanolinovou pastou (b) BFA-
lanolinovou pastou (c) alebo CHX-lanolinovou pastou (d) a dekapitcii rastliny. Objektiv 20x,

mierka predstavuje velkost’ 100 pm.
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Z uvedenych vysledkov vyplyva, Ze po dekapitacii je z dormancie uvolneny
druhy pupen oSetreny inhibitormi rovnako, ako aj neoSetreny prvy pupen. Aj napriek
aplikacii inhibitorov je do pupena pravdepodobne preneseny signal o odstraneni apexu
ako primarneho zdroja auxinu, Co je v sulade s nepriamou regulaciou apikalnej
dominancie a vyrastania pupenov auxinom. Tym, ze na kratku dobu prebieha iniciacia
rastu rovnako ako v prvom pupeni tak aj v druhom pupeni, dochadza medzi pupenmi ku
kompeticii. Napriek pociato¢nej kompeticii medzi pupenimi je v dosledku aplikacie
inhibitoru zamedzeny ststavny export auxinu z druhého pupena. Experimenty ukazuja,
ze inhibicia auxinového exportu z pupeiia spdsobend aplikéciou rdéznych inhibitorov
zabranuje jeho trvalému uvol'neniu z dormancie, aj ked’ bez viditeIného ovplyviiovania
PIN1 polarizécie. Inhibiciou druhého pupenia je umoznené vytvorenie nového zdroja
auxinu v prvom pupeni, ktory nasledne vyrastd a formuje dominantny laterdlny vyhon.
Toto umoziuje ststavny export auxinu z prvého pupena, ktory tak formuje novy
dominantny vyhon. Suhrnne tieto uvedené vysledky potvrdzuji predchadzajuce
zistenia, ze po odstraneni primarneho zdroja auxinu dochddza medzi potencialnymi
sekundédrnymi zdrojmi ku kompeticii o vytvorenie nového zdroja auxinu a obnovu
apikalnej dominancie. Zaroven tieto vysledky ukazuju, ze pre sustavny rast axilarneho
pupena a formovanie lateralneho vyhonu z neho je potrebna nielen polarna lokalizacia
PIN proteinov, ale predovsetkym dostatocna kapacita auxinového exportu z tohto

pupena.

5.6 Cytokininy stimuluju polarny transport auxinu, ¢im uvolfiuju
axilarne pupene z dormancie

Uloha cytokininov v interakcii s auxinom v regulacii vyrastania axilarnych pupefiov je
znama ako antagonistickd (Coenen a Lomax, 1997), vzhl'adom na to, Ze aplikacia
cytokininov priamo na pupen vedie k uvolneniu tohto pupena z inhibicie dokonca aj
na intaktnych rastlinach (Sachs a Thimann, 1967; Kalousek et al., 2010). Podobne
transgénne rastliny arabovky (Arabidopsis thaliana L.) exprimujuce bakterialny
isopentenyl transferase (ipt) gén, ktory katalyzuje biosyntézu cytokininov vykazuju
zvySenu hladinu cytokininov ¢asto spojeni so slabou apikdlnou dominanciou
a zvySenym vetviacim fenotypom (Faiss et al., 1997; EkIof et al., 2000; Bohner a Gatz,
2001). Zaroven moze byt vyrastanie axilarneho pupena u intaktnych rastlin hrachu

(Pisum sativum L.), nasledne po jeho oSetreni cytokininom benzyladeninom (BA),
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sprevadzané zniZzenim expresic markeru dormancie, PSDRM1 génu (Kalousek et al.,
2010).

Proces uvolnenia pupetia zvplyvu apikdlnej dominancie je spojeny
s polarizaciou PIN1 proteinov, ktord v pripade dekapitovanych rastlin zacina 4-6 hodin
po odstraneni apexu a pokracuje naslednym exportom auxinu z pupeiia (Prochazka
aJacobs, 1984; Balla et al.,, 2011, Bennett et al., 2016). Funkcia cytokininov
VO vyrastani pupefiov nie je presne znama, preto bolo testované, do akej miery aplikacia
cytokininu vo forme BA-lanolinovej pasty (obr. 47a) ovplyviiuje polarizaciu PIN1
proteinov v axilarnych pupeiioch intaktnych rastlin.

Na zaklade imunolokalizacie bola uz po 2 hodinach od aplikacie BA na druhy
pupen sledovana polarna lokalizacia PIN1 proteinov (obr. 48b). Vzhl'adom na to, ze
po dekapitdcii rastliny nastdva polarizdcia PIN1 proteinov v axilarnych pupeiioch
po 6 hodinach od odstranenia apexu (Balla et al., 2011), vysledky naznacuju, Ze
cytokininy lokalne stimuluji PIN1 polarizaciu. V priebehu nasledujucich 4-24 hodin
od BA aplikacie bolo pozorované postupné formovanie auxinového kanalu
a provaskularneho spojenia (obr. 48c, 48d, 48e, 48f), ktoré pravdepodobne umoziuje
export auxinu a nasledné vyrastanie pupena.

(a) (b)
IAA+BA

1AA 1AA

s X
* *

Obr. 47: Schéma experimentu (zelena Sipka vedla pupenia indikuje jeho vyrastanie): intaktna
rastlina oSetrend BA-lanolinovou pastou na druhom axildérnom pupeni. Aplik4cia cytokininu na
pupein mdze viest kjeho uvolneniu z dormancie. Zelena Sipka vedla pupena indikuje jeho
vyrastanie (a). Dekapitovana rastlina oSetrena IAA-lanolinovou pastou na rezni plochu
dekapitovanej stonky inhibuje vyrastanie axilarnych pupetiov. Pokial’ je k IAA-lanolinovej paste

pridany cytokinin benzyladenin (BA), toto oSetrenie prehlbuje inhibiciu vyrastania pupenov (b).
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Obr. 48: Tmunolokalizacia PIN1 proteinu pozorovana prostrednictvom konfokalneho mikroskopu

zobrazujica polarnu lokalizaciu PIN1 v prokambialnych bunkach druhého axilarneho pupena
intaktnej rastliny v ¢ase 0 hodin (a), 2 hodiny (b), 4 hodiny (c), 6 hodin (d), 12 hodin (e) a 24 hodin

(F) po jeho osetreni BA-lanolinovou pastou. Objektiv 20x, mierka predstavuje velkost’ 100 um.

Mechanizmus tejto cytokininmi riadenej polarizicie moZe byt spojeny
s nedavno popisanou PIN polarizaciou v korenovych bunkach arabovky (Arabidopsis
thaliana L.), ku ktorej dochadza prostrednictvom vycerpania PIN proteinov
na $pecifickych polarnych doménach degradaciou vedticou k pre-usporiadaniu bunkovej
PIN polarity (Marhavy et al., 2014).

Okrem tohto stimula¢ného efektu cytokininov na vyrastanie pupeiiov, je znamy
tiez ich odlisny efekt pokial’ su aplikované spolo¢ne s auxinom. Davies et al. (1966)
zistili, Ze sucasnd aplikacia kinetinu a IAA na dekapitovani stonku rastlin fazule
(Phaseolus vulgaris L.) vedie k omnoho vi¢siemu prediZeniu inhibicie, ako spdsobuje
aplikacia IAA samotnej. Toto mdze byt zaloZené na pozitivnej regulécii auxinového
toku ako demonstrovali Li a Bangerth (2003), ktori zaznamenali zvySeny IAA export
do stonky z apexu po oSetreni cytokininmi.

Z tohto doévodu bolo sledované, ako mézu cytokininy ovplyviiovat' dizku
periddy, pocas ktorej su pupene zadrZané v inhibicii po aplikacii IAA-lanolinovej pasty
na reznu plochu dekapitovanej stonky namiesto apexu (obr. 47b). Na zdklade

experimentov bolo zistené, ze zatial' Co dekapitacia rastlin hrachu vedie k vyrastaniu
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druhého axilarneho pupena, aplikacia IAA-lanolinovej pasty na rezni plochu
dekapitovanej stonky dokaze tomuto vyrastaniu zabranit’ az do 3 diia od dekapitacie
a TAA aplikacie (obr. 49a). Pridanie cytokininu benzyladeninu (BA) k IAA-lanolinove;j
paste tento ¢asovy interval inhibicie dokdZe vyznamne prediZit na 4 dni (obr. 49a).

S cielom sledovat’ efekt cytokininov pridaného k IAA-lanolinovej paste na tok
auxinu v dekapitovanej stonke bol analyzovany transport [°H] znadenej IAA. Vysledky
ukdzali, ze po 3 dioch od oSetrenia pridanie BA vyznamne zvySilo mnoZstvo
transportovaného auxinu v hlavnej stonke v porovnani s variantom, v ktorom bola

na dekapitovanu stonku aplikovana iba IAA-lanolinova pasta (obr. 49b).

40 -
(a) —=—— dekapitacia = (b) 20000 4 =
3B 4 ---s-—-JAA 18000 -
304 T o |AA+BA = 16000 -
£ 14000 -
E 25 e
= o 12000
g =
s 20 A £ 10000 A
% [
& 5 | T 8000
g o,
i 6000
[a) 10 .
4000 - T
° 5 % 2000 - ’—I—‘ l
U |___ ___I“""t""“'l—_”! T T 1 0 T T
0 1 2 3 4 5 dekapitacia 1AL IAA+BAP
Cas [defi] Experimentalny variant

Obr. 49: Rastové krivky predstavujiice velkost’ druhych axilarnych pupetiov a z nich formovanych
lateralnych vyhonov, kde dekapitacia = kontrolné dekapitované rastliny, u ktorych bola na reznt
plochu dekapitovanej stonky aplikovana lanolinova pasta, IAA = dekapitované rastliny, u ktorych
bola na rezni plochu dekapitovanej stonky aplikovana IAA-lanolinova pasta, IAA+BA =
dekapitované rastliny, uktorych bola na rezni plochu dekapitovanej stonky aplikovand IAA-
lanolinova pasta s pridanim cytokininu benzyladeninu (BA). Statisticky vyznamné rozdiely
(identifikované Studentovym t-testom) o = 0,05* ao = 0,01*%* Chybové tsedky predstavuju
smerodajnt odchylku (n = 60) (a). [*H]IAA transport v stonke dekapitovanej rastliny. [*H]IAA bola
aplikované na dekapitovanu stonku oSetrent bud’ lanolinovou pastou, IAA-lanolinovou pastou alebo
IAA-lanolinovou pastou s pridanim BA. [®H]IAA bola zbierand zbazy stonkového segmentu.
Statisticky vyznamné rozdiely (identifikované Studentovym t-testom) a =0,05* aa = 0,01%*.
Chybové usecky predstavujii smerodajnt odchylku (n = 10) (b).

Imunolokalizacia PIN1 proteinov Vv oSetrenej dekapitovanej stonke ukazala, Ze
pridanie BA k IAA-lanolinovej paste viedlo uz po 3 dnoch od dekapitacie a aplikacie
k vzniku mnohonasobnych auxinovych kanalov s polarne lokalizovanymi PIN1
proteinmi (obr. 50c), ¢o v pripade aplikacie IAA-lanolinovej pasty bez BA nebolo

pozorované (obr. 50a). Okrem toho BA pridanie umoznilo skorSie formovanie
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xylémovych zvizkov. 5 dni po oSetreni bol auxinovy tok kanalizovany do tzkych
kanalov sprevadzanych novymi xylémovymi zvédzkami v obidvoch experimentalnych
variantoch. Ci uZ vo variante so samotnou IAA-lanolinovou pastou aplikovanou na
reznt plochu dekapitovanej stonky alebo vo variante, v ktorom bol k IAA-lanolinove;j
paste pridany BA, aj ked’ u rastlin oSetrenych IA A-lanolinovou pastou doplnenou o BA
bol pocet formovanych auxinovych kandlov vyrazne vacsi (obr. 50b, 50d). Z tychto
pozorovani vyplyva, ze cytokininy mo6zu mat’ vplyv na expresiu a polarizaciu PINI

proteinov.

Obr. 50: Imunolokalizacia PIN1 proteinov v stonke pozorovana prostrednictvom konfokalneho
mikroskopu. Aplikacia IAA-lanolinovej pasty na dekapitovanii plochu stonky vedie po 3 dnoch
od aplikacie k masivnej PIN1 polarizacii (@) apo 5 diioch k formovaniu PIN1 znadenych
auxinovych kanalov-novych xylémovych vlakien (b). Pridanie BA k IAA-lanolinovej paste vedie
po 3 ditoch od aplikacie k PIN1 polarizacii sustredenej v mnohonasobnych auxinovych kanaloch (c)
a uz 3 dni po oSetreni s formované xylémové zvizky (d). Objektiv 20x, mierka predstavuje vel'kost

100 pm.

Z uvedenych vysledkov vyplyva, ze cytokininy mdézu podporovat’ a urychl'ovat’
polarizaciu PIN1 proteinov, rovnako ako aj auxinovy transport, pokial’ st aplikované
bud’ na hlavnl stonku rastliny hrachu alebo na axilarne pupene. Tymto mechanizmom
mozu cytokininy regulovat’ inhibiciu vyrastania axilarnych pupenov zavisli od auxinu.
Teoria kanalizacie auxinu (Prusinkiewicz et al., 2009; Balla et al., 2011) spolu s tymito

pozorovaniami, Ze cytokininy urychluji polarizaciu PIN1 proteinov a nasledne
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podporuju auxinovy tok, poskytuje suladné vysvetlenie, ako tie isté cytokininy, ktoré
iniciuji vyrastanie axilarnych pupenov, ked’ sa lokalne zvysi ich hladina v pupeni,
zaroven zosiliiuju inhibiciu vyrastania pupenov, ked’ su aplikované apikalne na hlavna

stonku.

5.7 Polarny transport auxinu v stonke reguluje hladinu cytokininov
V xyléme

Auxin sa v polarnom transportnom systéme pohybuje smerom zo stonky do korena
(Morris et al., 2004; Blakeslee et al., 2005), ktory predstavuje hlavné miesto biosyntézy
cytokininov (Bangerth, 1994), odkial’ st cytokininy prenasané do nadzemnej casti
v xyléme (Kiba et al., 2013). Predchadzajtice experimenty ukazali, Ze cytokininy mozu
prostrednictvom ovplyvilovania lokalizacie PINI proteinov transportujicich auxin
regulovat’ vyrastanie pupenov na lokalnej tirovni. V nasledujucich experimentoch bolo
sledované zapojenie cytokininov v auxinom regulovanom stonkovom vetveni
na syst¢émovej urovni, priCom boli analyzované zmeny v hladine cytokininov
v xylémovom exsudate (X-CK) v odpovedi na zmeny v hladinach auxinu v nadzemnej
Casti.

Predpoklada sa, Ze X-CK hraji vyznamni tulohu v regulacii stonkového
vetvenia, atiez, ze ich hladina je regulovana auxinovym tokom v hlavnej stonke
(Bangerth, 1994). Hladina endogénnych cytokininov v xylémovom exsudate bola preto
najprv zistovana u intaktnych rastlin (obr. 51a), u ktorych je ststavny auxinovy tok
Vv hlavnej stonke zabezpeCovany jeho polarnym transportom z apexu stonky. Sti¢asne
bola analyzovana hladina X-CK u intaktnych rastlin, u ktorych bola exogénne
aplikovana TAA-lanolinovad pasta pod apex stonky (obr. 51b) s cielom zvysit

endogénnu hladinu auxinu transportovaného v hlavnej stonke.
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Obr. 51: Schéma experimentu: auxin transportovany z apexu do stonky intaktnej rastliny zabrafiuje
kanalizacii auxinu ajeho exportu z axilarneho pupefia, pricom reguluje hladinu cytokininov
transportovanych z koreiia v xylémovom exsudate (a). Exogénna aplikacia auxinu v podobe 1AA-
lanolinovej pasty na stonku pod apex intaktnej rastliny vedie k zosilneniu antagonistického ucinku

auxinu na hladinu cytokininov transportovanych z korena do stonky (b).

Analyza hladiny cytokininov v xylémovom exsudate ukazala, ze v priebehu
24 hodin sa u intaktnych rastlin vyznamne zvysila hladina vsetkych sledovanych typov
cytokininov, predovsetkym ich prekurzorov IPR (izopentenyladenin ribozid), tZR
(trans-zeatin ribozid) a DZR (dihydrozeatin ribozid) (obr. 52). Na zaklade tohto je
mozné predpokladat’, Ze s postupnym rastom rastliny sa zkorena translokované
prekurzory, resp. zasobné formy cytokininov, nasledne premiefiané na aktivne formy,
uplatiuju v regulacii rastovych a vyvojovych procesov v nadzemnej cCasti. Takym
procesom vyznamne regulovanym pritomnymi cytokininmi moéze byt aj zakladanie
a vyvoj axilarnych pupenov, vzhl'adom na to, Ze ndsobne mutantné rastliny ardbovky
(Arabidopsis thaliana L.) iptlipt3ipt5ipt7 a ipt3ipt5ipt7 maji vyznamne redukovany
pocet zalozenych axilarnych pupenov v Gzlabi listov (Miiller et al., 2015). Okrem toho,
ako bolo uvedené vysSie, pritomnost’ cytokininov v hlavnej stonke moze v dosledku
modulacie lokalizacie PIN1 proteinov ovplyviiovat' silu auxinového toku v stonke,

a tym regulovat proces apikalnej dominancie.
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Obr. 52: Relativna hladina cytokininov v xylémovom exsudate u intaktnych rastlin hrachu
Standardn¢ho typu a z intaktnych rastlin oSetrenych IAA-lanolinovou pastou pod apexom.
Prostrednictvom kvapalinovej chromatografie (LC) spojenej s hmotnostnou spektrometriou (MS)
boli analyzované izoprenoidné cytokininy IP-typu, tZ-typu a DZ-typu. Statisticky vyznamné
rozdiely (identifikované Studentovym t-testom) o = 0,05% aa = 0,01** Chybové uselky
predstavuji smerodajna odchylku (n = 10).

Zosilnenie auxinového toku v hlavnej stonke exogénnou aplikdciou auxinu
v podobe IAA-lanolinovej pasty pod apex stonky (obr. 51b) viedlo v priebehu 24 hodin
od aplikdcie k vyznamnému znizeniu hladiny vSetkych stanovovanych X-CK
v porovnani s neoSetrenymi intaktnymi rastlinami (obr. 52). Na zéklade tychto
vysledkov je mozné usudzovat, Ze mnozstvo auxinu transportované polarnym
transportnym systémom z nadzemnej Casti do korefla reguluje mnoZzstvo cytokininov
transportovanych z korenia do stonky xylémom, ¢o je v sulade so zistenou regulaciou
cytokininov auxinom (Bangerth, 1994; Li et al., 1995). Koordinovana modulacia hladin
obidvoch hormoénov pritom zabezpecuje, aby nedochadzalo v nadzemnej Casti rastliny
k obmedzovaniu kontinualnych rastovych a vyvojovych procesov vyzadujicich
cytokininy a zaroven k naruSovaniu apikédlnej dominancie. Toto bolo zistené 1 na urovni
fenotypu, kde nebolo pozorované Ziadne vyrastanie axilarnych pupeniov u intaktnych

rastlin (obr. 53). Rovnako aj u intaktnych rastlin oSetrenych IAA-lanolinovou pastou
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zostavali axilarne pupene nad’alej v inhibovanom stave (obr. 53) v désledku dominancie
vrcholu stonky, ktorého nadvlada nad pupenimi sa aplikaciou auxinu este zosilnila.
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Obr. 53: Rastové krivky predstavujuce vel’kost’ pupetiov a Z nich formovanych lateralnych vyhonov,
kde 1i8t = prvy axilarny pupen na intaktnej rastline hrachu $tandardného typu, 2i§t = druhy axilarny
pupen, rovnaky experimentalny variant, 1i§t+IAA = prvy pupen na intaktnej rastline oSetrenej IAA-
lanolinovou pastou pod apexom stonky, 2i§t+IAA = druhy pupeii, rovnaky experimentalny variant.
Statisticky vyznamné rozdiely (identifikované Studentovym t-testom) o = 0,05% aa = 0,01%*,
Chybové usecky predstavuju smerodajni odchylku (n = 40).

Pre sledovanie efektu systétmového signalu X-CK na lokalnu regulaciu
dormantného stavu pupenov bola stanovena expresia génov PSDRM1, PsBRC1,
PsAUX1 a PsPIN1 v prvom a druhom axilarnom pupeni intaktnych rastlin a intaktnych
rastlin oSetrenych IAA-lanolinovou pastou pod apexom stonky. V obidvoch axildrnych
pupenioch intaktnych rastlin bola v priebehu 6 hodin udrzovana expresia vSetkych
Styroch sledovanych génov bez vyznamnych zmien na priblizne rovnakej urovni (obr.
54a, 54b, 54c, 54d). Exogénna aplikacia auxinu vSak spdsobila u intaktnych rastlin
vyznamné zvySenie urovne transkriptu génov PSDRM1 (obr. 54a) a PSBRC1 (obr. 54b)
stivisiacich s dormantnym stavom pletiv, resp. pupenov. Naopak, expresia génu
koédujiaceho transportné proteiny auxinu PSPIN1 sa vyrazne zniZila (obr. 54d)
a u expresie PSAUX1 bol zisteny mierny narast po 6 hodinach od aplikacie exogénneho
auxinu v porovnani s expresiou vybranych génov v axilarnych pupeiioch neosetrenych

kontrolnych rastlin v rovnakom ¢ase (obr. 54a, 54b, 54c, 54d).
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Obr. 54: Relativna expresia génu PsDRM1 (a), PSBRC1 (b), PsAUX1 (c) a PsPIN1 (d) v prvom
a druhom axildrnom pupeni intaktnych rastlin a intaktnych rastlin oSetrenych IAA-lanolinovou
pastou pod apexom stonky. Statisticky vyznamné rozdiely (identifikované Studentovym t-testom)
a =0,05*%a o= 0,01**, Chybové tsecky predstavujii smerodajnt odchylku (n = 4).

Expresné profily sledovanych génov v axilarnych pupenioch indikuju, Ze
po exogénnej aplikécii auxinu v podobe IAA-lanolinovej pasty pod apexom stonky
intaktnej rastliny nastalo zosilnenie inhibicného vplyvu auxinu syntetizovaného
V primarnom zdroji auxinu - apexe stonky na vyrastanie axilarnych pupenov, ¢o odraza
predovsetkym ndrast expresie génov spojenych s dormantnym stavom pletiv.

Dalej bola nevyhnutnost’ toku auxinu transportovaného z apexu v hlavnej stonke
v udrzovani nizkej hladiny X-CK, a tym aj inhibicii vyrastania axilarnych pupenov
sledovand za pouzitia dekapitovanych rastlin (obr. 55a) a rastlin oSetrenych [AA-

lanolinovou pastou na dekapitovanu plochu stonky (obr. 55b).
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Obr. 55: Schéma experimentu: odstranenie apexu ako primarneho zdroja auxinu dekapitaciou
vedie K postupnému vytvoreniu nového zdroja auxinu v druhom axilarnom pupeni, ktory sa stava
dominantnym nad prvym axilirmym pupefiom, v priebehu ¢oho dochadza K zvySeniu hladiny
cytokininov v xylémovom exsudate (a). Exogénna aplikacia IAA-lanolinovej pasty na dekapitovanu
plochu stonky namiesto apexu dokaze vplyv tohto odstraneného apexu v zmysle primarneho zdroja

auxinu nahradit’ a udrzat’ hladiny cytokininov na trovni podobnej v rastlinach intaktnych (b).

V pripade odstranenia primarneho zdroja auxinu - apexu stonky dekapitaciou
bolo zistené niekol’konasobné zvySenie hladiny vsetkych typov analyzovanych X-CK
Vv priecbehu 6 hodin od dekapitacie, pricom najvyraznejSie zmeny boli zistené opat
u prekurzorov cytokininov IPR, tZR a DZR (obr. 56). Exogénnou aplikaciou auxinu
v podobe IAA-lanolinovej pasty namiesto odstraneného vrcholu stonky bol obnoveny
inhibi¢ny vplyv auxinu transportovaného z apexu na zvySovanie hladiny X-CK. U takto
oSetrenych rastlin bola hladina X-CK vyznamne zniZzena v priebehu 6 hodin
od dekapitacie a IAA aplikacie v porovnani s dekapitovanymi rastlinami (obr. 56).
Podobne aj Blazkova et al. (1999) pozorovali, Ze dekapitacia spdésobuje uz
po 6 hodinach zvysovanie hladiny cytokininov v axilarnych pupenoch, pri¢om aplikacia
IAA na dekapitovani stonku tomuto narastu hladiny cytokininov zabranila.
VyznamnejSie zvySenie cytokininov pritom pozorovali u transportnych foriem
cytokininov. Podobné zmeny v hladinach cytokininov po dekapitacii v axilarnych

pupenoch sledovali aj Turnbull et al. (1997) u ciceru (Cicer arietinum L.)
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Obr. 56: Relativna hladina cytokininov v xylémovom exsudate z dekapitovanych rastlin
a z dekapitovanych rastlin oSetrenych IAA-lanolinovou pastou na dekapitovanej ploche stonky.
Izoprenoidné cytokininy IP-typu, tZ-typu a DZ-typu boli analyzované prostrednictvom kvapalinovej
chromatografie (LC) spojenej s hmotnostnou spektrometriou (MS). Statisticky vyznamné rozdiely
(identifikované Studentovym t-testom) a = 0,05*% aa = 0,01**. Chybové tsetky predstavuji
smerodajna odchylku (n = 10).

Vsetky zaznamenané zmeny v hladinach X-CK boli v korelacii so zmenami
natrovni fenotypu rastlin. Odstrdnenie zdroja auxinu - apexu stonky dekapiticiou
anasledné zvySenie hladiny X-CK viedlo k vyrastaniu prvého i1 druhého axilarneho
pupenia (obr. 57). Naopak aplikdciou exogénneho auxinu na dekapitovanu plochu
stonky bol nahradeny auxin produkovany apexom stonky a v sulade so zniZenou
hladinou X-CK zostali aj axilarne pupene zadrzané v dormancii a nedochadzalo k ich
vyrastaniu (obr. 57). Rovnako ako aj Foo et al. (2007) zistili najmenej dvojnasobné
zvySenie hladiny X-CK u hrachu (Pisum sativum L.) po dekapitacii, tak aj Bangerth
(1994) pozoroval na dekapitovanej rastline fazule (Phaseolus vulgaris L.) vyrastanie
pupenov sprevadzané zvySenim hladiny cytokininov v xylémovom exsudate, pricom
obidva efekty boli potlacené exogénnou aplikaciou TAA namiesto dekapitované¢ho

apexu.
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Obr. 57: Rastové krivky predstavujuce velkost’ pupeniov a z nich formovanych lateralnych vyhonov,
kde 1ds$t=prvy axilarny pupeni na dekapitovanej rastline hrachu $tandardného typu, 2d§t=druhy
axilarny pupeni, rovnaky experimentalny variant, 1d§t+IAA=prvy pupen na dekapitovanej rastline
osetrenej IAA-lanolinovou pastou na dekapitovant plochu stonky, 2d§t+IA A=druhy pupen, rovnaky
experimentalny variant. Statisticky vyznamné rozdiely (identifikované Studentovym t-testom)
a =0,05*a o = 0,01**, Chybové usecky predstavujii smerodajnti odchylku (n = 40).

U rastlin nadzemna cast’ a korene spolu komunikuju s cielom synchronizovat’
a zlepSovat’ rastové odpovede k environmentdlnym zmenam. Vziajomnad rastova
koordinacia vyZaduje komunikaciu sprostredkovant signdlnymi molekulami, ktoré sa
pohybuji medzi nadzemnymi a podzemnymi cCastami rastliny. Hlavnymi signalmi
prendSanymi medzi korenom a stonku st cytokininy, ktoré su translokované oboma
smermi - z korena do stonky i zo stonky do korena (Hirose et al., 2008; Kudo et al.
2010) a auxin, ktory sa pohybuje zo stonky do korena (Blakeslee et al., 2005; Morris
etal., 2004). Interakcia tychto signalov umoznuje rastline kontinualne sa adaptovat
na neustdle sa meniace podmienky okolitého prostredia. Translokécia cytokininov
z korena je kliCova pre spravny rast a vyvoj nadzemnej Casti rastliny, ¢o zistili Ko
etal. (2014) na vrublovanych atabcgl4 mutantnych rastlindch arabovky (Arabidopsis
thaliana L.), uktorych koren mutantny v géne AtABCG14, kodujucom protein
zodpovedny za translokaciu cytokininov do stonky, viedol k naruseniu rastu nadzemnej
Casti Standardného typu. Podobne aj Miiller et al. (2015) na zéklade experimentov
S mutantnymi rastlinami arabovky (Arabidopsis thaliana L.) iptl, ipt3, ipt5 a ipt7
anasobnymi mutantnymi rastlinami iptlipt3iptSipt7 a ipt3iptSipt7 ukazali, ze
pritomnost’ cytokininov je pre vetvenie rastliny nevyhnutnd. Odstrdnenim apexu
dekapitaciou dochadza k zvySovaniu hladiny cytokininov v xylémovom exsudate,

podobne ako aj k zvySovaniu expresie IPT biosyntetickych génov v stonke hrachu
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(Tanaka et al., 2006), ¢o moze byt zodpovedné za rychle zvySenie hladiny cytokininov
v mieste stonky pri v axilarnom pupeni (Li et al., 1995; Turnbull et al., 1997; Tanaka
etal., 2006). Avsak, aj ked’ sa hladina cytokininov mdze zvySovat priamo v stonke,
cytokininy produkované v koreni su schopné kompenzovat redukciu cytokininov
v nadzemnej Casti (Miiller et al., 2015). Zatial’ ¢o cytokininy, ¢i uz aplikované priamo
na pupen alebo dodané xylémovym tokom, vetvenie podporuju (Dun et al., 2009),
exogénna aplikdcia auxinu na reznu plochu dekapitovanej stonky vetvenie redukuje
(Sachs a Thimann, 1967; Turnbull et al., 1997; Dun et al., 2012; obr. 57).

Vzajomna interakcia auxinu a cytokininu je znadma ako antagonistickd (Coenen
a Lomax, 1997), ¢o sa prejavuje znizovanim hladiny X-CK (Bangerth, 1994; obr. 52,
56) alebo cytokininov v stonke auxinom (Nordstrom et al., 2004). Avsak korelacia
medzi hladinou X-CK alebo expresiou cytokininovych biosyntetickych génov, hladinou
auxinu a aktivitou pupeniov (Cline et al., 1994; Turnbull et al., 1997; Bangerth et al.,
2000; Nordstrom et al., 2004; Tanaka et al., 2006) je nevyhnutnd pre optimalne
formovanie stonkovej architektiry v odpovedi na podmienky okolitého prostredia.

Uvedené vysledky predstavuju d’alSie doklady o regulacii hladiny cytokininov
vV xyléme polarne transportovanym auxinom v hlavnej stonke asucasne ukazuji
na zapojenie cytokininov do regulécie stonkového vetvenia koordinovaného auxinom

na systémovej trovni.

5.8 Auxin reguluje vetvenie u mutantnych rastlin hrachu rms2

Pre dalSie sledovanie systémovej reguldcie stonkového vetvenia cytokininmi
a ovplyviiovania ich hladiny auxinom boli pouzit¢ mutantné rastliny hrachu (Pisum
sativum L.) ramosus2 (rms2) na pozadi standardného typu odrody Parvus.

Mutantné rastliny rms2 maji na rozdiel od ostatnych strigolaktonovych
mutantnych rastlin (napr. rmsl) zvySent hladinu cytokininov v xylémovom exsudate
V porovnani so §tandardnym typom (Beveridge et al., 1997b; Foo et al., 2007; obr. 58).
Zaroven maju rastliny tejto mutantnej linie zniZent expresiu biosyntetického génu
strigolaktonu RMS1 v stonkovych pletivach (Foo et al., 2005). Predpoklada sa, ze RMS2
gén, mé funkciu v spétnej vézbe, ktord reguluje oboje — export cytokininov z korena
a biosyntézu strigolaktonov (Beveridge et al., 1994, Beveridge et al., 1997b; Dun et al.,
2009). Ztychto dovodov predstavuji rms2 mutantné rastliny hrachu so zvySenym

stonkovym vetvenim vhodny systém pre sucasné sledovanie ulohy viacerych
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endogénnych faktorov zicastiiujucich sa na utvarani stonkovej architektury. Tymi su
predovsetkym auxin, cytokininy a ich vzdjomna interakcia, rovnako ako aj spitno-
vizbovy regulacny signal strigolaktonovej dréhy, za ktory je povazovany prave RMS2
(Foo et al., 2007).

Za zvysené stonkové vetvenie u intaktnych rastlin rms2, ku ktorému dochadza
Utejto mutantnej linie aj napriek pritomnosti apexu stonky, pritom modze byt
zodpovedna kombinacia zvySenej transportnej kapacity auxinu (Beveridge et al., 1996;
Morris et al., 2001), zvySenej hladiny X-CK a zniZenej hladiny strigolaktonu ako
nasledku nizkej expresie RMS1 génu (Dun et al., 2009).
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Obr. 58: Relativna hladina cytokininov v xylémovom exsudate intaktnych mutantnych rastlin rms2
a rmsl porovnana s hladinou v intaktnych rastlinach §tandardného typu. Izoprenoidné cytokininy IP-
typu, tZ-typu a DZ-typu boli analyzované prostrednictvom kvapalinovej chromatografie (LC)
spojenej s hmotnostnou spektrometriou (MS). Statisticky vyznamné rozdiely (identifikované
Studentovym t-testom) o = 0,05* a o = 0,01**. Chybové useky predstavuju smerodajni odchylku
(n=10).

V predchadzajucich experimentoch s rastlinami Standardného typu bolo zistené,
ze exogénnou aplikaciou auxinu moéze byt hladina X-CK vyznamne zniZena (obr. 52)
a vyrastanie axilarnych pupenov u dekapitovanych rastlin tym zamedzené (obr. 56).

Auxin navySe indukuje expresiu strigolaktonovych biosyntetickych génov (RMS1
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a RMSb5) (Sorefan et al., 2003; Bainbridge et al., 2005; Foo et al., 2005; Ishikawa et al.,
2005; Johnson et al., 2006; Arite et al., 2007; Hayward et al., 2009; Wen et al., 2016)
a zaroven potlacuje biosyntézu cytokininov v stonke (Tanaka et al., 2006; Dun et al.,
2012). Na zaklade tychto poznatkov boli v nasledujucich experimentoch intaktné
mutantné rastliny rms2 osetrené auxinom v podobe IAA-lanolinovej pasty pod apexom
stonky (obr. 59b) s cielom zosilnit’ vplyv auxinu syntetizovaného v apexe, naplnit’ tak

kapacitu auxinového transportného systému a nasledne sledovat’ odpoved’ rastliny.

(@) (b)

1AA 1AA
1AA
1AA 1AA
1AA 1AA

SL CK SL CK

Obr. 59: Schéma experimentu: intaktné rastliny mutantnych linii rms2 so zvySenou hladinou
cytokininov v xyléme a znizenou expresiou strigolaktonového biosyntetického génu RMS1
i za pritomnosti apexu vytvaraju lateralne vyhony z axilarnych pupenov (a). Exogénna aplikacia
auxinu v podobe IAA-lanolinovej pasty pod apex stonky vedie K znizeniu hladiny X-CK

a k vyznamnej redukeii rms2 vetviaceho fenotypu (b).

Na zaklade analyzy cytokininov v xylémovom exsudate z intaktnych rms2
mutantnych rastlin bolo zistené, ze aplikacia IAA-lanolinovej pasty pod apex stonky
viedla v priebehu 24 hodin k vyznamnému poklesu hladiny vsetkych typov sledovanych
cytokininov v porovnani s neoSetrenymi rastlinami v rovnakom case (obr. 60).
Najvyraznejsie zniZzenie, takmer az k nulovym hodnotam, bolo pozorované u tZ a jeho
prekurzoru tZR (obr. 60), pricom prave tZ-typ cytokininov tvori hlavny podiel

cytokininov translokovanych z korena do stonky cez xylém (Kiba et al., 2013).
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Obr. 60: Relativna hladina cytokininov v xylémovom exsudate z intaktnych mutantnych rastlin
hrachu rms2 a z intaktnych mutantnych rastlin hrachu rms2 oSetrenych IAA-lanolinovou pastou
pod apexom stonky. Izoprenoidné cytokininy IP-typu, tZ-typu a DZ-typu boli analyzované
prostrednictvom kvapalinovej chromatografie (LC) spojenej s hmotnostnou spektrometriou (MS).
Statisticky vyznamné rozdiely (identifikované Studentovym t-testom) o =0,05* aa = 0,01**.
Chybové usecky predstavuju smerodajni odchylku (n = 10).

Intaktné mutantné rastliny rms2 su charakteristické vetviacim fenotypom, pritom
prave vysokd hladina X-CK moéZe podporovat’ stistavny rast vyhonov po tom, ako st
pupene uvolnené zdormancie azac¢ni vyrastat (Dun et al., 2009). V korelacii
so znizenou hladinou X-CK na intaktnych rastlindich rms2 osetrenych IA A-lanolinovou
pastou pod apexom stonky bola pozorovana vyznamna redukcia v dizke formovanych
vyhonov v porovnani s neosSetrenymi intaktnymi rastlinami rms2 (obr. 61), aj ked’ uplné

zamedzenie vyrastania axildrnych pupenov nebolo pozorované.
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Obr. 61: Rastové krivky predstavujuce vel'kost’ pupetiov a z nich formovanych lateralnych vyhonov,
kde 1lirms2 = prvy axilarny pupeil na intaktnej mutantnej rastline rms2, 2irms2 = druhy axilarny
pupeii, rovnaky experimentalny variant, 1irms2+IAA = prvy pupei na intaktnej mutantnej rastline
rms2 oSetrenej IAA-lanolinovou pastou pod apexom stonky, 2irms2+1AA = druhy pupen, rovnaky
experimentalny variant. Statisticky vyznamné rozdiely (identifikované Studentovym t-testom)
o =0,05* a a = 0,01**. Chybové usecky predstavuju smerodajnu odchylku (n = 40).

Z analyzy expresie génov PSDRM1, PsBRC1 vyplyva, ze redukované vetvenie
rms2 mutantnych rastlin po exogénnej aplikdcii IAA bolo sprevadzané zvysenou
expresiou génu PSDRM1 (obr. 62a), rovnako ako aj génu PSBRCL1 (obr. 62b) v prvom
axilarnom pupeni, zatial' ¢o v druhom pupeni bol sledovany skor pokles génu PSDRM1
V porovnani s neoSetrenym variantom (obr. 62a). Toto mdze byt spojené s limitovanou
schopnostou rms2 mutantnych rastlin odpovedat na exogénnu aplikdciu auxinu
v zmysle inhibicie vetvenia, ¢o pozorovali aj Bennett et al., (2006) u max mutantnych
rastlin arabovky (Arabidopsis thaliana L.). V pripade génov PSAUX1 a PSPIN1 neboli
pozorované vyznamné zmeny Vv expresii tychto génov (obr. 62c, 62d), s vynimkou

znizenia expresie PSAUX1 v druhom pupeni (obr. 62c).
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Obr. 62: Relativna expresia génu PSDRM1 (a), PsBRC1 (b), PsAUX1 (c) a PsPIN1 (d) génov
v prvom a druhom axilarnom pupeni intaktnych mutantnych rastlin rms2 a intaktnych mutantnych
rastlin rms2 rastlin o$etrenych IAA-lanolinovou pastou pod apexom stonky. Statisticky vyznamné
rozdiely (identifikované Studentovym t-testom) o =0,05* aa=0,01** Chybové tsecky
predstavuju smerodajnt odchylku (n = 4).

Braun et al. (2012) atiez Dun et al. (2012) na zaklade exogénnej aplikacie
hormoénov u rms mutantnych linii hrachu (Pisum sativum L.) zistili silnu korelaciu
medzi vyrastanim pupenia a pomerom hladin CK:SL v pupeni, ¢o je pravdepodobne
sprostredkované opacnym efektom strigolaktonov a cytokininov na expresiu génu
PsBRCL1. Pritom prave pritomnost’ strigolaktonov reguluje hladinu X-CK v xylémovom
exsudate (Beveridge et al., 2000; Morris et al., 2001; Foo et al., 2005) a nizka hladina
X-CK je spojena s vysokou troviiou expresie RMS1 (Foo et al., 2005). Ako alternativny
mechanizmus pdsobenia strigolaktonov na vyrastanie pupenov, ktory podporuje teoriu
kanalizacie auxinového transportu, je navrhované, ze ako primarnou odpovedou

k strigolaktonu je rapidne vycerpanie PIN1 proteinov z cytoplazmatickej membrany,
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¢im nie je umoznena kanalizacia auxinu z pupenia do hlavnej stonky (Bennett et al.,
2006; Crawford et al., 2010; Shinohara et al., 2013).

U dekapitovanych rastlin Standardného typu exogénna aplikdcia auxinu namiesto
odstranen¢ho apexu stonky dokaze nahradit’ jeho vplyv v zmysle primarneho zdroja
auxinu a inhibovat’ vetvenie (Bangerth, 1994; obr. 65). S cielom overit’ tento regulacny
vplyv auxinu transportovaného zo stonkového apexu na hladinu X-CK a vyrastanie
axilarnych pupeniov u mutantnych rastlin rms2 s vetviacim fenotypom aj za pritomnosti
apexu, boli tieto rastliny dekapitované a oSetrené¢ [AA-lanolinovou pastou na rezna

plochu dekapitovanej stonky (obr. 63b)

(a) (b)

1 i

Obr. 63: Schéma experimentu: dekapitované rastliny mutantnych linii rms2 vytvaraju lateralne
vyhony z axilarnych pupenov (a). Exogénna aplikdcia auxinu v podobe IAA-lanolinovej pasty
na dekapitovanti stonku namiesto apexu v8ak vedie k vyznamnej redukcii hladiny X-CK a sti¢asne

vetviaceho fenotypu (b).

Podobne ako u dekapitovanych rastlin Standardného typu (obr. 56), tak aj
U mutantnych rastlin rms2 bol zisteny podobny narast hladiny X-CK po dekapitacii
(obr. 64), ¢o tiez pozorovali Foo et al. (2007). Exogénna aplikacia IAA na dekapitovanu
plochu stonky mutantnych rastlin rms2 vyznamne redukovala hladinu sledovanych
typov cytokininov v xylémovom exsudate (obr. 64). Tymto bol opit potvrdeny
regula¢ny vplyv auxinu na hladinu X-CK (Bangerth, 1994; obr. 56, obr. 60, obr. 64).

118



1000 -
900 mrms2 dekap Oh  ©rms2 dekap 6h  mrms2 dekap 6h +HAA
800 -
700 -

600 ‘|i 1

500

400 - ~ = .
3 DD T T % } £

200 ~

- g il adl ald &l s

Relativna koncentracia cytokininov [%]

Dz IPR tZR DZR cZR
Typ cytokininu

Obr. 64: Relativna hladina cytokininov v xylémovom exsudate z dekapitovanych mutantnych rastlin
hrachu rms2 a z dekapitovanych mutantnych rastlin hrachu rms2 osetrenych IA A-lanolinovou pastou
na dekapitovani plochu stonky. Izoprenoidné cytokininy IP-typu, tZ-typu a DZ-typu boli
analyzované prostrednictvom kvapalinovej chromatografie (LC) spojenej s hmotnostnou
spektrometriou (MS). Statisticky vyznamné rozdiely (identifikované Studentovym  t-testom)
a =0,05*a o= 0,01**, Chybové tsecky predstavujii smerodajnti odchylku (n = 10).

Znizend hladina X-CK po aplikacii IAA-lanolinove] pasty bola sprevaddzana
redukovanym vetvenim resp. dizka laterAlnych vyhonov formovanych z axilarnych
pupenov bola priblizne o polovicu mensia ako u dekapitovanych rms2 mutantnych
rastlin (obr. 65). Aj ked, rovnako ako uintaktnych rastlin rms2, tak ani
u dekapitovanych nebolo aplikdciou [AA-lanolinovej pasty vyrastanie pupeiiov tplne
inhibované. Podobne aj Beveridge et al. (2000) pozorovali limitovani inhibiciu
vyrastania pupeiov po exogénnej aplikécii auxinu na dekapitovanych rastlinach, zatial’
¢o Young et al. (2014) zistili inhibiciu rastu axilarnych pupenov na izolovanych
segmentoch stonky po aplikacii IAA.

Dekapiticia rastliny vedie k rapidnemu a vyznamnému vyc€erpaniu mnozstva
transkriptu RMS1 v stonke hrachu, comu moéze byt zabranené exogénnou aplikaciou
auxinu (Foo et al., 2005). Toto naznacuje, ze inhibi¢ny efekt auxinu, aplikovaného
na dekapitovani stonku alebo aj na stonku intaktnej rastliny rms2, na stonkové

vetvenie, moze byt podporeny jeho stimulaénym vplyvom na RMS1 expresiu
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nevyhnutnii pre biosyntézu strigolaktonu, ktory tieZ vetvenie inhibuje (Gomez-Roldan
et al., 2008).
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Obr. 65: Rastové krivky predstavujuce vel’kost’ pupetiov a z nich formovanych lateralnych vyhonov,
kde 1drms2 =prvy axilarny pupefi na dekapitovanej mutantnej rastline rms2, 2drms2 = druhy
axilarny pupen, rovnaky experimentalny variant, 1drms2+lAA = prvy pupeti na dekapitovanej
mutantnej rastline  rms2  oSetrenej IAA-lanolinovou pastou pod apexom stonky,
2drms2+1AA = druhy puped, rovnaky experimentalny variant. Statisticky vyznamné rozdiely
(identifikované Studentovym t-testom) a= 0,05* a o =0,01** Chybové Gsedky predstavuju
smerodajni odchylku (n = 40).

Aplikacia TAA-lanolinovej pasty, ¢i uz pod apex stonky intaktnej alebo
narezni plochu stonky dekapitovanej rms2 mutantnej rastliny, viedla k vyznamnej
redukcii hladiny cytokininov v xylémovom exsudate, zvySeniu expresie génov
spojenych s dormantnym stavom pupenov a nasledne aj k vyznamnému obmedzeniu
rastu laterdlnych vyhonov formovanych z axilarnych pupeniov. Vzhl'adom na to, ze
rastliny mutantnej linie rms2 s vetviacim fenotypom maji zvySeni endogénnu hladinu
X-CK (Beveridge et al., 1997b; Foo et la., 2007; obr. 58) podporujucich vyrastanie
pupenov, znizenu hladinu strigolaktonu inhibujiceho vetvenie v dosledku redukovanej
expresie RMS1 génu (Foo et al., 2005; Dun et al., 2009), spolu uvedené vysledky
podporuju centralnu tlohu auxinu v regulacii stonkového vetvenia. AvSak aj napriek
svojmu Ustrednému postaveniu v procese apikalnej dominancie nema auxin schopnost’
uplne zamedzit' vyrastaniu axilarnych pupeniov v podmienkach s narusenou funkciou
spatno-viazbového signalu podmieneného expresiou RMS2 génu (Foo et al., 2007), ktory
je vrms2 rastlinach mutantny. Uvedené vysledky naznacuji, Ze pdsobenie auxinu je
Vv kontrole stonkového vetvenia modulované dalSimi endogénnymi faktormi -

cytokininmi a strigolaktonom, pricom pre Uplnu inhibiciu vyrastania axilarnych
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pupeniov je nevyhnutna stcinnost’ spatno-vizbového signalu podmieneného expresiou
génu RMS2. Toto je v stlade s navrhovanym zapojenim génu RMS2 do kontroly spétno-
vizbovej regulacie expresie RMS1 génu (obr. 66), a tiez hladiny cytokininov v xyléme
u hrachu (Beveridge et al., 1997; Beveridge et al., 2000; Morris et al., 2001; Fo et al.,
2005, Fo et al., 2007). Jednoduchym vysvetlenim fenotypu tychto mutantnych rastlin je,
ze RMS1 a RMS5 kontroluju biosyntézu, a tym aj hladinu strigolaktonu, ktory sa
pohybuje smerom od korena ku stonke, zatial ¢o RMS2 kontroluje spatno-viazbovy
signal, ktory sa pohybuje smerom od stonky ku korefiu a spolu s auxinom reguluje
expresiu RMS1 génu a hladinu cytokininov v xyléme (obr. 66; Beveridge et al., 2000;
Morris et al., 2001; Foo et al., 2005; Dun et al., 2009; Hayward et al., 2009). Medzi
auxinom a spitno-vizbovym signalom je pritom viacero podobnych funkcii: obidva
podporujt expresiu génu RMS1 zapojeného do biosyntézy strigolaktonu (Sorefan et al.,
2003; Foo et al., 2005) anegativne reguluji X-CK export z korefia. Priom je
pravdepodobné, ze auxin je ovela viac dominantnejs$i indukény a regulacny signal
expresie génov zapojenych do strigolaktonovej biosyntézy nez spétno-vizbovy signal

u arabovky (Arabidopsis thaliana L.) (Hayward et al., 2009).
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Obr. 66: Model regulacie vyrastania pupefia u hrachu (Pisum sativum L.) (upravené podla Foo
et al., 2005; Johnson et al., 2006).
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5.9 Auxin reguluje vetvenie u mutantnych rastlin rmsl s deficitnou
biosyntetickou drahou strigolaktonu

V studiach zameranych na kontrolu utvarania stonkovej architektiry bolo na zaklade
experimentov s vrablovanymi mutantnymi rastlinami hrachu ramosusl (rmsl) zistené,
ze okrem auxinu a cytokininov sa na regulacii stonkového vetvenia zucastiuje 1 d’alsi
signal (Beveridge et al., 1997). Tento signal, ktorého tlohou je vetvenie inhibovat bol
neskor identifikovany ako strigolakton (Gomez-Roldan et al., 2008; Umehara et al.,
2008), ktory pre svoju syntézu vyzaduje aktivitu génov RMS1 a RMS5 (Morris et al.,
2005; Johnson et al., 2006). Napriek tomu, ze rmsl mutantné rastliny maji na rozdiel
od rms2 vel'mi nizku hladinu cytokininov v xylémovom exsudate (Beveridge et al.,
1996, 1997b; Morris et al., 2001; Young et al., 2014, obr. 58) je pre rmsl rastliny tiez
charakteristicky vetviaci fenotyp stonky (Morris et al., 2001; Morris et al., 2005;
Johnson et al., 2006).

Z tohto dovodu boli pre dalSie sledovanie kontroly X-CK vo vztahu
K vyrastaniu axilarnych pupeniov za podmienok, kedy vetvenie rastlin nie je
ovplyviiované strigolaktonom, pouzité intaktné mutantné rastliny rmsl a rastliny rmsl

osetrené IAA-lanolinovou pastou pod apexom stonky (obr. 67)
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Obr. 67: Schéma experimentu: intaktné mutantné rastliny rmsl maju v désledku mutacie génu
RMS1 narusent drahu biosyntézy strigolaktonu, ¢im dochddza k zniZzenej inhibicii vyrastania

pupeniov a rastliny rms1 vykazuja vetviaci fenotyp (a). Exogénnou aplikaciou IAA-lanolinovej pasty
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pod apex stonky je zosilneny inhibi¢ny vplyv auxinu transportovaného z apexu na vyrastanie
pupetiov (b).

Z analyzy izoprenoidnych X-CK vyplyva, ze v priebehu 24 hodin dochéadzalo
k miernemu narastu hladiny sledovanych cytokininov v xylémovom exsudate
intaktnych rastlin rmsl, zatial ¢o exogénna aplikacia auxinu viedla k vyznamnému

poklesu tejto hladiny v rovnakom sledovanom case (obr. 68).
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Obr. 68: Relativna hladina cytokininov v xylémovom exsudate z intaktnych mutantnych rastlin
hrachu rmsl az intaktnych mutantnych rastlin hrachu rmsl oSetrenych IAA-lanolinovou pastou
pod apexom stonky. Izoprenoidné cytokininy IP-typu, tZ-typu a DZ-typu boli analyzované
prostrednictvom kvapalinovej chromatografie (LC) spojenej s hmotnostnou spektrometriou (MS).
Statisticky vyznamné rozdiely (identifikované Studentovym t-testom) a=0,05* aa = 0,01**
Chybové usecky predstavujii smerodajnt odchylku (n = 10).

Tymto oSetrenim [AA-lanolinovou pastou pod apexom stonky bola uz péovodne
redukovand hladina X-CK v rmsl rastlinich eSte viac zniZzend, Co sa prejavilo
obmedzenim dizky formovanych laterdlnych vyhonov (obr. 69), ¢o je v stlade
so zistenim Dun et al. (2009), Ze dostupnost’ X-CK k vyrastajicim axilarnym pupetiom

je nevyhnutna pre ich sustavny rast.
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Obr. 69: Rastové krivky predstavujuce velkost’ pupenov a z nich formovanych lateralnych vyhonov,
kde lirmsl = prvy axilarny pupeil na intaktnej mutantnej rastline rmsl, 2irmsl = druhy axilary
pupen, rovnaky experimentalny variant, 1lirmsl+lAA = prvy pupeii na intaktnej mutantnej rastline
rmsl oSetrenej IAA-lanolinovou pastou pod apexom stonky, 2irmsl+IAA = druhy pupeii, rovnaky
experimentalny variant. Statisticky vyznamné rozdiely (identifikované Studentovym t-testom)
a =0,05*a o = 0,01**, Chybové tsecky predstavujii smerodajnti odchylku (n = 40).

Napriek tomu, Ze po 6 hodinach od aplikacie auxinu bol zisteny rapidny narast
v expresii génov PSDRM1 (obr. 70a) a PsBRC1 (obr. 70b) v obidvoch axilarnych
pupenioch, podobne ako u mutantnych rastlin rms2, ani u rastlin rmsl nebola
pozorovana Uplna inhibicia vyrastania pupenov pridanim exogénneho auxinu pod apex
stonky. V pripade génu PSAUX1 bola expresia udrziavana na priblizne rovnakej urovni
aj po aplikécii auxinu (obr. 70c) a ani v expresii génu PSPIN1 nedochddzalo vyraznym

zmenam v priebehu 6 hodin od oSetrenia (obr. 70d).
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Obr. 70: Relativna expresia génu PsDRM1 (a), PSBRC1 (b), PsAUX1 (c) a PsPIN1 (d) v prvom
a druhom axildrnom pupeni intaktnych mutantnych rastlin rmsl a intaktnych mutantnych rastlin
rms1 rastlin o$etrenych IAA-lanolinovou pastou pod apexom stonky. Statisticky vyznamné rozdiely
(identifikované Studentovym t-testom) o =0,05* ao =0,01** Chybové uselky predstavuju
smerodajnu odchylku (n = 4).

Interakcia cytokininov so strigolaktonom je podobne, ako s auxinom, v regulacii
vyrastania pupefnov povazovana za antagonisticki (Dun et al., 2012). Regulacia
vetvenia cytokininmi a strigolaktonmi je pravdepodobne integrovana cez opacny vplyv
na expresiu TCP transkripéného faktoru TEOSINTE BRANCHED 1
(TB1)/BRANCHED1 (BRC1) v pupenioch (Minakuchi et al., 2010; Braun et al., 2012;
Dun et al., 2012). Expresia PsBRC1 je pritom v negativnej korelacii s vyrastajucim
pupeiiom (Aguilar-Martinez et al.,, 2007). U hrachu st cytokininy negativnym
regulatorom PSBRC1 (Braun et al., 2012). Naopak, po aplikacii strigolaktonu
nedochadza k zmenam v expresii TB1/BRC1 ortologu u kukurice (Zea mays L.) alebo
u ryze (Oryza sativa L.) (Minakuchi et al., 2010). Zvysené vetvenie u brcl mutantnych
rastlin u hrachu, ardbovky alebo ryZe nie je pridanim strigolaktonu redukované (Brewer
et al., 2009; Minakuchi et al., 2010; Braun et al., 2012), ¢o naznacuje, Ze
strigolaktonova signalna draha je zavisla od funkcie BRC1.

Vzhl'adom na to, ze po 6 hodinach od aplikicie [AA-lanolinovej pasty bol
zisteny v obidvoch axilarnych pupeinioch vyrazny narast expresie PSBRC1 je mozné
usudzovat, ze naopak expresia PSBRC1 je vyznamne ovplyviovana hladinou X-CK,
ktora je zase regulovana auxinom.

Vplyv odstranenia apexu dekapitaciou na hladinu X-CK a nasledné vyrastanie

pupeniov bol opét’ sledovany aj u mutantnych rastlin rmsl (obr. 71a). Sucasne boli
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pouzité¢ dekapitované rastliny rmsl, u ktorych bola namiesto apexu na rezni plochu

dekapitovanej stonky aplikovana IAA-lanolinova pasta (obr. 71b).
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Obr. 71: Schéma experimentu : dekapitované rastliny hrachu mutantnej linie rmsl s narusenou
biosyntetickou drahou strigolaktonu vykazuju zvysSent hladinu X-CK v désledku odstranenia apexu
(a). Pokial' je odstraneny apex nahradeny exogénnou aplikaciou IAA-lanolinovej pasty, vplyv

auxinu transportovaného z apexu na hladinu X-CK méze byt’ tymto obnoveny (b).

V priebehu 24 hodin po dekapitacii bol zisteny vyznamny narast v hladine
vacsiny sledovanych cytokininov v xylémovom exsudate, predovSetkym vSak
prekurzorov tZR aDZR (obr. 72). Rovnako ako pri vSetkych predchadzajucich
experimentoch, v ktorych boli ¢i uz rastliny $tandardného typu alebo mutantné rastliny
rms2 dekapitované, tak aj urmsl aplikdcia [AA-lanolinovej pasty na rezni plochu
dekapitovanej stonky viedla Kk vyznamnému znizeniu hladiny X-CK V porovnani

s kontrolnymi dekapitovanymi rastlinami v rovnakom sledovanom ¢ase (obr. 72).
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Obr. 72: Relativna hladina cytokininov v xylémovom exsudate z dekapitovanych mutantnych rastlin
hrachu rmsl az dekapitovanych mutantnych rastlin rmsl oSetrenych IAA-lanolinovou pastou
na dekapitovanej ploche stonky. Izoprenoidné cytokininy IP-typu, tZ-typu a DZ-typu boli
analyzované prostrednictvom kvapalinovej chromatografie (LC) spojenej s hmotnostnou
spektrometriou (MS). Statisticky vyznamné rozdiely (identifikované Studentovym  t-testom)
a =0,05* a o = 0,01**. Chybové tsecky predstavujii smerodajnti odchylku (n = 10).

Pozorovana redukcia hladiny X-CK po aplikacii IAA-lanolinovej pasty
na dekapitovant stonku bola v koreldcii s vyznamnym obmedzenim rastu lateralnych
vyhonov (obr. 73), zatial’ ¢o u kontrolnych dekapitovanych rastlin viedlo odstranenie
apexu k znac¢ne silnejSiemu stonkovému vetveniu (obr. 73). Podobne aj Brewer et al.
(2009) navrhuju, ze podstatné vycCerpanie auxinu v hlavnej stonke, sposobné napriklad
odstranenim zdroja auxinu, vedie K zvySenému vetveniu, ktoré je eSte podporené

redukciou strigolaktonovej biosyntézy u rmsl mutantnych linii.
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Obr. 73: Rastové krivky predstavujuce velkost’ pupenov a z nich formovanych lateralnych vyhonov,
kde 1drmsl =prvy axilarny pupeni na dekapitovanej mutantnej rastline rmsl, 2drmsl = druhy
axilarny pupen, rovnaky experimentilny variant, 1drmsl+IAA =prvy pupeit na dekapitovanej
mutantnej rastline rmsl oSetrenej IAA-lanolinovou pastou dekapitovani plochu stonky,
2drms1+lAA = druhy pupen, rovnaky experimentilny variant. Statisticky vyznamné rozdiely
(identifikované Studentovym t-testom) o =0,05* aa= 0,01** Chybové uselky predstavuju
smerodajni odchylku (n = 40).

Mutantné rastliny rmsl maji v dosledku mutacie génu RMS1 narusent
strigolaktonovi biosynteticki drdhu, a aj napriek tomu, Ze maju nizku hladinu
cytokininov v xylémovom exsudate v porovnani so Standardnym typom rastlin
(Beveridge et al., 1996; Morris et al., 2001; Young et al., 2014; obr. 58), sa na zaklade
uvedenych vysledkov zda byt’ tdto hladina X-CK za nepritomnosti inhibicného vplyvu
strigolaktonu dostatocna pre stonkové vetvenie u intaktnych rastlin rmsl (Beveridge
et al., 2000; obr. 69). Toto moze byt podmienené tym, Ze rmsl mutantné rastliny st
ovela viac senzitivne k nizkym hladindm cytokininov dodanych vaskulatarou alebo
aplikovanych priamo na pupen, ako Standardny typ rastliny. NavySe rastliny tejto
mutantnej linie maji zvySenu Uroven transkiptu génu PSIPT1 v nédoch a internodiach
(Dun et al., 2012). Podobne ako urms2 mutantnych rastlin, tak aj urmsl viedlo
odstranenie apexu, ako primarneho zdroja auxinu, dekapitaciou k intenzivnejSiemu rastu
lateralnych vyhonov (obr. 73), ¢o pozorovali aj Ferguson a Beveridge (2009), ze
dekapitéacia zvysuje stonkové vetvenie u rms mutantnych rastlin.

Spolo¢ne, vysledky ztejto experimentalnej Casti dokazuju dolezitost’ tlohy
auxinu v regulacii apikalnej dominancie. ZvySenou hladinou auxinu sa vyznamne
redukuje vetviaci fenotyp u mutantnych rastlin rmsl, ktoré maju v dosledku mutacie

génu RMS1 naruSenu biosyntézu strigolaktonu, a tym tiez znizenl inhibiciu vyrastania
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pupeniov. Exogénne aplikovany auxin vSak nedokaze vetveniu zamedzit' uplne, Co
ukazuje na dolezitost koordinovaného spolupdsobenia jednotlivych rastlinnych
horménov vo vyvojovom procese apikalnej dominancie. Navyse exogénna aplikacia
auxinu sposobila znizenie hladiny X-CK, ¢im vysledky potvrdzuji predchadzajuce

zistenia 0 antagonistickom vplyve auxinov a cytokininov

5.10 Sthrnna diskusia

Délezitost’ auxinu bola rozpoznana uz klasickym experimentom, ktory vykonali Thiman
a Skoog (1934), aktorym dokazali inhibi¢ny efekt auxinu na vyrastanie axilarnych
pupenov. V procese apikalnej dominancie je vyrastanie axilarnych pupeiiov inhibované
stonkovym apexom alebo inym dominujicim rasticim vyhonom, ktory predstavuje
primarny a hlavny zdroj auxinu. Odstranenim tohto rasticeho vyhonu dekapitaciou je
spOsobené znizenie endogénnej hladiny kyseliny indolyl-3-octovej (IAA), bioaktivnej
formy fytohormoénu auxinu (Thimann a Skoog, 1933, Thimann a Skoog, 1934; van
Overbeek, 1938; White et al., 1975; Morris et al., 2005), ktoré umoziuje vyrastanie
axilarnych pupenov. Predpokladd sa, Ze inhibicia vyrastania pupenov nastava
v dosledku kompeticie jednotlivych zdrojov auxinu o primarnu kanalizaciu auxinu
do polarneho auxinového transportného toku v hlavnej stonke (Balla et al. 2011).
Experimenty vykonané vradmci tejto prace ukdazali, Ze odstranenie
dominujiceho rastuceho rastového vrcholu vedie k inicidcii vyrastania obidvoch
axilarnych pupenov lokalizovanych pod tymto rastovym vrcholom, ktoré je spojené
S0 zmenami v génovej expresii. Odstranenim apexu, a tym aj primarneho zdroja auxinu
dekapitaciou, dochadzalo medzi dvomi axilarnymi pupenimi ako potencidlnymi novymi
zdrojmi auxinu ku kompeticii o vytvorenie nového auxinového zdroja. Aj ked su
po dekapitacii aktivované obidva pupene, novy dominantny vyhon je konecne
formovany z druhého axilarneho pupena, lokalizovaného blizSie k odstranenému apexu
stonky, zatial ¢o formovanie vyhonu z prvého pupena je inhibované tokom auxinu
Z nového dominujuceho vyhonu. Avsak v pripade, ze je export auxinu z tohoto druhého
axilarneho pupenia inhibovany, dochadza k formovaniu dominujiceho laterdlneho
vyhonu z prvého axildrneho pupena. Cely proces utvarania nového zdroja auxinu,
vyrastania axilarnych pupenov a formovania lateralneho vyhonu je pritom s najvacsou
pravdepodobnostou determinovany kapacitou PIN proteinov a silou auxinového toku

(Bangerth, 1989; Bangerth et al., 2000; Ongaro a Leyser, 2008).
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Vzhl'adom na to, Ze priemerna rychlost’ auxinového toku méze byt priblizne
10 mm.h?  (Goldsmith, 1977), bolo dalsimi experimentami zistené, ze dizka
dekapitovanej stonky moéze mat’ vplyv na rychlost zmien, ku ktorym dochadza
Vv axilarnom pupeni po odstraneni primarneho zdroja auxinu dekapitaciou. Tymto bolo
zaroven zistené, ze tok auxinu v hlavnej stonke ma zésadny vplyv na vyrastanie
axilarnych pupenov, ¢o navrhuje aj teéria kanalizacie auxinového transportu (Bangerth,
1989; Bennett et al., 2006; Mouchel a Leyser, 2007; Ongaro a Leyser, 2008), podla
ktorej je vyrastanie pupenov regulované tokom auxinu v stonke. Doélezitost” polarneho
transportu auxinu v hlavnej stonke rastliny pre udrZanie apikdlnej dominancie bola
testovand roznymi experimentalnymi pristupmi, ktoré spolo¢ne potvrdili, ze
pre udrzanie apikalnej dominancie a inhibiciu vyrastania axilarnych pupenov je
nevyhnutny ststavny tok auxinu v stonke. V pripade, ze doslo k zoslabeniu toku auxinu
V hlavnej stonke rastliny, ¢i uz mechanicky vytvorenym zirezom alebo pomocou
inhibitoru transportu auxinu kyselinou 2,3,5-trijdédbenzoovou (TIBA), dochadzalo
nasledne k vyrastaniu axilarneho pupena, prislusného k danej Casti hlavnej stonky,
Vv ktorej bola hladina auxinu redukovana.

Okrem auxinu je ucCast v procese apikalnej dominancie podla tedrie
sekundarnych poslov prisudzovana aj d’alSej triede rastlinnych horménov cytokininov
(Snow, 1929; Sachs a Thimann, 1967; Bangerth, 1994), pricom na rozdiel
od nepriameho vplyvu auxinu bol na zaklade aplikacie cytokininu na pupen zisteny
priamy efekt cytokininov na uvolnenie pupenov z apikdlnej dominancie (Sachs
a Thimann, 1964; Kalousek et al., 2010). Nasledne bola interakcia a pomer tychto
dvoch tried fytohormoénov, auxinov a cytokininov, povazovana za kI'aicovl v regulacii
apikalnej dominancie. Bangerth (1994) a Li et al. (1995) priniesli dokazy o interakcii
transportnych systémov auxinu a cytokininov - zniZenie bazipetadlneho transportu
auxinu v dosledku dekapitacie poskytuje signal pre zvysenie akropetalneho transportu
navrhovaného sekundarneho posla - cytokininov. Vzhl'adom na predpoklad, Ze proces
vytvarania nového auxinového zdroja pre rastlinu, sprevddzaného vyrastanim
axilarnych pupeniov, je determinovany polarizdciou a kapacitou PIN1 proteinov
(Bangerth, 1989; Bangerth et al., 2000; Ongaro a Leyser, 2008), boli v tejto praci
vykonané experimenty, ktoré ukazali, ze cytokininy moézu lokdlnym pdsobenim
pozitivne regulovat’ auxinovy tok urychlenim polarnej lokalizacie PIN1 proteinov.

Sucasne bolo zistené, ze v pripade, ze st cytokininy aplikované na hlavni stonku
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rastliny hrachu, vyznamne stimuluji auxinovy transport v stonke, ¢im moZzu cytokininy
regulovat’ inhibiciu vyrastania pupenov, ktora je zavisla od auxinu.

Auxiny a cytokininy predstavuji signalne molekuly, ktoré ovplyviiuju proces
stonkového vetvenia nielen lokdlne, ale posobia tiez na systémovej trovni celej rastliny
(Wolters a Jiirgens, 2009). Pre sledovanie tcasti cytokininov v auxinom regulovanom
utvarani stonkovej architektiry na systémovej urovni boli sledované zmeny v hladine
cytokininov v xylémovom exsudate (X-CK), ku ktorym dochadzalo v désledku zmien
V hladindch auxinu, vyvolanych bud’ exogénnou aplikaciou auxinu alebo dekapitaciou.
Vysledky z vykonanych experimentov ukézali, ze zvySena hladina auxinu v rastline
po aplikacii [AA-lanolinove] pasty vedie k vyznamnému zniZzeniu cytokininov
VvV xylémovom exsudate, zatial' Co zniZenie hladiny auxinu v hlavnej stonke dekapitaciou
sposobi ndrast sledovanych X-CK. Pozorované zmeny v hladinach -cytokininov
Vv xylémovom exsudate korelovali s lokdlnymi zmenami v axilarnych pupenioch, ktoré
sa prejavovali ¢i uz na morfologickej tirovni alebo na urovni expresie vybranych génov.
Rovnaké experimentalne pristupy s exogénne aplikovanym auxinom a dekapitovanym
stonkovym vrcholom boli pre sledovanie vplyvu cytokininov na systémovej Urovni
vykonané aj za pouzitia mutantnych linii hrachu (Pisum sativum L.) ramosus2 (rms2)
S0 zvySenym stonkovym vetvenim a zvySenou hladinou X-CK (Beveridge et al., 1997b;
Foo et al., 2007). Gén RMS2 je povazovany za hlavny faktor regulujici v ramci
spatnovézbovej odpovede export cytokininov z koreiia, a tiez biosyntézu strigolaktonov
(Foo et al., 2007), ktoré sa ako d’al$i navrhovany typ sekundarnych poslov zuc¢astiuja
v regulacii apikalnej dominancie. Strigolaktony maji pritom schopnost’ inhibovat
vyrastanie axilarnych pupeniov (Gomez-Roldan et al., 2008; Brewer et al., 2009).
Zmeny V hladinach auxinu v hlavnej stonke, vyvolané bud’ exogénnou aplikaciou IAA
alebo dekapitaciou, viedli k podobnym vysledkom, aké boli pozorované u rastlin hrachu
Standardného typu - oSetrenie rastlin [AA-lanolinovou pastou vyznamne znizilo hladinu
sledovanych X-CK a obmedzilo formovanie lateralnych vyhonov z axilarnych pupenov,
zatial' o odstranenie zdroja auxinu - stonkového vrcholu dekapiticiou viedlo
k zvySeniu hladiny X-CK. Aj ked” auxin nemal schopnost’ Uiplne zamedzit' vyrastaniu
axilarnych pupenov v podmienkach s narusenou funkciou spétnovézbového signalu
podmieneného expresiou RMS2 génu (Foo et al., 2007), ktory je prave v rms2 rastlinach
mutantny, experimentami bol potvrdeny regulaény vplyv auxinu na cytokininy
transportované z korenia do nadzemnej Casti rastliny, ktory navrhoval Bangerth (1994).

Za pouzitia d’alSich mutantnych linii ramosusl (rmsl), pre ktoré je tiez charakteristicky
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fenotyp so stonkovym vetvenim (Morris et al., 2001; Morris et al., 2005), a ktoré maju
naopak znizenu hladinu X-CK (Beveridge et al., 1996, 1997b; Morris et al., 2001,
Young et al., 2014) bolo zistené, ze aplikacia IAA-lanolinovej pasty vedie k redukcii uz
nizkej hladiny cytokininov v xylémovom exsudate, ¢o bolo sprevadzané vyznamnym
obmedzenim rastu lateralnych vyhonov azmenami V expresii génov v axilarnych
pupenioch. Odstranenie zdroja auxinu - stonkového apexu dekapitaciou sposobilo,
podobne ako u sStandardného typu aaj mutantnych linii rms2, zvysenie hladiny
sledovanych X-CK a vyraznejsie stonkové vetvenie.

Sthrnne uvedené vysledky podporujii centrdlnu ulohu auxinu v regulacii
stonkového vetvenia a ukazuju, ze apikdlna dominancia je kontrolovana predovsetkym
polarne transportovanym auxinom, ¢o je v stulade s tedriou kanalizacie auxinového
transportu. Vysledky sti¢asne ukazuju, ze pdsobenie auxinu je v kontrole stonkového
vetvenia vyznamne modulované dalSimi endogénnymi faktormi — cytokininmi
a strigolaktonmi, ktoré predstavuju hlavnych zéastupcov v teérii sekundarnych poslov.
Tymto sa vytvara prepojenie medzi dvomi, v sucasnej dobe aktualnymi, tedriami
0 mechanizme fungovania apikdlnej dominancie. Spolo¢ne vysledky tejto prace
poukazuju na to, ze vyvojovy proces apikdlnej dominancie a stonkového vetvenia je
proces regulovany vel'mi domyselne a komplexne na mnohych urovniach a mnohymi
faktormi, pri¢om hlavné postavenie auxinu vyvazene doplhaju  cytokininy
a strigolaktony, tak aby zabezpecili harmonické utvaranie morfologickych Struktar

a najpriaznivejsi rast pocas celého zivotného cyklu rastliny.
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6 ZAVER

Apikadlna dominancia pritahuje pozornost’ rastlinnych fyziologov aj agromoénov
po desatroCia. Na jednu stranu reprezentuje najdolezitejsSi a univerzalny spoOsob
organovej korelacie, na stranu druhti prindSa moznosti zvySovania produkcie
hospodarsky dolezitych plodin a estetického pdsobenia okrasnych rastlin. Regulacia
stonkovej architektury je dolezita pre adaptaciu rastlin, pre konkurenciuschopnost’ v ich
Zivotnom prostredi, a tiez pre dosiahnutie celého Zivotného cyklu rastliny. Poskytuje
rastline moznost optimalizovat fyziologické procesy s cielom vytvorit ¢o
najvhodnejsiu stavbu nadzemnej casti, a flexibilne tak odpovedat na rdzne
environmentalne faktory.

Niekol'ko dekéd trvajuce usilie prinieslo mnoho poznatkov o tom, ako systém apikélnej
dominancie funguje, aj ked’ stale zostava objasnit’ nickol’ko otazok, aby bol kompletny
mechanizmus tohto vyvojového procesu uplne pochopeny. V priebehu mnohoro¢ného
vyskumu a Studia apikalnej dominancie boli postupne s rozvojom novych metdd
navrhované viacer¢ tedrie predkladajiuce rozne nazory o urcujicich prvkoch v apikalnej
dominancii, priom za primarny a klacovy faktor regulujuci stonkové vetvenie je
povazovany rastlinny hormon auxin.

Jednotlivé kusky velkej mozaiky — mechanizmus, ktorym auxin cely proces
apikalnej dominancie reguluje a koordinuje — sa postupne daria uspe$ne skladat
dohromady. Predkladana praca do tejto mozaiky prinasa niekol’ko podstatnych casti.
Zékladnu cast’ tvoria vysledky ziskané na zaklade experimentov s dvoj-nédovym
modelovym systémom hrachu (Pisum sativum L.), ktoré ukazujt, Ze axilarne pupene
medzi sebou sit'azia o nahradenie odstraneného primarneho zdroja auxinu — apexu,
s cielom vytvorit’ novy zdroj auxinu pre rastlinu. Tym tieto zistenia podporuji jednu
z aktudlne navrhovanych teorii — teoriu kompetitivnej kanalizacie auxinového
transportu.

Dalsiu prinosnii ¢ast’ tvori zistenie, Ze rychlost’ aktivacie nového zdroja auixnu
po dekapitacii méze byt spojena s dizkou ponechanej dekapitovanej stonky, ¢o ukazuje
na dolezitost’ hladiny auxinu v hlavnej stonke v inhibicii vyrastania axilarnych pupenov,
resp. inhibicii vytvorenia nového zdroja auxinu. S tymto tiez suvisi dolezitost’ naplnenia
kapacity auxinového transportného systému — sinku pre auxin exportovany z jeho
zdroja, ktory predstavuje hnaciu silu v auxinovom transportnom systéme. Tato

nevyhnutnost’ udrzania ststavného toku auxinu v hlavnej stonke v inihbicii aktivacie
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potencialneho auxinového zdroja bola v tejto praci nasledne potvrdend viacerymi
experimentalnymi pristupmi, ktorych vysledky predstavuju d’alSie doklady podporujuce
teoriu kanalizacie auxinového transportu. Aktivacia sekundarneho zdroja auxinu, resp.
inicidcia rastu axilarneho pupena a formovanie laterdlneho vyhonu z neho, je mozna
jedine v pripade, Ze je polarny transport auxinu v hlavnej stonke od primarneho zdroja
auxinu naruseny ¢i uz mechanicky alebo prostrednictvom inhibitoru transportu auxinu.
Sucasne bolo v tejto praci zistené, ze pokial’ je auxinovy export inhibovany z pupena
iniciovaného k vyrastaniu, k formovaniu laterdlneho vyhonu ztohto pupena
nedochddza. Z tychto vysledkov jasne vyplyva, Ze sustavny transport auxinu je
nevyhnutny sucasne pre inhibiciu zakladania d’al§ic zdrojov auxinu (vyrastania
axilarnych pupeiiov) v pripade, ze rastlina uz auxinovy zdroj mé zalozeny, a tiez
Vv pripade, Ze u rastliny dochadza k zakladaniu nového zdroja auxinu, kedy je auxinovy
export z tohto novo-zakladaného zdroja potrebny pre formovanie novych vaskularnych
zvazkov.

Dalsiu Gast, ktoru tato praca prindsa do mozaiky pochopenia mechanizmu hormonélnej
reguldcie apikalnej dominancie su vysledky ziskané z experimentov zameranych
naucast dalSieho rastlinného hormoénu - cytokininu v procese utvarania stonkovej
architektiry. Druhou, aktualne navrhovanou tedriou je teéria sekundainych poslov,
podla ktorej je nepriamy inhibi¢ny efekt auxinu na vyrastanie axildrnych pupenov
sprostredkovany cez pdsobenie dalSich faktorov, za ktoré sa povazuju predovsetkym
cytokininy, a tieZ hormony strigolaktony. Interakcia auxinov a cytokininov je pokladana
za rozhodujucu, vzhl'adom na to, Ze cytokininy maji na rozdiel od auxinov schopnost’
priamo uvolnovat axilarne pupene z inhibicného vplyvu apikdlnej dominancie.
Predkladana praca potvrdzuje, Ze cytokininy skutocne umoZiuju na lokélnej Grovni
vyrastanie pupenov - ato na zaklade urychlenia polarnej lokalizacie PIN1 proteinov,
¢im je silne stimulovany transport auxinu z jeho zdroja do sinku. V neposlednej rade
tato praca prinasa doklady aj o systémovom pdsobeni cytokininov v ramci procesu
apikalnej dominancie, Vvramci ktorého moze zvysenie hladiny cytokininov
v xylémovom exsudate (X-CK) viest' k stimulacii vyrastania axilarnych pupeiov.
Naopak, hladina X-CK vsak mdze byt podstatne znizena zvysenou hladinou auxinou,
napriklad na =zaklade exogénnej aplikacie, C¢o spdsobuje opdt inhibiciu alebo
obmedzenie stonkového vetvenia. Toto znovu poukazuje na kl'icovu tulohu auxinu
V regulacii vyrastania axilarnych pupeiiov, atiez na vyznamnost interakcie auxinu

s dal$im rastlinnym hormonom. NavySe, experimenty s mutantnymi liniami hrachu
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ramosus (rmsl a rms2) odhalili, Ze okrem primarnej regulacie apikalnej dominancie
auxinom, je pre zabezpeCenie harmonického utvarania morfologickych Struktur
nadzemnej Casti rastliny v prostredi smeniacimi sa podmienkami, potrebné
koordinované spolupOsobenie auxinu tiez s rastlinnym horménom strigolaktonom, ¢o
ukazuje na existenciu komplexného fytohormondlneho systému reguldcie apikalnej

dominancie.
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Klasické fyziologické experimenty demonstrujlice existenciu apikalnej
dominancie.

Chemicka struktura endogénnych auxinov.

Chemicka struktira vybranych aromatickych cytokininov.

Chemicka $truktira vybranych izoprenoidnych cytokininov.

Struktura strigolaktonov strigolového, orobancholového a karlaktonového typu.
Architektira dvojkli¢nolistove;j rastliny.

Model kanalizacie auxinového transportu.

Obr. 8: Schéma experimentu: intaktnd neoSetrena rastlina s prvym a druhym
axilarnym pupefiom (), dekapitovana rastlina s prvym neoSetrenym axilarnym
pupetiom a S druhym axilarnym pupeiiom oSetrenym lanolinovou pastou s 1 %
TIBA (b), dekapitovana rastlina s neoSetrenym prvym pupeiiom a druhym
pupeniom o$etrenym ¢istou lanolinovou pastou pre kontrolny variant (c).

Schéma experimentu: deetiolované rastliny dekapitované 60 mm/90 mm
nad druhym axilarnym pupetiom (a) a deetiolované rastliny hrachu dekapitované
5 mm nad druhym axilarnym pupefiom (b).

Schéma experimentu: intaktnd rastlina oSetrend prstencom lanolinovej pasty
s1% TIBA (a) alebo ¢&istej lanolinovej pasty pre kontrolny variant (b) pod
apexom stonky.

Schéma experimentu: dekapitovana rastlina oSetrend prstencom lanolinovej pasty
s 1% TIBA (@) alebo prstencom (istej lanolinovej pasty pre kontrolny variant (b)
medzi prvym a druhym axildrnym pupetiom.

Schéma experimentu: intaktna rastlina §tandardného typu a mutantnych rastlin
rmsl a rms2 oSetrena prstencom lanolinovej pasty s 1 % IAA (a) alebo prstencom
Cistej lanolinovej pasty pre kontrolny variant (b) pod apexom stonky.

Schéma experimentu: intaktnd neoSetrend rastlina s prvym a druhym axilarnym
pupeniom (@), dekapitovana rastlina s prvym neoSetrenym pupetiom a S druhym
pupefiom o$etrenym lanolinovou pastou s 1 % TIBA (b), dekapitovana rastlina
S neosetrenym prvym pupeiiom a druhym pupeiiom osetrenym cistou lanolinovou
pastou pre kontrolny variant (C).

Schéma experimentu: intaktna rastlina oSetrena prstencom lanolinovej pasty
s 1% TIBA (a) alebo prstencom ¢istej lanolinovej pasty pre kontrolny variant (b)
pod apexom stonky.

Schéma experimentu: intaktnd rastlina oSetrena BA-lanolinovou pastou na
druhom axilarnom pupeni (a), dekapitovana rastlina oSetrena [AA+BA-

lanolinovou pastou (b) alebo IAA-lanolinovou pastou (b) na rezni plochu
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dekapitovanej stonky namiesto apexu.

Schéma experimentu: intaktnd rastlina oSetrend prstencom lanolinovej pasty
s 1% TIBA (@) alebo prstencom Cistej lanolinovej pasty pre kontrolny variant (b)
pod apexom stonky.

Schéma experimentu: dekapitovana rastlina oSetrena prstencom lanolinovej pasty
s 1% TIBA (a) alebo prstencom Cistej lanolinovej pasty pre kontrolny variant (b)
medzi prvym a druhym axilarnym pupenom.

Schéma experimentu: dekapitovana rastlina s prvym neoSetrenym axilarnym
pupetiom a S druhym axilarnym pupeiiom oSetrenym lanolinovou pastou s 1 %
TIBA (a). Kontrolny variant s druhym pupefiom oSetrenym ¢&istou lanolinou
pastou (b).

Schéma experimentu: intaktnd rastlina Standardného typu a mutantnych rastlin
rmsl a rms2 oSetrena prstencom lanolinovej pasty s 1 % IAA (a) alebo prstencom
Cistej lanolinovej pasty pre kontrolny variant (b) pod apexom stonky.

Schéma experimentu: intaktnd rastlina s formovanym laterdlnym zarezom
v hlavnej stonke medzi apexom a druhym axilarnym pupetiom (a) alebo medzi
prvym a druhym axilarnym pupetiom (b).

Schéma experimentu (zelena Sipka indikuje vyrastanie pupena): intaktna rastlina
(a), dekapitovana rastlina (b).

Rastliny hrachu siateho (Pisum sativum L.) odroda Vladan.

Imunolokalizacia PIN1 proteinov pozorovand prostrednictvom konfokalneho
mikroskopu zobrazujica nepolarnu lokalizaciu v prokambialnych bunkach
inhibovaného axilarneho pupefia intaktnej rastliny (@), polarnu lokalizaciu
v prokambialnych bunkach vo vyrastajicom pupeni dekapitovanych rastlin 24
hodin po dekapitacii (b) a polarnu lokalizaciu PIN1 v parenchymatickych
bunkach xylému hlavnej stonky intaktnej rastliny (c).

Rastova krivka predstavujuca dizku axilarnych pupeiiov a z nich formovanych
vyhonov, kde 1li = prvy pupefi intaktnej rastliny, 2i = druhy pupeti intaktnej
rastliny, 1d = prvy pupeti dekapitovanej rastliny, 2d = druhy pupeni dekapitovane;j
rastliny.

Relativna expresia génu PSDRM1 (a), PsBRC1 (b), PSAUX1 (c), PsPIN1 (d),
PsCDC2 (e) a PsYUCL (f) v prvom a druhom axilarnom pupeni dekapitovanych
rastlin.

Schéma experimentu: rastlina s dlhym internédiom dekapitovana 60 mm alebo
90 mm nad druhym pupefiom (a). Rastlina dekapitovand 5 mm nad druhym
pupetiom (b).

Relativna expresia génu PsSDRM1 (a), PsBRC1 (b), PSAUX1 (c), PsPIN1 (d),
PsCDC2 (e) a PsYUC1 (f) v druhom axilarnom pupeni rastlin dekapitovanych
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Obr. 28

Obr. 29

Obr. 30

Obr. 31

Obr. 32

Obr. 33

Obr. 34

Obr. 35

60 mm nad druhym pupetiom (dlha stonka) alebo 5 mm nad druhym pupeiiom
(kratka stonka).

Relativna expresia génu PSDRM1 (a), PsBRC1 (b), PSAUX1 (c), PsPIN1 (d),
PsCDC2 (e) a PsYUC1 (f) v druhom axilarnom pupeni rastlin dekapitovanych
90 mm nad druhym pupenom (dlha stonka) alebo 5 mm nad druhym pupetiom
(kratka stonka).

Schéma experimentu: intaktna rastlina s lateralnym zarezom do hlavnej stonky
nad druhym pupeiiom (a). Intaktna rastlina oSetrena TIBA-lanolinovou pastou
pod apex (b). Intaktnd rastlina hrachu s lateralnym zarezom nad druhym
axilarnym pupetiom (c).

Dizka axilarnych pupeiiov a z nich formovanych vyhonov, kde 1i = prvy pupeii
intaktnej rastliny, 2i = druhy pupeni intaktnej rastliny, liTpa = prvy pupeti
intaktnej rastliny oSetrenej TIBA pod apexom, 2iTpa = druhy pupeii intaktnej
rastliny oSetrenej TIBA-lanolinovou pastou pod apexom (a). [*H]IAA transport
v hlavnej stonke merany v dvoch stonkovych segmentoch so vzdialenostou 0-
4mm a 4-8 mm pod miestom aplikdcie TIBA-lanolinovej pasty pod apexom
stonky intaktnej rastliny (b).

Relativna expresia génu PsDRM1 (a), PsBRC1 (b), PsAUX1 (c), PsPIN1 (d)
a PsCDC2 (e) v prvom a druhom axilarnom pupeni intaktnych rastlin o$etrenych
TIBA-lanolinovou pastou medzi apexom a druhym pupenom.

Imunolokalizdcia PIN1 proteinu pozorovana prostrednictvom konfokalneho
mikroskopu zobrazujuca nepolarnu lokalizaciu PIN1 v prokambialnych bunkach
prvého axilarneho pupefia inhibovaného vo vyrastani (a), polarnu lokalizaciu
v prokambialnych bunkach druhého vyrastajiceho pupena (b) a polarnu
lokalizaciu v parenchymatickych bunkach xylému hlavnej stonky v mieste
aplikacie TIBA-lanolinovej pasty 24 hodin po aplikacii (C).

Schéma experimentu: intaktnd rastlina s lateralnym zarezom pod druhym
pupefiom (). Intaktna rastlina oSetrena TIBA-lanolinovou pastu medzi prvym
a druhym axilarnym pupetiom (b). Dekapitovana rastlina oSetrend TIBA-
lanolinovou pastou medzi prvym a druhym axilarnym pupeiiom (c).

Intaktna rastlina hrachu s laterdlnym zarezom pod druhym axilarnym pupeniom
(a). Rastové krivky predstavujuce velkost’ pupefiov a znich formovanych
lateralnych vyhonov, kde 1i = prvy axilarny pupen na intaktnej rastline, 2i =
druhy axilarny pupeii na intaktnej rastline, 1iTm = prvy pupefi na rastline
oSetrenej TIBA-lanolinovou pastou medzi prvym a druhym pupetiom, 2iTm =
druhy pupen, rovnaké oSetrenie (b).

Rastové krivky predstavujuce vel'kost’ pupeiiov a z nich formovanych lateralnych

vyhonov, kde 1d = prvy axilarny pupen dekapitovanej rastliny, 2d = druhy pupen
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Obr. 36

Obr. 37

Obr. 38

Obr. 39

Obr. 40

Obr. 41

Obr. 42

dekapitovanej rastliny, 1dTm =prvy pupeit dekapitovanej rastliny oSetrenej
TIBA-lanolinovou pastou medzi prvym a druhym pupetiom, 2dTm = druhy
pupeti, rovnaky experimentalny variant (a). [*H]IAA transport v hlavnej stonke
merany v dvoch stonkovych segmentoch so vzdialenostou 0-4 mm a 4-8 mm pod
miestom aplikacie TIBA-lanolinovej pasty medzi dvomi axilarnymi pupeiimi
dekapitovanych rastlin (b).

Relativna expresia génu PSDRM1 (a), PsBRC1 (b), PSAUX1 (c), PsPIN1 (d) a
PsCDC2 (e) vprvom a druhom axilarnom pupeni dekapitovanych rastlin
osetrenych TIBA-lanolinovou pastou medzi prvym adruhym axilairnym
pupeniom.

Schéma experimentu: druhy axilarny pupeni dekapitovanej rastliny oSetreny
TIBA-lanolinovou pastou.

Rastové krivky predstavujuce velkost’ pupetiov a z nich formovanych lateralnych
vyhonov, kde 1d=prvy axilairny pupent dekapitovanej rastliny, 2d = druhy
axilarny pupeni dekapitovanej rastliny, 1tiba = prvy pupei dekapitovanej rastliny
s druhym pupeiiom oSetrenym TIBA-lanolinovou pastou, 2tiba = druhy pupen,
rovnaky experimentalny variant (a), 1d = prvy pupeii dekapitovanej rastliny,
2d = druhy pupen dekapitovanej rastliny, lnpa=prvy pupen dekapitovanej
rastliny s druhym pupetiom oSetrenym NPA-lanolinovou pastou, 2npa = druhy
pupen, rovnaky experimentalny variant (b), 1d = prvy pupeni dekapitovanej
rastliny, 2d = druhy pupeit dekapitovanej rastliny, 1lbfa =prvy pupeni
dekapitovanej rastliny s druhym pupeiiom oSetrenym BFA-lanolinovou pastou,
2bfa = druhy pupefi, rovnaky experimentilny variant (c), 1d = prvy pupeni
dekapitovanej rastliny, 2d = druhy pupen dekapitovanej rastliny, 1chx = prvy
pupeti dekapitovanej rastliny s druhym pupeniom oSetrenym CHX-lanolinovou
pastou, 2chx = druhy pupen, rovnaky experimentalny variant (d).

[BHJIAA export z druhého axilarneho pupena dekapitovanej rastliny oSetreného
bud TIBA-, NPA-, BFA- alebo CHX-lanolinovou pastou merany v dvoch
stonkovych segmentoch so vzdialenost'ou 0-4 mm a 4-8 mm od druhého pupena.

Relativna expresia génu PSDRM1 v prvom a druhom axildrnom pupeni
dekapitovanej rastliny oSetrenom bud® TIBA-lanolinovou pastou (a), NPA-
lanolinovou pastou (b), BFA-lanolinovou pastou (c) alebo CHX-lanolinovou
pastou (d).

Relativna expresia génu PSBRC1 v prvom a druhom axilarnom pupeni
dekapitovanej rastliny oSetrenom bud® TIBA-lanolinovou pastou (a), NPA-
lanolinovou pastou (b), BFA-lanolinovou pastou (c) alebo CHX-lanolinovou
pastou (d).

Relativna expresia PSAUX1 v prvom a druhom axildrnom pupeni dekapitovanej
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Obr. 43

Obr. 44

Obr. 45

Obr. 46

Obr. 47

Obr. 48

Obr. 49

Obr. 50

rastliny oSetrenom bud’ TIBA-lanolinovou pastou (a), NPA-lanolinovou pastou
(b), BFA-lanolinovou pastou (c) alebo CHX-lanolinovou pastou (d).

Relativna expresia PSPIN1 v prvom a druhom axilarnom pupeni dekapitovanej
rastliny o$etrenom bud’ TIBA-lanolinovou pastou (a), NPA-lanolinovou pastou
(b), BFA-lanolinovou pastou (c) alebo CHX-lanolinovou pastou (d).

Relativna expresia génu PSCDC2 v prvom a druhom axilarnom pupeni
dekapitovanej rastliny oSetrenom bud’ TIBA-lanolinovou pastou (a), NPA-
lanolinovou pastou (b), BFA-lanolinovou pastou (c) alebo CHX-lanolinovou
pastou (d).

Relativna expresia génu PSYUC1l v prvom a druhom axildrnom pupeni
dekapitovanej rastliny oSetrenom bud TIBA-lanolinovou pastou (a), NPA-
lanolinovou pastou (b), BFA-lanolinovou pastou (c) alebo CHX-lanolinovou
pastou (d).

Imunolokalizacia PIN1 proteinu pozorovand prostrednictvom konfokalneho
mikroskopu zobrazujiica polarnu lokalizaciu PIN1 v prokambidlnych bunkéch
druhého axilarneho pupenia 24 hodin po jeho oSetreni TIBA-lanolinovou pastou
(a), NPA-lanolinovou pastou (b) BFA-lanolinovou pastou (c) alebo CHX-
lanolinovou pastou (d) a dekapitacii rastliny.

Schéma experimentu: intaktnd rastlina oSetrend BA-lanolinovou pastou
na druhom axilarnom pupeni (a). Dekapitovana rastlina oSetrena IAA-
lanolinovou pastou na rezni plochu dekapitovanej stonky inhibuje vyrastanie
axilarnych pupenov (b).

Imunolokalizdcia PIN1 proteinu pozorovana prostrednictvom konfokalneho
mikroskopu zobrazujuca polarnu lokalizaciu PIN1 v prokambialnych bunkéach
druhého axilarneho pupetia intaktnej rastliny v ¢ase 0 hodin (a), 2 hodiny (b),
4 hodiny (c), 6 hodin (d), 12 hodin (e) a24 hodin (f) po jeho oSetreni BA-
lanolinovou pastou.

Rastové krivky predstavujice velkost' druhych axilarnych pupeiiov a z nich
formovanych laterdlnych vyhonov, kde dekapitiacia = kontrolné dekapitované
rastliny, uktorych bola na rezn(i plochu dekapitovanej stonky aplikovana
lanolinova pasta, IAA = dekapitované rastliny, u ktorych bola na rezni plochu
dekapitovanej stonky aplikovana IAA-lanolinova pasta, IAA+BA = dekapitované
rastliny, u ktorych bola na reznu plochu dekapitovanej stonky aplikovana TAA-
lanolinova pasta s pridanim cytokininu benzyladeninu (BA) (a). [PH]IAA
transport v stonke dekapitovanej rastliny. [FH]JIAA bola aplikovana
na dekapitovani stonku oSetreni bud’ lanolinovou pastou, IAA-lanolinovou
pastou alebo IAA-lanolinovou pastou s pridanim BA (b).

Imunolokalizacia PIN1 proteinov v stonke pozorovand prostrednictvom
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Obr. 51

Obr. 52

Obr. 53

Obr. 54

Obr. 55

Obr. 56

Obr. 57

konfokalneho mikroskopu. Aplikdcia [AA-lanolinove] pasty na dekapitovant
plochu stonky vedie po 3 ditoch od aplikacie k masivnej PIN1 polarizacii (a) a po
5 dnioch k formovaniu PIN1 znaéenych auxinovych kanalov-novych xylémovych
vlakien (b). Pridanie BA k IAA-lanolinovej paste vedie po 3 diioch od aplikacie k
PIN1 polarizacii sustredenej v mnohonasobnych auxinovych kanaloch (c) auz 3
dni po oSetreni su formované xylémové zviazky (d).

Schéma experimentu: auxin transportovany z apexu do stonky intaktnej rastliny
zabratiuje kanalizacii auxinu a jeho exportu z axilarneho pupenia, priCom reguluje
hladinu cytokininov transportovanych zkorefia v xylémovom exsudate (a).
Exogénna aplikacia auxinu v podobe IAA-lanolinovej pasty na stonku pod apex
intaktnej rastliny vedie K zosilneniu antagonistického G¢inku auxinu na hladinu
cytokininov transportovanych z korenia do stonky (b).

Relativna hladina cytokininov v xylémovom exsudate u intaktnych rastlin hrachu
Standardného typu a z intaktnych rastlin oSetrenych IAA-lanolinovou pastou pod
apexom.

Rastové krivky predstavujiice vel'kost’ pupeiiov a z nich formovanych lateralnych
vyhonov, kde lidt = prvy axilarny pupefi na intaktnej rastline hrachu
Standardného typu, 2idt = druhy axilarny pupen, rovnaky experimentalny variant,
lidt+lAA = prvy pupeii na intaktnej rastline osetrenej IAA-lanolinovou pastou
pod apexom stonky, 2idt+1AA = druhy pupen, rovnaky experimentalny variant.
Relativna expresia génu PSDRM1 (a), PsBRC1 (b), PsAUX1 (c) a PsPIN1 (d)
vprvom a druhom axildrnom pupeni intaktnych rastlin a intaktnych rastlin
osetrenych IAA-lanolinovou pastou pod apexom stonky.

Schéma experimentu: odstranenie apexu ako primarneho zdroja auxinu
dekapitaciou vedie k postupnému vytvoreniu nového zdroja auxinu v druhom
axilarnom pupeni, ktory sa stdva dominantnym nad prvym axilarnym pupenom,
Vv priebehu ¢oho dochadza k zvySeniu hladiny cytokininov v xylémovom exsudate
(a). Exogénna aplikacia TAA-lanolinovej pasty na dekapitovanu plochu stonky
namiesto apexu dokaze vplyv tohto odstranené¢ho apexu v zmysle primarneho
zdroja auxinu nahradit’ audrzat’ hladiny cytokininov na urovni podobnej
Vv rastlinach intaktnych (b).

Relativna hladina cytokininov v xylémovom exsudate z dekapitovanych rastlin a
z dekapitovanych rastlin oSetrenych [AA-lanolinovou pastou na dekapitovanej
ploche stonky.

Rastové krivky predstavujuce vel'kost’ pupeiiov a z nich formovanych lateralnych
vyhonov, kde 1dS$t=prvy axilarny pupenn na dekapitovanej rastline hrachu
Standardného typu, 2dSt=druhy axilarny pupen, rovnaky experimentalny variant,

1dst+IAA=prvy pupen na dekapitovanej rastline oSetrenej IAA-lanolinovou
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pastou na dekapitovanu plochu stonky, 2dst+IAA=druhy pupen, rovnaky
experimentlny variant.

Relativna hladina cytokininov v xylémovom exsudate intaktnych mutantnych
rastlin rms2 a rms1.

Schéma experimentu: intaktné rastliny mutantnych linii rms2 so zvySenou
hladinou cytokininov v xyléme a znizenou expresiou strigolaktonového
biosyntetického génu RMS1 (a). Exogénna aplikacia auxinu v podobe IAA-
lanolinovej pasty pod apex stonky vedie k zniZeniu hladiny X-CK a k vyznamnej
redukcii rms2 vetviaceho fenotypu (b).

Relativna hladina cytokininov v xylémovom exsudate z intaktnych mutantnych
rastlin hrachu rms2 a z intaktnych mutantnych rastlin hrachu rms2 osetrenych
IAA-lanolinovou pastou pod apexom stonky.

Rastové krivky predstavujiice vel'kost’ pupeiiov a z nich formovanych lateralnych
vyhonov, kde 1lirms2 = prvy axilarny pupen na intaktnej mutantnej rastline rms2,
2irms2 = druhy axilarny pupeii, rovnaky experimentalny variant, 1lirms2+IAA
= prvy pupenn na intaktnej mutantnej rastline rms2 osetrenej IAA-lanolinovou
pastou pod apexom stonky, 2irms2+IAA = druhy pupeti, rovnaky experimentalny
variant.

Relativna expresia génu PsDRM1 (a), PsBRC1 (b), PsAUX1 (c) a PsPIN1 (d)
génov v prvom a druhom axildrnom pupeni intaktnych mutantnych rastlin rms2
a intaktnych mutantnych rastlin rms2 rastlin oSetrenych IAA-lanolinovou pastou
pod apexom stonky.

Schéma experimentu: dekapitované rastliny mutantnych linii rms2 vytvaraja
lateralne vyhony z axilarnych pupenov (a). Exogénna aplikacia auxinu v podobe
IAA-lanolinovej pasty na dekapitovani stonku namiesto apexu vSak vedie
k vyznamnej redukcii hladiny X-CK a sucasne vetviaceho fenotypu (b).

Relativna hladina cytokininov v xylémovom exsudate z dekapitovanych
mutantnych rastlin hrachu rms2 a z dekapitovanych mutantnych rastlin hrachu
rms2 osetrenych IAA-lanolinovou pastou na dekapitovanu plochu stonky.
Rastové krivky predstavujiice vel'kost’ pupenov a z nich formovanych lateralnych
vyhonov, kde 1drms2 = prvy axilarny pupei na dekapitovanej mutantnej rastline
rms2, 2drms2 =druhy axilarny pupeni, rovnaky experimentilny variant,
1drms2+1AA = prvy pupen na dekapitovanej mutantnej rastline rms2 oSetrenej
IAA-lanolinovou pastou pod apexom stonky, 2drms2+lIAA =druhy pupeti,
rovnaky experimentalny variant.

Model regulacie vyrastania pupena u hrachu (Pisum sativum L.).

Schéma experimentu: intaktné mutantné rastliny rmsl (a). Exogénnou aplikaciou

IAA-lanolinovej pasty pod apex stonky je zosilneny inhibi¢ny vplyv auxinu
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Obr.

Obr.
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Obr.
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68
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transportovaného z apexu na vyrastanie pupeiiov (b).

Relativna hladina cytokininov v xylémovom exsudate z intaktnych mutantnych
rastlin hrachu rmsl a z intaktnych mutantnych rastlin hrachu rmsl osetrenych
IAA-lanolinovou pastou pod apexom stonky.

Rastové krivky predstavujuce vel’kost’ pupeiiov a z nich formovanych lateralnych
vyhonov, kde 1lirmsl = prvy axilarny pupei na intaktnej mutantnej rastline rmsi,
2irmsl =druhy  axilarny  pupen, rovnaky  experimentidlny  variant,
lirms1+IAA = prvy pupei na intaktnej mutantnej rastline rmsl oSetrenej TAA-
lanolinovou pastou pod apexom stonky, 2irmsl+IAA = druhy pupen, rovnaky
experimentdlny variant.

Relativna expresia génu PSDRM1 (a), PsBRC1 (b), PSAUX1 (c) a PsPIN1 (d)
vprvom a druhom axilirnom pupeni intaktnych mutantnych rastlin rmsl
a intaktnych mutantnych rastlin rmsl rastlin oSetrenych IAA-lanolinovou pastou
pod apexom stonky.

Schéma experimentu: dekapitované rastliny hrachu mutantnej linie rmsl (a).
Pokial' je odstraneny apex nahradeny exogénnou aplikaciou IAA-lanolinovej
pasty, vplyv auxinu transportovaného z apexu na hladinu X-CK moZze byt tymto
obnoveny (b).

Relativna hladina cytokininov v xylémovom exsudate z dekapitovanych
mutantnych rastlin hrachu rmsl a z dekapitovanych mutantnych rastlin rmsl
osetrenych IAA-lanolinovou pastou na dekapitovanej ploche stonky.

Rastové krivky predstavujiice vel'kost’ pupeiiov a z nich formovanych lateralnych
vyhonov, kde 1drmsl = prvy axilarny pupei na dekapitovanej mutantnej rastline
rmsl, 2drmsl =druhy axilarny pupen,, rovnaky experimentalny variant,
1drms1+IAA = prvy pupeit na dekapitovanej mutantnej rastline rmsl osetrenej
IAA-lanolinovou pastou dekapitovani plochu stonky, 2drmsl+lAA = druhy

pupen, rovnaky experimentalny variant.
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10 ZOZNAM SKRATIEK

ABC
ABCB

AUX1
ARF-GEF
BA

BFA

BRC

CDC2

cDNA
CKX

cZ
DAD

DRM
DTT
Dz
DZR
EFla
GNOM

GR24
CHX
IAA
IBA

IPR
IPT
LC-MS
MAX

MRNA
M-MLV
NAA
NOA
NPA

ATP-binding cassette transportnych proteinov

gén kodujuci transportné proteiny ABC rodiny, ABC-B/multidrug resistance/P-
glycoprotein
AUXIN-RESISTANT1,; gén kédujuci transportné proteiny auxinu

guanin-nuklotidové vymenné fa ktory pre GTPazy ARF triedy
benzyladenin
brefeldin A

BRANCHED 1; gén kodujuci transkripéné faktory s TCP (TB1 CYCLOIDEA PCF)
doménou

CELL DIVISION CONTROL 2; gén kodujuci protein zapojeny do procesu bunkového
delenia

komplementarna deoxyribonukleova kyselina

CYTOKININ  OXIDASE/DEHYDROGENASE; gén  kédujuci  cytokininovh
oxidazu/dehydrogenazu
cis-zeatin

DECREASED APICAL DOMINANCE; gén kodujici enzymy zapojené do biosyntézy
strigolaktonov U peptunie (Petunia hybrida L.)

DORMANCY-ASSOCIATED PROTEIN; gén kédujuci protein asociovany s dormanciou
dithiothreitol

dihydrozeatin

dihydrozeatin ribozid

ELONGATION FACTOR /a; gén kddujuci elongaény faktor

gén kodujuci brefeldin A senzitivne guanin-nuklotidové vymenné faktory pre GTPazy

synteticky analdg strigolaktonu

cykloheximid

kyselina indolyl-3-octova

kyselina indolyl-3-maslova

izopentenyladenin

izopentenyladenin ribozid

ISOPENTENYL TRANSFERASE; gén koédujuci izopentenyltransferazu
kvapalinova chromatografia spojena s hmotnostnou spektrometriou

MORE AXILLARY GROWT; gén kodujici enzymy zapojené do biosyntézy
strigolaktonov u arabovky Thalovej (Arabidopsis thaliana L.)
mediatorova ribonukleova kyselina

virus Moloney Murine Leukemia Virus
kyselina naftyloctova
kyselina naftoxyoctova

kyselina 1-N-naftylftalamova
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RMS

RNA
RT
PAA
PAT
PCR
PID
PIN
PP2A
TAA

TIBA
tRNA
tZ
tZR
X-CK
YUC

RAMOSUS; gén kodujuci enzymy zapojené do biosyntézy strigolaktonov u hrachu

(Pisum sativum L.)
ribonukleova kyselina

reverznd transkripcia

kyselina fenyloctova

polarny auxinovy transport

polymerazova retazova reakcia

PINOID; gén kédujuci serin/treoninovu proteinovi kinazu
PIN-FORMED; gén kodujuci transportné proteiny auxinu
proteinova fosfatdza 2A

TRYPTOFAN  AMINOTRANSFERASE OF ARABIDOPSIS;
aminotransferazu
kyselina 2,3,5-trijodbenzoova

transférova ribonukleova kyselina
trans-zeatin

trans-zeatin ribozid

cytokininy v xylémovom exsudate

YUCCA,; gén kodujici enzym flavinova monooxygenaza

gén

kodujuci
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