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ABSTRAKT

Z rastlin Tulka zemiakového (Solanum tuberosum L.) kultivovanych
v podmienkach in vitro boli ziskané mikrohl'uzy, ktoré boli pouzivané
v naslednych experimentoch. Bol sledovany vplyv regulatorov rastu (FLD,
AgNO3, BA, ABA) na dizku dormancie. TaktieZ bol stanoveny obsah ABA
Vv puciacich hl'uzdch a obsah endogénnych CK (BA, IP, DHZ, DHZR, Z7)
v priebehu dormancie. Pomocou plynovej chromatografie sa stanovila
produkcia ACC, etylénu, O,, CO; aetanu. Vyrazny vplyv na skratenie
dormancie a stimuldciu rastu pupenov mirkohliz mali varianty s obsahom
FLD, AgNO3; a BA. Pri ich pouziti sa zvysil vyskyt puciacich hl'az o 30-40
% oproti kontrole. Inhibi¢ne na rast pupefnov pdsobil variant s ABA. Obsah
ABA koreloval s priebehom dormancie a s vyskytom puciacich hlaz.
Najvys$si obsah ABA bol vo variante s ¢erstvo pozberanymi dormantnymi
hluzami. Koncentracia jednotlivych CK bola Vv zavislosti od typu CK
a sledovaného variantu. VsSeobecne sa mierne zvySovala s vyskytom
puciacich hluz.

Kriacové slova: mikrohl'uzy, dormancia, Solanum tuberosum L., ABA, CK



ABSTRACT

Microtubers were obtained from potato plants (Solanum tuberosum L.)
cultured in vitro, they were used in following experiments. The impact of
growth regulators (FLD, AgNO3, BA, ABA) was monitored in length of
dormancy. The content of ABA in the budding tubers and the content of
endogenous CK (BA, IP, DHZ, DHZR, Z) was determined during the
dormancy as well. Production of ACC, ethylene, O,, CO, and ethane was
determined by gas chromatography. Variants containing FLD, AgNO3 and
BA had a significant impact in the shortening of dormancy and stimulation
the growth of buds microtubers. When they were used the occurrence of
budding tubers was increased by 30-40 % over the control. Variant of ABA
inhibited the growth of buds. ABA content correlated with the process of
dormancy and the occurrence of budding tubers. The highest content of
ABA was in variant with freshly collected dormant tubers. Concentration of
various CK was dependent on the type of CK and monitored variant.

Generally, It was slightly increased with occurrence of budding tubers.

Keywords: microtubers, dormancy, Solanum tuberosum L., ABA, CK
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1 UVOD

LCulok zemiakovy (Solanum tuberosum L.) patri medzi plodiny
praddvneho povodu. Prvé zmienky o rastlinach s h'uzami su staré priblizne
7000 rokov a pravdepodobne pochadzaju z oblasti pohoria And v JuZnej
Amerike, ktoré sa nachadzaju na tizemi Bolivie a Peru. Boli objavené po
prichode Spanielov do Ameriky v 16. storo¢i a ich nasledna domestikéacia
a introdukcia do Eurépy je predmetom mnohych diskusii (HAWKES 1978).
V Eurdépe sa I'ulok zemiakovy rychlo rozs$iril a ziskal vel’kt oblubu medzi
obyvate'mi. Bol pouzivany ako stabilizujica potravina v pripade hladomoru
a nedostatku obilovin. Dokonca bol zisteny narast poctu obyvatelov
v prilahlych mestach, kde sa Tl'ulok zemiakovy pestoval (BROWN a
HENFLING 2014).

Zemiaky patria medzi najhlavnejSie plodiny pestované za ucelom vyzivy
¢loveka a zvierat, ale aj za u¢elom priemyselného spracovania. Vo svetovej
ekonomike su Stvrtou najdolezitejSou plodinou hned po kukurici, ryzi
a pSenici  (JACKSON 1999). Zemiaky maju velka vyhodu v husto
obyvanych oblastiach najméd preto, Ze poskytuju viac potravy na plochu
pody oproti ostatnym konvenénym plodinam (HABIB 1999). Vo svete je
znamych viac nez 4000 jednotlivych odrod, ktoré mozu byt pestované na

viacsine kontinentoch v ré6znych tvaroch, farbach a velkostiach.

Medzi najvéacsich pestovatelov I'ulka zemiakového v rokoch 2010-2011
patrila Cina, kde v roku 2011 vyroba dosahovala 88,3 tony za rok a
postupne sa zvySuje. Priemerna spotreba v Europe bola v roku 2009
stanovena na 85,5 kg na osobu. Zemiaky sa predavaju bud cerstvé alebo
v roznych formach ako hlboko mrazené vyrobky a Specialne pochutky -
chipsy (BROWN a HENFLING 2014). Zemiaky st vysoko stravitelné.
TaktieZ poskytuji vitaminy, aminokyseliny, bielkoviny a mineralne latky.
V malych koncentraciach obsahuju aj toxické glykoalkaloidy, ktoré sluzia

hlavne ako obrana proti Skodcom a patogénom (NAVARRE et al. 2014).

LCulok zemiakovy patri do ¢elade I'ulkovitych (Solanaceae) a rodu l'ulok

(Solanum). Vyrasta do vysky priblizne 50-100 cm, listy su striedavé 20 az
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30 cm dlhé, kvety najcastejSie biele az fialové. Plody su zelené az
zltozelené bobule, ktoré obsahuji semena. RozmnoZzuje sa hlavne
vegetativne, ale aj generativne. Lulok zemiakovy sa pestuje prave pre
podzemné hluzy, ktoré vznikaju metamorfézou stonky. Hluzy alebo celé

rastliny st v hovorovej re¢i pomenované jednoducho zemiaky.

Hluza je skratend, zhustena stonka s redukovanymi listami s axilarnymi
pupeiimi, ktoré sa nazyvaju ocka (STRUIK 2007). Hl'uzy vznikaja pocas
procesu, ktory sa nazyva tuberizacia. Proces tuberizdcie zahfia Styri fazy:
indukcia stolonov, vetvenie a rast, inhibicia rastu a indukcia rastu hl'uz
(VREUGDENHIL a STRUIK 1989). Indukcia tuberizacie zavisi od roznych
faktorov prostredia ako st teplota, svetlo, fotoperidda, vlhkost a niektoré

geneticky podmienené aspekty (NEAG et al. 2009).

Po dozreti a vytvoreni hluz nasleduje ich dormancia. Je to ddlezité
obdobie, kedy dochadza k spomaleniu fyziologickych procesov, preto sa
toto obdobie nazyva aj obdobim pokoja. Dormanciu ovplyviiuji rdézne
vonkajSie aj vnuatorné faktory. Udrzanie dormancie, alebo naopak jej
prerusenie, je dolezitym aspektom pri sadbovej vyrobe zemiakov z dévodu
urychlenej vyroby alebo dosiahnutia kvalitného sadbového materidlu.
PredCasne puciace zemiakové hluzy predstavuji problém pre priemysel.
Takéto hluzy stracaji nutricnd hodnotu a kvoli zvySenému obsah
redukujticich cukrov st nevhodné na vyrobu zemiakovych produktov
(HAINES et al. 2003).

Lulok zemiakovy hra vyznamnu rolu vo vyzive l'udstva a jeho produkcia
sa zvySuje aj vzhladom na nendrocnost’ tejto plodiny a Sirokej oblasti
pestovania. V sucasnosti prebieha $lachtenie réznych odréd podla zaujmu

vyuzitia.
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2 CIEL PRACE

Cielom prace bolo spracovanie teoretickych poznatkov tykajucich sa
hIiz 'ul’ka zemiakového, Specialne dormancie hl'az a latok uplatiujucich sa
V jej regulacii. Hlavnym cielom praktickej casti bolo vyprodukovanie
mikrohl'iz z rastlin T'ul’ka zemiakového a sledovanie vplyvu jednotlivych
latok na dizku dormancie. Dal$im sledovanym aspektom bol obsah ABA,
ACC a CK v priebehu dormancie jednotlivych experimentalnych variant.
Obsah ABA bol stanovovany pomocou RIA analyzy. Obsah CK bol
stanoveny pomocou HPLC a ELISA aplynovou chromatografiou bol

stanoveny obsah plynov.
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3 LITERARNY PREHLAD

3.1 Obsah chemickych latok v hP’uze

Hluzy su vynikajucim zdrojom sacharidov, vitaminov a minerdlnych
latok. Zlozené st hlavne z vody, ktora tvori 70-75 % a suSiny tvoriacej
zvysnych 20-25 %. Stredne velky zemiak s ¢erstvou hmotnostou 200 g,
podla americkych kritérii odporucanej dennej davky moéze poskytnut 26 %
medi, 17 % draslika, 18 % fosforu a zeleza a5 % az 13 % zinku, horcéiku
a manganu (WHITE et al. 2009). Zemiaky st vSeobecne bohaté na vapnik aj
sodik, ale taktiez moézu byt pri spravnom hnojeni cennym zdrojom

stopovych prvkov, ako st selén a jod (BROADLEY et al. 2006).

Zemiaky su teda bohatym zdrojom minerdlnych latok - ich mnozstvo
zavisi hlavne od genotypu, prostredia, ale aj od pédneho typu a od pH pody.
Na obsah minerdlov mé& vplyv obsah pddnej organickej hmoty a taktiez
hnojenie a zavlazovanie (NAVARRE et al. 2014). Vplyv réznych rezimov
hnojenia na distribuciu prvkov potvrdili aj LERICHE et al. (2009), ktori
zaroven zistili ich rézne gradienty v ramci hluzy. Aplikacia minerdlnych
hnojiv ma rozmanité i¢inky na koncentraciu mineralov v hl'uze. V zavislosti
na zlozeni hnojiv dochadza medzi jednotlivymi minerdlnymi latkami k
roznym interakciam. Vplyvom hnojenia sa tak moze zvysit alebo naopak

znizit koncentracia urcitych prvkov v hl'uze (WHITE et al. 2009).

Hluzy l'ulka zemiakového obsahuji z prevaznej &asti $krob. Skrob je
hlavnou zlozkou obsahu su$iny hliz a tvori 70 az 80% susiny. Skrob je
tvoreny amylopektinom a amylézou, ktoré st zvycajne v pomere 3:1
(WOOLFE a POATS 1987). Pomer zrazok ma vplyv na obsah Skrobu
v hl'uzach a v mensej miere aj teplota (RYMUZA et al. 2015). Skrob je
dolezitou komoditou v priemyselnom odvetvi. V Ceskej republike je §krob
vyrobeny najmid zo zemiakov (asi 60 %) a pSenice (40 %). VO svetovej
produkcii prevlada kukuriény Skrob. Pomer amyldézy a amylopektinu urcuje

vlastnosti skrobu, ale aj jeho kone¢né pouzitie. Pre potravinarske ucely sa
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pouzivaji odrody s vys$Sim obsahom amylézy a pre priemyselné odvetvia su
preferované odrody s vy$§im zastGpenim amylopektinu (SIMKOVA et al.
2013).

Obsah bielkovin v zemiakovych hl'uzach sa pohybuje v rozmedzi 1,7-
2,1 g na 100 g cerstvej hmotnosti, ¢o su priblizne 2 %. Zemiaky sice
nepatria medzi vyznamne bielkovinové potraviny, avSak v krajinach
s vysokou spotrebou zemiakov na jedného obyvatela mdzu mat vysSiu
proteinovl a nutri¢na vyuzitenost’. Vo Velkej Britanii poskytuju zemiaky
podla odhadu 3,4 % celkovych bielkovin v strave. Pre porovnanie, vajcia,
ryby a syry poskytuju 4,6 %, 4,8 % a 5,8 % biclkovin z prijatej potravy
(STOREY 2007). Najviac obsiahnutym proteinom je patatin. Predstavuje asi
40 % rozpustného proteinu v hluzach, ale zvycéajne je nezistiteIny v inych
organoch (PIKKARD et al. 1987). Zemiakové hluzy obsahuju velké
mnozstvo esencidlnych aminokyselin, medzi ktoré patria: lyzin, leucin,
treonin, fenylalanin a valin (STOREY 2007). Na obsah bielkovin v su§ine st
porovnatelné s obilninami. AvSak na rozdiel od obilnin, zemiaky maju

vysoky obsah vysoko kvalitného proteinu lyzinu (WOOLFE a POATS 1987).

Medzi vitaminy, ktoré su obsiahnuté v hluzach patria B vitaminy typu
Bi(tiamin) Bgs(niacin), Bs(kyselina pantoténova), Bg(pyridoxin), B7(biotin)
a malo obsiahnuté By(riboflavin) a Bg(folat). Zaujimavostou je, ze
zemiakové lupienky obsahovali najvy$Sie hodnoty vitaminov. V doésledku
toho by mohli byt lupienky, ktoré st pecené, ale nie smazené, propagované
ako pochutina so zvySenym obsahom vitaminov skupiny B (NAVARRE et
al. 2014). Vitamin C je obsiahnuty vo velkom mnozstve. Preto zemiaky
patria medzi vyznamné zdroje vitaminu C. Hladina vitaminu C mo6ze rychlo
klesat’ v priebehu skladovania a méze sa znizit' az o 20 do 60 % v zavislosti
od genotypu (DALE et al. 2003).

Glykoalkaloidy obsiahnuté v hl'uzdch mézu byt zdraviu Skodlivé, ak st
obsiahnuté vo vdcSom mnozstve. Najviac sa vyskytuju v plodoch, listoch
a hlavne v okach na puciacich hluzach. Patria sem hlavne solanin
a chakonin, ktoré sluzia hlavne ako obrana proti neziadacim Skodcom a

patogénom (NAVARRE et al. 2014). V poslednych rokoch sa
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glykoalkaloidom venuje viac pozornosti v stuvislosti ich lieCivého vyuzitia
hlavne proti rakovinotvornym bunkam. Tomatin, chakonin a solanin
podavané Vv roznych koncentracidch potlacovali rast rakovinovych buniek
hrubého ¢reva a rakovinovych buniek peéene (LEE et al. 2004), avsSak

potlacali rast aj normalnych buniek pecene.

K d’al$im zdraviu prospeSnym latkam obsiahnutych v hl'uzach patria tzv.
sekundarne metabolity, ako su fenolové kyseliny: antokyany, flavonoly,
kyselina chlorogénova a iné (NAVARRE et al. 2014). Tieto latky sltzia aj
ako antioxidanty. Najviac je zastupena kyselina chlorogénova, ktora pdsobi
na znizenie relativneho rizika kardiovaskularnych ochoreni, diabetu typu 2,
Alzheimerovej choroby a ma antibakteridlne a protizapalové ucinky.
FARAH et al. (2008) skumali tieto uc¢inky na kavovniku. K dal§im
fenolovym kyselinam patria kyselina kavova, kyselina protokatechova,
kyselina p-kumarova, kyselina ferulova, kyselina sinapova, kyselina

salicylova, ktoré boli identifikované hlavne v ruzovych a ¢ervenych hl'uzach

(LEWIS et al. 1998).

REDDIVARI et al. (2007) dokazali, ze antokyanovy extrakt vyrobeny zo
zemiakov mal protirakovinové ucinky. Flavonoly maju zdraviu prospesné
uc¢inky, vratane znizenia rizika ochorenia srdca, znizuju riziko astmy
a bronchitidy a taktiez znizuju riziko rakoviny prostaty a plac (NAVARRE
et al. 2014).

3.2 Mikropropagacia hlaz in vitro

Mikropropagacia je rychla a efektivna metdda, ktora umoziuje rychle
namnozenie rastlinného materialu v in vitro podmienkach (NISTOR et al.
2010). Je to technoldgia, ktord sa vyvinula za poslednych 30 rokov Takto
vznikaji geneticky identické rastliny, inak nazyvané klony. Tato metoda sa
pouziva vo vedeckych studidch, ale aj pre komercné Ucely, kedy dochéadza
k rychlemu mnozeniu rastlin kvoli predaju a zisku. V in vitro laboratéornych
podmienkach moézeme optimalizovat podmienky pre rast avyvoj k

urychleniu tvorby sadbového materialu.
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Mikropropagécia predstavuje 4 fazy: faza 0 je pripravny stupen, faza 1
zahfila vytvorenie zivotaschopnych kultar, fdza 2 sa zameriava na
proliferaciu buniek, vo faze 3 sa vytvaraju rastliny alebo odrezky a faza 4
sluzi k aklimacii rastlin z podmienok in vitro kultivacie na ex vitro
podmienky skleniku vysevom do sklenikov. Predpokladom uspechu je
zdravy vychodiskovy material v dobrej kondicii a sterilné prostredie bez

kontaminacii (DEBERGH a READ 1991).

Pri mikropropagacii 'ul’ka zemiakového v procese tuberizacie dochadza
k tvorbe mikrohl'uz. St to in vitro vyvinuté hl'uzy (NISTOR et al. 2010).
Mikrohl'izy pontkaji mnoho vyhod pri skladovani, preprave a pri
manipulacii vzhl'adom k ich malej velkosti a znizenej hmotnosti. Mézu byt
zasadené priamo do pddy a moédzu byt vyprodukované v ktoromkol'vek
obdobi pocas roka. Maju podobni morfolégiu a biochemické ¢rty ako
klasické hluzy (NISTOR et al. 2010). Délezitymi faktormi v obdobi
tuberizacie mikrohl'aiz st: koncentracia cukru v médiu; obsah dusika, teplota
a svetelné podmienky. Tuberizacia m6ze nastat v tme alebo pri kratkej dobe
svetla priblizne 8 h (RANALLI 2007). Mikrohl'uzy dorastaju do malej
velkosti, ich priemer je 4-7 mm a dizka 10-12 mm. Lisia sa taktiez tvarom,
st zaoblené alebo podlhovasté, povrch maju jemny alebo drsny, farba je zlta
az do zelena a ich hmotnost’ sa pohybuje okolo 300 mg (RANALLI 2007).
Jednotlivé faktory zdvisia taktiez od genotypu. Bola zistena r6zna hmotnost’
a dizka hluz ako aj mnozstvo vytvorenych hluz, dizka dormancie a celkova
produktivita rastliny uréznych genotypov (NISTOR et al. 2010,
DONNELLY et al. 2003). Mikrohl'uzy sa stali délezitou stc¢astou produkcie
sadbového materidlu. Skracuju dobu na ziskanie sadbového materidlu na
sadbu 0 3 aviac rokov. Vyrazne zvySuju kvalitu sadbového materialu
potlacenim virusovych, bakteridlnych a plesiiovych chorob. Taktiez maju
vyznamnu ulohu ako zakladny néstroj ré6znych vyskumov pre $tadium rastu
a vyvoja, tuberizacie, tolerancie abiotického stresu alebo dormancie hltz
(DONNELLY et al. 2003).
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3.3 Tuberizacia hl’uz

Podzemné Sikmo alebo vodorovne rastuce vyhonky l'ul’ka zemiakového
sa nazyvaju stolony. Ich vrcholy sa metamorfuju v zasobné hl'uzy. Tvorba
stolonov zac¢ina vel'mi skoro po vzideni, ¢asto skor ako sa ukaze nadzemna
Cast’. Tuberizacia prebieha skor, ako st vSetky stolony sformované a ich rast
ukonceny. Pred zacCatim tuberizacie sa vSak spomaluje rast stolonov. PO
vytvoreni viac ako jednej hl'uzy na stolone prebicha silné superenie o zdroje

a to ma vplyv na velkost a usporiadanie hlaiz (STRUIK 2007).

Rast vaate.
stolonizacia.

Rast vnaate

all

Prvé vyrastky

4
! Pole
Vy¥sadba }
'.‘.. Uskladnenie
\-’iacnésobne\ :
SR < Klicenie Dormancia

KkliCenie

Obrazok 1 Tradi¢ny spdsob rozmnozovania a vyvoj zemiakov. Nasadenie hluz a
y sp yvoj

pucanie hI"iz za vhodnych podmienok po ukonéeni dormancie (podl'a STRUIK 2007).

Tuberizdcia je ovplyviiovand velkou Skalou vnutornych ¢€i vonkajSich
faktorov. Cul'ok zemiakovy vnima zmenu okolitého prostredia a reaguje na
fu. Vysoka teplota pdsobi inhibi¢ne na indukciu hl'uz pocas kratkeho aj
dlhého dna (JACKSON 1999). Fotoperioda ovplyviuje zakladanie hluz v
zavislosti na odrode l'ulka zemiakového. Doélezita je hlavne skotoperioda
ako fotoperioda (JACKSON 1999). Kratky den pdsobi stimulacne na proces
tuberizacie (SEABROOK 2005). Vysoka teplota, podobne ako aj

nedostatocné osvetlenie mobze spdsobovat sekundarne zaloZenie hluz
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(JACKSON 1999, SEABROOK 2005). Nizka teplota pdsobi priaznivo na
skorSie zakladanie hluz. Pri nizkej teplote sa produkuje aj kvalitnejsi
sadbovy materidl. CUTTER (1978) popisala viacero S§tadii, v ktorych
potvrdzuje induk¢ény charakter nizkej teploty na tuberizaciu. Kratke dni
stimuluju tuberizaciu aj za predpokladu, ze je noc¢na teplota dostatoéne

nizka.

Dizka diia je detekovana v listoch rastliny Kkyselinou jasmonovou
(HELDER 1994). Nizka teplota spolu s kratkym diiom zrejme podnecuju
produkciu $pecifickych metabolitov, ktoré stimuluju indukciu hl'az. Listom
rastlina vnima zmenu teploty a fotoperiody. Aktivuje indukény signal, ktory
sa prenasa do cielového organu — stolonu (HANNAPEL 2007). Nastava
zmena bunkového rastu stolonu, dochadza k naslednému hrubnutiu a vytvara
sa zasobny organ - sink (VREUGDENHIL et al. 1999). Vin vitro
podmienkach kratky den podporuje proces tuberizacie, ale skracuje cas
tvorenia mikrohl'dz a aj ich hmotnost. Optimalna fotoperioda 12 h by mohla
poskytnut véasnt tvorbu mikrohl'iz bez straty ich pocétu a hmotnosti
(GARNER a BLAKE 1989). Rastliny I'ul'ka zemiakového vystavené dlhému
dnu mali aktivny vegetativny rast. V kone¢nom doésledku aj tieto rastliny
indukovali tvorbu hlaz, ale s oneskorenim 3 az 5 tyzdnov oproti rastlinam
kultivovanych pri kratkom dni (CHAPMAN 1958). Vystavenie rastlin dlhym
dilom po dobu aspoint 4 tyzdnov a neskor krdtkym dilom méa za nésledok
véasnt, rychlu a vyrovnanu tuberizaciu (GARNER a BLAKE 1989). U¢inok
fotoperiddy je silno ovplyvneny genotypom rastliny (SEABROOK 2005).
Niektoré kultivary pestované pri 24h svetle produkovali hluzy v pripade
dostato¢nej nizkej teploty (HELDER 1994). Medzi takéto odrody patria aj

skoré odrody zemiakov, ktoré tvoria hl'uzy aj pri dlhej fotoperidde.

Ako negativny regulator tuberizacie sa javi fytochrém B. Transgénne
rastliny lI'ulka zemiakového so znizenym obsahom fytochrému B stracaju
schopnost’ reagovat na podmienky dlhého dna. Tuberizacia u takychto
rastlin prebieha nezavisle na dizke dina podobne, ako je to u rastlin
kultivovanych pri kratkom dni (JACKSON et al. 1996). Fytochém B, ktory
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sa podiela na inhibicii tuberizacie pri dlhom dni, je zrejme spojeny s

produkciou inhibi¢ného signalu, ktory prebicha v listoch (JACKSON 1999).

Jednym z dalSich priznakov tvorby hl'taz je zvySenie obsahu Skrobu a
znizenie obsahu glukozy a fruktézy (HELDER 1994). Pri zvySenom obsahu
dusiku v médiu GARNER a BLAKE (1989) sledovali zmeny v pocte
vytvorenych hl'uz a ich hmotnosti. Pri optimalnom zvyS$eni sa vytvorilo
viacsie mnozstvo hluz a dosiahol sa narast ich hmotnosti. AvS§ak pri vel'mi
vysokej koncentracii uz obsah dusiku podsobil inhibi¢ne. K podobnym
vysledkom dospeli aj ZARRABEITIA et al. (1997), ktori taktiez kultivovali
rastliny na MS médiu (MURASHIGE a SKOOG 1962) obohatenom o dusik.
Zvyseny obsah sachar6zy v médiu taktiez posobi na zakladanie hluz, ich
velkost a hmotnost. Obsah 8 % sacharézy v médiu sa javilo ako optimum
pre vyrovnané zakladanie hI'iz oproti 4 a 12 percentam (GARNER a BLAKE
1989). Hydroponicka kultivacia rastlin zemiaku v roztoku o pH 3,5 mala za
nasledok véasnu indukciu hlaz oproti roztokom s pH 4 a 5,5 (WAN et al.
1994).

NAVARRO et al. (2011) preukazali, ze indukcia kvitnutia, podobne ako
aj indukcia tuberizacie je riadena najmenej dvoma génmi StSP3D a StSP6A.
Génova expresia StSP6A prudko stipa vystavenim rastlin kratkemu dnu a
naopak umlcéanie génu StSP6A prudko oddaluje tuberiziciu. Je

pravdepodobné, Ze StSP6A je hlavnym spustacom prechodu z rastu stolonov

na indukciu hl'az (KLOOSTERMAN a BACHEM 2014).

3.3.1 Ut&inok giberelinov

Vonkajsie faktory ako fotoperiéda, obsah dusiku, teplota alebo obsah
cukru v médiu mozu ovplyviovat endogénnu hladinu rastlinnych hormoénov.
Hladina endogénnych giberelinov (GA), najmd GA;j, v rastline l'ulka
zemiakového je zvySena za neindukénych podmienok a naopak ich hladina
sa znizuje pri zaciatku tuberizacie (VREUGDENHIL a SERGEEVA 1999).
Navodenie indukénych podmienok pomocou zvySenej koncentracie

sachar6zy vedie taktiez k znizenej hladine GA. ZniZzenie koncentracie
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fytochromu B vedie k indukénym podmienkam a taktiez moze viest k
znizenej koncentracii GA alebo citlivosti rastliny na GA (JACKSON 1999).
Exogénne aplikované GA maja inhibi¢ny ucinok na tuberizéaciu, to znamena,
Ze ju potlacaju alebo spomal'ujt a hluzy sa tvoria s ¢asovym oneskorenim
(OKAZAWA 1967). Vysoka koncentracia dusiku, dlha dizka dna a vysoka
teplota vedu k potlaceniu tuberizdcie a to zrejme suvisi s vySSou
koncentraciou GA. Gibereliny teda patria medzi hlavné regulatory

tuberizacie, pri ktorej sa vSak uplatiuji sa aj d’alSie fytohormoény.

Kyselina abscisovd (ABA) je hlavny antagonista GA. Tuberizacia je
preto primarne riadena pomerom GA k ABA. Vyssi pomer GA v rastline
vedie hlavne k vegetativnemu rastu a inhibicii tuberizacie. Vy$$i pomer
ABA vedie k indukcii hIaz (WOHLEB et al. 2014). ABA p6sobi nepriamo
na indukciu hl'az a to skrz jej antagonisticky vplyv na GA (XU et. al 1998).
V listoch rastlin, u ktorych dochédza k indukcii hlaz, sa zvySuje obsah
proteinu PHOR1. Transgénne rastliny so znizenou expresiou génu PHOR1
sa preukazuju znizenou dizkou stonky a skorSou tuberizaciou, ¢o suvisi
s nizkou hladinou GA. PHORI je nova zlozka signalnej drahy GA, ktord ma
funkciu vo vnimani odozvy na GA (HANNAPEL 2007).

3.3.2 Uginok auxinov

Koncentracia auxinov, konkrétne IAA, bola zvySend pocas prvych dinov
od zacatia tuberizdcie V apexe stolonov. ZvySend bola taktiez transkripcia
génu StYUC, ktory sa uplatiiuje v biosyntéze IAA (ROUMELIOTIS et al.
2012). Zvysena koncentracia auxinov moze podporovat expanziu a delenie
buniek v ramci stolonu. Zmena bunkového delenia v stolone byva
pripocitana hlavne ku klesajucemu obsahu GA. Preto rozdiel pomerov medzi
GA a IAA mobze taktiez hrat ulohu v indukcii tvorby hlaz
(KLOOSTERMAN a BACHEM 2014).

Vysoké hladiny auxinov v stolonoch pri zaciatku tuberizadcie nasvedcuju

ich moznej podpornej tlohe pri zakladani hl'uz. Je vSak zrejmé, ze musia
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byt v interakcii s d’al§imi fytohorménmi alebo génmi, ktoré maji hlavnu

rolu v indukcii tuberizéacie.

3.3.3 Utinok cytokininov

Cytokininy (CK) podporuju bunkové delenie, a preto mézu byt potrebné
pri pociatku indukcii hl"aiz a hrubnuti stolonov. MAUK a LANGILLE (1978)
vo svojej S$tadii potvrdili stimula¢ny charakter zeatin ribozidu na
tuberizaciu. Tuberizacia dosahovala 75 % oproti kontrole s 0 %. Vplyv CK
moze byt aj nepriamy, tym ze aktivuju Skrob syntetizujice enzymy na
podporu ukladania S$krobu do sinku (OBATA-SASAMOTO a SUZUKI
1979). Nepriamy vplyv CK mdze nastat’ aj po indukcii bunkového delenia
a podpory tvorby sinku, regulacii expresie génov, ktoré sa zucastiiuju

rozdelenia asimilatov (ROITSCH a EHNES 2000).

CK sa zucastiuju na indukcii tvorby hl'iz svojim skoér sekundarnym
pésobenim. Zohravaju ulohu v bunkovom deleni, v rozdeleni asimilatov,
v akumulécii Skrobu, v signalnych drdhach a tym podporuji zakladanie
hl'az. Pomer cytokininov a auxinov ma vyznam v bunkovom deleni, a preto
je mozné predpokladat podobny vyznam aj pri tvorbe hluz

(KLOOSTERMAN a BACHEM 2014).

3.3.4 Ostatné hormény

ABA zohrava ulohu v indukcii tuberizacie hlavne cez antagonisticky
vplyv na GA. Kyselina jasmonova (JA) a jej pribuzné kyseliny sa podielaju
na indukcii tuberizacie a pocte vytvorenych hl'iz na stolone (PELACHO a
MINGO-CASTEL 1991). Gén POTLX-1 sa zucastnuje na tvorbe prekurzorov
JA. Potlacenie expresie POTLX-1 viedlo k vyznamnému znizeniu vynosu
hl'iz a naruSenie tuberizacie (KOLOMIETS et al. 2001). Rastliny oSetrené
JA produkovali viac koreniov aj mikrohlaz. JA zlepSuje vytaznost a velkost
minihl'az v sklenikoch, ktoré su produkované z mikrohlaiz (PRUSKI et al.

2003). JA taktiez spdsobuje expanziu buniek, ktord je nevyhnutna pri
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tuberizacii (TAKAHASHI et al. 1994). Metabolity odvodené od JA ako su
kyselina tuberova a jej glukozid sa zucastnuju na indukcii haz. CENZANO
et al. (2007) navrhli, Ze ticto derivaty JA funguju ako signaly, ktoré su
syntetizované v listoch. Odtial st transportované cez cela rastlinu do
stolonu, kde stimuluju zvySenie obsahu JA, ktora indukuje tuberizaciu

vyvolanim expanzie buniek.

TabuPka 1 Uc¢inok fytohorménov pocas jednotlivych faz tuberizacie

(upravené podl'a AKSENOVA et al. 2012)

Fazy tuberizacie

Fytohormony Fyziologicky efekt

formovanie a rast stolonu g stimulacia
etylén spom’aleni§ predlzovacieho rastu,
zhust'ovanie stolonu
ABA spomale‘ni.e predl?ovacieho rastu,
antagonisticky u¢inok na GA
indukcia tuberizacie GA inhibicia
jasmonty praydeppc!o?né zapojenie
Vv signalizacii
ABA stimuluje, posobenie proti GA
iniciacia hl’uz GA inhibicia
CK stimulacia
jasmonaty stimulacia
ABA nepatrna stimulacia
rast hPuz GA inhibicia
IAA stimulacia
jasmonaty stimulacia
CK zvySenie kapacity sinku rastticich
hlaz
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3.4 Dormancia

Dormancia je povazovana za obdobie vegetatného pokoja. Je to
spomalenie, az zastavenie vyvojovych a metabolickych procesov. Toto
obdobie sluzi hlavne ako obrana proti nepriaznivym podmienkam prostredia.
Obdobie vegetatného pokoja modzeme pozorovat od najmenSich
jednobunkovych organizmov az po mnohobunkové. Dormancia je vyvolana
vplyvom vnutornych alebo vonkajsich faktorov, ale aj geneticky. U rastlin,
semien alebo cibul’ miernecho pasma je to hlavne ochrana proti chladu
a mrazu, ktoré by inak pre ne boli letdlne. U nas je pociatok vegetacného
pokoja spajany s opadom listov listnatych stromov, ktoré sa takto brania
vo¢i nedostatku vody pocas zimy. Priebeh dormancie je rézny v zavislosti

na organe, v ktorom prebieha.

3.4.1 Dormancia semien

Vegetaény pokoj semien mézeme popisat’ ako neschopnost semien kli¢it
v priaznivych podmienkach pre rast. U jednotlivych druhov rastlin sa

dormancia semien mdze byt mierne odli§na.

BOLINQUE et al. (2010) popisuju fyzicku a fyziologicki dormanciu
semien strukovin. Fyzicka moéze byt charakterizovana ako neschopnost
vody preniknut do pletiva semena vzhl'adom k usporiadaniu palisadovej
vrstvy. Fyziologickd dormancia zavisi od vnutornych faktorov a sluzi
k prisposobeniu sa okolitému prostrediu a zivotnym stratégiam rastlin.
Hibka dormancie je rozdielna medzi druhmi rastlin a ich genotypmi. Teplota
je dolezity faktor pre vystup z dormancie a kli¢enie semien (BOLINQUE et
al. 2010). Taktiez je zavisla na druhu rastliny, ale vSeobecne prechod
z nizkej teploty na vySSiu podporuje klicenie. Hormonéalna regulacia
v dormancii semien je vysoko riadeny mechanizmus. VSeobecne je u rastlin
pozorované, ze ABA po6sobi indukéne a udrziava dormanciu a GA uvolnuju
semena z vegetacného pokoja. Ide teda hlavne o pomer tychto
fytohormoénov, avsak aj inych (NONOGAKI 2015).
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ADKINS et al. (2002) popisali dva mechanizmy dormancie u semien
trav, a to dormanciu embrya a osemenia. Dormancia embrya zahfina nezrelé
alebo nevyvinuté embryo, expresiu nicktorych génov alebo inhibitory
kli¢enia, ktoré su obsiahnuté v zarodku. Patria sem napriklad: kumarin,
katechiny, ABA a iné. Osemenie zabranuje kli¢eniu cez nizku priepustnost’
pre vodu a plyny. Jeho mechanické bariéry brania expanzii embrya a taktiez

sa v nich nachadzaju inhibitory kli¢enia.

3.4.2 Dormancia pupeinov

Rastliny si  vytvorili  komplikované mechanizmy na prezitie
v nepriaznivych podmienkach prirody. Nepriaznivé podmienky ako sucho,
chlad, mréz alebo velké teplo su letdlne pre aktivne rastice meristémy
pupeniov. V takom obdobi je pre rastliny dolezitd tvorba dormantnych
pupenov ako organov pre opitovny rast a reprodukciu (HORVATH et al.
2003).

Niektori autori popisuju tri fazy dormancie pupenov: paradormanciu,
endodormanciu a ekodormanciu (CHAO et al. 2007, HORVATH et al.
2003). Paradormancia je spajana s apikalnou dominanciou alebo aj
korelacnou inhibiciou na axilarne pupene. Vyznamnu ulohu tu zastava auxin
cielenym odburavanim Specifickych proteinov a regulaciou CK (SHIMIZU-
SATO a MORI 2001). Endodormancia je vysledkom fyziologickych zmien
vo vnutri pupeiiov, ktoré brania predcasnému rastu v nepriaznivych alebo
kolisavych podmienkach pre rast (HORVATH et al. 2003). Etylén
a fytochrom maju vyznamnu ulohu v tejto faze. Ekodormancia je riadena
hlavne nepriaznivymi vonkaj$imi faktormi, ako je chlad alebo teplo. ABA,
GA a CK su neoddelitelnou sucastou vSetkych troch faz. Uplatiuju sa
hlavne svojimi antagonistickymi vztahmi medzi sebou (HORVATH et al.
2003).
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Obrazok 2 Cyklus troch typov dormancie pocas roka, ktoré stvisia s dormanciou

vytrvalych burin, drevin a pupenov hl'iz (upravené podla HORVATH et al. 2003).

SEBANEK (1998) popisuje endogénnu a exogénnu dormanciu pupeiiov.
Endogénna dormancia obsahuje tri fdzy: predormancia, vlastnd dormancia a
postdormancia. Je odlisna pre kazdy druh rastlin. Predormancia zahfia:
pokles GA a vzostup ABA, postupna inhibiciu rastu pupenov. Vlastna
dormancia je riadend hlavne vnutornymi faktormi, ¢o =zahfia vysoké
koncentracie inhibitorov hlavne ABA a maximalne spomalenie
fyziologickych procesov. Postdormancia zahfna pokles hladiny inhibitorov
posobenim chladu. V tejto faze je mozné umelymi zasahmi prebudit
dormantné organy z dormancie. Exogénna dormancia je vyvolana posobenim

nepriaznivych podmienok prostredia (SEBANEK 1998).

3.4.3 Dormancia cibal’

U zasobnych organov cibul sa pozberové obdobie deli na dobu
odpocinku, kedy cibule netvoria korene ani nekli¢ia v podmienkach

priaznivych pre rast a na dormantné obdobie plné vnutornych zmien, kedy
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cibule mozu zacat kli¢it v podmienkach priaznivych pre rast (THOMAS
1969). Medzi hlavné regulatory dormancie cibul’ patri ABA. Je to hlavny
inhibitor rastu cibule. Jej koncentracia postupne klesala pocas doby
skladovania az do za¢iatku pucania (CHOPE et al. 2006). Dalsim
regulatorom je teplota (BENKEBLIA a SHIOMI 2004) a zrejme aj
koncentracia auxinov (THOMAS 1969).

3.4.4 Dormancia a skladovanie hl’uz

Dormanciou hliz sa rozumie obdobie potlaceného rastu pupenov
Vv podmienkach priaznivych pre rast (SONNEWALD 2001). Dormancia je
v suvislosti so znizenym metabolizmom spojend so zvySenou odolnostou

voc¢i patogénom a chorobam (LADYZHENSKAYA a PROTSENKO 2002).

Dizka dormancie hl"iz jednotlivych druhov a ich kultivarov je pomerne
variabilnd, pohybuje sa v rozmedzi od 0 do viac ako 9 mesiacov. VidcSina
kultivarov pestovanych na spracovanie ma relativne kratke obdobia
vegetacného pokoja. Pre uspesné dlhodobé skladovanie je potrebné pouzitie
chemikalii, ktoré inhibuju pucanie hliz. Dormancia hl'dz je ovplyvnena

genotypom a ¢initeI'mi okolitého prostredia (SUTTLE 2007).

Dormancia hlaz je podobne ako dormancia pupenov rozdelend na
paradormanciu, endodormanciu a ekodormanciu (CHAO et al. 2007,
SUTTLE 2007) ako je naznacené na obr. 3. Paradormancia sa vyznacuje
pucanim jedného apikdlneho pupenia, ktory inhibuje ostatné meristémové
pupene (oc¢ka) a prave tie sa nachadzaju v paradormancii. Endodormancia
nastava hned po vytvoreni hluzy a je ovplyviiovana hlavne hladinou
rastovych reguldtorov. Pucanie ociek je Vtejto faze potlacené.
Ekodormancia zahffia vplyv nepriaznivych faktorov prostredia, hlavne vplyv
vel'mi nizkych teplot. V tejto faze by hluzy za priaznivych podmienok uz

mohli zacat pucat’ (SUTTLE 2007).
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Obrazok 3 Znazornenie troch faz dormancie v zavislosti na ¢ase a teplote

(upravené podl'a SUTTLE 2007).

V mnohych $tudiach sa dizka dormancie hI'iz uréuje od datumu zberu. V
polnych podmienkach sa datum zberu moze znacne l1iSit a zavisi na
mnohych parametroch. Cinitelmi moézu byt napriklad termin vysadby,
pocCasie a polné podmienky (SUTTLE 2007). Termin zberu ako
vychodiskovy bod pre meranie dizky dormancie nema fyziologicky vyznam.
BURTON (1978) navrhol, Ze najlogickejSim fyziologickym alebo
biochemickym obdobim, od ktorého by sa mal merat zaciatok vegetaéného
pokoja, je obdobie zaciatku iniciacie hliz. To znamena, Ze obdobie pokoja
rovnako ako inicidcia hliz, by mohlo byt ovplyvnené faktormi Zivotného
prostredia, ktoré vplyvaji na nadzemné Ccasti rastlin v priebehu rastu.
Vychodiskovym bodom pre zacatie dormancie mdze byt aj ukoncenie rastu

hl"aiz (CLAASSENS a VREUGDENHIL 2000).

Dormancia umoziuje dlhSie skladovanie zasobnych organov. Spravne
skladovanie je nevyhnutné pre wudrzanie kvality a Zivotaschopnosti
sadbovych hl'uz (BETHKE 2014). Zemiaky su pestované na celom svete.
Spdsob, akym st zemiaky uskladnené sa odvija hlavne od pozadovanej doby
skladovania, od miestnych podmienok Zivotného prostredia a od
pozadovanej kvalitu hliz na konci skladovania. Sposoby uskladnenia su

teda vel'mi rozmanité a odvijaju sa od produkénych oblasti (BETHKE 2014).
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Skratenie dormancie je vyuzivané pri rychlej produkcii sadbového
materialu a pri roznych vyskumoch. Predizenie dormancie je zase dolezité
pre dlhSiu ponuku plodiny na trhu. Pred¢asné pucanie hluz nie je
vyhovujace ani pri domacom pestovani zemiakov. Dochadza k strate
nutri¢énej hodnoty a k zvySeniu obsahu redukujiacich cukrov, ¢o nie je
vhodné pre priemysel. Primarnym zdujmom priemyslu je potlacenie pucania
skladovanych hlaiz (HAINES et al. 2003). Od spdsobu skladovania a dizky
dormancie zavisi aj kvalita hl'uz, ktoré planujeme vyuzit v d’alSom roku.
Preto sa Studium reguldcie dormancie uplatiiuje aj z praktického hladiska.
Z mirkohlaiz sa v sklenikoch produkuji minihl'uzy a tie sa nasledne
pouzivaju v pol'nych podmienkach. Vd’aka svojim malym rozmerom, l'ahkej
manipulacii a jednoduchému skladovaniu sa mikrohl'uzy najviac uplatiuju

v Studiach regulacie dormancie.

Dormancia je vysoko regulovana faza vyvoja, ktord je rozhodujtca pre
prezitie rastlin. Uspe$ny priebeh aktivneho rastu, ktory prechadza do
dormancie a nasledného pucania sa tyka vSetkych pletiv hl'aiz, a preto
vyzaduje fyziologicku koordinaciu. Integracia rastlinnych vyvojovych faz je
zavisla na syntéze a pdsobeni rastovych reguldtorov alebo fytohormoénov
(SUTTLE 2007).

3.5 Vplyv vonkajSich podmienok na dormanciu hliaz

3.5.1 Vplyv teploty a ovzdusSia

Predzberové a pozberové environmentdlne faktory mdézu mat vplyv na
dormanciu hl'iz. Skladovanie po dobu asi jedného mesiaca pri teplote -1° C,
¢o je teplota tesne nad bodom mrazu zemiakov, moze viest k predizeniu
dormancie alebo moze trvalo naru$it schopnost pucania hliz (BURTON
1978).

Na dlZku dormancie moze mat vplyv aj pocasie pocas sezony, hlavne

kratko pred zberom. Studené a vlhké vegetaéné obdobie pred zberom ma za
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nasledok predizenie dormancie priblizne o mesiac. Naopak suché a teplé

pocasie znizuje vegetacny pokoj zhruba o 9 tyzdnov (BURTON 1978).

V zavislosti od kultivaru mézZze extrémne hortice pocasie nad 35° C
sposobit okamzité ukoncCenie vegetatného pokoja a podporit sekundarny
rast (VAN DEN BERG et al. 1990). Tento fenomén popisuju ako
fyziologickt poruchu znamu ako tepelné pucanie alebo pucanie pri vysokej
teplote. K podobnému vysledku dospeli aj VAN ITTERSUM a SCHOLTE
(1992). Vysoka teplota 32° C v zavislosti od kultivaru sposobovala pucanie
hl'uz, a taktiez na ne posobila Skodlivo. Dochadzalo k hnednutiu pupenov
a strate zivotaschopnosti. Skladovanie v teplych podmienkach pri 28° C a
nasledné premiestnenie do 18° C skratilo obdobie pokoja priemerne 0 2 az 3
tyzdne u vSetkych sledovanych kultivarov. Taktiez skladovanie pri
chladnych teplotach 2° C a nasledné premiestnenie do 18° C skracovalo
dormanciu priemerne o 2 tyzdne (VAN ITTERSUM a SCHOLTE 1992).
TABORI et al. (1999) sledovali taktiez vplyv chladu na dormanciu. Hluzy
skladované pri 5° C preukazovali zvySent dobu vegetacného pokoja oproti
hl'uzam, ktoré boli uskladnené pri 10-20° C. Tito autori dosli k zaveru, Ze
ucinky nizkych teplét st vyraznejSie pri odrodéach, ktoré sa preukazuju

dlhSou dobou dormancie.

NizZS$ie teploty m6zu napoméhat vystupu z dormancie, avSak az po urcitej
dobe. Po prekonani endodormancie st hluzy vplyvom chladu udrZzované
v ekodormancii. Nizka teplota zrejme pdsobi aj na znizenie koncentracie
rastovych inhibitorov. Pucanie hltGz, ktoré su prenesené z chladu do
indukénych podmienok je preto vyrovnanejSie a rychlejSie. DlhodobejSie
vystavenie nizkym alebo vysokym teplotdam ma za néasledok ukoncenie
dormancie aich urychlené pucanie nasleduje po preneseni do miernych
teplot.

U hlaz uskladnenych pri zvySenom obsahu kyslika O, (40 %) a oxidu
uhli¢itého CO; (20 %) sa skratila doba dormancie (COLEMAN 1998).
BURTON (1978) popisuje aj vplyv nizkej koncentracie O, ako optimalne;]
pre zacatie pucania a rastu a skratenie dormancie. Skratenie dormancie

mozno cCiastocne vysvetlit' interakciou plynov a fytohormoénov. Dochadza
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k poklesu koncentracie ABA v dormantnych hluzach a K rychlejSiemu

zaciatku puc¢ania (COLEMAN 1998).

PrediZenie dormantného obdobia dosiahneme bud’ skladovanim hluz pri
nizkych teplotach alebo pomocou rastovych inhibitorov. AvSak nizke teploty
sposobuju degradaciu Skrobu a redukujucich cukrov. Toto =znizuje ich
kvalitu, najmd ked st urené pre priemyselné vyuzitie. Skracovanie
dormancie mézeme dosiahnut ré6znymi spésobmi, napriklad skladovanim v
ochrannej atmosfére s nizkou koncentraciou kyslika alebo poSkodenim hl'uz
mechanicky, pripadne v kombinacii s oSetrenim chemickymi latkami
podporujucich skratenie dormancie (SONNEWALD 2001).

3.5.2 Vplyv svetla a sacharozy

Dormancia méze byt ovplyviiovand aj pocas tuberizacie a nasledného
rozvoja hlaiz. COLEMAN a COLEMAN (2000) uvadzaju, ze pri skladovani
hl'az pri 8 h fotoperidode oproti kontinudlnej tme doslo k vyraznému znizeniu
Casu vegetaéného pokoja. Doba skratenia bola odlisna v zavislosti od
kultivaru. K a¢innejSiemu skrateniu dormancie dochadzalo pridanim
sachar6ozy do indukéného média s kombindciou 8h svetla. VySSie
koncentracie sachardzy v indukénom médiu (12-16 %) skracovali dormanciu
u rastlin kultivovanych pri 8 h svetle, ale aj v kontinualnej tme. Naopak
niz§ia koncentracia (4 %) mala vplyv na jej prediZzenie. Vplyv zvysenej
sacharozy bol taktiez v zavislosti od pouzitého kultivaru (COLEMAN
a COLEMAN 2000).

Vieobecne plati, ze dizka fotoperiody preukazuje len mierny vplyv na
vegetaény pokoj. Hluzy drzané v tme mali mierne predizené obdobie pokoja
Vv porovnani s hl'uzami, ktoré boli uskladnené pri fotoperiode kratkych dni
(TABORI et al. 1999). Cytokinin 6-benzylaminopurin (BA) je schopny
urychlit tvorbu hliz (HUSSEY a STACEY 1984). BA v spojeni s 8h
fotoperiddou pocas indukcie hl'iz mal za nasledok skratenie dormancie, ale

len pri uré¢itom kultivare (COLEMAN a COLEMAN 2000).
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Vplyv svetla na skratenie dormancie sa odvija hlavne od jednotlivych
genotypov. Popripade teplota, koncentracia sacharozy alebo rastové
regulatory Vv spojeni s fotoperiodou kratkeho dna moézu znasobovat ucinok
svetla na skratenie dormancie. V priebehu skladovania ma pritomnost alebo
nepritomnost’ svetla len maly vplyv na dobu vegetacného pokoja, ale

vyrazne ovplyviuje morfoldgiu vznikajucich pupenov (SUTTLE 2007).

3.6 Vplyv vnitornych faktorov ovplyviiujicich dormanciu

Koncentracia fytohorménov v dormantnych hl'uzach sa meni v priebehu
vegetacného pokoja. Preto ich vzajomné interakcie zohravaji ulohu
v reguldcii dormancie. Vnutorné faktory zahrnuju vplyv mnohych génov,
ktoré su exprimované jednotlivo pocas vegetaéného pokoja. Interakcie
vnutornych faktorov sa odvijaju od daného genotypu. Medzi hlavné
fytohormény ovplyviiujice dormanciu patria auxiny, cytokininy, gibereliny,
kyselina abscisova a etylén. Z d’al§ich s mozu uplatnit’ brassinosteroidy,
kyselina jasmonova a fenolové zluceniny. Kazdy =z fytohorménov
ovplyvnuje viacero odliSnych procesov. Su syntetizované vo viacerych

miestach rastlin a nie su tak Specifické ako Zivo¢iSne hormony.

3.6.1 Ucinok auxinov

Auxiny patria medzi prvé objavené fytohormony. Ako prva bola
identifikovana kyselina indodyl-3-octova (IAA) v l'udskom mo¢i a neskor
bola potvrdena aj vo vyssich rastlinach (MACHACKOVA 1998). Medzi
d’alSie prirodzené auxiny patria indolyl-3-maslova kyselina, kyselina
fenyloctova, 4-chlor-indolyloctova kyselina. V rastlindch sa najcastejSie
vyskytuje 1AA, jej koncentracia zavisi na druhu a veku rastliny, ale aj od
obdobia a podmienok, za ktorych rastie (GASPAR et al. 1996).
Syntetickymi auxinmi nazyvame latky podobného ucinku ITAA. Su to 1-
naftyloctovd kyselina (NAA), picloram, kyselina 2,4-dichlérfenoxyoctova

(2,4-D). Auxiny su syntetizované hlavne v apikalnych meristémoch
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a transportované bazipetdlne (MACHACKOVA 1998). Auxiny tvoria
konjugaty aj s malymi molekulami (monosacharidov, aminokyselin). Zda sa,
ze takyto mechanizmus na ukladanie auxinov v bunkach sluzi k stabilizécii
urovne volného auxinu. Auxin v konjugovanej molekule je chraneny pred
oxidaénym znic¢enim a V pripade potreby modze byt enzymaticky uvolneny

(GASPAR et al. 1996).

Auxiny v rastlinach stimuluja apikalnu dominanciu, potla¢aju rast
axilarnych pupefiov a stimuluju tvorbu boénych korenov. Dalej podporujt
gravitropizmus a fototropizmus, stimuluju delenie buniek (ovplyviiuju DNA
replikazu) a maju vplyv na diferenciaciu cievnych zvdzkov. S0 v
antagonistickom vztahu s CK a ich rézny pomer v médiu mé fyziologicku

odozvu napriklad na zakorenovanie.

Z praktického hl'adiska majui auxiny silny vplyv na procesy ako je rast a
expanzia buniek, okysl'ovanie bunkovej steny, iniciaciu bunkového delenia a
zucastiiuju sa dediferenciacie pletiv na kalus alebo definovanych organov

(spravidla korenov) a tak podporujt zakoreniovanie (GASPAR et al. 1996).

Auxiny patria medzi hlavné, rast stimulujiice hormoény. Ich tloha v
dormancii hl'az a naslednom pucani nie je vel'mi jasna. Pomocou plynovej
chromatografie spolu s hmotnostnou spektrometriou SORCE et al. (2009)
zistili, ze koncentracia auxinu (IAA a konjugovanych foriem) bola
vieobecne najvyssia v rannych fazach dormancie (po zbere). Cerstvo
zozbierané hluzy akumuluji hormén prevazne v apikdlnom meristéme, v
axilarnych pupenioch a vo vodivych pletivach, ktoré lezia pod apikdlnym
meristémom. Na konci dormancie len axilarne pupene vykazovali
vyraznejs$ie urovne auxinov. Expresia génu z Agrobacterium rhizogenes
rol C ma za nasledok zvysenie obsahu TAA a zmenu morfologie hl'uz, ¢o
zrejme sUvisi s niz§imi koncentrdciami ostatnych fytohorménov. Ziadne
G¢inky na dormanciu neboli zaznamenané (SCHMULLING et al. 1993).
Hladina transkriptov kodujicich enzymy suvisiacich so syntézou auxinov
vzrastla poCas rannych faz pucania pupeiiov. DoSlo k aktivéacii niekol'kych
primarnych génov pre syntézu auxinov a taktiez génov pre PIN1 proteiny,

ktoré sluzia na ich transport (HARTMAN et al. 2011).
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Exogénne dodané syntetické auxiny (2,4-D, NAA) vyvolavaju
vyraznej$iu inhibiciu rastu pupetiov a zdihavej§iu dormanciu (SUTTLE
2003). IAA v nizkych koncentraciach neinhibuje pucanie pupeniov, naopak,
u niektorych  kultivarov  pdsobila  stimulaéne (HEMBERG  1949).
K podobnému zaveru dospeli aj RAPPAPORT et al. (1965). Vyssia
koncentracia exogénnych auxinov potlacovala pucanie a nizSia koncentréacia

sa prejavovala ako mierny stimulant.

Auxiny mézu mierne skratit obdobie pokoja, a to stimulaciou skorych
rastovych procesov, aj to v zavislosti na kultivare (SORCE et al. 2009).
Endogénne auxiny zrejme nepatria medzi doélezité regulatory dormancie
hlaz. Ich tuloha sa prejavuje hlavne v naslednej regulacii rastovych
vyhonov. Ich moZné primarne zapojenie v regulacii dormacie treba jasne

preukazat’, dovtedy budu len v roli sekundarnych reguléatorov.

3.6.2 Utinok cytokininov

CK sa vyskytuju ako vol'né zlu€eniny alebo viazané vo forme glukozidov
alebo ribozidov. NajcastejSie aplikované CK v rastlinnych explantatovych
kultarach su zeatin, kinetin, 6-benzyladenin (BA), dihydro-zeatin (DHZ),
dihydro-zeatin ribozid (DHZR), izopentyladenin (iP), meta-topolin (mT) a
zeatin ribozidu (ZR). Cytokininy obsahuju izoprenoidny postranny retazec
pripojeny k N-6 polohe adeninu. Tato konfiguracia je zakladom pre ich
biologicku aktivitu. Ich Struktira teda pochadza z adeninu. BA patrii medzi
aromatické CK. Niektoré substituované mocoviny vykazuju podobnu
aktivitu ako CK. Regulacia aktivity a hladiny CK prebieha tvorbou
konjugatov O-glukozidov a N-glukozidov. O-glukozidy vykazuju, narozdiel
od N-glukozidov, biologicku aktivitu. OdStiepenie bo¢ného retazca za
tvorby adeninu sa deje pomocou cytokininoxidazi/dehydrogenazy (CKX)
(GASPAR et al. 1996, MACHACKOVA 1998).

CK reguluju bunkové delenie pri spolo¢nom pdsobeni auxinov. Kazdy
ma vplyv v inej faze bunkového cyklu. Podporuju laterdlny rast pupenov,

potla¢uju apikalnu dominanciu a podporuju expanziu listu. Tiez spomaluju
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senescenciu listov, stimuluji syntézu chlorofylu a chloroplastovy rozvoj.

Biosyntéza CK prebieha v korenoch rastlin a hlavne v plastidoch.

Mnoho aspektov bunkového rastu, diferenciacie buniek a organogenézy
v explantatovych kultarach a v organoch je kontrolovanych interakciou
medzi CK a auxinmi. Potrebny pomer fytohorménov sa lisi v zdvislosti na
druhu rastliny, kultirnych podmienkach a aj formy aplikdcie hormoénov.
Auxin aj CK st zvycajne nutné pre rast a morfogenézu. Auxin modzZe
inhibovat akumulaciu CK, zatial ¢o CK mdézu inhibovat aspoil niektoré

prejavy auxinu (GASPAR et al. 1996).

CK su ucinnymi regulatormi vegetaéného pokoja hluz. Ulahcéuju
prechod z dormancie na nasledny aktivny rast pupenov. Bioaktivne CK maju
nizky obsah v spiacich hluzach. Nasledné vystupovanie z dormancie a
zaCiatok pucania je sprevadzané zvySovanim obsahu aktivnych CK (KODA
1982). K podobnému zaveru dosli aj TURNBULL A HANKE (1985). Pocas
hlbokého spanku bol obsah CK v hl'uzach nizky. Postupne sa vSak zvySoval
a najvy$Sie hodnoty dosahoval pred pucanim a pocéas pucania pupefov.
Kone¢nd faza dormancie bola Sprevddzana zvySenim koncentracie CK
vV hl'uzach alebo zvySenim citlivosti na CK. ZvysSena Groven citlivosti hl'uz

na CK umoziuje endogénnym CK ich uc¢inok a aktivitu.

Pouzitie prirodnych a syntetickych CK na dormantné hluzy prerusi
obdobie vegetacného pokoja a to vedie k pucaniu mnohych pupenov
(HEMBERG 1970). Aplikovanim CK izomérov (trans-Z a cis-Z) bola
dormancia vc€asne prerusena. To naznacuje potencidlnu ulohu tychto
izomérov v regulacii vegetacného pokoja (SUTTLE a BANOWETZ 2000).
Ukazalo sa, Ze syntetické derivaty CK, fenylmocovina alebo nitroguanidin,
boli Uc€innejSie v preruseni vegetaéného pokoja mikrohliz ako tie prirodné.
To by mohlo suvisiet s vdcSou odolnostou syntetickych CK voci

enzymatickej degradacii (SUTTLE 2008).

Bezprostredne po zbere a pocas pociatocného obdobia skladovania a
dormancie, exogénne aplikované CK nemali ziadny vplyv na dormantné
hluzy (SUTTLE 2001). Po ¢ase, dormantné hl'uzy vykazuji postupny narast

citlivosti na CK. Citlivost aj nadalej narastala pocas skladovania a
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dormancia tak mohla byt oslabena vplyvom exogénne dodanych CK. Dizka
skladovania nemd ziadny zjavny vplyv na metabolizmus CK. Zmeny v
ucéinnosti cytokininov poc¢as dormancie, nie su vysledkom ich katabolizmu,

ale skor hormonalnej citlivosti alebo transdukcie signalu (SUTTLE 2001).

Dolezita uloha endogénnych CK v obdobi dormancie bola potvrdena na
rastlinach transgénnych zemiakov, ktoré obsahovali gén CKX pre tvorbu
cytokininoxidazi/dehydrogenazy. Takéto hluzy teda vykazovali zvySenu
expresiu a syntézu enzymu, ktora je zodpovedna za inaktivaciu CK. Vplyv
tohto génu mal za nasledok oneskorenie pucania a rastu pupenov 05 az 8
tyzdnov. OSetrenim tychto hliz s BA sa obnovil normalny priebeh
dormancie a pucanie hluz. Oproti tomu, transgénne hluzy so zvySenou
biosyntézou CK mali vyrazne skratenu dobu vegetaéného pokoja

(HARTMAN 2011).

Uloha CK v regulacii dormancie moze suvisiet' so stimulaciou delenia
buniek. Zmeny v obsahu CK pocas pokoja a schopnost exogénnych CK
skracovat’ alebo ukoncovat obdobia pokoja, naznacuje podstatnu Glohu CK

ako regulatorov vegetacného pokoja zemiakovych hlaiz (SUTTLE 2007).

3.6.3 Ut&inok giberelinov

Gibereliny dostali svoj nazov po hube Gibberella fujikuroi, ktora
sposobovala chorobu ryze. T4 urychlovala predlzovaci rast a sposobovala
poliehanie ryze (MACHACKOVA 1998). Dnes pozname viac ako 90
prirodzene sa vyskytujucich GA. NajznadmejSia je kyselina giberelova
(GA3).Zakladnt  Strukturu tvori ent-gibberelanovy skelet. GA st
syntetizované vo vSetkych miestach aktivneho rastu. Nativne konjugaty GA
O-glukozidy st povazované za potencialny zdroj volnych GA (GASPAR et
al. 1996).

GA mozu podporovat kvitnutie, najma v druhoch, ktoré vyzaduju dlhé
dni alebo jarovizaciu. Podporuju klicenie semien a predlzovaci rast stonku

(zvySovanim bunkového delenia). Ak si GA pridané do kultivacného média,

Casto znizuju alebo zabranuju tvorbe korenov, vyhonov, alebo somatickych
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embryi. GA moézu tiez zmenit dostupnost endogénneho auxinu (GASPAR et

al. 1996).

GA maju pocetné interakcie s inymi hormonmi. GA indukovana
a-amylaza je inhibovana podsobenim ABA. Etylén podporuje schopnost
stoniek reagovat na GA. GA inhibuju starnutie v listoch a okvetnych
listkoch, ktoré je vyvolavané ucinkami ABA a etylénu. Existuje mnoho
chemikalii, ktoré ucinne inhibuju biosyntézu GA. Tieto inhibitory mozu
niekedy podporovat’ tvorbu koretiov (GASPAR et al. 1996, MACHACKOVA
1998).

BRIAN et al. (1955) medzi prvymi uviedli skratenie dormancie vplyvom
GA. RAPPAPORT et al. (1958) uviedli, ze aplikovanie GA vo forme
postreku na vnat pred zberom vyrazne podporovalo skoré pucanie hluz.
Osetrenie dormantnych hlaz s GA stimuluje predcasné pucanie hluz
zemiakov a bolo schvéalené pre komercné pouzitie (CLAASSENS a
VREUGDENHIL 2000). V Irane je GAjz velmi c¢asto pouzivana na
preruSenie vegetaéného pokoja mikrohlaiz (SALIMI et al. 2010).

GAj; ucinne skratila obdobie pokoja, ale jej ucinnost bola zavisla od
kultivaru. Pupene z oSetrenych hliz maju tendenciu byt dlhé, tenké, krehké
a nachylné k poSkodeniu pri manipulacii a vysadbe. To mdzZze obmedzit

komer¢né pouzitie GAz (SALIMI et al. 2010).

Obsah endogénnych GA ako GAig, GAz a GA; je relativne vysoky
ihned po zbere. Klesa pocas skladovania a najvyssich hodndt dosahuje v
obdobi silného rastu (SUTTLE 2004). Je zaujimavé, ze v Case prvotného
pucania vnuatorné hladiny niektorych skiimanych GA boli nizsie ako tie
v hlboko dormantnych hluzach. Trpaslicie mutanty zemiakov neobsahovali
ziadne zistitené mnozstvo GA;. Napriek tomu ich vyvoj bol rovnaky v
ktorejkol'vek faze pokoja ako u ich normalneho fenotypu. Umelé znizenie
obsahu endogénneho GAzp a GA; metdodou ,,antisense” na expresiu génu
GA200x1, ktory je zodpovedny za biosyntézu GA, neovplyviovalo trvanie
vegetacného pokoja, ale spomalovalo nasledny rast vyhonov (CARRERA et
al. 2000). Pouzitie r6znych inhibitorov biosyntézy GA v mikrohl'aizach malo

za nasledok stimulaciu predc¢asného pucania (SUTTLE 2004).
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Po ukoncéeni dormancie, pred viditelnym rastom vyhonov, dochadza
k mobilizacii redukujtacich cukrov. Narast redukujiacich cukrov je zrejme
vyvolany stimulom vo forme GA (BAILEY et al. 1978). GA moézu
ovplyvitovat metabolizmus sacharidov ale taktiez m6éZzu ulah¢ovat pohyb
CK k pupeiom. To méze uzko suvisiet so zvySenym bunkovym delenim
v okoli pupenov. Tieto nové bunky moézu pdsobit ako sinky sacharidov,
a tak vyvolavaju d’alSie delenie Skrobu. Vysledné cukry mézu byt prevedené
do pupenov a tak zodpovedat’ za ich narast (ALEXOPOULOS et al. 2007).

Transgénne rastliny so znizenym obsahom endogénnych CK nereagovali
na oSetrenie pomocou externe aplikovanej GAjz;. Tento vysledok viedol k
zaveru, Zze GA vyZaduju pritomnost CK na indukciu pucania hl'uz a CK su
nevyhnutné pre pociatok dormancie. V sulade s tym, transgénne rastliny
nesuce gén pre izopentenyl transferdzu, na zvySenie endogénneho obsahu
CK, podporovali GA sprostredkované pucanie hl'uz in vitro (HARTMAN
2011).

Prirodzene vyskytujice sa endogénne GA nemaju vyrazny vplyv na
regulaciu dormancie sami 0 sebe, ale skoér podporuji nasledny rast.
Zvysenie endogénnych GA moze byt skor dosledok ukoncenia dormancie
ako jej pricina.

Naopak exogénne dodavané GA mali vplyv na skratenie dormancie.
Jednotlivé odrody reaguju odliSne na oSetrenie GA, vdc¢Sinou v zavislosti na
hibke a trvani dormancie. Vplyv GA sa moze taktiez prejavovat

ovplyvitovanim redukujacich cukrov alebo podporou ué¢innosti CK.

3.6.4 Utinok kyseliny abscisovej

ABA patri medzi latky inhibujlice rast a vyvoj rastlin. V rastlinach sa
ABA najbeZnejSie vyskytuje vo forme S-(+)-izomer, Casto nazyvany cis
izomér alebo jednoducho ABA. Na rychle reakcie sa uplatiuje aktivna
forma cis-izomér, ale na pomalé reakcie sa moze uplatnovat aj malo aktivny

trans-izomér. Syntéza ABA prebiecha v dormantnych organoch, ale aj

38



v mladych listoch a korenoch a najviac v chloroplastoch (GASPAR et al.
1996).

ABA je teda c¢asto povazovana za inhibitor. Reguluje dormanciu
pupefiov a semien, inhibuje auxinom vyvolané okysl'ovanie bunkovej steny,
spomaluje bunkové predlzovanie. ABA ma klucovu ulohu pri uzatvarani
prieduchov (zniZenie transpiracie), kontroluje prijem vody a i6nov korenmi.
Spolu s dal§imi fytohorménmi, stimuluje opad listu a starnutie. ABA
indukuje syntézu zasobnych proteinov v rozvijajucich semenach. ABA spolu
S etylénom a JA poméha pri obrane proti hmyzu. Etylén a ABA su hlavné
faktory obrany rastlin vo¢i stresu. V meristémovych kultarach, externe
aplikovana ABA moé6ze ovplyvnit (pozitivne pri nizkych koncentraciach
a negativne pri Vvysokych koncentraciach) rast kalusu a organogenézu
(GASPAR et al. 1996, MACHACKOVA 1998).

Pdsobi antagonisticky na GA v mnohych systémoch. M6ze modifikovat
syntézu alebo aktivitu CK. V inom pripade mozZe sa zvyS$it oxidaciu [AA

(GASPAR et al. 1996).

Priamy prekurzor ABA je xantoxin, ktory vychadza z karotenoidov.
Fluridon (FLD) a norfurazon blokuju syntézu ABA, ale ich ¢innost nie je
Specifickd, pretoze poOsobia ako inhibitory biosyntézy karotenoidov

(GASPAR et al. 1996, MACHACKOVA 1998, GAMBLE a MULLET 1986).

ABA je jednym z hlavnych hormonalnych regulatorov dormancie. Je
potrebna pre zacatie a udrzovanie dormancie. Ukdzalo sa, ze obsah ABA v
pupennoch av parenchyme sa zvySil po nastupe vegetaéného pokoja.
Najvyssiu koncentraciu dosahovala pocas hlbokej dormancie a prudko klesla
na konci vegetaéného pokoja (SUTTLE 1995). Obsah ABA v hl'uzach bol

taktiez zniZzeny po umelom preruSeni dormancie (SUTTLE 2007).

Umelé zniZenie obsahu ABA pomocou inhibitoru ABA biosyntézy FLD,
malo za nasledok pred¢asné vystupenie z dormancie (SUTTLE 1995). Po 9
tyzdnoch rastu boli vytvorené hl'uzy pozbierané a zostali ne€inné po dobu
nasledujucich 15 az 20 tyzdnov (SUTTLE a HULTSTRAND 1994).
Dlhodobé pdsobenie FLD pocas dormancie malo za nasledok predCasné

pucanie uz po 3 az 6 tyzdioch kultivacie. Aplikovanie ABA na hluzy
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oSetrené FLD obnovilo endogénny obsah ABA a potlacilo pucanie hluz.
Okrem toho, pouzitie FLD na hlboko dormantné hluzy malo rovnako za
nasledok predc¢asné pucanie hluz. Tieto vysledky st v sulade s kl'u¢ovou
ulohou endogénneho obsahu ABA, ktora je vyzadovana pri navodeni a
udrziavani dormancie hlaz (SUTTLE a HULTSTRAND 1994).

Analyzy vykonané na molekuldrnej Grovni taktiez potvrdili vyznamnu
ulohu ABA v regulacii dormancie hl"az. Pomocou QTL mapovania génov sa
ur¢ili aspon dva lokusy, ktoré boli spojené s dormanciou a regulaciou

hladiny ABA (SIMKO et al. 1997).

Hladina expresie génov StNCED, ktoré sa podielaju na biosyntéze ABA,
korelovala s obsahom ABA v priebehu vegetaéného pokoja v meristémoch.
Ukoncéenie dormancie bud prirodzene pocas skladovania alebo umelo,
prostrednictvom chemického oSetrenia je sprevadzané zvySenou expresiou
génov StCYP707A, ktoré sa uplatnuju v katabolizme ABA (DESTEFANO-
BELTRAN et al. 2006 a,b). Tieto pozorovania naznaduji, Ze pokles obsahu
endogénnej ABA je predpokladom pre vystup z vegetacného pokoja.

Exogénne aplikovana ABA nema podstatny vplyv na dobu vegetacného
pokoja, ¢o mo6ze byt zapri¢inené rychlym metabolizmom ABA v tkanivach
hlaz (SUTTLE a HULTSTRAND 1994, DESTEFANO-BELTRAN et al.
2006b).

Trvalé zvysenie endogénneho obsahu ABA nemalo ziadny vplyv na
dizku trvania pokoja mikrohluz. Hoci pokles obsahu ABA charakterizuje
priebeh vegetatného pokoja v hluzach, zda sa, Ze nie je nevyhnutnym

predpokladom pre ukoncenie vegetatného pokoja (SUTTLE et al. 2012).

ABA zohrava zdsadna tlohu v inicidcii a udrzovani dormantného stavu
hIaz. Pri ukonceni dormancie a ndslednom pucani hl'iz je uz jej tloha mene;j
jasnd. Pre ukonCenie dormancie zrejme neexistuje Zziadna prahova
koncentracia ABA (SUTTLE 1995). Ukoncéenie dormancie je skor pdsobenie
viacerych faktorov. Ani trvalé zvySenie obsahu ABA nema vplyv na dobu

vegetacného pokoja (SUTTLE et al 2012).

40



3.6.5 Utinok etylénu

Etylén je jediny znamy plynny hormoén rastlin. Tento plyn podporuje
dozrievanie ovocia, starnutie a opad listu. Potlaca predlzovaci rast a :
zvySuje tvorbu obrannych latok. Posobi teda ako obranny faktor (GASPAR
et al. 1996, MACHACKOVA 1998).

Vplyv auxinov na rastliny méze byt ovplyviiovany zvySenou syntézou
etylénu. Auxiny zvyc€ajne stimuluju produkciu etylénu a CK zase inhibujt.
Pri vys$Sich koncentraciach etylénu sa mdéze menit orientacia mikrotubulov
a mikrofibril, ¢o vedie k zniZeniu bunkového predizenia a k zvyseniu

expanzie buniek (GASPAR et al. 1996).

Etylén ovplyviiuje rast kalusu a suspenznych kultar. Vplyva na
embryogenézu, zakorefiovanie a na predlzovanie stonky a koretia. Ué&inky
etylénu sa odlisuji od vyvojovej etapy rastliny. Pri nizkych koncentraciach
moze posobit’ stimulaéne ale niekedy tiez inhibi¢ne. Vys$Sie koncentracie

tohto plynu posobia presne opacne (GASPAR et al. 1996).

Biosyntéza etylénu vychddza z metioninu. Medziproduktom je S-
adenozylmetionin a ten pomocou ACC-syntazy sa premiena na etylénovy
prekurzor kyselinu 1-aminocyklopropan-I-karboxylova (ACC). ACC je Casto
limitujucim faktorom pre etylén. Niektoré chemikdlie moézu inhibovat
u¢inok etylénu tym, Ze brania tvorbe vizby etylénu s aktivnhym miestom.
Patria sem 2,5-norbornadien, i6ny striebra (tiosiran alebo AgNO3),
chelatory a vysoké koncentracie oxidu uhli¢itého (GASPAR et al. 1996,
MACHACKOVA 1998).

Etylén podporuje zaciatok dormancie. Avsak jeho tloha v tomto a
naslednych procesoch nie je iplne objasnena. Uginky exogénne dodavaného
etylénu su zavislé od kultivaru a trvani liecby. RYLSKY et al. (1974)
preukazali, e 72-hodinové oSetrenie etylénom spdsobilo skratenie dizky

dormancie, ale kontinualna expozicia potlacovala rast pupenov.

Znizenie koncentracie etylénu pocas skladovania zvysilo trvanie

dormancie a znizilo celkovy pocet pupenov po 35 dnoch (WILLS et al.
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2004). Produkcia etylénu v neporuSenych dormantych hl'uzidch bola velmi

nizka, ale stupla s rastom a pucanim pupenov (OKAZAWA 1974).

Transgénne rastliny obsahujice ETR1 gén pre produkciu etylénu,
preukazovali velké zmeny fenotypu. Skladovanie pri teplote 20° C
nesposobilo ziadnu zmenu Vv trvani dormancie. Transgenné hl'uzy skladované
pri teplote 4° C boli nec¢inné pocas 2 rokov (HAINES et al. 2003). Nie je
jasné, ¢i to naznaCuje zmenu v trvani vegetacného pokoja, alebo to odraza

prehnanu citlivost’ vo¢i nizkym teplotam.

Produkcia etylénu bola najvyssia pocCas pociatocnej fazy dormancie
a potom prudko klesala (SUTTLE 1998). Pociato¢né prechodné zvySenie
produkcie etylénu moéze byt odpoved’ou na namahanie a poskodenie tkaniva,
ktoré sprevadzaji zber (SUTTLE 2007). Pouzitie dusi¢nanu strieborného
(AgNQO3) alebo 2,5-norbornadien, ktoré inhibuji ucéinky etylénu, viedlo k
predéasnému pucaniu hliz. Pouzitie exogénne dodaného etylénu na takéto
hl'uzy, inhibovalo pred¢asné pucanie (SUTTLE 1998). Je zaujimavé, Ze doba

citlivosti na etylén bola pozorovana iba pocas pociato¢nej fazy dormancie.

Bolo preukdzané, ze endogénny etylén hrda zdsadnt ulohu v indukecii
dormancie hluz a priamo vyvolava endodormanciu mikrohlaz (SUTTLE
1998). Jeho dalsi uc¢inok je formou $tudii.

Exogénne aplikovany etylén v uréitej miere, mdze ovplyviiovat dizku
dormancie. Jeho uc¢inok bude zrejme tiez zavisly od kultivaru, kultivaénych

podmienok a dizky expozicie.

Etylén spolu s ABA spoluacinkuji v udrziavani dormancie. Ich
vzajomné interakcie su znadme vo viacerych fyziologickych procesoch (DE
BRUXELLES a ROBERTS 2001).

3.6.6 Vplyv ostatnych rastovych regulatorov

Brassinosteroidy (BS) su aktivne regulatory rastu rastlin. Ich nazov je
odvedeny od repky (Brassica napus). Uloha BS v dormancii hluz je malo
Studovana. KORABLEVA et al. (2002) aplikovali na hluzy v hlbokej
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dormancii  2,4-epibrasinolid. OS$etrené hluzy vykazovali predizenie
dormancie a oneskorenie pucania hl'iz viac ako jeden mesiac. Toto taktiez
viedlo k zvySenej tvorbe etylénu a akumulacie volnej a viazanej ABA
v pupeiioch. U¢inok BS bol sprevadzany znizenim velkosti buniek v
jednotlivych meristémoch. Taktiez dochadzalo k zvySeniu poctu vakuol

a znizeniu ich objemu (KORABLEVA et al. 2002).

Kyselina jasmonova a jej derivaty, ako uz bolo popisané, su zlucCeniny
podporujuce zakladanie hlaz. Obsah jasmonatov Vv rastlinach Tulka
zemiakového sa meni pocas doby rastu. Prekvapivo najvyssie hodnoty sa
vyskytuju v hf'uzach s nastupom hlbokého spanku (ABDALA et al. 2000).

Podrobnu analyzu JA a jej derivatov vykonali SUTTLE et al. (2011). V
dormantnych hluzach obsah JA zostaval nizky. Zvysil sa s nastupom rastu
pupeniov a potom opidt poklesol. Obsah kyseliny tuberéonovej pocas
vegetacného pokoja bol oproti JA vysoky a zostal zvySeny pocas celej doby
vegetacného pokoja. Obsah jasmonyl-isoleucinu bol velmi variabilny

a Vv jednotlivych rokoch sa vel'mi lisil.

JA potlacovala alebo stimulovala pucanie hliz v zavislosti na pouzitej
koncentracii. Aplikdcia JA na dormantné hluzy spdsobovala vyrazne
Strukturdlne zmeny buniek v apikalom meristéme pupenov a potom aj pocas
ich nasledného rastu (PLATONOVA et al. 2010).

Za ucelom nartSania dormancie st ¢asto pouzivané aj chemické latky.
Pouzitie sulfidu uhli¢itého (CS;) ucinne skracovalo dormanciu, ale jeho
ucinnost’ bola zavisla od kultivaru. PouzZitim CS; na mikrohl'uzy vznikali
kratke, silné a vitalne pupene s vysokym obsahom suSiny. V porovnani
S GA, kedy vznikaju dlhé a tenké pupene nachylné k poSkodeniu sa CS; javi
ako lepSia alternativa (SALIMI et al. 2010). Chemické latky poskodzuju
hluzy a tym skracuju dormanciu. Chemické pripravky Rindit a CS, boli
uc¢inne pouzité k preruSeniu dormantného obdobia hI'iz. Hlavnou nevyhodou
tychto dvoch zlucenin je ich toxicita pre cloveka (CLAASSENS a
VREUGDENHIL 2000). Obzvlast vysoka toxicita a karcinogenita
komponentov pripravku Rindit robi z tejto zmesi neprijatel'ny pripravok pre

bezné pouzitie (KIM et al. 1999, COLEMAN a COLEMAN 2000)
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3.7 Interakcie fytohormoénov

Ako bolo popisané vysSie existuje uzke poOsobenie medzi GA a CK
v oblasti regulacie dormancie. Skratenie dormancie bolo ovela rychlejsie ak
boli dormantné hluzy oSetrené zmesou GAj3 a BA, ako ked boli pouzité
samostatne (ALEXOPOULOS et al. 2007). Tento vplyv bol taktiez
potvrdeny na hluzach transgénnych rastlin zemiaku, ktoré maju vyrazne
znizeny obsah endogénnych CK. Tieto hf'uzy nemohli reagovat na oSetrenie
GA. Tento blok uc¢inku GA bol odstrdneny aplikovanim BA, ktory patri
medzi CK (HARTMANN et al. 2011).

ABA a etylén zohravaju ulohu v indukcii dormancie, ale len ABA je
nevyhnutna pocas jej priebehu. Pocas vystupovania hl'iz z dormancie obsah
etylénu bol znizeny a sucasne prvky suvisiace s aktivaciou IAA sa zvysili

(HARTMANN et al. 2011).

U¢inok fytohormoénov je taktiez zrejme v interakcii s vonkajsimi
podmienkami alebo podmienkami skladovania. COLEMAN a COLEMAN
(2000) sledovali ucinok svetla, konkrétne 8-hodinovej fotoperiody a
indukéného média s BA na dizku dormancie. Obe tieto komponenty boli

ucinnejsie pri spoloénom pouziti ako ich samostatné pouzitie.

Regulacia dormancie a prerusenie dormancie hl'iz je proces, v ktorom sa
uplatiiuje cely komplex fytohorménov, z ktorych kazdy plni svoju
Specificku funkciu. Interakcia medzi réznymi skupinami fytohormoénov je
koordinovana v c¢ase. Jednotlivé mechanizmy, koordinujuce obsah,

zapojenie a interakcie medzi fytohormonmi st stale predmetom vyskumu.

Regulacia dormancie hl'iz I'ul’ka zemiakového je v zdujme spoloCnosti.
Vytvorenie hluz s velmi dlhou dormanciou, alebo naopak kratkou
dormanciou az hluz bez dormancie je v zaujme priemyslu. Pouzivanie
rastlinnych horménov je zdraviu viac prospesné ako pouzivanie rdznych
chemickych latok. Hl'uzy, ktoré su v dormantnom stave st odolnejSie proti
chorobam a nestracajui na nutriénej hodnote, ¢o je vyhodné pre obchod

a priemysel, ale aj pre mensich pestovatelov.
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Zapojenie fytohormoénov
pocas dormancie hlnuz

P obsah CK GA
Cithvost na CK

Hlboka Plytka Rast
dormancia dormancia pupetiov

Obrazok 4 Schematické znazornenie hormonalnej regulacie v priebehu

dormancie (upravené podl'a SUTTLE 2007).

Ako je naznacené na obr. ¢. 5 etylén a ABA st uplatiiované v indukcii
dormancie a ABA aj v naslednom udrZovani dormantného stavu. Obsah
ABA v priebehu dormancie klesa. V priebehu dormancie sa zvySuje citlivost
na CK. Dochadza k aktivite CK a zvysSeniu ich obsahu. S prvym viditelnym

rastom pupeiiov sa zvysSuje aj obsah GA a IAA.
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4 MATERIAL A METODY

4.1 Rastlinny material a kultivacia

Na experiment vedeny Vv in vitro podmienkach sa pouzili rastliny l'ul'ka
zemiakového (Solanum tuberosum L.) odrody Karin, ktora patri medzi skoré

odrody a vyznacuje sa aj kratSou dobou vegetacného pokoja.

Rastliny l'ulka zemiakového boli udrzované v kultivacnych nddobach
typu Magenta GA-7. Na kultivdciu sme pouzili MS médium (Murashige
a Skoog 1962) s pridanim sachar6zy a agaru. Vysterilizované média
v magentach boli uskladnené v chladnicke pre d’alSie pouZzitie. PasdZovanie
rastlin na udrzanie a rozmnoZenie kultury sa uskuto¢novalo dekapitaciou

apexu a jeho prenesenim do nového média. Rastliny boli udrziavané pri 24 h

fotoperiode a teplote cca 22° C.

Obrazok 5 Kultivacia rastlin 'ulka zemiakového v in vitro (A-rastliny 10

dni po subkultivacii, B-rastliny pred subkultivaciou a zalozenim pokusu)

Na produkciu hldz sme pouzili jednonodalne segmenty rastlin.
K podpore tvorby hl'tiz bola pouzitd modifikacia MS média so znizenym
obsahom dusiku a s pridavkom BA (10mg/l) a sacharézy (80 g/1). Standardny

obsah dusiku 43 pM bol znizeny na 20 uM. Po preneseni na indukéné médium
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boli rastliny na 3dni ponechané v termostate pri 18° C a v absolutnej tme.
Nasledne boli prenesené pod 8h dizku umelého osvetlenia pri teplote 22-23°
C. Vytvorené mikrohl'uzy boli pozbierané a uskladnené v chladnicke pri 5°

C a pouzité v jednotlivych experimentoch. Doba od vytvorenia hluz, cez

skladovanie a zacatie experimentu bola cca 7 tyzdnov.

Obrazok 7 Mikrohl'uzy I'ul’ka zemiakového ziskané po zbere z in vitro
kultary
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4.2 Pokusné varianty

Pre jednotlivé experimenty bolo vytvorenych celkom 5 pokusnych
variant. Boli pripravené roztoky s obsahom jednotlivych latok a velké
mnozstvo mikrohliz. Pouzité mikrohl'uzy boli jemne namocené v tychto
roztokoch. Jeden z variantov bol kontrolny, ¢ize neobsahoval ziadnu d’alsiu
pridanu latku, iba vodu. Dal§i variant obsahoval FLD s koncentraciou
10 uM, ktory podsobi ako inhibitor tvorby karotenoidov a Vv konecnom
dosledku brani biosyntéze ABA. DalSou pouzitou latkou bol dusi¢nan
strieborny (AgNO3) s koncentraciou 10 pM. AgNOj; sa viaze na vizbové
miesta etylénu a tak potlaca jeho fyziologicky prejav. Poslednd pouzita
latka bola ABA s koncentraciou 5 pM, ktord sa podiela na regulécii

dormancie. Jednotlivé varianty boli zalozené s piatimi opakovaniami.

Jednotlivé varianty boli zalozené viackrat pre jednotlivé pokusy.
V prvom experimente sa sledoval obsah ACC ako prekurzor etylénu,
produkcia O, CO, atvorba etanu. V d'alSom experimente bol sledovany
obsah CK v hl'uzach v priebehu dormancie, taktiez bol stanovovany ich
obsah pred =zacatim experimentu vo variante s oznacenim Zk. Treti
experiment zahriioval obsah ABA v priebehu dormancie a k tomuto pokusu
bol pridany variant s obsahom BA (5 uM) a variant (Zb), ktory obsahoval
Cerstvo pozbierané hluzy a sluzil iba k orientaénému porovnaniu obsahu

ABA v Cerstvo pozbieranych hl'uzach.

4.3 Stanovenie ACC, CO,, O,, etanu a etylénu

Navazka vzoriek z jednotlivych variant sa pohybovala od 0.3-0,5g.
Meranie produkcie ACC sa uskutoc¢nilo v 1. a8. dni od =zacatia
prebiehajuceho experimentu. V 1. dni boli hodnoty vSetkych variant
rovnaké. Produkcia CO,, Oy, etanu a etylénu bola merand v 1., 2., 3., 5. a 8.

dni.
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Vzorky pouzivané na stanovenie ACC boli analyzované metdédou
plynovej chromatografie s detektorom ionizujicho plamena (FID), (vyrobca
FISSONS INSTRUMENT, 50 m kapildrna koléna Al,03; "S"™ 15 um, ID
0,53 mm). Teplota nastreku bola 230° C, kolony 40° C a teplota detektora
200° C (FISEROVA et al. 2001).

Produkciu etanu a etylénu sme stanovovali v 1 ml sledovanej atmosféry,
ktora bola odobrana strickackou, na plynovom chromatografe firmy
FISSONS INSTRUMENT, s kapilarnou 24 m dlhou koléonou HP-
PLOT/AI,03. Detektor dosahoval teplotu 200 °C, nastrek 230° C a teplota
kolony bola 40° C (FISEROVA a HRADILIK 1994).

Na stanovenie koncentracie CO; sme pouzili plynovy chromatograf
CHROM 5, s katharometrom a 1,5 m dlhou napliovou kolénou plnenou
PORAPAK-om Q (PROKES et al. 2006). Po odbere plynu, ktory bol uréeny
na analyzu plynovym chromatografom, bol kyslikovym detektorom
digitdlneho oxymetru GMH 3691 firmy Dreisinger stanoveny percentualny

obsah O, v kultivaénej nadobe.

Statistické hodnotenie bolo realizované po prepoéte na Standard etylénu,
ACC,CO; a0y v 1 ml ovzdusia, z ktorého bol nastrek odobrany. To
zodpovedalo koncentracii v skiimavke. Na produkciu plynu rastlinného
pletiva sa kvoli stanoveniu musela koncentracia plynu prepocitat podla
hmotnosti vzorku. Stredné chyby a priemery boli spracované graficky. Pri

stanoveni ACC vznikali ve'mi malé stredné chyby a preto nie su uvadzané.

4.3.1 Postup pri stanoveni ACC

1. Pripravili sa jednotlivé varianty. Navazka sa pohybovala od 0.3-0,5g
skimanych hlaz. Jednotlivé varianty sa zamrazili a skladovali pri

teplote cca -18° C.

2. Zhomogenizoval sa material v 70% etanole a cez noc sa ponechal

V mraznicke.
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9.

Nasledovala centrifugacia pri 8000 g, ktora trvala 10 min, dalej

rehomogenizacia a znovu centrifugacia.

. Spojili sa supernatanty a odparili pri 40° C na vodnu fazu (do cca

1 ml).

. Prebehla sonikacia ultrazvukom a vzorky sa previedli do

mikroskumaviek ,,ependorf*

Vzorky sa preniesli do 10 ml tuby s vhodnym tesnenim.

. Pridalo sa 5 uM HgCl, a vzorky sa ponechali v 'ade. Konverzia ACC

k etylénu sa vykonava =za pouzitia metdody, ktoru popisali
CONCEPCION et al. (1979). V tomto kroku, ACC bola oxidovana v
pritomnosti HgCl, k etylénu s pouzitim chléornanu sodného podla
rovnice. Uéinnost tejto oxidacie je zvy&ajne vyssia ako 80 %.

Do tuby sa injekciou pridalo 250 pl vychladeného 5% NaOCI:
saturovaného v NaOH (2: 1).

Komplex sa zvortexoval a ulozil do 'adu na cca 10 min.

10.Nasledovalo premiesanie a odber 1 ml na plynnt chromatografiu.

4.4 Stanovenie CK

Na stanovenie endogénnych hladin CK boli odobrané vzdy dva vzorky

z kazdého variantu a z kazdého vzorku sa stanovovali dve opakovania.

Vzorky jednotlivych variant boli odobrané na zaciatku experimentu pre

stanovenie pociato¢ného obsahu endogénnych CK, ktoré bolo pre vSetky

varianty spolo¢né a po 14. a21. dni vplyvu jednotlivych regulatorov.

Stanovenie CK zhfna viacero faz ako extrakcia, purifikacia, stanovenie

pomocou HPLC a ELISA.
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441 Extrakcia CK

Po homogenizacii lyofilizovaného rastlinného materidlu sa pomocou
Bieleskiho fixaze odstrania lipidy a lipofilné farbiva centrifugaciou
homogenatu pri 2000 g (BIELESKI 1964). Tym sa dosiahne oddelenie

supernatantu obsahujuceho CK od chloroformu.

4.4.2 Purifikacia CK

Po odpareni metanolu do vodného zvySku nasleduje Stiepenie ribotidov
CK kyselou fosfatazou v 0,04 M acetdtamonnom pufri s pH 6,5.
Iontomenic¢ova chromatografia za pouzitia P-celuléozy pri pH 3,00 oddeli

cytokininovy extrakt CK od latok s negativnym nabojom.

CK a ich ribozidy s parcialnym kladnym nabojom sa zachytia na P-
celuléze a potom su z kolony P-celuldézy eluované 0,2 M amoniakom. Po
uprave pH na 6,5 pokracuje purifikacia ako chromatografia na reverznej
faze, na DEAE-celuldze spojenim s C18 kolonkou (Sep-Pak). CK sa v tomto
kroku ¢istenia zachytia na C18 sorbente. Po elucii precistenej CK frakcie
metanolom sa vykonava skoncentrovanie vzoriek odparenim metanolu.

Potom st vzorky rozpustené a pred nastrekom na HPLC filtrované.

443 HPLC separacia

HPLC separacia bola prevedena na pristroji firmy Ecom. Separacia CK
baz a ich ribozidov, prebieha na kolone Nucloeosil 5 s C18 sorbentom s 250
X 4,6 pm I. D. s velkostou pdérov 5 pm a prietokom mobilnej faze

1000 pl/min. so zloZenim mobilnej fazy A: metanol, B: 0,05% TFA.

Gradient mobilnej fazy zahtna 0-3 min 15% A, 3-11 min 40% A, 11-16
min 60% A. UV signal je detekovany pri 260 nm a jednotlivé frakcie po
sebe nasledujucich CK sa zbieraju podla prisluSnych retencnych casov.

Frakcie sa odparuji do sucha a pre ELISA kvantifik4dciu sa rozpusta v TBS

pufri (900 pl).
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4.4.4 ELISA stanovenie

Na stanovenie CK sa pouzivaju polyklonélne protilatky voci jednotlivym
frakciam cytokininov (STRNAD 1996). Do jamiek mikrotitracnej dosticky
sa napipetuje protilatka v roztoku uhli¢itanového pufru (pH 9,6) a necha sa
inkubovat' cez noc. Po premyti dosSticky destilovanou vodou sa steny
potiahnu roztokom BSA v TBS pufri a nasleduje hodinova inkubdcia pri
laboratornej teplote a po premyti destilovanou vodou sa do jamiek
napipetuje TBS pufor, Standardy a vzorky, d’alej do vSetkych jamiek s
vynimkou blanku konjugat alkalickej fosfatdzy a stanovovaného CKR v
BSA. Na zaver sa napipetuje substrat para-paranitrofenylfosfat rozpusteny v
uhli¢itanovom pufri: 1 mg/ml. Po hodinovej inkubacii sa farebna reakcia
zastavi 5SM KOH.

ELISA sa vyhodnocuje fotometricky pri vinovej dizke 405 nm: obsah
CK je nepriamo umerny absorbancii nameranej v roztokoch jednotlivych
jamiek mikrotitra¢nej doSticky v porovnani s radom Standardov, minimdalne
a maximalne vdzbou protilatky. Prislusné absorbancie vzoriek sa odpocitaji

z kalibra¢nej krivky.

4.5 Stanovenie obsahu ABA v hl’uzach

Vzorky na stanovenie ABA z rastlinného materidlu RIA metddou sa
extrahuji do vody. Navazka rastlinného materialu sa pohybovala medzi 0,2-
0,3g cerstvej hmotnosti. Vzorky z réznych variant boli odobrané v dvoch

opakovaniach a kazda vzorka bola taktiez merana v dvoch opakovaniach.

Po zvazeni boli vzorky umiestnené do mraznicky. Po 14 dioch boli
homogenizované v trecej miske pomocou morského piesku a vody. Pomer
cerstvej hmotnosti vzorky a destilovanej vody bol 1:10 (na 0,2 g vzorky 2
ml vody). Homogenizované vzorky boli opdt umiestnené do mraziaceho
boxu. Homogenizované vzorky sa dali 2-3x rozmrazit, kvoli vymrazeniu

chlorofylu a r6znych farbiv.
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Po d’alsich 14 dnoch bola vykonand extrakcia ABA do vody vytrepanim
vzoriek na trepacke. Vytrepavanie prebiehalo v tme pri teplote okolo 5° C
po dobu cca 12 hodin. Vzniknuty extrakt bol centrifugovany pri 2000 g po
dobu 5 mintGt. Tym sa dosiahlo oddelenie supernatantu obsahujuceho ABA
od morského piesku, vysokomolekularnych frakcii a buneénych fragmentov.

Obsah ABA bol potom stanoveny pomocou metody RIA.

4.5.1 Princip radioimunoanalytického stanovenia ABA

Radioimunoanalytické stanovenie (RIA) ABA je vysoko citliva
kvantitativne imunochemicka metoda (detekény limit v pg), vyuzivajuca
schopnosti rozpoznania molekuly ABA monoklonalnou protilatkou MAC
252 (Quarrie et al. 1988) s vel'mi vysokou $pecifitou. Principom metody je
kompetitivna reakcia medzi nativhou molekulou ABA (haptén) a
radioaktivne znacenej *H-ABA (radioligand) o vizbové miesto protilatky
MAC 252. Pri konStantnom mnozZstve tejto protilatky potom dochadza k
vytesiiovaniu znafenej °H-ABA z vizby nativnou molekulou ABA.
Vysledkom tejto reakcie je vznik dvoch komplexov haptén-protilatka a
radioligand-protilatka. VoI'né haptény a radioligandy sa vyzrazaju v sirane
amoénnom a po naslednej centrifugacii zostant v supernatante, ktory je
odstraneny ako radioaktivny odpad . 3H-aktivita sedimentu je potom merana
technikou kvapalnej scintilacie na oscilatnom spektrofotometri PACKARD
2900 TR. Vysledky su prepocitané na obsah ABA v analyte v "pg" pomocou
programu Securia PACKARD. Kalibra¢na krivka je zostrojena za pouzitia
Standardnej ABA (+/- cis, trans-ABA, Sigma).

45.2 Postup RIA

Zakladné komponenty RIA su $pecifické monoklonalne protilatky MAC
252, zna&eny radioligand *H-ABA, nativna ABA v analyzovanych vzorkach

a Standardy znamej koncentracie ABA pre zostavenie kalibra¢nej krivky.
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1. Priprava Standardov a vzoriek, pripravuje sa B0 (minimalna

vidzba), BM (maximalna vdzba), Standardy a vzorky,
2. pridat 100 pl *H-ABA,
3. pridat 200 pl protilatky MAC 252,
4. pridat 200 pl 50% PBS,
5. inkubacia 45 mintat v chladni¢ke pri teplote 4° C,
6. pridat 500 pl 100% (NH4)2SOy,
7. inkubacia 30 mintt pri laboratérnej teplote,
8. centrifugovat cca 10 minat pri 15000 ga4°C,
9. odstranit’ supernatant odsavackou,
10.pridat’ 1 ml 50% (NH4),SOyq,
11.vortexovat tzn. roztrepat’ zrazeninu,
12.centrifagovat cca 8 minat pri 11 000 ot/min a 4° C,
13.0dstranit’ supernatant odsavackou,
14.pridat’ 100 pl destilovanej H,O
15.vortexovat
16.pridat’ 1 ml dioxanového scintilatoru,

17.pevne uzavriet, odstrihnat "usko" eppendorfky vlozit do
meracich ampul, meranie na Packard TRI-CARB 2900TR.
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kfé“k symbol | g, BM s1 $2 $3 S4 S5 11;»;;;;;5
ependorfky. -
redest. HoO | SO pl | SOl | 25 pl | | 0pl | 10wpl |
" B 25 ul S0pl (100 pl | 20 ul 40 pl
1 Sapdardy | s | s < o C C: c, |
veorky |——|-—"+-]—"7-""--]—7-|—-|——| - 50 pl
2 SH-ABA 100 pl | 100 pl | 100 pl | 100 pl | 100 pl | 100 pl | 100 pl | 100 pl
protilatkka |
3 MAC 100 pl | 100 pl | 100 pl | 100 pl | 100 pl | 100 pl | 100 ul
1 50% PBS | 300 pl | 200 pl | 200 ul | 200 ul | 150 pl | 200 pl | 200 pl | 200 pl
6 (}111%125:'5“04 500 i | 500 p1 | 500 w1 | 500 w1 | 500 wi | 500 wi | 500 i | 500 w1
e
10 (}Hh:;l[]jl;‘ISO4 1 ml 1 ml 1 ml 1 ml 1 ml 1 ml 1 ml 1 ml
14 | dest HoO | 100 pl | 100 pl | 100 pl | 100 pl | 100 pl | 100 pl | 100 pl | 100 ul
16 digx. 1 ml lml | 1ml 1 mi 1 mi 1 mi 1ml | 1mil
scintilator

Obrazok 8 Pipetovacia tabulka na postup RIA analyzy zahfia jednotlivé

davky roztokov, vzoriek a Standardov.

4.6 Statistické spracovanie dat

Vysledky jednotlivych parametroch su vzdy aritmetickym priemerom ()
vSetkych hodndét zo vSetkych hodnotenych materidlov aich opakovani.
Ziskané data boli spracované pomocou programu Microsoft Office Excel
2010 a vyhodnotené do grafov. U kazdého vysledku bola néasledne urcena
stredna chyba vo forme chybovych usediek. Testovanie preukazatelnosti
rozdielov medzi variantmi bolo prevedené jednofaktorovou analyzou

varidcie (ANOVA).

4.7 Fotodokumentacia

Na zhotovenie fotiek sme pouzivali digitalny Olympus FE 4030.

Niektoré snimky boli zhotovené pomocou rezimu makro.
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5 VYSLEDKY

5.1 Dizka dormancie u jednotlivych variant

Hluzy l'ulka zemiakového boli oSetrené pomocou jednotlivych latok
(FLD, AgNO3, BA a ABA) a sledované po dobu 21 dni. DiZka dormancie
bola sledovana v zavislosti od pouzitej latky a jej vplyvu na priebeh
dormancie. Ako je naznacené v grafe ¢. 1., hl'uzy oSetrené FLD, AgNOs3
a BA mali znacne skrdtenti dormanciu a vyznacovali sa skor$im pucanim
hlaiz. Uz pocas prvych dni sa zacal objavovat’ rast prvych pupenov. Rozdiel
medzi tymito tromi latkami nie je Statisticky vyznamny, ale oproti kontrole
a variantom ABA je ich ucinok preukéazatelny. NajvysSieho rozdielu
dosahovali v prvych dnoch sledovania, ale ich vplyv bol vyznamny aj pocas
d’alSich dni. Variant s BA a FLD dosahovali najvy$Sich hodnd6t po 21 diioch
ato 75-80 % puciacich hliz. FLD, AgNO; a BA sa preukdzali ako

regulatory dormancie a ako latky stimulujuce pucanie hl'az .

90 -

80 -

70 -
;\3 60 - =FLD
E 50 - B AgNO3
=
)§ 40 - m ABA
=9 m BAP
8 30 -
= .Hzo
)
% 20 -
=10 -

0 .

0 7 14 21
c¢as kultivacie (dni)

Graf 1 Regulacia dormancie vplyvom jednotlivych latok v zavislosti na ¢ase
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Zvysena koncentracia ABA spdsobovala mierne prediZzenie dormancie
oproti kontrole s H,O. Po 21 dnoch dosahuje len nieco pod 30 %
napucanych hl'az. ABA mala vplyv aj na pomaly rast pupeiiov. Kontrolny
variant s vodou sa s percentom napuéanych hluz udrzoval vzdy medzi
latkami stimulujucich pucanie (FLD, AgNOj3; a BA) a latkou inhibujicou
pucanie ABA.

Obrazok 9 Vybrané petriho misky s pucéiacimi hl'uzami jednotlivych variant

po 21 dnoch (A- hl'uzy oSetrené pomocou ABA; B- hl'uzy oSetrené pomocou

AgNOs3; C- hl'uzy oSetrené pomocou FLD; D- hl'uzy oSetrené pomocou BA).
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5.2 Vplyv jednotlivych variant na obsah endogénnych CK

Obsah jednotlivych endogénnych CK koreluje s pucanim hlaz ,Co je
demonstrované na grafe ¢.1. Koncentracia CK je vyjadrena v nanogramoch
na gram cerstve] hmotnosti (ng/g ¢.hm). Obsah endogénnych CK bol
stanovovany aj pred zadatim experimentu, ¢o zndzoriuje variant

s oznacéenim ZKk.

DHZ

7 -

6 4
.5 = ABA
E 4 - mFLD
3 3 - B AgNO3
e , = H,0

m Zk
1 4
0 .
0 21
¢as kultivacie (dni)

Graf 2 Obsah endogénneho DHZ v priebehu pucania hl'uz

Obsah DHZ sa pred viditenym puc¢anim hl'iz pohybuje okolo hodnoty
1,5 ng/g. V priebehu pucania dochadza len k miernym narastom DHZ
v zavislosti na variante, ¢o je zobrazené Vv grafe ¢. 2. FLD a AgNOj;
dosahuju preukazatel'né zvySenie az po 21 dnoch oproti kontrolnej variante.

Obsah DHZ sa mierne navysi pri vidite'nom puc€ani hl'diz u vSetkych variant.
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Graf 3 Obsah endogénneho DHZR v priebehu pucania hl'az

V grafe ¢. 3 je vidiet, ze obsah DHZR je zhruba 10x niz$i ako DHZ a je
V podstate rovnaky na =zacCiatku a konci experimentu. ZvySenie alebo
znizenie obsahu DHZR v jednotlivych variantoch nie je Statisticky
preukazatelné. Statisticky vyznamnej$ie zvySenie dosahuje AgNOj v 14.
dni, ale neskdr obsah DHZR klesa. Obsah DHZR je na zaciatku a konci

sledovania priebehu dormancie takmer zhodny.

Koncentracia BA v puciacich hluzach sa v naSom experimente
preukdzatelne zvySila pocCas rastu pupeniov (graf ¢. 4). FLD a AgNO3 po 21
ditoch dosahuju obsah priblizne 8 ng/g ¢. hm. NajvysSie hodnoty BA
v tychto variantoch korelujui aj s najvys$sim percentom puciacich hluz (graf
¢. 1). ABA a kontrolny variant maju po 14 dnoch preukazatelne niZSiu
uroven BA (cca 1,5ng/g ¢. hm.). V kontrolnej variante sa jeho obsah
zvysuje, ale u variantu s ABA zostava jeho obsah niz$i aj napriek prvému

vidite'nému pucaniu hlz.
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Graf 4 Obsah endogénneho BA v priebehu pucania hl'uz

Endogénny iP (graf ¢. 5) je preukazatelne zvySeny vo variante
s FLD, AgNO3 akontrolnom. V tychto variantoch sa v priebehu dni aj
nad’alej zvySuje. V 21. dni je =zvySenie v kontrolnom variante
nepreukéazatelné. Celkovo sa obsah iP pohybuje na nizSich hodnotéch.

Maximum je cca 2,5 ng/g ¢. hm. vo variante FLD a AgNOs;.

Ip
4 -
3,5 -
3 |
g 25 = ABA
= ’2 mFLD
pP) -1
2 ®AgNO;
[@)] -
£ mH,0
L m Zk
0,5 -
0 .
0 21
¢as kultivacie (dni)

Graf 5 Obsah endogénneho IP v priebehu pucania hlaz
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Graf 6 Obsah endogénneho Z v priebehu pucania hlaz

Najvyssie hodnoty v obsahu endogénnych CK dosahuje zeatin (graf ¢.
6). Varianty s FLD a AgNO3 dosahuji preukazatelne vyssich hodndt oproti
kontrole po 14 ditoch. V 21. dni sa jeho koncentracia uz vyrazne nemeni ani
so zvySujucim sa poctom puciacich hluz (graf ¢. 1). VSetky varianty maju
zvys$enu uroven Z uz pred samotnym zacatim pucania (cca 3,2 ng/g ¢. hm.).
V priebehu pucéania hliz sa obsah v kontrole a vo variante ABA vyrazne

nemeni, ale zostava na zvySenych hodnotach oproti ostatnym CK.

5.3 Obsah ACC, CO,, O,, etylénu a etanu v priebehu pucania hl'iz

Obsah ACC (graf ¢. 7) dosahoval najvysSich hodn6t na zaciatku
experimentu, kratko pred viditenym pucanim hldz. Po 8 dnoch Statisticky
preukazatel'né najvyssie hodnoty dosahoval variant s FLD. Obsah ACC sa
pohybuje v malych hodnotach pre vSetky stanovované varianty. Oproti

kontrole dosahuju vSetky varianty preukazatel'né zvysenie obsahu ACC.
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Graf 7 Obsah ACC v priebehu pucania hl'iz
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Graf 8 Produkcia etylénu priebehu pucania hl'iz

Pri stanovovani
Statisticky preukazatel'né (graf ¢. 8). Produkcia etylénu stipa vo variante
s FLD a AgNOg3; ale toto zvySenie nie je preukizatelné. Kontrolny variant
prebieha kontinudlne a produkcia etylénu ani nestupa ani neklesd. Etylén

klesa po 2. dni vo variante s ABA, ato az do ukoncenia experimentu.

produkcie etylénu vznikali

ktoré neboli

Variant s AGQNOg3 v 8. dni merania prudko klesol na nizke hodnoty.
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Graf 9 Produkcia CO; priebehu pucania hl'uz
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Graf 10 Produkcia O; priebehu pucania hl'uz

Produkcia CO; (graf ¢. 9) je preukazatelne zvysena v kontrolnom

variante a vo variante s ABA. Od 3. dia sa postupne zvySuje aj v ostatnych

sledovanych variantoch. Obsah O, (graf ¢.10) je preukazatelne zniZzeny vo

variante s ABA, kde kontinualne klesa az do 5. diia. Obsah u ostatnych troch

variant je porovnatelny. Pokles v obsahu O, nastava u vSetkych variant

pocas 5. dna, ale nasledne zase stupa.
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Graf 11 Produkcia etanu priebehu pucania hl'uz

Produkcia etanu sa pohybuje v malych hodnotiach. Vo vsetkych
variantoch je porovnatel'na. Variant s FLD a AgNO3; sa vyznacuje miernym
zvySenim produkcie, ale toto zvySenie nie je preukazatelné. U kontrolného
variantu a variantu s ABA dochadza k miernemu nepreukazatelnému

poklesu produkcie.

5.4 Obsah ABA v jednotlivych variantoch pocas pucania hl’az

v

v v

hodndt po 7 dioch. Variant s ABA dosahoval najvyssich hodnét v 7. aj v 14,
dni oproti variantom, ktoré boli vystavené indukénym podmienkam pre rast
pupeiiov. Variant s oznacenim zb, ktory obsahoval Cerstvo pozbierané hl'uzy
a bol v hlbokej dormancii dosahuje najvys$Sie Statisticky preukazatel'né
hodnoty. Tento variant bol analyzovany pre zistenie obsahu ABA Vv Cerstvo

zozbieranych hl'uzéch.
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Graf 12 Obsah ABA v priebehu pucania hl'uz

Obsah ABA sa znizoval aj v kontrolnom variante s vodou, ¢o sice
korelovalo s vyskytom puciacich hluz, ale nie tak vyrazne ako

u stimulacnych variantov.
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6 DISKUSIA

Vyznamnym problémom produkcie sadbovych zemiakov
z mikropropaga¢nych biotechnoldgii je ich vyrovnanost a homogenita
pudania pupenov. To stvisi s procesom dormancie, jej dizkou a naslednym
pucanim pupeiiov. Dormancia rastlin slizi na prekonanie nepriaznivych
podmienok prostredia. Pri dormancii hl'iz ide o potladenie akéhokolvek

rastu aj pri priaznivych podmienkach pre rast (SONNEWALD 2001).

Skratenie dormancie je vyuzivané v §lachtitel'stve, pri rychlej produkcii
sadbového materialu, pri réznych vyskumoch alebo pre dosiahnutie dvojitej
urody pocas roka v priaznivych podmienkach. Dlh§ia dormancia hluz
umoziuje dlhSie skladovanie hl'uz, ¢o je vyhodné pre obchod a priemysel.
V dormantnych hluzdch nedochadza k poklesu nutri¢cnej hodnoty a
poklesu odolnosti voci chorobam oproti puciacim hluzam
(LADYZHENSKAYA aPROTSENKO 2002, HAINES et al. 2003). V
sucasnej dobe sa vyuziva velka Skéala chemickych latok potlacujtcich

pucanie, alebo naopak, latok stimulujicich pucanie hluz.

Tato praca bola zamerana na ovplyvnenie dizky dormancie hl'az l'ulka
zemiakového aplikovanim réznych exogénnych latok. Pouzity bol fluridon
(FLD), ktory podsobi ako inhibitor syntézy ABA (GAMBLE a MULLET
1986). Tiez bol aplikovany dusi¢nan strieborny (AgNO3), ktory sa viaze na
vizbové miesta etylénu a tak bréni jeho fyziologickému prejavu (GASPAR
et al. 1996). Dalsia aplikovana latka, kyselina abscisova (ABA), pdsobi
stimulaéne na indukciu dormancie a jej udrzanie (SUTTLE 1995).
Poslednou pouzitou latkou bol benzyladenin (BA), ktory patri medzi
cytokininy, ktoré st inhibitormi dormancie (HARTMAN 2011, SUTTLE a
BANOWETZ 2000).

FLD ako inhibitor biosyntézy ABA stimuloval pucanie hluz. Vyskyt
puéiacich hl'iz sa zvySoval hned od pociatku experimentu a v siedmom dni
dosahoval 43 9%. Inhibi¢cny 0c¢inok FLD na obsah ABA a preruSenie
dormancie tiez zaznamenali SUTTLE a HULTSTRAND (1994), ktori tak

potvrdili potrebu ABA pri navodeni a udrziavani dormantného stavu hluz.
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Pouzitie BA malo taktiez za nasledok prerusenie dormancie. Stimulacia
rastu pupenov prebiehala od prvych dni a po siedmych dinoch dosahovala
takmer 50 % puciacich hlaiz. Vplyv CK na skratenie dormancie bolo
potvrdené vo viacerych studiach (SUTTLE a BANOWETZ 2000, SUTTLE
2008). Pouzitie ABA posobilo inhibi¢ne na rast pupenov a predlzovalo
dormanciu. Po 21 diioch umoznila ABA iba 30% pucanie hl'tz. To podporuje
aj zistenia predchadzajucich vyskumov, Zze ABA zastava dodlezitu funkciu
ako regulator dormancie hluz (SIMKO et al. 1997, SUTTLE a
HULTSTRAND 1994). Stimulaéné ucéinky na rast pupenov a skratenie
dormancie bol zaznamenany aj u AgNOs;. SUTTLE (1998) popisuje
stimula¢né ucinky AgNOjz pri zvySenych koncentraciach, ale iba
v za¢iato¢nych fazach pucania hliz. V naSom experimente sa stimulacny

uc¢inok AgNOj prejavoval pocas celého experimentu.

Obsah sledovanych endogénnych CK sa zvySoval s viditelnym pucanim
hl'az, pricom ich obsah bol rézny v zéavislosti na pouzitom variante.
NajvyS§Sie hodnoty dosahovali hluzy vystavené ucinkom FLD a AgNOg;, ¢o
korelovalo aj so stimulaciou pucania hlz. Z vysledkov stanovenia CK
vyplynulo, ze ich obsah sa zvysSuje pocfas vystupu z dormancie a najviac su
zastipené Vv puciacich hluzach. BA, Z a DHZ dosahovali najvy$sSich hodnot
vo vSetkych pouzitych variantoch. Z a DHZ boli zvySené oproti ostatnym aj
pred oSetrenim jednotlivymi latkami. Pol14 diioch sa objavuju aj DHZR, iP
a BA. VyS8§i obsah Z pred viditelnym pucanim namerali aj SUTTLE a
BANOWETZ (2000), ktori dokonca potvrdili jeho nérast s vyskytom
puciacich hlaz. V tomto experimente nebol vobec namerany ZR, mT a jeho
ribozid. To, Ze sa nepodarilo stanovit ZR modze byt sposobené jeho prili§
nizkym obsahom. V stadii SUTTLE a BANOWETZ (2000) sa podarilo
namerat len nizke koncentracie ZR ajeho obsah sa nezvySoval ani
vV priebehu pucania hl'iz. V hl'uzach oSetrenych ABA bol zaznamenany len
maly narast obsahu CK. To mdZze byt sposobené inhibi¢nym vplyvom ABA
na rast pupenov alebo ovplyviiovanim aktivity CK. Narast koncentracie CK
pred a poc¢as pucania hl'iz bol zaznamenany aj v d’alSich Stadiach (KODA
1982, TURNBULL a HANKE 1985). Zvysujuci obsah CK moze suvisiet’ so
stimulaciou bunkového delenia pri raste pupenov (SUTTLE 2007).
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Obsah ACC ako prekurzora etylénu je zvysSeny na pociatku merania a vo
variante FLD po 8 dinoch, ¢o zrejme suvisi SO zvySujucou sa produkciou
etylénu od 3. dna a s vyskytom prvych puciacich hlaz. Obsah ACC
u variantu s ABA dosahuje v 8. dni ve'mi nizke hodnoty, pricom produkcia
etylénu taktiez klesd od pociatku merania. Tento pokles modze suvisiet
s nizkym vyskytom puciacich hl'iz. Produkcia etylénu je zvySena taktiez u
AgNOQg3, ale jeho vplyv je inhibovany i6nmi striebra. V 8. dni dochadza
k vyraznejSiemu poklesu etylénu a obsah ACC je taktiez znizeny. Produkcia
CO; je zvySena v kontrolnom variante a vo variante ABA, ¢o je zaujimavé
v porovnani s FLD a AgNO3 u ktorych je zvySeny pocet puciacich hluz.
Spotreba kysliku je znizovana u vSetkych variant, ¢o moéze korelovat
s respira¢nou aktivitou. Produkcia etdnu je na nizkej urovni a postupne

klesa.

Obsah ABA v hluzach klesa v zavislosti od zvySujuceho sa mnozstva
posobi ako jej inhibitor. SUTTLE a HULTSTRAND (1994) taktiez
zaznamenali znizeny obsah ABA po aplikacii FLD a vyskytom puciacich
hl'az. Po 14 dnoch je koncentracia ABA zniZzend a porovnatel'nd vo vSetkych
stimula¢nych latkach FLD, AgNOj; aj BA. Zvysené hodnoty ABA boli
zaznamenané u hliz oSetrenych externe aplikovanou ABA. ZvySenie
koncentracie ABA sice potlacovalo rast pupefiov ale po 14. dni sa objavuje
uz 20 % puciacich hl'uz. Tieto vysledky by mohli viest k zaverom, Zze
znizenie obsahu ABA nemusi byt nevyhnutnym predpokladom pre vystup
z dormancie (SUTTLE et al. 2012, SUTTLE 1995). Vysoké hodnoty ABA sa

nachadzali vo variante s plne dormantnymi Cerstvo pozbieranymi hl'uzami.

Zo ziskanych vysledkov je vidiet, ze di’ka dormancie méZe byt
ovplyvilovana roznymi latkami. ZvySujuce sa naroky T'udi a priemyslu na
kvalitu a mnozstvo vyprodukovanych zemiakov suvisi aj s dizkou
dormancie. Preto je stidium regulacie dormancie rozsiahlou témou
a poskytuje mnozstvo moznosti pre vyskum. V buducnosti by sa mohli
uplatiiovat aj transgénne rastliny lulka zemiakového, pri ktorych by

vnesenie urcitych génov razne predlzovalo alebo skracovalo dormanciu bez
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potreby Specidlneho skladovania hliz alebo aplikacie chemickych latok.
Zemiaky su pre I'udska populaciu délezitou plodinou, a preto naroky na ich
rychlu produkciu a kvalitu buda zvySované vplyvom priemyslu a zvySujucej

sa populacie l'udi.
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7 ZAVER

Tato diplomova praca sa zameriava na vplyv jednotlivych chemickych
latok na diZku dormancie. Boli popisané jednotlivé vonkajie a vnitorné
faktory vplyvajuce na dormanciu hluz. Taktiez boli popisané skupiny
fytohorménov vo vztahu k regulacii dormancie. Latkami pouzitymi v tychto
experimentoch boli fluridon, kyselina abscisova, benzyladenin (inym
nazvom benzylaminopurin) a dusi¢nan strieborny. Kultivacia rastlin
a produkcia hliz Tulka zemiakového prebiehala v in vitro podmienkach.
Okrem vplyvu pouzitych latok na dormanciu bol sledovany aj ich vplyv na
obsah endogénnej ABA a CK ako aj vplyv na produkciu plynov. Obsah ABA
bol stanovovany pomocou RIA analyzy, obsah CK pomocou HPLC

a produkcia plynov bola stanovovana pomocou plynovej chromatografie.

FLD, AgNO3; a BA posobili stimulaéne na rast pupenov hl'uz a potlacali
dormanciu. Najvys$s$i stimulacny ucinok na rast pupeiov bol zaznamenany
u varianty FLD a BA. ABA poésobila inhibi¢ne na rast pupefiov a mierne
predlzovala dormanciu hliuz. Produkcia etylénu bola zvySend v hluzach
oSetrenych FLD a AgNOjs, C¢o =zrejme suvisi so zvySenym vyskytom
puciacich hluz. Spotreba kysliku bola postupne znizovana v priebehu
experimentu. Produkcia ACC bola najvys$sia u FLD. Produkcia etanu je
postupne zniZovanad hlavne na konci merania. Koncentracia endogénnych
CK sa zvySovala u vSetkych variant pri vystupovani z dormancie. Najvys$Sia
koncentracia bola zaznamenana u BA a Z. Obsah ABA sa zniZoval
s ukon¢enim dormancie a vyskytom prvych puciacich hliz vo vSetkych
variantoch. Najvy$Sie hodnoty dosahoval kontrolny variant s plne

dormantnymi hl'uzami.

Z uvedenych vysledkov je vidiet, ze dizka dormancie méze byt
ovplyvilovana réznymi latkami. Dnes je znamych vel'a informacii o priebehu
dormancie a latok uplatfiujicich sa v jej regulacii, avSak tato téma stale
ponuka mnozstvo prilezitosti na vyskum. Preto je dormancia predmetom
vel'kého mnoZstva Studii, ktoré su zamerané na rozne interakcie procesov

a latok uplatiiujucich sa v regulédcii dormancie.
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